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1 EINFUHRUNG
1.1  Zielsetzung der Arbeit

Den Daten des internationalen Hamovigilanz-Registers zufolge, ist die
transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz (TRALI) heute die fihrende
Ursache fur Nebenwirkungen mit Todesfolge bei Bluttransfusionen. Inzwischen
weil3 man, dass die meisten TRALI-Falle durch antikérperhaltige, plasmareiche
Blutkomponenten, welche von mehrfach schwangeren Blutspenderinnen

stammen, ausgel6st werden (Chapman et al., 2006).

Epidemiologisch spielen Antikérper gegen HLA-Klasse | und —Klasse II-
Merkmale eine zentrale Rolle bei der Entstehung einer TRALI. In der Mehrzahl
der untersuchten TRALI-Féalle wurden lediglich HLA Klasse Il-Antikorper
nachgewiesen, deren Rolle bzw. deren Wirkungsweg im Pathomechanismus

der TRALI jedoch noch weitestgehend ungeklart ist.

Wir vermuten, dass HLA Klasse II-Antikérper indirekt Gber Monozyten und
deren Aktivierung wiederrum zu einer Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten fuhren kénnen und méchten dies anhand von in vitro und ex vivo
Methoden untersuchen. Zusatzlich soll dberpriuft werden, ob ein
Zusammenhang zwischen der Art, Konzentration und Epitopspezifitit des
Antikdrpers und der TRALI-Reaktion besteht.
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2 EINLEITUNG

2.1  Epidemiologie und Bedeutung der TRALI

Bernard beschrieb erstmals 1951 ein nicht kardiogen bedingtes Lungenddem
als Folge einer Bluttransfusion. Von Brittingham wurde dieser
Transfusionszwischenfall dann 1957 mit Leukozyten-reaktiven Antikorpern in
Plasmen in Verbindung gebracht und durch weiterfihrende Arbeiten 1985 von
Popovsky und Moore als distinkte Entitdt definiert. Der Begriff TRALI

(transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz) etablierte sich.

Die Daten des Britischen Hamovigilanzregisters, die seit 1996 regelmalig
publiziert werden, zeigen, dass die TRALI heute die haufigste Nebenwirkung
mit Todesfolge ist, die mit Bluttransfusionen in Verbindung gebracht wird
(Serious Hazard of Transfusion, SHOT). Dies trifft sowohl auf Grol3britannien
als auch auf die USA zu (Holness et al., 2004; Stainsby et al., 2007).

Hingegen sind die Todesfélle durch transfusionsassoziierte Infektionen oder die
inkorrekte Transfusion infolge Verwechslung deutlich zurickgegangen. Da das
Paul-Ehrlich-Institut Meldungen schwerwiegender Transfusionszwischenfélle
nicht regelmafig publiziert, ist nicht sicher, ob diese Zahlen auch auf
Deutschland zutreffen. Unabhéngig davon ist die TRALI eine schwerwiegende,
lebensbedrohliche Komplikation, die immer mehr in den Vordergrund getreten

ist.

Zahlreiche Arbeiten haben zu einem besseren Verstdndnis des
Krankheitsbildes der TRALI gefuhrt und dazu beigetragen, dass diese heute
sowohl in der medizinischen Forschung als auch in der Klinik steigendes

Interesse und Beachtung erlangt hat.

2.2 Befunde

2.2.1 Kilinische Befunde

Klinische Berichte beschreiben eine TRALI mit plétzlich auftretender
Lungensymptomatik im direkten Zusammenhang mit der Bluttransfusion. Die

Symptome treten flr gewohnlich zwei bis sechs Stunden nach der erfolgten
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Transfusion auf. Nicht selten kommt es auch schon akut, wahrend der noch
laufenden Bluttransfusion, zum Auftreten einer TRALI (Popovsky et al., 1985;
Wallis et al., 2003). Nur selten wird von einem Einsetzen der Kklinischen
Veréanderungen noch zwolf oder mehr Stunden nach Transfusion berichtet
(Kernoff et al., 1972).

Zu den klinischen Symptomen gehtéren vor allem schwere Atemnot,
Tachypnoe, sowie Hypoxamie und Blutdruckabfall. Auskultatorisch sind oft

Rasselgerausche und ein abgeschwachtes Atemgerausch feststellbar.

In manchen Fallen wird von Zyanose, Tachykardie und Fieber berichtet, welche
allerdings erst einige Stunden nach Bluttransfusion einsetzen. Bei intubierten
Patienten zeigt sich oft ein Trachealexsudat mit dem Aussehen von

geschlagenem Huhnereiweil3, ein typisches Anzeichen einer schweren TRALI.

Das European Haemovigilance Network (EHN) veroffentlichte im Jahr 2004
gemeinsam mit der Canadian Consensus Conference eine Liste der

Diagnosekriterien fur eine TRALI (Kleinmann et al., 2004).

* Akute Atemnot
* Hypoxamie (PaO, / FiO, < 300 oder O,-Séttigung < 90 % oder
andere klinische Hinweise auf Hypoxie)

« Keine Hinweise auf zirkulatorische Uberladung oder kardiogenes

Lungenddem

* Beginn der Symptomatik innerhalb der ersten sechs Stunden nach

Abschluss der Transfusion

» Akute Lungeninsuffizienz nicht vorbekannt und keine alternativen
Risikofaktoren fur eine akute Lungeninsuffizienz (v.a. Aspiration,
Polytrauma, Pneumonie, kardiopulmonaler Bypass, Verbrennungen,
toxischer  Inhalationsschaden, Pankreatitis, Uberdosierung  von
Medikamenten oder Drogenabusus, Ertrinkungsunfall, Schock, schwere

Sepsis)
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Wenn alle Diagnosekriterien erfullt sind, gilt eine TRALI als ,wahrscheinlich.
Falls Risikofaktoren vorhanden sind, die ebenfalls zu einer akuten
Lungeninsuffizienz anderer Genese fuhren kénnen, ist die Diagnose TRALI als
»,maoglich” einzustufen. Da es keinen wegweisenden Laborparameter gibt, ist die
Diagnose TRALI, gerade bei Patienten mit vorbestehender akuter

Lungeninsuffizienz, oft nur schwer zu stellen.

2.2.2 Radiologische Befunde

Der radiologische Befund ist besonders ausgepragt. Er stellt sich deutlich durch
seine Dbilateralen, diffusen Infiltrate beider Lungenhélften dar. Diese
charakteristischen Lungenveranderungen kodnnen in manchen Fallen bis zu

einem kompletten , white-out “ der Lunge reichen.

Abb.1 Thoraxaufnahme eines TRALI-Patienten

Quelle: www.scielo.br/img/revistas/rba/v59nl/en_09fl.jpg
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2.2.3 Histologische Befunde

Die histopathologischen Befunde von Patienten mit schwerer, todlicher TRALI
geben einen ersten Anhaltspunkt fir die Pathophysiologie dieser Krankheit.
Generell ahneln die Befunde denen der Frihphase des , Akuten
Respiratorischen Distress Syndroms “ (ARDS), durch das ein interstitielles und
intraalveolares Odem (Felbo und Jensen, 1962; Flury und Reutter, 1966;
Kernoff et al., 1972; Wolf und Canale, 1976; Popovsky und Moore, 1985; Dry et
al., 1999) und die Auswanderung neutrophiler Granulozyten in das Interstitium
und den Alveolarraum gekennzeichnet ist (Kernoff et al.,, 1972; Wolf und
Canale, 1976; Silliman et al., 1977; Dry et al, 1999).

Des Weiteren kann eine erhdhte Zahl an Neutrophilen in den
Pulmonalkapillaren und den kleinen Pulmonalgefaf3en (Felbo und Jensen,
1962; Dry et al.,, 1999) beobachtet werden (siehe S.95 im Anhang), unter
Umstdnden mit hyaliner Membranentstehung und eine Zerstorung des
Lungengeristes (Wolf und Canale, 1979; Siliman et al., 1997).
Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen degranulierte neutrophile
Granulozyten und einen engen fokalen Kontakt mit zerstérten Endothelzellen
der Pulmonalkapillaren (Dry et al., 1999). Diese Befunde lassen die Vermutung
zu, dass durch das Zusammenspiel von Endothelzellen und Granulozyten,
welche zuvor durch die Transfusion aktiviert wurden, das Endothel nachhaltig
geschadigt wird.

Der dadurch resultierende Austritt von proteinreichem Exsudat aus den

Gefalien in den Alveolarraum fuhrt zu einem akuten Lungendédem.

In besonders schweren Féllen kénnen neutrophile Granulozyten von den
Kapillaren in die Alveolen auswandern, das Gewebe dort zusatzlich schadigen

und die Lungeninsuffizienz verstarken.
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2.3  Mechanismen der Lungenschadigung bei TRALI

2.3.1 Priming und Aktivierung der Neutrophilen

Die aktivierten neutrophilen Granulozyten werden als vorrangige Mediatoren fur
die Endothelial- und Alveolarschadigung gesehen, zu welcher es im Verlauf
einer TRALI kommt. Die Neutrophilen werden hierbei durch das entziindliche

Geschehen aktiviert.

Diese Aktivierung ist durch die Freisetzung von granulozytaren Enzymen und
Proteinen und die Synthese von hochreaktiven Sauerstoffradikalen (ROS)

gekennzeichnet.

Ein starker Stimulus ist vermutlich ausreichend, um einen neutrophilen
Granulozyten zu aktivieren. Haufig sind es aber zwei oder mehr Stimuli, die
zusammentreffen, bevor eine TRALI auftritt. Der erste Stimulus, das
sogenannte ,Priming“, versetzt den Granulozyten in einen voraktivierten
Zustand. Es sorgt also fur eine Potenzierung der Antwort auf einen folgenden

Laktivierenden Stimulus*“.

Die Mehrzahl der TRALI-Patienten leidet bereits an einer Vorerkrankung. Es
existieren in-vivo-Untersuchungen, aufgrund derer anzunehmen ist, dass
chirurgische Eingriffe und aktive Infektionen ein Priming der neutrophilen
Granulozyten verursachen kénnen (Krause et al., 1988; Kawahito et al., 2000;
Bass et al., 1986).

Granulozyten reagieren auf das Priming mit einer Polarisation, durch die es zu
einer Versteifung ihrer Membran kommt (Haslett et al., 1985). Dies fuhrt zu
einer Retention und somit zu einem Verharren der Granulozyten im
Lungenkapillarbett, da sie dieses nicht mehr passieren kdnnen. Diese Situation
beglnstigt die Auswanderung der neutrophilen Granulozyten in die Lunge
(Worthen et al., 1987).

Durch dieses Phanomen kommt es zu einem engen Kontakt zwischen den
Granulozyten und dem Endothel, wodurch transmembrane Rezeptoren und
freigesetzte Mediatoren beider Zelltypen eng miteinander interagieren kdnnen.
Endothelzellen und sequestierte Neutrophile, die wahrend ihrer Zirkulation

einem Priming unterzogen wurden, kénnen jetzt durch exogene Stimuli, z.B.
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aus einer Blutkonserve, aktiviert werden. Solch aktivierende Substanzen sind
z.B. Antikorper, Zytokine oder bioaktive Lipide (Berton et al., 1992; Crockett-
Torabi et al., 1995).

Untersuchungen haben gezeigt, dass Antikérper gegen neutrophile
Granulozyten (HNA-Antikorper) auch in der Lage sind, Neutrophile gleichzeitig
zu primen und zu aktivieren, ohne einen zusatzlichen Stimulus (Sachs et al.,
2006; Sachs et al., 2004; Kopko et al., 2004; Silliman et al., 2006).

Wenn der Antikorper als alleiniger Stimulus ausreicht, um Granulozyten zu
aktivieren, wuirde dies erklaren, warum in wenigen Fallen auch gesunde

Personen eine TRALI entwickeln kbnnen (Doreen et al., 1998).

2.3.2 Pathophysiologie der Granulozytenpassage durchLdagenkapillarbett

Das alveolare Kapillarbett ist ein komplexes Netzwerk aus Kkurzen
Kapillarsegmenten.

Auf seinem Weg von der arteriellen zur ventdsen Seite muss ein Granulozyt
acht oder mehr Alveolarwande und tber 50 kapillare Segmente Uberwinden.
Anndhernd die Halfte dieser pulmonalen Kapillaren hat einen geringeren
Durchmesser als der Granulozyt selbst. Daher ist dieser gezwungen aktiv seine

Form zu andern, bevor er die Kapillare passieren kann (Gabb et al., 1995).

Die Transitzeit eines Granulozyten ist daher abhangig von seiner
Deformierungszeit. Diese fallt im Vergleich zu anderen Blutzellen, wie
Erythrozyten, relativ lang aus (Erythrozyten: ca. 1,4-4,2 sec.; Granulozyten: ca.
26 sec.). Diese langsame Transitzeit ist die Ursache fur die signifikante

Akkumulation der Granulozyten in der Lunge (Doerschuk et al., 1999).

Die pulmonale Zirkulation beherbergt ca. 28 % des gesamten
Blutgranulozytenpools (Peters et al., 1998). Bei einem entziindlichen Vorgang
wandern die durch Entzindungsmediatoren aktivierten neutrophilen
Granulozyten vorzugsweise in das Kapillarbett aus (Loosli und Baker, 1962;

Downey et al., 1993; Lee und Downey, 2001).

Wie schon zuvor erwahnt, verliert der Granulozyt durch das sogenannte
Priming die Fahigkeit, sich zu verformen. Dieser Verlust ist bedingt durch eine

intrazellulare Polymerisation von Aktinfilamenten, durch die es zu einer
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Versteifung der Granulozytenmembran kommt. Dieser Zustand flhrt zu einem
langeren Verweilen der Granulozyten in den Lungenkapillaren (Doerschuk et
al., 1999; Burns et al., 2003; Reutershan und Ley, 2004).

Im Falle einer TRALI kame es hier zu einer weiteren Aktivierung der
Granulozyten, da diese, bedingt durch den Verlust ihrer Verformbarkeit im
Lungenkapillarbett verweilen und somit fir aktivierende Substanzen
angreifbarer werden. Diese Aktivierung kann er unter anderem durch
transfundierte Antikdrper oder andere transfundierte Stimuli erfahren. Daraufhin

wuirde er durch Freisetzung bestimmter Substanzen das Endothel schadigen.

Abb. 2: Granulozytenwanderung durch die Lungenkapillaren

Quelle: Bux J und Sachs UJ, British Journal of
Haematoloay 2007

Passage der neutrophilen Granulozyten durch das Lun genkapillarbett. Annéhrend 50
% aller Lungenkapillaren um die Alveolen haben eine  n kleineren Durchmesser als ein
sphérischer, neutrophiler Granulozyt. (A) Um die Lu ngenkapillaren passieren zu

kénnen, fuhren Neutrophile aktiv eine Forménderung durch (sog. ,Wiurstchenform®)
und sind dadurch gezwungen, zu pausieren. (B) Das P  riming von neutrophilen
Granulozyten zieht einen zunehmenden Verlust ihrer Fahigkeit, sich zu verformen

nach sich. Dies fuhrt zu einer Versteifung und dami  t zu einem Verharren der Zellen im
Kapillarbett und somit zu einer verlangerten Transi tzeit (,Stiffening“). (C) Durch die
Aktivierung des Endothels kommt es zu einer Hochreg ulierung der
Oberflachenlinanden. welche wiederum die Granulozvt ~ enwanderuna beeinflussen.
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2.3.3 Aktivierung der pulmonalen Endothelzellen

Auch das pulmonale Endothel kann durch entsprechende Mechanismen die

Auspragung einer TRALI beeinflussen.

Aktivierte Endothelzellen exprimieren zusatzliche Oberflachenrezeptoren. Diese
Hochregulation der Rezeptoren begunstigt die Adh&asion und ein Priming der
Granulozyten (Gerritsen und Bloor, 1993; Klein et al., 1995; Scholz et al., 1996;
Williams und Solomkin, 1999).

Eine priméare Aktivierung der Endothelzellen ist vermutlich die Voraussetzung
fur die Entstehung einer TRALI durch transfundierte bioaktive Lipide (Silliman et
al., 1998; Silliman et al., 2003).

2.3.4 Zusammenspiel von Endothelzellen und Neutrophilen

Die Interaktion zwischen neutrophilen Granulozyten und pulmonalen
Endothelzellen kann letztlich unabhangig davon, welche Zelle von beiden zuvor

aktiviert wurde, zum Lungenschaden fiihren.

