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Zusammenfassung

Hintergrund: Um dem Gasaustausch nachzukommen und sich den variierenden
Gegebenheiten des Blutkreislaufes anzupassen, miissen sich rote Blutzellen (RBZs)
verformen. Ein innovatives Analyseverfahren zur Beurteilung von Verformbarkeit und
osmotischer Resistenz ist die sog. Ektazytometrie. Im Rahmen der vorliegenden
Diplomarbeit wurde ein neu angeschafftes Ektazytometer (sog. Lorrca®, RR Mechatronics,
Zwaag, Niederlande) fiir die Analyse von nativen humanen RBZs validiert. Das Gerit soll
in Zukunft insbesondere zur Funktionalititspriifung von ex-vivo kultivierten roten
Blutzellen (kRBZs) dienen. Diese aufwendig hergestellten, nur in geringen Mengen
vorhandenen Zellen konnen aktuell bis zum Stadium des kernlosen Retikulozyten

differenziert werden.

Material und Methoden: Getestet wurden EDTA-BIlut (Alter max. 5 d), Erythrozyten aus
frischen (max. 5 d) und alten (ca. 46 d) Erythrozytenkonzentraten (EKs) und Retikulozyten
aus Nabelschnurblut. Neben der Ektazytometrie ohne (Deformability curve) und mit
osmotischem Gradienten (Osmoscan) erfolgten auch sog. Stabilitdtsmessungen. Ergénzend
wurde die osmotische Resistenz der Zellen mittels Photometrie bestimmt. Geringere
Probenvolumina und Zellkonzentrationen von frischen EKs sowie darauf angepasste

Geriteeinstellungen wurden zur Vorbereitung auf die Vermessung von kRBZs exploriert.

Ergebnisse: Im Rahmen der Arbeit konnten laborinterne Referenzwerte fiir die
Deformability curve und die Osmoscan Untersuchungen festgelegt werden. Alle Messungen
ergaben stabile Ergebnisse, Messwiederholungen zeigten nur geringe Schwankungen. Im
Vergleich zu nativen Erythrozyten wiesen Retikulozyten eine geringere Verformbarkeit auf.
Frische Erythrozyten waren, wie erwartet, deformierbarer als alte Erythrozyten. Weiterhin
hatten RBZs mit EDTA als Antikoagulans eine stirkere Verformbarkeit im mittleren und
hohen physiologischen Scherkraftbereich. Der Osmoscan erwies sich als stabile und valide
Alternative gegeniiber der photometrischen Bestimmung der osmotischen Resistenz. Keine
Verianderungen der Ergebnisse ergaben sich durch Variationen der Bildstabilitit (Gain-
Level), jedoch sehr wohl aufgrund der Zellzahl. Eine niedrigere Zellzahl ging mit einer
niedrigeren Verformbarkeit einher und musste mit entsprechend hoherem Gain-Level
vermessen werden. Die eruierte Mindestzellzahl fiir die Deformability curve ergab 15 x 10°
Zellen pro Mindestvolumen von 900 pl und fiir den Osmoscan 5 x 10® Zellen pro

Mindestvolumen von 3 ml Probe.
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Conclusio: Die Ektazytometrie bewies sich insgesamt als ein sehr stabiles Messverfahren,
das aufgrund der ermittelten Mindestzellmengen und der Analyse von Retikulozyten nun

auch fiir kRBZs zur Anwendung kommen kann.



Abstract

Introduction: To adapt to the changing conditions in the blood circulation, red blood cells
(RBCs) must deform. An innovative method of analysing deformability and osmotic
resistance is ektacytometry. In this diploma thesis a new ektacytometer (Lorrca®, RR
Mechatronics, Zwaag, the Netherlands) was validated for the analysis of native human
RBCs. In the future this instrument is intended to be used in the functional control of ex-
vivo cultivated red blood cells (cRBCs). These elaborately produced cells are rare in amount

and can merely be differenced to the stadium of anucleate reticulocytes.

Material and Methods: EDTA-blood (max. 5 d old), erythrocytes from fresh (max. 5 d)
and old (ca. 46 d) red cell concentrates and reticulocytes from cord blood were tested.
Besides ektacytometry without (Deformability curve) and with osmotic gradient
(Osmoscan), stability measurements were performed. Additionally, the osmotic resistance
was determined by photometry. On basis of fresh erythrocytes smaller sample volumes and
cell counts with adapted instrument settings were explored to prepare for future cRBC-

measurements.

Results: All measurements came to conclusive results, repetitive measurements displayed
only small variations. Laboratory reference values for Deformability curve and Osmoscan
could be determined. In comparison to native erythrocytes, reticulocytes showed a lower
deformability. As expected, fresh erythrocytes were more deformable than old erythrocytes.
Furthermore, RBCs with EDTA as anticoagulant revealed to have an amplifying effect on
RBC-deformability in middle and high physiological shear stress levels. Osmoscan proved
to be a reliable measurement-method and an equivalent alternative to the determination of
osmotic resistance by photometry. There were no differences in the results based on
changing gain-levels, but certainly based on cell counts. A lower cell count led to a lower
deformability and required a following increase in gain-level. We established that the
minimum cell count for performing Deformability curve was 15 x 10° RBCs per minimum
volume of 900 pl and for performing Osmoscan 5 x 108 RBCs per minimum volume of 3 ml

per sample.

Conclusion: Ektacytometry proved to be a reliable resource in general. By virtue of the
determined minimum cell count and the analysis of reticulocytes it can be used for analyses

of cRBCs.
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1. Einleitung

1.1. Humane Erythrozyten

Rote Blutzellen (RBZ) sind der am haufigsten vorkommenden Zelltyp des menschlichen
Korpers (1). Bei den ausgereiften RBZs, die als Erythrozyten bezeichnet werden, handelt es
sich um rote, bikonkav geformte Blutzellen ohne Kern, die einen Durchmesser von 7,5 um
haben. Die durchschnittliche Anzahl an Erythrozyten bei einem gesunden Menschen betrigt
ca. 5 Millionen pro pl Blut. Hauptaufgabe des Erythrozyten ist der Sauerstofftransport. Ein
gesunder Erythrozyt iiberlebt ungefiahr 120 Tage im Blut, bevor er auf physiologischem
Wege in der Milz abgebaut wird (2, 3).

1.1.1. Entstehung

Die Entstehung von Erythrozyten wird als Erythropoese bezeichnet und ist Teil der
Blutbildung, der Himatopoese (2). Sie findet nach der Geburt im Rahmen der definitiven
Hématopoese (1) iiberwiegend in sog. erythroblastischen Inseln im Knochenmark statt (2).

Tiglich werden 10'° bis 10'! Erythrozyten neu gebildet (4).

Ausgangszelle der definitiven Erythropoese ist die hdmatopoetische Stammzelle (HSZ) (1).
Als multipotente Stammzelle, kann sich diese in alle Zellen der erythrozytiaren, myeloischen
und lymphatischen Reihe differenzieren und sich zudem selbst vermehren. Diese Fahigkeit
geht mit jeder Tochterzelle mehr und mehr verloren. Uber Zwischenstufen entwickelt sich
die HSZ zu Vorlauferzellen (Progenitorzellen), die die Fahigkeit besitzen, Kolonien von
reiferen erythroiden Zellen in semisoliden Medien auszubilden. Hierzu zdhlen die frithen
burst-forming unit-erythroid (BFU-E) und die bereits weiter differenzierte sog. colony-
forming unit-erythroid (CFU-E). Letztere ist unipotent und somit auf die Differenzierung zu
erythroiden Zellen festgelegt. Das Wachstum der Vorlduferzelle ist vom Vorhandensein von
Erythropoetin, einem Zytokin der Erythropoese, abhédngig. Dieses ldsst Zellen, die einen
entsprechenden Rezeptor besitzen, proliferieren, differenzieren und Himoglobin (Hb) bilden
(5). Weitere Wachstumsfaktoren der frithen Erythropoese sind die Interleukine 1, 3 und 6,
sowie der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (GM-CSF) und der
Stammzellfaktor (4, 5).

Im weiteren Verlauf entsteht der sog. Proerythroblast, der morphologisch im
Lichtmikroskop zu erkennen ist. Im Gegensatz dazu lassen sich die Progenitoren nur anhand
threr Oberflichenmolekiile identifizieren. In Folge entwickelt sich der basophile

Erythroblast, der durch seinen hohen Gehalt an RNA basophil ist und damit in der
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Hiamatoxylin-Eosin-Farbung blau erscheint (5). Mit ihm startet die Hb-Synthese in den
Zellen. Dadurch erscheinen die folgenden Vorstufen, wie der polychromatische
Erythroblast, der polychromatische Normoblast und der orthochromatische bzw. oxyphile
Normoblast zunehmend rétlich. Wahrend ihrer Ausreifung verlieren die Zellen sukzessive
ihre Teilungsfahigkeit. Im Laufe der Entwicklung vom Proerythroblasten zum
orthochromatischen Erythroblasten wird die Erbsubstanz, das Chromatin, kondensiert. Das
Zytoskelett bereitet sich auf die Ausscheidung des Kerns vor (1). Ein sich im Zentrum der
erythropoetischen Insel befindlicher Makrophage sezerniert Zytokine, welche die
Enukleation der Erythroblasten fordern und stellt Eisen fiir die Him-Synthese bereit. Uber
Adhasionsmolekiile (2) haften zahlreiche Vorstufen von RBZs an ihm und werden durch thn

erndhrt (6). Diese Haftung nimmt mit zunehmender Reifung ab.

Im letzten Schritt der Erythropoese wird der Zellkern der orthochromatischen Erythroblasten
ausgeschieden (vgl. Abb. 1) und vom zentralen Makrophagen phagozytiert (1). Es entstehen
die sog. Retikulozyten. Da die Haftung am Makrophagen im Retikulozyten-Stadium
vollstidndig verloren geht, wandern die Retikulozyten schlie8lich von der erythroblastischen
Nische im Knochenmark (2) ins periphere Blut aus. Dort reifen sie innerhalb von ein bis
zwei Tagen in reife bikonkave Erythrozyten aus (5). Wéhrend des Reifeprozesses scheiden
sie ihre restlichen Zellorganellen aus oder bauen sie ab (1, 2). Der Reifungsprozess vom

Proerythroblasten bis zum fertigen Erythrozyten dauert ungefahr 8 Tage (2, 5).

Knochenmark

basophiler orthochrom.
_Erythroblast ___ Erythroblast @Kem

" polychrom. 'Ré‘tik_ullbkzth”‘ '
Erythroblast

Blutbahn

Abb. 1: Verlauf der Erythropoese von der HSZ iiber unreife RBZ-Vorlduferzellen im Knochenmark bis hin zum Kernverlust
des orthochromatischen Erythroblasten, Retikulozyten und schliefflich zum reifen Erythrozyten in der Blutbahn. BFU-E =
burst-forming unit-erythroid, CFU-E = colony-forming unit-erythroid; Quelle der Abb.: (7)
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1.1.2. Gasaustausch und -transport

Die wichtigste Aufgabe humaner Erythrozyten ist der Sauerstofftransport (4). Zusténdig
dafiir ist das Protein Hb im Zytoplasma der Erythrozyten, das den RBZs ihre Farbe gibt. Es
besteht aus vier Untereinheiten: zwei a- und zwei B-Einheiten (2). An diesen ist je ein
zweiwertiges Eisenmolekiil gebunden. In sauerstoffreichem Gewebe herrscht ein hoher
Sauerstoffpartialdruck. Das Eisenmolekiil oxidiert in solchen Geweben, wie etwa den
Lungenkapillaren, zu dreiwertigem Eisen und geht eine reversible Bindung mit dem
Sauerstoffmolekiil ein. Der gebundene Sauerstoff gelangt am gesittigten Erythrozyten in die
Peripherie. Im peripheren sauerstoffarmen Gewebe mit niedrigem Sauerstoffpartialdruck
wird die Bindung geldst. Das Sauerstoffmolekiil wird wieder abgegeben, wodurch die freien
Untereinheiten des Hb nun Kohlenstoffdioxid binden konnen. Der groflere Anteil
Kohlenstoffdioxid wird in Form von Bikarbonat im Blut transportiert. Der Erythrozyt wird
daraufthin durch die Venen zuriick zur Lunge geschwemmt. Fehlt Hb, kommt es zu

Symptomen der Andmie wie etwa Blédsse und Leistungsknick (4).
1.1.3. Uberleben

Um die Zusammensetzung von lonen im Inneren des Erythrozyten, die Membranstruktur,
den  Sauerstoffaustausch und viele Stoffwechselvorginge des Erythrozyten
aufrechtzuerhalten, braucht es Energie. Durch das AusstoBen des Zellkerns, der
Mitochondrien und anderer Zellorganellen verlieren die Erythrozyten die Moglichkeit der
aeroben Glykolyse zur Adenosintriphosphat-Gewinnung. Die Energiegewinnung erfolgt
daher iiber den Abbau von Glukose in Laktat, die anaerobe Glykolyse. Die Erythrozyten
sind dadurch auf Glukose angewiesen. Eine wichtige Rolle im Uberleben nimmt das
Glutathion ein. Es schiitzt die Erythrozytenbestandteile wie die Membran, das Hb und

Enzyme vor Oxidation (5).
1.1.4. Abbau

Ein Erythrozyt wird im Durchschnitt 120 Tage alt (2-5). Nach dieser Zeitspanne oder
aufgrund von Schidden wird er groBtenteils in der Milz, aber auch in der Leber und im
Knochenmark aussortiert. Dieser Vorgang wird Blutzellmauserung oder ,,Culling® (Auslese)
genannt (3, 4). In Milz, Knochenmark und Leber befinden sich phagozytierende Zellen, wie
Monozyten und Makrophagen, die zum Mononukledren Phagozytensystem gezihlt werden.

Speziell in der Milz gibt es eine Untergruppe des Mononukledren Phagozytensystems, das
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retikulohistiozytdre System. Die Phagozyten des retikulohistiozytiren Systems
,verschlingen” die weniger verformbaren, gealterten oder beschddigten Erythrozyten.
Folgende Mechanismen am Ende des Erythrozytenlebens gelten als Abbausignale: Zum
einen steigt die Calciumkonzentration innerhalb der Zelle an. Das bewirkt eine Aktivierung
von p-Calpain, einem Protein, das u. a. fiir die Zerlegung des Spektrin-Gertists des
Cytoskeletts zustindig ist. Des Weiteren wird eines der Phospholipide der Zellmembran, das
Phosphotidylserin an die Membranauflenseite verlagert. Dieses eigentlich an der
Membraninnenseite liegende Phospholipid wird durch seine Expression zu einem wichtigen
Marker, da es das retikulohistiozytire System bzw. Mononukledre Phagozytensystem
aktiviert (5). AuBBerdem verédndert sich die Form eines Erythrozyten mit zunehmendem Alter.
Die Membran wird unflexibler und die Verformbarkeit nimmt ab (4, 8). Dadurch bleibt die
Zelle in den engen Pulpastringen der Milz hédngen, wo sie auf die Zellen des
retikulohistiozytdren Systems trifft. Diese phagozytieren die RBZs. Das dabei freigesetzte
Hb wird abgebaut bzw. einem Kreislauf zur Wiederverwertung zur Verfiigung gestellt (2,

5).
1.2. Retikulozyten

Die direkte Vorstufe des Erythrozyten ist der kernlose Retikulozyt. Er verdankt seinen
Namen seinem Restgehalt an Zellorganellen, die durch eine Spezialfarbung netzartig bzw.
retikuldr erscheinen (2, 5). Durch Polyribosomen hat der Retikulozyt die Fahigkeit, Hb
herzustellen. Im Gegensatz zu reifen Erythrozyten sind Retikulozyten sehr fragile Zellen,
enthalten einen Restanteil Mitochondrien und gewinnen ihre Energie durch B-Oxidation,
Citratzyklus und Atmungskette (5). Im Laufe der Retikulozytenreifung werden die
Zellorganellen ausgeschieden oder mittels Autophagie abgebaut (1, 2). Durch massive
Membranumbauprozesse, wie etwa dem Remodeling des Zytoskeletts (1), nimmt das
Zellvolumen weiter ab und die Zelle nimmt die Form einer bikonkaven Scheibe an. Das
Verhiltnis von Oberfliche zu Volumen, die sog. surface area-to-volume-ratio (S/V-Ratio)
nimmt deutlich zu (9). Diese Verdnderungen fithren dazu, dass der Retikulozyt mit
zunehmendem Reifegrad stirker verformbar ist und sich besser entlang der Flussrichtung
ausrichten kann (9, 10). Der Hohepunkt an Verformbarkeit wird erreicht, wenn er zum
Erythrozyten wird (9). Beim gesunden Erwachsenen betrdgt der relative Anteil an
Retikulozyten im peripheren Blut ca. 0,5 bis 2 %, was ungefdhr 20.000 bis 75.000 Zellen
pro ul entspricht (2, 4). In Nabelschnurblut sind es doppelt bis dreifach so viele (10). Bei

einer gesteigerten Erythropoese, z. B. reaktiv bei linger anhaltendem Blutverlust, werden
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vermehrt Retikulozyten gebildet und in den Blutkreislauf ausgeschiittet. Der Anteil erhoht
sich konsekutiv (2). Diesen Zustand nennt man Retikulozytose (5). Stérungen der

Erythropoese duflern sich hingegen u. a. in einer erniedrigten Retikulozytenanzahl (4).

CD71 ist ein Rezeptor fiir das eisenbindende Protein Transferrin. Dieser Rezeptor ist u.a.
auf Retikulozyten und erythroiden Vorlduferzellen ausgebildet. Bei der Entwicklung zum
reifen Erythrozyten geht CD71 verloren. Diese Eigenschaft macht man sich z. B. bei der
Aufreinigung von Retikulozyten aus Nabelschnurblut (vgl. 2.1.3) zu Nutze (11).

1.3. Kultivierte rote Blutzellen

Die Moglichkeit, Erythrozyten ex-vivo in einer Zellkultur zu generieren, ist von
internationalen  Forschungsinteresse, wie auch an der Universitdtsklinik fiir
Blutgruppenserologie und Transfusionsmedizin der Medizinischen Universitit Graz (UBT).
Dabei werden beispielweise humane CD34+ HSZs aus peripherem Blut oder
Nabelschnurblut mithilfe von magnetischen CD34+ Perlen (sog. Beads) isoliert und als
Ausgangsmaterial verwendet (12). Alternativ gibt es innovative Modelle, bei denen humane
induzierte pluripotente Stammzellen (hiPSZs) als Grundlage von kRBZs verwendet werden.
Diese reprogrammierten Stammzellen stammen von somatischen Zellen und sind
Gegenstand moderner Forschung (7, 13). Die erythrozytiren Progenitorzellen werden nach
bestimmten Protokollen (14, 15) in Kulturmedien angeziichtet. Ein solches Medium enthélt
im Wesentlichen die Wachstumsfaktoren der Erythropoese wie Erythropoetin,
Stammzellfaktor, Interleukin 3, sowie Hydrocortison, verschiedene Nahrsubstrate wie
humanes Plasma oder Albumin und evtl. zusétzliche Fette. Nach erfolgter erythrozytirer
Differenzierung (ca. 18 Tage bei Verwendung von adulten CD34+ HSZs) wird die Kultur
filtriert, um bereits entkernte Zellen von der restlichen Kultur abzutrennen. Das
Reifestadium der RBZs wird beispielsweise mikroskopisch bestimmt. Weitere
Charakterisierungen des Reifegrades finden mithilfe von Durchfluss-Zytometrie und
Immunhistochemie statt. AuBerdem werden Volumen und Hb-Gehalt untersucht. Von
besonderem Interesse fiir die klinische Anwendung ist die Untersuchung der Funktionalitét
der Zellen (12). Dabei werden die RBZs z. B. auf den Enzyminhalt, die Féahigkeit des
Sauerstofftransportes, die Verformbarkeit, die Blutgruppenantigene und auf die
Lipidzusammensetzung getestet (12, 14). Aktuell etablierte Modelle sind in der Lage
kernlose Zellen zu generieren, die einen Reifegrad zwischen nativen Retikulozyten und

nativen Erythrozyten présentieren (12). 2011 konnte erstmals eine autologe Transfusion
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einer geringen Menge von kRBZs am Menschen erfolgreich durchgefiihrt werden (14). Fiir
die Zukunft erhofft man sich mithilfe der kRBZs Engpisse von Blutprodukten iiberwinden
und immunkomprimierte Patientlnnen mit chronischem Bedarf an Blutprodukten besser

versorgen zu konnen (12).

1.4. Funktionalitit wund  biomechanische Eigenschaften von
Erythrozyten
1.4.1. Form und Verformbarkeit

Durch sein besonderes Membranskelett und das Fehlen eines Zellkerns besitzt ein Erythrozyt
in Ruhe eine bikonkave Scheibenform (2). Diese ermdglicht ihm eine vergroBerte
Oberfliche im Vergleich zu seinem Volumen und damit eine Optimierung des
Sauerstofftransports. Man spricht in diesem Sinne auch von einer hohen S/V-Ratio (4). Ein
wichtiges und besonderes Merkmal der menschlichen RBZs ist die Fahigkeit zur reversiblen
Verformbarkeit. Dadurch kann sich die Zelle den unterschiedlichen rheologischen
Bedingungen, den FlieBeigenschaften des Blutstromes anpassen. So schafft sie es
wiederholte Male, die mikrovaskuldren Sinusoide der Milz, das enge Kapillarnetz und
Stellen unterschiedlichster Stromungsgeschwindigkeiten zu passieren (vgl. Abb. 2). Dabei

betrdgt der Querschnitt dieser Gefélle oft nur ein Drittel des eigenen Durchmessers (2).

Abb. 2: Verformung eines Erythrozyten bei Eintritt in ein Gefdf3 mit geringerem Durchmesser, elektronenmikroskopische
Aufnahme,; Quelle der Abb.: (16)

Mit Abnahme des GefdlBdurchmessers steigt die Flussgeschwindigkeit. Die Zelle verformt
sich hier zunehmend elliptisch. Man nennt dies auch Paraboloidform (4). Sobald die

Engstellen passiert sind, nimmt die Zelle wieder ihre bikonkave Ursprungsform an. Diese
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Féhigkeit ist bei jungen Erythrozyten stirker ausgeprégt als bei alten (2). Trotz der enormen
Deformation der Zelle gibt es keine signifikanten Verdanderungen der Membranoberfldche
(8). Diese Fahigkeit der reversiblen Verformbarkeit, einer rheologischen Eigenschaft, wird
von folgenden Faktoren maligeblich beeinflusst: der S/V-Ratio, dem spezifischen Aufbau
von Zytoskelett und Membran (vgl. 1.5.1), sowie der internalen Viskositét, die eng mit der
mittleren korpuskuldren Himoglobinkonzentration (MCHC) des Erythrozyten verkniipft ist
(17, 18).

1.4.2. Osmotische Resistenz

Eine weitere Eigenschaft, die der RBZ dabei hilft, sich optimal den Bedingungen des
Blutkreislaufes anzupassen, ist ithre osmotische Resistenz. Man spricht von der osmotischen
Resistenz als ,,ein[em] MaB fiir die Integritit der Zelle* (4). Blut besitzt eine Osmolaritit
von ca. 290 bis 295 mOsmol/l. Ein gesunder Erythrozyt ist in der Lage, einem Abfall der
Osmolalitit bis ca. 180 mOsmol/l Stand zu halten. Bringt man ihn in eine hypotone Lésung
mit Natriumchlorid (NaCl) kommt es durch den Einstrom von Wasser zum Zerplatzen der
Zelle. Dabei wird Hb freigesetzt. Man spricht in diesem Zusammenhang von osmotischer
Hémolyse (4). Der physiologische Beginn der Hdmolyse liegt dabei bei einer NaCl-
Konzentration zwischen 0,45 und 0,4 g/dL. Bei 0,35 bis 0,3 g/dL NaCl sind alle Zellen
hamolysiert (19). Umso groBer die osmotische Resistenz, desto niedriger ist die Osmolaritit,
bei der die Zelle himolysiert. Eine RBZ kann einem relativ gro3en Bereich an osmolaren
Schwankungen standhalten. Die Grundlage dieser Fahigkeit liegt u. a. in einem Protein, dem
Aquaporin. Es liegt in der Zellmembran des Erythrozyten und dient als Kanal fiir H>O. Ist
die Umgebung eines Erythrozyten hyperton, hat also eine hohere Osmolaritdt als das
Zellinnere, wird Wasser iiber den Aquaporin-1-Kanal abgegeben. Dadurch nimmt das
Zellvolumen ab. Es kann sich eine sog. ,Stechapfelform* ergeben. Man nennt den
Erythrozyten dann Echinozyt. Bei einer hypotonen Umgebung, also niedrigem osmotischem
Druck, verhilt es sich gegenteilig. Wasser stromt iiber den Aquaporin-1-Kanal ein. Folglich
nimmt das Zellvolumen zu und die Zelle verformt sich kugelférmig. Der kugelformige
Erythrozyt heifit dann Sphérozyt. Sphédrozyten haben eine stark verkiirzte Lebenszeit und
werden im Extremfall nur zehn Tage alt (4). Gesunde Erythrozyten sind reversibel

verformbar (2).

Zur Testung der osmotischen Resistenz gibt es verschiedene Verfahren. Das konventionelle

Verfahren ist eine Verdiinnungsreihe mit photometrischer Bestimmung, wie in 2.3.8
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beschrieben. Das Prinzip dabei ist die durch starke Verdiinnung sinkende Osmolaritét, bei
der die Erythrozyten aufgrund des zunehmenden osmotischen Drucks zu hdamolysieren
beginnen und Hb freigeben (4). Da Hb ein Farbstoff ist, verdndert sich die Farbe der
jeweiligen Losung aufgrund der unterschiedlichen Hb-Konzentration. Dies macht man sich
mithilfe eines Ultraviolett-Spektrophotometers zunutze: Das freigewordene Hb wird
quantifiziert und daraus die Hamolyserate berechnet. Ein innovatives Verfahren zur Testung
der osmotischen Resistenz ist die Ektazytometrie mit osmotischem Gradienten (s. 1.6.3.4),

welches im Rahmen dieser Diplomarbeit angewendet wurde.
1.5. Erythrozytire Zellmembran

Die Erythrozyten-Membran ist die Grundlage funktioneller Eigenschaften, wie der
bikonkaven diskusartigen Form, der reversiblen Verformbarkeit, der osmotischen Resistenz

und der Aufrechterhaltung der Viskositét (2, 8).
1.5.1. Aufbau der erythrozytiren Zellmembran

Im Wesentlichen besteht die Zellmembran eines Erythrozyten aus drei Teilen: dem
Membranskelett, einer Phospholipiddoppelschicht und der Verbindung zwischen Skelett

und Lipiddoppelschicht in Form von integrierten Membranproteinen.

