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Zusammenfassung

In vitro gelagerte Erythrozyten zeigen ein charakteristisas Interaktionsprofil mit Immunzellen

Haarmann, geb. Bienek, Natalie Haarmann

Das Erythrozytenkonzentrat (EK) ist die am hauégdransfundierte Blutkomponente. Eine LagerungEoithrozy-

ten (RBC) auBerhalb des Organismus fiihrt jedochaltiplen Veranderungen an den RBC, die als Laggsscha-
den bezeichnet werden und weitreichende rheologiscld mdglicherweise auch immunologische Auswirleimtjir
den Patienten haben kdnnen. Daher beschéftigtgske Arbeit im Wesentlichen mit zwei Fragen:

1) Lasst sichin vitro ein Einfluss der Erythrozytenlagerung auf Intei@ien hamotherapeutisch angewandter RBC-
Préaparationen mit antigenprasentierenden ZellerCjAd mit Endothelzellen (EC) nachweisen?

2) Ist der Einfluss der Erythrozytenlagerung auéitaktionen hamotherapeutisch angewandter RBC-Ratipaen mit

APC und mit EC von funktioneller Relevanz?

Es wurde ein methodischer Ansatz etabliert unddieati, der die biomolekulare Interaktionsanalysétats IASys®-

Technologie mit der Analyse von Genexpressionsigmfinittels cDNA-Chips verknipft. Es wurden Inteiaken

zwischen einerseits gelagerten RBC und anderer$estsllen (Treg), dendritischen Zellen (DC), Montay und

humanen vendsen (HSaVEC), aortalen (HAOEC) undawdskuldren Endothelzellen (HDMEC) in Anwesenheit v
HBS oder Vollblut untersucht.

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

1) Die Bindung gelagerter RBC mit DC, Monozyten HIAMEC in Gegenwart von Vollblut im Vergleich vorag 1

und Tag 28 nimmt statistisch signifikant ab. Diending der RBC in HBS im Vergleich von Tag 1 zu Pagstellt

sich in der Regel als vermindert dar, ohne statiktisignifikant zu sein. An Tag 1 ist die Bindurgy ®RBC an alle
immobilisierten Liganden in HBS grundsatzlidiedriger als in Vollblut, wobei sie nur fur Mondey, HAOEC,

HSaVEC und HDMEC Signifikanz erreicht.

2) Gelagerte RBC zeigen in APC und EC charakteok Genexpressionsprofile und regulieren nactr éiager-

dauer von 21 und 42 Tagen in APC und in EC besendierGene signifikant, welche an der ,zellularégn8ltrans-

duktion* und am ,zellularen Stress" beteiligt sind.

Die Ergebnisse lassen folgende Schlussfolgerungen z

1) Die Interaktion von RBC mit DC, Monozyten und MBC wird im Medium Vollblut durch steigende Lagevda

der Erythrozyten signifikant supprimiert, wahremchsm Medium HBS mit steigender Lagerdauer keiigmifikante

Abnahme der Bindungsintensitét feststellen lasstiern interagieren frische RBC in HBS signifikantwécher mit
Monozyten und EC als in Vollblut.

2) Die Interaktion von gelagerten EK mit Endothé&re und antigenpréasentierenden Zellen induziear@kteristische
Genexpressionsprofile. Zusatzlich konnte ein Vensdesign etabliert werden, welches prinzipiell geet ist, ver-

schiedene Markergene flir RBC-Zell-Interaktionendantifizieren.

Der entwickelte experimentelle Ansatz ist sominpipiell dazu geeignet, den Einfluss der Lagerdawer EK auf
RBC-Zell-Interaktionen und auf Genexpressionspeofibn Monozyten und mikrovaskularen Endothelzelarbe-
schreiben und zu analysieren. AulRerdem erlaubs,eMarkergene fir RBC-Zell-Interaktionen zu ideimtédren und

moglicherweise in Zukunft neue QualitatskontrotfénBlutprodukte zu entwickeln.

Tag der mindlichen Prifung: 17. Dezember 2007
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Erythrozytentransfusion

Gesunden Blutspendern konnen bis zu 500 ml Vollblute klinische Symptomatik ent-
nommen werden [18]. In der Regel werden 450-50W¥aflblut nach Standardmethoden mit
63-70 ml einer sterilen, pyrogenfreien Stabilisktsung in einem geschlossenen Mehrfach-
Blutbeutelsystem gemischt [66]. Der verwendete CRa&bilisator besteht zumeist aus Citrat,
Phosphat und Dextrose oder aus CPDA-1, also minikeldusatz, und hat einen pH-Wert
von 5,6-5,8, so dass nach Vermischen mit dem Mdillein leicht saurer pH-Wert von 7,1-
7,2 entsteht, der eine langere Lagerung bei 4°@gliomt [18, 66].

Durch hohe Nebenwirkungen, z.B. die Entstehung®erinnungsstérungen, Immunisierung
gegen Leukozytenantigene und die Ubertragung @atisger Viren, ist die Vollblutkonserve
heute aber nur noch eine Vorstufe bei der Herstgliton Blutpraparaten und Plasmaderiva-
ten [5, 18, 66]. Um die Immunmodulation und dasktibnsrisiko zu vermindern, sind leu-
kozytendepletierte Erythrozytenkonzentrate (EKAdditiviosung heute die Standardpréapa-
rate [42]. Die EK werden in geschlossenen Systelegkozytendepletiert, in der Regel mit-
tels Filterung.

Die Lagerdauer der EK ist in Abhangigkeit von deldiiviosung und den Verfahren auf 28-
49 Tage bei +4°C £2°C beschrankt [9]. EK seltenet@uppen kdnnen mit hohem logisti-

schen und finanziellen Aufwand kryokonserviert Ulmethrere Jahre gelagert werden [66].

1.1.1. Indikationen, Kontraindikationen, unerwiinschte Wirk ungen

Die Gabe von EK ist nur nach exakter Prifung ddikettion und alternativer, gleichwertiger
Therapiemdoglichkeiten angezeigt. Es existieren &eabsoluten und allgemeingiltigen
Grenzwerte fur Hamoglobin und Hamatokrit, die eiindikation klar aufzeigen. Aul3er den
Laborwerten sind die Dauer, Schwere und Ursachédéamie relevant sowie die Anamne-
se, das Alter und der klinische Zustand des Patiej@6]. Exemplarisch zeigt die Diskussion
um kritische Hamoglobinwerte im Alter, dass das a8 der Andmie als Transfusionstrig-
ger patientengruppenspezifisch und individuell belirwerden muss [16].
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Die klassischen Indikationen zur EK-Transfusiordsiter akute Blutverlust und die Behand-
lung chronischer Andmien [57]. Bei kritischer Indilonsstellung und sachgerechter Anwen-

dung der Blutprodukte sind keine absoluten odettiredn Kontraindikationen bekannt [66].

Nichtsdestotrotz kbnnen unerwinschte Arzneimittedémsvirkungen auftreten, die sich im
Wesentlichen in vier groRe Gruppen gliedern lasdenhamolytische Transfusionsreaktion,
immunologische Transfusionsreaktionen einschlié3tler febrilen und allergischen Trans-
fusionsreaktionen, transfusionsassoziierte Infeledio sowie Transfusionsreaktionen auf-
grund metabolischer Storungen [57, 66]. Die Ubehiwag des Nebenwirkungsprofils der
EK-Transfusion auf lokaler, regionaler und aucharatler Ebene mit dem Ziel der Verbes-

serung der Sicherheit der Hamotherapie ist AufgisedHamovigilanz.

Die bisher grof3te Hamovigilanz-Studie aus Grol3bnien zeigt, dass bei weitgehender Be-
herrschung der klassischen transfusionsassoziigrtektionsrisiken (HIV, HBV, HCV) die
immunologischen Nebenwirkungen der Transfusion aorend wichtig werden [5, 7, 60]. In
dem Zusammenhang ist anzumerken, dass Mechanissnémtigenprasentation, die fur die
Immunantwort auf Blutprodukte von zentraler Bedegtsind, in der Literatur bisher nur in
Einzelfallen Beachtung finden. Wie unter dem Pujikagestellung” der vorliegenden Ar-
beit zusammengefasst ist, gehért es zu den Ziakserd Arbeit, funktionell relevantm

vitro-Assays zur Untersuchung der Interaktionen gelagBC mit APC zu entwickeln.

1.1.2. Zusammensetzung leukozytendepletierter EK in Addit¥ldsung

Die wirksamen Bestandteile leukozytendepletiertérdind funktionell und morphologisch

intakte Erythrozyten. Zusatzliche Restbestandtedle Plasma, Thrombozyten, Stabilisato-
ren, additiven Losungen und mdglicherweise in malen Konzentrationen aus Blutbeuteln
freigesetzten Weichmachern haben fir die Wirksatmkai EK keine wesentliche klinische

Bedeutung und keinen therapeutischen Effekt [66].
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Tabelle 1: Qualitatskriterien transfundierbarer Ery throzytenkonzentrate

EK-Qualitatskriterien

leukozytendepletiertes EK
in Additiviésung

gewaschenes leukozyten-
depletiertes EK

Volumen (ml) 200-350 200-300
Hamatokrit (%) 50-70 50-75
Hamoglobingehalt (mmol) >24.8 >22,32
Leukozyten <1x10 <1x1@
Plasma (ml) <25 <1
Hamolyse (%) <0,8 <0,8

Funktionell und morphologisch intakte Erythrozyteimd bikonkave Scheiben mit einem
Durchmesser von 7,5 - 8,3 um und einer Dicke v@nuinm [42]. Sie machen 44 Vol.-% des
Gesamtblutvolumens aus. Vom Restvolumen verteilgn 55 Vol.-% auf Plasma, 0,5 Vol.-
% auf Leukozyten und 0,4 Vol.-% auf Thrombozyteme Brythrozytenzahl pro ul betragt
bei einem Mann 4,6-6,2 Millionen und bei einer Fd&0-5,4 Millionen [29]. Die bikonkave
Form der Erythrozyten dient einer guten Verformle#rkist wichtig flr die Blutviskositét
und verhindert die Sequestration der Zellen, zé8.der Passage durch die Milz [42]. Durch
aulRere Krafteinwirkung kénnen RBC so verformt wardkass sie durch Kapillargeféal3e pas-
sen, deren Durchmesser kleiner 0,75 um ist [1542P,Dadurch kénnen sie selbst kleinste

GefalRbezirke mit Sauerstoff versorgen.