Nach einer Aktivierung des Endothels werden entsprechende Mediatoren
freigesetzt, auf welche Neutrophile ebenfalls mit Aktivierung reagieren. Es
kommt zur Expression von Integrinen, zur Freisetzung von inflammatorischen
Mediatoren und granularen Komponenten. Diese freigesetzten Mediatoren
aktivieren ihrerseits wiederum die endothelialen Zellen. Darauf reagieren diese
mit Mobilisierung von Selektinen, einer Hochregulierung von
Adhasionsproteinen und mit einer Produktion von Entziindungsmediatoren.
Damit wird wieder die neutrophile Adh&sion und Aktivierung gesteigert (Zarbock
A and Ley K., 2008).

Es ist unter anderem dieses Zusammenspiel, welches die Lungenbarriere
zusammenbrechen lasst und letztlich dazu fuhrt, dass proteinreiches Exsudat
und im spateren Verlauf Neutrophile in den Alveolarraum der Lunge Ubertreten
kobnnen. Es ist anzunehmen, dass die Freisetzung von reaktiven
Sauerstoffradikalen durch neutrophile Granulozyten hierbei einen zentrale Rolle
spielt (Silliman et al., 1997; Sachs et al., 2006; Rattan et al., 1997; Kao et al.,
2003).
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2.4 TRALI-Mechanismen

Der Pathomechanismus, der zu einem Lungenschaden fuhrt, ist abhangig von

der Art der Antikorper oder anderen transfundierten Stimuli und dem

Zusammenspiel dieser mit anderen Komponenten.

Abb. 3: Die Pathomechanismen der TRALI
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Quelle: Bux J und Sachs UJ, British Journal of Haematology 2007

Die Aktivierung der Neutrophilen und die daraus res ultierende Freisetzung von toxischen

Mediatoren, welche eine Beeinflussung der Endothelz  ellen zur Folge hat, ist ein
Schlisselmechanismus der TRALI. Epidemiologische, k linische und experimentelle
Daten zeigen, dass die Mehrzahl der TRALI-Falle dur ch Antikdrper induziert wurde,

welche sich in den involvierten Blutkomponenten bef anden.

Diese Antikorper scheinen Oberflachenepitope auf (A, B) neutrophilen Granulozyten, (C)
Monozyten oder (D) endothelialen Zellen zu erkennen

Die Bindung von HNA oder HLA Klasse-l-Antikérpern a  n Neutrophile verursacht eine
direkte Aktivierung. Die Bindung von HLA-Il-Antikor pern an Monozyten induziert
vermutlich eine Freisetzung von Mediatoren, welche wiederum neutrophile Granulozyten

aktivieren konnen. Experimentelle Daten zeigen, das s Neutrophile scheinbar indirekt
aktiviert werden koénnen, wenn eine Bindung von HLA an Lungenendothelzellen
stattfindet. Dies geschieht durch den freien Fc-Tei | der Antikrper, welcher eine Bindung

mit dem Fc-Rezeptor der Neutrophilen eingeht. Die e ntstehende Quervernetzung der
neutrophilen Granulozyten fiihrt dann zu einer Aktiv ierung der Granulozyten.

Es gibt Vermutungen, dass auch andere (E, F) biolog isch aktiven Substanzen bestimmte
Falle von TRALI verursachen kdnnen. Derartige Subst anzen sind fur gewdhnlich zu
schwach, um Neutrophile direkt zu aktivieren. Aller  dings kénnten diese gemeinsam mit
anderen zusatzlichen Faktoren, welche Endothelzelle n und Neutrophile aktivieren
kdnnen. zu einer TRALI fithren (siehe Details im Text)
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2.4.1 TRALI durch leukozytare Antikorper (immunogene TIRAL

Zu den leukozytaren Antikdrpern gehoren die HLA-und die HNA—-Antikorper.
Solche Antikérper sind in der Lage, neutrophile Granulozyzen gleichzeitig zu
primen und zu aktivieren und sind daher sehr effektiv (Sachs et al., 2004; Sachs
et al., 2006; Kopko et al, 2004, Silliman et al., 2006).

Daten verschiedener Hamovigilanzregister zur Folge liegt die Zahl von TRALI-
Fallen, die durch Antikorper in einer transfundierten Blutkomponente ausgelost
wurden, zwischen 61% und 89% aller registrierten Falle. Nach den britischen
Meldedaten sind 64% davon auf HLA-Antikdrper, 26% auf HNA—Antikoérper und
10% auf Mischungen dieser Antikorper zurickzufuhren. (Yomotovian et al.,
1984; Nordhagen et al., 1986; Eastlund et al 1989; Bux et al., 1996; Santamaria
et al., 1998; Leger et al., 1999; Kopko et al., 2001; Davoreen et al., 2003).

Solche leukozytaren Antikérper finden sich in der Regel in plasmahaltigen
Blutkomponenten, die von Frauen mit mehreren Schwangerschaften in der
Anamnese gespendet wurden. Ungefahr 30% der Frauen immunisieren sich
wéahrend der Schwangerschaft gegen vaterliche Merkmale auf den Blutzellen
des Kindes. Diese Immunisierung findet im besonderen Mal3e gegen Antigene
des HLA-Systems statt (Clay et al., 1984), aber auch gegen solche des HNA-
Systems (Bux und Sachs, 2007).

Das Britische Hamovigilanzregister (SHOT) berichtet in der Zeit von 1999-
2005 von 49 TRALI-Fallen, die durch transfundiertes Plasma oder
Thrombozytenkonzentrate ausgelést wurden und deren Spender allesamt
Frauen waren (Chapman et al., 2006). Des Weiteren existiert eine prospektive,
randomisierte Studie, bei der das Plasma von mehrmals schwangeren Frauen
zu einem signifikanten Abfall der Blut-Oxigenierung beim Empfanger gefihrt

hat, nicht aber das Vergleichsplasma mannlicher Spender (Palfi et al., 2001).

2.4.2 HNA-Antikorper vermittelte TRALI

Antikérper gegen HNA erkennen Antigene auf neutrophilen Granulozyten. Zu
diesen Antigenen zahlen der niedrig-affine Immunglobulinrezeptor FcyRlIllb
(CD16b, HNA-1a, HNA-1b), der Adhéasionsrezeptor NB1 (CD177, HNA-2) und
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CTL-2 (HNA-3a). Durch serologische Untersuchungen von TRALI-Patienten
konnten in einigen Fallen Antikdrper gegen neutrophile Antigene identifiziert
werden (Yomotovian et al., 1984; Nordhagen et al., 1986; Leach et al., 1998).

Im Haemovigilanzregister sind sie mit annahrend 10% der Falle aufgelistet.

Wie schon zuvor erwahnt, konnte die Fahigkeit dieser Antikorper, eine TRALI
zu verursachen, in einem ex-vivo-Modell gezeigt werden (Seeger et al., 1990;
Sachs et al., 2006). Antikdrper gegen neutrophile Antigene, besonders HNA-2,
HNA-3a und HNA-4a sind fahig, Neutrophile direkt zu aktivieren. Es ist auch
anzunehmen, dass dies der fuhrende Mechanismus fur die Entstehung einer
TRALI ist (Sachs et al., 2006; Sachs et al., 2004; Kopko et al., 2004; Silliman et
al., 2006).

D.h., wenn diese Antikdrper mit einem plasmabhaltigen Blutprodukt transfundiert
werden und die Blutzellen des Transfusionsempfangers das korrespondierende
Merkmal tragen, kann allein die Antigen-Antikérperbindung zur Aktivierung der
Granulozyten fuhren. Dieses Geschehen wirde mit einem ,trapping“ der
Neutrophilen in der Lunge, einer Granulafreisetzung, einem Endothelschaden
und letztlich dem resultierenden transfusionsinduzierten Lungenddem

einhergehen.

Es ist anzunehmen, dass sowohl die Antikérperspezifitat als auch die Menge
und Affinitat an transfundierten Antikorpern bei der Entstehung einer TRALI

eine Rolle spielen (siehe Schwellenmodell).

HNA-Antikbrper, insbesondere der Spezifitdt HNA-3a, sind stark
granulozytenaktivierend und wurden haufig bei schweren TRALI-Féllen

nachgewiesen (Reil et al., 2009).

2.4.3 HLA Klasse I-Antikorper vermittelte TRALI

Im Gegensatz zu HNA-Antikorpern binden HLA-Antikdrper der Klasse | nicht nur
an neutrophile Granulozyten, die das korrespondierende Merkmal exprimieren,
sondern auch an andere kernhaltigen Zellen. Zu solchen Zellen gehéren z.B.
Endothelzellen. Dies lasst vermuten, dass HLA-Antikorper nicht nur direkt,

sondern auch indirekt Granulozyten aktivieren konnen.
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Der Antikdrper wirde dann primar am HLA-Antigen der Endothelzelle im ersten
pulmonalen Kapillarbett, das nach Transfusion erreicht wird, binden. Daraufhin
wirde eine Bindung des Granulozyten mit seinem freien Fc-Teil stattfinden.
Eine Quervernetzung der Fc-Rezeptoren der Granulozyten fuhrt dann zur

Aktivierung.

Es gibt bislang nur wenige Untersuchungen zum Mechanismus der MHC
Klasse-I-Antikorper, durch die ggf. eine TRALI-Reaktion induziert werden kann.
Eine elegante Variante zeigt allerdings den genannten Endothelzell-abhéangigen

TRALI-Mechanismus in einem in-vivo-Mausmodell (Looney et al., 2006).

Zusatzlich wurde von einem klinischen Fall berichtet, der auf denselben
Mechanismus hindeutet (Dykes et al., 2000). Hier kam es bei einem Patienten,
der zuvor einer Lungentransplantation unterzogen wurde, nach einer
Transfusion zu einer Lungeninsuffizienz ausschliel3lich des transplantierten
Lungenfligels. Nachfolgende Untersuchungen stellten im Spenderblut einen
Antikdrper gegen HLA-B44 fest. Das korrespondierende Antigen wurde nur auf
der transplantierten Lunge expremiert. Das patienteneigene Lungengewebe,
auf dem dieses Antigen nicht expremiert wurde, blieb von der

Lungeninsuffizienz verschont.

Diesen Berichten nach ist eine F(ab)-abhangige, durch Interaktion der
Antikdrper und der Neutrophilen entstehende TRALI, unwahrscheinlich.
Allerdings gibt es auch einen Fall, der davon berichtet, dass ein Patient mit HLA
Klasse-I-Antikbrpern nach einer Infusion von Granulozyten eine schwere

Lungeninsuffizienz entwickelte (Sachs et al., 2003).

Dieser Fall konnte ein Beispiel fur die direkte Aktivierung durch Bindung von
HLA Klasse |-Antikdrpern an Granulozyten sprechen, da eine Reaktion der

Antikérper mit dem Endothel in diesem Falle auszuschliel3en ist.

Zusammenfassend ist anzunehmen, dass eine HLA Klasse-I-Antikbrper
vermittelte TRALI entweder durch eine spezifische Bindung an Endothelzellen
mit einer durch das Fc-Fragment induzierten Granulozytenaggregation, durch
eine direkte spezifische Bindung der Antikérper an Leukozyten oder durch eine

Kombination aus beiden Mechanismen entstehen kann.
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2.4.4 Rolle der HLA Klasse IlI-Antikérper in TRALI

Seit 2001 werden auch HLA-Klasse-ll-Antikdrper mit TRALI in Verbindung
gebracht. Diese wurden zunehmend in Spenderplasmen nachgewiesen, die mit
TRALI-Féllen in Verbindung gebracht wurden. Mittlerweile gehéren sie zu den
am haufigsten nachgewiesenen leukozytaren Antikdrpern in Bezug auf TRALI
(Kopko et al., 2001).

Der biologische Mechanismus, durch den Antikdrper gegen HLA-Klasse II-
Merkmale eine TRALI verursachen kdnnen, ist noch weitgehend ungeklart. Ein
verwirrender Faktor ist, dass Granulozyten, die ja inzwischen nachweislich eine
zentrale Rolle im Pathomechanismus der TRALI spielen, keine HLA Klasse II-

Antigene exprimieren.

Sie kdnnen diese zwar im aktivierten bzw. stimulierten Zustand exprimieren
(Gosselin et al.,, 1993) (genauso wie Endothelzellen hierzu fahig sind),
allerdings konnten diese Antigene bei einem untersuchten TRALI-Fall,
ausgelost durch HLA Klasse IlI-Antikdrper, nicht nachgewiesen werden (Kao et
al., 2003).

Diese Tatsache stellt die direkte Interaktion zwischen HLA-Klasse-II-Antikorpern

und neutrophilen Granulozyten in Frage.

Allerdings expremieren Monozyten und intraalveolare Makrophagen HLA
Klasse lI-Antigene. Eine denkbare Mdglichkeit ware die indirekte Aktivierung der
Neutrophilen und/oder Endothelzellen durch die Zytokine, die nach der Bindung
von HLA Klasse Il-Antikdrpern an das Zielantigen auf Monozyten freigesetzt
werden (Kopko et al., 2003; Nishimura et al., 2007). Es ist jedoch fraglich und
zu klaren, ob dieser indirekte Aktivierungsweg nicht zu unspezifisch und zu
langsam ist um eine TRALI, die sich binnen weniger Stunden entwickelt,
auszulésen (Bux und Sachs, 2007).

Es erscheint unwahrscheinlich, dass Monozyten eine ausreichende Menge an
Zytokinen produzieren, um eine signifikante Aktivierung von neutrophilen

Granulozyten und/oder Endothelzellen zu provozieren.

Allerdings ist es ebenso unwahrscheinlich, dass transfundierte Antikorper einen
direkten Zugang in den Alveolarraum bekommen, d. h. ein intaktes

Lungenendothel in ausreichender Konzentration passieren koénnen, um
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genugend Zytokine nach Bindung an Alveolarmakrophagen freizusetzen, um

dadurch letztlich Endothelzellen und/oder Granulozyten zu aktivieren.

Wenn jedoch eine Vorschadigung des pulmonalen Endothels vorlage, kénnte

dies anders aussehen.

Es scheint auch denkbar zu sein, dass die Anwesenheit von HNA- und HLA-
Antikdrpern eine Vorreiterfunktion fir andere Antikdrper mit noch unbekanntem

Antigen auf anderen Zelltypen, z.B. auf Monozyten dient.

Alloantikdrper gegen diese oder andere Zellen kdnnten dann scheinbar
Antikérper-negative TRALI-Falle erklaren. Derartige Antikorper kdonnten dann

sozusagen unter dem Deckmantel anderer Antikdrper fungieren.

2.4.5 TRALI durch andere Ausloser (nicht immunogene TRAL

Es konnte in einigen Féallen beobachtet werden, dass TRALI auch durch
transfundierte Blutkomponenten ausgel6st wurde, welche nur einen sehr
geringen Plasmaanteil besalRen. Beispielsweise hat ein Erythrozytenkonzentrat

einen Plasmagehalt von 10 ml je 250 ml.

Auch in durchgefuhrten Nachuntersuchungen plasmahaltiger Komponenten

wurde festgestellt, dass diese frei von leukozytaren Antikbrpern waren.

Diese Tatsache legt die Vermutung nahe, dass aufRer transfundierten
Antikdrpern auch noch andere Faktoren als Ursache fur eine TRALI in Frage

kommen.

Seit der in Deutschland generell durchgefiihrten Leukozytendepletion von
zellhaltigen Blutkomponenten ist die seltene Mdglichkeit, dass die leukozytaren
Antikdrper des Empfangers die Restleukozyten der Spenderblutkomponente
aktivieren, zu vernachlassigen (Restleukozytengehalt in Erythrozyten- und
Thrombozytenkonzentraten nach Leukozytendepletion < 1 x 10°).

2.4.5.1 Bioaktive Lipide

Da es sich bei Blutkonserven um lebende zellulare Bestandteile handelt, liegt
es nahe, dass es bei langerer Lagerung zur Bildung von physiologischen
Abbauprodukten kommt. Lyso-Phosphatidylcholine (C16, C18) und Lyso-
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Plattchen aktivierender Faktor (PAF), welche ein Abbauprodukt von
Membranproteinen darstellen, zahlen zu den sogenannten bioaktiven Lipiden.

Diese sollen fahig sein, eine TRALI auszulésen, indem sie Uber den PAF-
Rezeptor an neutrophilen Granulozyten binden und diese primen (Silliman et
al., 1994).

Diese Abbauprodukte sind allerdings an die Anwesenheit von Blutzellen
gebunden, um entstehen zu kdénnen. Daher kommt es bei der Lagerung von

zellfreiem Plasma nicht zur Bildung von bioaktiven Lipiden.

Es wurde von einem Patienten berichtet, dessen Serum einen signifikant
hoheren Anteil an Neutrophil-priming-Aktivitdt besald als das Kontrollserum
(Silliman et al., 1997) und, das nach einer Transfusion von autologem Blut eine
TRALI verursachte (Covin et al., 2004).

