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1 Einleitung

1. Einleitung

Den Hintergrund dieser Arbeit bildet die Entwicklung von Blutpumpen am Institut fiir
Biomedizinische Technik der Rheinisch-Westfilischen Technischen Hochschule
Aachen. Diese Pumpen sind unter anderem fiir den klinischen Einsatz in der Thorax-,
Herz- und GefaBchirurgie bestimmt. Dieses Einsatzgebiet bedingt, dass die Pumpen
unterschiedlichen Anspriichen gerecht werden miissen. In der Thorax-, Herz- und
GefaBchirurgie kommen die Pumpen sowohl wihrend als auch nach Operationen zur
Unterstiitzung von Herz und Lunge zur Anwendung. Dabei unterscheidet man Konzepte
zur kompletten oder auch nur partiellen Herzentlastung. Je nach Einsatzgebiet ergeben
sich Betriebszeiten von mehreren Stunden bis hin zu mehreren Jahren. Die Verwendung
im menschlichen Korper kann zu einer Schidigung des Blutes und zu einer
Beeinflussung des Gerinnungssystems fiihren und unerwiinschte Auswirkungen auf die
Hamodynamik haben. Aus diesem Grund miissen die Pumpen bereits bei der
Entwicklung darauthin untersucht werden, wie sie sich im klinischen Alltag bewéhren
werden und welche pathophysiologischen Konsequenzen sich fiir die Patienten ergeben.
Zu den Hauptkomplikationen zdhlen Blutungen, Embolien (Luft/Thromben) und
Héamolyse (Icenogle et al. 1989, Joyce et al. 1983, De Vries 1988). AuBBerdem wird iiber
Komplikationen wie Postperfusionslungen, akutes Nierenversagen, Infektionen und
Abrieb berichtet. Auftreten und Ausmall sind abhidngig von Pumpenart,
Betriebsbedingungen, Einsatzdauer und der individuellen Reaktion des Organismus
(Rasche 1995). Daher ist eine frithzeitige Erkennung und FEinschitzung der
Blutschddigung fiir die Entwicklung neuer Blutpumpen wichtig. Zundchst werden die
Pumpen in-vitro getestet. Grund hierfiir sind die geringeren Kosten, eine schnelle
Durchfiihrbarkeit und Erfolgskontrolle, eine bessere Reproduzierbarkeit und die
fehlende Beeinflussung durch organismusspezifische Mechanismen (Rasche 1995).
Allerdings konnen bei in-vitro Tests auch nur Aussagen beziiglich der
Thrombenbildung und der Himolyse gemacht werden.

In Bezug auf die Bewertung der Hdmolyse der in-vitro Tests gibt es momentan noch
Schwierigkeiten bei der Vergleichbarkeit der Ergebnisse. Dadurch, dass die Himolyse-
Ergebnisse der Tests nicht nur von der Qualitit der Pumpen, sondern auch von der

Fragilitdt der Erythrozyten des jeweils verwendeten Blutes abhingen, ist ein Vergleich
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der hdmolysierenden Eigenschaften der einzelnen Pumpen nur unter Beriicksichtigung
der Blut-Fragilitdt moglich. Bisher wurde aus diesem Grund bei Tests neu entwickelter
Pumpen eine Standard-Blutpumpe (meist eine Biomedicus-Pumpe BP 80, Medtronic)
als Referenzpumpe eingesetzt. Allerdings ist auch damit nur eine relative Aussage iiber
die Qualitdt der Pumpe moglich, wobei die BP 80 als Bezugspunkt dient. Um eine
absolute Aussage treffen zu konnen, miisste der Anteil der Hdmolyse, der durch die
spezifische Fragilitit der Erythrozyten bedingt ist, von dem Anteil getrennt werden, der
von der Pumpe verursacht wird. Zu diesem Zweck wurde an der Cleveland Clinic
Foundation, USA, ecin Hemoresistometer konstruiert, welches in einem definierten
Umfang mechanische Hadmolyse erzeugt und damit einen Riickschluss auf Faktoren
ermoglicht, die der spezifischen Fragilitit der Erythrozyten zugrunde liegen.

Die Anfinge eines solchen Gerdtes reichen bis ins Jahr 1944 (Shen et al. 1944).
Bekannt war bis dahin die Bestimmung der osmotischen Resistenz der Erythrozyten als
klinische Routinemethode. Allerdings besteht keine zwangsldufige Korrelation
zwischen der osmotischen Resistenz und dem Verhalten der Erythrozyten bei
mechanischer Belastung, so dass die Fragestellung nach der mechanischen Resistenz an
Bedeutung gewann und mit der Entwicklung von Testmethoden zu ihrer Bestimmung
begonnen wurde. Die ersten regelmifig, auch von anderen Arbeitsgruppen eingesetzten
Gerdten beruhen auf dem Prinzip von Shen et al. (1944). Hierbei sind zwei mit
Glaskugeln gefiillte Glaszylinder exzentrisch auf einer vertikalen rotierenden Scheibe
angebracht.

1960 beschiftigte sich Fleisch (1960) vom Physiologischen Institut Lausanne mit dem
Problem und wies in dem zugehorigen Artikel verschiedene Nachteile des Gerites von
Shen et al. (1944) auf, die es zu verbessern galt. Dazu gehdrten ein dem
physiologischen Trauma unihnliches Prinzip, wodurch die Ubertragbarkeit auf in-vivo
Verhéltnisse gemindert wurde, ein zu starkes und gleichzeitig inhomogenes Trauma,
welitere traumatische, aber nicht rein mechanische Einfliisse wie Kontakt mit Glas und
Luft, Schaumbildung, zu lange Testdauer und komplizierte Handhabung. Daraufhin
entwickelte er das sogenannte Hemoresistometer. Die Konstruktion bestand damals aus
einem Synchronmotor, der mit 3000 Umdrehungen pro Minute einen Plexiglaskorper in
Rotation versetzt. Dieser Korper hat eine annéhernd kubische Form, die seitlichen

Kanten sind abgerundet und die untere Fldche ist konisch. Das im zylindrischen
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Behiélter enthaltene Blut wird somit in eine rotierende Bewegung versetzt. Die
Dimension des Wiirfels und des Behélters sind so gewdhlt, dass der radiale
Minimalabstand zwischen beiden genau 1 mm betrigt und der Apparat mit 10 ml Blut
befiillt werden kann. Eine Kontaktuhr beschrinkt die Versuchsdauer auf 15 Minuten.
Die Vorteile dieses Gerites sind (Fleisch 1960):

1. Die Ahnlichkeit der maschinellen Bluttraumatisierung mit der physiologisch in den
BlutgefiaBBen vorkommenden Schidigung.

2. Die Homogenitit des Traumas, wodurch bei gleich starker Belastung aller
Blutkorperchen hauptsédchlich die fragilen Erythrozyten zerstort werden.

3. Die biokompatibleren Oberflachenmaterialien Stahl und Plexiglas.

4. Eine Minimierung der Kontaktfliche zwischen Blut und dariiberstehender Gasphase.
5. Eine kurze Versuchsdauer bei einfacher Handhabung.

Die Cleveland Clinic Foundation beschéftigte sich ebenfalls mit dieser Fragestellung
und hat zu diesem Zweck verschiedene Gerdte getestet (Gu 2000). Dazu gehdrten ein
modifiziertes Hemoresistometer, die ,,Spinning Disk®, das ,,Couette Viscosimeter*, die
,Capillary Tube* und der ,,Glass Bead Test”. Alle sollten die Aufgabe erfiillen, die
relative mechanische Fragilitit der verschiedenen Blutproben zu bestimmen, um eine
Kalibrierung zu ermdglichen. Ziel dieser Arbeit war, das Gerdt benennen zu konnen,
welches besagte Aufgabe im Zusammenhang mit Blutpumpentests am besten erfiillt. Zu
diesem Zweck wurde die Korrelation zwischen Test-Hédmolyse und Referenz-Pumpen-
Héamolyse ermittelt. Diese war flir das Hemoresistometer am grof3ten. Zusétzlich zeigte
sich auch, dass die erforderliche Anzahl an Testdurchldufen und die Einfachheit der
Handhabung dabei am giinstigsten war (Gu 2000). Aus diesem Grund wird das
modifizierte Hemoresistometer fiir dieses Projekt gewéhlt.

Wie bereits oben erwéhnt, soll in diesem Projekt das beschriebene Hemoresistometer
dazu verwendet werden, die erforderliche Referenzpumpe (meist die Biomedicus-
Pumpe BP 80, Medtronic) zu ersetzen. Als Griinde dafiir sind unter anderem die
geringeren Kosten, die geringere Komplexitit in der Handhabung des
Hemoresistometers gegeniiber der BP 80 und die deutlich verringerte Menge an
benodtigtem Blut zu nennen. AuBlerdem soll nicht nur ein schlichter Vergleich moglich
sein, sondern auch die Option offen stehen, das Blut ,kalibrieren zu konnen. Das

bedeutet, dass verschiedene Blutpumpentests miteinander vergleichbar gemacht bzw.
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verschiedene Hémolyse-Indizes bewerten werden konnten. Zu diesem Zweck wird
beabsichtigt, einen Korrekturfaktor zu bestimmen. Dieser soll den durch die spezifische
Fragilitit der Erythrozyten bedingten Anteil an der Himolyse herausfiltern. Damit wére
eine wesentlich objektivere Aussage zur Qualitit der Pumpe in Bezug auf ihre
hidmolysierenden Eigenschaften moglich. Die Aufgabe dieser Arbeit besteht deshalb in

einer Beurteilung, in wieweit das Hemoresistometer zu diesem Zweck einsetzbar ist.
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2. Physiologische Grundlagen

Hiermit soll ein kurzer Uberblick iiber die Physiologie des menschlichen Blutes gegeben
werden, soweit dies fiir das Verstidndnis der weiteren Abhandlung nétig ist.

Die Informationen stammen, wenn nicht anders angegeben, aus Schmidt (1997).

2.1 Blut

Unter dem Blut kann man sich ein fliissiges Organ vorstellen, welches aus Zellen und
Plasma zusammengesetzt ist und verschiedene Funktionen ausfiihrt. Rein duBerlich
betrachtet ist Blut eine rote undurchsichtige Fliissigkeit, die sich aus dem gelblichen
Plasma und den darin suspensierten Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten
zusammensetzt. Es spielt in der klinischen Diagnostik eine wichtige Rolle, da es leicht
erhiltlich ist und zudem bei vielen pathologischen Prozessen charakteristische
Verdnderungen beziiglich der Zusammensetzung und der Eigenschaften seiner

Bestandteile aufweist.

2.2 Funktion
2.2.1 Transportfunktion

Zu den Hauptaufgaben gehort die Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und der
Abtransport von Kohlendioxid. Auf dem Weg von der Lunge zum Gewebe und
umgekehrt geschieht dies sowohl in physikalisch geldster als auch in chemisch
gebundener Form. AuBlerdem werden im Korper Nihrstoffe, Enzyme und Hormone
verteilt. Die Funktion der Warmeregulation und —verteilung wird wesentlich durch die

groBe Wirmekapazitit des Hauptbestandteils Wasser unterstiitzt.

2.2.2 Milieufunktion

Die Zusammensetzung des Blutes und seine physikalischen Eigenschaften unterliegen
einer stindigen Kontrolle und werden im Sinne der Homdostase, also einem

dynamischen Gleichgewicht, korrigiert, so dass die Konstanz der Konzentration der
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gelosten Stoffe, des pH-Wertes und der Temperatur in definierten Grenzen gesichert

wird.

2.2.3 Schutzfunktion

Die Gerinnung bietet Schutz vor Blutverlust, indem kleinere verletzte Gefille durch sie
verschlossen werden konnen. Daran sind sowohl die Blutzellen, insbesondere die

Thrombozyten, als auch die im Plasma enthaltenen Gerinnungsfaktoren beteiligt.

2.2.4 Abwehrfunktion

An der immunologischen Bekdmpfung von in den Korper eingedrungenen Fremdkorpern
und Krankheitserregern sind vor allem antikorperbildene Lymphozyten und

phagozytierende, also zur Aufnahme fester Partikel befdhigte Leukozyten beteiligt.

2.3 Aufbau
2.3.1 Blutplasma

Das Blutplasma hat einen Anteil von 55 % am gesamten Blutvolumen und enthilt pro
Liter 900 — 910 g Wasser, 65 — 80 g Proteine und 20 g kleinmolekulare Stoffe. Seine
Dichte betrigt 1025 - 1029 kg/m’ und sein pH-Wert 7,37 - 7,43.

2.3.1.1 Proteine

Die Plasmaproteine sind zum einen verantwortlich fiir die relativ hohe Viskositit des
Plasmas von 1,4¢107 Pass bei 37 °C, die damit doppelt so hoch ist wie die Viskositit von
Wasser (0,7¢107 Pass bei 37 °C), und erfiillen zum anderen spezifische Aufgaben. Dazu
zdhlen:
e Die Néhrfunktion: Proteine konnen durch entsprechende Enzyme in Aminosduren
zerlegt werden, die fiir den Stoffwechsel von sehr gro3er Bedeutung sind.
e Die Vehikelfunktion: Proteine konnen aufgrund ihrer grofen molekularen

Oberfliche mit hydrophilen und lipophilen Bindungsstellen sowohl
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wasserlosliche  kleinmolekulare Substanzen transportieren, als auch als
Losungsvermittler flir wasserunldsliche Stoffe dienen.

e Die Erzeugung des kolloid-osmotischen Druckes: Da Proteine die GefaBwénde
nur selten durchdringen, wird somit ein Gradient zwischen Plasma und
Interstitium  erzeugt. Dadurch findet auch eine Beeinflussung der
Wasserverteilung statt. Dieser kolloidosmotische Druckunterschied betragt ca. 20
mmHg und wird hauptsédchlich vom Albumin bestimmt.

e Die Pufferfunktion: Proteine fungieren als Ampholyte und konnen so durch

Bindung von H' - oder OH -Ionen zur Konstanthaltung des pH-Wertes beitragen.

e Der Schutz vor Blutverlust: das Protein Fibrinogen ist elementar wichtig fiir die
Gerinnungskaskade, in deren Verlauf es in Fibrin, den Faserstoff, umgewandelt
wird.

e Die Abwehrfunktion: ein Teil der Proteine sind z. B. als Antikorper an

Immunreaktionen beteiligt.

2.3.1.2 Elektrolyte

Die Plasmaelektrolyte sind entscheidend fiir die Aufrechterhaltung des osmotischen
Druckes im Blut. Thre Konzentrationen werden in engen Grenzen gehalten. Zu den

wichtigsten Elektrolyten zdhlen: Kalium, Natrium, Calcium, Chlorid und Bicarbonat.

2.3.2 Blutzellen
2.3.2.1 Erythrozyten

Die roten Blutkdrperchen entstehen im Knochenmark unter Einfluss von Erythropoetin
aus pluripotenten Stammzellen. Wéhrend des Differenzierungs- und Reifungsprozesses
verlieren sie ihren Kern und die iibrigen Zellorganellen. Durch den Verlust der
entsprechenden Enzyme fiir eine oxidative Energiegewinnung und die Proteinsynthese
sind die Erythrozyten gezwungen, anaerobe Glykolyse zu betreiben.

Nach einer durchschnittlichen Lebenszeit von ca. 100 - 120 Tagen geschieht der Abbau
der Erythrozyten durch phagozytierende Zellen in Knochenmark, Leber, Lymphknoten

und Milz. Kriterien fiir das Aussondern gealterter Erythrozyten ist zum einen die durch
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den Alterungsprozess verminderte Verformbarkeit, wodurch sie in den 1 pm groflen
Poren der Milz stecken bleiben und zum anderen Strukturverdnderungen an der
Membran, die von den Zellen des mononukledren Phagozytosesystems erkannt werden.
Rote Blutkorperchen haben die Form einer rotationssymmetrischen, bikonkaven Scheibe
(siche Abbildung 1) mit einem mittleren Durchmesser von 7,5 um und einer Dicke von 2
um. Diese duBere Gestalt begiinstigt durch ein groBes Oberflichen-Volumen-Verhéltnis
den Gastransport gemi3 dem Fick’schen Gesetz. Aulerdem erhoht diese flexible Form
auch die Anpassungsfihigkeit des Erythrozyten bei der Durchstromung von Gefdflen mit
kleinen Durchmessern und gekriimmtem Verlauf, wie z. B. den Kapillaren. Das fiihrt
dem Fahraeus-Linqvist-Effekt entsprechend zu einer Verringerung der relativen
Viskositit bei der Passage von Gefdllen, deren Durchmesser weniger als 300 um betrigt.
Grund dafiir ist die Migration der Erythrozyten in Richtung der Stromungsachse
(Axialmigration genannt), wodurch sich eine zellarme Randzone bildet, die als
Gleitschicht fiir die zentrale Zellsdule dient. Das Ausmal} dieses Effektes ist erstaunlich.
Féhraeus (1929) berichtet, dass die relative Viskositét in einem Gefdll mit Durchmesser
0,05 mm um 30 % geringer ist, als in einem Gefdll mit Durchmesser 1 mm. Zusétzlich
ist die Viskositit vom Hamatokrit abhéngig. Dieses Phdnomen der steigenden Viskositét
bei hoherem Hamatokrit und umgekehrt wird Whittaker-Winton-Effekt genannt.