Die Grundlage des Membranskeletts bzw. Zytoskeletts sind Aktin- und Spektrin-Filamente
(2, 4). Ein Spektrin-Filament besteht aus netzartig verwobenen o- und B-Spektrin-Ketten (3).
Untereinander verkniipft sind die Spektrin-Filamente durch Aktin (vgl. Abb. 3a). Die
Verbindung zwischen diesem elastischen Netz und der Membran schaffen Adaptorproteine
mit sog. integralen Proteinen der Lipiddoppelschicht (2). Dazu zidhlen Ankyrin und Protein
4.1 und 4.2, die wie ein Anker das Zytoskelett befestigen (3). Die Lipiddoppelschicht ist aus
Cholesterol und verschiedenen Phospholipiden aufgebaut (2, 3). Hinzu kommen iiber
fiinfzig Transmembranproteine, die z. B. als Transportproteine, Adhisionsproteine oder
Signalrezeptoren fungieren. Zu den Transportproteinen gehoren u. a. Chlorid-Bikarbonat-
Austauscher (Bande-3-Protein), Wasserkanile (Aquaporin-1), Glukosetransporter (Glut-1)
und Natrium-Kalium-ATPasen (4, 8) (vgl. Abb. 3b). Ein an der Membranaulenseite
befindlicher Saum aus Kohlenhydratketten von Glykolipiden und Glykoproteinen enthélt die
zur Identitdt und Spezifitit einer Zelle gehorenden Oberflichenmerkmale. Hier liegt die

Basis des ABO-Systems (2, 5).
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Bande 3* Glykophorin
(Tetramer)

Spektrin™

Abb. 3: Aufbau der RBZ-Membran: a) Dargestellt sind die Quervernetzungen zwischen Spektrin-Ketten, Aktin und Ankyrin-
Verankerungen. b) a- und p-Spektrin-Ketten bilden das Zytoskelett, Bande 3 und verschiedene Glykophorine, z. B. das
Rhesusantigen sind Transmembranproteine und Teil der Zellmembran. Die Verankerung zwischen Membran und
Zytoskelett schaffen Ankyrin, Protein 4.1 und 4.2 (2). E = Extrazelluldrraum; PM = Plasmamembran, 1 =
Intrazelluldrraum; Quelle der Abb.: (2)

1.5.2. Membranfehlbildungen

Fehlbildungen und Stérungen der RBZ-Zellmembran fiihren durch eine Verkiirzung der
Lebenszeit zu einem erhohten Zellsterben (3). Es entstehen oft schwerwiegende
Krankheitsbilder, die zur Entitit der sog. hereditdren hdmolytischen Andmien zédhlen (20).
Die Ursache liegt oft in autosomal-dominant oder autosomal-rezessiv vererbten oder
spontanen Mutationen der Gene, die fiir verschiedene RBZ-Membran- und -Skelettproteine
codieren (21). Durch angeborene Verdnderungen der Membran- und Zytoskelettanteile
werden Stabilitdt, S/V-Ratio und osmotische Resistenz der Zelle beeintriachtigt. Es entstehen
je nach Krankheitsbild irreversible charakteristische kugelformige (Sphéarozyten), elliptische
(Elliptozyten), ovale (Ovalozyten), mundférmige (Stomatozyten) Zellen oder andere
abnorme Zellformen. Diese konnen sich nicht mehr ausreichend verformen, werden
vermehrt in der Milz abgebaut oder knnen den Umgebungsbedingungen im Blutkreislauf
nicht mehr standhalten. Es kommt zur Hamolyse und zur reaktiven Steigerung der
Erythropoese. Folge kann eine Retikulozytose sein. Uberwiegt der Erythrozytenuntergang
der Neubildung kommt es zur Andmie (3). Blédsse, Ikterus, Abgeschlagenheit,
Splenomegalie, sowie seltener Gallensteine und Cholezystitis sind typische Symptome und
Folgeerkrankungen einer himolytischen Andmie. Die Verldufe variieren je nach Vererbung
und Ausprdgung zwischen akut oder chronisch, mild oder schwer, bis hin zum letalen

Ausgang (3, 20).

Zu den weltweit am héufigsten verbreiteten RBZ-Membranfehlbildung z&hlen die hereditére
Sphirozytose und die hereditire Elliptozytose. Seltener sind die hereditire bzw.

Stidostasiatische Ovalozytose, die dehydrierte und hyperhydrierte hereditdre Stomatozytose.
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Eine seltene, aber besonders schwere Form der hereditiren Elliptozytose ist die hereditire
Pyropoikilozytose (3, 22). Die Diagnostik hereditdrer hamolytischer Andmien basiert v. a.
auf Laboranalysen, Zytologie, Fluss-Zytometrie und Gel-Elektrophorese. Nicht immer ist
die Diagnose anhand dieser Verfahren einfach zu stellen. In seltenen Fillen wird zur
Diagnosesicherung eine molekularbiologische Testung durchgefiihrt (3). Zu beachten ist
allerdings, dass nur ein Teil der genetisch nachgewiesenen Mutation mit klinischen
Symptomen einhergeht. Eine an spezialisierten Zentren eingesetzte Technologie zur
Diagnostik hereditdrer Andmien ist die Funktionsanalyse der Erythrozyten mittels
Ektazytometrie (21). Dieses auf der Verformung der Erythrozyten basierende Verfahren (s.
1.6.1) bietet neben der Diagnosesicherung auch die Mdglichkeit die klinische Ausprigung
zu analysieren. Dadurch ldsst sich die Funktionseinschrinkungen der Krankheit zu Beginn

und im Verlauf erfassen (23).
1.6. Ektazytometrie mittels Lorrca®

Im Zentrum dieser Diplomarbeit steht das Lorrca®-Ektazytometer der Firma RR
Mechatronics (Zwaag, Niederlande). Die Abkiirzung Lorca steht fiir Laser-assisted Optical
Rotational Red Cell Analyzer (24). Der Lorrca® ist aktuell als einziges Ektazytometer der
neuesten Generation auf dem Markt. Derzeit ist es in Europa nur an ausgewihlten Standorten

verfiigbar (s. 1.6.4).
1.6.1. Funktionsprinzip der Ektazytometrie

Wie bereits erwihnt, verformen sich RBZs, wenn sie z. B. im Kapillarsystem oder der Milz
Scherkriften ausgesetzt sind (25). Dabei verdndert sich der Durchmesser der Zellen, sodass
eine Verlingerung bzw. Elongation einer Achse stattfindet (24, 26, 27). Mit dem Lorrca®
kann diese Elongation auf Grundlage der sog. Ektazytometrie gemessen werden. Dieses
Messverfahren dient ausschlieBlich der Vermessung von RBZs auf Basis der einzigartigen
rheologischen Eigenschaften (21). Man unterscheidet dabei zwei Arten: die isotone und die
weiterentwickelte, durch Verdnderung des osmotischen Gradienten erzeugte
Ektazytometrie. Isotone Ektazytometrie bedeutet die Vermessung der Verformbarkeit von
Zellen durch vom Gerit erzeugte Scherkrifte unter gleichbleibendem osmotischem Druck
(21, 28). Die Funktionsgrundlage ist dabei ein Bob-Cup-System (vgl. Abb. 4), aus einem
nicht rotierbaren Bob und einem rotierbaren Cup, der wihrend der Messung in den Bob
gesetzt wird (21). Da sich die Zellen bei der Messung im Spalt zwischen Bob und Cup
befinden, werden durch die Rotation des Cups Scherkrifte (sog. Shear Stress, SS) auf die
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Zellen wirksam. Infolgedessen verdndern die RBZs ihre urspriingliche Form (25). Die
Ektazytometrie mit osmotischem Gradienten errechnet ebenso basierend auf dem Bob-Cup-
System die Elongation der Zellen, jedoch in Abhéngigkeit des osmotischen Drucks. Bei
Hypotonie, also niedrigem osmotischem Druck, neigen Erythrozyten durch Wassereinstrom
zu einer kugeligen Form. Wihrend sie sich unter hypertonen osmotischen Verhiltnissen,
sprich hohem osmotischen Druck, elliptisch bis hin zu einer Stechapfelform verformen (4).
Um den Prozess der Verformung zu analysieren, ist im Bob ein Laser eingebaut. Das
Laserlicht trifft auf die verformten Zellen und wird reflektiert. Es entsteht ein
Diffraktionsmuster, welches mithilfe einer Kamera aufgezeichnet wird (24, 26, 29). Der mit
dem Gerit verbundene Computer analysiert das Diffraktionsmuster und stellt die Daten in

einem Diagramm dar (16).
1.6.2. Aufbau des Lorrca®

Der Lorrca® besteht im Wesentlichen aus zwei Zylindern, einem Laser, einer Kamera, einem
Schlauchsystem mit Kanistern und dem angeschlossenen Computer (Abb. 4). Einer der zwei
Zylinder gleicht einem stabilen Kolben oder ,,Bob*. In ihm befindet sich der Laser. Der
andere Zylinder ist eine Art Becher, der in variierender Geschwindigkeit rotierbar ist und als
,Cup* bezeichnet wird. Wihrend der Messung sitzt der Bob in diesem. Zwischen Bob und
Cup bildet sich auf diese Weise ein ca. 0,3 mm groBer Spalt (16), in den die Blutzellprobe
eingefiillt wird. Die Kamera befindet sich an der Innenwand des Gerédtes und ist mit dem
Computer verbunden. Der Computer liefert optisch und graphisch ausgewertete Daten und
speichert diese. Um die Probe bestimmten Osmolalititen auszusetzen, ist der Bob mit einem
Schlauchsystem inklusive Klappen und Pumpen verbunden. An dieses sind zwei Reagenzien
unterschiedlicher Osmolalitit (,,Osmo low*, ,,Osmo high*) angeschlossen, die wihrend
einer Messung in kontrollierten Konzentrationen der Probe zugefiihrt werden konnen. Fiir
die Reinigung ist auBerdem ein Kanister mit destilliertem Wasser (Aqua dest.), eine
Reinigungsfliissigkeit (,,X-Clean*), sowie ein Abfallkanister (,,Waste®) an das

Schlauchsystem angeschlossen.
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Main components:

1. Computer and display

2. BOB

3. CUP

4. Projection screen

5. De-ionized water hottle, Waste bottle

6. Pumps

7. Valyes

8. Laser

9. Osmo HIGH, Osmo LOW, Elon ISO hottles
10. Sample unif

11. Oxygenscan upit (optional)

Abb. 4: Lorrca®-Gerdteaufbau; Quelle der Abb.: (16)

1.6.3. Messprinzipien

Mit dem Lorrca® konnen neben der Verformbarkeit weitere Eigenschaften von RBZs
vermessen werden, die Riickschliisse auf Membranstabilitidt und osmotische Resistenz der
Zellen geben. Die folgenden vier Messungen wurden in dieser Arbeit mit dem Lorrca®

durchgefiihrt.
1.6.3.1.  Deformability curve (DC)

Die Deformability curve (DC) ist die isotone Laser-Diffraktions-Ektazytometrie des
Lorrca®. Es wird die Verformbarkeit der Blutzellen unter steigendem SS gemessen. Die
Zellverformung ist somit rein vom SS und nicht von der Osmolalitéit abhédngig (16). Dabei
wird die Blutprobe zuvor mit einer hoher viskdsen Fliissigkeit vermischt, dem ,,Elon Iso®.
Elon Iso besteht aus Polyvinylpyrrolidon, besitzt eine Viskositit von ca. 27 — 33 mPa*s und
eine Osmolalitdt von 284 bis 304 mOsm/kg (18). Diese Viskositdt ermdglicht es, etwa
sechsmal so viel SS zu erzeugen, als bei normaler Blutviskositdt moglich ware. Auflerdem
bewirkt sie, dass sich die Zellen entlang der Flussrichtung ausrichten koénnen (27). Durch
den gesteigerten SS, der auf die Erythrozyten wirkt, verformt sich ihre runde Form
zunehmend elliptisch und die Zellen orientieren sich entlang der Flussrichtung. In
Kombination mit dem Laser entsteht ein elliptisches Diffraktionsmuster (24, 26, 27). Das
Muster wird von der Kamera aufgezeichnet und anhand zweier Achsen vermessen. Die

vertikale Achse wird als ,,a* und die horizontale Achse als ,,b* bezeichnet. Der Computer
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berechnet aus den Achsenlédngen einen sog. Elongationsindex (EI) wie folgt: EI = (a —Db) /
(a+Db) (16, 24, 25). Je stirker die Verformung der Zelle durch den SS, desto hoher ist auch
ihr EI (25) (vgl. Abb. 5). Anhand des sich verdndernden EI unter entsprechendem SS lassen
sich Aussagen iiber die Qualitidt und Quantitit der Verformbarkeit der Zellmembran der
RBZs treffen. Das Maximum des EI ist der EImax. Der Punkt, an dem der EI die Hilfte der

maximalen Verformung erreicht hat, wird EI %2 oder SS 4 genannt (18).

Nach Beginn der Messung wird der SS alle sechs Sekunden (s) erhoht, bis er nach 48 s ein
Maximum von 30 Pa erreicht und die Messung an ihrem Ende ist. Dadurch ergeben sich die
folgenden neun SS-Stufen: 0,3 Pa, 0,53 Pa, 0,95 Pa, 1,69 Pa, 3,00 Pa, 5,33 Pa, 9,49 Pa, 16,87
Pa, 30,00 Pa. Der im Korper physiologisch vorkommende SS liegt bei weniger als 1 bis 95
dyn/cm? was weniger als 0,1 bis 9 bzw. 10 Pa entsprecht (25, 30). Teilweise wird sogar von
Werten bis 20 Pa berichtet. Deutlich hohere Werte entstehen auBlerdem in stenotischen
GefédBen oder durch Kunstteile im Korper wie z. B. kiinstliche Herzklappen (27). Bei der DC
aber auch bei den anderen Messoptionen des Lorrca®-Gerites wirken somit auch hohe

unphysiologische SS-Werte auf die Zellen.

RBC deformability curve
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Abb. 5: Deformability curve und Berechnung des EI: Die schwarze Kurve zeigt die Vermessung einer Vollblutprobe.
Dariiber ist eine Kontrollkurve in blau zu sehen. Unterhalb der Kurven ist zusdtzlich die Zellverformung eines Erythrozyten
von bikonkav bei geringem SS zu elliptisch bei hohem SS dargestellt. Durch die elliptische Verformung verdndert sich auch
der EI, der aus den Achsenlingen A und B, wie rechts zu sehen, berechnet wird. Quelle der Abb.: (29)
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1.6.3.2.  Cell Stability Test (CS)

Im Cell Stability Test (CS) wird die Stabilitit der RBZs getestet. Dabei wird iiber einen
Zeitraum von 30 min ein konstanter SS von 30 Pa bei 37°C erzeugt. Alle 10 s wird der EI
bestimmt. So entsteht eine Kurve (sog. Stability curve), die den EI darstellt und ein Graph
(sog. Shape graph), der die Verformung der Zellen iiber 30 min abbildet (vgl. Abb. 9). Die
Verformung der Zelle ist in dieser Messung, im Gegensatz zur DC, nicht in Abhédngigkeit

vom SS zu beurteilen, sondern in Abhangigkeit von der Zeit (16).
1.6.3.3. Cell Membrane Stability Test (CMS)

Der Cell Membrane Stability (CMS) Test ist eine Kombination aus Stabilitdtsmessung (CS)
und Elongationsmessung der RBZs (DC). Dabei erfolgt nach einer beginnenden
Elongationsmessung (DC) ein CS und im Anschluss eine erneute DC (vgl. Abb. 10 a — c).
Durch die Wiederholung einer DC direkt im Anschluss nach der CS, lassen sich direkte
Auswirkungen von hohem SS iiber einen ldngeren Zeitraum auf die Verformbarkeit der
RBZs beurteilen. Die Verformbarkeit ist im CMS von der Zeit und vom Stress (SS)
abhéngig. Durch den CMS lassen sich sowohl Auswirkungen von steigenden Scherkriften
als auch von konstantem Stress auf eine RBZ testen. Es werden wie bei 1.6.3.1 die EImax

und EI 2 wihrend der DC-Messung vom Gerét berechnet (16).

1.6.3.4.  Osmoscan (0OS)

Der Osmoscan (OS) ist eine Ektazytometrie mit osmotischem Gradienten, eine
Weiterentwicklung der isotonen Ektazytometrie. Sie ist der heutige Goldstandard zur
Elongationsmessung von RBZs (28). Mit ihrer Hilfe konnen Aussagen iiber die osmotische
Resistenz, die S/V-Ratio, den Hydratationszustand, Volumen, Viskositit und die Elongation
von RBZs getroffen werden, was besonders bei der Diagnostik von erythrozytdren

Membranfehlbildungen eine Rolle spielt (vgl. 1.5.2) (17, 18, 21).

Im OS wird die Zellverformung durch Verdnderungen des osmotischen Drucks bei 37°C und
einem konstantem SS von 30 Pa ausgelost. Die gesamte Messung dauert ca. 4,5 min. Der
Rechner liefert jede Sekunde einen EI und die dazugehorige Osmolalitit. Auf diese Weise
entsteht die sog. Osmoscan curve, eine Kurve mit Gegeniiberstellung des EI zur jeweiligen
Osmolalitidt [mOsm/kg] (vgl. Abb. 6). Im Unterschied zur DC und anderen Messungen des
Lorrca® bendtigt man beim OS verschiedene viskdse Fliissigkeiten zur Variation der

Osmolalitit. Zum einen bedarf es einer Fliissigkeit mit einer hypotonen Osmolalitit (sog.
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,Osmo low®). Zum anderen wird eine hypertone Fliissigkeit (sog. ,,Osmo high*) bendtigt.
Durch variierende Mischungen der beiden Losungen wird die Probe im Laufe der Messung
einer steigenden Osmolalitit von 50 bis zu 500 mOsm/kg ausgesetzt, was eine

charakteristische Verformung der RBZs, wie in Abb. 6 zu sehen, bewirkt (16).

Ton channel function

T

0,6 -

.........................

0,5

Memobr. flex.

— 014' . . . .
w i Cytoplasmic viscosity
" - Cell surface | \ (MCHC) |
B Pl X i O vy Evvis vs il Cell volumeT
5 0,2
B _
g S/V ratio |
k- 0,14 Osmotic fragility_
01 )
.0 min . O max : O hyper
'0,-1 . - -

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Osmolality (mOsm/kg)

Abb. 6: OS-Kurve und die wichtigen Parameter des OS (Omin, EImax, Omax, Ohyper) mit deren Bedeutung. Eine
Rechtsverschiebung der Omin kann einhergehen mit einer erniedrigten S/V-Ratio und/ oder einer erhohten osmotischen
Fragilitit. Ein geringerer EImax kann eine Abnahme der Zelloberfliche bedeuten. Omax korreliert mit der Funktion von
lonen-Kandlen. Eine Zunahme des Zellvolumens, genauso wie eine sinkende zytoplasmatische Viskositdit bzw. MCHC
konnen zu einer rechtsverschobenen Ohyper fiihren (16, 18, 21, 29).; Quelle der Abb.: (29)

Im Wesentlichen werden drei Parameter zur weiteren Interpretation und Auswertung der
erhobenen Messwerte hinzugezogen: Omin, EImax bzw. Omax und Ohyper (21). Die
minimale Osmolalitit (Omin) ist die Osmolalitit, bei der die Zellen in der hypoosmolaren
Umgebung den geringsten EI haben (16). Dies ist zugleich die Osmolalitét, bei der 50% der
RBZs in konventionellen Tests der osmotischen Resistenz hdmolysiert sind (17). Omin steht
daher in Abhéngigkeit zur osmotischen Resistenz und S/V-Ratio. Testet man z. B. eine
Person mit hereditdrer Sphirozytose, so ist die Omin nach rechtsverschoben, was sowohl
mit einer reduzierten S/V-Ratio als auch einer typischerweise verminderten osmotischen
Resistenz bei dieser Membranfehlbildung einhergeht (18, 21). Folglich hdmolysieren die
Zellen schon bei hoherer Osmolaritit (4). Das Maximum der Kurve ist zugleich das
Maximum der Zellverformung (Elmax). Die Osmolalitdt an diesem Punkt wird als Omax
bezeichnet. Je stirker die RBZs der Probe verformbar sind, desto gréer wird EImax. EImax

steht in Bezug zur Zelloberfldche und Omax zur Funktion der lonenkanile der Zellmembran
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(16). Ein geringer EImax deutet auf eine verminderte Verformbarkeit und evtl. reduzierte
S/V-Ratio hin (21). Der letzte wichtige Marker des OS ist die Ohyper. Ohyper ist die
Osmolalitit, bei der 50% des EImax in einer hyperosmolaren Umgebung erreicht sind (16).
Eine hohere Ohyper geht mit einem grofBeren Zellvolumen und damit mit dem
Hydrationsstatus der Zelle einher (21). Zudem ist sie mit der zytoplasmatischen Viskositit,
die von der MCHC abhingt, in Relation zu setzen: Eine geringere MCHC fiihrt zu einer
Rechtsverschiebung der Ohyper (vgl. Abb. 6) (18).

Membranfehlbildungen von Erythrozyten gehen mit charakteristischen Kurvenverldufen
einher. Dadurch eignet sich der OS als diagnostisches Mittel dieser Erkrankungen (21). Es

prasentieren sich signifikante Verdnderungen der genannten Indizes (vgl. Abb. 7).
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Abb. 7: OS-Kurven von erythrozytiren Membranfehlbildungen und einer Kontrollgruppe (dunkelblau): Die OS-Kurve
bei hereditirer Sphdrozytose (rot) zeigt typischerweise eine erhohte Omin, reduzierte EImax und erniedrigte Ohyper. Bei
hereditdrer Elliptozytose (griin) zeigt sich ein verminderter EImax, wobei Omin und Ohyper normwertig bleiben.
Klassischerweise ist eine trapezoide Kurve zu sehen. Eine Linksverschiebung von Omin und Ohyper sieht man bei der
Pyknozytose (grau) und dehydrierter Stomatozytose (hellblau), eine Rechtsverschiebung der beiden Indizes bei
hyperhydrierter Stomatozytose, welche hier nicht abgebildet ist. Der Elmax zeigt sich bei den Stomatozytosen nicht
verdndert (21, 22). Quelle der Abb.: (29)

1.6.4. Einsatz

Der Lorrca® wird weltweit in iiber 20 Lindern an Forschungszentren genutzt (23). Die von
Graz aus gesehen niichsten Standorte sind Paris, Ziirich und Neapel. Noch ist der Lorrca®
aufgrund mangelnder Verfligbarkeit und aktuell fehlender Zulassung fiir die klinische
Diagnostik kaum im klinischen Setting und hauptséchlich als Forschungsgerét zu finden.

Zusitzlich zur molekularbiologischen Testung wird der Lorrca® dennoch bereits in der
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Diagnostik hereditdrer RBZ-Membranfehlbildungen eingesetzt. Nicht jeder genetische
Defekt fiihrt zu einer klinischen Auswirkung. Oft bewirken erst mehrere Defekte einen
Verlust oder Einschrinkungen der Funktion (21). Dadurch wird der Lorrca® auch im
klinischen Bereich zunehmend interessanter (23) und ist in einigen Féllen bisherigen
Methoden tiberlegen (21). Bei der Auswertung der Verformbarkeit von RBZs ist er bereits
der Goldstandard (28). Eine der groften Limitationen der Ektazytometrie ist die bisher
fehlende Moglichkeit, einzelne Zellen zu untersuchen. Nichtsdestotrotz ist die
Ektazytometrie eine praktische und sensitive Methode, um rheologische Eigenschaften von
RBZs und die Heterogenitét von Blutpopulationen zu bestimmen. Dies sind wichtige Daten

fiir die Forschung verschiedenster Erkrankungen mit hdufiger klinischer Relevanz (18).
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1.7. Zielsetzung

Der experimentelle Teil dieser Arbeit diente der initialen Validierung des Lorrca®-Gerites
an der UBT der Medizinischen Universitit Graz und der Ermittlung laborinterner
Referenzwerte. Dabei sollten zunichst die verschiedenen Messoptionen (DC, OS, CS, CMS)
unter Verwendung der von RR Mechatronics angegebenen Gerétesettings fiir den weiteren
Einsatz im Bereich der Diagnostik erprobt werden. Neben frischen, nativen Erythrozyten
gesunder Blutspenderlnnen wurden bereits gealterte Erythrozyten untersucht. Diese Proben
sollten als pathologisches Referenzmaterial dienen, da Verdnderungen der
Membraneigenschaften und -funktion von Erythrozyten zum einen im Rahmen der Alterung
(4, 8) und zum anderen durch die Lagerung von EKs (31) bekannt sind. Dariiber hinaus sollte
die Lorrca®-Analyse fiir die Messung biomechanischer Eigenschaften von kRBZs optimiert
werden. An der UBT existieren etablierte Modelle zur Ex-vivo-Kultivierung von
Erythrozyten aus humanen Stammzellen bzw. hiPSZs. Die Hoftnung ist, durch die
Weiterentwicklung dieser Modelle in Zukunft Blutprodukte aus kRBZs herstellen zu konnen
und ein Engpidsse von EKs moglicherweise zu iiberbriicken. Die Vergleichbarkeit solcher
kRBZs mit nativen Erythrozyten muss jedoch zuvor belegt werden. Da die kultivierten
Zellen in wesentlich geringerem Umfang zur Verfligung stehen als peripheres Blut, sollten
die Geréteeinstellungen und Messprotokolle fiir die reproduzierbare Vermessung niedriger
Zellmengen optimiert werden und Grenzen von Zellmenge und Verfahren definiert werden.
Zudem reifen die kRBZs aktuell nur bis zum Stadium des kernlosen Retikulozyten aus. Da
die biomechanischen Membraneigenschaften von Retikulozyten deutlich von denen reifer
Erythrozyten abweichen, wurden in dieser Arbeit Vergleichsanalysen mit nativen
Retikulozyten aus Nabelschnurblut durchgefiihrt. Die Analyse von Retikulozyten mittels
Lorrca® ist aufgrund ihrer geringen Priisenz im peripheren Blut bislang in der Literatur nur
unzureichend beschrieben. Aufgrund ihres geringeren Reifestadium unterscheiden diese sich
in Membraneigenschaften, S/V-Ratio, ZellgroBBe, Hb, Anteil an Zellorganellen und vielen
weiteren Eigenschaften (vgl. 1.2), was sich mal3geblich auf die rheologischen Eigenschaften

auswirken kann.

27



2. Material und Methoden
2.1. Zellmaterial

Das Zellmaterial fiir die Validierung des Lorrca®-Gerites bestand aus nativen humanen
RBZs aus EDTA-BIlut und Erythrozytenkonzentraten (EKs). Ergdnzend wurden Versuche
mit nativen humanen Retikulozyten aus Nabelschnurblut durchgefiihrt. Dieses stammte von
gesunden Reifgeborenen der Universititsklinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe der
Medizinischen Universitit Graz (vgl. 2.1.3). Alle anderen Proben stammten von
Blutspenderlnnen, deren Blut an der UBT zur Herstellung von Blutprodukten
weiterverarbeitet und untersucht wurde. Uberschiissiges Blut, dessen Untersuchung
abgeschlossen oder das nicht an Patientlnnen weitergegeben wurde, wurde fiir
Forschungszwecke weiterverwendet. Nach der Spende wurde das Blut nummeriert und die
Daten der Spenderlnnen somit anonymisiert. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten
Kollektiv handelte es sich um eine zufdllige Auswahl gesunder BlutspenderInnen, die bzgl.
Alter, Krankheiten (insb. HIV, Hepatitiden) und Gesundheit der Regulation durch die
Osterreichischen Blutspendeverordnung und dem verantwortlichen &rztlichen Personal
unterlagen. Dadurch wurden nur Personen nach vollendetem 18. Lebensjahr und bis zur
Vollendung des 60. Lebensjahr bei Erstspende bzw. des 65. Lebensjahr angenommen (32).
Alle SpenderInnen sowie die Eltern der Neugeborenen wurden aufgekliart und stimmten
durch ihr schriftliches Einverstindnis im Rahmen der Spende bzw. der Geburt der
Verwendung des Blutes zu Forschungszwecken zu. Dies wurde durch die lokale
Ethikkommission mit positivem Votum und in Ubereinstimmung mit der Deklaration von
Helsinki freigegeben (EK27-165ex 14/15; Medizinische Universitit Graz, Graz,
Osterreich).

