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1 Zusammenfassung

Das Endothel mit seiner endothelialen Oberflachenschicht (ESL) ist maf3geblich an vielen
regulatorischen Prozessen im Korper beteiligt.

Ziel dieser Arbeit war es die unmittelbaren Auswirkungen einer Vollblutspende von 500ml
Blutvolumen auf den vaskularen Endothelial Surface Layer (ESL) zu untersuchen. Hierbei war
von besonderem Interesse, ob es geschlechtsspezifische Unterschiede in den
Anpassungsreaktionen beziglich des Blutverlustes gibt.

Wir fihrten unsere Messungen in der Blutspendezentrale der Uniklinik KéIn durch. Bei allen
teilnehmenden Personen wurde direkt vor und nach Blutspende Blutdruck, Herzfrequenz und
die periphere Sauerstoffsattigung erhoben, ventses Blut zur Bestimmung von
Blutbildparametern und Glykokalyxkomponenten (Sheddingparametern) entnommen, sowie
eine nichtinvasive intravitalmikroskopische Echtzeit-Darstellung der sublingualen
Mikrozirkulation mittels Sidestream-Darkfield-Imaging durchgefihrt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die systemische Integritat des ESL, sowohl beim
Mann als auch bei der Frau, direkt nach einem Blutverlust von 500ml intakt bleibt.

Im Frauenkollektiv bildete sich eine starkere Reaktion beziglich der sympathoadrenergen
Anpassung, eines Thrombozytenanstieges sowie einer ESL-Reduktion der postkapillaren
Venolen ohne Freisetzung von Sheddingparametern ab. Dieser Effekt kann dem im Verhaltnis
zum Mann grof3eren relativen Blutverlust geschuldet sein.

Es konnte fur beide Geschlechter demonstriert werden, dass es zu keiner signifikanten
Freisetzung von l6slichen Komponenten gekommen ist. Wir interpretieren dies als Fahigkeit
des ESL, sich dynamisch an Stresssituationen, wie es bei einem moderaten Blutverlust der

Fall ist, anpassen zu kénnen.



2 Einleitung

2.1 Historischer Hintergrund

Das Endothel ist die innerste Schicht unseres Gefal3systems. Dieser Verband aus
einschichtigen, flachen Zellen bildet eine Grenzschicht zwischen dem flie3enden Blut und den
tieferen GefalBwandstrukturen und ist an vielen regulatorischen Prozessen zur
Aufrechterhaltung der Homdostase beteiligt. [92]

James Frederic Danielli beschrieb 1940 erstmals das mdgliche Vorhandensein einer diinnen,
nicht-zellularen Proteinschicht auf dem Endothel. [21] Aufgrund von damaligen Farbe-,
Fixierungs- und Préaparationstechniken, welche die zarte Proteinschicht oftmals zerstérten, war
es lange Zeit nicht mdglich diese Struktur darzustellen. 1966 gelang erstmals der
elektronenmikroskopische Nachweis dieser feinen Endothel-Bedeckung mittels einer
Ruthenium-Rot-Farbung durch Luft. [57] Drei Jahrzehnte spéter gelang Vink und Duhling der
intravitalmikroskopische Nachweis einer etwa 0,5 um dicken endothelialen Oberflachenschicht
in  Hamster-Cremaster-Muskelkapillaren, welche Makromolekile und Erythrozyten
ausschloss, der heute bekannte Endotheliale Surface Layer (ESL). [93] Zu diesem Zeitpunkt
war noch nicht viel Uber die Funktion und Zusammensetzung dieser Struktur bekannt. In den
letzten Jahrzehnten ruckte der ESL, dessen Basis die Glykokalyx (GCX) bildet, vermehrt in
den Fokus von Untersuchungen. Durch moderne Visualisierungsmaoglichkeiten, wie z.B. der
Intravitalmikroskopie konnte die zentrale Rolle der Glykokalyx bei physiologischen und

pathophysiologischen Prozessen dargestellt werden.

2.2 Endothelial Surface Layer (ESL)
2.2.1 Aufbau des ESL

Der ESL ist eine gelartige Schicht, welche das gesamte Gefal3system auskleidet. Er liegt wie
ein Schutz- und Regulationsfilm Uber dem GefalRendothel und bildet eine Ausschlusszone fiir
Erythrozyten und andere makromolekulare Bestandteile des vorbeiflie3enden Blutes. [93, 94]
Der ESL wird durch die endotheliale Glykokalyx, sowie durch im Blut geltste Stoffe gebildet.
Er weist in Kapillaren eine Dicke von ungeféhr 0,5 pm auf und bildet eine immobilisierte
Flussigkeitsschicht, welche sich aus einem dynamischen, netzartigen Geflecht aus
Proteoglykanen, Glykoproteinen, Glykosaminglykanen, sowie gelésten Plasmaproteinen
bildet. [3, 69, 72, 93]

Die Basis des ESL bildet endothelseitig die Glykokalyx. Eine kohlenhydratreiche Schicht aus
Glykoproteinen und Proteoglykanen. [72]

Glykoproteine bestehen jeweils aus einem Protein und daran gebundene kurze, verzweigte
Kohlenhydratseitenketten. [69]
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Proteoglykane hingegen bestehen aus einem Kernprotein, an welches eine oder mehrere
lineare, unverzweigte Polymere aus Disacchariden, die so genannten Glykosaminglykane
(GAGS) binden [69, 72].

Kernproteine, wie Syndecan und Glypican, sind dabei fest in bzw. an der Endothelzellen
verankert, wo hingegen Biglykan, Mimecan und Perlecan nach ihrer Bildung und
anschlieRender Modifikation mit GAG-Seitenketten als l6sliche Komponente aus der Zelle
sekretiert werden. Nach der Freisetzung aus der Zelle verbleiben sie entweder in der
Glykokalyx oder diffundieren, je nach physiologischer Bedingung tber den Blutstrom ab [72].
GAGs werden je nach Art der Disacharide in 5 Gruppen unterteilt: Heparansulfate (HS),
Dermatansulfate, Chondroitinsulfate, Keratansulfate und Hyaluronsdure. [72] HS-
Proteoglykane stellen dabei mit 50-90% den grof3ten Anteil der endothelialen Proteoglykane
dar [39]. Sie sind auRerdem der vorherrschende GAG-Typ auf allen Syndecanen. [44]

Die Hyaluronsaure nimmt eine Sonderform in der Gruppe der Glykosaminglykane ein. Sie ist
nicht an ein Kernprotein gebunden, sondern steht tber einen CD44-Rezeptor mit der
Zellmembran in Verbindung. Sie ist in der Lage mit sich selbst stabile Hyaluronan-Hyaluronan-
Komplexe zu bilden und kann im Vergleich zur eigenen Masse sehr gro3e Mengen an Wasser
binden. [51, 65, 79]

Ldasliches Proteoglykan : GAG-Seitenkette
Kurze verzweigte

— lineare, unverzweigte
Disaccharidpolymere
Kohlenhydratseitenkette

! -

\ Plasmamembran Endothelzelle I
Syndecan-1

Glypican-1

1 ] Glykoprotein
1

Proteoglykane

Abbildung 1: Darstellung exemplarischer Proteoglykane und Glykoproteine der Glykokalyx [69, 72, 97]
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2.2.2 Funktionen des ESL

In den letzten Jahrzehnten gab es eine Vielzahl an Forschungsarbeiten, die sich sowohl mit
der Funktion, aber auch mit struktureller Veranderung des ESL in unterschiedlichen Prozessen
beschaftigt haben. Hierbei konnte gezeigt werden, dass der ESL nicht nur als Barriere,
sondern auch als Vermittler zwischen den Endothelzellen und dem zirkulierenden Blut fungiert
[72, 90].

Als Regulator der Gefal3permeabilitdt ist er unter anderem in der Lage den Zugang
verschiedener Molekule zur Endothelzellmembran zu limitieren. Bereits 1996 demonstrierten
Vink und Duhling, dass 70 kDa-groRRe Dextran Molekile unabhangig vom Ladungszustand von
den Kapillarwdnden ausgeschlossen wurden. Auch Erythrozyten wurden vom Endothel
abgestof’en, was an einer endothelnahen Erythrozyten-Ausschlusszone erkennbar war,
wohingegen Leukozyten das gesamte Lumen der Geféal3e passieren konnten und in den ESL
eindrangen [93]. Vink und Duhling vertieften ihre Untersuchungen im Jahre 2000 und konnten
herausstellen, dass das Durchdringen des ESL nicht nur von der Molekiilgré3e, sondern auch
von deren Ladung und Struktur abhangig war. [94]

Neben der Fahigkeit den Stoffaustausch zu regulieren, spielt der ESL auch eine wichtige Rolle
bei Wechselwirkungen von Blutzellen mit dem Endothel. Es wird ihm eine antiinflammatorische
Wirkung zugesprochen, indem er die verschiedensten Adhasionsmolekiile (wie z.B. Selektine,
ICAM oder V-CAM) der Endothelzellen gegeniiber vorbeiflieRendem Blut abschirmt und
dadurch unkontrollierte Wechselwirkungen mit Leukozyten verhindert. Constantinescu, Vink
und Spaan konnten 2003 nachweisen, dass eine Zerstérung des ESL durch Heparinasen eine
vermehrte Immobilisierung von Leukozyten zur Folge hatte. [18] Auch im Bereich Gerinnung
und Fibrinolyse spielt ein intakter ESL eine wichtige Rolle. Die Freisetzung von Substanzen
wie Stickstoffmonoxid (NO), Prostacyclin oder CD39 flihren zu einer verminderten
Thrombozytenaktivierung und -rekrutierung. [26, 58] Mehrere gerinnungshemmende
Mediatoren, wie Antithrombin Ill, Heparin-Cofaktor II, Thrombomodulin und Tissue Factor
Pathway Inhibitor (TFPI) sind in der Lage an eine intakte Glykokalyx zu binden. Im
Zusammenspiel mit den verschiedenen Proteoglykanen und GAGs (vor allem dem HS)
entfalten sie ihre gerinnungshemmende Funktion und kdnnen so die thromboseresistenten
Eigenschaften eines gesunden Endothels aufrechterhalten. [26, 69, 81, 82] Der ESL nimmt
ebenfalls Einfluss auf die FlieReigenschaften von Erythrozyten, indem es sich wie eine
Schmierschicht verhalt und den Stromungswiderstand, welcher durch UnregelméRigkeiten
von Kapillaren entsteht, senkt. [80] Auch die F&ahigkeiten zur Signallbertragung und
Mechanotransduktion werden dem ESL zugesprochen. Hierbei sind die vollstdndigen
Mechanismen noch nicht abschlie3end geklart. Es ist aber beispielsweise bekannt, dass unter
anderem Heparansulfate an der Mechanosensorik beteiligt sein kdnnten. Eine erhdhte

scherinduzierte Belastung durch das flieBende Blut fihrt zu einer Freisetzung von
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Stickstoffmonoxid (NO) aus den Endothelzellen, was eine Relaxation des Gefal3tonus bewirkt.
Florian und Kollegen berichteten 2003, dass eine Entfernung von HS mittels Heparinasen die
scherinduzierte NO-Produktion vollstandig hemmte. [27, 27, 86]

