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Zusammenfassung

Von 16 klinisch gesunden, adulten Pferden wurde Blut entnommen und als Vollblut (VBK) in CPDA-1-Stabilisator, als Erythrozytenkonzentrat-1
(ERY-1) in SAG-M-Stabilisator oder Erythrozytenkonzentrat-2 (ERY-2) in chloridireier GM-Lésung konserviert. Im ERY-2 wurde vorausgehend
eine Depletion der Cl -lonen durchgefohrt. Die Lagerung der Plerdeblutkonserven geschah iber 4 d bei 22°C und Gber 36 d bei 4°C. Als
Vitalitatsparameter der konservierten Erythrozyten bestimmten wir folgende Parameter: Hamatologie (RBC, Hb .. Hb_ e H8molyserate,
Het, MCV, MCHC, MCH, Erythrozytentragilitt), Hamoximetrie {pH, p50, O.Hb), Elektrolyte (Na~, K-, CI), Enzym (LDH}, Metabolite (Glucose,
Lactat, 2,3-DPG, ATP).

Beziglich hamatologischer Parameter kam es geringfugig zum TMCV, UMCHC und nur bei 5-wéchiger Aufbewahrung zum THct. Insgesamt
stellten sich die lagerungsbedingten Veranderungen nach 36 d bei 4 C deutlicher heraus: In VBK und ERY-1 sank der pH-Wert wahrend der
Lagerung nahezu stetig. Dagegen blieb im chloridarmen ERY-2 der pH iiber dem Ausgangsniveau. Die im Verlaut der Lagerung zunehmende
Sduerung in VBK und ERY-1 bewirkte einen Ablall der intrazelluldren Werte fur 2,3-DPG. Dagegen blieb im ERY.2 der introerythrozytdre
2,3-DPG-Gehalt ohne signifikante Abweichungen erhalten. Die Befunde fur pH und p50 korrelierten negativ miteinander. Extrazellular lieBen
Abtall von Na~-lonen und Anstieg von K" -lonen sowie Zunahme der extrazelluldren LDH-Aktivitéit eine Beeintréchtigung membranaler Integritdt
vermuten. Der signifikante Anstieg von minimaler und maximaler Erythrozytenfragilitét signalisierte ebenfalls in VBK und ERY-1, dagegen nicht
im ERY-2, zunehmende membranale Instabilitét der Zellen. Die ATP-Konzentration der Erythrozyten war in allen Konserven unverandert. Die
durchschnittliche Hémolyserate blieb bei 4-tdgiger Lagerung (22°C) mit <0,14% relativ gering. Sie stieg nach 36-tagiger Lagerung (4°C) nur
im ERY-2 auf den nicht mehr tolerierbaren Wert von 1,01% an.

Die VBK und das ERY-1 waren nach 4-tagiger Lagerung bei 22°C und 5-wéchiger Aufbewahrung bei 4°C noch fur eine Transfusion geeignet.
Im ERY-2 Jroten om 4. Tog der 22°C-Llogerung unverretbar hohe extrazellulare Kaliumkonzentrationen (=50 mmol/l} auf. Wahrend der 5-
wochigen Lagerung bei 4°C war das ERY-2 bis zum 29. Tag der Aufbewahrung infolge ginstiger Verldufe der erythrozytéren Vitalitatsparameter
den anderen Konserven Gberlegen.

Schlusselwérter:  Plerd, Vollblut, Erythrozytenkonzentrat, Blutkonservierung, Additividsung, CPD, SAG-M, Chloriddepletion, Lagertemperatur,
Erythrozytenvitalitat

Storage of horse blood in different additive solutions at 22° and 4° C

Blood was drawn from 16 healthy, adult horses. The preservation of this blood took place in form of combining either whole blood with @
CPDA-Stabilizer, erythrocyte-concentrate-1 (ERY-1) with a SAG-M-Stabilizer or erythrocyte-concentrate-2 (ERY-2) with a GM-Solution (iree of
chloride ions). Precede we carried out a depletion of chioride ions in ERY-2. The horse blood units were stored for either 4 days at 22°C or for
36 days at 4°C. We then determined following parameters in this blood units: hematology (RBC, Hb,,. Hb_ ... rate of hemolysis, Hct,
MCV, MCHC, MCH, fragility of erythrocytes), hemoxymetry (pH, p50, O,Hb), electrolytes (sodium, potassium, chloride), enzyme (LDH),
metabolites (glucose, lactate, 2,3-DPG, ATP).

Concerning the hematological parameters there was a slight increase of MCV as well as a slight decrease of MCHC and ot storing time of
only 5 weeks the Het increased. In fotal changes due to storage were more obvious at the storing temperature of 4°C: In whole blood and
ERY-1 the pH level dropped almost continiuously during the storing periode. In comparision to that the protone activity in ERY-2 didn 't drop
below the orniginal level. The increase of acidity in whole blood and ERY-1 caused a decrease of intracellular parameter 2,3-DPG. The
concentration of 2,3-DPG in ERY-2 on the other hand remained the same, without significant deviations. The results for pH and p50
correlated negotively with each other. The extracellular reduction of sodium and increase of potassium as well as the rise in extracellular LDH
allow the assumption of an impaired function of membraneous integrity. The significant increase of maximal and minimal erythrocyte fragility
indicated membraneous instability of the cells in whole blood and ERY-1 tao, but not in ERY-2. The ATP concentration of the erythrocytes was
relatively high in all preserves and remained unchanged. The average rate of hemolysis, <0,14%, after 4 days of storage at 22°C maintained
relatively small. Only in ERY-2 it increased to an intolerable value of 1,01% after 36 days of storage at 4°C.

In total the whole blood and ERY-1 were still suitable for a transfusion after storing periode of 4 days at a temperature of 22°C as well as after
storing time of 36 days of a temperature of 4°C. In ERY-2 the exiracellulor potassium level increased unjustifiably on day 4 ot o temperature
of 22°C (>50 mmol/l). Until day 29 during the storing periode of 5 weeks ot 4°C the ERY-2 was superior to the other preserves, due to the
favourable progress of the erythrocytic vitality parameters.

keywords: horse, whole blood, erythrocyte concentrate, storage of blood, additive solution, CPD, SAG-M, depletion of chlorid,
storage temperature, red cell viability
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Einleitung

Die Ubertragung von Vollblut oder Blutbestandteilen, wie Ery-
throzytenkonzentrat oder Plasma, ist aus verschiedenen Grin-
den auch fiir das Plerd eine wichtige TherapiemaBBnahme (Dietz
und Nagel 1959; Komarek und Sova 1963; Scott und Jeffcott
1978; Michell et al. 1989; Hunt und Moore 1990; McClure
1990; Vaala 1990; Hartmann und Staufenbiel 1995; Morris
1995). Mit einer Bluttransfusion bietet sich die Maglichkeit zur
(1) selektiven Substitution fehlender Blutbestandteile (Erythrozy-
ten, Thrombozyten, plasmatische Gerinnungsfaktoren, Immun-
globuline u.a.), zur (2) anhaltenden intravasalen Volumensub-
stitution und vermutlich zur (3) Anregung der kérpereigenen
Hamatopoese (Grinboum 1993).
Um optimale Lagerungsbedingungen for die lebenden Blutzel-
len zu schaffen, werden das Vollblut bzw. die Blutzellen in ein
geeignetes Konservierunsmedium GberfGhrt. Die Additiviesun-
gen enthalften gerinnungshemmende und energieliefernde Sub-
stanzen. Zudem unferstitzen sie in lhrer Zusommensetzung die
roten Blutzellen bei der Anpassung an verénderte Stoffwechsel-
bedingungen, wie Absenkung von Temperatur und pH-Wert
sowie Lagerung im geschlossenen System.
Wéhrend die Hamotherapie in der Humanmedizin breite An-
wendung findet, gelangt sie bei Tieren trotz Ghnlicher Indikati-
onsvielfalt bisher nur im bescheidenen Umfang zum Einsatz.
Studien zur Blutkonservierung bei Tieren liegen bisher haupt-
sdchlich von Hunden und Katzen vor (Muto 1983; Nolte 1986,
1988; Nolte et al. 1988; Price et al. 1988; Barth 1990; Som-
mer 1993; Wardrop et al. 1997). Diese beschrénken sich zum
gréBten Teil auf die Logerung von Vollblutkonserven. Grund-
satzlich ist aber der gezielte Einsatz von speziellen Blutfraktio-
nen in seiner Wirksamkeit der Therapie mit Vollblutkonserven
hautig Uberlegen.
Aufgrund dieser Situation stellten wir uns die Aufgabe, Pferde-
blut zu konservieren und dabei
1) den Einfluss unterschiedlich zusammengesetzter Konservie-
rungslésungen sowie verschiedener Lagertemperaturen auf
Vitalitétsparameter der roten Blutzellen in Vollblutkonserven
und Erythrozytenkonzentraten zu prifen,
2) signifikante Beziehungen der untersuchten Parameter unter-
einander aufzuzeigen und
3) aus den erhaltenen Befunden praktische Schlussfolgerungen
fur die Lagerung von Pferdeblutkonserven abzuleiten.