Reife RBC sind kern- und mitochondrienlos. 90% shieockengewichts entfallen auf Ha-

moglobin, welches fur den Austausch und TranspertAtemgase in Lunge, Blut und Ge-

webe verantwortlich ist [29]. Die durchschnittlichebensdauer von RBC betragt 110-120
Tage, die Eliminationsrate liegt bei ca. 1% pro .TRg EK alle Altersstufen von RBC ent-

halten, betragt die mittlere Uberlebenszeit trandierter RBC 57,7 Tage [66].

Neben der Funktion des Atemgastransportes haben &B&€ Vielzahl weiterer Aufgaben

unter immunologischen, hamostaseologischen, irdelgischen, metabolischen und

hamorheologischen Aspekten:

* RBC koénnen das Wachstum und die Apoptose von TZidipopulationen regulie-

ren und somit die Immunabwehr unterdricken [3,77, 1

* Es st in der Literatur bekannt, dass die Appliatder als Alternative zum EK ent-

wickelten Hamoglobinldsungen bei kritisch krankeati€ten die Entwicklung einer
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Sepsis beeinflussen kénnen [7, 33]. Diese Dategemeidass die Erythrozyten-
membran eine Rolle bei der Infektabwehr spielenanabwohl die pathophysiologi-
schen Mechanismen im Detail noch unbekannt sind.

* RBC konnen die Plattchenaggregation beeinflusséh [2

* Durch die hohe Pufferkapazitat des Blutes konnéfgmre Azidosen oder Alkalosen

vermieden werden [29].

* Unter hamorheologischen Aspekten wird zunehmendetigftuss des Hamoglobins
auf den Nitratstoffwechsel und in diesem Zusammeghauf die Regulierung des

Gefaltonus Klinisch relevant [55].

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die BKsfusion durchaus der Transplantation
eines flissigen Gewebes mit sehr vielschichtigesh komplexen Funktionen gleichkommt.

Unter klinischen und wissenschaftlichen Aspektendeher kritisch zu diskutieren, ob ein

EK als ein nach Arzneimittelkriterien standardibames Arzneimittel angesehen werden
kann [64].

1.2. Antigenprasentierende Zellen

Die Prasentation von dem Organismus fremden Moégkéluf allogenen Geweben erfolgt
auf einer Vielzahl hochspezialisierter Zellen dempEangerorganismus, den so genannten
antigenprasentierenden Zellen (APC). APC diffenieire Morphologie und Funktion erheb-
lich in Abhangigkeit von der Biochemie des Molekidas sie prasentieren (Lipid-, Zucker-,
Proteinstruktur). Am grundlichsten untersucht im biemunologie ist die Antigenprasentati-
on von Proteinantigenen. Die vorliegende ArbeitZaririert sich im Hinblick auf Antigen-

prasentation daher auf Proteinantigene.

APC nehmen beim erstmaligen Kontakt des Organismiiseinem Proteinantigen diese
exogenen Antigene auf, fragmentieren sie protesdiitund prasentieren sie mit spezifischen

Membranproteinen der MHC-Klasse | und Il auf deliateerflache.

Im Anschluss werden sie in der Regel T-Helfer-Zelpedsentiert. In Verbindung mit einem
costimulatorischen Signal kommt es zur Aktivierungender T-Helfer-Zellen und tber die
Interaktion der aktivierten T-Helfer-Zellen mit ddrperproduzierenden Zellen zur humora-

len Immunantwort. Die humorale Immunantwort, dag3heie Antikdrperantwort, ist die
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klassische Immunantwort auf den Kontakt eines Qspams mit im Rahmen der EK-

Transfusion verabreichten fremden RBC.

Zu den APC, die im Sinne der Immunantwort auf Rnatetigene relevant sind, zahlt man
klassischerweise dendritische Zellen, Monozyten .bzMakrophagen wund auch

B-Lymphozyten. Die starkste Immunstimulation bewinkdendritische Zellen [37, 53].

Neuere Literatur zeigt aber eindeutig, dass Anfig&sentation durch B-Lymphozyten auch
fur die EK-Transfusion diskutiert werden muss: Zumend setzt sich die Erkenntnis durch,
dass B-Lymphozyten nicht nur l6sliche Antigene pridieren, sondern auch membrange-

bundene Antigene internalisieren und prasentieéemén [4, 11].

1.3. Endothelzellen

Endothelzellen stellen einen einschichtigen Verbacher Zellen dar und bilden so die in-
nere Auskleidung von Blut- und LymphgefaRen undsem Hoéhlen. Durch die Bildung von
rohrahnlichen Hohlrdumen sind sie in der Lage dren@flache zwischen zirkulierender
Flissigkeit und dem Gewebe der GefalRwand zu stfl@jn Dabei ist es von funktioneller
Bedeutung, ob die EC sich im arteriellen, ventsaer i&apillaren GefalRabschnitt befinden,
da die EC in unterschiedlichen Gefal3bereichen scitérdliche Funktionen haben und sich
demzufolge auch morphologisch voneinander unterdehd13, 24]. Neben seiner Funktion
als passive Barriere regelt das EC den AustauschSubstanzen zwischen Gewebe und
Blut. Es ist an der Regulation der Blutgerinnung deer Wundheilung sowie an der Indukti-
on der GefaRneubildung beteiligt. Der GefalRtonusl wber Stickstoffmonoxid vom Endo-
thel mitbestimmt [30, 62]. Neuere Studien konnteehweisen, dass mit steigender Lager-
dauer der EK der Anteil des freien Hamoglobins &dén ansteigt, welches die NO-
Molekule bindet und tber Vasokonstriktion zu einBlatdruckanstieg fuhrt [31]. Rothermel
et al. konnten dariiber hinausvivo an Mausen nachweisen, dass Endothelzellen im Rahmen
einer transplantationsrelevanten immunologischemwart Antigene prasentieren kénnen
[51, 52]. Pober und Kollegen haben in einer Reitve Arbeiten zeigen kdnnen, dass Interak-
tionen zwischen EC und T-Zellen die Funktionen @e$al3systems und des Immunsystems
miteinander verknipfen [13]. Obwohl EC-RBC-Interaken in Abhéngigkeit von der La-
gerdauer transfundierter RBC die Funktion des Hmstauch unter immunologischen As-
pekten beeinflussen kénnten, finden solche Aspaétd agerdauer transfundierter EK in der
Literatur bisher keine Beachtung.
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Abbildung 1: Heterogenitat von Endothelzellen.

Erkennbar sind Spezialisierungen auf arterielledge und kapillare Endothelzellen. Arterielle EGitkollie-

ren den Blutfluss mittels NO und EDHF-Produktioeniise EC rekrutieren Leukozyten mittels Adhasionsmo
lekiilen, und kapillare EC sichern den Stoffausthubarch fenestrierte oder sinusoidale GefaRabgehkiber-
nommen aus Annual Review of Immunology, Volume 22@4 mit freundlicher Genehmigung von Annual

Reviews, www.annualreviews.org
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1.4. Hamorheologische Aspekte der Erythrozytentransfusio

Hamorheologie beschétftigt sich mit den FlieReigkaiken des Blutes. Sie ist insbesondere
im mikrovaskularen Bereich relevant und wird being&@nter Temperatur, konstantem
Druckgradienten und konstanten Stromungsbedingumgesentlich von der Blutviskositat
determiniert. Die Blutviskositat ist ein multifakielles System, in das besonders die kor-
puskularen Bestandteile des Blutes, die Erythromsgdormbarkeit, die Erythrozytenaggre-
gation und daneben auch der Proteingehalt des Béasimflie3en [20, 42, 63].

Hamorheologische Aspekte haben eine grofRe Bedeuuwhgy Transfusionsmedizin [5, 19].
Insbesondere die Problematik der EK-Lagerung isKontext der Hamorheologie wichtig.
Durch eine Lagerung der RBC auf3erhalb des Orgasikommt es zu multiplen Verande-
rungen an den Erythrozyten, die die Hamorheologgativ beeinflussen kénnen. Der Vor-
gang wird als Lagerungsschaden bezeichnet [66]Fdigenden werden die einzelnen De-
terminanten physiologischer Einflisse der RBC uedEIC auf die Hamorheologie und die

Determinanten des Lagerungsschadens ausfuhrliglsehbeben.

1.4.1. Rolle der Erythrozyten in der Hamorheologie

Zwei fur die Blutviskositat relevante Faktoren simn einen die Neigung der Erythrozyten,

Aggregate zu bilden und zum anderen ihre mechassEligenschaften.

Bei verlangsamter Stromungsgeschwindigkeit lagech RBC aneinander und bilden Ag-
gregate, so genannte Rouleaux-Formationen, diBldistromung behindern oder sogar zum
Stillstand bringen. Bevorzugt konnen Stillstandelém Kapillaren und postkapillaren Veno-
len auftreten, hier sind die Scherkrafte und Schabsungen am niedrigsten. Das Blut wird
zum festen Korper und verursacht eine Stase. DasnAl der Aggregation ist zusatzlich

abhangig von Hamatokrit und Plasmaviskositat [42].