Die Fahigkeit des ESL seine oben genannten Funktionen auszuiiben ist an einen intakten ESL
geknupft. So bewiesen z.B. van Haaren, VanBavel, Vink und Spaan 2003, dass der ESL
empfindlich gegeniber phototoxischem Stress ist. Durch eine Fluorchrome-Beleuchtung
konnte eine zuvor dargestellte ESL-Ausschlusszone fir grof3e fluorezenz-markierte Dextrane
(148 kDa) innerhalb weniger Minuten zerstort werden. [90]

Viele weitere wissenschaftliche Publikationen konnte in den letzten Jahren zeigen, dass
diverse potenziell lebensbedrohlichen Erkrankungen, wie z.B. Artherosklerose, Diabetes,
Sepsis oder ischamische/strukturelle Herzerkrankungen mit einem gestdorten ESL in
Zusammenhang stehen [19, 22, 38, 45, 78, 96]. Dies fiihrt zu einer gestérten
Permeabilitatsbarriere mit kapillarem Leck, welche mit einem gestdrten mikrovaskularen
Flussigkeitsaustausch, Odembildung, Hyperkoagulation, Inflammation und/oder einer
gestoérten vaskularen Reaktionsfahigkeit einhergeht. [6, 42, 71, 89]

2.2.3 Shedding der Glykokalyx

Glykokalyx-Shedding bezeichnet den Verlust, bzw. die Abspaltung einzelner Glykokalyx-
Bestandteile von dessen Grundgerist oder von der Endothelmembran selbst. [15]

Henry und Duhling berichteten im Jahr 2000, dass die Behandlung der Hamster-Cremaster-
Mikrozirkulation mit Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), einem proinflammatorischen Zytokin,
welches im Rahmen jedweder Entziindungsreaktionen durch aktivierte Makrophagen,
Monozyten und T-Helferzellen abgesondert wird [5], eine erhéhte makromolekularen
Permeation mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markierte Dextrane in die apikale Glykokalyx
zur Folge hatte, welche zuvor von dieser ausgeschlossen wurden. [34]

Die Forschungsgruppe um Prof. Weber und Prof. Ludwig konnte zwischen 2008 und 2010 in
verschiedenen Arbeiten darlegen, dass die Metalloproteinasen ADAM17 und ADAM10, deren
Aktivitat innerhalb entziindlicher Prozesse vor allem tber TNF-a und Interferon-y gesteigert
wird, zu einem verstarkten Shedding von Syndekanen wund dem junktionalen
Adhéasionsmolekil JAM-A fuhrte. Das Shedding von JAM-A, welches u.a. von endothelialen
Tight-Junctions exprimiert wird, und das Shedding von Syndekanen flhrte zu einer
Permeabilitatssteigerung von Endothelkontakten und einer gestorten Leukozytenrekrutierung.
[48, 56, 64]

2005 demonstrierten Brigger und Kollegen an isolierten Meerschweinchen-Herzen, dass eine
Behandlung mit atrialem natriuretischem Peptid (ANP) sowohl zu einem GCX-Shedding als
auch zu einem histologisch nachweisbaren Abbau der Glykokalyx fihrte. [12] Die

Arbeitsgruppe um Chappell konnte diese Ergebnisse 2014 weiter erganzen, indem sie
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verdeutlichten, dass eine erhdhte Freisetzung von ANP im Rahmen einer Hypervolamie ein
GCX-Shedding induzierte. [13]

Kozar und Kollegen konnte in einem Nagetiermodell 2011 belegen, dass der Zustand eines
90-minltigen hamorrhagischen Schocks einen elektronenmikroskopisch nachweisbaren
Abbau der GCX zur Folge hatte. [49] Eine prospektiven Beobachtungsstudie aus demselben
Jahr von Haywood-Watson und Kollegen brachte ebenfalls das Ergebnis von deutlich erhéhten
Syndecan-1-Plasmaspiegeln bei schwerverletzen Patienten im Schock. [33] Johannson
demonstrierte zudem 2011, dass ein hoher zirkulierender Synedcan-1-Spiegel bei
Traumpatienten einen Marker fur einen starken GCX-Abbau und eine deutlich erhdhte
Mortalitdt darstellt. Die HOhe des Syndecan-1-Spiegels korrelierte mit der Schwere des
Verletzungsmusters, sowie einem &hnlichen klinischen Erscheinungsbild. Patienten mit hohen
Syndecan-1-Spiegeln hatten einen héheren Katecholamin-Bedarf, sowie erhéhte Marker der
Inflammation (IL-6 und IL-10), Hyperlaktatamie, Hyperglykdmie und Hyperfibrinolyse. [43]
Ischamie und Reperfusion (I/R), wie sie z.B. im Rahmen grol3eren Geféal3operationen
vorkommen, fihren ebenfalls zu einer Schadigung der endothelialen Glxkokalyx. [70] Annecke
und Kollegen vertieften diese Untersuchungen und publizierten 2011, dass nicht nur Ischamie
und Reperfusion, sondern bereits der Zustand einer 5-minltigen Hypoxie ausreichen, um ein
eindeutiges Ablosen der endothelialen Glykokalyx mit anschlieRendem Gefal3leck zu initiieren.
[2]

Der Einsatz von kardiopulmonalen-Bypassen (CPB) in der Herzchirurgie fiihren ebenfalls
nachweislich zu einer systemischen Beeintrachtigung des ESL. Dekker und Kollegen zeigten
2019 mit Hilfe von sublingualen Mikrozirkulationsmessungen, dass der Einsatz eines CPBs
verminderte sublinguale GCX-Dimensionen zur Folge hatte [22]. Es ist bekannt, dass
Herzoperationen mit CPB eine Akut-Phase-Reaktion im Sinne eines systemischen
Entzindungsreaktionssyndroms auslésen. Als Ausloser werden der Kontakt zu kiinstlichen
Oberflachen, das operative Trauma, Endotoxamie, sowie Ischamie und Reperfusion diskutiert.
Die hieraus resultierende Aktivierung des Gerinnungs- und Komplementsystems, fuhrt zur
Synthese und Ausschittung proinflammatorischer Zytokine, wie u.a. TNF-a, Interleukin-6 und
-8 und daraus resultierender weitere Ausschittung von Substanzen, wie z.B.
Stickoxidsynthase (iNOS). [67] Worrall und Kollegen beobachteten bereits 1997, dass TNF-a
die systemische vaskulare Albuminpermeation reversibel erhéhte und dass eine selektive

Hemmung von iNOS eine gestorte Gefal3barriere in Lunge und Leber verhinderte. [98]

2.2.4 Protektion der Glykokalyx

In einer aktuellen In-vitro-Studie aus dem Jahr 2023 demonstrierten Diebel und Kollegen, dass
Albumin-Ldésungen, welche mit Plasma- und Sphingosin-1-Phosphat beladen waren, eine
protektive Wirkung auf eine zuvor durch Schock geschadigte endotheliale GCX-Barriere

hatten. [23] Die Arbeitsgruppe um Sawashita konnte diese Ergebnisse in einer In-vivo-Studie
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an Ratten in diesem Jahr weiter vertiefen. In ihrer Arbeit demonstrierten sie, dass Albumin die
Ausscheidung von myokardialer, durch Ischamie/Reperfusion beeintrachtigter, endothelialer
GCX Uber einen Sphingosin-1-Phosphat-vermittelten-Mechanismus verhinderte. [75] Bereits
2013 berichteten Zeng und Kollegen, dass Sphingosin-1-Phosphat (S1P), ein Signalmolekdil,
welches hauptsachlich an Albumin und HDL gebunden ist, eine protektive Wirkung auf die
GCX hat. An Serumalbumin gebundenes S1P flihrte zu einer Aktivierung von S1P1-
Rezeptoren, welche u.a. von Endothelzellen exprimiert werden. Aktivierte S1P1-Rezeptoren
hemmten die Aktivitat der Metalloproteasen MMP-9 und MMP-13 und hoben die MMP-
abhangige Abspaltung von Syndecan-1 auf. [99]

Die Arbeitsgruppe um Haywood-Watson belegten 2011, dass die Integritéat der GCX zwar
durch Schock gestort, jedoch durch die Gabe von Fresh Frozen Plasma (FFP) abgeschwéacht
wurde. [33] Ebenso scheint ein frihzeitiger Fibrinogenersatz eine Trauma-induzierte-
Endotheliopathie durch Stabilisierung von Syndecan-1 zu reduzieren. [25]

Chappell und Kollegen prasentierten 2007 an isolierten und I/R-ausgesetzten
Meerschweinchen-Herzen, dass eine Vorbehandlung mit Hydrocortison sowohl die
myokardiale Histamin-Ausschittung als auch die Ausschittung von GCX-Komponenten
hemmte. [16] Diese GCX-stabilisierende Wirkung konnten sie in einem &hnlichen
Versuchsaufbau 2009 ebenfalls fur Antithrombin-Illl  (AT-1ll) nachweisen. [17] Ihre
Beobachtungen konnten sie weiter konkretisieren, indem sie demonstrierten, dass nicht nur
I/R-induzierte GCX-Schadigung, sondern auch ein durch TNF-a-induziertes GCX-Shedding

durch eine Vorbehandlung mit Hydrocortison oder AT-III verhindert werden kann. [14]

2.3 Intravitalmikroskopie

2.3.1 Sidestraem Darkfield Imaging (SDF)

Die SDF-Bildgebung ist eine moderne videomikroskopische, nicht-invasive Technik zur
bettseitigen Darstellung der Mikrozirkulation, welche 2005 durch Can Ince erstmalig publiziert
wurde [40, 41].

Es stellt eine Weiterentwicklung aus der von Slaaf et al. Ende des 20. Jahrhunderts
entwickelten ,Orthogonal Polarization Spectral“ (OPS) Bildgebung dar [83] und ermdglicht
durch neuere, stromsparendere Technik eine Integration in ein tragbares Geréat, welches die
klinische Anwendbarkeit deutlich verbessert [32]. Sie ist ein mittlerweile etabliertes Verfahren
zur Visualisierung der Mikrozirkulation. In verschiedenen Studien konnte eine gute
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse auch zwischen verschiedenen Anwendern dargestellt
werden. [36, 74]

Die Messungen dieses Forschungsprojektes wurden mit dem SDF-Videomikroskop

,CapiScope HVCS* der Firma KK Research Technology Limited (Devon, UK) durchgefuhrt.
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HVCS steht fir ,Handheld Video Capillary Microscope® ein handgeflihrtes, mobiles Video-
Mikroskop, welches Uber eine USB 2.0-Verbindung mit einem Laptop verbunden ist.
Mittels einer sterilen Einmalkappe kann die SDF-Sonde abgedeckt und so auf verschiedenen

Organen und Geweben platziert werden.

