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Zusammenfassung
Lassen Erythrozyten bei morphologischer Klassifizierung

eine Abhéngigkeit von ihrem Alter oder der Blutgruppe erkennen?

Bongert, Katrin Susanne Margarete

Menschliche Erythrozyten haben eine begrenzte Lebenszeit von ca. 120 Tagen. Diese simple Feststellung
impliziert, dass trotz Fehlen aller Zellorganellen Leben und Sterben eines Erythrozyten gut reguliert sind. Im
Laufe der letzten Jahre wurde das Altern der roten Blutkdrperchen untersucht, und der Verdacht liegt
mittlerweile sehr nahe, dass es sich um eine Sonderform von Apoptose handelt, die durch verschiedene
Stoffe getriggert werden kann. Phosphatidylserin (PS), ein Membranlipid, spielt eine entscheidende Rolle bei

der Erkennung und Elimination von alternden Zellen.

Aus einem Kollektiv von 20 gesunden, ménnlichen Probanden wurden jeweils 4 ml Venenblut entnommen.
Nach Separierung der Blutbestandteile wurden die Erythrozyten durch Dichtezentrifugation und
anschlieBender Annexin V FLUOS-Inkubation aufgetrennt und PS an der MembranauBBenseite detektiert.
Sowohl Durchlicht- als auch Reflexionskontrast- und Fluoreszenzbilder identischer Objektstellen wurden mit
Hilfe des Reflexionskontrastmikroskops angefertigt und verglichen. Anhand des Adhésionsverhaltens
wurden ca. 34.000 Erythrozyten nach dem von Filler et al. 1996 vorgestellten Klassifikationsschema in fiinf
verschiedene Klassen unterteilt. Zusétzlich erfolgte eine Blutgruppenbestimmung aller Probanden in der

ABO-, Rhesus- und Kell-Klassifikation.

PS konnte in der Fraktion der Erythrozyten mit hoher Dichte eindeutig hdufiger markiert werden als in der
Fraktion der roten Blutkorperchen mit geringer Dichte, was bestétigt, dass alternde Zellen eine erhohte
Dichte aufweisen. Klasse 5 Erythrozyten sind signifikant hiufiger von leichten Erythrozyten vertreten als von
schweren. Es konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen PS-Vorkommen und Klassenverteilung
nachgewiesen werden. Auch die Blutgruppe hat keinen Einfluss auf eine vermehrte bzw. verminderte PS-

Exposition oder Klassenverteilung.

Tag der miindlichen Priifung: 19.3.2007
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1. Einleitung

1. Einleitung

Erythrozyten stellen mengenmifBig den bedeutendsten Anteil der korpuskuldren
Elemente im menschlichen Blut dar. Es handelt sich um bikonkave-bikonvexe,
organellfreie Blutkorperchen, die im Knochenmark produziert und nach 110-130 Tagen
hauptsédchlich in der Milz und zu einem geringeren Anteil in der Leber abgebaut werden
(Schroit et al. 1985). Auf welche Weise ihre Lebenszeit so und so exakt begrenzt wird,
ist bis heute nicht eindeutig geklirt. Die am meisten genannte Annahme geht von einer
Rigiditétspriifung iiberalteter Erythrozyten bei der Passage der Poren der

Milzsinusendothelien aus.

Sauerstoff- und Kohlendioxidtransport gehdren zu den wichtigsten Aufgaben der
Erythrozyten. Sie zeichnen sich zudem durch das Tragen von Blutgruppensubstanzen
auf ihrer Oberfliche aus, die aus unterschiedlich aufgebauten Oligosaccharidresten an

membrangebundenen Glykoproteinen oder Sphingolipiden bestehen.

Der Membranaufbau von roten Blutkdrperchen gehort bisher zu einem der best
untersuchten. Die Doppellipidschicht besteht hauptsdchlich aus vier Lipiden, dem
Phosphatidylcholin und Sphingomyelin, die zu der Gruppe der Cholinphospholipide
gehoren, und dem Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin, den
Aminophospholipiden. Durch den Besitz eines zusétzlichen Membranskeletts, das auf
Zytosolseite mit der Membran verbunden ist, kann der Erythrozyt einerseits seine Form
aufrechterhalten und sich andererseits extrem deformieren (lassen), um Kapillaren

passieren zu kénnen (Manno et al. 2002).

Die Doppellipidmembran weist im gesunden, reifen Erythrozytenzustand eine
Asymmetrie beziiglich der Lipidverteilung auf, wobei die Cholinphospholipide
hauptsichlich in der dulleren Hélfte und die Aminophospholipide in der inneren Hailfte
zu finden sind. Fiir die Entstehung und Aufrechterhaltung der Asymmetrie, die eine
wichtige physiologische Rolle spielt (Connor et al. 1994), werden die Flipase, auch

Aminophospholipidtranslokase genannt, und die weniger spezifische Flopase bendtigt,
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1. Einleitung

die unterschiedlich schnell gegen einen elektrochemischen Gradienten arbeiten (Diaz et
Schroit 1996, Kuypers 1998). Antagonistisch zu ihnen bewirkt die Aktivierung der

Scramblase eine Gleichverteilung der Lipide in der Membran.

Das negativ geladene Aminophospholipid Phosphatidylserin ist als einziges Lipid im
gesunden, reifen Erythrozytenzustand nur in einer Membranhilfte zu finden, ndmlich in
der inneren. Es wurde wiederholt beschrieben, dass eine Phosphatidylserin-Exposition
verschiedene Auswirkungen hat. Connor et al. stellten im Jahr 1994 zum ersten Mal
aufgrund der Tatsache, dass alternde Zellen vermehrt Phosphatidylserin exponieren,
einen Zusammenhang zwischen Alter und Dichte von Erythrozyten fest. Somit wird
angenommen, dass alte Phosphatidylserin-priasentierende Erythrozyten eine hohe Dichte
aufweisen und durch diese verdnderte Lipidasymmetrie mit Hilfe des
retikuloendothelialen Systems beseitigt werden. Phagozyten, die zu diesem System
gehoren, besitzen einen Phosphatidylserin-Rezeptor, mit dem sie Zellen binden und
verschlingen konnen (Fadok et al. 2000). Apoptotische Zellen, die typischerweise das
Aminophospholipid nach auBlen priasentieren, werden auf diese Art und Weise
eliminiert. Somit kann Phosphatidylserin als ein Signal fiir die Aktivierung der
Phagozytose angesehen werden. Auflerdem haben Phosphatidylserin-prisentierende
Erythrozyten eine Katalysatorfunktion in bezug auf die Himostase, da sie in diesem Fall
als ,,Assistenten” der Thrombozyten agieren (Bassé et al. 1996, de Jong et al. 2002),
und sie konnen den alternativen Weg des Komplementsystems aktivieren (Kuypers

1998).

Die Frage, inwiefern Erythrozyten einen apoptotischen Vorgang vollziehen, wird seit
1998 diskutiert (Pan et al. 1998). Dieser Selbstzerstorungsprozess konnte bisher in
eukaryontischen Zellen identifiziert und nachvollzogen werden. Da rote Blutkdrperchen
keine Zellorganellen, also auch keinen Kern und kein Mitochondrium besitzen, ist es
klar, dass Erythrozyten einen identischen Prozess nicht vollziehen kénnen. Bratosin et
al. haben im Jahr 2001 zum ersten Mal ein ,,Selbstzerstorungsprogramm®, das ohne

Mitwirkung von Kern und Mitochondrium arbeitet, identifiziert und beschrieben. Es
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1. Einleitung

wurde deutlich, dass es trotz Fehlen aller Organellen in Erythrozyten zahlreiche
Gemeinsamkeiten, wie z. B. eine Phosphatidylserin-Exposition, mit der Apoptose gibt.
Die Vermutung, dass es sich schon bei reifen roten Blutkdrperchen um Zellen handelt,
die bereits eine Apoptose vollzogen haben, wurde von Daugas et al. gedufBert (Daugas et
al. 2001). Die Annahme basiert auf dem Ausschleusungsprozess im Sinne des Membran
bleddings der Zellorganellen in Retikulozyten, konnte in vivo jedoch noch nicht
nachvollzogen werden. Diese Hypothesen sind Hintergrund der vorliegenden Arbeit, die

u.a. auf der Phosphatidylserin-Exposition von Erythrozyten basiert.

Annexin V ist ein bewihrter Fluoreszenzfarbstoff, der sich fiir den Nachweis der
Phospatidylserin-Exposition an Erythrozytenoberflichen eignet (Kuypers et al. 1996,
Mecklenbrauck 2003, Kuypers et de Jong 2004, Kempe et al. 2005).

Eine Auftrennung von Erythrozyten ist mit der Dichtezentrifugation mdglich und
erlaubt durch eine anschlieBende Handauszdhlung einzelner roter Blutkdrperchen eine
Aufteilung dieser in fiinf Klassen. Das Kriterium fiir die Klasseneinteilung ist das
Interferenzmuster der Erythrozyten, welches im Reflexionskontrastmikroskop
untersucht wird. Anhand des Adhésionsverhaltens an Glas konnen ferner zwei Typen
von roten Blutkorperchen unterschieden werden, wobei Typ I (bestehend vor allem aus
Klasse 1 und 2) wenig und Typ II (bestehend vor allem aus Klasse 3, 4 und 5) viel
Adhidsion aufweist. Adhédsion wird im Reflexionskontrast anhand Interferenzen
0. Ordnung identifiziert, optisch entsprechend Focal Contacts. Das Verfahren bietet die
Moglichkeit, Riickschliisse auf Auflagefliche bzw. Ausmal} der zentralen Einsenkung
und Umfang der Erythrozyten zuzulassen und diese Daten mit weiteren Informationen,
etwa der Dichte/Alter der roten Blutkdrperchen zu korrelieren. Es wird angenommen,
dass junge Erythrozyten mit einer ausgeprigten zentralen Konkavitit eine geringe
Auflagefliche auf Glas haben, wihrend éltere Erythrozyten ein immer groBeres
Adhisionsverhalten bis hin zur kompletten Auflage aufweisen (Filler et al. 1996, Filler
1998, Mecklenbrauck 2003). Jedoch hat auch der Hydratationszustand einen

entscheidenden Einfluss auf die Ausprdgung der zentralen Einsenkung und auf das
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1. Einleitung

Adhésionsverhalten. Auf das Ausmal3 der adhirenten Fliche hat vor allem der pH-Wert
des Untersuchungsmediums Einfluss. Unter der Voraussetzung, dass die
FlieBeigenschaften des Blutes sowohl in der Makro- als auch in der Mikrozirkulation
vor allem von den Erythrozyten abhingen, sind deren Adhisionseigenschaften und
zentrale Einsenkung als Ausdruck der Formstabilitdt und Rigiditdt wesentliche Faktoren
der Rheologie. Sie konnen damit besonders im  Hinblick auf die
Arterioskleroseforschung als bedeutend angesehen werden, auch wenn sich auf diesem
Gebiet die bisherigen Untersuchungen vorwiegend auf die Beschaffenheit der
GefaBwand und das Endothel beziehen. So wird beispielsweise fiir Diabetes mellitus die
durch die erhohten Blutglukosewerte hohere Rigiditdt der Erythrozyten als eine
wesentliche Ursache der Mikroangiopathie angesehen (Chung et al. 1993, Chung et al.
1998, Lawall et Angelkort 1999, Kuypers et de Jong 2004). Die Bestimmung der
Blutgruppen und das Adhésionsverhalten von Erythrozyten spielt auch fiir die
Transfusionsmedizin eine entscheidende Rolle. In dieser Studie wurden die
Erythrozyten nach dem ABO-System, dem Rhesussystem und der Kell-Klassifikation
unterteilt. Die begrenzte Lagerungsfiahigkeit von Erythrozytenkonzentraten von
maximal 42 Tagen bei zwei bis fliinf Grad Celsius (Priehn-Kiipper 2003) stellt nicht
zuletzt ein wirtschaftliches Problem dar, das auf den gestressten Erythrozytenzustand
zuriickzufithren ist. Die vorliegende Studie liefert durch Untersuchung des
Adhisionsverhaltens einen Beitrag zu Ursache und mdglichen Losungsansétzen dieser

Problematik.

1.1. Fragestellung

Als Grundlage fiir die vorliegende Arbeit diente die schon von mehreren
Forschergruppen beobachtete vermehrte Phosphatidylserin-Exposition bei alternden

Erythrozyten (Connor et al. 1994, Mecklenbrauck 2003).