Bei einem Absinken der Stromungsgeschwindigkeit kommt es zu einer Rouleaux- oder
Geldrollenform der Erythrozyten, was zu einer Viskositdtszunahme fiihrt. Aus den eben
erwiahnten Phidnomenen ist ersichtlich, dass die Viskositit keine konstante Grof3e
darstellt, sondern von verschiedenen Faktoren beeinflusst wird.

Zu den Erythrozytenparametern zéhlen die Bestimmung der Erythrozytenzahl
(Anzahl/lgy), des Hamatokrits (lgn/lgii), der Hdmoglobinkonzentration (guy/lgiu), des
MCH' (pg), des MCV? (fl) und des MCHC® (gup/dlgyy).

Die biologische Zellmembran der Erythrozyten spielt eine wichtige Rolle beim Auftreten
von Hamolyse. Sie setzt sich wie jede andere Zellmembran des Organismus aus einer 4 -
5 nm dicken Lipiddoppelschicht und darin eingelagerte Proteine, Glykolipide und
Cholesterole zusammen. Auf der Innenseite findet sich eine Vernetzung aus

faserformigem Spektrin, welches eine hohe Elastizitit aufweist (Lessin 1973, Marchesi

" mean corpuscular hemoglobin (mittlere Himoglobin-Masse pro Erythrozyt)
% mean corpuscular volume (mittleres Volumen eines Erythrozyten)
3 mean corpuscular hemoglobin concentration (mittlere Himoglobinkonzentration in den Erythrozyten)
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1969). Die Membran verhilt sich bei Kdorpertemperatur dhnlich wie eine Fliissigkeit,
womit sich deren enorme Flexibilitit erkldren ldsst (Rakow et al. 1975). Gegeniiber
Scherbelastungen reagiert die Membran mit Verformung. Diese sind im Sinne einer
Elastizitdt reversibel, solange die Belastungsdauer nicht linger als wenige Sekunden
dauert (Fischer 1978). Laut Chien (1977) kommt es ab einer Membranspannung von 107
N/m? bis 2,510~ N/m? zur Hamolyse. Bei lingerer Belastung der Membran kommt es zu
einem Kriechverhalten der Membran mit einem Bestehenbleiben der erreichten Form
trotz Entlastung (Giersiepen 1988). Diese irreversiblen Deformierungen kdnnen ebenso
wie Abtrennung von Membranteilen zu einer bleibenden Erythrozytenschiddigung fiihren.
Katchalsky et al. (1960) erhielten durch ihre Untersuchungen Hinweise darauf, dass sich
die Erythrozytenmembran viskoelastisch verhdlt und eine Biegesteifigkeit besitzt. Das
Elastizititsmodul =~ wird  hier mit E = 2,4¢1 0° N/m’> und der
Festkorperviskosititskoeffizient mit 1 = 10’ Paes angegeben. Die Membran hat die
Aufgabe der Abgrenzung des Plasmas gegeniiber dem Erythrozyteninhalt. Dabei ist sie
fiir kleinere Molekiile, die die Erythrozyten fiir ihren Stoffwechsel benétigt, permeabel.
Zu diesen Stoffen gehdren H,O, Glucose und andere Zucker, Elektrolyte und Gase. Zum
Teil sind fiir den Durchtritt durch die Membran allerdings bestimmte Transporter
notwendig. Gegeniiber grofleren Molekiilen, wie z. B. Proteinen, ist die Membran im
intakten Zustand jedoch undurchlissig.

Der Inhalt der Erythrozyten setzt sich hauptsdchlich aus Wasser und Hdmoglobin
zusammen, wobei letzteres 34 % des Feuchtgewichts und bis zu 90 % der Trockenmasse
ausmacht. Hadmoglobin ist der rote Blutfarbstoff. Es befindet sich fast ausschlieflich im
Zytoplasma der Erythrozyten. Ein geringer Teil kann auch im Blutplasma vorkommen,
wo es an Haptoglobin gebunden ist. Himoglobin ist ein Chromoprotein, das tiberwiegend
aus dem Proteinanteil Globin besteht und als prosthetische Gruppe das Ham besitzt.
Téaglich wird ca. 9 % der Gesamtmenge an Hidmoglobin von den Erythroblasten neu
produziert (Pschyrembel 1998). Beim Abbau wird das Him in mehreren Abbauschritten
zu Bilirubin umgewandelt und ausgeschieden und das aus dem Him freiwerdende Eisen
wieder der Himoglobin-Produktion zugefiihrt.

Die Funktionen des H&moglobins bestehen in der Bindung und dem Transport von
Sauerstoff unter Bildung von Oxy-Hdmoglobin (oxygeniertes Hédmoglobin) und

anschlieBende Abgabe durch Dissoziation, sowie in der Beteiligung an der
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Blut-pH-Regulation. Das Himoglobin zeigt ein charakteristisches Verhalten in Bezug auf
die Lichtabsorption. Im Absorptionsspektrum zeigt die oxygenierte Form zwei
Absorptionsmaxima bei A = 577 nm und A = 541 nm wihrend die desoxygenierte Form
ein Maximum bei A = 555 nm aufweist. Dieses Verhalten kann man sich sowohl bei der
Bestimmung der Sauerstoffsittigung des Blutes zunutze machen, als auch bei der

Ermittlung der Himoglobinkonzentration (siche auch Kapitel 4.6.2).

Abbildung 1: Erythrozyten (Cohen 2004)

2.3.2.2 Leukozyten

Leukozyten sind eine sehr heterogene Gruppe von Zellen. Ihnen ist gemeinsam, dass sie
einen Zellkern besitzen, die Moglichkeit zur Phagozytose® haben und zur Migration und
Leukodiapedese’ fihig sind. Insgesamt finden sich 4000 bis 10000 Leukozyten pro ul
Blut bei einem gesunden Erwachsenen. Ausgang ihrer Entwicklung sind die
pluripotenten hidmatopoetischen Stammzellen. Sie lassen sich nach Entstehungsort,
Morphologie und Funktion in drei Gruppen unterteilen: Monozyten (Abbildung 2),
Lymphozyten (Abbildung 3) und Granulozyten (Abbildung 4, 5 und 6). Monozyten und
Granulozyten entwickeln sich im Knochenmark, wéhrend Lymphozyten in den
lymphatischen Organen heranreifen. Die Granulozyten lassen sich entsprechend ihrer
Anférbbarkeit weiter unterteilen in basophile (Abbildung 4), eosinophile (Abbildung 5)
und neutrophile (Abbildung 6). Die Hauptfunktion der Granulozyten, vor allem der

neutrophilen, ist die unspezifische Abwehr des Korpers. Fiir den spezifischen Anteil der

* Aufnahme fester Partikel
> gezielte Migration von Leukozyten durch die unverletzte Wand der Kapillaren bei Entziindung
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immunologischen Reaktionen sind die Lymphozyten mit ihrer Antikorperproduktion und
den weiteren Funktionen verantwortlich. Monozyten haben die hdochste
Phagozytosekapazitit aller Leukozyten. Sie wandern nach ca. 2 - 3 Tagen aus dem Blut
ins umliegende Gewebe ein, reifen dort heran und wandeln sich zu Gewebsmakrophagen.
Thre mobilen und ortstdndigen Formen werden zusammen mit den im Blut zirkulierenden

Monozyten als mononukledres Phagozytosesystem bezeichnet. Die Abbildungen 2 - 6

stammen aus Uthman (2004).

Abbildung 2: Abbildung 3:
Phagozytierender Monozyt =~ Ruhender Lymphozyt

Abbildung 4: Abbildung 5: Abbildung 6:
Basophiler Granulozyt Eosinophiler Granulozyt Neutrophile Granulozyten

2.3.2.3 Thrombozyten

Thrombozyten sind kernlose, flache und unregelmiBig runde bis ellipsoide Blutzellen
(sieche Abbildung 7). Sie entstthen im Knochenmark durch Abschniirung vom
Zytoplasma der Megakaryozyten. Sie haben eine Dicke von 0,5 - 0,75 pm und einen
Langsdurchmesser von 1 — 4 pum. Beim gesunden erwachsenen Menschen finden sich
150000 — 350000 Blutpléttchen pro ul Blut. Ihre Verweildauer im peripheren Blut betragt

5 — 11 Tage. Danach werden sie in Lunge, Leber und Milz abgebaut. Bei ihrem

11
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Aufenthalt im zirkulierenden Blut befinden sich Thrombozyten im nicht-aktivierten
Zustand. Thre Hauptaufgabe ist die Blutstillung und Blutgerinnung. Bei einem
Endothelschaden kommt es im Rahmen der Blutstillung zunichst zur
Thrombozytenadhdsion unter Verwendung des im Blutplasma befindlichen von-
Willebrand-Faktors. Dadurch wird die Thrombozytenaktivierung eingeleitet. Im
folgenden werden Substanzen aus den Thrombozyten-Granula freigesetzt, die die weitere
Adhésion fordern und vasokonstriktorisch wirken (wie z. B. Serotonin, ADP,
Thromboxan, PF 4 und Calcium). Durch die Thrombozytenaggregation kommt es zur
Bildung eines Thrombozyten-Thrombus. Der anfangs erwidhnte Endothelschaden setzt
gleichzeitig auch die Gerinnungskaskade in Gang, an deren Ablauf sowohl die
Thrombozyten, als auch die im Blutplasma befindlichen Gerinnungsfaktoren beteiligt

sind.

72 ° 0
Vo
PO O 0

Abbildung 7:
Thrombozyten (Uthman 2004)
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3. Hamolyse
3.1 Allgemeines

Unter einer Hdmolyse versteht man die Auflosung (,,Lysis*) von Erythrozyten durch
Zerstorung ihrer Zellmembran mit konsekutivem Austritt von Hidmoglobin ins
Blutplasma. Diese Zerstorung kann verschieden Ursachen haben.

Man unterscheidet vier Arten von Blutschddigung: Die physiologische, die gesteigerte,
die immunologische und die in-vitro Himolyse. Diese und die folgenden Informationen

stammen aus Pschyrembel (1998).

3.1.1 Physiologische Himolyse

Die physiologische Himolyse kommt durch die Aussonderung gealterter Erythrozyten
nach ca. 120 Tage Lebensdauer mittels Phagozytose durch den extravasalen Teil des
mononukledren Phagozytosesystems zustande. In dem gleichen Mal3e wie Erythrozyten
abgebaut werden, gelangen wieder neue Erythrozyten in den Blutkreislauf. Die tigliche
Neubildung betrdagt 1/120 der Eythrozytengesamtzahl von 1,6¢10'3, also ca. 1,3<10"
Erythrozyten pro Tag.

3.1.2 Gesteigerte Himolyse

Bei einer gesteigerten Hémolyse kommt es zu einem vermehrten Abbau von
Erythrozyten, d. h. zu einer verminderten Erythrozytenlebensdauer. Wenn dieser
Vorgang durch eine vermehrte Erythrozytenproduktion nicht mehr kompensiert werden
kann, spricht man von einer hamolytischen Andmie. Es werden verschiedene Formen
der gesteigerten Hamolyse je nach Lokalisation unterschieden: intravasale, lienale,

hepatische und hepatolienale.
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3.1.3 Immunologische Hamolyse

Unter einer Immunhédmolyse versteht man eine Hadmolyse, die durch hdmolysierende
Antikdrper und der entsprechenden sekundidren Komplementaktivierung verursacht

wird.

3.1.4 In-vitro Himolyse

Diese Form kann im wesentlichen durch drei Mechanismen hervorgerufen werden:
e chemische Schiadigung (sieche Kapitel 3.2)
e physikochemische Schidigung (siehe Kapitel 3.3)
e physikalische Schidigung (siehe Kapitel 3.4)

3.2 Chemische Schidigung der Blutzellen

Eine chemische Schiddigung der Erythrozyten tritt bei einem Einwirken eines
schddlichen Mediums auf Erythrozyten, bei Kontakt der Erythrozyten mit
oberflachenaktiven Substanzen oder bei Kontakt der Erythrozyten mit Himolysinen auf.

(Pschyrembel 1998)

3.2.1 Schéadliches Medium

Drei entscheidende Kriterien des Mediums sind seine Osmolaritit®, der pH-Wert und
das Glucoseangebot.

Eine Abweichen der Osmolaritit des Mediums von der physiologischen
Plasmaosmolaritit fiihrt zu einer Anderung des osmotischen Gradienten iiber der
Erythrozytenmembran. Daraus resultiert bei einem hypertonen Medium (>300
mosmol/l) ein Ausstrom von Wasser aus den Erythrozyten unter Bildung der
sogenannten Stechapfelform (synonym Akanthozyten, Abbildung 8) und bei einem
hypotonen Medium (<290 mosmol/l) ein Einstrom von Wasser in die Erythrozyten, der
zum Platzen der Blutkdrperchens fithren kann (Schmidt 1997). Die maximale

Oberflachenzunahme wird mit 19 % angegeben (Katchalsky 1960).

% Konzentration aller gelosten Teilchen pro 1 Liter Losungswasser
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Eine Anderung des pH-Wertes fiihrt ebenfalls zu einer Formverinderung der
Erythrozyten, wobei das Absinken in den stark sauren Bereich in Bildung von
sogenannten Stomatozyten (Abbildung 9) resultiert, wihrend bei einer starken
Alkalisierung Akanthozyten entstehen. (Weed 1973)

Ein Mangel an Glucose bewirkt das Absinken des ATP-Gehalts und den Anstieg von
Lysophosphatidylcholin im Erythrozyten, wobei der ATP-Mangel {iber eine verstirkte
Ca’"-Bindung an Membranproteinen zu einer Flexibilititsminderung fiihrt (Williams et
al. 1995). AuBlerdem kommt es zu einer Beeintrdchtigung des Energiestoffwechsels, die
durch Stérung des Membranpotentials einen Funktionsverlust der Membran induzieren

kann.

O 2® < < 9
20, S8
O ooca
0%® o 05 Oy
¥ o8 0 'qg o
Abbildung 8: Abblldung 9:
Akanthozyten (Kalpesh 2004) Stomatozyten (Desmoreau 2004)

3.2.2 Oberflachenaktive Substanzen

Zu den oberflichenaktiven Substanzen zihlt z. B. Saponin, eine zu den Phytosterinen’

gehorende Substanz, und gallensaure Salze (Burton 1969).

3.2.3 Héamolysine

Héamolysine konnen aus tierischen Giften stammen oder bakterieller Genese sein, wie
z. B. B-Lysine aus Streptokokken. Allgemein lisst sich sagen, dass alle proteolytischen
und lipidldsenden Substanzen hdmolysierend wirken konnen. Die Widerstandfahigkeit
gegen Hiamolysine kann allerdings auch durch plasmaeigene Substanzen wie

Cholesterol, Serumglobulin, Lezithin und Albumin erh6ht werden (Burton 1969).

