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Zusammenfassung

EINLEITUNG: Lagerschaden in Erythrozytenkonzentraten sind vielfaltig und ein
limitierender Faktor in der Transfusionsmedizin. Welche Rolle Komplement in diesem

Zusammenhang einnimmt, wurde bislang nicht hinreichend untersucht.

METHODIK: Erythrozytenkonzentrate wurden 42 Tage gelagert, dabei wochentlich
Proben entnommen und diese durchflusszytometrisch auf CD35, CD55, CD47, CD59
und C3d untersucht. Des Weiteren erfolgte ein direkter Antiglobulintest auf C3d und die
Immunglobuline IgA, 1gG und IgM. Um den Kontakt des Erythrozytenkonzentrats mit
Serum zu Simulieren, wurde eine Transfusionssimulation durchgefuhrt, wobei

Erythrozyten fur 30 Minuten bei 37° mit homologem Serum inkubiert wurden.

ERGEBNISSE: C3d stieg uUber die Lagerungszeit an, wobei die Zunahme nach
Transfusionsimulation starker war (ANOVA < 0.0001) als vor Transfusionsimulation
(ANOVA p = 0.0103). Im direkten Agglutinations Test wurden diese Beobachtungen
bestatigt.

Die Abnahme von CD35, CD55 und CD47 Uber den Zeitraum der Lagerung war
signifikant (jeweils ANOVA p < 0.0001), wobei die meisten Veranderungen ab Tag 14
auftraten. CD59 zeigte keinen Abfall, und Immunglobuline wurden nicht nachgewiesen,

unabhangig der Transfusionssimulation.

ZUSAMMENFASSUNG: Die Transfusion macht Erythrozyten sensibler fur spontane
Komplementaktivierung. Ursachlich hierfir konnte die zunehmende Anfalligkeit von
CD35 gegenuber proteolytischer Spaltung oder Vesikularisierung sein. Die Transfusion
von Erythrozytenkonzentraten jenseits einer Lagerungszeit von 14 Tagen konnte in

kritisch kranken Patienten durchaus relevant sein.
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Abstract

BACKGROUND: Storage lesions in Red Blood Cell Concentrates are manifold and a
limiting factor within transfusion medicine. Up to now the role of complement within this

context has not sufficiently been researched.

STUDY DESIGN AND METHODS: Red Blood Cell Concentrates were stored for 42
days, with samples being retrieved on a weekly basis. Such samples were examined by
flow cytometry for CD35, CD55, CD47, CD59 and C3d. In addition a direct Agglutination
Test was carried out for C3d and the Immunglobulins IgA, IgG and IgM. To simulate the
contact of Red Blood Cell Concentrates with serum, a transfusion was simulated by
incubating erythrocytes with homologue serum for 30 minutes at 37 degree Celsius.

RESULTS: C3d increased during the storage period. The increase was stronger after
the transfusion was simulated (ANOVA < 0.0001) than before the transfusion was
simulated (ANOVA p = 0.0103). The direct Agglutination test confirmed these
observations. The decline in CD35, CD55 and CD47 during the storage period was
significant (in each case ANOVA p < 0.0001), with the largest changes arising after 14
days. CD59 showed no decline and there were no Immunoglobulins detected,

irrespective of the transfusion simulation.

CONCLUSION: RBCs are becoming increasingly following TS, which might be
associated with the increased susceptibility of CD35 to proteolytic cleavage and
vesiculation. The use of RBCs stored longer than 14 days might, in fact, be clinically

significant in critically ill patients.
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Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung
DAT Direkter Agglutinations Test
EK Erythrozytenkonzentrat, Erythrozytenkonzentrate

FACS Fluorescence-activated cell sorting (deutsch: Durchflusszytometrie)

FB Frischblutproben

MAC Membrane Attack Complex
MFI Mean Fluorescence Intensity
PK Positivkontrolle

RCA Regulators of Complement Activation
Tab. Tabelle
TS Transfusionssimulation
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1 Einleitung

1.1 Erythrozyten und die physiologische Funktion

Erythrozyten, auch rote Blutkdrperchen genannt, sorgen dafur, dass Zellen und
Gewebe mit lebensnotwendigem Sauerstoff versorgt werden. In Abhangigkeit der
Menge des Gesamtblutes und des physiologischen Zustandes des Menschen befinden
sich 24 - 30 Billionen Erythrozyten im Blutkreislauf [1]. Dartber hinaus transportieren sie
auch einen Teil des CO, und sind an der pH Regulation beteiligt [2]. Sie entstehen im
roten Knochenmark, wo sie aus pluripotenten Stammzellen Uber mehrere

Differenzierungsschritte gebildet werden [1] (Abb. 1a).
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Abbildung 1: Der Erythrozyt entwickelt sich aus einer pluripotenten Stammzelle im roten Knochenmark uber
verschiedene kernhaltige Stufen (Erythroblasten) bis — nach Ausstof? des Kernmaterials — zum Retikulozyt. Nach
anschlieRendem Verlust der RNA und Zellorganellen ist der Entwicklungsprozess (ca. 7 Tage) abgeschlossen (a) [1].
Der Erythrozyt besitzt durch seine spezielle bikonkave Form ein hohes Oberflachen/Volumen Verhaltnis, was eine
kurze Diffusionsstrecke vom Sauerstoff zum Hamoglobin begunstigt (b) [2]. Darliber hinaus dringt ein Erythrozyt
durch sein hohes Verformungspotential auch durch kleinste Kapillaren (c) [2].



Wahrend dieser Differenzierungsprozesse werden die Erythrozyten immer mehr mit
Hamoglobin gefullt, verlieren jedoch gleichzeitig durch den Reifungsprozess stetig
Flache, Volumen und Hamoglobin durch Vesikularisierung von 50 — 200 nm Partikel [3,
4]. Reife Erythrozyten sind bikonkav geformte Zellen mit einem Durchmesser von 7,5
um, bei einer Randdicke von 2 um und einer zentralen Vertiefung von 1 ym (Abb. 1.b).
Somit sind Erythrozyten klein genug, um durch die feinen Kapillaren in den Blutkreislauf
zu gelangen (Abb. 1b und 1c). Hier zirkulieren sie etwa 120 Tage und legen dabei eine
Strecke von ca. 300 km zuruck, um anschlieBend in Milz und Leber abgebaut zu
werden [2]. Die Erythrozytenneubildung betragt 1 % pro Tag, was einer
Produktionskapazitat von etwa 2 Millionen Erythrozyten pro Sekunde entspricht. Bei
Bedarf kann diese jedoch noch um das Funf- bis Zehnfache gesteigert werden.

Das Volumen des Erythrozyten wird hauptsachlich durch das Hamoglobin (Hb)
bestimmt. Dieses ist ein Tetramer mit vier Untereinheiten. Die haufigste Form ist das
HbA1, welches aus zwei a und zwei 3 Untereinheiten gebildet wird. Das Hamoglobin ist
ein annahernd kugelférmiges Molekul mit einem Durchmesser von 5 nm. An jeder
einzelnen Untereinheit kann ein Sauerstoffmolekul gebunden werden. Hat das erste
Sauerstoffmolekdl gebunden, kommt es zu einer Konformationsanderung des
Hamoglobins vom T-Zustand (Spannungszustand) zum R-Zustand
(Entspannungszustand), was zu einer erhohten Sauerstoffaffinitat fuhrt [5].



1.2 Die Transfusionsmedizin

1.2.1 Die Geschichte der Transfusionsmedizin

Das Interesse fur Transfusionsmedizin bahnte sich seinen Weg, nachdem William
Harvey (1578 — 1657) als Erster die Blutzirkulation beschrieb [6]. Diese Erkenntnis
fuhrte dazu, dass immer mehr Versuche mit Blut durchgefuhrt wurden. Im Verlauf kam
es zu Transfusionen von Tier zu Tier, von Tier zu Mensch und auch von Mensch zu
Mensch. Letzteres wurde erstmals von James Blundell (1790 — 1877) am 22.12.1818
durchgefuhrt, weswegen er auch als ,Vater der modernen Transfusionsmedizin®
bezeichnet wird [7].

Die Therapieerfolge dieser Transfusionen waren auf3erst unbefriedigend, sodass sich
der Chirurg Ernst von Bergmann in seiner Rede 1883 zur Feier des Stiftungstages der
militararztlichen Bildungsanstalt gegen jegliche tierische Transfusion aussprach und

auch riet artengleiche Transfusionen nur noch als Ultima Ratio zuzulassen:

» Die vor noch nicht zehn Jahren prophezeite, neue, blutspendende Aera in der Medizin ist
bereits im Keime erstickt und schnell zu Grabe getragen worden. Wir miissen uns eben im
Kénnen bescheiden, so lange wir noch im Wissen zuriickstehen“ [8].

Es vergingen weitere Jahre bis Karl Landsteiner 1900 die Agglutinationserscheinung
des Blutes entdeckte und damit einen der wichtigsten Meilensteine der Geschichte der
Transfusionsmedizin: Die Geburtsstunde des heutigen ABO Blutgruppensystems [9].
Trotz dieser Entdeckung entwickelte sich die Transfusionsmedizin die nachsten Jahre
nur zaghaft. Die Koagulationseigenschaften des Blutes erschwerten die Transfusion.
Blutubertragungen fanden auf direktem Weg zwischen Spender und Empfanger statt.
Zunachst noch sehr invasiv, wobei zum Beispiel die chirurgisch praparierte Arteria
radialis in die Empfangervene eingendht wurde. Auch venovendse Ubertragungen
fanden statt und in Folge auch mit zwischengeschalteten Apparaturen, z.B. einem
Schlauchpumpensystem zur geleichmafigen Blutubertragung. Diese Vorgehen waren
zeitaufwendig, komplikationsbehaftet und invasiv (Abb. 2) [10]. Auch die indirekte
venovenose Frischblutibertragung wurde durchgefihrt, wobei Spender und Empfanger
zwar nicht direkt nebeneinander liegen, jedoch zur selben Zeit anwesend sein mussten.
Bis in den ersten Weltkrieg hinein wurden nur kleine Schritte zur Verbesserung der

Blutibertragung erzielt [10].
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Abbildung 2: Blundell's Transfusion als direkte Ubertragung (Abbildung aus Pelis 1997 [11]). Heute kann
die Transfusion ortlich und zeitlich getrennt von Spender und Empféanger erfolgen [12].

1916 war Peyton Rous der Erste, der Erythrozyten lagerte. Er gab roten Blutzellen von
Kaninchen eine Mischung aus Citrat und Glucose hinzu, lagerte diese fur vier Wochen
kuhl und stellte fest, dass sie nicht hamolysierten. Nach Rucktransfusion in das
Spenderkaninchen, stieg der Hamatokrit an, eine Hamoglobinurie oder Bilirubinurie
traten nicht auf [13-15]. Zwei Jahre spater wand Oswald Robertson diese Erkenntnis an
menschlichem Blut an — die erste Blutbank Frankreichs wahrend des ersten
Weltkrieges. Durch Citrat konnten Spender und Empfanger nun raumlich voneinander
getrennt sein, durch den Zusatz von Glucose auch zeitlich. Oswalds Blutprodukte
konnten 26 Tage gelagert werden und sollten Soldaten im Schockzustand zu Gute
kommen [16, 17]. Seine amerikanischen Kollegen hingegen befurchteten, dass der
Zusatz von Glucose das bakterielle Wachstum fordern konnte, auflerdem
karamellisierte Dextrose beim Erhitzen, wahrend Natriumcitratidsungen problemlos
autoklaviert werden konnten. Die Vollblutentnahme in autoklavierte Flaschen mit 3,8 %
Natriumcitrat und eine Lagerungszeit von 5 Tagen auf Eis waren die ersten Blutbank
Standards [18, 19]. Die Entwicklung dieser Standards ging nur schleppend voran. Nach
und nach erfolgten Verbesserungen in Lagerungsbedingungen und EinflUhrung neuer
Standards. Neben der Hitzesterilisation in den 1940er Jahren folgten Phosphatzusatze
in den 1950ern, Adenin in den 1970ern, Additividsungen in den 1980ern und die
Leukozytenreduktion in den 1990ern [19]. Bis heute werden weitere Verbesserungen
fur optimierte Lagerbedingungen erforscht und es ist davon auszugehen, dass dieser
Prozess noch nicht endgultig abgeschlossen ist.



1.2.2 Erythrozytenkonzentrate im klinischen Alltag

Heute werden Erythrozytenkonzentrate (EK) in den meisten Fallen aus frisch
abgenommenem Vollblut oder gegebenenfalls maschinell mittels Zellseparatoren
gewonnen. Die durch das Paul-Ehrlich-Institut zugelassenen Praparate weisen nur
einen  geringfugig abweichenden  Gehalt an restlichen = Thrombozyten,
Plasmakomponenten und Additiviosung auf. In Deutschland sind EK seit dem
01.10.2001 leukozytendepletiert. Hierdurch reduziert sich das Risiko einer
Immunisierung gegen Leukozytenantigene (HLA) und auch die Ubertragung
zellstandiger Viren (z.B. Zytomegalievirus) kann weitgehend verhindert werden [20].

Erythrozytenkonzentrate sind im medizinischen Alltag von allen Blutprodukten das am
haufigsten transfundierte. Die Ressource Blut ist begrenzt. Nur 3 - 4 % der Menschen in
unserer Bevolkerung gehen regelmalig zum Blutspenden [20]. Im Jahr 2000 belief sich
die Anzahl der transfundierten EK noch auf 3.189.592. Zwolf Jahre spater hat der
Verbrauch bereits um uber 1 Million zugenommen (4.343.656 EK) [21]. Zeitgleich
vollzieht sich ein demographischer Wandel, in welchem die Anzahl medizinisch
bedurftiger, alterer Menschen zunimmt, im Verhaltnis hierzu jedoch die Anzahl
geeigneter Spender abnimmt [22]. Somit steigen die Anspruche an eine hohe Qualitat
und Lagerfahigkeit der Blutprodukte stetig an.