2.1.1. Erythrozytenkonzentrat (EK)

Ein EK-Beutel besteht nach der Gebrauchs- und Fachinformation der UBT aus 200 bis 320
ml Blut mit ausschlieBlich Erythrozyten in einem plasmanachempfundenen Milieu, der sog.
SAG-M-Additivlosung. Diese besteht im Wesentlichen aus Adenin, Mannitol, Glucose-
Monohydrat, NaCl und Wasser. Ein EK kann ab dem Tag, an dem das urspriingliche Vollblut
gespendet, aufgetrennt, Leukozyten gefiltert, getestet und schlieBlich freigegeben wurde,
maximal 42 Tage verwendet werden. Es wird fiir diesen Zeitraum bei ca. 4 °C eingelagert
(33). Fiir die Qualitdt des Blutprodukts kann ab dem Alter von 42 Tagen nicht mehr

garantiert werden, da mit zunehmender Lagerungszeit funktionelle und morphologische
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Verianderungen der Zellen, sog. ,,storage lesions® eintreten (25, 31). Das bedeutet, dass das
EK nach diesem Zeitpunkt oder bei anderen Auffilligkeiten wie Inhomogenitit oder

Verfarbungen verworfen werden muss (33).

Die in dieser Arbeit verwendeten EKs hatten einen Erythrozytenanteil von 6 bis 11 Millionen
Erythrozyten pro pl. Bei der photometrischen Bestimmung der osmotischen Resistenz (OR),
der DC, dem OS und dem CMS wurden Erythrozyten aus insgesamt 126 EKs vermessen.
Fiir die Proben wurden Schlauchsegmente der EKs verwendet, sodass das EK selbst
unberiihrt blieb. Diese wurden abseits dieser Arbeit z. B. fiir Kreuzproben vor einer
Transfusion verwendet. Um die Verdnderungen der biomechanischen Eigenschaften durch
Lagerungsschidden und Alter zu untersuchen, wurden u. a. Messungen mit Erythrozyten
unterschiedlichen Alters durchgefiihrt. Das Alter bezog sich dabei auf die Tage zwischen
dem Abnahmedatum der Spende und dem Messdatum. Dabei wurden ,,frische® (n = 65) und
»alte® (n = 61) EKs unterschieden. Das Label ,,frisch* bekamen alle EKs, die maximal fiinf
Tage oder jiinger waren. Als ,,alt* galten solche EKs, die aufgrund ihres Alters oder anderer
Griinde eine Weitergabe an eineN EmpfangerIn ausschlossen und daher aussortiert werden

mussten. Diese hatten ein Alter zwischen 33 und 55 Tagen.
2.1.2. EDTA-Blut

EDTA ist die Abkiirzung fiir Ethylendiamintetraessigsédure, ein Komplexe-formender Stoff
und damit ein sog. Chelatbildner. Da EDTA u. a. Calcium-Komplexe bildet und dadurch
Calcium als Gerinnungsfaktor unwirksam macht, wird sie in Blutréhrchen zur

Antikoagulation verwendet (4).

Das EDTA-BIlut (Vollblut) in dieser Arbeit stammte von Blutspenderlnnen der UBT. Es
diente im Rahmen der Spende v. a. der Testung verschiedener Parameter (ABO-Blutgruppe,
Rhesus-Faktor, Antikorpersuchtest, u.v.m.) und dem Pathogen-Screening. Im Anschluss
wurde das Blut fiir Forschungszwecke im Rahmen dieser Arbeit anonymisiert untersucht
und anschlieBend verworfen. Der Vorteil der EDTA-Blutproben im Vergleich zu den EKs
bestand darin, dass mehr Volumen verfiigbar war, obgleich der Anteil an Erythrozyten
geringer war. Im Durchschnitt enthielt ein EDTA-Blutréhrchen 4 bis 6 Millionen
Erythrozyten pro pl (2) und bei maximaler Fiillung 6 ml Blut. Die Verwendung von EDTA-
Blut war v. a. bei Messungen sinnvoll, die ein hohes Probenvolumen erforderten. Im

Durchschnitt waren die EDTA-Blutproben (n = 43) zwei bis drei Tage alt.
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2.1.3. Retikulozyten

Die im Rahmen der Arbeit verwendeten Retikulozyten (n = 4) stammten aus
Nabelschnurblut von gesunden Reifgeborenen, welches von der Universitétsklinik fiir
Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Medizinischen Universitit Graz bereitgestellt wurde
(Ethikvotum: EK27-165ex 14/15; Medizinische Universitit Graz, Graz, Osterreich). Das
Blut wurde innerhalb von 12 h nach Geburt in einer Mischung aus phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS) bzw. humanem Serumalbumin und Heparin zwischengelagert und im
Anschluss weiterverarbeitet. Die Aufreinigung der Retikulozyten wurde durch die Labor-
AG der UBT nach dem Protokoll der Herstellerfirma der Beads (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland) durchgefiihrt. Das Prinzip beruhte auf der CD71+-Expression der
Retikulozyten (vgl. 1.2). Im Wesentlichen wurden die Retikulozyten mit sog. magnetischen
CD71+ Beads (CD71 Microbead Kit; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland)
markiert, die am CD71-Marker der Zellen haften bleiben und der RBZ-Anteil des
Nabelschnurblutes im Anschluss iiber Saulen (MACS® LS Columns) in einem magnetischen
Stinder (MACS® MultiStand Cell Separator) flieBen gelassen. So konnten andere
Bestandteile wie z. B. die Erythrozyten herausgewaschen werden und Proben mit einem
Retikulozytenanteil von iiber 95 % erzeugt werden (34). Aufgrund der geringen
Verfligbarkeit von Nabelschnurblut, der geringen Frequenz von Retikulozyten im
Nabelschnurblut (ca. 1,7 — 5,0% (10)) und den hohen Kosten der Aufreinigung wurden

insgesamt lediglich vier Proben aufgereinigt und ausschlielich in der DC untersucht.

2.2. Reagenzien und Geriite

2.2.1. Retikulozyten-Aufreinigung

Tabelle 1: Verwendete Reagenzien und Geridite fiir die Retikulozytenaufreinigung

Name Herstellerfirma Produktnummer
Reagenzien
Pre-Separation Filters Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG 130-041-407

CD71 MicroBeads, human | Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG LOT # 5201209950

MACS® LS Columns Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG 130-042-401
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Human Albumin ,,CSL CSL Behring GmbH P100389637
Behring® 20%
Infusionslésung
CliniMACS (PBS/EDTA Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG 700-25
Buffer)
Geriite
Centrifuge 5810 R Eppendorf SE N77939
MACS® MultiStand Cell Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG 130-108-933
Separator
2.2.2. Bestimmung der Zellzahl
Tabelle 2: Verwendete Reagenzien und Ger<dite fiir Bestimmung der Zellzahl
Name Herstellerfirma Produktnummer
Reagenzien
Dulbecco’s Phosphate SIGMA-ALDRICH CHEMIE LOT # RNBK0699
Buffered Saline GmbH
Trypan Blue solution SIGMA-ALDRICH CHEMIE LOT # RNBJ7454
GmbH
Geriite
Axioskop Carl Zeiss Microscopy 451485
Deutschland GmbH
Malassez - Zahlkammer Paul Marienfeld GmbH & Co. KG | 0640610

Hecht Assistent® Counter

AC-8

Karl Hecht GmbH & Co. KG

60040-00-0282

ADVIA 21201 Hematology
System

SIEMENS Healthcare GmbH

IR 18382010

2.2.3. Messoptionen des Lorrca®-Geriites

Tabelle 3: Reagenzien und ihre Verwendung, sowie verwendete Gerite fiir die Messoptionen des Lorrca®-Gerites

Reagenzien
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Name Herstellerfirma Produktnummer | Verwendung

Osmo LOW RR Mechatronics QRR 030910 Osmoscan
Manufacturing B. V.

Osmo HIGH RR Mechatronics QRR 030930 Osmoscan
Manufacturing B. V.

Elon ISO RR Mechatronics QRR 030901 Alle Tests
Manufacturing B. V.

X-Clean RR Mechatronics QRR 010946 Endreinigung
Manufacturing B. V.

Ampuwa® Spiilldsung Fresenius Kabi AG LOT # 13QHP281 | Reinigung

(aqua dest.)

Geriite

Name Herstellerfirma Produktnummer

Lorrca® MaxSis Osmoscan | RR Mechatronics Manufacturing | LORC109230

(230V) B.V.

IKA® Roller 10 digital IKA®-Werke GmbH & Co. KG N77454

2.2.4. Photometrische Bestimmung der osmotischen Resistenz (OR)

Tabelle 4: Verwendete Reagenzien und Gerdte zur photometrischen Bestimmung der osmotischen Resistenz

Name Herstellerfirma Produktnummer
Reagenzien

NaCl Plastipur® Fresenius Kabi AG 13PMP043
Ampuwa® Spiillésung (aqua | Fresenius Kabi AG LOT # 13QHP281
dest.)

Human Albumin ,,CSL CSL Behring GmbH P100389637
Behring® 20%

Infusionslosung

Dulbecco’s Phosphate SIGMA-ALDRICH CHEMIE LOT # RNBK0699
Buffered Saline (PBS) GmbH

Harboe Puffer Blutbank Gatt-Koller GmbH 21J01664
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Geriite

Centrifuge 5810 R Eppendorf SE N77939
Centrifuge 5427 R Eppendorf SE N82678
Spectrophotometer UV- Shimadzu 023717
1800

2.3. Versuchsaufbau und Messungen

Fiir die Versuche dieser Arbeit wurde der Lorrca® MaxSis der Firma RR Mechatronics
(Zwaag, Niederlande) verwendet. Das Gerdt wurde zundchst nach Herstellerangabe in
Betrieb genommen und erste Messungen mit frischen EDTA-Blutproben laut Protokollen

von RR Mechatronics durchgefiihrt.

Der experimentelle Teil dieser Arbeit bestand im Wesentlichen aus den folgenden Schritten:
Zunichst fand die Vermessung von frischen und alten EKs, EDTA-Blut und teilweise von
Retikulozyten durch die verschiedenen Messoptionen (DC, OS, CS, CMS) des Lorrca®-
Gerites statt. Parallel dazu wurden photometrische Bestimmungen der osmotischen
Resistenz  (OR) von frischen EKs durchgefiihrt. Des Weiteren erfolgten
Wiederholungsmessungen zur Ermittlung der Stabilitdit und Reproduzierbarkeit. Dabei
wurden dieselben frischen EK-Proben an aufeinanderfolgenden Tagen (sog. Interday
Variability (IDV)), am selben Tag aus derselben, im Cup verbleibenden Mischung (sog.
Intersample Variability 1 (ISV 1) oder am selben Tag aus derselben, nicht im Cup
verbleibenden Probe mit Zeitabstand (sog. Intersample Variability 2 (ISV 2)) gemessen. Im
letzten Schritt wurden EK-Proben in der Verdiinnung angepasst und Geréteeinstellungen wie
die Signalverstirkung (Gain-Level) fiir die DC und den OS anhand von frischen EK-Proben

variiert.
2.3.1. Bestimmung der Zellzahl

Die RBZ-Probe wurde mit Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) auf 1: 5000 verdiinnt und
zuletzt 20 ul davon mit 180 pl Trypanblau (0,4 %) versetzt, sodass ein 1:50.000 Verdiinnung
entstand. Diese wurde auf eine Zdhlkammer (Malassez-Zdahlkammer, Paul Marienfeld
GmbH & Co. KG) gebracht und unter 20-facher VergroBerung in einem Mikroskop
(Axioskop, Carl Zeiss Microscopy GmbH) ausgezihlt. Daraus ergab sich nach Umrechnung
(bestimmte Zellzahl x 50000 pl = Anzahl der Zellen/pl) die Erythrozytenanzahl pro pl. Bei
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den EDTA-Proben wurde die Bestimmung der Zellzahl mit dem Advia-Gerdt (Siemens
Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) durchgefiihrt.

2.3.2. Deformability curve (DC)

Im Rahmen der Etablierungsversuche wurden 36 frische und 35 alte EKs, sowie 34 EDTA-
Proben vermessen. Vor Beginn der Messung wurde die Blutprobe zunichst inkubiert, bis sie
Raumtemperatur (RT) angenommen hatte. Es wurden 20 bis 25 ul Blutprobe (Zellmenge ca.
100 x 10° RBZs) in 5 ml viskdser Fliissigkeit (,,Elon Iso*) durch Schwenken gemischt (16).
Dies entsprach einer Konzentration von 20 x 109 RBZs pro ml. Aus diesem Gemisch wurden
anschliefend 900 pl in den Cup gegeben. Die Messung wurde gestartet, worauf die Cup-
Rotation begann. Zu diesem Zeitpunkt wurden Datum, Name und Viskositdt des Elon Iso
eingeben und das Gain-Level des Bildes eingestellt. Bei einer stabilen Gerdtetemperatur von

37 °C begann der Messvorgang (vgl. Abb. 8).
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Abb. 8: Die DC stellt den EI und damit die Verformbarkeit der RBZs abhdngig von steigendem SS dar. Quelle der Abb.:
exemplarische eigene Darstellung, erstellt durch den Lorrca®
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2.3.3. Cell Stability Test (CS)

In der CS wurden vier bisher nicht verwendete EDTA-Proben vermessen. Prinzipiell konnen
auch EK-Proben mit der CS vermessen werden. Die Blutprobe aus EDTA-Blut wurde auf
RT gebracht. Davon wurden 25 pl mit 5 ml Elon Iso zu einer homogenen Probe (ca. 100 x
10 RBZs pro 5 ml) gemischt (16). 900 ul der fertigen Probe wurden in den Cup gegeben.
Es folgte die Eingabe von Datum, Name und Viskositit des Elon Iso. Das Gain-Level wurde
so eingestellt, dass ein stabiles Bild entstand. Sobald auf dem Computerbildschirm ,,Image
ok* erschien, konnte die Messung gestartet werden. Nach dem Start der Messung wurde die
Probe wihrend einer Zeit von 1800 s (30 min) einem konstanten SS von 30 Pa bei 37°C

ausgesetzt (vgl. Abb. 9).
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Abb. 9: Der CS liefert die sog. ,,Stability curve . Diese zeigt die Verformbarkeit der Erythrozyten bei einem konstanten SS
von 30 Pa iiber 30 min an. Unterhalb der Kurve ist die elliptische Verformung der RBZs unter dem SS in einem sog. ,,Shape
graph* veranschaulicht. Quelle der Abb.: exemplarische eigene Darstellung, erstellt durch den Lorrca®

2.3.4. Cell Membrane Stability Test (CMS)

Fir den CMS wurden finf bisher nicht vermessene frische EKs und keine EDTA-Proben
verwendet. 25 pl (ca. 100 x 10° RBZs) bei RT inkubiertes Vollblut wurden in 5 ml Elon Iso
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gegeben (16). Durch Hin- und Herschwenken wurde eine homogene Probe hergestellt. Aus
diesem Gemisch wurden 900 pl in den Cup eingefiillt. Die Messung dauerte ca. 32 min und
fand bei einer Temperatur von 37°C statt. Sie startete mit einer DC (DC 1, Abb. 10a), darauf
folgte ein CS von 1800 s (30 min) bei 30 Pa SS (Abb. 10b). Beendet wurde der CMS durch
eine erneute DC (DC 2, Abb. 10c).
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Abb. 10: a) (oben links) Der erste von drei Teilen des CMS ist die DC 1. Hier wird vor der Stabilititsmessung die
Erythrozyten-Verformbarkeit unter steigendem SS gemessen. b) (oben rechts) Im zweiten Teil des CMS erfolgt ein CS. Es
entstehen die Stability curve und der zugehorige Shape graph. Die Kurve zeigt den EI bei konstantem SS iiber 30 min und
der Graph die elliptisch verformten Zellen wéihrend der Messung. c) (unten) Die DC nach der Stabilitéitsmessung (DC 2)
zeigt, ob sich die Erythrozyten nach der kontinuierlichen SS-Applikation des CS wie gewohnt verformen. Quelle der Abb.:
exemplarische eigene Darstellungen, erstellt durch den Lorrca®
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2.3.5. Osmoscan (0S)

Vorbereitend wurden alle Reagenzien auf RT gebracht. 200 pul EK-Probe bzw. 250 pl
EDTA-Blut, d. h. ca. 10 x 10® RBZs, wurden mit 5 ml Elon Iso durch Schwenken zu einer
homogenen Fliissigkeit vermischt (16). Dies entsprach einer Konzentration von 2 x 108
RBZs pro ml. Die fertige Probe wurde unter eine Nadel mit Zugang zum Schlauchsystem
gestellt und der Bob in den Cup gesetzt. Nach Eingabe der Daten (Datum, Name, Viskositéit)
wurde das Gain-Level eingestellt. Sobald ein stabiles Diffraktionsmuster entstand und das
Schlauchsystem frei von Luftblasen war, startete der Messvorgang. Die gesamte Messung
dauerte ca. 4,5 min. In dieser Zeit rotierte der Cup mit konstanter Geschwindigkeit und

bewirkte dadurch einen konstanten SS von 30 Pa bei 37°C (vgl. Abb. 11).
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Abb. 11: Dargestellt ist eine OS-Kurve einer EK-Blutprobe, welche den EI abhdngig von der Osmolalitdit zeigt. Unterhalb
der Kurve wird bildlich die Verformung der Erythrozyten von einer elliptischen zur runden Form und umgekehrt
veranschaulicht. Die Kurve und die Formen entsprechen einer physiologischen Verformbarkeit mit normwertigen
Parametern (Omin, EImax, Ohyper). Quelle der Abb.: exemplarische eigene Darstellung, erstellt durch den Lorrca®

Fiir diese Etablierungsversuche des OS wurden 32 frische EKs, 36 alte EKs und 30 EDTA-

Proben verwendet. Ein Teil davon wurde zuvor schon in der DC vermessen.
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2.3.6. Wiederholungsversuche

In der DC wurden Versuche zur IDV, ISV 1 und ISV 2 durchgefiihrt. Frische EKs (n = 9)
wurden im Rahmen einer IDV aus einem téglich frisch gedffneten Schlauchsegment an drei
aufeinanderfolgenden Tagen je einmal gemessen. Fiir die ISV 1 wurden weitere frische EKs
(n = 6) und Retikulozytenproben (n = 4) dreimalig direkt hintereinander mit im Cup
belassener Probe vermessen. Ein paar der EK-Proben (n = 4) wurden ebenfalls im Rahmen
der ISV 2 dreimalig vermessen. Im Gegensatz zu den Versuchen der ISV 1 wurde der Cup
bei der ISV 2 vor jeder Messung frisch befiillt. Die Zeitabstdinde zwischen den drei ISV 2-
Messungen betrugen 4 — 5 min zwischen erster und zweiter Messung und 1,5 — 2 h zwischen
zweiter und dritter Messung. Bzgl. der Haltbarkeit einer mit Elon Iso verdiinnten Blutprobe
bei RT gab es keine Herstellerangaben, jedoch wurde empfohlen, das Gemisch direkt im
Anschluss an die Herstellung zu vermessen. Die Proben der Wiederholungsversuche

stammten aus dem Kollektiv der 36 frischen EKs der Etablierungsversuche.

Im OS konnten nur IDV und ISV 2 getestet werden. Eine ISV 1, d. h. eine Vermessung
derselben Zellen bei einer im Cup verbleibenden Probe, war im OS nicht méglich. Grund
dafiir war die automatische Reinigung des Gerites nach jeder Messung und dass die Probe
im Verlauf jeder Messung vom Gerédt neu mit Osmo low und Osmo high gemischt wurde.
Fiir die IDV im OS wurden frische EKs (n = 7) an zwei aufeinanderfolgenden und weitere
frische EKs (n = 4) an drei aufeinanderfolgenden Tagen vermessen. Fiir die ISV 2 wurden
frische EKs (n = 3) in drei aufeinanderfolgenden Messungen mit einem Abstand von ca. 10

— 30 min zwischen den jeweiligen Messstarts vermessen.
2.3.7. Verdiinnungsversuche und Gain-Testung

Bei den Verdiinnungsversuchen der frischen EKs und bei der Retikulozyten-Vermessung (n
=4) in der DC wurden aufgrund der geringen verfiigbaren Zellmengen niedrigere Zellzahlen
verwendet (Retikulozyten: 10 — 15 x 10° Zellen/900u1; Verdiinnungsstufen der frischen EKs:
1 x 10% 5 x 10°% 10 x 10%, 15 x 10%, 20 x 105, 25 x 10° Zellen/900ul). Im Wesentlichen
wurden frische EKs (n = 16) bei einem Gain-Level von 300 bis 350 in Konzentrationen von
10 x 10, 15 x 10°, 20 x 10° oder 25 x 10° Zellen pro 900 ul vermessen und verglichen. Fiir
die Versuche mit 1 x 10°, 5 x 10° Zellen und 39 bis 56 x 10° Zellen pro 900 ul wurden max.
zwei EKs und somit keine reprédsentativen Stichproben vermessen. Fiir die Gain-Level-
Testungen der DC wurden frische EKs mit 10 x 10° Zellen (n = 5) und mit 15 x 10° Zellen

pro 900 ul (n = 6), die zuvor in den Verdiinnungsversuchen bei einem Gain-Level von 300
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und 350 vermessen wurden, verglichen. Dadurch wurden die empfohlenen Gain-
Einstellungen bei geringerer Zellzahl iiberpriift. Die hier verwendeten frischen EKs
stammten teilweise aus demselben Kollektiv der Etablierungsversuche, teilweise wurden

bisher nicht vermessene Proben verwendet.

Im OS wurden zur Austestung der Verdiinnung bisher nicht vermessene frische EK-Proben
(n = 5) auf 5 x 10% und 5,7 x 10® Zellen pro 3 ml Elon Iso verdiinnt, was pro ml einer
Konzentration von 1,67 x 10® bzw. 1,9 x 10% Zellen entsprach. Fiir die Gain-Testung wurden
frische, ebenfalls bisher nicht vermessene EKs mit einer Zellmenge von 5 x 10% Zellen pro

3 ml Probe (n = 3) bei den Gain-Stufen 250, 300, 350, 400 und 450 vermessen.

2.3.8. Photometrische Bestimmung der osmotischen Resistenz (OR)

In der photometrischen Bestimmung der osmotischen Resistenz (OR) und im OS wurden
dieselben frischen EK-Blutproben (n = 13) verwendet. Auf Doppelmessungen der OR wurde
verzichtet. Fiir eine Verdiinnungsreihe wurden in einem ersten Schritt aus einer isotonen
(NaCl, 0,9 %) und einer hypotonen Losung (Aqua dest.) Verdiinnungsstufen hergestellt.
Dadurch entstanden zwolf Verdliinnungsstufen absteigender Osmolaritit mit einer NaCl-
Konzentration von 0,9 %, 0,8 %, 0,7 %, 0,65 %, 0,6 %, 0,55 %, 0,5 %, 0,45 %, 0,4 %, 0,35
%, 0,3 % und 0 %. Anschlieend wurde die Erythrozytenanzahl der Probe bestimmt. Jeweils
10 pl Puffer inklusive 1 x 10° Zellen der Probe wurden zu je 70 pl der
Verdiinnungsmischungen hinzugegeben und mithilfe einer Pipette ausreichend vermischt.
Darauthin folgte eine 20-miniitige Inkubation bei RT. Die Proben wurden bei 400 g 10 min
zentrifugiert. 50 ul eines Uberstandes wurden abpipettiert und in eine Photometer-Kiivette
mit 500 pl Harboe-Puffer gegeben. Nach einer erneuten Mischung mit Hilfe einer Pipette
wurden die Kiivetten in einem zuvor kalibrierten Spectrophotometer UV-1800 der Firma
Shimadzu (Kyoto, Japan) vermessen. Im Photometer wurden die Wellenldngen 450, 415 und
380 nm, sowie der Wellenldngenbereich von Hb (vgl. Abb. 12) vermessen. Freigewordenes
und daher spectrophotometrisch messbares Hb sprach fiir eine Hamolyse. Anhand dieser
Hb-Werte und der Annahme, dass bei der Probe mit 0 % NaCl eine 100% Hamolyse vorlag,

konnte die Himolyserate wie folgt berechnet werden:

Héamolyserate = (Hb-Wert (x)/Hb-Wert bei 100% Hdmolyse (Probe mit 0% NaCl)) x 100 %.
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Sample Table
Sample ID Type Ex WL450.0 WL415.0 WL380.0 Hémoglobin Comments
1 nEK2_1 Unknown 0.047 0.050 0.049 0.336
2 2 Unknown 0.047 0.050 0.049 0.362
3 3 Unknown 0.047 0.050 0.049 0.295
4 4 Unknown 0.047 0.051 0.050 0.318
5 5 Unknown 0.047 0.050 0.049 0.275
6 6 Unknown 0.047 0.051 0.050 0.448
7 7 Unknown 0.047 0.055 0.051 0.971
8 8 Unknown 0.053 0.098 0.060 7.058
9 9 Unknown 0.067 0.212 0.083 23120
10 10 Unknown 0.073 0.261 0.093 29.912
1" 11 Unknown 0.076 0.287 0.098 33.548
12 12 Unknown 0.078 0.302 0.101 35.606
13

Abb. 12: Die Graphik zeigt das Ergebnis der im Ultraviolett-Spectrophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan) vermessenen
Verdiinnungen zur photometrischen Bestimmung der osmotischen Resistenz. Diese Werte bilden die Rechengrundlage des
héimolysierten Zellanteils in der jeweiligen Verdiinnung. Quelle der Abb.: exemplarische eigene Darstellung, erstellt durch
Spectrophotometer UV-1800 (Shimadzu, Kyoto, Japan)

2.4. Statistische Datenanalyse

Fiir die statistische Auswertung wurde IBM SPSS® Statistics 28 verwendet. Graphische
Darstellungen wurden mithilfe von Microsoft® Excel® fiir Microsoft 365 MSO (Version
2209 Build) erstellt. Haufigkeiten und deskriptive Statistik (Mittelwert (MW), Median (Md),
Standardabweichung (SD), 5. Bzw. 95. Perzentilen wurden fiir die Daten aller Messungen
berechnet. Aufgrund der Einfachheit wurden lediglich MW und SD im Ergebnisteil erwéhnt.
Grundsitzlich wurden aufgrund der geringen Stichprobenanzahl nicht-parametrische
Testverfahren auch bei vorliegender Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test bzw.
Shapiro-Wilk-Test) genutzt. Nichtnormalverteilte, ungepaarte Stichproben wurden mit dem
Mann-Whitney-U-Test, verbundene Stichproben mit dem Friedman-Test auf Unterschiede
gepriift. Bei signifikanten Unterschieden (p < 0,05) wurde das Signifikanzniveau in unter

0,05, unter 0,01 und unter 0,001 eingeteilt. Weitere erhobenen Daten und Normwerte wurden
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im Anhang der Arbeit aufgefiihrt. Alle Daten wurden, wenn notig auf maximal drei
Nachkommastellen gerundet angegeben. Die Einheit der Osmolalitdt (mOsm/kg) wurde der

Ubersicht wegen im Ergebnisbericht nicht angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. Deformability curve (DC)
3.1.1. Frische EKs

Die Vermessung der 36 Proben aus frischen EKs (jlinger als 5 d) in der DC zeigte, wie in
Abb. 13 zu sehen, ein homogenes Kollektiv. Der SS der Messung stieg von 0,3 Pa zu Beginn
auf 30 Pa am Ende an. Dabei markierten die Werte bis ca. 10 Pa den physiologischen SS-
Bereich. Die EI-Messpunkte bei 16,87 Pa und 30 Pa waren somit eher unphysiologisch,
jedoch gab es trotz dessen kaum Abweichungen der Verformbarkeit der RBZs verschiedener

Individuen.

