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1 Einleitung

1.1 Definition

Es war 1951, als der erste, spiter einem Transfusions-assoziierten akuten Lungenversagen
(transfusion related acute lung injury, TRALI) zugeschriebene Fall veroffentlicht wurde
{Barnard, 1951}. 1968 beschrieben Ward et al. eine Transfusionsreaktion mit Einbeziehung
der Lunge und stellten eine Verbindung zu Anti-Leukozyten-Antikérpern her {Ward,
1968}. 1983 berichtete Popovsky von fiinf Fillen mit dhnlichem Verlauf eines akuten
Lungenversagens nach Transfusion und fiihrte den Begriff TRALI ein {Popovsky, 1983}.

1.1.1 Epidemiologie

Die Gefahr, ein TRALI zu entwickeln, wird mit 0,02 % pro tibertragenes Blutprodukt oder
mit 0,16 % pro mit Transfusion behandeltem Patienten angegeben {Popovsky, 1983}.
Erythrozytenkonzentrate, Vollblut, Frischplasma (fresh frozen plasma), Pliattchen, Granulo-
zyten, Immunglobuline und Stammzellen werden mit TRALI in Verbindung gebracht
{Menitove, 2007} ; mit Albumin ist noch kein Fall bekannt.

Bei 8 % aller Transfusionsreaktionen und 13 % aller fatalen transfusionsassoziierten Reak-
tionen ist TRALI der auslosende Faktor {Wallis, 2007}. TRALI gilt als dritthdufigste
Ursache fiir transfusionsassoziierte Todesfdlle und in manchen Studien wird es als der
haufigste Grund beschrieben. Die Mortalitidt wird mit 5 bis 10 % angegeben {Engelfriet,
2001, Popovsky, 1992, Popovsky, 1985}. Die Geschlechterverteilung ist ausgeglichen und
die meisten Berichte beziehen sich auf Erwachsene, selten findet man Aussagen zu
Erkrankungen von Kindern und Kleinkindern. Das mittlere Alter bei Diagnose betrdgt 54
Jahre und das mittlere Alter fiir ein tddlich verlaufenes TRALI wird mit 58 Jahren
angegeben {Leach, 1998}.

1.1.2 Klinik

TRALI ist charakterisiert durch eine pldtzlich einsetzende Verschlechterung der respirato-
rischen Funktion, typischerweise 1 bis 6 Stunden nach Beginn einer Transfusion. Einige
wenige Félle von TRALI wurden mit wesentlich spiterem Beginn mit bis zu 48 Stunden

nach Transfusion beobachtet {Moore, 2006}. Bei fast jedem Patienten mit TRALI tritt
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Dyspnoe oder eine respiratorische Verschlechterung auf, die eine Sauerstoffversorgung

erfordert. 70 % der Patienten miissen mechanisch beatmet werden. Zyanose und Fieber sind

hiufige Begleiterscheinungen, Hypotension besteht bei der Mehrzahl der Fille, Hyper-

tension der systemischen Zirkulation ist uniiblich {Popovsky, 1985}. Die aktuellen

Konsensus-Stellungnahmen betonen, dass andere Ursachen von akutem Lungenversagen

ausgeschlossen werden miissen, um die Diagnose TRALI zu stellen (Lungenddem aufgrund

von Linksherzversagen, Pneumonie, Vorhofflimmern, zirkulatorischer Fliissigkeits-Over-

load, allergischer oder anaphylaktische Reaktion, etc.). Viele Konsensuskonferenzen haben

diagnostische Kriterien vorgeschlagen (EHN, NHLBI). In der Tabelle 1 sind die aktuellen

diagnostischen Kriterien der amerikanisch-europédischen Konsensus-Konferenz (AECC)

genannt {Kleinman, 2004}:

Kriterien der amerikanisch-europdischen Konsensus-Konferenz:

TRALI und mogliche TRALI

1. TRALI
a. ALI (akutes Lungenversagen) bewiesen durch
i. akuter Beginn
ii. Hypoxédmie
Pa0,/FiO; <300 oder SpO; < 90 % bei Raumluft (Forschungseinrichtung)
Pa0,/Fi0, <300, SpO, <90 % bei Raumluft
oder andere klinische Evidenz von Hypoxémie
iil. bilaterale Infiltrate auf der ap-Rontgenthoraxaufnahme ohne Kardiomegalie
iv. Ausschluss einer linksatrialen Hypertonie (PCWP < 18 mmHg)
b. Ausschluss eines bereits bestehenden ALI vor der Transfusion
c. Beginn wihrend oder bis zu 6 Stunden nach der Transfusion
d. keine zeitlicher Zusammenhang zu einem alternativen Risikofaktor fiir ALI
(zirkulatorischer Fliissigkeits-Overload, Vorhofflimmern, etc.)

2. Mogliche TRALI
a. ALI
b. keine vorbestehende ALI vor der Transfusion
c. Beginn wihrend oder bis zu 6 Stunden nach der Transfusion
d. eine sichere temporale Verbindung zu einem alternativen Risikofaktor fiir ALI

Tabelle 1: TRALI Kriterien der AECC
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1.1.3 Therapie

Die Tatsache, dass Episoden von TRALI generell auf eine Dauer von 24 - 48 Stunden
begrenzt sind, mag dazu beitragen, dass in einigen Féllen der Zustand des Patienten sich
spontan so weit gebessert hat, dass die Diagnose erst retrospektiv klar gestellt werden
konnte {Moore, 2006}. Bis heute gibt es keine randomisierten, kontrollierten Studien zur
Therapie eines TRALI Somit ist das therapeutische Management eines TRALI supportiv.
Es ist dhnlich dem eines Patienten mit pulmonalem Odem, das mit einer Schrankenstérung
einhergeht. Ca. 72 % werden intubiert beatmet {Popovsky, 1985}. Die optimale
Beatmungs-einstellung sollte lungenprotektiv sein, d.h. es sollten kleine tidal volumes
benutzt werden {Toy, 2004}. Die systemische Hypotension ist meistens durch intravendse
Fliissigkeitsgabe allein zu losen, teilweise — besonders bei verldngerter oder bei besonders
schwerer systemischer Hypotension — sind auch Vasopressoren angezeigt {Swanson,
2006}. Die Empfehlung, intravendse Flissigkeiten zu verabreichen, unterstreicht die
Wichtigkeit der differentialdiagnostischen Abgrenzung zum Linksherzversagen oder zum
Fliissigkeits-Overload von der Entitit TRALI {Levy, 1986}. Uber den Gebrauch von
Kortikosteroiden wird oft berichtet, aber es gibt keine rechtfertigende Datengrundlage, die
diese Aussage widerlegt oder unterstiitzt. Einen Vorschlag fiir ein therapeutisches

Vorgehen gibt dieser Algorithmus aus der Publikation von Toy und Gajic an {Toy, 2004}:

1. Sofortiges Abbrechen der Transfusion

2. Symptomatische Therapie

3. Im Fall, dass der Patient intubiert ist, sofort unverdiinnte Odemfliissigkeit gewinnen
(am besten innerhalb der ersten 15 Minuten) und gleichzeitig Blutplasma fiir die
Bestimmung der totalen Plasmaproteinkonzentration gewinnen

4. Blutbild mit Differentialblutbild gewinnen und Rontgenthoraxaufnahme durchfiihren

5. Die Blutbank iiber eine mogliche Transfusionsreaktion informieren und andere
Erythrozytenkonzentrate anfordern, zusatzlich die noch gelagerten
Erythrozytenkonzentrate vom selben Spender sicherstellen

6. Die internen Betriebsanweisungen fiir Transfusionsreaktionen befolgen, zur Blutbank
folgende Materialien schicken:
e Patienten-Vollblut

e die in den letzten 6 Stunden transfundierten Erythrozytenkonzentrate
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e die Dokumentationsbogen der Erythrozytenkonzentrate mit zeitlichem Ablauf

sicherstellen und die HLA-Typisierung des Patienten dokumentieren

1.1.4 Spatfolgen

Patienten, die die initiale Episode iiberstanden haben und deren Lungenfunktion wieder
hergestellt ist, scheinen im Langzeitverlauf eine Lungenfunktion von Patienten zu haben,
die niemals ein TRALI erlitten. Spatschidden des Lungenparenchyms wie Fibrose oder

andere strukturelle Schiden als Konsequenz eines TRALI wurden nicht berichtet

{Swanson, 2006} .

1.2 Leukozyten Immunologie

Wie weiter oben ausgefiihrt, werden in der Mehrzahl der Félle Leukozyten-Antikorper im
Spenderblut als Ursache eines TRALI gefunden. Aus diesem Grund werden im Folgenden
Studien beschrieben, die Antikdrper gegen humane Leukozyten-Antigene (HLA) aus
Spenderblut als Ausldser einer TRALI-Reaktion beschreiben. Immunglobuline binden iiber
thren Fc-Teil an Effektor-Zellen. Es gibt verschiedene Fc-Rezeptoren auf der
Zelloberfliche von Immunzellen. Neutrophile besitzen die Fc-Gamma-Rezeptoren Typ 1I

und III. Diese sind charakterisiert worden als CD 32 und CD 16.

1.2.1 HLA-Klasse 1-Antikorper

Klasse 1 und Klasse 2 Leukozyten-Antigene sind eine Gruppe von Glykoproteinen, die auf
der Oberfldache von verschiedensten Zellen und Geweben gefunden werden {Curtis, 2006} .
HLA-Klasse 1-Molekiile tragen die A-, B- und C-Antigene und finden sich auf der
Oberflache von Thrombozyten, den meisten kernhaltigen Zellen des Korpers (so auch
Lymphozyten, Granulozyten, Monozyten) und Zellen aus verschiedenen anderen Geweben.
HLA-Klasse 2 Molekiile tragen die D-, DR- und DQ-Antigene und werden kontinuierlich
nur auf B-Lymphozyten und Zellen der Monozyten-Makrophagen-Linie sowie auf T-
Lymphozyten exprimiert. Andere Zellen tragen dieses Molekiil nur temporir nach
Stimulation {Curtis, 2006} .

Die hohe Privalenz von HLA-Antikdrpern in Blutprodukten, die im Zusammenhang mit
einem TRALI stehen, passt zu der Beobachtung, dass die Hauptzahl der Blutspender

Frauen sind, die durch mehrere Schwangerschaften gegen fetale Antigene sensibilisiert
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worden sind. Allerdings ist es auch so, dass viele Blutprodukte von Multipari-Frauen, die
ebenfalls diese Antikorper enthalten, nicht zu einer TRALI Reaktion fithren. Die Abbildung
6 aus Curtis et al. zeigt die relative Haufigkeit von reaktiven Antikorpern im Serum von

Blutspendern im Zusammenhang eines TRALI {Curtis, 2006} :

N=415

NRA pos.

HLA pos.

NRA u HLA pos.
NRA u HLA neg.

ooon

Abbildung 1: Haufigkeit von HLA- und Neutrophilen reaktiven Antikorpern (NRA) im Serum von Blutspendern
bei einem TRALI. HLA-Klasse 1 und 2 -Tests wurden durch Durchflusszytometrie detektiert, aus {Curtis, 2006}

1.2.2 HLA-Klasse 2-Antikorper

Die erste Ubersicht iiber HLA-Klasse 2-Antikdrper bei TRALI wurde 2001 von Kopko et
al. veroffentlicht, wobei er in 11 von 17 TRALI-Féllen diese Antikorper fand {Kopko,
2001}. Neutrophile scheinen die Haupt-Effektorzellen in der TRALI-Reaktion zu sein.
Neutrophile tragen HLA-Klasse 1-Antigene, allerdings im Ruhezustand keine Klasse 2-
HLA.

1.2.3 Neutrophilen-spezifische Antikorper

Aktuell sind sieben Neutrophilen-Antigene, die auf 5 verschiedenen Glykoproteinen ge-
tragen werden, komplett oder partiell charakterisiert und nach der humanen Neutrophilen-
Antigen-Nomenklatur benannt. Eine Ubersicht der Antigene mit den dazugehérigen Glyko-

proteinen, Allelen und den Haufigkeiten zeigt die Tabelle 2 nach Curtis et al.:
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Alloantigen Antigen-Haufigkeit Glykoprotein Allele
(bei Kaukasiern), %

HNA-1la (NA1) 54 FeyRIlIb, CD16 FCGR3B*01
HNA-1b (NA2) 88 FeyRIlIb, CD16 FCGR3B*02
HNA-1c (SH) 5 FcyRIIIb, CD16 FCGR3B*03
HNA-2a (NB1) 97 CD177 CD177*01
HNA-3a (5b) 97 nicht bekannt nicht bekannt
HNA-4a (Mart) 92 MAC-1, CD11b CD11B*1
HNA-5 (OND) 99 LFA-1,CDlla CDI11A*1

Tabelle 2: Humane Neutrophilen Alloantigene, aus {Curtis, 2006}

Antikorper gegen Neutrophilen-Antigene sind in vielen Bereichen der klinischen Medizin
relevant: Sie werden mit dem TRALI, der Neugeborenen Neutropenie und der febrilen
Transfusionsreaktion in Zusammenhang gebracht. Es wurde iiber TRALI-Félle mit Anti-

korpern gegen die Antigene HNA-1A,-1B,-2A und -3A berichtet.

