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1. Einleitung
1.1 Leukozyten

Weille Blutzellen -Leukozyten- bilden den Hauptteil des zelluldiren Immunsystems und
erfiillen zahlreiche Aufgaben in der Abwehr von Krankheitserregern sowie korperfremder
Strukturen. Am géngigsten ist die Einteilung in Granulozyten und mononukleédre Zellen.
Zu den mononukledren Zellen zdhlen die Lymphozyten und Monozyten, zu den
Granulozyten die neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten (1). Die
Granulozyten verdanken ihren Namen ihren unterschiedlichen, im Zytoplasma
vorhandenen Granula, die verschiedene Enzyme zur Abwehr von Erregern enthalten. Der
Anteil weiBler Blutzellen betrdgt insgesamt etwa 4000 - 11000/ul Blut. Anteilig setzten sich

die Leukozyten wie folgt zusammen:

Neutrophile Granulozyten 60 - 70%

Eosinophile Granulozyten 2 - 4 %

Basophile Granulozyten 0 - 1%

Lymphozyten 20 - 30 %

Monozyten 3 - 8% (1).

Den grofiten Anteil an den Leukozyten bilden die neutrophilen Granulozyten, auch
polymorphkernige Granulozyten oder kurz Neutrophile genannt. Sie sind Teil des
angeborenen, zelluldren Immunsystems. Thre Funktion besteht in der Infektabwehr und
dem Abbau von korpereigenem nekrotischem Material. Die Bildung der Neutrophilen
erfolgt im Knochenmark, von wo sie liber die Blutbahn zu ihrem Bestimmungsort, dem
Bindegewebe der Organe, gelangen. Die Verweildauer im Blut betrdgt dabei lediglich
sechs bis sieben Stunden. Im Bindegewebe {iberleben sie, je nach Beanspruchung, bis zu
vier Tage. Nach Ablauf dieser Zeit erfolgt der Zelltod durch Apoptose (1). Insgesamt
befinden sich ca. 20 Milliarden Neutrophile im Blut (zirkulierender Pool), 20 Milliarden an
den GefiaBwinden von Lunge und Milz (marginaler Pool) und 40 Milliarden im
Knochenmark (Knochenmarkspool). Der marginale- und der Knochenmarkspool dienen
als schnell mobilisierbare Reserve, die im Falle einer Infektion oder Entziindung ins Blut
ausgeschiittet wird und in die betroffenen Organe gelangen kann (1). Neutrophile
Granulozyten verfiigen iiber verschiedene Eigenschaften und Féahigkeiten zur Abwehr und

dem Abbau korpereigener und fremder Stoffe.



Zum einen besteht die Féahigkeit zur Einwanderung ins Gewebe (Emigration). An diesem
Schritt sind sowohl Endothelzellen als auch die Neutrophilen selbst beteiligt (2). In
verletztem oder infiziertem Gewebe schiitten betroffene Zellen, Mastzellen oder
Gewebsmakrophagen Mediatoren wie Histamin, Interleukin 1 oder TNF-a aus, die zu einer
Aktivierung mikrovaskuldrer Endothelzellen fiihren. Es kommt zur Expression
verschiedener Adhésionsmolekiile (E- und P-Selektin, L-Selektin-Ligand), die mit den
Leukozyten interagieren und zu einer Verlangsamung der FlieBgeschwindigkeit fithren (3).
Dadurch wiederum kommen die Leukozyten verstirkt mit den vom Endothel
ausgeschiitteten Entziindungsmediatoren in Kontakt (Platelet Activating Factor, Interleukin
8), die wiederum Bo-Integrine -die Adhisionsmolekiile der Leukozyten aktivieren, so dass
es zu einer festen Adhédsion der Zellen an die Endothelwand kommen kann. Diese Bindung

ist Voraussetzung fiir die FEinwanderung der Leukozyten ins Gewebe (4).

Folling » Adhdsion =" Transmigration
Selektine

Integrine I

Endotheliale
Aktivierung
- Leukozyten-Aktivierung
Stmulus >

Abb. 1: Das Rollen, Adhiirieren und Transmigrieren von Granulozyten an/durch das Endothel ist wesentlich

durch die koordinierte Expression von leukozytiiren und endothelialen Adhisionsmolekiilen gesteuert (5).

Weiterhin sind Leukozyten zur Chemotaxis und amoboiden Fortbeweglichkeit féhig. Die
Bewegung der Leukozyten im entziindeten Gewebe erfolgt gesteuert durch Chemotaxine
wie Platelet Activating Factor, Leukotriene, Interleukine, Komplementfaktoren oder

Bakterienbestandteile innerhalb der extrazelluldren Matrix (2).



Neutrophile Granulozyten verfiigen zudem iiber die Fahigkeit, durch Verdnderungen in
ihrem Zytoskelett Pseudopodien (zytoplasmatische Fortsétze) auszubilden, mit denen sie
Erreger umschlieBen konnen (1). Die Erkennung der zu phagozytierenden
Mikroorganismen oder Zellen wird durch die Opsonierung der Oberfliche mittels
Komplementfaktoren oder durch Immunglobuline unterstiitzt (6). Die um den Erreger
gebildete Vakuole wird als Phagosom bezeichnet. Durch Verschmelzung des Phagosoms
mit den Granula der Leukozyten entsteht das Phagolysosom und die in den Granula
enthaltenen mikrobioziden Enzyme werden aktiviert. Es handelt sich hierbei unter anderem
um Myeloperoxidase, Proteasen, Defensine, Lysozym, Laktoferrin und Proteine fiir den
NADPH- Oxidase- Komplex sowie Gelatinase. Mit Hilfe der V-ATPase kommt es
auBerdem zur Absenkung des pH-Wertes im Phagolysosom. Die phagozytierten
Bestandteile konnen so vollstdndig abgebaut und im Zellmetabolismus wiederverwendet

werden (1, 7).

Neben der Phagozytose kommt es durch Aktivierung des NADPH-Oxidase-Komplexes zur
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, dem sogenannten Oxyburst. Die NADPH-
Oxidase ist ein Multienzymkomplex, der aus einer membranstindigen und mehreren
zytosolischen Komponenten besteht. Erst bei einer Aktivierung der Zelle kommt es zu
einer Assoziation der zytosolischen Bestandteile an das membranstindige Element (8).
Unter Verbrauch von NADPH erfolgt die Ubertragung von Elektronen auf Sauerstoff,

wodurch Superoxidradikale (O2") im Inneren des Phagolysosoms entstehen.
NADPH + 20, <> NADP" + 20, + H'
Durch andere Reaktionen kdnnen weitere Radikale entstehen:

e 20Oy +2H" Superoxiddismutase & H>0: + O2

e NaCl + H>0O, Myeloperoxidase - NaClO™ (Natriumhypochlorit) + H,O
e H,O» Laktoferrin> 2 HO- (Hydroxylradikal)

e O +NO > ONOO™ (Peroxynitrit)

Durch diese aggressiven Verbindungen konnen eine grof8e Zahl von Bakterien, Viren,

Pilzen und auch Parasiten abgetotet werden (7).



1.2 Sepsis

Laut einer Studie des Kompetenznetzes Sepsis (SepNet) erkranken in Deutschland jahrlich
ca. 154.000 Menschen an einer Sepsis, etwa 56.000 von ihnen versterben an der
Erkrankung. Damit ist die Sepsis in Deutschland die dritthdufigste Todesursache nach dem
Myokardinfarkt und der Herzinsuffizienz. Der Anteil an Patienten, die die Kriterien einer
Sepsis und schweren Sepsis erfiillen, betrdgt auf deutschen Intensivstationen 12,4% bzw.
11%. Die Kosten fiir die Behandlung belaufen sich auf schitzungsweise 1,7 Milliarden
Euro pro Jahr, was in etwa 32% der Gesamtkosten deutscher Intensivstationen ausmacht
(9, 10). Die Haufigkeit wird innerhalb der Industrieldnder (ohne Deutschland) mit 51-
300/100.000 Einwohner angegeben. Damit liegt die Haufigkeit {iber der von Erkrankungen
wie zum Beispiel Dickdarmkrebs (50/100.000), Brustkrebs (110/100.000) und AIDS
(17/100.000) (11).

Tab. 1: Privalenz und Letalitéit der Sepsis weltweit, in den USA, in Europa und Deutschland (11).

Erkrankungen/ Jahr Todesfélle/ Jahr Sterberate
Weltweit 1.500.000 500.000 33,3 %
USA 749.129 215.000 28,7 %
Europa 550.000 146.000 26,5 %
Deutschland 154.000 56.000 36,4 %

»Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Korpers ein Herd gebildet hat, von
dem kontinuierlich oder periodisch pathogene Bakterien in den Kreislauf gelangen und
zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive Krankheitserscheinungen

ausgelost werden.” (Hugo Schottmiiller, 1914) (12).

Im Gegensatz zu dieser Definition Schottmiillers hat sich in den letzten Jahren ein neueres
Verstidndnis zur Pathogenese der Sepsis durchgesetzt. Vor allem die entziindliche Reaktion
des Organismus wird als entscheidender Beitrag zur Pathogenese gesehen (13).
Es werden 4 Schweregrade der systemischen Entziindungsreaktion unterschieden, die in

der untenstehenden Tabelle aufgezdhlt werden.



Tab. 2 Definition des Systemischen inflammatorischen Response Syndroms (SIRS), der Sepsis, der

schweren Sepsis und des septischen Schocks nach der ACCP/SCCM Konsensus-Konferenz, 1992 (14).

SIRS Korpertemperatur > 38 °C oder <36 °C

(mindestens zwei Tachykardie: Herzfrequenz > 90/min

Kriterien) Tachypnoe: Atemfrequenz > 20/min oder Hyperventilation
Leukozytose oder Leukopenie oder > 10 % unreife

neutrophile Granulozyten im Differentialblutbild

Sepsis SIRS, verursacht durch eine Infektion
Schwere Sepsis SIRS und mindestens eines der folgenden Kriterien:
(mindestens ein Hirnschédigung (Enzephalopathie)
Kriterium) Thrombozytopenie
Hypoxie

Akutes Nierenversagen
Metabolische Azidose
Arterielle Hypotension = septischer Schock

Septischer Schock | SIRS +

Arterielle Hypotension (systolischer arterieller Blutdruck < 90
mmHg oder mittlerer arterieller Blutdruck <70 mmHg iiber
mindestens eine Stunde trotz addquater Volumenzufuhr bei

Abwesenheit anderer Schockursachen)

Anfang 2016 wurde eine neue Definition der Sepsis und des septischen Schocks
vorgestellt. Erarbeitet wurde diese von internationalen Spezialisten im Auftrag der zwei
fiihrenden Fachgesellschaften (European Society of Intensive Care Medicine und der
Society of Critical Care Medicine). Hervorgehoben wird hier die ,,lebensbedrohliche
Organdysfunktion aufgrund einer fehlregulierten Korperantwort auf eine Infektion™ (15).
Die SIRS-Kriterien werden als zu unspezifisch und klinisch wenig niitzlich eingestuft, da
sie auch bei unkomplizierten Infektionen oder nicht infektids bedingt auftriten und
andererseits bei schwer erkrankten Patienten fehlen konnen. Bedeutend fiir die Prognose
seien die Folgen der Organdysfunktion, die mit dem SOFA-Score (Sequential/Sepsis-
Related Organ Failure Assessment Score) erfasst werden; dieser beinhaltet 6 Kriterien:
Atmung, Blutgerinnung, Leberfunktion, Herzkreislauffunktion, Glasgow Coma-Scale und

Nierenfunktion. Eine akute Verschlechterung des SOFA-Scores um 2 oder mehr Punkte ist


http://de.wikipedia.org/wiki/K%C3%B6rpertemperatur
http://de.wikipedia.org/wiki/Tachykardie
http://de.wikipedia.org/wiki/Tachypnoe
http://de.wikipedia.org/wiki/Hyperventilation
http://de.wikipedia.org/wiki/Leukozytose
http://de.wikipedia.org/wiki/Leukopenie
http://de.wikipedia.org/wiki/Granulozyten
http://de.wikipedia.org/wiki/Differentialblutbild
http://de.wikipedia.org/wiki/Enzephalopathie
http://de.wikipedia.org/wiki/Thrombozytopenie
http://de.wikipedia.org/wiki/Hypoxie_(Medizin)
http://de.wikipedia.org/wiki/Akutes_Nierenversagen
http://de.wikipedia.org/wiki/Metabolische_Azidose
http://www.esicm.org/
http://www.sccm.org/Pages/default.aspx

mit einem Mortalitdtsanstieg von ungefdhr 10 Prozent verbunden. Der qSOFA (q fiir
quick) ist eine neue vereinfachte Form, die die schnelle Einschéitzung préklinisch oder in
der Notaufnahme moglich machen soll. Die drei Kriterien sind eine Atemfrequenz >
22/min, verdndertes Bewusstsein und ein systolischer Blutdruck < 100 mmHg. Bei zwei
erfiillten Kriterien ist von einem schlechteren Outcome auszugehen. Der septische Schock
wird weiter als Untergruppe der Sepsis mit deutlich erhohter Mortalitit definiert. Neben
der Hypotension trotz ausreichender Fliissigkeitsgabe wird als neues zusitzliches
Kriterium ein Anstieg der Laktatkonzentration auf iiber 2 mmol/l angefiihrt. Durch die
neuen Kriterien soll die Unterscheidung zu anderen Arten des Kreislaufschocks verbessert

und eine frithe Erkennung der Verschlechterung des Zellstoffwechsels ermoglicht werden

(15).

Zur Pathophysiologie der Sepsis gibt es verschiedene Theorien. Oberholzer beschrieb 2001
zwei Ursachen fiir die Entstehung einer systemischen Inflammation: zum einen durch das
Eindringen von Mikroorganismen und zum anderen durch Verletzung und Absterben von
Gewebe in Folge eines Traumas (16). Die haufigsten Ursachen einer Sepsis bilden
Pneumonien, Infektionen des Bauchraums, der Harnwege, der Weichgewebe und
intravaskuldre Katheter (17). Bei 90% der Erreger handelt es sich um grampositive und
gramnegative Bakterien, 5 Prozent der Erkrankungen werden jeweils durch Pilze und
durch Viren und andere Erreger verursacht. Bei einem Drittel der Patienten mit dem Bild

einer Sepsis kann kein Erreger nachgewiesen werden (18).

Hotchkiss beschrieb 2003 verschiedene Theorien zur Pathophysiologie der Sepsis. Zum
einen diskutierte er die Sepsis als eine auller Kontrolle geratene Entziindungsreaktion, bei
der Zellen des Immunsystems und deren Zytokine Schiden an Organen verursachen was
schlieBlich zum Organversagen fiihrt. Zum anderen beschrieb er auch immunsuppressive
Effekte, die im Verlauf der Erkrankung zu Apoptose und Anergie (reduzierte Reaktion auf
Antigene) von Immunzellen fiihren (19). In der ersten Phase einer Immunreaktion gegen
Bakterien spielen neutrophile Granulozyten, Monozyten und Makrophagen als Vertreter
des angeborenen Immunsystems eine wichtige Rolle. Sie produzieren nach Kontakt mit
(durch Komplementfaktoren opsonierten) Mikroorganismen proinflammatorische Zytokine
wie Tumornekrosefaktor-a, Interleukin 1, 6, 12 und 18. Die Abwehr von Viren erfolgt vor
allem durch natiirliche Killerzellen. Weiterhin verfiigen antigenprésentierende Zellen wie
Monozyten und Makrophagen aber auch B-Lymphozyten und natiirliche Killerzellen iiber

die Féhigkeit, Mikroorganismen oder ihre Bestandteile aufzunehmen, deren Antigene zu
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prasentieren und damit T-Lymphozyten zu aktivieren und weitere Immunprozesse in Gang
zu setzten (20). Ausldser entziindlicher Reaktionen sind zum Beispiel Lipopolysaccharide
(LPS) als Membranbestandteile gramnegativer Bakterien. Wichtige Trigger einer
grampositiven Sepsis konnen hingegen Exotoxine wie das toxic shock syndrome toxine
(TSST-1), produziert von Staphyllococcus aureus sein (18). Bakterielle Bestandteile wie
LPS fithren zu einer vermehrten Exprimierung von Tissue Faktor auf Monozyten,
Makrophagen und Endothelzellen, was iiber mehrere Zwischenschritte zur vermehrten
Bildung von Fibrin aus Fibrinogen fiihrt. Gleichzeitig verhindern hohe Spiegel von
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ I die Bildung von Plasmin aus Plasminogen, was zu
vermindertem Abbau von Fibrin und damit zu Verschliissen in kleineren Gefil3en, der
Minderperfusion von Organen und schlieBlich zu Organversagen fiihrt (18). Weiter
verstirkt wird die vermehrte Gerinnungsaktivierung des Blutes durch reduzierte Spiegel
der gerinnungshemmenden Eiweile Protein C, Antithrombin und tissue factor pathway
inhibitor (18, 21). Patienten mit schwerer Sepsis sterben hédufig an den Folgen von
multiplem Organversagen. Als Ursachen dafiir gelten neben der Minderperfusion durch
Fibringerinsel, sowie hypotone Blutdruckwerte und die verminderte Verformbarkeit der
roten Blutkdrperchen (22) auch Odembildungen in den Geweben, Stdrungen der
Mikrozirkulation durch vasoaktive Substanzen wie Histamin, sowie die Infiltration und
Schiadigung der Gewebe durch neutrophile Granulozyten und reaktive Sauerstoffspezies
sowie lysosomale Enzyme (18, 23, 24). Auch Stickoxid (NO), das, induziert durch TNF- a
und andere Zytokine, vermehrt gebildet wird, fiihrt zu weiterer Destabilisierung der Gefille
und steht im Verdacht, die myokardiale Depression bei Sepsis mit zu bedingen (18, 24). Es
wird auch eine eher funktionelle Natur der im Rahmen einer Sepsis auftretenden
Organfehlfunktionen diskutiert. Hotchkiss berichtet 2003 von einer Autopsiestudie an
verstorbenen Sepsispatienten. Offensichtlich waren die morphologischen Schidden an
Organen wesentlich geringer, als es die Funktionseinbullen zu Lebzeiten der Patienten
vermuten lieBen (19). Er vermutet hinter dieser Tatsache eine Art Ruhezustand

(Winterschlaf) der Zellen, wie er auch bei Myokardischdmien bekannt ist (19, 24, 25).

Organschidden durch neutrophile Granulozyten werden vereinzelt diskutiert. FEine
schidigende Wirkung im Rahmen einer systemischen Entziindungssituation wird
besonders in Zusammenhang mit der Lunge beschrieben. Bei einer Infektion kommt es zur
Infiltration des betroffenen Gewebes aus den umgebenden Blutgefilen. Die Neutrophilen
schiitten dort reaktive Sauerstoffspezies und proteolytische Enzyme aus, die zum Beispiel
im Fall der Lunge zu Schiddigung und abnehmender Compliance des Gewebes fiihren
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konnen. Die Folgen sind hier ein verminderter Gasaustausch und das Akute
Respiratorische Distress Syndrom (ARDS) (26). Die Beobachtung, dass neutrophile
Granulozyten septischer Patienten vermehrt Adhédsionsmolekiile ausbilden und verstarkt an
kulturell geziichteten Endothelzellen haften, fiihrte zu der Vermutung, dass die
Neutrophilen durch die starke Haftung an den Wénden kleiner Gefd3e zu Verschliissen und
damit zur Ischdmie und Schédigung von Organen fiihren konnten (23, 24). Diskutiert wird
in diesem Zusammenhang auch die pathophysiologische Wirkung der von neutrophilen
Granulozyten freigesetzten Netze, die aus fibrillirer Matrix, Granula-Proteinen und
Chromatin entstehen und Pathogene binden (27). Es gibt Hinweise darauf, dass es durch
die im Rahmen einer Sepsis hohe Anzahl an vorhandenen Netzen zu Schiden im
entziindeten Gewebe kommen kann (27, 28), insbesondere dem Verschluss kleinerer
Gefdfle und damit zu einer Storung der Mikrozirkulation sowie einer enzymatischen
Schiadigung des umgebenden Gewebes (27, 29). Die Gabe von Granulozyten Kolonie
stimulierendem Faktor (G-CSF) zur Erhohung der Anzahl neutrophiler Granulozyten an
septische Patienten in zwei Studien zeigte jedoch wiederum keine negativen Folgen fiir das
Uberleben. Es handelte sich um Patienten mit ambulant und nosokomial erworbener
Pneumonie. Es zeigten sich nach der Gabe von G-CSF und dem Anstieg der Neutrophilen
keine negativen Effekte auf die Lungenfunktion, jedoch kam es auch nicht zu einer

Reduzierung der Liegedauer auf der Intensivstation oder der Mortalitét (30, 31).