7 tetracyclische lipophile Triterpenderivate mit Sterangrundgeriist aus hoheren Pflanzen
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3.3 Physikochemische Schidigung

Bei dem Kontakt von Blut mit Fremdoberflichen kommt es zur sogenannten
physikochemischen Schidigung. Dabei konnen die Materialeigenschaft der nicht-
biokompatiblen Oberfliche zur Himolyse fiihren, wobei der Einfluss auf die Hdmolyse,
zumindest bei hoher Schubspannung (>150 N/m?), als gering eingestuft wird (Leverett
et al. 1972). AuBlerdem kann es zu gesteigerter Thrombogenese und
Leukozytenadhdsion (Wetzels et al. 1986), Aktivierung des Gerinnungssystems,
Aktivierung der Thrombozyten, Aktivierung des Komplementsystems sowie
Proteinadsorption kommen. Als Ausldser dafiir werden folgende Materialeigenschaften
angesehen (Glasmacher 2003):

e Oberflachenrauhigkeit

e Oberfldchenspannung

e chemische Struktur

e Benetzbarkeit

e Zetapotential

e Potentialgefille oder —differenz

e clektrische Leitfahigkeit

e auswaschbare Komponenten

e Form des Materials (kompakt, pords oder feine Kdrner)

e Kiristallinitit

3.4 Physikalische Schadigung

Bei der physikalischen Schadigung von Blut unterscheidet man mehrere Mechanismen.
Dazu zéhlt die mechanische Belastung, die stromungs-, sog- oder druckinduziert
auftreten kann, und die thermische Belastung. Die mechanische Schiadigung wird durch
das Auftreten von Schubspannung und Scherkriften verursacht. Zusitzlich kann bei
Blutpumpen die Hédmolyse auch durch Quetschung und Kavitation hervorgerufen

werden (Steegers et al. 1999).
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3.4.1 Schubspannung

Unter einer Stromung versteht man die Bewegung von Fliissigkeiten oder Gasen, wobei
man zwischen einer laminaren und einer turbulenten Stromung unterscheidet (Kuchling
1991).

Bei der laminaren Stromung kommt es zu einer inneren Reibung ohne Wirbelbildung
durch das Vorbeigleiten einzelner benachbarter Fliissigkeitsschichten —mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit, wobei kein Energieaustausch zwischen den
Schichten stattfindet. Diese Verschiebung der Schichten gegeneinander wird auch als

Scherung  bezeichnet, wobei die Scherrate ¢y  direkt proportional zur

Geschwindigkeitsdifferenz du und umgekehrt proportional zum Schichtabstand dy ist:

_du
Y dy

(GL 3.1)
Die innere Reibung ist Folge der zwischenmolekularen Kraftwirkungen und wird durch
thren Koeffizienten, die dynamische Viskositit n (Zéhigkeit), gekennzeichnet. Die
dynamische Viskositit 1 ist eine stark temperatur- und druckabhingige Grofe.

Die Schubspannung 7t ist proportional zu dem Geschwindigkeitsgradienten du/dy, wobei

die dynamische Viskositét 1 als Proportionalitdtsfaktor fungiert:
T=ne— (GL. 3.2)

Die Reibungskraft Fr, die der Verschiebung einer Schicht mit einer konstanten
Geschwindigkeit u parallel zur Nachbarschicht Widerstand liefert, ergibt sich aus dem

Produkt aus der Schubspannung t und der Fliche A der verschobenen Schicht zu:

F,=teA4=me Zl—u oA (Newton’sches Reibungsgesetz)  (Gl. 3.3)
'y
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Die laminare Stromung geht in eine turbulente Stromung iiber, wenn die sogenannte
kritische Geschwindigkeit {iberschritten wird. Dabei wird das Stromungsprofil
abgeflacht und es entstchen Wirbel, wobei die Krifte dann nicht mehr nur in
Bewegungsrichtung wirken, sondern auch quer dazu oder ihr entgegen. Mit
Uberschreitung der kritischen Geschwindigkeit wird auch die dazugehérige kritische
Reynoldszahl iiberschritten. Diese ist, ausgehend von einem durchstromten Rohr, direkt
abhingig vom Innendurchmesser 2r als kritische Linge, von der tiber den Querschnitt
gemittelten Geschwindigkeit v, der Dichte p und der dynamischen Viskositit n der
Fliissigkeit:

pevelr

Re= (Gl. 3.4)

Uberschreitet die dimensionslose Reynoldszahl den kritischen Wert von 2300, wobei
sich die Angabe dieses Zahlenwerts nur auf eine vollstdndig ausgeprigte Rohrstrémung
im Labor bezieht, findet der Ubergang in eine turbulente Stromung statt. Damit erhéht

sich der Effekt der Schubspannung um den Faktor zehn (Giersiepen 1988).

Die Auswirkungen der Scherkrifte auf das Blut sind vielféltig und betreffen die
einzelnen Zellpopulationen in unterschiedlicher Art und Weise.

Die Hauptwirkung auf die Erythrozyten besteht in einer Lyse, wobei laut Wurzinger et
al. (1986) die Anzahl der dadurch =zerstérten Erythrozyten mit zunehmender
Expositionszeit linear und mit zunehmender Schubspannung exponentiell zweiten
Grades ansteigt. Aktuelle Forschungsergebnisse von Paul et al. (2003) zeigen jedoch,
dass sich der Zusammenhang zwischen Schubspannung, Expositionsdauer und
Héamolyse anders darstellt. Es wurde in Versuchen mit einem Couette Viskosimeter
gezeigt, dass die Hamolyse erst dann exponentiell ansteigt, wenn sowohl eine kritische
Grenze der Schubspannung als auch eine kritische Grenze der Expositionsdauer
tiberschritten wird. Dieser Sachverhalt wird in einer der Arbeit von Paul et al. (2003)
zugehorigen Graphik veranschaulicht (Abbildung 10). Der Grund fiir die gleichbleibend
niedrige Hdmolyse in den Bereichen unterhalb der beiden kritischen Grenzen wird von

den Autoren (Paul et al. 2003) darin gesehen, dass das Couette Viskosimeter mittels
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einer Fliissigkeit gedichtet ist, die eine Material- oder Temperatur-induzierte
Schadigung verhindert.

AuBer zur Hamolyse kommt es auch zu Fragmentierung und Mikrosphirenbildung
(Fischer et al. 1979), zu geringerer Deformierbarkeit oder zu subletaler Schiadigung
(Sandza et al. 1974) und verdnderten Eigenschaften der Erythrozyten-Membran wie
Verringerung der osmotische Resistenz, Veridnderung der Kationen-Permeabilitidt und
Abnahme der Acetylcholinesterase-Aktivitit (Nanjappa et al. 1973).

Die Wirkung der Scherkrifte auf Thrombozyten ist ebenfalls eine Lyse, wobei die
Anzahl der lysierten Thrombozyten mit zunehmender Expositionszeit linear und mit
zunehmender Schubspannung exponentiell dritten Grades ansteigt (Wurzinger et al.
1986). Demnach reagieren Thrombozyten anfilliger auf die Schubspannung als
Erythrozyten. Eine Aktivierung der Thrombozyten durch die mechanische Belastung
findet laut Wurzinger et al. (1986) nicht statt, sondern lediglich {iber
Konzentrationserhohung von ADP.

Bei den Auswirkungen auf die Leukozyten handelt es sich laut Mclntire et al. (1976)
einerseits um eine Steigerung der Adhédsionsfdhigkeit, aber auch um eine sinkende
Aktivitdt in Bezug auf Chemotaxis und Migration. Aullerdem verringert sich auch die

Féhigkeit zur Phagozytose (Kusserow et al. 1971).

3.4.2 Thermische Belastung

Eine thermische Belastung von mehr als 45 °C fiihrt zu einer erhohten Fluiditdt und
damit zu einer Destabilisierung der hauptsidchlich aus Lipiden bestehenden
Erythrozytenmembran, die damit einer mechanischen Schidigung gegeniiber anfalliger
wird. AuBerdem kommt es zu einer Denaturierung von membranstindigen und
intrazelluldren Proteinen der Erythrozyten, die damit ihre Zellfunktionen nicht mehr
aufrecht erhalten kdnnen und so subletal geschiddigt werden oder lysieren. (Kreutzig
2000)

Es ist vorstellbar, das bei Lager- und Dichtungsreibung in manchen Gerdten hohere
Temperaturen erreicht werden kénnen. Ob und in welchem Ausmal} diese Erscheinung

auftritt, wurde bisher nicht in der Literatur beschrieben.
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Weitere Denaturierung der Proteine sind durch Séduren, Laugen, organische
Losungsmittel, Harnstoff und Schwermetallsalze moglich. Zu den Folgen zdhlen der
Verlust der biologischen Aktivitit, die Abnahme der Loslichkeit im wissrigen Milieu
durch Verlust der Hydrathiille und die Zunahme der Viskositét der Proteine. (Kreutzig
2000)
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Abbildung 10: Einfluss von Schubspannung und Expositionsdauer auf den Hamolyse-

Index

3.4.3 Druckbelastung

Druck ist eine skalare GroBe (besitzt demnach keine Richtung), unter der man das
Verhéltnis von einer senkrecht auf eine Fliche wirkende Kraft zu der Grofe dieser
Flache versteht. Je nach Kompressibilitit eines Mediums ruft eine Druckdnderung auch
eine Volumenidnderung hervor. Flissigkeiten sind jedoch nur gering volumenelastisch

und lassen sich trotz der leichten Molekulverschiebbarkeit nur bei sehr hohen Driicken
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komprimieren. Da sowohl das Milieu als auch der Inhalt der Erythrozyten eine
Fliissigkeit ist, widre zu erwarten, dass mittels einer reinen Druckbelastung keine
Hamolyse ausgelost werden kann. Dazu findet sich eine Bestidtigung bei GroB3 (1984)
und Lambert (1976). Allerdings gibt es auch Autoren, die eine Druckbelastung als
mogliche Ursache einer Himolyse ansehen, wie z. B. Bleifeld et al. (1973), Messmer

(1977), Casci et al. (1977).
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4. Versuchsbedingungen / Methodik

4.1 Blutauswahl

Die bei in-vitro Versuchen verwendeten Blutarten sind hauptsédchlich Human-, Rinder-,

Schweine-, Hunde- und Kaninchenblut. Das Blut der jeweiligen Spezies zeigt grof3e

Unterschiede im Hinblick auf die Bestandteile und die Verhaltensweise unter

bestimmten Einfliissen. Daraus ergeben sich entsprechende Schwierigkeiten bei der

Vergleichbarkeit untereinander. Humanblut wird aus Kostengriinden und aufgrund

seiner Kontagiositdt bei vielen Arbeitsgruppen nicht eingesetzt (Rasche 1995). Bei

unseren Versuchen wurde Schweineblut verwendet. Daher wird im Folgenden kurz auf

die physiologischen Charakteristika dieser Blutart eingegangen. Die Informationen

entstammen Rasche (1995).

4.1.1 Schweine-Erythrozyten

Die Erythrozytenparameter sind nach Mitruka (1984) mit Angabe der humanen

Parameter zum Vergleich in Tabelle 1 wiedergegeben (Greiling 1995):

Schweineblut Humanblut
Zahl (10%/p) 5,49 - 8,69 4,0-5,9
Hb (g/100 ml) 11,4-13,5 12-18
Hkt (Vol.%) 37,5-44,2 36 -53
MCYV (1) 54,6 - 62,0 80— 94
MCH (pg) 16,5 - 18,8 26-34
MCHC (g Hb/dl Ery) 26,1 - 34,1 31-37

Tabelle 1:

Vergleichende Ubersicht der Erythrozytenparameter von Schweine- und Humanblut

Das Aggregationsverhalten der Erythrozyten ldsst sich in vier Kategorien einteilen:

1. keine Aggregation

2. schwache Aggregation

22




4 Versuchsbedingungen

3. mittelstarke Aggregation

4. starke Aggregation
Dabei werden Schweine-Erythrozyten starke Aggregationseigenschaften zugeschrieben,
wéhrend menschliche Erythrozyten eine mittelstarke Aggregationsneigung aufweisen
(Gosen 1977).
In Bezug auf das Hamolyseverhalten werden Schweine-Erythrozyten gegeniiber
Human-Erythrozyten von mehreren Autoren als deutlich hdmolyseanfélliger beurteilt

(Wurzinger 1979, Waaben et al. 1985, Mottaghy 1985).

4.1.2 Schweine-Thrombozyten

Die Anzahl der Thrombozyten von 115 — 425 (10*/ul) liegt in der gleichen
GroBenordnung wie die der menschlichen Thrombozyten-Konzentration 145 — 375
(10°/ul) (Mitruka 1984). Sowohl die spontane Plittchenaggregation als auch das
Ansprechen auf ADP ist geringer ausgepridgt als bei menschlichen Thrombozyten
(Wurzinger 1979). AuBlerdem weisen die spontan gebildeten Aggregate aus Schweine-
Thrombozyten eine Fragilitit gegeniiber Scherbelastung auf, wéhrend spontane
Aggregate menschlicher Thrombozyten dieses Verhalten nicht aufweisen (Wurzinger
1979). Die Plasma-Thrombinzeit und Vollblutgerinnungszeit unterscheidet sich nicht

von der des menschlichen Blutes (Coles 1974).

4.1.3 Bewertung

Trotz der oben genannten Unterschiede zwischen Human- und Schweineblut, bestehen
immer noch mehr Ahnlichkeiten zwischen diesen beiden Blutsorten, als zwischen dem
Blut anderer Spezies und Humanblut (Rasche 1995). Das fiihrt dazu, dass
Versuchsergebnisse bei Tests mit Schweineblut eine Ubertragbarkeit auf menschliches
Blut erwarten ldsst (Paul et al. 2003). Das sensiblere Ansprechen des Schweineblutes
auf mechanische Belastung bietet daher eine gewisse Sicherheit, wenn Schétzungen
beziiglich Humanblut angestellt werden, und fiihrte zu der Verwendung dieses Blutes in

unseren Versuchen.
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4.2 Antikoagulanzien und andere Zusiitze

Jeder Liter Blut wurde bereits bei der Abnahme mit Substanzen und Substanzgemischen
versetzt, deren Funktion und Zusammensetzung anschlieBend erldutert wird:

1. 5000 L.E. Heparin

2. 125 ml CPDA-1

3. 80 mg Refobacin

4.2.1 Heparin

Heparin ist ein Schwefelsdure-haltiges Polymer aus D-Glukuronsdure und D-
Glukosamin, das hauptséchlich durch folgende Mechanismen gerinnungshemmend
wirkt (Pschyrembel 1998):

e Bindung an Antithrombin III, welches die Protease-Aktivitdt mehrerer
Gerinnungsfaktoren durch Komplex-Bildung hemmt. Als wichtigster Schritt
wird dabei die Umwandlung von Prothrombin in Thrombin blockiert.

e Direkte Hemmung der Gerinnungsfaktoren V, IX, Xa, XII.

e Hemmung der Thrombozyten-Aggregation und der Gerinnsel-Retraktion, sowie
Verstarkung der Freisetzung des Heparinklarfaktors, einer triglyzeridspaltenden
Lipoproteinlipase.

Die gerinnungshemmende Wirkung von Heparin in gelagertem Blut ist allerdings
zeitlich limitiert (Mueller-Eckhardt 1996). Das hingt damit zusammen, dass es auller an
Gerinnungsfaktoren auch unspezifisch an andere Plasmaproteine bindet (Forth 2001).
Laut Hennig (1966) fiihrt Heparin selbst schon zu einer H&dmolyse und bewirkt
ausserdem einen Anstieg der Aggregationsfiahigkeit von Leukozyten und Thrombozyten
(Mueller-Eckhardt 1996).

AuBer Heparin gibt es alternative Methoden der Gerinnungshemmung (Schmidt 1997).
Dazu zéhlen:

1. Mechanisches Riihren des frisch gewonnenen Blutes, wodurch Fibrinfdden am
Riihrstab hiingen bleiben und entfernt werden kénnen.

2. Nicht benetzbare Oberflichen wie Silikon, Wachs, Polystyrol in den
Auffanggefif3en.
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3. Zugabe von Calciumkomplexbildnern wie Oxalat, Zitrat oder EDTA
(Ethylendiaminessigsdure), da Calcium bei mehreren Schritten der
Gerinnungskaskade bendtigt wird.

4. Temperatursenkung, wodurch die Gerinnung zwar nicht verhindert, aber
zumindest verlangsamt wird.

5. CTAD, welches aus Citrat, Theophyllin, Adenosin und Dipyridamol
zusammengesetzt ist und einen stabilisierenden Effekt auf die Thrombozyten

ausiibt (Gressner 2000).

4.2.2 CPDA-1

CPDA-1 dient als Blut-Stabilisator, indem es die ATP,2,3-DPG-Synthese der
Erythrozyten und damit ihre Uberlebensdauer fordert. Zum Erhalt dieser Lésung sind in

einem Liter Aqua ad injectionem folgende Substanzen geldst:

263 ¢ tri-Natriumcitrate2H,O

327¢g Citronensdure*H,O

251¢g Na-Dihydrogenphosphats2H,0O
319¢ Glucose*H,O

0,275 g Adenin

Da CPDA-1 eine leicht saure Losung ist, kann dies allerdings neben seiner
Erythrozyten-stabilisierenden Wirkung einen negativen Effekt auf die Qualitdt der
gelagerten Erythrozyten-Suspension (siehe auch Kapitel 3.2.1) und damit auf die
Anfilligkeit gegeniiber der mechanischen Belastung haben (Paul et al. 2003).