1.2.4 NB1

NB1 wurde initial 1971 beschrieben als ein Neutrophilen-spezifisches Antigen im Falle
einer neonatalen Alloimmunneutropenie {Lalezari, 1971}. In der jiingeren Vergangenheit
ist NB1 in die Nomenklatur der human neutrophilen Antigene (HNA) aufgenommen
worden als HNA-2a. Das Antigen-tragende NB1-Glykoprotein wurde als CD177 geclustert.
Eine charakteristische Eigenschaft von NBI1 ist die Tatsache, nur auf einer Subpopulation
der Neutrophilen eines NB1-positiven Menschens exprimiert zu werden, die zwischen 0
und 100 % variieren kann {Goldschmeding, 1992, Stroncek, 1998b}. NB1 wird auf den
Neutrophilen von 97 % aller Kaukasier, 95 % der Afroamerikaner und 88 % der Japaner
exprimiert {Bierling, 1990, Bux, 2000, Clay, 1994, Matsuo, 2000, mccutiough, 1989} .
Antikorper gegen NBI sind mit einer Vielzahl von verschiedenen Krankheiten assoziiert,
u.a. der alloimmunen neonatalen Neutropenie, der Autoimmun-Neutropenie, der
Immunneutropenie nach Knochenmarkstransplantation, der Medikamenten induzierten
Immunneutropenie und dem TRALI {Bux, 1996, Eastlund, 1992, Leger, 1999, Stroncek,
1994a, Stroncek, 1993a, Stroncek, 1993b}.

Innerhalb der NB1-Sequenz sind drei potentielle N-Glykosylierungsstellen gefunden wor-
den, die passend wiren zur biochemischen Charakterisierung des NB1-Proteins als ein
Glycoprotein {Kissel, 2001}. Zusétzlich wurde am C-terminalen Ende der NB1-Sequenz
ein GPI-Signal gefunden, das die bereits berichtete GPI-Verbindung zur Plasmamembran

bzw. zur Granulamembran unterstiitzt {Goldschmeding, 1992, Skubitz, 1991}.
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Homologiesuchen bezogen auf {iberlappende Proteinmotive und Proteindominen
erbrachten Homologien zu den Ly-6 (uPAR) Doménen, die gut charakterisiert sind fiir die
uPAR/CDS59/Ly-6-Schlangengift-Superfamilie, die verschiedene biologische Funktionen
innehat.

Ahnliches wird fiir NB1 berichtet. Es wird ebenso exprimiert auf der neutrophilen Plasma-
membran und auf intrazelluldren Granula {Goldschmeding, 1992}. Nach Stimulation mit
fLMP in vitro und Aktivierung mit G-CSF in vivo wird die NB1-Expression hochreguliert
{Goldschmeding, 1992, Stroncek, 1998a}. Adhédsionsstudien deuten auf eine Rolle in der
Granulozyten-Endothelzell-Interaktion hin {Stroncek, 1994b}.

1.3 Pathophysiologie des TRALI

Die Pathophysiologie eines TRALI ist nicht umfassend geklirt. Es gibt jedoch Ahnlich-
keiten zum akuten Lungenversagen (ARDS, acute respiratory distress syndrome).
Besonders auffillig ist bei beiden Krankheitsbildern die Rolle der neutrophilen Granulo-
zyten (PMN). Ein Uberblick iiber die Pathophysiologie des ARDS hilft auch beim Ver-
stehen der TRALI-Pathophysiologie.

1.3.1 Pathophysiologie des ARDS

Seit der ersten Beschreibung des ARDS 1967 {Ashbaugh, 1967} spielen Neutrophile in
pathogenetischen Modellen eine zentrale Rolle.

Die physiologische PMN-Funktion beinhaltet das Recruitment zu Gebieten von
Inflammation, Aktivierung von vaskuldren endothelialen Zellen, Freisetzung von
Chemokinen, Binden von PMN an endotheliale Zellen, Diapedese, Phagozytose von
Bakterien und die Freisetzung von Sauerstoffradikalen und Enzymen {Silliman, 1999}.
Wenn diese Prozesse gestort sind, wie es beim ARDS der Fall ist, kann es zur Sequestration
von Neutrophilen kommen {Thiel, 1996}. Diese sequestrierten Neutrophilen setzen
toxische Sauerstoffradikale und proteolytische Enzyme nach extrazelluldr frei, die
endotheliales Gewebe zerstoren, die Gewebepermeabilitit steigern und extravasale
Fliissigkeitsakkumulation, z.B. in pulmonalen Alveolen, herbeifiihren {Murakami, 1995,
Puneet, 2005}. Ein Schema aus der Publikation von Puneet et al. ist in Abbildung 2
aufgefiihrt. Sie zeigt die Phasen der Neutrophilen-Rekrutierung ins pulmonale Interstitium
und zum Alveolarraum. Die Wirkungen der Chemokine und Zytokine sind den

Kompartimenten zugeordnet dargestellt.
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Abbildung 2: Polymorphkernige Leukozyten (PMN)-Chemotaxis im ARDS. {Puneet, 2005}

Die Aktivierung von Neutrophilen fiihrt zur Stimulation der NAPDH-Oxidase, die freie
Sauerstoffradikale produziert. Diese oxidative Reaktion kann zur Freisetzung von toxischen
Sauerstoff-Metaboliten, Arachidonsdure-Derivaten, des Pléittchen-aktivierenden Faktors
(PAF) und verschiedenen Proteasen fithren {Boxer, 1990}. Substanzen, die diese Reaktion
induzieren, sind u. a. PAF selber, Interleukin 1 (II-1), Tumor-Nekrose-Faktor (TNF),
Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (G-CSF), Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie stimulierender Faktor GM-CSF und bakterielle Lipopolysaccharide (LPS). Der
aktivierte Neutrophile produziert auch biologisch aktive Mediatoren, z. B. Thromboxan a 2

(Txa 2) und Endothelin 1 (ET-1) {Puneet, 2005}.

Auch beim TRALI findet man eine Granulozyten-vermittelte Inflammation und ein pulmo-
nales Odem, sodass gefolgert werden kann, dass viele Parallelen zwischen TRALI und
ARDS bestehen. Unterschieden werden bei der TRALI die Antikdrper vermittelte
(immunologische) Form und die Form, bei der keine Antikdrper nachgewiesen werden

konnen {Bux, 2005}.
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Im Folgenden sind zwei Modelle dargestellt, die zur Pathophysiologie des TRALI

aufgestellt wurden:

1.3.2 Popovsky's immunvermitteltes Modell

In diesem Modell beschreibt Popovsky, dass Spender-Antikdrper und weniger hiufig
Empfinger-Antikorper eine Immunreaktion erzeugen, die die Leukozyten-Antigene zum
Ziel haben {Popovsky, 1983}. Losliche zirkulierende Antikorper-Antigen-Komplexe
aktivieren Komplementfaktoren in der Lunge und fordern den Neutrophilen-Einstrom. Die
Akkumulation von Neutrophilen fiihrt zur Schadigung der Mikrovaskulatur und zum
Extravasat von proteinreicher Fliissigkeit in den Alveolarraum und ins Interstitium, dhnlich
dem Pathogenese-Modell von ARDS.

Empfangerantikorper werden wesentlich seltener mit einem TRALI in Verbindung gebracht
als Spenderantikorper. Diese Beobachtung stimmt mit der Dosisabhédngigkeit des Effektes
von Leukozyten iiberein, da ein wesentlich groBerer Leukozytenpool im Empfanger vor-
herrscht als durch die Transfusion zugefiigt wird {Swanson, 2006} .

Seeger et al. haben in einem ex vivo-Kaninchenlungenmodell zur Untermauerung der
Popovsky-These beigetragen {Seeger, 1990}. Hierbei wurden isoliert perfundierte Kanin-
chenlungen mit Antikorpern gegen das 5SB-Neutrophilen-Antigen und mit Neutrophilen, die
das 5B-Antigen exprimierten, perfundiert. Infolge der Infusion wurde ein signifikanter
Anstieg der vaskuldren Permeabilitét registriert. Zusétzlich konnten in den Neutrophilen der
Lungen hohere Konzentrationen an Arachidonsiure und deren Lipoxygenase-Produkten
gemessen werden {Seeger, 1990}.

Sachs und Kollegen konnten 2006 ebenfalls zur Bekriftigung des Popovsky-Modells
beitragen. In einem ex vivo Rattenlungenmodell untersuchten sie den Einfluss von Anti-
HNA-2a-Antikorpern auf die Entwicklung eines TRALIL Dem Perfusat wurden Leukozyten
von hochexprimierenden versus niedrigexprimierenden (CD177) Individuen zugefiigt und
mit humane Neutrophilen-Antigen-2a-Antikoérper oder Kontrollantikdrpern stimuliert. In
der Gruppe von Tieren, die Leukozyten von niedrigexprimierenden Individuen im Perfusat
hatten, fiihrte eine Gabe von anti-HNA-2a-Antikorpern zu keiner wesentlichen
Verdnderung des kapilldren Filtrations-Koeffizienten oder des Lungengewichts.
Wohingegen die anti-HNA-2a-Gabe bei Rattenlungen, die Leukozyten von
hochexprimierenden Individuen im Perfusat fiihrten, eine starke und rasche Zunahme

sowohl des Gewichts als auch des kapilldren Filtrations-Koeffizienten herbeifiihrte. Die
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Zugabe von fMLP beschleunigte den Prozess der TRALI-Entwicklung. fMLP fiihrte, wenn
auch zogerlicher, bei den Rattenlungen mit niedrigexprimierenden Leukozyten ebenfalls zu
einer TRALI {Sachs, 2006} .

Die wesentlichen Kritikpunkte an Popovsky’s Modell zur Pathogenese eines TRALI sind,
dass nicht in allen Féllen eines TRALI Antikdrper gemessen werden konnen. Auflerdem
fithrt nur ein sehr geringer Anteil von Blutprodukten, die Antikorper enthalten, zu einem
TRALL

Ein alternatives Modell der Pathogenese wurde durch Silliman im folgenden Absatz

beschrieben:

1.3.3 Silliman’s ,Two-Hit“-Modell

1992 stellte Silliman das 7Two-Hit-Modell fiir das TRALI auf. Der erste Hit ist ein
physiologischer Vorgang, der das pulmonale Endothel aktiviert. Des Weiteren fordert der
erste Hit die Voraktivierung (priming) und die Adhision von Neutrophilen, was diese in
einen hyperaktiven Zustand versetzt {Silliman, 2003, Silliman, 1997, Silliman, 1998}. Der
zweite Hit ist ein Ereignis, das die Neutrophilen aktiviert und zur Freisetzung von zyto-
toxischen Faktoren und zur Zerstérung des Endothels mit kapillirem /eakage fiihrt.
Silliman schlug unter anderem folgende Moglichkeiten fiir den first hit vor: Sepsis,
Herzerkrankungen, Traumata oder hamatologische Erkrankungen. Der zweite Hit be-
inhaltet die Konfrontation mit biologisch aktiven Substanzen aus dem transfundierten Blut
wie Lysophosphatidylcholine (lyso-PCs), Interleukin 6 und 8 (IL-6 und IL-8) {Silliman,
2003, Silliman, 1997, Silliman, 1998}. Silliman testete seine "Zwei-Hit-Hypothese" am
Modell der perfundierten Rattenlunge, wobei er die Neutrophilen mit LPS inkubierte. Im
Anschluss daran transfundierte er Blutprodukte am Tag des Verfallsdatums und benutzte
zum Vergleich frisch gefrorenes Plasma bzw. frisch gewonnene Blutprodukte. Nur die
Gruppe, in der die Neutrophilen mit LPS voraktiviert waren und der das dltere Blut
transfundiert wurde, reagierte mit einem signifikanten Anstieg des pulmonal-arteriellen
Drucks und einem pulmonalen Odem. Zusitzlich konnte Silliman zeigen, dass in vitro
wiederum nur altes Blut in der Lage war, die Neutrophilen-NADPH-Oxidase zu aktivieren

{Silliman, 2007, Silliman, 1998} .

In Abbildung 3, modifiziert nach Swanson et al. {Swanson, 2006}, werden die beiden

Modelle zur Pathophysiologie des TRALI gegeniibergestellt:
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1.Das Neutrophilen-
Antigen im
Empfénger reagiert
mit dem Antikorper
des Spenderblutes.

