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1 Einleitung

1.1 Die Transfusion von gelagerten Erythrozytenkonzentraten

Bei der Behandlung transfusionspflichtiger Erkrankungen haben sich spezielle Blutkomponenten
im klinischen Alltag durchgesetzt. Die Separation von Vollblut in Erythrozytenkonzentrat, Plas-
ma sowie gegebenenfalls Thrombozytenkonzentrat ist gegenwirtiger Standard, da wichtige Be-
standteile wie Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten wéhrend der Vollblutlagerung nach kur-
zer Zeit funktionell inaktiv werden. Die Lagerung von Erythrozyten erfolgt heute in der transfu-
sionsmedizinischen Routine bei einer Temperatur von 4°C (+ 2°C) als Erythrozytenkonzentrat in
additiver ,,Schutz- und Nihrlosung®. Wihrend der letzten 50 Jahre wurden verschiedene Nihr-
16sungen zur Erythrozytenkonservierung untersucht, um die Lagerungszeit zu verldngern und
um eine bessere Verfiigbarkeit der Blutprodukte zu gewihrleisten (niheres s. Anhang ,,Additiv-
und Stabilisatorlosungen®, Abschnitt 7.2). Im Universitéts-Krankenhaus Eppendorf kommt u.
a. routinemifBig die Additivlosung PAGGS-M (phosphate, adenine, guanosine, glucose, sodi-
um, mannitol) zur Anwendung. Hierbei handelt es sich um eine hochwertige Néihrlosung [8, 79
91, 121], die eine maximal zulidssige Lagerungszeit des Erythrozytenkonzentrates von 49 Tagen
erlaubt [91, 112].

Die Vorginge bei der Lagerung von Erythrozytenkonzentraten sind komplex und durch einzelne
Parametern schwer zu erfassen. Entscheidend ist die Erythrozytenvitalitdt im Empfinger. Eine
unspezifische Methode wie die Kernspinresonanz, die viele Vorgéinge auf einmal erfal§t, hitte
hier einen praktischen Vorteil, insbesondere wenn sie schnell die Qualitiit groBerer Mengen an

Erythrozytenkonzentraten zerstorungsfrei iiberpriifen konnte.

1.2 Qualitatskontrolle von Erythrozytenkonzentraten

Der wichtigste Parameter, an dem die Giite der Lagerung von roten Blutzellen gemessen werden
kann, ist der Verbleib der Erythrozyten im Rezipienten nach Transfusion (Bestimmung durch
Markierung der Erythrozyten mit verschiedenen Radioisotopen [61, 90]). Als Maf3 wird der
Prozentsatz der Erythrozyten angegeben, der fiir mindestens 24 Stunden nach Transfusion im
Empfingerkreislauf verweilt. Bei groBer interindividueller Variabilitit verlangen die derzeit giil-
tigen Regelungen iiber Konservierungslosungen und Lagerbedingungen, da mindestens 70%
der transfundierten Zellen nach 24 Stunden im Empfingerorganismus nachweisbar sein miissen
[117]. Bei der Verwendung von PAGGS-M als Additivlosung geniigen gelagerte Erythrozyten
dieser Anforderung bis maximal 49 Tage [112].

Auf der Suche nach geeigneten in vitro Methoden, die eine Aussage iiber die Erythrozyteniiber-
lebenszeit in vivo und somit iiber die Qualitit des Blutproduktes machen konnen, wurde eine

groe Anzahl hdmatologischer und biochemischer Parameter iiberpriift, wie z. B. die intra-
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erythrozytire 2,3-Bisphosphoglycerat-(2,3-BPG)-Konzentration [80, 85] und die Adenosintri-
phosphat-(ATP)-Konzentration. Als zumindest unter praktischen Gesichtspunkten nicht geeignet
in der Qualitédtskontrolle erwiesen sich morphologische Verdnderungen, die Bestimmung des

Kaliums und der osmotischen Resistenz der Erythrozyten [84].

Besondere Beachtung in der Qualitidtskontrolle gilt der Fahigkeit der Aufrechterhaltung der intra-
erythrozytiren 2,3-Bisphosphoglycerat-(2,3-BPG)-Konzentration [85]. 2,3-BPG ist ein Ne-
benprodukt der Glykolyse, liegt im Erythrozyten in verhiltnisméBig hoher Konzentration vor (4-
5 mmol/l) und hat eine wichtige Funktion bei der Regulierung des Sauerstofftransportes. Das
deoxygenierte Himoglobin vermag ein Molekiil 2,3-BPG zu binden; durch Wechselwirkung der
negativ geladenen Phosphat-Gruppen mit positiv geladenen Gruppen von Lysin und Histidin
wird die Raumstruktur des Himoglobin so verdndert, daf} die Sauerstoffaffinitit sinkt und der

Sauerstoff somit peripher leichter abgegeben werden kann.

Bei der Lagerung in PAGGS-M kommt es innerhalb von 3 Wochen zu einem Abfall der zellula-
ren 2,3-BPG-Konzentration auf etwa ein Fiinftel des Ausgangswertes [90]. Es resultiert eine
Linksverschiebung der Sauerstoffbindungskurve als Ausdruck einer verringerten Sauerstoff-
Abgabefihigkeit des Erythrozyten [14, 83]. Inkubationsversuche mit Sauerstoff belegten, da3 es
unter physiologischen Bedingungen zu einer Regeneration des 2,3-BPG kommt. Diese Regene-
rationsfahigkeit bleibt wihrend der 7wochigen Lagerung nahezu unverédndert [90]. In vivo Un-
tersuchungen belegen, dafl es nach Transfusion innerhalb weniger Stunden zu einer Restitution
des ATP-Gehaltes der Erythrozyten kommt, es jedoch bis zu 48 Stunden nach Transfusion dau-
ert, bis es zu einer kompletten Resynthese des 2,3-BPG gekommen ist [81, 82]. Mollison et al.
[83] beobachteten eine Posttransfusionsiiberlebensrate von unter 70% trotz hoher ATP-
Konzentrationen. Bei niedriger ATP-Konzentration und gleichzeitig hohem 2,3-BPG-Gehalt
betrug die Uberlebensrate 87%, selbst nach 42 Tagen Lagerung. Heaton et al. bestitigten den
engen Zusammenhang zwischen der Restitution der Erythrozytenfunktion und dem zelluldrem
2.3-BPG-Gehalt im Gegensatz zur Konzentration an ATP [24, 61]. Es ist davon auszugehen,
dal} ein erniedrigter 2,3-BPG-Spiegel in den ersten Stunden nach Transfusion unter kritischen

Bedingungen unerwiinscht zum Tragen kommen kann [81].

Als substantielle Verinderungen der Erythrozyten wihrend der Lagerung werden vor allem An-
derungen der Zellmembran beschrieben. Hierzu zéhlen eine verdnderte Zusammensetzung und
Organisation der Membranlipide und —proteine [5]. Schidden an der Zellmembran gelten als
Hauptursache fiir eine reduzierte Erythrozytenvitalitit nach Lagerung [23]. Ein zuverldssiges
Kriterium fiir einen Qualitétsverlust scheint eine reduzierte Verformbarkeit der Erythrozyten zu

sein [21,22,86,118], deren Bestimmung jedoch Forschungseinrichtungen vorbehalten bleibt.



13 Der Erythrozyt und Alterung von Erythrozytenkonzentraten

Die wichtigste Funktion der Erythrozyten, der zur Versorgung des Gewebes bis in die kleinsten
GefilBbezirke erforderliche Transport von Sauerstoff, sowie der Riicktransport des entstandenen
CO,, wird durch eine Reihe von biochemischen und strukturellen Besonderheiten gewihrleistet.
Der normale Erythrozyt besitzt eine hantelformige Gestalt mit einem Durchmesser von 7,5-
8,3 um und einer Dicke von 1,7 ym. Die bikonkave Form gewihrleistet eine gute Verformbar-
keit der Erythrozyten die fiir die Blutviskositit von groBer Bedeutung ist und eine Sequestration

der Zellen, z. B. wihrend der Passage durch die Milz, verhindert.

Fiir die mechanische Flexibilitét ist die biochemische Zusammensetzung der Erythrozytenmem-
bran entscheidend. Sie besteht iiberwiegend aus Glycerolipiden, die derart angeordnet sind, daf}
eine zweischichtige Lage mit hydrophilen Auflenseiten und einem hydrophoben Inneren entsteht.
Eingelagert in die Membran sind verschiedene Proteine, deren Funktionen beispielweise im
transmembrandsen Molekiiltransport (band-3-protein) oder in der Aufrechterhaltung der negati-
ven Oberfldchenladung des Erythrozyten (Proteine der Glycophoringruppe) bestehen. Auf der
zytoplasmatischen Seite der Membran bilden andere Proteine wie Spectrin, Ankyrin und Actin
ein Geriist in Form eines Netzwerkes, welches als Zytoskelett bezeichnet wird und fiir die
Funktion und Flexibilitit der Membran von essentieller Bedeutung ist. So fiihrt ein fehlerhaftes
Spectrin beispielsweise zum Krankheitsbild der hereditiren Sphirozytose [117]. Die Bewahrung
der Integritit der Membran ist ein aktiver, ATP-abhédngiger Prozef3. Entsprechend kann ein Glu-
kosemangel wie bei hereditdrem Glykolysedefekt (Pyruvatkinasemangel) zu Membrandefekten
mit pathologischen Veridnder-ungen der Erythrozytenform und zur Himolyse fiihren [6]. Weite-
re energieabhiingige Prozesse im Erythrozyten dienen der Stabilisierung des zweiwertigen Zu-
standes des Eisenions im Ham, der Aufrechterhaltung des transmembrandsen Elektrolytgra-
dientens und dem Erhalt der reduzierten Form der SH-Gruppen des Hdamoglobins und der intra-
zelluldren Enzyme. Da der reife Erythrozyt keine Mitochondrien enthilt, ist sein Stoffwechsel
durch anaerobe Glukoseverwertung gekennzeichnet, die vorwiegend durch direkte Glykolyse
erfolgt. NADHP wird durch Glucoseoxidation iiber den Pentosephosphatweg bereitgestellt und
dient u. a. dazu, Gluthation in reduziertem Zustand zu halten. Gluthation beseitigt H,0, und re-
duziert SH-Gruppen von Hédmoglobin, Enzymen und Membranproteinen und schiitzt diese vor
Oxidation. Ist die Bildung von reduziertem Gluthation vermindert, wie z. B. beim Glukose-6-
Phosphatdehydrogenasemangel, so kann es bei exogener Zufuhr von Peroxidbildnern zur Hai-
molyse kommen. NADH dient zur Reduktion der Methimoglobinreduktase, die ihrerseits Fe’*-

Héamoglobin reduziert.

Die durchschnittliche Uberlebenszeit normaler Erythrozyten betrigt 120 Tage. Der Abbau geal-

terter Erythrozyten vollzieht sich v. a. in Knochenmark, Leber und Milz. Daneben werden ge-
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schidigte Erythrozyten in Abhingigkeit vom Ausmal ihrer morphologischen Verdnderungen in

der Milz und bei stirkeren Alterationen auch in der Leber sequestriert.

Wihrend der Lagerung von Erythrozytenkonzentraten kann es zu einem Funktionsverlust der
Erythrozytenmembran kommen. Seit langem ist ein Lipidverlust, verbunden mit einer Sphe-
roechinozytose und dem Entstehen spectrinfreier Vesikel [86,118,39,65,50,77,98,111] be-
kannt. Die Abnahme an ATP wéhrend der Lagerung tragt zu Membranschidden beli, ist jedoch
nicht hauptverantwortlich, da ein Verlust der Membranverformbarkeit auch bei hochnormalem
ATP-Gehalt auftritt [23]. Als wichtiger irreversibler Schidigungsmechanismus wird bei gela-
gerten Blutprodukten die Peroxidation von Zellbestandteilen durch Radikale diskutiert [64, 71,
74, 75].

Im Erythrozyten entstehen die Sauerstoffradikale bei dem Fe**-katalysiertem Abbau von H,0,
(s.u.). Alle drei Sauerstoffradikale sind an der Sauerstofftoxizitit beteiligt, wobei das Hydroxyl-
radikal das reaktivste ist. Die reaktiven Sauerstoffspezies schidigen Molekiile auf mannigfache
Weise, z.B durch Schiddigung der DNA oder durch Veridnderungen von Proteinen und Kohlen-
hydraten [54-60]. Gut untersucht ist die Auswirkung oxidativer Schidigung auf Lipide, insbe-
sondere Membranlipide. Hier sind es speziell die mehrfach ungesittigten Fettsduren, die in einer
Reihe von charakteristischen, als Lipidperoxidation bezeichneten Reaktionen modifiziert wer-
den. Neben der entscheidenden Beteiligung von Sauerstoffradikalen brachte man die Peroxidati-
on von Membranlipiden mit einer Vielzahl toxischer Substanzen in Verbindung [20, 72, 100,
115, 119]. Eine gesteigerte Lipidperoxidation wurde auch bei verschiedenen Erkrankungen wie
dem akuten Myokardinfarkt [3], der rheumatoiden Arthritis [66] und bosartigen Neubildungen
[25, 56, 60] beobachtet. Eine erhohte Empfindlichkeit roter Blutzellen gegeniiber oxidativen
Prozessen wurden bei hdmolytischen Andmien [101, 103], der Thalassdmia major und dem
Glucose-6-phosphat-dehydrogenase-Mangel und der Sichelzellandmie [32] beschrieben. Dar-
iiber hinaus lief sich die Lipidperoxidation beim Alterungsproze3 von Erythrozyten nachweisen
[2,29,64,71,74,75, 116].

Die Peroxidation mehrfach ungesittigter Fettsduren (Arachidonsédure, Linolensdure, Linolséure)
in Membranlipiden wird durch Reaktion mit Sauerstoffradikalen (Singlett-Sauerstoff oder freie
Radikale) eingeleitet. Die ungepaarten Elektronen des atmosphérischen Sauerstoffs sind beim
Singlett Sauerstoff 'O, zu einem reaktiven Dublett mit antiparallelem Spin gepaart. Singlett-
Sauerstoff entsteht z. B. durch photodynamische Aktivierung. 'O, addiert sich an C-Atome von

Doppelbindungen der Polyenséduren und fiihrt zur Bildung von Hydroperoxiden.

Das hochreaktive Hydroxylradikal (OH*) entsteht bei der sog. Fenton-Reaktion (1) durch die
Fe**-katalysierte Disproportionierung von H,0, [63,92, 109, 113].

Fenton-Reaktion: H,O0, + Fe** —» OH* + OH + Fe’* (1)
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Das Hydroxylradikal (OH*) ist maf3geblich an der Initialisierung der Lipidperoxidation beteiligt.
Die Radikalgeneration im Erythrozyten ist in der Ubersicht in Abb. 1 dargestellt. Substrate der
Peroxidation sind u. a. ungesittigte Fettsduren mit mindestens zwei Doppelbindungen. Der Oxi-
dationsprozef ist eine Radikalkettenreaktion, die man in Initialisierung, Propagierung und Ket-
tenabbruch einteilen kann. Das Radikal greift die Methylengruppe zwischen zwei Doppelbin-
dungen einer Polyensidure an. Durch den Protonenabzug entsteht ein Polyensdureradikal. Das
Lipidradikal seinerseits kann sich mit molekularem Sauerstoff zu einem Polyenséure-
Peroxyradikal verbinden, das wiederum zur Bildung eines Lipidperoxids und eines neuen Lipi-
dradikals fiihrt. Auf diese Weise kommt es autokatalytisch zur Bildung von immer mehr Li-
pidperoxiden. Zum Abbruch dieser Kettenreaktion kommt es durch Erschépfung der Reaktions-
partner, Abfangen von Radikalen durch Antioxidantien oder durch die Reaktion zweier Radikale
miteinander. Durch stufenweisen Polyensdureabbau entsteht ein komplexes Gemisch von Ma-
londialdehyd, n-Alkanen, n-Alkanalen, Hydroxyalkanalen, 2-Alkenalen, Alka-24-dienalen,
Hydroxyalkenalen und Ketonen [60].