RBC sind durch den Aufbau ihrer Zellmembran, dutal ginstige Verhaltnis der Zellober-
flache zum Zellvolumen und durch ihren niedrigvisén Zellinhalt leicht verformbar und
konnen auf diese Weise Kapillare mit einem Durclsees/on <7,5 pm passieren [15].
Durch Verhartung der Membran, Viskositatssteigerdeg Zellinhalts, Schrumpfung (zur

Stechapfelform) oder Aufquellen in hypotonen Lésmgerlieren sie ihre Fluiditat und ver-
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schlechtern die Blutstromung. Typische Erkrankungewliesem Zusammenhang sind die

Sichelzellandmie und die Spharozytose [42, 50].

Die Viskositat des Plasmas wird in erster Liniealludie Konzentration von Proteinen mit
einem hochmolekularen Aufbau determiniert, die iraséér kolloidal gel6st sind. Dazu zéah-
len z.B. Fibrinogeng,-Makroglobulin und IgM. Je gréf3er ein Eiweil3molelgilund je mehr
es von der spharischen Form abweicht, desto gis3&ein hAmorheologischer Einflu3. Eine
pathologische Zunahme der Plasmaproteine und Zigb&iz Paraproteine findet man z.B.
beim Plasmacytom. Die Geldrollenbildung der RBChissonders beim Plasmacytom in der
Literatur gut bekannt [20, 42, 48].

1.4.2. Rolle der BlutgefaRwand in der Hamorheologie

Die Bedeutung der Gefaldwand fiur die Hamorheologid durch das Verstéandnis der Rolle
der Leukozyten deutlich. Da Leukozyten eine wenitgxible Membran als RBC besitzen,

konnen sie durch Kapillaren, deren Durchmessené&test als der Durchmesser der Leuko-
zyten, nur sehr schwer flie3en. lhre dadurch vgdamte Stromungsgeschwindigkeit behin-
dert die sich dahinter akkumulierenden ErythrozytAns diesem Grund kann der Stro-
mungswiderstand steigen, die Blutstrémungsgeschgked verlangsamt sich, und eine

vollstandige Verlegung von Blutgefal3en kann eietietinsbesondere bei einer pathologi-

schen Erhdhung der Leukozytenwerte, wie z.B. beteakLeukamien [42, 63].

Das Endothel hat unter anderem die Funktion, Leytkozzur Immunabwehr aus dem stro-
menden Blut in das Gewebe zu rekrutieren [32, 42,52]. Im Bereich einer lokalen Ent-

zundung oder Verletzung kommt es zu einer schwaBleatung zwischen auf dem Endothel
sezernierten Selektinen und Leukozyten. Da die iBigdhoch nicht gentigend stark ist, rol-
len die Leukozyten mit dem Blutfluss am Endothélasmy, bilden dabei neue Verbindungen
und l6sen die alten, bis es zu einer stabilen Vieidoig zwischen ICAM-1 auf dem Endothel
und LFA-1 auf dem Leukozyten kommt. Daran schliefieh die Diapedese des Leukozyten
durch die GefalBwand und die Migration zum Ort dex@&l entlang eines chemotaktischen
Gradienten an [32, 42].

Es wird vermutet, dass ein Multiorganversagen n@epsis, Polytrauma, Verbrennungen
oder Reperfusion nach Ischamie durch eine genierdtisuind nicht mehr nur lokal begrenzte

Leukozyten-Endothel-Interaktion verursacht wird][44
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Neuerein vitro - Studien lassen die Hypothese zu, dass die Adihasin RBC an das Endo-
thel mit zunehmender Lagerdauer ebenfalls sinkt sordit Einfluss auf die hamorheologi-
schen Eigenschaften des Blutes nimmt [38].

1.4.3. Einfluss der Erythrozytenlagerung auf hamorheologishe Parameter

Wie bereits dargestellt, spielt die Erythrozyteelamg fur die hAmorheologischen Parameter
des sogenannten Lagerungsschadens eine weseRbtheDie bisher untersuchten Aspekte

eines Lagerungsschadens kdnnen wie folgt zusamrzsseverden:

e Mit zunehmender Lagerdauer verringert sich der AJdhalt der RBC, und es
kommt zum Lipidverlust in der Zellmembran, zur Smlzgtose, Stechapfelformen
und steigender Rigiditat der Erythrozyten. Diesshtinur hamorheologisch sondern
auch klinisch relevanten Auswirkungen konnen duteh Zusatz von Adenin und I-

nosin zur Stabilisatorlésung vermindert werden B4,

e Es kommt mit zunehmender Lagerdauer zur Erh6humnd_aktatkonzentration und
Freisetzung von Inhaltsstoffen der Erythrozytene Wialium, Laktatdehydrogenase

oder Hamoglobin im Blutprodukt [66].

* Die lagerungsbedingte Schwellung, Entstehung dfugelform und Hamolyse der
RBC wird weitestgehend durch den Zusatz von Mahaito Stabilisatorldsung ver-
mieden [42, 66].

* Gelagerte RBC, die zum Zeitpunkt der Transfusiarsiald, exprimieren mehr Anne-
xin V als junge transfundierbare RBC, welches eaclen verstarkter Apoptose ist
[59].

* Eine erhtdhte Aggregationsbereitschaft von RBC imdigigkeit von der Lagerdauer
konntein vitro nachgewiesen werden [28]. Die Ausbildung von Maggregaten in
EK wird jedoch durch Leukozytendepletion des Praslmkinimiert [42].

* Ein Abfall des pH-Werts von 7,1-7,2 auf 6,85 in GRDnserven bis zum Ende der
Lagerungsperiode ist bekannt und wird derzeit dfsskh tolerabel angesehen. Ein
weiterer Abfall durch noch langere Lagerung beéutitigt die Energiegewinnung
der Erythrozyten Uber die enzymatisch gesteuery&dBise, hat eine Linksverschie-
bung der Sauerstoffdissoziationskurve zur Folge wedhindert somit eine Freiset-

zung von Sauerstoff ins Gewebe [18, 42, 47, 64].
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* Proteine von gelagerten RBC werden durch Hamokggdsetzt und kdnnen mit zu-
nehmender Lagerdauer ihr Molekulargewicht und deelektrischen Punkt veran-
dern [1].

* Funktionell relevante Membranbestandteile der RB&den im Rahmen der Lage-
rung verandert. So konnte z.B. eine verdnderte dsgiwn der Blutgruppenmerkmale

Lewis und P im Verlauf der Lagerung nachgewieserdere [43].

* Im Verlauf der EK-Lagerung werden Zuckerreste aaf @berflache der RBC expri-

miert, die eine positive serologische Vertraglidkd@obe ausldésen kénnten [42].

* In Abhangigkeit vom Lipidgehalt und Lagerdauer @S wird der Plastikweichma-
cher (DEHP) aus Blutbeuteln freigesetzt [66]. Dids#ekt kann besonders fur Risi-
kogruppen wie Frihgeborene mit hohem und langfesti Transfusionsbedarf Kkli-

nisch relevant sein [35, 36].

1.4.4. Problematik der Lagerungsschéaden von Erythrozytenkazentraten

Ein zentrales Problem der Hamotherapie ist edasjem, Blutin vitro so zu konservieren,

dass die Funktionsfahigkeit seiner Bestandteild edhalten bleibt und gleichzeitig die

Transfundierbarkeit der Blutbestandteile tiber eiagsreichend langen Zeitraum gewahrleis-
tet ist [41]. Besonders in den Zeiten vor dem ersted dem zweiten Weltkrieg haben sich
Rous, Turner, Robertson et al. durch die LagerwmgBiut in einer Citrat-Dextrose-Lésung,

die zu einer verminderten Lyse des Blutes gefuattverdient gemacht. 1943 wurde einheit-
lich in GroRRbritannien die von Loutit und Mollisaturch Studien bestatigte saure Citrat-
Dextrose-Ldsung eingefiihrt, die die Lagerungsmbgkiten deutlich verbesserte [25, 57].
Durch die Zugabe von Adenin (=ACD-L6sung) durch feabNakao et al. wurde die Halt-

barkeit von Blutkonserven noch weiter verlangestdass EK unter 4°C-Bedingungen mitt-
lerweile je nach Stabilisatorlésung bis zu 49 Tagetagert werden kdnnen [27, 41]. Das
Problem der Erhaltung der Funktionsfahigkeit destdd fir einen bestimmten Zeitraum
wurde also im Wesentlichen geldst. Im n&chsten iBafehtete sich seit ca. 1960 das Au-
genmerk auf die Qualitat der gelagerten Blutkorsenz.B. die Problematik der Sauerstoff-

freisetzung aus Hamoglobin bei vermindertem 2,3-BBhalt im Blutpraparat [40, 41].

Bis heute sind viele Aspekte der Lagerung von Bigpraten untersucht worden, und es
lasst sich zusammenfassend feststellen, dass lrag€ualitatseinbul3en der EK zur Folge
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hat, die als Lagerungsschaden bezeichnet werdeB¢Spndere Relevanz erhalten die Kon-
sequenzen des Lagerungsschadens vor folgendestisthten Hintergrund: eine niederlan-
dische Funf-Jahres-Studie der Amsterdamer Unisgiinik zeigte an ca. 74.000 transfun-
dierten EK, dass die durchschnittliche Lagerdaueset EK 19,4 + 7 Tage betragt und 37%

aller transfundierten EK alter als drei Wochen g#hd.

Beispielsweise kann man beobachten, dass kirzemwasWochen gelagerte RBI@ vivo
zum grof3ten Teil Uberleben, wahrend langer gelageBC in den ersten 24h nach Transfu-
sion verstarkt abgebaut werden [41]. Desweitered die negativen Einflisse der Lagerdau-
er auf Metabolismus, Biochemie und Morphologie RBIC und somit auf die Hamorheolo-
gie im oberen Kapitel beschrieben worden. Chen. eteggten z.B. mittels Atomkraftmikro-
skopie die relevanten Veranderungen der RBC-Membeah Lagerung der unpraparierten
RBC an der Luft [12]. Auch auf die zum Grol3teil haeerforschte Rolle der RBC im Im-
munsystem ist an dieser Stelle hinzuweisen. Eauistermuten, dass die Lagerdauer der EK

nach Retransfusion auch auf immunologische ParargetBuss nehmen kann [3].