4.2.3 Refobacin

Refobacin enthdlt den Wirkstoff Gentamicin (ein Aminoglykosid) und ist ein
hauptsdchlich gegen gramnegative Keime, Enterokokken und Staphylococcus aureus

wirkendes Antibiotikum, welches die bakterielle Veunreinigung vermindern soll.
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4.3 Geritebeschreibung

Bei den dieser Arbeit zugrundeliegenden Versuchen wird das Hemoresistometer der
Cleveland Clinic Foundation eingesetzt. Dieses Gerdt besteht im wesentlichen aus
einem zylindrischen Behilter und einem aufschraubbaren Deckel. Beide Teile sind aus
Titan, einem biokompatiblen Material, gefertigt. Abbildung 11 =zeigt die
Konstruktionszeichnung und Abbildung 12 ein Photo des Hemoresistometers.

Der Metallzylinder (11) (Innendurchmesser: 3 cm, AuBlendurchmesser 4.3 cm, Hohe:
3,85 cm) ist in einen weiteren Zylinder aus Plexiglas (10) eingelassen und auf einer
Plexiglasplatte (16) als Standfliche befestigt. Zwischen beiden Zylindern ist ein
Hohlraum, der mit einem O-Ring (13) nach auBlen hin abgedichtet ist und iiber einen
Einlass- und Auslassstutzen verfiigt. Dadurch kann der Titaniumzylinder mittels eines
Wasserkreislaufs und eines Wérmetauschers temperiert werden.

Der Deckel (5) besitzt einen Aufsatz, der den biirstenlosen DC-Servomotor (3) (DC =
direct current = Gleichstrom; Faulhaber, Schoneich) hilt, welcher die Achse {iber ein
Planetengetriebe (2) (Faulhaber, Schoneich) in Rotation versetzt. Die Achse reicht bei
aufgesetztem Deckel in den zylindrischen Behélter (11) hinein und dient der
Befestigung des Wiirfels (8). Die Abdichtung gegeniiber dem zylindrischen Behilter
erfolgt mittels eines O-Rings (7).

Der Wiirfel (8) bildet das Kernstiick des Geréts. Er ist wie auch Zylinder und Deckel
aus Titan gefertigt und besitzt eine kubische Form mit den MaBen von 2x2 cm. Die
seitlichen Kanten und die untere Flidche sind gerundet. Zwischen Zylinder und Wiirfel
besteht ein Spalt von 1 mm an den gerundeten Kanten und maximal 5 mm an den
Seiten.

Der Wiirfel erzeugt mittels Rotation die gewiinschten Scherkrifte (siche Kapitel 3.4.1)
in dem mit Blut gefiillten Zylinder. Ziel ist eine sinusformige mechanische Belastung
des Blutes in einem definierten AusmaR. Allerdings lassen sich die zu erwartenden
Scherkrifte aufgrund der Geometrie des Gerdtes nicht exakt anhand einer Gleichung
berechnen, so dass der Betriebspunkt nach Literaturangaben laut Gu (2000) bei 3300

upm fiir 15 Min. eingestellt wird.

26



4 Versuchsbedingungen

\

Jl

LH

\\\\\\\\\\\
Y

N NN SKNINNNNN

yiarane

Abbildung 11: Konstruktionszeichnung des Hemoresistometers
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1 Zwischenscheibe 10 Plexiglaszylinder

2 Planetengetriebe 11 Metallzylinder

3 DC-Servomotor 12 Zylinderschraube
4 Senkschraube 13 O-Ring

5 Deckel des Hemoresistometers 14 Senkschraube

6 Senkschraube 15 Flachkopfschraube
7 O-Ring 16 Plexiglasplatte

8 Wiirfel 17 Senkschraube

9 Gewindestift
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Abbildung 12: Hemoresistometer

4.4 Versuchsvorbereitungen

4.4.1 Blutgewinnung, Transport und Lagerung

Das in den Versuchen verwendete Schweineblut wird am Schlachthof in Eschweiler
gewonnen. Zundchst werden die mit Blut in Kontakt kommenden Teile wie Eimer,
Trichter und Filter (Nylonstrumpf) mit physiologischer Kochsalzlosung gespiilt. Dann
werden die Antikoagulantien mit Messbechern dosiert und in einen 51-Eimer gegeben.
AnschlieBend wird dem bereits narkotisierten Tier mittels eines Kehlschnitts die
Halsschlagader er6ffnet. Der erste Schwall herausstromenden Blutes (ca. 200 - 300 ml)
wird verworfen, um die Kontamination mit Schmutz, Bakterien und
Gewebsthromboplastin zu minimieren. Danach wird der 51-Eimer, in dem sich schon
ein Teil der Antikoagulanzmischung befindet, in einem Abstand von ca. 20 - 40 cm zum
Tier unter den Blutstrahl gehalten. Dabei sollte der Eimer vorsichtig kreisend bewegt
werden, um eine Durchmischung des Blutes mit den Antikoagulanzien zu
gewihrleisten. Je nach benétigter Blutmenge kann eine zusitzliche Blutabnahme bei
einem zweiten Tier notwendig sein. Dann wird abhéngig von der entnommenen Menge
Blut weiter Antikoagulanzlosung zugefligt, bis das Mischungsverhéltnis von 9:1

erreicht ist. AnschlieBend wird das Blut zu 11-Portionen durch den mit dem Strumpf
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iiberzogenen Trichter in die Blutbeutel umgefiillt und entliiftet. Die Blutbeutel werden
in Transportkisten gelegt und ins Institut gebracht. Die Zeitspanne zwischen
Blutgewinnung und Ankunft im Institut betrigt ca. 30 - 40 Minuten. Falls das Blut nicht
sofort Verwendung finden sollte, wie es bei uns an vier Versuchstagen der Fall war,

wird es im Kiihlschrank bei 5 °C gelagert.

4.4.2 Materialliste

e Hemoresistometer (siche Kapitel 4.5)

e Zentrifuge (GS-15, Beckmann)

e Mikro-Kapillar-Zentrifuge (Biofuge haemo, Heraeus)
e Spektrophotometer (Uvikon 930, Kontron Instruments)
e 2 ml Einwegspritzen

e 20 ml Einwegspritzen

e Dreiwegehahn (Discofix, Braun, Melsungen)

e Mikro-Haematokrit-Kapillarrohren (Assistent)

e Hiamatokrit-Ablesegerdt (Hettich)

e Eppendorf-Pipetten und Tips (20 ul + 250 pl)

e Semimikro-Kiivetten (Sarstedt, Niimbrecht)

e Reaktionslosung (Merckotest, Merck, Darmstadt)

e Reagiergefie (Sarstedt, Niimbrecht)

Es erleichtert den reibungslosen Ablauf der zeitlich gestaffelten Versuche, wenn die
benotigten Hilfsmittel zur Hamatokrit-Bestimmung (siehe Kapitel 4.6.3) und zur
Héamoglobin-Messung (siche Kapitel 4.6.2) vorbereitet werden. Dazu werden die
Einwegspritze (20 ml) zur Blutentnahme aus dem Blutbeutel und die Einwegspritzen (2
ml) zur Blutproben-Entnahme mit den zugehdrigen Eppendorf-Reagiergefifle
beschriftet und bereit gelegt. Wiahrenddessen kann der Antrieb und die Elektronik des
Hemoresistometers bereits warm laufen. Das Alter der Reaktionslosung wird tliberpriift
und gegebenenfalls durch neue Losung ersetzt. In einem Styroporbehilter sortiert man,

je nach beabsichtigter Versuchsanzahl, die entsprechende Menge an Kiivetten ein und
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befiillt sie mit der Reaktionslosung. Anschlieend wird der Kasten mit den Kiivetten

lichtgeschiitzt abgedeckt.

4.5 Versuchsaufbau

Der Versuchsautbau sollte moglichst einfach gehalten werden, um eine gute
Reproduzierbarkeit der Versuchsbedingungen moglich zu machen. Bendtigt werden das
Hemoresistometer, ein Servo-Verstirker mit Regler (Faulhaber, Schoneich), ein 24V-
Netzgerit (Hameg power supply HM 8142), ein Drehzahlmessgerit und ein Wasserbad
mit Heizelement (WTE var 3185, Assistent). Abbildung 13 zeigt den schematischen
Aufbau und Abbildung 14 ein Photo des Versuchsstandes. Das Hemoresistometer wird
auf der Arbeitsfldche positioniert und {iber den Verstiarker mit dem Netzgeréit und dem
Drehzahlmesser verbunden. Die beiden Durchflussstutzen des Plexiglaszylinders
werden iiber Schlduche (12x2 mm) mit der Pumpe des Wasserbads verbunden. Eine
Befestigung der Verbindungstellen mittels Kabelbinder ist sinnvoll, um ein Abrutschen
zu verhindern. Die gewliinschte Temperatur wird eingestellt und mittels eines digitalen
Thermometers regelméBig kontrolliert. Wéhrenddessen wird das Blut im Vorratsbeutel
(Ureofix 500, Braun, Melsungen) bei gewlinschter Temperatur gelagert und die
Auslasséffnung des Beutels zur einfacheren Blutentnahme und Entliiftung des Beutels

mit einem Dreiwegehahn versehen.

Drehzahlmessgerét Netzgerit

Verstarker Regler

beheizbares

Hemoresistometer
Wasserbad

Abbildung 13: schematische Darstellung des Versuchsaufbaus
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Heizelement und Pumpe Drehzahlmessgerdt  Netzger<it Verstdirker

Wasserbad Hemoresistometer Drehzahlregler

Abbildung 14: Versuchsstand

4.6 Versuchablauf und -durchfiihrung

Im Folgenden wird der Versuchsablauf nach Gu (2000) erldutert. Ein Ablauf umfasst
einen Zeitraum von ca. 25 Minuten, so dass alle halbe Stunde ein neuer Versuch

gestartet werden kann. Pro Versuchstag wurden im Schnitt zehn Durchldufe vollzogen.

4.6.1 Test-Ablauf

1. Testvorbereitung:
a) Hemoresistometer, Wasserbad, Verstirker, Regler, Drehzahlmessgerit und
Netzgerit im Arbeitsbereich platzieren
b) Wasserbadschlduche montieren und sicherstellen, dass keine Lecks vorhanden
sind

c¢) Wasserbad und Inkubator auf 36,5 °C vorwarmen
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d)
e)

elektrische Kabel montieren
Motor-Controller anschalten und auf 3300 upm einstellen

Motor ca. 60 min. laufen lassen, damit Betriebstemperatur erreicht werden kann

2. Testdurchfiihrung:

a)

g)

h)

3
k)

D

Wiirfel mit Hilfe der 0,14 inch Distanzscheibe an der Achse der Deckplatte
festschrauben (CAVE: nicht verkanten!)

Deckplatte so auf die Arbeitsfliche legen, dass der Wiirfel frei in der Luft
rotieren kann, und Motor laufen lassen

zwel 2ml Spritzen zur Probenentnahme sowie vier Eppendorf-Reagiergefifle
beschriften und bereitstellen

mit einer 20 ml Spritze 18 ml Blut aus dem Blutbeutel entnehmen

Zylinder mit 10 ml davon vorsichtig befiillen und 5 min. offen lassen

von den restlichen 8 ml jeweils 2 ml in zwei Eppendorf-Reagiergefafie fiillen
(Vorher-Proben), von den restlichen 4 ml jeweils 20 pl fir die Gesamt-
Héamoglobin-Bestimmung in die entsprechenden Rd&hrchen pipettieren und
auflerdem zwei Hamatokritréhrchen befiillen

diese Proben werden bis zum Zentrifugieren bei Raumtemperatur gelagert
Temperatur von Wasserbad und gelagertem Blut kontrollieren

Motor stoppen, Deckplatte auf Zylinder montieren und Motor sowie Stoppuhr
starten

rasch die gewlinschte Drehzahl einstellen und gegebenenfalls nachjustieren
Gerdt fiir 15 min. laufen lassen, dann Motor stoppen

Deckplatte vom Zylinder 16sen und beiseite legen

Probenentnahme mit zwei 2 ml Spritzen und Befiillen der zwei Eppendorf-
Reagiergefille (Nachher-Proben)

die beiden Vorher- und Nachher-Proben 10 min. bei 7000 g zentrifugieren und
anschlieBen 250 pl Plasma in die entsprechenden mit Iml Reaktionslosung
gefiillten Kiivetten pipettieren

die Kiivetten werden bis zum Abschluss des letzten Versuchs und dem Beginn

der photometrischen Messungen lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur gelagert

m) Gerét sdubern (siehe Testnachbereitung)
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3. Testnachbereitung:
a) die zwei Sicherungsschrauben 16sen, Deckel vom Zylinder abschrauben und
beides auf ein sauberes Tuch legen
b) Wiirfel von der Achse des Deckels abschrauben
c) die drei Teile mit Aqua dest. riickstandsfrei spiilen und mit flusenfreiem
Einmaltuch trocken wischen (CAVE: kein Wasser auf Motor oder Motorschaft)

d) die drei Teile visuell auf Schiaden untersuchen

4.6.2 Hamoglobin-Messung

Um das in einer Losung enthaltene Hadmoglobin zu messen, gibt es viele verschiedene
Moglichkeiten, von denen sich die Methode der Absorption-Photometrie unter
Anwendung des Lambert-Beer-Gesetzes schon seit Lingerem etabliert hat (Richterich
1978). Hierbei wird das Hamoglobin durch die Inhaltsstoffe der Drabkin-Losung
(Kaliumferricyanid, Kaliumcyanid) zundchst zu Hamiglobin oxidiert und anschlieBend
in stabiles Cyanohdmoglobin umgewandelt. Die Intensitit dieses Farbkomplexes wird

in Form der Extinktion E bei den Wellenlédngen 546 nm und 691 nm gemessen.

4.6.2.1 Ermittlung der freien Plasmahdmoglobinkonzentration

Hierzu werden 2 ml Vollblut 10 min. bei 7000g zentrifugiert. Von dem Plasma-
Uberstand werden 250 pl in die mit 1 ml Reaktionsldsung (Merckotest, Merck,
Darmstadt) gefiillte Kiivette gegeben und vermischt. Die Differenz der beiden
Extinktionswerte wird mit dem entsprechenden Extinktionsfaktor (0,746) multipliziert,
um die freie Plasmahd@moglobinkonzentration fHb in mg Hidmoglobin pro 100 ml

Plasma zu erhalten (Richterich 1978).

mgHb

GL 4.1
N T00mi ( )

ij = (E546nm - E69lnm) s 0’746
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4.6.2.2 Ermittlung der Gesamthdmoglobinkonzentration

Es werden 20 pl Vollblut mit 5 ml Reaktionslosung (Merckotest, Merck, Darmstadt)
vermischt und die Extinktion E friithestens nach 3 - 5 Min. bei der Wellenldnge 546 nm
gemessen. Nach Multiplikation mit dem entsprechenden Extinktionsfaktor (36,8) erhélt
man die Gesamthdmoglobinkonzentration gHb in g pro 100 ml (Richterich 1978).