Die Untersuchung soll zum einen die von Mecklenbrauck in ihrer Pilotstudie

gefundenen Ergebnisse beziiglich der Phosphatidylserin-Exposition bei alternden
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1. Einleitung

Erythrozyten und der Fragestellung, ob sich Erythrozyten-Subpopulationen mit
Apoptose-Markern identifizieren lassen, auf einem statistisch relevanten Niveau
validieren. Zum anderen wird im Rahmen dieser Studie wuntersucht, ob es
Zusammenhdnge (Korrelationen) zwischen den verschiedenen Blutgruppenantigenen

und den Parametern Erythrozytenklasse und Phosphatidylserin-Exposition gibt.
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2. Grundlagen

2.1. Der menschliche Erythrozyt

Erythrozyten stellen mit einer Gesamtmenge von 2,5 X 10" im menschlichen Blut den
mengenmifBig bedeutendsten Anteil der korpuskuldren Elemente dar. Thr Abbau findet
nach 110-130 Tagen in Milz und Leber statt, wobei die Milz in dieser Hinsicht etwa
30mal leistungsfahiger ist als die Leber (Schroit et al. 1985). Die beiden Organe
climinieren tiglich mehr als 10'' alt gewordene Erythrozyten. Warum rote
Blutkorperchen nicht ldnger iiberleben, ist unbekannt; es konnte allerdings auf die
Aktivititsminderung  erythrozytdrer Enzyme zuriickzufiihren sein, da eine
Proteinbiosynthese aufgrund der fehlenden genetischen Information (Verlust des
Zellkerns) und der fehlenden Ribosomen und Mitochondrien (Energie!) nicht mehr
moglich ist. Aufgrund des Verlustes aller Zellorganellen kann der Erythrozyt auch als
,,post-apoptotische Kreatur* bezeichnet werden (Daugas et al. 2001).

Fiir den Stoffwechsel des Erythrozyten stellt Glukose die wesentliche Energiequelle dar,
die entweder in der Glykolyse oder im Pentosephosphatweg abgebaut wird. Das in der
Glykolyse gebildete ATP wird fiir den aktiven lonentransport, durch den der Erythrozyt
Natrium und Calcium eliminiert und Kalium akkumuliert, fiir die Aufrechterhaltung der
Form und fiir die Biosynthese von Glutathion bendtigt. Befinden sich Erythrozyten fiir
48 Stunden in ecinem Glukose-freien Medium, konnen bei 50% dieser roten

Blutkdrperchen apoptotische Vorgédnge nachvollzogen werden (Lang et al. 2003).

Da rote Blutkorperchen einen Durchmesser von etwa 7,5 pm und eine Dicke von etwa
1,5 um besitzen, muss eine Deformierbarkeit des Erythrozyten gewdéhrleistet werden,
damit er Kapillaren, die einen Durchmesser von etwa 3-5 um haben, ohne Probleme
passieren kann. Diese Deformierbarkeit ist durch den Verlust des Zellkerns, die
Flexibilitit der Membran und die OberflichenvergroBerung auf 140 pm?® durch eine

bikonkave Scheibenform gegeben.
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Erythrozyten lassen sich nach der Dichte separieren. Thre Dichte wird mit einer
Streubreite zwischen 1,085 und 1,129 g/ml angegeben, was eine grundlegende Tatsache
fiir die Untersuchungen dieser Arbeit ist (siche Kapitel 3). Lediglich eosinophile (1,088-
1,105 g/ml) und neutrophile Granulozyten hoher Dichte (1,085-1,095 g/ml) liegen
teilweise ebenfalls innerhalb dieses Bereiches. Auch der Zusammenhang zwischen
Dichte und Alter des Erythrozyten ist eine grundlegende Erkenntnis fiir die vorliegende

Arbeit (Vaysse et al. 1988, Piomelli et Seaman 1993, Shinozuka 1994).

2.1.1. Erythropoiese

Erythrozyten konnen nicht wachsen und sich nicht teilen. Daher sind sie auf die

Mithilfe von Stammzellen angewiesen.

Sauerstoffknappheit und/oder ein Mangel an Erythrozyten (z. B. durch Blutverlust oder
Hiamolyse) regt Zellen in den Nieren und in der Leber dazu an, erhdhte Mengen von
dem Hormon Erythropoietin zu synthetisieren und in den Blutstrom abzugeben.
Erythropoietin ist ein 34 kDa-Glycoprotein, das zu 85-90% in den Nieren und zu 10-
15% in der Leber produziert wird. Es wirkt auf Knochenmarkzellen, die man als
Erythrozytenkolonie-bildende Zellen oder CFC-E bezeichnet. Rezeptoren fiir
Erythropoietin befinden sich nicht nur im Knochenmark sondern auch in Endothelzellen
(extramedulldre Epo-Rezeptoren). In der Signaltransduktion der Erythropoietin-
Rezeptoren spielt Proteinkinase C eine entscheidende Rolle, die jedoch im Einzelnen

noch nicht geklért ist (von Lindern et al. 2000).

Erythropoietin stimuliert die Erythropoiese auch insofern, dass es durch Regulierung
des anti-apoptotischen Proteins Bcl-X; den Erythroblasten vor der Apoptose schiitzt
(Daugas et al. 2001). Daugas et al. beschreiben ferner, dass In-vitro-Studien eine
proteolytische Tétigkeit von Caspasen (sieche Kapitel 2.1.5) wihrend der
Erythroblastendifferenzierung gezeigt haben; in vivo konnte diese Beobachtung jedoch

noch nicht gemacht werden.
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Rekombinantes menschliches Erythropoietin wird als Therapie von Niereninsuffizienz-
bedingter Andmie eingesetzt. Im Jahr 2003 wurde festgestellt, dass Erythropoietin an
Erythrozyten bindet, Kationen-Kanéle inhibiert und dadurch die Phosphatidylserin-

Asymmetrie aufrecht erhalten werden kann (Myssina et al. 2003).

Junge Erythrozyten, sogenannte Retikulozyten, besitzen in den ersten 1-2 Tagen noch
einige Reste von Zellorganellen, die Substantia reticulo-granulo-filamentosa, die durch
Einwirkung von Brillantkresylblau (sieche Kapitel 3.11.2.) oder Nilblausulfat sichtbar
gemacht werden konnen. Reife Erythrozyten hingegen weisen keine Zellorganellen

mehr auf.

2.1.2. Membranaufbau

Die Membran des menschlichen Erythrozyten besteht zu 19,5% aus Wasser, zu 39,6%
aus Proteinen, zu 35,1% aus Lipiden und zu 5,8% aus Kohlenhydraten (Yawata 2003).
Sie hat zwar wie in anderen Zellen einen typischen Doppellipidschichtaufbau, weist
aber durch den zusitzlichen Besitz eines Membranskeletts eine Strukturbesonderheit
auf. Es handelt sich um ein zweidimensionales Netzwerk, das liber Ankyrin, Protein 4.2
und Spektrin in der zytosolischen Membranoberfliche verankert ist (Shohet et al. 1993).
Manno et al. untersuchten im Jahr 2002 die mechanische Membranstabilitit an
Erythrozyten und stellten fest, dass nicht nur die Bindung der Skelettproteine
untereinander, sondern besonders die Bindung zwischen Phosphatidylserin (siche unten)
und Spektrin diese Membranstabilitit aufrechterhilt ohne jedoch Einfluss auf die
Deformierbarkeit zu nehmen. Neben Ankyrin, Spektrin und Protein 4.2 sind Aktin,
Protein 4.1 und Bande 3 die entscheidenden Komponenten des Membranskeletts.

Weitere Zellmembranproteine sind in Abbildung 1 ersichtlich.
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Abb. 1: Lokalisierung der Membranproteine in menschlichen Erythrozyten und ihre Interaktionen.
Integral proteins; B3: band 3, GPA: glycophorin A and GPC: glycophorin C. Anchor proteins;
Ank: Ankyrin and P4.2: protein 4.2. Cytoskeletal proteins; a-Sp: a-spectrin, p-Sp: p-spectrin,
ADD: adducin, 4.1: protein 4.1, TMY: trypomyosin and TMD: tropomodulin (Yawata, 2003).

Die starke Deformierbarkeit der Membran kann auf die Fahigkeit des Skeletts, eine
extreme Umgruppierung vorzunehmen, zuriickgefiihrt werden (Manno et al. 2002). Das
Fehlen oder der Defekt eines dieser Proteine bewirkt eine verdnderte Morphologie und
Membranintegritit des Erythrozyten, wie z. B. bei der hereditiren Elliptocytose, die in
Folge des Fehlens des Proteins 4.1 durch oval geformte Erythrozyten gekennzeichnet ist
und zur hidmolytischen Andmie fiihrt. Auch der Alterungsprozess von roten
Blutkorperchen geht mit einem Verlust der Membranelastizitit einher (Sutera et al.

1985).

In der menschlichen Erythrozytenmembran finden sich fast alle Lipidmolekiile, die in
threr Kopfgruppe Cholin enthalten, in der &uBleren, besser geordneten und weniger
fliissigen Halfte, all jene Phospholipid-Molekiile hingegen, die eine terminale primare
Aminogruppe besitzen, in der inneren, weniger dicht besetzten Haélfte der
Doppellipidschicht (Allen et al. 1988, Devaux 1993). Phosphatidylcholin (PC) und
Sphingomyelin (SM) gehoren hierbei zu der erstgenannten Gruppe, Phosphatidylserin
(PS) und Phosphatidylethanolamin (PE) zu der zweiten. Die genaue Verteilung der
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Phospholipide wird in der Literatur mit 70 £ 7% PC und ~80% SM in der &ueren und
96 £+ 4% PS und 80 + 5% PE in der inneren Membranhiélfte angegeben (Diaz et Schroit
1996, Yawata 2003). Da sich das negativ geladene Phosphatidylserin ausschlieflich in
der inneren Einzelschicht befindet, gibt es zwischen den beiden Hilften der
Doppelschicht einen deutlichen Ladungsunterschied. Es besteht ein nach auflen

gerichtetes positives Potential von ungefdahr 10mV.

2.1.3. Phosphatidylserin

Das negativ geladene Phosphatidylserin (PS) gehort zu den Aminophospholipiden und
ist ausschlieBlich auf Zytosolseite zu finden (Schroit et al. 1985, Kuypers et al. 1998, de
Jong et al. 2002).

i 1l

H
N —o-F-0-¢" g
\f_ 0™ H¢-0-C
z C-0—C
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Abb. 2: Strukturformel von Phosphatidylserin

Apoptotische Zellen zeigen dieses Lipid immer auf der AuBenseite ihrer Membran,
wobei es als Signal fiir das retikuloendotheliale System (siche Kapitel 2.1.7.) dient, das
die Phagozytose von (unter anderem) apoptotischen Zellen induziert (Bassé et al. 1996,
van Engeland et al. 1998, Schlegel et Williamson 2001). Zusitzlich wurde
Phosphatidylserin ebenfalls auf der Auenseite der Makrophagenmembran, die der zu
phagozytierenden Zelle zugewandt war, nachgewiesen. Somit konnte der
Phagozytoseprozess auf einer Interaktion zwischen zwei PS-prisentierenden

Membranen basieren (Schlegel et Williamson 2001).

Es wurde zahlreich beschrieben, dass durch einen erh6hten intrazelluldaren Ca* -Level
eine PS-Exposition stattfindet (Williamson et al. 1992, Pradhan et al. 1994, Bass¢ et al.
1996, de Jong et al. 1997, de Jong et al. 2002), was auf der Inaktivierung der
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2. Grundlagen

Translokase und Flopase und gleichzeitigen Aktivierung der Scramblase (siehe Kapitel
2.1.4.) beruht (siche Abbildung 3). Diese erhohte Kalziumkonzentration ist in
Erythrozyten jedoch nur im Zusammenhang mit Proteinkinase C-Aktivitdt flir das
Phospholipid-Scrambling verantwortlich (de Jong et al. 2002). Zusitzlich zur PS-
Exposition wurden in roten Blutkérperchen und Thrombozyten Verdnderungen der
Zellform und das Freisetzen von Mikrovesikeln ohne Zytoskelettanteile beobachtet
(Diaz et Schroit 1996). Auch die Endovesikulation konnte eine Rolle spielen (Allan et
Walklin 1988). Insgesamt verliert der Erythrozyt im Laufe seines Lebens 30% seines
Volumens (Werre et al. 2004).