Ebenfalls im Rahmen der Sepsis wird das kompensatorische antiinflammatorische
Response Syndrom (CARS) beschrieben. Es ist gekennzeichnet durch eine Suppression
des Immunsystems. Charakteristisch sind hierbei Anergie von Leukozyten, Apoptose von
Lymphozyten und zunehmende Ausschiittung immunsuppressiver Zytokine, wie
Interleukin 10. Bei Monozyten kommt es zu einem verminderten Ansprechen auf
proinflammatorische Zytokine, Verlust der HLA-DR Expression und reduzierter
Antigenprésentation (32, 33). Zudem kann die Entziindungsreaktion auch iiber neuronale
Mechanismen gehemmt werden. Durch Stimulation des Vagusnervs kommt es iiber eine
Aktivierung des Plexus coeliacus zu einer Ausschiittung von Norepinephrin in der Milz
und Acetylcholin durch bestimmte CD4+ T-Zellen, was im Endeffekt {iber cholinerge
Rezeptoren von Makrophagen die Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine hemmt
(34, 35). Nach klinischen Beobachtungen sterben viele Patienten, die an einer Sepsis
leiden, nicht wihrend der akuten Entziindungsreaktion, sondern erliegen bei Nachlassen

der Immunreaktion sekundiren Infektionen. Weiterhin entwickeln Patienten in schlechtem



gesundheitlichem Zustand oft kaum die typischen Zeichen der Entziindung, sondern im
Gegenteil niedrige Leukozytenzahlen und Korpertemperaturen (33).

Kausale Therapiemoglichkeiten der Sepsis bestehen laut AWMEF Leitlinien in der
Fokussanierung und der antimikrobiellen Therapie. Unterstiitzend werden Maflnahmen zur
initialen und fortsetzenden hdmodynamischen Stabilisierung empfohlen. Dazu zdhlen die
Volumentherapie und die Therapie mit Inotropika und Vasopressoren. Weiterhin kommen
Nierenersatzverfahren sowie Airway-Management und Beatmung zum Einsatz (13).
Als adjunktive Therapien werden genannt: die Gabe von Immunglobulinen (36),
Kortikosteroiden (35) und Selen, sowie Antithrombin und aktiviertem Protein C zur
positiven Beeinflussung der gestorten Blutgerinnung (36). Aktiviertes Protein C hatte zwar
eine Zulassung zur Sepsis-Behandlung erhalten (37), in einer nachfolgenden Studie zeigte
sich jedoch kein Vorteil durch die Behandlung, weswegen das Medikament wieder vom
Markt genommen wurde (38). Die intensivierte Insulintherapie hat sich als nicht
lebensverldngernd erwiesen und begiinstigt eher das Entstehen von Hypoglykédmien (39,
40). Die ,Surviving Sepsis Campaign®, ein internationales Konsortium von
Fachgesellschaften der Intensiv- und Notfallmedizin sowie der Infektiologie empfiehlt
hierzu aktuell den Beginn einer Insulintherapie bei zweimalig hintereinander gemessenen
Blut-Glucosespiegeln liber 180 mg/dl (41). Aktuelle Studien beschiftigen sich zudem mit
der Entfernung von Endotoxinen durch Polymyxin- B Hamoperfusion, Toll-like Rezeptor
Inhibitoren und der Gabe von GM- CSF zur Vorbeugung der Immunsuppression, die im

Verlaufe einer Sepsis auftreten kann (32).

1.3 Transfusion von Blutbestandteilen

Zu den zelluldren, therapeutisch verwendeten Blutkomponenten zdhlen Erythrozyten,
Leukozyten und Thrombozyten (42). Weiterhin verwendete nicht-zelluldre Komponenten
sind Frischplasma, Faktor VIII-Konzentrate, Prothrombinkomplexpraparate, Protein C-
und Antithrombin-Konzentrate sowie Humanalbumin, humane Immunglobuline und
gentechnisch hergestellte Gerinnungsfaktoren- und -inhibitorenpréparate (43). Die
Transfusion von Blutkomponenten kommt zum Beispiel bei groBen Blutverlusten durch
Operationen oder Verletzungen und in besonderem Male auch bei Tumorpatienten zum
Tragen (44). Bis auf wenige Ausnahmen fithren die zur Chemotherapie verwendeten
Zytostatika zu einer Suppression des Knochenmarks und damit zu Anémien,

Thrombopenien und Leukopenien (45). Wéhrend die Transfusion von Thrombozyten und
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Erythrozyten seit Jahren etabliert ist, wird die Behandlung mit Granulozyten wegen eines
Mangels Tliberzeugender randomisierter Kontrollstudien bei Neutropenien nicht als
Standardtherapie empfohlen (46, 47). Mogliche beschriebene Indikationen fiir den Einsatz
von Leukozyten-/Granulozytenkonzentraten sind therapieresistente, lebensbedrohliche
Infektionen bei einem Neutrophilenwert unter 500/ul, die Sekundérprophylaxe bei einer
erwarteten Neutropeniedauer von mindesten 10 Tagen oder nach vorangegangener

invasiver Aspergillose (48, 49).

Strauss  beschreibt in einem Review von 2012 zur Transfusion von
Granulozytenkonzentraten die Ergebnisse von sieben kontrollierten Studien im Zeitraum
von 1972 bis 1982, bei denen neutropene Patienten, die unter einer Infektion litten,
entweder mit Granulozytenkonzentraten und Antibiotika oder nur mit Antibiotika
behandelt wurden (46). Graw berichtete 1972 in der ersten dieser Studien iiber
Granulozytentransfusionen bei Patienten mit nachgewiesener oder wahrscheinlicher
Gramnegativer Sepsis. Patienten, die vier Granulozytentransfusionen erhielten, iiberlebten
zu 100 %, Patienten mit drei Granulozytentransfusionen zu 80 %. In der Kontrollgruppe
tiberlebten lediglich 30 Prozent (50). 1975 konnten auch in einer Studie von Higby
Uberlebensvorteile durch die Transfusion von Granulozytenkonzentraten nachgewiesen
werden (51). Studien von Herzig, Vogler und Winston zeigten, dass Patienten mit
prolongierter Neutropenie von Granulozytentransfusionen profitierten (53, 54), jedoch
nicht bei einer Dosierung unter 0,3 x 10'° Zellen (53). Winston berichtete 1982 erneut iiber
ein fehlendes Ansprechen auf die Transfusion niedrigerer Granulozytendosen (0,5 x 10'°
Granulozyten pro Transfusion) (55). In zwei weiteren Studien von Graw (50) sowie Alavi
(56) zeigten sich nur teilweise Erfolge. Insgesamt ergab sich in drei der sieben Studien ein
Vorteil fiir alle mit Granulozytenkonzentraten behandelten Patienten, in zwei weiteren
Studien profitierten nur bestimmte Untergruppen von der Behandlung. Die ,,erfolgreichen®
Gruppen unterschieden sich von den restlichen durch die Gabe hdoher dosierter
Granulozytenkonzentrate mit Zellzahlen von 1-7x10'° Zellen pro Tag. Weiterhin waren
sowohl die Spendererythrozyten als auch die Leukozyten mit denen der Empfanger
kompatibel (46, 50-56). Die Analyse von fiinf Fallberichten und weiteren acht
unkontrollierten Studien, verdffentlicht zwischen 1995 und 2002, erlaubte auf Grund
grofer Unterschiede der einzelnen Studien und Berichte keine verbindlichen Aussagen zur
Wirksamkeit von Granulozytentransfusionen. Den meisten Berichten war jedoch
gemeinsam, dass bakterielle und leichtere Pilzinfektionen jeweils gut beziehungsweise

méiBig auf die Behandlung anzusprechen schienen. Schwere Pilzinfektionen begleitet von
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Organschédden reagierten hingegen selbst auf hochdosierte Behandlung nicht ausreichend
(46, 57, 58, 59). Prophylaktische Transfusionen mit niedrig dosierten
Granulozytenkonzentraten bei Neutropenie ergaben keine eindeutigen Ergebnisse.
Wihrend sich in einigen Studien kaum Erfolge zeigten (46, 60), konnte in anderen nach
autologer (61) und allogener (62, 63, 64) Stammzelltransplantation die Dauer der
Neutropenie sowie die Inzidenz und Schwere einer Sepsis reduziert werden. Wegen dem
hohen Aufwand bei der Gewinnung von Granulozyten und der geringen Ausbeute bei
alleiniger ~ Stimulierung  mit  Kortikosteroiden  lieB  das Interesse an
Granulozytentransfusionen vorerst nach (65, 66). Mit der Entdeckung der Wirkung von G-
CSF stieg das Interesse ab den neunziger Jahren wieder an, da erheblich groflere Mengen
an Granulozyten von einzelnen Spendern gewonnen werden konnten (67, 68, 69). Bei
Kindern hingegen wurden wegen der viel geringer bendtigten Zellzahlen auch weiterhin
Granulozytentransfusionen bei neonataler Leukopenie und Sepsis angewandt (70, 71).
Neben der Behandlung der leukopenen Sepsis wird die Transfusion von
Granulozytenkonzentraten auch noch im  Zusammenhang mit angeborenen
Funktionsstorungen der neutrophilen Granulozyten, wie beispielsweise der chronischen

Granulomatose diskutiert (72, 73).

1.4 Gewinnung von Granulozyten

Granulozytenkonzentrate werden heute mittels maschineller Apherese gewonnen. Die
Apherese ist eine Methode zur selektiven extrakorporalen Elimination von
Blutbestandteilen. Sie wird zum einen als therapeutisches Verfahren bei
Fettstoffwechselkrankheiten, Autoimmunprozessen oder zur Toxinelimination, zum
anderen aber auch zur Spende von ausgewéhlten Blutbestandteilen wie Thrombozyten,
Blutplasma oder Leukozyten eingesetzt (74). Die Gewinnung von Leukozyten erfolgt
normalerweise mittels Durchflusszentrifugation. Dabei wird das Blut des Spenders iiber
ein Schlauchsystem in eine Zentrifuge geleitet. Dort werden die Blutbestandteile abhédngig
von ihrer Masse in einem kiinstlichen Schwerefeld in Schichten aufgetrennt. Erythrozyten
werden in der Rotationstrommel in die Peripherie geschleudert, wiahrend das Plasma an der
Innenseite verbleibt. In der Mitte befindet sich der Buffy Coat, der hohe Anteile an
Leukozyten enthilt. Der Buffy Coat wird letztendlich in einen Sammelbeutel abgeleitet
und die anderen Blutbestandteile wieder an den Spender zuriickgeleitet (75). Zur

Beschleunigung der Auftrennung von Leukozyten und Erythrozyten wird HES als
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Sedimentationsbeschleuniger verwendet. Wegen der Gefahr allergischer Reaktionen, sollte
vor der Apherese die intravendse Gabe einer kleinen Menge an HES erfolgen. Zudem ist
die Moglichkeit einer Granulozytenspende wegen des durch HES hédufiger ausgeldsten
Juckreizes auf maximal vier Mal pro Jahr beschriankt (76). Um eine ausreichende Menge
an Granulozyten gewinnen zu kdnnen, werden Spender mit Glukokortikoiden und/oder G-
CSF vorbehandelt. G-CSF ist jedoch fiir diese Indikation nicht zugelassen. Die
Verabreichung kann daher nur im Rahmen von Studien, mit Genehmigung einer

Ethikkomission und einer Probandenversicherung erfolgen (77).

1.5 Das extrakorporale Immununterstiitzungsverfahren EISS

Trotz Antibiotikatherapie und intensivmedizinischer Behandlung sterben auch heute in
Deutschland noch ein Drittel der an einer Sepsis erkrankten Patienten (11), so dass die
Suche nach neuen Therapiemoglichkeiten weiterhin aktuell bleibt. Als mogliche neue
Behandlungsmethode forscht die Arbeitsgruppe um Altrichter, Mitzner und Sauer an
einem extrakorporalen Immununterstiitzungssystem (Extracorporeal Immun Support
System - EISS) (78). Basierend auf dem Prinzip der Plasmapherese, gelangt das Plasma
eines erkrankten Patienten nach Plasmaseparation in einen abgetrennten Kreislauf, in dem
Blutzellen, insbesondere die Granulozyten eines gesunden Spenders zirkulieren.
Zuriickgehalten werden die Zellen durch einen Plasmafilter mit einer Porengrof3e von ca.
0,5um. So wird verhindert, dass Spenderzellen bzw. Zelltrimmer in den Organismus des
Patienten gelangen und dort moglicherweise negative Effekte auslosen. Der

Plasmariickstrom zum Patienten wird druckgesteuert iiber den Zustrom reguliert. (78, 79).

Plasma-

Separator 1
(Filter) Bioreactor

| E—
Plasma- Donor
Separator 2 Granulocytes
(Filter)
Blood Plasma

Abb.2: Schema des extrakorporalen Immununterstiitzungssystems EISS, mit Zustrom, Abfluss (inklusive

Plasmafilter) und Bioreaktor mit Spendergranulozyten (78).
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Die Sicherheit und Effektivitit der Methode wurde durch eine tierexperimentelle Studie
mit drei Gruppen sedierter, spontan atmender, weiblicher Schweine nachgewiesen. Je
sieben Schweine pro Gruppe erhielten eine letale Dosis lebender Staphyllococcus aureus-
Bakterien in Form einer Infusion. Gruppe I erhielt keine Therapie, alle sieben Tiere
verstarben im Beobachtungszeitraum. Gruppe II und III wurden entweder mit einem leeren
Bioreaktor, oder mit einem, der Zellen einer humanen Granulozytenzelllinie enthielt,
behandelt. In Gruppe II tlberlebten zwei von sieben, in Gruppe III, sechs von sieben
Tieren. Die Studie kam zu dem Ergebnis, dass die Behandlung des Plasmas mit
Spendergranulozyten bei den Tieren zu einer signifikanten Verbesserung des Uberlebens
im siebentdigigen Beobachtungszeitraum fiihrte. Es wurden keine Anzeichen -einer
allergischen Reaktion auf die menschlichen Granulozyten beobachtet. Auch gab es keinen
Anbhalt fiir andere negative Effekte auf den Verlauf der Erkrankung (79). 2010 wurde eine
erste klinische Studie an 10 Patienten mit septischem Schock durchgefiihrt. Die Patienten
wurden innerhalb von 72 Stunden zwei Mal fiir jeweils sechs Stunden mit dem
extrakorporalen System behandelt und iiber 28 Tage beobachtet. Die Granulozyten
wurden von einem blutgruppengleichen und mit Methylprednisolon stimulierten Spender
gewonnen. Die Noradrenalin-Dosierung der Patienten konnte signifikant reduziert werden
und die Spiegel des C-reaktiven Proteins (CRP) und Procalcitonins (PCT) fielen deutlich
ab. Es kam weiterhin zu einem signifikanten Anstieg der Leukozytenzahl und von
Interleukin (IL) 1-B, IL-6, IL-8 und IL-10. Unerwiinschte Wirkungen durch die
Spendergranulozyten konnten nicht beobachtet werden. Die Sterblichkeit lag nach 28
Tagen bei drei von 10, abschlieBend bei vier von 10 Patienten. Insgesamt konnten in der
Pilotstudie die Sicherheit der Methode bei Anwendung am Menschen nachgewiesen sowie
Hinweise in Richtung Effektivitit erhoben werden (78). Sollte sich die Behandlung
septischer Patienten mittels der extrakorporalen Immununterstiitzung auch in weiteren
Studien als wirksam erweisen, wiirde die Verfiigbarkeit von Granulozytenkonzentraten
starker ins Blickfeld riicken. Hierbei wiirde sich sowohl die Frage nach einer einfacheren

Gewinnung als auch nach langerer Haltbarkeit stellen.
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2. Zielsetzung

Einen  gewichtigen @ Grund fir die nur begrenzte = Anwendung  von
Granulozytenkonzentraten stellt die fehlende Lagerungsmoglichkeit dar. Zudem verzogert
sich durch die Suche nach einem Spender und die anschlieSende Herstellung eines frischen
Granulozytenkonzentrates die Verfiigbarkeit erheblich - Granulozytenkonzentrate sind
nicht konstant vorritig, wie beispielsweise Erythrozytenkonzentrate. So geht durch die

Herstellung auch Zeit fiir eine eventuell dringend benétigte Behandlung verloren.

Arbeitsgruppeninterne Versuche konnten zeigen, dass es moglich ist, die fiir eine
wirkungsvolle Therapie als notig angesehene Menge von 2-4x10'® Granulozyten (46) aus
ca. 30 Buffy Coats nicht vorstimulierter Blutspender zu gewinnen. Die Gewinnung der
Zellen aus Bufty Coats, die bei jeder zentrifugierten Vollblutspende entstehen, wiirde zu
einer wesentlich leichteren Verfligbarkeit fithren. Zudem wiirden fiir die Spender das
deutlich aufwéndigere Verfahren der Leukaphaerese mit vorhergehender Stimulation der
Granulozytopoese durch G-CSF und/oder Kortikosteroide sowie die Gefahr allergischer

Reaktionen auf den Sedimentationsbeschleuniger HES wegfallen.

Beziiglich der Lagerung von Granulozytenkonzentraten gibt es aktuell nur wenige
Veroffentlichungen. Ziel dieser Arbeit sollte es daher sein, systematisch verschiedene
Lagerungsbedingungen zu vergleichen und eine Methode zu finden, Granulozyten auch bis
zu 72 Stunden ohne groBere FunktionseinbuBBen aufbewahren zu konnen und damit eine
bessere Verfligbarkeit zu erreichen. Ein Problem der Lagerung ist sicher, dass es sich bei
den Granulozytenkonzentraten um Zellgemische handelt, bei denen die verschiedenen
Zellen und sonstigen Bestandteile jeweils unterschiedliche Lagerungsbedingungen
bendtigen. Demensprechend ist vor der Lagerung eine Verminderung der Nicht-
Leukozyten sinnvoll, um die Lagerungsbedingungen gezielt auf die Leukozyten ausrichten

zu konnen.
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3. Material und Methoden

3.1 Geriite

Tab.3: fiir die Versuche verwendete Geriite.

Gerit

Hersteller

Absauggerit Laboport

KNF Neuberger, Freiburg

Blutgasanlysegerdat, ABL 77 SCi

Radiometer, Kopenhagen, Danemark

Cobas Mira

Roche, Mannheim

FACS Calibur BD Biosciences, Heidelberg
Kiihlschrank Liebherr, Bulle, Schweiz

Luminoskan Ascent RS Typ 391 Labsystems Thermo Scientific, Karlsruhe
Magnetplatte MR 3001 Heidolph, Schwabbach

Mikroskop Wilovert 30 Hund, Wetzlar

Pipetten Acura 825 Socorex, Ecublens, Schweiz

Sterilwerkbank, Hera Safe

Thermo Scientific, Kalrsruhe

Stoppuhr SKT338N

Oregon Scientific, Buckinghamshire, GB

Sysmex KX-21N

Sysmex Corporation, Norderstedt

Vortex-Mischer V1 -1 plus

Biosan, Riga, Lettland

Wasserbad Typ 1002

GFL, Burgwedel

Zentrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifugenrohrchen

Eppendorf, Hamburg
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3.2 Materialien

Tab. 4: fiir die Versuche verwendete Materialien.

Beschreibung Hersteller
60ml-Perfusorspritze Beckton,  Dikinson and  Company,
Heidelberg

96-well-Platte, weild

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Buffy Coat

Transfusionsmedizin Rostock

Blutgruppengleiches Citratplasma

Transfusionsmedizin Rostock

Blutgruppengleiches CPD-Plasma

Transfusionsmedizin Rostock

CaMg-Losung

Orpegen, Heidelberg

Citrat-Puffer

Sigma-Aldrich, Seelze

Cord blood collection and T&B volume

reduction bag, 200 ml
MDT1200PU

Macopharma, Langen

Dexa 4mg/ml inject

Jenapharm, Jena

DHR 123 / invitrogen (1:10 mit PBS)

Orpegen, Heidelberg

Essigsdurelosung 1%tig (10ml in 990ml
NaCl-Losung)

Sigma-Aldrich, Seelze

Braun, Melsungen

HAES 200 Infukoll

Fresenius Kabi, Homburg

Heparin-Natrium-5000 / (5000 LE./0,2ml)

Ratiopharm, Ulm

HEPES

Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt

KCI-Losung 7,5%

Braun, Melsungen

Lucigenin (6,5 mM in 0,9% NaCl-Losung)

Sigma-Aldrich, Seelze

Luminol (100 mM in DMSO) Sigma-Aldrich, Seelze
NaCl-Losung 0,9% Braun, Melsungen

PBS Without Ca & Mg PAA Laboratories, Dulbecco’s
Schlauch Gambro, Rostock

T75 Zellkulturflaschen Greiner Bio-One, Frickenhausen
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Beschreibung Hersteller

Testkit Phagotest Orpegen, Heidelberg
Testkit Bursttest

e Waschlosung

e Quenching Reagenz

e Lysinglosung (1:10 mit Aqua

steril)

e DNA

e FITCE. coli

e E. coli

Trypanblau 0,4% Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt

Zahlkammer, NEUBAUER improved, Peqlab, Erlangen
DHC — Nol

Zentrifugenréhrchen 15 und 50ml Sarstedt, Niirnbrecht

Zymosan A (15 mg/ml in PBS/Sigma | Sigma-Aldrich, Seelze
Arbeitslosung: 5 mg/ml PBS)

3.3 Methoden
3.3.1 Aufreinigung der Buffy Coats

Zur Aufreinigung wurde ein modifiziertes Verfahren von A. Liibcke (Arbeitsgruppe)
angewendet. Unter der Sterilwerkbank wurden 60ml-Perfusorspritzen folgendermalBBen mit
Buffy Coat und HES 200, zur Beschleunigung der Erythrozyten-Sedimentation,
aufgezogen:
1. BC und  HES wurden im  Verhiltnis 1:1 gemischt (n=7).
2. BC und  HES wurden im  Verhiltnis 2:1 gemischt (n=8).
3. BC und HES wurden im Verhéltnis 2:1 gemischt und der entleerte BC Beutel wurde
mit der entsprechenden Menge HES ausgespllt (n=8).
An die Spritzen wurden verschlossene Schlduche geschraubt und die gesamte Konstruktion
wurde flir einige Sekunden vorsichtig geschwenkt und anschlieBend auf die Kolben
gestellt. Nach gut sichtbarer Sedimentation (ca. nach 40 Minuten) wurden die Uberstinde
iiber die Schlduche in sterile Zentrifugenréhrchen gefiillt. Die sedimentierten Erythrozyten

wurden verworfen.
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Abb. 3: Sedimentation nach 40 Minuten. Abb. 4: Uberstinde in Zentrifugenrohrchen.