In einem Rattenmodell wurden die bioaktiven Lipide von Silliman auf ihre
Fahigkeit eine TRALI auszuldsen hin untersucht. Die Tiere wurden zunachst mit
Lipopolysacchrid (LPS) vorbehandelt, um eine Voraktivierung des
Lungenendothels wie bei einer aktiven Infektion zu erreichen. Die
vorbehandelten Lungen wurden anschlieBend mit einem Plasma, gewonnen
aus einem gelagertem Erythrozyten-, oder Plasmakonzentrat perfundiert und
dadurch eine TRALI erzeugt (Silliman et al., 1994).

Es erfolgte jedoch keine Perfusion mit dem identischen frischen Plasma als
negative Kontrolle, um andere im Plasma befindliche Substanzen als TRALI

verursachenden Faktor auszuschliefRen.

In Lungen, bei denen eine Vorbehandlung mit LPS ausblieb, wurde keine
TRALI beobachtet.

2.4.5.2 CD40-Ligand

Der CD40-Ligand (CD40-L) ist ebenfalls ein weiteres Abbauprodukt, welches
bei Lagerung von Blutkonserven entstehen kann. CD40L zahlt zu den
proinflammatorischen Mediatoren der Blutplattchen und kommt zellassoziiert

und in geloster Form (sCD40L) vor.
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Er ist, genau wie die biologisch aktiven Lipide auch, nach Lagerung von
Blutkonserven nachzuweisen (Phipps et al., 2001). Zudem ist er zum Priming
von Neutrophilen beféahigt, indem das sCD40L an CD40 bindet, das auf

Monozyten und neutrophilen Granulozyten zu finden ist (Khan et al., 2006).

Durch diese Interaktion von CD40L und CD40 findet ein Priming der
neutrophilen Granulozyten statt.

CD40L wird als mdoglicher Co-Faktor im Pathomechanismus der TRALI in
Betracht gezogen, da seine Konzentration in getesteten Blutkonserven, die zu

einer TRALI gefuhrt haben, signifikant hoch ausfiel.

Ein in-vitro-Versuch mit humanen Endothelzellen, die mit LPS vorinkubiert
wurden, zeigten eine starkere Zellschadigung in Anwesenheit von Neutrophilen,
welche von CD40L geprimed wurden, als bei Zugabe von ungeprimten

neutrophilen Granulozyten (Khan et al., 2006).

2.4.5.3 Immunkomplexe

Die Inkubation von neutrophilen Granulozyten mit Immunkomplexen (ICs)
resultiert in einer vermehrten Produktion von Tumor-Nekrose-Faktor alpha
(TNF-a) und verursacht eine Apoptose von Endothelzellen (Nishimura et al.,
2004).

Bislang ist allerdings die Uberlegung, dass Antikorper aus der transfundierten
Blutkonserve mit den korrespondierenden freien HNA-, oder HLA-Antigenen im
Blutkreislauf des Empfangers ICs bilden und somit die Neutrophilen im

Lungenkreislauf primen und aktivieren, eher von spekulativer Natur.

2.5  Hinweise auf eine antikérperbezogene Atiologie

Der Zusammenhang zwischen einer TRALI und leukozytaren Antikdrpern
wurde, wie schon zuvor erwahnt, erstmals von Brittingham beschrieben. Er
berichtet von Leukoagglutininen im Plasma von multitransfundierten Patienten,
welche nach Transfusion beim Empfanger zu akuten Lungenreaktionen fihrten
(Brittingham et al., 1957).
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Ein schweres Lungenddem wurde in gleicher Weise nach Gabe eines
experimentellen  Gamma-Globulin-Konzentrates bei  einer  Testperson
versursacht. Dieses Konzentrat wurde aus einem Plasma gewonnen, in
welchem leukozytére und in geringeren Mengen monozytenreaktive Antikérper
zu finden waren (Doreen et al., 1998). Es ist anzunehmen, dass dieses
Praparat demnach eine hohe Menge an HLA-Klasse-Il-Antikdrpern besall.

Abgesehen von diesen experimentellen Ergebnissen existieren einige
Fallberichte, in denen in der transfundierten Konserve Antikdrper nachgewiesen
werden konnten, die mit den Leukozyten des Empfangers reaktiv waren. In zwei
langen Serien von untersuchten TRALI-Fallen wurden in 61-89% leukozytére
Antikdrper in Spenderplasmen gefunden (Popovsky et al., 1985; Popovsky et
al., 2001).

Der Mechanismus der antikdrpervermittelten TRALI wurde anhand von
Tiermodellen untersucht. In einem ex-vivo-Modell der isolierten Rattenlunge
wurde durch die Applikation von HNA-3a-Antikdrpern eine vaskulare
Lungenschadigung hervorgerufen (Seeger et al., 1990). Die Ergebnisse dieses
Experiments lassen den Schluss zu, dass leukozytare Antikorper (und eventuell
die damit zusammenhangende Komplementaktivierung) in der Lage sind, eine

TRALI auszuldsen.

Einige Versuche lassen vermuten, dass das Komplement, bei einer durch den
Antikdrper gegen CD177 (HNA-2a) verursachten TRALI, keine pathologische

Bedeutung besitzt und demnach zu vernachlassigen ist (Sachs et al., 2006).

Bei diesen Versuchen wurde die Induktion der TRALI auf die Anwesenheit des
entsprechend zu dem Antikorper passenden Antigens zurlckgefuhrt, zumal das

Experiment in einer komplementfreien Umgebung durchgeftihrt wurde.

Alternative Mechanismen, die fur die Entstehung einer TRALI verantwortlich
seien konnten, werden im spéteren Verlauf dieser Arbeit noch untersucht und
diskutiert. Allerdings lassen die vorhandenen Daten die Vermutungen zu, dass
die Reaktion zwischen Leukozyten-reaktiven Antikdrpern des Blutspenders mit
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dem Antigen des Blutempfangers der pradominierende Mechanismus der
TRALI ist.

2.6 Schwellenmodell

Sobald der Stimulus auf das Endothel und die Aktivierung der neutrophilen
Granulozyten ausreichend stark ist, kann auch bei einem ansonsten gesunden

Individuum eine Lungenschéadigung entstehen.

Beweise hierfiir liefern TRALI-Berichte von transfundierten Freiwilligen, wie
zuvor schon beschrieben. Desweiteren existieren Falle, bei denen Plasma aus
klinischen Grunden bei ansonsten gesunden Individuen eingesetzt wurde und

es zur Entwicklung einer TRALI kam.

Derartige Fallbeispiele sind selten. Die Mehrzahl der Patienten, die
Transfusionen (besonders Frischplasma) erhalten haben, weisen bedeutsame
Begleiterkrankungen auf, von denen einige ein Priming, eine
Neutrophilenaktivierung oder eine Schadigung der pulmonalen Endothelzellen

zur Folge haben kénnen.

Dies deutet darauf hin, dass TRALI fur gewohnlich bei Patienten mit einer
Grunderkrankung haufiger vorkommt als bei gesunden Personen.

Popovsky und Moore weisen in ihren Untersuchungen darauf hin, dass die
meisten TRALI-Patienten kurz zuvor (bis zu 48 Stunden vorher) einer Operation
unterzogen wurden. Allein dieser Faktor kann schon ein ausreichend starker,

zweiter Stimulus in einigen Fallen gewesen sein.
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Abb. 4: Das TRALI-Schwellenmodell

healthy individual s patients at nsk
severe TRALU — = AFST T T T T T BIT
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edisposition,
strength of transfusion- O
related mediators
activated primed resting

neutrophils / endothelial cells

Quelle: Bux J und Sachs UJ, British Journal of Haematology 2007

Das TRALI-Schwellenmodell geht davon aus, dass eine bestimmte Schwelle
Uberschritten werden muss, damit eine TRALI ausgeld st werden kann. Die Schwelle
einer milden TRALI, bei der eine Sauerstoffzufuhr a  usreichend ist, ist niedriger als die

einer schweren TRALI, bei welcher ein Patient kinst lich beatmet werden muss
(horizontale Linie).

Um diese Schwelle zu Uberschreiten, muss eine besti mmte Anzahl von Faktoren
miteinander agieren bzw. vorhanden sein. Diese kénn en sich aus der Summe der
exogen zugefuhrten, d.h. transfundierten Mediatoren (heller Kasten) und den
individuellen Pradispositionen des Patienten (graue r Kasten) ergeben.

Die individuelle Disposition beinhaltet die konstit utiven (genetischen) Faktoren und

die dynamischen oder akuten Einflisse, z. B. akute Infektionen und Trauma.

Ein starker exogener, transfusionsbedingter Faktor oder Mediator, wie ein stark
neutrophilaktivierender spezifischer Antikérper, ka nn eine TRALI auslésen, auch
wenn der Einfluss der endogenen, individuellen Disp osition gering ist (Beispiel A, in

einem gesunden Individuum).

Im Gegensatz dazu (Beispiel B, ein Risikopatient, w ie ein Sepsispatient mit einem
dadurch aktiviertem Lungenendothel) kann eine relat iv geringe Menge an exogen
zugefuhrten, transfundierten Mediatoren mit einer n iedrigen Neutrophil-Priming-
Aktivitat ausreichend sein, um den Schwellenwert zu Uberschreiten.
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Einige experimentelle Beweise der ,Zweistufen-Theorie“ oder ,Mehrstufen-
Theorie” lieferten Untersuchungen bzw. Studien tber bioaktive Lipide, wie zuvor
erwahnt (Silliman et al., 2003).

Die ,Mehrstufen-Theorie® wurde von Bux und Sachs (2007) noch
weiterentwickelt. Deren Untersuchungen geben Hinweise darauf, dass der
neutrophile Granulozyt eine zentrale Rolle im Pathomechanismus der TRALI
einnimmt, zu dessen Aktivierung ein Stimulus aus einer oder mehrerer Quellen
erforderlich ist. Erst wenn ein bestimmter Schwellenwert erreicht ist, kommt es

zur Aktivierung und Lungenschadigung.

Abhangig von der Gro3e der Antwort der Neutrophilen auf einen oder mehrere
Stimuli kann die Lungenschadigung milder oder schwerer mit entsprechenden

klinischen Auswirkungen ausfallen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Antikorper

Antikorper

Herkunft

7D8 (gegen CD177)

Institut fur Klinische Immunologie und
Transfusionsmedizin, GielRen

MEM 166 (gegen CD177)

Serotec, Diisseldorf

mlgG

Serotec, Disseldorf

Polyklonaler Rabbit-Anti-Mouse/FITC

DakoCytomation, Hamburg

DR 52

Serotec, Disseldorf

HLA-Klasse-lI-haltiges Humanplasma

DRK-Blutspendedienst West, Hagen

3.1.2 Zellkulturmedium

Zellkulturmedium

Herkunft

EBM 2

Lonza, Basel, Schweiz

RPMI 1460

PAA Laboratories, Colbe
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3.1.3 Losungen und Puffer

Losung bzw. Puffer

Herkunft

Ammoniumchlorid

8,3g NH,ClI, 1g KHCO3, 0,037g Na;
EDTA Triplex, pH =7,4

Coating-Buffer

1,5g Natriumcarbonat, 2,93g Natrium-
hydrogencarbonat, 0,2g Natriumazid,
1000ml Aqua dest., pH = 9,6

Dextran

20g Dextran, 400ml PBS, pH =7,4

Einfriermedium

80% des jeweiligen
Zellkulturmediums, 20% DMSO

PBS (ohne Caz+/Mg?+)

10% PBS (10x), 90% Aqua dest.

Substratlésung

3 ml Aqua dest., 1 Tabl.OPD, 1,25 ul
H>O>

Neutralisationspuffer

12,11g TRIS-HCL in 90ml Aqua dest. ,
pH=0,9

Elutionspuffer (10fach)

7,519 Glycin in 90ml Aqua dest. ,
pH = 2,7

KRPD

129 mM NacCl, 1,3 mM MgSQy, 22,4
mM NaHCOg3, 1,2 mM KH,POy, 4,2
mM KCI, 10mM Glucose, 1,5 mM
C&C'z

Trypanblaulésung

Serva, Heidelberg

Perfusatlésung IIN

Serag-Wiessner KG, Naila
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3.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien Herkunft
Accutase PAA Laboratories, Coélbe
Ammoniumchlorid Merck, Darmstadt
Aqua dest. B.Braun Melsungen, Melsungen
Braunoderm B.Braun Melsungen, Melsungen
CaCl, Merck, Darmstadt
Dextran Pharmacia, Freiburg
Diethylether 99,5% Merck, Darmstadt
DPI Lonza, Basel, Schweiz
DMSO Fluka, Buchs, Schweiz
EDTA Merck, Darmstadt
Electrolytlosung II N Serag-Wiessner KG, Naila
FCS ng Biotech, Carlsbad, Californien,
Ficoll-Paque Amersham Biosciences, Freiburg
FMLP 200 x Stamml6ésung; 1 mM Orpegen Pharma, Deutschland
Formaldehyd Merck, Darmstadt
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G-CSF

Endogen, Boston, USA

HCI

Merck, Darmstadt

Heparin-Natrium

Ratiopharm GmbH, Deutschland

Hi Trap™ Protein G HP

Amersham Biosciences, Freiburg

H202

Merck, Darmstadt

Isopropanol

Merck, Darmstadt

Isotonische Natriumchlorid-Losung
0,9%

DeltaSelect GmbH, Pfullingen

KCI

Merck, Darmstadt

Kristall-Violett

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

LPS, 25mg, L6011

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

MgCl; Merck, Darmstadt
Methanol Slgma-AIdrlch Chemie GmbH,
Steinheim
Nabic 8,4% Serag-Wissmer, Naila
Carl Roth GmbH und Co.KG,
NacCl
Karlsruhe
NaCl 0,9% B.Braun Melsungen, Melsungen
NaOH Merck, Darmstadt
Narcoren Merial, Hallbergmoos
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PBS

Gibco, Grand Island, NY. USA

PMA 200 x Stammldsung; 1,62 mM

Orpegen Pharma, Heidelberg

Protein-G beads

Gerbu Biotechnik GmbH, Wieblingen

Rotiphorese® Gel 30

Carl Roth GmbH und Co.KG,
Karlsruhe

Rotiphorese® SDS-Page

Carl Roth GmbH und Co.KG,
Karlsruhe

RPMI 1640 PAA Laboratories GmbH, Colbe

H2SO4 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

SDS ICN, Eschwege

Sepharose 4B Amersham Biosciences, Freiburg

Sepharose-Saule

Amersham Biosciences, Freiburg

Streptavidin-HRP

Amersham Biosciences, Freiburg

Sulfosalicylsaure

Merck, Darmstadt

TBS

Gibco, Grand Island, NY. USA

TNFa

R&D Systems, Minneapolis, USA

Trichloressigsaure

Merck, Darmstadt

Tris

Carl Roth GmbH und Co.KG,
Karlsruhe

Xylocain 2%

ASTRA Chemicals GmbH,
Wedel/Holstein
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Zitronensaure

Merck, Darmstadt

3.1.5 Vorgefertigte Systeme (Kits)

Kits

Herkunft

Bursttest (Phagoburst®)

Orpegen Pharma, Heidelberg

Gro a-ELISA BD Biosciences, Heidelberg
IL8-ELISA BD Biosciences, Heidelberg
LTB4-ELISA Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach
TNF a-ELISA BD Biosciences, Heidelberg

3.1.6 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Herkunft

3-Wege-Hahn

B.Braun, Melsungen

Einfrierampullen

NUNC, Wiesbaden

Einmalkantlen
(0,45mm x 13mm, 0,55mm x 25mm)

BD Microlance 3, Drogheda, Ireland

Eppendorfgefal’ 1,8ml

Carl Roth GmbH und Co.KG,
Karlsruhe
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FalconTM-R6hrchen

BD Biosciences, Heidelberg

Filterpapier

Schleicher & Schnell, Dassel

Flachbodenplatte 96-well

Greiner-Bio-One GmbH, Essen

Flachbodenplatte 24-well

Greiner-Bio-One GmbH, Essen

Flachbodenplatte 12-well

Greiner-Bio-One GmbH, Essen

Glaspipette 1, 2, 5, 10, 20

Brand, Wertheim

Kabelbinder

Cimco, Remscheid

Latexhandschuhe, Nobaglove-Latex S,
240mm

NOBA Verbandmittel Danz GmbH,
Wetter

Leukoplast 3M

Durapore

Mullkompressen

Fuhrmann Verbandsstoffe GmbH,
Much

Parafilm®©

American Can Company, New York,
USA

Pasteurpipetten

Kahlensee, GielRen

Pipettenspitzen
(0,5-10pl, 10-100ul, 100-1000ul)

