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Gelatine schiitzt Erythrozyten in
vitro und in vivo vor mechanischer
Belastung
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Einleitung

Blutbestandteile werden wahrend maschineller Autotransfu-
sion (MAT) und wdhrend extrakorporaler Zirkulation (EKZ)
mechanisch belastet. Das Ausmal§ des mechanisch bedingten
Bluttraumas hdngt von den technischen Eigenschaften der
blutpumpenden Systeme und von den biochemischen Eigen-
schaften der Erythrozytensuspensionen ab. Mechanische Be-
schddigungen der Erythrozytenmembranen kénnen auftreten,
wenn biaxiale Membranspannungen durch Auftreten von
Scherkraften oder Aufprall auf Fremdoberfldchen eine kritische
Grenze iiberschreiten. Himoglobin kann dann auf verschiede-
nen Wegen freigesetzt werden: iiber vergrdSerte Poren in
Membranen von stark geschwollenen Erythrozyten, iiber
Perforationen in Membranen und aus fragmentierten Erythro-
zyten, wobei das Hdamoglobin komplett freigesetzt werden
kann und eine leere Zellhiille (,,Ghost“) zuriickbleibt [8,15,34].
Wenn die mechanisch bedingten Membranspannungen nicht
fiir eine Hamoglobinfreisetzung ausreichen, kénnen sich
trotzdem Zellveranderungen ergeben, die eine spitere Himo-
lyse begiinstigen und zu einer Verkiirzung der Uberlebens-
dauer der Erythrozyten fiihren, die sich klinisch in einer
Postperfusionsandmie duflern kann (subhdmolytisches Trau-
ma) [42]. Die rheologischen Eigenschaften von Erythrozyten
werden durch mechanische Belastung vergleichbar einem
beschleunigten Alterungsprozess beeinflusst [23]. Freies Ha-
moglobin wirkt insbesondere in Anwesenheit von Erythrozy-
tentriimmern nierenschidigend und kann ein akutes Nieren-
versagen hervorrufen [16,27,32,38]. Durch Bindung oder
Inaktivierung von Stickstoffmonoxid (NO) kann es vasokon-
striktiv wirken [47] und durch Freisetzung von Adenosindi-
phosphat kénnen Thrombozyten aktiviert werden [7].

Um die mechanische Bluttraumatisierung wahrend EKZ und
MAT zu minimieren, wurden bisher primdr technische Ver-
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besserungen von Rollerpumpen und anderen Geratebestand-
teilen durchgefiihrt. Untersuchungen iiber die mechanische
Fragilitit von unterschiedlichen Erythrozytensuspensionen
liegen zur Zeit nur vereinzelt vor (z.B. [11,24]), obwohl die
Zusammensetzung von mechanisch belastetem Blut auch
unter klinischen Bedingungen in Abhadngigkeit von den ver-
wendeten Dilutions- oder Waschlésungen erheblich von den
physiologischen Verhdltnissen abweichen kann. In der vor-
liegenden Ubersichtsarbeit soll deshalb anhand von eigenen
experimentellen und tierexperimentellen Befunden auf dem
Hintergrund von bereits vorliegenden Studien dargestellt
werden, welche Zusammenhdnge zwischen der mechanischen
Fragilitdt von Erythrozyten und verschiedenen kiinstlichen und
natiirlichen Suspensionsmedien bestehen kénnen.

Mechanische Hamolyse in vitro

In einer ersten Untersuchungsreihe [46] wurden 60 Erythrozy-
tenkonzentrate (EK) in additiver Losung mit einem Cellsaver
gewaschen. Als Waschlésungen wurden isotone Kochsalzlo-
sung (NaCl), physiologische Vollelektrolytlosung (VE: V Infu-
sionsléosung 296 mval Electrolyte, Baxter, Irvine) und physio-
logische Erythrozytenprotektionslosung (PEP: 3,2 % Gelatine,
pH 7,40, cHCO;~ 24 mmol/l; siehe Beitrag Zander) verwendet.
Vor und nach dem Waschen wurden die Himolyseparameter
freies Himoglobin (fHb) photometrisch und Laktat-Dehydro-
genase (LDH Test- Kit, Boehringer Mannheim) enzymatisch
gemessen. fHb und LDH waren signifikant niedriger, wenn EK’s
mit PEP gewaschen wurden. Die gemessenen freien Himo-
globinkonzentrationen lagen aber in allen Fdllen unter der
kritischen Grenze von 0,8 % (ca. 400 mg/dl fHb). Die osmotische
Resistenz nahm durch das Waschen mit allen drei Wasch-
I6sungen zu und war mit PEP signifikant hoher, als mit den
kristalloiden Losungen.