Zellen, die PS présentieren, haben auBlerdem eine Katalysatorfunktion in bezug auf die
Hémostase, da eine Aktivierung des Tenasekomplexes (Faktor VIIla und [Xa) und des
Prothrombinkomplexes (Faktor Va und Xa) stattfindet (Bassé et al. 1996, de Jong et al.
2002). Obwohl Erythrozyten generell als biologisch inert im eigenen Korper gelten und
inaktiv beziiglich interzelluldrer Kommunikation sind, agieren sie in diesem Fall als
,»Assistenten der Thrombozyten. Zusétzlich kénnen PS-exponierende Erythrozyten

auch den alternativen Weg des Komplementsystems aktivieren (Kuypers 1998).

Zahlreiche Krankheiten, wie z. B. die Sichelzellandmie, Diabetes mellitus und einige
Falle der B-Thalassdmie, gehen mit einem Verlust der PS-Asymmetrie einher. Auch die
chronische Urdmie gehdrt zu dieser Gruppe von Erkrankungen (Bonomini et al. 2001).
Hier wird auch eine erhohte Adhésion der PS-prdsentierenden Erythrozyten an das
GefaBendothel beobachtet, was die GefdBBerkrankungen dieser Patienten erklért

(Bonomini et al. 2002).

2.1.4. Aminophospholipid-Translokase, Flopase und Scramblase

Die 110-120 kDa-Aminophospholipid-Translokase, auch Flipase (van Engeland et al.
1998, de Jong et al. 2002) oder P-Typ ATPase (Schlegel et Williamson 2001) genannt,
ist verantwortlich fiir die Mg®"/ATP-abhingige Aufrechterhaltung der asymmetrischen

Verteilung der Aminophospholipide in der Erythrozytenmembran, wobei sie speziell
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Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin gegen den elektrochemischen
Gradienten von der &uBleren Hélfte der Lipiddoppelschicht zur inneren (,,flip®)
transportiert (Connor et al. 1993, van Engeland et al. 1998, Daleke 2003). Der Transport
von Phosphatidylethanolamin ist jedoch weniger effizient, Phosphatidylcholin wird gar
nicht transportiert (Schlegel et Williamson 2001, Mandal et al. 2002). Die Flipase wird
z. B. durch Ca®’, Vanadate, Acetylphosphat, p-Nitrophenylphosphat und den
Sulfhydryl-reaktiven Reagenzien N-Ethylmaleimid (NEM) und Pyridyldithioethylamin
(PDA), einem spezifischen Inhibitor der Translokase, inaktiviert (Bassé et al. 1996,
Diaz et Schroit 1996, Manno et al. 2002, Daleke 2003), wobei der genaue
Mechanismus, der die Aktivitdt reguliert, nicht bekannt ist (Schlegel et Williamson
2001). Mandal et al. berichteten im Jahr 2002 zum ersten Mal, dass durch Caspase 3
(sieche Kapitel 2.1.5.) die Translokase ebenfalls, entweder direkt oder wahrscheinlicher

durch Beeinflussung von Translokaseregulatoren, gehemmt wird.

Die weniger spezifische Mg”/ATP-abhingige Flopase sorgt antagonistisch zur
Translokase fiir den Transport von Phospholipiden in die &duflere Haélfte der
Lipiddoppelschicht (,,flop®). Sie ist zudem temperatursensibel und kann durch Vanadate
und verschiedene Sulthydryloxidantien gehemmt werden. Da dieser Transport nach
aullen etwa 10mal langsamer ist und mit dem Einwirtstransport konkurriert, wird so die
Phospholipid-Asymmetrie aufgebaut und aufrecht erhalten (Diaz et Schroit 1996,
Kuypers 1998).

Die Phospholipidscramblase wurde in der Erythrozytenmembran als ein Prolin-reiches
37-kDa-Protein identifiziert, das ein einziges transmembranes Segment nahe dem C-
Terminus besitzt (Zhou et al. 1997). Im Gegensatz zur Translokase wird die ATP-
unabhingige Phospholipid-Scramblase durch Ca®" aktiviert. Neben Ca®" gelten
Ceramide ebenfalls als Trigger. Jedoch ist nachgewiesen worden, dass in apoptotischen
Zellen die Aktivierung nicht nur aufgrund eines erhohten Ca*-Gehaltes im Zytosol
stattfindet (Schlegel et Williamson 2001), sondern die Anwesenheit von z. B. durch

Glukoseausschiittung aktivierter Proteinkinase C erforderlich ist (de Jong et al. 2002,
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2. Grundlagen

Klarl et al. 2005). Aktuelle Untersuchungen vermuten eine Stimulation der Scramblase
durch die Einnahme von Chlorpromazin, einem mittelstark potentem Neuroleptikum,

womit der andmische Nebeneffekt dieses Praparates erklirt wird (Akel et al. 2006).

Die Scramblase bewirkt eine symmetrische Verteilung der Phospholipide und ist
sowohl in lebenden Zellen, dort jedoch nur kurzweilig aktiv, als auch in apoptotischen
Zellen zu finden (Schlegel et Williamson 2001). Die Menge an Phospholipidscramblase
ist in Thrombozyten etwa 10mal groBer als in Erythrozyten (Zhou et al. 1997, Kuypers
1998).
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Abb. 3: Verteilung von Phosphatidylserin in den beiden Membranhilften in Abhingigkeit vom
intrazelluliren Ca**-Gehalt. Die durchgezogene und gestrichelte Linie zeigen die inverse Aktivitiit
von Flipase und Scramblase bei erhéhtem intrazelluliren Ca’*-Gehalt. Die Balken verdeutlichen
eine Gleichverteilung von Phosphatidylserin in beiden Membranhilften bei ansteigendem Ca®'-
Level (Diaz et Schroit, 1996).

Translokase und Scramblase sind Ziele der proteolytischen Caspasen (siche Kapitel

2.1.5).
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2.1.5. Caspasen

Caspasen sind Aspartat-spezifische Cystein-Proteasen, die normalerweise als latente
Enzymvorstufen (Procaspasen) vorliegen (Mandal et al. 2002). Sie werden durch
Calpaine und Apoptosesignale aktiviert und konnen durch verschiedene Inhibitoren (z.
B. zVAD-fmk, Z-DEVD-FMK) gehemmt werden. Das p-Calpain, das aufgrund von
erhohtem zytosolischen Ca”*-Level aktiviert wird, wurde in Erythrozyten gefunden und
zerfallt im aktivierten Zustand in Fragmente, die fiir den Abbau von Spektrin

verantwortlich sind (Daugas et al. 2001).

Caspasen konnen in drei Gruppen unterteilt werden: Caspase-1 (ICE), Caspase-2 (ICH-
1) und Caspase-3 (CPP32). Zu der Caspase-1-Gruppe gehdren zusétzlich noch Caspase
4 und 5, zu der Caspase-2-Gruppe wird die Caspase 9 gezihlt, und zu der Caspase-3-
Gruppe gehoren die Caspasen 6, 7, 8, 9 und 10 (Nagata 1997).

1999 wurden zum ersten Mal in Thrombozyten, die wie Erythrozyten ebenfalls keinen
Kern haben, funktionelle Vorstufen von Caspase 3 und 9 gefunden. 2001 beschreibt
Daugas et al. eine In-vitro-Studie, in der die proteolytische Aktivitit von Caspase 3, 6
und 9 wihrend der Erythroblastendifferenzierung beobachtet wurde, wobei
Kernproteine gespalten wurden, jedoch der Transkriptionsfaktor intakt blieb und es zu
keiner PS-Exposition kam. In vivo ist solch eine Beobachtung noch nicht gemacht
worden. Mandal et al. untersuchten im Jahr 2002 oxidativ gestresste Erythrozyten und
beobachteten zum ersten Mal die Existenz der 32 kDa-Procaspase 3, die im aktiven
Zustand als 20 kDa-Caspase 3 vorliegt. Die aktivierte Caspase 3 bewirkt bei oxidativem
Stress durch Beeinflussung der Translokaseaktivitit eine PS-Exposition. Im Jahr 2005
stellte dieselbe Forschergruppe eine zusitzliche Mitbeteiligung von Caspase 8 und Fas
heraus. Hiermit widerlegten sie die Behauptung von de Jong et al. aus dem Jahr 1997,
dass oxidativer Schaden keinen Einfluss auf die Phospholipidasymmetrie in roten

Blutkorperchen hitte.
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2.1.6. Ghosts

Wihrend eines osmotischen Vorgangs strebt der Erythrozyt ein Gleichgewicht zwischen
seinem Inneren und dem umgebenden Medium an. Solch ein Vorgang findet z. B. in
Aqua bidest. statt, wobei der Erythrozyt anschwillt und seine Membran zerreifit. Das
nun von auflen zugidngliche Phosphatidylserin kann durch Annexin V (sieche Kapitel
3.3.) markiert werden. Der so entstandene Ghost erscheint im Fluoreszenzmikroskop
typischerweise mit einer ringformigen Fluoreszenz, ist im Phasenkontrast jedoch kaum
oder gar nicht sichtbar, was ihn von anderen Annexin V-positiven, nicht geplatzten

Erythrozyten unterscheidet.

Die Entstehung von Ghosts ist ebenfalls bei mechanischen Irritationen wie der

Blutabnahme beobachtet worden.

2.1.7. Apoptose

Apoptose ist ein programmierter Zelltod, der einerseits genetisch initiiert werden kann,
wie z. B. bei der Organentwicklung und Mauserung, und andererseits durch externe
Trigger ausgelost werden kann. Dieser suizidale Prozess spielt eine besonders wichtige
Rolle in der Gewebshomdostase und geht immer, unabhéngig vom Zelltyp, mit einer

Phosphatidylserin-Exposition einher.
Der apoptotische Vorgang wird in zwei Phasen unterteilt:

I. Unter der ,, Triggerphase* versteht man den Zeitraum, der zwischen Kontakt mit
sogenannten Triggern und ersten morphologisch erkennbaren Zeichen der
Apoptose liegt. Die Liange dieser Phase ist abhidngig vom Zelltyp, von der
Triggerart und von den Wachstumsbedingungen der Zelle. Es sind bisher viele
verschiedene Ausloser bekannt, wie z. B. Wachstumsfaktoren, DNA-Schiden,
chemotherapeutische Zusétze, Glukokortikoide, synthetische Ceramide,
verschiedene zytotoxische Medikamente, UV-Bestrahlung, FAS- oder CD3/T-
Zell-Rezeptor-Komplex-Bindung (van  Engeland et al. 1998),
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Phosphatidylinositol-Diphosphat (Shiffer et al. 1998), Pb"- und Hg*'-Ionen
(Kempe et al. 2004, Eisele et al. 2006). Durch Einwirkung dieser Trigger wird
eine proteolytische Kaskade in Gang gesetzt, die die Aktivierung der Caspasen

und des ICE (interleukin converting enzyme) beinhaltet.

II. Das Einsetzen der proteolytischen Kaskade leitet die zweite, sogenannte
,, Vollstreckungsphase® ein, die immer relativ kurz andauert und im Untergang
der Kernmatrix, des Zytoskeletts und der Poly-ADP-Ribose-Polymerase endet.
Es wird vermutet, dass zu Beginn dieser Phase die Phosphatidylserin-

Prisentation nach auflen hin stattfindet (van Engeland 1998).

Am Beginn der Apoptose steht eine Storung des mitochondrialen transmembranen
Potentials, die durch eine Offnung der sogenannten Megakanile hervorgerufen wird. Es
folgt eine mitochondriale Freisetzung von Apoptose-einleitenden Faktoren, die, wie
Cytochrom C und Smac/Diablo, eine Caspaseaktivitdt initiieren, oder, wie der
Apoptose-einleitende Faktor AIF, einen Caspase-unabhédngigen Reaktionsweg auslosen

(van Engeland et al. 1998, Bratosin et al. 2001).