Die beiden Hauptindikationen fur eine EK-Transfusion sind die akute und chronische
Anamie. Man spricht von Anamie wenn eine Verminderung der
Hamoglobinkonzentration, des Hamatokrit oder der Erythrozytenzahl unter die Norm
vorliegt. Die Indikation zur Transfusion wird individuell gestellt, unter Berucksichtigung
der Kriterien Hamoglobinkonzentration, Kompensationsfahigkeit und Risikofaktoren des
Patienten [23]. Die Transfusion von EK muss nach Richtlinien und immer
blutgruppengleich erfolgen [24]. Im Notfall darf eine Transfusion der Blutgruppe 0
durchgefuhrt werden, bis die Patientenblutgruppe bekannt ist [23]. Die Transfusion
eines EK fuhrt — bei nicht Vorliegen einer aktiven Blutung — zu einem
Hamoglobinanstieg von 1 - 1,5 g/dl und einem Hamatokritanstieg von ca. 3 — 4 % [20].

In seltenen Fallen kann es zu Transfusionsreaktionen kommen, die in
,schwerwiegend® und ,nicht schwerwiegend® eingeteilt werden konnen und in jedem

Fall protokolliert werden mussen. Akute (allergische) Transfusionsreaktionen der Grade
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| und Il, sowie febrile Transfusionsreaktionen mit gering bis mittelgradig ausgepragten
Symptomen zahlen zu den ,nicht schwerwiegenden® Transfusionsreaktionen. Zwischen
1997 und 2010 wurden dem Paul-Ehrlich-Institut 6469 Verdachtsfalle einer
Transfusionsreaktion gemeldet, 1042 bestatigten sich hiervon als schwerwiegende
Transfusionsreaktion, wobei 71 Todesfalle dokumentiert wurden [25]. Eine Verteilung

der schwerwiegenden Transfusionsreaktionen ist Abbildung 3 zu entnehmen.

n=1040 ATR
427 (41%)
HTR
157 (15%)
e oA
ABO-Inkomp. 201 (19%)
62 (6%) TACO TTVI PTP
ta-GvHD 49 (5%) 49 (5%) 11(1%)
2(0,2%)
ATR: akute Transfusionsreaktion
HTR: hamolytische Transfusionsreaktion
PTP: posttransfusionelle Purpura
TACO: transfusionsassoziierte Volumeniiberlastung
ta-GvHD: transfusionsassoziierte Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung
TBBI: transfusionsbedingte bakterielle Infektion
TRALL: transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz
TTVI: transfusionsbedingte virale Infektion

Abbildung 3: Ubersicht lber scherwiegende Transfusionsreaktionen zwischen den Jahren 1997 bis
2010, die dem Paul-Ehrlich-Institut gemeldet waren (bezogen auf 81,668 x 10° transfundierte
Blutprodukte, davon 58,629 x 10° EKs). Abbildung aus dem Hamovigilanz-Bericht des Paul-Ehrlich-
Instituts [25].

1.2.3 Lagerschaden in Erythrozytenkonzentraten

Seit der ersten Lagerung von Blutprodukten durch Oswald Robertson ist nahezu ein
Jahrhundert vergangen und seither ist die Qualitdt und Lebensfahigkeit von
Erythrozytenkonzentraten stetig verbessert worden. Wahrend der Lagerungszeit
entstehen sogenannte Lagerungsschaden (engl. ,storage lesion®). Diese Schaden
lassen sich zusammenfassend als jene Veranderungen beschreiben, die die Qualitat

des Erythrozytenkonzentrates reduzieren und das Uberleben und die Funktion der



Erythrozyten nach Transfusion verringern. Hierzu zahlen morphologische
Veranderungen, biochemische Veranderungen wund auch Veranderungen im
Lagermedium (Abb. 4). Auf einige Lagerschaden wird im Folgenden naher

eingegangen.

ATP Abbau \ / Lipidperoxidation

& . . .
2,3-BPG Verlust — Protein Oxidation
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Abbildung 4: Veradnderungen in Erythrozyten und dem Lagermedium Uber die Zeit. ATP
Adenosintriphosphat; 2,3-BPG 2,3-Bisphosphoglycerat; RBC Red blood cells. Abbildung nach Aubron et al 2013
[26].

In den Erythrozytenkonzentraten schreitet die Glykolyse weiter voran. Das bedeutet,
dass deren Nebenprodukte wie Laktat, Protonen und Proteine Uber die Zeit
akkumulieren [15, 27]. Wahrend diese Nebenprodukte in vivo zugig aus der Zirkulation
entfernt werden, verbleiben sie in vitro in den Erythrozytenkonzentraten und fuhren zu
strukturellen und funktionellen (biochemischen) Veranderungen. Protonen reduzieren
den pH-Wert und andern die Glykolyse, was zunachst zu einem schnellen Abfall von
2,3-Bisphosphoglycerat fuhrt (2,3-BPG). Dies fuhrt gleichzeitig zu einem Anstieg der
ATP-Produktion. Bei fortschreitender Sauerung verlangsamt sich die Glykolyse
zunehmend und die ATP-Produktion nimmt ab [15].

2,3-BPG wird Uber einen Nebenweg der Glykolyse des erythrozytaren Stoffwechsels
gebildet. Sehr reines Hamoglobin bindet sehr fest an Sauerstoff (O,) [5]. Jedoch ist
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nicht nur eine effiziente Sauerstoffaufnahme erforderlich, sondern auch eine effiziente
Abgabe im peripheren Gewebe. Damit diese Abgabe erfolgen kann, muss das
Hamoglobin 2,3-BPG binden, welches wiederum den T-Zustand des Hamoglobins
stabilisiert und die O,-Affinitat aller Untereinheiten vermindert. Das bedeutet, dass es
zu einer Rechtsverschiebung der Sauerstoffbindungskurve kommt und somit Sauerstoff
im peripheren Gewebe leichter abgegeben werden kann [5]. In gelagerten
Erythrozytenkonzentraten ist 2,3-BPG nach 14 Tagen faktisch aufgebraucht [28], was
eine Linksverschiebung der Sauerstoffbindungskurve zu Folge hat. Dadurch nimmt die
O-Affinitat zu, und die O,-Abgabe im sauerstoffbedurftigen Gewebe nimmt ab. Nach
stattgefundener Transfusion steigt der 2,3-BPG Spiegel zwar wieder an, kann aber erst
innerhalb von drei Tagen vollstandig rekompensiert werden [29].

Die Adenosintriphosphat (ATP ) Konzentration in Erythrozyten korreliert sehr stark mit
der in vivo Uberlebenszeit [27]. In frischem Blut betrégt die ATP-Konzentration ca.
4 pmol/g Hb. Charakteristischer Weise halt sich der ATP Gehalt zunachst und kann
sogar ansteigen, fallt nach einer gewissen Zeit jedoch wieder ab. Wird die
Konzentration unter ein Level von 2 ymol/g Hb reduziert, so fallt die Erythrozyten-
Wiederfindungsrate typischerweise unter 75 % [27, 30]. Die Vorgabe europaischer
Leitlinien fordert jedoch, dass die Wiederfindungsrate (engl. 24h-recovery) mindestens
75 % betragen muss. Durch Zusatze wie Phosphat und Adenin zum Lagermedium
konnte der ATP Abfall herausgezdgert, aber nicht verhindert werden.

Auch oxidativer Stress kann Lagerschaden verursachen. Beim Blutspenden ist das
venose Blut nur teilweise mit Sauerstoff gesattigt. Das bewirkt, dass der Sauerstoff in
einem kontinuierlichen Austausch zwischen benachbarten Hamoglobinmolekulen steht.
Dabei konnen  Sauerstoffmolekule  Elektronen aufnehmen, wodurch sich
Eisenmethamoglobin und Superoxid-Anionen (O7;) bilden. Gelegentlich ist es mdglich,
dass dieses Superoxid-Anion mit Eisen und Wasser in der Fenton-Haber-Weiss
Reaktion ein Hydroxylradikal formt. Hydroxylradikale sind aggressive, freie
Sauerstoffradikale die biologische Molekule, inkl. Proteine und Lipide schadigen kdnnen
[15, 31]. Dadurch kommt es unter anderem zu charakteristischen
Membranveranderungen. Hierzu zahlen die Abnahme kritischer Antigenmarker (z.B.
CD47), die Aggregation und Oxidation von Membran-Hamoglobin, Spektrin und andere
Zytoskelettproteine, sowie die Induktion der Apoptose [32-35].



Die betroffene Membran bildet kleine Blaschen aus, die dann als sogenannte
Mikrovesikel extrazellular abgesondert werden. Dieser Vorgang ermoglicht es den
Erythrozyten, schadigende Komponenten zu eliminieren und sich so vor frihzeitiger
Phagozytose zu schutzen [3, 36, 37]. Durch diesen Vorgang nehmen die bikonkaven

Erythrozyten zunehmend die Form von Echinozyten an (Abb. 5).

Abbildung 5: (A) Aufnahme eines Erythrozyten (RBC) mit konventioneller Elektronenmikroskopie. Die
Transformation zum Echinozyten ist sichtbar, die Membranausziehungen sind mit Pfeilen dargestellt. Die
Abschnirung eines Mikrovesikels ist zu erkennen (unterer Pfeil). Balken = 0,5 um, aus Antonelou et al
2010 [38]. (B) Elektronenmikroskopie von leukozytendepletierten Erythrozyten nach einer Lagerungszeit
von 42 Tagen in CPD-SAGM. Aus Antonelou et al 2012 [39].

Durch den Verlust der Membranvesikel kommt es zu einem stéarkeren Oberflachen- als
Volumenverlust. Dies fuhrt dazu, dass die Erythrozyten zu unelastischen Spharozyten
werden, die entweder wahrend der Lagerung hamolysieren oder nach Transfusion
schneller abgebaut werden [27]. Die Form, die Deformierbarkeit und die mechanische
Stabilitdt sind jedoch essentiell, damit sie in die kleinsten Kapillaren Sauerstoff
transportieren, nicht frihzeitig abgebaut, und somit ihrer Funktion gerecht werden
konnen.

Auf Grund der Lagerungstemperatur von Erythrozytenkonzentraten bei ca. 4°C ist die
Na'/K*-Pumpe in der Zellmembran inaktiv [28, 40]. Dies hat zur Folge, dass Natrium
passiv in die Zelle stromt, wahrend Kalium kontinuierlich aus der Zelle in das
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Lagermedium austritt. Auch wenn dies ein reversibler Prozess ist und sich die
Natriumkonzentration innerhalb von 24 Stunden normalisieren kann, so dauert es vier
Tage bis in den Zellen wieder ein normaler Kaliumspiegel erreicht wird [28, 41, 42].
Hohe Kaliumkonzentrationen konnen in Neugeborenen und Kleinkindern bei grof3em
Transfusionsvolumen zu Arrhythmien bis hin zum Herzstillstand fuhren [43]. Daher
finden z.B. in der Kinderchirurgie nur frische oder sogar gewaschene

Erythrozytenkonzentrate Anwendung [41, 44, 45].
Auch wenn Lagerschaden bereits umfassend in der Literatur beschrieben wurden, ist

die klinische Relevanz in einigen Teilen noch immer unklar. [3, 15, 26, 32, 41, 46-50].

Dabei wurde das Komplementsystem kaum berucksichtigt.
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1.3 Das Komplementsystem

1.3.1 Allgemein

Das Komplementsystem ist Teil der angeborenen Immunantwort. Ende des 19.

Jahrhunderts beschrieb Paul Ehrlich es als jene Aktivitat des Blutserums, das die

Aktivitat der Antikorper ,komplementiert® — also vervollstandigt. Das Komplementsystem

umfasst ca. 30 Glykoproteine, die in der Leber synthetisiert werden und anschliel3end in

gebundener oder Ioslicher Form in den Blutkreislauf gelangen. Dort tragt es, teils

zusammen mit AntikOrpern, teils antikbrperunabhangig, zur Infektionsabwehr bei. Die

Proteine des Komplementsystems sind im Blutplasma stets gegenwartig. Je nach

Aktivierungsart unterscheidet man den klassischen Weg, den alternativen Weg oder

den Lektinweg (siehe Abb. 6) [5] .

Classical Pathway

Antigen-Ab complexes,
pentaxins (CRP, SAP, PTX3) Cc4

Lectin Pathway

Alternative Pathway

C3 (H,0) Bb
(Initial C3-convertase)

Activated | MBL/Ficolins
Ciqgrs T MASP-2
C4a
Cab C3b
c2 B
D, properdin  Activator surface
C2b Ba
C4b,C2a C3b,Bb
(C3 convertase) (C3 convertase) \ Positive
feedback
amplification
C3b = ( c \ > C3b
C3a C3a
C3bC4b,C2a - P C3bC3b,Bb
(C5 convertase) (C5 convertase)

C5a 4/
\ J
C5b

<-—— (6,(7,C8,C9

 J

Abbildung 6: Die drei Hauptaktivierungswege der Komplementkaskade

C5b-9

klassische, der alternative und der Lektin Weg. Nach Ram et al. 2010 [51].

11

des Immunsystems, der



Der klassische Weg der Komplementaktivierung geschieht durch Antigen-Antikorper-
Komplexe. Antikdrper vom Typ IgM (frihes Infektionsstadium) und vom Typ 1gG (spates
Infektionsstadium) binden an Mikroorganismen, z.B. Bakterien. Dabei exponieren die
Antikorper ihren Fc-Anteil und das Komplementprotein C1 kann binden. C1 wird aus
den Untereinheiten C1q, C1r und C1s gebildet, wobei C1q die grofdte und wichtigste
Untereinheit ist, denn diese vermittelt die Bindung an den Antikorper. Es folgt eine
Reaktionskaskade, die schlie3lich zur Lyse des Bakteriums fuhrt: Komplementfaktor C1
wird aktiviert, indem der Antigen-Antikorper-Komplex an die Untereinheit C1q bindet.
Dies fuhrt zu einer Konformationsanderung. C1s spaltet proteolytisch die Faktoren C2
und C4. Daraus entstandenes C2a und C4b bilden dann die klassische C3-Konvertase
(C4b2a). Diese Konvertase spaltet nun C3, wodurch der zentrale Faktor C3b entsteht.
Zusammen mit C4b2a bildet er nun die klassische C5 Konvertase (C4b2a3b), die
wiederum C5 proteolytisch in C5a und C5b spaltet. Das grofdere Fragment C5b bindet
anschliellend die Komplementproteine C6, C7, C8 und C9. Somit entsteht der so
genannte Membrane-Attack-Complex (MAC), durch den es in der Membran des
Mikroorganismus zur Porenbildung und darauffolgend zur Osmose und Lyse kommt
[52, 53].Es gibt jedoch auch noch andere Faktoren wie Lektin oder C-reaktives Protein,

welche wie C1q ebenfalls die Komplementkaskade auslosen konnen [52, 54].