In einer zweiten Untersuchungsreihe [43,46] wurde das
mechanische Himolyseverhalten von gelagerten Erythrozyten
in Gelatine (Gelafusine, Braun, Melsungen), Plasmaprotein-
16sung, Hydroxydthylstarke (Rheohes, Braun, Melsungen) und
isotoner Kochsalzlésung in einem Modellkreislauf aus Roller-
pumpe (Stockert, Einstellung nicht okklusiv) und Kardiotomie-
reservoir untersucht (Abb.1). Das mechanische Himolysever-
halten der Erythrozyten wurde wahrend einer Zirkulationszeit
von 120 Minuten deutlich vom Suspensionsmedium beein-
flusst. Die Freisetzung von Himoglobin und Laktat-Dehydroge-
nase nahm unter mechanischer Belastung in der Reihenfolge
Gelatine, Plasmaproteinlésung, Hydroxydthylstdrke und isoto-
ner Kochsalzlésung zu (Abb. 2). Die Konzentration von freiem
Hamoglobin und die Aktivitit der Laktat-Dehydrogenase
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Abb.1 Modell-
kreislauf aus Roller-
pumpe und Kardio-
tomiereservoir zur
Untersuchung des
mechanischen
Hamolyseverhaltens
von Erythrozyten-
suspensionen (nach
[43,46]).

dnderten sich dagegen in einem Kontrollversuch nicht, wenn
die Erythrozytensuspensionen keiner mechanischen Belastung
ausgesetzt waren. Die mechanische Fragilitat der Erythrozyten
vergrofRerte sich mit zunehmender Lagerungsdauer, besonders
wenn die Erythrozyten in isotoner Kochsalzlésung suspendiert
waren (Abb. 3). Zusammenhdnge zwischen Plasmaviskositat,
Osmolalitdt und mechanischer Fragilitit konnten nicht gefun-
den werden. Auffillig war eine extrem erhohte Erythrozyten-
sedimentationsgeschwindigkeit in den Gelatinesuspensionen.

Untersuchungen {iber die erythrozytenprotektiven Eigenschaf-
ten von Blutplasma wurden von Butler et al. [ 11] und Kamenava
et al. [24] durchgefiihrt. Sie verwendeten als Himolysemodell
ein Gefdss, in dem Glas- bzw. Metallkugeln enthalten waren
und in dem verschiedene Erythrozytensuspensionen durch
rhythmisches Schaukeln mechanisch belastet wurden. In der
von Butler et al. [11] durchgefiihrten Studie konnte gezeigt
werden, dass die mechanisch bedingte Himolyse von frischen
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gewaschenen Erythrozyten durch Zusatz von autologem
Plasma hochgradig vermindert wird. Der erythrozytenprotek-
tive Effekt trat auf mit Plasma, erhitztem und dialysiertem
Plasma und Albumin, wahrend fiir Gammaglobuline, Hapto-
globin, Caeruloplasmin und Alpha-2-Makroglobulin keine
Erythrozytenprotektion gefunden werden konnte. Der erythro-
zytenprotektive Effekt nahm mit zunehmender Proteindilution
ab und hing nicht mit unterschiedlichen Viskositdten zusam-
men. Butler folgerte aus seinen Untersuchungen, dass ein
Mangel an erythrozytenprotektiven Proteinen die Entwicklung
einer hiamolytischen Andmie férdern kann. Eine dhnliche
Untersuchung wurde 1997 von Kamenava et al. durchgefiihrt
[24]. Sie konnte ebenfalls zeigen, dass Erythrozyten durch
Serum, Plasma und Albumin vor mechanisch bedingter Himo-
lyse geschiitzt werden, dass der erythrozytenprotektive Effekt
von Plasmaproteinen konzentrationsabhdngig ist und dass die
Hamoglobinfreisetzung signifikant hoher ist, wenn die Ery-
throzyten in Dextran oder isotoner Kochsalzlésung suspendiert
waren. Die mechanisch bedingte Himolyse nahm signifikant
ab, wenn mehr als 25% des Suspensionsmediums aus Plasma
bestand, und sie erhohte sich signifikant, wenn mehr als 30%
des Plasmas durch kristalloide Losung oder Dextran ersetzt
wurde.