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen steril
(0,5-10pl, 10-100ul, 100-1000ul)

Greiner-Bio-One GmbH, Essen

Polyréhrchen

Sarstedt, Nirnbrecht, Niederlande
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Rundbodenplatten, 96-well

Greiner-Bio-One GmbH, Essen

Skalpelle, steril

Feather Industries, LTD, Tokio,
Japan

Slide-A-Lyser® 10K Dialysis Cassettes

Pierce, Rochford, IL,USA

Schlinggazetupfer

Fuhrmann Verbandsstoffe GmbH,
Much

Schittler Duomax 1030

Heidolph, Kelkheim

Spritzen (1ml, 2ml, 5ml, 10ml)

Braun Melsungen, Melsungen

Ultrazentrifugenréhrchen

Greiner-Bio-One GmbH, Essen

Vacutainer Blutréhrchen

BD Biosciences, Heidelberg

Wagepapier

Schleicher & Schnell, Dassel

Zellkulturflasche mit Filter (250ml)

Greiner-Bio-One GmbH, Essen
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3.1.7 Geréate und Instrumente

Gerate bzw. Instrumente

Herkunft

Analysenwaage AE 100

Mettler, Zirich, Schweiz

Analysenwaage PJ 6000

Mettler, Zirich, Schweiz

Arterienklemme

Robert Helwig GmbH, Berlin

Anatomische Pinzette, 11021-14

FST Industrie GmbH, Berlin

Chirurgische Pinzette, 11050-10

F-S-T Industrie GmbH, Berlin

CO,-Schrank

Heracell, Zurich, Schweiz

Durchflusszytometer FACSCalibur

BD Biosciences, Heidelberg

Druckaufnehmer
Single Use Pressure Transducer

B.Braun, Melsungen

Dynal Magnetic Particle Seperator

Dynal Biotech, Hamburg

Einkanalschreiber

Rikadenki, Freiburg

Elektromechanischer Druckumwandler,
Combitrans

B.Braun Melsungen

Farbmonitor

Novita, Braunschweig

Fluoreszenz-Lesegerat FLX 800

Bio-Tek Instruments, Vermont, USA

Gebogene chirurgische Pinzette, 11052-
10

F-S-T Industrie GmbH, Berlin
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Gefrierschrank (-20C)

Electrolux, Stockholm, Schwe den

Gefrierschrank (-70C)

Bosch, Gerlingen

Inkubator B15

Heraeus, Hanau

Kleintierventilator

SAR-830/P, Ventilator, Woodland
Hills (CA), USA

Klemme, 13-370-16

KLS Martin, Tuttlingen

Klemme, 13-411-16

KLS Martin, Tuttlingen

Kiahler, Frigomix BU

B.Braun, Melsungen

Kihlschrank

Electrolux, Nurnberg

Lichtmikroskop Labovert

Leitz, Wetzlar

Lichtmikroskop

Leitz, Wetzlar

Magnetrthrer, Typ RCO

Janke & Kunkel KG, Staufen

Mehrkanalpipette

Eppendorf, Hamburg

Messverstarker, Plugsy DBA 660

Hugo Sachs, March-Hugstetten

Multipipette

Eppendorf, Hamburg

Peristaltikpumpe Masterflex L/S,

Cole-Parmer Instrument Company,
Chicago (IL), USA
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pH-Meter

WTW, Weilheim

Photometer

Zeiss, Jena

Plattenphotometer Sunrise

Tecan, Salzburg, Osterreich

Plattenzentrifuge, Labofuge GL

Heraeus Christ, Hanau

Plattenzentrifuge, Universal 32

Hettich, Tuttlingen

Rechner

IG, 52X MAX, Karlsruhe

Rotator

Fisher-Scientific, Ingolstadt

Schere klein, 14088-10

F-S-T Industrie GmbH, Berlin

Schere grof3, 14013-17

F-S-T Industrie GmbH, Berlin

SDS-Page-Halteapparatur

Keutz, Reiskirchen

Sterilbank Hera Safe

Heraeus, Hanau

Sysmex KX-21N

Sysmex GmbH , Horgen, Ziirich

Tintenstrahldrucker

Hewlett Packard, Deskjet 500, Palo

Alto, Kalifornien, USA

Tischzentrifuge Biofuge A

Heraeus, Hanau

Tischzentrifuge Mikro 20

Hettich, Tuttlingen
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Ultrazentrifuge Discovery 100

Sorvall, Hanau

Verstarker, Transbridge 4M

World Precision Instruments
Germany GmbH, Berlin

Vortexer, Reax 2000

Heidolph, Kehlheim

Waéagezelle, U1-G

Hottingen Baldwin Messtechnik,
Darmstadt

warmepumpe, Thermomix BU

B.Braun, Melsungen

Warmeschrank

Ehret, Freiburg

Wasserbad, SW 21C

Julabo, Seelbach

Zellcounter

Sysmex Diditana, Hamburg

Zellkulturschrank Hera Cell

Heraeus, Hanau

Zentrifuge Rotixa/A

Hettich, Tuttlingen

Zentrifuge Rotina 35

Hettich, Tuttlingen
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3.2 Methoden

A IN VITRO-VERFAHREN

3.2.1 Probensammlung und Probenaufbereitung

3.2.1.1 Isolierung von Granulozyten aus EDTA-BIut

Die Isolierung der Granulozyten erfolgte durch Zentrifugation tGber einen Ficoll-

Gradienten.

Hierbei macht man sich die unterschiedliche Sedimentation der Blutzellen im
Dichtegradienten zu Nutze. Granulozyten und Erythrozyten sedimentieren
aufgrund ihrer Dichte schneller als mononukleare Zellen, welche sich in der

oberen Gradientenschicht sammeln.

Bei dieser Methode werden zu 10 ml EDTA-Spenderblut jeweils 2,5 ml einer 5
%-igen Dextranlosung zugegeben, das Roéhrchen dreimalig geschwenkt, mit
Parafilm verschlossen und 30 Minuten in Schraglage bei 37<C inkubiert. Die

Schréglage dient der Beschleunigung der Erythrozytensedimentation.

Wahrend der Inkubation wurden fir 10 ml EDTA-Blut je 2,5 ml einer Ficoll-
Paque Losung in jeweils zwei Polyréhrchen vorgelegt und der leukozytenhaltige
Uberstand vorsichtig auf die vorgelegte Ficoll-Paque Losung geschichtet. Die
Uberschichtung erfolgte mit Hilfe einer 2 ml Plastikpasteurpipette. Die
anschlieBende Zentrifugation erfolgte bei 2969 fur 20 Minuten ohne Bremse bei

Raumtemperatur.

Nach Zentrifugation befanden sich Granulozyten und Erythrozyten im Pellet der
Probe, wahrend sich die Lymphozyten und Monozyten in der dariber liegenden
Interphase befanden. Der plasmahaltige Uberstand und die Thrombozyten
lagen oberhalb der Interphase. Der Uberstand und die Interphase wurde

abgesaugt.

Das Pellet wurde dann mit 2 ml einer 0,15 molaren Ammoniumchloridlésung
resuspendiert und die lbrig gebliebenen Erythrozyten durch eine finfminttige
Inkubation auf Eis lysiert.
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Die Erythrozytenreste wurden durch zweimaliges Waschen mit PBS (ohne Ca.,
Mg., pH 7,4) und Zentrifugation bei 132g entfernt.

Zum Zahlen am Leukocounter wurden die Zellen in einem Rdhrchen gepoolt
und in insgesamt 2 ml PBS resuspendiert. Die Granulozyten wurden nach
erfolgter Zellzahlbestimmung auf die festgelegte Zellzahl fir den Versuch
eingestellt, entsprechend in Medium verdinnt, und spater zu den Ansatzen

hinzugefugt.

Die Isolierung der Granulozyten und somit die Durchfiihrung der Experimente
erfolgte stets am Tag der Blutabnahme, da Granulozyten bereits durch Kontakt

mit der R6hrchenwand aktiviert werden kénnen.

3.2.1.2 Isolierung von Monozyten aus EDTA-Blut

Zu 20 ml PBS-LOsung wurden 20 ml EDTA-Blut hinzugefiihrt. Nachfolgend
wurden 15 ml einer Ficoll-Paque-L6sung vorgelegt und vorsichtig mit dem
Gemisch aus EDTA-Blut und Ficoll-Paque-L6sung Uberschichtet. Nach 30
Minuten Zentrifugation bei 463g ohne Bremse befanden sich die Granulozyten
und Erythrozythen in einem Pellet am Boden, die Monozyten und Lymphozyten

in der Interphase und im Uberstand das Plasma und die Thrombozyten.

Die milchige Interphase wurde nun vorsichtig mit einer Pasteurpipette
aufgenommen und in ein neues spezielles Réhrchen gegeben. Mit einer PBS—
EDTA-L6sung wurde der Inhalt auf 50 ml aufgefllt und anschliessend 10 min
bei 101g bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand nachfolgend

abgesaugt. Dieser Waschschritt wurde in gleicher Weise wiederholt.

Das Pellet wurde in 300 pl PBS-EDTA-BSA-Losung aufgenommen und
resuspendiert. Aus diesen 300 pl wurden 10 pl entnommen, mit der PBS-EDTA-
BSA-LOosung 1:10 verdinnt, um mit diesem Aliquot eine erste

Zellzahlbestimmung vorzunehmen.

Die restlichen 290 ul Zellsuspension wurden abzentrifugiert und die
vorhandenen Zellen, in Abhangigkeit von der Zellzahl, mit CD14 Beads (MACS,
Miltenyi, Biotec) versetzt (1 x 10 x 7 Zellen in 80 pl PBS / EDTA / BSA + 20 pl
CD14 Beads), um die Monozyten von den Lymphozyten zu trennen. Der
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magnetisch wirksame Antikdrper CD14 bindet hierzu an den CD14 Rezeptor
des Monozyten.

Nach 15 Minuten Inkubationzeit bei 4C, erfolgte ein Waschschritt mit 5 ml der
PBS —-EDTA-BSA-L6sung fir 5 Minuten bei 463g.

Das Pellet wurde anschlie3end in 500 ul derselben Losung aufgenommen und
konnte am AutoMax, aufgrund der CD 14 Beads markierten Monozyten,
separiert werden. Diese Separation geschieht aufgrund einer magnetischen

Wirkung.

Durch die Separation durch den AutoMacs konnte nun die erneute
Zellzahlbestimmung am Sysmex vorgenommem werden. Hierzu wurde die
Probe 1: 2 verdunnt, indem 35 ul Probe mit 35 ul PBS verdinnt wurden. Durch

Messung des Aliquots konnte die genaue Monozytenzahl bestimmt werden.

3.2.1.3 Herstellung von Monozytentberstanden

Fur die Herstellung der Monozyteniberstande wurden  96-Well
Rundbodenplatten (Greiner-Bio-One) verwendet. Pro Ansatz bzw. pro Well
wurden 150.000 Monozyten in 100pul RPMI1640 (PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Osterreich) Medium verdiinnt. Zu diesen Monozyten wurden 200 pl
des entsprechenden Plasmas (20%) zugefuhrt. Das Verhaltnis von
Monozytensuspension- und Plasmamenge betrug 1:3 pro Well. Insgesamt

befanden sich 300 pl in jedem Ansatz.

Die Platte wurde 20 Stunden bei 37<C uber Nacht im CO,-Schrank inkubiert.
Nach der Inkubation wurde die Zentrifugation in der Plattenzentrifuge und die

anschlieBende Abnahme der Monozyteniberstdnde vorgenommen.
Die Lagerung der Uberstande fand bei -70<T statt.

Es wurde ,gematchter* Uberstand, d.h. Monozyten mit merkmalspassendem
Antikérper im Plasma hergestellt. Hier konnte demnach eine Antigen—
Antikdrper-Bindung stattfinden. Entsprechend wurde auch ,ungematchter”
Uberstand hergestellt. In diesem Fall passten die Merkmale des Monozyten
nicht zu denen des Antikorpers im Plasma. Demnach konnte keine Antigen—
Antikérper-Bindung wahrend der Inkubation erfolgen.
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3.2.1.4 Kultivierung von HUVEC

Auftauen der Zellen:

Die Zellen wurden nach Lagerung im fliissigen Stickstoff entnommen und im
Wasserbad bei 37 aufgetaut, daraufhin mit 8 ml RP MI-Wachstumsmedium
(RPMI1640-Medium mit 10% FCS und 1% Penicillin/ Streptomycin), durch
Zentrifugation bei 1600 U / pM, gewaschen und anschlieRend der entstandene
Uberstand verworfen. Die gewaschenen Zellen wurden mit 8 ml mit zuvor auf

37T erwarmtem EBM2-Medium aufgenommen.

Kultivierung von HUVEC in Flachbodenflaschen:

Die Zellen wurden bei 37C und CO »-Begasung im Brutschrank kultiviert. Die
Kultivierung der HUVEC-Zellen erfolgte in serumhaltigem EBM2-Medium und
es wurden i.d.R. 250 ml Flachbodenflaschen mit 12 ml Medium verwendet.

Anhand des Farbumschlages des EBM2-Mediums von rosa nach gelb konnte
der Grad der Anreicherung von sauren Stoffwechselprodukten festgestellt
werden. Je nach Farbung wurde das Ubersduerte Medium mit einer sterilen
Pipette unter der Sterilbank abgenommen und durch frisches Kulturmedium

ersetzt. Vor Zugabe wurde dieses im Brutschrank bei 37 erwarmt.

Taglich wurde die Konfluenz der Zellen unter dem Lichtmikroskop beurteilt und
falls diese 90 % betrug, konnten die Zellen entweder experimentell eingesetzt

werden oder es musste eine , Splittung” vorgenommen werden.

Um die Zellen zu splitten, musste vorerst das Medium abgenommen werden
und der Zellrasen mit physiologischer Kochsalzlésung gespilt werden, indem
12 ml NaCl in die Flachbodenplatte pipettiert und diese nach mehrmaligem
Schwenken wieder entnommen wurden. Dieser Waschvorgang wurde noch

einmal in gleicher Weise wiederholt.

Die gewaschenen Zellen wurden anschlieBend mit 1 ml 0,15 molaren Accutase
versetzt. Dieses Enzym fihrt zur Abloésung der Zellen vom Flaschenboden.
Nach drei Minuten Inkubation wurden durch Klopfen die letzten Adh&sionen
geldst. In die Flasche wurden dann 12 ml frisches EBM2-Medium gegeben und

mit der 0,15 molaren Accutaselésung gut durchmischt. Von dieser Zelllésung
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wurden dann 6 ml in eine neue Flachbodenplatte gegeben und zusatzlich
jeweils nochmal 6 ml in die alte und neue Kulturflasche gegeben, so dass sich
in der neuen Flachbodenplatte 12 ml und in der alten 13ml Kulturmedium

befanden. Diese wurden dann wieder in den CO»-Schrank bei 37 kultiviert.

3.3  Funktionelle Untersuchungen

3.3.1 ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)

Testprinzip der ELISA-Analytik:

Im Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay kdnnen Antigenmengen quantitativ
bestimmt werden. Es handelt sich um eine indirekte Methode, welche auf dem
sogenannten ,Sandwich“-Prinzip basiert. Hierbei wird das zu untersuchende
Antigen von zwei verschiedenen Antikorpern gebunden. Zum einem von dem
sogenannten ,Capture-AK“, welcher an der Bodenplatte haftet und dann
spezifisch das zu detektierende Antigen bindet. AnschlieBend findet die
Bindung mit dem zweiten, dem sogenannten ,Detektion-Antikorper* statt,
welcher an das bereits gebundene Antigen spezifisch bindet. Dieser Antikbrper
ist biotinmarkiert. Das Biotin des zweiten Antikdrpers wird von einer
Streptavidin-markierten Peroxidase gebunden, oxidiert dadurch ein Testsubstrat
und fihrt so zu einer Farbung, deren Intensitat proportional zur urspriinglichen
Antigenmenge ist. Diese wird daraufhin mittels Photometer quantifiziert. Anhand
der Intensitdt des Farbumschlages lasst sich, in Relation zu einer

Standardkurve, die Menge des gebundenen Antigens berechnen.

3.3.1.1 Beschreibung und Versuchsablauf der GRO alpha,-Interleukin 8,-
TNFalpha,-und Leukotrien B4-Analytik mittels ELISA:

Fur die GROalpha, Interleukin 8 und TNF alpha Bestimmung wurde mit dem BD
OptEIA™Set Human GROalpha, IL-8 und TNF gearbeitet. Fur die Leukotrien
B4 Bestimmung wurde der Correlate-EIA Leukotrien B4 Enzyme Immunoassay
Kit von Assay Designs verwendet.