2. Der Antigen-
Antikérperkomplex
fiihrt zur Neutro-
philen-Aktivierung
und zur Freisetzung
von Zytokinen
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Silliman‘s Two Hit Model
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passiert: z. B.
Traumata, Sepsis
u.s.w. und fihrt zum
Neutrophilen-Priming

2. Der zweite Hit
findet statt: z.B.
Transfusion von
Blutprodukten, die
aktivierende
Substanzen enthalten
wie z. B. Lyso-PC

3. Die voraktivierten Neutro-
philen interagieren mit dem
Lyso-PC und fiihren damit
zu einer endothelialen
Aktivierung, zum Endothel-
schaden und zur Frei-
setzung von Zytokinen.
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Abbildung 3: Schematische Gegeniiberstellung der pathophysiologischen Modelle des TRALI, modifiziert nach
{Swanson, 2006}
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1.4 Granulozytiare Mechanismen der Inflammation

1.4.1 Phagozytose

Polymorphkernige neutrophile Leukozyten spielen eine entscheidende Rolle bei der
initialen Abwehr gegen Bakterien, Pilze und Protozoen. Die durch die Neutrophilen
erbrachte Abwehrreaktion umfasst mehrere Schritte: Erstens die initiale Adhision von
zirkulierenden Neutrophilen an das aktivierte vaskuldre Endothel, die folgende Extra-
vasation und Migration der Neutrophilen zum inflammatorischen Fokus und schlie8lich die
Elimination der Mikroorganismen durch Phagozytose und Abgabe von reaktiven
Sauerstoffmetaboliten und Proteasen {Edens, 2003}. Zu diesen Mechanismen gehdren im
Wesentlichen die Fusion von zytoplasmatischen Granula und sekretorischen Vesikeln mit
dem Phagosom. Die verschiedenen Granula enthalten nicht nur antimikrobiell wirksame
Proteine, Proteasen und Komponenten der respiratory burst Oxidasen, sondern auch eine
gro3e Zahl von Rezeptoren fiir den Adhésionsprozess, extrazellulire Matrix-proteine und
Mediatoren fiir die Inflammation. Die kontrollierte Mobilisation dieser zytoplasmatischen
Organellen erlaubt die Transformation von einem passiv durch die Blutbahn zirkulierenden
Neutrophilen zu einem effektiven Werkzeug der angeborenen Immunitit {Faurschou,
2003}.

Zusitzlich tragen polymorphkernige Neutrophile Granulozyten (PMNs) zum Recruitment,
zur Aktivierung und zur Programmierung von antigen-prasentierenden Zellen bei. Die hier-
bei abgegebenen chemotaktischen Signale ziehen Monozyten und dendritische Zellen an
und beeinflussen, ob die Makrophagen zu pro- oder antiinflammatorischen Zellen werden.
Gleichzeitig erzeugen Neutrophile Signale, die deren eigene iiberschieBende Akkumulation
und tiberschieBende Aktivierung unterdriicken. Sie konnen ihren eigenen Tod (Apoptose)
herbeifiihren und sie locken Makrophagen an, um den Schaden am korpereigenen Gewebe
gering zu halten bzw. reparieren zu lassen {Moraes, 2003}. Eine iiberschieBende PMN-
Aktivierung mit Sekretion dieser toxischen Mikrobizide nach extrazelluldr, fiihrt dem

entgegen zur Degradierung extrazelluldrer Matrix und Gewebeschidigung.

1.4.2 Neutrophile Granula und sekretorische Vesikel in der Inflammation
Die Neutrophilen migrieren entlang eines Konzentrationsgradienten zum Wirkort, um dort

zwei Gruppen von Granula zu entleeren und eine Angriffs- bzw. Verteidigungskaskade an

12
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der Plasmamembran zu aktivieren. Sie sezernieren nukledre Proteine und schlieBlich ihr
eigenes Zytosol, zum Zweck der antimikrobiellen Verteidigung {Nathan, 2006}. Eine
Uber-sicht zeigt das Schema von Nathan et. al. {Nathan, 2006} in Abbildung 4:

Abbildung 4: Neutrophilen Granula und weitere anti-mikrobiologische Mechanismen {Nathan, 2006}

Die mikrobioziden Produkte kommen von vielen Kompartimenten der Neutrophilen:
Azurophile Granula (auch primére Granula), spezifische Granula (auch sekundire Granula)
und tertidre Granula, Plasma und Phagosomalmembran, dem Kern und dem Zytosol: BPI
(bakterizides Permeabilitit steigerndes Protein), H,O, (Hydrogenperoxid), HOBr (hypo-
brome Sdure), HOCI (hypochlore Saure), HOI (hypoiodische Saure), MMP
(Matrixmetalloproteinase), 'O, (singulédrer Sauerstoff), O, (Superoxid), O3 (Ozon), ‘OH-
(Hydroxylradikaler), Phox (Phagozytenoxidase).

Die im Ablauf der Inflammation ersten Granula, die entleert werden, sind Peroxidase-
negativ, hierzu zéhlen die spezifischen Granula (auch sekundire Granula) und tertifiren
Granula (auch Gelatinasegranula). Diese enthalten verschiedene Proteine, die zum Teil in
beiden Granula enthalten sind {Faurschou, 2003}. Hierzu zéhlen die Proteine Lactoferrin,
Lipocalin, Lysozym und LL37. LL37 ist ein chemotaktisches und antimikrobiell wirksames
Peptid, das durch die Protease 3 aus dem Vorlduferprotein Cathelicidin gebildet wird
(kationisches antimikrobiologisches Protein 18, CAP 18). Ebenso findet man in den
Peroxidase-negativen Granula die Matrixmetalloproteinasen 8, 9 und 25. Diese Matrix-

metalloproteinasen degradieren Laminin, Kollagen, Proteoglykane und Fibronektin. Daher

13
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wird ihnen eine entscheidende Rolle bei der Ermoglichung des neutrophilen Recruitments
und auch bei der Gewebezerstorung zugeschrieben {Selsted, 2005} .

Die zeitlich nichste Phase beinhaltet die Entleerung der Peroxidase positiven und azuro-
philen Granula (auch primire Granula). Diese enthalten u. a. vier a-Defensine und die Mye-
loperoxidase (MPO). MPO bildet aus H,O, die viel aggressiveren und stérker antiseptisch
wirkenden hypochlorischen, hypobromen und hypoiodischen Sauren. Die hypochlorische
Sdure reagiert mit Aminen und bildet dadurch das linger wirksamen Bakterizid Chloramin
{Klebanoff, 2005}. Die priméren Granula entlassen ebenso das gegen gramnegative Bakte-
rien sehr wirksame BPI (bakterizides Permeabilitdt steigerndes Protein) und vier weitere
antibiotische Proteine, die Serprocidine {Campanelli, 1990, Weiss, 1978}. Die Serprocidine
beinhalten drei Serinproteasen: Cathepsin G, die Neutrophilenelastase, die Protease 3 und
ein weiteres homologes Protein, das zwar keine protolytische Aktivitdt mehr besitzt, aber
gleich effizient in der antibakteriellen Aktivitét ist. Es hat sowohl den Namen Azurocidin
als auch kationisches antimikrobiologisches Protein 37 (CAP 37) erhalten {Campanelli,

1990, Pereira, 1990} .

1.4.3 Der respiratorische Burst

Die phagozytire NADPH-Oxidase ist ein aus vielen Komponenten zusammengesetztes
Enzym mit einem Redoxzentrum, das Elektronen vom zytoplasmatischen NADPH in den
Extrazellularraum transferiert.

Die Gesamtreaktion, die durch die NADPH-Oxidase katalysiert wird, kann in der folgenden

Formel zusammengefasst werden:

NADPH + 20, — NADP" +20, + H"

Der Elektronentransfer von NADPH zum Sauerstoff ist ein vielschrittiger Prozess. Die

Elektronen werden sequentiell iiber FAD und Ham transportiert, wie folgende Formel zeigt:
NADPH — FAD — 2 Him — 20,
Obwohl FAD und 2 Ham-Gruppen Teil des Redoxzentrums des Enzyms sind, kann

NADPH diese Proteine nicht binden, bevor nicht eine Assoziation des kompletten Enzyms

stattfindet. Erst dann kann der Elektronentransfer erfolgen.
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Cytochrom B 558, ein Flavohdmprotein ist aus zwei Untereinheiten, gp91°™* und p22™** in
einem 1:1 Verhiltnis aufgebaut {Roos, 2003}. Cytochrom B 558 wird auf den Membranen
der Phagolysosomen sowie auf der Zelloberfldche exprimiert, wenn groBere Vesikel oder
Granula mit Membransystemen wéhrend der Aktivierung fusionieren.

Der Stimulus fiir die Aktivierung ist das Opsonieren von Mikroorganismen oder eine
hohere Konzentration von chemotaktischen Stoffen. Als Teil dieser Aktivierung werden die
drei zytosolischen Komponenten der NADPH-Oxidase, p47°", p67°™* und p40°" ebenso
wie das GTP-bindende Protein an das Cytchrom B 558 gebunden, um dann die komplette
und aktive Form der NADPH-Oxidase zu bilden (Abbildung 5).

Abbildung 5: NADPH Oxidase {Roos, 2003}

Sowohl die Fusion als auch der Elektronenfluss wird reguliert und kann beeinflusst werden
durch bisher drei bekannte kleine GPT-bindende Proteine: Racl, Rac2 und RaplA {Abo,
1991, Knaus, 1991}. Diese Proteine agieren als molekulare Schalter in der Signalkaskade:
inaktiv, wenn sie GDP-gebunden sind und aktiv, wenn GTP an sie bindet. Es sind Rho-
dhnliche GTP-asen, die ihrerseits unter der Kontrolle von Guaninnukleotid-Austausch-
faktoren (GEFs) und GTPase-aktivierenden Proteinen stehen (GAP). Bei Neutrophilen ist
ein Rac-aktivierendes GEF identifiziert worden: p-Rex1, das synergistisch durch Phospho-
inositole und Py-Untereinheiten eines trimerischen G-Proteins aktiviert wird {Welch,

2002},

15



- Einleitung -

RaplA nidhert sich der NADPH-Oxidase phosphorylierungsabhéngig und ist in die Regu-
lationsprozesse eingebunden. Rapl wird aktiviert durch die Stimulation von Neutrophilen
mit Stimuli wie fMLP, PAF und GM-CSF {Gabig, 1995}.

Zusitzlich spielt die Arachidonsédure, die durch die zytosolische Phospholipase A2 von den
Phospholipiden der Plasmamembran abgespalten wird, eine entscheidende Rolle in der
Aktivierung der NADPH-Oxidase {Dana, 1998}. Ob die Arachidonsdure selbst ihren
aktivierenden Effekt auf eine oder mehrere Oxidase-Untereinheiten ausiibt, oder ob die
Lysophospholipide der Plasmamembranen ein giinstiges Mikromilieu fiir die Oxidase her-

stellen, ist bisher unbekannt.

1.4.4 fMLP und seine Rezeptoren

Formyl-Met-Leu-Phe (fMLP) ist ein synthetisches Peptid, das die Wirkung von Bakterien-
peptiden mit formylierten N-terminalen Methioningruppen nachahmt. fMLP ist seit Deka-
den ein herausragendes Modell zum Verstdndnis der Phagozytenfunktion und deren Signal-
wege. fMLP wirkt als Chemokin chemoattraktiv auf Neutrophile und 16st den respiratory
burst aus. Es vermittelt seine Wirkung iiber die Bindung an einen spezifischen Rezeptor.
Hierbei handelt es sich um den formyl-Peptidrezeptor (FPR) bzw. die formyl-peptid dhn-
lichen Rezeptoren 1 und 2 (formyl peptid-like receptor 1/2) {Jesaitis, 1993}.

Die Rezeptoren gehdren zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR; G-
protein linked receptors). Nach Binden des Liganden an den Rezeptor dissoziieren die -
und y-Untereinheiten von der a-Untereinheit des G-Proteins ab. Die dissoziierte /y-Unter-
einheit aktiviert direkt eine Signalkaskade, die unter anderem die PI-3-K (Phosphoinositol-
3-Kinase) und die PI-4,5-K (Phosphoinositol-4,5-Kinase) beinhaltet, die unterschiedliche
Phosphoinositole herstellen. Diese Phosphoinositole inaktivieren Gelsolin und CapZ, die in

der Folge keine freien Endungen barbed ends mehr verkappen konnen {During, 2007} .

Die B- und y-Untereinheiten aktivieren aulerdem die Phosphoinositol spezifische Phospho-
lipase C (PLC), die nach Abspaltung von Membranphospholipiden second messenger
generiert, die die Proteinkinase C aktivieren und die Konzentration an intrazelluldrem
freiem Calcium erhoht {Bokoch, 1995, Thelen, 1993}. Hieriiber werden auch verschiedene
Arten der Phospholipase A2 aktiviert {Hurley, 2008} .