DC: frische EKs
(n=236)

Elongation Index (EI)
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Abb. 13: DC von Erythrozytenproben aus frischen EKs (n = 36)

Die Elongation der Erythrozyten nahm mit zunehmendem SS zu. Dabei stieg sie zu Beginn
exponentiell an, wiahrend die Steigung und auch die SD hin zum hohen SS-Bereich abnahm.
Der mittlere EI bei 0,3 Pa, dem niedrigsten SS und zu gleich dem Minimum der Elongation
hatte einen Wert von 0,075 ( 0,017), wihrend das Maximum der EImax (EI bei 30 Pa) im
Mittel 0,602 (£ 0,007) betrug. Die hochste Streuung ergab sich bei einem SS von 0,95 Pa
(0,214 + 0,020), zeigte sich aber durchgehend sehr gering, was die Homogenitit

verdeutlichte.
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3.1.1.1.  Interday variability (IDV)

Die Vermessung derselben frischen EKs (n = 9) aus jeweils neuen Schlauchsegmenten fand
an drei aufeinanderfolgenden Tagen statt. Damit wurden mogliche Abweichungen der
Verformbarkeit innerhalb von ein bis zwei Tagen untersucht. Graphisch zeigten sich drei
homogene MW-Kurven (vgl. Abb. 14). Der EImax sank kaum merklich mit zunehmendem
Messtag, was sich als nicht signifikant erwies (Tag 1: 0,605 + 0,005; Tag 2: 0,602 + 0,007;
Tag 3: 0,596 +0,016; p=0,123). Auch die Unterschiede der Verformbarkeiten bei kleineren
SS-Werten zeigten sich als nicht signifikant (p > 0,05).

DC: MW und SD der IDV
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Abb. 14: Interday variability: Die Verformbarkeit desselben Zellmaterials (n = 9, frische EKs) wurde an drei
aufeinanderfolgenden Tagen unter Verwendung identischer Gerdteeinstellungen gemessen. Dabei ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Messungen. Dargestellt sind MW und SD der DC der 3 Messtage; Tag 1 (MW _dI
= griin), Tag 2 (MW _d2 = violett) Tag 3 (MW _d3 = orange).

3.1.1.2.  Intersample variability 1 (ISV 1)

Bei der ISV 1 wurden frische EKs (n = 6) am selben Tag dreimalig aus demselben Elon-Iso-
Gemisch gemessen, das zwischen den drei direkt aufeinanderfolgenden Messungen im Cup
verblieb. Durch dieses Experiment wurden evtl. Auswirkungen der DC selbst auf die
Verformbarkeit der RBZs iiberpriift. Es zeigten sich sehr homogene Kurvenverldufe, die
kaum Abweichungen aufwiesen (vgl. Abb. 15). Teststatistisch ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede der Verformbarkeit zwischen den Messungen (Elmax (30 Pa): 1.

Messung: 0,599 + 0,008; 2. Messung: 0,598 + 0,008; 3. Messung: 0,597 + 0,008, p > 0,05).
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DC: MW und SD der ISV 1

(n =6, 3 x hintereinander mit selbem Gemisch im Cup)

Elongation Index (EI)
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Abb. 15: Intersample variability 1: Darstellung der MWs, SDs der sechs frischen EKs, die dreimal hintereinander als ISV
I vermessen wurden. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Messungen; 1. Messung (MW 1) =
griin, 2. Messung (MW _2) = violett, 3. Messung (MW _3) = orange.

3.1.1.3.  Intersample variability 2 (ISV 2)

Bei der ISV 2 wurden Proben aus frischen EKs (n = 4) in einem jeweils frisch
zusammengestellten Gemisch mit Elon-Iso in der DC vermessen. Die Abstinde zwischen
den Messungen waren dabei auf 4 - 5 min von der ersten zur zweiten Messung und auf 1,5
— 2 h zwischen der zweiten und dritten Messung festgelegt. Im Gegensatz zur ISV 1 stand
das Elon-Iso-Gemisch in der ISV 2 fiir einen ldngeren Zeitraum bei RT, weswegen ein
Zellzerfall der Probe mit Auswirkungen auf Verformbarkeit iiberpriift wurde. Eine mdgliche
Verformbarkeitserschopfung durch wiederholtes Messen derselben Zellen war in diesem
Versuch im Vergleich zur ISV 1 nicht moglich. Es ergab sich ein mittlerer EImax von 0,598
(£0,010) bei der ersten, von 0,601 (£ 0,008) bei der zweiten und von 0,595 (£ 0,009) bei der
dritten Messung. Graphisch présentierten sich homogene Kurvenverldufe (vgl. Abb. 16).
Signifikant hohere EI-Werte der zweiten Messung (p = 0,040) im Vergleich zur dritten
Messung zeigten sich bei SS 0,53 Pa (2. Messung: 0,53 Pa: 0,148 +0,016; 3. Messung: 0,128
+0,008) und SS 16,87 Pa (2. Messung: 16,87 Pa: 0,567 + 0,007; 3. Messung: 0,561 £ 0,009).
Bei 5,33 Pa ergab sich ein signifikant hoherer EI (p = 0,024) in der zweiten Messung (0,482
+ 0,006) im Vergleich zur ersten Messung (0,469 + 0,0006).
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DC: MW und SD der ISV 2

(n=4. 3 x aus selbem Elon Iso mit Inkubationszeit)

3 ]
5
k=i
2
=
=11
S
[5a]
0 5 10 15 20 25 30
Shear Stress [Pa]
—8— MW direkt —@—MW nach 4-5 Min. MW _nach 1.5-2h

Abb. 16: Intersample variability 2: Darstellung der MW, SD und Signifikanzen der DCs von frischen EKs zu drei
unterschiedlichen Messzeitpunkten (direkt = griin, nach 4 — 5 Min. = violett, 1,5 — 2 h = orange) mit jeweils frischen
Zellgemischen. (* = Signifikanz im Friedman-Test 0,05 > p > 0,01; bei SS 0,53 Pa zwischen 2. und 3. Messung; bei SS
5,33 Pa zwischen 1. und 2. Messung; bei SS 16,87 Pa zwischen 2. und 3. Messung)

3.1.2. Vergleich frischer und alter EKs

Die alten EKs hatten im Durchschnitt ein Alter von 45,9 Tagen, die élteste Probe war 56
Tage alt, die jiingste 33 Tage. Sie dienten als pathologische Referenzproben, da bekannt
wurde, dass sich durch die physiologische Zellalterung (4, 8) und im Rahmen der EK-
Lagerung (31) Verformbarkeitseinschrankungen ergeben. Bei der bildlichen Darstellung der
Kurven der alten EKs zeigte sich bereits eine hohere Streuungsbreite (EImax: 5. Perzentile:
0,551, 95. Perzentile: 0,598) als bei der der frischen EKs (vgl. Abb. 17). Der MW des EImax
betrug 0,577 (= 0,013). Im Vergleich der Verformbarkeit von frischen und alten EKs
présentieren sich in der graphischen Darstellung deutlich verminderte Werte fiir den EI der
alten EKs v. a. bei hoheren SS-Werten (vgl. Abb. 18). Es ergaben sich bei einem SS von
0,53 Pa (frische EKs: 0,138 £ 0,018; alte EKs: 0,127 = 0,016) und von 5,33 Pa (frische EKs:
0,471 + 0,008; alte EKs: 0,456 + 0,014) bis 30 Pa (frische EKs: 0,602 + 0,007; alte EKs:
0,577 £0,013) jeweils signifikant (p = 0,000 — 0,010) hohere EI-Werte der frischen EKs im
Vergleich zu den alten EKs. Bei SS 0,3, 0,95, 1,69 und 3 Pa konnte kein signifikanter

Unterschied zwischen frischen und alten EKs nachgewiesen werden (p > 0,05).
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DC: alte EKs
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Abb. 17: DC-Kurven der alten EKs (n = 35)

DC: MW frische (n= 36) vs. alte EKs (n = 35)
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Abb. 18: Darstellung der MWs, SDs und Signifikanzen der frischen (orange) und alten EKs (grau) vermessen mit der
DC; (*= Signifikanz im Mann-Whitney-U-Test 0,05 < p > 0,01; ***= Signifikanz im Mann-Whitney-U-Test < 0,001)

3.1.3. Vergleich frischer EKs und EDTA-Blut

Neben EKs wurden insgesamt 34 EDTA-Proben (Alter: 2 — 3 d) mit der DC im Lorrca® zur

Untersuchung moglicher Auswirkungen des Erythrozytenmediums auf die Verformbarkeit
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vermessen. Diese verhielten sich graphisch (vgl. Abb. 19) ebenfalls sehr homogen mit einem

mittleren EImax von 0,600 (£ 0,011) bei SS 30 Pa.
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Abb. 19: DC-Kurven der EDTA-Proben (n = 34)

DC: MW EDTA (n = 34) vs. frische EKs (n = 36)
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Abb. 20: Darstellung der MWs, SDs und Signifikanzen der frischen EKs (n = 36, orange) und EDTA-Proben (n = 34,
blau) vermessen in der DC; Es ergab sich eine stirkere Verformbarkeit des EDTA-Blutes (* = Signifikanz im Mann-
Whitney-U-Test 0,05 > p > 0,01; **= Signifikanz im Mann-Whitney-U-Test 0,01 > p > 0,001).
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Es lieB sich eine unterschiedliche Verformbarkeit im Vergleich der Proben von frischen EKs
(n = 36) und EDTA-Proben (n = 34) erkennen (vgl. Abb. 20). Statistisch ergaben sich
signifikante Unterschiede (p = 0,002 — 0,020) der Verformbarkeit von 3,00 Pa (frische EKs:
0,395 +0,012; EDTA-BIut: 0,407 +0,019) bis 16,87 Pa (frische EKs: 0,568 = 0,008; EDTA-
Blut: 0,571 £0,011). Die EDTA-Proben hatten bei diesen SS-Werten eine signifikant hdhere
Verformbarkeit, wihrend im Bereich des minimalen (0,3 bis 1,69 Pa) und maximalen SS (30

Pa) keine signifikanten Unterschiede zu erkennen waren.
3.1.4. Vergleich frischer EKs und Retikulozyten

Aufgrund der geringen Anzahl von Retikulozyten im peripheren Blut und den hohen Kosten
der immunomagnetischen Aufreinigung wurden lediglich vier Proben von vier
verschiedenen Individuen aufgereinigt und in der DC vermessen. Der zu hohe
Materialbedarf lief keine OS-Messungen der Retikulozyten-Proben zu. Die DC-Kurven der
Retikulozyten-Proben prasentierten deutliche Differenzen in der Verformbarkeit und zeigten

eine groBere Streuung der Werte im Vergleich zu den frischen EKs (vgl. Abb. 13, Abb. 21).
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Abb. 21: Graphische Darstellung der DCs von 4 Proben von Retikulozyten aus Nabelschnurblut

Jedoch war die Stichprobenanzahl der EKs (n = 36) deutlich groBer und die Retikulozyten-
Proben wurden nicht mit der gleichen Zellzahl und demselben Gain-Level vermessen:
Retikulozyten-Probe 20 und 22 wurden mit 10 x 10° Zellen pro ml und Gain-Level 350,
Probe 23 und 24 mit 15 x 10° Zellen pro ml und Gain-Level 300 gemessen. Der mittlere
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EImax der Retikulozyten lag bei 0,519 (+ 0,189), der der frischen Erythrozyten (n = 36) bei
0,602 (£ 0,007).

Die vier Retikulozyten-Proben wurden mit den 36 Proben aus frischen EKs mit jeweils 25 x
10° Zellen pro 900 ul verglichen. Bei eingeschriinkter Vergleichbarkeit aufgrund der
hoheren Zellkonzentration wurden zudem vier EKs in gleicher Verdiinnung und Gain-
Einstellung (je 2 Proben mit 10 x 10° bei Gain-Level 350 und 15 x 10° Zellen/ 900 ul bei
Gain-Level 300) wie die Retikulozyten vermessen. Graphisch ldsst sich eine deutlich
geringere Verformbarkeit der Retikulozyten im Vergleich zu den frischen Erythrozyten
unabhingig der Zellzahl erkennen (vgl. Abb. 22). Als signifikant hoher bestétigten sich die
EI-Werte der frischen EKs (n = 36) ab einem SS von 3,00 Pa (p < 0,001) und der frischen
EKs in geringerer Verdiinnung (n = 4) ab einem SS von 5,35 Pa (p = 0,029). Bei geringeren

SS-Werten ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

DC: Vergleich Retikulozyten (n=4)
vs. frische EKs (n = 36)
vs. frische EKs in geringer Zellanzahl (n = 4)
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Abb. 22: MW, SD und Signifikanzen der DCs von Retikulozyten-Proben (n = 4, grau) im Vergleich zu Proben aus frischen
EKs gewohnlicher Verdiinnung (n = 36, blau) und aus frischen EKs geringerer, Retikulozyten-gleicher Verdiinnung (n =
4, orange). (*** = Signifikanz im Mann-Whitney-U-Test < 0,001 (Vergleich Retikulozyten vs. 36 frische EKs); A =
Signifikanz im Mann-Whitney-U-Test = 0,029 (Vergleich Retikulozyten vs. 4 frische EKs mit geringerer Zellzahl))

Bei der dreifachen Messung der Retikulozyten (n = 4) aus demselben Gemisch mit Elon-Iso,
der sog. ISV 1, die die Auswirkungen der DC-Messung selbst auf die Verformbarkeit
untersuchte, fielen graphisch kaum Unterschiede zwischen den Messungen auf (vgl. Abb.

23). Statistisch ergab sich ein signifikant héherer EImax (p = 0,024) der dritten Messung im
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Vergleich zur ersten Messung bei 30 Pa (1. Messung: 0,519 £ 0,019; 3. Messung: 0,525 +
0,019). Die Unterschiede zwischen den Messungen bei anderen SS-Werten erwiesen sich als

nicht signifikant.

DC: ISV 1 Retikulozyten
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Abb. 23: Darstellung der MW und SD, sowie Signifikanzen der ISV 1 der Retikulozyten in der DC; 1. Messung = blau, 2.
Messung = orange, 3. Messung = grau: Eine signifikante EI-Zunahme ergab sich von der 1. auf die 3. Messung bei 30 Pa
(* = Signifikanz im Friedman-Test 0,05 < p <0,01).

3.2. Osmoscan (OS)

In der OS-Analyse wurde die Verformbarkeit von RBZs auf Basis zunehmender Osmolalitit
(50 — 500 mOsm/kg) und bei einem konstanten SS von 30 Pa entsprechend der
Ektazytometrie mit osmotischen Gradienten bestimmt. Es wurden folgende drei Parameter
untersucht: die Omin (Osmolalitét des kleinsten Els im hyposmolaren Bereich), der EImax
(Maximum des EI der gesamten Kurve) und die Ohyper (Osmolalitit von 2 Elmax im
hyperosmolaren Bereich). Generell steigt die Omin bei sinkender S/V-Ratio und erniedrigter
osmotischer Resistenz, sowie bei frithzeitiger Himolyse (16-18, 21). Ein niedriger EImax
kann eine geringere Verformbarkeit und eine geringere Zelloberfliche bedeuten. Zweiteres
erhoht wiederum die S/V-Ratio und kann damit die Omin senken. Eine erh6hte Ohyper kann
fiir eine geringere MCHC und ein hdheres Zellvolumen sprechen (16, 18, 21). Generelle
Normwerte der Parameter wurden bisher noch nicht publiziert. Vielmehr wurde dazu geraten
eigene geritespezifische Normwerte zu erarbeiten (21). Im Vergleich zur DC wurden im OS
héherer Zellzahlen (DC: 100 x 10° Zellen/5 ml; OS: 1000 x 10° Zellen/5 ml) bendtigt (16).

Daher konnten seltenere Zelltypen wie die Retikulozyten, die einer kostenintensiven
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Aufreinigung bediirfen und nur in geringen Anzahlen verfligbar waren, nicht vermessen

werden.

3.2.1. Frische EKs

In der graphischen Darstellung der OS-Kurven der frischen EKs lie} sich ein weitgehend
homogenes Kollektiv ohne grobe Ausreifler erkennen (vgl. Abb. 24). Der MW der Omin
(Abb. 24 - A) betrug 145,78 (+4,241). Der mittlere EImax (Abb. 24 - B) war 0,607 (£ 0,005).
Die groBite Streuung ergab sich im Ohyper-Punkt (451,5 + 13,538, Abb. 24 - C).

OS: frische EKs
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Abb. 24: Osmoscan-Kurven der frischen EKs (n = 32): Die roten Kreise zeigen die Omin (4), den Elmax (B) und die
Ohyper (C).

3.2.1.1. Interday variability (IDV)

Dieselben frischen EKs wurden im Rahmen der IDV an aufeinanderfolgenden Tagen
vermessen: Sieben Proben wurden an zwei Tagen gemessen (vgl. Abb. 25). Geringe
Unterschiede vom ersten auf den zweiten Tag waren sowohl bei Omin (1. Tag: 146,43 +
3,599, 2. Tag: 145 + 4,082), als auch bei Elmax (1. Tag: 0,607 = 0,003; 2. Tag: 0,608 +
0,003) und Ohyper (1. Tag: 455 +12,923; 2. Tag: 452 + 12,843) nicht statistisch signifikant.

Die erhobenen Messwerte zeigten sich somit liber zwei Tage hinweg konstant.
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OS: IDV
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Abb. 25: OS-Kurven der IDV der 7 frischen EK-Proben vermessen an zwei Tagen (blau = Messung am 1. Tag, orange =
Messung am 2. Tag). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den zwei Messungen.
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Abb. 26: OS-Kurven der IDV von 4 frischen EK-Proben vermessen an drei Tagen (griin = Messung am 1. Tag, violett =
Messung am 2. Tag, orange = Messung 3. Tag): Eine signifikante Abnahme der Ohyper ergab sich vom 1. auf den 3. Tag
(* = Signifikanz im Friedman-Test 0,05 > p > 0,01)

Vier dieser Proben wurden zusétzlich an einem dritten Tag im OS ausgewertet. Hierbei ergab

sich eine signifikant geringere Ohyper (1. Tag: 453,25 + 14,523; 2. Tag: 449,5 + 13,964; 3.
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Tag: 447,5 + 15,588; p = 0,04) am dritten im Vergleich zum ersten Messtag (vgl. Abb. 26).
Unterschiede der anderen zwei Parameter zwischen den Messtagen (Omin 1. Tag: 146 +
4,082; 2. Tag: 143 £ 0,004; 3. Tag: 146,75 + 3,403; EImax 1. Tag: 0,608 + 0,004; 2. Tag:
0,609 £ 0,004; 3. Tag: 0,609 + 0,004) erwiesen sich als nicht signifikant und damit iiber drei
Tage hinweg stabil. Die grofite Streuung ergab sich unabhéngig der Stichprobenanzahl
innerhalb der Werte der Ohyper, was sich auch graphisch durch groBere Abstinde der
Kurven zueinander bemerkbar machte (vgl. Abb. 25, Abb. 26).

3.2.1.2.  Intersample variability 2 (ISV 2)

Die ISV 2 des OS bedeutete ein dreimaliges Vermessen von frischen EKs (n = 3) mit
zeitlichen Abstdnden von ca. 10 — 30 min zwischen erster und zweiter, sowie zwischen
zweiter und dritter Messung ohne ein Verbleiben der Probe im Cup. Das Elon-Iso-EK-
Gemisch fiir die einzelnen Messungen eines EKs wurde jeweils vor Beginn der ersten
Messung  zusammengemischt. ~ Anhand  dieser Versuche wurden mdgliche
Verformungsveranderung durch ldngeres Inkubieren des Elon-Iso-Gemisches bei RT
untersucht. Eine ISV 1, d. h. eine Vermessung derselben Zellen bei einer im Cup
verbleibenden Probe, war im OS nicht moglich, da nach jeder Messung das Gerét
automatisch gereinigt wurde und die Probe im Verlauf jeder Messung vom Gerit neu mit

Osmo low und Osmo high gemischt wurde.

Alle drei OS-Parameter zeigten weitgehend stabile Messwerte zwischen den Messungen:
Omin (1. Messung: 146,33 + 6,028; 2. Messung: 146 + 6; 3. Messung: 145 + 3,606), EImax
(1. und 2. Messung: 0,610 = 0,003; 3. Messung: 0,611 +0,003), Ohyper (1. Messung: 464,33
+ 9,452; 2. Messung: 462,67 + §8,145; 3. Messung: 461,67 = 7,371). Dies spiegelte sich in
sehr homogenen Kurvenverldufen wider (vgl. Abb. 27). Die Stabilitit der Parameter
zwischen aufeinanderfolgenden Messungen am selben Tag bestitigte sich teststatistisch, da

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Messungen (p > 0,05) ergaben.
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OS: ISV 2
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Abb. 27: OS-Kurven der drei Messwiederholungen der frischen EKs (n = 3) zur Testung der ISV 2 (griin = 1. Messung,
violette = 2. Messung, orange = 3. Messung). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Messungen.

3.2.2. Vergleich frischer und alter EKs

Die Kurven des OS der alten EKs présentierten sich insgesamt heterogener als die der
frischen EKs (vgl. Abb. 24, Abb. 28). Die mittlere Omin der alten EKs betrug 152,58 (+
8,959), der mittlere EImax 0,582 (+ 0,010). Aufféllig war die in Abb. 28 blaue Kurve des
alten EKs mit der Nummer 26. Diese Probe zeigte einen deutlich nach linksverschobenen
Ohyper-Punkt (418) im Vergleich zum MW des Ohyper (458,11 £ 17,949). Im Vergleich
der OS-Kurven von frischen und alten EKs ergaben sich eine signifikant hohere osmotische
Resistenz bzw. niedrigere Omin (frische EKs: 145,78 + 4,241; alte EKs: 152,58 + 8,959; p
< 0,001) und eine signifikant hohere Verformbarkeit (EImax — frische EKs: 0,607 = 0,005;
alte EKs: 0,582 £ 0,010; p <0,001) der frischen EKs. Der Unterschied zwischen den beiden
Stichproben im Ohyper-Punkt zeigte sich als nicht signifikant (p = 0,106). Somit blieb die
Ohyper unabhéngig vom Alter konstant. Das graphische Generieren von MW und SD mittels

MW-Kurve war nicht moglich, daher wurde auf die folgende Darstellung zuriickgegriffen.
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Abb. 28: OS-Kurven der alten EKs (n = 36), Die Zellen der alten EK-Probe mit der Nummer 26 zeigten eine erniedrigte
Ohyper (roter Pfeil) im Vergleich zum restlichen Kollektiv.

3.2.3. Vergleich frischer EKs und EDTA-Blut

Die Kurven der EDTA-Proben im OS prisentierten ebenfalls einen homogenen Verlauf,
wobei die grofiten Abweichungen untereinander, wie auch bei den Versuchen zuvor, in der
Ohyper lagen (vgl. Abb. 29). Die mittlere Omin lag bei 152,53 (£ 6,766), der mittlere EImax
bei 0,604 (= 0,006) und die mittlere Ohyper bei 475,5 (£ 17,484). Im Vergleich der Daten
von frischen EKs und EDTA-Proben ergaben sich signifikant hohere MWs der EDTA-
Proben fiir die Omin (EDTA: 152,53 + 6,766; frische EKs: 145,78 + 4,241; p < 0,001) und
die Ohyper (EDTA: 475,5 + 17,484; frische EKs: 451,5 + 13,537; p < 0,001). Damit
prasentierte sich die osmotische Fragilitit der RBZs aus EDTA-Blut erhdht. Die maximale
Verformbarkeit lag hingegen bei den frischen EKs signifikant hdher (MW Elmax: EDTA:
0,604 + 0,006; frische EKs: 0,607 + 0,006; p = 0,002).
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Abb. 29: OS-Kurven der EDTA-Proben (n = 30)

3.3. Photometrischen Bestimmung der osmotischen Resistenz (OR)

Der OS ist eine noch recht neue Methode zur Bestimmung der osmotischen Resistenz von
RBZs. Eine gingige, jedoch aufwendigere und zeitintensivere Methode ist die
photometrische Bestimmung der osmotischen Resistenz (OR). Um die Methoden
miteinander zu vergleichen, wurden Proben aus frischen EKs (n = 13), sowohl mit dem OS
als auch durch die OR vermessen. Generell basiert die OR darauf, dass die RBZs in
zunehmend hypotoner Losung zu hdmolysieren beginnen und die Hdmolyserate mittels
Photometrie bestimmt werden kann. Bei graphischer Betrachtung der Hédmolyserate der
frischen EKs zeigten sich drei AusreiBer (vgl. Abb. 30). Eine Linksverschiebung der
Hiamolyse-Kurve und damit eine verfrithte 50%ige Hamolyse bei hoherer Osmolalitdt war
bei der photometrischen Vermessung von EK 10 zu sehen. Im Gegensatz dazu begannen die
RBZs aus EK 27 und EK 35 im Vergleich zu den anderen Proben erst im Bereich deutlich
niedrigerer NaCl-Konzentration zu hémolysieren. Dies &uflerte sich in einer

Rechtsverschiebung der 50%igen Himolyse.
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OR: Hamolyserate
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Abb. 30: Darstellung der Héimolyserate der OR. Rot gekennzeichnet ist die 50%ige Hédmolyse, die sich mit der Omin des
OS vergleichen ldisst. Auffillig zeigen sich EK 10 (griin) mit verfriihter und EK 27 (rot) und EK 35 (gelb)mit verspditeter
50%-iger Hdmolyse.
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Abb. 31: OS-Kurven der frischen EKs (n =13), die auch in der OR. Die Omin im OS ist mit der 50%igen Hdmolyse im OR
vergleichbar und daher rot markiert.
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Im OS fielen die Kurven von EK 10, 27 und 35 ebenfalls als Maximum bzw. Minima auf:
Die Omin von EK10 zeigte mit einem Wert von 153 mOsm/kg eine Rechtsverschiebung
(vgl. Abb. 31, Abb. 32) und damit eine erhdhte osmotische Fragilitit verglichen mit dem
mittleren Omin aller Proben (147,23 + 4,024). Dies bestdtigte das Ergebnis einer
linksverschobenen 50%igen Hdmolyse und damit verminderten osmotischen Resistenz von
EK 10 in der OR. Linksverschoben (vgl. Abb. 31, Abb. 32) und somit geringer als der MW
der Stichprobe war die Omin von EK 27 und EK 35 mit jeweils 140 mOsm/kg. Diese
Tendenz zur hoheren S/V-Ratio und grofleren osmotischen Resistenz spiegelte sich in der
OR ebenfalls wider, da die Zellen dieser Probe spéter zu hdmolysieren begannen und ihre
50%ige Hamolyse erst bei einer niedrigeren NaCl-Konzentration stattfand. Verglich man die
MWs und SDs fiir den Elmax (0,608 + 0,003) und die Ohyper (454,85 £ 15,071) mit den
Werten der drei in der osmotischen Resistenz auffdlligen Proben, fielen nur geringe

Abweichungen von der gesamten Stichprobe auf (vgl. Abb. 33).
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Abb. 32: vergriferter Ausschnitt des Omin-Punktes der OS-Kurven aus Abb. 31: Auffillig zeigen sich die Kurven von
EK10 (hellgriin), EK27 (rot) und EK35 (gelb), da sie die Minima und das Maximum der Omin dieser Stichprobe darstellen.
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NaCl-Konz. (%) bei Hamolyse (%) bei Hamolyse (%) bei

Omin Elmax Ohyper 100 % Hamolyse 0,45 % NaCl-Lésung 0,4 % NaCl-Lésung

Name EKO1 147 ,611 450 40,0 ,19 72
EKO03 148 ,607 422 32,8 ,10 ,66
nEK10 153 ,605 468 33,4 44 ,86
nEK11 149 ,608 459 45,2 ,14 ,60
nEK2 146 ,606 450 35,6 ,20 ,65
nEK27 140 ,608 451 43,6 ,06 24
nEK28 148 ,610 470 23,2 ,18 ,64
nEK29 147 ,610 435 27,8 12 ,59
nEK3 144 ,609 447 41,9 ,24 71
nEK30 149 ,602 457 34,5 ,16 ,54
nEK35 140 ,611 457 35,4 ,06 ,26
nEK36 152 ,607 475 36,0 ,18 ,56
nEK4 151 ,607 472 33,3 ,24 ,67

Abb. 33: Datentabelle der EK-Proben (n = 13) vermessen in OR und OS: Die Daten fiir die Omin und Himolyseraten bei
0,4 und 0,45 % NaCl-Losung der Ausreifser EK10, EK27 und EK35 sind gelb markiert.