Die  Durchfuhrung erfolgte  anhand der  Arbeitsanleitung  bzw.

Durchfihrungsempfehlung des Herstellers.
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3.4  Durchflusszytometrische Untersuchungen

3.4.1 Bursttest

Testprinzip der Sauerstoffradikalmessung:

Die durchflusszytometrische Untersuchung der oxidativen Burstreaktion von
Granulozyten wurde mit dem kommerziellen Bursttest-Kit (Phagoburst®,
Orpegen Pharma, Heidelberg, Deutschland) durchgefihrt. Die Zellen wurden
durch verschiedene Stimulantien, wie PMA (,high stimulus®) und fMLP (,low
stimulus®) zur Sauerstoffradikalbildung angeregt. Die Bildung der reaktiven
Sauerstoffradikale (Oxidativer Burst) kann durch Zugabe und Oxidation von
DHR 123 als fluorogenes Substrat verfolgt werden. Das Abstoppen der
Reaktion erfolgt mit einer Lysing Solution. Ein Waschschritt mit Waschlosung
und die darauffolgende Zugabe einer DNA-Farbelosung diente dem Ausschluss
von Zellaggregationsartefakten. Die Erfassung des Prozentsatzes oxidierender
Zellen und deren mittlere Fluoreszenzintensitat (Enzymaktivitat) erfolgt

durchflusszytometrisch am FACS.

Beschreibung der Sauerstoffradikalbestimmung:

Nach Isolierung und Ermittlung der Granulozytenzahl wurde die entsprechende
Granulozytenmenge in 0,2% BSA/PBS verdinnt und in Falcon-Glasréhrchen
gegeben. Pro Ansatz wurden 500.000 Granulozyten in einem Volumen von
100ul verwendet. Anschlieend wurden 30 pl Monozytenuberstand zu den

Granulozyten gegeben und finf Minuten bei 37<C im W asserbad inkubiert.

Als positive Kontrolle diente ein Ansatz mit dem Antikérper MEM 166 gegen CD
177 und im negativen Testansatz wurde milgG verwendet. Die Volumina dieser
Anséatze entsprachen denen der restlichen Testansatze.

Nach dieser Inkubationszeit wurden 5 pl fMLP (fMLP 200 X Stammldsung, 1
mM, Orpegen Pharma, Deutschland), welches zuvor 1:200 in 0,2% BSA-
Losung verdunnt wurde, zu den Ansatzen hinzu gegeben. Daraufhin erfolgt eine
Inkubation von 15 min erneut bei 37C im Wasserbad. Das Substrat wird
wahrend dieser Inkubationsphase in 1 ml Waschlosung geldst und bis zum

Gebrauch dunkel gelagert.
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Im Anschluss an die Inkubation werden die Probenansatze mit je 20 pl
Substratldsung versetzt. Fur die Oxidationsphase erfolgt eine weitere
Inkubation von 10 min im Wasserbad bei 37C. Das Vo lumen der Testansatze
wird mit 300 ul 0,2% BSA/PBS-Gemisch ergénzt und im direkten Anschluss am
FACS gemessen.

3.5  Zellspezifische Untersuchungen

3.5.1 Permeabilititstest

Testprinzip des Permeabilitatstests:

Diese Methode basiert auf einer 24-Loch-Transmigrationsplatte, in der das
obere Kompartiment durch eine Polycarbonatmembran mit einer Porengrol3e
von 3,0 um von dem unteren Kompartiment getrennt ist. Im ersten Schritt
werden humane Nabelschnurendothelzellen auf dem oberen Kompartiment
ausgesat und konfluent wachsen gelassen. Mikroskopisch wird gepruft, ob das

Endothel konfluent gewachsen ist.

Zur Quantifizierung wird hier das FITC-markierte Albumin (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) verwendet, welches unter normalen
Bedingungen nicht membrangangig ist. Im Falle einer Membrandurchlassigkeit
kann das Albumin anschlieend im unteren Kompartiment photometrisch

bestimmt und anhand dessen die Permeabilitidt des Endothels beurteilt werden.

Beschreibung des Permeabilitatstests:

48 Stunden vor Testbeginn wurden 300.000 humane Nabelschnurzellen
(HUVEC, Lonza, Basel, Schweiz) in das obere Kompartiment der
Transmigrationsplatte ausgesat.

Nach ausreichender Konfluenz wurde das Medium vier Stunden vor Teststart
gewechselt. Die Zellen wurden hierfir zweimal mit serumfreien RPMI1640
Medium (PAA, Pasching, Osterreich) gewaschen und dann mit 200 pl von
diesem Medium pro Ansatz versetzt. Zusatzlich wurden 600 ul in das untere
Kompartiment gegeben.
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Nach 4 Stunden wurden die zuvor uber Ficoll-Paque isolierten Granulozyten zu
den entsprechenden Ansatzen zugegeben. Hierzu wurden 150.000
Granulozyten in 100ul serumfreien Medium (RPMI 1640) aufgenommen und pro
Ansatz pipettiert. Im direkten Anschluss kamen 100 pl des zu testenden

Monozyteniberstandes hinzu.

Nach einer Inkubationsphase von 45 min bei 37C und 5% CO, wurden fur die
positive Kontrolle 0,2 U / ml Thrombin in die dafir vorgesehenen Ansatze
gegeben. Das Thrombin wurde entsprechend in 100 ul verdinnt und hiervon
wurden 50 pl in das obere Kompartiment pipettiert. Direkt im Anschluss wurde
FITC-Albumin in alle Ansatze in einer Konzentration von 20 pg/ml zugegeben.

Das FITC-Albumin wurde in Tris-HCI und PBS zu gleichen Teilen verdinnt.

Die quantitative Bestimmung von FITC-Albumin im unteren Kompartiment
erfolgte anschlieBend im Plattenphotometer (BioTek, Bad Friedrichshall,
Deutschland) in der funften, zehnten, dreizigsten und sechzigsten Minute. Die

Messung wurde in Triplets bei einer Wellenlange von 50 nm durchgefuhrt.

Zusatzliche Testungen erfolgten nach Zugabe von 50 pM DPI, welches
verwendet wurde, um die NADPH-Oxidase zu blockieren, womit die Freisetzung

von Sauerstoffradikalen verhindert wurde.
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B TIEREXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN

3.6  Exvivo-Rattenlungenmodell

Abb.5: Rattenlungenmodell

L —

intratracheal pressure[=] i] venhtilation

pulmonary artery = 0,3% C0, 21% 0y 13,7 N,
pressure (PAP) L ——
: hydrostatic challenge
(10 cm water; 8 min)

Il isolated, ventilated,
perfused rat lung

|eft atrial
pressure

perfusion circuit
Krebs-Henseleit-Buffer,
5% HES, pH 7.4;

flow rate: 13 ml/min

Quelle: Seeger et al., Blood 1990

Testprinzip des Organmodells:

Das Modell der isoliert perfundierten und ventilierten Rattenlunge wurde
mehrfach beschrieben (Seeger W et al; 1990, Seeger W et al; 1995, Sachs UJ
et al; 2006). Durch das Experiment am isolierten Organ wird eine Beeinflussung
durch humorale, zentrale oder metabolische Einflisse ausgeschlossen.
Wahrend des Versuchs wurden der pulmonalarterielle Druck, der vendse Druck,
das relative Gewicht und der Ventilationsdruck gemessen. Diese Parameter

wurden wahrend der Versuchsreihe kontinuierlich aufgezeichnet.
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Vorbereitung des Perfusionssystems:

Das System wurde vor jedem Versuch bei 60T mit Detergentien und

anschlielBend mit destilliertem Wasser maschinell gereinigt.

Zusatzlich erfolgte nach Aufbau des Systems eine Spullung aller Schlauche mit
2 | Aqua dest.,, 2 | physiologischer Kochsalzlosung und einem Liter

Perfusionsldsung.

Zum Ende des Spilvorganges wurde das Schlauchsystem vollstandig mit der

Perfusionslésung gefllt, auf 4T gekuhlt und von L uftblasen befreit.

Perfusionssystem:

Die Perfusion erfolgte Uber eine Schlauch-Peristaltikpumpe mit einem
pulsativen Flow. Diese sorgte dafur, dass 14 ml/min Perfusorlésung wéahrend
des Versuches durch das System flossen. Bei dem Perfusat handelte es sich
um Perfusatldsung II/N (Serag-Wiessner KG, Naila, Deutschland), welche vor
Versuchsbeginn mit Hilfe von Nabic 8,4%-L6sung (Fluka) auf einen pH-Wert

zwischen 7,3 und 7,35 eingestellt wurde.

Ausgehend von zwei doppelwandigen Vorratsbehéltnissen durchfloss die
Perfusionslésung  zunachst die Pumpe. Zur Vermeidung einer
pulmonalarteriellen Luftembolie wurde hinter die Pumpe eine Blasenfalle
eingebaut, um Luftblasenfreiheit sicherzustellen. Danach passierte die
Perfusionsflissigkeit einen Warmeaustauscher, um dann (Uber den

pulmonalarteriellen Zufluss in die Pulmonalarterie zu gelangen.

Nach Lungenpassage erfolgte der linksventrikulare Abfluss 0Uber ein
Kaskadensystem, durch das eine Widerstandsregulierung mdoglich war. Der
Kreislauf endete wieder in den doppelwandigen Vorratsbehéltern, welche einen
Wechsel des Perfusats ohne Perfusionsunterbrechung der Lunge moglich

machten.
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70 ml Perfusatflissigkeit befanden sich in dem doppelwandigen
Glasvorratsbehaltnis und 70 ml im Schlauchsystem, welches selbst aus mit

Konnektionsstiicken verbundenen PVC- und Silikonschlauchen bestand.

Demnach befanden sich insgesamt 140 ml Perfusatlosung wahrend eines

Versuches im Kreislaufsystem.

Préaparation der Lunge:

Der Versuch wurde vom Regierungsprasidium Giel3en unter dem Aktenzeichen
V 54-19 ¢ 20-15 (1) Gl 20/8 Nr.65/2010 genehmigt. Bei den Versuchstieren
handelte es sich um CD-Ratten mannlichen Geschlechts mit einem Gewicht
zwischen 300 und 400g.

Zur Versuchsvorbereitung wurde dem Versuchstier eine Injektionsnarkose mit
einem Gemisch aus 0,6 ml Narcoren (Merial GmbH, 85399 Hallbergmoos,
Deutschland) und 0,4 ml NaCl (Serag-Wiessner KG) behutsam intraperitoneal
verabreicht. Initial wurde mit 0,3 ml begonnen und dann ggf. in 0,05 ml Schritten
nachgegeben. Nach erreichter tiefer Bewusstlosigkeit wurde das Versuchstier in
Ruckenlage auf dem Operationstisch fixiert, und es erfolgte die lokale
Betaubung im Kehlkopfbereich mit 0,5 ml Xylocain 2 % (ASTRA Chemicals
GmbH, Wedel/Holstein, Deutschland), welches subkutan verabreicht wurde.
Zusatzlich erfolgte eine Antikoagulation mit 0,4 ml Heparin-Natrium-25000-
ratiopharm (Ratiopharm GmbH, Deutschland) mit 1000 IU/kg, ebenfalls
subkutan verabreicht. Nachfolgend wurde der Cervikal-, Thorax-, und
Abdominalbereich mit Braunoderm (Braun Melsungen, Melsungen,

Deutschland) desinfiziert.

Die Narkosesituation wurde durch kontinuierliche Uberprufung der Vitalreflexe,

wie Lidreflex und Zwischenzehenreflex, kontrolliert.

Zunachst erfolgte nach dem Hautschnitt die Freilegung der Trachea unter
Schonung der grof3en Gefal3e und des Nervus vagus. Die freigelegte Trachea
wurde nun kaudal des Kehlkopfes von ventral durch Querinzision eréffnet und
mit einem Tubus (1mm) intubiert. Zuvor wurde die Trachea mit einem Faden

unterfahren, mit diesem nun der Tubus fixiert wurde. Die Beatmung mit NOX-
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Gas wurde mit einer Beatmungsfrequenz von 64 Atemzigen in der Minute, bei
einem Atemzugvolumen von 4 ml / kg und einem positiven endexspiratorischen

Druck von 1,5 cm Wassersaule (PEEP) durchgefuhrt.

Nach Intubation und regelmaliger Beatmung erfolgte die sorgféltige
Praparation von Haut und Muskulatur und im weiteren Verlauf die Eroffnung
des Bauchraumes mittels Laparotomie im epigastrischem Winkel. Der
Processus xiphoideus wurde mit einer Klemme gefal3t und der Bauchschnitt
parallel entlang der Rippenbdgen erweitert. Es erfolgte die Perforation des
Diaphragmas, dessen Ablosen entlang der Rippenbégen und dessen Fixierung
durch eine Klemme nach kaudal vorgenommen wurde. Dies ermdglichte die
Er6ffnung der Pleurahtéhlen ohne Beschadigung der Lungen. Im Anschluss

folgte eine paramediane Sternotomie mit Fixierung beider Thoraxhélften.

Danach wurde der Thymus stumpf abgetragen und der Herzbeutel eroffnet. Im
weiteren Verlauf wurde die Herzspitze mittels Klemme fixiert und die linke
Herzkammer durch einen kleinen Entlastungsschnitt eréffnet. Bei schlagendem
Herzen wurde die Pulmonalarterie samt Aorta vorsichtig mit einem Bindfaden
unterfahren und umschlungen. Nach Eroffnung der Pulmonalarterie durch
Querinzision erfolgte das Einfihren des Katheters. Mit einer Ligatur des zuvor
gelegten Bindfadens wurde der Katheter in der Pulmonalaterie fixiert. Nach
Fixierung des Pulmonalkatheters wurde die Herzspitze abgetrennt und somit
die beiden Herzventrikel ertffnet. Dies ermdglichte einen guten Abflul3 des
Perfusats, um eine Schadigung der Lunge durch Stauung zu vermeiden.

Danach trat der Tod des Tieres ein.

Ab diesem Zeitpunkt wurde die Rattenlunge mit auf 4C gekuhltem Perfusat
durchspult. Fur einen regelméafigen Fluss des Perfusats von 9 ml / min sorgte
die Schlauch-Peristaltikpumpe. Unter standiger Perfusion und Ventilation wurde
das Geschlinge, welches aus Trachea, Lunge und Herz bestand, aus dem
umgebendem Mediastinum herausgel6st. Dies erfolgte behutsam von kranial
nach kaudal entlang der Wirbelsaule.
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Nun konnte das Organpaket in die Wagezelle eingehangt werden. Nach dem
Einfuhren des Katheters in den linken Ventrikel wurde dieser mit Hilfe einer
Bindfadenligatur, die zuvor ums Herz gelegt wurde, fixiert. Der vendse Katheter
konnte nun mit dem abfuhrenden Teil des Schlauchsystems verbunden werden.
Zusatzlich wurde ein doppelwandiges Glasbehaltnis, in welches ein feuchtes
Tuch gelegt wurde, unter das Organpaket plaziert. Dieses diente der

zusatzlichen Erwarmung und Feuchthaltung der isolierten Organe.

Das Organpaket befand sich ab diesem Zeitpunkt in einem kunstlichen

Kreislaufsystem, welcher den Herz-Lungen-Kreislauf der Ratte ersetzen sollte.

Es erfolgte zunachst eine Spllung der Lungen mit einem Liter Perfusionslésung
bei noch offenem Perfusionskreislauf, um verbliebene Blutrickstande zu
entfernen. Danach wurde das System mit 140 ml frischem Perfusat geftillt und

der Kreislauf geschlossen.

Das Perfusat trat durch den Pulmonalkatheter ein und floss durch den vendsen
Katheter (2 mm) ab. Der pulmonalarterielle Druck wurde auf 10-12 mm Hg
eingestellt. Hier diente die Herzbasis als Referenzpunkt. Der Druck im
linksventrikul&ren Ausflusstrakt wurde auf 0,5-0,8 mm Hg, mit dem Lungenhilum
als Referenzpunkt, eingestellt. Zusatzlich wurde ein positiver endexpiratorischer
Druck (PEEP) von 1,5 festgelegt.

Anschliellend erfolgte die Erwarmung des gesamten Systems durch die
Umspilung der doppelwandigen Vorrats-Glasbehélter mit erwarmter Flussigkeit
durch eine Thermopumpe. Die Temperatur wurde auf 39C gehalten. Danach
erfolgte eine langsame Steigerung der Perfusionsgeschwindigkeit auf 14
ml/min. Des Weiteren wurde eine pH-Wertkontrolle durchgefiihrt und ggf. fand
eine Regulierung des Wertes durch Zugabe von Natriumbikarbonat oder
neutraler Pufferldsung statt, bis der gewlnschte Wert von 7,3-7,35 erreicht

wurde.