Da Erythrozyten keine Zellorganellen, also auch keinen Kern und kein Mitochondrium
besitzen, war die Frage lange ungekldrt, inwiefern rote Blutkdrperchen einen
apoptotischen Vorgang vollziechen. Bratosin et al. haben im Jahr 2001 zum ersten Mal
ein ,,Selbstzerstorungsprogramm®, das nicht auf die Anwesenheit von Mitochondrien
angewiesen ist, identifiziert. Sie untersuchten rote Blutkdrperchen und stellten
zahlreiche Gemeinsamkeiten fest, wie das Auftreten von Zellschrumpfung,
Mikrovesikelbildung der Membran und Phosphatidylexposition, die zum Zerfall oder in
Anwesenheit von Makrophagen zur Phagozytose fiihrt. Diese Art der Apoptose -aktuell
auch als Eryptose bezeichnet (Lang et al. 2005)- wird durch einen erhohten
intrazelluldren Ca*"-Gehalt eingeleitet und kann durch Cystein-Proteinase-Inhibitoren
gehemmt werden, wodurch die Moglichkeit besteht, durch therapeutische Intervention

die Lebenszeit von Erythrozyten zu verldngern.
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2.1.8. Retikuloendotheliales System

Die Aufgabe des retikuloendothelialen Systems ist die Eliminierung von Zellen und
Fremdkorpern, die den Organismus schddigen konnen, wobei Phosphatidylserin als ein
starkes Erkennungssignal fiir Phagozyten dient (Allen et al. 1988, Shiratsuchi et al.
1998). Diese Zellen erledigen ihre Aufgabe durch Phagozytose und werden aufgrund
ihres unterschiedlichen zeitlichen Einschreitens in professionelle (Makrophagen) und
nicht-professionelle Zellen (Epithelzellen, BHK) unterteilt. Parnaik et al. untersuchten
im Jahr 2000 Phagozyten und stellten anhand von apoptotischen Zellen fest, dass
professionelle Phagozyten sofort beim Auftreten des ersten apoptotischen Signals die
Zelle verschlingen, nicht-professionelle hingegen erst nach Stunden einschreiten. Beide
Phagozytenarten erkennen die apoptotische Zelle beim ersten Kontakt, jedoch werden
sie durch unterschiedliche Signale aktiv, was stark vermuten ldsst, dass die apoptotische
Zelle mit der Zeit ihre Signale verdndert. Die Art dieser Verdnderung ist noch
unbekannt. AuBerdem wird angenommen, dass die nicht-professionellen Phagozyten
eine Absicherung fiir den Organismus darstellen, wenn professionelle nicht ausreichend

vorhanden sind.

Von Fadok et al. wurden im Jahr 2000 ein Rezeptor auf Makrophagen, Fibroblasten und
Epithelzellen identifiziert, der fiir die Erkennung von Phosphatidylserin auf
apoptotischen Zellen dient. Hierzu wurde der monoklonale Antikdrper 217 eingesetzt,

der wie Phosphatidylserin-Liposome (Allen et al. 1988) die Phagozytose inhibiert.

PS-abhingige Zellerkennung ist jedoch nicht begrenzt auf Phagozyten, da Bennett et al.
im Jahr 1995 beobachtet haben, dass ebenfalls glatte Muskelzellen PS-exponierende
Erythrozyten binden.
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Abb. 4: Das Modell zeigt eine Reihe von Schliisselfiguren, die von der Aufrechterhaltung und vom
Verlust der asymmetrischen Verteilung der Phospholipide abhingig sind.
ATP-Adenosintriphosphat; B2-Gp—p2-Glykoprotein (Kuypers, 1998).

2.2. Erythrozyten als wichtigste Trager von Blutgruppeneigenschaften

Bereits vor mehr als 100 Jahren ist bemerkt worden, dass man beim Mischen des Blutes
verschiedener Individuen immer  wieder Auftreten von schweren
Agglutinationsreaktionen der Erythrozyten beobachten kann. Dieses Phdnomen ist auf
das Vorhandensein von Blutgruppensubstanzen bzw. Antigenen auf der Oberfldche von
Erythrozyten, Thrombozyten, Leukozyten, allen Endothelzellen, vielen Epithelzellen
und Spermatozoen zuriickzufithren. Bei diesen zellgebundenen Antigenen handelt es
sich meist um Glykosphingolipide. Die Produktion von Antikdrpern gegen sie wird
durch Darmbakterien ausgelost, die auf ihrer Zelloberfliche zufillig analoge
Verbindungen tragen. Genetisch bedingt ist nur die Féhigkeit, Antikorper, oder auch
Isoagglutinine genannt, mit einer derartigen Spezifitdit zu bilden. Menschliche
Isoagglutinine sind also heterophile Antikorper, die nicht nur im Blut, sondern auch in
der Tranenfliissigkeit, im Vaginalsekret und im Speichel vorkommen. Zudem kommen
Blutgruppen und blutgruppendhnliche Substanzen nicht nur beim Menschen, sondern

auch bei allen Tieren und vielen Mikroorganismen vor.

- 18-



2. Grundlagen

Etwa 80% der Population werden als Sekretoren bezeichnet, die wasserldsliche
Blutgruppensubstanzen  ausscheiden, die in  Urin, Speichel, Magensaft,
Samenfliissigkeit, Zervikalschleim, in der pathologischen Fliissigkeit von Ovarialzysten

und im Mekonium, dem ersten Stuhl des Neugeborenen, nachgewiesen werden kdnnen.

Die Blutgruppeneigenschaften sind wihrend des ganzen Lebens konstante Merkmale,
die nach den Mendelschen Gesetzen vererbt werden. Aufgrund der Immuntoleranz
gegen ,selbst“ werden natiirlich keine Antikdrper gegen die eigenen
Blutgruppensubstanzen gebildet. Klinische Bedeutung kommt den
Blutgruppeneigenschaften bei der Erythrozytentransfusion zu, da hamolytische
Reaktionen infolge Transfusionen gruppenungleichen Blutes auftreten. Aullerdem gibt
es Unvertriglichkeitserscheinungen, sogenannte Inkompatibilitdt, der Blutgruppen von
Mutter und Kind, die zu schweren Schiden des Kindes bis zu dessen Tod fiihren
kénnen. Man spricht von einer Rhesusunvertriglichkeit oder vom Morbus haemolyticus
neonatorum. Eine wichtige Bedeutung erfahren die Blutgruppen in der Gerichtsmedizin,
wenn alte Blutspuren vorhanden sind und das genetische Material nicht mehr
hinreichend untersucht werden kann. In der Genetik und Anthropologie werden die
Blutgruppen beim Vaterschaftsnachweis und bei der Bestimmung von ethnischen

Merkmalen herangezogen.

Es sind beim Menschen 14 Blutgruppensysteme bekannt, die aus mehr als 100
verschiedenen Blutgruppenantigenen bestehen. Die am ldngsten bekannten sind das

ABO-System und das Rhesussystem.

2.2.1. ABO0-System

Das ABO-System wurde 1901 von dem 6sterreichischen Bakteriologen Karl Landsteiner
entdeckt und umfasst vier verschiedene Gruppen, ndmlich A, B, AB und 0, wobei die
Merkmale A und B dominant, das Merkmal O rezessiv vererbt wird. In den Seren der
Trager der Blutgruppe A, B oder AB kommen die Antikorper Anti-B, Anti-A bzw.

keine Antikorper vor. Bei Menschen mit der Blutgruppe O finden sich im Serum die

-19-



2. Grundlagen

Antikorper Anti-A und Anti-B. Es gibt kein 0-Antigen, Gruppe-0-Erythrozyten besitzen
das H-Antigen, wobei die Bezeichnung Blutgruppe 0 nur aus historischen Griinden
beibehalten wurde. A-,B- und H-Antigene sind Kohlenhydrat-Antigene, die kovalent an
Proteine und/oder Sphingolipide gebunden sind und deren (jeweils zwei) Erbanlagen
auf dem langen Arm des Chromosoms 9 lokalisiert sind. Da das Produkt des 0-Gens
weder auf den Erythrozyten noch im Serum nachweisbar ist, wird es als amorph

(stumm) bezeichnet.

ABO-Blutgruppenverteilung fiir Deutschland

OBIlutgruppe A
44% HE Blutgruppe B
OBIlutgruppe AB
OBIlutgruppe 0

38%

12%

Abb. 5: ABO-Blutgruppenverteilung Deutschland (Quelle: Roche Lexikon Medizin, 4.Auflage,
Urban & Fischer Verlag, Miinchen 1999).
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2.2.2. Rhesus-System

Das Rhesus-System (Rh-System) wurde 1940 ebenfalls von Landsteiner und von
Wiener entdeckt. Zu diesem System gehdren mehrere Antigene, sogenannte
Rhesusfaktoren, die auf den Erythrozyten vorkommen. Am bekanntesten sind die
Faktoren C, D, E und c, d, e, die nicht durch Kohlenhydrate, sondern durch Proteine
kodiert werden. Fiir die drei Antigene werden nur zwei Gene benétigt. Das Rhesus D-
Gen kodiert fiir das D-Antigen mit 417 Aminosduren, das filir die rhesuspositive
Blutgruppe verantwortlich und am stdrksten immunogen wirksam ist. Es setzt sich aus
mehreren Partialantigenen (DA, D®, DS, DD) zusammen. Rhesusnegative Individuen
(Genotyp dd) sind homozygot bei einer Deletion der Rhesus D-Gensequenz. Neben
diesen drei Antigenen sind bis heute 37 weitere hoch- und niedrigfrequente Rh-Faktoren

bekannt.

Beim Phédnotyp Rhy,,; fehlen nicht nur alle Rh-, sondern auch andere
Blutgruppenantigene. Die Erythrozyten weisen zum Teil Membrandefekte auf, die zu
Formverdanderungen und einer verkiirzten Lebenszeit filhren kénnen. Kuypers et al.
stellten 1984 fest, dass es im Vergleich zu normalen Erythrozyten drei entscheidende
Unterschiede im Membranautfbau gibt: 1. Das Rh(D) Polypeptid und das R6A-bindende
Polypeptid, die entscheidend fiir die Aufrechterhaltung der asymmetrischen Verteilung
der Phospholipide sind, fehlen. 2. Menschliche Rhyy-Erythrozyten weisen eine andere
asymmetrische Verteilung von Phosphatidylethanolamin auf als die Kontrollzellen. 3.
Phosphatidylcholin zeigt eine schnellere Bewegung innerhalb der Membran als in
normalen Erythrozyten. Smith und Daleke stellten 1990 fest, dass sowohl A+ Zellen
wie auch B- und Rhy,, Erythrozyten einen normalen Phosphatidylserintransport
aufweisen. Somit war klar, dass das Rh-Protein kein Aminophospholipidtransporter ist.
1997 wurde von Geldwerth et al. schlieBlich veroffentlicht, dass die
Aminophospholipidtranslokase und das Rh-Polypeptid zwei eindeutig unterschiedlich

molekulare Spezies sind.
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8 haufigste Antigen-Kombinationen nach der Fisher-Race 3-Gen-Theorie

0,60%
0,94%

13,90%

OcDe
B CDe
OcDE
OCDE
Hcde
OCde
54,10% B cdE

OCdE

14,30%

14,20%

Abb. 6: Die 8 hiufigsten Antigen-Kombinationen nach der Fisher-Race 3-Gen-Theorie (Quelle:
Roche Lexikon Medizin, 4.Auflage, Urban & Fischer Verlag, Miinchen 1999)

ABO- und Rh-Blutgruppenverteilung in Deutschland

OBlutgruppe A+
B Blutgruppe B+
OBIlutgruppe AB+
OBIlutgruppe 0+
H Blutgruppe A-
O Blutgruppe B-

H Blutgruppe AB-
OBlutgruppe 0-

4%

Abb. 7: ABO- und Rh-Blutgruppenverteilung in Deutschland (Quelle: http://www.medizin.uni-
halle.de/tmb/infol.htm Stand: 13.02.2003)

Somit sind 84,55% der Bevolkerung rhesuspositive und 15,45% rhesusnegative

Individuen.
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2.2.3. Kell(-Cellano)-System

Dieses System wurde nach den zwei Frauen Kellacher und Cellano benannt. Neben den
antagonistischen Hauptantigenen K (Kell, K1) und k (Cellano, K2) werden noch 19
weitere Antigene zum Kell-System gerechnet. Beim extrem seltenen McLeod-Phénotyp
fehlen die Kell-Antigene bzw. sind abgeschwicht; die bei dieser Erkrankung
auftretende verkiirzte Erythrozyten-Uberlebenszeit spricht fiir eine funktionelle
Bedeutung des Kell-Systems. Der hédufig vorkommende Antikorper Anti-K wie auch
das seltene Anti-k konnen schwere Zwischenfille bei Transfusionen und

Schwangerschaften verursachen.

Kell-Blutgruppenverteilung in unserer Bevélkerung

9%

OKell-negativ
H Kell-positiv

91%

Abb. 8: Kell-Blutgruppenverteilung in unserer Bevilkerung

(Quellen: Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg, DRK Ortsverleih Durlach e.V.,
http://www.drk-durlach.de/blutspendedienst/gruppen.html, Stand: 10.06.2003

Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg-Hessen GmbH,
http://www.bsdhessen.de/bsd/blutgruppenserologie_06.htm, Stand: 10.06.2003)

-23 .