3.4. Cell Stability test (CS)
3.4.1. EDTA-Blut

Der CS vermisst die RBZs iiber einen Zeitraum von 1800 s (30 min) bei einem konstanten
SS von 30 Pa. Damit lassen sich Aussagen liber die Stabilitdit der Zellen unter
kontinuierlichem Stress treffen. Bei allen Kurven der EDTA-Proben (n = 4) des CS zeigte
sich anfangs ein Anstieg des EI {iber die ersten 300 s (vgl. Abb. 34). Unter bestdndig hohem
SS nahm dieser wieder ab. Dabei fiel auf, dass der EI einer der vier Proben (EDTA 50) mit
zunehmender Zeit deutlich stirker absank als bei den anderen Proben. In der deskriptiven
Statistik lie} sich ebenfalls ein Anstieg des mittleren Els erkennen (EI (0s): 0,580 + 0,023;
EI (900s): 0,595 £ 0,023; EI (1800s): 0,589 + 0,020). Der hochste mittlere EI (0,596) ergab
sich durchschnittlich nach 670 s. Beit EDTA 48 und 51 war das Verformbarkeitsmaximum
spéter, bet EDTA 49 und 50 hingegen bereits friiher erreicht. Die Streubreite des EI variierte
stark (vgl. Abb. 34).
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Abb. 34: Stabilitdtskurven des Cell Stability tests (CS) von vier EDTA-Proben;, EDTA48 = blau, EDTA49 = orange,
EDTA50 = grau, EDTA51 = gelb

3.5. Cell Membrane Stability test (CMS)

Der CMS bestand aus einer Kombination von Stabilititsmessung (CS) und
Verformbarkeitsmessung (DC). Zu Beginn dieses Tests wurde eine DC durchgefiihrt (DC 1)
und die Verformbarkeit damit unter steigendem SS beurteilt, gefolgt von einem CS. Nach
dieser 30-miniitigen SS-Applikation, wurden die Zellen erneut in einer DC (DC 2)
vermessen. Durch den CMS konnten Auswirkungen von anhaltendem SS auf die
Verformbarkeit vermessen werden (16). Aufgrund der langen Gesamtdauer des CMS

wurden lediglich fiinf Proben vermessen.

3.5.1. Deformability curve zu Beginn (DCI)

Bei der DC 1 der frischen EK-Proben (n = 5) lielen sich homogene Kurven erkennen (vgl.
Abb. 35). Die Homogenitét ebenso wie die Verformbarkeit nahm dabei mit zunehmendem
SS zu. Dies spiegelte sich auch in der Streuung der EI-Werte v. a. im Bereich von 0,3 bis
0,95 Pa (0,3 Pa: 0,079 +£0,262; 0,53 Pa: 0,132 £ 0,0127; 0,95 Pa: 0,217 = 0,030) wider. Mit
zunehmendem SS nahm die Streuung ab. Der MW des EImax betrug 0,591 (£ 0,004).
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Abb. 35: DC zu Beginn des CMS (DC 1) durchgefiihrt mit Proben aus frischen EKs (n = 5)

3.5.2. Cell Stability test (CS) des CMS

Die Kurven des CS innerhalb der Vermessung im CMS zeigten sehr unterschiedliche

Verlaufe (vgl. Abb. 36).
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Abb. 36: Kurven des CS innerhalb des CMS; Der Kurvenverlauf der frischen EK-Probe der Nummer 53 (dunkelblau) zeigte
eine deutliche Abweichung zu den anderen vermessenen Proben.
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Zwei der Proben (EK 57, EK 59) verhielten sich mit zunehmender Zeit bei einem hohen EI
konstant. Zwei weitere Proben (EK 58, EK 60) hatten bereits einen etwas geringeren
Anfangs-EI (EK 58: 0,595; EK 60: 0,58) als die ersten zwei (EK 57: 0,598; EK 59: 0,596),
der mit zunehmender Zeit etwas abnahm (1800s: EK 58: 0,573; EK 60: 0,566). Eine flinfte
Probe (EK 53) startete mit einem &hnlichen Anfangs-EI (EI bei Os = 0,596), nahm jedoch
mit zunehmender Zeit deutlich an Elongation ab (EI bei 1800s = 0,534). Der mittlere EI zu
Beginn des CS (0 s) hatte einen Wert von 0,593 (+ 0,007). Im Gegensatz dazu zeigte der
MW des EI nach 1800 s geringere Werte (0,573 £ 0,026) mit einer deutlich hoheren SD.
Alle Proben waren aus frischen EKs entnommen und zufillig ausgewidhlt worden. Sie

wurden nicht mit anderen Messoptionen des Lorrca®-Geriites vermessen.

3.5.3. Deformability curve zum Ende (DC 2)

Bei der abschlieBenden Vermessung der EK-Proben (n = 5) in der DC 2 war eine deutliche
Abweichung zwischen den einzelnen Proben v. a. mit zunehmendem SS zu erkennen (vgl.
Abb. 37). EK 53 zeigte dabei die geringsten EImax (0,526). Der mittlere EImax in der DC
2 betrug 0,563 (£ 0,0236). Die hochste Streuung lag bei SS 0,3 Pa (0,061 + 0,029) vor, die
niedrigste bei SS 9,49 (0,472 £ 0,018).
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Abb. 37: Deformability curves (DC 2) der 5 EK-Proben am Ende des CMS mit einem deutlichen Absinken der
Verformbarkeit von EK 53 (blau) analog zum CS.
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3.5.4. Vergleich der Deformability curves des CMS (DC 1 vs. DC 2)

Im Vergleich der beiden MW-Kurven der DCs des CMS présentierte sich ein deutlicher
Unterschied: Die DC 1 ging unabhingig vom SS mit deutlich hoheren EI-Werten einher als
die DC 2, die nach dem CS erfolgte (vgl. Abb. 38). Dies bestitigte sich in der deskriptiven
Statistik: Der MW des Elmax bei der DC 1 (0,591 £ 0,004) lag deutlich hoher als der der
DC 2 (0,563 + 0,024). Der groBite Abstand der MWs ergab sich bei SS 0,95 Pa (Differenz =
0,056 Pa). Signifikant hohere Els der DC 1 im Vergleich zur DC 2 ergaben sich ab einem
SS von 0,53 bis 30 Pa (p = 0,042 — 0,043). Somit bestétigte sich eine deutliche Abnahme der
Verformbarkeit nach der 30-miniitiger SS-Applikation im CS.

CMS: Vergleich MW DC 1 vs. DC 2
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Abb. 38: Vergleich der MWs der DCs von frischen EKs (n =5) zu Beginn (DC 1, orange) und zum Abschluss (DC 2, grau)
des CMS und Darstellung der signifikanten EI-Abnahme in der DC 2 (* = Signifikanz im Wilcoxon-Test 0,05 > p > 0,01)

3.6. Verdiinnungsversuche

Um in Zukunft die Messoptionen des Lorrca®-Gerites auch fiir Messungen von Zellen mit
geringeren Zellmengen wie z. B. die kRBZs nutzen zu kdnnen, wurden in dieser Arbeit in
der DC und im OS auch Versuche mit geringeren absoluten Zellzahlen bzw. unter gréferen
Verdiinnungen und somit geringeren Zellkonzentrationen durchgefiihrt. Das Gain-Level
(Signalverstirkung) lag standardméBig bei 300 — 350. Innerhalb dieser Versuche musste es
an die Zellkonzentration angepasst werden, um ein stabiles Bild generieren zu konnen.

Aufgrund der iiberwiegenden Anwendung von DC und OS im klinischen Bereich und der
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Forschung wurden die Versuche auf diese zwei Messoptionen beschriankt. Laut der
Herstellerfirma RR Mechatronics sollte die DC-Messung mit mindestens 100 x 10 Zellen
pro 5 ml Elon Iso und die OS-Messungen mit 10-facher Zellzahl (1000 x 10° bzw. 10 x 108
Zellen pro 5 ml Elon Iso) durchgefiihrt werden (16). Ein Erreichen dieser Zellzahlen mit
kRBZs war zu diesem Zeitpunkt nicht realistisch.

3.6.1. Deformability curve (DC)

Zur Eruierung der minimalen Zellkonzentrationen wurden Proben mit den folgenden
Zellzahlen pro 900 pl vermessen: 1 x 10, 5 x 10°, 10 x 10, 15 x 105, 20 x 10%, 25 x 10°, 39
- 56 x 10°. Aufgrund verschiedener Gain-Level und Stichprobenanzahlen konnten statistisch
nur die Zellkonzentrationen von 10 bis 25 x 10° verglichen werden. Als minimales Volumen
zur Durchfithrung einer DC-Messung wurden die vom Hersteller empfohlenen 900 pl
eruiert, da die Cup-Fiillung bei niedrigeren Volumina nicht ausreichend, um eine valide

Messung zu erzeugen.

3.6.1.1. 1x 10° Zellen pro 900 ul Probe

DC: Verdiinnung 1 x 10°
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Abb. 39: DC-Kurven der firischen EKs (n = 6) in einer Verdiinnung von 1 x 10° Zellen pro 900 ul Probe und beim
maximal méglichen Gain-Level von 680

Die DCs von sechs frischen EKs wurden in einer Zellzahl von 1 x 10° Zellen pro 900 ul
beim maximal moglichen Gain-Level von 680 vermessen. Dabei prasentierten sich

graphisch sowohl deutliche Unterschiede zwischen den Kurven als auch
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UnregelmiBigkeiten im Kurvenverlauf der einzelnen Proben besonders im SS-Bereich bis
10 Pa (vgl. Abb. 39). Der MW des Elmax ergab einen Wert von 0,365 (+ 0,119). Die

Messergebnisse variierten somit trotz hohem Gain-Level stark bei dieser geringen Zellzahl.

3.6.1.2.  5x 10° Zellen pro 900 ul Probe

Die neun Proben aus frischen EKs in einer Zellkonzentration von 5 x 10° Zellen pro 900ul
Probe zeigten bis auf zwei Ausreiler trotz unterschiedlicher Gain-Level (360 — 479)
weitgehend homogene Verldufe in ihren DC-Kurven. Die zwei Kurven der Ausreifler
prasentierten stark abfallende EI-Werte ab 5,33 Pa (EK nl16) bzw. ab 16,87 Pa (EK 18) mit
zunehmendem SS. Der mittlere EImax betrug 0,504 (£ 0,102).

3.6.1.3. 10x 10° Zellen pro 900 ul Probe

Insgesamt wurden zwdlf frische EKs in einer Konzentration von 10 x 10° Zellen pro 900 ul
Probe in der DC vermessen. Dabei wurden die drei folgenden Gain-Level verwendet: 300,
350, 400. 7 Proben wurden bei Gain-Level 300, 12 Proben bei 350 und 3 Proben bei 400
vermessen. Graphisch fiel auf, dass die Kurven der einzelnen Proben sich recht homogen
zueinander verhielten. Jedoch gab es sowohl bei Gain-Level 300 als auch bei 350 jeweils
zwel Ausreifler, bei denen der EI ab 9,49 bzw. 16,87 Pa mit zunchmendem SS anndhernd
linear absank. Der MW des Elmax stieg geringgradig mit zunehmendem Gain-Level an
(Gain-Level 300: 0,533 + 0,074, n = 7 vs. Gain-Level 350: 0,556 + 0,056, n = 12 vs. Gain-
Level 450: 0,583 + 0,004, n = 3).

3.6.1.4. 15x 10° Zellen pro 900 ul Probe

Mit einer Zellzahl von 15 x 10 pro 900 pl Probe wurden insgesamt sechs frische EK-Proben
vermessen. Dabei wurden Messungen mit allen Proben bei Gain-Level 300 und 350
durchgefiihrt. Die Kurven stellten sich sehr homogen dar und es ergaben sich keine
Ausreifler. Der mittlere EImax der Messungen bei einem Gain-Level von 300 lag bei 0,593
(£ 0,005) und bei Gain-Level 350 bei 0,591 (= 0,005). Damit ergab sich kaum eine
Verdnderung der Verformbarkeit mit zunehmendem Gain-Level und stabile

Verformbarkeiten bei einer Zellzahl von 15 x 10° Zellen pro 900 pl Probe.
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3.6.1.5. 20x 10° Zellen pro 900 ul Probe

Sechs frische EK-Proben wurden in einer Verdiinnung von 20 x 10° Zellen pro 900 ul Probe
in der DC bei einem Gain-Level von 300 vermessen. Die Proben waren dieselben, die zuvor
in anderer Verdiinnung (15 x 10% 900 pl) verwendet wurden. Graphisch verhielten sich die
Kurven der Proben homogen und ohne Ausreifler oder UnregelméBigkeiten. Der MW des

Elmax betrug 0,594 (+ 0,006).

3.6.1.6. 25x 10° Zellen pro 900 ul Probe

In einer Zellkonzentration von 25 x 10° pro 900 pl Probe wurden neun frische EKs in der
DC vermessen. 4 der 9 Proben wurden zusétzlich fiir Messungen bei einem Gain-Level von
350 verwendet, wihrend der Rest bei einem Gain-Level von 300 vermessen wurde.
Graphisch zeigte sich ein mit zunehmendem SS homogener Verlauf der Kurven bei Gain-
Level 300. Die Kurven der Proben (n = 4), die bei einem Gain-Level von 350 vermessen
wurden, prasentierten geringe Abweichungen im SS-Bereich bis 9,49 Pa. Dies bestitigte sich
in der deskriptiven Statistik bei Betrachtung der SDs. Diese zeigten bei SS-Werten bis SS
3,00 Pa (Gain 300) bzw. bis 1,69 (Gain 350) eine SD von iiber 0,010. Die Verformbarkeit
im Sinne des EI unterschied sich kaum (Gain 300, n = 9: 0,597 + 0,008; Gain 350, n = 4:
0,598 + 0,006) trotz anderer Stichprobenanzahl und unterschiedlicher Gain-Level.

3.6.1.7. 39 bis 56 x 10° Zellen pro 900 ul Probe

Fiinf Proben aus frischen EKs wurden bei einer Zellzahl von 39 x 10, 42 x 10°, 43 x 10°, 47
x 10° oder 56 x 10° Zellen pro 900 ul Probe mit der DC ausgemessen. Dabei wurden vier
der fiinf Proben bei einem Gain-Level von 250 und drei der 5 Proben bei einem von 300
untersucht. Das Ergebnis waren Gain-Level-unabhingige homogene DC-Kurven ohne

Ausreifler oder UnregelméBigkeiten. Der mittlere EImax war zwischen den Gruppen nahezu

ident (Gain-Level 250, n =4: 0,601 £+ 0,009; Gain-Level 300, n =3: 0,601 = 0,012).

3.6.1.8. Vergleich 15x 10° 20 x 10°, 25 x 10° Zellen pro 900 ul Probe

Bei einem Gain-Level von 300 wurden sechs der frischen EK-Proben, die in den vorherigen
Verdiinnungsversuchen bereits genannt wurden, verglichen. Diese sechs Proben wurden
jeweils bei einer Konzentration von 15 x 10°, 20 x 10° und 25 x 10° Zellen pro 900 pl Probe
in der DC ausgewertet. Graphisch (vgl. Abb. 40) prisentierte sich eine weitgehend

homogene Verteilung der MWs der verschiedenen Zellkonzentrationen. Der MW bei 20 x
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10° pro 900 ul Probe schien der héheren Zellzahl von 25 x 10° pro 900 pl Probe unabhingig
vom SS geringgradig unterlegen. Die Zellzahl von 15 x 10° pro 900 pl Probe zeigte v. a. bei
1,69 und 3 Pa etwas niedrigere EI-Werte in der Kurve. Statistisch ergaben sich mit
zunehmender Zellzahl hdhere MWs fiir EImax (15 x 10%: 0,593 + 0,005; 20 x 10°: 0,594 +
0,006; 25 x 10°%: 0,599 + 0,004).

DC: Verdiinnungen 15 x 10° vs. 20 x 10¢ vs. 25 x 10°¢
(n=6, gain 300)
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Abb. 40: DCs der MWs von 6 frischen EK-Proben, die bei einem Gain-Level von 300 in Zellzahlen von 15 x 1 0° (blau),
20 x 10° (orange), 25 x 10° (griin) vermessen wurden: Eine hohere Zellzahl fiihrte zu einem signifikant erhohten EI (* =

Signifikanz im Friedman-Test 0,05 > p > 0,01; bei SS 16,87 Pa zwischen 20 x 10% und 25 x 10°; **= Signifikanz im
Friedman-Test 0,01 > p > 0,001, bei SS 30 Pa zwischen 15 x 10° und 25 x 106)

Ein signifikanter Unterschied (p = 0,042) in der Verformbarkeit bestétigte sich bei einem SS
von 16,87 Pa zwischen 20 x 10° und 25 x 10° Zellen pro 900 pl Probe. Dabei wich der
mittlere EI bei einer Zellzahl von 20 x 10° (0,560 + 0,006) geringgradig vom mittleren EI
bei 25 x 10° Zellen pro 900 ul Probe (0,564 + 0,005) ab. Bei 30 Pa ergab sich ein signifikant
geringerer EImax (p = 0,007) und damit eine geringere maximale Verformbarkeit bei 15 x
10 (0,593 + 0,005) im Vergleich zu 25 x 10° Zellen pro 900 pl Probe (0,599 = 0,004).
Unterschiede zwischen den Zellzahlen bei anderen SS-Werten erwiesen sich als nicht
signifikant. Somit wurde die gemessene Verformbarkeit der RBZs durch eine geringere

Zellzahl erst bei hohem, unphysiologischem SS (> 10 Pa) beeintréichtigt.

3.6.1.9. Vergleich 10 x 10° vs. 25 x 10° Zellen pro 900 ul Probe

Im Vergleich der Zellzahl von 10 x 10° und 25 x 10° Zellen pro 900 pl Probe in der DC

wurden sechs Proben aus frischen EKs bei einem Gain-Level von 300 untersucht.
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DC: Verdiinnungen 10 x 10° vs. 25 x 10°¢
(n=6, gain 300)
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Abb. 41: DC-Mittelwertkurven der Zellzahlen 10 x 10° und 25 x 10° pro 900 ul Probe vermessen bei gain 300: Es zeigten
sich signifikant erhohte EI-Werte aufgrund der héheren Zellzahl (* = Signifikanz im Wilcoxon-Test 0,05 < p < 0,01).

Graphisch (vgl. Abb. 41) prisentierte sich eine deutliche Absenkung der MW-Kurve der
Proben mit geringerer (10 x 109 900ul) im Vergleich zur héheren Zellzahl (25 x 10/ 900pul)
ab einem SS von 9,49 Pa. Bei den Proben mit 25 x 10° Zellen pro 900 pl Probe ergab sich
ein deutlich hoherer MW des EImax mit deutlich geringerer SD (0,595 + 0,010) als bei den
Proben mit 10 x 10° Zellen pro 900 pl Probe (0,507 + 0,109). Statistisch signifikant
prasentierten sich der hohere EI bei hoherer Zellkonzentration unter einem SS von 1,69 Pa
(p = 0,027) und ab SS 5,33 Pa bis 30 Pa (p = 0,027 — 0,046) im Vergleich zur niedrigeren
Zellkonzentration. Dies bestétigte die Annahme des vorherigen Vergleiches, dass eine
Zellzahl unter 25 x 10° Zellen pro 900 pl Probe sich negativ auf die Verformbarkeit

auswirken kann.

3.6.1.10. Vergleich 10 x 10° vs. 15 x 10° Zellen pro 900 ul Probe

Sechs frische EK-Proben wurden in der DC bei einem Gain-Level von 350 in den

Verdiinnungen 10 x 10 und 15 x 10°® Zellen pro 900 ul Probe vermessen.
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DC: Verdiinnungen 10 x 10° vs. 15 x 10¢
(n=6, gain 350)
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Abb. 42: Mittelwerte der DC von sechs frischen EKs unterschiedlicher Verdiinnung (10 x 10° (blau),15 x 10° (orange)):
Es zeigten sich signifikant hohere EI-Werte aufgrund von hoherer Zellzahl (* = Signifikanz im Wilcoxon-Test 0,05 > p >
0,01).

In der graphischen Auswertung der Daten (Abb. 42) prisentierte sich eine deutliche
Absenkung der Elongationskurve der MWs der Proben mit 10 x 10° Zellen pro 900 pl Probe
im Vergleich zur groBeren Zellzahl (15 x 10° Zellen/900 pl). Die Absenkung nahm mit
steigendem SS zu. Bei Betrachtung des mittleren EImax zeigte sich ein deutlich niedriger
MW bei 10 x 10° Zellen pro 900 pl Probe (0,537, = 0,076) im Vergleich zu den Proben mit
einer Zellzahl von 15 x 10° Zellen pro 900 ul (0,591, + 0,005). Als signifikant erhoht (p =
0,027 — 0,028) erwies sich die Verformbarkeit bei groerer Zellzahl ab einem SS von 9,49
Pa.

3.6.1.11. Vergleich 10 x 10° vs. 25 x 10° pro 900 ul Probe

Bei einem Gain-Level von 350 wurden vier frische EKs in einer Konzentration von 10 x 10°
und 25 x 10° Zellen pro 900 ul Probe in der DC vermessen. Im graphischen Vergleich der
beiden Gruppen (vgl. Abb. 43) stellte sich die Kurve der Proben mit geringerer Zellzahl (10
x 10° Zellen/ Probe) mit niedrigeren EI-Werten dar. Dabei ergab sich ein annihernd
konstanter Abstand im Vergleich zur Kurve der Proben mit groBerer Zellzahl (25 x 10°

Zellen/900 pl). Positive oder negative Auslenkungen waren nicht vorhanden.
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DC: Verdiinnungen 10 x 10° vs. 25 x 10°¢
(n=4, gain 350)
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Abb. 43: MW-Kurven der Verdiinnungen (10 x 10900 ul (blau), 25 x 10°/900 ul (orange)) von firischen EK-Proben (n =
4) vermessen in der DC. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede aufgrund der Zellzahl.

Ubereinstimmend mit der graphischen Betrachtung verhielten sich die MWs. Der mittlere
Elmax fiir die Proben mit einer Verdiinnung von 10 x 10 Zellen pro 900 pl Probe (0,576,
0,575 + 0,007) lag dabei unterhalb des Wertes der Proben mit 25 x 10° Zellen pro 900 pl
Probe (0,597, 0,598 + 0,006). Die Unterschiede erwiesen sich bei Testung als nicht
signifikant (p > 0,05). Die unterschiedliche Zellzahl hatte in diesem Versuch somit keinen

FEinfluss auf die Verformbarkeit.
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3.6.2. Osmoscan (0S)
3.6.2.1. Vergleich 5 x 103 vs. 5,7 x 10% Zellen pro 3 ml Probe

Im OS wurden frische EK-Proben (n = 5) in unterschiedlicher Verdiinnung (5 x 10% und 5,7

x 108 pro 3 ml Probe) mit einem Gain-Level von 300 vermessen.

OS: Verdiinnungen 5 x 10® vs. 5,7 x 108
(n=15, gain 300)
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Abb. 44: OS-Kurven frischer EKs (n=>5) in den Verdiinnungen 5 x 10° (griin) und 5,7 x 10° Zellen pro 3 ml Probe (rot) bei
Gain-Level 300. Der Elmax zeigte sich signifikant erhoht bei hoherer Zellzahl. (* = Signifikanz im Wilcoxon-Test 0,05 >
p>001)

Graphisch (vgl. Abb. 44) zeigten sich neben Artefakten bei einer Kurve (EK 49) hohere
Omin- und Ohyper-Werte, sowie einen geringeren EImax bei geringerer Zellzahl (5 x 10%).
Der MW der Omin bei geringerer Zellzahl ergab einen Wert von 152,2 (+ 4,970), der der
Ohyper einen Wert von 461,4 (= 11,371). Im Vergleich dazu fielen die MWs fiir Omin und
Ohyper bei groBerer Zellzahl etwas geringer aus (Omin: 0,150 + 4,743; Ohyper: 458,2 +
10,035). Der mittlere EImax bei 5 x 10® Zellen pro 3 ml Probe (0,606 + 0,005) lag signifikant
unter (p = 0,042) dem mittleren EImax bei 5,7 x 10® Zellen pro 3 ml Probe (0,616 + 0,004).
Somit fiihrte die hohere Zellzahl zu einer stirkeren Verformbarkeit. Die Unterschiede in
Omin und Ohyper stellten sich als nicht signifikant (p > 0,05) heraus. Die geringere Zellzahl
hatte somit keinen Einfluss auf Omin und Ohyper die mit osmotischer Resistenz bzw. S/V-

Ratio und Zellvolumen in Zusammenhang stehen.
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3.7. Gain-Level-Testungen

Da im Lorrca®-Geriit an der UBT in Zukunft kRBZs wie die hiPSZs vermessen werden
sollen, die im Vergleich zu nativen Zellen in wesentlich geringerem Umfang vorhanden sind
und deutlich kostenintensiver in der Herstellung sind, muss das Gerét optimal genutzt
werden konnen. Dazu gehort u. a. eine optimierte Gerdteeinstellung, insb. die Einstellung
des Gain-Levels, der Signalverstirkung. In dieser Arbeit wurden daher Gain-Level-
Testungen durchgefiihrt, die zum einen die Vergleichbarkeit zwischen Messungen
verschiedener Gain-Level untersuchen und zum anderen das optimale Gain-Level
analysieren sollten. Diese Testungen beschrinkten sich auf DC und OS, da diese
Messoptionen am hdufigsten angewandt werden. Laut der Herstellerfirma RR Mechatronics
wurde ein Gain-Level von 300 bei einer normwertigen Zellzahl (DC: 100 x 10° Zellen pro
5ml; OS: 10 x 10 Zellen pro 5ml) empfohlen. In den folgenden Versuchen wurden daher

verschiedene Gain-Level bei geringerer Zellzahl getestet.

3.7.1. Deformability Curve (DC)

Es wurden die Zellkonzentrationen 10 x 10°® und 15 x 10° pro 900ul jeweils bei den

empfohlenen Gain-Leveln 300 und 350 untersucht.