Viele Veranderungen sind vivo innerhalb von 48-72 Stunden reversibel [42, 64, Bén-
noch konnte beispielsweise von Valeri und Hirschlathr 1969 nachgewiesen werden, dass
sich der Kaliumgehalt 15-16 Tage in ACD-L6sung geléer RBC erst innerhalb von 6 Ta-
gen normalisiert [41]. Es wird vermutet, dass dagérungsschaden besonders auf den Ge-
sundheitszustand schwerkranker Herzpatienten adendivpatienten Einfluss nimmt [42,
57, 66]. Von Purdy et al. konnte sogar eine holhdoetalitatsrate nach Transfusion von 17-
25 Tage altem Blut nachgewiesen werden, die mitLdgerdauer der EK assoziiert sein
kann [45]. Von Marik et al. wurden Mikrozirkulatiestérungen mit ischamischen Reaktio-
nen nach der Gabe von EK, die alter als 15 Tagemwaufgezeigt [39]. Tsai et al. konnten
in vivo belegen, dass bei septischen Ratten die Transefuga 28 Tage alten RBC zu
mikrovaskuléarer Minderperfusion und daraus reswdtider ungeniigender Sauerstoffversor-
gung fuhrte [65]. Daher wird fir den Bereich detelsivmedizin bereits empfohlen, 7-10
Tage alte EK zu verwenden, um eine ausreichender§atfversorgung zu gewahrleisten
[42, 66].
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1.5. Fragestellung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit widmet sich dem Thema degdrangsschadens der EK unter dem
Aspekt der Interaktion der RBC mit APC des perigheBlutes und mit Endothelzellen
in Abhangigkeit von der Lagerungsdauer der EK u@ldent sich der Problematik mit Hilfe

zweier Fragen:

1. Lasst sich anhand van vitro-Systemen ein Einfluss der Erythrozytenlagerunglagr-
aktionen hamotherapeutisch angewandter RBC-Prégaeat mit antigenprasentierenden

Zellen und mit Endothelzellen nachweisen?

2. Ist ein Einfluss der Erythrozytenlagerung auétaktionen hamotherapeutisch angewand-
ter RBC-Préaparationen mit antigenprasentierendélerzend mit Endothelzellen von funk-

tioneller Relevanz?

Um die Frage des Einflusses der EK-Lagerung auf RBC-Interaktionen und RBC-EC-
Interaktionen untem vitro-Bedingungen zu untersuchen, dievivo-Bedingungen moglichst
nahe kommen, wurde die biomolekulare Interaktioaee mittels der IAsys®-Technologie

alsin vitro-Untersuchungssystem fir diese Fragestellung etablialidiert und angewandt.

Zur Untersuchung der funktionellen Relevanz derlE&gerung auf RBC-APC-Interaktionen
und RBC-EC-Interaktionen wurde die Genomexpressioalyse mittels der Array-

Technologie eingesetzt.
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2.1

Material und Methoden

Verwendete Materialien

DetachKit, Promocell, Heidelberg, Deutschland -afumensetzung:
0 HepesBSS
o Trypsin
o TNS

Easy Sef” magnetic nanoparticles, StemCell Technologies Wancouver, Kanada
Zusammensetzung:
0 Magnetische Dextran-Eisen-Partikel

0 Agqua bidestillata

Easy Sep” positive selection cocktail, StemCell Technolodies, Vancouver,
Kanada — Zusammensetzung:
o0 Monoklonale IgG1-Antikdrper der Maus bilden bisgiszhe, tetramere
Antikdrper-Komplexe (TACs), die gegen CD25+ und Dar gerichtet sind
0 Antikdrper gegen humane Fc-Rezeptoren
o PBS

FCS, Gibco/lnvitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Ficoll-Hypaque, Biochrom, Berlin, Deutschland
o Dichte 1,077 g/mi

MACS-Puffer, Milteny Biotec, KdIn, Deutschland —gammensetzung:
o EDTAZ2mM
o FCS 0,5%ig
o PBSpH74

PBS, Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland — Zusansa&ing:
o NaCl8qgll
0 NaHPO, 1,15 g/l
o KCI0,24gl
o KHyPO,0,2 g/l
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« Rosette Sep antibody cocktail, StemCell Technologies Inc., ¥@uver, Kanada

Zusammensetzung:

(0]

Monoklonale IgG1-Antikorper der Maus gegen: CD8,16DCD19, CD36,
CD56 und Glycophorin A an RBC

* RPMI 1640, Gibco/lnvitrogen, Karlsruhe, Deutschlandusammensetzung:

o

o O O O O

D-Glucose 4,5 g/l

HEPES puffer 2,383 g/l
Natriumbicarbonat 1,5 g/l
Natriumpyruvat 0,1100 g/I
L-glutamin

Indikator: Phenolrot

* SAG-Mannitol, Universitatsklinikum Munster, Deut$ghd — Zusammensetzung:

o O O O o

Glucose-Monohydrat 9 g/l
Adenin 170 g/l

Mannitol 52,5 g/l
Natriumchlorid 87,7 g/l
Aqua ad injectabilia 1 |

« StemSepP" antibody cocktail, StemCell Technologies Inc., Y@mver, Kanada

Zusammensetzung:

(0]

(0]

Monoklonale IgG1-Antikorper der Maus gegen: CD3,1@dDCD16, CD19,
CD34, CD56, CD66b, Dextran und Glycophorin A an RBiilden bispezi-
fische, tetramere Antikdrper-Komplexe

PBS

« StemSeP" magnetic colloid, StemCell Technologies Inc., \anger, Kanada

Zusammensetzung:

(0]

o

Magnetische Dextran-Eisen-Partikel
USP-Kochsalzlésung (pH 7,0-7,5)
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* Endothelial Cell Growth Medium, Promocell, HeidellpeDeutschland
Zusammensetzung fiur HAoEC und HSaVEC:

o ECGS/H 0,4%

o FCS 2%

o Epidermal Growth Factor 0,1 ng/ml
o Hydrokortison 1 pg/mi

o Basic Fibroblast Factor 1 pg/mi
o Amphotericin B 50 pg/ml
o Gentamycin 50 pg/ml

* Endothelial Cell Growth Medium, Promocell, HeidellpeDeutschland

Zusammensetzung fiur HDMEC:

o ECGS/H 0,4%

o FCS 5%

o Epidermal Growth Factor 10 ng/ml
0 Hydrokortison 1 pg/mi

o0 Basic Fibroblast Factor -

o Amphotericin B 50 pg/ml
o Gentamycin 50 pg/ml

2.2. Herkunft und Eigenschaften der verwendeten Blutpraarate

Die verwendeten Blutpraparate wurden von gesundetsfigzndern zur Verfigung gestellt.
Im Institut fir Transfusionsmedizin der Universsidiniken Minster wurde die Spende rou-
tinemalig verarbeitet. Dabei wurden die Richtlindar Bundeséarztekammer zur Blutgrup-
penbestimmung und Bluttransfusion sowie die intsitiernen Richtlinien (Standardarbeits-
anleitung des Institutes fur Transfusionsmedizird ufransplantationsimmunologie der
WWU Miunster) eingehalten.
Rh(D)positiv verwendet. Die Spenden wurden in Feon Vollblut, d.h. als Blutprobe oder

Es wurden ausschlie3lRtéparate der Blutgruppe 0

komplette Spende, als leukozytendepletiertes EKschplasma oder Buffy coat in den
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Untersuchungen eingesetzt. Die eingesetzten Blodpationen wurden nach folgenden Ver-

fahren hergestellt:

Zur Gewinnung der Frischplasmen, der EK und derfyBabats verwendete man ein ge-
schlossenes Beutelsystem (Leukotrap, Firma Padlieizh, Deutschland), in dem ca. 450 ml

des Spenderblutes gesammelt wurden.

* Vollblut:
0 Zentrifugation mit 3200 U/min fir 20 min bei 22°Bremse 2,
o0 Einzelne Blutproben kleineren Volumens (10 ml ptasnAhme) wurden durch
sterile Venenpunktion gewonnen,

o Das Vollblut wurde durch EDTA antikoaguliert,

o Erythrozyten flossen mittels Schwerkraft in einegarnsferbeutel,

o0 Resuspension der Erythrozyten in der Additivios8@gs-Mannitol,

o Vor weiterer Verwendung der EK (z.B. fir Messungem IAsys®, s.u.) wurde
die Konzentration der Suspension mit physiologis&twhsalzlosung auf

4x10 Zellen/ml eingestellt.
* Plasma: Abpressen und Abschweil3en des Plasmaen eaerbeutel.

* Buffy coat:
o Ca. 120 ml Buffy coat verbleiben im Ausgangsbeutel,
o Um reine Lymphozyten-Suspensionen zu erhalten, eudie Buffy coats wei-

ter verarbeitet (s.u.).
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2.3.

2.3.1.

Herkunft und Isolierung der untersuchten Zielzellen (regulatorische T-Zellen,

dendritische Zellen, Monozyten, Endothelzellen)

Lymphozytenisolierung aus Buffy coats

Die Isolierung der Lymphozyten aus einem Buffy cmatde unter Verwendung einer Ficoll-

Hypaque-L6sung nach dem folgenden Protokoll durthge Das Prinzip der Ficoll-

Trennung erfolgt nach der Dichtegradientenzentafian:

2.3.2.

Falls noch kein Buffy coat vorliegt, missen Plaamd Erythrozyten aus dem Voll-
blut durch Zentrifugieren (3.000 U/min, 15 min, 20°Bremse 0) herausgetrennt
werden, so dass die Lymphozyten als Schicht sichtleaeden und mit einer Pipette

abgenommen werden kénnen.

Die Zellldsung wird mit RPMI in neuen Tubes auf dassgangsvolumen gebracht
und auf Tubes verteilt, die bereits mit Ficoll-Laguversehen sind. Das Verhaltnis

Zellsuspension zu Ficoll-Lésung soll 1:1 betragen.