In einer dritten Untersuchungsreihe wurden deshalb die
erythrozytenprotektiven Eigenschaften von verschiedenen
kristalloiden und kolloidalen Lésungen mit einem Tonometer
(IL 237, Instrumentation Laboratory, Kirchheim; Abb.4) be-
stimmt, wie es zur Aquilibrierung von Blutproben (z.B. zur
Messung von Sauerstoffhalbsattigungsdrucken) eingesetzt
wird. Die mechanische Belastung der Erythrozytensuspensio-
nen entstehtin diesem Modell durch Rotation und Anhalten des
Probengefif3es. Frische gewaschene Erythrozyten hatten hohe
Hamolyseraten, wenn sie in Dextran, Hydroxyathylstdrke,
isotoner Kochsalzlésung oder additiver Konservierungslosung
(SAG-M, PAGGS-M) suspendiert waren und vergleichbar nied-
rige Hamolyseraten, wenn sie in Plasma, Albumin oder Ge-
latine suspendiert waren (Abb. 5 und 6). Die unterschiedliche
Elektrolytzusammensetzung der verwendeten Losungen hatte
keinen Einfluss auf das Himolyseverhalten. Der erythrozyten-
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Abb.3 Lineare Regres-
sion von freiem Hamo-
globin (fHb) und Lage-
rungszeit der Erythro-

. . . zytenkonzentrate (EK)
nach 120 Minuten Zirku-
lation im Modellkreislauf
4 (gelagerte Erythrozyten
in Gelatine (GEL), Plas-
maproteinlosung (PPL),

: Hydroxydthylstarke
(HES) und isotoner
Kochsalzlosung (NaCl);

. r-Korrelationskoeffizient;
- nach [43,46]).

NaCl
r=0,8

10 20 30

Lagerungszeit (Tage)

Abb.4 Tonometer
zur Untersuchung
des mechanischen
Hamolyseverhaltens
von Erythrozyten-
suspensionen. Die
mechanische Belas-
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protektive Effekt von Albumin veringerte sich ab einer
Konzentration von 1 g/dl. Mit Gelatine konnten erythrozyten-
protektive Effekte bereits bei Konzentrationen von 0,25 g/dl
nachgewiesen werden.

Mechanische Hamolysen in vivo

Standardwaschlosung fiir die MAT ist derzeit isotone Koch-
salzlosung (NaCl) [1,18]. Vergleichende klinische Untersuchun-
gen von kristalloiden und kolloidalen Waschldsungen liegen
zum jetzigen Zeitpunkt nicht vor. Nach Henn et al. [19] war bei
orthopddischen Patienten der Abfall der Haptoglobinkonzen-
tration nach Transfusion von mit NaCl gewaschenen autologen
Erythrozyten signifikant gréf3er als nach Fremdbluttransfusion.
Spain et al. [40] konnten in einer Untersuchung von 1596
Patienten mit MAT erhohte freie Himoglobinkonzentrationen
nachweisen.

In einer vierten tierexperimentellen Untersuchungsreihe
[45,46] wurde deshalb das Blut von jungen Schweinen (er-
rechnetes Blutvolumen 800 ml) in 15 Zyklen mit kristalloider
Losung (NaCl und VE) oder PEP gewaschen und retransfundiert

(gewaschenes Blutvolumen 1500 ml). Es konnte gezeigt wer-
den, dass die freien Himoglobinkonzentrationen mit zuneh-
mender Proteindilution ansteigen, wenn kristalloide Wasch-
l6sungen verwendet werden, und dass die freien Himoglobin-
konzentrationen abnehmen, wenn eine gelatinehaltige PEP-
Losung verwendet wird (Abb. 7).

Einzelne Hinweise auf eine verminderte Hamoglobinfrei-
setzung bei Verwendung von Gelatinelésungen als Priming-
Volumen einer EKZ gab es bereits in den sechziger Jahren.
Leutschaft [30] und Silvay et al. [37] konnten zeigen, dass die
Hdmoglobinfreisetzung wihrend EKZ mit einer gelatinehalti-
gen Losung niedriger als mit einer Dextran- oder Glukoselésung
war. In einer Untersuchung von Himpe et al. [20] hatten
Patienten nach EKZ mit Gelatine- und Albuminlésungen als
Priming-Volumen vergleichbar niedrige freie Himoglobinkon-
zentrationen.

Beeinflussung der Erythrozytenmorphologie

Untersuchungen zur Beeinflussung der Erythrozytenmorpho-
logie durch Suspensionslosungen wurden bereits 1955 von
Ponder durchgefiihrt [33]. Er stellte fest, dass Erythrozyten ihre
bikonkave, diskoide Form verlieren und zu Sphdrozyten mit
Einkerbungen oder spitzen Ausziehungen (Echinozyten) wer-
den, wenn sie mit isotoner Kochsalzlésung gewaschen werden.
Nach Resuspension in Frischplasma nehmen die Zellen wieder
ihre bikonkave, diskoide Form an. Dieses Phdnomen wurde von
Ponder ,Disk-Sphere* Transformation und in der neueren
Literatur reversible Diskozyten-Echinozyten-Transformation
genannt [4-6,9,25]. Das Auftreten von pathologischen Ery-
throzytenformen wahrend extrakorporaler Zirkulation und
eine Prdvention dieser Verdnderungen durch Albumin konnten
auch in vivo beobachtet werden [21,22,31].