3.7.1.1.  10x 10° Zellen pro 900 ul Probe

Die MW-Kurve der frischen EKs (n = 5, Zellzahl: 10 x 10 pro 900 pl), die bei einem Gain-
Level von 300 getestet wurden, zeigten graphisch eine deutliche Abnahme der Elongation
bei einem SS von 30 Pa im Vergleich zur Vermessung derselben Proben bei einem Gain-
Level von 350 (vgl. Abb. 45). Die Vermessung bei einem Gain-Level von 300 ergab einen
negativen Ausreiller (Probe EK 42), der sich auf die MWs auswirkte. Die MWs des EImax
bei Gain-Level 300 (0,542 + 0,877) und bei Gain-Level 350 (0,580 + 0,008) verhielten sich
dhnlich. Die Unterschiede zeigten sich nach Testung als nicht statistisch signifikant (p >
0,05). Somit hatte das unterschiedliche Gain-Level keinen Einfluss auf die Verformbarkeit

bei einer Zellkonzentration von 10 x 10° Zellen pro 900ul.
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DC: MW Gain-Level 300 vs. 350
(n=35, bei 10 x 10¢ Zellen pro Probe)

Elongation Index (EI)
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Abb. 45: Gain-Level-Testungen: Messungen von frischen EKs (n = 5) bei Gain-Level 300 (blau) vs. 350 (orange) in der
DC bei einer Verdiinnung von 10 x 10° Zellen pro 900ul. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede aufgrund des
Gain-Levels.

3.7.1.2.  15x 10° Zellen pro 900 ul Probe

Zwischen den Gain-Leveln 300 und 350 war graphisch (vgl. Abb. 46) kein deutlicher
Unterschied der Verformbarkeit (EI) zu sehen. Auch der mittlere EImax bei einem Gain-
Level von 300 (0,593 £ 0,005) zeigte sich sehr dhnlich zum mittleren EImax bei einem Gain-
Level von 350 (0,591 £ 0,005). Jedoch erwies sich der etwas geringere EImax bei Gain-
Level 300 im Vergleich zu 350 als statistisch signifikant (p = 0,026). Keine statistisch
signifikanten Verformbarkeitsunterschiede aufgrund der Gain-Level ergaben sich hingegen

bei geringeren SS-Werten, insb. der physiologischen SS-Werte bis 10 Pa.
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DC: MW Gain-Level 300 vs. 350

(n=6, bei 15 x 10¢ Zellen pro Probe)
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Abb. 46: Gain-Level-Testungen von frischen EKs (n = 6) bei einer Zellzahl von 15 x 10° Zellen pro 900 ul und den Gain-
Leveln 300 (orange) und 350 (blau). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gain-Leveln.

3.7.2. Osmoscan (0S)

Im OS wurden Proben aus frischen EKs (n = 3) bei einem Gain-Level von 250, 300, 350,
400 und 450 vermessen. Die Zellzahl lag dabei bei 5 x 10% Zellen pro 3 ml Probe und damit
deutlich unterhalb der empfohlenen Zellzahlen (10 x 10%/ 5 ml bzw. 6 x 10® Zellen/ 3 ml
Probe). In Abb. 47 ergaben sich bei einem Gain-Level von 250 bei zwei von drei Messungen
Artefakte, sodass dieses Gain-Level bei der weiteren Berechnung nicht beachtet werden
konnte. Im Vergleich der iibrigen Gain-Level fiel eine dezente Abnahme des mittleren
Elmax auf (300: 0,604 = 0,003; 350: 0,603 = 0,003; 400: 0,602 &+ 0,002; 450: 0,601 + 0,003).
Die mittlere Omin (300: 138,333 + 5,859; 350: 136,667 + 7,638; 400: 138 £+ 6,928; 450:
138,333 + 6,658) und die mittlere Ohyper (300: 434,667 = 7,638; 350: 433,667 = 10,017;
400: 432,333 + 7,501, 450: 432 £ 9) verdnderten sich mit zunehmendem Gain-Level kaum.
Die Unterschiede zwischen den Gruppen bestétigten sich als nicht signifikant (p > 0,05).
Damit hatte das Gain-Level weder einen Einfluss auf die Verformbarkeit, die Omin, welche
von osmotischer Resistenz bzw. S/V-Ratio abhingt, noch auf die Ohyper, die von
Zellvolumen und Hydratationszustand beeinflusst wird. Jedoch waren die Messungen bei

einem Gain-Level von 250 instabil.
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Abb. 47: OS-Kurven der Gain-Level-Testung von 5 frischen EKs. Folgende fiinf Gain-Level wurden untersucht: 250
(gelb), 300 (orange), 350 (rot), 400 (blau) und 450 (griin). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gain-Leveln, jedoch Instabilititen bei Gain-Level 250 (vgl. gelbe Kurven,).



4. Diskussion

Die Ektazytometrie ist ein innovatives Verfahren u. a. zur Analyse von Verformbarkeit und
osmotischer Resistenz von RBZs. Bisher stehen nur wenige Gerdte an ausgewéhlten
Standorten zur Verfiigung, die v. a. zu Forschungszwecken dienen und im klinischen Bereich
bei der Diagnostik hereditirer Andmien Verwendung finden. Basis der vorliegenden Arbeit
ist ein an der UBT der Medizinischen Universitit Graz neu angeschafftes Lorrca®-
Ektazytometer der Firma RR Mechatronics (Zwaag, Niederlande). Im Vordergrund stand
dabei die allgemeine Validierung mittels Etablierungsversuchen der verschiedenen
Versuchsmodi des Gerites (DC, OS, CS, CMS). Dafiir wurden frische EKs, alte EKs als
pathologische Referenz und EDTA-Blut nach Herstellerangaben vermessen. Weiterhin
wurden  die  Reproduzierbarkeit = und  verschiedene  Storfaktoren  mittels
Wiederholungsversuchen (IDV, ISV 1 bzw. ISV 2) analysiert. Im Anschluss wurden
Versuche zu spezielleren Fragestellungen durchgefiihrt. Forschungsschwerpunkt der UBT
ist die ex-vivo Kultivierung von Erythrozyten aus humanen adulten oder induzierten
pluripotenten Stammzellen. Diese inzwischen bis zum Retikulozyten heranreifenden kRBZs
stehen allerdings nur in geringer Zellzahl zur Verfiigung. Da sie in Zukunft u. a. mit dem
Lorrca®-Gerit auf ihre Verformbarkeit und osmotische Resistenz getestet werden sollen,
wurden in dieser Diplomarbeit minimale Zellkonzentrationen, Probenvolumina und
optimale Geréteeinstellungen (Gain-Level) des Gerdtes exploriert, sowie ein Vergleich

verschiedener Zelltypen (Erythrozyten, Retikulozyten) der roten Reihe durchgefiihrt.

4.1. Analyse frischer Erythrozytenkonzentrate

Als Erythrozyten bezeichnet man die ausgereiften RBZs (5). Da sie sich im Gegensatz zu
vielen RBZ-Vorstufen im peripheren Blut befinden, miissen sie sich stindig den
Bedingungen des Blutkreislaufes anpassen konnen. Dabei spielen Verformbarkeit und
osmotische Resistenz sowie damit zusammenhingende Eigenschaften wie S/V-Ratio,
Zellvolumen, -oberfliche und MCHC eine wesentliche Rolle (26) und wurden in dieser

Arbeit durch die Messungen im Lorrca® untersucht.

Fiir einen Grof3teil der Versuche wurden Erythrozyten aus maximal fiinf Tage alten EKs als
Untersuchungsmaterial verwendet. Neben der einfachen Verfiigbarkeit an der UBT boten
diese den Vorteil, dass die Erythrozyten von einem sehr gut charakterisierten gesunden

Kontrollkollektiv stammten. Sdmtliche Spenderlnnen wurden im Rahmen der Blutspende
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durch Fragebogen, é&rztliche Untersuchungen und aktuelle Messung des Blutbildes
kontrolliert. Dazu zdhlten das Alter der SpenderInnen (18 — 65 Jahre), die Bestatigung, dass
diese gesund waren und die Testung auf wichtige Infektionserkrankungen (z. B. HIV,
Hepatitiden). Zudem konnten Abweichungen des Hb-Wertes, welche die rheologischen
Eigenschaften von Erythrozyten beeinflussen konnten, durch das Vorliegen des aktuellen

Blutbildes ausgeschlossen werden.

4.1.1. Deformability Curve (DC)

Die DC beschreibt die Verformbarkeit der Erythrozyten unter steigendem SS. In den
Etablierungsversuchen wurden zuniichst die vom Lorrca®-Hersteller (RR Mechatronics,
Zwaag, Niederlande) empfohlenen Standardvorgaben fiir Gain-Level (300 - 350),
Probenvolumen (25 pl Blutprobe mit 5 ml Elon Iso, 900 pl Probengemisch im Cup) und
Zellkonzentration (100 x 10% 5 ml) verwendet. Die DCs der Erythrozyten aus 36
verschiedenen frischen EKs zeigten eine zunehmende Verformung aufgrund von steigendem
SS und insgesamt einen sehr dhnlichen Verlauf der einzelnen Proben zueinander. Dies war
bei einem gesunden Kollektiv zu erwarten (18, 25). Auch bestétigte sich, dass individuelle
Unterschiede zwischen SpenderInnen, wie z. B. Geschlecht, Alter und Blutgruppe keinen
oder nur sehr geringen Einfluss auf die Verformbarkeit der RBZs zu haben scheinen. Die
starkste Verformbarkeitszunahme war im SS-Bereich bis 10 Pa zu verzeichnen, wéihrend
sich die RBZs dariiber hinaus bei hoherem SS mit geringerer Steigung asymptotisch der
maximalen Verformbarkeit anndherten. Generell reicht der physiologische SS-Bereich von
0,1 — 1 Pa bei gesunden Venen bis zu 1 — 20 Pa bei gesunden Arterien. Hohere SS-Werte
sind i. d. R. aufpathologische (Gefdf3stenosen) oder unphysiologische Zusténde (kiinstlichen
Herzklappen) zurlickzufiihren (27). Die Anpassungsfihigkeit der Verformbarkeit der
gesunden RBZs an den umgebenden SS war somit im physiologischen Bereich stérker als
im unphysiologisch hohen SS-Bereich. Dies war nach den bisherigen Erkenntnissen bei der
hier gewdhlten homogenen Stichprobe gesunder SpenderInnen ebenfalls zu erwarten (18,

25,27).
4.1.1.1. Interday variability (IDV)

Im Vergleich der Erythrozyten aus neun frischen EKs, die an drei aufeinanderfolgenden
Tagen aus einem jeweils frisch gedffneten Schlauchsegment vermessen wurden (IDV),

ergaben sich keine signifikanten Verdnderungen der Verformbarkeit in Abhéngigkeit des
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Messtages. Anhand dieses Ergebnisses konnte darauf geschlossen werden, dass eine
Lagerungsdauer der Ausgangsproben von ein bis zwei Tagen bei 4°C die Verformbarkeit
nicht beeinflusst. Eine Probenanalyse innerhalb von 48 h hatte somit keinen wesentlichen
Einfluss auf die Messergebnisse. AuBlerdem konnte festgestellt werden, dass das Gerit
reproduzierbare Messergebnisse liefert. Voraussetzungen dafiir waren jedoch die gleichen
Bedingungen (aus frischem Schlauchsegment entnommen, im Abstand von max. 48 h
vermessen). In der Literatur wird von einer positiven Auswirkung von kurzer Lagerungszeit
auf die Verformbarkeit von Erythrozyten gesprochen. Zum einen war dabei die
Verformbarkeit vermessen im Lorrca®-Gerit nach sieben Tagen Lagerung von Vollblut in
CPDA-1 (Citrat, Phosphat, Dextrose, Adenin-1) bei 4°C geringgradig verbessert, zum
anderen zeigten sich besser verformbare Zellen im mittleren SS-Bereich nach 48-stiindiger
Lagerung von Vollblut in heparinisierter Losung bei RT (25). Diese These bestitigte sich
fiir einen geringeren Abstand von zwei Tagen bei 4°C in den Versuchen dieser Arbeit nicht

und war aufgrund von anderen zellumgebenden Losungen nur eingeschrinkt vergleichbar.
4.1.1.2. Intersample variabilities (ISV 1, ISV 2)

Die dreimalige Vermessung sechs frischer EKs innerhalb von zehn Minuten aus demselben
Gemisch, das wihrend den Messungen im Cup verblieb (ISV 1), ergab ebenfalls keine
signifikante Auswirkung auf die Verformbarkeit der Erythrozyten. Die Versuchsergebnisse
stellten eine stabile Verformbarkeit der RBZs unter mehrmaliger Vermessung der DC fest.
Es war somit anzunehmen, dass eine mehrmalige Applikation von steigendem SS keine
nachweisbaren Zellschdden verursachte, die eine Verformbarkeitsbeeintrachtigung zur
Folge gehabt hitten. Weiterhin wurde mit diesem Versuch nachgewiesen, dass sowohl erste,
zweite, als auch dritte Wiederholungen einer Messung zur weiteren Auswertung aufgrund
identer Werte herangezogen werden konnten. D. h., dass z. B. bei einer nicht validen ersten
Messung problemlos die Ergebnisse einer zweiten Messung verwendet werden kdnnten und
die Probe dabei im Cup belassen werden konnte. Durch das Verbleiben des Gemisches im
Cup sowie die fehlende Neuzusammenstellung einer Mischung mit Elon Iso ist von einer

geringen Fehlerquote im Rahmen der manuellen Probenherstellung auszugehen.

Die ISV 2 bestand aus einer dreimaligen Vermessung von vier frischen EKs ohne Verbleiben
der Probe im Cup und mit groBBeren Zeitabstinden zwischen den Messungen (sofort, nach 4
— 5 min, nach 1,5 — 2 h). Dabei wurde die Probe einmalig mit Elon Iso gemischt und

zwischen den Messungen bei RT gelagert. Es zeigten sich signifikant hohere
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Verformbarkeiten der zweiten Messung bei einzelnen SS-Werten im Vergleich zu den
anderen Messungen (0,53 Pa: 2. Messung 0,145, 3. Messung 0,131; 5,33 Pa: 1. Messung
0,470, 2. Messung 0,481; 16,87 Pa: 2. Messung 0,570, 3. Messung 0,565). Wiinschenswert
wiren keine Verformbarkeitsunterschiede aufgrund von Messwiederholungen (vgl. IDV,
ISV 1) gewesen. Eine geringere Verformbarkeit v. a. bei hohem SS konnte sich jedoch
dadurch ergeben haben, dass ein Zellzerfall bei ldngerer Lagerungszeit (RT) in der eher
unphysiologischen Elon-Iso-Losung eingesetzt haben konnte. Dies bestétigte sich hier nicht,
im Gegenteil: Bei 5,33 Pa war sogar eine Zunahme der Verformbarkeit bei einem Gemisch
zu verzeichnen, dass 4 — 5 min ldnger im Vergleich zur direkt vermessenen Probe stand.
Dies wiirde dem Ergebnis von Ugurel et al. (25) entsprechen, welche von einer besseren
Verformbarkeit aufgrund von Inkubation der Proben fiir 48 h bei RT berichteten. Jedoch
waren dabei die Zeitunterschiede bei RT (48 h vs. 4 — 5 min) und die Zellsubstrate
(heparinisierte Vollblut-Probe vs. frische EKs) andere. Hinzu kam, dass in den Versuchen
dieser Diplomarbeit zwischen zweiter und dritter Messung Verformbarkeitsabnahmen
verzeichnet wurden. Fraglich ist bei den Versuchen der ISV 2, warum die Verformbarkeit
nur bei einzelnen SS-Werten erhoht bzw. erniedrigt war und warum sie im Verlauf der
Messungen nicht kontinuierlich zu- oder abnahmen. Eine mogliche Erklarung konnte die
hohere Fehlerwahrscheinlichkeit der ISV 2 im Vergleich zur ISV 1 durch die erneute Cup-
Befiillung, sowie einen moglichen Zellzerfall in der fertigen Mischung aus EK und Elon Iso
gewesen sein. Die geringe Stichprobenanzahl konnte die Ergebnisse zudem anfillig fiir
Verzerrungen gemacht haben. Ein Einfluss der Lagerung der fertig gemischten Probe und
von Zeitabstinden zwischen Messungen auf die Verformbarkeit war daher nicht klar zu
erheben, zumal die Unterschiede nur sehr gering waren. Aufgrund der vorhandenen Daten
beeinflusste eine Latenzzeit von 5 min bis zur Messung das Messergebnis nicht negativ, eine
Latenzzeit von 1,5 — 2 h sollte jedoch vermieden werden. Zur Bestitigung dieser

Erkenntnisse miisste jedoch eine groBere Probenserie analysiert werden.

4.1.2. Osmoscan (0S)

Beim OS, der Ektazytometrie mit osmotischem Gradienten des Lorrca®-Gerites konnen auf
Basis von gezielten Verdnderungen der Osmolalitit bei einem konstanten SS (30 Pa)
Aussagen liber Verformbarkeit und osmotische Resistenz getroffen werden. Diese erlauben
indirekte Riickschliisse auf Parameter wie Zellvolumen und -oberfldche bzw. S/V-Ratio und
Zellviskositdt (MCHC). Dabei werden v. a. folgende drei Parameter betrachtet: Omin gibt

die Osmolalitdt bei minimaler Verformbarkeit im hypoosmolaren Milieu an und steht im
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Zusammenhang mit osmotischer Resistenz, S/V-Ratio und 50%iger Hamolyse (17, 21, 29).
Eine rechtsverschobene und damit erhohte Omin kann durch eine reduzierte S/V-Ratio
verursacht werden, die typischerweise bei hereditdrer Sphérozytose, einer
Membranfehlbildungsstérung auftritt (21). AuBerdem wiirde eine reduzierte osmotische
Resistenz gleichfalls eine Rechtsverschiebung der Omin bedingen. EImax, das Maximum
der Verformbarkeit wird mit der Zelloberfliche in Verbindung gebracht. Ohyper gibt als
Osmolalitit bei 50%iger maximaler Verformbarkeit in hyperosmolarer Umgebung Hinweise
auf das Zellvolumen und die Zellviskositdt bzw. die MCHC (17, 21, 29). Durch die Ohyper
lassen sich Aussagen iiber den Hydratationszustand der RBZs treffen. Ist die Ohyper
rechtsverschoben und damit erhoht, stehen ein erhdhtes Zellvolumen, eine verminderte
zytoplasmatische Viskositdt bzw. ein geringerer Hb-Gehalt der Zelle (HCMC) im Verdacht,
dies zu verursachen. So fand man bei Patientlnnen mit Xerozytose (dehydrierte hereditédre
Stomatozytose), bei der sich die Zellen aufgrund einer Mutation in einem mechanosensitiven
Kationenkanal (sog. PIEZO-1) durch gesteigerte Wasseraufnahme zu Stomatozyten
verformen, Linksverschiebungen von Omin und Ohyper (3, 21, 22). Generelle Normwerte
der OS-Parameter existieren bisher nicht, da sie zwischen einzelnen Geriten variieren. Es
wird daher empfohlen, fiir jedes Gerét eigene Normwerte zu erheben und jede auffillige
Probe am selben Tag mit mindestens einer Kontrollprobe einer Person derselben Altersstufe
gegenzumessen (21). Im Rahmen dieser Arbeit wurden Normwerte fiir das hier vermessene

Kollektiv gesunder BlutspenderInnen erstellt (s. Tabelle 14).

In den Etablierungsversuchen des OS wurden insgesamt 32 frische EKs nach
Herstellerangaben (200 pul EK-Blutprobe in 5 ml Elon Iso) vermessen. Die dazugehorigen
OS-Kurven verhielten sich sehr dhnlich zueinander und es gab keine Ausreifler. Wie schon
bei der DC sprach die Homogenitéit der Kurven fiir keine bis geringe Auswirkungen von
individuellen Unterschieden einer zufilligen gesunden Population (z. B. PatientInnenalter, -
geschlecht und Blutgruppe) auf die Verformbarkeit der Zellen. Omin und Ohyper verhielten
sich ebenfalls homogen. Da Omin durch die osmotische Resistenz sowie die S/V-Ratio
beeinflusst werden kann und Ohyper mit Zellvolumen und zytoplasmatischer Viskositit in
Zusammenhang steht, kdnnte auch hier angenommen werden, dass genannte Unterschiede
der Individuen sich nicht auf diese FEigenschaften auswirkten. Jedoch sind die
Zusammenhinge dieser Parameter deutlich komplexer. Zur Absicherung der Behauptung
fehlte eine ergidnzende Bestimmung der einzelnen Eigenschaften durch andere

Messverfahren. Die Kurven-Homogenitit bestitigte zudem, dass keineR der gesunden
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SpenderInnen eine klinisch relevante Membranfehlbildung hatte. Dabei wiren deutliche

Abweichungen in mindestens einem Parameter sichtbar geworden.

4.1.2.1.  Interday variability (IDV)

Bei der Vermessung von 7 der 32 Proben an zwei aufeinanderfolgenden Tagen wurde keine
signifikante Verdnderung der Omin, Ohyper oder des EImax festgestellt. Bei 4 der 7 Proben
die zusétzlich an einem dritten Tag vermessen wurden, zeigte sich hingegen eine signifikante
Abnahme der Ohyper am dritten Tag im Vergleich zum ersten Tag (1. Tag: 453,25 mOsm/kg
+14,523; 2. Tag: 449,5 mOsm/kg + 13,964; 3. Tag: 447,5 £ 15,588). Omin und EImax waren
nicht signifikant verdndert. Dadurch ergaben sich folgende Schliisse: Es bestitigte sich, wie
zuvor in der DC vermutet, dass die Verformbarkeit unabhingig vom Messtag war und sie
damit nicht aufgrund von ein bis zwei Tagen Alterszunahme bzw. Lagerung eines EKs bei
4°C beeintriachtigt wurde. Fiir die osmotische Resistenz (dargestellt durch die Omin), welche
u. a. durch die S/V-Ratio beeinflusst werden kann, galt dieselbe Annahme. Diese blieb, der
hier erhobenen Ergebnisse nach zu urteilen, auch liber zwei Tage bei einem geschlossenen
und gekiihlten frischen EK stabil. Die Ohyper veridnderte sich im Laufe der Messtage. Sie
blieb ebenfalls ident, als der Altersunterschied lediglich einen Tag umfasste, zeigte sich nach
zwei Tagen jedoch vermindert. Die Ohyper kann u. a. durch das Zellvolumen oder die
Viskositidt der Zelle beeinflusst werden. Ein Parameter, der wiederum die Viskositét
beeinflusst, ist der Hb-Gehalt der Zelle (MCHC). Die Beobachtungen konnten somit fiir
einen Verlust von Zellvolumen oder eine Zunahme der Zellviskositdt bzw. des Hb-Gehalts
der Zelle (MCHC) gesprochen haben, ohne in den hiesigen Versuchen einen Einfluss auf die
Verformbarkeit genommen zu haben. Bzgl. der Verformbarkeit wére laut Ugurel et al. zu
erwarten gewesen, dass sich eine Verbesserung der Verformbarkeit innerhalb der ersten
Tage der Lagerung ergibt, jedoch eine Verschlechterung mit zunehmender Lagerung
stattfindet (25, 35). Unter der Annahme, dass eine zunehmende zytoplasmatische Viskositét
die Verformbarkeit verschlechtern kann (26), konnte eine Verdnderung der Ohyper der
Verdnderung der Verformbarkeit und damit des EImax vorausgegangen sein. Interessant ist
dazu der Vergleich der Ohyper von frischen und alten EKs, in dem ein Altersunterschied
und Lagerungsdauer von min. 33 d verglichen wurde (s. 4.2.2). Zu beachten war, dass der
Einfluss anderer biologischer Eigenschaften nicht ausgeschlossen war und die
zytoplasmatische Viskositét, die MCHC und das Zellvolumen nicht zusétzlich in separaten

Analysen bestimmt wurden. Daher waren keine abschlieBenden Interpretationen mdglich.
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Mogliche Fehlerquellen konnten sich durch die Zusammenstellung der fertigen Probe
ergeben haben. Dazu zdhlten wie in allen Versuchen dieser Arbeit die manuelle
Probenherstellung und Unterschiede zwischen den einzelnen EK-Schlauchsegmenten in
diesem Versuch, da fiir jeden Tag ein neues Schlauchsegment gedffnet wurde. Durch die
Vermessung an unterschiedlichen Tagen konnten auch Messfehler durch
Geriteeinstellungen, Temperatur und andere Gegebenheiten entstanden sein. Gegen eine
starke Verzerrung sprach jedoch, dass Omin und EImax durch die Messtage nicht beeinflusst

wurden.

4.1.2.2.  Intersample variability 2 (ISV 2)

In der ISV 2 wurde eine dreimalige Vermessung von drei frischen EKs ohne Verbleiben der
finalen Probe im Cup mit zeitlichen Abstdnden von ca. 10 — 30 min zwischen den einzelnen
Messungen durchgefiihrt. Es ergab sich erneut eine grofle Streuung der Ohyper-Werte.
Omin, Elmax und Ohyper zeigten keine signifikanten Verdnderungen zwischen den
Messungen. Somit prasentierten sich die Verformbarkeit und die anderen Parameter im
Laufe der Messungen stabil. Ob auch die die Omin und die Ohyper beeinflussenden
biologischen Eigenschaften (osmotische Resistenz, S/V-Ratio, Zellvolumen, intrazelluldre
Viskositit, MCHC) konstant waren, konnte aufgrund der fehlenden separaten Bestimmung
dieser nicht festgestellt werden. Dennoch wurde bewiesen, dass die Ergebnisse im OS von
duBeren Umstidnden, wie z. B. der manuellen Probenzusammenstellung und dem mit jeder
Messung wechselnden Gemisch weitgehend unbeeinflusst bleiben. Auerdem zeigte die ISV
2, dass die Messergebnisse nicht signifikant von der Dauer (max. 30 min), in denen sich die
Erythrozyten in einem Elon-Iso-Gemisch befanden, abhidngig waren. Die Frage aus der IDV
der DC-Messungen, ob Auswirkungen evtl. durch Zellsterben im Rahmen des Verbleibens
im Elon-Iso-Gemisch bestanden, konnte hier nicht abschlieBend geklirt werden. Die
Abstinde zwischen den drei Messungen der OS waren jedoch andere als bei der IDV der
DC. So konnte beispielsweise ein Verbleiben der Zellen iiber 2 h im Elon-Iso-Gemisch die
Zellqualitit und die Eigenschaften beeinflusst haben, wihrend sich nach 30 min noch keine
Auswirkungen zeigten. Hier wéren weitere Wiederholungsmessungen mit groferen
zeitlichen Intervallen zu empfehlen. Welchen Einfluss eine OS-Testung selbst auf die
Verformbarkeit der Zellen hatte, war im Rahmen einer ISV 1 im OS nicht durchfiihrbar, da
fiir jede Messung eine neue Probe erstellt und das Geridt nach jeder Messung automatisch

gereinigt wurde. Die vermessenen Zellen wurden im Gegensatz zur DC durch die
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Messungen verbraucht und im Anschluss zusammen mit den Fliissigkeiten unterschiedlicher
Osmolalitdt verworfen. Insgesamt ist der OS als sehr stabiler Test mit hoher
Reproduzierbarkeit und nur geringer Anfilligkeit fiir Verzerrungen durch

Messungenauigkeiten zu bewerten.