E
gHb = o o368 &Hb

10° n L00ml (Gl. 4.2)

4.6.3 Hamatokrit-Messung

Der Hamatokritwert bezeichnet den Anteil der zelluldren Bestandteile (mit 96 %
hauptsdchlich Erythrozyten) am gesamten Blutvolumen. Er wird in Vol.% oder in
Vol.% - 0,01 angegeben. Zur Bestimmung wird die ungerinnbar gemachte Blutprobe
zentrifugiert, wobei ca. 1 - 4 Vol.% Plasma zwischen den Erythrozyten verbleibt.
AnschlieBend wird der Volumenanteil der Erythrozyten in einem graduierten Réhrchen
oder einer Glaskapillare (Mikromethode) mittels des Himatokrit-Ablesegerits (Hettich)
abgelesen. Die verwendeten Antikoagulanzien diirfen das Erythrozytenvolumen nicht

verdndern (z. B. EDTA). (Pschyrembel 1998)
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5. Ergebnisse und Auswertung
5.1 Versuchsprotokoll

Zu Beginn der Untersuchungen stand die Uberlegung an, welche Parameter relevant
und damit zu bestimmen seien. Da die freie Plasmahdmoglobinkonzentration ein in der
Literatur hiufig genutzter Hauptparameter der in-vitro und in-vivo Hamolyse ist, wurde
sie in die Liste der zu bestimmenden Parameter aufgenommen (Iwaya et al. 1997, Qian
et al. 1995, Cahill et al. 1959). Um eine Aussage liber den Anteil des frei werdenden
Plasmahdmoglobins treffen zu konnen, erfolgt zusitzlich die Bestimmung der
Gesamthdmoglobinkonzentration  als  Bezugspunkt. Die  Gesamthdmoglobin-
konzentration und der Hadmatokritwert des Blutes korrelieren im Prinzip miteinander
(Mizuguchi et al. 1994), aber es konnen auch Abweichungen auftreten. Der jeweilige
Héamatokritwert der Proben wurde mitbestimmt, um die Korrelation zu priifen.
Grundsitzlich wurden diese Parameter doppelt bestimmt, dass heif3it, es wurden jeweils
zwei Proben genommen, die getrennt voneinander analysiert wurden. Damit sollen stark
abweichende Werte moglicherweise einem Messfehler zugeordnet werden konnen.

Die Proben fiir die Bestimmung des Hématokritwertes (Hkt) wund der
Gesamthdmoglobinkonzentration (gHb) werden vor Versuchsbeginn entnommen. Die
freie Plasmahdmoglobinkonzentration wird sowohl vor (fHbV), als auch nach (fHbN)
dem Versuch bestimmt. Damit erhdlt man die notwendigen Blut-Parameter fiir die

Gleichung zur Ermittlung der Himolyseparameter:

AfHb = fHDN — fHbV in (mg/dl) (GL 5.1)

W= __AHb o gHb in (mg/dl) (Gl.5.2)
gHb — fHbV

Der Parameter fHbV charakterisiert die Autohdmolyse, also die Himolyse, die schon
vor den Versuchen im gelagerten Blut stattfindet, und der Parameter fHbN die wéhrend
des Versuchs mechanisch induzierte Hdmolyse. Genauere Hinweise zur Ermittlung

dieser Gleichungen finden sich in Kapitel 5.4.1.
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Zusitzlich werden der Zeitpunkt der Blutabnahme, die iiber die Einzelversuche
gemittelte Gerdtetemperatur, die ebenfalls gemittelte Blutlagerungstemperatur, die
Uhrzeit bei Beginn der einzelnen Versuche und der Betriebspunkt des
Hemoresistometers notiert. Der gesamte Ablauf wird in Abbildung 15 graphisch
dargestellt. Im Priifstand kommt ein Getriebe mit der Ubersetzung von 3,71 : 1 zum
Einsatz (siche auch Geritebeschreibung in Kapitel 4.3), weshalb eine Drehzahl von
12243 upm gewidhlt werden muss, um eine Rotation des Wiirfels von 3300 upm zu
erreichen. Die Drehzahl wurde jeweils zu Beginn und zum Schluss des Versuchs
abgelesen.

Als Beispiel ist das Versuchsprotokoll des Versuchstags XIII abgebildet (Tabelle 2).

Versuchstag Nr. XIII

Datum :06.03.2003
Uhrzeit der Blutabnahme  : 06:40
Geridtetemperatur : 36,5 °C gemittelt
Blutlagerungstemperatur : 21 °C gemittelt
Versuch | Uhrzeit fHbV fHbN gHb Hkt upm
Nr. (vor Motor)
[691] [546] | [691] [546]| [546] |(Vol.%)| Anfang Ende
1 9:39 47 79 69 | 160 | 324 38 12227 12247
49 82 66 | 153 | 330 37
2 10:12 | 49 83 65 | 147 | 328 38 12227 12252
50 84 62 | 140 | 333 38
3 10:41 51 86 66 | 174 | 329 38 12222 12257
50 84 59 | 161 | 331 37
4 11:14 | 49 84 58 | 132 | 326 37 12232 12254
50 85 59 | 134 | 328 38
5 11:44 | 46 80 58 | 132 | 332 38 12227 12257
49 83 58 | 131 | 332 38
6 12:10 | 48 81 58 | 132 | 326 38 12229 12234
51 85 61 137 | 330 38
7 12:40 | 49 83 63 | 147 | 334 38 12234 12262
47 80 62 | 146 | 331 38
8 13:09 | 48 82 56 | 131 | 329 37 12232 12257
47 81 58 | 135 | 329 38
9 13:37 | 44 78 54 | 132 | 333 38 12202 12237
46 81 54 | 129 | 327 38
10 14:05 45 80 51 123 | 328 38 12232 12259
46 81 54 | 128 | 331 38

Tabelle 2: Beispielprotokoll
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oo

Tatigkeit: protokollierte
Eigenschaft:

| .
Blutabnahme f-------- > Datum, Uhr%elt, !
| Menge, Zusitze, |
| Anzahl der Tiere
S |
Zusitze —>

Transport
Lacerung  be-someeen3 - Z;t, - _I
agerung )| Temperatur |
= -
Befiillung Gerit )| Temperatur

Probe vorher
2x2ml

e _I
)| Zeit, Drehzahl |
Analysen - T T T =
e _I
Ende  }---------2 Zeit, Drehzahl
)l |

Probe nachher - T
2 x 2 ml

Reinigung Geriét

Messergebnisse ﬁ

Abbildung 15: Flussdiagramm des Versuchs-Ablaufs
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5.2 Ubersicht iiber alle Versuchstage, Allgemeines zu Versuchen

Insgesamt wurden zwanzig Versuchstage (mit romischen Ziffern durchnummeriert)
absolviert, an denen jeweils eine Versuchserie vorgenommen wurde. Eine Versuchserie
besteht aus einer bestimmten Anzahl von Einzelversuchen (mit arabischen Ziffern
durchnummeriert). Es folgt zunichst eine Aufstellung aller Versuchstage (Tabelle 3).
Diese werden anschlieBend nach den Versuchsbedingungen sortiert (siche Kapitel 5.3).
Versuchstag 1 diente zunédchst einmal dazu, den Ablauf des Versuchsprotokolls (siehe
Kapitel 5.1) zu testen und zu iiben, das notwendige Werkzeug zu beschaffen und
kleinere technische Schwierigkeiten zu beheben. Infolge des hohen Zeitaufwands von
iiber einer Stunde pro Einzelversuch wurden an diesem Tag nur vier Versuche
durchgefiihrt.

Die Versuchtage II bis IV und VII wurden bei einer durchschnittlichen
Geritetemperatur von 36,5 °C, einer Blutlagerungstemperatur von 21 °C und mit
gepooltem Blut® durchgefiihrt. Die angestrebte Anzahl von Einzelversuchen war zehn,
was allerdings an den Versuchstagen III und IV aufgrund technischer Schwierigkeiten
nicht erreicht wurde.

Die Versuchstage V und VII sind die einzigen Versuche, bei denen sowohl Gerite- als
auch Blutlagerungstemperatur bei 21 °C bzw. 22,2 °C lagen. Die Anzahl der
Einzelversuche betridgt zehn, das Blut war gepoolt.

Die Versuchstage VI und IX sind dadurch gekennzeichnet, dass sowohl Gerite- als auch
Blutlagerungstemperatur bei 36,4 °C bzw. 36,5 °C liegen. Die Anzahl der
Einzelversuche betrdgt zehn bzw. dreizehn und das Blut war gepoolt. Danach wurden
die Rahmen- und Versuchsbedingungen standardisiert.

Die Versuchstage X bis XX zeichnen sich dadurch aus, dass die Temperaturwahl nicht
mehr variiert wurde, also die Gerétetemperatur 36 °C und die Lagerungstemperatur
21 °C betrug, der Abnahmezeitpunkt notiert wurde, die Einzelversuche in
gleichméBigen Abstinden von 30 min. gestartet wurden und Blut von nur einem Tier
verwendet wurde. Hinzu kommt, dass die Blutmenge der Versuchstage XIII, XV, XVII
und XIX nach Ankunft im Labor geteilt wurde, wobei eine Hilfte an dem jeweiligen

Versuchstag sofort verwendet wurde, wiahrend die andere Hilfte fiir 24 Stunden im

¥ Blut wurde von mehreren Schweinen entnommen und gemischt
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Kiihlschrank bei 5 °C zwischengelagert wurde und an den jeweils folgenden

Versuchstagen verwendet wurden (Versuchstage XIV, XVI, XVIII und XX).

5.3 Auswahl und Sortierung der auszuwertenden Tage

Zur Auswertung werden alle Versuchstage mit zehn oder mehr Einzelversuchen, also

die Versuchtage II, V und VII bis XX, berticksichtigt.

Die gesamte Tests lassen sich in zwei Phasen einteilen. Die erste Phase dient dazu, eine

Ubersicht iiber die verschiedenen Versuchsbedingungen zu bekommen. Die endgiiltige

Form des Protokolls und die Anzahl der pro Versuchsserie durchgefiihrten Tests wurden

daraufhin festgelegt. Auch die Entscheidung iiber den weiteren Verlauf in Bezug auf die

Versuchsbedingungen wird anhand dieser Tests getroffen. In der zweiten Phase werden

Tests bei nur zwei unterschiedlichen Bedingungen durchgefiihrt und ausgewertet.

Versuchs- | Datum Bedingungen Anzahl Blut Abnahme, | Abstinde
tag Gerite- | Lager.- | Einzel- Lagerung
temp. | temp. | versuche
(9] (9]

I 04.11.02 | 36,5 21 4 gepoolt - -

11 11.11.02 | 36,5 21 10 gepoolt - -
111 14.11.02 | 36,5 21 7 gepoolt - -
v 21.11.02 | 36,5 21 9 gepoolt - -

\Y 25.11.02 21 21 10 gepoolt - -
VI 12.12.02 | 36,4 36,4 7 gepoolt - -
VII 16.12.02 | 222 222 10 gepoolt - -
VIII 19.12.02 | 36,5 21 10 gepoolt - -
IX 06.01.03 36,5 36,5 13 gepoolt - -

X 09.01.03 36,5 20,6 10 von einem Tier 6:15 30 min
XI 16.01.03 | 36,5 22,4 10 von einem Tier 7:15 30 min
XII 20.01.03 | 36,5 21,1 10 von einem Tier 6:35 30 min
XIII 06.03.03 36,5 21 10 von einem Tier 6:40 30 min
X1V 07.03.03 36,4 21,3 10 von einem Tier | Lag. 24 h 30 min
XV 10.03.03 36,4 20,5 10 von einem Tier 6:30 30 min
XVI 11.03.03 36,4 20,4 10 von einem Tier | Lag.24h | 30 min
XVII 13.03.03 | 36,4 20,5 10 von einem Tier 6:15 30 min
XVIII 14.03.03 36,4 21,1 10 von einem Tier | Lag.24h 30 min
XIX 17.03.03 36,4 21,7 10 von einem Tier 6:15 30 min
XX 18.03.03 36,4 21,1 10 von einem Tier | Lag.24h | 30 min

Tabelle 3: Ubersicht iiber die Versuchstage
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5 Ergebnisse und Auswertung

5.4 Auswertung

Anhand der in Kapitel 4.6.2 und Kapitel 4.6.3 angegebenen Methoden werden die
erforderlichen Blutparameter Hadmatokrit, Plasmahdmoglobinkonzentration und
Gesamthdmoglobinkonzentration bestimmt. Die Versuchsdurchfiihrung, also Befiillung
und Séduberung des Gerdts und Abnahme der Proben, wurde bereits in Kapitel 4.6.1
erlautert. Das Protokoll als Grundlage der Auswertung wurde in Kapitel 5.1 besprochen
und gezeigt (Tabelle 2). Die Plasmahdmoglobinkonzentration und die
Gesamthdmoglobinkonzentration werden anhand der Extinktionswerte berechnet (sieche
Kapitel 4.6.2). Zur Herkunft der in den Auswertungen verwendeten Werte und ihre
zugehorigen Gleichungen siehe Kapitel 5.4.1.

5.4.1 Ermittlung der Gleichungen

Zur Auswertung der gemessenen Werte werden verschiedene Gleichungen benutzt,
deren Ergebnisse als die Werte AfHb, HW, MFI und Hkt/gHb in den entsprechenden
Tabellen angegeben werden. Diese Angaben werden im Folgenden erldutert.

Der Wert AfHb steht fiir die Differenz des freien Plasmahédmoglobins. Man erhilt ihn
durch Subtraktion des Wertes fHbV von dem Wert fHbN (GI. 5.1). Es ist die einfachste

Methode eine Aussage iiber die stattgefundene Hamolyse zu treffen.

AfHb = fHDN — fHbV in (mg/dl) (GL. 5.1)

Der Héamolysewert HW konnte auch als Hamolyseindex bezeichnet werden. Da der
Begriff ,,Hdmolyseindex* jedoch hdufig anders definiert ist als in diesem Fall, z. B. im
Zusammenhang mit Blutpumpen, wird zur besseren Verstindlichkeit der oben
angegebene Name gewdhlt. Der Himolysewert charakterisiert, wie auch der Wert AfHb,
die mechanische Fragilitit des Blutes, wobei jedoch die
Gesamthdmoglobinkonzentration zur differenzierten Beurteilung mit einbezogen wird.
Grundlage der Gleichung ist die Uberlegung, dass der HW gleich null ist, wenn keine
Héamolyse vorliegt, und gleich der Gesamthdmoglobinkonzentration ist, wenn die

Héamolyse maximal ist, dass heil3t alle Erythrozyten lysiert sind. Daraus ergibt sich:
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- b
gHb— fHbV

gHb in (mg/dl) (GL. 5.2)
Da die freien Plasmakonzentrationen in mg/dl und die Gesamthdmoglobinkonzentration
in g/dl angegeben sind, ist eine entsprechende Einheiten-Konversion notig.

Dem Mechanical Fragility Index (MFI) liegt eine Gleichung von Kameneva et al.

(1999) zugrunde, die mit unseren Notationen versehen folgendermafen lautet:

mrr=— Y10 100
gHb — fHbV

(GL 5.3)
Der MFI ist dimensionslos. Beim Vergleich von MFI und HW fillt auf, dass sich ihre
Gleichungen stark dhneln, lediglich die maximale Hdmolyse beim MFI gleich Hundert
gesetzt wird.

Der Wert Hkt/Hb gibt das Verhiltnis von Himatokrit zum Gesamthdmoglobin an. Er
wurde in der Tabelle (Tabelle 4) aufgefiihrt, um zu kontrollieren, ob starke

Abweichungen beziiglich der Korrelation der beiden Werte auftreten.

5.4.2 Phase 1 — Ubersicht und Modifikation verschiedener Parameter

In dieser zur Orientierung dienenden Phase wurden drei unterschiedliche

Temperaturkombinationen gewahlt. Diese sind Tabelle 4 zu entnehmen.

Phase 1

Tag | Temperatur | fHbV | fHbN | gHb Hkt Hkt/ upm AfHb HW | MFI
Gerit | Lag. gHb | (Wiirfel)
(°C) | (°C) | (mg/dl) | (mg/dl) | (g/d]) | (Vol.%) (mg/dl) | (mg/dl)
11 36,5 | 21 29,99 | 102,09 | 11,48 36 3,08 | 3300£1 | 72,10 | 72,29 | 0,92
VII| 36,5 | 21 24,80 65,35 | 11,10 38,5 3,21 | 3300+1 | 40,55 | 40,63 | 0,40
\Y 21 21 33,05 86,83 | 13,12 42 3,17 | 329942 | 53,79 | 53,92 | 043
VI | 222 | 222 | 36,70 58,30 | 12,29 39,5 3,47 | 3299+£2 | 21,60 | 21,67 | 0,20
IX 365|365 ]| 37,21 73,67 | 11,52 35,5 3,11 | 3299+1 | 36,62 | 36,73 | 0,44

Tabelle 4: Versuchstage der Phase 1
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Bei allen Versuchstagen bewegt sich die Gesamthdmoglobinkonzentration im Bereich
von 11,1 g/dl bis 13,12 g/dl und der Hdmatokritwert im Bereich von 35,5 % bis 42 %.
Das Verhiltnis Himatokrit zu Gesamthdmoglobinkonzentration liegt relativ konstant
zwischen 3,08 und 3,47. Der Betriebspunkt ist bei allen Tagen anndhernd gleich mit im
Schnitt 3299 upm fiir 15 Minuten.