Danach wurden die Zentrifugenr6hrchen fiir 7 Minuten bei 200g und 21°C zentrifugiert
und die Uberstinde abgesaugt und verworfen. Um Thrombozyten zu entfernen, wurde das
Sediment zwei mal mit NaCl-Losung ausgewaschen. Dabei wurden die Zellpellets nach
dem Absaugen in 40ml physiologischer NaCl-Losung resuspendiert, wieder bei 200g und
21°C fiir 7 Minuten zentrifugiert und die Uberstinde verworfen. Nach den Waschungen
wurden die zwei entstandenen Zellpellets in jeweils ca. Sml blutgruppengleichem Plasma
resuspendiert und gepoolt. Das verwendete Plasma wurde zuvor, zum Entfernen von
Kryoprézipitaten, direkt nach dem Auftauen, 10 Minuten bei 4°C und 3200g zentrifugiert.
Nur der Uberstand wurde zum Loésen und zur Lagerung der Zellen verwendet. Nach
automatischer Bestimmung der Konzentration weiler Blutzellen mit Hilfe des Sysmex,
wurden die Leukozyten entsprechend der angestrebten Konzentration im Lagermedium

verdiinnt und auf ihre Lagerbehéltnisse verteilt.
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3.3.2 Lagerung

Die Leukozytenkonzentrate wurden {iber 72 Stunden in ihrem entsprechenden Behiltnis
und Medium gelagert. Alle 24 Stunden wurden die zur Lagerung verwendeten
Zellkulturflaschen oder Kunststoffbeutel durch schwenkende Bewegungen vorsichtig
durchmischt, um die Leukozyten von den Winden zu l6sen. Die Zellkulturflaschen wiesen
dabei eine luftdurchléssige Filterkappe auf. Zwei bis drei Milliliter der Zellsuspensionen

wurden jeweils entnommen, um die folgenden Untersuchungen durchzufiihren:

e Erstellen eines Differentialblutbildes mit Hilfe des Sysmex

e Vitalititsbestimmung mit Hilfe des Trypanblau-Tests unter dem Lichtmikroskop
e Bestimmung der Chemilumineszenz

e Bestimmung des pH-Wertes/ Durchfiihrung einer Blutgasanalyse

e Durchflusszytometrische Bestimmung von Phagozytose und Oxyburst mit Hilfe des

FACS Calibur
e Bestimmung von Lactat, Glucose und der Aktivitdt der LDH durch den Cobas Mira

e Fixierung fiir die Betrachtung unter dem Elektronenmikroskop

Abb. 5: Lagerung in Zellkulturflaschen. Abb. 6: Beutellagerung bei 4°C.

In der folgenden Tabelle sind die verschiedenen Versuchsreihen dargestellt und unter
welchen Bedingungen die Leukozytenkonzentrate gelagert wurden. Jede Reihe bestand aus

drei gleich ablaufenden Versuchen. Die gednderten Bedingungen sind jeweils fett markiert.
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Tab. 5: Versuchsreihen.

Versuchsreihe/ Lagermedium Temperatur | Konzentration | Tests
Behiiltnis
1.) 20 ml 4°C, RT, 2,5x10%/ml Sysmex
Zellkulturflaschen | blutgruppengleiches 37°C (CO2- Trypanblau
mit Citrat- oder CPD- Inkubator) Chemi
luftdurchléssiger Plasma
Kappe
2)) 20 ml 4°C, RT, 5x10%/ml Sysmex
Zellkulturflaschen | blutgruppengleiches 37°C (CO2- Trypanblau
mit Citrat- oder CPD- Inkubator) Chemi
luftdurchldssiger | Plasma
Kappe
3) 40 ml 4°C, RT, 5x10%/ml Sysmex
Kunststoffbeutel | blutgruppengleiches 37°C (CO2- Trypanblau
mit niedriger Citrat- oder CPD- Inkubator) Chemi
Gaspermeabilitit | Plasma pH-Wert
4.) 40 ml 4°C, RT, 5x10°/ml Sysmex
Kunststoffbeutel blutgruppengleiches 37°C Trypanblau
mit niedriger Citrat- oder CPD- (Wasserbad) Chemi
Gaspermeabilitdt | Plasma und pH-Wert
Zitronensiure > pH
7,2
5.) 40 ml 4°C,RT 5x10%ml Sysmex
Kunststoffbeutel blutgruppengleiches Trypanblau
mit niedriger Citrat- oder CPD- Chemi
Gaspermeabilitit | Plasma und Citrat- FACS
Pufferlosung = pH BGA
7,17 mit HEPES
6.) 40 ml Citratplasma, | 4°C, RT 5x10°/ml Sysmex
Kunststoffbeutel Citrat-Pufferlosung Trypanblau
mit niedriger und KCI1 - pH 7,24 - Chemi
Gaspermeabilitit | 7,3 FACS
BGA
Cobas mira
7.) 40 ml CPD-Plasma, | 4°C,RT 5x10%/ml Sysmex
Kunststoffbeutel Citrat-Pufferlosung Trypanblau
mit niedriger und KC1 = pH 7,24 - Chemi
Gaspermeabilitit | 7,3 FACS
BGA
Cobas mira
8.) 40 ml CPD-Plasma RT 2x107/ml Sysmex
Kunststoffbeutel mit Citrat- gepoolte Trypanblau
mit niedriger Pufferlosung und KCl Zellen Chemi
Gaspermeabilitit | mit und ohne FACS
Dexamethason (1x10° BGA
> mol/l) Cobas mira
Elektronen-
mikroskopie
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Die ersten Versuche wurden in T75-Zellkulturflaschen mit luftdurchlissiger Filterkappe
durchgefiihrt. In allen spiteren Versuchen wurden wenig gasdurchlédssige Kunststoffbeutel
von Macopharma verwendet. Es handelte sich um sterile Beutel mit einem Volumen von
ca. 150 ml aus einem System zur Blutgewinnung und Volumenreduktion. Das System
bestand insgesamt aus drei Beuteln die iiber Schlduche miteinander verbunden waren. Der
Schlauch wurde zum Auffiillen der Beutel und zur Entnahme der Proben alle 24 Stunden
verwendet. Zwischen diesen Zeiten wurde er mit einer Klemme verschlossen. Siehe auch
Abbildung 5. Zur Verdiinnung der Leukozyten wurde Blutgruppengleiches Citrat- oder
CPD-Plasma in Form von gefrorenem Frischplasma verwendet. Die Gewinnung der
Plasmen kann jeweils sowohl durch Zentrifugation und Abpressen einer Vollblutspende,
als auch durch Apherese erfolgen (74). Citrat und CPD-Plasma unterschieden sich in ihren
Zusitzen. Um Citratplasma zu gewinnen wird dem Blut vor der Zentrifugation in der Regel
Natriumcitrat hinzugefiigt, dass durch Komplexbildung mit Kalziumionen zur

Gerinnungshemmung fiithrt. CPD-Plasma enthélt zusétzlich Phosphat und Dextrose (42).

3.3.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl von Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten, sowie der einzelnen
Leukozytenfraktionen (Neutrophile, Lymphozyten, Monozyten) wurde mit Hilfe des
Zellzéhlgerdtes Sysmex KX-21IN bestimmt. Ein Blutbild wurde jeweils aus dem Buffy
Coat, dem fertigen Leukozytenkonzentrat vor und nach dem Verteilen auf die Lagermedien

und aus jedem einzelnem Leukozytenkonzentrat alle 24 Stunden erstellt.

3.3.4 Vitalititsbestimmung

Die Vitalitit der Zellen wurde mit Hilfe des Trypanblautestes ermittelt.
Zuerst wurden 50ul Zellsuspension mit 50ul Trypanblau gemischt und ein bis zwei
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden zur Lyse der roten
Blutkorperchen und zum Verdiinnen 400ul Essigsdure (1%) hinzugegeben und das
Gemisch noch eine Minute inkubiert. Mit einer Pipette wurde die Losung in eine Neubauer
Zihlkammer gegeben und die Leukozyten in 2 - 4 der groflen Késtchen ausgezihlt. Zellen
die den blauen Farbstoff nicht angenommen hatten wurden als vital gewertet, Zellen mit

blauem Zytoplasma als avital.
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3.3.5 pH - Wert

Die Blutgasanalyse ist ein Verfahren zur Messung der Partialdriicke von Sauerstoff,
Kohlendioxid sowie des pH-Wertes und des Sdure-Basen-Haushaltes im Blut. Ab der
dritten Versuchsreihe wurde jeweils nach der Aufreinigung und alle 24 Stunden der pH-
Wert bestimmt. Zudem wurde in einigen Versuchen mittels Blutgasanalyse der pH-Wert

und der Kaliumspiegel durch Zugabe von Citronensdure und Kaliumchlorid modifiziert.

3.3.6 Chemilumineszenz

Die Intensitdt der Chemilumineszenz wurde jeweils direkt nach Aufreinigung und dann
tiber 72 Stunden alle 24 Stunden bestimmt. Dazu wurden Lucigenin und Luminol zum
Nachweis von Wasserstoffperoxid und Hydroxidionen (reaktive Sauerstoffspezies)
verwendet. Lucigenin und Luminol wirken als chemische Signalverstirker. Durch die
Verbindung mit reaktiven Sauerstoffspezies kommt es zur Abgabe von Photonen (79), die
mit dem Luminometer gemessen werden kdnnen. Die Intensitit der Lumineszenz ist dabei
proportional zur Anzahl der Reaktionen (80). Zymosan diente zur Stimulierung der
Leukozyten. Mit Hilfe des Blutbildes wurde die Menge Zellsuspension berechnet und
entnommen, welche 1 x 107 Leukozyten enthielt. Die Zellen wurden zentrifugiert, in
Plasma resuspendiert, auf 2 ml Losung aufgefiillt und nach folgendem Schema in eine 96-

Well-Platte pipettiert:

1. Zellsuspensionen (Leukozytenkonzentrat = LK)
2. Lucigenin, Luminol
3. PBS
4

. Zymosan

Die Lucigenin Stammlosung wurde im Verhéltnis 1+9 mit PBS verdiinnt, Luminol im

Verhéltnis 1+99.
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Tab. 6: Pipettierschema Chemilumineszenz, modifiziert nach A. Liibcke.

100ul Zellsuspension 100pl Zellsuspension 100ul Zellsuspension
50ul Lucigenin 50ul Lucigenin 50ul Lucigenin

50ul PBS 50ul PBS 50ul PBS

100ul Zellsuspension 100ul Zellsuspension 100ul Zellsuspension
50ul Lucigenin 50ul Lucigenin 50ul Lucigenin

50ul Zymosan 50ul Zymosan 50ul Zymosan
100ul Zellsuspension 100pl Zellsuspension 100ul Zellsuspension
50ul Luminol 50ul Luminol 50u] Luminol

50ul PBS 50ul PBS 50ul PBS

100ul Zellsuspension 100ul Zellsuspension 100ul Zellsuspension
50ul Luminol 50ul Luminol 50ul Luminol

50ul Zymosan 50ul Zymosan 50ul Zymosan
Messung:

Grundeinstellungen fiir Luminoskan Ascent RS:

Startup-Temperatur:

Inkubationstemperatur:

37°C
37°C

Messreihenfolge: entsprechend der Reihenfolge der Zymosanzugabe
Messvariante: Kinetik

Empfindlichkeit: hoch

Integrationszeit: Isec

Messintervall: 2min

Anzahl Messungen: 30

Zur Auswertung wurden mit Hilfe von Excel (Microsoft, 2007) die jeweils 30 Mittelwerte
der drei zusammengehorigen Messungen gebildet und addiert (entspricht der area under
curve). Somit ergaben sich aus der ersten und dritten Reihe die Negativkontrollen fiir
Lucigenin und Luminol und aus der zweiten und vierten Reihe die Hohe des durch
Zymosan stimulierten Oxybursts in relativen Chemilumineszenzunits. Die addierten Werte
der Negativkontrollen wurden jeweils von den addierten Werten der Positivkontrollen

abgezogen.

3.3.7 Bestimmung von Phagozytose und Oxyburst im Durchflusszytometer

Die Durchflusszytometrie ermoglicht es Zellen oder andere Partikel in einer Fliissigkeit
hinsichtlich ihrer Grof3e, Granularitdt und Fluoreszenzintensitdt zu unterscheiden. Durch

einen Laserstrahl (488nm), der auf die Zellen trifft und an ihnen gestreut wird, entsteht das
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sogenannte Vorwértsstreulicht (Forward scatter channel) und das Seitwirtsstreulicht (Side
scatter channel). Wéhrend das Vorwérsstreulicht Aussagen tiber die Zellgrofle ermoglicht,
kann das Seitwirtsstreulicht als MaB fiir die Granularitit angesehen werden. Die Emission
von Fluoreszenzlicht kann durch einen Laserstrahl anderer Wellenldnge ausgelost werden,
beispielsweise 530 nm fiir FITC (Fluorescein Isothicyanat) markierte E. coli Bakterien.
Dargestellt werden die Zellen in Dotplot-Diagrammen, als Punkte mit entsprechenden
Eigenschaften. Bestimmte Zellpopulationen, in diesem Fall die Granulozyten kdénnen

durch ,,Gates* von anderen Zellgruppen abgegrenzt werden.
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Abb. 7: Darstellung eines aufgereinigten Leukozytenkonzentrates (LK) nach durchflusszytometrischer Messung
in einem Dotplot-Diagramm. Die umrandeten Zellen entsprechen den Granulozyten. SSCH = Side scatter channel,

FSCH = Forward scatter channel.

Mit Hilfe des Durchflusszytometers (Facs Calibur BD) und den beiden Testkits Phagotest
und Bursttest von Orpegen konnte sowohl der Anteil der Zellen bestimmt werden, die E.
coli Bakterien phagozytierten, beziehungsweise durch Kontakt mit diesen reaktive
Sauerstoffspezies ausschiitteten, als auch die Intensitit, mit der sie dies taten.
Dabei dienten FITC markierte E. coli Bakterien zum Nachweis der Phagozytose und
Dihydrorhodamin 123 (DHR 123) zur Identifizierung reaktiver Sauerstoffspezies.
Diese Messungen wurden zusitzlich zur Bestimmung der Chemilumineszenz ab der 5.
Versuchsreihe auch an den Buffy Coats durchgefiihrt und jeweils direkt nach Aufreinigung
und dann iiber 72 Stunden alle 24 Stunden. Mit Hilfe des Blutbildes wurde die Menge
Zellsuspension berechnet und entnommen, die 1x10’ Leukozyten enthielt. Die Zellen
wurden zentrifugiert, in Plasma resuspendiert und auf 2ml Losung aufgefiillt. Davon
wurden 600ul entnommen mit 12 pl Heparin-Losung (1:20 verdiinnt:10ul Heparin 5000
LE./ 0,2 ml + 190 pul 0,9%ige NaCl-Losung => Zellsuspension mit 25 I.LE. Heparin /ml

Probe) vermischt und nach folgendem Schema pipettiert:
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Tab. 7: Pipettierschema Durchflusszytometrie, modifiziert nach A. Liibcke.

Rohrchen 1 Rohrchen 2 Rohrchen 3 Rohrchen 4 Rohrchen 5
(negative (negative (positiver (negative (positiver
Kontrolle, ohne | Kontrolle, auf Ansatz mit Kontrolle, mit Ansatz mit
DHR, ohne E. Eis mit FITC E. | FITC E. coli) DHR ohne E. DHR und E.
coli) coli) coli) coli)

100 pl heparinisierte Zellsuspension einpipettieren

20 ul PBS - 20 ul PBS -

vortexen vortexen

20 pl CaMg50 Losung - vortexen

5 ul DHR - vortexen

Inkubation 5
min, RT, dunkel

Inkubation 5
min auf EIS,
dunkel

Inkubation 5 min, RT, dunkel

20 pl eiskalte FITC markierte

E.coli - vortexen

20 ul eiskalte
E.coli -vortexen

Inkubation
2x10 min,
37°C, nach 10
min vortexen

Inkubation
2x10 min, auf
EIS, nach 10
min vortexen

Inkubation 2x10 min, 37°C Wasserbad, nach 10 min

vortexen

100 pl eiskalte Quenchinglosung

2x Waschen: 2 ml eiskalte EDTA-PBS 0,4% Losung — vortexen - zentrifugieren: 4°C, 5
min, 300g - Uberstand absaugen

Pellet lysieren: 2ml Lysing Losung — vortexen - Inkubation 20 min, RT, dunkel

Zentrifugation: 5 min, 300g, 4°C - Uberstand absaugen

2 ml Waschldsung — vortexen - Zentrifugation: 5 min, 300g, 4°C - Uberstand absaugen

200 pul DNA Farbelosung — vortexen - Inkubation 10 min auf EIS

200 pl PBS Losung

Messung am FACS Calibur

Zur Auswertung wurde CELLQuest Software verwendet.
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3.3.8 Bestimmung von Glucose, Lactat und LDH

Der Cobas Mira ist ein Analysegerdt zur Bestimmung von Elektrolyten, Enzymen,
Substraten und spezifischen Proteinen im Blutplasma. Ab der 6. Versuchsreihe wurden im
Plasma, im Buffy Coat, im LK und in den Ansétzen alle 24 Stunden iiber 72 Stunden
Glucose, Lactat und die Aktivitédt der Lactatdehydrogenase (LDH) bestimmt.

3.3.9 Elektronenmikroskopie

Fiir die 8. Versuchsreihe wurden wéhrend eines Durchganges elektronenmikroskopische
Bilder jeweils aus den Buffy Coats, dem aufgereinigten Leukozytenkonzentrat und dann

jeweils alle 24 Stunden aus den Ansétzen angefertigt.

3.3.10 Statistische Analyse

Die deskriptive Statistik erfolgte zundchst mit Hilfe von Excel (Microsoft Office 2007,
Seattle, USA). Das Programm wurde zur Berechnung der Mittelwerte und
Standardabweichungen und zum Erstellen der Diagramme benutzt. Mit Hilfe des
statistischen Softwarepaketes (Statistical Package for Social Siences [SPSS Inc., Chicago,
USA] Version 20) erfolgte die analytische Auswertung in Form der univariaten
einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) aller Werte einer Untersuchungsmethode zu
einem bestimmten Zeitpunkt. Bei signifikantem F-Test wurde der Fisher/LSD-Test (Least
Significant Difference) durchgefiihrt. P-Werte kleiner als 0,05 wurden dabei als
signifikant, p-Werte kleiner 0,01 als hochsignifikant gewertet.
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4. Ergebnisse

4.1 Aufreinigung der Buffy Coats

Insgesamt wurden im Rahmen aller Versuche 23 Buffy Coats unter verschiedenen
Bedingungen aufgereinigt. Das Ausgangsvolumen lag zwischen 50ml und 75ml.
Die folgende Tabelle soll verdeutlichen, wie hoch im Buffy Coat der Anteil der
Erythrozyten und Thrombozyten im Verhéltnis zu dem der Leukozyten lag und wie stark
sich diese zwei Fraktionen jeweils durch die Aufreinigung reduzierten. Die Zellzahl wurde

hierbei jeweils auf das Volumen der Buffy Coats hochgerechnet, ist also absolut.

Tab. 8: Zellzahlen x10° von Leukozyten (WBC), Thrombozyten (PLT) und Erythrozyten (RBC) im Buffy Coat
(BC) und nach drei verschiedenen Arten der Aufreinigung (BC und HES im Verhiltnis 1:1 [1:1], BC und HES im
Verhiltnis 2:1 [2:1] und BC und HES im Verhiltnis 2:1 inklusive Ausspiilen des Buffy Coat-Beutels mit HES
[2:14]) im Leukozytenkonzentrat (LK). n = 7/8/8.