Material und Methodik

Die hergestellten Blutkonserven stammen von 15 klinisch ge-
sunden Warmblutpferden (Alter: 3-19 Jahre; 3 mal weiblich
und 12 mal mannlich-kastriert) sowie einem Kleinpferd (12 Jah-
re, weiblich). Einige Plerde wurden zweimal zur Blutspende her-
angezogen. Alle Tiere wurden zu Versuchsbeginn klinisch sowie
laberdiagnostisch untersucht und als gesund beurteilt (s. Borthe!
1999).

Das von den Probanden entnommene Blut wurde vergleichs-
weise entweder als Vollblut oder als Erythrozytenkonzentrat (Her-
stellung s. Barthel 1999) konserviert. Dem Vollblut (Portionen
mit ca. 430 ml) mischten wir jeweils 70 ml der Stabilisatorls-
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sung CPDA-1 [Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin] (Biopack
Comboflex CPDA-1, Fa. Biotrans GmbH, Dreieich) zu. Fir die
Herstellung der Erythrozytenkonzentrate wurden ca. 440 ml Voll-
blut jeweils in 63 ml einer CPD-L6sung [Citrat-Phosphat-Dex-
trose] verbracht. Nach Zentrifugation des Gemisches und nach-
folgender Abtrennung der Plasmafraktion erfolgte die Resuspen-
sion der Erythrozytensedimente (Portionen mit ca. 150 ml) in
100 ml der Additivliésung SAG-M [Saline-Adenin-Glucose-Man-
nital] (Biopack Comboflex CPD/SAG-M, Fa. Biotrans GmbH,
Dreieich) (Erythrozytenkonzentrat-1). Ein Teil der so gewonne-
nen Erythrozytenkonzentrate wurde anschlieBend mit chloridfreier
GM-L8sung [Citrat-Phosphat-Glucose-Adenin-Mannitol] nach
Matthes (1994} zweimal gewaschen und nachfolgend wieder-
um entweder in 50 ml (Versuch 1) oder 100 ml (Versuch 1l) GM-
Losung resuspendiert (Erythrozytenkonzentrat-2).

Die eingesetzien Stabilisator- und Addifividsungen enthielten
als Antikoagulanz Natriumcitrat, als Puffer Natriumphosphat-
verbindungen, als Nahrstoffe Glucose und Adenin sowie als
Osmolyte Mannitol und Cl-lonen (SAG-M) oder Mannitol ohne
Cl--lonen (CPDA-1, GM-Lésung). Die exakten Rezepturen der
Konservierungslésungen sind bei Barthel (1999) angegeben.
Die Untersuchungen erfolgten in zwei nacheinander durchge-
fohrten Versuchen | und 1.

Versuch I: Lagerung von Vollblut und Erythrozytenkonzentra-
ten bei Raumtemperatur (227 C); Untersuchungen
Gber 96 Stunden (=4 d) an n=10 Vollblutkonser-
ven, n=38 Erythrozytenkonzentraten-1 und n=6 Ery-
throzytenkonzentraten-2.

Lagerung von Vollblut und Erythrozytenkonzentra-
ten bei Kihlschranktemperatur (4°C); Untersuchun-
gen Uber 5 Wochen an n=19 Vollblutkonserven,
n=11 Erythrozytenkonzentraten-1 und n=7 Ery-
throzytenkonzentraten-2.

Die wechselnde Zahl der einbezogenen Konserven fir Vollblut
bzw. Erythrozytenkonzentrate war durch unterschiedliche ver-
suchstechnische Kapazitét bedingt.

Die Probenentnahmen aus den Blutkonserven erfolgten im Ver-
such | taglich (s. Abb. 1-4) und im Versuch Il wéchentlich (s.
Abb. 5-8). In den ous den Konserven entnommenen Blutpro-
ben bestimmten wir die folgenden Parameter:

(1) Hématologie:  Erythrozyten (T/1), Hdmoglobmgesorm und
Hamoglobin_, . {g/l), Hamatokrit (I/1),
MCV (fl), MCH (pg), MCHC (mmol/l) so-
wie Erythrozytenfragilitét als minimale und
maximale osmotische Resistenz (%ige
NaCl-Lésung) und

Versuch Il:

exirazelluldr

Hamolyserate (%) = Hamatokrit x 100 x -

gesam!

(2) Hamoximetrie: pH, p,, [=Halbsattigungsdruck] (kPa) und
O,Hb [Oxy-Hdamoglobin] (%);

(3) Elektrolyte:
(4) Enzym:
(5) Metabolite:

Na“-, K*- und Cl-lonen {mmol/l);
Lactatdehydrogenase (mkat/l);

Glucose (mmol/l); Lactat (mmol/l), 2,3-Di-
phosphoglycerat [2,3-DPG] (umol/g Hb)
und Adenosintriphosphat [ATP] (umol/
g Hb} (ausschlieBBlich Versuch I1).
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Fur die aufgezéhlten Parameter kamen die Ublichen Bestim-
mungsverfahren eines klinisch tdtigen Labors zum Einsatz. Die
Konzentrationen fur 2,3-DPG ermittelten wir mit dem Testbe-
steck 2,3-Diphosphoglycericacid (2,3-DPG) (Procedure No. 35-
UV) der Fa. Sigma-Diagnostics und fur ATP mit Adenosine-5’-
Triphosphate (ATP) (Procedure No. 366-UV) der Fa. Sigma-Dia-
gnostics (Details der Analysenverfahren s. Barthel 1999).

Fur die statistische Auswertung nutzten wir das Programm SPSS
(Version 8.0 fir Windows). Die Prifung auf Signifikanz beob-
achteter Unterschiede erfolgte mit dem Wilcoxon-Test (Irrtums-
wahrscheinlichkeit: p<0,05). Die Ermittlung des Korrelations-
koeffizienten r erfolgte nach Pearson. Zur Erhdhung der Sicher-
heit unserer Aussagen bei relativ kleinem Probenumfang wahli-
ten wir die Monte-Carlo-Technik (Simulation einer Stichprobe
mit n=10000) (Sachs 1978). Fir die bildliche Darstellung un-
serer Befunde verwendeten wir Box- und Whisker-Plots.

Ergebnisse

Lagerung von Vollblut und Erythrozytenkonzentrat bei 22° C

Zu Versuchsbeginn betrugen die Hamatokritwerte der Vollblut-
konserven x+s=0,35+0,11 I/l und der Erythrozytenkonzen-
trate x+s=0,53+0,05 I/I.