Himoglobin Fe** - O,

" . NAD*
¢ T 1) Methidmoglobinreduktase @ NADH 5 Glykolyse

Methiimoglobin Fe** + O, _

2)
3)
H,0 + 120, «— H,0,
NADP* GSH Fenton-Reaktion:
@ NADPH § @ GSSG 3 4)
Fe** + H,0,— Fe’* + OH* + OH_
Hexose-
phosphatweg
H,0 OH*

.

Lipidperoxidation Zerstorung von:

¢ Proteinen und Aminosiuren
e Zucker
¢ Nukleotidbasen

* Enzyminaktivierung

Abb. 1: Schematische Darstellung der Radikalgeneration im Erythrozyten; Methdmoglobinre-
duktase (Cytochrom bgs-Reduktase) (1), Superoxid-dismutase (2), Katalase (3), Glutathionpero-
xidase (4)

Die Moglichkeit einer analytischen Erfassung der Lipidperoxidation geht auf eine Beobachtung
zuriick, daf} 2-Thiobarbitursdure mit Gewebehomogenaten nach Luftinkubation, ungesittigten
Fettsduren und ihren Oxidationsprodukten eine Farbreaktion ergibt. Die Entdeckung, da3 Ma-
londialdehyd bei der Lipidperoxidation entsteht und die eigentliche, mit Thiobarbiturséure rea-
gierende Substanz ist, waren fiir die Aufkldrung des Mechanismus der Lipidperoxidation von

grofer Bedeutung.
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Ein bekanntes Nachweisverfahren von MDA nutzt die Reaktion von MDA mit Thiobarbitursiure
(TBA) zu einer chromophoren Substanz, die sich photometrisch nachweisen 146t und erstmals
1958 beschrieben wurde [96]. Aufgrund der Sensitivitdt der Methode und der einfachen Durch-
fiihrbarkeit ist der TBA-Test die am weitesten verbreitete Nachweismethode der Lipidperoxidati-
on [26, 35, 37]. Die Methode unterliegt jedoch einer Vielzahl storender Einfliisse und zeigt eine
insgesamt schlechte Reproduzierbarkeit [68]. Der gemessene MDA-Gehalt gibt keine exakte
Auskunft iiber Herkunft und Quantitit der MDA-Prekursoren [68]. Die meisten der TBA-
reaktiven Substanzen entstehen wihrend der Nachweisreaktion, beim Erhitzen in saurem Milieu
[52, 53, 63]. Desweiteren konnen auch solche Substanzen, die in keinem direkten Zusammen-
hang mit der Lipidperoxidation stehen, einen TBA-Komplex bilden. Hierzu zéhlen unter ande-
rem Kohlenhydrate und Aminoséuren [55]. In diesem Zusammenhang sollte bei der Anwendung
des TBA-Testes der Begriff der Thiobarbitursdure-reaktiven Substanzen (thiobarbituric acid re-
active substances, TBARS) dem MDA vorgezogen werden [38]. Die Bestimmung der Malon-
dialdehydkonzentration durch TBA-assays dient somit mehr als qualitative denn als quantitative
Nachweismethode [60, 38, 68].

Die herausragende Rolle der Sauerstoffradikale und der Lipidperoxidation beim Alterungsprozef3
von Erythrozyten wurde durch mehrere Arbeiten nachgewiesen [z. B. 2, 29, 64, 71, 73, 74].
Erythrozyten von Patienten mit Sichelzellandmie [62, 94] oder Fanconi-Animie [93] wiesen eine
verkiirzte Lebensdauer auf und zeigten eine gesteigerte erythrozytire Generation des Superoxid-
Anions. Die hohe Sauerstoffspannung und die Anwesenheit von Eisen macht die Lipidmembran
des roten Blutkorperchens besonders empfindlich gegeniiber Peroxidation. Dariiber hinaus pro-
duzieren Makrophagen und Granulozyten Wasserstoffperoxid und Superoxid-Anionen, die in
den Extrazellularraum diffundieren und die Lipidperoxidation der Erythrozyten propagieren
konnen [26, 28, 114]. In vivo wirken im Erythrozyten die Enzyme Methdmoglobinreduktase,
Katalase und Glutathionperoxidase der Radikalgeneration entgegen (s. Abb. 1); verschiedene
Antioxidantien wie Vitamin E und Vitamin C fiihren zu einer Inaktivierung der Radikale [9, 71].
Unter Lagerungsbedingungen kommt es jedoch zu einer Erschopfung dieser Schutzmechanis-
men [5, 89]. So konnte in gealterten Erythrozyten eine verminderte Konzentration an reduzier-
tem Glutathion und Tocopherol nachgewiesen werden [89]. Die Folge ist die unerwiinschte Ge-
neration des hochreaktiven Hydroxylradikals. Dieses verursacht zum einen die Inaktivierung
schiitzender Enzyme und zum anderen eine direkte Schidigung durch Zerstérung von Mem-
branlipiden. Fine Resynthese defekter Zellbestandteile ist dem Erythrozyten als kernlose Zelle
nicht moglich. Die ,, Reactive-Oxygen-Species” (ROS) sind auch fiir weitere Alterungsprozesse
der Erythrozyten mitverantwortlich, wie Aggregation von Membranproteinen, herabgesetzte
Membranfluiditidt, Zunahme der Membranpermeabilitit fiir Kalium und Zunahme des IgG-
Bindungsvermdégens [6]. Der Erythrozyt ist nicht nur einem stidndigen oxidativen Stress ausge-
setzt, sondern mit zunehmendem Alter kommt es zudem zur Erschopfung der Schutzmechanis-

men und zu einem Verlust von Radikalfingern wie Tocopherol und reduziertem Glutathion [89].
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Auch bei Lagerung von Erythrozyten in additiver Losung zu Transfusionszwecken zeigte sich
eine gesteigerte Lipidperoxidation. Knight und Mitarbeiter bestimmten das Ausmal} der Li-
pidperoxidation wihrend der Lagerung von Erythrozyten in verschiedenen Nihrlosungen und
unter Zusatz von Antioxidantien [71, 74, 75]. Der Nachweis von Abbauprodukten der Lipidper-
oxidation, z. B. des Malondialdehyds, dient als ein Qualititsparameter in der Beurteilung der
Giite einer Additivlosung [71, 74, 75], unterliegt jedoch einer Vielzahl storender Einfliisse und

zeigt eine insgesamt schlechte Reproduzierbarkeit [68].

In der Qualitéitskontrolle von Erythrozytenkonzentraten wire eine Methode wiinschenswert, die
Lagerungsschidden zerstorungsfrei und frithzeitig nachweist, um auch Erythrozytenkonzentrate
fortgeschrittener Lagerungszeit auf ihre Giite zu priifen und somit die Bereithaltung hochwerti-

ger Erythrozytenkonzentrate zu optimieren.

14 Die Kernspin-Resonanz-Untersuchung als neue Methode in
der Qualititskontrolle von Erythrozytenkonzentraten?

Die Kernspin-Resonanz-Methode (KSR, NMR) bietet eine Moglichkeit, Wechselwirkungen
zwischen Molekiilen und Atomen (Protonen) zerstorungsfrei zu untersuchen. NMR-
Untersuchungen haben u. a. die Diffusion von Wasser durch die Erythrozytenmembran studiert
[31, 46]. Dabei wurde der extrazellulire (Plasma) EinfluB von Mangan (Mn**) auf die Querrela-
xation von diffundierenden Wassermolekiilen untersucht. Spektroskopische ~NMR-
Untersuchungen an Erythrozytenmembranen gingen hauptsichlich der Frage der biochemischen
Umgebung der Protonen, d.h. der Lipid-Proton Wechselwirkung nach [95]. KSR-
Untersuchungen an intakten Erythrozyten beschiftigten sich im wesentlichen mit dem Relaxati-
onsverhalten von Vollblutproben, die bei Raumtemperatur bzw. bei 37 °C gelagert wurden,
wobei Anderungen der Relaxationszeiten bereits friihzeitig nach Lagerungsbeginn auftraten [47].
Dabei wurde eine Abhéngigkeit der Spin-Spin Relaxationszeit T, der Blutprobe vom Methidmo-
globingehalt sowie dem Ausmal stattgehabter Hamolyse beschrieben [18, 30, 46, 78, 97]. Von
besonderer Bedeutung ist die diamagnetische bzw. paramagnetische Eigenschaft des Hamoglo-
bineisens in Abhingigkeit vom Oxygenierungsgrad bzw. bei der Entstehung von Methimoglo-
bin. Etwa */, des Eisens im menschlichen Korper befindet sich als Hdmoglobineisen im
Erythron. Hamoglobin macht mehr als 90% des Trockengewichtes des Erythrozyten aus. Ein
Molekiil Himoglobin besteht aus 4 Globinketten, von denen jede mit einem Hadm-Molekiil iiber
zwei Histidinreste verbunden ist. Der Sauerstoff wird reversibel an das Fe**-Ion des Hims (Fer-
roprotoporphyrin), chemisch Ferroprotoporphyrin IX, ,,gebunden®. Die rdaumliche Anordnung
der Globinketten bewirkt, dal Him iiberwiegend von apolaren Gruppen umgeben ist und da-
durch eine oxidierende Wirkung der O,-Bindung verhindert wird. Hamoglobin kann in Form
von Oxyhdmoglobin, Deoxyhidmoglobin und Methdmoglobin vorliegen. Das Verhéltnis von

Oxyhidmoglobin zu Deoxyhidmoglobin ergibt sich aus der Sauerstoffsittigung als Funktion des
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Sauerstoffpartialdruckes. Methdmoglobin entsteht bei spontaner Oxidation von Hidmoglobin.
Der Eisenanteil des Himoglobins betrigt 0,35% [89].

Ein neutrales Eisenatom hat 26 Elektronen, von denen 18 in geschlossenen Elektronenschalen
vorliegen (1s°2s*2p°3s3p®). Bei Oxy- und Deoxyhimoglobin besetzen die iibrigen 8 Elektronen
die Orbitalkonfiguration 3d°4s®, d.h. das Eisen liegt in der Form Fe** vor. Die sechs 3d-
Elektronen befinden sich in den Molekiilorbitalen e, (hochenergetisches Orbital) und the (nieder-
energetisches Orbital). Wegen der starken Wechselwirkung des Liganden mit dem zentralen Ei-
senatom beim Oxyhémoglobin (e, und t,, Orbitale liegen weit auseinander) liegt in diesem Falle
das Eisen in einer Low-Spin-Konfiguration vor (nur die t,, Orbitale sind besetzt). Oxygeniertes
Himoglobin ist diamagnetisch, da sich der Elektronenspin des Fe** und der Elektronenspin des
gebundenen Sauerstoffs auftheben [7, 12]. Diamagnetismus liegt dann vor, wenn alle Molekiil-
schalen abgeschlossen sind, das negative y fiihrt dann zu einer Abschwichung des Magnetfel-

des, wihrend paramagnetische Substanzen (positives ) das Magnetfeld verstérken.

Durch die verminderte Wechselwirkung des Liganden beim Deoxyhémoglobin (e,- und t, - Or-
bitale néhern sich an) besetzen zwei 3d-Elektronen das hoher gelegene e -Orbital. Es stehen 4
Elektronenspins parallel, wodurch das Molekiil eine schwache paramagnetische Eigenschaft hat.
Bei der Oxidation vom Hamoglobin zum Methédmoglobin (geringe Energiedifferenz zwischen e,-
und t, -Orbitalen) ist die 3d Schale nur mit 5 Elektronen besetzt, d.h. das Eisen liegt in der Form
Fe’* vor. Diese Konfiguration ist eine sogenannte High-Spin-Konfiguration. Hierbei stehen alle

Elektronenspins parallel, wodurch das Molekiil eine starke paramagnetische Eigenschaft erhilt.

Das Relaxationsverhalten von Blut bzw. Erythrozytenkonzentraten wird durch folgende Effekte
beeinfluf3t:

1. durch paramagnetische Effekte (unterschiedliche Orbitalkonfigurationen des FEisens im

Hdmoglobin ergeben einen Unterschied in der magnetischen Suszeptibilitdit x)

2. durch die Austauschdynamik des Hydratationswassers an der Erythrozytenoberfliche und
der Proteinoberfliche, sowie der Diffusion zwischen intra- und extrazelluldrem Wasser

durch die Erythrozytenmembran.

1. Zum Paramagnetismus: Relaxationsphdanomene bei quantitativen Kernspin-Resonanz-
Untersuchungen werden bei Anwesenheit von Eisen durch die paramagnetische Relaxation mit-
tels der Solomon-Bloembergen-Gleichungen beschrieben [67, 99]. Die Spin-Gitter- (1/T,) und
die Spin-Spin- Relaxationsrate (1/T,), auch Léangs- bzw. Querrelaxationsrate genannt, sind li-

neare Funktionen der Eisenkonzentration o, (2).

+C *a, (2)

1/T,,= nicht-paramagnetische Relaxationsrate
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Der Geradenkoeffizient C, (i= 1, 2) ist eine komplexe Funktion und kann in erster Ndherung

durch Gleichung (3) beschrieben werden.

°n
C=Cyo 25m e f(rew) (3)
In dieser vereinfachten Form kommt die makroskopische magnetische Suszeptibilitit . anstelle
der atomphysikalischen Parameter (Bohrsches Magneton, Spin-Quantenzahl) und der physika-
lischen Konstante C, sowie der funktionelle Ausdruck f, (4, 5) fiir die Lings- und Quer-
relaxationsraten zur Anwendung [67, 99]. Die Korrelationszeit t.. ist ein Parameter fiir das dy-

namische Verhalten des Protons, relativ zu den wechselwirkenden Atomen oder Molekiilen.

1
1+(wet.)

=61, @)

1
1+(a)'rc)2)

£ =3rc'(%+ )

Die Gleichungen 2 bis 5 besagen, daf3 die Relaxationsraten proportional zu der Eisenkonzentra-
tion o, der magnetischen Suszeptibilitit i, der Anzahl n der Protonenliganden und umgekehrt
proportional zu der sechsten Potenz des Abstandes zwischen Proton und Eisenatom sind. Die

Zahl der Protonenliganden ist proportional zu r’.

Wegen des schwachen Paramagnetismus  des Deoxyhdmoglobins ist bei der Umwandlung von
Deoxyhidmoglobin in Oxyhidmoglobin nur eine schwache Erniedrigung der Relaxationsraten 1/T,

und 1/T, zu erwarten.

Schon bei geringer Methdmoglobinentstehung (starker Paramagnetismus ) aus Oxyhdmoglobin

miifte eine deutliche Erhohung der Relaxationsraten zu beobachten sein [19,36].

2. Zur Austauschdynamik des Hydratationswassers: Die 0.g. Beschreibung der Relaxationsphi-
nomene reicht fiir die Beschreibung der Wechselwirkungsmechanismen in viskosen makromo-
lekularen Losungen alleine nicht aus. Der wichtigste Effekt der Relaxationsverstirkung beruht
hier auf dem Einflul von Hydratationswasser auf die Beweglichkeit der Protonen in unmittelba-
rer Umgebung der makromolekularen Oberflidche. Daskiewicz et al. [33] zeigten als erste, daf3
die Relaxationseigenschaften von Geweben besser erklart werden konnen, wenn man einen ge-
wissen Anteil des Wassers als starre Schicht auf der Oberfliche der Makromolekiile annimmt.
Wassermolekiile dieser Schicht stehen mit dem freien Wasser in heftigem Austausch. Typische
Austauschzeiten sind 30-100 ns [18]. Dieses Zwei-Kompartmentmodell wurde als ,two-
fraction-fast-exchange-model‘ bezeichnet und diente als Basis fiir die Erkldrung der Spin-Gitter-

Relaxation 1/ T, in Geweben. Die grundlegende Bedeutung des ,,fast-exchange® fand breite Ak-
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zeptanz, zwei Kompartimente alleine konnten die Relaxationseigenschaften makromolekularer
Losungen jedoch nicht befriedigend beschreiben. Grosch und Noak [51] zeigten, daf ein Drei-
kompartmentmodell nétig und ausreichend ist. Diese Modellvorstellung wurde durch eine Viel-
zahl weiterer Experimente bestitigt, unter anderem von Fullerton und Mitarbeitern [41-45].
Hiernach wird das Wasser der Hydratationsschicht (,,hydration sheath*) weiter unterteilt und be-
steht aus den Wassermolekiilen, die in ihrer Beweglichkeit durch die Wechselwirkung mit Mak-
romolekiilen behindert sind. Hierzu zdhlen zum einen das direkt gebundene Wasser (,,bound
water”) und zum anderen die Wassermolekiile, die keine direkten Bindungen zum Makromole-
kiil eingehen, deren Bewegungen jedoch durch die Anwesenheit des Makromolekiils einge-
schrinkt sind (,,structured water*). Die verbliebenen Wassermolekiile werden dem freien Wasser
zugeordnet (,,bulk water*). Hier sind die Wassermolekiile so weit von dem Makromolekiil ent-

fernt, da3 die molekulare Beweglichkeit dem von reinem Wasser entspricht.