BC BC BC LK LK LK
Aufreinigung WBC PLT RBC WBC PLT RBC
1:1 1,4 2427 104,8 0,6 35 1,5
+/-0,3 +/-36,3 +/-14,4 +/-0,1 +/-0,2 +/-0,1
2:1 1,6 219,2 81,0 0,8 2,9 1,2
+/-0,4 +/-42,1 +/-17,6 +/-0,1 +/-0,3 +/-0,9
2:1+ 2,0 242.0 75,8 1,0 3,5 1,1
+/-0,7 +/-36,5 +/-21,4 +/-0,2 +/-0,3 +/-1,2

Durch die Aufreinigung reduzierten sich die Erythrozyten durchgehend um tiber 99%, die
Thrombozyten um 94-95%. Aber auch bei den Leukozyten kam es zu Verlusten um ca.
50%. Bei der Aufreinigung im BC:HES Verhiltnis 2:1 und anschlieBendem Spiilen des
Beutels, blieben die meisten Leukozyten erhalten, knapp 50%. Die Reduktion roter
Blutzellen war bei der Aufreinigung 2:1+ signifikant hoher als bei 1:1. Die untenstehende
Abbildung zeigt noch einmal bildlich wie sich die Verhéltnisse der 3 Zellpopulationen im

Buffy Coat und im aufgereinigten Leukozytenkonzentrat darstellten.
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Abb. 8: durchschnittlicher Anteil von Plittchen (PLT) roten (RBC) und weilen (WBC) Blutzellen im Buffy Coat
und nach Aufreinigung im Buffy Coat:HES Verhiltnis 2:1 inklusive Spiilen des Buffy Coat-Beutels, n=8.

Differentialblutbild - Leukozyten

In diesem Diagramm wird veranschaulicht, inwieweit sich die drei Leukozyten-

Untergruppen durch die Aufreinigung absolut verénderten.

2,5

2,0

Monozyten
1,5

1T T
B Lymphozyten
10 - . B Neutrophile
. i B t
0,0 I T T T T T

BC1:1 BC2:1 BC2:1+ LK1:1 LK2:1 LK2:1+

Zellen x 10°

Abb. 9: Reduktion der absoluten Zellzahl von Monozyten, Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten bei drei
verschiedenen Arten der Aufreinigung, (Buffy Coat [BC] und HES im Verhiltnis 1:1 [1:1], BC und HES im
Verhiiltnis 2:1[2:1] und BC und HES im Verhiltnis 2:1 inklusive Ausspiilen des Buffy Coat — Beutels mit HES
[2:1+]). n = 7/8/8.

Insgesamt ldsst sich sagen, dass die Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten in den
Buffy Coats ungefihr jeweils 40-45 Prozent der Zellen ausmachten. Die Menge der
Monozyten entsprach jeweils nur 5-10 Prozent. Zu den stirksten Verlusten durch die
Aufreinigung, kam es bei den Lymphozyten. Bei allen drei Arten der Aufreinigung
reduzierte sich die Anzahl der Lymphozyten um ungefahr 80%. Bei den Monozyten kam
es zu einer hohen Schwankungsbreite. Teilweise lag die errechnete Anzahl der Monozyten

nach der Aufreinigung doppelt so hoch wie davor. Die Neutrophilen Granulozyten
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reduzierten sich bei der 1:1 Aufreinigung um 44%, bei der 2:1 Aufreinigung mit und ohne
ausspiilen des Buffy Coat Beutels nur um durchschnittlich 32% und 31%.
Insgesamt erwies sich die Aufreinigung im BC:HES-Verhéltnis von 2:1 am giinstigsten in
Hinblick auf die Reduktion von Erythrozyten und Thrombozyten. Im Durchschnitt kam es
bei dieser Methode auch zu einem geringeren Verlust an Leukozyten. Das Ausspiilen des
Buffy-Coat-Beutels zeigte nur minimale, nicht signifikante Vorteile in Bezug auf die
Bewahrung von Leukozyten. Die Leukozytenkonzentrate bestanden bei der effektivsten
untersuchten Form der Aufreinigung trotzdem noch zum gréfSten Teil aus Thrombozyten
(64%) und zu etwa gleich groBen Teilen aus Erythrozyten (19%) und Leukozyten (17%).
Die Reduktion der Gesamtleukozyten lag bei 50 %, die der Neutrophilen Granulozyten bei
32 %. Durchschnittlich konnten je Buffy Coat 0,95x10° Leukozyten gewonnen werden,
davon 0,61x10° Neutrophile Granulozyten.

29



4.2 Entwicklung der Zellzahl iiber 72 Stunden

Nach 24 Stunden lag die Zellzahl unter allen Lagerungbedingungen noch bei iiber 80% des
Ausgangswertes. Wobei die bei 37° C gelagerten Zellen in der 1., 3. und 4. Versuchsreihe
und die bei 4 °C gelagerten Zellen der 4., 5. Und 6. Versuchreihe signifikant schlechter
abschnitten, als die bei Raumtemperatur gelagerten Zellen der 2. und 3. Versuchreihe, die

die besten Ergebnisse erzielten.
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Abb. 10: Zellzahl in Prozent vom Ausgangswert (Leukozytenkonzentrat) nach 24 Stunden
AbKiirzungen: 2,5 :Konzentration weiBer Blutzellen von 2,5x10%/ml, 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml,
2: Konzentration weiBler Blutzellen von 2x107/ml, EF: Lagerung in einer Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT:
Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von Kaliumchlorid
(Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-

Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-5 mol/l )1: Gruppe mit bestem Ergebnis, *: signifikant im
Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.

Auch nach 48 Stunden Lagerung blieb die durchschnittliche Zellzahl in allen Ansétzen
relativ stabil. Die besten Werte konnten bei Lagerung in CPD-Plasma, bei Raumtemperatur
erzielt werden. Signifikant schlechter schnitt die Lagerung in Beuteln, ohne Zugabe eines
Citrat-Puffers (CPL) bei 4°C und 37°C ab, hier fiel die Zellzahl unter 80 Prozent des
Ausgangswerte. Auch bei Zugabe eines Citratpuffers bei 4°C und Raumtemperatur und bei
Lagerung mit HEPES bei 4°C waren die Zellzahlen signifikant niedriger als in der
Vergleichsgruppe. Bei Lagerung im Kiihlschrank kam es immer wieder zu

Agglutinationen.
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Abb. 11: Zellzahl in Prozent vom Ausgangswert (Leukozytenkonzentrat) nach 48 Stunden
Abkiirzungen: 2.5 :Konzentration weifler Blutzellen von 2,5x10%/ml, 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml,
2: Konzentration weifer Blutzellen von 2x107/ml, F: Lagerung in einer Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT:
Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von Kaliumchlorid
(Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-

Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-3 mol/l )1: Gruppe mit bestem Ergebnis, *: signifikant im

Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.

Abb. 12: Agglutinationen bei 4°C.

Die hochste Stabilitdt der Zellzahl zeigte sich auch nach 72 Stunden bei Lagerung im
Beutel, in CPD-Plasma und bei Raumtemperatur mit einer Zellzahl von iiber 95% des

Ausgangswertes.
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Abb. 13: Zellzahl in Prozent vom Ausgangswert (Leukozytenkonzentrat) nach 72 Stunden
AbKiirzungen: 2,5 :Konzentration weifer Blutzellen von 2,5x10%/ml, 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml,
2: Konzentration weier Blutzellen von 2x107/ml, F: Lagerung in einer Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT:
Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von Kaliumchlorid
(Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-
Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10~° mol/l )1: Gruppe mit bestem Ergebnis, *: signifikant im
Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.

Uber 90 Prozent des Ausgangswertes erreichten ebenfalls die bei 4°C und in CPD-Plasma
gelagerten Zellen der gleichen Versuchreihe, sowie beide Gruppen der hoch dosierten
Zellen der 8. Versuchsreihe und die bei Raumtemperatur und in Beuteln gelagerten Zellen
der 3. 4. Und 6. Versuchsreihe. Signifikant schlechtere Ergebnisse zeigten sich bei der
Lagerung in Beuteln ohne Zugabe eines Puffers bei 4°C und 37°C (3. Versuchsreihe)
sowie bei 37°C in der 4. Versuchsgruppe, auBerdem bei Lagerung in Zellkulturflaschen bei
4°C sowohl bei hoherer als auch bei niedriger Konzentration und bei 37°C in der
niedrigeren Konzentration. Im direkten Vergleich zeigten sich jeweils signifikant hohere
Zellzahlen fiir die Lagerung bei Raumtemperatur in der 3. Und 4. Versuchreihe. Die
Lagerung bei 37°C zeigte nach dem Wechsel auf luftundurchldssige Beutel und die
Lagerung iiber einem Wasserbad anstatt im CO*Inkubator deutlich schlechtere Ergebnisse
und wurde ab der 5. Versuchsreihe nicht mehr untersucht. Da die bei 4°C-Lagerung zu
beobachteten Agglutinationen als Ursache einer abnehmenden Zellzahl vermutet wurden,
wurde ab der 3. Versuchsreihe das zur Lagerung verwendete Plasma nach dem Auftauen
bei 4°C 10 Minuten bei 3000g zentrifugiert, um es von Kryoprezipitaten, die als Ursache

der Agglutinationen vermutet wurden, zu reinigen.
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4.3 Vitalitit iiber 72 Stunden
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Abb. 14: vitale Zellen in Prozent im frischen Leukozytenkonzentrat. Abkiirzungen: 2,5: Konzentration weifler
Blutzellen von 2,5x10%ml, 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von
2x107/ml, F: Lagerung in einer Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer
Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l),
Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason

(Konzentration 1x10-3 mol/l ).
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Abb. 15: vitale Zellen in Prozent nach 24 Stunden. Abkiirzungen: 2.5: Konzentration weifler Blutzellen von
2,5x10%ml, 5: Konzentration weiRer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weier Blutzellen von 2x107/ml, F:
Lagerung in einer Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer
Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l),
Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason

(Konzentration 1x10-3 mol/l ).1: Gruppe mit bestem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.
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Abb. 16: vitale Zellen in Prozent nach 48 Stunden. Abkiirzungen: 2,5: Konzentration weiler Blutzellen von
2,5x10%ml, 5: Konzentration weiler Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiler Blutzellen von 2x107/ml, F:
Lagerung in einer Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer
Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l),
Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason

(Konzentration 1x10- mol/1 ).1: Gruppe mit bestem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p < 0,01.
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Abb. 17: vitale Zellen in Prozent nach 72 Stunden. Abkiirzungen: 2.,5: Konzentration weifler Blutzellen von
2,5x10%ml, 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weifler Blutzellen von 2x107/ml, E:
Lagerung in einer Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer
Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l),
Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason

(Konzentration 1x10-3 mol/l ).1: Gruppe mit bestem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.

Insgesamt blieb die Vitalitdt in fast allen Ansédtzen deutlich liber 80 Prozent. Nach 72
Stunden wiesen die hoch konzentrieten Zellen der 8. Versuchsreihe die hochste Vitalitét
(97% und 98%) auf. Signifikant schlechtere Ergebnisse erzielten die in Zellkulturflaschen
gelagerten Zellen beider Konzentrationen bei 4°C und Raumtemperatur und die in Beuteln
bei 37°C gelagerten Zellen der 3. Versuchsreihe. Insgesamt schnitten die in Flaschen
gelagerten Zellen, auBBer bei 37°C schlechter als die in Beuteln aufbewahrten Zellen ab. Im
direkten Vergleich erzielten die in Beuteln, bei Raumtemperatur gelagerten Zellen bei
Zugabe von HEPES hohere Ergebnisse (nicht signifikant). Weiterhin lag die Vitalitit der
Zellen bei Lagerung in CPD-Plasma bei 4°C nach 72 Stunden hoher als bei Lagerung in
Citrat-Plasma (nicht signifikant).
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4.4 pH-Wert iiber 72 Stunden

Der pH-Wert des fiir die Lagerung verwendeten Plasmas lag durchschnittlich deutlich {iber
dem physiologischen Wert von 7,35-7,45 und stieg im Verlauf der Lagerung weiter an.
Wegen des erwarteten Anstieges wurde der Wert ab der 4. Versuchsreihe mit Hilfe einer
Citrat-Pufferlosung auf leicht azidotische Ausgangswerte zwischen 7,2 und 7,3 eingestellt.
Die in Zellkulturflaschen gelagerten Ansitze der ersten und zweiten Versuchsreihe wurden
erst wihrend des dritten Versuchsdurchganges gemessen und dort nicht nach 24 Stunden,

weswegen in diesem Diagramm kein Wert fiir die ersten zwei Versuchsreihen eingetragen

ist.
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Abb. 18: pH-Wert im aufgereinigten Leukozytenkonzentrat. Abkiirzungen: 2.5: Konzentration weiler Blutzellen
von 2,5x10%ml, 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, F:
Lagerung in einer Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer
Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l),
Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason

(Konzentration 1x10-3 mol/l), roter Balken: physiologischer pH-Bereich (7,35-7,45).

Im Vergleich zu den Ansitzen der ersten 3 Versuchsreihen war der pH-Wert in den frisch
aufgereinigten, mit einer Citrat-Pufferlosung versetzten Leukozytenkonzentraten der
Gruppen 4-8 deutlich niedriger. Er befand sich in allen diesen Ansétzen leicht unterhalb

des physiologischen Bereiches.
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Abb. 19: pH-Wert nach 24 Stunden. Abkiirzungen: 2,5: Konzentration weiBer Blutzellen von 2,5x10%ml, 5:
Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, F: Lagerung in einer
Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2),
KCI: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in

Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-3 mol/l), roter

Balken: physiologischer pH-Bereich (7,35-7,45).
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Abb. 20: pH-Wert nach 48 Stunden. Abkiirzungen: 2,5: Konzentration weier Blutzellen von 2,5x10%ml, 5:
Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10°ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, F: Lagerung in einer
Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2),
KCI: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in
Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-> mol/l), roter
Balken: physiologischer pH-Bereich (7,35-7,45).
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Abb. 21: pH-Wert nach 72 Stunden. Abkiirzungen: 2,5: Konzentration weier Blutzellen von 2,5x10%ml, 5:
Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, F: Lagerung in einer
Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2),
KCI: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in
Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-3 mol/l), roter

Balken: physiologischer pH-Bereich (7,35-7,45).

Im Verlauf von 72 Stunden kam es bei den meisten Ansitzen zu einem Anstieg des pH-
Wertes. Zusammenfassend ergaben sich die hochsten Anstiege wihrend der Lagerung in
Flaschen im Vergleich zur Beutellagerung. Eine niedrigere Konzentration ging ebenfalls
mit hoheren pH-Werten einher. Wobei die am hochsten konzentrierten Zellen der 8.
Versuchsreihe sich nach 72 Stunden als einzige Ansétze unterhalb des physiologischen
Bereiches befanden. Die im CO?-Brutschrank gelagerten Suspensionen befanden sich alle
im physiologischen pH-Bereich. Es lédsst sich ein leichter Trend zu geringeren pH-
Anstiegen bei Lagerung in 4°C statt bei Raumtemperatur erkennen. Die mit HEPES

gelagerten Zellsuspensionen verhielten sich ebenfalls stabiler in Bezug auf den pH-Wert.
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4.5 Chemilumineszenz iiber 72 Stunden

Insgesamt bewegte sich der Anteil der unstimulierten Aktivitit im Verhiltnis zur
stimulierten Aktivitidt in Bereichen zwischen 0 und 5 Prozent und wurde daher in den
Ergebnissen nicht zusétzlich aufgefiihrt. Die in Units berechnete unstimulierte Aktiviét

wurde jeweils von der stimulierten Aktivitdt abgezogen.
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Abb. 22: Intensitit der Chemilumineszenz nach 24 Stunden in Prozent vom Ausgangswert, Lucigenin, abziiglich
der unstimulierten Aktivitdten, ausgehend vom Wert des frisch aufgereinigten Leukozytenkonzentrates. Abkiirzungen:
2.5: Konzentration weiBer Blutzellen von 2,5x10%ml, 5:Konzentration weier Blutzellen von 5x10%/ml, 2: Konzentration
weifler Blutzellen von 2x107/ml, E: Lagerung in einer Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur,
CPL: Zugabe einer Citratpufterlosung (pH ca. 7,2), KCI: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5
- 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von
Dexamethason (Konzentration 1x10-° mol/1) 1: Gruppe mit hdchstem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05,

*%: p<0,01.

Nach 24 Stunden Lagerung kam es im Vergleich zum frisch aufgereinigten
Leukozytenkonzentrat bereits zu deutlichen Abfillen in der Intensistit der
Chemilumineszenz. Bei der Messung mit Lucigenin waren die Verluste besonders stark bei
den in Zellkulturflaschen gelagerten Zellen und bei der Lagerung im Beutel bei 37 °C (3.
Versuchsreihe). Dort sank die Intensitit unter 60 % des Ausgangswertes.
Uber 90% des Ausgangswertes erreichten die in CPD-Plasma und bei Raumtemperatur

gelagerten Zellen der 7. Und 8. Versuchsreihe.
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Abb. 23: Intensitit der Chemilumineszenz nach 24 Stunden in Prozent vom Ausgangswert, Luminol, abziiglich der
unstimulierten Aktivitdten, ausgehend vom Wert des frisch aufgereinigten Leukozytenkonzentrates Abkiirzungen: 2.5:
Konzentration weiBer Blutzellen von 2,5x10%ml, 5:Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration
weiBer Blutzellen von 2x107/ml, F: Lagerung in einer Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur,
CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5
- 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von

Dexamethason (Konzentration 1x10-3 mol/l) 1: Gruppe mit héchstem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05,

**:p<0,01.

Bei Messung mit Luminol wiesen die Zellen der 8. Versuchsreihe, ohne Zugabe von
Dexamethason die hochsten Aktivitdtsniveaus auf, gefolgt von den bei 4°C gelagerten
Zellen der 6. Und 7. Reihe. Signifikant schlechtere Ergebnisse erzielten auch hier die bei
Raumtemperatur in Flaschen gelagerten Zellen der ersten Versuchsgruppe, mit der
niedrigsten Konzentration an Granulozyten, sowie die bei 37°C und mit Citratpuffer im

Beutel gelagerten Zellen der 4. Gruppe.
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Abb. 24: Intensitit der Chemilumineszenz nach 48 Stunden in Prozent vom Ausgangswert, Lucigenin, abziiglich
der unstimulierten Aktivititen, ausgehend vom Wert des frisch aufgereinigten Leukozytenkonzentrates Abkiirzungen:
2,5: Konzentration weifler Blutzellen von 2,5x10%ml, 5:Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%/ml, 2: Konzentration
weifler Blutzellen von 2x107/ml, E: Lagerung in einer Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur,
CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5
- 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von

Dexamethason (Konzentration 1x10 mol/l) 1: Gruppe mit hochstem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05,
% p < 0,01.