Wdhrend der 4-tégigen Lagerung bei 22° C fanden wir fir die
h&matologischen Parameter meistens nur geringfigige Schwan-
kungen. So traten for Erythrozytenzahl (Abb. 1), Hamoglo-
bin_..,., und Hématokrit keine statistisch gesicherten Verande-
rungen gegeniber den Ausgangswerten auf. Etwas abweichend
davon stieg der Median (Me) fur das mittlere Erythrozytenvolu-
men (MCV} in allen drei Additividsungen geringfigig an (s. Abb.
1). Mit als Folge der gréBeren Zellvolumina verminderten sich
die Medianwerte fir die mittlere Hamoglobinkonzentration der
Erythrozyten (MCHC) ebenfalls in geringem Umfang (s. Abb.
1). Die zu diesen Ergebnissen in den Blutkonserven korrespon-
dierend auftretende Hamolyse zeigen die Werte in Tabelle 1.
Beginnend mit 3 d Lagerungszeit setzte eine verstarkte Lysis der
roten Blutzellen auffallend in den Voliblutkonserven ein.

Als Ausdruck funktioneller Stabilitét der Zellmembran gelten u.
a. die Befunde der osmotischen Resistenz von Erythrozyten. Fur
die beginnende osmotische Fragilitdt der Pferdeerythrozyten
fanden wir in allen drei Konservenarten Werte zwischen
Me, ,=0,63 und Me, ,=0,69 %ige NaCl-Lésung. Die maxima-
le osmotische Resistenz schwankte zwischen Me, ,=0,45 und
Me, ,=0,55 %ige NaCl-Lésung. Die Ergebnisse wiesen keine
statistisch zu sichernden Unterschiede auf.

Die Befunde in Abbildung 2, oben, lassen erkennen, dass die
pH-Werte in den Konserven mit Vollblut und Erythrozytenkon-
zentrat-1 wéhrend des Versuchszeitraumes erwartungsgeméf
nahezu kontinuierlich und signifikant abfielen. Abweichend da-
von sefzte die statistisch gesicherte Verminderung des pH-Wer-
tes im Erythrozytenkonzentrat-2 verzégert erst nach 48 h ein,
um dann bis zum Versuchsabschluss mit 96 h jedoch den stark-
sten Abfall aufzuweisen.

Die Lage der O,-Bindungskurve wird durch den Halbséttigungs-
druck p50 vermittelt. Die in diesem Versuch fir alle drei Kon-
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servenarten bestimmten Werte fur den p50 schwankten durch-
schnittlich zwischen 3,0 und 3,3 kPa und zeigten keine stati-
stisch gesicherten Unterschiede sowie Veréinderungen. Anders
verhielten sich die Ergebnisse fir das oxygenierte Hamoglobin
(s. Abb. 2, unten). In den Vollblutkonserven fanden wir einen
fast stetigen und ab 2 d signifikanten Abfall der Werte von
Me, ;=79 aut Me, ;=64%. Dementgegen stiegen im Erythrozy-
tenkonzentrat-1 die Zahlen for das Oxy-Hb bis zum Versuchs-
ende deutlich, ab 3 d signifikant an. SchlieBlich ermittelten wir
im Erythrozytenkonzentrat-2 innerhalb der ersten 2 d wiederum
einen signifikanten Anstieg, dem am letzten Versuchstag ein
drastischer Abfall der Oxy-Hb-Befunde folgte (s. Abb. 2, un-
ten).

3 Voliblut #9 Erythrozytenkonzentrat-1

0N Erythrozytenkonzentrat-2
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Abb. 1: Werte fir Erythrozytenzahl, mittleres Erythrozytenvolumen
(MCV) und mittlere erythrozytére Hamoglobinkonzentration (MCHC)
in Konserven aus Vollblut oder Erythrozytenkonzentrat wahrend
4-tdgiger Lagerung bei 22°C

{(s=signifikanter Unterschied zum Ausgangswert, Referenzbereich fir
Pferde innerhalb der grauen Zone)

Results of red blood cell count (RBC), mean corpuscular volume (MCV)
and mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) in units of
full blood or erythrocyte concentrates during 4-day storage at 22°C
(s=significant difference for the initial value, Reference field for horses
within the gray zone)

Der durchschnittliche extrazellulére Kaliumgehalt énderte sich
in den Vollblutkonserven kaum (Me, ,=3,4 und Me, ,=4,4 mmol/
) (Abb. 3). Ganz &hnlich Ubertrafen die Kaliumwerte im Erythro-
zytenkonzentrat-1 nicht den Wert von Me, ,=4,0 mmol/l. Im
Unterschied zu Vollblut und Erythrozytenkonzentrat-1 erhshte
sich der extrazellulére Kaliumgehalt im chloridarmen Erythrozy-
tenkonzentrat-2 innerhalb von 4 d der Lagerung auf Werte >50
mmol/l (s. Abb. 3). Die auflerdem bestimmten Konzentrationen
for Na*- und Cl-lonen zeigten in allen drei untersuchten Kon-
servenarten keine signifikanten Abweichungen im Vergleich zur
jeweiligen Ausgangssituation. Im Erythrozytenkonzentrat-2 lag,
methodisch bedingt, der Chloridgehalt zu Versuchsbeginn un-
ter der Nachweisgrenze von 50 mmol/! (s. Kap. ,Material und
Methodik”).

Glucose dient den Erythrozyten wéhrend der Lagerung als En-
ergiequelle (s. Barthel 1999). Demzufolge verminderten sich
erwartungsgemdf die Glukosekonzentrationen in den Blutkon-
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serven {Abb. 4, oben). Alle Unterschiede der durchschnittlichen
Glukosekonzentrationen waren jedoch nicht signifikant. Die wéh-
rend der Lagerung in den roten Blutzellen stattfindende Glyko-
lyse 18sst aus Glucose das Lactat entstehen. Der vom Untersu-
chungszeitpunkt 2 d an signifikant erhshte Laktatgehalt stieg in
den Konserven mit Vollblut und Erythrozytenkonzentrat-1 auf
etwa das 6-fache, im Erythrozytenkonzentrat-2 sogar auf etwa
das 20-fache an (Abb. 4, unten). AuBerdem fanden wir in den
Konserven mit steigenden Laktatwerten zunehmende LDH-En-
zymaktivitéten (insbesondere im Erythrozytenkonzentrat-2:

Me, ,=14,6 pkat/l, Me, ,=93,3 ukat/l).

3 Vollblut =24 Erythrozytenkonzentrat-1 W Erythrozytenkonzentrat-2

74
72 A

70 4

SLELIE L

pH - Wert

66 ]

8.4

Oxy-Hb (%)

o] 1 2 3 4d
Abb. 2: Werte fir pH und oxygeniertes Hamoglobin (Oxy- Hb) in Kon-
serven aus Vollblut oder Erythrozytenkonzentrat wéhrend 4-tégiger
Lagerung bei 22°C
(s =signifikanter Unterschied zum Ausgangswert, Referenzbereich fir
Pferde innerhalb der grauen Zone)

Results of pH and oxidized hemoglobin (Oxy-Hb) in units of full blood
or erythrocyte concentrates during 4-day storage at 22°C

(s =significant difference for the initial value, Reference field for horses
within the gray zone)

In den drei unterschiedlichen Konserven bestimmten wir for das
2,3-DPG als Ausgangsbefunde Me, ,=20,2, 15,4 und 37,4
mmol/g Hb. Diese Werte veranderten sich wéhrend der 4-tégi-
gen Lagerung nicht signifikant.

3 voliblut = Erythrozytenkonzentrat-1 OCX Erythrozytenkonzentrat-2
15 3
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Abb. 3:Konzentration der K*- lonen in Konserven aus Voliblut oder
Erythrozytenkonzentrat withrend 4-tagiger Lagerung bei 22°C
{s=signifikanter Unterschied zum Ausgangswert, Referenzbereich for
Pferde innerhalb der grauen Zone)

Concentration of potassium ions in units of full blood or erythrocyte
concentrates during 4-day storage at 22°C

(s=significant difference for the initial value, Reference field for horses
within the gray zone)
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Lagerung von Vollblut und Erythrozytenkonzenirat bei 4° C

Im Versuch Il senkten wir die Lagertemperatur auf 4° C (Kihl-
schranktemperatur) und verléngerten den Untersuchungszeit-
raum auf 5 Wochen. Die ldngere Lagerzeit der Konserven be-
wirkte fir einige der untersuchten Parameter deutlichere Ab-
weichungen von den Ausgangsbefunden im Vergleich zur
4-tagigen Autbewahrung bei 22°C.