Angewandt auf Erythrozyten ist die Spin-Spin-Relaxationsrate 1/T, dominiert durch Wechsel-

wirkungen von Protonen mit dem Hidmoglobin-Eisen in der Zelle.

Im Kontrast dazu ist die Spin-Gitter-Relaxationsrate 1/T, im wesentlichen durch Austausch von
Wasser der Hydratationsschicht an der Erythrozytenmembran und der Proteinoberflidche beein-
flut. In diesem Modell ist die Korrelationszeit t. ein MaB fiir die Beweglichkeit und somit auch
ein Maf fiir die Austauschdynamik der Hydratationsschicht an der Erythrozytenmembran und an
den Hidmoglobinmolekiilen. Da Schiden an der Zellmembran i. S. einer verdnderten Zusammen-
setzung und Organisation der Membranlipide und —proteine [5] sowie eines Lipidverlustes
[86,118,39,65,50,77,98,111] die entscheidenden strukturellen Veridnderungen wéhrend der La-
gerung von Erythrozyten sind und als Hauptursache fiir eine reduzierte Erythrozytenviabilitét
nach Lagerung [118] gelten, konnten Schéden an der Erythrozytenmembran z. B. als Folge der
Lipidperoxidation [64, 71, 74, 75] sich hypothetisch auf die Korrelationszeit t. und somit auf

1/T, auswirken.

Nach diesem Modell sollten sich Verdnderungen an der Erythrozytenmembran auf 1/T, und Ver-
dnderungen intrazellulérer Komponenten (z. B. Methdmoglobinentstehung) auf 1/T, und 1/T,

auswirken.
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15 Problemstellung und Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Relaxationsverhaltens von Blutproben,
deren Zusammensetzung und Konservierung den Bedingungen einer vorschriftsméiBigen Lager-

ung von Erythrozytenkonzentraten entsprechen.

—  Dabei sollte insbesondere der Frage nachgegangen werden, ob die Kernspin-Resonanz
frithzeitig und zerstorungsfrei Verdnderungen an zellulliren Blutkomponenten erfassen
kann und damit als eine zusitzliche Methode in der Qualitétskontrolle von Erythrozyten-

konzentraten dienen konnte.

—  Dies sollte mit bekannten Qualitdtsparametern verglichen werden. Die Malondialdehydbe-
stimmung, als in der routineméBigen Qualititskontrolle (noch) nicht etablierter Beurtei-
lungsparameter, dient zur Beurteilung einer moglichen Abhiingigkeit des Relaxationsver-

haltens der Blutproben von peroxidativen Prozessen der Erythrozyten.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit konnte sich die Moglichkeit ergeben, komplette, zu Transfu-
sionszwecken kommerziell hergestellte Erythrozytenkonzentrate mit Hilfe der Kernspin-

Resonanz auf ihren Qualitédtszustand hin zu iiberpriifen.



~ 13 -
2 Material und Methoden

2.1 Aufarbeitung der untersuchten Erythrozytenkonzentrate

Fiir die Untersuchungen wurden 30 Erythrozytenkonzentrate verschiedener freiwilliger Blut-
spender selektiert. Dies gelang ohne Verknappung des Versorgungsbetriebes, indem auf den
Pool sogenannter ,,wissenschaftlicher Blutspender* zuriickgegriffen werden konnte. In unserem
Kollektiv besallen diese Spender iiberwiegend durch vorangegangene Immunisierung erworbene

irregulire antierythrozytire Antikdrper ohne Krankheitswert.

Zur Herstellung eines Erythrozytenkonzentrates werden unter Beachtung der Vorschriften des
Beutelsystem-Herstellers und nach den abteilungsinternen SOP (Standard Operating Procedures)
450 ml Vollblut des Spenders noch wihrend des Entnahmevorganges in ein kommerzielles
Beutelsystem in 63 ml CPD-Stabilisator (citrate-phosphate-dextrose) gegeben. AnschlieBend er-
folgt die Separation in Erythrozytenkonzentrat und Plasma durch Zentrifugation im sterilen, ge-
schlossenen Beutelsystem. Bei Einbringen der CPD-Vollblutkonserven mit den entsprechenden
Satelliten- und Transferbeuteln (U-Quadruple-System, ehem. Fa. Biotrans) in die Zentrifuge
wird der innere Zentrifugenbecher mit dem CPD-Blut enthaltenden Beutel und der duflere mit
den drei Satelliten- / Transferbeuteln (S/T-Beutel) beschickt. Der Zentrifugationsvorgang erfolgt
mit 3550 U/min, 4000 g entsprechend, bei einer Temperatur von 24 °C. Die Plateauzeit betriagt
11 Minuten, die Anlaufszeit 5 Minuten. Zur Trennung von Erythrozytensediment und Plasma
wird die CPD-Blutkonserve erschiitterungsfrei der Zentrifuge entnommen und in einen Separa-
tor eingesetzt. In einem halbautomatischen Vorgang wird der Blutbeutel durch eine Andruck-
platte komprimiert und somit das im Uberstand befindliche Plasma zur spiiteren Verwendung in
den entsprechenden Satellitenbeutel iiberfiihrt. Der Kompressionsvorgang wird beendet, sobald
Anteile des Sedimentes einen optoelektronischen Schlauchdetektor passieren. AnschlieBend 6ff-
net sich die Verbindungsklemme zu dem mit der additiven Losung gefiillten Erythrozytenbeutel.
In diesen Beutel werden die Erythrozyten durch eine erneute Kompression des Primérbeutels

transferiert. Auch hier beendet ein optoelektronischer Detektor den Arbeitsschritt.

Das Erythrozytenkonzentrat (EK) liegt nach dem Separationsvorgang in 200 ml PAGGS-M sus-
pendiert als sog. EK-S (EK in Suspension) im Satellitenbeutel vor. Das EK-S wird mit einem
Handschweillgerdt am Schlauch unmittelbar unterhalb des Primirbeutels steril abgeschweift.
Die Erythrozyten werden dann durch vorsichtiges manuelles Mischen weitgehend optimal sus-
pendiert. Bis zur Laborfreigabe erfolgt eine kurzfristige Quarantinelagerung bei 4 °C. Die ge-
samte zuldssige Lagerungszeit der EK-S betrédgt bei 4 °C max. 49 Tage. Der im Primérbeutel
verbliebene Buffycoat kann zur Herstellung von Thrombozytenkonzentraten weiterverwendet
werden. Die vorliegenden Untersuchungen wurden an EK-S-Komponenten vorgenommen.

Vor Ausgabe zur Transfusion erfolgt die Konzentration der Erythrozytensuspension durch Zen-

trifugation und Verwerfen des iiberwiegenden Anteils der Additivlosung (135 + 10 ml). Wih-
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rend der Lagerung entstandene Stoffwechsel- und Zerfallsprodukte werden somit weitgehend
entfernt; ein Verfahren, das nach Einfiihrung von B. v. Eisenhart-Rothe [108] als sogenanntes
. Eppendorfer Modell“ routinemifig bei der Herstellung der Erythrozytenkonzentrate unter Ver-
wendung von PAGGS-M zur Anwendung kam. Das zu Transfusionszwecken vorliegende
Erythrozytenkonzentrat EK-1 PAGGS-M enthilt schlieBlich die Erythrozytenmasse einer einzel-
nen Blutspende (Ausgangsvolumen 450 + 45 ml) mit einem Hamatokrit zwischen 0,65 und 0,75
und einem Hdmoglobin-Gesamtgehalt von durchschnittlich 54 g, wobei das einzelne Erythro-
zytenkonzentrat Schwankungen aufgrund der Spenderindividualitét in engen zulédssigen Grenzen
unterliegt. Das Endvolumen betrdgt 245 + 40 ml und setzt sich nach den Angaben in Tabelle 1

zusammen.

Tab. 1: Zusammensetzung des Erythrozytenkonzentrates EK-1 PAGGS-M.

Erythrozyten 170 + 30 ml  (Gesamtvolumen der Erythrozyten)
Leukozyten max. 1,2 x 10°  (verfahrensbed. Restkontamination)
Thrombozyten max. 0,1 x 10" (verfahrensbed. Restkontamination)
Plasma 4-12 ml (Plasma-Reste)

CPD-Stabilisator <3 ml (Stabilisator-Reste)

PAGGS-M-Additivlosung 65 + 10 ml (Restvolumen der Additivlosung)

Die Kernspin-Resonanz-Untersuchungen fanden einen Tag nach der Blutspende Herstellung der
Erythrozytenkonzentrate bzw. nach Bereitstellung von Erythrozytenkonzentraten aus dem Be-
stand der Blutbank statt. Die folgenden Messungen wurden in einwdchigen Abstinden durchge-
fiihrt. Dazu wurden die Erythrozyten des EK-S durch manuelles Wenden des Blutbeutels sus-
pendiert und 20 ml dieser Suspension in sterile EinmalgefdaBe aus Kunstoff (Volumen 30 ml)
gegeben. Die Probenentnahme fand iiber den im Blutbeutelsystem integrierten Verbindungs-
schlauch zum Satellitenbeutel statt. Nach Entnahme der Probe wurde der Schlauch vor der Ent-
nahmestelle verschweifit und das EK-S zur weiteren Lagerung wieder in die Kiihlkammer ge-
bracht. Die Proben wurden nach Erlangen der Raumtemperatur, d.h. nach etwa einer Stunde fiir
10 min bei 2000 U/min (670 g entsprechend) zentrifugiert, um eine reproduzierbare Packungs-

dichte der Erythrozyten zu gewihrleisten.
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2.2 Kernspin-Resonanz-Untersuchung (KSR)

Die Kernspin-Resonanz-Untersuchungen erfolgten im Sediment der Proben. Dazu wurden die
MeBgefille in konstanter Geometrie angeordnet und mit Hilfe des mobilen Patientenschlittens in
das Zentrum des Tomographens gebracht. In einem ersten Schritt erfolgte ein sog. Planungsscan
in transversaler Schnittfiihrung, also in Langsrichtung der MeBgefidfle. Durch die bildgebende
Datenverarbeitung kamen die Proben visuell zur Darstellung, was bei jeder einzelnen Probe die
sichere Unterscheidung zwischen dem zu untersuchenden Sediment und dem Uberstand ermog-
lichte. Anhand dieses Planungsscans lie} sich die eigentliche MeBschicht exakt durch das Sedi-

ment sdmtlicher Proben legen. Die Dicke dieser MeBschicht betrug 13 mm.

Die Untersuchungen wurden an einem Kernspin-Resonanz-Tomographen mit einer Feldstirke
B, = 1.5 Tesla und einer Lamorfrequenz f= 63,87 MHz (Gyroscan S 15 der Fa. Philips)
durchgefiihrt. Um die Relaxationszeiten T, und T, der Proben zu bestimmen, kam die soge-
nannte Mixed-Sequence als MeBalgorhythmus zur Anwendung. Die Mixed-Sequence ist eine
Kombination aus der sogenannten Inversion-Recovery (IR) Sequenz und einer Spin-Echo (SE)
Sequenz. Die am Tomographen verwendeten Kalkulationsprogramme zur Berechnung von T,
und T, aus der Mixed-Sequence beruhen auf der sogenannten RLSQ-Methode [70]. Zum Ver-
standnis dieser komplizierten Sequenz werden die beiden Einzelsequenzen zusammen mit den
Grundlagen der Kernspin-Resonanz im Anhang, Abschnitt 7.1, kurz erldutert. Der nahezu zeit-
synchrone Ablauf der IR- und SE-Sequenz (Sequenzen um Repetitionszeit T, versetzt) in der
Mixed-Sequence erhoht bei gleicher MeBzeit die Genauigkeit der Bestimmung von T, und T,, da
diese Parameter aus einem gemeinsamen Datensatz berechnet werden. Artefakte, die bei Einsatz
getrennter Mefsequenzen auftreten konnten, wie z. B. Temperaturschwankungen zwischen sin-

guldaren Messungen, werden zusitzlich eliminiert.

Fiir die Repetitionszeit T,™® der Inversion-Recovery-Teilsequenz wihlten wir in etwa das zwei-
fache der zu messenden T -Zeit, so daf nach dieser Zeit die Magnetisierung fiir alle Proben wie-
der zu 80-95% relaxieren konnte (gewihlt: T,'® = 2020 ms). Die Software des Tomographen
verlangte, daB die Repititionszeit T,*" der Spin-Echo-Teilsequenz kiirzer als die T, ist (ge-
wihlt: T*® = 2000 ms). Es wurden 5 Echos bei einer Spin-Echozeit T, = 35 ms gewiihlt, d.h.
im Intervall von 35-175 ms nach Anregung wurden die Resonanzintensititen gemessen. Damit
war gewihrleistet, da3 die T,- Relaxationszeiten (110-150 ms) sicher berechnet wurden. Als
MeBmatrix wurde eine 128 x 128-Matrix aufgenommen, d.h., das MeBfeld von 200 mm x
200 mm iiber alle gemessenen Proben wurde bei einer Schichtdicke von 13 mm in einer Voxel-
groBe von 1,6 mm x 1,6 mm x 13 mm aufgeldst. Die Parameter der Mixed-Sequence sind zu-
sammenfassend in Tabelle 2 dargestellt. Die aus der zweidimensionalen Rekonstruktion berech-
neten T - und T,- Daten wurden cursorgesteuert in einem Meffeld von jeweils 12 mm Durch-
messer aus dem jeweiligen Bild der Proben entnommen. Die so ermittelten Relaxationsparameter

T, und T, stammen somit aus einem Quellvolumen von ca. 1,5 cm’, 45 Voxel entsprechend.
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Aus den einzelnen Voxelergebnissen ergebenen sich die Mittelwerte und Standardabweichun-
gen. Die Mef3zeit betrug 17 Minuten.

Da eine unterschiedliche Packungsdichte der zellulidren Probenphase, verursacht durch mogliche
Schwankungen im Zentrifugationsprozef3, maB3geblich an Veridnderungen der Relaxationszeiten
beteiligt sein konnte, wurden zur Abschitzung dieser EinfluBgro3e Proben zweier Erythrozyten-
konzentrate bei sonst gleicher Priparation bei 2000 U/min (= 670 g), bei 1500 U/min (=
380 g) und 2500 U/min (= 1050 g) zentrifugiert. Die Messungen erfolgten wie iiblich im Se-

diment der Proben.

Tab. 2: Parameter der Mixed-Sequence, Gyroscan S 15 (magnetische FluB3dichte: 1.5 T).

T 2020 ms
T* 2000 ms
T, 400 ms
T 5x 35 ms
Matrix 128 x 128
Schichtdicke 13 mm

Wiederholung der Me3sequenz 2 x

Um den EinfluB von Schockgefrieren auf die Relaxationsraten 1/T, und 1/T, qualitativ abzu-
schitzen, wurden Proben aus zwei vorschriftsmifig gelagerten Erythrozytenkonzentraten unter-
schiedlichen Alters entnommen und durch Schockgefrieren (Gabe des Probenbehilters in fliissi-
gen Stickstoff) anteilig himolysiert. Die Bestimmung von T, und T, erfolgte auch hier im Sedi-
ment der Proben, in diesem Falle aus einer Mischung aus hdmolysierten und intakten Erythro-

zyten und denaturiertem Hiamoglobin.