Die Versuchstage II und VIII bei den Bedingungen 36,5 °C / 21 °C weisen eine sehr
grofle Differenz der Werte AfHb, HW und MFI auf: Die Hamolyse am Tag II ist fast
doppelt so hoch wie am Tag VIII. Bei der Betrachtung des Verlaufs iiber die zehn
Einzelversuche (siche Abbildung 16) fillt auf, dass das fHbN am Tag II einer
absteigenden Trendlinie folgt, wahrend das fHbN am Tag VIII relativ konstant bleibt.

Bedingungen: 36,5/ 21 Grad Celsius
140 -
120 \
100 \_W
80 \-/\ —&—vorher |

)

(2]

E M AA/‘\\. —&—nachher Il

a 60 ~a | —2&—vorher VIII

= —a&— nachher VIII
40

Versuch Nr. / Zeit

Abbildung 16: Freies Himoglobin iiber die Einzelversuche der Versuchstage

IT und VIII

Die Versuchstage V und VII bei den Bedingungen 21 °C /21 °C bzw. 22,2 °C /22,2 °C
weisen ebenfalls eine groBe Differenz der Werte AfHb, HW und MFI auf: Die
Hamolyse am Tag V ist fast doppelt so hoch wie am Tag VII. Bei der Betrachtung des
Verlaufs iiber die zehn Einzelversuche (siche Abbildung 17) fillt auf, dass Tag V
groflere Schwankungen des fHbN aufweist als Tag VII. Am Ende des Versuchstags VII
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wurde die Bluttemperatur nach Beendigung der Einzelversuche gemessen und lag mit

maximal 30,6 °C doch deutlich hoher als die durch die Kiihlung eingestellten 21 °C

bzw. 22,2 °C.
Bedingungen:
21 /21 bzw. 22,2 |/ 22,2 Grad Celsius
140 -
120
100
s l/'\./.__.\./\./.\ v
=) LI
£ —&—nachher V
E 60 ,‘kﬁAVAW —A—vorher VII
& —a—nachher VII
40 —— : : :
20

1 2 3 4 5 6 7
Versuch Nr. / Zeit

Abbildung 17: Freies Himoglobin iiber die Einzelversuche der Versuchstage

Vund VII

Der Versuchstag IX findet bei den Bedingungen 36 °C / 36 °C statt. Der Hamatokrit

betragt 35,5 % und das Gesamthdmoglobin liegt bei 11,52 g/dl. Das Verhiltnis dieser

beiden Grofen ist gleich 3,11 und befindet sich damit in der Grof3enordung der anderen

Versuchstage. Mit einem AfHb von 36,62 mg/dl, einem HW von 36,73 mg/dl und einem

MFI von 0,44 liegt die Hédmolyse im Bereich der Versuchstage V und VIII. Die

Betrachtung des fHbV im Diagramm (Abbildung 18) zeigt einen konstanten Verlauf bei

im Schnitt (37,21 mg/dl), wie es auch an den anderen Versuchstagen der Fall ist. Das

fHDN fallt dhnlich wie an Tag II von 91 mg/dl auf 59,7 mg/dl ab.
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Bedingungen: 36,5/ 36,5 Grad Celsius
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Abbildung 18: Freies Himoglobin iiber die Einzelversuche von Versuchstag IX

Die mechanisch erzeugte Héamolyse war an allen Versuchstagen dieser
Orientierungsphase recht unterschiedlich, wobei die hochste am Tag II (MFI = 0,92)
und die niedrigste am Tag VII (MFI = 0,20) gemessen wurde. Die stirkere Hdmolyse
findet bei einer Gerédtetemperatur von 36,5 °C statt.

Fiir das weitere Vorgehen in der Phase 2 wird die Gerétetemperatur von ca. 36,5 °C
beibehalten, weil auch die Testung von Blutpumpen, die den Hintergrund dieser Arbeit
bilden (siehe Kapitel 1), bei moglichst physiologischen Bedingungen durchgefiihrt
werden, also bei eben dieser Temperatur. Die Blutlagerungstemperatur wird fiir die
folgenden Versuche auf (21 °C) festgelegt. Das die Autohdmolyse charakterisierende
fHbV der Versuchstage, an denen das Blut bei ca. 36 °C gelagert wurde, zeigte die
hochsten gemessenen Werte an. Auler der Vereinheitlichung der Versuchsbedingungen
wurde auch das Protokoll modifiziert, dessen endgiiltige Fassung Kapitel 5.1 zu

entnehmen ist.

5.4.3 Phase 2 — Konstante Parameter

Nachdem in der ersten Phase gepooltes Blut verwendet wurde, wie es auch bei

Héamolysetests mit Blutpumpen héufig der Fall ist, wurde fiir diese Phase Blut bestellt,
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welches von einem einzigen Tier entnommen wurde. Dies ist aufgrund der Tatsache
moglich, dass unser Gerédt nur eine sehr geringe Blutmenge bendtigt. Dadurch sollen die
immunologischen Komplikationen, die durch das Mischen entstehen konnten, moglichst
gering gehalten werden. Der Abnahmezeitpunkt wurde auf dem Blutbeutel notiert, um
die Zeitspanne zwischen Abnahme und Versuchsbeginn bestimmen zu konnen.
Zusétzlich wurde der Ablauf der Versuchsserie insofern standardisiert, als dass die
Versuchserie an jedem Tag zur gleichen Zeit gestartet wurde. Somit wurde der Abstand
zwischen Blutabnahme und Versuchserienbeginn mit Ausnahme des Versuchstages XI
immer zwischen 3 und 3,5 h gehalten, die Einzelversuche wurden alle 30 Minute
durchgefiihrt.

Die Phase 2 ist wiederum in zwei Abschnitte unterteilt. Die Versuchstage X, XI, XII,
XIII, XV, XVII und XIX bilden die erste Gruppe (Tabelle 5) und werden bei einer
Geridtetemperatur von 36,5 °C und einer Blutlagerungstemperatur von 21 °C
durchgefiihrt. Die Blutmenge der Versuchstage XIII, XV, XVII und XIX wurde nach
Ankunft im Labor geteilt, wobei eine Hélfte an dem jeweiligen Versuchstag sofort
verwendet wurde, wahrend die andere Hilfte fiir 24 Stunden im Kiihlschrank bei 5 °C
zwischengelagert wurde. Die zweite Gruppe besteht aus den Versuchstagen XIV, XVI,
XVIII und XX (Tabelle 8) und wird mit dem gelagerten Blut des vorangehenden
Versuchstags bei den gleichen Temperatur-Bedingungen durchgefiihrt.

Phase 2, Gruppe 1

Tag | Temperatur | fHbV | fHbN | gHb Hkt Hkt/ upm AfHb HW | MFI
Gerit | Lag. gHb | [Wiirfel]
(°C) | (°C) | (mg/dl) | (mg/dl) | (g/dl) | (Vol.%) (mg/dl) | (mg/dl)

X 36,5 | 20,6 | 33,09 | 89,52 | 11,9 | 37 | 3,14 | 3299+1 | 56,43 | 56,59 | 047

XI 36,5 [ 22,4 ] 38,42 | 65,16 | 11,79 | 38,5 3,26 | 329843 | 26,74 | 26,83 | 0,23

XII 36,5 | 21,1 | 36,18 90,45 | 12,94 40 3,04 | 3300+1 | 54,27 | 54,42 | 0,38

XII | 36,5 | 21 25,4 60,16 | 12,22 37,5 3,11 | 329942 | 34,76 | 34,84 | 0,35

XV | 364 [20,5] 26,59 | 82,47 | 13,08 39 2,99 | 3298+2 | 55,88 | 55,99 | 0,48

XVII| 36,4 | 20,5 | 26,37 52,11 | 13,19 40 3,03 | 3299+1 | 25,74 | 25,79 | 0,18

XIX | 36,4 | 21,7 | 31,07 | 63,15 | 12,68 40 3,17 | 3299+1 | 32,08 | 32,16 | 0,32

Tabelle 5: Versuchstage der Phase 2, Gruppe 1
Bei den Versuchstagen der Gruppe 1 (Tabelle 5) liegt das Gesamthdmoglobin zwischen

11,79 g/dl und 13,19 g/dl und der Hématokritwert zwischen 37 % und 40 %. Der
Betriebspunkt liegt mit 3298 bis 3300 upm fiir 15 min. im Sollbereich. Die
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Héamolyseparameter betragen zwischen 25,47 mg/dl und 56,74 mg/dl als AfHb und
zwischen 0,18 und 0,48 als MFI. Damit liegt die Himolyse der Tage XII, XIII und XIX
in der GroBenordnung des Durchschnitts von 0,34 (MFI gemittelt {iber die Versuchstage
der Gruppe 1), wihrend die am Tag XI und am Tag XVII deutlich nach unten und die
der Tage X und XV nach oben abweicht.

Zur Veranschaulichung werden zwei graphische Darstellungen gewéhlt (Abbildung 19
und 20), deren Datengrundlage die beiden folgenden Tabellen zeigen (Tabelle 6 und 7),
welche die gemessenen Konzentrationen des freien Plasmahdmoglobins pro

Versuchstag und Einzelversuch angeben.

Versuchs-| Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Mittelwert
Nr. X XI XII XIII XV | XVII | XIX

—_—

32,82 | 36,93 | 36,93 | 24,25 | 26,48 | 25,74 | 30,96 | 30,57 £5,26

34,32 | 38,42 | 35,44 | 25,36 | 25,74 | 27,23 | 32,08 | 31,23 £ 5,17

35,06 | 37,30 | 37,30 | 25,74 | 26,11 | 27,23 | 30,96 | 31,39 £5,17

33,94 | 38,42 | 36,18 | 26,11 | 27,60 | 26,11 | 32,08 | 31,49 £4,99

33,94 | 38,42 | 36,55 | 25,36 | 26,11 | 26,86 | 31,33 | 31,23 £5,28

32,45 | 3991 | 37,30 | 24,99 | 26,86 | 27,23 | 32,45 | 31,60 £ 5,60

32,08 | 37,30 | 36,18 | 24,99 | 26,48 | 26,48 | 29,84 | 30,48 £4,90

32,08 | 38,79 | 37,30 | 25,36 | 27,60 | 26,48 | 29,09 | 30,96 £ 5,31

O |0 |I[N| |k (Ww]|bo

32,08 | 39,54 | 35,06 | 25,74 | 27,23 | 24,99 | 29,84 | 30,64 £5,31

10 32,08 | 39,17 | 33,57 | 26,11 | 25,74 | 25,36 | 32,08 | 30,59 + 5,13

Tabelle 6: Konzentration des freien Plasmahédmoglobins vorher, fHbV in (mg/dl)

Versuchs-| Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Mittelwert
Nr. X XI XII | XII XV | XVII | XIX

—_—

87,66 | 64,53 | 86,91 | 66,39 | 89,89 | 49,98 | 71,24 | 73,80 + 14,93

90,27 | 64,16 | 99,59 | 59,68 | 83,18 | 52,59 | 70,12 | 74,23 £17,22

93,62 | 65,65 | 96,98 | 78,33 | 82,06 | 52,22 | 69,75 | 76,94 + 15,80

86,54 | 64,16 | 90,64 | 55,58 | 88,77 | 53,34 | 70,50 | 72,79 £ 15,90

89,89 | 64,53 | 84,67 | 54,83 | 82,81 | 50,73 | 58,93 | 69,48 £ 15,95

92,13 | 67,14 | 89,89 | 55,95 | 79,08 | 47,00 | 59,68 | 70,12 + 17,36

94,37 | 67,14 | 89,15 | 62,66 | 79,08 | 53,34 | 59,68 | 72,20 + 15,57

87,28 | 64,53 | 90,27 | 56,70 | 78,33 | 54,46 | 59,31 | 70,12 &+ 14,95

O (oA |n |k~ |W

81,69 | 64,53 | 89,89 | 57,07 | 82,06 | 52,97 | 56,32 | 69,22 + 14,99

10 91,76 | 65,17 | 86,54 | 54,46 | 79,45 | 54,46 | 55,95 | 69,70 £16,01

Tabelle 7: Konzentration des freien Plasmahdmoglobins nachher, fHbN in (mg/dl)
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Die erste graphische Darstellung (Abbildung 19) zeigt den Verlauf der einzelnen
Versuchstage im Vergleich miteinander. Durch die Mehrfachdarstellung kommt es zwar
zu Uberlagerungen besonders im Bereich der Datenreihen des fHbV, aber es zeigt, dass
hier eine Konstanz der Autohdmolyse mit Werten zwischen 24,25 mg/dl und 39,91
mg/dl vorliegt. Die oben geschilderte Abweichung der Versuchstage XI und XVII nach
unten ist bei der Betrachtung des Verlaufs von fHbN in der jeweiligen Graphik gut zu
erkennen. Allerdings fallt auch auf, dass das fHbN der Tage XIII und XIX ab dem
flinften Einzelversuch einen dhnlichen Verlauf nimmt wie das vom Tag XVII
(Abbildung 19). Lediglich die ersten vier Einzelversuche haben die durchschnittlichen
Héamolyse-Parameter angehoben. Auflerdem ist in dieser Abbildung zu erkennen, dass
Tag XV im Verlauf konstant hohere fHbN-Werte aufweist, was sich auch in den
gegeniiber dem Durchschnitt leicht erhhten Himolyse-Parametern von 55,99 mg/dl als

AfHb und 0,48 als MFI zeigt.

Zusitzlich zu der Einzeldarstellung der Versuchstage wird eine zweite Darstellung
gewdhlt, die den Verlauf der zusammengefassten Versuchstage X, XI, XII, XIII, XV,
XVII und XIX zeigt (Abbildung 20). Dazu wurde der Mittelwert und die zugehorige
Standardabweichung der jeweiligen Einzelversuche verschiedener Versuchstage zum
gleichen Zeitpunkt berechnet (Tabelle 6 und 7). Die Datenreihe fiir den Mittelwert des
fHbV (MfHbV1) zeigt mit Werten zwischen 30,47 mg/dl und 31,60 mg/dl einen sehr
konstanten Verlauf und weist zudem eine niedrige Standardabweichung von im Mittel
5,21 mg/dl auf. Bei der Betrachtung der Datenreihe fiir den Mittelwert des fHbN
(MfHbN1) fallt auf, dass zwar der Verlauf mit Werten zwischen 69,22 mg/dl und 76,94
mg/dl recht konstant ist, aber eine sehr hohe Standardabweichung von im Mittel 15,87
mg/dl aufweist. Im Durchschnitt betragt das MfHbV1 31,02 mg/dl und das MfHbN1
71,86 mg/dl.
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Abbildung 19: Freies Himoglobin iiber die Einzelversuche der Versuchstage
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fHb / (mg/dl)

Bedingungen: 36,5/ 21 Grad Celsius
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Abbildung 20: Freies Himoglobin der zusammengefassten Einzelversuche der

Versuchstage X, XI, XII, XIII, XV, XVII und XIX

Phase 2, Gruppe 2
Lagerung fiir 24 h bei 5 °C

Tag | Temperatur | fHbV | fHbN | gHb Hkt | Hkt/ | upm AfHb HW MFI
Gerit | Lag. gHb | [Wiirfel]
(°C) | (°C) | (mg/dl) | (mg/dl) | (g/dl) | (Vol.%) (mg/dl) | (mg/dl)
XIV | 364 | 21,3 | 27,56 | 94,85 | 12,03 38 3,18 | 329842 | 67,29 67,44 | 0,60
XVI | 364 | 204 | 26,33 | 69,38 | 13,19 39 2,95 | 329842 | 43,04 | 43,13 | 0,28
XVII| 36,4 | 21,1 | 32,82 | 86,57 | 13,01 40 3,07 | 3298+1 | 53,75 53,89 | 0,32
XX 36,4 | 21,1 | 33,68 | 64,57 | 12,75 40 3,15 | 3298+1 | 30,88 30,97 | 0,24

Tabelle 8: Versuchstage der Phase 2, Gruppe 2

Bei den Versuchstagen der Gruppe 2 (Tabelle 8) liegt das Gesamthdmoglobin zwischen
12,03 g/dl und 13,19 g/dl und der Hématokritwert zwischen 38 % und 40 %. Der

Betriebspunkt liegt mit 3298 upm fiir 15 min. im Sollbereich. Die Hdmolyseparameter
betragen zwischen 30,88 mg/dl und 67,29 mg/dl als AfHb und zwischen 0,24 und 0,6
als MFL.