4.1.3. Photometrische Bestimmung der osmotischen Resistenz (OR)

Die OR ist ein klassisches hidndisches Verfahren zur Bestimmung der osmotischen
Resistenz. Es basiert auf der Inkubation von Erythrozyten in einer Verdiinnungsreihe mit
abnehmender Osmolalitit. Abhédngig von den Zelleigenschaften kommt es bei
Unterschreiten einer bestimmten Osmolalitidt zur Himolyse und damit zur Freisetzung des
intrazelluldren Hb (4). Durch eine spektrophotometrische Vermessung der verschiedenen
Mischungen aus NaCl, Aqua dest. und Blutprobe kann die Himolyserate der Erythrozyten
bestimmt werden. Die 50%ige Hamolyse ldsst sich mit der Omin des OS als MaB fiir die

osmotische Resistenz bzw. osmotische Fragilitidt und die S/V-Ratio vergleichen (17).

In der OR und im OS présentierten sich vergleichbare Ergebnisse. 3 der 13 Proben aus
frischen EKs, die sowohl in der OR als auch im OS vermessen wurden, pridsentierten
Abweichungen von den MWs. Eine Probe (EK10) zeigte in der OR eine Linksverschiebung
und damit eine 50%ige Hédmolyse bei hoherer NaCl-Konzentration. In der OS préisentierte
sich bei derselben Probe eine Rechtsverschiebung im Rahmen einer erhéhten Omin und
somit ebenfalls eine 50%ige Hamolyse bei hoherer Osmolalitét bei ansonsten unauffalligem
Elmax und Ohyper. Dadurch lie sich vermuten, dass Erythrozyten, die bei hoéherer
Osmolaritdt im herkdmmlichen hdndischen Testsystem bereits zu 50 % hdmolysiert sind,
mit einer geringeren osmotischen Resistenz im OS einhergehen. Im klinischen Bereich sind
Auffilligkeiten, die mit einer geringeren osmotischen Resistenz einhergehen, typisch bei z.
B. hereditdrer Sphirozytose (18, 21). Durch Defekte in a- und B-Spektrin, Ankyrin, Protein
4.2. und/oder Band-3 ist die Natrium-Permeabilitit der Zellmembran gestort (3). Es fehlen
u. a. die vertikalen Verkniipfungen zwischen Zytoskelett und Membran. Wasser kann
vermehrt in die Zelle einstrdmen, sodass es zu einer kugeligen Verformung und den
namensgebenden Sphérozyten kommt (20, 22). Infolgedessen sinkt die S/V-Ratio und die
Féhigkeit sich zu verformen (22, 26, 28). Bei zwei weiteren Proben (EK 27, EK 35) fiel
umgekehrt eine 50%ige Hémolyse in niedrigerer NaCl-Konzentration auf. Im OS
présentierte sich ebenfalls eine Linksverschiebung der Omin, als Zeichen einer hdheren

osmotischen Resistenz, z. B. bedingt durch eine héhere S/V-Ratio. Eine deutlich verminderte
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Omin in Kombination mit einer verminderten Ohyper ist typisch fiir die sog. dehydrierte
hereditére Stomazytose aufgrund des verminderten Volumenstatus (21, 22). Dieser Form der
Stomazytose, die auch als Xerozytose bezeichnet wird, liegt eine spezifische Mutation in
einem Kationenkanal (PIEZO-1) zugrunde, was zu einer gesteigerten Wasserabgabe,
erhohten MCHC und schlieBlich zum Form- und Verformbarkeitsverlust der Zelle fiihrt (3).
Durch die erh6hte osmotische Resistenz kann sich diese Erkrankung auch in einer nur milden
Anémie duflern (8, 22). Die alleinige Betrachtung der osmotischen Resistenz scheint somit
jedoch keine Aussagekraft {iber die Uberlebensrate einer Zelle zu haben. Bei EK 27 und 35
lagen die Verformbarkeit und die Ohyper im Normbereich, dadurch lésst sich bei diesen
Proben keine Membranfehlbildungsstérung vermuten, zumal es sich bei der ausgewerteten
Stichprobe um gesunde Spenderlnnen handelte. AuBlerdem bildete insb. die Omin zwar das

Minimum der Stichprobe, wich jedoch nicht {iberméBig von den anderen Proben ab.

Dadurch, dass vergleichbare Ergebnisse in der Testung der osmotischen Resistenz
unabhingig des Messverfahrens entstanden, konnte bei Verfiigbarkeit beider Methoden auf
eines der Verfahren in Zukunft verzichtet werden. Bzgl. der Reproduzierbarkeit,
Verzerrungsanfilligkeit und des zeitlichen Aufwands ist der OS bei ausreichender
Probenmenge der OR vorzuziehen, da die OR durch die deutlich aufwendigere manuelle
Probenherstellung ein deutlich hoheres Bias und Fehleranfalligkeit besitzt. Jedoch ist der OS
an das Lorrca®-Geriit gebunden, das aktuell nur an ausgewihlten Forschungsstandorten zu
Verfligung steht. Zudem kann der Zeitpunkt des Beginns und der vollstindigen Hdmolyse
nicht bestimmt werden. Bei besonderen Fragestellungen konnte auf konservative Verfahren

zuriickgegriffen werden.

4.1.4. Cell Membrane Stability test (CMS)

Der CMS besteht aus einer DC (DC 1), einem darauffolgenden CS und einer zweiten DC
(DC 2). Damit kombiniert dieser Test Stabilitits- und Verformbarkeitsmessung und stellt
den Effekt von konstant hohem SS (30 Pa) iiber 30 min (CS) auf die Verformbarkeit dar.
Die erste DC der CMS présentierte einen typischen Verlauf mit zunehmender Verformung
durch steigenden SS. Im CS der CMS verhielten sich die Proben bereits inhomogener. Eine
Probe (EK 53) zeigte eine deutlichere Elongationsabnahme, wéhrend die Verformbarkeit der
anderen vier Proben nur geringfiigig sank. Hier stellte sich die Frage, ob die vorherige DC-
Messung bereits Einfluss auf die Verformbarkeit hatte. Die Ergebnisse aus der DC 1 als auch

Ergebnisse von Simmonds et al. (36) schlossen einen solchen Zusammenhang eher aus. Die
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wahrscheinlichere Ursache war der kontinuierlich, {iber lingeren Zeitraum bestehende, hohe
unphysiologische SS. Im letzten Teil der CMS, der DC 2 zeigten die Proben deutliche
Abweichungen im EImax gegeniiber der DC 1 und verhielten sich darin gleichartig zur CS.
EK 53 prisentierte auch in der DC 2 die niedrigste Verformbarkeit. Ein Unterschied
zwischen dieser Probe und der gesamten Stichprobe, der die reduzierte Verformbarkeit
erklaren wiirde, konnte nicht ausfindig gemacht werden. Im Vergleich der zwei DC-
Messungen vor und nach dem CS wurde eine signifikante Abnahme der Elongation ab 0,53
Pa sichtbar. Damit bestétigte sich, dass kontinuierlich hoher SS (30 Pa) {iber mehr als 300 s
eine Abnahme der Verformbarkeit auch im physiologisch niedrigen SS-Bereich ab 0,53 Pa
zur Folge hatte. Zum gleichen Ergebnis kamen auch Simmonds et al. (36), in deren
Versuchen Zellen bei kontinuierlich hohen unphysiologischen SS-Leveln (5 - 100 Pa) iiber
300 s eine deutliche Abnahme der Verformbarkeit zeigten. Umgekehrt konnten sowohl
Simmonds et al. (36) als auch Meram et al. (37) zeigen, dass kontinuierlicher SS im
physiologischen Bereich eher zu einer Zunahme der Verformbarkeit fiihrt. Das spiegelte sich
auch in der hohen SS-Applikation zu Beginn der CS wider, die bei sdmtlichen Proben
zundchst zu einer Zunahme der Verformbarkeit fiihrte. Jedoch wurden die Versuche bei
Meram et al. (37) nur tiber 30 bzw. 300 s durchgefiihrt, wéhrend die Versuche dieser Arbeit
eine Dauer von 1800 s hatten. Entscheidend, ob die Verformbarkeit zu- oder abnimmt,
konnte damit nicht nur die Hohe des kontinuierlichen SS, sondern auch die Dauer der
Applikation sein. Das wiirde wiederum bedeuten, dass auch eine lidnger (iiber 300 s)
anhaltende, kontinuierliche SS-Applikation von physiologischem SS zur Abnahme der
Verformbarkeit fithren konnte. Ob die Zellen durch den hohen unphysiologischen SS
irreversibel geschadigt wurden oder ob die Verformbarkeit sich wieder erholen konnte, lie3
sich innerhalb dieser Versuche nicht sagen. Durch Versuche im physiologischen SS-Bereich
wurde bekannt, dass umso hoher der kontinuierlich auf die RBZs einwirkende SS war, desto
frither fand eine Auswirkung auf die Verformbarkeit statt (25, 37). Eine Erholung dieses
Effekts war moglich, dauerte aber deutlich ldnger als der eigentliche Effekt und konnte durch
eine kalziumreiche Umgebung verschlechtert werden (37). Insgesamt kdnnte das bedeuten,
dass Erythrozyten durch unphysiologisch hohen SS, z. B. an kiinstliche Gewebe wie
Herzklappen oder stenotischen Gefdflen (27) in ihrer Verformbarkeit negativ beeintrachtigt
werden konnten. Man konnte vermuten, dass sie im gesunden Korper durch den
physiologisch kurzzeitigen hohen SS des arteriellen Systems auf die engeren Gefdl3e
(Arteriolen, Kapillaren) sozusagen ,,vorbereitet™ werden und sich dann im vendsen System

mit geringeren SS-Werten wieder regenerieren konnten.
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4.2. Analyse alter Erythrozytenkonzentrate

Um Referenzwerte bzgl. moglicher Pathologien, Zellschdden durch Alterung und durch
Lagerung zu schaffen, wurden zusitzlich EKs mit einem Alter von 33 bis 56 Tagen

vermessen.

4.2.1. Deformability curve (DC)

Die alten EKs zeigten im Vergleich zu den frischen EKs eine deutlich hohere
Streuungsbreite und damit eine deutlich inhomogenere Stichprobe. Dies konnte in erster
Linie am Alter der Erythrozyten gelegen haben, das nicht bei allen Proben ident war. Im
direkten Vergleich der DCs der alten und frischen EKs ergaben sich ab einem SS von 5,33
Pa bis 30 Pa und bei 0,53 Pa signifikant geringere Werte fiir die Verformbarkeit der alten
EKs. Bekannt war, dass durch die Zellalterung und damit verbundene verdnderte
Membraneigenschaften und Stoffwechselvorginge die Verformbarkeit der Zellen
beeintrachtigt werden kann (4, 8). Hinzu kam bei den EKs, dass ldnger in Additivlosung
gelagerte Erythrozyten schlechter verformbar waren als solche, die frisch gespendet wurden
(Alter max. 5 d) (31, 35). Beide Effekte diirften die Ergebnisse der DC beeinflusst haben. In
niedrigen bis mittelhohen physiologischen SS-Bereichen (0 — 5,33 Pa) schien die
Verformbarkeitsbeeintrdchtigung noch nicht stark ausgeprégt zu sein, jedoch wurde sie v. a.
bei hohem SS (> 5,33 Pa) relevant. Wiéhrend ein SS von 30 Pa als unphysiologisch
eingeschétzt wurde, galt die Aufmerksamkeit v. a. dem physiologischen SS-Bereich unter
0,1 bis ca. 20 Pa (25, 27, 30). Aber auch hier zeigte sich eine Verformbarkeitsabnahme durch
das Alter und die Lagerungsdauer unter mittlerem bis hohem SS. Neben den
Alterserscheinungen der Zellen konnte wie zuvor erwdhnt auch die Lagerung etwaige
Schiaden begiinstigen (sog. ,,storage lesions (31)) und sich damit auf die Verformbarkeit
negativ auswirken (35). Eine Testung, ab welchem Alter ein Erythrozyt eine signifikant
reduzierte Verformbarkeit aufwies, konnte in dieser Arbeit nicht dargelegt werden. In
bisherigen Versuchen mit vergleichbarer Additivlosung wurde nach fiinf Wochen von einer
deutliche Verformbarkeitsabnahme berichtet (35, 38). Dies konnte sich womdglich auch die
Grenzen fiir die Lagerung von EKs auswirken. Dabei wire in erster Linie auf das Outcome
und die klinische Relevanz, die die Verformbarkeitsbeeintrichtigung hitte, zu achten.
Henkelman et al. (38) postulierten, dass die aktuell bekannten Lagerungsschiden bis hin zu

einer Lagerungsdauer von sieben Wochen die Verformbarkeit und andere Fahigkeiten der
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Erythrozyten so geringgradig beeintriachtigen, dass keine klinisch relevanten Auswirkungen

im Rahmen einer Transfusion zu erwarten wiren.

4.2.2. Osmoscan (0S)

Die Heterogenitit der alten EKs im Vergleich zu den frischen EKs spiegelte sich auch im
OS wider. Das diirfte, wie zuvor erwéhnt, an der insgesamt heterogeneren Stichprobe (vgl.
unterschiedliches Alter, Lagerungsschidden) gelegen haben. Die Verformbarkeit der frischen
EKs erwies sich als signifikant hoher als die der alten EKs. Damit wurden die Erkenntnisse
aus der DC und der Literatur bzgl. einer Beeintrdchtigung der Verformbarkeit mit
zunehmendem Alter bzw. durch Lagerung auch hier bestétigt (25, 38). Die Ohyper, die mit
dem Hydrationszustand der Zelle und indirekt auch mit Zellvolumen, -viskositit, sowie der
MCHC in Zusammenhang zu stehen scheint (21), zeigte sich aufgrund der
Altersunterschiede der Zellen nicht signifikant verdndert. Das widersprach den
Beobachtungen der IDV der frischen EKs im OS, bei denen die Ohyper mit zunehmender
Lagerung und Zellalterung abnahm. Jedoch wurden dabei andere Zeitspannen vermessen,
was die unterschiedlichen Ergebnisse erklaren konnte (vgl. 4.1.2.1). AuBBerdem kdnnte das
innerhalb der Stichprobe unterschiedliche Zellalter (33 — 56 d) zu einer fehlenden
Signifikanz gefiihrt haben. Eine weiterfiihrende Interpretation ist aufgrund der fehlenden
separaten Bestimmung von Zellvolumen, -viskositdt und MCHC nicht méglich. Weiterhin
fiel eine signifikant hohere und damit nach rechts verschobene Omin der alten EKs auf. Das
konnte bedeuten, dass die osmotische Resistenz, mit der die Omin assoziiert wird, z. B. durch
die verdnderte S/V-Ratio mit zunehmender Lagerung und zunehmendem Alter abnimmt.
Generell fithren eine Volumenzunahme oder ein Verlust an Zellmembran und damit der
Zelloberfliche zu einer Abnahme der S/V-Ratio. Dies fiihrt wiederum dazu, dass RBZs
weniger Wasser aufnehmen konnen, bevor sie hdmolysieren und somit eine geringere
osmotische Resistenz und/ oder verminderte Verformbarkeit aufweisen (39). Ob eine
altersbedingte oder lagerungsbeeinflusste Abnahme der S/V-Ratio stattfindet, wurde
kontrovers diskutiert (31, 38). Henkelman et al. gingen davon aus, dass die eingeschriankte
Verformbarkeit weniger aufgrund von verdnderter osmotischer Resistenz oder Viskositit
zustande kommt, sondern vielmehr durch die im Laufe der Lagerung verdnderte Form hin
zum stechapfelformigen Echinozyten verursacht wird (38-40). Gleichzeitig wurde von
einem Membranverlust im Rahmen der Echinozytenentwicklung berichtet (31), der die S/V-

Ratio senken wiirde (39).
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4.3. Analyse von EDTA-Blut

Um die Auswirkung des die Erythrozyten umgebenden Mediums zu untersuchen und
mogliche Unterschiede auf die Verformbarkeit und andere biologische Eigenschaften zu

erkennen, wurden Untersuchungen mit EDTA-Blut im Lorrca® durchgefiihrt.

4.3.1. Deformability curve (DC)

Ein signifikanter Unterschied der Verformbarkeit im mittleren bis hohen physiologischen
SS-Bereich (3 — 16,87 Pa) ergab sich im Vergleich von EDTA-Blut und frischen EKs. Dabei
zeigte sich die Verformbarkeit der EDTA-Proben signifikant hoher als die der EK-Proben.
Auftallig war, dass nicht der Elmax-Punkt, sondern der Punkt, an dem die Hailfte der
maximalen Verformbarkeit erreicht war (EI'2 bzw. SS'2), beeinflusst wurde. Dadurch ergab
sich ein groferer Einfluss auf den mittleren und hohen physiologischen SS-Bereich. Der
Hauptunterschied zwischen den zwei Probenarten waren die Losungen, in denen sich die
Erythrozyten befanden. Im EK waren Dextrose, Adenin, NaCl und Mannitol, als sog. SAG-
M-Additivlosung, sowie Citrat beigefiigt (41). Das EDTA-BIlut bestand aus Vollblut mit
Ethylendiamintetraessigsiure, die genau wie Citrat Calcium-Ionen zur Gerinnungshemmung
bindet (4). Im EDTA-BIlut waren auch andere Blutbestandteile (Plasma, Thrombozyten,
Leukozyten, usw.) enthalten (4), wahrend die EKs nur aus Erythrozyten bestanden, welche
in Additivlésung aufgeschwemmt waren. Da in beiden Medien Calcium entzogen wurde,
kam das fehlende Calcium als mogliche Erklarung der Ergebnisse nur bedingt in Frage,
wurde aber nicht ausgeschlossen. Die EDTA-Proben waren max. zwei bis drei Tage alt,
wihrend die EKs max. fiinf Tage alt waren. Daher kam auch der Altersunterschied als
Erkldrungsansatz in Frage. Zudem konnten die anderen Blutzellen und die physiologischere
Umgebung der Erythrozyten durch Plasma im EDTA-Blut die Verformbarkeit beeinflusst
haben.
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4.3.2. Osmoscan (0S)

Auch bei den OS-Ergebnissen der 32 EDTA-Proben zeigten sich im Ohyper-Punkt die
groBten Abweichungen. Da sich die Ohyper-Abweichungen bisher unabhingig von Zellzahl,
Zellart und Versuchsaufbau erwiesen, konnte man vermuten, dass Zellvolumen und
Zellviskositit, die die Ohyper beeinflussen konnen, stark schwankten. Ansonsten
présentierte sich ein homogenes Kollektiv. Wie aus den Versuchen der DC zu erwarten,
zeigten sich keine Auswirkungen auf die Ergebnisse durch Unterschiede innerhalb der
Stichprobe (z. B. Alter, Geschlecht oder Blutgruppe der SpenderInnen). Im Vergleich zu den
frischen EKs (n = 36) fielen hohere Omin- und Ohyper-Werte der EDTA-Proben auf. Die
Erythrozyten aus EDTA-Blut zeigten somit eine geringe osmotische Resistenz evtl. in
Zusammenhang mit einer geringeren S/V-Ratio. Auch eine geringere Zellviskositit und ein
hoheres intrazelluldres Volumen, die die Ohyper nach rechts verschieben kénnen, konnten
ursdchlich gewesen sein. Die Verformbarkeit bei 30 Pa lag im Gegensatz dazu bei den
frischen EKs signifikant hoher. Damit widersprachen sich die Ergebnisse zu denen der DC,
die keinen Verformbarkeitsunterschied der Blutprodukte bei 30 Pa zeigten und im
niedrigeren SS-Bereich eher hohere Verformbarkeiten der EDTA-Proben aufwiesen. Dass
das Volumen durch Calciumaufnahme in die Zelle sinkt und die intrazelluldre Viskositét in
Folge zunimmt, war bekannt (42). Das konnte eine Volumenzunahme und
Viskositidtsabnahme bei fehlendem Calcium erkldaren. Auch die geringere S/V-Ratio und
damit verbunden die erniedrigte osmotische Resistenz bzw. verfrithte Hamolyse wiirden sich
durch eine Volumenzunahme begriinden lassen (39). Bei Membranfehlbildungen, wie der
hereditidren Sphérozytose und der Xerozytose (dehydrierte hereditdre Stomatozytose) wurde
ein erhohtes intrazelluldres Calcium beobachtet, dass fiir den erhohten Zelluntergang bei
diesen Krankheitsbildern mit verantwortlich sein konnte (43). Die Verformbarkeitsabnahme
des EDTA-Blutes im Vergleich zu den EKs widersprach der These, dass mehr
extrazelluldres Calcium zu einer geringeren Verformbarkeit fiihrte (42). Jedoch muss dabei
beachtet werden, dass in den Experimenten dieser Arbeit auch in den EKs Calcium durch
Citrat gebunden war und die tatsdchliche Calciumkonzentration nicht bestimmt wurde.
Messfehler bzw. Verzerrungen bei geringer Stichprobenanzahl miissen ebenfalls bedacht

werden.
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4.3.3. Cell Stability test (CS)

Im CS, der Stabilitdtsmessung des Lorrca®-Geriites wurden vier EDTA-Blutproben iiber 30
min einem konstant hohen unphysiologischen SS von 30 Pa ausgesetzt. Die Kurven zeigten
nach anfanglich schneller Zunahme eine relativ konstante Verformbarkeit. Zum Messende
hin war ein leichter Abfall der Verformbarkeit zu erkennen. Drei der vier Proben hatten am
Ende der Messung eine groflere EI als zu Beginn, wéihrend eine Probe einen niedrigeren
finalen EI prasentierte. Daraus liel sich erkennen, dass bei kontinuierlicher hoher SS-
Applikation die Verformbarkeit von Erythrozyten zuerst zunimmt, wéihrend sie bei langerer
Applikation wieder abnimmt. Uber eine Zunahme der Verformbarkeit unter kontinuierlich
physiologischem SS tiber 30 s und 300 s wurde berichtet (37). Zudem wurde, wie zuvor
erwédhnt, ein negativer Effekt von Calcium auf die Verformbarkeit beschrieben (42). Da
EDTA ein Chelatbildner ist und damit Calcium-bindend wirkt, sinkt der Anteil an freiem
Calcium der Umgebung (4). Ein vermuteter negativer Effekt von Calcium auf die
Verformbarkeitserholung konnte dadurch unterbleiben (37, 42), was im Umkehrschluss eine
verbesserte Riickverformung bedeuten konnte. Jedoch wurde auch durch das in den EKs
enthaltende Citrat Calcium gebunden. Um diesen Effekt genauer zu untersuchen, wiirden
sich weitere CS-Versuche mit Erythrozyten in einer Umgebung ohne Chelatbildner und

anderen Losungen und Vermessungen innerhalb eines grofleren Kollektivs anbieten.

4.4. Analyse von Retikulozyten

Ex-vivo kRBZs aus hiPSZs sind Gegenstand aktueller Forschung an der UBT der
Medizinischen Universitidt Graz. Diese aufwendig hergestellten und nur in geringer Anzahl
verfiigbaren Zellen konnten in Zukunft die Losung fiir Versorgungs-Engpédsse von
PatientInnen mit seltenen Blutgruppen oder chronischem Blutkonservenbedarf sein. Aktuell
reifen sie bis zum Stadium des Retikulozyten aus und werden auf zahlreiche funktionelle
RBZ-Eigenschaften getestet. Dazu soll auch die Vermessung von Verformbarkeit und
osmotischer Resistenz im Lorrca® in Zukunft zihlen. Um dies zu ermdglichen und
Vergleichswerte zu generieren, wurden im Rahmen dieser Diplomarbeit vorbereitende
Messungen mit nativen Retikulozyten aus Nabelschnurblut durchgefiihrt. Bisher sind nur
sehr wenig Daten zur Lorrca®-Analyse von Retikulozyten verfiighar. Da auch die
Retikulozyten nur in kleinen Mengen verfiigbar waren, fanden die Messungen bei geringerer
Zellzahl (10 — 15 x 10° Zellen/ 900 pl), als vom Hersteller vorgegeben, statt. Die

Erythrozytenanzahl wurde zunéchst belassen und dann ebenfalls reduziert.
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Die Retikulozyten zeigten im Vergleich zu den Erythrozyten deutlich inhomogenere
Ergebnisse der Verformbarkeit in der DC-Messung. Fiir eine mdgliche Erklarung ist die
erneute Betrachtung dieser Zelltypen hilfreich. Erythrozyten sind reife RBZs ohne Zellkern
und Zellorganellen (1, 2, 5). Retikulozyten hingegen sind noch nicht vollstindig ausgereifte
RBZs ohne Zellkern und einem Rest an Organellen (5). Bekannt ist, dass mit zunehmendem
Reifegrad das Volumen ab und die S/V-Ratio zunimmt, was zur Verbesserung der
Verformbarkeit fiihrt (9). Auch Chasis et al. (44) kamen zu dem Ergebnis, dass sich die
Verformbarkeit von Retikulozyten mit der Reifung verbessert, da sie den durchschnittlichen
EI einer unreifen Retikulozytenprobe durch Beimischen reiferer Retikulozyten steigern
konnten. Eine mogliche Ursache der inhomogenen Verformbarkeitsergebnisse, konnte daher
ein variierender Reifegrad innerhalb der Retikulozyten-Population gewesen sein. Im
direkten Vergleich der Retikulozyten (n =4) mit frischen EKs (n = 36) in der DC ergab sich
eine signifikant stirkere Verformbarkeit der frischen EKs im mittleren bis hohen SS-Bereich
(3 —30 Pa). Dies bestitigte sich auch im Vergleich mit frischen EKs (n =4), die in derselben
Zellzahl und unter denselben Gain-Levels wie die Retikulozyten-Proben vermessen wurden,
jedoch hier allerdings erst ab einem SS von 5,33 Pa. Man kdénnte somit annehmen, dass
Retikulozyten Gefdlle, in denen niedrigere bis mittelhohe physiologische Scherkrifte
wirken, problemlos passieren konnen. Ob die reduzierte Verformbarkeit bei hohem SS auch
klinisch relevant war, konnte durch diese Versuche nicht erkldrt werden. An sich ist der
Anteil an Retikulozyten im peripheren Blut eines gesunden Menschen nur bei 0,5 bis 2 %
(2, 4). Daher konnte man annehmen, dass der Effekt beim gesunden Menschen sehr gering

und wahrscheinlich nicht relevant wére.

In der dreimaligen Vermessung derselben vier Retikulozyten-Proben mit Verbleiben der
Elon-Iso-Mischung im Cup (ISV 1), ergab sich eine signifikant erhohte Verformbarkeit bei
max. SS von 30 Pa von der ersten auf die dritte Messung. Diese erwies sich jedoch als nur
minimal, was auch durch die geringe Stichprobenanzahl (n = 4) und die manuellen
Probenzusammenstellung erklirt werden konnte. Eine Uberpriifung mit einer groBeren

Messreihe wire daher zu empfehlen.

Interessant wire die Vermessung der Retikulozyten in anderen Messoptionen des Lorrca®-
Gerites wie etwa in CMS und OS. Im CMS konnte man untersuchen, welche Einfliisse
kontinuierlich hoher SS auf die Retikulozyten hitte und ob sich diese in ihrer

Regenerationsgeschwindigkeit evtl. von frischen EKs unterscheiden. Fiir den OS bediirfte
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es einer merklich groBeren Zellmenge (6 x 10® Zellen pro 3 ml), weshalb es bisher kaum
Ergebnisse von Retikulozyten gibt. Evtl. miisste man mehrere Retikulozyten-Proben
zusammenmischen, um sie vermessen zu konnen. Interessant wire, ob sich im Vergleich zu
den Erythrozyten die Omin aufgrund der geringeren S/V-Ratio und die Ohyper aufgrund des

hoheren Zellvolumens der Retikulozyten nach rechts verschoben zeigen wiirden (9).