Oxidativer Stress erfolgte durch Zugabe von Wasserstoffperoxyd. Dabei wurden 2 Erythro-
zytenkonzentrate (EK-S) direkt nach Produktion in jeweils 3 Satellitenbeutel gleichen Endvolu-
mens aufgeteilt. Analog dem Herstellungsvorgang wurden die Satellitenbeutel erneut zentrifu-
giert. Sediment und Additivlosung wurden durch eine mechanische Klemme voneinander ge-
trennt. AnschlieBend erfolgte in jeweils 2 der 3 Satellitenbeutel die Injektion des Wasserstoff-
peroxyds in die Additivlosung iiber ein an den Satellitenbeutel angesetztes Schlauchstiick. Die
gleichmifBige Verteilung des Wasserstoffperoxyds in der Additiv-16sung wurde durch manuelles
Wenden erreicht. Die Resuspension der Erythrozyten erfolgte durch Offnen der VerschluB-
klemme. Die erreichte Endkonzentration an Wasserstoffperoxyd betrug im EK-S, d.h. im Ge-

samtvolumen von Erythrozyten und additiver Losung, 20 bzw. 40 mM.



- 17 -

23 Malondialdehydbestimmung (MDA)

Die Bestimmung der Malondialdehydkonzentration erfolgte in der Additivlosung zehn verschie-
dener Erythrozytenkonzentrate. Parallel zur KSR-Untersuchung wurden einen Tag, drei und
sieben Tage nach Herstellung der EK-S sowie nachfolgend in einwdchigen Abstinden ca. 10 ml
der Erythrozytensuspension in ein Zentrifugenrohrchen gegeben und bei 4 °C und 3500 U/min
fiir 10 min zentrifugiert. Etwa 1,5 ml des Uberstandes wurde in ein Kryorohrchen gegeben und
bis zum Zeitpunkt der MDA-Bestimmung bei —70 °C gelagert. Der gesamte Beobachtungszeit-
raum betrug 42 Tage.

Die MDA-Bestimmung erfolgte mit dem kommerziell erhéltlichen LPO-586 kit (Fa. Bioxytech,
Bonneuil Sur Marne, Frankreich). Der LPO-586-Assay ist laut Angaben des Herstellers weniger
storanfillig als der TBA-Assay und derzeit als am ehesten geeignet, biochemisch Lipidperoxida-
tion nachzuweisen und wurde deswegen, und aus Griinden der einfachen Handhabung eines

komerziellen Testansatzes fiir unsere Untersuchungen verwandt.

Malondialdehyd reagiert demnach bei 60 °C mit dem chromogenen Reagenz R1 des Testansat-
zes. Dabei reagiert ein Molekiil MDA mit zwei Molekiilen R1. Durch Zugabe von 37%iger Salz-
sdure wird der Nachweis spezifisch fiir MDA, da die 4-Hydroxyalkenale unter diesen Bedin-
gungen nur schwach reaktiv sind. Das stabile, pinkfarbene Endprodukt hat seine maximale Ab-

sorption bei einer Wellenlédnge von 586 nm.

Folgene Reagenzien fanden dabei Verwendung:

1. chromogenes Reagenz (11,4 mM, in Acetonitrile)

2. Methanol, 100%ig

3. HCl, 37%ig

4. MDA-Standard (10 mM 1,1,3,3-Tetramethoxypropane)

Zur Erstellung der Kalibrationskurve wurde der gelieferte MDA-Standard durch Zugabe der Ad-
ditivlosung PAGGS-M auf eine Konzentration von 100, 50, 25, 12,5, 10, 6,25, 5, 3,125 und
2,5uM verdiinnt. An den Untersuchungstagen wurde jeweils eine Verdiinnungsreihe des
MDA-Standards mitgefiihrt.

Die Vorbereitung des Reagenz R1 erfolgte nach Herstellerangaben durch Zugabe von reinem
Methanol. Jeweils 650 u1 dieses verdiinnten R1 wurden in die Reagenzgléser pipettiert und an-
schlieBend mit 200 1 der Probe (Additivlosung bzw. Standard) beschickt. Nach Zugabe von
200 u1 HCI und griindlicher Durchmischung erfolgte die 60miniitige Inkubation im Wasserbad
bei 60 °C. Nach der Abkiihlung in Eis wurde das Probenrohrchen bei 3500 U/min (( 1040 g)

10 min. zentrifugiert um eventuell vorhandene zelluldre Bestandteile abzusetzen. Das pinkfarbe-
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ne Reaktionsprodukt wurde in die Eimalkiivette gegeben und bei 586 nm im Spektrophotometer

gemessen. Den Leerwert bildete eine Probe reiner Additivlosung nach gleicher Reaktionsabfol-

ge.

24 Bestimmung himatologischer Parameter

Die hdmatologischen Parameter mittleres korpuskuldre Volumen (Mean Corpuscular Volume,
MCV), Hiamatokrit (Hkt), Himoglobin (Hb), mittlere korpusculidre Hiamoglobinkonzentration
(Mean Corpuscular Haemoglobin Concentration, MCHC) wurden bestimmt, um Konzentrati-
onsdnderungen des Himoglobins zu erfassen, das wegen seiner paramagnetischen Eigenschaf-
ten entscheidend am Relaxationsprozef3 beteiligt ist. Hierzu wurden 5 ml des Erythrozytenkon-
zentrates in ein EDTA-Rohrchen gegeben. Die Bestimmung erfolgte durch Einsatz eines maschi-
nellen Zellzdhlers (Coulter, S-Plus STKR). An einem Kollektiv von zehn in PAGGS-M gela-
gerten Erythrozytenkonzentraten erfolgte die Bestimmungen des pH-Wertes bei Raumtemperatur

unter Verwendung einer pH-Elektrode.

2.5 Statistische Methoden

Eine lineare Regressionsanalyse wurde auf die von der Lagerungszeit abhingigen Parameter wie
1/T,, 1/T,, MDA, MCV, MCHC und pH angewandt, um deren Zeitabhéngigkeit auf Signifikanz
zu priifen. Dabei wurde der Regressionskoeffizient m und dessen Standardabweichung Am mit
Hilfe der Regressionsfunktion (engl. LINEST) der Tabellenkalkulations-Software EXCEL

(Version 2000, Microsoft, Seattle, USA) bestimmt. Der Quotient m/ Am stellt die T-Variable des

T-Tests dar, der zur zweiseitigen Signifikanzpriifung herangezogen wurde (TDIST-Funktion).
Der stochastische Zusammenhang zwischen den anidhernd normalverteilten Parametern MDA
und 1/T, (Schiefe < 0,5, Kurtosis < 0,5) wurde mit dem Produkt-Moment-Korrelations-

koeffizienten aud Signifikanz gepriift.



- 19 —
3 Ergebnisse
31 Kernspin-Resonanz-Untersuchungen

3.1.1 Untersuchung an regulir gelagerten Erythrozytenkonzen-
traten

Die Ermittlungen der Relaxationsraten 1/T, und 1/T, der Kernspin-Resonanz-Untersuchung er-
folgte im Sediment einzelner Proben von insgesamt 30 Erythrozytenkonzentraten. Um die Ent-
wicklung der MeBergebnisse auch iiber die maximal zulédssige Lagerungszeit von 49 Tagen hin-
weg zu erfassen, wurden auch Erythrozytenkonzentrate mit bereits fortgeschrittener Lagerungs-
zeit in die Studie aufgenommen. Die maximale Lagerungszeit betrug 105 Tage. Zur Ubersicht
wurde in Abb. 2 die Anzahl der Proben der entsprechenden Lagerungszeit zugeordnet. Die ein-
zelnen MeBergebnisse samtlicher Proben befinden sich im Anhang (7.4). Die Abhingigkeit der

Lingsrelaxationsrate von der Lagerungszeit ist in der Abb. 3 zusammenfassend dargestellt.

Anzahl Proben

45 .

40 + 1 T .
zuldssige Lagerungszeit

35 -

30 129 28 28

25
20
15
10

13

12 12 12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Lagerungszeit [Wochen]

Abb. 2: Anzahl der untersuchten Proben in Zuordnung zur Lagerungszeit in Wochen
(1. Woche entspricht 1-7 Tage etc.).
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Abb. 3: Lingsrelaxationsraten 1/T, [s'] simtlicher Proben in Abhingigkeit von der Lage-

rungszeit [Tage] mit Darstellung der linearen Regression und des 95% Konfidenzintervalls

Die Lingsrelaxationsrate (Spin-Gitter-Relaxation) der Proben der ersten Lagerungswoche betrug
0,93 + 0,05 s und stieg wihrend der weiteren Lagerung linear an. Bei den Proben der 7. La-
gerungswoche bestimmten wir ein 1/T, von 1,09 + 0,06 s™'. Proben der 15. Lagerungswoche,
also am Ende des Untersuchungszeitraumes, zeigten eine Lingsrelaxationsrate von 1,49 +
0,02 s". Die von der Lagerungszeit t abhiingige Anderung der Lingsrelaxationsrate ist mit Hilfe
einer linearen Regression analysiert worden: 1/T (t) = (0,0055+0,0002)-t + (0,885+0,007).
Der relative Fehler des Regressionskoeffizienten von nur 4% zeigt bereits die Signifikanz der
Zeitabhiingigkeit an (T-Wert = 33,6; p (T-test) < 10™).

Die Querrelaxationsraten (Spin-Spin-Relaxation) 1/T, betrug bei den maximal eine Woche alten
Proben 7,56 + 0,70 s und zeigte wiihrend der gesamten Lagerungzeit keine signifikante Ande-
rung. In Abb. 4 ist die Abhéngigkeit der Querrelaxationsrate von der Lagerungszeit wiedergege-
ben. Fiir die Querrelaxationsrate ergibt sich mit Hilfe der linearen Regression: 1/T,(t) =
(0,0009+0,0015)t + (7,33+£0,06). Damit ist der Regressionskoeffizient nicht von Null zu un-
terscheiden (p (T-test) > 0,5).
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1/T, [1/s]
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Abb. 4: Querrelaxationsrate 1/T, [s"'] sdmtlicher Proben in Abhingigkeit von der Lagerungszeit
[Tage]



- 22 —

3.1.2 EinfluB von Priparationsinderungen auf die KSR-
Ergebnisse

Packungsdichte: Eine verdnderte Packungsdichte der Erythrozyten durch Variationen der Zentri-
fugation in der Vorbereitungsphase konnte sich auf die KSR-Relaxation auswirken. Drei Proben
eines Erythrozytenkonzentrates (Alter 21 Tage) wurden bei 1500 U/min, bei 2500 U/min und
bei den iiblichen 2000U/min zentrifugiert. Selbst bei diesen unrealistisch hohen Schwankungen
der Umdrehungszahl liegen die Werte fiir 1/T, und 1/T, innerhalb der Streubreite (Tab. 3).

Tab. 3: EinfluB der Zentrifugation auf 1/T, und 1/T, [s"'] bei Proben eines 21 Tage alten
Erythrozytenkonzentrates, die bei 1500 U/min, 2000 U/min und 2500 U/min zentrifugiert
wurden. gelagert wurden. Die Standardabweichungen ergeben sich aus den Einzelmessungen
der KSR-Untersuchung.

Zentrifugation 1/T,[s'] SD  UT,[s'] SD

1500 U/min. 1,07 0,02 6,85 0,23
2000 U/min. 1,06 0,01 7,19 0,21

2500 U/min. 1,07 0,01 7,41 0,16

Schockgefrieren : Eine Himolyse von Erythrozyten wiirde das Relaxationsverhalten maf3geblich
beeinflussen (s. Kap. 4.3). Deswegen wurden 1/T, und 1/T, an zwei durch Schockgefrierung
teilhdamolysierten Proben gemessen. Die MeBBvolumina bestanden in diesem Falle aus einer Mi-
schung aus hémolysierten und intakten Erythrozyten und denaturiertem Hdmoglobin. Die Voll-
standigkeit der Himolyse wurde nicht gepriift, da nur die Tendenz der Auswirkungen einer Ha-
molyse auf die Relaxationszeiten abgeschitzt werden sollte. AuBBerdem muf} offen bleiben, in

wie weit das denaturierte Himoglobin im MeBBvolumen die Ergebnisse beinfluf3t
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Abb. 5: Arithmetische Mittelwerte +SD von 1/T, [s'] vor und nach Himolyse von Proben

zweier Erythrozytenkonzentrate, die 8 bzw. 46 Tage gelagert wurden. Die Standardabweichun-

gen ergeben sich aus den Einzelmessungen der KSR-Untersuchung.
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Abb. 6: Arithmetische Mittelwerte +SD von 1/T, [s'] vor und nach Himolyse von Proben
zweier Erythrozytenkonzentrate, die 8 bzw. 46 Tage gelagert wurden. Die Standardabweichun-

gen ergeben sich aus den Einzelmessungen der KSR-Untersuchung.
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Die Mischung aus hamolysierten und intakten Erythrozyten hat bei sonst gleichen Untersu-
chungsbedingungen einen Anstieg von 1/T, um ca. 40% sowie einen Abfall von 1/T, auf */, des
Ausgangswertes zur Folge (Abb. 5 und 6).

3.1.3 Provokation oxidativer Prozesse durch Wasserstoffperoxid

Oxidative Prozesse an Erythrozyten konnen durch Wasserstoffperoxid initiiert werden [101].
Die Auswirkungen der Zugabe von H,O, auf die Relaxationsraten 1/T, und 1/T, sind in den
Abb. 7 und 8 wiedergegeben. Die Konzentration von H,O, in den Lagerungsbeuteln (zellulére
Phase und Additivlosung) betrug nach Zugabe 20 mmol/l bzw. 40 mmol/l. Die Priparationen
mit Zusatz von H,O, und die Kontrolle entstammen demselben Erythrozytenkonzentrat (Kap.
2.2). Die Kernspin-Resonanz-Untersuchung wurde erstmals einen Tag nach Aufbereitung
durchgefiihrt. Erneute Messungen erfolgten nach 7tigiger und 28tigiger Lagerung. Die Lings-
relaxationsrate 1/T, erhohte sich innerhalb eines Tages nach Zugabe des Wasserstoffperoxydes
auf das 1,09-fache des Wertes der Kontrollprobe bei einer Konzentration von 20 mmol/l und auf
das 1,19-fache bei 40 mmol/l (Abb. 7). Ein signifikanter Unterschied war auch noch nach 7
Tagen meBbar (AT, > 2 SD). Bei weiterer Lagerung niherten sich die Werte von 1/T, dem der
Kontrollprobe an und es bestand nach 28tigiger Lagerung keine signifikante Differenz mehr.
Die Querrelaxationsrate 1/T, zeigte bei den Mefzeitpunkten 1 und 7 Tagen keinen signifikanten
Unterschied fiir alle Priparationen. Nur bei der Priparation mit 40 mmol/l H,O, war eine signi-

fikante Verdnderung am 3. Meftag (28 Tage Lagerungszeit) eingetreten (Abb. 8).
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Abb. 7: Arithmetische Mittelwerte +SD der 1/T,-Bestimmung von jeweils 3 Proben zweier
Erythrozytenkonzentrate zu verschiedenen Lagerungszeitpunkten nach Zugabe von Wasserstoff-
peroxyd in 2 verschiedenen Konzentrationen. Die Zugabe des H,O, erfolgte am Tag 1 der Lage-

rung.

1/T, [1/s] m Kontrolle g20 mmol/l g40 mmol/l
10 -

8,06
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685 667 6,71 6,76 080

1 7 28
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Abb. 8: Arithmetische Mittelwerte +SD der 1/T,-Bestimmung von jeweils 3 Proben zweier
Erythrozytenkonzentrate zu verschiedenen Lagerungszeitpunkten nach Zugabe von Wasserstoff-
peroxyd in 2 verschiedenen Konzentrationen. Die Zugabe des H,O, erfolgte am Tag 1 der Lage-

rung.
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3.2 Malondialdehydkonzentration in der Additivlosung
PAGGS-M

Da Malondialdehyd ein stabiles Endprodukt der Lipidperoxidation ist, wurde die Bestimmung
dieser Konzentration als indirekte Nachweismethode der oxidativer Prozesse gewihlt, wie auch
bei bisherigen Untersuchungen zur Lipidperoxidation an gelagerten Erythrozyten [71, 74, 75].
Die Messung erfolgte im Uberstand der Erythrozyten, einem Gemisch aus Restplasma, CPD-
Stabilisator und additiver Losung PAGGS-M sowie Stoffwechselprodukten und Metaboliten (s.
Tab. 1) von zehn verschiedenen Erythrozytenkonzentraten (Kap. 2.3).