5 vollblut E=N Erythrozytenkonzentrat-1 OCX Erythrozytenkonzentrat-2
40
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Abb. 4: Gehalt fir Glucose und Lactat in Konserven aus Vollblut
oder Erythrozytenkonzentrat wéhrend 4-tdgiger Lagerung bei 22°C
(s=signifikanter Unterschied zum Ausgangswert, Referenzbereich for
Pferde innerhalb der graven Zone)

Lactat (mmow)

Results of glucose and lactate in units of full blood or erythrocyte
concentrates during 4-day storage at 22°C

(s=significant difference for the initial value, Reference field for horses
within the gray zone)

Die Parameter des roten Blutbildes zeigten tendenziell gleiche
Verénderungen wie im Versuch |. Es verringerte sich die durch-
schnittliche Erythrozytenzahl in den drei untersuchten Konser-
venarten wiederum nur geringfiigig oder gar nicht (Abb. 5, oben).
Der dazugehdrige Hamatokrit erhchte sich signifikant in den
Vollblutkonserven von Me, ,=0,29 auf Me,, ,=0,35 I/l und im
Erythrozytenkonzentrat-1 von Me, ,=0,51 auf Me,, ,=0,55 (/1.
Abweichend davon blieb der Hamatokrit in den Erythrozyten-
konzentraten-2 ohne statistisch gesicherte Verdanderungen. Durch
die Hamatokritwerte teilweise bestatigt, erhdhten sich die Werte
for MCV im Verlauf der 5-wéchigen Lagerung (Abb. 5, Mitte).
Wahrend die durchschnittlichen Anstiege der MCV-Werte in den
Vollblutkonserven und Erythrozytenkonzentraten-1 nahezu stetig
erfolgten, blieb der gleiche Parameter im Erythrozytenkonzen-
trat-2 fur die erste Versuchshdlfte unveréndert. Erst danach ver-
groBerte sich das Erythrozytenvolumen signifikant (Abb. 5, Mit-
te). In gleicher Art, jedoch mit umgekehrten Vorzeichen, énder-
ten sich die Ergebnisse fur die mittlere Hamoglobinkonzentrati-
on der Erythrozyten (Abb. 5, unten). Auch hier sind die in der
ersten Versuchshalfte nahezu gleichbleibenden MCHC-Werte des
Erythrozytenkonzentrats-2 bemerkenswert.

In allen drei untersuchten Konservenarten des Versuches |l be-
obachteten wir eine zunehmenden Hamolyse der Erythrozyten
(s. Tab. 2). Unverkennbar traten die starksten Zellzerstérungen
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beim Erythrozytenkonzentrat-2 wihrend der zweiten Versuchs-
halfte auf. Unter Bezug auf das arithmetische Mittel stieg die
Hamolyserate zwischen Beginn und Ende der 5-wéchigen Lage-
rung in den Vollblutkonserven um das ca. 5-fache und in den
Erythrozytenkonzentraten-1 um das ca. 7-fache an. Der gleiche
Befund erhohte sich fir die Erythrozytenkonzentrate-2 immerhin
um das 50-fache. Wird allein der Median betrachtet, vergréfier-
te sich die Hamolyserate im Erythrozytenkonzentrat-2 insbeson-
dere in der letzten Untersuchungswoche von Me,, ;=0,44 aut
Me,, ,=0,82 % auf fast das Doppelte (s. Tab. 2).

Die Werte fir die osmotische Resistenz der roten Blutzellen ver-
dnderten sich fur Vollblut und Erythrozytenkonzentrat-1 signifi-
kant. Die Fragilitat sank im Vollblut hinsichtlich minimaler Resi-
stenz von Me,, ,=0,60 auf Me,, ,=0,80 %ige NaCl-Lésung und
for die maximale Resistenz von Me, ,=0,45 auf Me,, ,=0,54

T3 Vollblut OEW Erythrozytenkonzentrat-2
i
10 :

6
4 -
2

&3 Erythrozytenkonzentrat-1

B 8 8, 8

e

- %.1.% %f; L2 B =

Erythrozyten (Th)
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8

MCHC (mmoif)

20 - = - e -
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Abb. 5: Werte fir Erythrozytenzahl, mittleres Erythrozytenvolumen
(MCV) und mittlere erythrozytdre Hamoglobinkonzentration (MCHC)
in Konserven aus Vollblut oder Erythrozytenkonzentrat wihrend 5-
wochiger Lagerung bei 4°C. (s=signifikanter Unterschied zum Aus-
gangswert, Referenzbereich fur Pferde innerhalb der grauen Zone)

Results of red blood cell count (RBC), mean corpuscular volume (MCV)
and mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) in units of
full blood or erythrocyte concentrates during 5-week storage at 4°C
(s=significant difference for the initial value, Reference field for horses
within the gray zone)

B. Barthel et al.

%ige NaCl-Lésung. Ganz dhnliche Befunde ermittelten wir fir
das Erythrozytenkonzentrat-1 mit Me, ,=0,60 auf
Me,, ,=0,85 %ige NaCl-Lésung (minimale Resistenz) und
Me, ,=0,45 auf Me,, ,=0,55 %ige NaCl-Lésung (maximale Re-
sistenz). Trotz teilweise hoher Hamolyseraten traten im Erythro-
zytenkonzentrat-2 keine statistisch gesicherte Verénderung der
minimalen oder maximalen Fragilitét der Erythrozyten auf.
Sehr ahnlich der 22°C-Konservierung konnte in den untersuch-
ten Konserven mit Vollblut und Erythrozytenkonzentrat-1 ein ste-
tiges Absinken der pH-Werte wihrend der Lagerung ermittelt
werden (s. Abb. 6, oben). Im Gegensatz dazu stieg der mittlere
pH-Wert in den chloridarmen Erythrozytenkonzentraten-2 inner-
halb der ersten Lagerungswoche an und sank bis zum Versuchs-
ende nach 36 d nicht unter den Ausgangsmedian (Me, ,=7,11,
Me, ,=7,26 und Me,, ,=7,19).

36d
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Abb. 6: Werte fur pH, oxygeniertes Hamoglobin (Oxy-Hb) und 2,3-
DPG in Konserven aus Vollblut oder Erythrozytenkonzentrat wéhrend
einer 5-wochigen Lagerung bei 4°C

(s=signifikanter Unterschied zum Ausgangswert, Referenzbereich fur
Pferde innerhalb der grauen Zone)

Results of pH and oxygenated hemoglobin (Oxy-Hb) and 2,3-DPG in
units of full blood or erythrocyte concentrates during 5-week storage
at 4°C

(s=significant difference for the output value, Reference field for horses
within the gray zone)

Tab. 1: Hamolyserate (%)} in Konserven aus Vollblut oder Erythrozytenkonzentrat wéhrend einer 4-tdgigen Lagerung bei 22° C (Versuch )
[Angaben als arithmetisches Mittel mit Standardabweichung {x=s) und als Median (Me)]

Rate of hemolysis (%) in units of full blood or erythrocyte concentrates during 4-day storage at 22°C (experiment I)[Results as a arithmetic

average with standard deviation (x=s) and as median (Me}]

|

Tag(e) nach Beginn der Lagerung

|
Konserve 0 2 ! 3 4

Vollblut X 0,02+0,01 0,02+0,01 0,02+0,01 0,14+0,09 0,10+0,06

v Me 0,02 0,02 0,02 0,13 0,12
X*s 0 0,01+0,01 0,02+0,02 0,01+0,02 0,01+0,01

Erythrozytenkonzentrat-1 Me 0 0,01 0,01 001 0,01
X*s 0,03=0,03 0,03+0,04 0 0,02+0,02 0,04+0,05

Erythrozytenkonzentrat-2 Me 0,03 0,02 0 0,01 0,02
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Im Vollblut und in den Erythrozytenkonzentraten-1 fanden wir
bei sich erniedrigenden pH-Werten einen signifikanten Abfall
der intraerythrozytaren 2,3-DPG-Konzentration {Abb. 6, unten).
Dagegen waren die Werte fur den gleichen Parameter in den
Erythrozytenkonzentraten-2, bei denen der durchschnittliche
pH nahezu unverdndert blieb, mit Me, ,=48,38 und
Me,, ,=36,62 mmol/gHb nicht signifikant verschieden {s. Abb.
6, unten).