Uber GEFs (Guaninnukleotid Austauschfaktoren) werden kleine GTP-asen wie CDC 42
(cell division cylce 42) aktiviert, die wiederum die Bindung von N-WASP (Wiskott-
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Aldrich-Syndrom Protein-Familie) an Arp2/3 auslésen und dadurch einen Polymerisations-
Kern fiir die Actin Filamente bilden{During, 2007}. Uber den Weg der p38 MAP-Kinase
(Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase) wird unter anderem der Weg der Hsp27 (heat shock

protein 27) zur Actin-Monomer-Freisetzung beschritten.

Diese Zusammenhénge beschreibt sehr iibersichtlich das Schema aus der Arbeit von During

et al. {During, 2007}:

A Chemotactic Receptor to actin Pathways
il r:m —
(1) Heterotrimeric G proteins BY_ @ —— PLC-» Oxidative
Burst

(2) Pl kinases Pl-3K MLK3, TAK

MAPKKKs Pl-4,5 E‘\\ DLK ~a

GEFs MEK 36 LT

(3) Phosphoinositides

small GTPases  pja.4) P2, Pi3A s}P:a\\ Rac p38 MAPK

MAPKKs FI& 5] P2 % MAP K;I:‘I:{ 2/3
(4) Actin regulatory \-"‘t\ A\

Proteins gelsolin. CapZ N-WASP-Arp2/3 Hsp27

B I'ISP.E? G-E_clm
(o]
(&)
'""*“3‘"5 * MhPﬂl AP (]
p38Mapk
Oo
© ﬂn P F-8lctin
G-getin

Abbildung 6: fMLP-Rezeptor: a) Signalweg und b) Interaktion mit Actin aus {During, 2007}.

T = lethal toxin von Bacillus anthracis, MEK = MAP und ERK Kinase,
weitere Abkiirzungen im Text

Auch die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies durch die NADPH-Oxidase wird durch
die Bindung von fMLP an seine Rezeptoren vermittelt. Das ,,Abschalten* der Signal-
Kaskade geschieht durch Bindung der Rezeptoren samt Ligand an das Zytoskelett. Diese
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Bindung ist in manchen Féllen reversibel {Fu, 2004}. Die molekulare Basis fiir die Zyto-
skelett-abhéngige Beendigung des FPR-Signals ist die direkte Beendigung des trans-
membrandsen Signals, wenn der gebundene Rezeptor sich vom signalgebenden G-Protein
durch das Binden an das Zytoskelett abkoppelt. Dieses tritt bereits kurz nach Binden des
fMLP an den FP-Rezeptor ein {Jesaitis, 1993}.

1.4.5 Priming

Der Grad der NADPH-Oxidase-Aktivitdt ist nicht nur abhdngig von dem spezifischen
Stimulus, sondern auch von dem Zustand, in dem sich die aktivierte Zelle befindet. Der
Grad der Aktivitit der NADPH-Oxidase kann durch vorhergehendes Priming verstirkt
werden. Priming impliziert, dass einige Minuten bis zu einer Stunde vor dem eigentlichen
Stimulus ein anderes als das aktivierende Agens die Zelle in einer Konzentration erreicht,
die nicht zur vollstindigen Aktivierung z. B. der NADPH-Oxidase, fithrt {Guthrie, 1984,
Swain, 2002}. Priming geschieht durch Antikorper gegen zelluldre Antigene und durch
eine Vielzahl anderer Makromolekiile wie TNFa und GM-CSF in sehr geringer
Konzentration {Condliffe, 1998, Hallett, 1995}.

Die Mobilisation von priaformierten Rezeptoren aus intrazelluldren Lagerstitten ist ein
wesentlicher Mechanismus des Neutrophilenprimings. Hierbei werden Neutrophilengranula
und sekretorische Vesikel, die die spezifischen Rezeptoren fiir den eigentlich aktivierenden
Stimulus beinhalten, zur Zelloberfliche mobilisiert {Almkvist, 2001, Bylund, 2002}.
Komplementrezeptor 3 (CR3) und Rezeptoren aus der FPR—Familie befinden sich bei den
ruhenden Neutrophilen in spezifischen und in Gelatinase-Granula {Bylund, 2002,

Sengelov, 1994}.

18



- Einleitung -

1.5 Fragestellung

Vor dem oben skizzierten Hintergrund werden in der vorliegenden Arbeit folgende Frage-

stellungen untersucht:

N » s

. Wie ist das NBI-Expressions-Verhalten der Granulozyten der 30 gesunden

Spender?

Aktiviert der Anti-NB1-Antikdrper polymorphkernige neutrophile Granulozyten
direkt?

Konnen Anti-NB1-Antikorper Neutrophile fiir eine verstarkte Antwort auf pro-
inflammatorische Agenzien sensibilisieren?

Ist der gesamte Anti-NB-1-Antikorper fiir die Sensibilisierung notwenig?

Ist diese Sensibilisierung spezifisch fiir bestimmte Neutrophilen-Stimuli?

Ist diese Sensibilisierung spezifisch fiir bestimmte Neutrophilen-Funktionen?
Kommt es nach Anti-NB-1 Gabe zu einer Anderung der fMLP-Rezeptor-

Expression?
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2 Materialien und Methodik

2.1 Materialien

2.1.1 Materialien und Losungen fiir die Zellisolation und Inkubation
e BSA (bovines Serum-Albumin, fettsdurefrei) (Calbiochem, La Jolla, USA)
¢ Ficoll-Paque (Pharmacia, Uppsala, Schweden)

e PBS-/-(sine Cat++ Mgt++)
100ml PBS 10x (sine Ca++ Mg++) (Gibco, Karlsruhe, BRD)
+ 900 ml aqua destillata
+ IN NaOH ad pH 7,4
e PBS +/+ (cum Cat++ Mg++)
100 ml PBS 10 x (cum Cat++ Mg++) (Gibco, Karlsruhe, BRD)
+ 900 ml aqua destillata
+ IN NaOH ad pH 7.4
e Polyvinylalkohol (PVA)
1000 ml 0,9 % NaCl (Pharmacia und Upjohn, Niirnberg, BRD)
+ 10 g PVA (Merck, Darmstadt, BRD )
e aqua ad iniectabilia (Pharmacia und Upjohn, Niirnberg, BRD)

2.1.2 Materialien und Losungen fiir die Elastasemessung
e Substratlosung:
Chromogenes Substrat (S-2484, KabiVitrum, Erlangen, BRD)
25 mg Trockensubstanz
+ 7 ml DMSO (Merck, Darmstadt, BRD)
e Messpuffer:
100 mmol/l Tris-HCI, 960 mmol/l NaCl, pH 8,3
60 ml aqua dest.
+ 1,21 g Tris
+ 5,62 g NaCl
+ 1 M HCl ad pH 8,3
mit aqua dest. auf 100 ml auffiillen
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e Verdiinnungspuffer:
0,1 M Na-Acetatpuffer pH 5,5 mit 0,1 % Tween 20
60 ml aqua dest.
+ 1,2 ml Essigsdure 98 %
+ 1 M NaOH ad pH 5,5
+ 1 g Tween 20

mit aqua dest. auf 100 ml auffiillen

2.1.3 Materialien fiir die FACS-Analytik

e FITC-konjugierter Ziege-anti-Maus-Antikorper (Serotec, Miinchen, BRD)

e NB-1 Antikdrper (freundlich zur Verfiigung gestellt von J.Bux, DRK
Blutspendedienst, Hagen)

¢ Fluorescein-gebundenes fMLP-Analogon (FMLP-lys-FITC), das die fMLP-
Aktivitdt und Bindungs-Eigenschaften erhélt (Peninsula Laboratories, Belmont, CA,
USA)

e Phycoerythrin-(PE) konjugierter Schaf-Anti-Maus IgG (Dako, Hamburg, Germany)

2.1.4 HPLC-Materialien

Authentische Standards:

e Omega-COOH-LTB4, 10 pg in 0,5 ml Methanol (Paesel, Frankfurt/Main, BRD )
e Omega-OH-LTB4, 10 pg in 0,5 ml Methanol (Paesel, Frankfurt/Main, BRD )

e LTB4, 50 pgin 1 ml Methanol (Paesel, Frankfurt/Main , BRD)

e 5-HETE, 10 pg in 0,5 ml Methanol (Paesel, Frankfurt/Main, BRD)

e O-trans-LTB4, 0,2 mg in 0,1 ml Hexan (Merck-Frost, Toronto, Kanada)

e O-trans-epi-LTB4, 0,2 mg in 0,1 ml Hexan (Merck-Frost, Toronto, Kanada)

e 5,6-DiHETE, 0,2 mg in 0,1 ml Hexan (Merck-Frost, Toronto, Kanada)

e 5,6-epi-DIHETE, 0,2 mg in 0,1 ml Hexan (Merck-Frost, Totonto, Kanada)

Losungsmittel:

e Ammoniaksche Losung, 25 %; pro analysi (Merck, Darmstadt, BRD)
e Aqua tridestillata
e Chloroform reinst (Fluka AG, Bern, Schweiz)
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Essigsdure 100 % pro analysi (Merck, Darmstadt, BRD)
Isopropanol pro analysi (Fluka AG, Bern, Schweiz)
Methanol reinst (Fluka AG, Bern, Schweiz)

Sdulenmaterial und Vorsdulen:

2.1.5

Leersdulen 25 cm, Edelstahl (Shandon, Runcorn, UK)

Packungsmaterila Octadecysilyl-Hypersil, Partikelgrofe 5 um (Machery Nagel,
Diiren, BRD)

C18-Silica-Gel-Sdulen, 1 gcm Volumen ( Bond-Elut, Leverkusen, BRD)

Experimentelle Agentien und Pharmaka

Cytochrom C (Sigma, Deisenhofen, BRD)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure-Dinatrium-Dihydrat, Merck, Darmstadt,
BRD)

LDH-Kit zur Lactatdehydogenase-Messung (Boeringer, Mannheim, BRD)
Superoxidedismutase (Sigma, Deisenhofen, BRD)

Trypan-Blau (Boeringer, Mannheim, BRD)

IgG Kontrolle (MOPC-21 ; Sigma, Deisenhofen, BRD)

GM-GSF (Sigma, Deisenhofen, BRD)

fMLP (Sigma, Deisenhofen, BRD)

PAF (Sigma, Deisenhofen, BRD)

A23187 (Sigma, Deisenhofen, BRD)

NB-1 Antikorper (freundlich zur Verfiigung gestellt von J.Bux, DRK
Blutspendedienst, Hagen)

Alle verwendeten Salze und Chemikalien, wenn nicht anders angegeben (Merck,

Darmstadt, BRD).
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2.2 Methodik

2.2.1 Isolierung humaner neutrophiler Granulozyten

Humane neutrophile Granulozyten werden aus peripherem Blut nach der Methode von
Boyum {Boyum, 1976} durch Zentrifugation iiber einen Ficoll-Gradienten gewonnen. Die
Zellisolation wird standardméBig unter sterilen Bedingungen und bei Raumtemperatur (20°

C —25° C) durchgefiihrt. Die Isolationsdauer liegt im Durchschnitt bei ca. zwei Stunden.

Blutentnahme

Fiir die Isolierung humaner PMN wurde EDTA-antikoaguliertes vendses Blut von ge-
sunden Spendern im durchschnittlichen Alter von 25 Jahren verwendet. Die Blutentnahme
erfolgt durch Punktion einer peripheren Vene der Armbeuge mit einer Kantile der GroB3e 19
G. Das Blut wird in eine zuvor mit EDTA-gefiillte Spritze aspiriert, wobei die EDTA-
Endkonzentration 0,125 % betragt.