Damit liegt nur die Himolyse vom Tag XVIII in der GréBenordnung des Durchschnitts,

wihrend die am Tag XIV deutlich nach oben abweicht, und die der Tage XVI und XX

nach unten abweichen.
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Wie fiir Gruppe 1 werden auch hier zwei Graphiken erstellt, deren Datengrundlage die
beiden folgenden Tabellen zeigen (Tabelle 9 und 10), welche die gemessenen
Konzentrationen des freien Plasmahdmoglobins pro Versuchstag und Einzelversuch

angeben.

Versuchs- Tag XIV Tag XVI | Tag XVIII Tag XX Mittelwert
Nr.
1 26,48 25,74 31,33 34,32 29,47+ 4,07
2 27,60 25,74 32,82 33,20 29,84 £ 3,74
3 26,48 26,11 32,82 33,20 29,65 + 3,88
4 27,60 26,48 32,08 34,32 30,12 £ 3,70
5 27,98 26,11 34,32 33,57 30,49 £ 4,07
6 29,09 26,48 32,45 33,57 30,40 &+ 3,23
7 27,98 26,11 32,45 33,20 29,93 £3,44
8 26,86 25,74 32,82 34,69 30,03 £4,40
9 27,60 26,48 34,69 33,94 30,68 £ 4,24
10 27,98 28,35 32,45 32,82 30,40 + 2,59

Tabelle 9: Konzentration des freien Plasmahdmoglobins vorher, fHbV in (mg/dl)

Versuchs- Tag X1V Tag XVI | Tag XVIII | Tag XX Mittelwert

Nr.
1 99,22 63,41 73,48 65,28 75,35+ 16,50
2 102,58 64,16 73,48 63,41 75,91 £ 18,36
3 97,35 70,87 80,57 65,65 78,61 + 13,94
4 92,13 82,81 81,31 66,39 80,66 + 10,67
5 93,25 74,23 102,95 60,43 82,71 £ 19,05
6 92,13 67,14 79,82 66,77 76,47 12,08
7 95,49 72,36 86,91 62,29 79,26 + 14,80
8 89,89 66,77 98,47 69,01 81,03 £ 15,61
9 91,76 68,63 86,16 61,55 77,02 + 14,27
10 94,74 63,41 102,58 64,90 81,41 £20,18

Tabelle 10: Konzentration des freien Plasmahdmoglobins nachher, fHbN in (mg/dl)

Die erste graphische Darstellung (Abbildung 21) zeigt vergleichend den Verlauf der
einzelnen Versuchstage. Wie schon in den vorhergehenden Abbildungen dieser Art
kommt es zu Uberlagerungen besonders im Bereich der Datenreihen des fHbV. Hier
zeigt sich, dass das fHbV dieser vier Versuchstage relativ konstant ist, wobei jedoch das
der Tage XVIII und XX insgesamt mit 32,82 mg/dl (Tag XVIII) bzw. 33,68 mg/dl (Tag
XX) hoher liegt als das der Tage XIV (27,56 mg/dl) und XVI (26,33 mg/dl). Die oben
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geschilderten Abweichungen der Versuchstage XIV, XVI und XX von der
durchschnittlichen Himolyse sind auch bei der Betrachtung des Verlaufs vom fHbN zu
erkennen. Allerdings féllt auch auf, dass die Datenreihe des fHbN von Tag XVIII einen
recht inkonstanten Verlauf zeigt und die Spannweite der fHbN-Werte groBer ist, als die
der anderen Tage.

Die zweite Graphik (Abbildung 22) zeigt den Verlauf der zusammengefassten
Versuchstage XIV, XVI, XVIII und XX. Dazu wurde der Mittelwert und die zugehorige
Standardabweichung der jeweiligen Einzelversuche verschiedener Versuchstage zum
gleichen Zeitpunkt berechnet (Tabelle 9 und 10). Die Datenreihe fiir den Mittelwert des
fHbV (MfHbV2) zeigt mit Werten zwischen 29,47 mg/dl und 30,68 mg/dl einen sehr
konstanten Verlauf und weist zudem eine niedrige Standardabweichung von 3,74 mg/dl
auf. Bei der Betrachtung der Datenreihe fiir den Mittelwert des fHbN (MfHbN2) fallt
auf, dass zwar der Verlauf mit Werten zwischen 75,35 mg/dl und 82,71 mg/dl recht
konstant ist, aber eine sehr hohe Standardabweichung von im Mittel 15,54 mg/dl
aufweist. AuBlerdem ist zu erkennen, dass das MfHbN2 im Bereich der Versuche 1-5
von 72,35 mg/dl auf 82,71 mg/dl ansteigt und danach um den Wert 80 mg/dl schwankt.
Im Durchschnitt betrdgt das MfHbV2 30,10 mg/dl und das MfHbN2 78,84 mg/dl.

Abschliefend werden die beiden Abbildungen 20 und 22 in einer Graphik gemeinsam
dargestellt, um einen direkten Vergleich zwischen Gruppe 1 (MfHbV1, MfHbNT1) und
Gruppe 2 (MfHbV2, MfHbN2) moglich zu machen (Abbildung 23). Die Datenreihen
MfHbV1 und MfHbV2 sind nahezu deckungsgleich und im Verlauf sehr konstant. Die
Datenreihen MfHbN1 und MfHbN2 verlaufen im Bereich der Versuche 1-3 zundchst
parallel, wobei MfHbN1 Werte zwischen 73,80 mg/dl und 76,94 mg/dl und MfHbN2
Werte zwischen 75,35 mg/dl und 78,61 mg/dl annimmt. Ab Versuch 4 nimmt MfHbN2
einen tendenziell hoheren Verlauf als MfHbN1. Dabei liegt MfHbN1 mit seinen Werten
zwischen 69,22 mg/dl und 72,20 mg/dl, wihrend MfHbN2 zwischen 76,47 mg/dl und
82,71 mg/dl schwankt. Insgesamt kommt es zu einer Zunahme des MfHbN von im
Durchschnitt 71,86 mg/dl (Gruppe 1) auf im Durchschnitt 78,84 mg/dl (Gruppe 2), also

zu einer Zunahme um 10 %.
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Bedingungen:
36,5/ 21 Grad Celsius und Lagerung fiir 24 h
120
100 +
—+8— vorher XIV
804 —— nachher XIV
ke —a—vorher XVI
g 60 —a&—nachher XVI
2 —©—vorher XVII|
£ 40 —e— nachher XVIII
— H— vorher XX
20 — 4l — nachher XX
0 |
2 3 4 5 6 7 8 9 10
Versuch Nr. / Zeit

Abbildung 21: Freies Himoglobin der Einzelversuche der Versuchstage

XIV, XVI, XVIII und XX

Bedingungen:
36,5/ 21 Grad Celsius und Lagerung fiir 24 h
140
120
100
S 80
£ —&— MfHbV2
o 60 —e— MfHbN2
&
40
20
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Versuch Nr. / Zeit

Abbildung 22: Freies Himoglobin der zusammengefassten Einzelversuche der Tage

XIV, XVI, XVIII und XX
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Die Datenreihe der Gruppe 1 liegt zwar innerhalb der Standardabweichung der
Gruppe 2 und umgekehrt, dennoch sind die Unterschiede relevant, da sie auBBerhalb der
photometrischen Messgenauigkeit von 0,004 % nach Herstellerangaben liegen. Ahnlich
wie die Darstellung des freien Hidmoglobins verhdlt sich auch die graphische
Darstellung des gemittelten MFI beider Gruppen (Abbildung 24). Auch hier zeigt sich
ein Anstieg des gemittelten MFI beider Gruppen im Bereich der Versuche 1-3, wobei
der MFI der Gruppe 1 (MFI 1) Werte zwischen 0,34 und 0,37 annimmt und der MFI der
Gruppe 2 (MFI 2) zwischen 0,36 und 0,39 liegt. AnschlieBend fallt der MFI 1 wieder
auf 0,31 ab und verlduft ab da weitgehend konstant, wihrend der MFI 2 bis auf 0,41
ansteigt, um dann zwischen 0,37 und 0,40 zu pendeln. Insofern zeigt sich auch bei dem
Parameter MFI in der gemittelten Darstellung ein Unterschied beider Gruppen, wobei

Gruppe 2 hohere Werte erreicht.

Bedingungen:
1) 36,5/ 21 Grad Celsius
2) 36,5/ 21 Grad Celsius und Lagerung fiir 24 h

140 -

120

100
S MfHbV1
R | e
g —m— MfHbN1
< el L —o— MfHbV2
.Q -
I —e— MfHbN2

40

" —8—8——F—F—8—F—F 0

0

Versuch Nr. / Zeit

Abbildung 23: Freies Himoglobin der zusammengefassten Einzelversuche der
Gruppe 1 und der Gruppe 2 im Vergleich
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0,6

MFI der Gruppe 1 und 2

0,5

0,4

0,3

MFI

0,2 E S

—— MFI 1
—e— MFI 2

0,1

4 5 6 7 8 9 10
Versuch Nr. / Zeit

Abbildung 24: Gemittelter MFI der Gruppe 1 und der Gruppe 2 im Vergleich
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6. Diskussion
6.1 Diskussion der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde ein Gerdt zur definierten Erzeugung von Hdmolyse getestet,
welches die Ermittlung eines Korrekturfaktors zur Trennung der Blut-spezifischen
Hamolyse von der Pumpen-bedingten Hédmolyse moglich machen sollte. Die dazu
durchgefiihrten Versuche sind in zwei Phasen unterteilt worden.

Die erste Phase wurde mit dem Ziel durchgefiihrt, einen Uberblick iiber die
Versuchsbedingungen zu erhalten, das Versuchsprotokoll zu modifizieren und die
Anzahl der Einzelversuche pro Versuchsserie festzulegen. Es fillt auf, dass die
Versuchstage II und VIII bei den Bedingungen 36,5 °C / 21 °C eine grofle Differenz der
Héamolyse-Parameter AfHb, HW und MFI aufweisen. Eine Erkldrung dafiir wire die
Tatsache, dass der Hadmatokrit und die Gesamthdmoglobinkonzentration am Tag II
gegeniiber der Norm erniedrigt sind. Somit kdnnte eventuell eine Erkrankung des
Tieres, die mit einer Andmie einhergeht oder eine autohdmolytische Andmie fiir die
erhohte Fragilitdt der Erythrozyten verantwortlich sein (MacCallum et al. 1975).

Die Versuchstage V und VII bei den Bedingungen 21 °C /21 °C bzw. 22,2 °C /22,2 °C
zeigen ebenfalls eine recht grofle Differenz der Werte AfHb, HW und MFI. In diesem
Fall scheint jedoch das Blut am Tag VII resistenter gegeniiber der mechanischen
Belastung zu sein, da der MFI dieses Tages mit 0,2 niedriger ist als der MFI der Tage V
und VIII mit 0,43 bzw. 0,4. Die Ursache dieser erhdhten Resistenz bleibt ungeklért.

Der Versuchstag IX bei den Bedingungen 36 °C / 36 °C hat die Erwartung, dass die
Héamolyse-Parameter aufgrund der hoheren Temperatur hoher ausfallen als bei den
vorherigen Bedingungen, zunichst nicht bestétigt, da der MFI von 0,44 im Bereich der
Versuchstage V und VIII liegt.

Diese fiinf Testtage zur Orientierung haben gezeigt, dass der Einfluss der
unterschiedlichen Versuchsbedingungen nicht so grofl war, wie erwartet.

Die mechanisch erzeugte Himolyse war an allen Versuchstagen recht unterschiedlich.
Allerdings deuten die Hamolyse-Parameter an, dass eine stirkere Hdmolyse bei einer
Geridtetemperatur von 36,5 °C stattfindet, als bei einer Gerédtetemperatur von 21 — 22

°C. Der Unterschied zwischen den beiden Bedingungen ist jedoch nicht groB3. Das liegt
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vermutlich daran, dass sich das Blut wihrend des Versuchs bei offensichtlich
ineffektiver Kiihlung durch die vom Gerit selbst erzeugte Warme von 21 °C auf 30,6 °C
erwiarmt. Der Temperaturunterschied betrdgt also nur noch 6 °C. Die durch das fHbV
charakterisierte Autohdmolyse ist mit durchschnittlich 32,35 mg/dl relativ hoch. Das ist
zum einen durch die traumatische Blutabnahmetechnik zu erkldren und zum anderen
durch die hinzugefiigten Substanzen und den ungekiihlten Transport. Die
Lagerungstemperatur des Blutes hat offenbar einen deutlich geringeren Anteil an der
Autohdmolyse, als die eben genannten Faktoren. Aus den oben erwidhnten
Uberlegungen heraus wurden die weiteren Versuche in der Phase 2 durchweg bei einer
Geritetemperatur von ca. 36 °C und einer Blutlagerungstemperatur von 21 °C
durchgefiihrt.

Die zweite Phase diente der Kontrolle, ob bei konstanten Versuchsbedingungen und
geiibterer Handhabung des Gerites gleichméBigere Hidmolyse-Parameter ermittelt
werden konnen.

Die Versuchstage der Gruppe 1 (Tag X, XI, XII, XIII, XV, XVII und XIX) zeigen
insgesamt eine recht breite Streuung der Hémolyse-Parameter. Dabei liegen die
Versuchstage XI und XVII mit einem MFI von 0,23 und 0,18 deutlich unter dem
Durchschnitt (MFI = 0,41). Offensichtlich waren die Erythrozyten dieser beiden
Versuchstage dhnlich wie an Tag VII (siche Kapitel 5.4.2) resistenter gegeniiber der
mechanischen Belastung. Eine geringere Vorschddigung als Erklarung fiir den niedrigen
MFTI ldsst sich zumindest flir Tag XI nicht bestdtigen, da hier die Autohdmolyse etwa
gleich hoch ist wie die der Tage X, XII und XIX. Bei Versuchstag XVII zeigt sich
gleichzeitig mit dem niedrigen MFI auch eine gegeniiber dem Durchschnitt erniedrigte
Autohdmolyse. Allerdings sind auch die Versuchstage XIII, XV und XIX durch eine
ebenso niedrige Autohdmolyse gekennzeichnet, zeigen aber ein dem Durchschnitt
entsprechendes Hamolyseverhalten. Daher ist der Autohdmolyse-Parameter fHbV ein
fraglicher Indikator fiir eine zu erwartende Resistenz gegeniiber der mechanischen
Belastung. Auch im Zusammenhang mit den vorhergehenden Versuchen wird die
Bedeutung der Autohdmolyse in Bezug auf eine zu erwartende Resistenz als gering
eingeschdtzt. Die oben beschriebenen Unterschiede der einzelnen Versuchstage treten
auch in der Darstellung der Mittelwerte der freien Plasmahdmoglobinkonzentration zu

Tage, in Form einer hohen Standardabweichungen. Es zeigt sich jedoch auch, dass in
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der gemittelten Darstellung der Verlauf eine hohe Konstanz aufweist. Insgesamt scheint
die unterschiedliche Fragilitit der Erythrozyten abhidngig von bislang unbekannten
Parametern zu sein. Eine wichtige Rolle bei Hadmolyseversuchen scheinen auch
Faktoren zu spielen, die bereits vor der Blutabnahme determiniert sind. Dazu z&hlt zum
Beispiel der Umstand, ob eine postprandiale Lipdmie im Blut vorliegt oder nicht. Die
Versuche von Indeglia et al. (1967) und Bernstein et al. (1967) mit einem dem
Hemoresistometer dhnlichen Gerdt haben gezeigt, dass lipamisches Blut deutlich
fragiler auf mechanische Belastung reagiert und sich die Fragilitit zudem stirker
temperaturabhédngig zeigt. Bei Versuchen mit Hundeblut bei unterschiedlichen
Temperaturen wurde von Indeglia et al. (1967) beobachtet, dass nicht nur die Himolyse
bei steigender Temperatur insgesamt hoher ausfiel, sondern sich bei 37 °C mit
Standardabweichungen von iiber 50 % auch deutlich variabler zeigte. Diese bei uns
aufgetretenen hohen Abweichungen sind also nicht selten. Sie finden sich auch bei
Versuchen mit Blutpumpen, und zwar sowohl in-vitro als auch in-vivo. Shimono et al.
(1995) zum Beispiel zeigt in seinen in-vitro Versuchen mit der Biomedicus BP80
(Medtronic, USA) und der Nikkiso HSM12 (Nikkiso Co. Ltd., Japan), dass bei
mehreren parallel mit dem gleichen gepoolten Blut am gleichen Gerdt durchgefiihrten
Versuchen ebenfalls grofe Unterschiede im Hadmolyseverhalten auftraten. Es finden
sich auch hohe Abweichungen bei in-vivo Versuchen zum Beispiel bei Qian et al.
(1995), der eine pulsatile Zentrifugalpumpe als linksventrikuldre Unterstiitzung und
eine komplette Herzunterstiitzung bei mehreren Tieren testete. Bei beiden Geréten
wurde deutlich, dass die Versuchstiere mit recht unterschiedlicher Hdmolyse darauf
reagierten, nicht nur an einzelnen Messpunkten, sondern auch im kompletten
Versuchsverlauf.