Der alternative Weg der Komplementaktivierung ist antikorperunabhangig. Die
Initiierung erfolgt durch die direkte Bindung von C3b an eine pathogene Oberflache.
C3b kann durch spontane Hydrolyse entstehen. Im Normalfall wird C3b von den
Faktoren H und | inaktiviert, bindet es jedoch an die Oberflache eines Mikroorganismus
oder Fremdkorpers, so stabilisiert es sich und wird verstarkt. Durch proteolytische
Spaltung des Kofaktors B in Ba und Bb entsteht die alternative C3 Konvertase (C3bBDb).
Durch weitere C3b Molekule wird die C5 Konvertase (C3bBb3b) gebildet, die den
Komplementfaktor C5 spaltet. Entsprechend dem klassischen Weg bildet auch hier C5b
mit C6, C7, C8 und C9 den MAC und es kommt zur Lyse des pathogenen Organismus
[52].

Nach der klassischen oder alternativen Komplementaktivierung wird C3 gespalten,
wobei das C3b-Fragment membranstandig auf der Zielzelloberflache verbleibt. Eine
weiterfUhrende Komplementaktivierung kann zum Beispiel durch Faktor | verhindert
werden. Es entsteht ein inhibiertes C3b Molekul (iC3b), welches proteolytisch von der
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Zielzelle gespalten wird. Eine weitere Anlagerung weitere Komplementfaktoren (C5-C9)
ist nicht mehr moglich. Auf der Zelloberflache verbleibt das C3dg Molekul als Nachweis

einer vorausgegangenen Komplementaktivierung (Abb. 7).

C3c

Abbildung 7: detaillierte Ansicht zur Spaltung von C3 und Entstehung von C3d (aus Janssen et al 2006)
[55].

1.3.2 Die Komplementrezeptoren und Regulatorproteine

Es gibt weitere Regulatoren, die die Komplementaktivierung oder deren Ausgang
steuern kdnnen. Dazu zahlen vor allem CD35, CD55 und CD59, die auf verschiedenen
Ebenen eine Komplementaktivierung beeinflussen kdnnen (siehe Abb. 8).

c2,Cc4 c5 c6,C7, C8, C9
Klassische Weg E E \ Terminaler
Alternativer Weg C3 Konvertase C5 Konvertase
Lektin Weg \ / ?plex
CD35 CD59
CD55

Abbildung 8: Der Komplementrezeptor CD35 und das Regulatorprotein CD55 wirken hemmend auf die
C3 Konvertase und die C5 Konvertase der Komplementkaskade. CD59 inhibiert die Bildung des
Membran-Attack-Komplexes in letzter Instanz [56].

Der Komplementrezeptor 1 (CR1; CD35; C3b/C4b-Rezeptor) ist ein
membrangebundenes Glykoprotein und zahlt zu den Regulatoren der Komplement-
Aktivitats-Familie (engl. regulators of complement activation, RCA) [57, 58]. Er wird auf
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Erythrozyten, Monozyten, Makrophagen, Leukozyten, B-Zellen, follikularen
dendritischen Zellen und einigen T-Zellen exprimiert. Es existieren vier Subtypen —
Allele A, B, C, D — die sich in Grof3e, Bindestellenanzahl und Haufigkeit unterscheiden
[59]. Der mit 81 % am haufigsten exprimierte ist der 190 kDa grof’e CR1-A, gefolgt von
CR1-B (18 %, 220 kDa), CR1-C (1 %, 160 kDa) und CR1-D (< 1 %, 250 kDa) [57].
Durch genetischen Polymorphismus des CR1 erklart sich die unterschiedliche CR1-
Dichte auf der Zelloberflache [57]. Die Mittlere Anzahl an CR1 pro Erythrozyt reicht von
150 bis 1200 [60], wohingegen eine solche Dichtevariabilitat z.B. auf Leukozyten nicht
beschrieben wird [61]. Eine abnehmende Expression von CR1 wird in Zusammenhang
mit verschiedenen Krankheiten beschrieben, z.B. SLE oder Rheumatoide Arthritis [62-
64]. Doch auch wahrend der normalen Erythrozytenlebensspanne sinkt die CR1
Expression in vivo [65]. Der CR1 hat unterschiedliche biologische Funktionen [62]:

- Regulation der Komplementkaskade: Das CR1 Molekul agiert als Rezeptor fur
C3b und C4b, wobei es die Konvertasen C3 und C5 des klassischen und des
alternativen Weges destabilisiert und hemmt. Des Weiteren fungiert CR1 als
wichtiger Kofaktor fur die durch Faktor | vermittelte Inaktivierung von C3b und C4
im alternativen Weg. Die Rolle von CR1 als MBL-Rezeptor (Mannan bindender
Lektin Rezeptor) konnte auch im Lektin Weg von Bedeutung sein [66-69].

- Beseitigung von Immunkomplexen: Der erythrozytare CR1 ist in der Lage
C3b/C4b-opsonisierte Immunkomplexe  zu binden und auf der
Erythrozytenmembran zu immobilisieren. Es folgt der Transport zu den
Makrophagen in Leber und Milz, wo die Immunkomplexe metabolisiert werden
[70, 71].

- Rezeptor fur Phagozytose: Immunkomplexe und pathogene Partikel, an denen
C3b gebunden hat, werden von CR1 vor allem auf polymorphkernigen Zellen
und Monozyten erkannt [72]. Fc-gamma Rezeptoren und CR1 arbeiten
synergistisch bei der Aufnahme der Partikel. Im Zellinneren kommt es dann zur
Zerstorung durch Lysosomen [73, 74].

CD55, auch DAF (Decay-accelerating-Faktor) genannt, ist ein Glykoprotein, das wie
auch CD35 zur RCA-Family gehort, und auf Chromosom 1 kodiert ist. Es ist ein
einzelkettiges Membranprotein von 70kDa. Sieben Isoformen sind bekannt, wovon drei

in l6slicher Form vorliegen und auf wesentlich niedrigerem Level exprimiert werden. Im
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Rahmen der Komplementaktivierung entstehen aus C3 und C4 die Spaltprodukte C4b
und C3b. Binden C4b und C3b Molekulle an die Zelloberflache, ist CD55 in der Lage
dies zu erkennen und zu interagieren. CD55 verhindert, dass die Polypeptide C4b und
C3b die Umwandlung von C3 und Faktor B zu enzymatisch aktiven C2a und Bb
katalysieren kdnnen. Somit wird die Formation der C3 Konvertasen (C4b2a und C3bBb)
gehemmt [75]. Der MAC wird in Folge dessen nicht gebildet. Durch diese
Unterbrechung der Komplementkaskade wird die Wirtszelle vor Schaden geschutzt [75-
77].

CD59 ist ein Membranprotein und ein starker Inhibitor des Membran-Attack-Complexes
und wird daher auch MAC-Inhibitor Protein genannt. Es ist ein kleines, 20 kDa grol3es
globulares Membranprotein. Es existieren weitere Synonyme wie Protectin oder
Membran Inhibitor of Reactive Lysis (MIRL). CD59 bindet C5b-C8 und verhindert die
Anlagerung weiterer C9 Molekule wodurch der MAC nicht gebildet werden kann. Des
Weiteren spielt das Protein im Signaltransduktionsweg der Aktivierung von T-Zellen
eine Rolle [76, 78, 79]. Mutationen, die CD55 und CD59 betreffen, kbnnen beim
betroffenen Patienten z.B. paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie auslosen [80] .
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1.4 Die Erythrophagozytose

Wahrend ihrer Lebensspanne von ca. 120 Tagen legen Erythrozyten im menschlichen
Kreislauf eine weite Strecke zuruck und Uberstehen dabei immer wiederkehrende hohe
Turbulenzen, starke Scherkrafte und extreme Druckverhaltnisse [81]. Da es bei
Erythrozyten den apoptotischen Signalweg im klassischen Sinne nicht gibt, muss es fur
Erythrozyten einen speziellen Mechanismus geben, der zur Erkennung durch
Makrophagen nach einer definierten Lebensspanne zur Aussonderung fuhrt. Bisher
wurde eine groRe Anzahl an Modifikationen in alternden Erythrozyten beschrieben. Sie
sind kleiner, dichter, weniger elastisch, viele Enzyme zeigen eine erniedrigte Aktivitat,
kleine Mengen an Hamoglobin sind denaturiert und an die innere Membran gebunden
und alternde Erythrozyten binden vermehrt ,natirlich auftretende Antikorper® (NABs)
[82].

Die aullere Erythrozytenmembran ist non-immunogen und non-adhasiv. Zum einen wird
damit eine Endotheladhasion vermieden, zum anderen eine frihzeitige Phagozytose
durch Makrophagen in Milz, Leber, oder rotem Knochenmark verhindert [81]. Im Verlauf
haufen sich auf der Membran alternder Erythrozyten sogenannte ,eat me“ Signale an
und es kommt zu einer Verminderung der ,don’t eat me® Signale. Zu den wichtigsten
Vertretern zahlen alterungsbedingte Konformationsanderungen des sog. ,Senescent
cell Antigen® (Band-3 Protein), die Externalisierung von Phosphatidylserin und der
Verlust von CD47 (,Marker of Self*).

Das Band-3 Protein ist ein integrales Membranprotein. Es stellt 25 % aller
erythrozytaren Membranproteine dar und dient als Hauptligand naturlich auftretender
Antikorper (NAB) [81-84]. Das Protein Band-3 besitzt zwei unabhangige Domanen. Die
membranseitige Domain katalysiert den Anionenaustausch (vor allem von HCO3/CI’)
und enthalt die Antigendeterminante, die von NABs erkannt werden [82]. Die Domain
auf zytoplasmatischer Seite bindet an verschiedene Proteine: Zytoskeletproteine,
glykolytische Enzyme (Aldolase, GAPDH, Phosphofructokinase), Produkte durch
Hamogobindenaturation, Tyrosinkinase [82]. Es scheint, dass jede dieser Interaktionen
einen zentralen Effekt auf Struktur und Funktion des Erythrozyten hat [82, 85]. In alten
Erythrozyten kommt es dann zu einer vermehrten Anlagerung von Anti-Band-3 IgG.
Dadurch wird die Komplementkaskade aktiviert und die Komplementamplifikation von
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C3 zu C3b bewirkt. Die Erkennung dieser so durch C3b opsonisierten Erythrozyten

erfolgt Uber CR1 oder Fc-gamma Rezeptoren von Phagozyten [81].

Phophatidyserin ist Bestand der Zellmembran. In vitalen Zellen ist es nur intrazellular
vorzufinden. Bei zunehmenden Membranschadigungen vor allem  durch
Alterungsprozesse oder durch verschiedene Substanzen kann die Zellmembran
geschadigt werden. Dies fuhrt dazu, dass Phosphatidylserin externalisiert wird, was

dann von Makrophagen erkannt wird [86].

Im Jahr 2000 haben Oldenborg et. al. das Membranprotein CD47 als weiteren wichtigen
Faktor in der Regulation der Erythrophagozytose identifiziert. Im Gegensatz zu den
oben genannten ,eat me® Signalen zeigte sich, dass CD47 die Phagozytose durch
Makrophagen inhibiert — also ein sogenanntes ,don’t eat me® Signal darstellt [87-92].
CDA47 ist ein ubiquitar exprimiertes 50kDa gro3es Transmembranprotein. Es besteht
aus einer glykosylierten extrazellularen IgV Domain, hydrophoben flunffachen
transmembran Domains und einem zytoplasmatischen Schwanz. CD47 auf
Erythrozyten wird von einem Signal-Regulations-Protein-alpha (SIRP-alpha) auf
Makrophagen erkannt. Diese Interaktion zwischen CD47 Molekulen auf Erythrozyten
und SIRP-alpha Rezeptroen auf Makrophagen, sendet ein negatives Signal an die
Makrophage, wodurch der Erythrozyt vor Phagozytose geschuitzt wird (Abb. 9) [87, 88,
93].