In den Erythrozytenkonzentraten-1 ging der Abfall des pH-Wer-
tes mit dem signifikanten Anstieg der p50-Befunde von
Me, ,=3,2 autMe,, =4,6 kPa einher (=Rechtsdrift der O,-Bin-
dungskurve}.

Beziglich der Konzentration an extrazellulédren Na - -lonen fan-
den wir in den Konserven mit Vollblut und Erythrozytenkonzen-
trat-1 einen nahezu kontinuierlichen Abtfall im Verlauf der La-
gerung. Das Ausgangsniveau des Natriumgehaltes wurde be-
reits nach 1 Woche signifikant unterschritten (Abb. 7, oben).
Korrespondierend zu den Verhéltnissen der Na*-lonen erhéhte
sich der Kaliumgehalt (Abb. 7, unten). Den geringsten durch-
schnittlichen Anstieg des extrazelluldren Kaliumgehaltes von
Me, ,=3,0 auf Me,, ,=16,4 mmol/l wiesen die Vollblutkonser-
ven auf. Am stérksten erhdhten sich die Kaliumwerte wéahrend
der 5-wochigen Lagerung in den Erythrozytenkonzentraten-2
von Me_ ,<1,0 (=unterhalb der Nachweisgrenze) auf
Me,, ,=38,0 mmol/l. Der extrazellulére Chloridgehalt zeigte in
den von uns untersuchten Blutkonserven keine nennenswerten
Verdnderungen. Im Erythrozytenkonzentrat-2 lagen die Chlo-
ridwerte wiederum methodisch bedingt ausnahmslos unterhalb
der Nachweisgrenze (<50 mmol/l).

Gemessen am Glukoseverbrauch beobachteten wir den héch-
sten Stoffumsatz in den Vollblutkonserven (Abb. 8, oben). Mit
dem Glukoseabtall ging ein Anstieg des Laktatgehaltes in den
untersuchten Blutkonserven auf das 10- bis 13-fache einher
(Abb. 8, Mitte). In allen drei Konservenarten fanden wir signifi-
kant zunehmende LDH-Aktivititen. Die stérksten Verdénderun-
gen waren in den Erythrozytenkonzentraten-2, gefolgt von den
Erythrozytenkonzentraten-1, zu beobachten.

Die ATP-Konzentrationen aller Konserven schwankten zwischen
den Werten Me=7,47 und Me=18,96 mmol/g Hb {Abb. 8,
unten). Aufféllige Veranderungen des ATP-Gehaltes der Erythro-
zyten traten wahrend der Lagerung nicht auf.

Korrelationen zwischen ausgewéhlten Parametern

Inwieweit die von uns verwendeten Parameter gleiche oder éhn-
liche Funktionsabléufe der roten Blutzellen reflektieren, prisften
wir auch mit Hilfe von Korrelationsberechnungen. Zwischen den
Parametern mit Hinweisen fir eine Hamolyse, wie Konzentrati-
on von extrazellulérem Hamoglobin sowie Werten fir K--lonen
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Abb. 7:Konzentration der Na'- und K=-lonen in Konserven aus Voll-
blut oder Erythrozytenkonzentrat wihrend einer 5-wéchigen Lagerung
bei 4°C

[Werte fur Na~ im Erythrozytenkonzentrat-2 unterhalb der Nachweis-
grenze von 50 mmol/l]; (s=signifikanter Unterschied zum Ausgangs-
wert, Referenzbereich fir Pferde innerhalb der grauen Zone)

Concentration of sodium and potassium ions in units of full blood or
erythrocyte concentrates during 5-week storage at 4°C

[Values for Na ' in the erythrocyte-concentrate-2 below the detection
limit of 50 mmol/l]; (s=significant difference for the initial value,
Reference field for horses within the gray zone)

und LDH im Uberstand, fanden wir mehrheitlich positive und
signifikante Korrelationskoeffizienten (Tab. 3). Somit darf ange-
nommen werden, dass in den untersuchten Konserven ein An-
stieg des Hb_,_  mit erhdhtem Kaliumgehalt und vermehrter
LDH-Aktivitat in der extrazelluldren Suspension einher geht. Die
statistisch gesicherten Beziehungen waren in den Uber 5 Wo-

Tab. 2: Hamolyserate (%) in Konserven aus Vollblut oder Erythrozytenkonzentrat wéhrend einer 5-wéchigen Lagerung bei 47 C (Versuch 1)
[Angaben als arithmetisches Mittel mit Standardabweichung (x +s} und als Median (Me)]

Rate of hemolysis (%) in units of full blood or erythrocyte concentrates during 5-week storage at 4°C (experiment i)
[Results as a arithmetic average with standard deviation (X +s) and os median (Me)]

Tag(e) nach Beginn der Lagerung

Konserve 0 8 15 22 29 36
Vollblut xxs 0,03+0,01 0,04+0,01 0,04+0,01 0,06+0,02 0,10+0,07 0,16+0,07
offblu Me 0,02 0,04 0,04 0,06 0,08 0,14
Erythrozyten- %+s 0,04+0,03 0,05+0,07 0,06+0,08 0,11+0,10 0,25+0,18 0,27+0,21
konzentrat-1 Me 0,02 0,02 0,03 0,07 0,26 0,17
Erythrozyten- Rts 0,02+0,01 0,07+0,02 0,22+0,14 0,46+0,36 0,67+0,49 1,01+0,63
konzentrat-2 Me 0,02 0,08 0,17 0,32 0,44 0,82
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chen bei 4° C gelagerten Konserven insgesamt stdrker ausge-
pragt (s. Tab. 3).

Schliefilich untersuchten wir noch Beziehungen zwischen dem
pH-Wert und Parametern der Hamolyse sowie des intraerythro-
zytéren Energiestoffwechsels, wie ATP und 2,3-DPG. Wie an-
hand der Ergebnisse in Tabelle 4 ersichtlich, ergaben sich zwi-
schen pH-Wert und Gehalt an K=-lonen sowie Hamolyserate
mehrheitlich signifikant negative Korrelationen. Dieses Resultat
zeigt, dass ein zunehmend sinkender pH in den Konserven sta-
tistisch nachweisbar mit stérker werdender Hamolyse einher-
ging. Dagegen lassen die positiven Korrelationskoeffizienten
zwischen pH-Befunden und Konzentrationen fir 2,3-DPG er-
kennen, dass mit zunehmender Séuerung in den Konserven der
intraerythrozytare Energiestoffwechsel vermindert wurde (U2,3-
DPG). Fir uns Uberraschend fanden wir zwischen pH-Wert und
ATP-Konzentration negative Korrelationskoeffizienten. AuBBerdem
fohrten sinkende pH-Werte zum Anstieg des p50, d.h. zum
Rechtsdrift der O,-Bindungskurve. Wiederum unterstreichen die
signifikant positiven Korrelationen zwischen Hamolyserate und
extrazelluldrem Kaliumgehalt die diagnostische Bedeutung dieser
Parameter fir die Erythrozytenlysis (s. Tab. 4).