Zusammenfassend ist der Anstieg der MDA-Konzentration iiber die Lagerungszeit (1-42 Tage)
in Abb. 9 dargestellt. Die mittlere MDA-Konzentration betrug zu Beginn der Lagerung
1,64 pm/l und stieg auf eine Konzentration von 7,94 ym/l nach 42 Tagen Lagerungszeit an.
Die von der Lagerungszeit t abhiingige Anderung der MDA-Konzentration ist mit Hilfe einer li-
nearen Regression analysiert worden: MDA(t) = (0,150+0,010)-t + (1.714+0,235). Der relati-
ve Fehler des Regressionskoeffizienten von nur 6,7% zeigt bereits die Signifikanz der Zeitab-
héngigkeit an (T-Wert = 15,1; p (T-test) = 5,4x10°). Die MeBergebnisse der einzelnen Proben
befinden sich im Anhang (7.3).

MDA [pmol/1]
12,
: 794

10 | 734
553

6 | 444 448

1 3 7 14 21 28 35 42
Lagerungszeit [Tage]

Abb. 9: Arithmetische Mittelwerte +SD der Malondialdehydkonzentation [pmol/l] in der Addi-
tivlosung PAGGS-M der untersuchten Proben wihrend der Lagerungszeit [Tage].
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33 Hamatologische Parameter

Da das Hidmoglobineisen eine wichtige Determinante fiir das KSR-Relaxationsverhalten der

Proben ist, war es notwendig, den erythrozytdren Hamoglobingehalt zu bestimmen.

Aus den idividuellen Hamoglobinkonzentrationen (14,1 + 1,0 g/dl) von 15 Erythrozytenkon-
zentraten und den entsprechenden Hidmatokritwerten (0,43 + 0,03) wurde die mittlere korpus-
kuldre Himoglobinkonzentration (MCHC) iiber die gesamte Lagerungszeit errechnet (Abb. 10).
Die MCHC betrug wihrend des Untersuchungszeitraumes von 15 Wochen im Mittel 32,5 +
0,89 g/dl.

MCHC [g/dl]
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Lagerungszeit [Tage]

Abb. 10: MCHC [g/dl] der Erythrozyten von 15 Erythrozytenkonzentraten wihrend der Lage-

rungszeit [Tage].

Weitere wichtige EinfluBgroBen fiir die Interpretation und Diskussion der Ergebnisse sind das
mittlere korpuskulédre Erythrozytenvolumen (MCV) und der pH-Wert.

Das MCV war iiber die ersten zehn Lagerungswochen im Rahmen der Fehlerbreite konstant und
stieg erst ab ca. 70 Lagerungstagen bei zusitzlich groBerer Streuung an (Abb. 11).

Verdnderungen des pH-Wertes der Proben sind wichtig fiir das Verstidndnis der Relaxationsra-
ten, da eine Erniedrigung des pH-Wertes die Sauerstoffbindungskurve nach rechts verschiebt
und zusitzlich das Relaxationsverhalten iiber Anderungen der Hydratationsschicht der Erythro-
zyten beeinfluf3t. Die Bestimmungen wurden an einem separaten Kollektiv von 10 Erythrozyten-
konzentraten vorgenommen. Die Messungen erfolgten in der Additivlosung PAGGS-M. Eine
Darstellung der Veridnderung des pH-Wertes iiber die ersten 56 Tage ist in Abb. 12 wiedergege-
ben. Der pH-Wert sinkt stetig von 7,17 (Tag 1) auf 6,49 (Tag 56). Die von der Lagerungszeit t
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abhiingige Anderung pH-Wertes ist mit Hilfe einer linearen Regression analysiert worden:
pH(t) = (-0,0121+£0,0012)-t + (7,08+0,04). Der relative Fehler des Regressionskoeffizienten
von nur 10% zeigt bereits die Signifikanz der Zeitabhiingigkeit an (T-Wert = 10,4; p (T-test) =
1,6x10°). Durch die ATP-abhiingigen Protonenpumpen des Erythrozyten ist davon auszugehen,
dal} die intrazelluldre Abnahme des pH-Wertes wenn iiberhaupt, dann wesentlich geringer aus-
fallt.

MCV ([f1]
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Abb. 11: MCV [fl] der Erythrozyten von 15 Erythrozytenkonzentraten in Abhéngigkeit von der
Lagerungszeit t [Tage].
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Abb. 12: pH-Wert £SD in der additiven Losung PAGGS-M von 10 Erythrozyten-konzentraten

in Abhingigkeit von der Lagerungszeit [Tage].
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4 Diskussion

4.1 Kernspin-Resonanz-Untersuchungen im Vergleich zu den
Malondialdehydbestimmungen

Die Ergebnisse der KSR-Untersuchungen zeigen einen linearen Anstieg der Lingsrelaxationsrate
1/T, mit Zunahme der Lagerungszeit. Die Querrelaxationsrate 1/T, zeigt keine signifikante Ande-

rung im zeitlichen Verlauf.

Sullivan et al zeigten in ihren KSR-Untersuchungen, daf3 die Oberfldchenladung und der Anteil
polarer Gruppen in der Zellmembran die Struktur des Hydradationswassers bestimmen und er-
kldrten eine Zunahme der Relaxationsraten durch Interaktion intra- und extrazelluldren Wassers
mit der Zellmembran, dem Zytoskelett und dem Hidmoglobin des Erythrozyten und durch Ver-

dnderungen des Anionen/Kationen-Transports durch die Erythrozytenmembran [104].

Anderungen des Oxydationszustandes oder des Oxygenierungsgrades des Himoglobins konnen
nicht ursédchlich fiir die Zunahme der Léangsrelaxationsrate sein, da dann insbesondere auch die

Querrelaxationsrate zunechmen wiirde (s. 4.2).

Bisherige Untersuchungen belegen, dafl oxidative Prozesse zu einem erheblichen Anteil zum
Qualititsverlust gelagerter Erythrozyten beitragen [71, 74, 75]. An einem Teilkollektiv von zehn
Erythrozytenkonzentraten bestimmten wir in Abhingigkeit der Lagerungszeit die MDA-
Konzentration als ein stabiles Endprodukt der LPO in der additiven Losung. Die Ergebnisse be-
legen die Schiadigung der Erythrozyten durch Lipidperoxidation durch den Anstieg der Malon-
dialdehydkonzentration in der Additivlésung von 1,64 + 1,74 ymol/l zu Beginn der Lagerung
auf 7,94 + 1,93 umol/l nach 42tigiger Lagerung (Abb. 9). Zu vergleichbaren Ergebnissen
kam die Arbeitsgruppe von Knight und Mitarbeiter [74], die den MDA-Gehalt mehrerer Additi-
vlosungen wihrend 18tigiger Lagerung quantifizierten. Danach stieg die MDA-Konzentration in
CPDA-1 (Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin) von 1,16 ym/l zu Beginn der Lagerung auf
6,45 ym/l am 18. Lagerungstag an. Um eine Abhingigkeit zwischen den Ergebnissen der
KSR-Untersuchungen und oxidativer Prozesse zu priifen, wurden die gemessenen Léngsrelaxa-

tionsraten den entsprechenden MDA-Konzentrationen gegeniibergestellt (Abb. 13).

Unsere KSR-Ergebnisse an dieser Teilgruppe ergaben eine Lingsrelaxationsrate von durch-
schnittlich 0,91 + 0,03 s (1 Tag Lagerung), nach 42 Tagen Lagerung 1,13 + 0,04 s und nach
77 Tagen Lagerung 1,24 + 0,04 s™'. Die Querrelaxationsraten 1/T, zeigen in dieser Teilgruppe,
wie auch in dem Gesamtkollektiv, keine signifikanten Anderungen wihrend der gesamten Lage-

rungszeit.

Die lineare Korrelation der Relaxationsrate 1/T, mit der Malondialdehydkonzentration ist hoch
signifikant (p< 107).
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Abb. 13: Korrelation zwischen der KSR-Spin-Gitter Relaxationsrate 1/T, [s"'] und der Malon-
dialdehydkonzentration [gmol/l] bei 70 Proben von 10 Erythrozytenkonzentraten (R=0,71;
p< 0,001).

Wie in Kap. 1.4 erldutert, beschreibt das Fast-Exchange-Model das Relaxationsverhalten von
Protonen an makromolekularen Oberfldchen, wonach die Interaktion des Protons mit dem Ma-
kromolekiil einen Verlust der Resonanz bedeutet. Hiernach 1d6t sich die Kontaktflache zwischen
Makromolekiil und wissrigem Medium in drei Schichten unterteilen: dem Anteil der Membran-
und Proteinhydratationsschicht von direkt am Makromolekiil durch Wasserstoffbriickenbindun-
gen gebundenem Wasser (,,structured water*), dem locker gebundenem Wasser der Membran-
hydratationsschicht (,,bound water*) und dem freien Wasser (,,bulk water*) [42, 43]. Nach die-
ser Modellvorstellung wird die Lingsrelaxationszeit T, im wesentlichen durch Wechselwirkun-
gen zwischen den Makromolekiilen und dem gebundenen Wasser bestimmt. Da die beobachtete
Anderung der Lingsrelaxationsrate nicht durch Ladungsinderungen des Himoglobins erklirt
werden konnen (s. 4.2 und 4.3), konzentriert sich das Interesse auf Veridnderungen der Zell-
membran und deren Wechselwirkungen mit dem Wasser der Umgebung. Auf welchen Wegen
die untersuchten oxidativen Veridnderungen mit den polaren Eigenschaften der Zellmembran
wechselwirken, muf3 dabei offen bleiben. Postuliert man eine Zunahme der Polaritit der
Zelloberfliche, so ist ein verringerter Abstand der Protonen des Wassers zu den Makromolekii-
len der Erythrozytenoberfldche die Folge. Diese rdumliche Annidherung bedeutet eine intensive
magnetische Wechselwirkung des Protons mit dem Makromolekiil [120] (die Dipol-Dipol-
Wechselwirkung zwischen Wasser und Makromolekiil ist proportional zu 1/r°, s. Solomon-
Bloembergen-Gleichungen (2)). Karplus und Rossky [69] berechneten den mittleren Abstand
der gebundenen Wassermolekiile von dem polaren Anteil eines Polypeptids auf 2,9 A, wihrend

Wassermolekiile zu apolaren Oberfldchen einen Abstand von 3,7 A einnehmen. Eine Zunahme
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der Membranpolaritit wiirde nach dem Fast-Exchange-Model eine Zunahme der Lingsrelaxati-

onsrate hervorrufen.

Die gefiihrte Diskussion liefert keinen direkten Zusammenhang zwischen oxidativen Prozessen
und den Ergebnissen der KSR-Untersuchungen. Aus diesem Grunde erfolgte die Provokation
oxidativer Prozesse durch Zugabe von Wasserstoffperoxyd. Dieses fiihrt u.a. direkt zu einer
Schidigung der Membranschicht im Sinne induzierter Lipidperoxidation [101]. Unsere KSR-

Ergebnisse zeigen eine Zunahme von 1/T,.

Neben der Lipidperoxidation muf3 auch mit oxidativen Verdnderungen an den aromatischen und
heterozyklischen Aminoséduren des Hdmoglobins gerechnet werden, das dadurch teilweise de-
naturiert wird und seine polaren Eigenschaften dndert. Dieser Aspekt, der experimentell nicht
weiter verfolgt wurde, ist wichtig, da nach grober Abschitzung nur ca. 1% des Hydratations-
wassers an den inneren und duBleren Grenzflichen der Plasmamembranen und zu 99% an der

Oberfldache von Himoglobinmolekiilen ,,gebunden® ist.

Neben oxidativen Vorgédngen konnten weitere Prozesse unsere Ergebnisse beeinflussen. Hierzu

werden nachfolgend einige Uberlegungen diskutiert.

4.2 Paramagnetische Einfliisse des Hamoglobins

Bei der Interpretation der Ergebnisse der KSR-Untersuchungen miissen, wie in Kap. 1.4 be-
schrieben, die magnetischen Einfliisse verschiedener Hamoglobinderivate beriicksichtigt wer-
den. Die durch Solomon und Bloembergen beschriebenen Relaxationsphidnomene wirken sich
auf T, und auf T, aus und sind abhéngig von der magnetischen Suszeptibilitit der eisenhaltigen
Molekiile. Hierbei muf3 die unterschiedliche Wechselwirkung der Protonen mit folgenden drei

Derivaten des Himoglobins beriicksichtigt werden:
1. oxygeniertes Himoglobin

2. deoxygeniertes Himoglobin

3.  oxidiertes Himoglobin (Methdmoglobin)

zu 1: Oxygeniertes Himoglobin ist diamagnetisch, da sich der Elektronenspin des Fe’* und
der Elektronenspin des gebundenen Sauerstoffs aufheben [13, 16]. Oxygeniertes Himoglo-

bin hat somit keinen Einfluf} im Sinne paramagnetischer Relaxationsverstirkung.

zu 2: Deoxygeniertes Hidmoglobin besitzt eine nur schwach paramagnetische Eigenschaft
[13,19] (s. Kap. 1.4). Die ungepaarten Elektronen des deoxygenierten Hamoglobin-Eisens
sind vom umgebenden Wasser durch Aminoséuren in den sog. ,,Hdmtaschen* des Hdmoglo-
binmolekiils geschiitzt, so dafl sich Wassermolekiile dem Hdmoglobineisen nicht ausreichend

nihern konnen, um eine Relaxationsverstirkung zu erfahren [7, 18]. Hierzu ist eine Annéhe-
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rung auf ca. 5 A [76] bzw. 3 A [18] nétig. In Losung befindliches Deoxyhidmoglobin be-
wirkt somit keine Relaxationsverstirkung. Bestitigt wurde dieses durch Untersuchungen u.
a. von Brooks und Mitarbeiter [18]. Dariiberhinaus wurde in dieser Arbeit gezeigt, dal} so-

wohl oxygenierte als auch deoxygenierte Vollblutproben gleiche T,-Werte aufwiesen.

Lagerungsuntersuchungen an Erythrozytenkonzentraten belegen eine Zunahme des Sauer-
stoffpartialdruckes in den Erythrozytenkonzentraten bei Fortschreiten der Lagerung und, be-
dingt durch den Abfall des 2,3 BPG, eine Abnahme des p50, des Sauerstoffpartialdruckes,
bei dem das Himoglobin zu 50% mit Sauerstoff gesittigt ist [79, 108]. Nach der Sauerstoff-
bindungskurve nimmt folglich der Anteil des deoxygenierten Himoglobins im Laufe der La-
gerung ab. Betrachtet man die liberwiegend vorliegenden Hédmoglobinderivate der Erythro-
zytenkonzentrate, so wiirde die Lagerung eine Reduktion der paramagnetischen Relaxation
bewirken. Eine Erkldrung der von uns beobachteten Zunahme der Lingsrelaxationsrate durch
Anderungen des Oxygenierungsgerades wihrend der Lagerung ist folglich anhand obiger

Uberlegungen nicht méglich.

zu 3: In der Literatur sind zahlreiche Arbeiten zu KSR-Untersuchungen an Hdmatomen be-
kannt, in denen die Wirkungen des Methimoglobins intensiv diskutiert werden [4, 15, 17,
18, 27, 49, 88, 105, 106, 107, 110]. Eine Zunahme der Konzentration an Methdmoglobin
(oxidiertes Hamoglobin) hat bedeutende Auswirkungen auf das Relaxationsverhalten von
Blut. Bei der Umwandlung von Hdamoglobin zu Methimoglobin kommt es zu einem intra-
zellularen Konzentrationsanstieg des Methdmoglobins. Durch die High-Spin-Konfiguration
besitzt das Methdmoglobin eine stark paramagnetische Eigenschaft (s. Kap. 1.4) [19, 36].
Konformationsinderungen im Methimoglobin fiihren zu einer Verkiirzung der Distanz zwi-
schen Wassermolekiil und paramagnetischem Zentrum und erlauben dadurch eine leichtere
Interaktion der 5 ungepaarten Elektronen mit den Protonen des umgebenden Wassers [13,
76]. Wie in Kapitel 1.4 beschrieben, hat die paramagnetische Relaxation durch Dipol-Dipol-
Interaktion zwischen den Protonen des Wassers und dem ungepaartem Elektronenspin eine
Zunahme von 1/T, und 1/T, zur Folge [13, 76, 19].