D
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Abbildung 2: CapiScope HVCS Handheld Video Capillaroscopy System [46]

Zur Bildgebung senden konzentrisch angeordnete LEDs griines Licht mit einer Wellenlange
von 530nm aus, welches unabhangig vom Oxygenierungsstatus des Hamoglobins von
Erythrozyten absorbiert und vom sonstigen umliegenden Gewebe gestreut wird [32, 40, 41].
Hierdurch wird die im Gewebe eingebettet Mikrozirkulation beleuchtet (Abb.3a). Zurlck
gestreutes Licht wird auf einen Charge Coupled Device (CCD)-Sensorchip, ein sehr
lichtempfindliches, ladungsgekoppeltes Halbleiterelement, projiziert. Diese aul3erst kleinen,
lichtempfindlichen, elektronischen Detektoren kdnnen Bilddaten anhand der Intensitat von
Ladungen, welcher einer bestimmten Farbe zugeordnet sind, speichern und daraus ein Bild
erzeugen [66]. Zur Feinabstimmung der Schérfentiefe kann der CCD-Chip in Bezug auf das
feststehende Linsensystem in der Spitze der SDF-Sonde axial verschoben werden (Abb.3b)
[32].

Erythrozyten (Red blood cells, RBCs) stellen sich bei der SDF-Bildgebung als schwarze
Klgelchen vor weil3-graulichem Gewebe dar (Abb.4). Unscharfen aufgrund sich bewegender
RBCs, werden durch eine gepulste Belichtung verbessert. Durch diese intravitale,

stroboskopische Bildgebung kénnen flieRende RBCs im Kapillarbett dargestellt werden [32].
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Abbildung 3:: Intravitalmikroskopische Aufnahme einer sublingualen Mucosa mittels SDF-Kamera
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Abbildung 4: Sidestream Dark Field (SDF) Imaging [32]
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2.3.2 GlycoCheck™Software

Die Video-Analyse erfolgte vollautomatische mittels der GlycoCheck™Software der Firma
.Microvascular Health Solutions LLC* (Utah, USA).

Die Erfassungs- und Analysesoftware zeichnet automatisch alle Gefal3e mit einer Breite von
5-25um auf, wenn die Kriterien einer hohen Bildqualitat (Beleuchtungsintensitét, Fokusebene
der sublingualen Mirkozirkulation, Gewebebewegung) erfillt sind. Anschlieend werden die
identifizierten GefalRe in 10um grolRe Segmente geteilt. Eine Aufnahmesequenz beinhaltet 40
Einzelbilder mit durchschnittlich 300 Gefallssegmente. Nach kleinen Positionswechsel der
Kamera durch den Anwender werden weitere Bildsequenzen aufgenommen bis insgesamt
3000 GefalRsegmente aufgezeichnet sind. Durch eine Reihe von Qualitatsprifungen durch die
Software werden ungultige GefalRsegmente (gelb) verworfen und gultige Gefal3segmente
(gran) weiter analysiert [74, 91].

Abbildung 5: Qualitatscheck der GlycoCheck ™-Software [74]

Die Software bestimmt in allen glltigen Gefal3segmenten den Prozentsatz der
Erythrozytenfillung (RBC-filling), die Signalqualitdt und die Erythrozytenbreite (RBCW). Aus
der Differenz der mittleren Erythrozytenbreite (Median P50) jeden einzelnen Segmentes von
der Gesamtbreite des durchstromten GefaRlumens (Dperf) wird die Perfused Boundary
Region (PBR) definiert [74, 91]:

PBR = (Dperf — RBCWpso) /2

Die PBR st somit ein errechneter Parameter und stellt eine indirekte
Visualisierungsmaglichkeit des ESL dar.
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Abbildung 6: Perfused boundary region [91]

Da der ESL das Eindringen von Erythrozyten in Richtung Endothel fir gewothnlich verhindert,
entspricht eine erhdhte laterale Penetration der Erythrozyten einer erhéhten PBR und somit

einem reduzierten ESL [52].

2.4 ELISA

Das Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein Enzym verknlpftes Antigen-
Antikorper basiertes Nachweisverfahren (Assay). Es ist in der Lage kleinste Mengen von
Antigenen, wie beispielsweise Proteine, Peptide, Hormone oder Antikbrper nachzuweisen [4,
31, 35, 53].

Das Grundprinzip des ELISA-Verfahrens besteht aus vier Schritten [8, 31, 35]:

1. Beschichtung
Auf die ELISA Mikrotitrierplatte (auch: Well-Platte), welche i.d.R. aus 96 oder 384
Vertiefungen (Wells) besteht, wird ein Antigen oder Antikérper aufgetragen. Dieser
fixiert sich an den Wanden und bildet die erste Schicht. Im folgenden Waschgang
werden alle ungebundenen Substanzen, sowie lberschissige Flissigkeit von der
Platte entfernt. [8]
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2. Blockierung
Freie Bindungsstellen in den Wells werden mit einem neutralen, nicht reagierenden
Protein (z.B. Rinderserumalbumin) blockiert. [31]

3. Detektion
In diesem Schritt werden ein oder mehreren Schichten von Antikérpern aufgetragen,
die spezifisch an das Zielantigen oder den Zielantikdrper binden. Dabei ist der zuletzt
aufgetragene Detektions-Antikérper enzymgekoppelt. Auch hier werden nach jedem
neuen Auftrag von Substanzen Waschgange vorgenommen und die Platte von
ungebundenem Material gereinigt. [8]

4. Substrataddition + Analyse
Im letzten Schritt wird ein chromogenes Substrat hinzugegeben, welches in
Verbindung mit dem enzymgekoppelten Antikoérper einen Farbumschlag induziert. In
einem Mikroplattenlesegerat kann das Produkt gemessen und anhand von
Standardkurven verglichen werden. Die Intensitat des Farbumschlages korreliert dabei
mit der Menge des Antigens in der Probe. [35]

Generell kann zwischen verschiedenen ELISA-Verfahren unterschieden werden: dem direkten
und indirekten ELISA, dem Sandwich-ELISA und dem kompetitiven ELISA [31].

2.4.1 Direkter ELISA

Beim direkten ELISA-Verfahren erfolgt die farbliche Markierung bereits Uber den primaren
Antikorper.

Der gesuchte Antikorper oder das gesuchte Antigen wird direkt in den Vertiefungen der
Mikrotitrierplatte gebunden. Der darauf folgende Waschgang entfernt alle nicht gebunden
Partikel. Freie Bindungsstellen der Titrierplatte werden anschliel3end blockiert. Danach wird
ein primarer, bereits enzymgekoppelter Antikérper (Immunkonjugat) hinzugeflgt.
Ungebundenes Konjugat wird im nachsten Schritt ausgewaschen und ein Substrat
hinzugefligt, welches einen Farbumschlag induziert. Die Konzentration des Antigens kann

dann anhand der Farbreaktion ermittelt werden. [4, 35]
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Abbildung 7: Direkter ELISA [61]

2.4.2 Indirekter ELISA

Der indirekte ELISA unterscheidet sich zum direkten ELISA, indem die Farbreaktion nicht tiber
einen priméren, sondern erst Uber einen sekundéaren Antikorper induziert wird.

Zunéachst wird nicht das zu untersuchende Serum, sondern ein fur den nachzuweisenden
Antikorper spezifisches Antigen auf die Mikrotitrierplatte aufgetragen und dort fixiert. Nach
einem Waschgang werden noch freie Bereiche, welche nicht mit dem Antigen beschichtet sind,
blockiert. Im Anschluss wird die Platte mit dem zu untersuchenden Serum inkubiert. Es bildet
sich ein erster Antigen-Antikorper-Komplex. Um diesen Komplex sichtbar zu machen, wird ein
zweiter immungekoppelter Antikorper aufgetragen. Nach der Auswaschung von
ungebundenem Konjungat, wird das Substrat fiir das entsprechende Enzym hinzugeftigt. Die

Farbintensitat korreliert nun mit der Menge vorhandener primarer Antikdrper im Serum. [4, 35]
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Abbildung 8: Indirekter ELISA [61]

2.4.3 Sandwich-ELISA

Der Sandwich-ELISA findet Verwendung, wenn nur geringe Mengen eines spezifischen
Probenantigens vorhanden sind. Das Antigen wird wie ein Sandwich von zwei AntikGrper an
zwei verschiedenen Stellen gebunden. Der erste Antikorper, ein sogenannter ,Capture-
Antikérper®, wird am Boden der Mikrotitrierplatte fixiert. Es erfolgt, wie bei den
vorangegangenen Verfahren erklart, eine Waschung und anschlieRende Blockierung von
freien Bindungsstellen auf der Platte. Das antigenhaltige Serum bzw. die antigenhaltige Probe
wird auf die Platte aufgetragen und bildet einen ersten Antigen-Antikdrper-Komplex. Der
zweite Antikdrper, der sogenannte Detektionsantikorper, wird hinzugefiigt, bindet an einer
anderen Region des Probenmolekiils. Dadurch entsteht ein Komplex, welches an ein
Sandwich erinnert. Der Detektionsantikérper kann, wie im direkten ELISA bereits ein Enzym
tragen. Alternativ wird die Farbreaktion indirekt durch einen weiteren Antikorper
nachgewiesen. Der Sandwich-ELISA hat eine hohe Spezifitdt, da das Antigen Uber zwei
verschiedene oberflachliche Regionen durch zwei verschiedene Antikorper nachgewiesen

werden muss. [4, 31, 35]
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Abbildung 9: Sandwich-ELISA [61]

2.4.4 Kompetetiver ELISA

Der kompetitive ELISA (auch Hemmungs- oder Blockierungs-ELISA) unterscheidet sich zu
den vorangegangenen Verfahren darin, dass das Lichtsignal umgekehrt mit der Analytmenge
korreliert.

In einem ersten Schritt wird die zu untersuchende Probe unabhangig von der Mikrotitrierplatte
mit einem markierten, primaren Antikorper inkubiert. AnschlieRend werden die Vertiefungen
der Mikrotitrierplatte mit einem inhibitorischen, unmarkierten, antigenspezifischen Antikorper
oder antikdrperspezifisches Antigen beschichtet. Die zuvor inkubierte Probe wird anschlie3end
in die Vertiefungen der Platte gegeben. Die an der Platte fixierten Referenzantigenen konnen
nur an freie primare Antikdrper binden. Bereits zuvor gebildete Antigen-Antikérperkomplexe in
der zuvor praparierten Probe haben keine Bindungskapazitat mehr. Je mehr Antigen zuvor in
der Probe vorhanden war, desto weniger Antikorper kdnnen nun an die Referenzantigene
binden. In einem folgenden Waschvorgang wird alles ungebundene Material ausgewaschen.
Das Substrat wird anschlieRend hinzugegeben. Die resultierende Farbung ist umso

schwacher, je mehr Antigen zuvor in der Probe vorhanden war. [4, 9, 31, 60]
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Abbildung 10: Kompetitiver ELISA [61]

2.5 Blutspende
2.5.1 Allgemein

Die Blutspende ist ein unverzichtbares Instrument um Patienten nach Unfallen, bei gré3eren
Operationen oder auch im Rahmen von schweren Grunderkrankungen mit sicheren
Blutprodukten zu versorgen. Bisher ist es noch nicht gelungen einen vollwertigen kunstlichen
Blutersatzstoff zu entwickeln. Die Blutspende stellt daher zurzeit noch das Mittel der Wahl dar,
um transfusionspflichtige Patienten adaquat mit Blutprodukten versorgen zu kdnnen.