3. Material und Methode

3. Material und Methode

3.1. Probanden

Da Erythrozyten weiblicher Probanden einerseits durch hormonelle, zyklusbedingte
Schwankungen unterschiedliche Verhalten zeigen und andererseits eine etwas geringere
Dichte als die der madnnlichen Probanden haben, wurden fiir die vorliegende Arbeit

ausschlieBlich médnnliche Blutspender ausgewéhlt.

Da das Verhalten der roten Blutkorperchen ebenfalls durch Nikotinabusus,
Medikamenteneinnahme (insbesondere des Wirkstoffs Acetylsalicylsdure), systemische
bzw. erworbene Erkrankungen (z. B. Diabetes mellitus, Himorrhagische Diathesen) und
Infektionskrankheiten (z. B. Hepatitis, AIDS/HIV) beeinflusst wird, wurde

sichergestellt, dass die Probanden gesunde Nichtraucher sind.

Es wurden an insgesamt 20 Minnern im Alter von 22-43 Jahren Blutentnahmen

durchgefiihrt, wobei 75% der Probanden 22-26 Jahre alt waren.

3.2.OptiPrep™

OptiPrep™ Universal ist eine gebrauchsfertige, sterile und Endotoxin-getestete
Iodixanol-Losung, die zur Isolation verschiedenster Zelltypen aus Blut und Gewebe, zur
Isolation von Zellorganellen und Membranfraktionen und zur Herstellung von
selbstgenerierenden Gradienten geeignet ist (Bildirici et al. 2000). Es handelt sich um
Iodixanol 60% (5,5’-[(2-hydroxy-1,3-propanediyl)-bis (acetylamino)] bis [(N, N’-bis
(2,3-dihydroxypropyl)-2,4,6-triiodo-1,3-benzenedicarboxamide]) der Firma Nycomed,
Oslo, Norwegen. Die Dichte der Losung betrdgt 1,320 + 0,001 g/ml bei 20°C, die
Osmolaritdt liegt bei 170 = 15 mOsm und der Schmelzpunkt zwischen 221°C und
244°C.
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CH, CH,
CH,OH | ICo OH ICo | CH,OH
C|)HCH2NHCO }\JCHQCEHCHJL CONHCH2C|)H
OH OH

I I I I
CONHCH2C|3HCHZOH CONHCH,CHCH,OH
I
OH OH

Abb. 9: Strukturformel von Iodixanol, Mol-Gew = 1550.

Es wurde ein saccharidfreies, nicht-ionisches Trennmedium verwendet, um
verschiedene Storfaktoren wie z. B. das Verklumpen der Erythrozyten in Anwesenheit
von Polysacchariden und das Interagieren der Kohlenhydrate mit der Glykokalix des

Erythrozytolemms auszuschalten.

In der Literatur wird vor allem das schnelle und effiziente Herstellen von
selbstgenerierenden Gradienten als Vorteil gegeniiber anderen gleichartigen Losungen

herausgestellt (Graziani-Bowering et al. 1997, Billington et al. 1998).

3.3. Annexin-V-FLUQOS

Annexine sind eine von zwei Hauptgruppen der Calcium-bindenden Proteine. Zu dieser
Gruppe gehoren mindestens 12 Proteine, die in Abhéngigkeit von Calcium an
Phospholipide binden und in allen Eukaryonten zu finden sind. Sie haben sowohl
intrazelluldr als auch extrazelluldr zahlreiche Aufgaben. Annexine spielen eine Rolle bei
der Calcium-abhidngigen Exozytose, inhibieren die Phospholipase A2 und die

Proteinkinase C, sind bei der Bildung oder Regulation von Ionenkanélen beteiligt und
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wirken als Antikoagulantium, wobei dieser Effekt in vivo keine Rolle spielt, da die

Plasmakonzentration von Annexinen sehr niedrig ist (Walker et al. 1992).

Annexin V ist ein monomeres Protein mit einer molaren Masse von 35 kDa. Die
dreidimensionale Struktur des menschlichen Annexins V wurde erstmals 1990 von
Professor R. Huber (Miinchen) aufgeklirt. Das Protein hat 3-5 Ca®"-bindende Anteile
und bindet an negativ geladene Phospholipid-Membranen, wobei es eine hohe Spezifitét
fiir Phosphatidylserin zeigt (van Engeland 1998) und somit zum Nachweis von
apoptotischen Zellen dient. Mecklenbrauck hat in ihrer Promotionsschrift diese
Spezifitit an Rattenfibroblasten {iberpriift. Es gibt jedoch auch zwei bisher beobachtete
Beispiele fiir eine Annexin-Bindung durch nicht-apoptotische Zellen: Myoblasten bzw.

Myokardioblasten und Megakaryoblasten bzw. Megakaryozyten (Schlegel et al. 2001).

Annexin V wurde als Inhibitor von aktivierten und unaktivierten Makrophagen
identifiziert, wobei eine Verbindung mit dem Phosphatidylserin-Rezeptor auf dem
untersuchten Lymphozyten und/oder auf dem Makrophagen vermutet wird (Schlegel et
al. 2001, Williamson et al. 2001). Durch Annexin-Markierung konnte ebenfalls
nachgewiesen werden, dass Makrophagen auf dem Membrananteil, der der zu
phagozytierenden Zelle zugewandt ist, Phosphatidylserin nach aulen prisentieren

(Schlegel et al. 2001).
Rekombinantes Annexin V wird in E.coli (Stamm NB42) produziert.

Das fiir diese Arbeit verwendete Annexin-V-FLOUS Staining Kit der Firma Roche
dient zur Detektion und Quantifikation von Apoptose und zur Unterscheidung
apoptotischer von nekrotischen Zellen auf Einzelzellbasis. Das Kit besteht aus drei
Komponenten: Flasche 1 beinhaltet 110 pl Annexin-V-Fluorescein, Flasche 2 beinhaltet
150 pl Propidiumjodid und in Flasche 3 befinden sich 50 ml Bindungspuffer (Hepes-
Puffer). Der Gebrauch von fluoreszierenden Annexin V-Derivaten wurde erstmals 1992
von Ravanat et al. beschrieben, in deren Arbeit Phosphatidylserin auf der Oberflache

von Endothelzellen nachgewiesen wurde.
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1996 legten Kuypers et al. eine Arbeit vor, in der fluoreszierendes Annexin V im
Zusammenhang mit Erythrozyten zur Anwendung kam. Ein weiteres Annexin V-
Derivat, das Annexin V-Ferrofluid, wurde im Jahr 1999 an roten Blutkérperchen
getestet und dient ebenfalls zur Detektion von Phosphatidylserin (Geldwerth et al.
1999).

3.4. Zentrifugation

Fiir die Waschvorgédnge der Vollblutprobe und der Erythrozyten wurde die Labofuge I
der Firma Heraeus Christ verwendet. Die Zentrifuge besitzt vier verschiedene

Geschwindigkeitsstufen.

Die Dichtezentrifugation wurde mit der Zentrifuge Rotanta/RP der Firma Hettich
durchgefiihrt, die iiber ein Kiihlaggregat verfligt, das eine Temperatureinstellung von

—10°C bis zu +40°C erlaubt.

3.5. Mikroskopie

Fiir jegliche mikroskopische Untersuchungen und Fotografien wurde ein inverses
Reflexionskontrastmikroskop (RKM) vom Typ Diavert der Firma Leitz Wetzlar
verwendet, dessen Auflichteinrichtung eine spezielle Blende hat, die das Kohlern des
Auflichtmikroskops erlaubt (Filler 1998). Der Kohlersche Beleuchtungsapparat
gewidhrleistet ein homogen ausgeleuchtetes Gesichtsfeld und parallele Lichtstrahlen.
Letztere sind eine wesentliche Voraussetzung fiir die Generierung des
Reflexionskontrastes, der darauf aufbauend zirkular polarisiertes Licht im 45° Winkel
auf das Objekt bricht, wobei &hnlich dem Dunkelfeld der zentrale Anteil des
Lichtkegels ausgeblendet wird und somit nur eine ringformige Belichtung besteht

(Stachsche Beleuchtung). Dadurch werden Streustrahlen effizient unterdriickt.

Das verwendete Licht ist dazu geeignet, Fluoreszenzen zu erzeugen. Der 515 nm

Langpassfilter dient zur Detektion der Fluoreszenzen, der 488 nm Filter wird zur
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Anregung benoétigt. Spezieller Aufbau und vielseitige Anwendungsmoglichkeiten des

RKM werden an anderer Stelle detailliert beschrieben (Filler 1998, Filler et al. 2000).

3.6. Filme

Fiir die Fotographie der Nullproben und fiir die Aufnahmen der Annexinansitze im

Hellfeld und Phasenkontrast wurden AGFA 100 ASA Filme verwendet.
KODAK Tmax p3200 Filme wurden fiir die Fotografie der Fluoreszenzen verwendet.

Beide Filmarten sind fiir Schwarzweif3-Bilder geeignet.

Die Belichtungszeiten der AGFA Filme lagen bei ca. einer Sekunde, die der KODAK

Filme bei ca. 3-5 Sekunden.

3.6.1. Filmentwicklung

Nach dem Aufspulen der AGFA 100 ASA Filme in der Dunkelkammer wurden sie in
eine Entwicklerlosung gegeben, die im Verhéltnis 1 (Entwickler): 25 (Leitungswasser)
angesetzt wurde. Es wurde der Einmal-Entwickler Rodinal der Firma AGFA verwendet.
Durch sorgfiltiges Spililen wurden die Filme nach fiinf Minuten von der
Entwicklerlosung befreit und fiir 10 Minuten in ein Fixierbad gelegt, das eine
Zusammensetzung von 1 (Fixierer): 4 (Leitungswasser) hatte. Nach dem Fixieren sind
die Filme fiir 30 Minuten in flieBendem Leitungswasser gewéssert worden.
AnschlieBend wurden sie vom Wasser befreit und iiber Nacht zum Trocknen

aufgehingt.

Die Filmentwicklung der KODAK Tmax p3200 Filme wurde im Fotolabor der
Westfilischen Wilhelms-Universitit durchgefiihrt. Die Filme wurden dort gepusht. Das
bedeutet, dass der durch das Fluoreszenzlicht an sich unterbelichtete Film ldnger
entwickelt wird, um seinen Kontrast zu erhohen. Dabei wird durch das lidngere
Entwickeln nicht die Filmempfindlichkeit angehoben, sondern der Negativkontrast

ausgeglichen.
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3.7. Blutgruppenbestimmung

Im Fall der Verfiigbarkeit iiber einen Blutspendeausweis des Probanden wurde die
Blutgruppe aus dem Ausweis iibernommen. In allen anderen Fillen wurde dem
Probanden mit einer 8 mI-EDTA-Monovette Vollblut abgenommen, das im Institut fiir
Transfusionsmedizin der Westfilischen Wilhelms-Universitdt zur Feststellung der

Blutgruppe untersucht wurde.

Die Blutgruppe wurde im ABO-System mit dem Rhesusfaktor, dem Rhesussystem und
in der Kell-Klassifikation angegeben.

3.8. Auszihlung

Nach Digitalisierung der Bilder durch das Abfotografieren der Negative mit einer
Digitalkamera (AGFA-Filme) oder durch das Einscannen dieser (KODAK-Filme)
wurden die Erythrozyten entsprechend ihrer Klassenverteilung und Fluoreszenz an

einem 19 Zoll Monitor ausgezihlt.

3.9. Statistische Datenverarbeitung

Die statistische Datenverarbeitung wurde mit dem Statistikprogramm SPSS (Version
13) durchgefiihrt. Um eine statistische Signifikanz festzustellen, kamen der Wilcoxon-
und der Chi-Quadrat-Test zur Anwendung. Die statistische Signifikanz wird jeweils ab
einem Signifikanzniveau von p<0,05 angenommen. Der Wilcoxon-Test zum Vergleich
der Mediane zweier abhdngiger Untersuchungen (z. B. oberer und unterer Erythrozyten-
ring einer Dichtezentrifugation) iliber einen Rangsummentest ist nicht parametrisch,
wobei die Stichproben (jedes einzelne Bild) innerhalb des gegebenen
Untersuchungszeitfensters unabhédngig voneinander sind. Die Nullhypothese besagt
jeweils, dass die verglichenen Verteilungen nicht verschieden sind. Nominal verteilte

Werte wurden mit den Chi-Quadrat-Test auf ihren Zusammenhang bzw. ihre
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Abhéngigkeit hin untersucht. Die jeweils formulierte Nullhypothese wird bei den

Ergebnissen angegeben.