Diskussion

Funktionelle Stabilitét der Erythrozyten

Wdhrend der Lagerung von Blutkonserven soll die Vitalitat der
Erythrozyten méglichst gering oder gar nicht beeintréchtigt wer-
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Abb. 8: Gehalt fur Glucose, Lactat und ATP sowie Aktivitat der
Lactatdehydrogenase in Konserven aus Vollblut oder Erythrozyten-
konzentrat wahrend einer 5-wochigen Lagerung bei 4°C
(s=signifikanter Unterschied zum Ausgangswert, Referenzbereich fir
Pferde innerhalb der grauen Zone)

Results of glucose, lactate and ATP as well as activity of
lactatedehydrogenase in units of full blood or erythrocyte concentrates
during 5-week storage at 4°C

(s=significant difference for ihe initial value, Reference field for horses
within the gray zone)
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den. Mit dieser Zielstellung simulierten wir im Versuch | Praxis-
bedingungen, bei denen das Spenderblut alsbald zur Transfusi-
on beim Rezipienten Verwendung findet und ohne Kihlkette
nur wenige Tage gelagert wird. Im Versuch |l sollte der Einfluss
einer ldngerfristigen und méglichst schonenden Lagerung auf
Funktionen der roten Blutzellen geprift werden.

Tab. 3: Korrelationskoeffizient (r) fur die Parameter LDH, K -lonen und
Hamoglobin in Konserven mit Vollblut oder Erythrozyten-
konzentrat.

Irtumswahrscheinlichkeit: "=p<0,05, “"=p<0,01, "=p<0,001.

extrazellulér

Correlation coefficient (r) of the parameters LDH, potassium ions and
hemoglobin_, . in units of full blood or erythrocyte concentrates
Error probability: *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001.

Konserve LDH K*-lonen
v K*-lonen 0,53***
Q Vollblut
c extrazelivlar -0,08 0,48***
5 s
5 K- 0,41%
2 | Erythrozyten- -lonen ,
£ konzentrat-1
g trazelluls -0,15 -0,02
O extrazellular
g
~ | Erythrozyten- K=-lonen | 0,84
konzentrat-2
extrazelluldr 'O/] 8 -O,] 9
K*-lonen 0,61***
Vollblut
g) HB o 0,54*** 0,67***
< extrazellular
‘g Erythrozyten- Kr-lonen | 0,777
9 | konzentrat-1
£ extrazellular 0,61 0,63***
]
% - * %
§’ Erythrozyten- K=-lonen 0,43
konzentrat-2
extrozellulér Or35* 0,65***

Lagerungsbedingte Funktionsverédnderungen der Erythrozyten
wurden im geringen Umfang durch Abweichungen der Erythro-
zyten-Indizes, am deutlichsten jeweils im Vollblut, signalisiert
{Abb. 1 und 5). Die durchschnittliche Vergréfierung der roten
Blutzellen bewirkte im Versuch Il fir Vollblutkonserven und Ery-
throzytenkonzentrat-1 eine Erhdhung der Héamatokritwerte. Die-
ses Ergebnis Uberrascht nicht, weil der Hamatokrit auBer von
der Erythrozytenzahl auch vom Volumen der roten Blutzellen
abhéangt. Die Zunahme der MCV-Werte signalisiert in unseren
Untersuchungen - anders als unter in-vivo-Bedingungen - sehr
wahrscheinlich eine Funktionsbeeintréchtigung der Erythrozy-
ten. Bekanntlich wird das Volumen einer Zelle entscheidend von
der Tétigkeit der membranalen Na*-K*-ATPase und der Auf-
rechterhaltung physiologischer extra-/intrazellulérer lonengra-
dienten geprégt (Greger 1994). Bei Energiemangel mit ver-
minderter Funktion der Na*-K*-Pumpe kommt es zu intrazellu-
larer Kaliumverminderung und Depolarisation. Die nachfolgen-
de Neuverteilung der intra- und extrazelluléren Elekirolyte er-
hoht die infrazellulédre Osmolalitét und fohrt zum Wasserein-
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strom. Die in unseren Unfersuchungen beobachtete Abnahme
des extrazelluldren Natriumgehaltes, verbunden mit einem An-
stieg der extrazelluldren Kaliumkonzentration (Abb. 7) deutet

auf eine Verminderung der Na~-K--ATPase-Aktivitat in den
Membranen der gelagerten Erythrozyten hin. Bei der 4°C-Auf-
bewahrung fiel auf, dass es in den chloridarmen Erythrozyten-

Tab. 4: Korrelationskoeffizient (1) fur die Parameter pH, 2,3-DPG, ATP p50, K -lonen und Hamolyserate in Konserven mit Vollblut oder Erythrozyten-
konzentrat. Irtumswahrscheinlichkeit: '=p<0,05, “=p<0,01, =p<0,007.

Correlation coefficient (r) of the parameters pH, 2,3-DPG, ATE p50, potassium ions and rate of hemolysis in units of full blood or erythrocyte
concenirates. Error probability: *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p=<0,00].

\ I
‘ Konserve pH 2,3-DPG p50 i K*-lonen [ ATP
_ _ - N 4 i |
2,3-DPG 0,18
P50 0,35 0,22 i
| Vollblut — — - —_— —
K--lonen -0,69% | 0,07 0,31*
l | Hamolyserate | -0,52%* 0,04 0,00 0,40%* -
)] ! = e o —t—- Cos —_— ]
N | 23DPG 027 } |
. - | —-——— ,,\_},\ _— S
2 PETY [
2 Erythrozyten- p50 -0,64 0,27 ’
° | - o .
& | konzentrat-] K'-lonen 0,59 010 0,47*
o — A - - - — y
Gé) Hamolyserate 0,19 0,22 -0,49* | 0,11 -
| 2,3-DPG 0,39 3 |
‘ - —— + S _—
|
[ Erythrozyten- pS0 7_‘4)’0477 770’027A¥7 o N ]
konzentrat-2 Krlonen  -0,80%* 0,26 0,20
Hamolyserate 0,34 0,38 ! -0,12 ) 0,25 —
L
| ]
/ 2,3-DPG 0,52+ ! ' ‘
: | p50 0,00 0,19
Vollblut ATP 0,39+ 0,00 005 | |
J ‘ K--lonen -0,62*** -0,66*** ‘ 0,16 i
Hamolyserate 0574 | 0p5er | -0,05 0,67*** 0,06
U 2,3-DPG 0,45 | :
S : . —— — S - _
X [ p50 0,69°"* 0,01 ‘
© ] R o w
3 | Enthrozyten- ATP 0,547+ 0,10 0,40%*
£ onzentrat-1 ) 1 T o o - _
€ K*-lonen 0,774+ 0,617+ 0,26*
§ 5 - -
- Hamolyserate -0,42** 0,64% -0,07 0,63*** 0,21
| . 2,3-DPG 0,41% || ) ‘
"""" D 7 - i I -
p50 -0,59+** 0,51
| Fthrozyten- | ATP 0,86 0,63+ 0,85
onzentrat-2 o B o B
K -lonen 0,29 -0,42** : 0,13 |
J Hamolyserate 0,19 -0,28 T -0,01 0,65%** ‘ 0,13
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konzentraten-2 erst ab der dritten Versuchswoche zu einer durch-
schnitflichen Volumenzunahme der roten Blutzellen kam (Abb.
5). Insgesamt blieben die beobachteten Verénderungen der ery-
throzytcren Indizes in den Konserven meistens innerhalb der for
diese Werte beim Pferd angegebenen Referenzbereiche.

Die Annchme, dass lagerungsbedingte membranale Funktions-
stérungen der Blutzellen auftraten, wird auch durch die verdn-
derten Werte der osmotischen Resistenz gestitzt. So fanden wir
eine signifikante Abnahme der minimalen und maximalen Fra-
gilitat der roten Blutzellen wahrend der 5-wéchigen Lagerung
{Versuch Il) bei den Konserven Vollblut und Erythrozytenkonzen-
trat-1. Im Unterschied dazu blieben die gleichen Werte im Ery-
throzytenkonzentrat-2 ohne statistisch nachweisbare Anderun-
gen. Inwieweit diese funktionelle Instabilitét der Erythrozyten nach
einer Transfusion der Konserve im Empféngerorganismus wie-
der reversibel ist, kann durch die vorliegenden Untersuchun-
gen nicht entschieden werden.