Macrophage

Phagocytosis

Abbildung 9: Negativregulation der Phagozytose durch CD47-SIRP-alpha Bindung. Abbildung aus
Matozaki et al 2008 [94].
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2 Zielsetzung

Pro Jahr werden 75 Millionen Erythrozytenkonzentrate weltweit transfundiert, wobei
weniger als 1% der Konserven frisch (< 5 Tage Lagerungszeit) transfundiert werden.
Die Lagerung von Erythrozytenkonzentraten kann zu unterschiedlichen Schaden des
Blutproduktes fuhren, moglicherweise einhergehend mit einem schlechteren klinischen
Outcome fur transfundierte Patienten. Bislang wurden metabolische, biomechanische
und oxidative Lagerschaden von Erythrozytenkonzentraten beschrieben. Welche Rolle
Komplement bei der Lagerung spielt ist nicht bekannt und wurde bislang kaum

untersucht.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollen mogliche Komplement-vermittelte Schaden
festgestellt werden. Dies beinhaltet die Messung der Expression von CD35, CDS55,
CD59 und C3d uber die Lagerungszeit mit Hilfe der Durchflusszytometrie. CD35 und
C3d wurden zusatzlich vor und nach einer Transfusionssimulation untersucht. Um
festzustellen, wodurch eine mdogliche beschleunigte Phagozytose gelagerter
Erythrozyten vermittelt ist, wurde C3d (Komplementabhangige Phagozytose), CD47
(Loss-of-self-vermittelte Phagozytose) und Antikorper vom Typ 1gG, IgM und IgA (Fc-
gamma Rezeptor-vermittelte Phagozytose) mituntersucht. Dabei wurden 11
Erythrozytenkonzentrate unter standardisierten Blutbankbedingungen hergestellt und
gelagert. Die Untersuchungen erfolgten wochentlich tber einen Zeitraum von 6 Wochen

je Konserve.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Antikorper, Antiseren und Proteine

Tabelle 1: Antikérper, Antiseren und Proteine

Material Farbe Klon Konzentration Reaktivitat CAT/REF Firma
DAKO,

Anti-C3d FITC 1:500 human F0323 Glostrup,
Denmark
eBioscience,

Anti CD35 | APC E11 1:100 human 17-0359-42 San Diego,
USA

Anti CD47 PerCP/Cy5.5 CC2Cs6 1:500 human 323110 BioLegend

Anti CD55 PE JS11 1:100 human 311308 BioLegend

Anti CD59 | Pacific Blue MEM-43 | 1:500 human pB-233-T100 | £XBIO, Prag,
Tschechien
Bio-Rad
Medical

. . Diagnostics

Anti-IgA 1:1 804541 GmbH,
Dreieich
Germany

Anti-IgG 1:1 804501 Bio-Rad

Anti-IgM 1:1 804521 Bio-Rad
DAKO,

Anti-C3d 1:40 A0063 Glostrup,
Denmark

. . CSL Behring,

Beriglobin, .

oml ESP 1:50 PZN 4616086 Marburg,
Germany

3.1.2 Puffer und Medien
Tabelle 2: Einzelkomponenten fir Puffer und Medien

Produktname CAT/REF Firma

PBS Dulbecco, steril L 1820 Biochrom AG, Berlin, Germany

ID-Diluent 2 009280 DiaMed GmbH, Cressier FR Switzerland

Albumin solution, from bovine . .

Serum (BSA), 22 % A7034-100 ml SIGMA-Aldrich, St. Louis, USA

PBS wurde zunachst in 10facher Konzentration hergestellt. Hierzu wurden 80g NaCl,
2 g KCI, 14,1 g NazHpO4 und 2,4 g KH2,PO4 in 800 ml destilliertem Wasser aufgefulit.
Nachdem der pH auf 7,4 eingestellt wurde, erfolgte die endgultige Auffullung auf 1 Liter.
PBS / BSA 0,1% wurde im weiteren Verlauf hergestellt, in dem 497,73 ml einfaches
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PBS (100 ml PBS 10fach + 900 ml destilliertes Wasser) und 2,27ml BSA (22 % )

miteinander vermengt wurden.

3.1.3 Gerate

Tabelle 3: Verwendete Gerate

Geritetyp Geridtename Firma
Zentrifuge Megafuge 1.0 R Heraeus Instruments
Zentrifuge Centrifuge 5415 C Eppendorf

ID-Centrifuge 24 S, DiaMed-ID Micro

Diamed Zentrifuge Typing System

DiaMed, Ottobrunn, Germany

BD FACS Canto Il FLow Cytometer

FACS (REF: 338962) BD Bioscience, San Jose, USA
Thermoschdttler Eppendorf Thermomixer Compact Eppendorf
3.1.4 Verbrauchsmaterialen
Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien
Produktname Katalognummer Firma
Falcon Blue max Jr. 15ml Becton Dickinson
15 ml Tubes Polypropylene Conical 352097 Labware, Franklin Lakes,
Tube USA
1.5 ml Tubes SafeSeal Gefal} 72706 Sarstedt, Nimbrecht,
1,5 ml Germany
BD Falcon 5 ml L .
FACS Réhrchen Polystyrene Round- 352052 8D Bioscience, Frankin
Lakes USA
Bottom-Tube
. . Corning incorporated,
2 ml Pipetten Costar Stripette 4486 New York, USA
. . Corning Incorporated,
5 ml Pipetten Costar Stripette 4487 New York, USA
Becton Dickinson
10 ml Pipetten Falcon Serolocival Pipet 357551 Labware, Franklin Lakes,
USA
Becton Dickinson
25 ml Pipetten Falcon Serological Pipet 357525 Labware, Franklin Lades,
USA
0.5-10yl
Pipetten 10 — 200 gl EZZ?sncth:ﬁ:amburg'
100 — 1000 pl
0.5-10yl
Pipettenspitzen 10 — 200 l Ezﬂ't‘sacigr?;b""
100 — 1000 pl
NaCl, Enzyme Test and Bio-Rad DiaMed GmbH
Coombskarte Cold Agglutinins 50520.69.07 Cressier Switzerland
EDTA Rohrchen EDTA K2 Vacutainer 367861 BD
Serum Ro6hrchen Vacutainer SST Il Plus 367953 BD
Fresenius Kabi AG
Transferbeutel Compoflex 3FRO0P4159 61346 Bad Homburg,
Germany




3.1.5 Zusammensetzung Erythrozytenkonzentrat

Am Institut fir Transfusionsmedizin der Charité werden derzeit Vierfach-Beutel DQE
7241LC (MacoPharma International GmbH) mit einem integrierten Vollblutfilter benutzt.
Der Vollblutbeutel enthalt CPD (Citrat, Phosphat, Dextrose) als Stabilisator, der
PAGGS-M als Additividsung.
Vierfachbeutel DQE 7241LC (MacoPharma International GmbH) mit integriertem
Vollblutfilter. Der Vollblutfilter enthalt 70 ml CPD, der Erythrozytenkonzentratbeutel 110
ml PAGGS-M. Human-Erythrozyten aus einer einzelnen Vollblutspende, Hamatokrit

Erythrozytenkonzentratbeutel

0,50 bis 0,65.

Sonstige Bestandteile:

1ml enthalt:

0,283-0,397 ml PAGGS-M Additividsung
0,054-0,083 ml Plasma

0,013-0,020 ml CPD Stabilisator

100 ml Stabilisator CPD (nach Ph Eu) enthalten:

Citronensaure-Monohydrat 327 mg
Natriumcitrat x 2H20 2,63 g
Glukose-Monohydrat 2,55 g
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat 251 mg
Aqua ad iniectabilia ad 100 ml

100 ml Additive Losung PAGGS-Mannitol enthalten:

Glukose-Monohydrat 940 mg
Natriumdihydrogenphosphat -Dihydrat 125,5 mg
Dinatriumhydrogenphosphat -Dihydrat 143,2 mg
Adenin 19,4 mg

Guanosin 40,8 mg

Mannitol 1,0 g

Natriumchlorid 421 mg

Aqua ad iniectabilia ad 100 ml

Restgehalte an Leukozyten: < 1x10°/ Einheit
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3.2 Methoden

3.2.1 Prozessiibersicht

Um Veranderungen in Erythrozytenkonzentraten eruieren zu konnen, wurden diese
unter standardisierten Blutbankbedingungen gelagert. Im Laufe ihrer Haltbarkeit wurde
fur Experimente wochentlich eine kleine Probe durch das sterile Anschweil3en eines
Transferbeutels von den Konserven entnommen. Die Proben wurden nach immer
gleichem Ablauf prozessiert und untersucht. Alle Erythrozyten wurden gewaschen.
Anschlieliend wurden die Proben einer Transfusionssimulation unterzogen (Inkubation
mit Serum bei 37°C, 30 Minuten). Sowohl vor als auch nach Transfusionssimulation
(TS) wurde ein direkter Agglutinationstest (DAT) auf 1gG, IgM, IgA und C3d
durchgefuhrt. Ebenso wurden die Erythrozyten mit Hilfe der Durchflusszytometrie
(FACS) auf Oberflachenproteine untersucht: CD35, CD55, CD47, CD59 und C3d vor
TS und C3d und CD35 nach TS. Eine Ubersichtliche Darstellung kann Abbildung 10

enthommen werden.

FACS CD35, CD47,

CD55, CD59,
C3d

EK Probe — [washen | —» TS FACS  coss,css
DAT Hamolysetest DAT

Abbildung 10: Dargestellt ist eine zusammenfassende Ubersicht tiber die experimentellen Ablaufe, nach
Gewinnung der Proben aus Erythrozytenkonzentraten (EK). Transfusionssimulation (TS), Direkter
Agglutinationstest (DAT), Durchflusszytometrie (FACS).
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3.2.2 Gewinnung und Vorbereitung der Proben

Erythrozytenkonzentrate

Die Spender der Erythrozytenkonzentrate waren freiwillige Spender, die ausschliel3lich
zum Zweck dieser Studie gespendet haben und die die allgemeine Voraussetzung zur
Zulassung zum Spenden erfullten. Es handelte sich insgesamt um elf Blutspender (drei
weiblich, 8 mannlich), das durchschnittliche Alter betrug hierbei 27,1 Jahre. Zwei waren
AB RhD positiv, drei 0 RhD positiv, drei A RhD positiv, zwei B RhD positiv und einer
war 0 RhD negativ.

Die Spender wurden in den normalen Ablauf der Blutspende der Charité eingegliedert
und durchliefen den Ublichen Vorgang zum Blutspenden. Die Herstellung des
Erythrozytenkonzentrates erfolgte in den Laboren der Blutspende der Charité. Die
Freigabe durch einen Facharzt der Transfusionsmedizin der Charité erfolgte am
darauffolgenden Tag. Die Erythrozytenkonzentrate wurden in dafir vorgesehenen
Kuhlschranken bei 4°C gelagert. Am Tag 1, Tag 7, Tag 14, Tag 21, Tag 28, Tag 35,
und Tag 42 nach der Herstellung wurde, mit Hilfe padiatrischer Transferbeutel unter
sterilen Bedingungen, jeweils eine kleine Menge (ca. 10 - 12 ml)
Erythrozytenkonzentrat enthommen. Etwa 500 pl der Erythrozyten wurden in 1,5 ml
Eppendorftubes fur diese Studie uberfuhrt. Der Rest diente anderen hier nicht

genannten Studien.

Frischblut

Frisches Blut wurde von Thrombozytenspendern entnommen, welche schon als
gesunde Spender gelistet, und deren Blutgruppen bekannt waren. Die Anzahl der
Frischblutproben war immer von der Anzahl der bendtigten Blutgruppen eines
Versuchstages abhangig. Es wurden Serumrohrchen und EDTA-R6hrchen entnommen.
Frischblutproben (FB) dienten zum einen dazu jeweils frisches homologes Serum fur
die Transfusionssimulation zu haben, zum anderen wurden die Erythrozyten (EDTA) als
Kontrollen mitgefuhrt. Die frischen Blutproben wurden bis zur weiteren Verwendung auf
Eis gekuhlt.
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Die Frischblutproben wurden zentrifugiert (10Min, 1500xg), um die Erythrozyten vom
Plasma bzw. Serum zu trennen. Fur das weitere Vorgehen wurden pro Blutgruppe nun
zwei Eppendorftubes vorbereitet:

* reines Serum aus dem Serum-Rohrchen,

= 500 pl Erythrozyten aus dem EDTA-Ro6hrchen,

Die Erythrozyten aus dem EDTA Rohrchen wurden analog zu den Erythrozyten aus den
Blutkonserven drei Mal mit PBS/BSA gewaschen. Es wurde stets darauf geachtet die
Kahlkette, auch bei Probeentnahme und Transport der Erythrozytenkonzentrate und

Frischblutproben, nicht zu unterbrechen.

3.2.3 Hamolysetest und Transfusionssimulation

Fir eine ,Transfusionssimulation® wurden Erythrozyten mit Serum inkubiert. Zu
erwahnen ist, dass es sich hierbei nicht um eine physiologische Simulation handelt. Die
Erythrozyten wurden mit einem Uberangebot an Serum inkubiert, der Hamatokrit lag bei
5%. Zunachst wurde eine 50 % Losung der zuvor gewaschenen Erythrozyten
hergestellt: 50 pl aus den beim Waschgang durch Zentrifugation abpelletierten
Erythrozyten wurden mit 50 pl PBS/BSA zu einer homogenen Losung vermengt.

Zwanzig pl der 50 %-igen Erythrozyten wurden mit 200 pyl Serum — homolog zur
Erythrozytenkonzentratprobe, autolog zur Frischblutprobe — bei 37°C fur 30 Minuten
auf einem Schdttler inkubiert. Nach Ablauf dieser Inkubationszeit wurden die Proben fur
30 Sekunden kurz abzentrifugiert und der Uberstand auf mégliche Hamolysereaktionen
betrachtet. Setzten sich die Erythrozyten als kleines rotes Pellet vom klaren Serum ab,
so war der Hamolysetest negativ. Im Anschluss daran wurden die Proben erneut 3 mal

gewaschen.

3.2.4 Durchflusszytometrie

In der Durchflusszytometrie passieren Zellen oder andere Partikel einzeln nacheinander
eine Lichtquelle, wodurch deren Form und GroRe charakterisiert werden konnen. Des
Weiteren konnen dabei unterschiedliche physikalische und chemische Eigenschaften
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analysiert werden. Es konnen neben der relativen GroRe auch Granularitat, innere
Beschaffenheit und Fluoreszenzintensitat bestimmt werden. Bei dem hier verwendeten
Gerat handelt es sich um das Gerat BD FACSCANTO II.

Antigene werden auf Zellen durch fluoreszierende Antikorper markiert. Im
Flussigkeitssystem werden die Zellen in einen Flussigkeitsstrom gebracht, sodass sie
nacheinander den Laserstrahl passieren (hydrodynamsiche Fokussierung). Durch eine
Linse wird der Laserstrahl fokussiert, sodass er auf die hydrodynamisch fokussierten
Partikel/Zellen trifft, die einzeln durch ihn hindurchwandern. Die Streustrahlung
(FSC/SCC) wird durch Filter gelenkt und von Detektoren (FSC Detektor in einem
Winkel von 0-10°, SSC bei etwa 90°) erfasst und anschliel3end in elektrische Signale
umgewandelt. Die Fluoreszenz wird ebenfalls durch verschiedene farb-selektive Filter
gelenkt und von photosensitiven Detektoren erfasst, den PMTs (Photomultiplertubes).

AnschlieRend wird auch hier das Signal elektronisch umgewandelt [95].