Ficoll-Gradient

Das so gewonnene Blut wird zunédchst 1:2 mit PBS -/- verdiinnt. 35 ml dieses Gemisches
werden nun vorsichtig mit einer sterilen 50 ml - Polypropylene-Pipette (Falcon) auf 15 ml
Ficoll-Losung, die zuvor in ein 50 ml fassendes steriles Propylene-Réhrchen (Falcon)
vorgelegt wurde, aufgeschichtet. Danach erfolgte ein Zentrifugationsschritt fiir 35 Minuten
bei 400 x g. Durch diese Zentrifugation iiber den Ficoll-Gradienten wird eine Auftrennung
von thrombozytenreichen Plasma, mononukledren Zellen (Mono- und Lymphozyten) und
Granulo- und Erythrozyten bewirkt, die sich in einer gemeinsamen Bande am Boden des
Rohrchens befinden. Nach Absaugen des Plasmas und der mononukledren Zellen erfolgt
nun die Abtrennung der Erythrozyten von den PMN: zunichst werden die Bande mit 10 %-
igem Polyvinylalkohol in NaCl gemischt (Verhéltnis 1:3) und 20 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert, was eine Sedimentation der Erythrozyten bewirkt. Danach wird der
PMN-reiche Uberstand mit einer Pipette abgenommen, in frische Rohrchen iibertragen und
bei 150 x g 10 Minuten zentrifugiert. Verbleibende Erythrozyten werden durch eine hypo-
tone Lyse entfernt: Dazu werden die Zellen in 18 ml aqua dest. resuspendiert; nach 20

Sekunden wird die Lyse durch Zusatz von 2 ml 10-fachem PBS-Konzentrat beendet.
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Zur vollstindigen Reinigung der PMN von Ficoll-Riickstinden schlieBen sich zwei
Waschschritte in PBS -/- (150 x g; 10 Minuten) an.
Zellzéhlung, Identifizierung und Vitalitét

Zwischen den beiden Waschschritten erfolgt die Quantifizierung der Zellen durch licht-
mikroskopische Zéhlung mithilfe einer Neubauer-Zdhlkammer bei 400-facher Vergrofe-
rung. Durchschnittlich lassen sich aus 50 ml Blut ca. 10 x 10’ PMN isolieren. Die Reinheit
der isolierten Granulozyten wird in regelmdfigen Abstdnden iiber Differentialblutbilder
kontrolliert. Dabei ergibt sich ein PMN-Anteil von 97 %, Mono- und Lymphozyten sind
mit jeweils 1 % vertreten, die restlichen Zellen werden als eosinophile und basophile
Granulozyten identifiziert. Die Zellvitalitit wird mithilfe der Trypan-Blau-Ausschuss-
Methode und der LDH-Freisetzung tiberpriift, wobei 98 % der PMN am Ende der Isolation
vital sind. Die spontane LDH-Freisetzung der PMN wird auf die durch das Bienengift

Mellitin hervorgerufene absolute Enzymfreisetzung bezogen und liegt unter 3%.

2.2.2 Versuchsablauf

Nach dem letzten Waschschritt werden die PMN in PBS +/+ aufgenommen, wobei die
Dichte der Zellen auf 5 x 10° PMN/ml eingestellt wird und das Probenvolumen jeweils 1
ml betrigt. Die Stimulation erfolgt im Wasserbad bei 37° C unter regelmafligem Schiitteln,
um einer Aggregation der Zellen vorzubeugen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die
Reaktion je nach dem anschlieenden Analytikverfahren durch Kiihlung auf 0° C und durch
Zentrifu-gation bei 1200 x g (Leukotriene, Degranulierung, respiratory burst) oder durch
das Zu-pipettieren von 2,5 ml 10mM Essigsdure in Methanol abgestoppt.

2.2.3 Durchflusszytometrie
Prinzip

Die Durchflusszytometrie wird zum Nachweis und zur Quantifizierung zelluldrer Ober-
flichenantigene eingesetzt. In diesem Fall wurde die Expression von NB1 oder des fMLP-
Rezeptors auf den polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten nachgewiesen. Hierbei
bindet zugegebener Primér-Antikorper an das Oberflichenantigen und ein nach
mehrfachem Waschen zugegebener fluoreszierender Sekundér-Antikdrper bindet an den
Fc-Teil des Primar-Antikorpers. Die Intensitét der Fluoreszenz gibt indirekte Auskunft tiber

das Vorhandensein und die Quantitit der Oberfldchenantigene.
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Durchfiihrung

Nach Isolation werden die PMNs in einer Konzentration von 5 Mio. Zellen/ml in PBS A/B
+ Azid + kaltem BSA aufgenommen. Die Aussidhung erfolgt auf 96 Wellplatten 4 100 pl,
was 500.000 PMNs entspricht. Nach Zentrifugation mit 300 g iiber 3 Minuten bei 4° C wird
der Uberstand abgekippt und nach Abtupfen die PMNs aufgeriittelt. Nun wird Octagam 20
ul (IgG als Block fiir FC-Rezeptor) hinzugegeben. AnschlieBend werden die Zellen mit
dem Primir-Antikorper (20 pl 4 5 pg/ml) oder mit der Negativprobe (20 ul PBS A/B) iiber
30 Minuten bei 4° C inkubiert. Es folgen drei Waschschritte, in denen jeweils 150 ul PBS
A/B auf alle Zellen gegeben werden, und erst nach dem Zentrifugieren mit 300 g iiber 4
Minuten bei 4° C ein Abkippen und Aufriitteln erfolgt. Nach den drei Waschschritten wird
der Sekundér-Antikorper, ein Anti-Maus-PE (20 pl) hinzugegeben und 30 Minuten bei 4° C
im Dunkeln inkubiert. Es erfolgen erneut drei Waschschritte nach dem oben genannten
Schema. Die Zellen werden nun mit 100 ul PBS A/B resuspendiert und aufgenommen und

im Zytometer der Firma Egston Dickinson fluoreszenz-aktiviert gemessen.

2.2.4 Erfassung granulozytirer Funktionsparameter

Degranulierung

Prinzip:

Das Auftreten von Inhaltsstoffen der verschiedenen sekretorischen Kompartimente des
Granulozyten im Zelliiberstand gilt als Indikator einer abgelaufenen Degranulations-
reaktion. Das Ausmall der Degranulierung wird anhand der Freisetzung des proteolytischen
Enzyms Elastase in den Zelliiberstand quantifiziert. Die Enzymaktivitit wird kinetisch iiber
die Entstehung eines photometrisch detektierbaren Reaktionsproduktes erfasst, dabei

kommt die Methode von Kramps zum Einsatz {Kramps, 1983}.

Durchfiihrung:

Nach Zusatz des Substrates L-pyroglutamyl-L-propyl-L-valine-p-nitro-anilid wird die Ge-
schwindigkeit der Extinktionszunahme bei 405 nm als Marker fiir die Elastase-Aktivitit
gewertet. Zur Durchfithrung dieses Assays werden zundchst 200 pl Messpuffer und 100 pl
Verdiinnungspuffer in die Kiivette vorgelegt. Nach Zugabe von 100 pl Zelliiberstand wird
die Reaktion durch Einpipettieren von 200 pl Substrat gestartet und die Extinktions-

zunahme bei 405 nm im Uvikon-Photometer kontinuierlich tiber einen Zeitraum von 3 Mi-
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nuten registriert. Der Substratumsatz wird standardméBig bei 37° C gemessen. Die er-
rechnete Aktivitdt wird in Relation zum zelluldren Gesamtgehalt des Enzyms gesetzt, der

durch Ultrabeschallung (3 x 15 sec; 50 W) aus einem parallelen Zellansatz freigesetzt wird.

Respiratorischer Burst
Prinzip

Die Aktivierung des respiratorischen Burst wird iiber die Messung des priméren
Reaktionsprodukts der granulozytiren NADPH-Oxidase, dem Sauerstoffsuperoxid, quanti-
fiziert. Dazu wird die Methode von Cohen {Cohen, 1978} herangezogen, wonach die
Superoxid-induzierte Reduktion von Cytochrom C photometrisch erfasst wird. Dabei wird
den Versuchsansitzen vor Stimulation Cytochrom C zugesetzt, wobei Parallelansitze
zusitzlich das Enzym Superoxiddismutase enthalten, welches selektiv die O,-abhingige
Cytochrom-Reduktion hemmt. Die Cytochrom-C-Reduktion, die aus der Differenz der
beiden Ansdtze resultiert, ldsst somit einen Riickschluss auf die Menge an Sauerstoff-

superoxid zu.

Durchfiihrung

Alle Proben werden paarweise angesetzt und enthalten 75 uM Cytochrom C, wobei jeweils
einem der Ansétze 10 pg/ml Superoxiddismutase zugesetzt wird. Die Stimulation erfolgte
bei 37° C im Wasserbad und wurde durch Kiihlung auf Eis und anschlieBende Zentri-
fugation bei 4° C (1200 x g, 4 min) beendet. Die Zelliiberstinde werden photometrisch bei
546 nm (Absorptionsmaximum des reduzierten Cytochrom C) analysiert, wobei jeweils die
Extinktion gegen den SOD-enthaltenden Parallelansatz gemessen wird. Die granulozytire
O,-Produktion kann unter Einbeziehung eines Extinktionskoeffizienten von 21 mM! bei

einer 1:1 Stochiometrie errechnet werden.

2.2.5 Analytik der Arachidonsaure-Metaboliten
Der Nachweis der Arachidonsduremetabolite besteht aus einer Sequenz von Festphasen-
extraktion und HPLC-Analytik {Bligh, 1959, Mathews, 1981}. Die HPLC-Technik wird

durch UV-Spektrenanalyse der separierten Mediatoren erginzt.

Die Festphasenextraktion
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Zur Aufreinigung und Anreicherung der granulozytiren Arachidonsdure-Derivate aus dem
Zelliiberstand wird zunichst eine Festphasenextraktion durchgefiihrt. Hierzu werden 1 cm’
Vorsdulen (Bond-Elut) aus einer Silica-Gel Matrix verwendet (40 um Partikelgrof3e), die
kovalent mit gesittigten C18-Alkylresten verbunden sind. Diese Matrix zeichnet sich durch
eine hohe Affinitit fiir unpolare Verbindungen aus, wodurch die Extraktion der Lipoxy-
genase-Metaboliten aus dem wéssrigen Zelliiberstand und deren anschlieBende Elution
durch Zugabe eines unpolaren Losungsmittel (Methanol) erméglicht wird. Fiir die Fest-
phasenextraktion werden ausschlieBlich eisgekiihlte Losungen verwendet; um das Ver-
fahren zu beschleunigen wird eine an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossene Vakuum-
kammer eingesetzt, die eine rasche Elution der eingesetzten Fliissigkeiten bewirkt.

Die einzelnen Schritte der Festphasenextraktion gestalten sich folgendermaflen: Zunéichst
werden die Sdulen durch Zugabe von jeweils 1 ml Methanol und aqua dest. konditioniert.
Danach werden die eisgekiihlten Zelliiberstinde aufpipettiert und langsam durchgesaugt.
AnschlieBend erfolgt eine zweimalige Waschung der Sdulen mit aqua dest., um retinierte
polare Verbindungen von der Séule zu spiilen. SchlieBlich wird durch rasches Durchsaugen

von 100 pl Chloroform die wiéssrige Phase vollstandig von der Sdule verdrangt.

Die Elution der gebundenen Arachidonsduremetabolite erfolgte durch Zugabe von 250 pl
Methanol, das schrittweise abgesaugt und in Eppendorf-Gefaflen aufgefangen wird. Die so
gewonnenen Proben werden unter einem kontinuierlichen Stickstoffstrom eingedampft und
konnen in dieser Form bis zur weiteren Analytik bei -20° C gelagert werden. Die
Wiederfindungsrate (Recovery) fiir die einzelnen Metabolite, die mit dem beschriebenen
Verfahren erreicht werden kann, wird in separat durchgefiihrten Recovery-Experimenten

ermittelt (Mittelwerte +/- sem aus 6 unabhédngigen Experimenten):
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Substanz Recovery [%]

Omega-COOH-LTB4 79,3 4,5)
Omega-OH-LTB4 84,6 3.,2)
LTB4 75,2 (2,8)
6-trans-LTB4 81,5 4,7)
6-trans-epi-LTB4 82,3 5,1
5,6-DIHETE 70,4 (4,7
5,6-epi-DIHETE 68,8 (3,3)
5-HETE 63,3 (2,9)

Tab. 3: HPLC-Materialien

2.2.6 HPLC-Analytik

Herstellung und Konditionierung der HPCL-Sdulen

Die zur Auftrennung der Arachidonsidure-Metaboliten verwendeten HPLC-Sdulen werden
mithilfe einer Sdulenpackvorrichtung (Knaur) hergestellt. Als Leersdulen kommen 25 cm
lange Edelstahlsdulen mit einem Innendurchmesser von 0,46 cm zum Einsatz. Das
Packungsmaterial besteht aus Octadecysilyl-Hypersil-5u-Partikeln.

Die Herstellung der HPLC-Séulen wird folgendermaBen durchgefiihrt: Zunichst werden
3,8 g des Packungsmaterials in 35 ml Isopropanol in einem Glasbehélter geldst. Nach 5-
miniitiger Behandlung im Ultraschallbad (Shandon) wird die Losung in den Vorratsbehalter
des Sdulenpackgerits eingefiillt, woraus sie anschlieBend maschinell unter einem Druck
von 440 bar in die zuvor mit Methanol gereinigte, einseitig verschlossene Leersdule
gepresst wird. Die fertiggestellte Sdule wird verschlossen und durch einseitiges Anbringen
einer Vorsdule erginzt, die dem Schutz der Hauptsdule vor Verunreinigungen dient. Vor
Inbetriebnahme wurde eine neu gepackte Saule mit einem Gemisch aus Methanol und aqua

dest. (1:9) mit 0,5%-igem Na,-EDTA-Zusatz konditioniert.