Jedem Versuch wurde eine Steady-State-Phase von 20 Minuten vorgeschaltet.
Nur wenn die Werte der Lunge (Gewicht und Druicke) tUber diese Phase hinweg
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konstant blieben, wurden die Daten des Versuchs in der Auswertung

bertcksichtigt.

Fur diese Versuchsreihe wurden ausschlief3lich Lungen mit einer homogenen,
weilen Oberflache, welche frei von Atelektasen oder Infiltrationen waren,

verwendet.

Beatmungssystem:

Ein Harvard-Kleintierventilator (SAR-830/P, Ventilator, Woodland Hills CA,
USA) gewahrleistete eine regelmaRige Beatmung mit einer Frequenz von 64
Atemziigen pro Minute und einem Atemzugvolumen von 12 ml. Uber ein PEEP-
System wurde die Exspiration geregelt. Der endexspiratorische Druck betrug fur

diese Versuchsreihe 1,5 cm Wassersaule. Es wurde normoxisches Gas (21%

02, 5,3% COy, 91,7% N>) verwendet.

Substanzapplikation:

Die zu untersuchenden Substanzen wurden Uber einen Injektionsstopfen,
welcher sich vor dem pulmonalarteriellen Katheter befand, injiziert. Die Zugabe
von groReren Mengen Uber 6 ml erfolgte durch entsprechenden Austausch von

Perfusat aus dem doppelwandigen Vorratsgefal3.

Je nach Versuchsansatz wurden nach der ersten Kaskade, welche auf die
Steady-State-Phase folgte, in der 30. Minute 100 Mio. neutrophile Granulozyten
und / oder 10 Mio. Monozyten durch den Injektionsstopfen appliziert. Die

Blutzellen wurden zuvor in 1 ml PBS aufgenommen.

Die Zugabe von 7 pM fMLP (Orpegen Pharma, Deutschland), 6 ml
Monozyteniberstand sowie 75 pg 7D8 (Institut fur Klinische Immunologie und
Transfusionsmedizin, Giel3en) erfolgte bei entsprechender Versuchsreihe

ebenfalls gemeinsam mit der Blutzellsuspension durch den Injektionsstopfen.

14 ml des entsprechend zu untersuchenden Plasmas wurden durch Austausch

der selbigen Menge an Perfusatldsung dem Versuchskreislauf zugefihrt.
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In der Versuchsreihe mit LPS (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland) wurde der narkotisierten Ratte 2 h vor Versuchsbeginn 2 mg/kg

der entsprechenden Substanz intraperitoneal verabreicht.

Probenentnahme:

Der pH-Wert sollte sich wahrend des Versuches zwischen 7,3 und 7,35
befinden. Versuche mit abweichenden pH-Werten wurden aus der
Versuchsreihe ausgeschlossen. Wahrend eines Versuches wurden stindlich
Uber einen Dreiwegehahn Perfusatproben entnommen, um eine pH-Wert-

Kontrolle durchzufiihren.

Beschreibung des Versuchsablaufes:

Nach der Narkotisierung und Praparation des Versuchstieres mit
anschlieBender Entnahme des entsprechenden Organpaketes und dessen
Einschalten in das System erfolgte der einmalige Austausch von 140 ml
frischem Perfusat. Um den Fluss nicht zu unterbrechen, wurden zwei
Glasbehaltnisse in das System geschaltet und nun das zurtickgehaltene frische
Perfusat durch ein Regelschaltsystem in den Kreislauf geleitet. Das bislang

verwendete Perfusat wurde ebenfalls Uber diese Regelschaltung abgeleitet.

Die Temperaturerhbhung des Perfusats auf 39T erfolgte im direkten
Anschluss. Des Weiteren wurde die Fliel3geschwindigkeit auf 14 ml/min
hochgefahren. AnschlieBend wurden die entsprechenden Driicke kontrolliert

und auf die festgelegten Werte eingestellt.

Nach der Abfolge dieser Einstellungen wurde der Versuch mit einer Steady—
State—phase von ca. 20 min begonnen. Wahrend dieser erfolgte die
Gewichtseichung anhand eines 1 Gramm-Gewichts zur Ermittlung des relativen

Gewichts des Organpaketes.

Die Steady-State-Phase wurde mit der ersten Druckerh6hung von 10 cm
Wassersaule auf ventser Seite mit Hilfe des Kaskadensystems beendet. Hierzu
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wurde das Perfusat durch Abklemmen an entsprechender Stelle im
Schlauchsystem durch eine Wasserfalle geleitet, welche genau 10 cm betrug.
Eine Kaskadenphase betrug genau 12 min mit 2 min Vor- und Nachlaufzeit.
Diese Druckerhéhung erfolgte, um den Zustand des Lungenendothels zu

Uberprifen.

Nach der ersten Kaskade erfolgte die Zugabe der zu untersuchenden
Substanzen. Je nach Fragestellung erfolgte die zweite Zugabe nach der
zweiten Kaskade. Insgesamt wurden wéhrend eines Versuches funf Kaskaden
vorgenommen, also eine finfmalige Druckerh6hung auf das Organpaket
durchgefuhrt.

Jeder Versuch lief Gber mindestens 120 min. Die Zeitabstande zwischen den
einzelnen Kaskaden wurden gleich gehalten. Nach Beendigung eines Versuchs
wurde die Gewichtsdifferenz in Gramm zwischen Versuchsbeginn und
Versuchsende ermittelt. Anhand dieser konnte die Flussigkeitseinlagerung in

die Lunge bzw. der Lungenendothelschaden quantitativ bewertet werden.

Registrierung der Parameter:

Wahrend jedes Versuchs wurden die zur Auswertung bendtigten Parameter,
wie pulmonalarterieller Druck (PAP), linksventrikularer Druck (LVP), das relative
Organgewicht (g), der Ventilationsdruck (VP) und der positive
endexspiratorische  Druck (PEEP) kontinuierlich aufgenommen. Der
pulmonalarterielle und der linksventrikulare Druck konnten mit Hilfe von im
Schlauchsystem liegender Katheter, die mit einem elektromechanischem
Druckwandler verbunden waren, gemessen werden. Der Beatmungsdruck
wurde auf gleiche Weise erfasst. Die Signale wurden von dem Druckwandler
Uber einen Messverstarker an einen verbundenen Computer weitergeleitet und

aufgezeichnet.

Da die Lunge wahrend des Versuches in einer Wagezelle eingehangen war,
konnten hier ebenfalls Uber einen Messverstarker die Werte des

Lungengewichtes von dem Computer aufgenommen werden. Die Werte dieser
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Parameter dienten der Auswertung der Versuchsreihe anhand des Modells der

isolierten, perfundierten und ventilierten Rattenlunge.

4 ERGEBNISSE

4.1  Aufklarung der Zytokin- und LTB4-Produktion von Monozyten

4.1.1 Funktionelle Untersuchungen

Die Monozyten wurden von gesunden Spendern des Institutes fur Klinische
Immunologie und Transfusionsmedizin des Uniklinikums Giessen-Marburg
gewonnen. Bei den Blutspendern handelte es sich um Personen mit bekanntem
HLA Klasse IlI-Antigenmuster. Es wurden insgesamt neun Spender mit jeweils
einem Plasma, dessen Antikorper zu dem Antigenmuster des Spenders
passten (positiver Uberstand) und einem von den Antigenmerkmalen
abweichenden Plasma (negativer Uberstand) getestet. Um eine groRere
Aussagekraft der Testergebnisse zu erzielen, wurden den einzelnen
Spenderpersonen zu vier unterschiedlichen Zeitpunkten Blut abgenommen und

der Test durchgefuhrt.

Um diese Monozytenuberstande herzustellen, wurden pro Ansatz 150.000
Monozyten mit einer festgelegten Menge des entsprechenden Plasmas

inkubiert. Die Uberstande wurden anschlieRend bei -70T gelagert.

Ob merkmalspositive Monozyten mit dem entsprechenden Antiképer, hier HLA
Klasse Il Antikbrper der Spezifitat Anti-DR52 und Anti-DR7, eine starkere
Produktion von Zytokinen zeigen als merkmalsnegative Monozyten, wurde

anhand eines kommerziellen ELISA-Tests vergleichend untersucht.

Sowohl die Zytokinkonzentrationen als auch die Konzentration von LTB4
wurden fur den positiven  (schwarzer Balken) und negativen
Monozyteniberstand (weil3er Balken) in pg/ml angegeben. P<0,01 fur die
Experimente mit positiven und negativen Monozyteniberstand. <DL unter der

Nachweisgrenze (siehe Abb. 6).
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Abb. 6: Zytokinkonzentrationen von GROalpha, IL-8, TNFalpha und von LTB4

des postiven und negativen MonozytenlUberstandes, untersucht im ELISA-

Testverfahren
6.000, GRO« 10,000
1 8.000
4 000 5.000
4,000
2,000
] . 2,000
r Q- == 0
= Anti-DR52 Anti-DR7 Anti-DR52 Anti-DR7
)
o
3007 TNFa 8,000) LTB4
6.000
200
4.000
100
2.000
0 0
Anti-DR52 Anti-DR7Y Anti-DR52 Anti-DR7

Quelle: Sachs UJ, Wasel W et al; Blood 2011

HLA Klasse |l Antikdrper verursachen eine Aktivieru ng gematchter Monozyten.
Merkmalspositive, ,matched” (schwarze Balken) und m erkmalsnegative, “unmatched”
(weil3e Balken) humane Monozyten wurden zuvor mit hu ~ manem Anti-DR52 oder Anti-DR7
inkubiert. Der entstandene Uberstand wurde daraufhi n nach 6 Stunden Inkubationszeit
auf die Anwesenheit von Zytokinen und LTB4 hin unte rsucht. P < 0.01 zwischen
“matched” und “unmatched” Experimente fur alle Grup pen. <DL, unter der
Nachweisgrenze. N= 4 pro Gruppe

4.1.1.1 GRO alpha Produktion der Monozyten nach Antikérpersimulation

Im ELISA-Testverfahren zeigten sich Unterschiede in den GRO alpha-
Konzentrationen, abhangig von der Zugabe des Monozyteniiberstandes. In den
Versuchen mit positivem Monozytenuberstand wurde eine mittlere GROalpha-

Konzentration von 4440+340 pg/ml gemessen und in den Versuchanséatzen mit
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negativem Uberstand eine mittlere Konzentration von 460+ 160 pg/ml,
hergestellt mit dem HLA Klasse Il AntikGrper DR52.

In den Monozyteniberstdnden mit dem fir die Herstellung verwendeten HLA
Klasse Il Antikérper DR7 konnte im positiven Uberstand eine mittlere
Konzentration von 1640+-30 pg/ml und vergleichend dazu im negativen eine
mittlere Konzentration 120+40 pg/ml nachgewiesen werden (siehe Abb.6).

4.1.1.2 Interleukin 8 Produktion der Monozyten nach Antikorperstimulation

In den Konzentrationsbestimmungen von Interleukin 8 zeigten sich ebenfalls
Unterschiede, abhangig von der Zugabe des jeweiligen MonozytenlUberstandes.
Die Monozyten zeigten eine starkere Produktion von Interleukin 8, wenn ein
Antikérper im Plasma zu dem Antigenmerkmal des Monozyten passte (im
positiven Uberstand), als in Anwesenheit eines Antikorpers im Plasma, welcher
vom Antigenmuster des Monozyten abwich (mit negativem Uberstand).

Im positivem Uberstand, hergestellt aus dem HLA Klasse Il Antikérper DR52
und Merkmals-positiven Monozyten wurde eine mittlere Konzentration von
7250£1900 pg/ml und mit Merkmals-negativen Monozyten eine mittlere
Interleukin 8-Konzentration von200£33 pg/ml gemessen (siehe Abb.6). In dem
positiven Uberstand von DR7 betrug die mittlere Konzentration 4216+1033
pg/ml und im negativen Monozyteniberstand mit DR7 erhielten wir eine mittlere

Konzentration von 1350+283 pg/ml.

4.1.1.3 TNF alpha Produktion der Monozyten nach Antikdrpersimulation

Im TNF alpha ELISA wiesen die Konzentrationen gleiche Tendenzen wie in den
zuvor genannten ELISA-Testverfahren auf. Allerdings fiel die TNF alpha
Produktion der Monozyten im Vergleich zu den mittleren Konzentrationen von

Interleukin 8 und GRO alpha insgesamt deutlich niedriger aus.

Fur den positiven Uberstand mit DR52 wurden mittlere Konzentrationen von
166192 pg/ml gemessen und fur den mit DR7 eine Konzentration von Mw
116+93 pg/ml (siehe Abb.6). Bei beiden negativen Monozyteniberstanden war
keine Produktion von TNF alpha feststellbar.
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4.1.1.4 Leukotrine B4 Produktion der Monozyten nach Antikorperstimulation

Auch in diesem ELISA-Verfahren zeigten sich die antikérperabhangigen

Leukotrine B4 Konzentrationsunterschiede.

Die positiven Uberstande mit DR52 wiesen einen mittleren Konzentrationswert
von 3346+1080 pg/ml auf (siehe Abb.6). Die mittlere Konzentration aus den
Versuchen mit negativen Monozytenuberstanden befand sich unter der
Nachweisgrenze. Die positiven Uberstande mit DR7 ergab eine mittlere
Konzentration von 5093+1653 pg/ml und die mittlere Konzentration der
negativen Monozytentberstande mit DR7 betrug 293+226 pg/ml.

4.2  Untersuchung der Sauerstoffradikalbildung von n eutrophilen
Granulozyten durch Monozytentberstand

4.2.1 Durchflusszytometrische Untersuchungen

Fur diese durchflusszytometrische Untersuchung wurde ein kommerzielles
Bursttest-Kit verwendet. Die untersuchten Blutzellen wurden unmittelbar vor
Testbeginn von gesunden Spendern im Institut fir Klinische Immunologie und
Transfusionsmedizin des Uniklinikums Giessen-Marburg gewonnen. Als
Untersuchungsmaterial dienten die hergestellten Monozytentberstande aus
den funktionellen Untersuchungsmethoden. Es wurden Granulozyten mit
positivem Uberstand (Antikoper passte zum Antigen des Monozyten) und
negativem Uberstand (Antikorper passte nicht zum Antigen des Monozyten)
inkubiert, mit den entsprechenden Substanzen des Testkit versetzt und am
FACS-Calibur durchflusszytometrisch untersucht.

4.2.1.1 Bursttest

Humane Neutrophilensuspension wurde mit positiven und negativen
Uberstanden inkubiert, welche durch Vorinkubation von Monozyten mit
humanen HLA Klasse Il Antikbrpern (match oder unmatch) gewonnen worden.
Hier wurden wieder die Antikdrper der Spezifitdt Anti-DR52 und Anti-DR7 mit
jeweils merkmalsnegativen und merkmalspositiven Monozyten verwendet. Nach

der Zugabe von fMLP erfolgte die Messung der oxidativen Burstaktivitat von
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Neutrophilen mit Hilfe der Durchflusszytometrie. Im Bursttest konnte festgestellt
werden, dass die neutrophilen Granulozyten, welche mit dem positiven
Uberstand inkubiert wurden, eine hohere mittlere Fluoreszensintensitat zeigten
als die neutrophilen Granulozyten, welche mit dem negativen Uberstand
inkubiert wurden. Das heil3t, je hoher die mittlere Fluoreszenzintensitat, desto
starker die Ausschittung bzw. Produktion an Sauerstoffradikalen von Seiten der

Granulozyten. (siehe Abb.7)

Abb. 7: : Oxidative Burstreaktionen der neutrophilen Granulozyten
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Quelle: Sachs UJ, Wasel W et al; Blood 2011

Positiver Monozytenuiberstand, sowohl von DR52 (MFI=  170+20) als auch von DR7
(MFI=52+11) verursacht eine starkere Aktivierung bzw starkere oxidative Burstaktivitat
der Neutrophilen als der jeweilige negative Ubersta nd. Die mittlere
Fluoreszenzintensitat der negativen Monozyteniiberst  &nde von DR52 ergibt eine MFI
von 12+5 und fir die Versuche mit DR7 7 +4. Die Bilder sind reprasentativ fir n=7

unabhéngige Versuchen
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4.3  Untersuchungen des Einflusses von Monozytenuber  stéanden und
neutrophilen Granulozyten auf Endothelzellen

4.3.1 Zellspezifische Untersuchungen

Auch in diesen Testverfahren dienten wieder die hergestellten
Monozyteniberstdande (negativ. und positiv) aus den funktionellen
Untersuchungsmethoden  als  Untersuchungsmaterial.  Die  fur  die
Untersuchungen verwendeten neutrophilen Granulozyten wurden auch hier
unmittelbar vor Testbeginn von gesunden Spendern im Institut fur Klinische
Immunologie und Transfusionsmedizin des Uniklinikums Giessen-Marburg
gewonnen. Die getesteten humanen Nabelschnurzellen wurden bis zum

Untersuchungsbeginn bei -70C in Stickstoff gelager t.