Verarbeiten der Proben fiir die Durchflusszytometrie

Sowohl die Proben vor der TS als auch nach der TS waren bereits drei Mal gewaschen
und somit fur die durchflusszytometrischen Untersuchungen vorbereitet. Alle weiteren
Schritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Aus den Erythrozytenproben wurde eine 10 %-ige
Erythrozytensuspensionen mit PBS/BSA hergestellt (10 pl Erythrozyten + 90 pl
PBS/BSA). Ebenso wurde fur die entsprechend bendtigte Menge des Versuchstages
ein MasterMix hergestellt, der aus dem jeweiligen fluoreszenzmarkierten Antikorper
(AK) und Berliglobin in PBS/BSA bestand.

Je 95 pl des AK-Cocktails wurden in FACS-Tubes vorgelegt, anschlieRend wurden je 5
pl der Erythrozytensuspensionen hinzugegeben und 30 min. lang bei 4°C inkubiert.
Dabei wurden fur CD35, CD55, CD59, C3d und CD47 Einzelfarbungen durchgefuhrt.
Die Interaktion der Antikorper mit den Erythrozyten wurde gestoppt, indem 2 ml
PBS/BSA hinzugegeben wurde. Anschliefend wurden die Proben zum Entfernen der
Uberschissigen Antikérper fur 2 Minuten bei 500 x g zentrifugiert, der Uberstand
abgekippt und das Pellet mit 500 yl PBS/BSA resuspendiert. Die Proben wurden
zeitnah (< 2 h) untersucht, wobei sie bis dahin im Dunkeln und auf Eis zwischengelagert

wurden.

2R



3.2.5 Direkter Coombstest

Der direkte Coombstest (Direkter Agglutinations Test, DAT) ist ein Verfahren, in dem
membrangebundene Antikorper auf Erythrozyten nachgewiesen werden konnen. In der
Regel handelt es sich hierbei um Antikérper vom Typ IgG. Im Rahmen der Arbeit wurde
der Test jedoch angewendet, um sowohl Immunglobuline vom Typ IgG, IgA, IgM als
auch membrangebundenes C3d nachzuweisen. Das Prinzip besteht darin, durch
Zugabe von anti-humanen Immunglobulinen bzw. anti-humanem C3d die
membrangebundenen Immunglobuline, bzw. das C3d zu binden und dadurch die Zellen
miteinander zu vernetzten (Agglutination). Durch diesen Vorgang, wird die Reaktion
makroskopisch sichtbar. Der Test wurde in neutralen Gelkarten (NaCl-Gelkarten) der
Firma DiaMed durchgefuhrt. Eine Karte enthalt 6 Mikrorohrchen mit je einer
Reaktionskammer und einer Gelmatrix aus Dextrankugelchen in

Suspensionsflussigkeit.

Mit Hilfe einer Einwegpipette wurden die Proben in einem Glasrohrchen mit Diluent-2
aufgeschwemmt, sodass eine 2 %-ige Erythrozytenldsung entstand. Flnfzig pl dieser
Erythrozytensuspension wurden nun jeweils in die Reaktionskammer der Gelkarte
vorgelegt. Im Anschluss daran wurde in jedes Mikrorohrchen 1 Tropfen eines
Antihumanglobulins bzw. 1 Tropfen des Antihuman C3d hinzugefugt. Als
Negativkontrolle wurde ein Mikroréhrchen nur mit der Erythrozytenprobe versehen. Die
Gelkarten wurden nun in der DiaMed-Zentrifuge fur 10 Minuten zentrifugiert. Im Falle
vorhandener membrangebundener Immunglobuline oder C3d, wurden die Erythrozyten
miteinander vernetzen und wahrend der Zentrifugation in Abhangigkeit der
Agglutinationsstarke sedimentieren. Sinken alle Erythrozyten auf den Grund des
Mikrorohrchens und sind als eindeutiges, glattbegrenztes Sediment zu erkennen, so
spricht man von einem negativen direkten Coombstest. Wenn agglutinierte Erythrozyten
wahrend der Zentrifugation jedoch von der Gelmatrix aufgehalten werden, so spricht
man von einer positiven Reaktion. Hierbei werden unterschiedliche Reaktionsstarken
unterschieden (Abb. 11).
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Abbildung 11: Reaktionsstarken aus der DlaMed-ID Arbeitsanleitung 2010 [96].

Der direkte Coombstest wurde in den Gesamtablauf eingegliedert (s. Prozessablauf
Abb. 10), somit entsprachen die Proben den Erythrozytenkonzentraten, welche auch fur
die FACS-Untersuchung verwendet wurden. IgG, IgM und IgA wurden am 21. und 42.
Tag der Lagerung bestimmt, jeweils vor und nach Transfusionssimulation. C3d wurde
hingegen wochentlich bestimmt und ebenfalls vor und nach Transfusionssimulation. Ein

reprasentatives Beispiel stellt Abbildung 12 dar.

- - - -
Abbildung 12: Darstellung einer NaCl-Gelkarte nach Direktem Coombstest. Fiur IgG (G), IgM (M), IgA

(A) und die Negativkontrolle (0) ist ein negatives Ergebnis zusehen. Das Ergebnis fir C3d ware mit + zu
bewerten.
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3.2.6 Statistische Auswertung der FACS Daten

Die Daten, die mit dem FACS Canto Il und der dazugehorigen FACS DIVA Software
generiert wurden, wurden zunachst auf einen externen Datentrager exportiert und auf
dem Server der Arbeitsgruppe abgelegt. Die weitere Auswertung erfolgte dann mit Hilfe
der Flowing Software (University of Turku, Finnland). Zuerst wurde die
Erythrozytenpopulation im FCS/SSC DotPlot gegatet. Nachfolgend wurden fur die
jeweiligen Antigene Histogramme erstellt, wobei die Gates mit Hilfe der ungefarbten
Negativkontrollen eingestellt wurden (Siehe Abb. 12, ,H-1% links (ca. 1%)). Daran
orientiert, sieht man bei den Frischblutkontrollen eines gesunden Spenders einen
minimalen Anstieg von C3d-FITC (3,2%), wobei die Positivkontrolle fur C3d einen
grofRen Shift nach rechts zeigt (89 %). Eine schematische Darstellung der Auswertung

ist in Abbildung 13 gegeben.
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Abbildung 13: Darstellung eines Histogramm-Overlays der Erythrozytenprobe gefarbt mit Anti-C3d in
FITC. Der schwarze Graph (links oben) reprasentiert die ungefarbten Erythrozyten, der rote Graph (oben
mitte) die gefarbten Proben aus den Erythrozytenkonzentraten und der griine Graph (rechts oben) die
C3d Positiv Kontrolle.
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Die Ergebnisse wurden zunachst nach MS Excel exportiert, um dort hinsichtlich der
entsprechenden EKs und der jeweiligen Zeitpunkte sortiert werden zu konnen. Die
statistische Auswertung erfolgte dann mit GraphPad Prism 6. Vor den statistischen
Auswertungen wurde zunachst auf Normalverteilung mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov
Tests gepruft. Fur alle Vergleiche einzelner Gruppen wurde der gepaarte t-Test
angewendet. P-Werte kleiner 0.05 (p < 0.05) wurden als statistisch signifikant

klassifiziert.
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4 Ergebnisse

4.1 Titration der Antikorper

Im Vorfeld zur Versuchsreihe wurden Titrationen der Antikorper durchgefuhrt. CD235,
auch Glycophorin A genannt, ist ein Zelllinien-spezifisches Antigen, welches nur von
Erythrozyten exprimiert wird. Somit kdnnen bei FACS Analysen die Erythrozyten von
anderen Zellen separiert werden. Leider kam es zu einer konzentrationsabhangigen

Aggregation der Zellen bei Verwendung dieses Antikorpers (Abb. 14).

Dot Plot (1) Dot Plot {1}
Unstained RBECs
3

AK Titration 30 min_fRBC CD235PE 12100 fos ¢
2 i

262144
L
22144
s

SSC-A
SSC-A
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Abbildung 14: Aggregation durch CD235. Links ungefarbte Erythrozyten, rechts CD235 positive Zellen,
in rot die Aggregation.

Bei sehr starker Verdunnung (1:1000 — 1:2000) kam es zu keiner Aggregation der
Proben. Je hoher die Antikorper-Konzentration, desto starker zeigte sich die
Aggregation (Abb. 15). Es wurden andere anti-CD235 Antikorper ausgetestet und mit
verschiedenen Firmen kommuniziert. Dies scheint ein typisches Phanomen zu sein. Da
es in den Erythrozytenkonzentraten fast ausschliefdlich Erythrozyten gibt, und die
Erythrozyten mit Hilfe des FSC/SSC Gates von eventuellen Thrombozyten (kleiner) als
eine Population getrennt werden kann, wurde auf die Verwendung eines

linienspezifischen Antikdrpers verzichtet.
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Abbildung 15: Gegenlberstellung von Farbung und Aggregation der Erythrozyten CD235 PE.

CD35, auch Komplement Rezeptor 1 (CR1) genannt, stellt einen der wichtigsten
Komplementregulatoren dar. Eine Verdinnung von 1:100 pro Ansatz war ausreichend,
um die Zellen optimal anzufarben. Die Verwendung hoherer Antikorper zeigte keinen

zusatzlichen Farbeeffekt, sodass 1:100 als optimal betrachtet wurde (Abb. 16).
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Abbildung 16: Titration von CD35-APC. Ab einer Verdiinnung von 1:100 zeigt sich ein Sattigungseffekt.

1



CD55 ist ahnlich wie CD35 in der Lage die C3 Konvertase und somit die C5 Konvertase
zu hemmen. In Abbildung 5 ist die Titration des CD55-PE Antikorpers dargestellt.

CD55-PE
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Abbildung 17: CD55-PE Titration. Eine Sattigungskurve kann ab einer Verdinnung von 1:100 gesehen
werden.

Wie aus Abbildung 17 hervorgeht, zeigte die Titration von anti-CD55 bei den %-Werten
keine klassische Sattigungskurve. Die MFIs stiegen bis auf 1:10 an, sodass hier
zusatzlich die %-Werte dargestellt wurden. Hierbei war bei einer 1:100 Verdunnung
eine Sattigungskurve zu sehen. Daher wurde auch mit einer 1:100 Verdinnung
gearbeitet. Quantitative Unterschiede in den MFls zwischen unterschiedlichen Proben

und Zeitpunkten konnen auch bei dieser Verdinnung noch festgestellt werden.

CD59 ist ein Komplementregulatorprotein, das in letzter Instanz die Formierung des
Membrane-Attack-Complex (MAC) verhindern kann, indem es die Anlagerung von C9
blockiert. In Abbildung 18 ist eine klassische Sattigungskurve des anti-CD59
Antikorpers dargestellt. Die minimal notwendige Menge an Antikorper, die noch
notwendig ist, um alle CD59 Molekule auf der Oberflache der Erythrozyten anzufarben,

wurde bereits bei einer Verdinnung von 1:100 beobachtet.
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Abbildung 18: Titration von CD59 (Pacific Blue). Die MFI-Werte zeigen eine klassische Sattigungskurve
ab einer Konzentration von 1:100.

Im Fokus dieser Promotionsarbeit liegen komplementvermittelte Lagerschaden. C3d ist
ein Marker fur eine vorausgegangene Komplementaktivierung. Hier wurde direkt die
Verdinnung 1:100 gewahlt, da dies der empfohlenen Antikdrper-Konzentration
entsprach. Abbildung 19 zeigt den Vergleich der MFI-Werte von ungefarbten
Erythrozyten zu denen der Frischblutkontrolle (Negativkontrolle) und zu den
Erythrozyten, eines =zuvor auf C3d positiv getesteten Patienten (vierfach
Positivkontrolle). Dieser Vergleich beweist die Funktionsfahigkeit des C3d Antikorpers
und macht deutlich, dass zwischen den niedrigen MFIs der Frischblutproben und der
sehr hohen MFIs der Positivkontrollen, eine aul3erst hohe Spannweite liegt.
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Abbildung 19: Die durchschnittichen Mean Fluoreszenz Intensitdten von C3d. Hier im Vergleich, die
ungefarbten Erythrozyten (n = 17, Mean £ SD 55.04 + 7.7, die Frischblutproben (FB) vor TS ( n = 46,
79.42 £ 16.4) und nach TS (n = 46, 95.47 + 14.4) sowie die Postitivkontrollen (n = 17, 1470 + 524.6).

CDA47 kann als ,Marker of Self* bezuglich einer beschleunigten Phagozytose wichtige
Hinweise liefern. Bei Anwendung des CD47-PerCP/Cy5.5 Antikorpers kommt es zur
Aggregation. Durch eine spezielle Gating Strategie wird zwischen aggregierten und
nicht-aggregierten Erythrozyten unterschieden und nur die nicht-aggregierten
Erythrozyten wurden fur die statistische Auswertung heran gezogen, die im Folgenden
beschrieben wird (Abb. 20).
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Abbildung 20: Gating aggregierter und nicht-aggregierter Erythrozyten.
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Im FSC/SSC Dotplot (Abb. 20, links) ist die normale Erythrozytenpopulation dargestellt.
Alle anderen Aggregate sind ausgeblendet (vergleiche auch mit Abb. 14). Beim
Betrachten der Erythrozytenpopulation im PerCP/Cy5.5 und PE DotPlot (Abb. 20, 3.
Bild v.l.), erscheinen zwei Populationen. Die untere Bande wurde Subpopulation 1
genannt (nicht aggregierte Erythrozyten), die daruber liegende Subpopulation 2
(aggregierte Erythrozyten). Im FSC/SSC DotPlot erscheint nun die Subpopulation 1
grun. Diese Events sind kleiner, was darauf hindeutet, dass es sich dabei in der Tat um
nicht-aggregierte Zellen handelt. Mit Hilfe des PerCP-Cy5/PE DotPlot war eine
Trennung der Erythrozyten mdoglich. Somit konnten nun die Erythrozyten analysiert

werden, die als einzelne Zellen vorlagen.