Inweiteren licht- und rasterelektronenmikroskopischen Unter-
suchungen von Erythrozyten in unterschiedlichen Suspen-
sionsmedien [43,46] fanden sich in Gelatine- und Plasmapro-
teinlosung fast ausschlieBlich normale, bikonkave Diskozyten,
in Hydroxyathylstirke auffallig hdufig Erythrozyten mit un-
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Abb.6 Mechanisches Hamolyseverhalten von Erythrozytensuspen-
sionen mit verschiedenen Albuminkonzentrationen, isotoner Kochsalz-
|6sung (NaCl) und additiven Konservierungslésungen SAG-M (Sodium,
Adenin, Glukose, Mannitol) und PAGGS-M (Phosphat, Adenin, Guano-
sin, Glukose, Sorbit, Mannitol) im Tonometerversuch.

regelmafiger Randbegrenzung und in isotoner Kochsalzlésung
geschwollene Erythrozyten, die nicht scharf einzustellen waren
(Abb. 8).

Nach Bessis [4] hdangt die normale bikonkave diskoide Form der
Erythrozyten von einem Aquilibrium innerer und duRerer
Krifte ab. Geringe Anderungen der Umgebungsbedingungen
kénnen dieses empfindliche Gleichgewicht stéren und fiihren
dann dazu, dass der Erythrozyt seine duf3ere Form in Richtung
Echinozyt (Stechapfel) dndert. Nach heutigem Verstandnis ist
das grundlegende Strukturelement einer Erythrozytenmem-
bran eine Lipiddoppelschicht, die durch hydrophobe Wech-
selwirkungen stabilisiert wird. An diesen Membranen lagern
sichreversibel periphere Proteine an, die durch elektrostatische
Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken mit hydrophilen
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Abb.7 Plasmaprotein- und freie Hamoglobinkonzentrationen bei
jungen Schweinen wahrend maschineller Autotransfusion: mit zuneh-
mender Proteindilution steigen die freien Himoglobinkonzentrationen
(fHb) mit kristalloiden Waschlésungen (isotone Kochsalzlésung (NaCl),
physiologische Vollelektrolytlésung (VE)) an und sinken mit physio-
logischer Erythrozytenprotektionslésung (PEP) ab (*p<0,05, Kruskal-
Wallis-Test; nach [45,46]).

Teilen integraler Membranproteine und polaren Kopfgruppen
von Membranlipiden lockere Bindungen eingehen. Wenn
periphere Proteine integrale Membranproteine an andere
zelluldre Strukturen binden oder die Beweglichkeit von
Membranproteinen dndern, kann die Form der Erythrozyten
beeinflusst werden. Die angelagerten Proteine kdnnen relativ
leicht freigesetzt werden, wenn die elektrostatischen Wech-
selwirkungen beeintrachtigt oder Wasserstoffbriicken gelost
werden [14,29,39].
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Abb. 8 Lichtmikroskopische Darstellung von gelagerten Erythrozyten
in verschiedenen Suspensionslésungen (Giemsa-Farbung, 630-fache
VergréRerung): In Gelatine und Plasmaproteinlésung (PPL) zeigten sich
fast ausschlieRlich normale, bikonkave Diskozyten, in Hydroxyathyl-

Beeinflussung von Erythrozytenaggregation
und -sedimentation

In normalem Plasma aggregieren Erythrozyten nicht, weil die
Erythrozytenmembranen Glycophorine als integrale Mem-
branproteine enthalten, deren negativ geladener Kohlenhy-
dratanteil den Erythrozyten eine hydrophile, anionische Ober-
flache verleiht. Dies ermoglicht den Erythrozyten zu zirkulie-
ren, ohne an anderen Zellen oder GefiBwdnden kleben zu
bleiben [41]. Die elektrischen Repulsionskrafte der negativen
Ladungen auf den Erythrozytenmembranen sorgen dafiir, dass
Blut normalerweise eine stabile Suspension ist und die
Erythrozytensedimentationsgeschwindigkeit sehr gering ist
[26,35,36]. In allen vier Untersuchungsreihen fiel eine extrem
erhohte Erythrozytensedimentationsgeschwindigkeit in den
Gelatinesuspensionen auf. Gelatine ist eine Lésung aus poly-
dispersen, assymmetrischen Molekiilen, die reich an elektro-
statischen Ladungen sind. Nach Anlagerung von Gelatine an
Erythrozytenmembranen verringern sich die Repulsionskréfte,
wodurch die Bildung von Erythrozytenaggregaten gefordert
und die Erythrozytensedimentationsgeschwindigkeit erhéht
wird [10,12,13,17,44]. Gelatine kann aufRerdem mit Plasma-
proteinen, z.B. Fibronectin spezifisch interagieren, wodurch
sich Briicken zwischen Erythrozyten bilden konnen [2].
Albumin, das den gréSten Anteil an den Plasmaproteinen