Herstellung der mobilen Phase

Die mobile Phase setzt sich aus Methanol/H,O/Essigsdure im Verhiltnis 72/28/0.16
zusammen, wobei der pH-Wert mit 10 % NH4OH auf 4,9 eingestellt wird. Anschlieend
wird die fertiggestellte Phase mithilfe eines Ganzglas-HPLC-Filtersystems (Schott) mit 700
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mbar Unterdruck durch eine Teflonmembran gesogen und somit von partikuliren Verun-
reinigungen befreit und entgast.

Reversed-Phase-HPLC (isokratisch)

Dieses Trennverfahren wurde erstmals von Mathews et al. {Mathews, 1981} beschrieben
und kommt in leicht modifizierter Form zum Einsatz.

Die fiir diese Methode konzipierte Anlage setzt sich aus folgenden Bestandteilen
zusammen:

1. Gynkothek M600 Pumpe

2. Rheodyne-Probenaufgabeventil

3. Spektroflow 773 UV-Detektor

4. Shimadzu-Intregator

Die Arachidonsduremetaboliten aus den Zelliiberstinden werden wie folgt quantifiziert:

Die eingedampften Proben werden in einem definierten Methanolvolumen (50 pl)
aufgenommen und griindlich gemischt, um an der Wand haftende Probenbestandteile zu
resuspendieren. Nach kurzer Zentrifugation (2 min, 1000 x g) werden 20 pl der Probe
mithilfe einer Hamilton-Spritze iiber das Probenaufgabeventil auf die Saule gegeben.
Eluiert wird bei einer konstanten Durchflussrate von 1,3 ml mobile Phase pro Minute und
bei einem Druck von ca. 180 bar. Diese Methode erméglicht eine hervorragende Einzeldar-
stellung von LTB4, der LTA4-Abbauprodukte 6-trans-LTB4, 6-trans-epi-LTB4, 5,6-di-
HETE und 5,6-epi-di-HETE, sowie von 5-HETE, wéhrend die Abbauprodukte des LTB4,
w-OH-LTB4 und w-COOH-LTB4 koeluieren. Alle Leukotriene werden bei 270 nm analy-
siert, wihrend 5-HETE nur bei einer Wellenldnge von 237 nm detektiert werden konnen.
Die einzelnen Arachidonsdure Metabolite unterscheiden sich hinsichtlich ihres Affinitéts-
verhaltens gegeniiber der stationdren Phase (Sdule) und somit in ihrer Retentionszeit.
Identifiziert werden die verschiedenen Metabolite durch Vergleich mit den Retentionszeiten
isolierter Standards, die regelmiBig parallel zu den Proben analysiert werden. Die Menge
der retinierten Metabolite kann iiber den Shimadzu-Integrator bestimmt werden und unter
Einbeziehung der vorliegenden Response- und Recovery-Daten in pmol/ml umgerechnet

werden.
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UV-Spektrenanalyse:

Ein zusitzliches Kriterium zur Identifizierung der einzelnen 5-LO-Metaboliten bildet die
Bestimmung der UV-Spektren aller eluierenden Komponenten des Zelliiberstands. Hierzu
wird der HPLC-Anlage ein Photodiodenarray-Detektor nachgeschaltet, wobei das
charakteristische dreigipflige UV-Spektrum der Leukotriene als Identifikationskriterium
herangezogen wird. Dieses Verfahren ermoglicht die sensitive Erfassung von
Verunreinigungen innerhalb der Leukotrienfraktionen und trdgt somit wesentlich zur

Charakterisierung der eluierenden Metaboliten bei.

Statistische Analyse

Alle erhobenen Daten sind als Mittelwerte +/- Standardfehler des Mittelwerts (SEM)
angegeben. die Priifung auf statistische Signifikanz erfolgte mittels Varianzanalyse (one-
way ANOVA) und anschlieBendem Tukey’s honestly significant difference Test. Ein p-
Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen, was einer Irrtums-

wahrscheinlichkeit von 5 % entspricht.
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3 Ergebnisse

3.1 Ubersicht

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der NB-1 Antikdrper in der Pathophysiologie des
TRALI zu untersuchen. Da die neutrophilen Granulozyten sowohl Effektorzellen im
TRALI als auch Zielzelle der vermutlich pathophysiologisch relevanten NB1-Antikorper
sind, wéahlten wir dieses Modell zur Untersuchung der Zusammenhidnge. Fiir die

vorliegende Schrift wurden folgende Parameter qualifiziert:

e der respiratorische Burst
e die Leukotrien-Freisetzung

e die Degranulation

3.2 Charakterisierung der Spender-Granulozyten

Fiir simtliche Versuche wurden die Granulozyten aus Vollblut von gesunden Spendern tag-
lich frisch isoliert. Die Spender waren im Mittel 26 Jahre alt, 12 von ihnen waren weiblich,
und keine Spenderin hatte eine vorausgegangene Schwangerschaft. Vor dem Beginn aller
Experimente wurden die Neutrophilen der Spender auf deren Expression von NB1 auf der
Oberfldache untersucht. Die Charakterisierung der Spender-Granulozyten erfolgte mittels
FACS-Analyse. Die Grafik stellt die relative Anzahl der NBI1-positiven Granulozyten

jeweils eines Spenders in Prozent dar:

31



- Ergebnisse -

100,00

80,00
0000)
O@)

§ (OO

R

3 “100C0

§

(]

s OO

=

[*]

340,00—C>

5 O

P4

20,00—0
00000

,00

Abbildung 6: Anzahl der Spender mit n relativem Anteil an NB-1 positiven Granulozyten (1 Kreis = 1 Spender)

Es zeigte sich, dass 4 von 32 Spendern weniger als 1,0 % NBI-positive Granulozyten
besitzen (= 12,5 %).
Nur die Spender, die eine hohe Rate (40 - 90 %) positiver Neutrophiler haben, wurden fiir

die folgenden Experimente gewahlt.

3.3 Anti-NB1-Antikorper aktivieren nicht direkt den respiratory burst

der neutrophilen Granulozyten

Die Inkubation von isolierten Neutrophilen mit monoklonalen Antikdrpern gegen das NB1-
Glykoprotein in verschiedenen Konzentrationen (0,1 - 10 pg/ml) tiber 30 bis 90 Minuten
filhrte nicht zu einer Aktivierung des Neutrophilen respiratory burst (30 Minuten
Inkubation dargestellt in Abbildung 7). Die Anti-NB1-stimulierten Zellen zeigten keinen
signifikanten Anstieg in ihrer O, -Freisetzung im Vergleich zu IgG-Kontrollen. Auch eine

vorausgehende Stimulation mit GM-CSF, was zu einer erhohten Oberflachenexpression
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von NBI1 auf den Neutrophilen-Granulozyten fiihrte, hatte keinen Einfluss auf die direkte

Stimulation mit NB1.
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Abbildung 7: Effekt von Anti-NB1-Antikorpern auf die direkte Aktivierung des Neutrophilen respiratorischen

Burst

NBI1-positive-Neutrophile (5 x 10%ml) wurden mit murinen monoklonalen Anti-NB1-
Antikorpern (7D8) inkubiert, nach 30 Minuten wurden die Reaktionen durch Zentrifugation
mit 13000 x g gestoppt, die Superoxid-Generation ist ausgedriickt in Prozent von Kontroll-
IgG inkubierten Zellen (Kontrolle =100 %). Die Daten sind angegeben in Mittelwert +/-
SEM (n=4).

3.4 Anti-NB1-Antikorper verstirken den fMLP-induzierten

neutrophilen respiratory burst
Wurden die Neutrophilen mit monoklonalen Anti-NB1-Antikorpern (7D8 1 und 10 pg/ml)
fiir unterschiedliche Zeitperioden vorbehandelt und in der Folge mit fMLP (1 uM) fiir 10
Minuten stimuliert, fithrte dies zu einer deutlichen Verstarkung der fMLP-induzierten Frei-
setzung von Superoxid-Anionen (Abbildung 8). Bei optimaler Konzentration des NBI-

Antikorpers war eine 3,5 bis 4-fache Erhohung der Sauerstoffradikalen-Freisetzung durch
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fMLP im Vergleich zur Vorinkubation mit Kontroll-Antikdrpern sichtbar. Die optimale
Konzentration von Anti-NB1-Antikorpern lag bei 10 pg/ml. Die Vorinkubation der
Neutrophilen mit 10 pg/ml Kontroll-IgG hatte keinen Effekt auf die fMLP-induzierte
Freisetzung von Sauerstoffradikalen. Da der Priming-Effekt nach 30-miniitiger Pré-
inkubation sichtbar wurde und nach 60 Minuten Pridinkubation ein Plateau bot, wurden die
folgenden Experimente mit 60-Minuten-Vorinkubation mit 10 pg/ml Anti-NB1-Antikorper
durchgefiihrt.
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Abbildung 8: Effekt der Preinkubation mit Anti-NB1-Antikorpern auf die fMLP-induzierte Sauerstoffradikalen-
Freisetzung der Neutrophilen

Neutrophile (5 x 10%ml) wurden fiir unterschiedliche Zeit (0 - 90 Minuten) mit unter-
schiedlichen Konzentrationen von murinen monoklonalen Anti-NB1-Antikérpern (7D8 0,1
— 10 pg/ml) vorinkubiert. Als Kontrollen dienten Isotypen-kontrollierte Maus-IgGs (IgHc
10 png/ml) oder Puffer. Nach der Vorinkubationszeit wurden die Neutrophilen mit fMLP (1
uM) fiir 10 Minuten stimuliert. Die Superoxid-Generation ist als Prozent der Puffer-
inkubierten (und fMLP-stimulierten) Zellen ausgedriickt. Die Daten sind angezeigt als
Mittelwert +/- SEM (n = 4). Die markierten Werte (*) zeigen eine signifikante Anderung
gegeniiber der Pufferkontrolle (p < 0,05).
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3.5 F(ab):-Fragmente des Anti-NB1-Antikérpers sind wirksam zum
»Priming“ der fMLP-induzierten Neutrophilen-Stimulation

Der F(ab),-Teil des Anti-NBI1-Antikorpers wurde durch Verdauung mit Pepsin hergestellt
und die erhaltene Bindungsfahigkeit durch Durchflusszytometrie gemessen. Verglichen mit
dem kompletten Anti-NB1-Antikorper zeigte die Vorinkubation der Neutrophilen mit Anti-
NB1-F(ab),-Fragmenten eine etwas geringere, jedoch immer noch signifikante verstarkende
fMLP-induzierte Sauerstoffradikalen-Freisetzung (Abbildung 9). Wie erwartet zeigte die
Kontrolle mit F(ab),-Fragmenten von IgG keinen Anstieg des fMLP-induzierten respirato-

rischen Burst.
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Abbildung 9: Effekt von F(ab)2-Fragmenten des Anti-NB1-Antikorpers auf das Priming vor fMLP-induzierter
Sauerstoffradikalen-Freisetzung

Neutrophile (5 x 10%/ml) wurden mit murinen monoklonalen Anti-NB1-Antikérpern (7DS,
10pg/ml), F(AB2)-Fragmenten von diesen Anti-NBI1-Antikérpern (10 pg/ml), CD16-
Antikorpern (10 pg/ml, 15 Minuten vor NB1), CD32-Antikérpern (10 pg/ml, 15 Minuten
vor NB1) oder Puffer fiir 60 Minuten vorinkubiert. Dann wurden diese Zellen mit fMLP
(1uM) fiir 10 Minuten stimuliert und die Superoxid-Generation analysiert. Die O2(-)-
Generation ist ausgedriickt als Prozent der nicht fMLP-stimulierten Zellen. Die Daten sind
angegeben als Mittelwert +/- SEM (n= 4). Die markierten Werte (*) zeigen eine
signifikante Anderung gegeniiber den Kontrollen (p < 0,05).