Nach 48 Stunden reduzierte sich die Intensitit der Chemilumineszenz sowohl unter
Messung mit Lucignenin als auch unter Luminol bei der Lagerung in Zellkulturflaschen
noch starker. Die hochsten Verluste wiesen hier die bei Raumtemperatur gelagerten Zellen
auf. Weiterhin sehr schlecht schnitten die bei 37°C in luftundurchldssigen Beuteln
gelagerten Zellen ab (Versuchsgruppe 3 und 4). Die in CPD-Plasma und bei
Raumtemperatur gelagerten Zellen der 7. Und 8. Versuchsreihe erreichten wiederum die
besten Ergebnisse von 80-90% des Ausgangswertes (Lucigenin) beziechungsweise von 63-
77% (Luminol). Bei Messung mit Luminol befanden sich auch die Zellen der Citratgruppe
(6) im Spitzenbereich. Im Temperaturvergleich schnitten bei der Beutellagerung die bei
Raumtemperatur aufbewahrten Zellen jeweils besser ab. Signifikant waren diese
Ergebnisse insgesamt in der 3. und 4. Versuchgruppe, bei Messung mit Lucigenin

zusétzlich noch in der 7. Versuchsgruppe.
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Abb. 25: Intensitit der Chemilumineszenz nach 48 Stunden in Prozent vom Ausgangswert, Luminol, abziiglich der
unstimulierten Aktivitdten, ausgehend vom Wert des frisch aufgereinigten Leukozytenkonzentrates. Abkiirzungen: 2.,5:
Konzentration weiBer Blutzellen von 2,5x10%ml, 5:Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration
weifler Blutzellen von 2x107/ml, E: Lagerung in einer Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur,
CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5
- 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von

Dexamethason (Konzentration 1x10-3 mol/l) 1: Gruppe mit héchstem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05,

**: p<0,01.
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Abb. 26: Intensitit der Chemilumineszenz nach 72 Stunden in Prozent vom Ausgangswert , Lucigenin, abziiglich
der unstimulierten Aktivitdten, ausgehend vom Wert des frisch aufgereinigten Leukozytenkonzentrates. Abkiirzungen:
2,5: Konzentration weif3er Blutzellen von 2,5x10%ml, 5:Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%/ml, 2: Konzentration
weifler Blutzellen von 2x107/ml, F: Lagerung in einer Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur,
CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5
- 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von

Dexamethason (Konzentration 1x10-3 mol/l) 1: Gruppe mit hochstem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05,

**: p<0,01.

Nach 72 Stunden Lagerung zeigte sich die stdrkste Reduktion der
Chemilumineszenzintensitit bei den Ansitzen in Zellkulturflaschen und den bei 37°C in
Beuteln gelagerten Zellen. Im Vergleich der Gruppen 1 und 2 schnitten jeweils die hoher
konzentrierten und die bei 37°C gelagerten Zellen am besten ab, die bei Raumtemperatur
aufbewahrten am schlechtesten. Unter Lucigenin erzielten, wie in den vorangegangenen
Messungen die letzten 3 Ansitze (Zellen bei Raumtemperatur in CPD-Plasma, 5x10° bzw.
2x107 Zellen/ml, mit und ohne Dexamethason) sowie die bei Raumtemperatur gelagerten
Zellen der 3. Versuchsreihe die besten Ergebnisse. Die Intensitit der Chemilumineszenz
lag hier zwischen 56 und 80% des Ausgangswertes. Bei der Messung mit Luminol lagen
die Werte insgesamt niedriger. Den hochsten Wert erzielten hier die bei Raumtemperatur
und ohne Citratpuffer gelagerten Zellen der 3. Versuchsreihe mit gut 64% des
Ausgangswertes. An zweiter Stelle mit knapp 49% des Ausgangswertes befanden sich die
hoch konzentrierten Zellen der 8. Versuchsgruppe ohne Dexamethason. Ebenfalls nicht

signifikant schlechter schnitten die Zellen der 4., 6. und 7. Versuchsreihe bei Lagerung in
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Raumtemperatur ab. Die mit Dexamethason versehenen Zellen erzielten im Durchschnitt
bei allen Messungen niedrigere Ergebnisse als die Vergleichsgruppe, die Unterschiede

waren jedoch nicht signifikant.
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Abb. 27: Intensitiit der Chemilumineszenz nach 72 Stunden in Prozent vom Ausgangswert , Luminol, abziiglich der
unstimulierten Aktivitdten, ausgehend vom Wert des frisch aufgereinigten Leukozytenkonzentrates. Abkiirzungen: 2.5:
Konzentration weiBer Blutzellen von 2,5x10%ml, 5:Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration
weifler Blutzellen von 2x107/ml, E: Lagerung in einer Zellkulturflasche, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur,
CPL: Zugabe einer Citratpufterlosung (pH ca. 7,2), KCI: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5
- 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von

Dexamethason (Konzentration 1x10-° mol/1) 1: Gruppe mit hdchstem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05,

**:p<0,01.
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4.6 Oxyburst und Phagozytose iiber 72 Stunden
Oxyburst

Die durchflusszytometrischen Bestimmungen von Phagozytose und Oxyburst wurden ab
der 4. Versuchsreihe durchgefiihrt. Die Zellen fiir die Versuchsreihe 4 bis 7 wurden jeweils
aus einem Buffy Coat gewonnen. Die Zellen fiir die hoher konzentrierte 8. Versuchsreihe
entstanden durch das poolen zweier verschiedener Buffy Coats. Die Intensitdt des
Oxybursts und der Phagozytose in der Negativkontrolle (ohne DHR und ohne e-coli) lag
durchgehend zwischen max. 5 und unter einem Prozent und wurde in diesem Fall nicht von

den posistiven Werten abgezogen.
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Abb. 28: Anteil der am Oxyburst beteiligten Zellen in Prozent ohne (-) und mit (+) Stimulation im Buffy Coat.
Abkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%/ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, B:
Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von

Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD:

Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-° mol/l).
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Abb. 29: Anteil der am Oxyburst beteiligten Zellen in Prozent ohne (-) und mit (+) Stimulation im
Leukozytenkonzentrat. Abkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10°%ml, 2: Konzentration weiler
Blutzellen von 2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca.
7,2), KCl: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in

Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10- mol/l).
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Abb. 30: Intensitit des Oxyburst in Prozent, bezogen auf den Buffy Coat im aufgereinigten
Leukozytenkonzentrat. Abkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weier
Blutzellen von 2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca.
7,2), KCI: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in

Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-3 mol/l), 1:

Gruppe mit bestem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p <0,05, **: p <0,01.
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Der Anteil der nach Stimulation durch Bakterien am Oxyburst beteiligten Zellen lag
sowohl im Buffy Coat als auch direkt nach der Aufreinigung im Granulozytenkonzentrat
bei anndhernd 100%. In den Buffy Coats der 4./5. und 8. Versuchsreihe zeigten 60% der
Zellen auch ohne Stimulation spontane Aktivitit. Nach der Aufreinigung hatte sich dieser
Wert um durchschnittlich ca. 10 Prozent reduziert. Die Intensitdt des Oxyburst hatte sich in
der 4. und 5. Versuchsreihe (hier Ansédtze 1 — 4) nach der Aufreinigung auf 87% des
Ausgangswertes reduziert. In der 6. und 7. Versuchsreihe (hier Ansitze 5 - 8) lag der Wert
nach der Aufreinigung bei 98% und in der 8. Versuchsreihe (hier Ansédtze 9 und 10), die
durch poolen von 2 Buffy Coats entstanden waren, hatte sich die Intensitit auf 117% des
Ausgangswertes erhoht. Die Leukozytenkonzentrate aus den gepoolten Buffy Coats wiesen
bezogen auf die Ausgangsaktivitit eine signifikant bzw. hochsignifikant hohere Aktivitit

auf, als die aus einem einzelnen Buffy Coat gewonnenen Zellen.
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Abb. 31: Anteil der am Oxyburst beteiligten Zellen in Pozent ohne (-) und mit (+) Stimulation nach 24 Stunden.
Abkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%/ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, B:
Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlésung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von
Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD:
Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-° mol/l), 1: Gruppe mit bestem

Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.
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Abb. 32: Intensitit des Oxyburst in Prozent, bezogen auf den Buffy Coat nach 24 Stunden.
Abkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, B:
Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von

Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD:

Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-° mol/l), 1: Gruppe mit bestem

Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.

Nach 24 Stunden Lagerung nahmen -bis auf die bei 4°C in HEPES gelagerten Zellen- bei
Stimulation immernoch ca. 100% der Zellen am Oxyburst teil. Der Anteil spontan aktiver
Zellen erhohte sich durchschnittlich bei Lagerung im Kiihlschrank etwas stirker als bei
Raumtemperatur, die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Die mit Dexamethason
versetzten Ansédtze zeigten etwas niedrigere Anteile spontan aktiver Zellen, als die
Vergleichsgruppe, jedoch war auch dieser Unterschied nicht signifikant.
Insgesamt bewegten sich die Intensititen des Oxybursts nach 24 Stunden Lagerung
zwischen knapp 60 und iiber 100 Prozent des Ausgangswertes. Die bei 4°C in CPD-Plasma
gelagerten Zellen erzielten die hochsten Ergebnisse. Signifikant schlechter schnitt die
Lagerung bei Raumtemperatur ohne Zusitze und bei 4°C und Zugabe von HEPES ab.
Weitere jedoch nicht signifikante Unterschiede: die bei 4°C gelagerten Zellen wiesen
jeweils etwas hohere Ergebnisse, als die bei Raumtemperatur gelagerten auf. Die in CPD-
Plasma gelagerten Zellen erzielten bei beiden Temperaturen durchschnittlich jeweils leicht
hohere Werte, als die Vergleichsgruppe mit Citratplasma. Bei den Ansdtzen ohne

Dexamethason lag die Intensitdt des Oxyburst etwas hoher als in der Vergleichsgruppe.
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Abb. 33: Anteil der am Oxyburst beteiligten Zellen in Prozent ohne (-) und mit (+) Stimulation nach 48 Stunden.
AbKkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, B:
Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von
Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD:
Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-3 mol/l), 1: Gruppe mit bestem

Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.
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Abb. 34: Intensitit des Oxyburst in Prozent, bezogen auf den Buffy Coat nach 48 Stunden.
Abkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%/ml, 2: Konzentration weier Blutzellen von 2x107/ml, B:
Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlésung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von
Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD:

Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x103 mol/l), 1: Gruppe mit bestem

Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.
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Auch nach 48 Stunden waren bei Stimulation durchschnittlich noch fast alle Zellen am

Oxyburst beteiligt, signifikant niedrigere Werte, als die beste Gruppe wiesen nur die bei

Raumtemperatur, ohne Zusétze gelagerten Zellen (4. Veruschsreihe) auf. Die unstimulierte

Aktivitédt blieb teilweise weiterhin hoch, den niedrigsten Wert wiesen hier die in CPD-

Plasma bei Raumtemperatur gelagerten Zellen auf, den hochsten die hoch konzentrierten

Ansdtze mit und ohne Dexamethason. Diese beiden zeigten beziiglich der Intensitit des

Oxyburst mit {iber 100% des Ausgangswertes die besten Ergebnisse. In den niedriger

dosierten Ansdtzen kam es zu signifikant niedrigeren Werten mit Aktivitdtsniveaus

zwischen 38 und 62 Prozent der Ausgangswerte. Das nach 24 Stunden beobachtete nicht

signifikante Muster von hoherer Aktivitit bei der Lagerung im Kiihlschrank (nun auch bei

den HEPES-Ansétzen) setzte sich fort.
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Abb. 35: Anteil der am Oxyburst beteiligten Zellen in Prozent ohne (-) und mit (+) Stimulation nach 72 Stunden.

Abkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%/ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, B:

Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von

Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD:

Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-° mol/l), 1: Gruppe mit bestem

Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.
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Abb. 36: Intensitit des Oxyburst in Prozent, bezogen auf den Buffy Coat nach 72 Stunden.
Abkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, B:
Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von
Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD:

Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-° mol/l), 1: Gruppe mit bestem

Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.

Nach 72 Stunden Lagerung kam es in Hinblick auf den Anteil der aktiven Zellen in einigen
Ansitzen zu deutlichen Abfillen, der Wert sank aber in keiner Gruppe unter 80 Prozent.
Hinsichtlich dem Anteil spontan aktiver Zellen wiesen die hoher konzentrierten Ansitze,
wie auch die im Beutel ohne Zusdtze und bei 4°C mit HEPES gelagerten Zellen signifikant
hohere Werte auf als die Zellen der anderen Ansétze. Beziiglich der Intensitit des Oxyburst
zeigten die hoch konzentrierten Ansdtze mit und ohne Dexamethason die besten
Ergebnisse mit Werten iiber 100% ausgehend vom Buffy Coat. Bei allen anderen Ansétzen
kam es im Vergleich dazu zu hochsignifikant schlechteren Aktivititsniveaus. Die Aktivitit
fiel in allen Gruppen auf Werte unter 40% des Ausgangswertes ab. Die besten Werte
erzielte hier noch der Ansatz bei Raumtemperatur und HEPES mit einem

durchschnittlichen Wert von 39%.
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Abb. 37: Anteil der an der Phagozytose beteiligten Zellen in Prozent ohne (-) und mit (+) Stimulation im Buffy
Coat. Abkiirzungen: 5: Konzentration weier Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von
2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlésung (pH ca. 7,2), KCI:
Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in

Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-° mol/l).
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Abb. 38: Anteil der an der Phagozytose beteiligten Zellen in Prozent ohne (-) und mit (+) Stimulation im
Leukozytenkonzentrat. Abkiirzungen: 5: Konzentration weier Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiler
Blutzellen von 2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca.
7,2), KCI: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in

Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10- mol/l).
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Abb. 39: Intensitit der Phagozytose in Prozent, bezogen auf den Buffy Coat im aufgereinigten
Leukozytenkonzentrat. Abkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10°%ml, 2: Konzentration weiler
Blutzellen von 2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca.
7,2), KCl: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in

Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10- mol/l), 1:

Gruppe mit bestem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.

Die Anzahl der an der Phagozytose beteiligten Zellen hatte sich nach der Aufreinigung
teilweise um einige Prozentpunkte reduziert. Die Anzahl der spontan aktiven Zellen lag
vor und nach der Aufreinigung unter 10 Prozent und damit deutlich niedriger als die
entsprechenden Werte fiir den Oxyburst. Bezogen auf die Phagozytoseintensitit des Buffy

Coats kam es in den frisch aufgereinigten LKs zu Verlusten zwischen 11 und 34 Prozent.
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Abb. 40: Anteil der an der Phagozytose beteiligten Zellen in Prozent ohne (-) und mit (+) Stimulation nach 24
Stunden. Abkiirzungen: 5: Konzentration weifer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weier Blutzellen von
2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCI:

Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in

Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10- mol/l), 1:

Gruppe mit bestem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.
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Abb. 41: Intensitit der Phagozytose in Prozent, bezogen auf den Buffy Coat nach 24 Stunden
Abkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, B:
Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlésung (pH ca. 7,2), KCI: Zugabe von
Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD:

Lagerung in  CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration  1x107  mol/l).
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Nach 24 Stunden kam es nur bei der Lagerung im Kiihlschrank in CPD-Plasma zu einem
Abfall der phagozytierenden Zellen unter 90% vom Ausgangwert, die andern Ansitze
blieben iiber diesem Wert. Im Gegensatz zu den Ergebnissen des Oxyburst, kam es bei den
hoher konzentrierten Zellen zu einem sehr niedrigen Anteil spontan aktiver Zellen.
Signifikant hohere Spontanaktivitdten zeigten sich in den Ansédtzen der 4. und 5.
Versuchsreihe.

Bezogen auf die Intensitit der Phagozytose ergaben sich nach 24 Stunden keine
signifikanten Unterschiede. Im der Tendenz verhielten sich die hoher konzentrierten und
die in Citratplasma gelagerten Ansdtze am stabilsten. Zu den stérksten Verlusten kam es

bei der Lagerung mit HEPES.
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Abb. 42: Anteil der an der Phagozytose beteiligten Zellen in Prozent ohne (-) und mit (+) Stimulation nach 48
Stunden. Abkiirzungen: 5: Konzentration weier Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von
2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCI:
Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in

Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-° mol/1).
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Abb. 43: Intensitit der Phagozytose in Prozent, bezogen auf den Buffy Coat nach 48 Stunden.
Abkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, B:
Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von
Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD:

Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-3 mol/l).

Auch nach 48 Stunden waren bei Stimulation mit e-coli-Bakterien bis auf die bei 4°C
gelagerten Zellen der 4. Versuchsreihe in allen Ansétzen noch tiber 90% der Zellen an der
Phagozytose beteiligt. Der Anteil unstimuliert aktiver Zellen war in den hoch
konzentrierten Ansdtzen am niedrigsten und stieg in den Citrat- und CPD-Plasma Ansétzen
leicht iiber 20 Prozent, die Unterschiede waren aber auf Grund der hohen
Standardabweichung nicht signifikant. Auch hinsichtlich der Intensitit der Phagozytose
gab es wie nach 24 Stunden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Ansdtzen. Die
Werte bewegten sich zwischen 56 und 87% vom Ausgangswert, mit durchschnittlich den
hochsten Werten in den hoch konzentrierten Ansédtzen und den niedrigsten bei den beiden

Ansétzen ohne Zusétze der 4. Versuchsreihe.
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Abb. 44: Anteil der an der Phagozytose beteiligten Zellen in Prozent ohne (-) und mit (+) Stimulation nach 72
Stunden. Abkiirzungen: 5: Konzentration weier Blutzellen von 5x10%/ml, 2: Konzentration weier Blutzellen von
2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlésung (pH ca. 7,2), KCI:
Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in
Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-° mol/l), 1:

Gruppe mit bestem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p <0,05, **: p <0,01.
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Abb. 45: Intensitit der Phagozytose in Prozent, bezogen auf den Buffy Coat nach 72 Stunden
AbKiirzungen: Abkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen

von 2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlésung (pH ca. 7,2), KCI:

Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in

Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10- mol/l).
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Nach 72 Stunden bewegte sich der Anteil, der zur Phagozytose stimulierbaren Zellen
zwischen 84 - 96%, ohne signifikante Unterschiede zwischen den Ansétzen. Erneut wiesen
die am hochsten konzentrierten Zellen die geringste Spontanaktivitdt auf, signifikant waren
die Unterschiede jedoch nur zwischen dem mit Dexamethason versetzen Ansatz und dem
Ansatz ohne Zusdtze bei 4°C bzw. dem Ansatz mit HEPES und Lagerung bei
Raumtemperatur.

Die Intensitdt der Phagozytose nahm weiter ab und lag nach 72 Stunden zwischen 53 und
82% des Ausgangswertes. Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren wiederum nicht
signifikant, jedoch setzte sich der Trend mit den besten Ergebnissen bei den hoher
konzentrierten Ansitzen mit und ohne Dexamethason fort. Die bei 4°C ohne Zusétze oder

in HEPES gelagerten Zellen erzielten erneut eher niedrige Werte.

4.7 Glucose, Lactat und LDH iiber 72 Stunden

Die Bestimmung der Konzentrationen bzw. der Aktivitdten von Glucose, Lactat und der
Lactatdehydrogenase wurden ab der 6. Versuchsreihe durchgefiihrt. Die Glucosespiegel
lagen in den untersuchten Buffy Coats etwas unter 20 mmol/l, der Laktatspiegel bei 5,6
und 7,5mmol/l und die Aktivitit der Laktatdehydrogenase durchschnittlich bei 280 und
150 Units/1.
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Abb. 46: Glucosekonzentration in mmol/l im Buffy Coat. Abkiirzungen: 5: Konzentration weifler Blutzellen von
5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe
einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCI: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l),
Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason

(Konzentration 1x10-3 mol/l).
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Abb. 47: Konzentration von Lactat in mmol/l und Aktivitit der Lactatdehydrogenase (LDH) in Units/l im Buffy
Coat. Abkiirzungen: 5: Konzentration weier Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von
2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCI:
Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in

Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-> mol/l).
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Abb. 48: Glucosekonzentration in mmol/l im Plasma nach 0 Stunden. Abkiirzungen: 5: Konzentration weiller
Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT:

Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von Kaliumchlorid

(Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-
Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10-3 mol/1), 1: Ansatz mit hochstem Ergebnis, *: signifikant

im Vergleich zu 1, p <0,05, **: p <0,01.
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Abb. 49: Konzentration von Lactat in mmol/l und Aktivitit der Lactatdehydrogenase (LDH) in Units/l im
frischen Leukozytenkonzentrat. Abkiirzungen: 5: Konzentration weifler Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration
weifler Blutzellen von 2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlsung

(pH ca. 7,2), KCI: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der

Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10~ mol/l).

Das zur Lagerung verwendete Citratplasma wies signifikant niedrigere Glucosespiegel als
das CPD-Plasma auf. Der Lactatspiegel und die Aktivitit der Lactatdehydrogenase

bewegten sich bei allen Plasmen in einem &hnlichen Bereich.
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Abb. 50: Glucosekonzentration in mmol/l nach 24 Stunden. Abkiirzungen: 5: Konzentration weiler Blutzellen von
5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe
einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCI: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l),
Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason

(Konzentration 1x10-3 mol/l), 1: Ansatz mit hochstem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.
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Abb. 51: Konzentration von Lactat in mmol/l und Aktivitit der Lactatdehydrogenase (LDH) nach 24 Stunden.
Abkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, B:

Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von

Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD:
Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10° mol/l), 1: Ansatz mit héchstem

Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.

Nach 24 Stunden Lagerung war der Lactatspiegel in allen Ansédtzen angestiegen. Am
stiarksten fiel der Anstieg bei den hoher konzentrierten Zellen aus. AuBlerdem war der
Anstieg jeweils (nicht signifikant) stirker bei Raumtemperatur und bei Lagerung in CPD-
Plasma. Bei Zusatz von Dexamethason, fiel der Anstieg geringer aus, jedoch waren auch
diese Unterschiede nicht signifikant. Die Aktivitdt der Lactatdehydrogenase hatte sich

kaum verandert.
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Abb. 52: Glucosekonzentration in mmol/l nach 48 Stunden. Abkiirzungen: 5: Konzentration weiler Blutzellen von
5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe
einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCI: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l),
Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason

(Konzentration 1x10-3 mol/l), 1: Ansatz mit hochstem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.
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Abb. 53: Konzentration von Lactat in mmol/l und Aktivitit der Lactatdehydrogenase (LDH) nach 48 Stunden.
Abkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%/ml, 2: Konzentration weier Blutzellen von 2x107/ml, B:
Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von
Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD:

Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10 mol/l), 1: Ansatz mit hdchstem
Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.

Nach 48 Stunden hatten sich, die schon nach 24 Stunden ersichtlichen Unterschiede
zwischen den Ansitzen weiter verstdrkt. Die hoch konzentrierten Zellen wiesen signifikant
hohere Lactatspiegel als die anderen Ansdtze auf. Auch die Unterschiede hinsichtlich
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Temperatur und Art des Plasmas verstirkten sich. Hinsichtlich der Aktivitdt der
Lactatdehydrogenase gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Ansitzen bzw.

den vorangegangenen Messungen.
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Abb. 54: Glucosekonzentration in mmol/l nach 72 Stunden. Abkiirzungen: 5: Konzentration weiler Blutzellen von
5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, B: Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe
einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCI: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l),
Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason

(Konzentration 1x10-3 mol/l), 1: Ansatz mit hochstem Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.