4.3.2 Permeabilitatstest

Fur diese Untersuchungsmethode wurden HUVECs auf Transwellplatten
ausgesat und solange kultiviert bis eine ausreichende Wachstumskonfluenz
erreicht war. FITC-markiertes Albumin, Neutrophile und Monozyteniuberstand
wurde dem oberen Kompartiment zugefuhrt. Die Anwesenheit von FITC-
Albumin wurde zu festgesetzten Zeitpunkten im unteren Kompartiment
gemessen. Die Experimente wurden auch in dieser Untersuchungsmethode
wieder vergleichend mit positivem und negativem Monozytentberstand
durchgefiihrt. Thrombin diente als Positivkontrolle. Die Experimente wurden in
Anwesenheit von Diphenyleneiodoniumchloride  (DPI), welches die
Oxidaseaktivitat von NADPH blockiert (unterbrochene Linie), zusatzlich

durchgefuhrt.

In dieser Testmethode konnte eine hoéhere Permeabilitdt der Zellen in den
Ansatzen mit positivem Uberstand festgestellt werden. In den Ansatzen, in
welche negativer Uberstand hinzugegeben wurde, diffundierte weniger FITC-
markiertes Albumin hindurch, d.h. die Permeabilitat der Zellen fiel hier niedriger
aus. (siehe Abb.8)
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Abb. 8: FITC-Albuminmessung im Permeabilitatstestverfahren
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Neutrophile, welche durch Monozyteniiberstand aktivi ert wurden sind, beeinflussen die
Barrierefunktion von HUVECs.

Die Experimente mit positivem und negativem Monozyt  enlberstand sind durch die
Symbole Kreise und Vierecke gekennzeichnet. Thrombi n wurde als Positivkontrolle
verwendet (Dreiecke). Experimente in Anwesenheit vo n DPl sind durch eine
unterbrochene Linie dargestellt. Versuche mit posi tiven Uberstand, aber ohne Zugabe
von neutrophilen Granulozyten sind durch leere Krei se gekennzeichnet. P < 0.01 fur
positiven Uberstand im Vergleich zu negativem Ubers tand. N=5 fir jedes einzelne
Experiment .
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4.4  Aufklarung des Einflusses von Neutrophilen, Mon ozyten,
Lungenendothelzellen und HLA Klasse II-Antikdrper b ei der
Entstehung einer TRALI und deren Zusammenspiel ind  iesem
Pathomechanismus (Abb. 9/10)

4.4.1 Tierexperimentelle Untersuchungen

Die Untersuchungen am isolierten Rattenlungenmodell wurden in Kooperation
mit Prof. Dr. Norbert Weissmann, University of Giessen and Marburg Lung
Center (UGMLC) durchgefiihrt. Als Untersuchungsmaterial dienten neutrophile
Granulozyten und Monozyten, welche kurz vor Testbeginn im Institut far
Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin des Uniklinikums Giessen-
Marburg von freiwilligen, gesunden Blutspendern gewonnen und isoliert
wurden. Die humanen Blutzellen wurden in PBS resuspendiert und unmittelbar
nach Gewinnung dem geschlossenen Kreislaufsystem zugefuhrt. Die Plasmen
mit den humanen Antikdrpern gegen HLA Klasse Il wurden bei -70C bis zum
Testbeginn gelagert. Als zusatzliches Untersuchungsmaterial diente fMLP und
LPS, welches zuvor aliquotiert und bis zum Testeinsatz bei -20C im Institut
aufbewahrt wurde. Desweiteren wurden auch in diesem Testverfahren der

positive und negative Monozytentberstand eingesetzt.

4.4.1.1 Ex vivo-Rattenlungenmodell mit positivem und negativem
Monozyteniberstand mit und ohne LPS-Vorstimulation

Die Lungen wurden mit neutrophilen Granulozyten und Monozyteniberstand
perfundiert. (A) In den Versuchen, bei denen keine Vorstimulation mit LPS
stattfand, kam es sowohl bei dem Zusatz von negativen als auch von positivem
Uberstand zu keinem signifikanten Gewichtsanstieg (P>0,05). (B) Dieser
erfolgte allerdings bei der Zugabe von neutrophilen Granulozyten und positivem
Uberstand, wenn zuvor eine Stimulation mit LPS erfolgte. Es kam zu einem
signifikanten Gewichtsanstieg der Lunge sowie einem Anstieg des Kifc in
t=35min (P<0,01). Dieser Effekt blieb in den Versuchen mit Granulozyten und
negativem Uberstand tiber den Beobachtungszeitraum von 140 min aus (siehe
Abb.9).
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Abb. 9: Relative Gewichtszunahme durch Zugabe von Monozyteniberstand
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Quelle: Sachs UJ, Wasel W et al; Blood 2011

HLA Klasse Il Antikdrper verursachen TRALI in einem ex vivo Rattenlungenmodell.

(A) Keine signifikante  Gewichtsanderung  bzw  Anstieg des  kapillaren
Filtrationskoeffizienten (Kfc) der perfundierten Ra  ttenlungen bei nicht erfolgter
Vorstimulation mit LPS ( P = 0.05) fiir positiven verglichen mit negativem Ube  rstand in
t=140 min. (B) Nach Vorstimulation der Ratten mit L ~ PS, 2h vor Lungenexenteration, ist
ein signifikanter Gewichtsanstieg und Anstieg des K fc in t=35 min in Anwesenheit von
positivem Monozyteniiberstand festzustellen (P < 0.01).

N=7 fur jedes Experiment.



Ergebnisse 68

4.4.1.2 Ex vivo-Rattenlungenmodell mit Granulozyten, Monozyten und HLA
Klassse Il-Antikdrper mit LPS Vorstimulation

In den Versuchen, in denen humane neutrophile Granulozyten, Monozyten und
HLA Klasse Il Antikorper, welche nicht zum Antigenmuster des Monozyten
passten, eingesetzt wurden, war kein Gewichtsanstieg und kein Anstieg von Kfc
der Rattenlunge festzustellen (A, offene Kreise). In den Versuchsansatzen, in
denen derselbe Antikérper und neutrophile Granulozyten, aber mit Monozyten,
dessen Antigenmuster zum Antikorper passte, eingesetzt wurde, erfolgte in
t=35min sowohl ein Gewichtsanstieg als auch ein Anstieg des Kfc in t=70 (A,

schwarze Vierecke; P<0,01).

Der Gewichtsanstieg der Rattenlunge blieb aus, wenn keine Zugabe von
humanen Neutrophilen (B, schwarze Dreiecke) oder humanen Monozyten (B,

weil3e Dreiecke) in den Kreislauf erfolgte (siehe Abb.10).
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Abb. 10: Relative Gewichtszunahme durch Zugabe von Monozyten,
Granulozyten und HLA Klasse IllI-Antikérper mit Vorstimulation
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HLA Klasse Il Antikdrper verursachen TRALI in einem ex vivo Rattenlungenmodell in der
Anwesenheit von humanen Neutrophilen und zum Antige n passenden humanen
Monozyten.

(A) Anwesenheit von Neutrophilen, HLA Klasse Il Ant  ikdrpern und merkmalsnegativen

Monozyten, welche kein passendes Antigen tragen (of fener Kreis). Anwesenheit
desselbigen Antikérpers, Neutrophilen aber merkmals positiven Monozyten mit
passendem Antigenmuster (schwarze Vierecke; P <0.1).

(B) Keine Zugabe von humanen Neutrophilen (offene D  reiecke) oder humane Monozyten
(schwarze Dreiecke). N=3 fur jedes Experiment
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5 DISKUSSION

Aufgrund der Tatsache, dass in der Mehrzahl der bislang untersuchten TRALI-
falle HLA Klasse Il Antikdrper nachgewiesen worden (Kopko et al., 2001),
wurde in der vorliegenden Arbeit der pathophysiologische Mechanismus der

durch HLA Klasse Il Antikdrper ausgelésten TRALI untersucht.

Ein solcher ist nach bisherigem Wissensstand und vorliegenden
Untersuchungen mit der Zwischenschaltung von humanen Monozyten
naheliegend (Kopko et al., 2001, Kopko et al., 2003). Es wurde vermutet, dass
HLA Klasse lI-Antikérper Uber die Bindung von Monozyten zur Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten fihren, welche letztlich zur Schédigung des
Lungenendothels und nachfolgend zum Auftreten eines Lungentdems

beitragen.

Hier besteht die Mdoglichkeit, dass HLA Klasse Il Antikbper an Monozyten,
welche die entsprechenden Antigene exprimieren, binden kénnen und dadurch
eine Freisetzung von potenten, aktivierenden Zytokinen und dem
Entzindungsmediator LTB4 induzieren. Dieser maogliche indirekte
Aktivierungsweg Uber die Zwischenschaltung von Monozyten steht im Einklang
mit kadrzlich veréffentlichten Berichten, welche die vermehrte Expression von
intrazellularen Zytokinen und LTB4 (Kopko et al., 2003; Nishimura et al., 2007)
von Seiten der Monozyten, wenn diese mit HLA Klasse Il Antikérpern inkubiert

werden, beschreiben.

HLA Klasse | und HNA Antikorper, welche in Verbindung mit TRALI stehen,
kénnen direkt an Oberflachenantigene von neutrophilen Granulozyten binden.
Man geht davon aus, dass entweder eine Rezeptorvernetzung oder eine direkte
Rezeptoraktivierung eine Signalkette zur Folge hat, welche wiederum eine
Aktivierung von Granulozyten hervorruft und letztlich in einer Beeinflussung der
Permeabilitdt des Lungenendothels endet (Sachs et al., 2006; Kehler et al.,
2009; Sachs et al., 2004; Greinacher et al., 2010).

Dieser Mechanismus ist allerdings nicht auf HLA Klasse Il Antikdrper
Ubertragbar, da HLA Klasse 1l Antigene ublicherweise nicht auf der
Zelloberflache von Neutrophilen zu finden sind.
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Unsere Untersuchungen konnten zeigen, dass besonders GROalpha und
Interleukin 8 zu solchen potenten Aktivatoren von Neutrophilen zahlen, da diese
eine starke Freisetzung von Sauerstoffradikalen und sekundarer Granula von
Seiten des neutrophilen Granulozyts fuhren ( Metzner et al., 1995; Wyman et
al., 2002; Baggiolini et al., 1989) . LTB4 ist ebenfalls ein wichtiger Vertreter,
welcher durch aktivierte Monozyten freigesetzt wird und Neutrophile sowohl

rekrutieren, als auch primen kann (Crooks et al., 1989).

Alle drei Substanzen (GROalpha, IL-8, LTB4) konnten in hoher Konzentration in
dem hergestellten Monozytenuberstand nach Inkubation mit
merkmalspassenden HLA Klasse Il Antikbrpern nachgewiesen werden. Es ist
anzunehmen, dass diese Substanzen letztlich fur die Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten in einer HLA Klasse Il-abhangigen TRALI

verantwortlich sind.

Entgegen unserer Erwartungen konnte TNFalpha nur in einer sehr geringen
Konzentration im Monozytenuberstand nachgewiesen werden. Wir nehmen an,
dass die Tatsache, dass unsere Untersuchungen in einer Plattchenfreien
Umgebung stattgefunden haben, ein Grund fur diese Beobachtung ist. Dies
erscheint uns plausibel, da P-Selektin, welches auf der Zelloberflache von
aktivierten Thrombozyten zu finden ist, als ein relevanter Aktivator fir die
Freisetzung von TNFalpha durch Monozyten identifiziert worden ist (Koike et
al., 2000).

Desweiteren konnten wir anhand unserer Untersuchungen zeigen, dass die
aktivierenden Substanzen, welche nach Inkubation von Monozyten mit HLA
Klasse Il Antikérpern von Monozyten freigesetzt werden, die oxidative
Burstreaktion bei neutrophilen Granulozyten hervorrufen kénnen. Hierbei
kommt es von Seiten der Granulozyten zur Ausschittung von reaktiven
Sauerstoffradikalen, wenn diese durch bestimmte Substanzen stimuliert
werden. Diese reaktiven Sauerstoffradikale wurden durchflusszytometrisch am

FACS gemessen.

Mit den ELISA-Testverfahren und der durchflusszytometrischen Untersuchung
konnten wir die beiden ersten moglichen Schritte des indirekten
Aktivierungsweges Uber Monozyten nachweisen, also die Ausschittung von

potenten Aktivatoren aus Monozyten und die Freisetzung von reaktiven
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Sauerstoffradikalen aus Granulozyten. Der letzte Schritt in diesem
Aktivierungsweg ist die Permeabilitdtserhbhung des Lungenendothels, welche

letztlich bei TRALI zu einem Lungenédem fihrt.

Diese Permeabilitatsverdnderung zeigten wir in einer weiteren in vitro
Versuchsmethodik, wobei die Anwesenheit von Neutrophilen und
Monozyteniberstanden eine erhohte Permeabilitdt von Endothelzellen
induzierte. Dieser Effekt blieb durch die Zugabe von DPI, welches die ROS-
Synthese der NADPH-Oxidase hemmt, d.h. eine Ausschittung von reaktiven
Sauerstoffradikalen behindert, aus. Diese Beobachtung weist auf eine zentrale
Rolle der ROS in diesem Untersuchungsmodell hin. Wie schon in
Untersuchungen zuvor beschrieben, scheint die Produktion von ROS zu einer
Stérung der endothelialen Barriere bei TRALI zu fihren (Sachs et al., 2006). In
unseren in vitro Versuchen konnte durch ROS die transendotheliale
Permeabilitdt in kultivierten Endothelzellen und eine erhdhte Durchlassigkeit
von FITC markiertem Albumin festgestellt werden. Diese Versuchsergebnisse
stehen im Einklang mit anderen Untersuchungen, dass eine oxidative
Stresssituation die Lungenpermeabilitdt erhdht, was durch in vitro Versuche
nachgewiesen werden konnte (Shasby et al,, 1985; Holman et al,, 1990).

Auch in einigen ex vivo Versuchen konnte in zuvor durchgefiihrten
Experimenten ein pulmonales Odem ausgelost werden. Hierbei fand eine
Perfusion von ROS oder Xanthine/Xanthine Oxidase (welche Sauerstoffradikale
umsetzt) in isolierten Lungen von Meerschweinchen (Johnson et al., 1989) und
Kaninchen statt (Barnard et al., 1992; Seeger et al., 1995).

Den letzten Schritt des indirekten Aktivierungsweges tber Monozyten, also die
Permeabilitdtsveranderung des Lungenendothels und damit die Entstehung
eines Odems versuchten wir, auRer mit den in vitro Versuchen, ebenfalls
anhand einer ex vivo Untersuchungsmethode zu zeigen. Mit Hilfe unseres ex
vivo Rattenlungenmodells konnten wir zeigen, dass Monozytenuberstand in der
Anwesenheit von Neutrophilen eine TRALI auslést. Dies konnte aber in der
Abwesenheit von neutrophilen Granulozyten nicht gezeigt werden. Diese
Beobachtung weist darauf hin, dass Substanzen, welche durch die Bindung
zwischen Monozyten und Antikérpern freigesetzt werden, potente Aktivatoren

von Neutrophilen sind. Dieses Ergebnis unterstitzt die zuvor in den in vitro
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Versuchen beschriebene Wichtigkeit bzw. Wahrscheinlichkeit der ersten beiden
Schritte des Aktivierungsweges.

Die aktivierten Neutrophilen verursachten sowohl in dem oben genannten in
vitro-Versuch als auch in den ex vivo Versuchen eine Permeabilitatserh6hung in
der Lunge. Die transfundierten HLA Klasse Il Antikorper induzierten in unserem
ex vivo Rattenlungenmodell schwere Lungentdeme in einer klinisch relevanten

Zeit in Anwesenheit von Monozyten und neutrophilen Granulozyten.