Die Titrationskurve ist auf Grund auftretender Aggregation nur eingeschrankt
beurteilbar. Wie aus Abbildung 21 zu erkennen ist, werden bei einer 1:1000
Verdunnung nahezu alle Erythrozyten gefarbt. Bei den MFI-Werten hingegen steigen
die Werte bei einer 1:500 und bei einer 1:100 Verdunnung weiter an. Fur die
nachfolgenden Experimente wurde mit einer 1:100 Verdunnung gearbeitet.
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Abbildung 21: Titration von CD47-PerCP/Cy5.5

Insgesamt konnte die Funktionsfahigkeit, der im Rahmen dieser Doktorarbeit
verwendeten Antikdrper gezeigt werden, sodass im Folgenden die Lagerschaden der

Erythrozytenkonzentrate untersucht werden konnten.
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4.2 Ergebnisse zu den Lagerschaden

4.2.1 Anderung von C3d iiber die Lagerungszeit

Es konnte gezeigt werden, dass C3d auf der Oberflache von Erythrozyten Uber die
Lagerungszeit von Tag 1 (71.84 + 7.1 MFI) auf Tag 42 (82.31 * 5.3) signifikant ansteigt
(ANOVA p = 0.0103) (Tab. 5). Im Vergleich zur Messbasis (Tag 1) konnte der
signifikante Unterschied nur gegen Ende der Messreihe beobachtet werden (p = 0.0328
am Tag 35 und p = 0.0001 an Tag 42).

Tabelle 5: Ubersicht zu den C3d-Werten vor einer Transfusionssimulation. Darstellung der Mittelwerte
und Standartabweichung. Gepaarter T-Test im Vergleich zur Messbasis (Tag 1).

‘ C3dvor TS MW + STABW Gepaarter T-Test

Tag 1 71871

Tag 7 77.5+13.0 p = 0.1657
Tag 14 76.8+9.7 p=0.1848
Tag 21 73.0£8.6 p =0.6886
Tag 28 76.1+6.8 p =0.1807
Tag 35 78.0+7.3 p=0.0328
Tag 42 82.3+5.3 p = 0.0001

4.2.2 Effekt der Transfusionssimulation auf die Komplementaktivierung

Die Erythrozyten wurden sowohl vor als auch nach einer Transfusionssimulation (TS) in
identischen Experiment-Settings am selben Tag untersucht, sodass ein direkter
Vergleich moglich ist. Hierbei konnte nach der Transfusionssimulation eine signifikante
Steigerung von C3d auf Erythrozyten Uber die Lagerungszeit beobachtet werden
(ANOVA p < 0.0001). Hierbei stiegen die MFIs von 74,0 + 12.4 an Tag 1 auf 101,2 + 9,7
an Tag 42. Verglichen mit Tag 1 bestand bereits nach 14 Tagen ein statistisch
signifikanter Unterschied (p = 0.0019) (Tab. 6).
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Tabelle 6: Ubersicht zu den C3d-Werten nach einer Transfusionssimulation und Vergleich der
Expression zum Tag der Herstellung

‘ C3d nach TS MW + STABW Gepaarter T-Test

Tag 1 74.0+12.4 -

Tag 7 83.3+15.2 p=0.1396
Tag 14 91.0+11.9 p = 0.0019
Tag 21 91.6+12.5 p=0.0112
Tag 28 94.4 +11.1 p = 0.0002
Tag 35 94.9 + 9.4 p = 0.0006
Tag 42 101.2 9.7 p < 0.0001

Eine graphische Darstellung der Befunde kann Abbildung 22 entnommen werden. In
Tabelle 7 wurde der Unterschied zwischen vor und nach Transfusionssimulation
miteinander verglichen. Es zeigt sich, dass der Unterschied Uber die Lagerungszeit
zunimmt. Ab Tag 14 ist der Einfluss der Transfusionssimulation statistisch signifikant
(Tag 14 gegenuber Tag 14 —TS p < 0.0001).
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Abbildung 22: C3d vor und nach TS uber die Lagerungszeit (nach Kamhieh-Milz J., Bartl B., et al 2014
[97]).
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Tabelle 7: Direkter Vergleich zwischen vor und nach TS Uber die Lagerungszeit.

‘ C3d vor und nach Transfusionssimulation Gepaarter T-Test
Tag 1 p = 0.4253
Tag 7 p = 0.0482
Tag 14 p < 0.0001
Tag 21 p < 0.0001
Tag 28 p < 0.0001
Tag 35 p < 0.0001
Tag 43 p < 0.0001

4.2.3 Bestatigung der Ergebnisse durch den DAT

Diese mit Hilfe der Durchflusszytometrie ermittelten Ergebnisse konnten durch den
direkten Coombstest bestatigt werden. Im Gegensatz zur Auswertung von einfach
positiv bis vierfach positiv (siehe Methode DAT) wurden hier auch schwach positive
Ergebnisse miteingerechnet. Auch wenn die meisten der beobachteten
Positivreaktionen nur schwach waren (+/-), so nahm doch deren Anzahl gegen Ende
der Lagerungszeit zu (Abb. 23). Ein Beispiel einer einfach Positivreaktion ist Abbildung

24 zu entnehmen.
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Abbildung 23: Anzahl schwach positiver Befunde im DAT unabhangig von der positiven
Auspragung(nach Kamhieh-Milz J., Bartl B., et al 2014 [97]).

2R




EK1 EK 2

- - - -

C3d vor TS C3d nach TS C3d vor TS C3dnach TS

Abbildung 24: Repréasentatives Beispiel eines positiven DAT. In diesen beiden Proben ist ein einfach
positives Ergebnis auf C3d nach TS zu sehen(nach Kamhieh-Milz J., Bartl B., et al 2014 [97]).

4.2.4 Anderung von CD35 iiber die Lagerungszeit

Es konnte gezeigt werden, dass CD35 sowohl vor als auch nach einer
Transfusionssimulation Uber die Lagerungszeit vermindert wird. Die Varianzanalyse
(ANOVA) uber die Lagerungszeit ergab jeweils einen signifikanten Abfall von CD35 (p <
0.0001). Die nachfolgenden Tabellen 8 und 9 zeigen die Durchschnittswerte der MFls

uber die Lagerungszeit und den Vergleich zu Tag eins.

Tabelle 8: CD35 liber die Lagerungszeit, sowie jeweils der Vergleich zu Tag eins im gepaarten T-Test.

‘ CD35 vor TS MW+ SD [MFI] Gepaarter T-Test

Tag 1 241.6 £ 20.0 -

Tag 7 230.9+18.5 p < 0.0001
Tag 14 225.6+18.4 p < 0.0001
Tag 21 221.5+13.4 p < 0.0001
Tag 28 219.5+13.2 p < 0.0001
Tag 35 219.9+13.7 p < 0.0001
Tag 42 219.1+£13.0 p < 0.0001
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Tabelle 9: CD35 Uber die Lagerungszeit nach TS und der jeweilige Vergleich mit Tag eins im gepaarten
T-Test.

‘ CD35 nach TS MW%SD [MFI] Gepaarter T-Test

Tag 1 237.9+19.9 -

Tag 7 227.2+20.8 p =0.0238
Tag 14 2199+ 14.8 p = 0.0001
Tag 21 2155+ 114 p < 0.0001
Tag 28 215.2+10.5 p < 0.0001
Tag 35 213.8+11.0 p < 0.0001
Tag 42 213.2+11.1 p < 0.0001

Aus Tabelle 10 ist ersichtlich, dass die Transfusionssimulation innerhalb der ersten zwei
Wochen keinen signifikanten Einfluss auf CD35 hat. Ab Tag 14 kann jedoch ein
signifikanter Unterschied zwischen vor und nach Transfusionssimulation beobachtet
werden (p = 0,0209). Die Graphische Darstellung hierzu ist Abbildung 25 zu

entnehmen.

Tabelle 10: CD35 vor und nach TS im Vergleich je Tag.

‘ CD35 vor versus nach TS Gepaarter T-Test
Tag 1 p = 0.2261
Tag 7 p =0.1439
Tag 14 p = 0.0209
Tag 21 p < 0.0001
Tag 28 p=0.0112
Tag 35 p = 0.0004
Tag 42 p = 0.0005
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Abbildung 25: CD35 uber die Lagerungszeit vor und nach TS (nach Kamhieh-Milz J., Bartl B., et al 2014
[97)).

4.2.5 Varianz der CD35 Expression

Im Rahmen dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dass die Expression von CD35
unter den Spendern zum Teil stark variiert. Abbildung 26 zeigt die unterschiedliche
Expression von CD35 in Abhangigkeit des Spenderindividuums. Die meisten der
Spender zeigen ahnliche CD35 Werte. Wohingegen ein Spender besonders hohe
Werte (Spender 4) und zwei Spender besonders niedrige Werte (Spender 5 und 11)
zeigten. Je Spender sind die Mittelwerte Uber alle Messzeitpunkte dargestellt. Die
Standartabweichung stellt also nicht nur die abweichenden Messungen dar, sondern
beinhaltet vor allem die zuvor beschriebene Abnahme von CD35 uber die
Lagerungszeit. Diese Abweichung liegt fur alle Spender zwischen 1,93 und 5.85 %.
Dies verdeutlicht, dass die gemessenen Werte Uber die mehreren Wochen

Beobachtungszeitraum robust und reproduzierbar sind.
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Abbildung 26: Varianz der CD35 Expression in Abhangigkeit des Spenders kumulativ Uber die
Lagerungszeit (nach Kamhieh-Milz J., Bartl B., et al 2014 [97]).

4.2.6 Anderung von CD59 iiber die Lagerungszeit

CD39 ist zwar nicht in der Lage die C3 und die C5 Konvertasen zu inhibieren, kann eine
Komplementlyse jedoch in letzter Instanz verhindern, indem es die Anlagerung von C6-
9 und somit die Bildung des MACs verhindert. Uber die Lagerung konnte keine
signifikante Anderung von CD59 gezeigt werden (ANOVA p = 0.0902, Abb. 27). Auch
der jeweilige Vergleich unterschiedlicher Messzeitpunkte zu Tag eins ergab keine
signifikanten Unterschiede (Tab. 11).

Tabelle 11: Vergleich verschiedener Zeitpunkte zur Messbasis (Tag 1).

‘ CD59 Gepaarter T-Test

Tag 1 -

Tag 7 p =0.1107
Tag 14 p =0.5912
Tag 21 p = 0.7805
Tag 28 p = 0.6222
Tag 35 p = 0.6265
Tag 42 p =0.8394
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Abbildung 27: Anderung der CD59 Expression lber die Lagerungszeit.

4.2.7 Anderung der CD55 Expressionen

CD55 wurde nur uUber die ersten 14 Tage der Lagerungszeit untersucht. Innerhalb
dieser zwei Wochen konnte bereits ein signifikanter Abfall beobachtet werden (ANOVA
p < 0.0001, Abb. 28). Im Vergleich zu Tag eins fiel CD55 nach einer Woche
Lagerungszeit um etwa 10 %, nach 14 Tagen um etwa 18 %. Die Mittelwerte sind in
Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12: CD55 fallt Gber 14 Tage Lagerungszeit.

‘ CD55 MW + STABW [MFI] Gepaarter T-Test
Tag 1 7124 £ 1390
Tag7 6314 + 919 p = 0.0083
Tag 14 5706 + 851 p = 0.0002
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Abbildung 28: Scatter-DotPlot zu den CD55 Expression Uber die Lagerungszeit.

4.2.8 Anderung der CD47 Expression iiber die Lagerungszeit

Im Rahmen dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass CD47 bis zum Tag 28 fallt (p
= 0.0002). Am Tag 35 und 42 kommt es jedoch zu einem signifikanten Anstieg der
CDA47 Expression (p = 0.0281) (Abb. 29).
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Abbildung 29: Expression von CD47 Uber die Lagerungszeit. Es zeigt sich ein signifikanter Abfall bis
Tag 28, und dann wieder eine signifikanter Anstieg zu Tag 42.
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Die Varianzanalyse Uber die gesamte Lagerungszeit ergab einen p-Wert von p <
0.0001. In der folgenden Tabelle sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen sowie
der gepaarte Vergleich zum Tag der Herstellung dargestellt. Tag 7 bis Tag 28 sind

dabei signifikant niedriger im Vergleich zu Tag 1.

Tabelle 13: Ubersicht zur CD47 Expression Uber die Lagerungszeit

MW+ SD Gepaarter T-Test

Tag 1 2940 + 378 -

Tag 7 2575 + 303 p = 0.0002
Tag 14 2525 + 197 p = 0.0027
Tag 21 2459 + 195 p < 0.0001
Tag 28 2425 + 179 p = 0.0006
Tag 35 2489 + 357 p = 0.0304
Tag 42 2711 £ 225 p = 0.0584
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4.2.9 Zusammenfassung der FACS Ergebnisse

Tabelle 14: MFI Werte zu CD35, CD55, CD59, C3d und CD47 ohne Transfusionssimulation (aus Kamhieh-Milz J., Bartl B., et al 2014 [97]).

Day 1 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 Day 35 Day 42 ANOVA
cag 71.8+7.1 77.5+13.0 76.8+9.7 73.0 + 8.6 76.1+6.8 78.0+7.3 82.3+5.3 - 0.0103
: o =0.1657 D =0.1848 b = 0.6886 o =0.1807 b =0.0328 b = 0.0001 p=0
2416+ 20.0 2309+ 185 2256+ 18.4 2215+ 13.4 2195+ 13.2 219.9+13.7 2191+ 13.0
CD35 p < 0.0001
] b < 0.0001 b < 0.0001 b < 0.0001 b < 0.0001 b < 0.0001 b < 0.0001
7124 + 1390 6314 + 919 5706 + 851 - - - -
<0.
CDSS : o = 0.0083 b = 0.0002 - - - - P < 0.0001
R 1799 + 283 1577 + 268 1858 + 241 1820 + 217 1843 + 185 1753 + 200 1778 + 212 0= 0.0902
; p=0.1107 p=0.5912 b =0.7805 p=06222 b =0.6265 b = 0.8394
cour 2940 + 378 2575 + 303 2525 + 197 2459 + 195 2425 + 179 2489 + 357 2711 225 < 0.0001
: b = 0.0002 b = 0.0027 b < 0.0001 p= 0.0006 p = 0.0304 b = 0.0584 Lo

Tabelle 15: MFI Werte zu C3d und CD35 vor und nach Transfusionssimulation (aus Kamhieh-Milz J., Bartl B., et al 2014 [97]).