Das Gesamtblutvolumen eines gesunden Erwachsenen betragt ca. 70 ml pro Kilogramm des
Normalgewichtes, also ca. 6-8% der fettfreien Kérpermasse [7, 47]. Das entspricht bei einem
70 kg schweren Patienten einem Gesamtblutvolumen von ungeféahr 5 Litern. Alter, Geschlecht,
Fettanteil und Trainingszustand kdnnen jedoch die Menge des Blutvolumens erheblich
beeinflussen. [50] Der Anteil des Blutes am Kodrpergewicht ist beispielsweise bei Frauen mit
~6,5% geringer als bei Mannern (~7,5%), bei jingeren Kindern hingegen gréRer (8-9%) und
bei alteren Menschen wiederum etwas reduziert. [7, 50]

Bei einer Vollblutspende wird dem Spender innerhalb von 5-10 Minuten ungefahr 500 ml Blut
entnommen. Das entspricht etwa 10% des gesamten Blutvolumens.

Nach der ,Klassifikation des ha&morrhagischen Schocks geméafl Advanced Trauma Life
Support® kann eine Blutspende von 500ml als Blutung der Klasse 1 eingeordnet werden. Ein

akuter Blutverlust der Klasse 1 mit bis zu 15% des gesamten Blutvolumens kann gewdhnlich
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von einem gesunden Korper problemlos kompensiert werden [55]. Ob und inwieweit sich ein
Blutverlust dieses Ausmalies direkt auf den ESL beim Menschen auswirkt, ist zum Zeitpunkt

der Datenerhebung noch nicht untersucht worden.

2.5.2 Pathophysiologie der hamorrhagischen Hypovolamie

Von einer hamorrhagischen Hypovolamie spricht man bei einem Vollblutverlust, ohne dass ein
groReres Gewebetrauma vorliegt. Wenn dieser Blutverlust nicht gestoppt wird, kommt es in
der Folge zu einem intravasalen Volumenmangel, wodurch die Vorlast reduziert, das
Schlagvolumen vermindert und in weiterer Folge das Herzzeitvolumen (HZV) herabgesetzt
wird. Die Konsequenz ist eine gestdrte Makro- und Mikrozirkulation mit einem Missverhéltnis
zwischen Sauerstoffangebot und -nachfrage. Zudem fuhrt die Hamorrhagie aufgrund des
Verlustes an Erythrozyten zusatzlich zu einer Anamie, wodurch die Gewebehypoxie weiter
verstarkt wird [55, 84, 85].

Diverse kurz- und langfristige Kompensationsmechanismen des Kdrpers schaffen es jedoch
bei jungen und gesunden Menschen einen Volumenverlust von bis zu 30% des
Gesamtblutvolumens eine gewisse Zeit zu kompensieren [55].

Kurzfristig nehmen Barorezeptoren im Aortenbogen, sowie am Carotissinus bei einem
Volumenmangel eine verminderte Wandspannung wahr, wodurch es ber eine Disinhibierung
des Sympathikus zu einer ausgepragten sympathoadrenergen Aktivierung kommt [47]. Durch
die Ausschittung von Adrenalin aus dem Nebennierenmark und Noradrenalin aus den
peripheren Nerven kommt es zu einer kompensatorischen Tachykardie, einer Erhéhung der
kardialen Kontraktilitat, sowie zu einer peripheren Vasokonstriktion. Hierdurch wird die
Durchblutung weniger sauerstoffsensibler Organe und Gewebe, wie z.B. dem
Splanchnikusgebiet, der Haut und der Skelettmuskulatur reduziert. Das hieraus mobilisierte
Blutvolumen fuhrt zu einem direkten Anstieg der Vorlast des Herzens und tber den Frank-
Starling-Mechanismus zu einem erhthten Ejektionsvolumen des Herzens. Das dadurch
gesteigerte HZV kann so fir die lebenswichtigen Organe (Gehirn, Lunge und Herz)
bereitgestellt werden [1, 7, 7, 55, 77]. Parallel fihrt die Konstriktion der Widerstandsgefafle in
Kombination mit der Abnahme des ventdsen Druckes zu einem verringerten Kapillardruck.
Dem Uberarbeiteten Starling-Prinzip zur Folge, welches den kolloidosmotischen Druck der
Glykokalyx bertcksichtigt, fuhrt dies voriibergehend zu einer sistierenden Flissigkeitsfiltration
der Kapillare nach extravasal, sowie zu einer Flussigkeitsmobilisierung tber die Lymphe und
Zu einer transienten Absorption von immobilisierter Flissigkeit ins GefalZlumen. [54, 59, 62]
Solch eine Autotransfusion kann bei einem Erwachsenen den Plasmaverlust einer 500ml
starken Hamorrhagie bereits nach 15-30 Minuten zu 80-100% ausgleichen. [77, 92]

Bei der langfristigen Blutdruckregulation spielt vor allem die Niere eine zentrale Rolle. Durch
eine verringerte atriale Dehnung im Volumenmangel kommt es zu einer reduzierten

Ausschittung von atrialem natriuretischem Peptid (ANP) aus den Kardiomyozyten und einer
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erhohten Ausschiittung von antidiuretischem Hormon (ADH) aus der Hypophyse. Als
Aldosteronantagonist bewirkt eine verminderte ANP-Sekretion eine Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) der Niere, wodurch Natrium und Chlorid vermehrt
resorbiert und Wasser vermehrt zurlickgehalten werden kann. ADH steigert zudem Uber den
Einbau von Aquaporinen im distalen Tubulus, sowie den Sammelrohren der Niere die
Wasserresorption weiter und wirkt in hohen Dosen ebenfalls vasokonstriktorisch [77, 92]. Auf
die langerfristige Blutdruckregulation soll hier jedoch nicht weiter eingegangen werden, da die
kurzfristigen makro- und mikrozirkulatorischen Anpassungsreaktionen auf eine Blutung hier im
Vordergrund stehen.

Der mittlere arterielle Blutdruck kann also kurzfristig vor allem Uber den Regelkreis der
Barorezeptoren Uber Adaption von HZV und peripherem GefalRwiderstand, sowie der
Autotransfusion mittels interstitieller Flussigkeitsverschiebung konstant gehalten werden [77].

2.6 Fragestellung und Hypothese

Ziel dieser Arbeit war es die unmittelbaren Auswirkungen einer Vollblutspende von 500ml
Blutvolumen auf den Endothelial Surface Layer (ESL) zu untersuchen.

Hierbei war von besonderem Interesse, ob es geschlechtsspezifische Unterschiede in den

Anpassungsreaktionen beziiglich des Blutverlustes gibt.

1. FiOhrt ein kontrollierter Verlust von 500 ml Vollblut bei Blutspendern zu einer
geschlechtsspezifischen physiologischen Anpassungsreaktion des ESL im Sinne einer
unterschiedlich stark ausgepragten signifikanten Anderung der Perfused Boundary
Region?

2. Bleibt dabei die Integritat der Glykokalyx erhalten, sodass es zu keinem signifikanten

Verlust (Shedding) von léslichen Bestandteilen ins Blut kommt?

Wir stellten die Hypothesen auf, dass es 1. zu einer physiologischen Anpassungsreaktion des
ESL kommen muss. Durch die Rekrutierung von ESL-assoziiertem Plasmavolumen,
erwarteten wir eine verminderte ESL und somit eine erhéhte Perfused Boundary Region
(PBR). 2. erwarten wir bei diesem geringen Blutverlust ohne begleitende traumainduzierte
Entzindungsreaktion kein Shedding fester Glykokalyxkomponenten, wie Heparansulfat,
Syndecan-1 oder Hyaluronansauren. Da der Anteil des Blutes am Korpergewicht bei Frauen
im Verhéaltnis zu Mannern geringer ausfallt [7, 47] erwarten wir 3., dass es im direkten Vergleich
bei Frauen zu einer hdheren Rekrutierung von Plasmavolumen kommt, was sich in einer im

Verhéaltnis zum Mann erhdhten PBR darstellt.
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3 Material und Methoden

3.1 Votum der Ethikkomission

Ein Antrag zur Durchfihrung dieser klinischen Studie wurde der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Universitat zu Koln durch Herrn Prof. Annecke vorgelegt. Die
Ethikkommission stimmte diesem Antrag mit der Projektnummer 19-1168 am 15. Mai 2019 zu.
Die Studie wurde gemafd den ethischen Grundsétzen fir die medizinische Forschung am

Menschen (Deklaration von Helsinki, 2013) durchgefuhrt.

3.2 Versuchsaufbau

Fur diese prospektive, monozentrische Studie wurden im Zeitraum von 15. Juni bis 19. Juli
2019 insgesamt 51 Testpersonen rekrutiert, welche sich in der Blutspendezentrale der
Uniklinik Koéln einfanden. Sie erflllten alle die gesundheitlichen Kriterien, um an einer
regularen Vollblutspende teilnehmen zu dirfen. Die Sicherstellung der gesundheitlichen
Eignung erfolgte durch die Kollegen der Blutspendezentrale Uber einen standardisierten
Fragebogen, der Erhebung der Vitalparameter Blutdruck, Herzfrequenz und Temperatur, dem
aktuellen Hamoglobin-Wert, sowie einem personlichen Arzt-Patienten-Gesprach durch die
arztlichen Kollegen der Blutspendezentrale.

Nach der Freigabe zur Blutspende durch den Blutspende-Arzt erfolgte eine zuféllige
Rekrutierung der Probanden. Die Aufklarung Uber die Studie, sowie das Einholen der
schriftichen Einverstandniserklarung wurde von einem approbierten Kollegen der
Arbeitsgruppe uUbernommen. Es wurde eine Anamnese erhoben, die folgende Punkte

umfasste:

= Alter

= Geschlecht

= Korpergrof3e + Gewicht
= Raucherstatus

= Vorerkrankungen + Medikamente

Die Messungen wurden unmittelbar vor (Zeitpunkt TO), sowie unmittelbar nach der
eigentlichen Blutspende (Zeitpunkt T1) durchgefihrt.