Die Ficoll-Trennung erfolgt in der Zentrifuge f® 3nin bei 20°C, 2.400 U/min und

Bremse 0.

Anschlie3end folgt die quantitative Entnahme demphozytenschicht und die

nochmalige Zentrifugation fur 15 min bei 20°C, 240@nin und Bremse 2.

Der Uberstand wird verworfen, und die PBL werdereifach in RPMI gewaschen
(2.600 U/min, 7 min, 20°C, Bremse 9).

Die Lymphozytensuspension wird resuspendiert uridii@ugewtinschte Konzentrati-
on mit RPMI oder RPMI FCS 5% in Abhangigkeit vorr &eagestellung eingestellt.

Regulatorische T-Zellen

Mit dem folgenden Protokoll wurden aus 200 ml VhitbCD4'CD25 -regulatorische T-

Zellen gewonnen:

10x20 ml Vollblut wurden mit jeweils 1 ml RosettefS" antibody cocktail versetzt,

gut gemischt und 20 min bei Raumtemperatur inkabier

Nach der anschlie3enden Ficoll-Separation (20 eolFL6sung auf 20 ml Vollblut,
30 min bei 20°C und 2.400 U/min ohne Bremse zergidrt) wurden die CD4
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T-Zellen abgenommen und in einem von StemCell ehipfen Medium (PBS mit
2% FCS und 1 mM EDTA, ohne €aund Md") zweifach gewaschen.

Nach dem Waschen wurden die Zellen im selben Medauhgenommen und auf

1x1@ Zellen/ml eingestellt.

Die Zellsuspension wurde in FACS-Tubes aufgeteitin fiigte 100 pl Easy Sep
positive selection cocktail pro ml Suspension hjnmischte und inkubierte die L6-

sung 15 min bei Raumtemperatur.

Es folgten die Zugabe von 50 pl Easy Skpnagnetischen Nanopartikeln pro ml
Zellsuspension, ein erneutes Mischen und die Infkodiir 10 min bei Raumtempe-

ratur.

Das Volumen der Lésung wurde mit dem o.g. Mediurih2ab ml aufgefillt und das

Tube wurde fir 5 min im Magneten inkubiert.

Als néchstes stellte man die Einheit Tube-Magnedimer gleichmaligen Bewegung
auf den Kopf, verwarf den Uberstand und fillte,sicintig mischend, nach 2-3 min
das Tube mit dem o.g. Medium wieder auf 2,5 ml &dr Vorgang wurde noch

zweimal wiederholt.

SchlieRlich wurden die isolierten CB@D25"-T-Zellen in RPMI, welches 5% FCS
(RPMI-FCS 5%ig) enthielt, mit einer Konzentratioorvdx16/ml aufgenommen.

2.3.3. Dendritische Zellen

Zur Gewinnung von dendritischen Zellen wurden zhstidymphozyten aus einem Buffy

coat isoliert (Protokoll s.0.).

Die Lymphozyten wurden auf 1x3fnl im von StemCell empfohlenen Medium (PBS
mit 2% FCS und 1 mM EDTA, ohne €auind Md¢") eingestellt, mit dem StemSéb
antibody cocktail versehen (100 pl/ml Zellen) urel Raumtemperatur fir 20 min

inkubiert.

AnschlieRend fiigte man 1,5 ml Stem8&magnetic colloid pro 2 ml Zellsuspension

hinzu und inkubierte dieses 12 min bei Raumtemperat

Um die Zellen aus der Suspension zu isolieren, eerdete man MACS-Saulen

(Milteny Biotec, KoIn, Deutschland), wobei man gsaule 1 ml der L6sung in ein



Material und Methoden 19

Tube drickte. Im Anschluss wurden die Saulen driemigjeweils 1ml des empfoh-

lenen Mediums gespuilt.

e Daraufhin tberfuhrte man die dendritischen Zelleh Inml RPMI-FCS 5%ig pro
Saule in ein FACS-Ro6hrchen und stellte sie aufeiwiinschte Konzentration ein.

« Die isolierte Zellzahl aus einem Buffy coat aus BAOvollblut lag bei 2,16x10ml.

2.3.4. Monozyten

Die Extraktion von Monozyten erfolgte Uber die lsaling von Lymphozyten aus Vollblut

oder Buffy coats (Protokoll s.0.). Es wurde nacindelgenden Protokoll vorgegangen:

* 8Well-Platten wurden mit 2 ml/Well RPMI-FCS 5%igdobickt und fur 1 h bei 37°C
und 5% CQ-Gehalt inkubiert. Im Anschluss wurde die Flissigkdgegossen und
die Platten wurden mit 1,5 ml/Well der zuvor isdié® PBL-Suspension beflllt. Die
Zellen hatten eine Konzentration von 1%b@l RPMI-FCS 5%ig. Es erfolgte die In-
kubation fur 1 h bei 37°C und 5% GE&Gehalt.

* Nach 1 h waren die Monozyten am Boden der 8Welitdhaadhé&rent, so dass man
den fliissigen Uberstand (=ohne Monozyten) abnehkoente. Um die Monozyten
von der Platte zu l6sen, beflllte man die Welleatmit 2 ml/Well frischen RPMI-
FCS 5%ig, stellte diese fur 2 min auf einen Eisbkland bearbeitete den Boden mit

einem Cell-Scraper.

« Nach dem Uberfiihren der Zellsuspension in ein Tubele die Konzentration ermit-

telt und auf den jeweils bendtigten Wert eingestell

2.3.5. Endothelzellen

Fur die Untersuchungen wurden primare EC aus derdsen, arteriellen und mikrovaskula-

ren Gefal3system verwendet (Firma Promocell, HegalgllDeutschland):
* Humane aortale Endothelzellen (HAOEC),
* Humane Endothelzellen der Vena saphena (HSaVvVEC),

* Humane mikrovaskulare Endothelzellen, isoliert @asDermis (HDMEC).
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Alle drei verwendeten Arten von Endothelzellen varrdron PromoCell mittels Immunoflu-

oreszenz positiv auf den Von-Willebrand-Faktor gete Negative Ergebnisse brachten

Tests auf Bakterien, Fungizide, Mykoplasmen, HI\épHititis B und Hepatitis C.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Endotheli@ell Growth Medium (s.0.) im
Inkubator bei 37°C und 5% GOGehalt. Alle 2 Tage wurde das Medium erneuert.

Wenn die Zellen 70-90% des Bodens bedeckten urne meotische Figuren erkenn-
bar waren, wurden Subkulturen angelegt. Daflr wurdas mitgelieferte Medium

und ein DetachKit verwendet.

Zunachst wurden die Boden von Kulturflaschen mihaempfohlenen Kulturmedium
mit 200 pl/cni bedeckt und die Flaschen fiir 30 min bei 37°C und®%—Gehalt

inkubiert.

In der Flasche mit dem Zell-Monolayer wurde da® a&tedium durch 5 ml He-
pesBSS ersetzt und die Zellen wurden 30 sec mitdsung gespdlt. Danach wurde
die Lésung verworfen und man fiigte 100 pl Trypsif/hinzu. Sofort im Anschluss

beobachtete man die Zellen unter einem Mikroskop.

Wenn sich alle Zellen vom Boden gel6st hatten, albeh vor Ablauf von 7 min, ad-
dierte man 100 pl TNS/cmhinzu und Uberfiihrte die Zellsuspension in ein &ub

welches mit 500 U/min fur 4 min bei 20°C und BrerAseentrifugiert wurde.

Man entfernte den Uberschuss und resuspendier@etlien in 1,5 ml des empfohle-
nen Kulturmediums, fiillte das Tube auf 2 ml auf ledtimmte die Zellkonzentrati-

on.

Schlief3lich teilte man die Suspension auf die viaiteten Flaschen auf und lagerte
sie im Inkubator bei 37°C und 5% @OGehalt. Auch hier wurde das Medium alle
48h gewechselt.
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2.4. IAsys®-Technologie

2.4.1. Funktionsweise des IAsys®-Gerates

Die biomolekulare Interaktionsanalyse ermaoglichtraarkierungsfrei und zeitaufgelost die
Bindung von Biomolekilen zu messen. Einer der beik¢eraktionspartner (hier dendriti-
sche Zellen, regulatorische T-Zellen, Monozyten &mdiothelzellen) wird auf der Sensor-
oberflache (Coupling Layer) einer Kivette immoldis (s.u.) und kann nach einem be-
stimmten Schema repetitierend (s.u.) mit dem zwdineeraktionspartner (Sample Well, hier
RBC) in Kontakt gebracht werden. Die Bindungsreaktann zeitsynchron auf einem Bild-

schirm verfolgt werden.

Abbildung 2: IAsys®-Kiivette
(aus dem Schulungsmaterial der Firma I1Asys®, Cashgleri England)

Die IAsys®-Technologie nutzt das optische Deteldmmzip eines Prismenkopplers (Reso-
nant Mirror) und misst dabei die Anderungen der plopgsbedingungen eines isolierten
Schichtwellenleiters. Auf einer Seite wird Lasdtticn den Prismenblock geleitet. Das Licht
durchdringt den Resonant Mirror (welcher sich angr High und einem Low index reso-
nant layer zusammensetzt) und wird an der Sensdlédiee im Sinne einer Totalreflexion
gebrochen, da es von einem dichteren in ein duariezlium eintritt. Dabei entstehen eva-
neszierende Wellen, anhand derer das Gerat derhdBrgsindex in einer dinnen FIllssig-
keitsschicht messen kann. Die Interaktion zwisalhem Liganden und dem Analyten veran-
dert den Brechungsindex proportional zu der anS#arsoroberflache angehefteten Masse,

also in Abhangigkeit von der Bindungsintensitat Besbe an die Liganden. Auf der anderen
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Seite durchdringt das reflektierte, gebrochene tLértheut den Resonanzspiegel und tritt aus
dem Prismenblock wieder aus. Dort wird es in eekibnisches Signal umgewandelt, vom
Detektor aufgenommen und dem Benutzer unmittellsak@nkrete Zahl mit der Einheit arc
sec prasentiert.