3.10. Blutabnahme

Das Blut des Probanden wurde mit einer Kaniile, deren Durchmesser 0,9 mm betrégt,
und einer 4 ml-Lithium-Heparin-Monovette (15 [.E. Heparin/ml Blut) der Firma
Sarstedt bei gestauter Armvene langsam entnommen, um eine moglichst geringe
Irritation der Erythrozyten zu erzeugen. Die entnommene Blutprobe wurde sofort nach
Entnahme vorsichtig umgeschwenkt, um eine Verwirbelung und weitergehende
mechanische Irritation zu vermeiden. Sie wurde zur Abkiihlung auf Raumtemperatur fiir
20 Minuten stehen gelassen.

3.10.1. Vorversuch

Vorversuche, in denen keine Fluoreszenz unter dem Mikroskop festgestellt werden

sollte, wurden mit EDTA-Monovetten durchgefiihrt.

3.11. Ansetzen der Dichtelosungen

Es wurden drei verschiedene Dichtelosungen zur Dichtetrennung der Erythrozyten
angesetzt wihrend die Blutprobe abkiihlte. Diese Losungen wurden nach folgender

Formel erstellt:
Vd+Vid;=(V+V))d,
d= Dichte der OptiPrep"™-Losung
d;= Dichte des Verdiinnungsmittels
d,= Dichte, die hergestellt werden soll
V= Volumen der OptiPrep'™-Losung

V= Volumen des Verdiinnungsmittels
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Die Dichte der OptiPrep'"-Losung betrigt 1,320 g/ml bei einer Temperatur von 20°C;
die Dichte des Verdiinnungsmittels (NaCl) betrdgt 1 g/ml. Alle Angaben stammen aus
http://www.nycomed-diagnostics.com/gradmed/optiprep/optil.html Stand: 09.11.2000.

Menschliche Erythrozyten besitzen eine Dichte mit einer Streubreite zwischen 1,085
g/ml und 1,129 g/ml. Daher wurden folgende Ldsungen zur Ermittlung von einer
Fraktion von Erythrozyten geringer Dichte und einer Fraktion von Erythrozyten hoher

Dichte angesetzt:
e Losung 1: Dichte: 1,085 g/ml (0,400 ml OptiPrep' ™ + 1,106 ml NaCl)
e Losung 2: Dichte: 1,095 g/ml (0,450 ml OptiPrep ™ + 1,066 ml NaCl)
e Losung 3: Dichte: 1,111 g/ml (0,555 ml OptiPrep ™ + 1,045 ml NaCl)

Nach dem Waschen der Blutprobe wurde Iml Erythrozyten zu Losung 1 gegeben.
Darauf folgend wurde zuerst Losung 2 und dann Losung 3 mit einer Insulinspritze und

einer langen Kaniile unterschichtet.

3.11.1. Vorversuch

Um zu kldren, inwiefern sich die Dichtelosungen beim Schichten vermischen, wurde
Losung 2 mittels May-Griinwald-Farbung sichtbar gemacht und die Ergebnisse des
Uberschichtens mit denen des Unterschichtens verglichen. Es zeigte sich bei dem
Unterschichten eine deutlich klarere Abgrenzung zwischen den Dichtelosungen als

beim Uberschichten.

3.11.2. Uberpriifung der Fraktionen von Erythrozyten mit geringer bzw.

hoher Dichte

Zur Uberpriifung diente der Nachweis von Retikulozyten im oberen Erythrozytenring
mittels Ausstrich und Férbung mit Brillantkresylblaulosung der Firma Merck. Durch
Einwirkung von Brillantkresylblau wird in Retikulozyten eine Konglomeration bzw.

Ausfillung von Ribonukleoproteinen bewirkt. Dadurch werden die noch vorhandenen
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Reste der Zellorganellen (Mitochondrien, Ribosomen, Reste des endoplasmatischen
Retikulums) als sogenannte Substantia reticulo-granulofilamentosa sichtbar. Nach 1-2
Tagen verlieren Retikulozyten diese Substanz. Im Pellet konnten keine Retikulozyten

nachgewiesen werden.

3.12. Waschung der Blutprobe

Die Blutprobe wurde einmal eine Minute lang mit einer relativen
Zentrifugenbeschleunigung von 1430 g in der Labofuge I zentrifugiert. Der dadurch
entstandene Plasmaiiberstand wurde mit einer Pasteur-Pipette abgenommen und

verworfen.

3.13. Nullprobe

4 ul Erythrozyten wurden zu 25 ml physiologischer Kochsalzlosung in ein NUNC-
Rohrchen gegeben. Die Fotografie der Nullprobe fand wéhrend der Dichtezentrifugation
statt, wobei von jedem Ausschnitt eine Aufnahme im Hellfeld und im Phasenkontrast

gemacht wurde.

3.14. Dichtezentrifugation

Mit der Rotanta/RP Zentrifuge wurden die drei unterschichteten Dichtelosungen mit
den Erythrozyten in Losung 1 fiir 40 Minuten bei 745 g und 20°C zentrifugiert.
Vorversuche haben gezeigt, dass bei dieser Einstellung ein optimales Ergebnis erzielt
wird (s. Abbildung 10 und 11). Die Temperatureinstellung entspricht der Temperatur,
bei der die OptiPrep " -Losung die angegebene Dichte hat.
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Isotone Kochsalz-Ldsung
0,9% Braun

| NaC€l -

Abb. 10: Versuchsaufbau

- oberer Erythrozytenring

=-——~Pellet

Abb. 11: links vor der Dichtezentrifugation, rechts nach der Dichtezentrifugation
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3.15. Ansetzen der Annexinlosung

Nach dem angegebenen Rezept des Annexin-V-FLUOS Staining Kit wurden 4 pl
Annexin-V-Fluorescein mit 200 ul Hepes-Puffer verdiinnt. Das Propidiumjodid wurde
nicht hinzugefiigt, da eine Abgrenzung zu nekrotischen Zellen nicht notwendig war. Der
Farbstoff setzt auBlerdem das Vorhandensein von denudierter DNA, wie sie bei Nekrose
auftritt, voraus, was bei Erythrozyten nicht zu erwarten ist. Der Losungsansatz musste

in einem Eppendorthiitchen dunkel gelagert werden.

3.16. Waschung des oberen Erythrozytenringes und des Pellets

Nach der Dichtezentrifugation wurden mit einer heparinisierten Einmal-Mikropipette
0,5 pl Erythrozyten aus dem oberen Erythrozytenring entnommen und zu 5 ml NaCl in
ein Zentrifugenrdhrchen gegeben. Danach konnte der Uberstand bis zum Pellet mit
einer Pasteur-Pipette abgenommen und verworfen werden. Es wurden ebenfalls 0,5 pul
Erythrozyten aus dem Pellet entnommen und zu 5 ml NaCl in ein Zentrifugenréhrchen

gegeben.

Beide Rohrchen wurden zweimal eine Minute lang bei 3.200 U/min (Stufe 4) in der
Labofuge I zentrifugiert und nach Abnahme des Uberstandes mit NaCl auf 5 ml wieder
aufgefiillt.

3.17. Inkubation

Die gewaschenen 0,5 pl Erythrozyten aus beiden Fraktionen wurden jeweils mit 10 pl
NaCl und 100 pl Annexinlésung fiir 30 Minuten in einem Eppendorthiitchen im
Dunkeln inkubiert.

3.18. Vorbereitung der Kammer

Zur  Vorbereitung der  Gewebezucht-Beobachtungs-Kammer  ,,SELECTA*-

Mikroaquarium-DBGM wurden die Metallklammern gedffnet und die Kammer im
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aufgeklappten Zustand auf eine plane Unterflache gelegt. Ein geputztes Deckgldaschen
(sieche Kapitel 3.18.1.) wurde mit einer Pinzette zur Vermeidung einer Verschmutzung
in die Fassung des aufliegenden Teils gelegt; darauf wurde eine Gummidichtung mit
dem breiteren Rand nach unten ausgerichtet und auf diese wiederum ein Deckgldschen
gelegt. Nun wurde die Kammer zusammengeklappt, und die beiden Klammern wurden

geschlossen.

3.18.1. Vorbereitung der Deckglaschen

Es wurde eine 10%ige Losung aus dem Detergenz 7X der Firma Serva mit
bidestilliertem Wasser hergestellt. In diese Losung wurden die Deckglidschen fiir
mindestens 24 Stunden gelegt. AnschlieBend wurden sie mit Aqua bidest. gespiilt und
mit einem weichen, sauberen, staubfreien Tuch geputzt. Die geputzten Deckgldschen
wurden in einem weiteren Schritt fiir mindestens 24 Stunden in eine 1:1 Losung aus
Aceton und Ethanol gelegt. Aus dieser Losung durften die Deckgldschen nur noch mit
einer sauberen Pinzette entnommen werden, um jegliche neue Verunreinigungen zu
vermeiden. Die auf diese Weise entnommenen Deckgldschen wurden mit einem neuen,
weichen, sauberen, staubfreien Tuch nochmals griindlich geputzt und in einem

Glasbehilter mit Deckel, im Wechsel mit Josephs Papier geschichtet, autbewahrt.

3.18.2. Befiillung der Kammer

Fiir die Untersuchung der Nullprobe wurde nach Platzierung des zweiten Deckgldschens
auf der Dichtung und SchlieBung der Kammer mit einer Monovette und einer Kaniile
die Kammer befiillt. Hierzu musste die Dichtung mit der Kaniile durchstochen werden,
und die Kammer wurde somit blasenfrei komplett gefiillt. Vor der Untersuchung unter
dem RKM blieb die Kammer fiir flinf Minuten ruhig liegen, damit sich die Erythrozyten

auf dem unteren Deckgldschen absetzen konnten.

Fiir die Untersuchung der Annexinansitze wurde nach Ausrichtung der Gummidichtung

die Kammer mit einer Eppendorfpipette befiillt. Danach konnte das zweite
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Deckgléschen platziert und die Kammer geschlossen werden. Die Kammer blieb
ebenfalls fiir fiinf Minuten mit einer Abdeckung, um einen {iiberfliissigen Lichtkontakt

zu vermeiden, vor der Mikroskopie liegen.

3.19. Fotografie

Nachdem das Objektmikrometer jeweils im Hellfeld und im Phasenkontrast fotografiert
worden war, wurden insgesamt 16 Ausschnitte der Nullprobe ausgewaihlt, die ebenfalls
jeweils im Hellfeld und im Phasenkontrast festgehalten wurden. Fiir diese Aufnahmen

wurde der AGFA 100 ASA Film verwendet.

Auch von den Annexinansitzen des oberen Erythrozytenringes und des Pellets wurden
jeweils 16 Gesichtsfelder fotografiert, die zusitzlich mit dem KODAK Tmax p3200
Film belichtet wurden, um die auftretenden, griin erscheinenden Fluoreszenzen
festzuhalten. Hierbei wurden zuerst fluoreszierende Ausschnitte fotografiert und
anschlieBend phasenkontrastmikroskopische und reflexionskontrastmikroskopische
Ansichten festgehalten, um nicht durch eine zu vermeidende Belichtung eine

Schwichung der Fluoreszenz zu erzeugen.
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4. Ergebnisse

4.1. Absolute und prozentuale Verteilung der Erythrozyten

Phaco Erys | Klasse 1 |Klasse 2 | Klasse 3 |Klasse 4 |Klasse 5 | Summe
Nullprobe 7954 376 576 683 1145 3477 6257
leichte Erys 17003 2709 261 257 566 | 11105 14898
schwere Erys 16732 3243 414 300 641 8418 13016
Summe 41689 34171

Abb. 12: grundsitzliche Verteilung (absolute Zahlen)

Tabelle 12 zeigt eine grundsitzliche Verteilung der Erythrozyten (Erys), die anhand der
fotografierten Ausschnitte auszuwerten waren, in phasenkontrastmikroskopischer und
reflexionskontrastmikroskopischer Ansicht. Insgesamt konnten ca. 41.500 Erythrozyten
im Phasenkontrast (Phaco) und ca. 34.000 Erythrozyten im Reflexionskontrast bewertet
werden. Somit ldsst sich feststellen, dass mehr Erythrozyten im Phasenkontrast als im

Reflexionskontrast erkennbar sind.