Die Datenerhebung begannen jeweils mit der nicht-invasiven Echtzeit-Darstellung der
sublingualen Mikrozirkulation mittels intravital-mikroskopischer Video-Darstellung. Diese
Messung wurde im Blutspendesessel, in sitzender Position und je nach motorischer Fahigkeit
durch den Patienten selbst oder durch das Studienpersonal durchgefiihrt. Die
intravitalmikroskopische Messung erfolgte jeweils doppelt um aussagekraftige Werte tber die
Perfused Boundary Region (PBRo), sowie die RBC-filling (RBCro) zu erhalten. Im Anschluss

daran wurden die Vitalparameter Blutdruck (RRto) und Herzfrequenz (HFt), sowie die
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pulsoxymetrisch gemessene Sauerstoffsattigung (SpO21o) an der Fingerbeere erhoben. Nach
Anschluss an die Blutspende-Einheit durch das medizinisches Fachpersonal der
Blutspendezentrale konnte aus dem anfanglichen Verwurfbeutel die To-Blutprobe zur Messung
von Hamoglobin (Hbo), Hamatokrit (Hktro), Thrombozyten (Thryo), Leukozyten (Leuro), sowie
den Shedding-Parametern Syndecan-1 (Syn-1ro), Heparansulfat (HSto) und Hyaluronsaure
(HATo) gewonnen werden.

Die Messungen T erfolgten nach erfolgreicher Blutspende in umgekehrter Reihenfolge.
Zunachst wurden erneut die oben genannten Vitalparameter (RRrt1, HFr1, SpO2+11) erhoben.
Die T;-Blutprobe wurde nach Abschluss der Blutspende aus dem Entnahmeschlauchsystem
der Blutspende-Einheit generiert. Zuletzt erfolgte dann die doppelt durchgefuhrte
intravitalmikroskopische Messung zur Erhebung der PBRt: und RBC+1 nach Blutspende.

L Blutspende T,

Sublinguale Mikroskopie Vitalparameter

Vitalparameter Blutprobe

Blutprobe Sublinguale Mikroskopie

Das vendse Blut wurde in EDTA-R6hrchen gesammelt. Die Bestimmung von Hamoglobin,
Hamatokrit, Leukozyten und Thrombozyten erfolgte direkt vor Ort mittels dem automatischen
Hamatologie-Analysator Sysmex KX-21 (Sysmex, Bornbach, Deutschland). Zur Bestimmung
der Marker, welche auf einen Glykokalyxabbau (Shedding) hinweisen, wurden die Blutproben
im Anschluss zentrifugiert (882g, 7min, Raumtemperatur) und das uberstehende Plasma bis
zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert. Mittels Sandwich-ELISA-Technik wurden die
Shedding-Parameter Syndecan-1 (Diaclone SAS, Besancon, Frankreich), Heparansulfat
(Cusabio Technology, Houston, Texas, USA) und Hyaluronan (Echelon Biosciences, Salt Lake
City, Utah, USA) durch eine Kollegin der Experimentellen Medizin, der Klinik fir Dermatologie

und Venerologie im Labor in Doppelbestimmung gemessen.
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3.3 Endpunkte und Kriterien

3.3.1 Priméarer Endpunkt

Die Perfused boundary region (PBR) 5-25um ist ein inverser Parameter fir den ,Endothelial

Surface Layer® (ESL). Sie wird automatisch durch die GlycoCheck-Software berechnet und

gibt an, wie tief die Erythrozyten lateral den gelartige ESL penetrieren. Ein starkeres

Eindringen der Erythrozyten in den ESL, stellt eine erhdhte perfundierte Grenzregion dar und

steht fur einen Verlust und damit einem verminderten ESL. [52] Unsere Aufmerksamkeit zielte

hierbei primar auf alle Gefal3e mit einem Durchmesser von 5-25um, welche die gesamte

mikrozirkulatorische Endstrombahn mit ihren préakapillaren Metarteriolen, Kapillaren und

postkapillaren Venolen abbildet [7].

3.3.2 Sekundére Endpunkte
Als sekundére Endpunkte definierten wir:

PBR nach Gefal3grofie
Hierbei differenzierte die Software nach Gefalien mit einem Durchmesser von
= PBR 5-9 um, welche den Kapillaren entsprechen,
= PBR 10-19 um, welche a.e. den Metarteriolen (prakapillare Arteriolen) entsprechen
und

= PBR 21-25 um, welche a.e. den postkapillaren Venolen entsprechen [7, 47, 92].

Red Blood Cell Filling (RBC-Filling)
Die RBC-Filling ist der Prozentsatz an roten Blutkérperchen, welche glltige
Gefallsegmente zum Aufnahmezeitpunkt passieren. Er stellt einen Schatzwert fir die

mikrovaskulare Perfusion dar und wird durch die GlycoCheck-Software ermittelt [52].

Blutuntersuchung

Die sequentielle Bestimmung des Blutbildes mit Himoglobin, Hamatokrit, Leukozyten und
Thrombozyten dient der Darstellung des Gesamtblutverlustes. Ein Abfall in allen
Zellreihen ware bei einem Blutverlust mit kompensierender Flissigkeitsverschiebung zu
erwarten. Die ldslichen Glykokalyxkomponenten, Syndecan-1, Heparansulfat und

Hyaluronséure weisen auf eine Zerstorung der Glykokalyx hin.

Relativer Blutverlust
Um den relativen Blutverlust jedes Probanden zu ermitteln, erfolgte zunachst eine
geschlechtsspezifische Berechnung des zirkulierenden Blutvolumens (BV) in Litern.

Dieses wurde mit Hilfe der Formel von Nadler et al. berechnet. In diese Formel gehen drei
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geschlechtsspezifische Konstanten, die mit drei potenzierte KérpergrofRe (KGr) in Metern,

sowie das Koérpergewicht (KGw) in Kilogramm ein [63]:

BViem = 0,3561 x KGr® + 0,03308 x KGw + 0,1833
BVmae = 0,3669 x KGr® + 0,03219 x KGw + 0,6041

Im Anschluss wurde der individuelle Blutverlust (iBVL) in Prozent mit Hilfe des zuvor
berechneten individuellen Blutvolumens, sowie dem konstanten Blutverlust von 0,5 Litern

anhand der folgenden Formel berechnet:

iBVL =100/BV[[]x0,5]

Vitalparameter

Folgende allgemeinen Vitalparameter wurden erhoben:

= Systolischer und diastolischer Blutdruck (in Millimeter-Quecksilbersaule [mmHg])

= Herzfrequenz (in beats per minute [bpm])

= periphere Sauerstoffsattigung (in Prozent [%])

Mittels folgender Gleichung wurde aus den systolischen und diastolischen
Blutdruckwerten der Mittlere arterielle Blutdruck (MAD) gebildet und zur Analyse der

Blutdruckwerte verwendet:
MAD = diastolischer Druck + 1/3 * (systolischer Druck — diastolischer Druck) [47]

Der Pulsdruck (Synonym: Blutdruckamplitude), welcher sich aus der Differenz von
systolischem und diastolischem Blutdruck bildet [88], wurde ermittelt.

Es ist zu erwarten, dass es zu einer sympathischen Anpassungsreaktion des Kérpers auf
den Blutverlust mit einem stabilen bis leicht verminderten Blutdruck, und einer erhthten
Herzfrequenz kommt. Die diastolischen Blutdruckwerte koénnten aufgrund der
sympathoadrenergen Aktivierung mit daraus resultierendem erhohten peripheren
GefalRwiderstand ansteigen, was v.a. in Kombination mit einem erniedrigtem systolischem
Blutdruckwert einen erniedrigten Pulsdruck zur Folge héatte. Die Werte der periphere

Sauerstoffsattigung sollten sich darunter unbeeindruckt zeigen.

Anamnese

Anamnestisch wurden Kérpergréf3e und Gewicht erhoben, um hieraus den Body-Mass-
Index (BMI) zu bestimmen. Hierbei bezieht sich die Kdrpermasse in Kilogramm auf das
Quadrat der Korperlange in Metern (kg/m?) [92]. Aus dem BMI wurden folgende

Gewichtsklassen abgeleitet [5]:

* Untergewicht = BMI < 18,5 kg/m?
*= Normalgewicht = BMI 18,5 — 24,9 kg/m?
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* Praadipositas = BMI 25 — 29,9 kg/m?
* Adipositas Grad | = BMI 30 — 34,9 kg/m?
* Adipositas Grad Il = BMI 35 — 39,9 kg/m?
* Adipositas Grad Il = BMI = 40 kg/m?

Ebenfalls wurden der Raucherstatus (Nichtraucher, Raucher, Ex-Raucher), Vorerkrankungen
und deren Medikation erhoben. Geschlechtsspezifische Unterschiede werden in allen
genannten Endpunkten ausgearbeitet.

Weiterhin wurde die RegelméaRigkeit der Blutspendebereitschaft betrachtet. Routinierte
Blutspender werden definiert, indem sie zwei oder mehrmals im Jahr und bereits mindestens
sechsmal in ihrem Leben gespendet haben. Die Daten zur Blutspendehistorie wurden aus der

Datenbank des Blutspendezentrums enthnommen.

3.3.3 Einschlusskriterien
Freiwillige Vorstellung zur Blutspende, sowie die Erfullung der Blutspendebedingungen der
Blutspendezentrale der Uniklinik Kéln mit Freigabe zur Blutspende durch den Spendearzt:

- Mindestalter 18 Jahre

- gesundheitliche Eignung zur Blutspende
Einwilligung zur Teilnahme an der Studie nach Aufklarung durch einen approbierten Kollegen
der Arbeitsgruppe.

3.3.4 Ausschlusskriterien
Die Ausschlusskriterien ergaben sich zwangslaufig aus einer Untauglichkeit zur Blutspende

oder einer Ablehnung zur freiwilligen Teilnahme an der Studie.

3.4 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms ,IBM SPSS Statistics®
[Version 29.0.0.0 (241)].

Auf Grundlage vorangegangener Studien mit PBR-Daten gesunder Probanden wurde eine
Ausgangs-PBR von 1,82 um mit einer Standardabweichung von + 0,16 pm angenommen. [20]
Vergleichbare PBR-Daten bei gesunden Probanden konnten in spateren Studien ebenfalls
gezeigt werden. [28, 30, 95]

Das Ziel war eine mittlere PBR-Differenz von 0,07 um (entspricht einer relativen Anderung von
3,8 % der PBR) unter der Annahme einer Standardabweichung von 0,16 um zu erkennen. Auf
Grundlage eines zweiseitigen Student-t-Tests mit einem Typ-I-Fehlerschutz von <0,05 und
einer Leistung von > 0,80 wurde eine geschatzte Stichprobengrdéf3e von 43 angenommen. Die
Berechnung der StichprobengréRe erfolgte mit dem freien Softwareprogramm ,R* der R-

Foundation und dem Power-Analysepaket ,pwr‘ basierend auf Cohen. Um einer
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madglicherweise hoheren Standardabweichung der Messungen Rechnung zu tragen, wurden
acht zusatzliche Teilnehmer in die Studie eingeschlossen. [29]

Zunachst wurden alle Variablen mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Test auf eine Normalverteilung hin
getestet. Zusatzlich wurde zur graphischen Darstellung der Normalverteilung ein Histogramm
mit Normalverteilungskurve, sowie ein QQ-Diagramm erstellt.

Normalverteilte Daten werden via Mittelwert + Standardabweichung, nicht normalverteilte
Daten durch Median und Interquartilsabstande angegeben.