C3d Prior-TS 71.8+7.1 77.5+13.0 76.8+9.7 73.0+8.6 76.1+6.8 78.0+7.3 82.3+53 p =0.0103
Post-TS 74.0 £12.4 83.3+15.2 91.0£11.9 91.6+12.5 94.4 +11.1 94.9 + 9.4 101.2+£9.7 p < 0.0001

Paired T-Test p = 0.4253 p = 0.0482 p < 0.0001 p < 0.0001 p < 0.0001 p < 0.0001 p < 0.0001 -
CD35 Prior-TS 2416+200 | 2309+185 | 2256+184 | 2215+134 | 2195+132 | 2199+137 | 2191+13.0 | p<20.0001
Post-TS 237.9+19.9 | 22724208 | 219.9#148 | 2155+114 | 2152+105 | 213.8+11.0 | 213.2+11.1 p < 0.0001

Paired T-Test p = 0.2261 p = 0.1439 p = 0.0209 p < 0.0001 p=0.0112 p = 0.0004 p = 0.0005 -
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5 Diskussion

Weltweit werden derzeit ca. 75 Millionen Erythrozytenkonzentrate pro Jahr transfundiert
[98]. In den letzten 20 Jahren verdoppelte sich in den USA der jahrliche Bedarf von 12
Millionen [99] auf ca. 24 Millionen [98]. In Deutschland werden ca. 4,5 Millionen
Erythrozytenkonzentrate und allein an der Charité ca. 60 Tausend pro Jahr
transfundiert. Der hohe Bedarf an Erythrozytenkonzentraten stellt eine logistische
Herausforderung dar, die durch die relativ lange Lagerungszeit von bis zu 42 Tagen
zumindest teilweise kompensiert werden kann. Wahrend der Lagerungszeit durchlaufen
die Erythrozyten der Erythrozytenkonzentrate jedoch Veranderungen, die die
Morphologie und die Funktionalitat der Zellen betreffen. Diese sogenannten
Lagerschaden sind zum Teil reversibel, zum Teil jedoch auch irreversibel. Ein direkter
Zusammenhang der Lagerschaden mit einem schlechten klinischen Outcome wird
vermutet, aber bis heute in der Literatur kontrovers diskutiert [3, 15, 26, 32, 41, 46-50].
Es wird kontinuierlich versucht, die Lagermedien zu optimieren, um Lagerschaden zu
verhindern. Somit sind die Charakterisierungen der Lagerschaden immer wieder
Gegenstand von Untersuchungen. Ob komplementvermittelte Lagerschaden aktuell
ebenfalls  festzustellen sind, ist unklar. Daher war die durchflusszytometrische
Untersuchung von Komplementfaktoren und Komplementrezeptoren Uber die
Lagerungszeit von Erythrozytenkonzentraten bis zu 42 Tagen Gegenstand dieser
Forschungsarbeit.

Von zentraler Bedeutung zur Untersuchung komplementabhangiger Lagerschaden ist
die  Untersuchung  von C3d als Marker einer vorrausgegangenen
Komplementaktivierung. Das Spaltprodukt C3d auf der Erythrozytenmembran erlaubt
der Zelle zu uberleben, denn Makrophagen besitzen vermutlich keinen C3d-Rezeptor
(Komplementrezeptor 2) [100]. Doch kurzlich wurde beschrieben, dass der Complement
Rezeptor 3 (CR3) auch das C3dg Endprodukt binden, und so moglicherweise die
Phagozytose ermdglichen konnte [101]. Bereits in den 1970er und 1980er Jahren
wurde in Studien gezeigt, dass Erythrozyten eine gewisse Grundbeladung an C3d
aufwiesen [102-104]. Dies entspricht auch den Ergebnissen der hiesigen, da niedrige

Fluoreszenzsignale von Anfang an in allen Konditionen gemessen werden konnten.
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Dies ist jedoch die erste Studie, in der C3d in leukozytendepletierten
Erythrozytenkonzentraten in Abhangigkeit der Lagerungszeit untersucht wurde.

Ein schwacher, aber signifikanter Anstieg von C3d konnte in der Tat uUber die
Lagerungszeit festgestellt werden. Die MFI-Werte am ersten Tag der Messung
betrugen im Mittel 71,8 + 7,1 und stiegen am Tag 42 auf 82,3 + 5,3 an (p = 0.0103).
Freedman et al zeigten unter anderem &hnliche Ergebnisse [105]. Uber einen
Beobachtungszeitraum von 21 Tagen hatten sie 21 Mal Proben aus Konserven (Blut in
CPD) entnommen und auf C3d untersucht. Hierbei konnten sie keinen signifikanten
Unterschied zwischen kurz und langer gelagerten Erythrozytenkonzentraten feststellen.
Andererseits zeigten sie jedoch auch, dass bei zeitgleicher Versuchsdurchfihrung von
jungen und alten Erythrozytenkonzentraten unter simultanen Bedingungen durchaus ein
signifikanter Anstieg von C3d in alteren Erythrozytenkonzentraten festzustellen war
[108]. Vergleichbare Ergebnissen zeigten Szymanski et al 1983 mit einem kleinen, aber
doch signifikanten Anstieg von C3d auf Erythrozyten in 10ml in CPD-Rohrchen uber
einen Zeitraum von 29 Tagen [106]. In beiden Fallen war der Beobachtungszeitraum im
Vergleich zu unserer Studie kurzer, es wurde nicht mit leukozytendepletierten
Erythrozytenkonzentraten gearbeitet, und die Lagermedien wurden in den letzten 15
Jahren kontinuierlich weiter optimiert, sodass die Ergebnisse dieser Studien nur stark
eingeschrankt vergleichbar sind. Es scheint, dass eine Komplementaktivierung auch bei

leukozytendepletierten Konserven eine Rolle spielt.

Die Besonderheit dieser Arbeit beinhaltet auch die Untersuchung von C3d nach einer
Transfusionssimulation. Das bedeutet, die Proben wurden an den jeweiligen
Entnahmetagen fur 30 Minuten mit homologem Serum bei 37°C inkubiert und dann mit
den Erythrozyten ohne Transfusionssimulation parallel prozessiert und direkt
miteinander verglichen. So konnte beobachtet werden, dass C3d nach einer
Transfusionssimulation in Abhangigkeit der Lagerungszeit signifikant anstieg (ANOVA p
< 0.0001). Die MFI-Werte stiegen dabei Uber die Lagerungszeit von 74,0 + 12,4 auf
101,2 + 9,7 an. Ein erster deutlich statistisch signifikanter Unterschied zwischen
Erythrozyten vor und nach Transfusionssimulation konnte bereits nach 14 Tagen
festgestellt werden (p < 0.0001). Dieser Unterscheid nimmt mit Zunahme der
Lagerungszeit weiter zu (siehe auch Abbildung 22). Diese Beobachtung ist einer der
Hauptbefunde dieser Arbeit und beweist, dass langer gelagerte Erythrozyten eine

grolRere Empfindlichkeit gegenuber einer Komplementaktivierung aufweisen als frische
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Erythrozytenkonzentrate. Dies kann auch von klinischer Bedeutung sein. Dieser Befund
wurde inzwischen unter dem Titel ,Storage of RBCs results in an increased
susceptibility for complement-mediated degradation® in der Zeitschrift Transfusion
Medicine publiziert [97].

Es stellt sich jedoch die Frage, wie die beobachtete Komplementaktivierung maoglich ist.
Diese sollte eigentlich durch den Zusatz von Citrat im Lagermedium vollstandig inhibiert
sein. Bereits im Jahr 1979 wurde gezeigt, dass die Komplementaktivierung in
Erythrozytenkonzentraten in Citrat-haltigen Medien (CPD) maglich ist, nicht jedoch in
EDTA-haltigen Medien [107]. Es ist bekannt, dass zwar die Koagulation von
Erythrozyten in Anwesenheit von 6,2 mM Citrat inhibiert werden kann, eine
Komplementaktivierung jedoch nicht in Anwesenheit von 25mM, sondern erst ab 50mM
verhindert werden kann [108]. CPD-SAGEM, sowie das hier verwendete PAGGSM
Medium, beinhalten ca. 100mM Citrat. Dies hatte zur Folge, dass eine
Komplementaktivierung und somit die C3 Spaltung (C3d) vollstandig inhibiert sein
musste. Der Anstieg von C3d kann daher auf eine Verminderung der
Citratkonzentration Uber die Lagerungszeit zurtckgefuhrt werden. Diese Annahme wird
durch eine Studie bestatigt, in der mit Hilfe von Metabolomics festgestellt werden
konnte, dass es in Erythrozytenkonzentraten zu einem drastischen Abfall der
Citratkonzentration innerhalb der ersten drei Wochen kommt [109]. Interessant ist die
Beobachtung, dass ein signifikanter Unterschied zwischen vor- und nach
Transfusionssimulation erst nach zwei Wochen festgestellt werden konnte. Somit
scheint die Verringerung der Citratkonzentration in der Tat die Komplementaktivierung

zu ermoglichen.

Neben der Citratkonzentration kann die zunehmende Empfindsamkeit der Erythrozyten
gegenuber Komplementschaden auch durch Eigenschaften der Erythrozyten selbst
vermittelt sein. Die Erythrozyten sind mit verschiedenen Proteinen zur
Komplementregulation  ausgestattet. = Dazu  z&hlen unter anderem  der
Komplementrezeptor 1 (CD35), CD55 und CDS59, die im Rahmen dieser Studie
ebenfalls auf ihre Expression uber die Lagerungszeit untersucht wurden. Die
Anfalligkeit von Erythrozyten fur komplementvermittelte Schaden konnte daher auch in

Zusammenhang mit einer Verminderung dieser Komplement-Regulator-Proteine
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stehen. In der Tat konnte eine Verminderung von CD35 und CD55, nicht jedoch von

CD359 Uber die Lagerungszeit festgestellt werden (Tabelle 14 und 15).

CD35 und CD55 zahlen zu den wichtigsten Komplementrezeptoren und sind in der
Lage die Komplementaktivierung bereits auf Ebene der C3 und C5 Konvertase zu
inhibieren, um die Zelle zu schutzen. Im Rahmen dieser Studie konnte gezeigt werden,
dass CD35 und CD55 uber die Lagerungszeit auf Erythrozyten signifikant abnehmen
(ANOVA p < 0.0001 und p < 0.0001).

Mehrere Studien zeigten bereits, dass die Expression von CD35 in Abhangigkeit des
Alters der Erythrozyten um bis zu 50 % fallen kann [65, 110-113]. Diese Studien haben
alle gemein, dass die Erythrozyten durch Dichtegradientenzentrifugation in
verschiedene Alterskategorien separiert wurden. Es handelt sich somit um in vivo
Beobachtungen, die daher kaum mit dieser Studie vergleichbar sind. Vergleichbare
Studien, die den Verlust von CD35 bei Erythrozyten unter dem Einfluss der Lagerung

untersuchten, konnten in der Literatur nicht gefunden werden.

Im Gegensatz zu CD35 und CD55 konnte im Rahmen dieser Studie keine signifikante
Minderung von CDS59 beobachtet werden. Dies ist im Widerspruch zu der Studie von
Long et al 1993 [114], in der eine Minderung der CD59 Expression um bis zu 37 %
beschrieben ist. Hierbei wurden zwar gelagerte, jedoch nicht leukozytendepletierte
Erythrozyten Uber 6 Wochen hinweg in CPDA1 oder Adsol als Lagermedium
beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass die Leukozytendepletion moglicherweise einen
positiven Einfluss auf den Erhalt der CD59 Expression hat. Dieser Fragestellung gingen
auch Antonelou et al nach. In deren neuerer Arbeit aus dem Jahr 2012 ging es um den
direkten Einfluss der Leukozytendepletion von Erythrozytenkonzentraten im Hinblick auf
verschiedene Parameter, inkl. CD59, und ebenfalls Uber einen Beobachtungszeitraum
von 42 Tagen [39]. Zunachst wurde hier der Einfluss der Leukozytendepletion an sich
deutlich, da der Ausgangswert von CD59 bei nicht-leukozytendepletierten Proben
bereits am ersten Tag der Untersuchung um 13% niedriger war als in
leukozytendepletierten Erythrozytenkonzentraten. Daruber hinaus wurde gezeigt, dass
sowohl in nicht-leukozytendepletierten, wie auch in leukozytendepletierten
Erythrozytenkonzentrate CD59 nur am Ende der Lagerungszeit (Tag 42) statistisch
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signifikant vermindert war. Unsere Beobachtung zu CD59 unterstitzen die Ergebnisse

dieser Studie.

In den Untersuchungen zeigte sich neben CD35 auch eine starke Minderung von CD55.
Prozentual ausgedruckt konnte sogar festgestellt werden, dass CD55 starker abnimmt
als CD35 (18 % gegeniber 9-10%). Doch konnen solche Anderungen zwischen der
Expression von CD35, CD55 und CD59 durch die Lagerungszeit beeinflusst sein?

Zum einen geht man davon aus, dass ein nicht unwesentlicher Anteil von CD35 durch
Vesikelbildung verloren geht. Vesikelbildung gehort zum normalen Alterungsprozess
eines Erythrozyten. Hierbei kann das Volumen des Erythrozyten Uuber die
Lebensspanne hinweg in vivo dadurch um bis zu 20 % reduziert werden [37, 115]. Auch
durch Stressoren, wie Hitze, ATP-Verlust, Kalziumverschiebung oder auch Komplement
werden vermehrt Vesikel von den Erythrozyten freigesetzt [107, 116]. Pascual et al
zeigten, dass diese Vesikel auch mit CD35 beladen sind [117] und Dervillez et al gingen
sogar davon aus, dass bis zu einem Drittel von CD35 durch Exozytose verloren geht
[118]. Auch wenn im Rahmen dieser Studien die Anzahl an Mikropartikeln nicht
untersucht wurde, konnte sowohl fur SAGM als auch fur PAGGSM ein signifikanter
Anstieg an Mikropartikeln Uber die Lagerungszeit beobachtet werden [119]. Dabei
wurde jedoch gezeigt, dass in PAGGSM die Anzahl an Mikropartikeln ab Tag 28

signifikant niedriger war.