Beziiglich der Nullprobe konnten ca. 8.000 Erythrozyten im Phasenkontrast und ca.
6.300 im Reflexionskontrast bewertet werden. Die Verteilung auf die jeweiligen
Klassen zeigt, dass in der Nullprobe mit ca. 380 roten Blutkdrperchen am wenigsten
Klasse 1 und mit ca. 3.500 roten Blutkdrperchen am meisten Klasse 5 Erythrozyten

vorhanden sind. Es ist ein stetiger Anstieg von Klasse 1 bis 5 erkennbar.

Nach Zentrifugation findet sowohl bei den wenig dichten/leichten roten Blutkdrperchen
als auch bei den dichten/schweren eine Verteilung auf die Klassen 1 und 5 statt.
Insgesamt konnten ca. 17.000 leichte bzw. 16.800 schwere Erythrozyten in
phasenkontrastmikroskopischer Ansicht und ca. 14.900 leichte bzw. ca. 13.000 schwere

Erythrozyten in reflexionskontrastmikroskopischer Ansicht ausgewertet werden.
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Abb. 13: Gegeniiberstellung eines Phasenkontrastbildes (links) mit dem zugehorigen Reflexions-
kontrastbild (rechts)
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Die Bildpaare zeigen unterschiedliche Ausschnitte aus den einzelnen Proben. Das erste
Bildpaar stammt aus einer Probe von leichten Erythrozyten. Am rechten Bildrand kann
man drei Klasse 5 Erythrozyten erkennen, die mit ihrer Unterseite komplett auf der
Glasoberfliche aufliegen. Am unteren Rand befindet sich ein Klasse 1 Erythrozyt mit
multiplen Interferenzringen und links von ihm ein Vertreter der Klasse 2 mit zentraler
Interferenz. Das rote Blutkérperchen am linken Bildrand zeigt keine vollstidndige
Auflagefliche. Das mittlere Bildpaar stammend aus einer Nullprobe zeigt einen Klasse
3 Erythrozyten, erkennbar an der fehlenden zentralen Interferenz, und einen Klasse 1
Erythrozyten. Das dritte Bildpaar stellt zwei Klasse 1 Erythrozyten dicht nebeneinander

dar, die aus einer Probe des oberen Erythrozytenrings fotografiert wurden.

Klassenverteilung

100%

90%

80%

70%

60% —

O Nullprobe
50% —— |Mleichte Erys
Oschwere Erys

40% _

30% —

20%

10% - | —
0% | ‘ L:l_ﬁjj_ﬁ

Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3 Klasse 4 Klasse 5

Abb. 14: prozentuale Verteilung der Klassen auf die einzelnen Proben

Das Séulendiagramm in Abbildung 14 zeigt die deutliche Besetzung der Klassen 1 und
5 nach Zentrifugation. Es gibt ca. 10% mehr leichte Klasse 5 Erythrozyten als schwere
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und ca. 7% weniger Klasse 1 Erythrozyten, die leicht sind, verglichen mit den

schweren. Die Klassen 2 bis 4 sind nach Zentrifugation mit ca. 2-5% sehr gering

besetzt.

Die Nullprobe hingegen zeigt einen stetigen Mengenanstieg der roten Blutkdrperchen

von Klasse 1 mit ca. 5% Besetzung bis Klasse 5 mit ca. 55% Besetzung.

Die nachfolgenden Tabellen 15a-c stellen die jeweiligen Mittelwerte mit den

dazugehorigen Standardabweichungen dar. Man beachte die verhiltnismiBig hohen

Standardabweichungen bei den schweren Erythrozyten von 17,8 (Klasse 1) und 18,2

(Klasse 5).

N Minimum Maximum | Mittelwert | Standardabweichung
Klasse 1_0-Probe_rel 20 0,00 18,80 6,4945 4,92934
Klasse 2_0-Probe_rel 20 2,18 22,92 10,2008 5,12865
Klasse 3_0-Probe_rel 20 2,01 21,43 12,2094 4,96335
Klasse 4_0-Probe_rel 20 6,71 34,99 19,4348 7,12232
Klasse 5_0-Probe_rel 20 41,20 85,45 63,8698 11,47098
Gliltige Werte (Listenweise) 20

Abb. 15a: Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Klassen der Nullprobe

Minimum Maximum | Mittelwert | Standardabweichung
Klasse 1_leichte Erys_rel 20 6,11 39,20 18,3036 9,88092
Klasse 2_leichte Erys_rel 20 0,00 5,08 1,8746 1,57660
Klasse 3_leichte Erys_rel 20 0,00 5,49 1,6974 1,48380
Klasse 4_leichte Erys_rel 20 0,18 8,40 3,6988 1,91759
Klasse 5_leichte Erys_rel 20 53,96 91,89 74,4256 10,48929
Gliltige Werte (Listenweise) 20

Abb. 15b: Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Klassen bei leichten Erys
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Minimum | Maximum | Mittelwert | Standardabweichung
Klasse 1_schwere Erys_rel 20 4,32 74,27 25,6384 17,83343
Klasse 2_schwere Erys_rel 20 0,32 13,46 3,6310 3,99830
Klasse 3_schwere Erys_rel 20 0,42 12,22 2,5296 2,62633
Klasse 4_schwere Erys_rel 20 2,87 8,18 5,0535 1,56973
Klasse 5_schwere Erys_rel 20 19,06 88,89 63,1474 18,27138
Gliltige Werte (Listenweise) 20

Abb. 15¢: Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Klassen bei schweren Erys

4.2. Blutgruppenverteilung

Blutgruppe N
0 10

A 7

B 3

AB 0

rh neg 6

rh pos 14
Kell neg 20
Kell pos 0

Abb. 16: absolute Verteilung der Blutgruppen

Tabelle 16 zeigt das Blutgruppenvorkommen verteilt auf die 20 untersuchten

Probanden. Nach der ABO-Klassifikation konnten 50% der Blutgruppe 0, und 0% der

Blutgruppe AB zugeordnet werden. Gruppe A war ca. doppelt so hdufig vertreten wie

Klasse B.

14 der 20 Probanden zeigten ein positives Rhesusmerkmal, folglich hatten 6 Probanden

eine negative Rhesusgruppe. Dieses entspricht einer prozentualen Verteilung von 70%

zu 30%.
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Keiner der Probanden konnte zu einer positiven Kell-Blutgruppe zugeordnet werden.

Demnach besaflen alle Probanden ein negatives Kellmerkmal.

Beziiglich der Rhesusuntergruppen konnte nur eine diffuse Verteilung der Klassen

festgestellt werden, deren Auswertung kein interpretierbares Ergebnis erbracht hétte.

Nachfolgend zeigt Abbildung 17 die Verteilung der Klasse 5 Erythrozyten auf die
Blutgruppen 0, A und B. Die drei Boxplots stellen jeweils die Verteilung in der
Nullprobe, der Probe der leichten Erythrozyten und der Probe der schweren
Erythrozyten dar. Die direkte Gegeniiberstellung der jeweiligen Mittelwerte und
Standardabweichungen ldsst eine Vermutung beziiglich Signifikanzen zu, die jedoch im
Einzelnen nicht bestétigt werden konnte (siche Kapitel 4.3.). Die Untersuchung

beziiglich der restlichen Klassen ergab jeweils ein entsprechendes Ergebnis.

Probe: 0-Probe

350

300

250—

Klasse 5
—

200—

—
150—
—
i .
100

50—

| I I
0 A B

Blutgruppe

Abb. 17 a): Verteilung der Klasse 5 Erythrozyten der Nullprobe auf die ABO-Blutgruppe
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Probe: leichte Erys
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Abb. 17 b), ¢) : Verteilung der Klasse 5 Erythrozyten der Proben der leichten und schweren
Erythrozyten auf die ABO-Blutgruppe
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4.3. Signifikanzen

Pro Proband konnten im Mittel 18,65 phosphatidylserin-positive Erythrozyten in der
Probe der leichten roten Blutkdrperchen und 20,8 in der Probe der schweren
Erythrozyten gefunden werden, wobei Ghosts mit einbezogen wurden. Unter
Verwendung des Wilcoxon-Tests konnte diesbeziiglich ein zweiseitiges
Signifikanzniveau von 0,097 festgestellt werden. Somit kamen mehr fluoreszierende
Erythrozyten im Pellet als im oberen Erythrozytenring vor. Abbildung 18 a) zeigt vier
rote Blutkorperchen, die kreisformig fluoreszieren. Das dazugehorige Phasen- und
Reflexionskontrastbild (Abb. 18 b) und c)) zeigt die entsprechenden Erythrozyten nicht,

was darauf hinweist, dass es sich um Ghosts handelt.

Abb. 18 a) : Erythrozyten im RKM mit Fluoreszenzeinstellung
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Abb. 18 b) : Erythrozyten mit Phasenkontrasteinstellung

Abb. 18 ¢) : Erythrozyten mit Reflexionskontrast
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Abb. 19: Zwei fluoreszierende Erythrozyten mit Annexin V-positiven Vesikeln

Obwohl anhand der in Abbildung 17 gezeigten Boxplots durch Darstellung der
Verteilung der Klasse 5 Erythrozyten der einzelnen Proben auf die ABO-Blutgruppen
optisch eine Signifikanz zu erwarten ist, konnte dieses in den jeweiligen

Signifikanztests nicht nachgewiesen werden.

Mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests (Kreuztabelle) wurde gepriift, ob signifikante
Differenzen zwischen der Anzahl der leichten und der Menge der schweren
Erythrozyten beziiglich Klassen 1 und 5 bestehen. Die Daten lagen in nominal bzw.
ordinal skalierten Kategorien vor. Die Nullhypothese lautet, dass ein Unterschied
besteht, wohingegen die Alternativhypothese keinen Unterschied festlegt. Beziiglich der
Klasse 1 konnte bei einem zweiseitigen Signifikanzniveau von 0,101 kein Unterschied
festgestellt werden. Hingegen zeigte Klasse 5 bei gleichem Test und gleichem

Signifikanzniveau mit 0,026 einen signifikanten Unterschied. Dieses bedeutet, dass
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unter leichten Erythrozyten signifikant mehr der Klasse 5 vertreten sind als unter

schweren.

Es wurde ebenfalls mit dem Chi-Quadrat-Test der Einfluss des Rhesusfaktors auf die
Verteilung der Erythrozyten in den Klassen 1 und 5 untersucht. Wieder lautet die
Nullhypothese, dass ein Unterschied in der Besetzung besteht; die Alternativhypothese
besagt das Gegenteil. Bei einem zweiseitigen Signifikanzniveau von 0,271 kann kein
Unterschied beziiglich der Besetzung der Klasse 1 in Abhédngigkeit vom Rhesusfaktor in
der Nullprobe festgestellt werden. Ebenfalls kann bei gleichem Signifikanzniveau mit

0,335 kein Unterschied in der Klasse 5 Verteilung der Nullprobe dokumentiert werden.

Beziiglich der Kell-Klassifikation und der Rhesusuntergruppen konnen keine Aussagen

getroffen werden, da die Probandenzahl fiir eine solche Untersuchung zu klein ist.
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5. Diskussion

Grundlage dieser Arbeit war die von Mecklenbrauck durchgefiihrte Pilotstudie zur
Untersuchung der Phosphatidylserin-Exposition bei alternden Erythrozyten und der
Identifikationsmoglichkeit von Erythrozyten-Subpopulationen durch Apoptose-Marker.
Die Ergebnisse sollten durch Erhdhung der Probandenzahl und somit der zu
untersuchenden roten Blutkorperchen auf einem statistisch relevanten Niveau validiert

werden.

Mit einer Anzahl von 41.000 bzw. 34.000 ausgezéhlten Erythrozyten in dieser Studie
kann von einer breiten, aussagekréftigen, statistischen Basis ausgegangen werden. Die
erste Zahlenangabe bezieht sich auf die phasenkontrastmikroskopische Auszihlung, die
zweite auf die reflexionskontrastmikroskopische. Die unterschiedlichen Mengen kénnen
durch die grofere Schirfentiefe beim Phasenkontrast erklidrt werden, die jedoch auch
vermehrt Uberlagerungen in der Betrachtung zulésst. Insgesamt jedoch liefert das RKM
durch geringe Schirfentiefe wenig Uberlagerungen oder durch Streustrahlung erzeugte

Unschérfen (Filler 1997).