Die Mittelwertvergleichsanalyse der normalverteilten Variablen erfolgte mittels t-Test fir
abhangige Stichproben. Nicht normalverteilte Daten wurden mittels eines Wilcoxon-Tests
verglichen.

Mit Hilfe der Spearman-Korrelation wurde die Unabhéngigkeit zwischen Variablen getestet.
Eine lineare Regressionsanalyse erfolgte, um den Einfluss der PBR auf den RBC-

Fullungsprozentsatz zu untersuchen.

33



4 Ergebnisse

4.1 Studienpopulation und deren Merkmale

An der Studie nahmen insgesamt 51 Probanden teil. Die Geschlechterverteilung gliederte sich
in 23 weibliche und 28 mannliche Spender. Die Blutspende dauerte bei den Frauen
durchschnittlich 6 Minuten und 40 Sekunden [5:29 - 8:15 min:sek] und bei den M&annern 4
Minuten und 52 Sekunden [4:34 - 5:53 min:seKk].

Geschlecht
Gesamt-

population weiblich mannlich
Studienpopulation  Anzahl 51 23 28
2 100% 2 45% 2 55%
Alter [Jahre] Minimum 18 23 18
25. Perzentil 25 25 26
Median 30 28 30
75. Perzentil 39 35 47
Maximum 70 48 70
BMI [kg/m?] Minimum 19,4 19,4 20,0
25. Perzentil 21,8 21,5 24,1
Median 24,4 22,6 25,5
75. Perzentil 26,0 24,8 26,2
Maximum 34,3 34,3 28,0
Gewichtsklassen Normalgewicht 27 18 9
2 53% 2 78% 2 32%
Praadipositas 22 3 19
2 43% 2 13% 2 68%
Adipositas Grad | 2 2 0
2 4% 2 9% 2 0%

Tabelle 1: Studienpopulation mit Alter, BMI und Gewichtsklassen in der Gesamtpopulation, sowie im
Geschlechtervergleich.

Tabelle 1 bildet zunachst die GroRRe der Studienpopulation mit der Altersauspragung, dem
BMI, sowie der Gewichtsklassifikation ab.

Das durchschnittliche Alter der Gesamtpopulation lag bei 30 [25-39] Jahren. Die Frauen waren
im Median 2 Jahre junger als die Manner und zu 78% normalgewichtig. Die Manner waren
hingegen mit 68% zum grof3en Teil praadipts. Da es sowohl beim Alter als auch beim BMI
vereinzelte, aber deutliche Ausreil3er gab, werden die Daten zur besseren Darstellung mittels

Boxplot dargestellt.
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Abbildung 11: Boxplots: Altersauspragung nach Geschlecht
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Abbildung 12: Boxplots: BMI-Auspragung nach Geschlecht

gesamt

Die geschlechtsspezifische Berechnung des Blutvolumenverlustes ergab mit 12,3 [11,7-12,6]

% bei den Frauen einen deutlich hoheren relativen Blutverlust im Vergleich zu den Mé&nnern

mit 8,9 [8,4-9,3] %.
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Abbildung 13: Boxplots: Relativer Blutvolumenverlust in %

Vorerkrankungen und Medikamenten-Einnahmen, welche haufiger als zweimal in der
Gesamtpopulation vorkamen, werden im Verlauf ausformuliert. Alle anderen werden unter
~oonstiges” zusammengefasst. Mehr als 85% aller Studienteilnehmer wiesen keine
Vorerkrankungen auf.

Die folgenden Populationsdiagramme zeigen die Vorerkrankungen in ihrer Gesamtsumme,
sowie in Prozentangabe bezogen auf das jeweilige Geschlecht.

Populationspyramide: Vorerkrankungen

Geschlecht
mannlich weiblich
keine keine
; 5
2 Hypothyreose Hypothyreose E
g 2
z 5
g Pollenallergie Pollenallergie @
> 3
sonstige sonstige

25

Prozentangabe in Bezug auf das jeweilige Geschlecht + Gesamtsumme der Vorerkrankungen

Abbildung 14: Populationspyramide zu den Vorerkrankungen
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Populationspyramide: Medikamente
Geschlecht

mannlich weiblich
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L-Thyroxin L-Thyroxin
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Medikamente
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) 36%)4.3% )
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Prozentangabe in Bezug auf das jeweilige Geschlecht + Gesamtsumme der Medikamenteneinnahme

Abbildung 15: Populationspyramide zu der Medikamenteneinnahme

Tabelle 2 bildet den Raucherstatus in der Gesamtanzahl und in Prozent ab. 78% aller
Testpersonen waren zum Zeitpunkt der Datenerhebung Nichtraucher. Ungefahr 29% aller
Manner waren aktive Raucher, wohingegen der Anteil der aktiven Raucherinnen mit ca. 4%
deutlich geringer ausfiel. Die 8 Raucher rauchten im Median 3 [2-20] Zigaretten pro Tag. Die

eine Raucherin rauchte 2 Zigaretten pro Tag.

Geschlecht

gesamt | weiblich mannlich
Gesamtpopulation Anzahl 51 23 28
Raucherstatus Nichtraucher Anzahl 40 20 20
~ 78% ~ 87% ~ 71%
Raucher Anzahl 9 1 8
~ 18% ~ 4% ~ 29%
Ex-Raucher Anzahl 2 2 0
~ 4% ~ 9% 2 0%

Tabelle 2: Raucherstatus nach Geschlecht

Frauen gingen im Median 3x/Jahr [2-4] und Manner 4x/Jahr [1-5] zur Blutspende. Insgesamt
erfillten rund 61% aller Manner und 61% aller Frauen die Kriterien flir einen routinierten

Blutspender (= 6 absolvierte Spenden mit einer Spendefrequenz = 2 pro Jahr).
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Bisherige Blutspenden
[Anzahl]
< 6 Blutspenden 2 6 Blutspenden
Geschlecht Geschlecht
weiblich mannlich  weiblich  méannlich

Blutspendefrequenz <1 Spende 3 6 1 1
pro Jahr pro Jahr ~ 13% ~ 21% ~ 4% ~ 4%
[Anzahl] = 2 Spenden 5 4 14 17

pro Jahr ~ 22% ~ 14% ~ 61% ~ 61%

Tabelle 3: Blutspenderoutine nach Geschlecht

4.2 Primarer Endpunkt

Fur die erhobenen Werte der PBRsosym Vvor und nach Blutspende konnte in der
Geschlechterbetrachtung eine Normalverteilung festgestellt werden.

Die Ausgangs-PBR von GefalRen mit einem Durchmesser von 5 bis 25 um vor Blutspende
betrug bei den Frauen 1,82 + 0,21 um und bei den Méannern 1,76 + 0,28 um. Nach Blutspende
stiegen die Werte bei den Frauen minimal auf 1,86 = 0,25 um an. Bei den Mannern blieben
die Werte unverandert. In der Mittelwertvergleichsanalyse mittels t-Tests konnte bei beiden
Geschlechtern kein signifikanter Anstieg der PBRs.2sum als Folge der Blutspende dargestellt

werden (s. Tabelle 4).

Geschlecht
weiblich mannlich
Median p Median p
PBRs.25um [pré] 1,82 + 0,21 1,76 £ 0,28
PBRs.2s5um [post] 1,86 £ 0,25 1,78 +0,16
A PBRs_35:m 0,05+ 0,23 0,452° 0,01 £ 0,32 0,823"

Tabelle 4: PBRs.2sym vor und nach Blutspende
Die Werte werden als Mittelwert + Standardabweichung in um angegeben.
b Signifikanz-Wert p (zweiseitig) des t-Tests bei gepaarten Stichproben
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Abbildung 16: Boxplots: PBRs-2s [um] vor und nach Blutspende

4.3 Sekundare Endpunkte

4.3.1 PBR nach GefaRRgrofie

Fur die PBR nach GefaligroRen sortiert konnte keine konsequente Normalverteilung der Daten
festgestellt werden. Die PBRs.g und PBR1o-19 blieb bei beiden Geschlechtern stabil und zeigte
keine signifikanten Veranderungen durch die Blutspende. Bei den weiblichen Probandinnen
konnte bei GefalRen mit einem Durchmesser von 20-25 um eine Erhéhung der PBR dargestellt
werden, welche sich mit einem APBRs.2s von 0,15 + 0,52um und einem p = 0,049 im Wilcoxon-
Test signifikant darstellte. Die angehangene Tabelle gibt eine Ubersicht beziiglich der
Lageparameter vor und nach Blutspende, sowie deren Signifikanz (p) beziglich einer

Veranderung zwischen den Messungen.
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Geschlecht

weiblich mannlich

Median p Median p
PBRs.oum pra 1,03 1,00
[0,96-1,07] [0,97-1,05]
PBRs.oum post 1,04 1,05
[0,98-1,09] [0,94-1,09]

APBRs.9ym 0,02 = 0,09 0,417°2 0,02+ 0,11 0,5382
PBRio.19 pra 2,08 1,86
[1,90-2,21] [1,69-2,18]
PBR1o-19 post 2,02 1,98
[1,80-2,17] [1,76-2,13]

APBR0.19 0,00 £ 0,33 0,831¢2 0,03 +0,41 0,5642
PBR2o-25 pra 2,13 2,11
[1,89-2,30] [1,73-2,49]
PBR2o.25 post 2,24 2,09
[2,08-2,57] [1,84-2,41]

APBR.25 0,15+ 0,52 0,0492 -0,02+0,54 0,9462

Tabelle 5: PBR nach Gefal3gréRe vor und nach Blutspende

Die Werte der PBR pra und post werden als Median [25.-75.-Perzentil] in pum angegeben.
Die Werte der APBR werden als Mittelwert + Standardabweichung in um angegeben.

a Signifikanz-Wert p des Wilcoxon-Tests

4.3.2 RBC-Filling

Der Prozentsatz der Erythrozyten-Fllung betrug vor Blutspende bei Frauen durchschnittlich
75,2 % [73,1-80,6] und bei Mannern 78,65 % [75,8-82,7].
Die Blutspende hatte keinen signifikanten Effekt auf den Prozentsatz der Erythrozytenfillung,

was in nachfolgender Tabelle dargestellt wird.

Geschlecht
weiblich mannlich
Median p Median p
RBC-Filling pra 75,2 78,7
[73,1-80,6] [75,8-82,7]
RBC-Filling post 76,6 76,4
[72,6-79,5] [74,6-79,3]
ARBC-Filling -0,7+6,1 0,592 -2,0+5,8 0,092

Tabelle 6: RBC-Filling vor und nach Blutspende
Die Werte werden als Median [25.-75.-Perzentil] in Prozent angegeben.