Zum anderen kann der Verlust von Oberflachenmolekilen durch proteolytische
Spaltung erklart werden. Pascual et al zeigten in deren Studie nicht nur eine Abnahme
verschiedener Membranproteine auf alten Erythrozyten, sondern untersuchten auch die
Empfindsamkeit der Membranproteine (CD35, CD55 und CD59) gegenuber
proteolytischer Spaltung [111]. Aus dieser Studie geht hervor, dass die
Membranproteine unterschiedlich sensitiv auf eine Inkubation mit Trypsin oder Papain
reagierten. Sie konnten zeigen, dass CD35 schneller und intensiver auf den Einfluss
der Proteasen reagierte als die Membranproteine mit GPI-Anker (CD55 und CD$59).
CD59 war z.B. vollig unverandert gegenuber einer Behandlung mit Trypsin, wobei
CD35 schon bei der niedrigsten Konzentrationen signifikant vermindert wurde. Da in
Humanserum auch Proteasen in geloster Form vorkommen, ist es moglich, dass

erniedrigte CD35 und CD55 Werte nach Transfusionssimulation durch proteolytische
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Spaltung vermittelt sind. Da CD35 nach Transfusionssimulation mit Zunahme der
Lagerungszeit fallt, ware es moglich, dass die Empfindlichkeit von CD35 gegenuber

Serumproteasen Uber die Lagerungszeit ebenfalls zunimmt.

Des Weiteren ist naturlich nicht auszuschlieBen, dass in dem fur die
Transfusionssimulation verwendeten Serum freies C3b und C4b vorhanden ist. CD35
ist ein C3b/C4b Rezeptor, sodass freies C3b und C4b wahrend des
Inkubationsprozesses binden, und somit die Bindungsstellen fur den CD35 Antikorper
blockieren konnte. Dies ware ebenso eine Erklarung fur die stets erniedrigten CD35

Werte nach Transfusionssimulation.

Die Wirklichkeit liegt jedoch wahrscheinlich zwischen den hier vorgestellten und
diskutierten Erklarungsansatzen, denn schlieBlich werden auch in dem hier
verwendeten Lagermedium moderat Vesikel gebildet, was den gemalligten Abfall von
CD35 vor Transfusionssimulation erklaren konnte. Fur den zweiten Erklarungsansatz
sprache, dass CD35 nach einer Transfusionssimulation deutlich starker fallt, als vor
einer Transfusionssimulation und dass das ,Trypsin-resistente CD39 sich nicht Uber
die Lagerungszeit vermindert. Ahnlich wie bei C3d nimmt der Unterschied von CD35
vor vs. nach Transfusionssimulation Uber die Lagerungszeit kontinuierlich zu (gepaarter
T-Test, Tag 42 p < 0.0001), was auf eine zunehmende Proteasesensibilisierung

hindeutet.

Als Nebenbefund dieser Studie wurde eine deutliche Varianz der CD35 Expression
zwischen den untersuchten Spendern festgestellt. Bereits seit 1965 wird von
Polymorphismen und verschiedenen genetischen Varianten berichtet [120-122]. Bis
heute ist die CD35 Expression immer wieder Gegenstand von Studien [57, 123, 124].
Es ist daher nicht Uberraschend, dass die CD35-Werte unter den untersuchten
Spendern ebenfalls variieren (siehe Abbildung 26). In dieser Arbeit konnte ein
Zusammenhang zwischen Lagerungszeit und Komplement-vermittelten Lagerschaden
gezeigt werden. CD35 ist moglicherweise der wichtigste und effektivste Mediator,
Erythrozyten vor komplement-vermittelten Schaden zu schutzen. Inwiefern eine
Berucksichtigung der CD35 Expression unter den Spender zu einer Verbesserung der
Qualitat von Blutprodukten fuhrt, kdnnen nur klinische Studien in der Zukunft zeigen.

Aufgrund der ruckgangigen Bereitschaft Blut zu spenden und der damit verbundenen
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Knappheit dieses wichtigen Medizinproduktes, wird sich eine Testung der CD35
Expression zur Selektion und Charakterisierung der Blutspender wohl nicht in den
klinischen Alltag etablieren lassen. Ein weiterer Aspekt ist die Klassifizierung der CD35
Expression zwischen Spender und Empfanger. Es ist nicht auszuschlieRen, dass
besonders niedrige CD35 Expressionen des Spenders in einem Empfanger mit
normalen oder gar hohen CD35 Werten mdglicherweise einen negativen Einfluss

haben.

Neben den Komplement-Regulator-Proteinen wurde auch das Membranprotein CD47
im Rahmen dieser Studie untersucht. Dabei handelt es sich um ein ,Don’t eat me®
Signal, das den Erythrozyten als ,eigen“ markiert und so vor Phagozytose schutzt.
Kommen Erythrozyten mit Makrophagen in Kontakt, so kann das Protein CD47 an
SIRP-alpha der Makrophagen binden und die Phagozytose verhindern (Siehe auch
Punkt 1.4). Burger et al postulierten, dass CD47 als eine Art molekularer Schalter
agiert. Dieser Schalter kann nach dem Kontakt von Makrophagen mit alten Erythrozyten
von ,Unterdrickung® auf ,Unterstitzung“ zur Phagozyteose umschalten [125]. In der
hiesigen Studie konnte gezeigt werden, dass CD47 Uber die Lagerungszeit signifikant
abnimmt (ANOVA p = 0.0002). Von Tag 1 zu Tag 42 fallen die Werte im Mittel um 12 %.
Im Vergleich zu Tag eins konnte bereits nach einer Woche eine signifikante Minderung
von CD47 festgestellt werden (p = 0.0082). Dieser Befund wird durch andere Studien
gestutzt:

So beobachteten Stewart et al in leukozytendepletierten Erythrozytenkonzentraten eine
Minderung von CD47 um 65% in einem Beobachtungszeitraum von 31 Tagen. Diese
Studie wurde jedoch lediglich mit drei Erythrozytenkonzentraten durchgefuhrt und ist
daher statistisch eher schwach [34]. Kamel et al beschrieben eine Verringerung von
CD47 um 35% in nicht-leukozytendepletierten Erythrozytenkonzentraten uUber einen
Beobachtungszeitraum von 28 Tagen [93]. Einen wesentlich geringeren Abfall von
CDA47 als die bisher genannten wurde von Anniss et al veroffentlicht [126]. Hier wurden
13 nicht-leukozytendepletierte Erythrozytenkonzentrate Uber 42 Tage untersucht. Die
Expression von CD47 nahm uber diesen Zeitraum um 6% ab, wahrend gleichzeitig eine
statistisch signifikante Zunahme von CD47 im Uberstand beschrieben wurde. Anontelou
et al konnten einen Abfall von CD47 in 8 Erythrozytenkonzentraten uber 42 Tage

zeigen, wobei hier sowohl nicht-leukozytendepletierte als auch leukozytendepletierte
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Praparate untersucht und verglichen wurden. Der CD47-Wert beider Praparate war an
Tag 1 gleich hoch, im Verlauf fiel CD47 in nicht-leukozytendepletierten
Erythrozytenkonzentraten um 39%, wahrend er in leukozytendepletierten
Erythrozytenkonzentraten nur um 21% sank [39]. Auch Karon et al zeigten eine
statistisch signifikante Abnahme von CD47 an Tag 14 und 21 jedoch nicht an Tag 42.
Allerdings fehlen dabei Untersuchungen im Zeitraum zwischen Tag 21 und Tag 42
[127]. In den aufgeflhrten Studien wurden vornehmlich CPDA, Adsol und SAGM als
Losung verwendet und auch die Methodik ist immer leicht abweichend von der hier
verwendeten Untersuchung, sodass ein direkter Vergleich nur eingeschrankt moglich

ist.

Ferner ist die Aggregation der Erythrozyten durch das Immunostaining mit anti-CD47
Antikorpern ein bekanntes Phanomen. Kamel et al und Anniss et al nutzten eine 25
gauge Nadel um die Zellsuspension zu ,vereinheitlichen® und beschrieben auch beim
Gating eine spezielle Strategie um Debris und Agglutinate zu exkludieren [93, 126]. Da
der Effekt dieses physikalischen Stresses auf das Endergebnis ungewiss ist, wurde im
Rahmen dieser Studie auf so ein Vorgehen verzichtet. Es wurde jedoch ebenfalls eine

spezielle Gating-Strategie angewandt (siehe dazu Punkt 4.1 und Abbildung 20)

Paradoxer Weise konnte ein leichter Anstieg von CD47 gegen Ende der Lagerungszeit
(Tag 35 und Tag 42) beobachtet werden. Dies wurde auch bereits von anderen Autoren
beschrieben [34, 127]. Sie vermuteten, dass CD47 Uber Zytoskelet-assoziierte Molekule
gebunden wird und nicht freigesetzt werden konnte. Daruber hinaus vermuteten Karon
et al, dass verbliebene CD47 Molekule einer Oxidation, einer Proteolyse oder einem
Konformationswechsel unterzogen werden, was zur Auspragung weiterer CD47
Antigene gegen Ende der Lagerungszeit fuhrt. Ebenso wie in der Studie von Karon et al
konnten auch in den hier gezeigten Ergebnissen die niedrigsten CD47 Expressionen
zwischen Tag 21 und 28 festgestellt werden.

Was ist jedoch die klinische Bedeutung der CD47 Minderung wahrend der
Lagerungszeit? In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass erst ein CD47-Verlust
von mehr als 50% zu einer gesteigerten Phagozytose fuhrt [88, 89]. Der starkste Verlust
an CDA47 eines Individuums lag im Rahmen dieser Studie bei 37,7 %, wobei die
durchschnittliche Minderung in den ersten 21 Tagen bei 15 % und an Tag 28 bei ca.
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21% lag. Auch wenn die Abnahme von CD47 unter 50% liegt und die
Wahrscheinlichkeit der Phagozytose daher eher gering ist, sollte der Erhalt dieses
Oberflachenmolekils  fir das Uberleben transfundierter  Erythrozyten im
transfusionsmedizinischen Kontext in der Zukunft nicht an Bedeutung verlieren.

Gealterte Erythrozyten werden in vivo aus der Zirkulation entfernt, indem autologe
Antikorper diese opsonieren. Konformationsanderungen von Band-3 und damit
einhergehende Hamogoblin-Membran-Bindungen stellen ein spezielles ,Alterungs-
Antigen® dar. Hier binden autologe Immunglobuline und leiten Fc-rezeptorvermittelt die
Erythrophagozytose ein [128]. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Beladung der Erythrozyten mit Hilfe des direkten Coombstests untersucht. In diesem
Test konnte sowohl vor als auch nach Transfusionssimulation zu keinem der
Untersuchungszeitpunkte eine Bindung von Immunglobulinen (IgG, IGM oder IgA)
nachgewiesen werden. Das deutet darauf hin, dass eine Immunglobulin-vermittelte

Phagozytose in Abhangigkeit der Lagerungszeit eher unwahrscheinlich ist.

Durch den Einsatz einer Transfusionssimulation, die im Vergleich zu anderen Studien
zu den Lagerschaden von Erythrozytenkonzentraten erstmals angewendet wurde,
konnten wichtige Erkenntnisse gewonnen werden. Insgesamt lasst sich als
Hauptbefund dieser Arbeit ableiten, dass die Erythrozyten Uber die Lagerungszeit
zunehmend empfindlicher gegenuber einer spontanen Komplementaktivierung werden.
Dies ist durch die signifikante Minderung von CD35 und CD55 vermittelt. Basierend auf
den Befunden dieser Arbeit, und durch die Tatsache, dass das Komplementsystem mit
Inflammation, Koagulation und oxidativem Stress assoziiert ist [129-131], kdnnten durch
die zunehmende Sensibilisierung der Erythrozyten gegenuber komplementvermittelten
Schaden ungewunschte negative Effekte bei Patienten verursacht werden. Da die
beobachteten Veranderungen mit der Lagerungszeit korrelieren, waren solche
unerwunschten Effekte bei alteren Konserven eher wahrscheinlich. Die Frage, ob diese
transfusionsvermittelten Immunmodulationen eine Folge der Komplementaktivierung,
Schaden der Erythrozyten per se oder ihrer Phagozytose durch Makrophagen Uber
C3b-depsitionen sind, bleiben vorerst ungewiss. Die vollstandige Beantwortung dieser
Frage bedarf groRangelegter, pragmatischer klinischer Studien. In der Zwischenzeit
sollten Blutbanken Strategien entwickeln, die die Blutversorgung sicherstellen, wobei
die Verwendung altester Konserven maoglichst weit reduziert werden sollte [132]. Im
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Rahmen dieser Doktorarbeit wurde u.a. beschrieben, wie rasant sich die Qualitat der
Erythrozytenkonzentrate entwickelt hat. Dennoch konnten viele Veranderungen uber
die Lagerungszeit im Rahmen dieser Studie festgestellt werden, wie die zunehmende
Empfindsamkeit fur komplementvermittelte Schaden oder die Verminderung wichtiger
Komplement-Regulator-Proteine (CD35, CD55) und CD47, die eine beschleunigte
Phagozytose der Erythrozyten nach einer Transfusion begunstigen konnten. Diese
Ergebnisse deuten auch darauf hin, dass z.B. die Erh6hung- oder der Erhalt der
Citratkonzentration Uber die Lagerungszeit eine Optimierungsmaoglichkeit darstellt, um
moglicherweise komplementvermittelte Schaden in der Zukunft zu vermindern oder gar
zu verhindern. Welche neuen und spannenden Weiterentwicklungen im Bereich der

Lagermedien in den nachsten Jahren erfolgen werden, bleibt abzuwarten.
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