starke (HES) haufiger Erythrozyten mit unregelmaRiger Randbegren-
zung und in isotoner Kochsalzlésung (NaCl) stark geschwollene
Erythrozyten mit unscharfer Randbegrenzung (nach [43,46]).

bildet, ist ein sehr symmetrisches Molekiil und beeinflusst die
Erythrozytenaggregation deshalb kaum, weil es die Erythrozy-
tenmembranen sehr gleichmdRig beschichtet und nicht zur
Briickenbildung fiihrt [3,28].

Erythrozytenprotektiver Effekt von Gelatine

Die morphologischen Untersuchungen und die unterschied-
liche Beeinflussung der Erythrozytenaggregation und -sedi-
mentationsgeschwindigkeit lassen den Schluss zu, dass der
erythrozytenprotektive Effekt von Gelatine mit spezifischen
Interaktionen zwischen Gelatine und Erythrozytenmembranen
zusammenhdngt. Leutschaft et al. [30] bestimmten 1969 mit
einer nicht ndher beschriebenen Methode das elektrostatische
Oberflichenpotential der Erythrozyten und postulierten einen
.elektrostatischen protektiven Effekt" von Gelatine. Butler et al.
[11] und Kamenava et al. [24] folgerten aus ihren Versuchen,
dass die mechanische Fragilitdt von Erythrozyten durch Dilu-
tion von Plasmaproteinen erhdht wird, weil sich die mecha-
nische Stabilitit der Erythrozytenmembranen durch eine
verschlechterte Oberflichenbeschichtung mit Plasmaprotei-
nen verringert. Gelatine besteht wie Albumin aus Polypeptiden
mit zahlreichen elektrostatischen Ladungen und kann deshalb
wahrscheinlich Erythrozyten genauso wie Plasmaproteine
umhiillen und vor mechanischer Belastung schiitzen. Der
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durch Gelatine hervorgerufene erythrozytenprotektive Effekt
war in den in vitro- Untersuchungsreihen [43,46] sogar starker,
als der einer Plasmaproteinlésung. Hydroxydthylstdrke und
Dextrane bestehen dagegen aus elektroneutralen Molekiilen
und kénnen Erythrozyten deshalb nicht so effektiv beschich-
ten.

Schlussfolgerungen

Die mechanische Fragilitdt von Erythrozyten hangt offensicht-
lich in erheblichem AusmaR vom Suspensionsmedium ab.
Kolloide, die elektrostatische Ladungen enthalten (Albumin
und Gelatine), konnen Erythrozyten aufgrund von elektro-
statischen Wechselwirkungen beschichten und dadurch vor
mechanischer Belastung schiitzen. Die mechanische Fragilitdt
von Erythrozyten erhéht sich dagegen, wenn sie in elektroneu-
tralen Kolloiden (Hydroxyadthylstarke und Dextran) oder kris-
talloiden Losungen (isotone Kochsalzlésung) suspendiert wer-
den. Der erythrozytenprotektive Effekt von Albumin und
Gelatine ldsst sich bereits in niedrigen Konzentrationen nach-
weisen. Die Himoglobinfreisetzung durch mechanische Belas-
tung steigt mit zunehmender Dilution der Plasmaproteine und
mit zunehmendem Erythrozytenalter an. Wahrend maschinel-
ler Autotransfusion kann die mechanische Fragilitit der
Erythrozyten durch gelatinehaltige Waschlésungen vermin-
dert werden. Bei extrakorporaler Zirkulation ist die Himo-
globinfreisetzung mit Gelatine als Dilutionslésung niedriger als
mit anderen kiinstlichen Kolloiden oder Kristalloiden. In
weiteren Untersuchungen konnte geklart werden, ob Gelati-
nezusatz wahrend maschineller Autotransfusion oder extra-
korporaler Zirkulation die spitere in-vivo Uberlebensdauer von
Erythrozyten beeinflussen kann.
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