Da in dem untersuchten Sediment der Erythrozytenkonzentrate neben dem zelluldren Anteil
auch Additivlosung zu finden ist, muf auch die Diffusion von Wasser aus der Losung in den
Erythrozyten beriicksichtigt werden. Durch die Differenz in der magnetischen Suszeptilibitit
zwischen Zytoplasma und Losungsmedium entsteht eine lokale Inhomogenitit des Magnet-
feldes; das lokale Magnetfeld innerhalb des Erythrozyten ist stirker als auBerhalb. Die Proto-
nen der Wassermolekiile, die durch die Erythrozytenmembran diffundieren, dephasieren.
Dadurch kommt es zum Zerfall des Quermagnetisierungsvektors (Verlust der Phasenkohé-
renz) und somit zu einer Zunahme der Querrelaxationsrate 1/T,. Ein intrazelluldrer Methdmo-
globinanstieg wiirde sich somit als Anstieg von 1/T, bemerkbar machen. Bass und Mitarbei-
ter [7] und Di Chiro und Mitarbeiter [34] beschreiben in Vollblutproben eine lineare Zunahme

der Querrelaxationsrate mit steigender intrazelluldrer Methamoglobinkonzentration. Dieser Ef-
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fekt wiirde sich auch bei Zunahme des geringer paramagnetischen Deoxyhdmoglobins be-

merkbar machen.

Taber und Mitarbeiter [105] untersuchten die Methimoglobinbildung in Vollblut. Hierbei lie3
sich wihrend des 28tdgigen Untersuchungszeitraumes bei einer Lagerungstemperatur von
4 °C keine Neuentstechung von Methdmoglobin nachweisen (Methdmoglobinanteil am Ge-
samthdmoglobin bei Lagerungsbeginn: 0,37 £0,11%, nach 28 Tagen Lagerung:
0,44 +£0,18%, n = 11). Bei einer Lagerungstemperatur von 25 °C wurde erst nach 11 Ta-
gen Lagerung ein Anstieg der Methdmoglobinkonzentration registriert [105]. Unter ver-
gleichbaren technischen Bedingungen bestimmten Bass und Mitarbeiter [7] die Relaxations-
raten von Blutproben mit unterschiedlichem Methdmoglobingehalt, erzeugt durch Zugabe von
Natriumnitrit. Die Kontrollproben hatten eine Methdmoglobinkonzentration zwischen 0% und
1,8%. Die Lingsrelaxationsrate dieser Proben betrug 0,83 + 0,13 s' und ist somit ver-
gleichbar mit den MeBergebnissen unserer Proben zu Beginn der Lagerung. Es zeigte sich ein
linearer Zusammenhang zwischen dem Methdmoglobingehalt der Probe und der Lingsrela-
xationsrate. Bei einer Methemoglobinkonzentration von nahezu 100% wurde ein 1/T, von
2,2 s ermittelt. Wendet man die Parameter der Regressionsgeraden auf unsere Daten an, so
miifiten die Proben der 7. Lagerungswoche bei der gemessenen Lingsrelaxationsrate von
1,1 +0,08 s™' bereits eine Methimoglobinkonzentration von ca. 15% haben. Bei den Pro-
ben der 15. Lagerungswoche wiirde man beim gemessenen 1/T,-Wert von 1,3 + 0,07 s™'
eine Methdmoglobinkonzentration von ca. 40% voraussetzen. Diese Werte liegen weit ober-
halb der Methdmoglobinkonzentrationen gelagerter Erythrozytenkonzentrate. Eine Methdmo-
globinbildung kann aus o.g. Uberlegungen somit nicht fiir die beobachteten Relaxationsver-

dnderungen verantwortlich sein.

4.3 Weitere mogliche EinfluBgroBBen auf die Ergebnisse der
Kernspin-Resonanz-Untersuchungen

Neben den paramagnetischen Effekten konnten weitere, lagerungsbedingte Verdnderungen der
Erythrozytenkonzentrate ursichlich fiir die Zunahme der Lingsrelaxationsrate sein. Bekannt ist
der EinfluB des pH-Wertes sowie eine Variation in der Packungsdichte auf die Relaxationseigen-

schaften von Blut.

Die Lagerung der untersuchten Erythrozytenkonzentrate sollte unter einer konstant niedrigen
Temperatur von 4 + 2 °C erfolgen, um einen Qualitdtsverlust durch Temperaturschwankungen
zu vermeiden. Somit war es notwendig, den Lagerungsbeuteln 20 ml messende Einzelproben zu
jedem Untersuchungstag zu entnehmen. Das Beutelvolumen nahm folglich an jedem Meftag um
den entsprechenden Betrag ab. Die kontinuierliche Zunahme der Léngsrelaxationsrate konnte

somit lediglich Ausdruck der systematischen Anderung der Lagerungsbedingungen durch die
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staindige Abnahme des Verhiltnisses Konserveninhalt zu Konservenoberfliche sein. Dieses
kann ausgeschlossen werden, da vor der standardisierten Serie Lagerungsbeutel unterschiedli-
chen Alters direkt, ohne vorherige Manipulation, untersucht wurden. Hier betrug die Liangsrela-
xationsrate bei einem 29 Tage alten Erythrozytenkonzentrat 0,95 s™', bei 51 Tage bzw. 79 Tage
alten Blutbeuteln 1,10 bzw. 1,35 s'. Die Zunahme der Relaxationsraten 1/T, entsprachen somit

Werten aus unserem Kollektiv.

Der pH-Wert beeinflult den Ladungszustand eines Proteins und damit auch die Hydratations-
schicht der Erythrozytenoberfliche und des Hamoglobins [16]. Die pH-Wert-Bestimmungen in
der Addiditivlosung PAGGS-M, sowie Angaben aus der Literatur [79], belegen einen Abfall des
pH-Wertes wihrend der Lagerung, wenngleich durch die ATP-abhéngigen Protonenpumpen des
Erythrozyten davon auszugehen ist, dal die intrazellulire Abnahme des pH-Wertes wenn {iber-
haupt, dann wesentlich geringer ausfillt. Eine Korrelation der Langsrelaxationsrate mit dem pH-
Wert ist, bedingt durch die unterschiedlichen Probenkollektive, nicht moglich. Der beobachtete
pH-Wert Abfall von 7,2 auf 6,5 ist jedoch nicht als urséchlich fiir den Abfall der Lingsrelaxati-
onsrate anzunehmen, da die daraus resultierende Abnahme der negativen Nettoladung des Hai-
moglobins einen Abfall von 1/T, erwarten lieBe und nicht den beobachteten Anstieg. So bewirkt
nach Brooks und Mitarbeitern [16] ein Anstieg des pH-Wertes im Blut um eine Einheit einen
Anstieg der Relaxationsraten 1/T, und 1/T, um ca. 30%. Gomori und Mitarbeiter [48] unter-
suchten die Abhéngigkeit der Relaxationszeiten vom pH-Wert unter dhnlichen Bedingungen wie
in dieser Studie (1,5 T, Untersuchung gepackter Erythrozyten) und beobachteten keine Relaxa-
tionsverdnderungen bei moderaten Unterschieden der pH-Werte. Erst deutliche Differenzen (An-

stieg von pH 5,9 auf 9,0) bewirken eine Zunahme der Relaxationsraten, vornehmlich von 1/T,.

Eine unterschiedliche Packungsdichte wiirde durch Viskosititsverdnderungen in dem MeBvolu-
men die Ergebnisse der KSR-Untersuchung beeinflussen. Um reproduzierbare Bedingungen bei
den KSR-Untersuchungen zu gewihrleisten, fithrten wir die Untersuchungen in 20 ml messen-
den Einzelproben durch, die jeweils bei 2000 U/min zentrifugiert wurden. Schwankungen der
Zentrifugationsparameter zwischen 1500 und 2500 U/min (einer Variation zwischen 380 g und
1050 g entsprechend) haben keinen signifikanten Einfluf auf die Relaxationsraten, wie der hier-
zu durchgefiihrte Versuch dokumentiert (Tab. 3).

Zerstorung der Zellintegritit durch Hédmolyse verdndert das Relaxationsverhalten von Blutpro-
ben [7, 49, 87]. Nach Loos und de Korte [79] betrigt die mittlere Himolyserate der Erythro-
zyten nach 49téagiger Lagerung in PAGGS-M lediglich 0,9%. Um die Tendenz der Auswirkun-
gen von Hamolyse auf die Relaxationszeiten abzuschitzen, betrachteten wir Proben in denen ne-
ben intakten Erythrozyten auch durch Schockgefrierung hdmolysierte Erythrozyten vorlagen.
Bestimmt wurden die Relaxationszeiten auch hier im Sediment, also der Mischung aus intakten
Erythrozyten und Membranfragmenten sowie denaturiertem Hédmoglobin. Es zeigte sich eine
Zunahme von 1/T, und eine Abnahme von 1/T,. Inwieweit das denaturierte Hamoglobin im

MeBvolumen die Ergebnisse beinfluflt, muf dabei offen bleiben
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Diskutiert man die Auswirkung einer Himolyse anhand der Literatur, so 146t sich die hohere
Lingsrelaxationsrate anteilig durch die hohere Dichte an Membranbestandteilen im MefBvolumen
erkldaren mit rascherem Energietransfer der Spins auf das Gitter. Die Quermagnetisierung wird
durch die Reduktion lokaler Feldinhomogenitéten aufgrund der Reduktion des Hydratationswas-
sers und durch die gleichmiBigere Verteilung der Himoglobinkonzentration in dem Mefvolu-
men linger aufrecht erhalten [17, 18, 40]. Anderungen des Erythrozytenvolumens erkliren die
Effekte nicht, da das MCV wihrend der ersten 10 Wochen der Lagerung nur geringfiigig vari-
ierte und erst danach anstieg. Dieses zeigten auch die Ergebnissen von Zielow und Mitarbeitern
[121], die ein konstantes MCV bei 42tigiger Lagerung in PAGGS-M beobachteten. Uberein-
stimmend mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe von Sullivan und Mitarbeitern [104] zeigte
sich keine Abhédngigkeit der Relaxationsraten vom MCV bzw. MCHC der Blutproben.

Zeitabhiingige qualitative Anderungen der Beschaffenheit gelagerter Erythrozytenkonzentrate, im
Sinne nur unzureichend spezifizierbarer Anderungen der molekularen erythrozytiren Textur mit
Bildung von MDA fiihren zu einer parallelen Zunahme der Léingsrelaxationsrate in der Kernspin-
Resonanz-Untersuchung. Demgemil lautet unsere Arbeitshypothese, dafl unter standardisierten
Bedingungen eine Zunahme der Lingsrelaxationsrate als Ausdruck von oxidativen Prozessen

der Untersuchungsmatrix ,,Erythrozytenkonzentrat* aufzufassen und quantifizierbar sein konnte.

Die oxidativen Prozesse werden bei der unspezifischen Methode der Kernspin-Resonanz nur ei-
nen Teilaspekt darstellen, doch gerade durch die integrative Messung konnte die Kernspin-
Resonanz-Untersuchung von Erythrozytenkonzentraten durch frithzeitige und nicht-invasive Er-
fassung von Schéden der Erythrozyten eine neue Methode in der Qualititskontrolle von Erythro-
zytenkonzentraten bieten. Auch konnten etablierte und sich in Entwicklung befindliche Additiv-
16sungen auf ihre membranprotektiven und zellstabilisierenden Eigenschaften hin untersucht
werden. Ob sich dieses Ziel realisieren 14Bt, miifiten weitere Untersuchungen erweisen. Hierzu
wiirden auch Untersuchungen an Erythrozytenkonzentraten unter Zusatz zytoprotektiver Anti-

oxidantien zdhlen.
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S Zusammenfassung

Wihrend der Lagerung von Erythrozytenkonzentraten finden Verdnderungen der zelluldren
Blutbestandteile statt, die auch bei Verwendung additiver Schutz- und Nihrlosungen zunéchst
zum reversiblen, anschliefend auch zum irreversiblen Vitalititsverlust fithren. Durch neuere Ar-
beiten wurde die Rolle der Lipidperoxidation beim Alterungsprozefl von Erythrozyten hervorge-
hoben. Die Bestimmung der Abbauprodukte der Lipidperoxidation, z. B. des Malondialdehyds,
dient als ein Qualitidtsparameter in der Beurteilung der Giite einer Additivlosung, unterliegt je-

doch einer Vielzahl storender Einfliisse und zeigt eine insgesamt schlechte Reproduzierbarkeit.

Fiir die Herstellung und Lagerungshaltung hochwertiger Erythrozytenkonzentrate wire eine
nicht-invasive, sensitive Methode zur friihzeitigen Qualititskontrolle dieser Erythrozytenkon-

zentrate wiinschenswert.

Eine Moglichkeit, Verdnderungen der Integritiit der Erythrozyten sowie Konformationséinderun-
gen des Himoglobins nicht-invasiv zu erfassen, bietet die Kernspin-Resonanz, da die makro-
molekulare Beschaffenheit der Erythrozyten sowie das Hamoglobin im Erythrozyten einen di-
rekten Einfluf auf meBbare Relaxationseigenschaften hat. Die bisher publizierten Arbeiten be-
schiftigten sich jedoch vornehmlich mit dem Relaxationsverhalten von Vollblutproben, die bei
Raumtemperatur bzw. bei 37 °C gelagert wurden. In der vorliegenden Arbeit wurde das Rela-
xationsverhalten von Blutproben untersucht, deren Zusammensetzung und Konservierung den
Bedingungen einer vorschriftsmifigen Lagerung von Erythrozytenkonzentraten entsprachen.
Dabei wurde der Frage nachgegangen, ob die Kernspin-Resonanz friihzeitig und nicht-invasiv
Schiiden der Erythrozyten erfassen kann und damit als eine neue Methode in der Qualititskon-
trolle von Erythrozytenkonzentraten dienen konnte. Untersucht wurden Erythrozytenkonzentrate
von 30 gesunden Spendern. Die mehrwochige Lagerung der Erythrozyten erfolgte in der Additi-
vlosung PAGGS-M bei einer Lagerungstemperatur von 4 °C. Im Suspensionsmedium von zehn
dieser Erythrozytenkonzentrate wurde Malondialdehyd, ein stabiles Endprodukt der Lipidpero-
xidation, parallel zu den KSR-Untersuchungen quantifiziert und diente so als indirekte Nach-

weismethode oxidativer Prozesse.

Die Malondialdehydbestimmung zeigte aufgrund der stattfindenden Lipidperoxidation einen ste-
ten Anstieg der MDA-Konzentration iiber den Untersuchungszeitraum. Bei der Untersuchung
mittels Kernspin-Resonanz zeigte die Léangsrelaxationsrate 1/T, ebenfalls von Beginn der Lage-
rung an eine kontinuierliche Zunahme, wihrend die Querrelaxationsrate 1/T, iiber dem gesamten
Untersuchungszeitraum hinweg konstant blieb. Dabei korrelierten die Malondialdehyd-
Konzentrationen und die Lingsrelaxationsraten 1/T, hoch signifikant. Experimentell konnte bei
einer Provokation oxidativer Prozesse, hervorgerufen durch Zugabe von Wasserstoffperoxid,
eine rasche Zunahme der Lingsrelaxation 1/T, bei ebenfalls konstanter Querrelaxation 1/T,
nachgewiesen werden. Dieses ist konsistent mit dem in der Literatur diskutierten sogenannten

two-fraction-fast-exchange-Model, da 1/T, wesentlich durch Wechselwirkungen zwischen den
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Makromolekiilen und dem gebundenen Wasser der Membranhydratationsschicht bestimmt wird.
Die Querrelaxation 1/T, wird hauptsdchlich durch die Wechselwirkungen der Protonen mit den
magnetischen Eigenschaften des Hémoglobins in der Zelle bestimmt. Relaxationsraten-
Erhohungen von 1/T, und 1/T, wiirde daher die Folge einer relativen Zunahme des dreiwertigen

Eisens (Methamoglobinentstehung) sein.