Vibro-stirrer in each well

Sample Well

—__ Coupling Layer
~__ Resonant Mirror
W, Low R.l. Layer

Laser
Resonated hv

1 Detector

Polariser

Intensity of Resonated Light

& [(arc sec)

Abbildung 3: IAsys®-Funktionsmechanismus
(aus dem Schulungsmaterial der Firma I1Asys®, Cashgleri England)

2.4.2. Immobilisierung der Liganden

Es wurden Kivetten mit planaren Aminosilan- und @aylatoberflachen verwendet, da
man an ihnen anhand kovalenter Bindungen ganzerZalhhaften kann. Jede der im Fol-
genden durchgefuhrten Aktionen ist sofort als Vdeinong des Graphen am Computer zu
erkennen.

Dendritische Zellen (DC), Regulatorische T-Zell@me@) und Monozyten wurden alle nach

dem gleichen Muster an Aminosilan-Kivetten immainelit:

« Dafur wurde jeweils eine neue Kivette in das IAsYG@at eingelegt, die Tempera-
tur auf 20°C und der Stirrer (Mischgerat, welchas dine gleichmafige Verteilung
der Substanzen sorgt) auf 75% seiner Kapazitaestalit.

e Zunachst beschickte man die Kuvette mit 3x200ul RBS* bedeutet: 200 pl auf-
tragen, absaugen, wieder 200 pl auftragen, absawtgtein letztes mal 200 pl auf-

tragen und belassen), um eine konstante Ausgangtsit zu schaffen, die soge-

nannte Baseline.
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Nach gelungener Aquilibrierung ersetzte man das B&@8h 3x200 pl BSund lieR

es 11 min lang mit der Kivettenoberflache reagieren

* Anschliel3end wurden wieder 3x 200 ul PBS aufgetragel nach Ablauf von 6 min
durch frische 3x200 ul PBS erneuert, die man fiiir2 beliel3.

* Sodann entfernte man das PBS und brachte 250 |sugpénsion auf, mit den Zel-

len, die man zu immobilisieren wiinschte. Die Korizaionen waren folgende:

o Treg 3x16/ml Kulturmedium
o DC 2,16x16/ml Kulturmedium
o Monozyten 1x18&ml Kulturmedium

¢ Nach 20 min tauschte man die Suspension gegen 3x2B8S (3 min) aus und an-
schlielBend das PBS gegen 3x 200 pl BSA (fur 15.min)

* Die letzten beiden Vorgange waren das EntfernenB&k-Losung mit Hilfe von
PBS/T 3x200 pl (Wirkzeit 5 min) und das Erstellenee neuen Baseline mit 3x200
pl PBS.

Den Immobilisierungserfolg konnte man aus der D#fe zwischen den Werten der letzten

und der ersten Baseline errechnen:

o Treg 542,35 arc sec
o DC 438,84 arc sec
0 Monozyten 1.056,64 arc sec
e NH NH
EDC/NHS | |
COOH — CO(SE) _—* Co —_— co
Aktivierung der Zugabe einégdnden Kovalente Interaksanalyse mit
Carboxylatoberflache mit einer iAbgruppe Immobilisierung zfiggtlem Analyten
Legende:
E— . > ®
Sensoroberflache Succinimitkres Ligand Analyt

Abbildung 4: Immobilisierungsmechanismus am Beispieeiner Carboxylatoberflache
(aus dem Schulungsmaterial der Firma IAsys®, Cashgleri England)
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Die Immobilisierung der HAOEC, HSaVEC und der HDMEGolgte an Carboxylatkiivet-
ten:

* Die Ausgangstemperatur betrug 20°C und der Stivar auf 75% eingestellt mit
Ausnahme der HSaVEC, hier war die Einstellung &8R4 erhéht worden.

 Wie auch bei den Aminosilankiivetten hat man zusrst stabile Baseline mit 3x200
pl PBS herbeigefuhrt und im Anschluss die Kivett@h200 pul EDC-NHS-LOsung

innerhalb von 7 min aktiviert.

» Als nachstes ersetzte man das EDC-NHS durch 3xR26®BS§ fir 3 min und im Fol-
genden durch 120 ul Acetat (pH 4,5), welches mdrdeauKiuvette beliel3 und durch

200 pl der Zellsuspension erganzte. Die Konzewinati waren folgende:

o HAOEC 2.5x18ml Kulturmedium
o HSaVEC 5x18ml Kulturmedium
o HDMEC 4.,3x16/ml Kulturmedium

* Nach 10-12 min Reaktionszeit wurde die Zellsusgensntfernt und die Kavitat mit
3x200 pl PBS fur 3 min gefiillt.

« Um die Zellen auf der Kivettenoberflache zu bloakie verwendete man 3x200 pl
BSA (2 mg/ml, pH 7,4), das man fur 2min beliel3 sotlief3lich durch 3x200 pl PBS

austauschte.

» Der Immobilisierungserfolg betrug:

o HAOEC 877 arc sec
0o HSaVEC 1004 arc sec
o HDMEC 1047 arc sec

2.4.3. Messvorgang

Die Messungen am IAsys® erfolgten immer nach desictgen Schema. Das Geréat war auf

20°C und 75% Stirrer-Kapazitat eingestellt.
» Zunachst wurde eine konstante Baseline mittels @xd2HBS eingestellt.

« Daraufhin wurde der Analyt (immer 120 pl RBC 4%hdl Kochsalzlésung + 120 pl
HBS, Plasma oder Vollblut) hinzugefugt und die Syatige Phase der Assoziation
(=Binding) durchgefihrt, in der der Analyt mit ddnganden eine Bindung einging.
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* Im Anschluss ersetzte man den Analyten durch 3x1I20BS, welches in der Phase

der Dissoziation (Dauer: 10 min) alle nicht geburateTeilchen entfernte.

* Als nachstes folgte die Regeneration der Kuvetterftithe mittels 3x120 pl HCI 10
mM und 3x120 pl HCI 1 mM, das fir 2 min in der K@iverblieb und die einge-

gangenen Bindungen wieder loste.

» SchlieR3lich wurde die Kivette mit 3x120 ul HBS malisiert und die Baseline erneut

eingestellt, so dass nach 2 min wieder ein Analfgetragen werden konnte.

O
QIR
Oz NS 2
Immobilisation 'vllﬁi\\‘é.‘g&
of ligand

. Association
Regeneration

Dissociation Fresh

oo Buffer
Abbildung 5: Schematische Darstellung eines Messzlis
(i.A.a. Schulungsmaterial der Firma IAsys®, CambedEngland)

Die Bindung wurde auch hier als Differenz berechin subtrahierte den Wert der Baseli-
ne, den man kurz vor dem Auftragen des Analyteasal konnte, vom Wert der Dissoziati-

on (kurz vor der Regenerationsphase).

Bindung ,

(arc sec)
Regeneration Baseline

Bindung =

Differenz
“«—>r < >Pe———»
Baseline Bindung Dissoziation

Zeit (min)

Abbildung 6: Beispiel eines Graphen Uber den Zeitram eines Messzyklus
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2.5. Microarrays

2.5.1. Technologie

Die Anwendung der PiquBf Microarrays Technologie soll der Fragestellung watten,

wie sich das Expressionsprofil von antigenprasestigen Zellen, wie den HDMEC und
Monozyten, in Anwesenheit von RBC mit unterschigudr Lagerdauer verandert. Das Prin-
zip besteht darin, den Unterschied zwischen zw#eZenhand der Anzahl aktivierter oder

deaktivierter Gene zu bestimmen.

Normale Zelle Manipulierte Zelle

Abbildung 7: Unterschiedliches Expressionsprofil zwier Zellen
(i.A.a. Produktinformation von Piqubt Microarrays)

Die Piquof™ Microarrays Technologie verwendet dafiir kleinstésgine Probentrager (Ar-

rays), auf denen nach bestimmten Belegungsprotkdiereits bekannte cDNA-Fragmente
der Spezies Mensch, Maus oder Ratte als ,Spotgjetnaigen sind. Dabei kann ein Array mit
Tausenden von Genspots bedruckt werden, die wiagermehreren Hundert Nukleotiden

bestehen.

Fur Messungen genugen Probengro3en von 0,5-2 pey i@RNA die aus 50-100 pg RNA
oder 5x16 Zellen oder 50mg Gewebe gewonnen werden kénnem, @91 pg mRNA vor
Amplifizierung, das entspricht 1 pg RNA oder 0,1%Z@llen oder 1 mg Gewebe.

Anschliel3end wird die zu untersuchende cDNA mibFészenz-markierten Nukleotiden, die
je nach Fragestellung rot oder griin erscheinen &dngelabeled und auf die Arrays hybridi-
siert. Danach werden die hybridisierten Arrays emtem Laser gescannt und die Reaktions-
intensitaten nach Qualitat und Intensitat der Fapenz bestimmt. Dadurch kénnen grol3e

Teile des Genoms in einem Experiment identifizierl quantifiziert werden.
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Arrays kénnen also die Frage beantworten, welcheeGeu welchem Zeitpunkt und unter

welchen Umstanden exprimiert oder in der Expresgasthwacht werden.

2.5.2. Versuchsaufbau und Durchfiihrung der Piquor™ Microarrays

Die Durchfuihrung der Genexpressionsanalyse erfatgfebeitsteilung zwischen dem Insti-
tut fir Transfusionsmedizin in Munster und der FrMemorec (Koln, Deutschland). Ver-
suchsdesign und -aufbau lagen in der Verantwortl@sginstitutes und wurden, soweit es die
Fragestellung der vorliegenden Doktorarbeit betiaf, Rahmen der Dissertation geleistet.
Die Zell/Zell-Interaktionen und die Isolierung déelzellen nach der Interaktion erfolgten
im Institut. Die Zellen wurden im kryokoserviert@astand der Firma Memorec tbergeben.
Memorec fuhrte die m-RNA-Isolierung, die Hybridisiag der Chips und die Datenerfas-
sung durch. Die Auswertung der Daten erfolgte wiétheRahmen der vorliegenden Doktor-

arbeit im Institut.