Der in Zellen ablaufende Stoffwechsel wird wesentlich vom exi-
stierenden pH beeinflusst. Diese Aussage konnten wir durch
Ermittlung signifikanter Korrelationskoeffizienten zwischen pH-
Wert und verschiedenen Vitalitétsparametern der Blutzellen be-
statigen (Tab. 4). Wahrend der Lagerung von Blutkonserven ist
infolge anaerober Metabolisierung im geschlossenen System
mit einem Absinken des pH-Wertes zu rechnen. Tatsachlich fan-
den wir fur die Konserven Vollblut und Erythrozytenkonzentrat-1
eine zunehmende S&uerung (Abb. 2 und 6). Im Erythrozyten-
konzentrat-2 wurden die Blutzellen mit chloridfreier GM-Lésung
gewaschen und in der gleichen Lésung resuspendiert. Die De-
pletion von Cl--lonen aus dem geschlossenen System einer Blut-
konserve wirkt sich auf den pH-Wert aus. Bekanntlich zéhlt Chlo-
rid zu den starken Sdureanionen. Seine zundchst extrazellulére
Entfernung (Waschvorgang mit chloridfreier Lésung) fohrt zum
erhdhten Flux der Cl-lonen entlang des Konzentrationsgradi-
enten von intra- nach extrazellular. Ein zweiter Waschvorgang
entfernt auch diese Cl-lonen. Das Ausmaf} der von uns durch-
gefuhrten Chloriddepletion im Erythrozytenkonzentrat-2 wird
durch den Abfall des Chloridgehaltes unter die Nachweisgren-
ze deutlich. Zum Erhalt der Elektroneutralitét werden die ent-
fernten Cl-lonen durch Einstrom anderer (,schwécherer”) An-
ionen, wie Hydroxylionen, in die Zelle ersetzt (=Chlorid-Shift-
Phénomen, s. Minakami et al. 1975, Matthes 1994). Als Resul-
tat dieser Vorgénge steigt der pH bzw. sein lagerungsbedingter
Abfall in den Konserven wird minimiert oder vollsténdig verhin-
dert. Die Befunde auf den Abbildungen 2 und 6 lassen erken-
nen, dass uns dieses Vorhaben entweder teilweise (Versuch I
ersten 2 d) oder vollstandig (Versuch Il: pH-Werte unterschrei-
ten nicht das Ausgangsniveau) gelang.

Die Transfusion von Erythrozyten geschieht mit dem Ziel, im
Empfdngerorganismus die Sauerstoffiransportfunktion des Blu-
tes zu verbessern. Die Oxygenierung des Sauerstoffs an Hamo-
globin wird bei gegebenem O, -Partialdruck von verschiedenen
Faktoren, wie H*-lonen, 2,3-DPG u.a., bestimmt (Bohreffekt).
Der Protonenanstieg (= LpH) misste mit einem Rechtsdrift der
Kurve (Tp50) einhergehen. Eine negative Korrelation zwischen
pH- und p50-Werten konnte wiederholt nachgewiesen werden
(s. Tab. 4). Da es sich bei Blutkonserven in der Regel nicht um
ein absolut geschlossenes System handelt, werden die Werte
des Oxy-Hb auBler vom Milieu der Suspension von der Gas-
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durchldssigkeit der Blutbeutel sowie der zwischenzeitlichen Sau-
erstoffzufuhr (Anstechen der Blutkonserven wéhrend der Proben-
enfnahmen, Waschvorgang in den Erythrozytenkonzentraten-2)
veréindert. Vermutlich bedingt durch diese dufleren Einflisse kam
es mit Ausnahme der Vollblutkonserven im Versuch | zu einem
Anstieg des oxygenierten Hamoglobins (s. Abb. 2 und 6).

Um die Stoffwechselaktivitéit der roten Blutzellen einzuschétzen,
wurden Glucose und Lactat als Metabolite der Glykolysekette
herangezogen. In der Regel entstehen im Hauptweg dieses Zy-
klus, dem Embden-Meyerhof-Weg (EMP}, aus 1 mol Glucose 2
mol Lactat. Zwei Nebenwege der Glykolyse kénnen diese Lak-
tatausbeute mindern. Zum einen geht ein Teil des Substrates ab
dem zweiten Schritt des Stoffwechselweges in den Pentose-Phos-
phat-Zyklus (PPP) ein. Zum anderen zweigt in Héhe des 1,3-
Diphosphoglycerats der 2,3-Diphosphoglycerat-Weg (DPG-P)
ab (genaue Ubersicht s. Barthel 1999). Im aligemeinen betragt
fur domestizierte Sdugetiere und den Menschen die Glukose-
umsatzrate im PPP zwischen 5 und 10%. Eine Ausnahme bildet
in dieser Hinsicht das Pferd. Bei dieser Tierart umfasst der PPP
12-13% des Gesamtumsatzes der erythrozytéren Glykolyse (Ka-
neko 1974; Kaneko 1975; Franken et al. 1977). Infolge dessen
ist in Pferdeblutkonserven zu erwarten, dass der Laktatgehalt
parallel zum Absinken der Glukosekonzentration im Verhdlinis
von 1,7 : 1 ansteigt. Diesen Vorstellungen entsprachen in un-
seren Untersuchungen ausschlieBlich die gelagerten Vollblut-
konserven. In den Erythrozytenkonzentraten-1 und -2 kam es
zu einer Akkumulation des Lactats im Verhdlinis zur Glucose
von 2,3 bzw. 1,9 : 1 (22°C) sowie 2,6 bzw. 3,6 : 1 (4°C).
Offenbar missen in diesen Féllen for die erythrozytdre Laktat-
bildung auBer der Glucose noch weitere Substrate herangezo-
gen worden sein.

Im Verlauf der Glykolyse wird im DPG-P das Substrat 2,3-DPG
gebildet. Aufgrund seiner réumlichen Anordnung zwischen den
Ketten des Hamoglobinmolekils korreliert die Sauerstoffaffinitat
des Hamoglobins negativ mit der 2,3-DPG-Konzentration im
Erythrozyten (Benesch und Benesch 1967, Garby et al. 1969).
Des weiteren fungiert das 2,3-DPG als Energiereserve im Gluko-
sestoffwechsel. Bildung und Metabolisierung des 2,3-DPG ver-
laufen in Abhédngigkeit vom pH-Wert (s. Barthel 1999). Im Ver-
such Il konnte anhand der Erythrozytenkonzentrate-2 eindrucks-
voll nachgewiesen werden, dass bei einer annéhernden Aufrecht-
erhaltung des pH-Ausgangsniveaus und durch die selektive in-
trazellulére pH-Erhdhung durch den Chlorid-lonen-Shift eine
Abnahme der intrazellulgren 2,3-DPG-Konzentration gemindert
wird. Ein signifikanter Einfluss des 2,3-DPG auf die Werte des
p50 konnte demgegeniber in den Blutkonserven kaum nachge-
wiesen werden (s. auch Tab. 4). Méglicherweise Gberlagerten die
anderen Faktoren des Bohreffektes, wie Temperaturverdnderung
und H*-lonen, in den untersuchten Pferdeblutkonserven die Be-
ziehung zwischen 12,3-DPG-Konzentration und Tp50-Werten
{=Rechtsdrift der O,-Bindungskurve).

Die ATP-Konzentration der untersuchten Konserven (ausschlieB-
lich Versuch Il) zeigte im Verlauf der Lagerung grofie Schwankun-
gen. Sie erreichte in allen drei Additividsungen Héchstwerte in
der 3. und 4. Lagerungswoche. Die ATP-liefernden Schritte der
Glykolysekette sind stark vom pH-Wert abhéngig. Die im sauren
Bereich auftretende Enzymhemmung von Phosphofruktokinase
und Hexokinase ziehen eine verminderte ATP-Bereitstellung nach
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sich. In Humanblutkonserven wurden vergleichsweise deutlich
stérkere pH-Wert-Absenkungen als in unseren Pferdeblutkonser-
ven gefunden (Dawson et al. 1970; Akerblom und Kreuger 1975;
Messeter et al. 1977; Herve et al. 1980; Beutler und West 1983;
Sandhagen et al. 1988; Seidl et al. 1991). Dieser Umstand kénnte
die weitgehend ausbleibende Verénderung der durchschnittlichen
erythrozytgren ATP-Konzentration in den von uns untersuchten
Plerdeblutkonserven erklaren. Auflerdem bewirkt der héhere An-
teil des Pentose-Phosphatzyklus am Gesamtglukoseumsatz im
Pferdeerythrozyten eine Umgehung der ATP-verbrauchenden
Schritte der Glykolyse, so dass sogar eine geringfigige Akkumu-
lation dieses energiereichen Phosphates in den untersuchten Kon-
serven moglich wurde (s. Barthel 1999).