Die Lingsrelaxationsrate 1/T, stellt einen weiteren Parameter fiir Beurteilung der Viabilitit von
gelagerten Erythrozyten dar, der mit oxidativen Prozessen korreliert ist. Demgemi konnte die
Kernspin-Resonanz-Untersuchungen eine Méglichkeit eroffnen, sowohl friihzeitig und nicht-
invasiv die Produktqualitiit von Erythrozytenkonzentraten mit hoher Empfindlichkeit zu tiberprii-
fen als auch eine Aussage iiber die Eignung additiver Losungen zur Erythrozytenkonservation zu

treffen.
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71 Grundlagen der Kernspin-Resonanz

Die Kernspin- oder Magnetische Resonanz (KSR) ist ein Effekt, der 1946 von Purcell und
Bloch unabhingig voneinander beschrieben wurde. Die sich daraus ergebenden Spektroskopie-
methoden erwiesen sich als wichtiges Mittel der Forschung in physikalischer Chemie und Bio-
chemie. Durch Nutzung rdumlich kodierter Signale wurde Anfang der siebziger Jahre die Kern-
spin-Resonanz-Tomographie entwickelt, die heute als nichtinvasives bildgebendes Verfahren

aus der radiologischen Diagnostik nicht mehr wegzudenken ist.

Zu den Grundeigenschaften der Elementarteilchen wie Protonen und Neutronen gehort der Ei-
gendrehimpuls oder Spin. Nur Atomkerne mit einer in der Summe ungeraden Anzahl von Pro-

tonen und Neutronen haben einen resultierenden Eigendrehimpuls.

Befindet sich ein Atomkern mit resultierendem Eigendrehimpuls (Spin) bzw. magnetischem
Moment in einem Magnetfeld, erfdhrt er ein Drehmoment, das ihn zur Pridzession um die Rich-
tung des Magnetfeldes zwingt. Dabei stellt die parallele gegeniiber der antiparallelen Ausrichtung
der Atomkerne den energiedrmeren Zustand dar. Mit Hilfe einer elektromagnetischen Welle, de-
ren Frequenz genau der Prizessionsfrequenz (=Lamorfrequenz) entspricht, kann die energierei-
chere antiparallele Ausrichtung durch Absorption elektromagnetischer Energie erreicht werden.
Nach Abschalten der elektromagnetischen Welle fillt der Atomkern mit einer gewissen Verzoge-
rung (Relaxation) in den energiedrmeren Zustand zuriick unter Aussendung eines elektromagne-
tischen Signals mit der charakteristischen Lamorfrequenz. Die Lamorfrequenz (w) ist direkt pro-
portional der magnetischen Fludichte B, (SI-Einheit Tesla [T]) und dem gyromagnetischen
Faktor g (6):

w=g*B, (6)

Der Wert des gyromagnetischen Faktors hiingt vom charakteristischen Aufbau des betreffenden
Kerns ab. Er hat im Falle des Wasserstoffisotops 'H den Wert g/2mt= 42,56 MHzT".

Wird ein Ensemble von Kernen mit resultierendem Spin in ein Magnetfeld gebracht, treten die
magnetischen Momente der einzelnen Kerne in Wechselwirkung mit dem anregenden Feld und
erzeugen ein im makroskopischen Bereich nachweisbares magnetisches Moment (Magnetisie-

rung).

Als Folge wird der entartete Energiezustand proportional zur magnetischen Fludichte aufge-
spalten. Nach der Boltzmannstatistik ist der niedrigere Energiezustand stéirker besetzt als der ho-
here. Durch Hochfrequenz(HF)-Pulse, die der energetischen Differenz der Zustédnde entspre-
chen, erfolgt eine Anregung vom niedrigeren in den hoheren Energiezustand. Das nachfolgende

Relaxieren in den Gleichgewichtszustand, hervorgerufen durch die sogenannte Spin-Gitter-
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Relaxation, erfolgt unter Energieabgabe bei gleicher Frequenz wie bei der Anregung, d.h. es tritt
ein Resonanzphidnomen auf. Nach einer kollektiven Anregung des betrachteten Systems werden
die Resonanzsignale mit Hilfe einer hochempfindlichen Spule gemessen. Sie spiegeln die ma-
gnetischen Eigenschaften der atomaren und molekularen Umgebung des betrachteten Kernkol-
lektivs wider. Unsere Untersuchungen an Erythrozytenkonzentraten basieren auf der Resonanz
von 'H, d.h. im wesentlichen der Protonenresonanz von Wasser. Die Wechselwirkungen der
betrachteten Kerne mit der Umgebung finden ihren Ausdruck in den KSR-Parametern Spin-
Gitter-Relaxationszeit (T,), auch Léngs- oder longitudinale Relaxationszeit genannt und Spin-

Spin-Relaxationszeit (T,), auch Quer- oder transversale Relaxationszeit genannt.

Nach Anregung kehrt die Lingsmagnetisierung M, exponentiell in die Ausgangslage zuriick (die
z-Achse ist die Lingsachse des Tomographen, die x- und y-Achsen die dazugehorigen recht-
winkligen Koordinaten) und erreicht ihren Gleichgewichtswert M,,. Die fiir die Relaxation der
Lingsmagnetisierung charakteristische Zeit ist die Spin-Gitter-Relaxationszeit T,. Sie ist ein
Mafstab dafiir, wie schnell Energie von den sich um die eigene Achse drehenden Kernen auf die
Umgebung, das Gitter, durch zufillige Kollisionen iibertragen werden kann. T, ist dabei die
Zeitkonstante der Exponentialfunktion. Der Wert von T, liegt bei biologischen Geweben zwi-
schen 50 Millisekunden und einigen wenigen Sekunden [10, 11]. T, ist kiirzer in einer Fliissig-
keit als in einem Festkorper, da die magnetische Umverteilung in Fliissigkeiten wegen der gro-
Ben Beweglichkeit der Molekiile und deshalb schnelleren Ubertragung der Anregungsenergie in

Form von Wirmeenergie rascher eintritt.

Im Wirmegleichgewicht pridzedieren in einem Magnetfeld alle Protonen mit ihrer Lamorfre-
quenz. Dabei sind sie in ihrer Phase unkoordiniert. Durch einen HF-Impuls werden die Proto-
nen so angeregt, daf} sie ,,in Phase® rotieren und einen Quermagnetisierungsvektor erzeugen, der
mit der Lamorfrequenz rotiert. Durch regellose ortliche Magnetfeldvariationen, die Spin-Spin-
Wechselwirkungen verursachen, kommt es zu einer Phasenverschiebung der Protonen und da-
mit zum Zerfall des Gesamt-Quermagnetisierungsvektors M, . Die Spin-Spin-Relaxationszeit T,
ist die Zeitkonstante der Exponentialfunktion der Quer-Magnetisierung. Die Quermagnetisierung
zerfallt lange bevor die Langsmagnetisierung ihren vollen Wert erreicht hat. Wére die Spin-Spin-
Wechselwirkung der einzige Faktor, der die Phasenverschiebung bestimmte, so wiirde die Si-
gnaleinhiillende fiir die Resonanzfrequenz in ihrer Amplitude nur mit der Zeitkonstante T, abfal-
len. Die Ungleichformigkeit des Hauptmagnetfeldes verursacht jedoch eine zusitzliche Phasen-
verschiebung. Infolgedessen fillt die Einhiillende des Signals mit einer Zeitkonstante ab, die
kleiner als T, ist, genannt T,*. Das tatsdchliche T, wird durch eine sogenannte Spin-
Echosequenz erzeugt. T, ist sehr kurz in Festkorpern, da festgebundene Molekiile ortliche Feld-
abweichungen aufrechterhalten, so daf} es zu einem schnellen Phasenverlust kommt. In Fliissig-
keiten wird die Quermagnetisierung fiir eine langere Zeit aufrechterhalten. Wegen des funktio-
nalen Zusammenhanges des Kehrwertes der Relaxationszeiten werden in den Kapiteln ,,Ergeb-

nisse und ,,Diskussion® die Begriffe Relaxationsraten 1/ T, und 1/ T, benutzt.
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Die Zeitkonstante T, wird durch die sogenannte Spin-Echo (SE)-Pulssequenz ermittelt. Wie
oben erwihnt, verliert das Antwortsignal aufgrund der Inhomogenititen des Hauptmagnetfeldes
seine Kohirenz tatséchlich aber mit T,*. Die daraus resultierenden zusitzlichen Phasenverschie-
bungen werden bei der Spin—Echo-Pulssequenz eliminiert. Dazu wird ein 180°-Echo-HF-Impuls
im Abstand der halben Spin-Echo Zeit (T;/2) nach dem 90°-Anregungsimpuls angelegt. Die in-
dividuellen Magnetmomente werden mit dem Echoimpuls um 180° rotiert. Als Folge ist der Ko-
hirenzverlust, hervorgerufen durch die systematischen Feldinhomogenitidten, nach einer weite-
ren Zeit von T./2 wieder ausgeglichen. Nach der Spin-Echozeit T, wird somit die Resonanz-
Signalamplitude detektiert, die nur noch durch die regellose Spin-Spin-Wechselwirkung beein-
fluBt ist. Durch Anwendung von weiteren 180°-Echo-Impulsen im Abstand von T, konnen er-
neute Echos erzeugt werden, die mit der Zeitkonstate T, in ihrer Amplitude zerfallen. Erst durch
die Messung von mindestens zwei Echosignalen kann die Zeitkonstante T,, d.h. der Zerfall der
Kohirenz, berechnet werden. Um das gesamte Objekt zu scannen, wird im Abstand der Repeti-
tionszeit T, dieser MeBzyklus wiederholt. Aus den gesamten gemessenen Resonanzamplituden
erfolgt dann die Berechnung der Spin-Spin-Relaxationszeit T, fiir jedes Voxelelement eines be-
trachteten MeBBobjektes.

Um ein durch T, beeinflultes Resonanzsignal zu erzeugen, wird der Magnetisierungsvektor
durch die sogenannte Inversion-Recovery (IR)-Pulssequenz mittels eines gepulsten elektroma-
gnetischen Hochfrequenzfeldes um 180° invertiert. Nach Ende des HF-Impulses fangen die
Protonen an, wieder in Richtung des statischen Hauptfeldes zu relaxieren. Dabei geht die Ma-
gnetisierung M, durch Null und baut sich dann wieder in positiver Richtung auf. Die Magneti-
sierung bleibt wihrend der Relaxation in z-Richtung orientiert. Sie prizediert nicht und muf3 da-
her zur Messung von T, zuerst in die x-y-Ebene rotiert werden. Dies wird durch Anlegen eines
90°-Impulses, bei Lamorfrequenz, im geeigneten Moment nach dem 180°-Impuls erreicht. Auf
diese Weise wird eine Magnetisierung in x-y-Ebene erzeugt, die ihrerseits ein Signal in der
Spule induziert. Da es technisch sehr schwierig ist, das schwache Signal direkt nach dem 90°-
MeBimpuls zu detektieren, dient ein 180°-Echo in der x-y-Ebene zur Erzeugung eines Spin-
Echos, d.h. die Detektion des MefBsignals erfolgt dann entsprechend der Spin-Echosequenz. Das
Intervall zwischen den 180°- und 90°-Impulsen wird als Inversionszeit T, bezeichnet, das Inter-
vall zwischen den 90°-Impulsen als Repetitionszeit T,. Man braucht eine Repetitionszeit, die we-
sentlich ldnger als T, ist, damit die Léngsrelaxation vor der Wiederholung der Inversion-

Recovery-Impulsfolge abgeschlossen werden kann [70].

7.2 Additiv- und Stabilisatorlosungen

Die Lagerung von Blut ohne Stabilisator mit einem Zusatz von Heparin ist fiir maximal 48 Stun-

den moglich, da die gerinnungshemmende Wirkung von Heparin zeitlich begrenzt ist und iiber-
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dies der Mangel an Nihrstoffen rasch zur Himolyse und Beeintriachtigung der Lebensfihigkeit

der Erythrozyten fiihrt.

Der erste fiir eine ldngere Konservierung geeignete Stabilisator war ACD-A (acid-citrate-
dextrose). Der pH-Wert liegt nach Zugabe des Blutes bei 7,0-7,1 und nimmt im Laufe der Lage-
rung bis auf 6,6 ab. Die Lagerdauer mit ACD-A betrégt bei 4 °C 21 Tage.

Der niedrige pH-Wert der ACD-A-Losung schédigt die Erythrozyten. AuBerdem wurden nach
Austauschtransfusionen mit ACD-A-konservierten Priparaten in Einzelféllen erhebliche Acido-
sen beschrieben [112].

Durch Reduktion von Citrat und Zufiigen von Phosphat entstand der Stabilisator CPD (citrate-
phosphate-dextrose). Nach Mischen mit Blut im Verhéltnis 1:9 liegt der pH-Wert bei 7,1-7,2
und ist am Ende der Lagerungszeit bis auf 6,85 abgesunken. Wahrscheinlich durch den hoheren
pH-Wert und den Zusatz von Phosphat bedingt, wird auch der Gehalt an 2,3-BPG in CPD bes-

ser als in ACD aufrechterhalten. Fiir die Lagerungsdauer werden 21 Tage angegeben [85].

Der Zusatz von Adenin (Blutkonzentration 0,5 mmol) verbessert die Lebensfdhigkeit der
Erythrozyten derart, da3 nach 35tdgiger Lagerung noch 70% der Erythrozyten 24 Stunden nach
Transfusion im Empfinger nachweisbar sind, bei reiner CPD-Losung betrdgt dieser Wert nach
vier Wochen Lagerung lediglich 66% [1]. Die CPD-Adeninldsung wurde 1978 als Stabilisator
CPDA-1 eigefiihrt [85].

Weite Verbreitung hat gegenwirtig die Additivlosung SAG-M (Sodium-chloride, Adenin, Glu-
cose, Mannitol) gefunden. Die 24-Stunden Uberlebenszeit wird hier mit 85% nach 35tigiger
Lagerung und mit 77% nach 42tédgiger Lagerung angegeben. Wir verwendeten das 1988 vorge-
stellte Vierfachbeutelsystem der Firma Biotrans [112], das die CPD-L6sung im Primérblutent-

nahmebeutel und in einem zweiten Beutel die Additivlosung PAGGS-Mannitol enthilt.

Fiir diese Losung und das Vorgéingerprodukt PAGGS-Sorbitol liegen zahlreiche in-vitro und in-
vivo-Untersuchungen vor, die die Lagerfahigkeit von Erythrozyten in diesen Losungen bis 49
Tage belegen [91, 112]. Fiir diese Lagerungslosung wird eine 24-Stunden Uberlebenszeit von
mindestens 75% nach 49tigiger Lagerung angegeben [91]. Sorbitol wurde durch Mannitol auf-

grund moglicher Sorbitunvertriglichkeiten bei Massentransfusionen ersetzt.
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Tab. 4: Zusammensetzung des CPD-Stabilisators (1 ml).

Na-Zitrat 2H,0O 26,3 mg
Zitronensdure 3,0 mg
Glukosemonohydrat 25,5 mg

Natriumdihydrogenphosphat-H,O 2,2 mg

Wasser fiir Injektionszwecke ad 1 ml

Tab. 5: Zusammensetzung der PAGGS-M-Additivlosung (1 ml).

Adenin-Hydrochlorid 0,246 mg
Guanosin 0,408 mg
Natriumdihydrogenphosphat-H,O 1,11 mg

Dinatriumhydrogenphosphat-12H,0 2,88 mg

Glukosemonohydrat 9,40 mg
Mannitol 10,0 mg
Natriumchlorid 4,21 mg

Wasser fiir Injektionszwecke ad 1 ml
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Einzelergebnisse der MDA -Bestimmungen
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Tab. 6: MDA-Konzentration [ym/1] der Proben in Abhingigkeit von der Lagerungszeit [Tage].

Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Mw SD

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

14

21

28

35

42

3,02
3,27
2,73
6,57
5,35
8,82

9,67

3,63
1,51
5,27
5,92
5,51
5,71

10,16

11,43 9,84

4,57
4,29
4,82
5,02
5,14
9,18
8,24

9,67

0,90
3,51
3,88
6,00
5,02
7,96
8,33

8,37

0,00
0,00
1,19
3,62
3,66
3,29
4,03

5,10

0,00
1,73
4,12
4,20
4,81
4,53
8,02

8,23

0,00
3,13
4,86
3,46
3,91
4,49
6,67

6,50

2,88
0,82
1,28
3,46
3,05
3,50
6,21

6,63

1,40
1,93
1,81
3,54
3,62
3,99
6,50

6,71

0,00
0,00
0,16
2,63
4,69
3,87
5,51
6,95

1,64
2,02
3,01
4.44
4,48
5,53
7,34

7,94

1,74
1,49
1,82
1,34
0,85
2,27
1,90
1,93
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74 Einzelergebnisse der Kernspin-Resonanz-Untersuchungen

Tab. 7: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 1 in Abhéngigkeit

von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1090 27 142 6
4 1131 31 144 4
8 1105 22 148 5
15 1047 21 153 5
22 1019 16 151 4
29 974 18 143 5
36 909 15 141 5
50 941 16 147 6
57 871 16 147 5
71 781 10 140 4

Tab. 8: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 2 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1044 23 118 4
4 1061 21 128 4
8 1082 20 134 4
15 1025 21 142 4

22 1015 21 145 4
29 928 20 134 6
36 887 14 135 5
50 870 19 133 6
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Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

57 807 14 135 5
71 734 10 137 5

Tab. 9: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 3 in Abhingigkeit

von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1111 28 127 4
4 1134 23 121 4
8 1154 21 137 4
15 1096 17 153 4

22 1070 19 153 4

29 966 17 143 5
36 888 17 148 5
50 846 14 145 8
57 792 13 142 5
71 734 9 143 6

Tab. 10: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 4 in Abhéngigkeit

von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

5 1074 24 128 5
8 1071 26 132 5
12 1077 21 144 4
19 1024 16 144 3
26 978 14 141 3

33 916 18 134 5
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Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

40 889 14 143 6
54 853 15 140 6
61 803 12 135 5
75 726 11 131 6

Tab. 11: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 5 in Abhéngigkeit

von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

32 941 15 131 5
35 1031 17 142 5
39 971 19 136 5
46 921 20 135 4
53 872 15 135 4
60 827 13 134 4
67 823 10 141 4
81 805 12 151 6
88 752 14 141 5

102 679 9 134 5

Tab. 12: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 6 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1096 22 122 5
8 1097 22 133 4
15 1079 17 146 5

22 1080 21 149 5




— 56 —

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

29 1024 15 155 5
43 972 17 147 5
50 909 15 149 5
64 817 11 142 4

Tab. 13: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 7 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] Tl[ms] SD T2[ms] SD

1 1148 25 132 4
8 1161 25 153 5
15 1128 21 158 7
22 1103 28 155 5
29 1026 20 162 6
43 987 18 147 6
50 905 16 148 5
64 800 12 146 4

Tab. 14: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 8 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

5 1116 22 118 4
12 1107 21 140 4
19 1057 16 148 4
26 1015 21 147 4
33 946 18 150 6

47 914 16 144 7
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Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

54 833 16 141 6

68 752 11 139 4

Tab. 15: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 9 in Abhéngigkeit

von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

8 1053 23 105 3
15 1017 16 116 3
22 1013 17 124 3
29 966 19 126 5
36 932 16 133 4
50 880 15 135 4
57 812 14 131 5
71 742 11 130 4

Tab. 16: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 10 in Abhéngigkeit

von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

42 1002 26 120 3
49 968 17 134 4
56 944 18 139 4
63 852 14 135 4
70 822 12 142 4
84 800 12 147 4
91 750 12 141 4

105 667 10 137 4
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Tab. 17: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 11 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

12 1137 24 144 4
19 1156 22 174 5
26 1081 35 150 5
33 996 19 151 5
47 981 20 144 5
54 909 18 145 6
68 855 14 143 5

Tab. 18: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 12 in Abhéngigkeit

von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

4 1051 20 133 4
11 1100 17 142 4
18 1048 24 141 6
25 991 18 147 5
39 942 19 140 6
46 876 14 143 5
60 771 10 140 5
67 702 9 128 4
74 705 10 141 5

81 657 10 135 4
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Tab. 19: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 13 in Abhéngigkeit

von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

4 1152 22 136 4
11 1091 29 144 6
18 1019 20 147 6

32 1025 21 144 6

39 954 22 141 6
53 881 16 138 5
60 772 12 124 5
67 771 17 138 5
74 720 12 127 4

Tab. 20: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 14 in Abhéngigkeit

von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

4 1091 15 134 4
11 1067 21 140 6
18 1005 21 142 6
32 1011 18 146 6
39 944 22 141 6
53 851 12 136 5
60 744 10 130 5
67 759 14 132 6

74 713 11 128 4
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Tab. 21: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 15 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

4 1148 25 131 5
11 1104 25 133 5
18 1025 22 141 6

32 1051 21 147 6

39 1021 23 147 5
53 925 16 142 4
60 793 13 133 4
67 794 13 134 5
74 737 12 128 4

Tab. 22: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 16 in Abhéngigkeit

von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

4 1126 16 150 4
11 1089 23 149 6
18 991 19 141 6
32 982 18 142 6
39 925 14 142 6
53 869 13 140 5
60 761 12 124 4
67 776 11 140 5

74 729 11 130 4
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Tab. 23: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 17 in Abhéngigkeit

von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1126 21 140 4
8 1050 31 125 5
15 1020 21 137 5
29 948 22 132 5
36 959 19 141 7
50 849 14 132 5
57 769 13 118 5
64 782 12 132 4
71 717 11 122 4
78 712 10 130 4

Tab. 24: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 18 in Abhéngigkeit

von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1126 14 121 4
8 1198 32 139 6
22 1117 25 156 6
29 993 24 144 6

36 1015 25 154 6
43 931 18 145 5

50 903 17 142 5

Tab. 25: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 19 in Abhéngigkeit

von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD
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Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1062 32 112 5
8 1110 27 134 6
22 1027 19 142 6

29 888 17 127 5
36 929 19 139 5
43 843 17 128 4
50 828 15 130 5

Tab. 26: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 20 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

4 1079 23 116 4
18 1038 23 138 5
25 880 17 122 5
32 909 14 131 4
39 830 15 123 5
46 799 15 124 4

Tab. 27: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 21 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1115 22 155 5
7 976 18 133 5
21 933 18 131 5
28 935 17 135 4

35 929 20 132 5
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Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

42 887 21 128 5

77 789 13 126 4

Tab. 28: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 22 in Abhéngigkeit

von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1067 20 150 7
7 962 22 134 5
21 900 19 131 4
28 894 14 131 4
35 880 21 128 5
42 856 19 126 6
77 781 18 123 4

Tab. 29: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 23 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1112 23 157 6
7 989 19 129 5
21 941 18 132 5
28 920 18 133 4
35 915 20 132 5
42 846 19 128 5

77 795 13 122 4
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Tab. 30: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 24 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1118 26 144 6
7 1014 25 148 6
21 992 19 140 5
28 9717 20 142 5
35 952 19 135 5
42 920 17 136 5
77 822 13 134 4

Tab. 31: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 25 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1169 26 152 5
7 1048 24 154 7
21 1008 18 143 6
28 964 20 142 5
35 972 25 139 6
42 934 18 136 5
77 838 16 133 4

Tab. 32: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 26 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1117 19 143 5
7 979 21 120 4

21 949 16 126 5
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Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

28 965 18 133 4
35 976 21 134 6
42 921 23 133 5
77 845 11 128 3

Tab. 33: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 27 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1128 25 145 6
7 993 18 116 4
21 946 19 127 4
28 975 23 132 5
35 972 23 134 5
42 896 19 129 5
77 789 14 128 5

Tab. 34: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 28 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1120 26 140 5
7 995 23 135 5
21 961 19 142 5
28 910 20 133 4
35 885 24 128 4
42 847 18 122 5

77 810 15 122 3
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Tab. 35: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 29 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1032 20 125 4
7 963 17 127 5
21 937 18 123 4
28 915 17 127 4
35 933 32 127 5
42 882 20 127 5

Tab. 36: T, und T, [ms] der Kernspin-Resonanz-Untersuchung der Probe 30 in Abhéngigkeit
von der Lagerungszeit [Tage].

Alter[d] T,[ms] SD T,[ms] SD

1 1060 19 119 3
7 972 20 121 4
21 934 17 120 5
28 920 15 127 5
35 923 19 128 6
42 876 17 125 5

77 792 15 120 4
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7.5 Einzelergebnisse der himatologischen Parameter

Tab. 37: EK-S, Nr. 1: Himoglobinkonzentration (Hb [g/dl]), mittleres corpuskuldre Volumen
der Erythrozyten (MCV [f1]) und mittlere corpuskuldre Himoglobinkonzentration der Erythro-
zyten (MCHC [g/dl]) in Abhéngigkeit von der Lagerungszeit [Tage].

Alter [d] Hb [g/d]] MCV [fl] MCHC [g/dl]

15 154 88,8 33,7
22 15,6 89,0 333
29 15,6 89,5 33,2
36 15,5 89,2 33,1
50 15,5 91,8 324
57 154 91,7 32,2
71 154 95,9 30,3

Mw.+SD 155+0,1 90,8+2,6 32,6+1,1

Tab. 38: EK-S, Nr. 2: Legendentext wie bei Tab. 37.

Alter [d] Hb [g/dl] MCV [fl] MCHC [g/dl]

15 154 95,9 30,3
22 15,2 86,5 325
29 15,2 86,4 32,6
36 15,2 86,7 325
50 15,1 88,1 32,1
57 15,0 87,6 32,1
71 15,0 90,7 30,9

Mw.+SD 15,2+0,1 88,8+3.5 319+0,9
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Tab. 39: EK-S, Nr. 3: Legendentext wie bei Tab. 37.

Alter [d] Hb [g/dl] MCV [fl] MCHC [g/dl]

15 15,0 90,7 30,9
22 14,2 91,9 32,6
29 14,2 91,6 32,5
36 14,3 91,6 33,0
50 14,1 94.5 324
57 14,0 94 4 31,5
71 14,2 98,3 30,3

Mw.+SD 143+0,3 933+27 319+1,0

Tab. 40: EK-S, Nr. 4: Legendentext wie bei Tab. 37.

Alter [d] Hb [g/dl] MCV [fl] MCHC [g/dl]

19 14,2 98,3 30,3
26 14,8 89.4 335
33 14,9 89,0 33,7
40 14,8 89,2 335
54 14,7 90,8 333
61 14,8 91,7 325
75 14,7 94,6 314

Mw.+SD 14,7+0,2 919+3,5 32,6+1.,3

Tab. 41: EK-S, Nr. 5: Legendentext wie bei Tab. 37.

Alter [d] Hb [g/d]] MCV [fl] MCHC [g/dl]

46 14,7 94,6 314
53 13,6 88,8 32,7

60 13,6 88,4 33,0




Alter [d] Hb [g/dl] MCV [fl] MCHC [g/dl]
67 13,6 90,0 325
81 13,6 92,5 31,9
88 13,6 92,6 31,6
102 13,6 93,0 31,3
Mw.+SD 138+04 914+24 32,0+0,7

Tab. 41: EK-S, Nr. 6: Legendentext wie bei Tab. 37.

Alter [d] Hb[g/dl]  MCVI[fll MCHC [g/dl]

8 13,6 93,0 313

15 14,3 85,7 32,9

22 14,3 85,5 333

29 143 85,7 33,1

43 14,4 86,5 33,1

50 14,3 86,4 32.8

64 14,3 88,3 32,1
Mw.+SD 142+03 873+27 32,7+0,7

Tab. 42: EK-S, Nr. 7: Legendentext wie bei Tab. 37.

Alter [d] Hb [g/dl] MCV [fl] MCHC [g/dl]

8 14,3 88,3 32,1

15 12,6 89,8 32,6

22 12,7 91,5 32,3

29 12,7 90,2 32,7
43 12,7 91,0 32,9

50 12,6 90,8 32,1

64 12,7 92,8 31,9
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Alter [d] Hb [g/dl] MCV [fl] MCHC [g/dl]

Mw.+SD 12,7+0,6 90,6 + 1,4 324+0,4

Tab. 43: EK-S, Nr. 8: Legendentext wie bei Tab. 37.

Alter [d] Hb [g/dl] MCV [fl] MCHC [g/dl]

12 12,7 92,8 31,9
19 124 85,3 33,2
26 12,4 85,5 33,2
33 12,4 85,5 333
47 12,2 86,5 32,6
54 124 85,7 33,1
68 12,3 87,6 31,9

Mw.+SD 12,4+0,2 87,0+2,7 32,7+0,6

Tab. 44: EK-S, Nr. 9: Legendentext wie bei Tab. 37.

Alter [d] Hb [g/dl] MCV [fl] MCHC [g/dl]

15 12,3 87,6 31,9
22 149 88,3 33,6
29 14,8 87,9 33,6
36 14,8 88,2 33,2
50 14,7 89,3 33,1
57 14,6 89,7 32,6
71 14,7 925 31,9

Mw.+SD 144+09 89,1 1,7 32,8+0,7
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Tab. 45: EK-S, Nr. 10: Legendentext wie bei Tab. 37.

Alter [d] Hb [g/dl] MCV [fl] MCHC [g/dl]

49 14,7 925 31,9
56 13,5 96 .4 33,0
63 13,6 96,9 33,2
70 13,7 98,1 32,9
84 13,5 102,2 31,5
91 13,5 102,7 31,3
105 13,5 106,8 30,0

Mw.+SD 13,704 994+48 32,0+1,2

Tab. 46: EK-S, Nr. 11: Legendentext wie bei Tab. 37.

Alter [d] Hb [g/dl] MCV [fl] MCHC [g/dl]

12 114 90,0 32,6
19 114 89,9 33,0
26 114 88,7 335
33 11,3 89,2 334
47 11,3 89,4 334
54 11,3 89,0 335
68 11,3 89,9 33,2

Mw.+SD 11,3+0,1 89,4+0,5 333+0,4

Tab. 47: EK-S, Nr. 12: Legendentext wie bei Tab. 37.

Alter [d] Hb [g/d]] MCV [fl] MCHC [g/dl]

4 11,3 89,9 33,2
11 15,0 97.8 33,2
18 15,1 98.8 33,2
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Alter [d] Hb [g/dl] MCV [fl] MCHC [g/dl]

25 14.9 99,1 32,8
39 14,9 1029 31,8
46 14,8 102,6 31,8
60 14,8 104.,5 31,2

Mw.+SD 144+14 993+49 325+0,8

Tab. 48: EK-S, Nr. 13: Legendentext wie bei Tab. 37.

Alter [d] Hb[g/dl]  MCVI[fll MCHC [g/dl]

4 14,0 83,3 33,8
11 14,1 83,8 334
18 14,1 83,6 335
32 14,2 85,8 333
39 14,0 84,1 333
53 14,1 85,8 32,7

Mw.+SD 14,1 +0,1 844 +1,1 333+0,4

Tab. 49: EK-S, Nr. 14: Legendentext wie bei Tab. 37.

Alter [d] Hb[g/dl]  MCVI[fll MCHC [g/dl]

4 13,7 86,2 335
11 14,5 87,1 33,1
18 14,6 86,7 33,7
32 14,6 88,2 33,2
39 14,5 87,5 33,0
53 14,2 88,4 31,8

Mw.+SD 144+04 874+0,9 33,0+0,7
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Tab. 50: EK-S, Nr. 15: Legendentext wie bei Tab. 37.

Alter [d] Hb [g/dl] MCV [fl] MCHC [g/dl]

4 10,5 86,9 333
11 15,9 88,6 33,1
18 15,3 87,8 33,2
32 15,2 88,6 33,0
39 15,2 87,6 33,1
53 15,2 89,1 32,2

Mw.+SD 14,6 +0,2 88,1 +0,8 33,0+0,4
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Sehr verbunden bin ich Herrn Prof. Dr. med. P. Kiihnl, Direktor der Abteilung fiir Transfusi-
onsmedizin, fiir die Moglichkeit, die dort speziell hergestellten Blutkomponenten nutzen zu kon-

nen.

Herrn Dr. A. Sputtek aus der Abteilung fiir Transfusionsmedizin danke ich fiir die hilfreichen

Hinweise nach Durchsicht der Arbeit.

Dem derzeitigen Direktor der Abteilung fiir Rontgendiagnostik der Radiologischen Klinik, Herrn
Prof. Dr. med. E. Biicheler danke ich fiir die groziigige und kooperative Nutzungsmoglichkeit

des Kerspin-Tomographens der Radiologischen Klinik.

Abschliefend danke ich Herrn Dr. rer. nat. R. Engelhardt fiir seine professionelle und unabls-
sige Hilfestellung bei der experimentellen Durchfilhrung der Kernspin-Resonanz-

Untersuchungen sowie fiir die anregende Diskussion des theoretischen Hintergrundes.