4.5. Messungsvariationen

Da kRBZs und Retikulozyten in geringeren Zellmengen vorlagen, konnten die Standard-
Zellzahlen fiir die Messungen des Lorrca®-Gerites oft nicht aufgebracht werden. Die
Verdiinnungsversuche dienten als initialer Test, ob und welchen Einfluss geringe Zellzahlen
auf die Messungen haben und bis zu welcher Zellzahl die Messungen stabil und verwertbar
bleiben. Die Gain-Level-Testungen boten zudem die Moglichkeit, das Gain-Level, die
einzige vom Verbraucher adaptierbare Gerdteinstellung, optimal auf die reduzierten
Zellkonzentrationen anzupassen. Kurz vor Beginn jeder Messung musste sie manuell oder
automatisch so gewihlt werden, dass ein stabiles Bild entstand. Bei geringerer Zellzahl

wurde kompensatorisch ein hoheres Gain-Level eingestellt.

4.5.1. Deformability curve (DC)

Die laut RR Mechatronics vorgegebene Zellzahl fiir die DC im Lorrca® war 100 x 10° Zellen
pro 5 ml (20 x 109/ 1000 pl entspricht 18 x 10 900 ul) Vollblut-Probe. Das Gesamtvolumen,
das in der DC minimal benotigt wurde, waren die 900 pul Fiillungsvermdgen des Cups, sobald
der Bob abgesenkt wurde. Daher wurden die Zellkonzentrationen der Verdiinnungs-
Versuche auf dieses Mindestvolumen angepasst. Dabei wurden Konzentrationen von 1 x
10%, 5 x 10°, 10 x 10%, 15 x 10°, 20 x 10°, 25 x 10° und 39 - 56 x 10° Zellen pro 900 pl Probe
vermessen und nachfolgend mit 10 x 10° bis 25 x 10° Zellen pro 900 pl Probe verglichen.
Die grofiten Verformbarkeitsunterschiede zwischen und Instabilitidten innerhalb der Kurven
ergaben sich bei der geringsten Zellzahl von 1 x 10° Zellen pro 900 ul Probe. Mit
zunehmender Zellkonzentration der Probe sank die Anzahl der Ausreier und die Kurven
wurden stabiler, d. h. es kam innerhalb einer Kurve zu weniger UnregelméBigkeiten. Ab 15
x 10° Zellen pro 900 ul zeigten sich die Messungen weitgehend stabil. Zudem beobachtete
man eine stetige Zunahme des EImax durch hohere Zellzahlen und insgesamt die Tendenz,
dass eine hohere Zellzahl eine stirkere Verformbarkeit begiinstigte. Aufgrund dieser

Beobachtungen konnte angenommen werden, dass eine zu geringe Zellzahl zu instabileren
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Messergebnissen, mehr Ausreiflern und falsch niedrigen Verformbarkeitsergebnissen fiihrte.
Nicht auszuschliefen war, dass einige Verzerrungen durch Pipettieren, Zellzahlbestimmung,
Geriteeinstellungen, Anwender, usw. zustande gekommen sein konnten. Eine hohere

Stichprobenanzahl wiirde diese Verzerrungen relativieren.

Die Gain-Level-Testungen der DC in zwei Zellkonzentrationen (10 x 10° bzw. 15 x 10°
Zellen pro 900 pl Probe) ergaben keine wesentlichen Unterschiede aufgrund des Gain-
Levels (300 vs. 350). Bei 15 x 10° Zellen pro 900 pl Probe wurde ein signifikant geringerer
Elmax bei einem Gain-Level von 300 erkannt, jedoch konnte dieser aufgrund der sehr
geringen absoluten Werten vernachlissigt werden. Insgesamt ergab sich somit, dass bei einer
Variation des Gain-Levels von 300 auf 350 bei reduzierter Zellzahl (10 — 15 x 10° Zellen/
900 ul) keine Verdnderung der Verformbarkeitsergebnisse bis zu einem SS unter 30 Pa
verursacht wurden. Das entsprach den Erwartungen der Herstellerangaben von RR
Mechatronics, die einen Gain-Level-Bereich von 300 bis 350 fiir Standardmessungen
empfahlen (16). Um die Daten zu erweitern, wiren Versuche mit anderen Zellzahlen und
weiteren Gain-Leveln bzw. mehr Gain-Level-Stufen interessant. Auflerdem wiirden
Versuche mit groBBerer Stichprobenanzahl eventuelle Verzerrungseinfliisse (Bestimmung der
Zellzahl, Probezusammenstellung, usw.) relativieren. Man kann jedoch zusammentassend
festhalten, dass sich das Gain-Level weniger auf die Ergebnisse als auf die Stabilitdt einer

Messung auswirkt.

Aufgrund der in diesen Messungsvariationen erprobten Einstellungen und Konzentrationen
ist Folgendes zu empfehlen: Prinzipiell sollte, wenn moglich, immer die grofStmogliche bzw.
die empfohlene Zellmenge vermessen werden, da diese zu den stabilsten Ergebnissen fiihrt.
Ist das nicht mdglich, sollte eine Messung mit min. 15 x 10° Zellen durchgefiihrt werden.
Aufgrund der Versuche dieser Arbeit empfehlen sich folgende Gain-Level-Einstellungen bei
entsprechender Zellzahl: 15 x 10°— 300 bis 350; 20 - 25 x 10° — ca. 300. Ein Gain-Level von
unter 300 ist erst ab mehr als 25 x 10° Zellen pro 900 pl Probe sinnvoll, da es ansonsten zu
Messschwankungen kommen kann. Generell gilt, dass eine niedrige Zellkonzentration mit
einer Erh6hung des Gain-Levels kompensiert werden sollte, um ein stabiles Bild und eine
valide Messung generieren zu konnen. Auflerdem sollten Kontrollproben zwecks
Vergleichbarkeit immer mit derselben Gain-Level-Einstellungen und derselben Zellzahl

vermessen werden.
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4.5.2. Osmoscan (0S)

Die nach Angabe von RR Mechatronics ndtige Zellkonzentration zur Durchfiihrung des OS
waren 10 x 10® RBZs pro 5 ml Elon Iso (entspricht 6 x 10%® Zellen/ 3 ml). Das
Mindestvolumen des OS, das im Rahmen dieser Arbeit exploriert wurde, waren 3 ml. Dieses
war ndtig, um die Probe durch das Schlauchsystem des Lorrca® befordern und dabei mit den
Losungen unterschiedlicher Osmolaritét individuell mischen zu kénnen. Die Verdiinnungen

wurden daher auf dieses Volumen angepasst.

Fiinf Proben aus frischen EKs wurden im OS bei einem Standard-Gain-Level von 300 mit 5
x 10% und 5,7 x 108 Zellen pro 3 ml Probe verglichen. Artefakte wurden bei einer Probe in
niedrigerer Zellzahl ohne erkennbare Ursachen aufgezeichnet. Es ergaben sich signifikant
hohere Werte der Verformbarkeit bei hoherer Zellzahl. Daraus lie3 sich schlussfolgern, dass
die gemessene Verformbarkeit im OS vergleichbar zur DC durch eine hohere Zellzahl
positiv beeinflusst wurde. Die Ergebnisse fiir Omin (assoziiert mit osmotischer Resistenz
bzw. S/V-Ratio und 50%iger Hé&molyse), sowie Ohyper (insb. beeinflussbar durch
Zellvolumen und -viskositit (MCHC)) schienen hingegen unabhéngig von der Zellzahl zu
sein und zeigten keine signifikanten Unterschiede. Auch hier musste die geringe
Stichprobenanzahl als Ursache fiir eine stirkere Verzerrung durch mogliche Bias
(Pipettieren, Geriteeinstellungen, usw.) entsprechend beriicksichtigt werden. Zudem
wurden nur zwei Verdiinnungsstufen betrachtet, wodurch sich evtl. Unterschiede als nicht
signifikant gezeigt haben konnten. Daher wére eine Vermessung mit mehreren und kleineren
Verdiinnungsstufen sowie der Vergleich groferer Unterschiede der Zellzahl sinnvoll.
Dadurch konnten auch bessere Empfehlungen fiir eine minimale Zellzahl fiir den OS
getroffen werden. Durch die Ergebnisse dieser Arbeit konnte belegt werden, dass OS-
Messungen mit einer Zellzahl von 5 x 10% Zellen pro 3 ml mdglich waren, die
Verformbarkeit jedoch nicht vergleichbar mit hheren Zellzahlen war. Diese Zellzahl schien
noch sehr hoch verglichen mit den in dieser Arbeit in der DC vermessenen Retikulozyten
mit einer Zellzahl von 10 — 15 x 10° Zellen pro 900 ul Probe. Fiir den OS brauchte es ein
Mindestvolumen von 3 ml und damit eine hohere Zellzahl, da die Probe das Schlauchsystem
des Gerites durchlduft, um den Reagenzien verschiedener Osmolaritét ausgesetzt zu werden.
Insgesamt ergab sich aus den Verdiinnungsversuchen, dass eine geringere Zellzahl die
Verformbarkeit senkt. Man konnte demnach annehmen, dass ein reduzierter Zellanteil, also
eine Art Héimatokrit bzw. eine folglich ebenso reduzierte Probenviskositit evtl. die

Verformbarkeit senkt. Die Viskositdt der Trdgersubstanz ist essenziell fiir die ex-vivo
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Erzeugung von SS und damit die Verformbarkeit der Zellen (27). Daher wurde in dieser
Arbeit fiir die Versuche Elon Iso (Polyvinylpyrrolidon) mit einer Viskositit von 27 — 33
mPa*s und einer Osmolalitit von 284 — 304 mOsm/kg verwendet (18). Durch mehr Zellen
steigert sich der Himatokrit und dadurch auch die Viskositét (4). Somit wire zu kléren, ob
durch die geringere Zellzahl die Proben-Viskositit tatsdchlich signifikant verdndert wird und
ob dies die Ursache fiir die geringere Verformbarkeit sein konnte. Zudem muss beachtet
werden, dass auch die Temperatur einer Probe ihre Viskositit beeinflussen kann (18). Hinzu
kommt, dass Proben verschiedener Zellzahl aufgrund dieser Unterschiede nicht miteinander
vergleichbar sind. Eine Losung dafiir konnte evtl. die Untersuchung eines Faktors sein, um
den sich die Verformbarkeiten abhidngig von der Zellzahl unterscheiden. Falls dieser
konstant wire, konnte er als Umrechnungsfaktor zwischen den Verdiinnungen dienen. Dies
konnte ein wesentlicher Schritt in Richtung der Verformbarkeitsmessung von ex-vivo
kRBZs mittels Ektazytometrie sein. Ein moglicher Ansatz, um eine geringe Zellzahl zu
verbrauchen, wire aulerdem die Messung vor Erreichen des EImax zu stoppen, da fiir einige
Auswertungen nur die Omin ausgewertet wird. Fiir die Messung der Verformbarkeit gibt es
die DC als Alternative und die Ohyper spielt bisher nur eine untergeordnete Rolle in der OS-
Diagnostik. Wichtig ist es, die Ergebnisse immer mit einer am gleichen Tag, in derselben
Zellkonzentration und unter denselben Geriteeinstellungen vermessenen Kontrollprobe

gesunder, frischer Erythrozyten zu vergleichen.

Fiir die Gain-Testungen wurden im OS drei Proben aus frischen EKs mit einer Zellzahl von
5 x 108 pro 3 ml Probe in fiinf Gain-Stufen (250, 300, 350, 400, 450) vermessen. Bei der
geringsten Gain-Stufe von 250 wurden in zwei von drei Messungen Artefakte festgestellt.
Dies konnte mit dem niedrigen Gain-Level zusammenhéngen, da dieselben Proben bei
hoheren Gain-Leveln keine Fehler prasentierten. Ansonsten hatte das Gain-Level im OS
keinen signifikanten Einfluss auf das Ergebnis der Verformbarkeit, der osmotischen
Resistenz bzw. der S/V-Ratio und die vom Zellvolumen beeinflussbare Ohyper. Das
bedeutete, dass die Parameter des OS vom Gain-Level unabhéngige Ergebnisse erzielten und
trotz Gain-Variation vergleichbar blieben. Jedoch wurden die Messungen mit abnehmendem
Gain-Level genau wie in den DC-Messungen zunehmend anfalliger fiir Artefakte, wodurch
Messergebnisse nicht mehr verwertet werden konnten. Es empfiehlt sich daher bei einer
Verdiinnung von 5 x 108 Zellen pro 3 ml im OS ein Gain-Level von iiber 250 zu wihlen, um

mit einmaliger Vermessung der Probe valide Ergebnisse generieren zu kénnen.
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Zusammenfassend bedeutet das, dass als Voraussetzung fiir eine stabile Messung das Gain-
Level individuell je nach Zellzahl der Probe angepasst werden sollte. Messungen bei zu
geringen Gain-Leveln fithren vermehrt zu Ausreillern und Abbriichen. Geringe Zellzahlen
erfordern ein hoheres Gain-Level. Verformbarkeiten in der DC sind bei niedrigen Zellzahlen
(min. 15 x 10°) unabhiingig von einer Gain-Level-Anderung von 50. Die Parameter der OS
sind auch bei Gain-Level-Anderungen um 200 bei einer Zellkonzentration von 5 x 10% nicht
verdndert und bleiben damit vergleichbar. In Riicksprache mit der Herstellerfirma des
Lorrca® (RR Mechatronics, Zwaag, Niederlande) nach Abschluss der Experimente ergab
sich, dass das Gain-Level fiir alle Versuche auf 600 angehoben werden kann, um eine bessere

Versuchsstabilitit zu generieren.
4.6. Conclusio

Im Rahmen der Diplomarbeit konnten die beiden wesentlichen Analyseverfahren des
Lorrca®, die Deformierbarkeitsanalyse (DC) und der Osmoscan (OS) erfolgreich etabliert
werden. Unter Verwendung von Erythrozyten gesunder ProbandInnen (EKs und EDTA-
Blut) und den empfohlenen Geriteeinstellungen des Herstellers konnten valide und
reproduzierbare Messergebnisse erzielt werden. Es konnten entsprechende laborinterne
Referenzwerte fiir die Vermessung zukiinftiger Proben festgelegt werden. Weiterhin
konnten in Wiederholungsmessungen stabile Ergebnisse iiber Stunden und Tage generiert
werden. Die Verwendung alterer EKs, die bekanntermalBlen weniger deformierbar sind,
erlaubte zudem Abweichungen von physiologischen Ergebnissen zu detektieren. Dariiber
hinaus wurden im Rahmen dieser Arbeit Messwerte fiir die Analyse von Retikulozyten aus
menschlichem Nabelschnurblut erstellt. Zur Testung der osmotischen Resistenz erwies sich
die Ektazytometrie mit osmotischem Gradienten (OS) des Lorrca®-Gerites als wertvolle
Alternative zur klassischen photometrischen Vermessung. Um auch aufwendig hergestellte
ex-vivo kRBZs im Lorrca®-Geriit vermessen zu kénnen, wurden neben der Validierung
Mindestzellzahlen und Gain-Level-Einstellungen eruiert. Fiir die DC konnte eine
Mindestanzahl von 15 x 10° Zellen pro 3 ml Probe festgelegt werden. Die Mindestanzahl an
Zellen zur Durchfiihrung des OS wurde als 5 x 10® Zellen pro 3 ml Probe definiert. Im
Gegensatz zur DC stellt die bendtigte Zellmenge fiir die OS-Analyse weiterhin einen
limitierenden Faktor fiir die Analyse kRBZ dar. AuBler der Verformbarkeit sind die
Parameter des OS unabhéngig von der Zellzahl. Insgesamt ist das Lorrca®-Gerit rasch und

vielfdltig einsetzbar und beweist eine hohe Reproduzierbarkeit.
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Anhang

Deformability curve (DC)

Etablierungsversuche der DC

Die folgenden Daten entstanden bei einem Standard-Gain-Level von 300 bis 350.

Tabelle 5: Daten der deskriptiven Statistik 36 frischer EKs (max. 5 d alt) vermessen in der DC bei Gain-Level 300-350

DC: Deskriptive Statistik der frischen EKs

SS053 SS095 SS169 SS3,00 SS533 SS949 SS16,87 SS 30,00

SS0,3
N Giiltig 36
Fehlend 0
Mittelwert ,07544
Median ,07650
Std.-Abweichung ,017436
Perzentile 5 ,04400
95 ,10350

36 36 36 36 36 36 36 36

0 0 0 0 0 0 0 0
,13842 21444 31103  ,39525 ,47094 52697 ,56781 ,60203
,13600 ,21650 ,30800 ,39600 ,47050 ,52850 ,56900 ,60250
,018226 ,019597 ,016777 ,012657 ,008173 ,007197 ,007877 ,007335
,11025 18375 27455 36785 ,45850 ,51155 55210 ,58695
,17495 25115 34815  ,41515 ,48560 ,53760 ,58000 ,61230

Tabelle 6: Daten der deskriptiven Statistik 35 alten (33-56 d alt) vermessen in der DC bei Gain-Level 300-350

DC: Deskriptive Statistik der alten EKs
SS0.53  SS0.95 SS1.69 SS3.00 SS533 SS949 SS16.87  SS 30.00

SS 0.3
N Giltig 35
Fehlend 0
Mittelwert ,07814
Median ,07900
Std.-Abweichung ,015722
Perzentile 5 ,04960
95 ,10220

35 35 35 35 35 35 35 35

0 0 0 0 0 0 0 0
,12700  ,21054 30686 ,39117  ,45589 ,50629 ,54529 57740
,12600 ,21300 ,30600 ,39200 ,45900 ,50600 ,54500 ,57700
,015785 ,018511 ,018727 ,014561 ,013653 ,013192 ,012860 ,013482
,10160 ,17760 ,27980 ,36780 ,42880 ,47920 ,51960 ,55120
, 15960  ,24000  ,34540  ,41540  ,47980  ,52740  ,56620  ,59840

Tabelle 7: Daten der deskriptiven Statistik von 34 EDTA-Proben (2-3 d alt)vermessen in der DC bei Gain-Level 300-350

DC: Deskriptive Statistik der EDTA-Proben

SS053 SS095 SS169 SS3,00 SS533 SS949 SS16,87 SS 30,00

SS 0,3
N Giiltig 34
Fehlend 0
Mittelwert ,07106
Median ,07150

Std.-Abweichung ,018152
Perzentile 5 ,04250
95 ,10775

34 34 34 34 34 34 34 34

0 0 0 0 0 0 0 0
,13956 22212 31853 40771 47871 ,53294 57097 ,60015
,14150 ,22350 ,31900 ,40650 ,48050 ,53500 ,57250 ,60400
,020903 ,021234 ,021895 ,018727 ,012988 ,010971 ,011033 ,011298
,10425 17150  ,26925 37725 45750 ,50825 ,54150 ,57025
,18050  ,25300  ,35525 43900 ,49625 ,55100 ,58500 ,61425
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Tabelle 8: Daten der deskriptiven Statistik von 4 Retikulozyten-Proben (Verdiinnung: 10-15 x 10% 900 ul) vermessen in
der DC bei Gain-Level 300-350

DC: Deskriptive Statistik der Retikulozyten

SS 0.3 SS053 SS095 SS1.69 SS3.00 SS533 SS949 SS16.87 SS 30.00

N Gltig 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Fehlend 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mittelwert ,07350 ,13025 ,21525 ,29325 ,34650 ,40350 ,45150 ,48975 ,51925
Median ,07400 ,12450 ,21850 ,29300 ,34600 ,40550 ,44900 ,48600 ,51450

Std.-Abweichung ,022782 ,029680 ,021422 ,028895 ,025371 ,024529 ,023058 ,020565 ,018892
Perzentile 5 ,04600 ,10100 ,18700 ,26100 ,32100 ,37800 ,43100 ,47200 ,50400
95

Verdiinnungsversuche der DC

Tabelle 9: Daten der deskriptiven Statistik 6 frischer EKs (max. 5 d alt) vermessen in der DC in einer Verdiinnung von 15
x 10% 900 ul Probe bei Gain-Level 300

DC: Deskriptive Statistik 15 x 105/900 pl (gain 300)
SS0.3  SS0.53  S50.95 SS1.69 SS3.00 S55.33 SS9.49 SS16.87  SS 30.00

N Giiltig 6 6 6 6 6 6 6 6 6

Fehlend 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mittelwert ,08117  ,13100 ,21283 ,30467 ,38717 ,46567 ,52017  ,56000 ,59283
Median ,07750 ,13550 ,21350 ,30100 ,39050 ,46750 ,52050 ,56000 ,59200
Std.-Abweichung ,025996 ,013957 ,011053 ,011656 ,011635 ,008165 ,004750 ,006325 ,004708
Perzentil 5 ,056100 ,10900 ,19700 ,29300 ,36800 ,45000 ,51500 ,55200 ,58800
€ 95

Tabelle 10: Daten der deskriptiven Statistik 6 frischer EKs (max. 5 d alt) vermessen in der DC in einer Verdiinnung von
15 x 105 900 ul Probe bei Gain-Level 350

DC: Deskriptive Statistik 15 x 10°/900 pl (gain 350)
SS0.3  SS0.53  SS095 SS1.69 SS3.00 SS533 SS9.49 SS16.87  SS30.00

N Giiltig 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Fehlend 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Mittelwert ,06667 ,13150 ,19950 ,30300 ,39150 ,46083 ,51633 ,55717 ,59083

Median ,07250 ,12550 ,20000 ,30100 ,39200 ,45850 ,51550 ,55600 ,59000

Std.-Abweichung ,022975 ,017942 ,018328 ,015153 ,012740 ,006824 ,003615 ,004070 ,004750

Perzentile 5 ,03500 ,11400 ,17800 ,28600 ,37400 ,45400 ,51200 ,55200 ,58600
95

102



Tabelle 11: Daten der deskriptiven Statistik 6 frischer EKs (max. 5 d alt) vermessen in der DC in einer Verdiinnung von
20 x 10% 900 ul Probe bei Gain-Level 300

DC: Deskriptive Statistik 20 x 10°/900 pl (gain 300)

SS 0.3 SS053 SS095 SS169 SS3.00 SS533 SS949 SS16.87 SS 30.00

N Giltig 6 6 6 6 6 6 6 6 6

Fehlend 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mittelwert ,08517 13517  ,21350 ,30750 ,39183 ,46717 51967 ,55983 ,59417
Median ,08300 ,13500 ,21150 ,31250 ,38950 ,46950 ,52200 ,56200 ,59550
Std.-Abweichung ,027132 ,006401 ,018251 ,012276 ,011548 ,009109 ,006250 ,006178 ,005776
Perzentil 5 ,05800 ,12500 ,19300 ,29000 ,37600 ,45300 ,51000 ,55000 ,58600
€ 95

Tabelle 12: Daten der deskriptiven Statistik 6 frischer EKs (max. 5 d alt) vermessen in der DC in einer Verdiinnung von
25 x 10% 900 ul Probe bei Gain-Level 300

DC: Deskriptive Statistik 25 x 10°/900 pl (gain 300)
SS0.3 SS0.53 SS0.95 SS1.69 SS3.00 SS5.33  S5S9.49 SS16.87  SS 30.00

N Giiltig 9 9 9 9 9 9 9 9 9
Fehlend 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Mittelwert ,07278  ,13300 ,20578 ,30489 ,38944 ,46800 ,52167 ,56256 ,59700

Median ,07500 ,13900 ,20300 ,31500 ,38900 ,46900 ,52400 ,56500 ,60000

Std.-Abweichung ,018807 ,017628 ,023478 ,015941 ,014275 ,008016 ,006285 ,007764 ,008337

Perzentile 5 ,04700 ,10000 ,16200 ,27400 ,36400 ,45500 ,50900 ,54500 ,57700
95

Tabelle 13: Daten der deskriptiven Statistik 6 frischer EKs (max. 5 d alt) vermessen in der DC in einer Verdiinnung von
25 x 10% 900 ul Probe bei Gain-Level 350

DC: Deskriptive Statistik 25 x 10°/900 pl (gain 350)
SS0.3  SS0.53  $50.95 SS1.69 SS3.00 SS533 S5S9.49 SS16.87  SS 30.00

N Giltig 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Fehlend 0 0 0 0 0 0 0 0 C

Mittelwert ,08225  ,13800 ,21650 ,30825 ,39750 ,46900 ,52150 ,56175 ,5982%

Median ,07900 ,13450 ,21450 ,31400 ,39350 ,46650 ,52050 ,56150 ,5970C

Std.-Abweichung ,033480 ,016472 ,032542 ,015945 ,009815 ,008524 ,006351 ,004924 ,005737

Perzentile 5 ,04600 ,12200 ,18800 ,28500 ,39100 ,46200 ,51500 ,55600 ,5930C
95
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Osmoscan (OS)

Etablierungsversuche des OS

Tabelle 14: Daten der deskriptiven Statistik 32 frischer EKs (max. 5 d alt) vermessen im OS

OS: Deskriptive Statistik der frischen EKs

Omin Elmax Ohyper

N Giltig 32 32 32

Fehlend 0 0 0
Mittelwert 145,78 ,60691 451,50
Median 147,00 ,60750 452,50
Std.-Abweichung 4,241 ,005170 13,538
Perzentile 5 139,00 ,59440 421,65

95 153,70 ,61300 473,05

Tabelle 15: Daten der deskriptiven Statistik 36 alter EKs (33-56 d alt) vermessen im OS

OS: Deskriptive Statistik der alten EKs

Omin Elmax Ohyper

N Gliltig 36 36 36

Fehlend 0 0 0
Mittelwert 152,58 ,58164 458,11
Median 152,00 ,58150 459,50
Std.-Abweichung 8,958 ,010254 17,949
Perzentile 5 137,55 ,56505 429,05

95 168,15 ,69715 489,75

Tabelle 16: Daten der deskriptiven Statistik von 30 EDTA-Proben (2-3 d alt) vermessen im OS

OS: Deskriptive Statistik der EDTA-Proben
Omin Elmax Ohyper

N Gultig 30 30 30

Fehlend 0 0 0
Mittelwert 152,53 ,60363 469,67
Median 152,50 ,60350 475,50
Std.-Abweichung 6,766 ,005774 17,484
Perzentile 5 141,00 ,59015 439,65

95 165,45 ,61290 490,80
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Verdiinnungsversuche des OS

Tabelle 17: Daten der deskriptiven Statistik 5 frischer EKs (max. 5 d alt) vermessen im OS in einer Verdiinnung von 5 x
10% 3 ml Probe bei Gain-Level 30

OS: Deskriptive Statistik 5 x 10%/3 ml

Omin Elmax Ohyper
N Giltig 5 5 5
Fehlend 0 0 0
Mittelwert 152,20 ,60600 461,40
Median 149,00 ,60800 465,00
Std.-Abweichung 4,970 ,004690 11,371
Perzentile 5 148,00 ,60000 448,00

oS

Tabelle 18: Daten der deskriptiven Statistik 5 frischer EKs (max. 5 d alt) vermessen im OS in einer Verdiinnung von 5,7 x
10% 3 ml Probe bei Gain-Level 300

OS: Deskriptive Statistik 5,7 x 10%/3 ml

Omin Elmax Ohyper
N Giiltig 5 5 )
Fehlend 0 0 0
Mittelwert 150,00 ,61640 458,20
Median 148,00 ,61800 462,00
Std.-Abweichung 4,743 ,004219 10,035
Perzentile 5 145,00 ,61100 445,00

95
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