Der Versuchsaufbau stellte sich wie folgt dar:

+ 8-Well-Nunc-Platten wurden entweder mit 5 Ehdothelzellen oder 5x$®onozy-

ten gecoatet.
* FUr die Experimente wurden EC nach der zweitendgmsgerwendet.
* Die Monozyten wurden mittels Magnetseparation etili

Lymphozyten-Isolierung aus Buffy coats (Protokadl.

Aufnehmen von 4x1%ymphozyten in 3,2 ml kaltem MACS-Puffer

Zugabe von 800 pl CD14 Microbeads

Inkubation fur 15 min im Kahlschrank

Zellen mit 10-20°C kaltem MACS-Puffer waschen, (@nd abnehmen und
4x1@ Lymphozyten in 2 ml kaltem MACS-Puffer aufnehmen

o O O O o

0 Magnetseparation mit vier MACS-Saulen (Milteny Biot Koln, Deutsch-
land), mehrfaches Waschen und Poolen der Monozyten
o Aufnahme in RPMI-FCS 5%ig bei einer Konzentratioonwca. 5x16 Zel-

len/ml

* RBC aus leukozytendepletierten EK in Additiviossuwngrden an unterschiedlichen
Tagen der Lagerdauer entnommen und mit Frischplasrhaine Konzentration von
4x10°/ml eingestellt.
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« Die RBC-Plasma-Suspension wurde auf die Zielzaljegeben und bei 37°C fur 2h
unter rotierender Agitation inkubiert. Anschlielendurde die RBC-Plasma-

Suspension aus dem Ansatz abgenommen.

* Die Zielzellen wurden mit RPMI gewaschen, von déeflachen der Nunc-Platten

abgenommen und unmittelbar im flissigen Stickkpfbkonserviert.

Die Firma Memorec ging wie folgt mit den kryokongerten Proben vor:

» Die gefrorenen Zellpellets wurden von Memorec ®i8j5 ml Lésung aus dem Blood
RNA Tube (PAXgene Blood RNA Kit Handbook, PreAnaXytQIAgen, Hilden,
Deutschland) resuspendiert und 2 Stunden lang &@femperatur lysiert.

» Zur RNA-Extraktion wurde das PAXgene Blood RNA KitAXgene Blood RNA Kit
Handbook, PreAnalytiX /QlAgen, Hilden, Deutschlandywendet.

* Anschlie3ende Spektrophotometrie-Messungen untetessnaclie RNA-Proben auf ih-

re Konzentration, Reinheit und Ausbeute.

Die mRNA der zu untersuchenden EC und Monozyterdevwor der Hybridisierung ampli-
fiziert und die erhaltene aRNA fur die Hybridisiaguder in Tabelle 2 gezeigten Arrays ge-
nutzt. Zur Hybridisierung wurden die Immunology-¥barrays der Firma Memorec einge-
setzt. Die Microarrays umfassen jeweils 4x1.076 ABN1.064 Gene, die immunologisch
relevante Strukturen kodieren, sowie zehn cDNA-{Rdsintrollen (sechs sogenannte ,hou-
se-keeping“ Gene und vier DNA-Fragmente aus E.aol) zwei Negativkontrollen (He-
ringssperma-DNA und Puffer). Da jede cDNA vierfamlifgetragen wurde, bestand jedes

Array aus 4.304 Spots. Die 1.064 Gene lassen sitR Funktionsgruppen unterteilen:
* Cytokine und ihre Rezeptoren
* Apoptose und Entziindung
o Zellzyklus
* DNA-Reparatur und DNA-Metabolismus
» Extrazellulare Matrix
» Zellularer Stress

+ Akut-Phase Reaktanden
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* Komplement-System

o Zellulare Signaltransduktion

+ Zelloberflachenmarker

* Proteindegradierung

» Transkriptionsfaktoren

Die Markierung der RNA wurde durchgefuhrt mit flaszenzmarkierten Nukleotiden (Cy3-
dCTP = grin und Cy5-dCTP = rot), wobei die Konpadben mit Cy3 markiert wurden. Da
von der Probe EC mit RBC (1 Tag Lagerdauer) undmédplasma nicht gentigend Material

fur alle Kontrollen zur Verfiigung stand, wurde aiisem zeitgleich laufenden Versuch des

Institutes fur Transfusionsmedizin mit EC ein Pgebildet, der als Kontrolle fir alle EC-

beladenen Microarrays diente, so dass nach folgdratenel die Genregulationen miteinan-

der verglichen werden konnten:

EC 1 (Cy5SI_Gen)
Pool_(Cy3 SI_Gen x

<

-

R1

EC_2 (Cy5 S| _Gen )

Pool (Cy3 SI_Gen x

Tabelle 2: Ubersicht (iber die Hybridisierung der 4Arrays

EC_1_(Cy5 SI_GenX)

R3

) EC 2 (Cy5 SI_Genk)

> R2

Array-Nummer _ Cy3-Markierung

1.Array Monozyten Monozyten
RBC, Lagerdauer Tag 21 RBC, Lagerdauer Tag 1
Normalplasma Normalplasma

2.Array Monozyten Monozyten
RBC, Lagerdauer Tag 42 RBC, Lagerdauer Tag 1
Normalplasma Normalplasma

3.Array Endothelzellen Endothelzellen-Pool
RBC, Lagerdauer Tag 21 RBC Lagerdauer Tag 1
Normalplasma Normalplasma

4.Array Endothelzellen Endothelzellen-Pool
RBC, Lagerdauer Tag 42 RBC Lagerdauer Tag 1
Normalplasma Normalplasma
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Nach Hybridisierung der Arrays wurden diese getreracth Cy3- und Cy5-Markierung mit
einem Laser-Scanning-Gerat (ScanArray Lite, Paclas$cience, Dreieich, Deutschland)
eingelesen und anschliel3end Ubereinander gelegtCiZ8- und Cy5-Markierungen erschie-
nen nun grin und rot. Wenn die Farbe rot ersciemgden die untersuchten Gene der Cy5-
markierten Monozyten bzw. EC starker exprimiertdiés der Cy3-markierten Kontrollgrup-
pe. Bei griinen Spots wurden wiederum die Gene desréllansatzes starker exprimiert und
bei gelben Signalen waren beide Expressionen giak.

Abbildung 8: Beispiel fiir einen hybridisierten,

fluoreszenzmarkierten Microarray

2.6. Statistische Auswertung

Statistische Analysen der IAsys®-Ergebnisse wurdah dem Statistikprogramm SPSS
12.0.1 (SPSS, Minchen, Deutschland) durchgefunmitiéelt wurden Mittelwerte und Stan-

dardabweichungen der verschiedenen Messreiherstitistische Signifikanz unterschiedli-
cher Ergebnisse dieser Messreihen wurde unter fBaaihme des Wilcoxon-Tests bewertet.
In Einzelfallen wurde in Abhangigkeit vom Versuchsin der Two-Sample t-Test (verbun-
dene Stichproben) angewandt. Wenn statistische bBigge mit Hilfe des Two-Sample

t-Test gewonnen wurden, ist dies im Ergebnistedobeers vermerkt. Dabei galten alle
p-Werte<0,05 als statistisch signifikant. Alle Ergebnissellsn Mittelwerte und Standard-

abweichungen dar.
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Relevant fur die Expressionswerte der Microarragsen die Signal- und Hintergrundinten-
sitaten von Cy3 und Cy5, die mit Hilfe der ImaGéNeSoftware 5.1 (BioDiscovery, El Se-

gundo, USA) ermittelt wurden. Dabei wurden die dmgtund- von den Signalintensitaten
subtrahiert und der Quotient aus Cy5/Cy3 errechinetAnschluss wurden die Werte Uber
den Median aller Signalquotienten normiert und klkételwert aller vier identischen Ver-

suchsreihen eines Arrays errechnet. Eine zusé¢zliduelle Kontrolle schloss Artefakte aus.
Der Ausschluss aller Genspots, deren Intensitditt mendestens dem doppelten des Mittel-
werts der Hintergrundintensitaten entsprach, vetrdie Auswertung falsch positiver Werte.

Alle relevanten Genspots wurden in Punktediagramnusammengefasst.

Die von der Firma Memorec gelieferten Daten wurdeggenstandig im Rahmen der vorlie-
genden Doktorarbeit in Kooperation mit Frau Dr. @sawvissenschaftliche Mitarbeiterin im
Institut fur Medizinische Informatik und Biomathetkader WWU Mdunster, analysiert.
Wichtiges Hilfsmittel bei der Aufarbeitung der Raten war die SAM-Analyse (Significan-
ce Analysis of Microarrays). Unter Verwendung d@e source und open development
Software ,siggenes” (Version 1.8.0) von Bioconductwelche fur die Analyse und zum
Verstandnis von genomischen Daten entwickelt wukdenten signifikant unterschiedlich
exprimierte Gene bestimmt und die FDR (false discpvate) geschatzt werden [56]. Mittels
»Siggenes” wurden die 20 Gene identifiziert, dietarder Bedingungen die FDR unter 12%
und die Anzahl der falsch positiven Gene unter Baten, den signifikantesten Unterschied
in ihrer Genexpression aufwiesen. Diese Gene wudd#gn12 oben genannten Funktions-

gruppen zugeordnet.
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3. Ergebnisse
3.1 Biomolekulare Interaktionsanalysen

3.1.1. Validierung und Qualitatskontrolle der Methodik

Standardabweichung des Testsystems

Um eine hohe Aussagekraft der Ergebnisse zu eaejclvurden Erythrozytenkonzentrate
von drei unterschiedlichen Spendern der Blutgruppth(D)positiv verwendet. Jeder Mess-
vorgang wurde dreimal durchgefuhrt, so dass stes eur geringfiigige Standardabwei-
chung erreicht werden konnte. Nachfolgend sindahelle 3 Messergebnisse der mit Plasma
durchgefihrten Kontrollversuche gezeigt. In diedgemspiel wurde Plasma zusammen mit
RBC einer bestimmten Lagerdauer als Ligand aufQberflache einer Carboxylat-Kiuvette
aufgebracht, auf der zuvor HSaVEC immobilisiert dem. Die relative Standardabweichung
betrug in der Regel weniger als 20% vom Mittelwat Bindungsintensitaten. Die durch-

schnittliche Standardabweichung betrug 13,28%.