In Ubereinstimmung mit Mecklenbraucks Ergebnissen und zahlreichen in der Literatur
zu findenden Studien, in denen mittlerweile standardméBig der Fluoreszenz-Marker
Annexin V zur Markierung von Phosphatidylserin verwendet wird, konnte eine
spezifische Bindung des Annexins V an das Phosphatidylserin bestdtigt werden.
Unbekannt war bisher, ob nach Auftrennung entsprechend der Dichte und
anschlieender Behandlung entsprechend der Farbevorschrift noch Interferenzfiguren
zur Klassifizierung in statistisch auswertbarer GréBenordnung zeigen. Die Frage, ob
Annexin V die Membran penetrieren und Markierungen an der Innenseite vornehmen
kann, wurde bisher zahlreich untersucht (Kuypers et al. 1996, van Engeland et al. 1998,
Mecklenbrauck 2003) und auch unsere Ergebnisse liefern keinen Anhalt dafiir, dass eine
Bindung des Annexins V auf Zytosolseite durch Penetration der intakten Membran

moglich ist.
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Die Annexin V-Bindung ist calciumabhéngig, was durch die fehlende Fluoreszenz bei
Verwendung von EDTA-Monovetten in unserem Vorversuch eindeutig belegt werden
kann (siehe Kapitel 3.10.1.). Durch den Calciumkomplexbildner wurde die reversible
Bindung an das Phosphatidylserin verhindert. Die EDTA-Monovetten wurden durch

Lithium-Heparin-Monovetten ausgetauscht.

Balasubramanian et al. diskutierten im Jahr 2001 die ebenfalls calciumabhingige
Bindung von Annexin V und Malondialdehyd (MDA), das durch Lipid-Peroxidation in
oxidativ gestressten Zellen und Geweben entsteht. Die Reduktion dieses Produktes hat
bei Diabetes-Typ-II-Patienten eine verbesserte Blut-Rheologie bewirkt (Chung et al.
1998). Da oxidativer Stress ohnehin zu einer erhéhten Phosphatidylserin-Exposition
filhrt (Mandal et al. 2002), sollte die Bindungsfahigkeit von MDA mit Annexin V bei

der Beurteilung von Apoptosevorgéngen relativiert werden.

Durch die vorliegende Arbeit konnte die Annahme, dass dltere, dichtere Erythrozyten
mehr Phosphatidylserin exponieren als jlingere, weniger dichte Erythrozyten statistisch
validiert werden. Das Signifikanzniveau von 0,097 zeigt zwar keine hohe Signifikanz,
jedoch muss das methodische Vorgehen diesbeziiglich in dieser Arbeit beachtet werden.
Da bei der Auswahl der fotografierten Ausschnitte bevorzugt Fluoreszenzen betrachtet
wurden und somit die Ausschnitte nicht frei gewihlt wurden, ist dieses Ergebnis
lediglich ein Anhaltspunkt, denn es ist klar davon auszugehen, dass ohne diese
systematische Beeinflussung zur Beantwortung der Frage ein hochsignifikantes
Ergebnis zu erwarten ist. Diese Tatsache sollte als AnstoB filir eine weitere Studie
dienen, in der randomisiert Ausschnitte gewéhlt werden unabhidngig davon, ob
Fluoreszenzen sichtbar sind oder nicht. Durch das primire Fotografieren des phasen-
bzw. kontrastmikroskopischen Ausschnittes und das nachfolgende Betrachten der
Fluoreszenz bewirkte die Belichtung eine starke Verringerung bis hin zu einem Verlust

der Fluoreszenz.
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Beziiglich der Methodik sollte ebenfalls die Auszdhlung der Erythrozyten mit dem
bloBen Auge kritisch betrachtet werden. Sie unterliegt der individuellen Fehlerquote des
Untersuchers, was aber in der vorliegenden Arbeit aufgrund der hohen statistischen
Basis und vorheriger Verblindung nicht als relevante Fehlerquelle im Sinne der
Fragestellung anzusehen ist. Als Weiterfithrung dieser Arbeit sollte die Auswertung mit
einem speziellen Bildanalysesystem erfolgen und die Ergebnisse konnten digital

verglichen werden.
Wesentliche Ziele der Arbeit waren die Fragen:

Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Blutgruppe und der Phosphatidylserin-
Exposition an der MembranauBenseite oder der Klassenverteilung von unfixierten

Erythrozyten?

Lasst sich eine altersspezifische Verteilung der Klassenbesetzung von unfixierten

Erythrozyten nachweisen?

Korreliert die zunehmende Adhésion von Erythrozyten mit deren zunehmendem Alter

mit einer Phosphatidylserin-Exposition an der Membranauf3enseite?

Die Beobachtung von Mecklenbrauck beziiglich der Klassenverteilung auf den oberen
Erythrozytenring und das Pellet konnte in unserer Studie jedoch nicht nachvollzogen
werden. Es konnten signifikant mehr Klasse 5 Erythrozyten in der Probe der leichten
roten Blutkorperchen als im Pellet nachgewiesen werden. Klasse 5 Erythrozyten sind
flexibler und besitzen durch Schrumpfung einen geringeren Umfang als junge Klasse 1
oder 2 Vertreter. Somit besteht kein Zusammenhang zwischen der Phosphatidylserin-

verteilung und den Klassen.

Beziiglich des Einflusses der Blutgruppen nach der AB0-Klassifikation und der Rhesus-
Einteilung auf die Verteilung der Erythrozyten der Klassen 1 und 5 konnten keine
signifikanten Ergebnisse festgestellt werden. Dies hétte bedeutet, dass eine Kopplung

der Blutgruppeneigenschaft mit dem Zytoskelett vorliegen miisste, was aber durch
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unsere Ergebnisse nicht verifiziert werden konnte. Die Ergebnisse von Kuypers, Smith
und Geldwerth aus den Jahren 1984, 1990 und 1997 beziiglich ihrer Untersuchungen
des Einflusses der Blutgruppen auf die Phosphatidylserinverteilung konnen mit dieser
Arbeit bestétigt und vervollstindigt werden. Weder das Rhesus-Polypeptid noch der
Membranaufbau bei A-, B- oder 0-Blutgruppentriagern hat irgendeinen Einfluss auf die
Phosphatidylserinverteilung oder dessen Transport durch mogliche Beeinflussung oder
Transaktion mit Aminophospholipidtransportern bzw. Caspasen. Eine Beurteilung
hinsichtlich der Einteilung nach Kell oder der Rhesusuntergruppen war aufgrund der zu
geringen Probandenzahl nicht moglich, jedoch gibt es auch in der Literatur keinen
Anhalt dafiir, dass ausgerechnet diese Blutgruppenmerkmale relevant fiir die

Fragestellung sein konnten.

5.1. Ausblick

Es ist mittlerweile bekannt und wurde zahlreich untersucht, dass Krankheiten, wie z. B.
die Sichelzellandmie, der Diabetes mellitus, die Urdmie und einige Félle der
B-Thalassamie, einer Erbkrankheit, bei der die Lebensdauer von Erythrozyten auf 30-40
Tage reduziert ist, auf die beschriebenen Vorgédnge der Phosphatidylserin-Exposition
und deren Folgen zuriickzufiihren sind. Die meisten Patienten mit hidmolytischen
Andmien zeigen jedoch die Anzeichen fiir ein erh6htes Phosphatidylserin-Vorkommen
nicht, was darauf hinweist, dass es im Fall dieser Erkrankung eine andere
Signaltransduktion der Erythrozytenelimination geben muss (Boas et al. 1998). Sowohl
osmotischer bzw. oxidativer Stress, Glukose- und Eisenmangel, als auch der Kontakt
mit Blei- und Quecksilberionen und geringe Konzentrationen des Wirkstoffs
Chlorpromazin sind als Trigger der erythrozytiren Apoptose identifiziert worden (Lang
et al. 2003, Kempe et al. 2005, Eisele et al. 2006, Akel et al. 2006). Auch lange Zeit
nach Chemotherapie konnen bei Leukédmie-Patienten Phosphatidylserin-prisentierende
Erythrozyten nachgewiesen werden, was auf die verminderte Phagozytose als Folge der

Knochenmark-Suppression zuriickzufiihren ist (Zhang et al. 2005). Die Arbeiten von
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Lang et al. aus den Jahren 2004 und 2005 weisen jedoch auf wichtige neue
Ansatzpunkte hin, um den Mechanismus der PS-Exposition zu unterbrechen. Er fand
heraus, dass verschiedene Katecholamine wie z. B. Phenylephrin und Dopamin die
durch Ca’-Einstrom bedingte Prisentation von Phosphatidylserin nach auBen
inhibieren. Sie wirken -direkt oder indirekt- auf die Calcium-permeablen Kationen-
Kanile (Lang et al. 2005). Eine &hnliche Wirkung wird den Cl-lonen zugesprochen.
Harnstoff hemmt die Sphingomyelinase und somit die Wirkung von Ceramiden, die als

Trigger der Scramblase gelten (Lang et al. 2004).

Die vorliegende Arbeit dient ebenfalls dem besseren Verstindnis der
Erythrozytenelimination. Durch die Auftrennung der roten Blutkdrperchen mittels
Dichtezentrifugation und anschlieBende Annexin-Markierung kann festgestellt werden,
dass ein Zusammenhang zwischen Zelldichte und Phosphatidylserin-Exposition besteht.
Durch die Einteilung in die verschiedenen Erythrozytenklassen konnte nachgewiesen
werden, dass statistisch signifikant mehr leichte Erythrozyten in der Klasse 5 vertreten
sind als schwere. In dieser Studie besteht kein nachweisbarer Zusammenhang zwischen
Phosphatidylserin-Exposition und Klassenverteilung. Die Blutgruppenbestimmung
dient ebenfalls nicht als Merkmal fiir eine gesteigerte oder verminderte
Phosphatidylserin-Présentation nach auflen. Sie ist zudem auch kein einflussnehmender

Faktor bei der Klassenverteilung.

Diese Untersuchungen bieten entscheidende Anhaltspunkte, um die Reaktionskaskade
der Eryptose genauer aufschliisseln und unterbrechen zu kénnen, damit die Therapie der
Erkrankungen in Zukunft verbessert werden kann. Nicht zuletzt kann auch die
Problematik der begrenzten Haltbarkeit der Erythrozytenkonzentrate in der
Transfusionsmedizin angegangen werden, die neben begrenzter Verfiigbarkeit fiir den
Patienten auch ein wirtschaftliches Problem darstellt. Jedoch konnte bis heute nicht
geklart werden, wie und warum ein Erythrozyt eine so genau begrenzte Lebensspanne

von ca. 120 Tagen hat.
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6. Zusammenfassung

Es ist unzweifelhaft, dass menschliche Erythrozyten eine begrenzte Lebenszeit von
ungefihr 120 Tagen haben. Diese simple Feststellung impliziert, dass trotz Fehlen aller
Zellorganellen Leben und Sterben eines Erythrozyten gut reguliert sind. Im Laufe der
letzten Jahre wurde das Altern der roten Blutkdrperchen untersucht, und der Verdacht
liegt mittlerweile sehr nahe, dass es sich um eine Sonderform von Apoptose handelt, die
durch verschiedene Stoffe getriggert werden kann. Phosphatidylserin, ein
Membranlipid, spielt eine entscheidende Rolle bei der Erkennung und Elimination von

alternden Zellen.

Aus einem Kollektiv von 20 gesunden, madnnlichen Probanden wurden jeweils 4 ml
Venenblut entnommen. Nach Separierung der Blutbestandteile wurden die Erythrozyten
durch Dichtezentrifugation und anschlieBender Annexin V FLUOS-Inkubation
aufgetrennt und Phosphatidylserin an der Membranaulenseite detektiert. Sowohl
Durchlicht- als auch Reflexionskontrast- und Fluoreszenzbilder identischer
Objektstellen wurden mit Hilfe des Reflexionskontrastmikroskops angefertigt und
verglichen. Anhand des Adhisionsverhaltens wurden ca. 34.000 Erythrozyten nach dem
von Filler et al. 1996 vorgestellten Klassifikationsschema in fiinf verschiedene Klassen
unterteilt. Zusédtzlich erfolgte eine Blutgruppenbestimmung aller Probanden in der

ABO-, Rhesus- und Kell-Klassifikation.

Phosphatidylserin konnte in der Fraktion der Erythrozyten mit hoher Dichte eindeutig
hiufiger markiert werden als in der Fraktion der roten Blutkérperchen mit geringer
Dichte, was bestitigt, dass alternde Zellen eine erhohte Dichte aufweisen. Klasse 5
Erythrozyten sind signifikant hdufiger von leichten Erythrozyten vertreten als von
schweren. Es konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen PS-Vorkommen und
Klassenverteilung nachgewiesen werden. Auch die Blutgruppe hat keinen Einfluss auf

eine vermehrte bzw. verminderte PS-Exposition oder Klassenverteilung.
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