J— 1 * —
s z o S 200 T
£ ' s T
£ U T 2 150 -
C -— .
£ 6 || £ S
c 1 || T
= Z | S 100 +— — - -
o _ 5]
|5 3 — — |
N 2 - - || © 50 — — — —
S 1 1= =
= T | B <
g O T T T T T T T 1 < O T T T T T T T 1
3 Q,,\)(\,,\) (\,,«){\,,\) Q,,@(\,,% <<’°’\o’°’\ Q,%\Q,o; Q,,’b\ 2
S <{,\\\ S <z’~\\ <g\\ é\\ S Q,}\ S <{i\\ <g\\ qﬁ\\
AR U A XY o
.{\_@(’/\é L& \,‘F Q"' .{é’b(,\‘é L& N
PO O¢ & PO O ¢ &>
C % Q ) Q\ % O % Q . Q‘
PN %6 Q' ™ ™ ¢ %6 Q'
) AR O ZQ D 4 QO
o;b 5 v & %Q; “ Vv &
AR AR

Abb. 55: Konzentration von Lactat in mmol/l und Aktivitit der Lactatdehydrogenase (LDH) nach 72 Stunden.
Abkiirzungen: 5: Konzentration weiBer Blutzellen von 5x10%ml, 2: Konzentration weiBer Blutzellen von 2x107/ml, B:
Lagerung im Beutel, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citratpufferlosung (pH ca. 7,2), KCl: Zugabe von
Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der Zellen in Citratplasma, CPD:

Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10 mol/l), 1: Ansatz mit hdchstem
Ergebnis, *: signifikant im Vergleich zu 1, p < 0,05, **: p <0,01.
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Insgesamt kam es iiber die 72 Stunden in allen Ansidtzen nur zu geringen Abféllen der
Glucosekonzentration. Die Konzentration blieb im CPD-Plasma signifikant hoher als im
Citratplasma. Das Muster des stirkeren Anstieges der Lactatkonzentration bei hoheren
Temperaturen, hoherer Konzentration und bei Lagerung in CPD-Plasma blieb iiber die Zeit
bestehen. Auf Grund der kleinen Stichprobe konnten fiir die Versuchsreihen 6 und 7
jedoch keine Signifikanz berechnet werden. Die mit Dexamethason versetzten Zellen
wiesen nach 72 Stunden signifikant niedrigere Lactatspiegel als die Vergleichsgruppe auf.
Hinsichtlich der LDH =zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Im Trend stieg die Aktivitit bei Lagerung in Citratplasma etwas stirker an als in
den CPD-Ansitzen, jedoch nicht so stark wie bei den hoher konzentrierten Zellen. Im
Vergleich kam es bei den hoher konzentrierten Zellen mit Dexamethason zu einem

geringeren Anstieg als in der Vergleichsgruppe.

4.8 Elektronenmikroskopie

Wihrend des letzten Durchgangs der 8. Versuchsreihe wurden nach Aufreinigung und alle
24 Stunden Proben der Leukozytenkonzentrate fixiert und elektronenmikroskopische
Bilder erstellt, um einen Eindruck vom Zustand der Granulozyten im Verlauf der Lagerung
zu gewinnen. Wihrend die Zellen nach der Aufreinigung noch intakt wirken zeigen sich
bereits nach 24 Stunden grof3flachig Netze die sich zwischen und um die Zellen erstrecken.
Nach 48 Stunden fallen vermehrt Ausstiilpungen in den Zellmembranen der Granulozyten

auf. Eine Auswahl der Bilder ist im Folgenden zu sehen.

: o
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Abb. 56: LK direkt nach Aufreinigung. Abb.57: Granulozyt direkt nach Aufreinigung.
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Abb. 58: LK nach 24 Stunden ohne Dexamethason. Abb. 59: LK nach 24 Stunden mit Dexamethason.
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Abb. 62: LK nach 72 Stunden. Abb. 63: LK nach 72 Stunden (Dexamethason).
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4.9 Zusammenfassung

Insgesamt schnitt die Lagerung in Zellkulturflaschen mit luftdurchléssigen Filterkappen
und dem einhergehenden Anstieg des pH-Wertes in allen Untersuchungen - besonders die
Aktivitdt der Zellen betreffend - am schlechtesten ab und wurde durch die Lagerung in
luftundurchldssigen Beuteln ersetzt. In Tabelle 9 sind noch einmal die 5 erfolgreichsten
Lagerungsversuche aufgefiihrt mit den Ergebnissen der Messungen nach 72 Stunden. Fiir
die in der Tabelle gelisteten Versuche wurde je nach Abschneiden in den einzelnen
Untersuchungen (ausgenommen Laktat und pH-Werte) Plétze (1., 2., 3.... Platz) vergeben
und die Zahlenwerte addiert - je niedriger der Zahlenwert, desto besser die Ergebnisse in

den einzelnen Versuchen im Verhiltnis zu den anderen Ansétzen.

Tab. 9: Auflistung der 5 erfolgreichsten Lagerungsbedingungen von oben nach unten, mit den Ergebnissen der
einzelnen Untersuchungen nach 72 Stunden. In Prozent angegebene Werte beziehen sich auf den Ausganswert
(frisches Leukozytenkonzentrat oder Buffy Coat [Phagozytose und Oxyburst]). Abkiirzungen: Chemi:
Chemilumineszenz, Oxy: Oxyburst, Phago: Phagozytose, RT: Raumtemperatur, CPL: Zugabe einer Citrat-Pufferlésung
(pH ca. 7,2), KCI: Zugabe von Kaliumchlorid (Kaliumkonzentration zwischen 3,5 - 4,5 mmol/l), Citrat: Lagerung der

Zellen in Citratplasma, CPD: Lagerung in CPD-Plasma, Dexa: Zugabe von Dexamethason (Konzentration 1x10~ mol/l).

Lagerung Zellzahl | Vitalitit | Chemi | Oxy Phago | pH | Lactat
Lucigenin/
Luminol
2x107 gepoolte 95,3% 98,0% 78,0% 112,1% | 79,5% 72 | 7,8
Zellen/ml, CPL, KCl, 48,6% mmol/l
CPD, RT
2x107 gepoolte 92,9% 97,7% 62,6% 110,5% | 81,7% 73 | 6,6
Zellen/ml, CPL, KCl, 36,8% mmol/1
CPD, RT, Dexa
5x10° Zellen/ml, 94,7% 94,3% 53,5% 36,0% 69,3% 7,6 | na
CPL, RT 44.7%
5x10% Zellen/ml, 96,3% 94,0% 79,6% 33,9% 61,2% 7,5 | 5,6
CPL, CPD, RT 42,8% mmol/l
5x10° Zellen/ml, 92,2% 93,0% 52,6% 36,5% 64,4% 7,7 | 1,9
CPL, Citrat, RT 41,3% mmol/l

Insgesamt ldsst sich feststellen, dass alle der 5 erfolgreichsten Ansétze bei Raumtemperatur
aufbewahrt wurden. Die Werte fiir Zellzahl und Vitalitdt bewegten sich nach 72 Stunden in
allen 5 Ansétzen in sehr dhnlichen Bereichen und dabei immer deutlich tiber 90%. Bei der
Bestimmung des Oxybursts zeigten sich grole Schwankungen zwischen der Messung mit
Lucigenin und Luminol aber auch zwischen den durchflusszytometrischen und den

Ergebnissen der Chemilumineszenz. Die hoch konzentrierten Zellen erzielten besonders
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bei den durchflusszytometrischen Aktivitdtsbestimmungen deutlich hohere Ergebnisse als
die anderen Ansitze. Der Lactatspiegel lag jedoch bei ihnen hoher und der pH-Wert

niedriger.
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5. Diskussion

5.1 Ergebnisse der Aufreinigung

Insgesamt konnten mit der erfolgreichsten Aufreinigungsmethode (Buffy Coat und HES im
Verhiltnis 2:1) aus 50-70ml Buffy Coat durchschnittlich 0,95x10° weiBe Blutzellen, davon
0,61x10° neutrophile Granulozyten gewonnen werden. Um eine ausreichende Anzahl von
2-4x10'° Granulozyten (46) fiir die therapeutische Verwendung zu erreichen, wiirden nach
den vorliegenden Ergebnissen mindestens 33 Buffy Coats benétigt. Ahnliche Mengen an
Leukozyten konnten auch in Studien von Mochizuki und Akaihata gewonnen werden.
Durch ein Aufreinigungsverfahren in Polyvinylchlorid-Beuteln entstanden aus 200 ml
Vollblut ca. 75ml Granulozytenkonzentrat. Der Anteil an Granulozyten bei nicht
vorstimulierten Spendern betrug dabei 0,6x10° beziehungsweise 0,8x10° Zellen. Bei
Vorstimulierung der Spender mit Dexamethason und/oder G-CSF konnten 6-8 Mal hohere
Konzentrationen an Granulozyten gewonnen werden (82, 83). Der Anteil der
Lymphozyten reduzierte sich bei unseren Versuchen durch die Aufreinigung um knapp
80% auf durchschnittliche Werte um 0,2x10° Zellen. Die Reduzierung moglichst vieler
Lymphozyten kann als positiv gewertet werden, da die Zellen im Falle einer
Granulozytentransfusion fiir negative Reaktionen beim Empfanger verantwortlich gemacht
werden. Dazu zdhlen iiber die Ausschiittung von Interleukin 8 das akute
Transfusionsassoziierte Lungenversagen (84, 85). Interleukin 1 und 6 werden als Ursache
fiir febrile Reaktionen vermutet (86) und es wurden nach Transfusionen von
Granulozytenkonzentraten ~Alloimmunisationsraten zwischen 24 und 78 Prozent
beschrieben (87, 88, 89). Weiterhin wird die Bestrahlung von Granulozytenkonzentraten
zur Verhinderung der durch Lymphozyten verursachten Graft-versus-Host-Disease
empfohlen (90). Mochizuki weist signifikant hohere Spiegel von Interleukin 8 bei den
Zellen vorstimulierter Spender nach und erkliart dies mit einer hoheren Zahl an
Lymphozyten als in der Kontrollgruppe. Auch Interleukin 1B, 6 und TNFo werden
iiberwiegend durch Lymphozyten ausgeschiittet (82).

Der in unseren Versuchen festgestellte Anstieg der absoluten Zellzahlen der Monozyten
nach der Aufreinigung (teilweise lag die Anzahl der Monozyten nach der Aufreinigung
doppelt so hoch wie davor) spricht fiir eine fehlerhafte Messung dieser Zellen nach dem
Aufreinigungsverfahren. Eventuell wurden morphologisch verdnderte Lymphozyten oder

Granulozyten als Monozyten von dem Messgerit fehlinterpretiert.
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In Hinblick auf die Reduktion von Erythrozyten und Thrombozyten erwies sich das hier
verwendete Aufreinigungsverfahren als sehr effektiv. Die roten Blutkdrperchen konnten
ausgehend vom Buffy Coat um iiber 99%, die Plittchen um 95% reduziert werden. Bashir
beschrieb 2008 die Anzahl von Erythrozyten, Neutrophilen, Lymphozyten und Pléttchen in
verschieden hergestellten Granulozytenkonzentraten. Dazu verglich er einzelne Buffy
Coats mit Granulozytenkonzentraten aus 10 gepoolten und mit Plittchenlosung
aufgereinigten Buffy Coats sowie mit Konzentraten, die durch Apherese mit und ohne
vorherige Stimulation durch G-CSF gewonnen wurden. In der folgenden Tabelle werden

die  Ergebnisse  dieser  Arbeit mit denen von  Bashir  verglichen.

Tab. 10: Zellzahlen von Erythrozyten, neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten und Pliittchen in verschieden
hergestellten Leukozytenkonzentraten, Daten sind als Median angegeben, die Werte der Zeilen 2-5 stammen von

Bashir et al 2008 (91).

Erythrozyten x10° | Neutrophile x10° | Lymphozyten x10° | Plittchen x10°
1 aufgereinigter 1,1 0,61 0,2 3,4
Buffy Coat, Reichert
1 aufgereinigter 11 6,1 2 34
Buffy Coat, Reichert
x10
1 aufgereinigter 270 1,1 0,99 72
Buffy Coat, Bashir
10 aufgereinigte und | 570 8,8 6,29 344
gepoolte Buffy
Coats, Bashir
Apherese ohne G- 680 6,3 5,95 105
CSF, Bashir
Apherese + G-CSF, | 300 63,7 n.a 160
Bashir

Bei Bashir war die Anzahl an neutrophilen Granulozyten in den gepoolten
Granulozytenkonzentraten etwas niedriger als in 10 einzelnen Buffy Coats
zusammengenommen, jedoch 30% hoher als in Konzentraten, die durch Apherese
gewonnen wurden. Auch die Kontamination mit roten Blutzellen war in den gepoolten
Buffy Coats etwas niedriger (91). Die Anzahl der neutrophilen Granulozyten in dieser
Arbeit auf 10 Buffy Coats hochgerechnet lag vergleichbar mit den Ergebnissen nach
Apherese jedoch um 31% niedriger als bei Bashirs gepoolten Buffy Coats. Auch lag die
Konzentration an Lymphozyten (3x), Erythrozyten (62x) und Plattchen (3x) niedriger als
in den durch Apherese gewonnenen Konzentraten und ca. 3x (Lymphozyten), 52x
(Erythrozyten) und 10x (Pléttchen) niedriger als in den gepoolten Buffy Coats von Bashir.

Jedoch fiihrte Bashir zur Aufreinigung auch nur ein einmaliges Spiilen und anschlieendes
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Zentrifugieren mit Pléttchenlosung durch, so dass diese Unterschiede zu erwarten waren.
Wie bei den Versuchen von Mochizuki konnte auch Bashir durch die Stimulation mit G-
CSF deutlich hohere Mengen an neutrophilen Granulozyten gewinnen, in diesem Fall 10x

hohere Zellzahlen.

5.2 Entwicklung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde automatisch mit Hilfe des Sysmex bestimmt. Die Bestimmung der
Leukozytenuntergruppen fiihrte jedoch nach der Aufreinigung vermutlich zu fehlerhaften
Messungen, insbesondere zu falsch hohen Monozytenzahlen und in dieser Folge
vermutlich auch zu falsch niedrigen Werten fiir die Lymphozyten beziehungsweise die
neutrophilen Granulozyten. Andere Moglichkeiten zur genaueren Bestimmung der
einzelnen Fraktionen wiéren die Messung mit einem elektronischen Coulter Counter, wie in
zahlreichen anderen Studien verwendet (82, 87, 92 - 94) sowie die
Immunphénotypisierung der Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie (83).
In dieser Arbeit kam es iliber die Lagerungsdauer von 72 Stunden in den erfolgreichsten
Ansdtzen nur zu sehr geringen Verlusten hinsichtlich der Zahl weiller Blutzellen.
Insgesamt bewegten sich die Verluste zwischen 4 und 32% vom Ausgangswert. Bei allen
in Beuteln und bei Raumtemperatur gelagerten Zellen lagen die Verluste sowohl bei einer
Konzentration von 5x10° Zellen/ml als auch 2x107 Zellen/ml bei maximal 10%. Bis auf
eine Versuchsreihe zeigten die bei 4°C gelagerten Zellen keine signifikant schlechteren
Ergebnisse als die bei Raumtemperatur gelagerten Konzentrate. Die Lagerung bei 37°C
erwies sich ab den in Beuteln gelagerten Versuchsreihen als signifikant schlechter in
Bezug auf die Anzahl weiller Blutzellen. Bei anderen Untersuchungen zum Einfluss der
Lagerungstemperatur auf die Zellzahl ergaben sich keine eindeutigen Ergebnisse. Bei
Lane, die aus Vollblut gewonnene Granulozyten in Konzentrationen von ca. 3,3x10’
Zellen/ml in CPD-Plasma lagerte, also unter sehr dhnlichen Bedingungen wie in dieser
Arbeit, zeigten sich nach 48 und 72 Stunden bei der warmeren Lagerungstemperatur von
24°C deutliche stirkere Zellverluste als bei 6°C. Konkret lagen die Verluste nach 48
Stunden bei 19 und 27% vom Ausgangswert und nach 72 bei 26 und 42% vom
Ausgangswert (95). Hubel hingegen verglich die Lagerung hochkonzentrierter (2x10°
Zellen/ml), durch Stimulierung der Spender mit G-CSF gewonnener Zellen bei
Temperaturen von 10 und 22°C mit und ohne Zugabe von G-CSF. Sowohl in Hinblick auf

die Lagerungstemperatur als auch auf die Zugabe von G-CSF lieen sich nach 48 Stunden
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keine signifikanten Unterschiede in den Auswirkungen auf die Zahl der weiflen Blutzellen
ausmachen. Die Zellzahl hatte sich insgesamt nur sehr wenig um Werte zwischen 1 und
5% vom Ausgangswert reduziert (94). Beschriebene Nachteile der Lagerung bei 4°C
stellen ein starkerer Verlust der Féhigkeit zur Chemotaxis (87, 96) sowie eine Tendenz der
Zellen zur spontanen Aggregation und zur vermehrten Adhdrenz an Endothelzellen bei
kiihleren Lagerungstemperaturen in vitro dar (97). Auch in dieser Arbeit wurden wihrend
der Lagerung bei 4°C Agglutinationen der Zellen festgestellt, diese verschwanden jedoch,
nachdem fiir die Lagerung der Zellen Plasma verwendet wurde, das kurz nach dem
Auftauen bei ca. 4°C fiir 5 Minuten bei 3000g zentrifugiert wurde. Nur der Uberstand
wurde fiir die Lagerung der Granulozyten verwendet. Hinsichtlich der
Glukosekonzentration wiesen die in CPD-Plasma gelagerten Ansidtze nach 72 Stunden
etwas hohere Zellzahlen als die in Citratplasma gelagerten Zellen auf; die Unterschiede
waren jedoch nicht signifikant, so das kein Vorteil fiir die Lagerung in einer héheren
Glucosekonzentration bewiesen werden konnte. Moglicherweise konnte bei der Lagerung
in hoheren Zellkonzentrationen jedoch auch eine hohere Glukosekonzentration von Vorteil
sein. Lightfoot untersuchte 2000 die Auswirkungen der Art der Vorstimulierung der
Spender und verschiedener Verdiinnungsstufen in autologem Plasma und 2001 die
Wirkung verschiedener Lagerungsmedien auf die Granulozyten. Bei Stimulierung der
Spender mit Dexamethason (+ G-CSF) kam es nach 48 Stunden zu signifikant stirkeren
Abfillen der weillen Blutzellen, die Verluste lagen zwischen 18 und 11% im Vergleich zu
7% vom Ausgangswert bei Vorstimulierung allein mit G-CSF. Die Verdiinnung in
autologem Plasma wirkte sich bei Mobilisierung mit Dexamethason teilweise positiv auf
die Zellzahlen aus. Bei Mobilisierung mit Dexamethason und G-CSF zeigten sich durch
Verdiinnung jedoch keine positiven Effekte auf die Zellzahl (92). Die Lagerung in
Zellkulturmedien zeigte positive Auswirkungen sowohl auf die Zellzahl, als auch auf die
Vitalitdit und den pH-Wert, jedoch sind diese Medien nicht zur Verwendung in vivo
geeignet. Verdiinnung in Plasma-Lyte A und Normosol R, die zur Verwendung in vivo
zugelassen sind, verschlechterten Zellzahlen und Vitalitdt deutlich. Die Zugabe von
Histidin, HEPES und Albumin zu Plasma-Lyte A fiihrt jedoch zu einer Verbesserung. Als
effektiv erwies sich auch die achtfache Verdiinnung in einer Losung aus Ringer Laktat,
Albumin und Histidin (LRAH) mit einem Verlust weiller Blutzellen von 12 Prozent des

Ausgangswertes nach 48 Stunden (93).
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5.3 Vitalitat

Der Anteil vitaler Zellen wurde mit Hilfe des Trypanblau-Testes unter dem
Lichtmikroskop bestimmt. Vorteile dieser Methode sind die schnelle und einfache
Anwendung. Nachteile sind zum einen die Abhéngigkeit vom Untersucher und das Risiko
falschpositiver (nur voriibergehend gestorte Membranpermeabilitdt) und falschnegativer
(geringe Mengen aufgenommenen Farbstoffes werden unter dem Lichtmikroskop nicht
erkannt) Ergebnisse. Bei Verwendung eines fluoreszierenden Farbstoffes und der
Untersuchung mit dem entsprechenden Mikroskop werden daher mehr avitale Zellen
erkannt. Genauere Ergebnisse konnen mit der durchflusszytometrischen Bestimmung der
Propidiumiodidaufnahme erzielt werden (98, 99). Eine weitere Methode, die auf dem
Prinzip der Exklusion eines Farbstoffes bei intakter Zellmembran aufbaut ist der Test mit
7-Amino Aktinomycin D (7-AAD) (100). Mit Fluorescin Diazetat (FDA), dass von vitalen
Zellmembranen aufgenommen werden kann und im Zellinneren zu einem
fluoreszierendem  Stoff metabolisiert wird und Propidiumiodid kénnen im
Durchflusszytometer vitale und avitale Zellen gleichzeitig bestimmt werden (100, 101,
102). Eine weitere etablierte Moglichkeit zur Erkennung apoptotischer Zellen stellt die
Bestimmung von Oberfldchenantigenen wie CD16 und Annexin V dar (100). Annexin V
gilt als frither Marker fiir die Apoptose und korreliert stark mit morphologischen Zeichen
des programmierten Zelltodes (83, 103, 104). In dieser Arbeit konnten bei Lagerung mit
einer Zellkonzentration von 2x107 Zellen/ml nach 72 Stunden die héchsten Vitalititswerte
erzielt werden, sie lagen bei 97 und 98 Prozent. Auch ein Grof3teil der anderen Ansitze
wies nach 72 Stunden noch iiber 90 Prozent vitale Zellen auf. Am schlechtesten schnitt die
Lagerung in Zellkulturflaschen bei 4°C und Raumtemperatur und in Beuteln bei 37°C ab,
hier bewegten sich die Werte zwischen 78 und 89 Prozent vitaler Zellen. Im direkten
Vergleich fiihrte die Zugabe von HEPES oder die Lagerung in Glukose-reicherem CPD-
Plasma zu leichten jedoch nicht signifikanten Verbesserungen der Vitalitét. Auch hier gilt,
wie im Falle der Zellzahl, dass sich Unterschiede hier eventuell erst bei hdheren
Zellkonzentrationen bemerkbar machen konnten. Auch in anderen Studien konnten bei
durch iiberwiegend von vorstimulierten Spendern gewonnenen Granulozytenkonzentraten
hohe Anteile vitaler Zellen nach 44, 48 beziehungsweise 72 Stunden nachgewiesen
werden. Bei Lightfoot iiber 90% nach 48 Stunden (92), bei Mochizuki iiber 94% nach 72
Stunden (82), beziehungsweise waren iiber 80% der Zellen Annexin V negativ (83). Auch
Bashir berichtete nach 44 Stunden Lagerung von anndhernd gleichen Vitalititswerten, wie

in frischen Granulozytenkonzentraten oder Buffy Coats (91) und Lightfoot beschrieb nach
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48 Stunden Lagerung Anteile vitaler Zellen iiber 94% bei Verdiinnung (ca.7:1) und
Lagerung in den Kulturmedien DMEM, IMDM, X-VIVO 10 und LRHA nach
Mobilisierung mit G-CSF und Dexamethason. Bei Lagerung in Plasma Lyte A und
Normosol R lagen die Werte unter 90% (93). Zwischen 81 und 92% vitale Zellen nach 48
Stunden wies Lightfoot 2000 bei Lagerung in autologem Plasma nach zweifacher
Verdiinnung nach, wobei die mit Dexamethason und mit Dexamethason und G-CSF
mobilisierten Zellen hohere Werte als die allein mit G-CSF mobilisierten Zellen aufwiesen
(92). Die schlechten Ergebnisse der in Flaschen gelagerten Zellen lassen sich
wahrscheinlich aus den starken Anstiegen der pH-Werte bei dieser Lagerungsmethode
erkldren. Die bei 37°C gelagerten Zellen hatten in dieser Hinsicht einen Vorteil, da sie im
CO:z-Brutschrank gelagert wurden und ihr pH-Wert im physiologischen Bereich konstant
gehalten wurde. Mit dem Wechsel auf die Lagerung in luftundurchlissigen Beuteln fiel
dieser Vorteil weg und die Zellen erzielten schlechtere Vitalitdtswerte als die bei 4°C und
Raumtemperatur gelagerten. Es wurde berichtet, dass Dexamethason, Methylprednisolon
und Hydrocortison tiber 48 Stunden signifikant den Anteil apoptotischer Granulozyten
reduzieren konnten (105). Die Ergebnisse konnten bei dieser Arbeit nicht bestétigt werden,
auch in Hinblick auf die Zellzahl zeigte sich kein Vorteil fiir die mit Dexamethason
versetzten Zellen. Jedoch wéren zur genaueren Bestimmung der Anzahl apoptotischer
Zellen wie vorher bereits diskutiert genauere Nachweismethoden, wie die Bestimmung von
Oberflachenantigenen, oder die durchflusszytometrische Bestimmung der Propidiumiodid-

und Fluorescin Diazetat-Aufnahme besser geeignet.