Die Werte der ARBC-Filling werden als Mittelwert + Standardabweichung in % angegeben.

a Signifikanz-Wert p des Wilcoxon-Tests
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Abbildung 17: Boxplots: RBC-Filling [%] vor und nach Blutspende

4.4 Parameter der Blutuntersuchung

Hamoglobin, Hamatokrit und Leukozyten zeigten nach Blutspende eine signifikante Reduktion
ihrer Werte. Die Thrombozyten hingegen blieben bei den Mannern stabil und stiegen bei den
Frauen an. Mit einem p von 0,052 im t-Test ergab sich jedoch kein statistisch signifikanter
Unterschied. Die Lageparameter, sowie die Ergebnisse der Mittelwertvergleichsanalysen
werden in der nachfolgenden Tabelle, sowie den angehangenen Boxplots Ubersichtlich
dargestellt.
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Geschlecht

weiblich mannlich

Median p Median p
Hamoglobin pra 13,2 15,0
[g/dl] [12,9-13,7] [14,4-16,0]
Hamoglobin post 12,6 14,5
[o/dI] [12,0-12,8] [13,3-15,2]
A Hamoglobin -0,8+0,3 <0,0012 -0,7+0,4 <0,0012
[g/dl]
Hamatokrit pra 42,9 47,4
[%] [41,6-43,8] [46,1-49,9]
Hamatokrit post 40,0 45,4
[%] [38,5-41,8] [43,7-48,2]
A Hamatokrit 2,7+1,1 <0,0012 -25+14 <0,001°2
[%]
Thrombozyten pra 270 £ 59 237 £ 47
[109/1]
Thrombozyten post 280 £ 58 241 £ 48
[10%1]
A Thrombozyten 6 0,052° 3 0,192°
[10%1] [(-8) -17] [(-8) -15)]
Leukozyten pra 5,4 5,4
[10%1] [4,6-6,6] [4,6-6,1]
Leukozyten post 4.8 4.8
[109/1] [4,1-6,1] [4,1-5,6]
A Leukozyten -0,6 £ 0,3 <0,0012 -05+0,4 <0,0012

[109/1]

Tabelle 7: Parameter des Blutbildes vor und nach Blutspende
Die Werte werden abhéangig des Vorliegens einer Normalverteilung als Mittelwert + Standardabweichung oder als
Median [25.-75.-Perzentil] angegeben.

a Signifikanz-Wert p des Wilcoxon-Tests

b Signifikanz-Wert p (zweiseitig) des t-Tests bei gepaarten Stichproben
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Abbildung 18: Boxplots: Hamoglobin [g/dl] vor und nach Blutspende
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Abbildung 19: Boxplots: Hamatokrit [%] vor und nach Blutspende
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Abbildung 20: Boxplots: Thrombozyten [10%1] vor und nach Blutspende
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Abbildung 21: Boxplots: Leukozyten [10%I] vor und nach Blutspende

In die Auswertung der Sheddingparameter gingen nur die ersten 40 Probanden ein (19
weibliche und 21 ménnliche Probanden).

Bei den Frauen fiel der Heparansulfatspiegel nach Blutspende signifikant (p = 0,003) von 1330
+ 344 ng/ml auf 1206 + 260 ng/ml. Bei den Mannern zeigte sich ebenfalls ein dezenter Abfall,
jedoch ohne Signifikanz.

44



Bei den Syndecan-1-Spiegeln zeigten sich vor allem bei den Mannern sehr extreme Ausreil3er

in den Lageparametern. Insgesamt blieben die Werte aber stabil und zeigten keine

signifikanten Veranderungen.

Die Hyaluronan-Spiegel fielen bei beiden Geschlechtern ab. Ein signifikanter Effekt konnte

jedoch nur bei den Mannern (p = 0,009) dargestellt werden.

Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick tber die Lageparameter aller drei erhobenen

Sheddingparameter, sowie deren Signifikanz bezlglich der Mittelwertvergleichsanalyse. Da

es beim Hyaluronan, aber vor allem beim Syndecan-1 zu extremen Ausrei3ern gekommen ist,

werden die Lageparameter zum besseren Verstandnis mittels Boxplots dargestellt.

Geschlecht
Weiblich Mannlich
(n=19) (n=21)
Median p Median p
Heparansulfat pra 1330 + 344 1328 + 297
Heparansulfat post 1206 + 260 1265 + 291
A Heparansulfat -124 + 155 0,003° -63 + 225 0,215°
Syndecan-1 pra 26,3 34,0
[22,3-33,9] [27,9-140,8]
Syndecan-1 post 25,6 34,5
[22,2-31,0] [28,3-135,6]
A Syndecan-1 -1,9 0,295 @ 0,2 0,590 2
[(-3,6) -1,5] [(-1,5) -1,0]
Hyaluronan pra 90,4 92,0
[77,2-93,7] [83,7-105,1]
Hyaluronan post 85,3 89,6
[73,0-90,8] [82,5-100,8]
A Hyaluronan -3,1+7,6 0,070 -49+8,3 0,009 2

Tabelle 8: Sheddingparameter vor und nach Blutspende

Die Werte werden abhangig des Vorliegens einer Normalverteilung als Mittelwert £ Standardabweichung oder als
Median [25.-75.-Perzentil] in ng/ml angegeben.
a Signifikanz-Wert p des Wilcoxon-Tests

b Signifikanz-Wert p (zweiseitig) des t-Tests bei gepaarten Stichproben
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Abbildung 22: Boxplots: Heparansulfat-Spiegel [ng/ml] vor und nach Blutspende
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Abbildung 23: Boxplots: Hyaluronan-Spiegel [ng/ml] vor und nach Blutspende
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Abbildung 24: Boxplots: Syndecan-1-Spiege [ng/ml] vor und nach Blutspende
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4.4.1 Vitalparameter

Bei den Vitalparametern konnte ein signifikanter Anstieg der Herzfrequenz (78 + 11 vs. 85 +
13 bpm., p = 0,013) nur bei den Frauen festgestellt werden.

Beide Geschlechter zeigten einen signifikanten Abfall des systolischen Blutdruckes zwischen
den beiden durchgefiihrten Messungen (ARRsysi@ = -10 [(-10)-0] mmHg mit p = 0,007 und
ARRsystm = -10 [(-14)-(-5)] mmHg mit p = <0,001). Die diastolischen Blutdruckwerte hingegen
fielen nur bei den Frauen statistisch relevant ab (ARRgiast@ = -5 [(-10)-0] mit p=0,039).
Aufgrund der reduzierten systolischen Blutdruckwerte zeigte sich sowohl bei den Frauen (94
+12vs. 90 £11 mmHg, p = 0,002), als auch bei den Mannern (100 + 9 vs. 96 + 10 mmHg, p =
0,003) ein relevanter Abfall des mittleren arteriellen Blutdruckes.

In Folge des reduzierten systolischen Druckes bei stabilen diastolischen Blutdruckwerten kam
es nur bei den Mannern zu einem signifikant reduzierten Pulsdruck (APulsdruckg =-10 [(-10)-
0, p = 0,004).

Die Werte der periphere Sauerstoffsattigung blieben bei beiden Geschlechtern stabil.

Die nachfolgende Tabelle gibt einen nach Geschlecht differenzierten Uberblick beziiglich der
Lageparameter von Puls, systolischem und diastolischem Blutdruck, MAD, Pulsdruck und
peripherer Sauerstoffsattigung vor und nach Blutspende, sowie tabellarisch die Ergebnisse
der Mittelwertvergleichsanalysen. Zum besseren Verstdndnis werden die Ergebnisse

zusatzlich in Form von Boxplots dargestellt.
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Geschlecht
Weiblich Mannlich
(n=23) (n=28)
Median p Median p
Puls pra [bpm] 78 £ 11 78+ 14
Puls post [bpm] 85+ 13 77 +£12
APuls [bpm] 7+13 0,013° -1+14 0,650°
Systolischer 120 135
Blutdruck pra [115-130] [120-150]
[mmHg]
Systolischer 120 125
Blutdruck post [105-130] [116-135]
[mmHg]
ASystolischer -10 0,0072 -10 <0,0012
Blutdruck [mmHg] [(-10)-0] [(-14)-(-5)]
Diastolischer 80 80
Blutdruck pra [70-85] [80-90]
[mmHg]
Diastolischer 70 80
Blutdruck post [70-80] [80-89]
[mmHg]
ADiastolischer -5 0,039° 0 0,1712
Blutdruck [mmHg] [(-10)-0] [(-10)-0]
MAD pra [mmHg] 94 +12 100+ 9
MAD post 90+ 11 96 + 10
[mmHg]
AMAD [mmHg] -45+6 0,002° -45+7 0,003°
Pulsdruck pra 45 50
[mmHg] [40-50] [40-60]
Pulsdruck post 40 45
[mmHg] [35-50] [40-50]
APulsdruck 0 0,229 -10 0,004
[mmHg] [(-10)-0] [(-10)-0]
SpO: pré [%] 99 98
[98-99] [97-99]
SpO: post [%] 98 98
[98-99] [97-98]
ASpO:; [%] 0 0,1442 0 0,7722
[(-1) -0] [(-1) -1]

Tabelle 9: Vitalparameter vor und nach Blutspende
Die Werte werden abhéngig des Vorliegens einer Normalverteilung als Mittelwert + Standardabweichung oder als

Median [25.-75.-Perzentil] angegeben.
a Signifikanz-Wert p des Wilcoxon-Tests
b Signifikanz-Wert p (zweiseitig) des t-Tests bei gepaarten Stichproben
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Abbildung 25: Boxplots: Puls [bpm] vor und nach Blutspende
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Abbildung 26: Boxplots: Systolischer Blutdruck [mmHg] vor und nach Blutspende
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Abbildung 27: Boxplots: Diastolischer Blutdruck [mmHg] vor und nach Blutspende

CIMAD_pra [mmHg]
EMAD_post [mmHg]
123 123
] o
120
100
80
&7
s}
&0
weiblich mannlich gesamt
Geschlecht

Abbildung 28: Boxplots: MAD [mmHg] vor und nach Blutspende
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Abbildung 29: Boxplots: Pulsdruck [mmHg] vor und nach Blutspende

4.5 Korrelation und Regression

45.1 PBR versus RBC-filling

PBRs.25 und RBC-Fillungsprozentsatz zeigten sowohl zu Beginn (r@ps= -0,665 und regjprs= -
0,782, mit jeweils p= <0,001) als auch nach absolvierter Blutspende unabhangig vom
Geschlecht eine signifikante, stark negative Korrelation (r@post= -0,738 und rgpost= -0,618, mit
jeweils p= <0,001) an. Je niedriger die PBR, desto hoher ist die prozentuale Fillung mit
Erythrozyten. Diese negative Korrelation konnte ebenfalls bei der Veranderung der Werte
APBRs.25 (PBRs.2spost - PBRs.osprs) und ARBC-filling (RBC-fillingpost - RBC-fillingpra) festgellt
werden. Mit Abnahme der PBR, also der Zunahme des ESL, steigt der Fullungsprozentsatz
der Erythrozyten. Eine lineare Regressionsanalyse konnte diesen Zusammenhang ebenfalls
bestatigen (R? siehe Abb.30-32 mit p= <0,001 fir beide Geschlechter).
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Abbildung 30: Streudiagramm APBR5-25 [um] vs. ARBC-filling [%]
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Abbildung 31: Streudiagramm PBR5-25 [um] vs. RBC-filling [%] vor Blutspende
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54



5 Diskussion

5.1 Studienpopulation und deren Merkmale

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung einer Vollblutspende von 500ml Blut auf den
ESL mit besonderem Augenmerk auf Unterschiede zwischen Frauen und M&nnern untersucht.
Das Probanden-Kollektiv zeigte ein ausgeglichenes Verhaltnis zwischen den Geschlechtern.
Der Uberwiegende Teil der Frauen und Manner (>85%) hatten keine Vorerkrankungen, waren
Nichtraucher und zeigten eine sehr regelmafRige Blutspende-Bereitschaft. Die Frauen waren
mit 78% meist normgewichtig, wohingegen die Manner mit 68% vorwiegend einen
praadipdsen Habitus mitbrachten.