Die Versuchstage der Gruppe 2 (Tag XIV, XVI, XVIII und XX) sind mit der Annahme
durchgefiihrt worden, dass wihrend der Lagerung fiir 24 h trotz der Kiihlung eine
gegeniiber dem Frischblut erhdhte Autohdmolyse stattfindet und es zu einer erhohten
Fragilitit der Erythrozyten kommt. Bei der Betrachtung des Verlaufs des fHbV fillt
jedoch auf, dass insbesondere die Versuchstage XIV und XVI durch niedrige Werte
gekennzeichnet sind und auch die Tage XVIII und XX fHbV-Werte im
durchschnittlichen Bereich aufweisen. Das bedeutet, dass hier offensichtlich keine

durch unsere Parameter messbare erhohte Autohdmolyse durch die Lagerung entsteht.
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Die vier Versuchtage dieser Gruppe zeigen dhnlich wie in Gruppe 1 eine breite
Streuung der Hidmolyseparameter.

Dabei liegen die Tage XVI und XX mit einem MFI von 0,28 und 0,24 deutlich unter
dem Durchschnitt (MFI = 0,41), der Tag XVIII mit einem MFI von 0,32 knapp darunter
und der Tag XIV mit einem MFI von 0,6 deutlich iiber dem Durchschnitt. Somit hat
sich die Annahme, dass es zu einer subletalen Schidigung der Erythrozyten kommt,
welche eine erhohte Fragilitdt der mechanischen Belastung gegeniiber zur Folge hitte,
bei der Einzelbetrachtung der Versuchstage nur an Tag XIV bestitigt. Einen Grund
dafiir, dass sich bei den anderen Tagen kein erhohter MFI bestimmen lieB3, 14sst sich
nicht  eruieren. In der  Darstellung der  Mittelwerte der  freien
Plasmahdamoglobinkonzentration machen sich die Unterschiede der einzelnen
Versuchstage wie auch bei Gruppe 1 in der hohen Standardabweichung bemerkbar.
Allerdings fdllt bei dieser Darstellung auch auf, dass im Bereich der ersten flinf
Versuche ein Anstieg des gemittelten Himolyseparameters MfHbN der Gruppe 2 zu
verzeichnen ist, der sich dann bei den letzten fiinf Versuchen konstant hilt und im
Mittel 10 % hoher liegt als der entsprechende Parameter der Gruppe 1. Das entspricht
den Erwartungen beziiglich einer durch die Lagerung bedingten erhohten Fragilitit der
Erythrozyten. Bekannt ist dieses Verhalten von gelagerten Erythrozyten unter anderem
durch die Experimente von Hennig (1966). Hier wurde humanes Blut unterschiedlich
lange gelagert und mittels eines Himoresistometers nach Fleisch traumatisiert. Es zeigte
sich eine Verminderung der mechanischen Resistenz, die mit zunehmender Lagerung
ansteigt und gleichbedeutend mit einer Zunahme der Fragilitit ist, wie sie bei uns

gemessen wurde.

6.2 Beurteilung des Geriits

An das Hemoresistometer wurden zu Beginn dieser Arbeit bestimmte Anforderungen
gestellt. Das Hemoresistometer sollte weniger komplex gehandhabt werden konnen als
die BP 80. Dieser Aspekt hat sich auf jeden Fall bestdtigt, da der Versuchsautbau relativ
einfach und schnell durchzufiihren ist. Beziiglich der Handhabung ist Folgendes
aufgefallen: Zum einen ein recht hoher Verschleil an O-Ringen und Schrauben, zum

anderen ein verschlissenes Deckelgewinde. Auch war der Dichtsitz des Deckels zu fest,
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so dass er nur mit hohem Kraftaufwand wieder vom Zylinder gelost werden konnte.
Meist hatte das einen erneuten Austausch des O-Rings zur Folge. Diese kleineren
technischen Schwierigkeiten lieBen sich jedoch leicht beheben, so dass sie die
Handhabung nicht beeintrachtigten.

Es werden wenig Messinstrumente bendtigt, weil das Hemoresistometer nicht in einen
Blutkreislauf integriert ist, dessen Druck und Flussrate stidndig kontrolliert werden
miissten. Ein weiterer Vorteil gegeniiber der BP 80 ist der schon anfangs erwihnte
deutlich geringere Blutverbrauch. Bei zehn Einzelversuchen mit jeweils 18 ml Blut
werden also pro Versuchsserie nur knapp 200 ml verbraucht, was etwa ein Fiinftel der
von der BP 80 bendtigten Menge darstellt.

Die Betriebs-Drehzahl des Wiirfels blieb wihrend der Versuche im Bereich von + 0,5 %
konstant. Das Gerdt wurde vor Beginn der Versuchsserie eine Stunde lang im
Dauerbetrieb betrieben, wobei die Elektronik ihre Betriebstemperatur erreichte und
somit ein stabiles Regelverhalten erreicht wurde. Zusitzlich wurde die Drehzahl
regelméBig kontrolliert und bei Bedarf korrigiert.

Die Ermittlung eines Korrekturfaktors fiir das Blut war unter diesen
Rahmenbedingungen und anhand der von uns bestimmten Parameter nicht moglich.
Wie schon in Kapitel 5.4.3 angedeutet, wire hierzu eine Bestimmung von wesentlich
mehr Parametern notwendig. Die Schwierigkeit liegt vor allem darin, den Anteil der
Héamolyse, den das Gerit erzeugt hat, von dem Anteil, der durch die Fragilitit des

Blutes bedingt ist, mit den zur Verfiigung stehenden Ergebnissen klar abzugrenzen.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Die Entwicklung von Blutpumpen fiir den klinischen Einsatz im Bereich der Herz-
Thorax-GefaBchirurgie muss verschiedenen Anspriichen gerecht werden. Dazu zihlt
zum einen die erwartete Leistung der Pumpen und zum anderen eine moglichst geringe
Komplikationsrate. Die Leistung der Pumpen, also das Erzeugen bestimmter
Druckdifferenzen und das Aufrechterhalten eines definierten Blutflusses, ldsst sich
ohne weiteres bei in-vitro Versuchen testen. Die Abschéitzung der Hauptkomplikationen
wie Hamolyse und Thrombenbildung beim spdteren Einsatz im menschlichen Korper
hingegen stellen weiterhin eine Herausforderung dar. Insbesondere die Vergleichbarkeit
der Himolyseindizes unterschiedlicher Pumpen und unterschiedlicher Arbeitsgruppen
gestaltet sich problematisch, weil die Himolyse-Ergebnisse nicht nur von der Qualitét
der Pumpe, sondern auch von spezifischen Fragilitit der Erythrozyten des jeweils
verwendeten Blutes abhingig ist. Bisher wurde aus diesem Grund bei Testungen neu
entwickelter Blutpumpen eine Standard-Blutpumpe (héufig die Biomedicus-Pumpe BP
80, Medtronic) als Referenzpumpe eingesetzt. Damit ist allerdings auch nur eine
relative Aussage zu den hdmolysierenden Eigenschaften einer Pumpe, bezogen auf die
BP 80, moglich. Damit eine absolute Beurteilung erfolgen kann, die auch die Grundlage
einer besseren Vergleichbarkeit wére, miisste die durch die spezifische Fragilitdt der
Erythrozyten bedingte Hédmolyse von der durch die Pumpe erzeugten mechanische
Héamolyse getrennt und aus dem jeweiligen Himolyseindex eliminiert werden. Dies soll
mittels eines Korrekturfaktors geschehen, in den bereits vor Testbeginn zu bestimmende
Parameter einflieen und der die Erythrozyten-Fragilitdt rechnerisch fassbar macht.

Die Aufgabe dieser Arbeit besteht in der Beurteilung des Hemoresistometers im
Hinblick auf die Bestimmung der Blutfragilitit und dessen Hamolyseneigung.
AuBerdem wird gepriift, in wieweit es moglich ist, mithilfe dieses Gerétes besagten
Korrekturfaktor zu ermitteln.

Untersucht werden das Ausmal} der durch das Hemoresistometer erzeugten Hamolyse
und der Einfluss der unterschiedlichen Versuchsbedingungen. Betrachtet wird
insbesondere die Auswirkung der Temperatur des gelagerten Blutes und der
Geritetemperatur auf die Groe der Hamolyse. In der ersten Versuchsphase wird

allgemein das Verhalten des Hemoresistometers untersucht und eine Standardisierung
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der Versuchsbedingungen fiir die weiteren Versuche vorgenommen. Zur Beschreibung
der hidmolysierenden Eigenschaften des Gerdtes wird eine entsprechende Gleichung
ermittelt. In der zweiten Versuchsphase wird die Konstanz der mechanisch erzeugten
Héamolyse iiberpriift. Verglichen wird auch der Effekt einer gekiihlten Lagerung des
Blutes fiir 24 Stunden auf die Fragilitit der Erythrozyten mit dem von frisch geliefertem
Blut. AuBlerdem wird das Gerdt im Hinblick auf die Handhabung und die allgemeine
Einsatzfahigkeit bewertet.

Das Ergebnis der ersten Phase ist zundchst einmal die Feststellung, dass die mechanisch
erzeugte Hdmolyse an allen Versuchstagen mit gleichen Versuchsbedingungen recht
unterschiedlich ist. Es bestétigt sich trotzdem die Vermutung, dass die Hamolysewerte
bei einer Gerétetemperatur von 36,5 °C hoher ausfallen als bei einer Temperatur von 21
°C. Die Autohdmolyse wird durch die Lagerungstemperaturen weniger beeinflusst als
von der traumatischen Blutabnahme-Technik und den zugefiigten Antikoagulantien,
wobei jedoch auch hier eine gewisse Tendenz zu erkennen ist, dass die Autohdmolyse
bei einer Lagerungstemperatur von 36,5 °C hoher ausfillt als bei einer Lagerung bei 21
°C. Insgesamt zeigen die Versuche dieser Orientierungsphase, dass der Einfluss der
unterschiedlichen Versuchsbedingungen auf die ermittelten Parameter weder so grof3
noch so eindeutig ist wie erwartet.

Die Ergebnisse der zweite Phase zeigen, dass die konstanteren Versuchsbedingungen
zwar eine entsprechende Tendenz der Hdmolyseparameter erkennen lassen, aber die
Aussagekraft der einzelnen Parameter hinsichtlich der zu erwartenden Hdmolyse noch
nicht ausreichend ist. Die unterschiedliche Fragilitit ist somit abhingig von bisher
unbekannten Parametern. In diesem Zusammenhang wird deutlich, dass der
Autohdmolyse-Parameter fHbV ein fraglicher Indikator fiir die zu erwartende Resistenz
der Erythrozyten ist. In Bezug auf den Effekt einer 24-stiindigen Lagerung bei 5 °C ist
zu sagen, dass es im Vergleich zu den Versuchen mit Frischblut zu keiner deutlich
erhohten Autohdmolyse kommt, aber die Fragilitit der Erythrozyten entsprechend der
Annahme zunimmt.

Die Beurteilung des Hemoresistometers findet unter verschiedenen Gesichtspunkten
statt. Die Handhabung des Gerites gestaltet sich relativ einfach und sowohl der
geringere Aufwand an Messinstrumenten als auch der niedrige Blutverbrauch sind ein

Vorteil gegeniiber der Verwendung der BP 80 als Referenzpumpe. Somit konnte
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prinzipiell das Hemoresistometer die BP 80 als Hémolyse-Referenz ersetzen. Dazu
wiren zundchst weitere Tests notwendig, wie z. B. im Rahmen eines direkten
Vergleichs von Hemoresistometer und BP 80.

Die angestrebte Ermittlung eines Korrekturfaktors ist allerdings nicht moglich. Grund
hierfiir sind zum einen die ungiinstigen Rahmenbedingungen beziiglich der
Blutabnahme und die zu geringe Anzahl der untersuchten Faktoren, als auch die
Tatsache, dass die auf die Fragilitit der Erythrozyten einflussnehmenden Faktoren sehr
komplex sind. Der Anteil der durch das Gerét erzeugten Hamolyse kann nicht von dem
Anteil abgegrenzt werden, der durch die spezifische Fragilitit der Erythrozyten
verursacht wird. Allerdings konnte der ermittelte MFI (mechanical fragility index), der
ja zumindest orientierend eine Aussage in Bezug auf die zu erwartende Hamolyse trifft,
dazu verwendet werden mit dem NIH (normalized index of hemolysis), der
iiblicherweise zur Bewertung der himolysierenden FEigenschaften einer Pumpe
herangezogen wird, verrechnet zu werden, um damit eine Art Normierung zu erreichen.
Da bei unseren Versuchen der Parameter fHbV im Mittel sehr konstant war, konnte man
diesen Wert zusétzlich als Bezugswert flir die Hamolyse-Bestimmung einsetzen. Dazu
wire ein Protokoll sinnvoll, welches diesen Wert unter verschiedenen Bedingungen
erfasst, so dass entsprechend der gewéhlten Bedingung eine Gruppeneinteilung erfolgt,
die dann einen Vergleich bzw. eine Abstimmung aufeinander ermoglicht.

Im Hinblick auf die zukiinftige Weiterentwicklung sind folgende Verbesserungen
wiinschenswert: Die Versuchsvorbereitungen konnten dadurch verbessert werden, dass
die Blutabnahme weniger traumatisch erfolgt und der Transport des Blutes mit
Eiswasser gekiihlt stattfindet. Auch konnen dem hier verwendeten Heparin gegeniiber
alternative Methoden der Gerinnungshemmung angewendet werden. Dazu zéhlen das
Riihren des frisch gewonnenen Blutes mittels eines Holzstabes zwecks Entfernung des
Fibrins, der Verzicht auf hdmolyseférdernde Zusétze wie Heparin und CPDA-1 und die
Verwendung von Erythrozyten-Protektionslosungen wie Gelatine. Damit wire es
moglich, die Autohdmolyse vor Versuchsbeginn niedrig zu halten. Beim
Versuchsablauf konnte der Einsatz einer Kontaktuhr zur korrekten Begrenzung der
Versuchsdauer und eine verbesserte Regelung der Drehzahl zur genaueren Einstellung

des Betriebspunktes des Gerites beitragen. Zudem sollte auf eine effektivere Kiihlung
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des Gerites geachtet werden, wie z. B. Luftkiihlung des Motors durch Konvektion, falls

Geritetemperaturen unter 36 °C beabsichtigt werden.

Eine differenziertere Bestimmung der Hamolyse und der hémolyseférdernden

Bedingungen wiirde durch die Einbeziehung weiterer Parameter ermoglicht werden. In

Frage kommen dazu:

1.

Die Priifung der Plasma-Osmolaritdt, da bekannt ist, dass Abweichungen der
Osmolaritdt vom Normwert zu Formverédnderungen der Erythrozyten fiihren.

Die Messung des pH-Wertes, dessen Schwankungen  ebenfalls
Formverénderungen hervorrufen kdnnen.

Die Serumkonzentration an Kalium, da Kalium im Erythrozyten 25fach hoher
konzentriert ist und somit bei Membranschidigungen seinem Gradienten
folgend ins Serum {ibertritt und dort einen Konzentrationsanstieg verursacht.

Die Serumkonzentration an LDH, einem zytoplasmatischen Enzym, welches in

Erythrozyten und anderen Zellen vorkommt und bei Himolyse freigesetzt wird.

Um orientierend Erkrankungen des Tieres zu erfassen, wiirde sich ein kleines Blutbild

mit Bestimmung der Erythrozytenparameter MCH, MCV und MCHC und ein

Differentialblutbild eignen. Sinnvoll wére zudem eine Probenkonservierung, um die

Option der Nachbestimmungen offen zu halten.
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