5.4 pH-Wert

Die Stabilisierung des pH-Wertes scheint besondere Wichtigkeit fiir die Féhigkeit der
Zellen zur Chemotaxis zu besitzen, die sehr sensibel auf pH-Schwankungen reagiert (106,
107, 108). Die Lagerung in Zellkulturflaschen mit luftdurchlissigen Filterkappen fiihrte,
auBler im CO; -Brutschrank, zu einem starken Anstieg der pH-Werte. Auf Grund dessen
und der Tatsache, dass der Anstieg bei Lagerung in luftundurchldssigen Beuteln deutlich
geringer ausfiel, ist zu vermuten, dass der Anstieg durch den Verlust von CO; bedingt
wurde. Der Zusammenhang zwischen Gaspermeabilitit des Lagerungsbehéltnisses und
dem Verhalten des pH-Wertes wurde bereits von Eriksson beschrieben. So kam es bei
geringer Durchléssigkeit fiir CO; zu einem stdrkeren Abfall des pH-Wertes bei der

Lagerung von aufbereiteten Buffy Coats (109). Eventuell konnte neben der Zugabe von
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Puffersubstanzen auch die Wahl von Behéltnissen mit hoherer Gaspermeabilitit die
Lagerung der Granulozyten in hoherer Konzentration ermoglichen.
Unter Zugabe von HEPES konnte bei einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml der Anstieg
des pH-Wertes wiahrend der Lagerung reduziert werden, was sich jedoch nicht positiv auf
die Funktionalitit der Zellen auszuwirken schien. Generell stellt fiir die praktische
Anwendung von Granulozytenkonzentraten eher der Abfall des pH-Wertes bei
Lagerungskonzentrationen iiber 2x107 Zellen/ml ein Problem dar. Besonders bei den hoch
konzentrierten, nach Stimulierung mit G-CSF und Glukokortikoiden gewonnenen
Konzentraten kam es in Studien ohne Verdiinnung zu starken Abfillen der pH-Werte (87,
92). Lightfoot stellte fest, dass bei Lagerung in autologem Plasma die Konzentrationen bei
1,7x107 Zellen/ml (Mobilisierung der Granulozyten mit Dexamethason, Verdiinnung 1:8)
beziehungsweise 2x107 Zellen/ml (Mobilisierung mit Dexamethason und G-CSF,
Verdiinnung 1:16) liegen sollte, um einen Abfall des pH-Wertes unter 7,1 zu vermeiden.
Ohne Verdiinnung bewegten sich die Werte nach 48 Stunden zwischen 5,4 und 5,9 (92).
Auf der Suche nach einem Medium mit positiven Effekten auf die Stabilisierung des pH-
Wertes erwiesen sich in weiteren Untersuchungen von Lightfoot die Kulturmedien DMEM
und IMEM als am erfolgreichsten. Lightfoot merkte jedoch an, dass diese Substanzen nicht
fiir die Anwendung in vivo zugelassen sind und schlug daher die Lagerung in Ringer
Laktat oder Plasma-Lyte A Losungen mit Zugabe von Puffersubstanzen und Albumin vor
(93). Die Arbeitsgruppe um Schwanke verglich 2005 die Lagerung von Granulozyten in
den fiir Thrombozyten verwendeten Medien T-Sol mit und ohne HSA und in autologem
Plasma, wobei die besten Ergebnisse hinsichtlich des pH-Wertes bei Lagerung in
autologem Plasma bei einer Verdiinnung von 1:8 und 1:4 erreicht wurden; hier stabilisierte
sich der Wert bei leicht iiber (1:8) beziehungsweise unter (1:4) 7 (87). In Untersuchungen
von Mochizuki, der unverdiinnte Granulozytenkonzentrate von vorstimulierten Spendern
(G-CSF mit und ohne Dexamethason) in Beuteln mit Heparin/Natrium lagerte, lagen die
pH-Werte auch bei Granulozytenkonzentrationen von 4,6x107/ml und 6,5x10"/ml nach 72
Stunden bei Werten von ca. 7,0 und 6,9. Die Zellen der Kontrollgruppe (unstimulierte
Spender) wiesen bei einer Konzentration von 0,8x10’Zellen/ml ebenfalls einen pH von ca.
7,0 auf, zeigten also keine Unterschiede zu den hoher konzentrierten Zellen der mit G-CSF

(+ Dexamethason) stimulierten Spender (82).
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5.5 Chemilumineszenz

Die Chemilumineszenz gilt als sensitives Assay fiir die Bestimmung des Oxyburst (110,
111, 112). Durch die Messung mit Luminol und Lucigenin werden extrazelluldre
Sauerstoffradikale nachgewiesen (100). Lucigenin wird jedoch auch zum Nachweis
reaktiver Sauerstoffspezies an Mitochondrien verwendet (113). Die Intensitdt der
Lumineszenz ist proportional zur Anzahl der Reaktionen (80) und gibt damit einen guten
Eindruck iiber die Intensitdt mit der die Zellen Radikale ausschiitten. Jedoch kann
Lucigenin auch selber zu Radikalbildung fiihren, was zu einer Beeinflussung der
Ergebnisse fiihren kann (114, 115). Auch in dieser Arbeit lagen die mit Lucigenin
ermittelten Werte fiir die Chemilumineszenz jeweils hoher als die mit Luminol
bestimmten.

Wihrend der Bestimmung der Chemilumineszenz zeigten die in Flaschen gelagerten
Zellen, bei denen es zu starken Anstiegen der pH-Werte kam, die schlechtesten Ergebnisse.
Ebenfalls schlecht schnitt die Lagerung in Beuteln bei 37°C ab. Die genannten Ansétze
zeigten bereits nach 24 Stunden Verluste von 20-60% ihrer Ausgangsaktivitdt. Nach 48
Stunden nahm die Aktivitdt weiter ab und lag bei der Messung nach 72 Stunden bei allen
Ansitzen bei unter 20% des Ausgangswertes. Insgesamt schnitten nach Umstieg auf die
Beutellagerung die bei Raumtemperatur aufbewahrten Zellen ab den Messungen bei 48
Stunden signifikant besser als die bei 37°C und auch besser als die bei 4°C gelagerten
Zellen ab, teilweise waren die Unterschiede jedoch nicht signifikant. Diese Ergebnisse
unterscheiden sich von denen Hubels, der nach 48 Stunden und bei Messung mit Luminol
hohere Werte fiir die Chemilumineszenz bei 10°C im Vergleich zu Lagerung bei 22°C
nachwies. Weiterhin lag bei Hubel die induzierte Chemilumineszenz bei beiden
Temperaturen nach 24 und 48 Stunden jeweils hoher als bei der ersten Messung. Die
Spender waren jedoch mit G-CSF stimuliert und die Zellen wurden in wesentlich héheren
Konzentrationen von 2x10® Zellen/ml gelagert (94). Die Zugabe von HEPES fiihrte sowohl
bei 4°C als auch bei Raumtemperatur nicht zu einer Verbesserung der Funktionalitit.
Hinsichtlich der Glucosekonzentration zeigte sich bei Messung mit Lucigenin bei
Raumtemperatur sowohl nach 48 als auch nach 72 Stunden ein Vorteil fiir die in CPD-
Plasma gelagerten Zellen. Bei Messung mit Luminol zeigten sich fiir beide Temperaturen
keine signifikanten Unterschiede in der Hohe der Chemilumineszenz. Die mit
Dexamethason versetzten Zellen wiesen insgesamt bei allen Messungen niedrigere Werte
auf. Moglicherweise fiihrte Dexamethason zu einer Hemmung der Aktivitidt. Lane

untersuchte ebenfalls die Chemilumineszenz unter relativ dhnlichen Bedingungen wie in
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dieser Arbeit. Es handelte sich um aus Vollblut gewonnene Granulozyten, die in
Konzentrationen von 3,3x107 Zellen/ml gelagert wurden. Bei 6°C reduzierte sich die
Intensitdt der Chemilumineszenz nach 24 Stunden auf 92% und nach 48 Stunden auf 55%
des Ausgangswertes (95), was relativ genau den Ergebnissen der Lagerung bei 4°C in
dieser Arbeit entspricht. Insgesamt lagen die Werte flir die Chemilumineszenz nach 48
Stunden bei Lagerung in CPD Plasma und bei Raumtemperatur mit Werten von knapp
80% (Luminol) bis gut 90% (Lucigenin) in einem sehr guten Bereich. Nach 72 Stunden

wurden nur bei Messung mit Lucigenin noch Werte um 80% des Ausgangswertes erreicht.

5.6 Bestimmung von Phagozytose und Oxyburst im Durchflusszytometer

Die Bestimmung der Phagozytose und des Oxyburst mit Hilfe der Durchflusszytometrie
und den erhéltlichen Testkits, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurde stellt eine etablierte
Methode zur Ermittlung des Aktivitdtsniveaus der Granulozyten in vitro dar (100). Zu den
Vorteilen der Durchflusszytometrie zdhlen zum einen die Mdglichkeit mehrere Funktionen
zeitgleich untersuchen zu konnen, in diesem Fall die Phagozytose und den Oxyburst, aber
auch die hohere Genauigkeit 1m Vergleich zur Untersuchung mit dem
Fluoreszenzmikroskop (116, 117) und die Moglichkeit durch die Zugabe -einer
Quenchinglosung zwischen tatsdchlich aufgenommenen wund nur oberfldchlich
angelagerten e-coli Bakterien zu unterscheiden (117). Die Intensitit des Oxyburst
reduzierte sich in den ungepoolten frisch aufgereinigten Leukozytenkonzentraten im
Vergleich zu den Buffy Coats um 2-13 Prozent. Die Intensitit der Phagozytose nahm nach
Aufreinigung in allen Ansdtzen ab und zwar um 11-32 Prozent. Die Messungen der Buffy
Coats und der frischen Leukozytenkonzentrate erfolgten zeitgleich. So dass der Verdacht
besteht die Abnahmen konnten mit dem Verfahren der Aufreinigung und/oder den dabei
verwendeten Substanzen zusammenhdngen. FEinige Studien legen nahe, dass
mittelmolekulares HES 200 die Fahigkeit der Zellen zur Chemotaxis (118) und
niedermolekulares HES die Féhigkeit zum Oxyburst (119) reduziert. Interessant ist in
diesem Zusammenhang die Steigerung der Intensitit des Oxyburst nach Aufreinigung auf
durchschnittliche Werte von 117% in den gepoolten Ansétzen. Ein Erkldrungsansatz wire,
dass der Kontakt zu fremden Zellen zu einer stirkeren Aktivierung fiihrt, jedoch stieg nicht
der Anteil der unstimuliert aktiven Zellen. Auch die Phagozytose war von diesem Effekt
nicht betroffen. Der Anteil der stimulierbaren Zellen lag auch nach 72 Stunden in allen

Ansidtzen, auBBer den bei 4°C in Citratplasma gelagerten bei iiber 90%. Der Anteil der
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unstimuliert aktiven Zellen wies zu allen Zeiten ein dhnliches Muster wie in den Buffy
Coats auf. Ansidtze, die aus Buffy Coats mit durchschnittlich niedrigeren Anteilen
unstimuliert aktiver Zellen gewonnen wurden, wiesen auch zu spiteren Messzeitpunkten
durchschnittlich niedrigere unstimulierte Aktivitdtsniveaus auf als Ansétze die aus Buffy
Coats mit einem durchschnittlich hoheren Anteil unstimuliert aktiver Zellen gewonnen
wurden. Das spricht dafiir, dass dieser Parameter vom Ausgangsmaterial abhingt.
Faktoren, die die Vorstimulierung beeinflussen, konnten vom Spender abhéngen. Denkbar
wéren entzlindliche Prozesse wéahrend der Abnahme, ein hoherer Anteil von Lymphozyten
oder ein konstitutionell bedingtes reagibleres Immunsystem. Insgesamt zeigte sich zu allen
Zeitpunkten eine leicht hohere Tendenz zu unstimulierter Aktivitdt wahrend der Lagerung
bei 4°C, die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Die mit Dexamethason
versehenen Zellen wiesen jeweils etwas niedrigere Anteile unstimuliert aktiver Zellen als
die Vergleichsgrupe ohne Dexamethason auf. Die Lagerung in hoherer
Glucosekonzentration ging sowohl bei 4°C als auch bei Raumtemperatur zu allen Zeiten
mit leicht héheren Anteilen unstimuliert aktiver Zellen einher, auch diese Unterschiede
waren jedoch zu keiner Zeit signifikant. Bei Zugabe von HEPES kam es bei
Raumtemperatur nach 48 und 72 Stunden zu niedrigeren Anteilen unstimuliert aktiver
Zellen, dieser Unterschied war jedoch erst nach 72 Stunden signifikant.
Bereits nach 24 Stunden kam es in einigen Ansdtzen zu erheblichen Einschrankungen in
der Intensitét des Oxyburst. Die bei 4°C und Raumtemperatur in Beuteln gelagerten Zellen
mit und ohne HEPES wiesen nur noch zwischen 60 und 70% ihrer Ausgangsaktivitit auf.
Nach 48 und auch nach 72 Stunden zeigten alle Ansdtze hochsignifikant schlechtere
Ergebnisse als die hoher konzentrierten Ansitze (2x107 Zellen/ml) mit und ohne
Dexamethason. Diese lagen immernoch bei liber 100 Prozent der Ausgangsaktivitit.
Verantwortlich fiir diese deutlich besseren Ergebnisse der beiden Ansdtze konnte zum
einen die vierfach hohere Konzentration sein, in der die Zellen gelagert wurden. Eventuell
wirkt sich, wie eine zu hohe (87, 91, 92) auch eine zu niedrige Lagerungskonzentration
negativ auf die Zellen aus. Faktoren konnten hier der Anstieg des pH-Wertes bei
niedrigeren Konzentrationen darstellen oder die Spiegel bestimmter Botenstoffe, die den
Stoffwechsel, Aktivierung und Apoptose der Zellen beeinflussen. Der zweite Unterschied
zu den ,,schlechteren* Anséitzen stellt die Tatsache dar, dass die beiden Ansédtze nicht aus
einem Buffy Coat sondern aus zwei gepoolten, von verschiedenen Spendern gewonnenen
Buffy Coats hergestellt wurden. Es sollte also auch die Moglichkeit in Betracht gezogen

werden, dass das Poolen von Buffy Coats verschiedener Spender die Funktionalitdt der
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Zellen beeinflussen konnte. Hierzu konnten in weiteren Untersuchungen Ansidtze in
gleicher Lagerungskonzentration, einmal von einem einzelnem und einmal von zwei oder
mehreren  Spendern  verglichen  werden.  Hinsichtlich des  Einflusses der
Lagerungstemperatur auf den Oxyburst kamen vorangegangene Studien zu
unterschiedlichen Ergebnissen. Wahrend Hubel von einer besseren Funktionalitit der
Zellen bei Kiihlung auf 10°C berichtete (94) beschrieb Lane nach 48 Stunden bessere und
nach 72 Stunden etwas schlechtere Werte wihrend der Lagerung bei Raumtemperatur (95).
In dieser Arbeit zeigten sich nach 48 Stunden in allen Gruppen leichte, nicht signifikante
Vorteile fiir die Lagerung bei 4°C. Diese Tendenz hatte sich nach 72 Stunden jedoch ins
Gegenteil verkehrt. Hinsichtlich der Glucosekonzentration und der Zugabe von HEPES
ergaben sich keine eindeutigen Tendenzen. Bei Blutgasanalysen wurde ab der 5.
Versuchsreihe festgestellt, dass das verwendete Plasma oft subphysiologische
Kaliumspiegel aufwies, weshalb ab der 6. Versuchsreihe der Kaliumspiegel auf
physiologische Werte eingestellt wurde. Die Ansétze denen Kaliumchlorid hinzugefiigt
wurde zeigten nach 24 Stunden bessere Werte als die anderen Gruppen, dieser Effekt
verlor sich jedoch bei den spiteren Messungen. Die mit Dexamethason versehenen Zellen
zeigten erneut, wie bei der Chemilumineszenz, nicht signifikante leicht niedrigere
Intensitidten des Oxyburst als die Vergleichsgruppe zu allen Messzeitpunkten.

Der Anteil, der durch E. coli-Bakterien zur Phagozytose stimulierbaren Zellen lag in allen
Ansitzen und Zeitpunkten deutlich iiber 80 Prozent. Nach 72 Stunden lagen nur die
Ansitze bei 4°C mit und ohne HEPES und der in CPD-Plasma bei Raumtemperatur
gelagerte Ansatz unter 90 Prozent. Der Anteil unstimuliert (ohne E. coli) phagozytierender
Zellen war insgesamt deutlich niedriger als der Anteil unstimulierter Ausschiittung
reaktiver Sauerstoffspezies. Eine Erklarung dafiir wire das die Phagozytose stirker von
einem spezifischen Stimulus wie einem zu phagozytierenden Partikel abhdngt. In diesem
Zusammenhang wéren niedrige unstimulierte Aktivititsniveaus als positiv zu bewerten, da
sie fiir geringere Anteile abgestorbener und damit zu phagozytierender Zellen sprechen.
Den niedrigsten Anteil unstimuliert aktiver Zellen bei gleichzeitig den hdchsten Werten fiir
die stimulierte Phagozytose wiesen die hoch konzentrierten Zellen mit und ohne
Dexamethason auf. Mochizuki berichtete von schlechteren Phagozytose-Ergebnissen bei
Lagerung in CPD-Plasma im Vergleich zu Heparin/Natrium (82). In dieser Arbeit lieBen
sich sowohl in Hinblick auf die Glukosekonzentration, die Zugabe von HEPES oder die
Lagerungstemperatur keine signifikanten Unterschiede und auch keine durchgingigen

Trends beobachten. Nach 48 und 72 Stunden wiesen die Zellen bei Raumtemperatur
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jeweils etwas niedrigere Anteile unstimuliert aktiver Zellen auf als bei der 4°C Lagerung.
Die mit Dexamethason versetzten Zellen zeigten zu allen Zeitpunkten leicht niedrigere
Werte als die Vergleichsgruppe, die Unterschiede wurden jedoch nicht signifikant. Dieser
Unterschied konnte fiir ein durch Dexamethason insgesamt niedrigeres Aktivitdtsniveau
oder aber fiir einen geringeren Anteil apoptotischer Zellen sprechen. Hinsichtlich der
Intensitét der Phagozytose gab es zu allen Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Ansidtzen, jedoch zeigten die hoher konzentrierten Zellen durchschnittlich
immer die hochsten Werte. Nach 72 Stunden betrug die Intensitét bei ithnen noch rund 80%
vom Ausgangswert, bei den anderen Ansétzen bewegten sich die Werte zwischen 53 und
69 Prozent. Erneut lieBen sich keine durchgingigen Muster im Hinblick auf die
Glukosekonzentration, die Zugabe von HEPES oder die Temperatur erkennen. Leicht
hohere Phagozytoseintensititen zeigten zu allen Zeitpunkten die Dexamethason-Ansétze
im Verhiltnis zu den Vergleichsansitzen. Diese Tatsache spricht gegen eine grundsitzliche
Reduzierung der Aktivitdt durch Dexamethason und eher fiir eine eventuelle verminderte
Apoptotserate.