Eine wichtige Beobachtung bei der Nachahmung einer TRALI Reaktion im ex
vivo Rattenlungenmodell war, dass bei der Zugabe von humanem Plasma,
Monozyten und Neutrophilen eine neutrale Phase von >1h eintrat. Dies konnte
in den Versuchen mit direkter Zugabe von Monozytentberstand und
Neutrophilen, was einen Reaktionsweg Uberspringen wurde, nicht beobachtet
werden. Diese Beobachtungen kénnten zu unserer Annahme passen, dass sich
eine TRALI nur entwickelt, wenn eine kritische Konzentrationschwelle an
Neutrophil aktivierenden Substanzen, welche durch Monozyten freigesetzt

worden sind, Uberschritten wird.

Desweitern konnte in der Abwesenheit von neutrophilen Granulozyten keine
Entstehung einer TRALI beobachtet werden, es kam also zu keinem
Lungenddem bzw. Gewichtszunahme der Lunge. Diese Beobachtung
unterstreicht einmal mehr die angenommene wichtige und zentrale Rolle der

neutrophilen Granulozyten im Pathomechanismus der TRALI.

Aktivierte Neutrophile sind nach dieser Entdeckung fur die Entstehung einer
TRALI zwingend notwendig, da diese fur das Zusammenbrechen der
endothelialen Barierre der Lunge, wie zuvor schon angesprochen,

verantwortlich sind.

Unsere Experimente schlie3en nicht aus, dass auch eine Entstehung der TRALI
durch direkte Bindung der HLA Klasse Il-Antikdrper an Neutrophile moglich ist.

Es existieren in vitro Untersuchungen, die diesen direkten Aktivierungsweg,
also die Moglichkeit der Expression von HLA Klasse Il Antikdrpern auf
Neutrophilen durch stimulierende Substanzen (z.B. IFN-Y, IL-3 und GM-CSF),
denkbar erscheinen lassen (Mudzinski et al., 1995; Reinisch et al., 2003). Die
durchgefiihrten Experimente in den genannten Arbeiten konnten zwar zeigen,
dass GM-CSF (aber nicht G-CSF) oder IFN-Y in Patienten eine Expression von
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HLA Klasse Il auf neutrophilen Granulozyten bewirken kann, jedoch scheint
dies nur in einem sehr engen Zeitfenster moglich zu sein. Auch auf den
Neutrophilen von Patienten mit Wegener Granulomatose soll eine HLA Klasse I
Expression stattfinden (Hansch et al., 1999) und unter ganz bestimmten
Bedingung auch eine Expression auf aktivierten Endothelzellen (Pober et al.,
1986).

Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass Patienten eine TRALI erlitten,
bei der es zur HLA Klasse Il Expression auf diesen beiden Zelltypen kam. Nach
unserem Kenntnisstand gibt es hierfur aber keine Belege bei klinischen Féllen

in der Literatur.

Einige zur Verfigung stehende Untersuchungen an Patientengut untermauern

unsere Theorie der indirekten Aktivierung von Neutrophilen durch Monozyten.

Zum einem konnte in einem Autopsiefall, welcher auf die Anwesenheit von
HLA-DR auf Endothelzellen von Alveolarkapillaren und auf Neutrophilen
untersucht wurde, kein Hinweis auf das HLA Klasse Il Antigen gefunden werden
(Kao et al., 2003). Desweiteren haben HLA Klasse Il Antikdrper in einem in vivo
Experiment bei einem gesunden, méannlichen Probanden eine TRALI ausgel6st
(Flesch und Neppert, 2002). Zusatzlich wurde davon berichtet, dass sich eine
Monozytopenie in TRALI-Patienten entwickelt hat, welche mit HLA Klasse Il
Antikdrpern in Zusammenhang gebracht wurde (Flesch und Neppert, 2002;
Wallis et al., 2003).

Im Gegensatz zu Beobachtungen, in denen die HNA Antikorper ( Seeger et al.,
1990; Sachs et al., 2006) selbst, auch ohne einen zusatzlichen Stimulus fahig
waren, eine TRALI in einem ex vivo Rattenlungenmodell zu verursachen, war
es in unseren Versuchen nicht mdglich, eine TRALI durch HLA Klasse I
Antikérper ohne die Voraktivierung des Rattenlungenendothels mit LPS

auszulosen.

Es ist anzunehmen, dass Zellumlagerungen des Endotheliums, zu der es durch
die Voraktivierung kommt, hierbei eine wichtige Rolle spielen. Da wir in unserer
Versuchsreihe nur zwei polyklonale HLA Klasse Il Antikorper verwendet haben,
ist nicht sicher zu sagen, ob dies ein generelles Phanomen der HLA Klasse I
Antikorper ist. Eine weitere Erklarung ware, dass die Fahigkeit, eine TRALI

ohne weiteren Stimulus auszulésen, abhéngig von der Bindung bestimmter
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Epitop(e) des entsprechenden Antigens ist, was in unseren Antiseren einfach
nicht bertcksichtigt werden konnte. Der letztgenannte Aspekt kann nicht
ausschlie3en, dass nicht auch eine gesunde Person durch HLA Klasse I
Antikdrper eine TRALI erleiden kann (Flesch und Neppert, 2002).

Es ist davon auszugehen, dass die Entwicklung der TRALI einem
Schwellenmodell folgt (Bux und Sachs, 2007). Mehrere Faktoren definieren die
Schwelle, auch unterliegt diese den genetischen und medizinischen
Konditionen des einzelnen Individuums. Abhéngig von der Hohe der Schwelle
und der Starke der transfundierten Faktoren (z.B. Antikorper), kommt es zur
Entwicklung einer TRALI oder nicht. Das bedeutet, dass es rein spekulativ ist,
ob eine indirekte Aktivierung der Neutrophilen weniger stark ist als eine direkte

Aktivierung durch eine Antikdrperbindung.

Wenn diese Annahme jedoch richtig ist, musste die Schwelle, die fur HLA
Klasse Il Antikorper notwendig ist, um eine TRALI auszulésen, héher sein als
fur HNA-vermittelte TRALI. Diese kann aber letztlich durch die Aktivierung des
vaskularen Endothels (Albelda et al.,, 1994), welche entweder durch die
Vorstimulation mit LPS stattfindet, oder aber durch eine Verstarkung des
Antikorpereffektes durch die Produktion von Chemokinen der Monozyten

erreicht werden.

Eine kirzlich erschienene Publikation spricht Thrombozyten eine relevante
Rolle im pathophysiologischem Mechanismus der TRALI, induziert durch
monoklonale Antikorper gegen MHC |, zu. Diese Annahme wurde anhand eines

Mausmodells untersucht (Looney et al., 2009).

Es ist denkbar, dass auch eine Aktivierung von Monozyten durch
Thrombozyten, im Falle einer TRALI, unter bestimmten Gegebenheiten in vivo
verursacht werden kann. Diesen Faktor halten wir flr durchaus denkbar, gerade
weil wir in unserer Versuchsreihe Hinweise auf die Moglichkeit einer
Thrombozytenbeteiligung bei der Auslosung einer TRALI nicht ausblenden
konnen. Die Tatsache, dass TNF alpha als ein potenter Stimulus gilt, wir aber
dieses Interleukin nur in geringer Konzentration in unseren Methoden
nachweisen konnten, lasst gewisse Fragestellungen offen. Die Beteiligung von

Thrombozyten halten wir fir untersuchungsrelevant.
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Zusammenfassend weisen unsere Untersuchungen darauf hin, dass Antikorper
gegen HLA Klasse Il fahig sind, eine TRALI Uber eine Monozytenaktivierung
auszulésen, welche letztlich zur Aktivierung der neutrophilen Granulozyten
fuhrt. Diese Daten bekraftigen unsere kirzliche Annahme eines
Schwellenmodells der TRALI und untermalen die Wichtigkeit fur ein HLA Klasse
[I Screening in untersuchten TRALI Fallen. Desweiteren unterstiitzen unsere
Daten die Praventionsmal3hahme, Plasma von Frauen, die bereits schwanger
waren, von der Plasmaspende auszuschlieRen, um die Zahl der TRALI Falle zu

minimieren.



Zusammenfassung 77

6 ZUSAMMENFASSUNG

Die transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz (TRALI) st die
Haupttodesursache bei Bluttransfusionen in den USA und anderen Nationen.
Uber 90% aller untersuchten TRALI-Falle, welche aus Originalarbeiten sowie
dem Hamovigilanzregister stammen, zeigen einen Nachweis von HLA-
Antikdrpern im Spenderplasma und das  Vorhandensein  des
korrespondierenden Antigens beim Empfanger. Hierbei handelte es sich in
einer Vielzahl der Falle um Antikorper gegen HLA-Klasse II-Merkmale. Das
korrespondierende  Antigen tragen aber weder Granulozyten noch
Endothelzellen, was eine direkte Aktivierung dieser Zellen ausschliel3t. Beide
Zelltypen konnen zwar theoretisch im aktivierten Zustand HLA-Klasse II-
Antigene exprimieren, aber in vivo gibt es bislang keine Hinweise bzw. Belege
hierfir. Ein alternativer Mechanismus Uber die Aktivierung von Monozyten

wurde daher in Erwdgung gezogen.

In der vorliegenden Arbeit konnten wir anhand von in vitro und ex vivo
Untersuchungsmethoden einen indirekten Aktivierungsweg der TRALI Uber
Monozyten nachweisen. Den Monozyten kann dadurch eine zentrale Rolle im
Pathomechanismus der HLA Klasse Ill-induzierten TRALI zugeschrieben
werden. Monozyten wurden durch die Inkubation mit korrespondierenden HLA
Klasse Il Antikérpern aktiviert. In diesem aktiviertem Zustand waren sie fahig,
Zytokine freizusetzen, die neutrophile Granulozyten aktivieren, die wiederum zu

einer Storung der endothelialen Lungenbarriere fuhrten.

In unserem ex vivo Rattenlungenmodell fuhrte die HLA Klasse II-
antikdrperabhangige Monozytenaktivierung in einer klinisch relevanten Zeit zu
einem ausgepragtem Lungenddem, wenn das Lungenendothel zwei Stunden
vor Versuchsbeginn mit LPS voraktiviert wurde und neutrophile Granulozyten
anwesend waren. Unsere Daten lassen die Vermutung zu, dass in einer
Vielzahl der TRALI-Falle Monozyten zellulare Schlisselfiguren sind und dass
HLA Klasse Il Antikorper TRALI durch eine Kaskade auslésen, welche durch
eine Monozytenaktivierung eingeleitet wird. Desweiteren lassen die Daten den
Schluss zu, dass die TRALI-Pathogenese einem Schwellenmodell folgt. Die
Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen den kirzlich gefassten Entschluss,

mehrfach schwangere Frauen von der Plasmaspende auszuschliel3en.
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7 SUMMARY

Transfusion-related acute lung injury (TRALI) is the leading cause of
transfusion-associated death in the United States and other countries. In about
90% of all TRALI cases, human leucocyte antibodies have been identified in the
implicated blood donor and the cognate antigens were found on the recipients’

blood cells.

Most of these antibodies are HLA class Il antibodies. The corresponding
antigens are usually not expressed on neutrophils or endothelial cells. This fact
excludes a direct activation of neutrophils by these antibodies. Both types of
cells are theoretically able to express HLA class Il molecules on their surface in
an activated state. However, there are no in vivo data proving this. Of note, it

remains unclear how HLA class ll-antibodies can induce TRALI.

Alternative mechanisms leading to TRALI have been proposed, but the
available evidence strongly suggests that donor leucocyte antibodies may

initiate a reaction cascade via monocytes.

In this study, we identify by in vitro and ex vivo experimental methods, human
monocytes as a primary target in HLA class Il induced TRALI. Because of these

findings, monocytes gain a central role in HLA class Il induced of TRALI.

Monocytes become activated with matched HLA class ll-antibodies and are
capable of activating neutrophils which, in turn, lead to a disturbance of the
endothelial barrier. In our ex vivo rodant model, HLA class Il antibody-
dependent monocyte activation induced a severe pulmonary edema in a
relevant period of time, whenever neutrophils are present and the endothelium

was preactivated by LPS.

Our experimental data suggest that in most TRALI cases, monocytes are
cellular key players, because HLA class Il antibodies induce TRALI by a
reaction cascade, which starts with an activation of monocytes.

Furthermore, our data support the previous assumption that TRALI
pathogenesis follows a threshold model. The experimental data of this work
support the current decision to avoid plasma from immunized donors, such as

women with a history of pregnancy, from future donation.
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10 ANHANG
10.1 Histologische Untersuchung

Einige ausgewahlte Lungen wurden im direkten Anschluss des ex vivo
Experimentes, noch im Kreislauf befindlich, mit Formaldehyd (4,5%; pH7,2)
durch die Trachea perfundiert. Die Fixation fand Gber Nacht im Kihlraum statt.
Die Gewebeproben wurden anschlieBend in Parafin gebettet und

Gewebeproben von 5 um Schnittdicke angefertigt.

Die Hematoxylin-Eosin-Farbung der Praparate fand im Institut fir Pathologie
der Universitatskliniken des Saarlandes (Homburg/Saar) unter der Leitung von
Herrn Prof. Dr. Bohle statt.

10.1.1 Ergebnisse der histologischen Untersuchung

Die Ergebnisse der histologischen Schnitten zeigen, dass eine vermehrte
Leukozytenansammlung im Lungenkapillarbett der Ratte in den Versuchen mit
neutrophilen Granulozyten und positivem Monozytentberstand (B) und in der
Versuchsreihe mit neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Plasma, dessen
HLA Klasse lI-Antikérper zu den Antigenmerkmalen der Monozyten passten, zu

erkennen ist (D).

Die Lungen der Versuchsreihe mit Neutrophilen und negativen
Monozyteniberstand (A), als auch die Lungen, welche mit Neutrophilen,
Monozyten und Plasma, dessen HLA Klasse IlI-Antikbrper nicht zu den
Monozytenmerkmalen passten ©), wiesen deutlich weniger

Leukozytenansammlungen auf (siehe Abb.12).

Da die Ergebnisse zur Bewertung nicht herangezogen wurden, sind diese nur

im Anhang ausgefuhrt.
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Abb.12:  Leukozyten im  Kapillarbett der perfundierten  Lungen,
Rattenlungenmodell

(A) Granulozyten mit ,unmatch* Uberstand, (B) Granulozy  ten mit ,match* Uberstand,
(C) Granulozyten und Monozyten mit HLA Klasse II-An  tikérpern, welche nicht zum
Merkmal der Monozyten passen, (D) Granuloyten und M onozyten mit

merkmalspassenden HLA Klasse II-Antikdrpern
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10.2 Zytokinproduktion nach der Zugabe von adsorbie rtem Plasma im
ELISA-Testverfahren

Alle Zytokinbestimmungen (Interleukin 8, GRO alpha, TNF alpha) anhand der
ELISA-Methode, wurden vergleichend mit einem merkmalspositiven Plasma,
welches zuvor eine hohe Zytokinausschittung des Monozyten hervorgerufen
hat und der adsorbierten Variante dieses Plasmas nochmals durchgefihrt. Die
Adsorption erfolgte mit Protein G. Daraufhin wurde die IgG-Konzentration
kontrolliert.

Da die Ergebnisse zur Bewertung nicht herangezogen wurden, sind diese nur

im Anhang ausgefuhrt.

10.2.1 Ergebnisse des ELISA-Testverfahrens

Die Ergebnisse zeigen, dass die Zytokinkonzentrationen nach erfolgter
Adsobtion geringer ausfallen. Dies gilt sowohl fur die Zytokinkonzenztationen
nach Inkubation mit DR 52 als auch mit DR7. Da dieser Versuch nur einmalig
durchgefuhrt wurde, wurden die Ergebnisse nicht zur Bewertung herangezogen

und daher nur im Anhang zu finden.

Tabelle 1:Zytokinkonzentrationen nach Adsorbtion

DR52 DR52 DR7

(pg/ml) adsorbiert(pg/ml) DR7(pg/ml) | adsorbiert(pg/ml)
GROalpha 10.086 383 1210 0
IL-8 8.000 0 2600 0
TNFalpha 179 0 230 0
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10.3 Liste der Vorabveroéffentlichungen aus dieser D issertationsschrift
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Bein G, Santoso S, Weissmann N

Mechanism of transfusion-related acute lung injury induced by HLA class I

antibodies.

Blood 2011; 117:669-77.

Die Kandidatin hat zudem Ergebnisse zu folgenden Arbeiten beigetragen:

Sachs UJ, Link E, Hofmann C, Wasel W, Bein G

Screening of multiparous women to avoid transfusion-related acute lung injury:

a single center experience.

Transfus Med 2008; 18:348-54.

Sachs UJ, Weissmann N, Wasel W

Supernatants from stored leukodepleted packed red blood cells regularly exhibit
changes in their (lyso-) phosphatitdylcholine composition and do not cause

TRALI in an ex vivo rat lung model.

Vox Sang 2010; 99:456.
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