35



- Ergebnisse -

3.6 Der Anti-NB1-AKk induzierte priming-Effekt ist spezifisch fiir fMLP
Die Anti-NB1-Ak-induzierte Verstirkung der inflammatorischen Reaktion der Neutro-
philen war spezifisch fiir eine Stimulation mit fMLP. Nach optimierter Vorinkubation mit
Anti-NB1-Antikérpern wurden andere Stimulantien fiir die Neutrophilen gewéhlt. Eine 60-
miniitige Vorinkubation mit Anti-NB1-Antikorpern zeigte keine Verstirkung der Neutro-
philen-Antwort durch darauf folgende Stimulation mit PAF (5 uM) oder dem Kalzium-
Ionophor-A23187 (1uM).
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Abbildung 10: Effekt von Anti-NB1-Antikorpern auf die Neutrophilen-Aktivierung mit anderen Agonisten als

fMLP

Neutrophile (5 x 10%/ml) wurden mit murinen monoklonalen Anti-NB1-Antikérpern (7DS,
10 pg/ml) oder Puffer fiir 60 Minuten vorbehandelt und anschlieBend mit fMLP (1uM),
PAF (5uM) oder A23187 (1uM) stimuliert. Nach zehn Minuten wurde im Uberstand der
Zellen die Sauerstoffradikalen-Freisetzung gemessen. Die Sauerstoffradikalen-Freisetzung
ist gezeigt als Prozent der Pufferkontrollen bei unstimulierten Zellen. Die Daten sind ange-
zeigt als Mittelwert +/- SEM (n=3). Markierte Werte (*) unterscheiden sich signifikant von
Kontrollen (p < 0,05).
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3.7 Anti-NB1-Antikorper primen nicht die Degranulation oder
Leukotrien-Formation in neutrophilen Granulozyten

Der im respiratorischen Burst gesehene Priming-Effekt der NB1-Antikorper sollte bei
anderen Leukozytenfunktionen ebenfalls gezeigt werden. Die Aktivierung der Elastase-
Degranulation und die Leukotrien-Generation wurden nicht durch eine Vorinkubation mit
Anti-NB1-Antikorpern verstéarkt, was in den Abbildungen 11 und 12 dargestellt ist. Hierfiir
wurden Neutrophile mit murinen monoklonalen NB-1-Antikorpern fiir 30 Sekunden bis 60
Minuten vorinkubiert und anschlieBend mit fMLP stimuliert. Nach Abstoppen der Reaktion
(10 Minuten Reaktionszeit) wurde der Uberstand gewonnen, um darin die Elastase-
Aktivitit zu messen. Aus anderen Versuchen wurde im Uberstand die Konzentration der

Leukotriene bestimmt.
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Abbildung 11: Zeiteinfluss auf den Primingeffekt von NB1 in verschiedenen Konzentrationen auf die fMLP
abhiinige Elastase-Freisetzung

Neutrophile (5 x 10%ml) wurden mit murinen monoklonalen Anti-NB1-Antikérpern (7D8,
0,5 pg/ml fein gestrichelt; 1 pg/ml grob gestrichelt; 5 pg/ml durchgezogene Linie) oder
Puffer fiir 0,5, 2, 30 und 60 Minuten vorbehandelt und anschlieBend mit fMLP stimuliert
(1uM). Nach zehn Minuten wurde im Uberstand der Zellen die Elastase-Aktivitit ge-
messen. Die Elastase-Aktivitit ist dargestellt als Prozent der mit Puffer vorinkubierten und
dann mit fMLP stimulierten Zellen. Die Daten sind angezeigt als Mittelwert +/- SEM
(n=3). Keine Signifikanz.
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Abbildung 12: Zeitabhingigkeit des priming-Effekts von NB-1 auf den Leukotrienrelease durch fMLP

Neutrophile (5 x 10%/ml) wurden mit murinen monoklonalen Anti-NB1-Antikérpern (7DS,
10 pg/ml) oder Puffer fiir 30 Sekunden bis 60 Minuten vorinkubiert und anschlieend mit
fMLP (1uM) stimuliert. Nach zehn Minuten wurde der Uberstand der Zellen zur
Leukotrien-Messung entnommen. Die Leukotrien-Konzentration ist dargestellt als Prozent
der Pufferkontrollen bei unstimulierten Zellen. Die Daten sind gezeigt als Mittelwert +/-
SEM (n=3). Keine Signifikanz.
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3.8 fMLP-Rezeptoren-Dichte bleibt unbeeinflufdt von Anti-NB-1-
Inkubation

Die Spezifitit des Priming-Effekts fiir fMLP als Stimulus konnte beschrieben werden. Aus

diesem Grund untersuchten wir den Effekt eine Inkubation von neutrophilen Granulozyten

auf die Expression des fMLP-Rezeptors auf der PMN-Oberfliche. Hierzu wurden

Neutrophile 60 Minuten mit Anti-NBI1-Antikorper inkubiert. AnschlieBend wurde die

Expression des fMLP-Rezeptors auf den neutrophilen Granulozyten mittels FACS-Analyse

quantifiziert.
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Abb.13: Einfluf} der Anti-NB1-Inkubation auf die Dichte des fMLP-Rezeptors auf der PMN-Oberfliiche.

Neutrophile (5 x 10%ml) wurden mit murinen monoklonalen Anti-NB1-Antikorpern (7D8,
10 pg/ml) oder Puffer fiir 60 Minuten inkubiert. Die fMLP-Rezeptor-Oberflichen-
Expression wurde mittels FACS-Analyse gemessen. Die fMLP-Rezeptor-Expression ist
dargestellt als Prozent der Pufferkontrolle. Die Daten sind gezeigt als Mittelwert +/- SEM
(n=7). Keine Signifikanz.
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4 Diskussion

4.1 Grundlagen

Das TRALI-Syndrom steht an der Spitze der aktuellen internationalen Statistiken fiir tod-
liche Transfusionsreaktionen, was die Wichtigkeit dieses Krankheitsbildes unterstreicht
{Holness, 2004, Leach, 1998}.

Eine Rationale fiir die Durchfiihrung der Priming-Experimente war der zuvor gelungene
Nachweis, dass andere Granulozytire Antikorper ein Priming durch die Vorinkubation und
spitere Stimulation mit einem sekundiren Stimulus bewirken. Hattar et. al beschrieben,
dass eine geringe Konzentration von Anti-PR3-Antikorpern eine Sensibilisierung von
Neutrophilen bewirkt {Hattar, 2001}. In der Arbeit von Sachs et al. konnte an der isolierten
Rattenlunge durch ca. einstiindige Vorbehandlung mit dem Neutrophilen-spezifischen
Antikdrper NB-1 der fMLP induzierte Lungenschaden vervielfacht werden {Sachs, 2006} .
Generell ist der Mechanismus des Primings der Leukozytenfunktion seit langem bekannt
{Swain, 2002}.

Diese Arbeit befasst sich mit dem Priming-Effekt des humanen Neutrophilen Antigen 2a
(=NB-1) auf die neutrophilen Granulozyten. Wir fiihrten die Experimente in der Art durch,
dass wir zuerst fiir mindestens 30 Minuten mit einem nicht stimulierenden Agens (Anti-
NB-1-Antikorper) vorinkubierten und danach mit verschiedenen bekannten Stimuli die

Neutrophilen aktivierten.

4.2 NB-1 postitive Granulozyten

Vor den Untersuchungen zur Neutrophilen-Inflammation wurden die neutrophilen Granulo-
zyten der Spender auf ihren Anteil an NB-1 positiven Zellen untersucht. 12,5 % (4/30) der
gesunden Spender hatten einen Anteil von weniger als ein Prozent NB-1 positiver

Neutrophilen. Dieses Ergebnis stimmt mit den Werten aus der Literatur iiberein {Clay,

1994}

4.3 Direkte Stimulation

Unsere Ergebnisse zeigen, dass unterschiedliche Konzentrationen an murinen mono-

klonalen Anti-NB-1-Antikorpern keine direkte Stimulation der neutrophilen Granulozyten,
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gemessen als respiratorischer Burst, verursachen. Auch eine Injektion von GM-CSF vor
Blutabnahme, was zu einer deutlichen Erhohung des Anteils an NB-1 positiven
Neutrophilen fiihrte, konnte keine Stimulation der Neutrophilen durch NB1-Antikorper
bewirken. Bux et al. konnten bereits 1993 zeigen, dass NB-1-Antikorper enthaltende
humane Sera eine Verringerung der Superoxid-Anionen-Produktion wie auch eine
reduzierte Phagozytose auslosen {Bux, 1993}. Allerdings steht unser Ergebnis im
Gegensatz zu den Beobachtungen von Sachs et al. Sie fiigten dem Perfusat von isolierten
Rattenlungen Neutrophile von Spendern hinzu, die mehr als 70 % NB-1 positive
Neutrophile besalen. Nach Zugabe von Anti-NB1-Antikorpern zum Perfusat sahen sie eine
erheblich Zunahme des Lungengewichts und des kapilldren Filtrations-Koeffizienten, was
als TRALI interpretiert wird {Sachs, 2006}. Diese Diskrepanz mag dadurch erklarbar sein,
dass die isolierte Lunge den Neutrophilen Moglichkeit zur Endothel-Zell-Interaktion bietet.
Diese Moglichkeit zur Adhésion (und Aktivierung) der Neutrophilen ist in unserem Modell
nicht gegeben. AuBlerdem haben Sachs et al. sich mit mehr als 70 % auf Neutrophile von
hochexprimierenden Spendern beschrankt, wir nahmen auch Neutrophile von Spendern bis
herab zu 40 % positiven Neutrophilen. Des Weiteren erfassten Sachs et al. in ihrem Modell
der isoliert perfundierten Lunge das Lungenddem als Zunahme des Gewichts und des
kapilldren Filtrations-Koeffizienten {Sachs, 2006}. Eventuell konnten wir mit unserer
Methode der Neutrophilen-Funktionsparameter die Entwicklung eines Odems nicht

erfassen.

4.4. NB-1 Vorinkubation ,primt“ die Neutrophilen Reaktion durch

spezifische Stimuli

Nachdem wir gezeigt hatten, dass auch die monoklonalen Anti-NB-1-Antikorper keine
direkt stimulierende Wirkung auf die Spender-Granulozyteninflammation hatten, begannen
wir mit den Priming-Experimenten. Zuerst wurden in Zeitreihen und Konzentrationsreihen
die optimalen Vorinkubations-Bedingungen gefunden. AnschlieBend zeigten wir, dass die
Vorinkubation mit NB-1-Antikdrpern die Sauerstoff-Radikalen-Freisetzung nach
Stimulation mit fMLP auf den mehr als dreifachen Wert steigerte. Dieser durch Steigerung
des respiratorischen burst bewirkte Priming-Effekt ist der am haufigsten beschriebene. Die
Steigerung des respiratorischen burst durch Vorinkubation wird sogar oft als eigentlicher

Beweis angesehen, dass eine Substanz die Féhigkeit zum Primen besitzt {Swain, 2002} .
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Viele endogene und exogene Substanzen wurden als mdgliche Priming-Molekiile
identifiziert, so auch die klassischen Neutrophilen primenden Substanzen LPS und TNF-
alpha {Doerfler, 1989, Steinbeck, 1989}, aber auch, wie oben beschrieben, Anti-PR3-
Antikorper {Hattar, 2001}. Interessanterweise zeigt die Reaktion auf eine Anti-NBI1-
Antikdrper-Sensibilisierung von Neutrophilen Ahnlichkeiten und Unterschiede zu jedem
der Obengenannten. Die Anti-NB1-Antikdrper induzieren eine Sensibilisierung von
Neutrophilen, die nur auf fMLP beschrdnkt ist, wohingegen der Effekt von PAF und
A23187 nicht verstédrkt wird.

Die Selektivitat fiir dieses chemotaktische Peptid ist ein Phdnomen, das zuerst fiir Anti-

PR3-Antikorper beschrieben wurde {Hattar, 2001 }.

4.5 Mechnismus des Primings

Der molekulare Mechanismus, dem die NBl-abhidngige Sensibilisierung der humanen
Neutrophilen-Granulozyten auf die fMLP-Stimulation unterliegt, ist unklar. Sowohl ein
intakter NB1-Antikorper, als auch das F(ab),-Fragment des NB-1-Antikorpers sensibilisiert
die Neutrophilen — jeweils in unterschiedlicher Stirke. Dies zeigt, dass ein bridging von
den Antikorpern nicht Grundvoraussetzung fiir das Priming ist. Bridging bezeichnet das
gleichzeitige Binden des Antigens an den Fc-gamma-Rezeptor durch das korrespondierende
Antikorper-Fragment.

Die Notwendigkeit fiir das Antigen-cross-linking wird fiir die Anti-PR3-induzierte
Sensibilisierung von Neutrophilen auf fMLP beschrieben. Dort sind die Involvierung von
sowohl PR3- als auch Fc-gamma-Rezeptoren eine Voraussetzung fiir die komplette
Neutrophilen-Aktivierung {Hattar, 2001, Kettritz, 1997}.

Das NB1-Antigen (CD177) ist ein 56 — 62 kDA Glykoprotein, das Glykosyl-phosphatidyl-
inositol (GPI)-gebunden ist. Aktuelle Studien haben Homologien zu dem Ly-6(uPAR)-
Rezeptor gezeigt, daher gehdrt NB1 zu der Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Rezeptor/
CD59/Ly-sanke-Toxin-Superfamilie {Pluskota, 2003, Sitrin, 2001, Skubitz, 1991}. Im
Menschen sind das Komplement-Protektin CD59 und der Urokinase Plasminogen
Aktivator Rezeptor (CD87, uPAR) sehr intensiv studiert worden. Die extrazellulire Region
von CD59 und CD87 bestehen aus einem bzw. drei Ly-6-Dominen {Davies, 1989}. CD59
schiitzt Zellen vor der autologen Lyse durch die Verhinderung der Bildung des Membran-
angriffskomplexes {Ninomiya, 1992}. Bei Granulozyten ist uPAR auf der Plasmamembran

und in spezifischen Granula und sekretorischen Vesikeln lokalisiert und spielt eine ent-
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scheidende Rolle bei der Zelladhdsion {Plesner, 1997}. Zusitzlich werden Neutrophile
voraktiviert durch die Bindung eines Liganden an uPAR. Dieses Priming flihrt zur
intensiveren Produktion von Superoxid nach Neutrophilenstimulation. Des Weiteren wird
durch dieses Priming die Expression von uPAR erhoht {Plesner, 1997}. Hinzu kommt, dass
uPAR einen Komplex mit CD11B/18 bildet {Pluskota, 2003}. Es konnte gezeigt werden,
dass cross-linking von uPAR eine Mobilisierung von intrazellulirem Calcium aktiviert
{Sitrin, 2001}. Diese Beobachtungen fiihren zu der Uberlegung, ob die Bindung von NBI-
Antikorpern an die entsprechenden Antigene zu einer dhnlichen Signalkaskade fiihrt.