Insgesamt wiesen die gepoolten, bei Raumtemperatur, in CPD-Plasma gelagerten Ansitze
mit einer Konzentration von 2x107 Zellen/ml sowohl mit als auch ohne Dexamethason
auch nach 72 Stunden noch eine gute bis sehr gute Funktionalitidt in Hinblick auf die
stimulierte Phagozytose und den Oxyburst auf. Mehrere Autoren berichten von sehr hohen
Funktionalititsverlusten bereits nach 24 Stunden bei Lagerung hochkonzentrierter
Granulozytenkonzentrate (Vorstimulierung der Spender durch G-CSF und/oder
Dexamethason) und deutlichen Verbesserungen, bis zum guten Erhalt der Zellfunktionen
iber 48 und 72 Stunden bei Verdiinnung in autologem Plasma oder Kulturmedien (87, 91,
92, 93). Mochizuki berichtet hingegen von stabilen Werten iiber 72 Stunden auch ohne
Verdiinnung (82).

Ein wichtiger Punkt, der in dieser Arbeit jedoch nicht untersucht wurde scheint auch die
Fahigkeit der Zellen zur Chemotaxis und zur Migration zu sein. Mehrere Autoren
berichten, dass diese Féhigkeit der Zellen eher und stirker als alle anderen Funktionen
abzunehmen scheint, bis hin zum teilweise fast volligen Verlust nach 48 Stunden (91, 95,
120, 121). Positiv auf die Fahigkeit zu Chemotaxis und Migration scheint sich laut einigen
Studien die Lagerung bei Raumtemperatur im Vergleich zu 4°C und 37°C (95, 96, 106,
122), die Lagerung in autologem Plasma (123), eine hohere Glucosekonzentration (123),
die Vorstimulierung der Spender mit G-CSF (91), ein stabiler pH-Wert (108) und eine

Verdiinnung der Granulozytenkonzentrate (123) auszuwirken. Kein positiver Effekt auf die
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Féhigkeit zur Chemotaxis konnte hingegen fiir die spétere Zugabe von G-CSF zu den
Konzentraten beobachtet werden (91, 94, 124). Von einer besseren Bewahrung der
Chemotaxis bei auf 10°C reduzierter Lagerungstemperatur berichtete im Gegensatz zu
mehreren anderen Autoren Hubel, der weiterhin feststellte, dass die Granulozyten nach
24-stiindiger Lagerung auch in vivo ihre Fahigkeit zu zirkulieren und zu migrieren nicht

verloren hatten (94).

5.7 Bestimmung von Glucose, Lactat und LDH

Lactat entsteht beim anaeroben Abbau von Glucose iiber Pyruvat und gilt im weitesten
Sinne als ein Parameter fiir das ,,Stresslevel* der Zellen. Wéhrend einer Hypoxie kommt es
zur vermehrten Lactatbildung, da das Gleichgewicht der LDH-Reaktion - aufgrund der
intrazelluldiren Wasserstoffionenerh6hung - nach rechts und der NADH/NAD-Quotient
zugunsten von NADH verschoben wird (125). Der Referenzwert im Serum liegt bei 0,6 -
2,4mmol/l. Die Lactatdehydrogenase (LDH) katalysiert wiederum die Oxidation von
Lactat zu Pyruvat. Hier liegt der Referenzbereich bei Erwachsenen unter 240 Units/l. Die
Lactatdehydrogenase wird als Marker flir Zellschddigungen eingesetzt, da sie aus dem
Zytoplasma zerstorter Zellen freigesetzt wird. Besonders viel Lactatdehydrogenase
enthalten beispielsweise Erythrozyten und Thrombozyten (125, 126, 127). Es kam
insgesamt zu einem geringen Verbrauch von Glucose. Weder bei Raumtemperatur noch
bei den hoher konzentrierten Zellen liel sich ein durchgéngiges Muster von héherem
Verbrauch feststellen. Das spricht insgesamt fiir eine ausreichende Versorgung der Zellen
in den untersuchten Lagerungskonzentrationen. Auch die  Aktivitit der
Lactatdehydrogenase zeigte keine durchgingigen Tendenzen und blieb zu allen
Zeitpunkten und bei allen Ansdtzen im physiologischen Bereich, was dafiir spricht, dass es
nicht zu groBeren Lysen von Zellen kam. Im Hinblick auf den Anstieg des Lactatspiegels
lieB3 sich hingegen ein eindeutiges Muster erkennen. Der Anstieg fiel jeweils starker aus bei
Lagerung in hdherer Temperatur, in CPD-Plasma und bei hoherer Konzentration und lag
auller bei den in Citratplasma gelagerten Ansédtzen oberhalb des Referenzbereiches.
Ursidchlich fiir die hoheren Spiegel in den genannten Ansidtzen konnte zum einen die
hohere Temperatur und der damit schnellere Stoffwechsel und zum anderen das hdhere
Glucose-Angebot im CPD-Plasma, das ggf. auch zu einem hoheren Verbrauch fiihrte sein.
Eventuell fiihrte die Lagerung in den hoher konzentrierten Ansétzen oder bei hdoherer

Temperatur auch zu einer Hypoxie der Zellen. Der Lactatspiegel bei der hoéher
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konzentrierten Lagerung ohne Dexamethason stieg mit 7,6 mmol/l deutlich iiber den
Referenzwert und fiel auch hoher aus, als bei anderen Autoren, die Granulozyten in
wesentlich hoheren Konzentrationen lagerten (82). Die Ansédtze mit h6herem Lactatspiegel
wiesen auflerdem einen niedrigeren pH-Wert auf. Die Zugabe von Dexamethason hatte auf
den Lactatspiegel positive Auswirkungen, sie fiihrte zu einem geringeren Anstieg, dieser

Unterschied wurde jedoch erst nach 72 Stunden signifikant.

5.8 Elektronenmikroskopie

Auf den elektronenmikroskopischen Bildern der Leukozytenkonzentrate lassen sich
netzartige Strukturen erkennen, die sich um und zwischen den Zellen befinden. Auf
Abbildung 59 entsteht der Eindruck, als seien die Zellen in das groBflichige Netz
eingewebt. Hirsch stellte 1958 erstmalig die Theorie auf, dass Histone {iber die Bildung
von Netzen in der Lage seien bestimmte Bakterien wie Escherichia, Salmonellen,
Shigellen, Pseudomonaden und Klebsiellen zu téten (128). In der Literatur wird weiter
iiber Netze berichtet, die sich aus Chromatin aus dem Zellkern von neutrophilen
Granulozyten bilden und Proteine enthalten, die Erreger abtoten konnen (128, 129). Die
Netzte konnen die 10 - 15-fache Grof3e der Ursprungszelle erreichen und ihre Bildung geht
mit der Apoptose der Zelle einher (130). Der Bildung der Netze geht die Auflosung der
intrazelluliren Membranen voraus (131) wodurch sich Cyto- und Nucleoplasma
vermischen, schlieBlich kommt es zur Ruptur der Zellmembran (132). Die
Elektronenmikroskopie stellt eine Methode zum Nachweis der Netzte dar (129, 133, 134,
135). Wieso es in den untersuchten Ansdtzen zu der Netzbildung kam und wie viele der
Zellen davon betroffen waren, ldsst sich mit den einzelnen Bildern nicht ndher ermitteln.
Als weitere auller den oben genannten Auslosern nennt Brinkmann (130) zahlreiche
Erreger, darunter auch Pilze und Viren, aber auch reaktive Sauerstoffspezies (131),
Antikorper (136) und aktivierte Thrombozyten (29). In Abbildung 62 lassen sich oben
rechts im Bild stibchenférmige Bakterien erkennen, die die Reaktion ausgelost haben
konnten. Jedoch kdmen auch reaktive Sauerstoffspezies oder aktivierte Thrombozyten als
Ursache in Frage. In Hinblick auf die hohe Vitalitdt, Zellzahl und Aktivitit in den
Ansiétzen kann man jedoch davon ausgehen, dass nur ein geringer Anteil der Neutrophilen

betroffen war.
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6. Zusammenfassung

In Deutschland werden nach Hochrechnungen jahrlich etwa 150 000 Patienten wegen einer
Sepsis behandelt, wobei ca. 60 000 an der Erkrankung versterben. Die Sepsis ist damit in
Deutschland die dritthdufigste Todesursache nach dem Myokardinfarkt und der
Herzinsuffizienz. Erste klinische Studien zeigen vielversprechende Ergebnisse fiir die
Therapie septischer Patienten mit Hilfe des Extrakorporalen Immununterstiitzungssystems
-EISS. Bei diesem Verfahren gelangt das Plasma des Patienten, dhnlich dem Prinzip der
Apherese, in einen Bioreaktor mit Spendergranulozyten, die dort Aufgaben des
tiberforderten Immunsystems des Patienten iibernehmen sollen. Auch die Behandlung
neutropener Patienten, beispielweise wiahrend einer Chemotherapie oder nach
Knochenmarkstransplantation stellt ein Anwendungsgebiet fiir Granulozytenkonzentrate
dar. Die Verfiigbarkeit der Konzentrate ist durch die beschrinkte Lagerungszeit der Zellen

(derzeit empfohlenen maximal 24 Stunden) stark eingeschréinkt.

Ziel dieser Arbeit sollte es sein, systematisch verschiedene Lagerungsbedingungen zu
vergleichen und eine Methode zu finden, Granulozyten, die aus Buffy Coats gewonnen
wurden bis zu 72 Stunden bei bestmdglichem Erhalt ihrer Vitalitdt und Funktionalitét
lagern zu konnen. Dazu wurden insgesamt 23 Buffy Coats nach einem
arbeitsgruppeninternen Verfahren aufgereinigt und 20 verschiedene
Lagerungsbedingungen  verglichen.  Untersucht  wurden  zwei  verschiedene
Lagerungsbehiltnisse, drei Zellkonzentrationen, drei Temperaturen, zwei Plasmen, die sich
in der Glukosekonzentration unterschieden und verschiedene Zusitze wie Citrat-Puffer,
HEPES, Kaliumchlorid und Dexamethason. Fiir die letzte Versuchsreihe wurden die
Granulozyten zudem durch das Mischen zweier Buffy Coats gewonnen und stammten

somit von zwei verschiedenen Spendern.

Von allen Ansétzen wurde direkt nach der Aufreinigung und dann alle 24 Stunden iiber 72
Stunden ein Differentialblutbild, die Vitalitdt der Zellen durch den Trypanblau-Test sowie
der induzierbare Oxyburst durch Chemilumineszenz mit Luminol und Lucigenin als
Enhancer bestimmt. In spédteren Versuchsreihen kamen an Methoden hinzu: die
Bestimmung des pH-Wertes durch ein Blutgasanalysegerit, die durchflusszytometrische
Bestimmung von Phagozytose und Oxyburst und der Spiegel von Glucose und Lactat,

sowie der Aktivitdt der Lactatdehydrogenase. Wéhrend der letzten Versuchsreihe wurden
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zudem wéhrend eines Durchganges elektronenmikroskopische Bilder der Ansitze

hergestellt.

Durch das verwendete Aufreinigungsverfahren lieBen sich durchschnittlich aus dem Bufty
Coat eines nicht vorstimulierten Spenders 0,95x10° weiBe Blutzellen, davon 0,61x10°
neutrophile Granulozyten gewinnen. Die Anzahl an roten Blutzellen reduzierte sich um
99% und die an Thrombozyten um 95%. Der Verlust an weilen Blutzellen durch die

Aufreinigung betrug ca. 50% wobei es sich liberwiegend um Lymphozyten handelte.

Als erfolgreichste Lagerungsmethode im Hinblick auf die Vitalitdt und Funktionalitdt der
Zellen erwies sich die Lagerung in sterilen Kunststoffbeuteln mit niedriger
Gaspermeabilitit, in CPD-Plasma, bei Raumtemperatur und in einer Konzentration von
2x10” weiBen Blutzellen/ml. Zum Plasma zugesetzt wurde ein Citrat-Puffer und
Kaliumchlorid Losung bis zu einem physiologischen Kaliumspiegel mit Werten zwischen
3,5 - 4,5 mmol/l. AuBerdem zeigten sich bei der Beutellagerung im direkten Vergleich
jeweils Vorteile fiir die Lagerung bei Raumtemperatur im Vergleich zu 4°C und vor allem
zu 37°C. Bei der erfolgreichsten Lagerung wiesen die Zellen auch nach 72 Stunden in den
durchgefiihrten Untersuchungen durchschnittlich eine hohe Vitalitit und eine tiberwiegend
hohe Funktionalitit auf. Zellzahl und Vitalitdt bewegten sich bei 95 und 98 Prozent, die
durchflusszytometrisch bestimmte Intensitdt von Oxyburst und Phagozytose lag bei 112
und 80% ausgehend von den Buffy Coats und die durch Zymosan induzierte
Chemilumineszenz bei 78% bei Messung mit Lucigenin und bei 49% bei Messung mit
Luminol ausgehend vom frischen Leukozytenkonzentrat. Der pH-Wert lag mit 7,2 in
einem vertretbaren Bereich. Diese Ergebnisse sind vergleichbar und zum Teil besser als
die anderer Autoren, die jedoch iiberwiegend Granulozytenkonzentrate vorstimulierter

Spender untersuchten.
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7. Ausblick und Bewertung

Insgesamt handelt es sich um ein sehr vielversprechendes Zwischenergebnis.
Anzumerken ist jedoch auch, dass 33 bendtigte Buffy Coats fiir ein
Leukozytenkonzentrat eine hohe Anzahl darstellen. Die Buffy Coats entstehen zwar im
Rahmen einer Vollblutspende und stellen fiir den Spender keine zusétzliche Belastung
dar, mit den zur Verfiigung stehenden Blutspenden konnte jedoch nur ein begrenzter
Bedarf gedeckt werden. Das in dieser Arbeit verwendete Aufreinigungsverfahren
eignet sich zudem nicht fiir die Herstellung groferer Mengen an
Leukozytenkonzentraten. Hier gibt es jedoch Arbeitsgruppen-interne Versuche zu
einem Aufreinigungsverfahren in einem geschlossenen System aus Kunststoffbeuteln.
In unseren Versuchen gab es Probleme mit der genauen Unterscheidung der
Leukozytenuntergruppen. Fiir die genauere Bestimmung konnten hier weniger
fehleranfillige Verfahren wie die Immunphinotypisierung im Durchflusszytometer
oder die Bestimmung mittels eines Coulter Counters angewendet werden. Auch die
Vitalitdt der Zellen ldsst sich mittels Durchflusszytometrie oder Nachweill von
Annexin V weniger Untersucher-abhéngig bestimmen. Bei der Bestimmung des
Oyburst mittels Chemilumineszenz ~wurde hier erst das aufgereinigte
Leukozytenkonzentrat, nicht jedoch der Buffy Coat untersucht, so dass Einfliisse des
Aufreinigungsverfahrens nicht bestimmbar sind; dies sollte in weiteren Versuchen
eventuell mit beachtet werden. Ein Nachteil der Chemilumineszenz stellt zudem die
Induktion zur Radikalbildung durch Lucigenin dar, was zu verfélschten Ergebnissen
fiihren konnte. Um sicherere Aussagen liber die Funktionalitdt der Zellen machen zu
konnen, wiéren weitere Untersuchungen mit groferen Stichproben, sowie auch die
Bestimmung der Fihigkeit zur Chemotaxis zu empfehlen. Endgiiltige Sicherheit iiber

die Qualitdt der Zellen kann letztendlich jedoch nur die Untersuchung in vivo geben.
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8. Thesen

1.) Die Sepsis zdhlt in Deutschland mit einer Letalitit von gut 36% nach dem
Myokardinfarkt und der der Herzinsuffizienz zur dritthdufigsten Todesursache. Es besteht

ein Bedarf an weiteren Therapiemdglichkeiten.

2.) Die Behandlung septischer Patienten mit Hilfe eines Extrakorporalen
Immununterstiitzungssystems ,,EISS“, bei dem das Plasma erkrankter Patienten durch
einen Bioreaktor mit Spendergranulozyten geleitet wird, hat sich in ersten klinischen

Studien als erfolgversprechend erwiesen.

3.) Neben ,,EISS* bestehen noch weitere Einsatzgebiete fiir Granulozyten, beispielsweise
als Diagnostikum in der Forschung oder als Therapeutikum im Rahmen der leukopenen
Sepsis. Um Therapien mit Granulozyten durchfiihren zu konnen, ist eine bessere
Verfiigbarkeit von Leukozytenkonzentraten notwendig. Dies kann durch Vereinfachung
der Herstellung und Verldngerung der moglichen Lagerungsdauer der Konzentrate erreicht

werden.

4.) Das bisher zur Gewinnung von Granulozyten durchgefiihrte Prinzip der Apherese mit
vorheriger Stimulation mit G-CSF und/oder Steroiden stellt im Vergleich zur normalen
Blutspende eine Belastung fiir den Spender dar und ist nur im Rahmen von Studien und

mit Probandenversicherungen moglich.

5.) Granulozytenreiche Buffy Coats entstehen im Rahmen einer normalen Blutspende. Aus
dem Buffy Coat eines nicht vorstimulierten Spenders lassen sich mit dem verwendeten
Aufreinigungsverfahren durchschnittlich 0,95x10° weiBe Blutzellen, davon 0,61x10°
neutrophile Granulozyten gewinnen. Damit wiirden 33 Buffy Coats benétigt, um eine

ausreichende Menge Granulozyten fiir eine einmalige Behandlung zu erhalten.
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6.) Die Anzahl an Erythrozyten und Thrombozyten reduziert sich in der angewendeten
Aufreinigungsmethode um 99% und 95%, womit das verwendete Verfahren in diesem
Aspekt der Apherese iiberlegen ist. Der Verlust an weillen Blutzellen durch die

Aufreinigung betrégt ca. 50%, wobei es sich iiberwiegend um Lymphozyten handelt.

7.) Die aus Bufty Coats gewonnen Zellen weisen nach 48 und 72 Stunden vergleichbare
oder bessere Ergebnisse hinsichtlich Vitalitit und Funktionalitit auf als Granulozyten
anderer Autoren die durch Stimulierung mit G-CSF und/oder Dexamethason gewonnen

wurden.

8.) Beziiglich der Bestimmung der Intensitdt der Chemilumineszenz, als Nachweis fiir den
Oxyburst zeigen sich grofle Unterschiede zwischen den Messungen mit Luminol und

Lucigenin sowie zur Durchflusszytometrie.

9.) Die Lagerung in sterilen Kunststoffbeuteln mit niedriger Gaspermeabilitdt im Vergleich
zu Zellkulturflaschen mit luftdurchléssigen Filterkappen fiihrt zu einer Verbesserung der

Vitalitdt und Funktionsfahigkeit der Granulozyten.

10.) Als vorteilhaft fiir die Bewahrung der Funktionalitdt der Zellen erweist sich weiterhin
die Lagerung bei Raumtemperatur im Vergleich zu 4°C und 37°C sowie in Glucose-

reichem CPD-Plasma.

11.) Das Mischen zweier Buffy Coats verschiedener Spender zeigt keine negativen
Auswirkungen auf die Vitalitit und Funktionalitit der Zellen. Das poolen und die
Vervierfachung der Lagerungskonzentration auf 2x10’ Leukozyten pro Milliliter ist den
niedriger konzentrierten nicht gepoolten Zellen hinsichtlich der bestimmten Parameter in

allen Bereichen iiberlegen.

12.) Der pH-Wert hilt sich bei der hier verwendeten Lagerungsmethode in einer
Konzentration von 2x10” Leukozyten pro Milliliter leicht unter dem physiologischen

Bereich.
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13.) Die Zugabe von Dexamethason in einer Konzentration von 1x10° mol/l zu
Leukozytenkonzentraten fiihrt nicht zu signifikanten Unterschieden in Vitalitit und
Funktionalitit der Zellen, jedoch zu signifikant niedrigeren Anstiegen der

Laktatkonzentration.

14.) Leukozytenkonzentrate konnen {iber 72 Stunden bei in vitro Erhalt der Vitalitit und

der Fahigkeit zu Phagozytose und Oxyburst gelagert werden.

15.) Hiermit tragen die Versuche dieser Arbeit dazu bei ein Produkt mit diagnostischer und

therapeutischer Bedeutung fiir die Zukunft zu entwickeln.
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