Der definierte Blutvolumenverlust von 500ml im Rahmen der Blutspende flihrte bei den Frauen
mit 12,3 [11,7-12,6] % im Vergleich zu den Mannern mit 8,9 [8,4-9,3] % zu einem deutlich

hoheren relativen Blutverlust.

5.2 Sidestraem Darkfield Imaging

Die SDF-Messungen vor Blutspende ergaben sowohl bei den Frauen (1,82 = 0,21 um) als
auch bei den Mannern (1,76 £ 0,28) Dimensionen der PBRs.s,m, welche mit Daten von
gesunden Probanden aus vorherigen Studien Ubereinstimmen [28, 30, 95]. Ebenfalls zeigte
sich, dass sowohl vor als auch nach Blutspende eine negative Korrelation zwischen der PBRs.
2sum UNd dem Erythrozyten-Fullungsprozentsatzes bestand. Diese negative Korrelation einer
erhohten RBC-Filling bei verminderter PBR entsprechen ebenfalls Ergebnissen aus
vorherigen Studien [52]. Es ist zu vermuten, dass im Endothel mit einer erhéhten ESL optimale
Bedingungen fiur eine effektive Perfusion auch wahrend eines akuten Blutverlustes erzielt
werden.

In dieser Studie konnte bei beiden Geschlechtern keine signifikante Verminderung des ESL
nach Blutspende im Sinne einer erhéhten PBRs.2sum festgestellt werden. Ebenfalls konnte
keine deutliche Veranderung des Prozentsatzes der Erythrozytenfillung beobachtet werden.
Die Werte der PBR nach Gefal3groRe blieben bei den Méannern stabil und zeigten keine
signifikante Zu- oder Abnahme nach Blutspende. Bei den Frauen blieben die PBRs.gum und
PBR10-19um Stabil, wohingegen es bei der PBR2o.2sum zu einem manifesten Anstieg (p = 0,049)
nach Blutspende kam, was einem verminderten ESL entspricht. Die Gefal3e mit einer PBR
zwischen 20-25um entsprechen dabei am ehesten den postkapillaren Venolen. Bei einer
Studie an Ratten aus dem Jahr 2012 konnte bei in-vivo Messungen gezeigt werden, dass eine
hamorrhagische Hypotonie bei einem Blutverlust von 40% des Gesamtblutvolumens eine
signifikante Reduktion der Glykokalyxdicke in postkapillaren Venolen zur Folge hatte. In
diesem Experiment wurden jedoch keine Idslichen Sheddingparameter gemessen, sodass
eine Identifizierung der abgebauten Komponenten (adsorbierte Plasmaproteine, Iosliche

Glykosaminoglykane oder membrangebundenen Elementen) nicht moglich war. [87] Die
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postkapillaren Venolen sind ein Ort, an dem eine hohe Permeabilitdt und somit ein hoher
Stoffaustausch stattfindet. Es ist zu vermuten, dass es bei den Frauen, aufgrund des im
Verhéltnis zum Mann groéReren Blutverlustes, zu einer hoheren Rekrutierung von
Plasmavolumen gekommen ist, was die Reduktion des ESL, ohne Erhdéhung der l6slichen

Sheddingparameter, in den postkapillaren Venolen erklaren kénnte.

5.3 Ergebnisse der Blutuntersuchungen und der Vitalparameter

Die Blutbildparameter Hamoglobin, Hamatokrit und Leukozyten zeigten bei beiden
Geschlechtern den zu erwartenden signifikanten Abfall, was auf einen Verdiinnungseffekt
(Hamodilution) bei kompensierender Flissigkeitsverschiebung hindeutet. Die Thrombozyten
hingegen blieben bei den Mannern stabil und stiegen bei den Frauen nicht signifikant
(p=0,052) an. Ein Ausbleiben des Verdinnungseffektes in Bezug auf die Thrombozyten ist am
ehesten als Resultat einer reaktiven Thrombozytose zu erklaren, welcher im Rahmen von
Stresssituationen, wie einer akuten Blutung auftreten kann [5, 73, 76]. Der deutlichere Anstieg
der Thrombozyten bei den Frauen kénnte ebenfalls mit dem im Verhaltnis zum Korpergewicht
gréRReren Blutverlustes bei den Frauen und damit verbundenem hoheren Stress fiir den Korper
erklart werden. Diese Vermutung wirde weiterhin die signifikante Pulserh6hung und den Abfall
des Blutdruckes nach Blutspende bei den weiblichen Probandinnen im Vergleich zu den
Mé&nnern erklaren.

Bei den Shedding-Parametern zeigte sich ein gemischtes Bild. Bei den Frauen kam es zu
einem signifikanten (p= 0,003) Abfall des Heparansulfates nach Blutspende. Hyaluronan fiel
bei beiden Geschlechtern ab, wobei nur bei den Ménnern ein signifikanter Effekt (p= 0,009)
beobachtet wurde. Syndecan-1 hingegen blieb bei beiden Geschlechtern konstant. Das lasst
vermuten, dass es bei einem kontrollierten Blutverlust von 500ml zu keinem relevanten Abbau
der endothelialen Glykokalyx kommt. Die reduzierten Werte des Heparansulfates und
Hyaluronans konnten ebenfalls Gber den Effekt der Hamodilution und/oder tUber eine erhéhte
Rekrutierung in den ESL erklart werden.

5.4 Limitationen

Der ESL unterliegt einer stdndigen Dynamik und ist so in der Lage sich an verénderte
physiologische und pathophysiologische Prozesse anzupassen. Die
Untersuchungsergebnisse unserer Messungen deuten darauf hin, dass ein Blutverlust im
Rahmen von 500ml die Integritdt der Glykokalyx nicht beeintr&chtigt. Allerdings ist zu
beachten, dass wir unsere intravitalmikroskopischen Messungen und Blutentnahmen direkt
vor und vor allem direkt im Anschluss an die Blutspende durchfiihrten, welche im Schnitt 6
Minuten und 40 Sekunden [5:29 - 8:15 min:sek] bei den Frauen und 4 Minuten und 52
Sekunden [4:34 - 5:53 min:sek] bei den Mannern dauerte. Es bleibt offen, ob es bei weiteren

Messungen zu einem spateren Zeitpunkt zu anderen Messergebissen mit eventuell
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verzogerten Anpassungs-Reaktionen oder auch Schadigungen am ESL mit seiner Glykokalyx
gekommen waére.

In den letzten Jahren haben sich mehrere Studien mit dem Einfluss von Geschlechtshormonen
auf die endotheliale Glykokalyx beschéftigt. [68] Diebel und Kollegen zeigten in ihrer
Untersuchung an Endothelzellen menschlicher Nabelschnurvenen 2021, dass eine friihzeitige
Behandlung mit Ostrogen eine traumatische Endotheliopathie (Trauma mit Blutungsschock)
abmildern kann. Fur die Vergleichsgruppe mit Testosteron konnte diese protektive Eigenschaft
nicht dargestellt werden. [24] Auch in der 2017 veroffentlichten CYCLOCALYX-Studie gab es
Hinweise auf einen sexualhormonabhangigen Regulationsmechanismus der endothelialen
Glykokalyx. Die Plasmaspiegel von Ostrogen und Progesteron schwanken je nach Ovulations-
bzw. Uteruszyklus. Ostrogen schien eine protektive, Gestagen hingegen eine destruktive
Wirkung zu haben. [37] In der von uns durchgefiihrten Studie wurde der Status des weiblichen
Zyklus nicht dokumentiert, sodass nicht nachweisbar ist, welches Hormon zum Messzeitpunkt
dominierte. Zudem wurde die Art des Kontrazeptivums nicht erhoben.

Auch bleibt zu bedenken, dass wir die Messungen an jungen und gesunden Probanden
durchfuhrten. Bei Menschen hoheren Alters oder bei Menschen mit den verschiedensten
Vorerkrankungen wie arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus, Dyslipidamie u.v.m. konnte die
Reaktionsfahigkeit des Endothels auf einen Blutverlust vollig anders ausfallen.

Ob und inwieweit die Messungen am sublingualen Gefal3bett reprasentativ flr andere
GefalRabschnitte sind, ist ebenfalls fraglich. Hierzu wird weitere Forschungsarbeit notwendig

sein.

5.5 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass ein atraumatischer, moderater Vollblutverlust von
500ml, wie er im Rahmen einer Blutspende auftritt, bei beiden Geschlechtern zunéchst keine
signifikante direkte Schadigung der Glykokalyx mit Freisetzung derer Bestandteilen
(Shedding) zur Folge hatte. Der ESL scheint sich demnach dynamisch an akute
Stresssituationen, wie einer moderaten, atraumatischen Hamorrhagie, anpassen zu kénnen.
Die zuvor aufgestellte Hypothese, dass es durch Rekrutierung von ESL-assoziiertem
Plasmavolumen zu einer erhohten PBR und somit schlie3lich zu einem reduzierten ESL
kommen miusse, konnte nur fir das Frauenkollektiv belegt werden. Hier zeigte sich eine
Reduktion des ESL in den postkapillaren Venolen. Zudem kam es zu einer ausgepragteren
sympathoadrenergen Reaktion, sowie zu einer reaktiven Thrombozytose als Zeichen einer
akuten Stresssituation. Dies ist vermutlich dem relativen hoheren Blutvolumenverlust der
Frauen wahrend der Blutspende zuzuschreiben.

Weitere Hamorrhagie-Versuche am Modell mit zunehmendem Blutverlust und daraus
resultierendem Schockgeschehen werden nétig sein, um den Schwellenwert zu definieren,

welcher dber die kompensatorische Volumenverschiebung des ESL hinaus zu einer
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Aktivierung inflammatorischer Sheddasen und damit verbundenem Glykokalyx-Abbau mit
deren Konsequenzen (kapillares Leck, Inflammation, Gerinnungsstérungen, etc.) fihrt. Hierbei
ware von besonderem Interesse, ob friihzeitig eingeleitete therapeutische Mallnahmen mit
stabilisierender Wirkung auf die GCX eine Endotheliopathie mit ihren schwerwiegenden

Folgen minimieren oder sogar verhindern kénnten.
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