Rickschlusse auf einen verringerten Durchlasswiderstand der
erythrozytéren Zellmembran (=Permeabilitétsveréanderung) so-
wie eine stdrker werdende Hémolyse lassen sich aus den extra-
zellulgren Konzentrationen solcher Parameter ziehen, die phy-
siologisch einen hohen intra-/extrazelluldren Konzentrationsgra-
dienten aufweisen, z.B. LDH, K*-lonen, Hémoglobin. In allen
Blutkonserven war wéhrend der Lagerung eine zunehmende
Aktivitat for LDH nachweisbar. Die Nettobewegung dieses En-
zyms in den extrazelluldren Raum unterstitzt die Annahme sin-
kender Membranintegritét der roten Blutzellen oder zunehmen-
der Hamolyse bei fortschreitender Lagerung. Ebenso signali-
siert der extrazellulére Konzentrationsanstieg fir K*-lonen in den
gelagerten Blutkonserven relativ frithzeitig membranale Imba-
lancen (UNa*-K*-ATPase) bzw. Hamolyse. Die héchsten extra-
zelluldren Werte fir Kalium und LDH bzw. die stérksten Abwei-
chungen vom Ausgangsbefund wurden in den Erythrozytenkon-
zentraten-2 beobachtet. Im Versuch Il nahm parallel dazu die
extrazellulare Hamoglobinkonzentration in diesen Blutkonser-
ven zu und erreichte nach 36 Tagen Lagerung nicht mehr zu
tolerierende Werte (Me, ,=6,5 und Me,, ,=305,2 g/l). Wih-
rend der nur 4-tdgigen Lagerung bei 22°C war der extrazellu-
lére Hdmoglobingehalt in den gleich behandelten Konserven
mit Me, ;=5,8 und Me, ;=7,8 g/l nicht auffdllig erhht.

Hinweise fir Konservierung und Transfusion

Die Lagerung der Pferdeblutkonserven fohrte zwar zu nachweis-
baren Verénderungen erythrozytdrer Parameter, ihre Transfun-
dierbarkeit blieb jedoch in den meisten Féllen erhalten.

Die Vollblutkonserven und das Erythrozytenkonzentrat-1 waren
sowohl nach 4-tdgiger Konservierung bei 22°C als auch nach
5-wachiger Aufbewahrung bei 4°C infolge niedriger Hamoly-
serate relativ gut fir eine Transfusion geeignet. Die Verdnde-
rungen der roten Blutzellen im Erythrozytenkonzentrat-1 fielen
dabei insgesamt geringer aus als im Vollblut. Besteht die Még-
lichkeit zur Trennung der Blutfraktionen, kann als Additiviésung
fur Erythrozytenkonzentrate das SAG-M empfohlen werden.
Bei der 22°C-Lagerung erreichten am 4. Untersuchungstag die
K=-Konzentrationen im Erythrozytenkonzentrat-2 nicht mehr zu
tolerierende Werte von >50 mmol/I. Die Transfusion von 1 Liter
eines solchen Erythrozytenkonzentrates mit 50 mmol K*-lonen
wirde bei einem Pferd mit 500 kg KM (~25 | Plasma) zum po-
tentiellen Anstieg der Plasmakaliumkonzentration um ~2 mmol/
[ fihren. Eine lebensgefahrliche Hyperkaliamie {>10 mmol/l) wird

154

damit bei einem Rezipienten mit physiologischem Plasmakalium-
gehalt im allgemeinen nicht verursacht, kann aber nicht vollstan-
dig ausgeschlossen werden. Zudem ist aufgrund der fir den Kon-
serveninhalt statffindenden Temperaturerhdhung auf 38°C mit ei-
nem postiransfusionellen Rickiransport der Kaliumionen in den
Intrazellularraum zu rechnen. Jedoch gilt es, diese Annahme beim
Pferd in vivo zu beweisen. Auffdllig war bei der 4-tdgigen Lage-
rung in den Erythrozytenkonzentraten-2 weiterhin eine rapide
Absenkung der Sauerstoffbeladung des Hamoglobins zwischen
3. und 4. d der Aufbewahrung (s. Abb. 2, unten) sowie eine auf-
fallige Streuung der Einzelwerte vieler Parameter. Vermutlich sind
diese Befunde mit eine Folge von unterschiedlich intensiver Irrita-
tion der Blutzellen im Verlauf des Waschvorganges. Auierdem ist
anzunehmen, dass mit Zugabe von nur 50 ml Additiviésung die
notwendige Menge an Stabilisatorlésung nicht erreicht wurde.
Insgesamt kann eingeschétzt werden, dass die von uns unter-
suchten chloridarmen Erythrozytenkonzentrate-2 nach einer 3-
tagigen Lagerung bei 22°C noch zur Transfusion geeignet sind.
Die Befunde der 22°-Lagerung rechffertigen jedoch nicht den
aufwendigen Waschvorgang im Erythrozytenkonzentrat-2. Am
gUnstigsten ist unter den Bedingungen der Lagerung bei Zim-
mertemperatur die Aufbewahrung von Plerdeerythrozyten in SAG-
M-Stabilisator (Erythrozytenkonzentrat-1) zu bewerten.
Wahrend der 4-tagigen Lagerung bei Zimmertemperatur ver-
hielten sich die meisten Parameter im ,gewaschenen” und chlo-
ridarm aufbewahrten Erythrozytenkonzentrat-2 Ghnlich denen
im ,unbehandelten” Erythrozytenkonzentrat-1. Wéhrend der 5-
wdchigen Lagerung bei 4°C konnten im Erythrozytenkonzen-
trat-2 beziglich Zellvitalitat vorteilhafte Verlaufe der Werte for
pH, 2,3-DPG, oxygeniertes Hamoglobin und osmotische Fra-
gilitét beobachtet werden. Nachteilig stiegen in den gleichen
Konserven die Indikatoren fir die Hamolyse, wie extrazellularer
Kaliumgehalt und LDH-Aktivitat, deutlich an. Bei der langertri-
stigen 4°C-Konservierung blieben die Kaliumkonzentrationen
im Erythrozytenkonzentrat-2 innerhalb tolerierbarer Grenzen.
Demgegeniber stieg in diesen Blutkonserven die Hamolysera-
te unverhdltnisméBig an (s. Tab. 2) und Ubertraf am 36. Tag
der Lagerung den in den Richtlinien der Bundesérztekammer
for Humanmediziner gesetzten Grenzwert fur die Transfundier-
barkeit von Blutkonserven in Héhe von <0,80%. Daher sollte
die GM-Lésung zur Konservierung von Pferdeerythrozytenkon-
zentraten nur bei Lagerung <4 Wochen eingesetzt werden. In-
nerhalb dieser 4 Wochen war die GM-Lésung den anderen
gepriften Stabilisatoren Gberlegen.

In der vorliegenden Arbeit wurden bei in vitro-Untersuchungen
an roten Blutzellen des Pferdes unterschiedlich intensive Lager-
sché&den wahrend der Konservierung bei 22°C bzw. 4°C aufge-
zeigt. Inwieweit diese erythrozytéren Funktionsénderungen nach
Transfusion beim Rezipienten reversibel sind oder irreversibel
bleiben, muss in anstehenden in vivo-Untersuchungen nachge-
wiesen werden.
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