Ein weiterer Ansatz ist durch die Beobachtung gegeben, dass das NB1-Priming fir die
Stimulation mit fMLP spezifisch ist. Eine mogliche Erklarung wire, dass die Neutrophilen
nach NBI-Vorinkubation die Gesamtzahl der Formyl-Peptid-Rezeptoren steigert. Aller-
dings zeigen FACS-Untersuchungen, dass die NB1-Vorinkubation keine Steigerung der
FITC-gelabelten fMLP hervorruft. Die Affinitdt fiir N-formylierte Peptide wird durch NB1-
Vorinkubation  gesteigert. Der Neutrophilen-fMLP-Rezeptor existiert in zwei
Affinitdtszustdnden, welche dynamisch geregelt sind {Koo, 1982, Mackin, 1982}.
Verschiedenste Agonisten konnen den Affinitdtsstatus der Neutrophilen fiir N-formylierte
Peptide in vitro dndern {Koo, 1983, Yuli, 1982}. Allerdings kénnen die Anderungen der
Affinitit des Formyl-Peptid-Rezeptors nicht durch konventionelle Durchflusszytometrie

gemessen werden.

Ein alternativer Ansatzpunkt ist, dass der Signaltransduktionsweg auf Post-Rezeptor-Ebene
durch das Anti-NBI1-Priming verdndert wird, und so der Neutrophilen respiratory Burst
verstarkt wird {Thelen, 1993}. Da das Priming durch Anti-NB1-Antikorper ein lang-
wirkender Effekt mit einem Plateau nach 30 Minuten und einer Dauer von lédnger als 60
Minuten ist, kann die Induktion der NADPH-Oxidase als moglicher Mechanismus
angenommen werden. Alternativ kann auch die Proteinkinase C, die bei Anti-PR3-

Antikorpern induziert wird, als Mechanismus in Frage kommen {Radford, 1999}.

4.6 Pathophysiologie des TRALI

Bei den bisher aufgestellten Modellen zur Pathophysiologie unterscheidet man ein immun-
vermitteltes von einem nicht immun-vermitteltem Modell.

Bei dem immun-vermittelten Modell werden als ursdchliche Faktoren im Wesentlichen die

Spender-Antikorper, die gegen die Antigene auf den Empfanger-Neutrophilen gerichtet
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sind in den Mittelpunkt gestellt {Popovsky, 1985}. Die Empfinger-Neutrophilen werden
wahrscheinlich nach Antikdrper-Antigen-Bindung aktiviert und fithren so zum TRALI.
Aber auch nach Transfusion inkompatibler Blutprodukte entwickelt sich nicht immer ein
TRALL

Die Hauptzahl der TRALI-Reaktionen entwickeln sich im Intensivstations- oder
Operationssaal-Umfeld {Kopko, 2004, Popovsky, 1992}. Dies zeigt, dass
hochstwahrscheinlich ein pradisponierender Status des Patienten essentiell fiir die
Entwicklung des Lungenversagens nach Transfusion ist. Daher wurde als zweites Modell
eine "two-hit-hypothesis" entwickelt: Eine Infektion oder eine fortgeschrittene chronische
Erkrankung kann den first-hit darstellen, wohingegen die Transfusion von einem
Blutprodukt den second hit darstellt {Silliman, 2003, Silliman, 1997, Silliman, 1998}. Bei
dieser "two-hit-hypothesis" wird davon ausgegangen, dass das auslosende Agens nicht
immunologisch agiert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen weder das immun-vermittelte noch das nicht-immun-
vermittelte Modell voll unterstiitzen. Vielmehr konnen wir ein drittes Modell entwickeln,
das auch Sachs in seiner Arbeit unterstiitzt {Sachs, 2006}: Wir kénnen durch unsere
Ergebnisse zeigen, dass eine Vorinkubation mit dem Neutrophilen-spezifischen Antikorper
NB-1 die Neutrophilen nicht direkt aktiviert. Aber diese Vorinkubation fiihrt zu einer
Verstirkung der Neutrophilen-Reaktion auf eine spétere Stimulation mit dem
chemotaktischen Oligopeptid fMLP. Wir konnten die Verstirkung der Produktion der
aggressiven Sauerstoff-Radikalen beweisen.

Ubertragen auf die pathophysiologischen Vorstellungen des TRALI bei NB-1 positivem
Spender konnen wir somit folgendes Modell skizzieren: Ein NB-1 Antikorper enthaltendes
Blutprodukt wird dem Patienten transfundiert. Die Anti-NB-1-Antikorper binden an die
NB-1-Antigene der Neutrophilen des Empfingers. Die gebundenen Neutrophilen werden
dadurch in eine vor-aktivierten Zustand versetzt / ,,geprimt*. Dann fiihrt z. B. ein
bakterieller Infekt zu der vollstdndigen Aktivierung der Neutrophilen Granulozyten. Durch
das vorherige Priming fillt die Reaktion der Neutrophilen jedoch wesentlich verheerender
aus. Die von uns abgeleiteten Mechanismen sind in dem folgendem Modell

veranschaulicht:
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Neues Modell zur Pathophysiologie des TRALI

1.Der Neutrophilen-AK im Spenderblut
reagiert mit Antigen-exprimierenden
Neutrophilen ohne diese voll zu aktivieren

2. Ein zweiter, bakterieller Stimulus
f fuhrt zur Neutrophilen-Aktivierung und
zur Freisetzung von Zytokinen

3.Die von den aktivierten PMN
freigesetzten Mediatoren (O2-, Elastase,
Zytokine) fuhren zur Inflammation und zum|
Anstieg der endothelialen Permeabilitat
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Abbildung 14 neu entwickeltes Modell zur Pathophysiologie des TRALI

4.7 Ausblick

Ein tiefer gehendes pathophysiologisches Verstandnis des TRALI hilft uns, tiber mogliche
praventive oder therapeutische MaBBnahmen nachzudenken {Bux, 2005, Sachs, 2008}. Was
fiihrt zu einem erhohten Risiko der Entwicklung eines TRALI? Was ist praventiv moglich

und sinnvoll{Bierling, 2009} ?

Weitere interessante Ansitze fur das tiefere Verstindnis des TRALI sind auf molekular-
biologischer Seite bestimmt die Entschliisslung der intrazelluliren Signalwege des

Primings {Bux, 2001}.
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Im Tierexperiment kdnnte man mogliche Therapien evaluieren, die der immunologischen

Genese des Krankheitsbildes Rechnung tragen {Sachs, 2006} .

Dies alles kann zu einem noch umfassenderen Verstdndnis des TRALI fiihren. In der
Konsequenz sollte der Briickenschlag der Grundlagenforschung zum klinischen Alltag
gelingen. Dann kann durch das intensivere Verstindnis des TRALI den Patienten weltweit

eine bessere klinische Versorgung zur Verfiigung stehen.
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5 Zusammenfassung

Das Transfusions-assoziierte Lungenversagen (TRALI) steht weltweit an der Spitze der
Statistiken fiir todliche Transfusionsreaktionen. Urséchlich sind im wesentlichen Spender-
antikorper, die gegen Antigene auf den Empfinger-Neutrophilen reagieren. Etliche dieser
Antigene sind bekannt und werden als humane Neutrophilen-Antigene (HNA) bezeichnet.
Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit dem Einfluss des HNA-2a (= NB-1) auf das
TRALI Dazu wurden Neutrophile Granulozyten aus gesunden Spendern tédglich frisch
isoliert und verschiedenen Stimuli mit und ohne Zugabe von anti NB-1 Antikdrpern
zugefiihrt. Bei einigen Neutrophilen Antworten (Elastase-Freisetzung, respiratorischer
Burst, Leukotrien-Abgabe) konnte gezeigt werden, dass eine reine NB-1 Inkubation nicht
zur Stimulation der Neutrohilen Granulozyten fiihrt. Eine Vorinkubation der Neutrophilen
mit anti-NB-1 Antikérpern vor der Stimulation mit dem bekannten Neutrophilen-Stimuli
fMLP erzeugte bemerkenswerter Weise eine stark erhdhte Antwort der Neutrophilen im
Vergleich zur Puffer-Vorinkubation. Dieser Effekt war fMLP-spezifisch. Auch zeigte sich
der Priming-Effekt nur bei der Freisetzung der Sauerstoffradikalen und konnte nicht bei der
Elastase-Freisetzung oder der Leukotrien-Antwort gezeigt werden. Diese Ergebnisse
konnen auf die pathophysiologischen Modelle des TRALI iibertragen werden, passen
jedoch nicht voll auf eines der beiden klassischen Modelle des TRALI. Eine Transfusion
eines Blutprodukts mit NB-1-Antiklorpern fithrt zur Bindung dieser Antikorper an die
entsprechenden Antigene der Leukozyten des Empfangers. Diese Anti-NB-1-Bindung an
NB-1 positive Neutrophile flihrt nicht zu einer vollstindigen Aktivierung, sondern verstirkt
die anschlieBende Reaktion der Neutrophilen auf eine spétere Leukozyten-Stimulation.

Dieses Modell zur Pathophysiologie ist neu und triagt zum Verstidndnis der Erkrankung bei.
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6 Summary

Transfusion associated acute lung injury (TRALI) is one of the worlds leading causes of
Transfusion reaction related deaths. Antibodies of the blood donors directed against surface
antigens on the patients neutrophils have been proven causative. These antigens have been
clustered and are named according to the human neutrophil antigen (HNA) nomenclature.
This thesis focused on the impact of HNA-2a (=NB-1) on TRALI For this, human
neutrophils from healthy donors have been freshly isolated daily. These freshly isolated
neutrophils were then stimulated with and without prior anti NB-1 antibody incubation. The
different read-outs included elastase-release, respiratory burst, and leukotrien release were
not induced by stimulation of NB-1 alone. A pre-incubation of the neutrophiles with anti-
NB-1 antibodies before stimulation with fMLP resulted in an steep increase in respiratory
burst compared with buffer-pre-incubation. This priming effect was fMLP specific and was
not observed in elastase-release or leukotrien-release. The two classical models do not fit
completely with our findings, so we can postulate a new pathophysiological model for
TRALI. A blood compound containing anti-NB-1-antibodies is transfused to a patient.
These anti-NB-1-Antibodies bind to the antigens on the neutrophils of the receipient,
priming these neutrophils, without completely activating them. This priming leads to an
increased reaction of the neutrophil in response to later stimulation of the, e.g. by a
bacterial infection and thereby leading to lung edema and TRALI. This pathophysiological

model is new and is enhancing the understanding of TRALI.
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7 Abkiirzungen

5-LO

aqua dest.

ARDS
BSA
COOH
DMSO
EDTA
EHN
F(AB2)
FACS
fMLP
g
G-CSF
GM-CSF
GPI
HETE
HLA
HNA
HPLC
Ig

IL

kDa
LDH
LPS
LT

ng

ml

NaCl
NaOH

5-Lipoxygenase

Aqua destillata

akutes Lungenversagen, acute respiratory distress syndrome
bovines Serum-Albumin

Carboxyl-Gruppe

Dimethylsulfoxyd

Ethylendiamintetraessigsdure

European Haemovigilance Network

Antigen bindendes Fragment

fluorescens activated cell sorting
N-Formyl-L-Methyl-L-Leucyl-L-Phenylalanin
Gravitationskonstante

Granulozyten Kolonie stimulierender Faktor
Granulozyten Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor
Glykosyl-phosphatidyl-Inositol
Hydroperoxy-6,8,11,14-eicosatetraencarbonsiure
Humanes Leukozyten Antigen

humane neutrophile Alloantigene

High Performance Liquid Chromatography
Immunglobulin (z.B. IgG)

Interleukin (z.B. IL-1)

Kilo Dalton

Lactatdehydogenase

Lipopolysaccharid

Leukotrien (z.B. LT-A4, LT-B4)

Mikrogramm

mikromolar

Milliliter

Anzahl der Versuche

Natriumchlorid

Natriumhydroxid
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NAPDH
NB-1
NDGA
NHLBI
0))

OH
PAF
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