Tabelle 3: Beispiel fur Standardabweichungen anhangon Messungen mit Plasma als Analyt an

HSaVEC, immobilisiert auf einer Carboxylat-Kivette

1. Messvorgang 2. Messvorgang 3. Messvorgang .
agr | — . — igher | St
EK1 | 127,15 304,35 177,2 225,27 356,08 130,81 267,3 428,25 160,93 156,31 15,03
Tagl|EK2 | 56,05 127,76 71,71 62,18 134,71 72,53 67{75 7,174 79,42 74,55 5,67
EK3 | 46,86 114,77 67,91 76,64 131,05 54,41 108,91 53,77 44,86 55,73 20,77
EK1 | 18,41 91,83 73,42 1,8 77,47 75,67 24,48 89,25 64,77 71,29 8,07
Tag7 | EK2 | 37,08 95,76 58,68 37,88 85,3 47,42 63,117 93,4| 30,23 45,44 31,53
EK3 | 81,93 127,82 45,89 74,07 137,69 63,62 109,13 52,6R 43,49 51,00 21,98
EK1 | -24,47 64,07 88,54 4,15 88,78 84,68 28,72 89,9 71,26 81,48 11,12
'I;ig EK2 | 52,66 58,48 5,82 1,83 -4,35 -6,14 39,55 29,32 -10,23 -3,563
EK3 | 37,46 111,64 74,18 34,65 115,8 81,16 44184 35 80,5 78,61 4,89
EK1 | 49,52 137,06 87,54 57,18 144,22 87,09 74/06 6,086 82,02 85,55 3,6
Tzaf’ EK2 | 42,42 95,16 52,74 40,0 107,63 67,58 38/03 ,5808 70,56 63,63 15,01
EK3 | 63,07 129 65,93 73,65 138,8 65,15 68,26 143,59 75,33 68,80 8,2
EK 1 | 100,09 139,12 39,03 70,15 114,97 44,82 -134 418 55,52 46,46 18,01
Tzasg EK 2 | 104,05 151,35 47,3 109,65 168,33 58,68 113,91 170,36 56,45 54,14 11,13
EK3 | 38,71 113,38 74,67 28,79 120,54 91,75 30)65 2,6 91,98 86,13 11,52
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Mitfhren einer internen Qualitatskontrolle Uber den gesamten Untersuchungs-

zeitraum

Zur internen Qualitatskontrolle und zur Beurteiludgr Tagesschwankungen der Assays
wurde ein Plasmapool bestehend aus Plasmen von pEdid&n der Blutgruppe O
Rh(D)positiv eingesetzt. Dieser Pool wurde zu Begiler Versuchsreihen in einer ausrei-
chend grofRen Menge hergestellt und in Aliquots koyserviert. Dieser Plasmapool garan-
tierte Reproduzierbarkeit wahrend des gesamtenrtirdbungszeitraumes.
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Abbildung 9: Ergebnisse der Kontrolimessungen mit Rissma zu verschiedenen Zeitpunkten der Lager-

dauer an einer mit HSaVEC beschichteten Kiivette

Abbildung 9 zeigt exemplarisch an der HSaVEC-Kig/atie Ergebnisse der Kontrolimes-
sungen mit dem Plasmapool als Analyt, anhand de@ner suffiziente Bindung der RBC an
eine intakte Kuvettenbeschichtung und Vergleichbiarder Messungen bis zum Abschluss
der Messreihen nachgewiesen werden konnte. EineggeSchwankung der Bindung tber

die Zeit, wie sie in Abbildung 9 dargestellt istambei dem geplanten Untersuchungsdesign
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nicht vermeidbar, lie? sich aber durch die Verwengldes Plasmapools bei der Darstellung
der Ergebnisse eliminieren, indem die Bindung dBCRn Gegenwart des Standardplasma-
pools an die Kiuvettenbeschichtung zu jedem Zeitpumk gemessen und auf 100% gesetzt

wurde.

Wahl des Untersuchungsmediums: HBS, Plasma, Vollbtu

Klassische Protokolle der Adhasionsmessung gekgRBCan EC untersuchen die Adha-
sionsfahigkeit in Gegenwart von HBS [59]. HBS ist artifizielles Medium, das dim vivo
Bedingungen nicht ausreichend reflektiert. In deage der Validierung der hier beschriebe-
nen Messungen der Adhasion mittels I1Asys®-Technelegirden neben HBS als Medium
auch Plasma und frisch entnommenes Vollblut detgBlppe 0 Rh(D)positiv eingesetzt. Die
Ergebnisse zeigen, dass sich die AdhasionsfahigkditBS Uber den Lagerungszeitraum
anders verhdlt als die Adhasionsfahigkeit in eirgysiologischen Medium. Die in der Va-
lidierung gezeigten Messungen (siehe AbbildungzH)yten insgesamt keinen signifikanten

Unterschied der Lagerfahigkeit in Plasma oder Motlb

Da die klassische Transfusionssituation die isssdgelagerte Erythrozyten in das Medium
Vollblut hinein appliziert werden, wurde im Rahmder vorliegenden Doktorarbeit ent-
schieden, als Untersuchungsmedium HBS und Vollblutvahlen. Das bedeutet, dass im
Fall von HBS ein definiertes Volumen (120 ul) gelegr RBC, eingestellt auf eine Konzent-
ration von 4x1&ml (in 120 pl HBS geldst) und im Fall von Vollblain definiertes Volumen
(120 pl) gelagerter RBC, eingestellt auf eine Kanizion von 4x1®ml (in 120 pl Vollblut

geldst) auf die Kivettenbeschichtung gegeben wurden
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Abbildung 10: Ergebnisse der Messungen mit unterséédlichen Analyten an einer mit HSaVEC be-
schichteten Kivette

(mit * gekennzeichnete p-values sind statistisghifikant, p<0,05).
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3.1.2.

Die Tabellen 4-13 fassen die Messergebnisse dendbekularen Interaktionsanalysen zu-

Ergebnisse der IAsys®-Messungen

sammen und stellen die Bindungsunterschiede anhagdstatistischen Signifikanz dar.

Tabelle 4: Bindungsintensitaten und Standardabweichngen unterschiedlicher APC und EC mit 1 Tag
und 7 Tage alten RBC in HBS und Vollblut
Signifikante Unterschiede (p< 0,05) der Bindungmsmsitat sind gelb unterlegt. Angaben sind Mittetevén arc

SecC.

Mittelwert Mittelwert MW Tag 1
(MW) (MW)
: Standard- Standard- VS.
Ligand Analyt EK 1-3 , EK 1-3 ,
abweichung abweichung | MW Tag 7
Lagerdauer Lagerdauer —value
Tag 1 Tag 7 p
HBS 12,41 4,28 1,5 2,59 0,144
Treg
Vollblut 17,07 10,09 13,41 12,61 0,208
HBS 32,91 8,11 7,85 2,65 0,075
DC
Vollblut 76,89 16,63 22,2 7,14 0,008
HBS 10,28 0,81 0,68 1,18 0,109
Mono-
zyten
Vollblut 95,22 13,02 26,74 7,04 0,859
HBS 6,87 4,77 1,74 5 0,138
HAOEC
Vollblut 81,08 10,48 100,73 10,66 0,021
HBS 4,31 6,86 1,52 2,64 0,317
HSa-
VEC
Vollblut 86,79 17,06 97,34 13,11 0,314
HBS 0,83 1,34 2,96 2,08 0,593
HDMEC
Vollblut 145,06 9,05 97,33 12,51 0,086
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Tabelle 5: Bindungsintensitaten und Standardabweichngen unterschiedlicher APC und EC mit 1 und

14 Tage alten RBC in HBS und Vollblut

Signifikante Unterschiede (p< 0,05) der Bindungmsmsitat sind gelb unterlegt. Angaben sind Mittetevén arc

SecC.

Mittelwert Mittelwert MW Tag 1
. (MW) Standard- (MW) Standard- VS
Ligand | Analyt EXd abweichun EXd abweichung | MW Tag 14
Lagerdauer 9 Lagerdauer 9 -valge
Tag 1 Tag 14 P
HBS 12,41 4,28 0,93 1,61 0,144
Treg
Vollblut 17,07 10,09 26,86 0,43 0,066
HBS 32,91 8,11 1,8 1,89 0,176
DC
Vollblut 76,89 16,63 46,3 8,94 0,086
HBS 10,28 0,81 0,07 0,11 0,109
Mono-
zyten
Vollblut 95,22 13,02 36,61 7,4 0,26
HBS 6,87 4,77 4,93 8,55 0,225
HAOEC
Vollblut 81,08 10,48 92,05 20,03 0,953
HBS 4,31 6,86 0,06 0,11 1
HSa-
VEC
Vollblut 86,79 17,06 85,28 13,22 0,515
HBS 0,83 1,34 0,92 1,59 0,316
HDMEC
Vollblut 145,06 9,05 119,26 18,17 0,139
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Tabelle 6: Bindungsintensitaten und Standardabweichngen unterschiedlicher APC und EC mit 1 und

21 Tage alten RBC in HBS und Vollblut

Signifikante Unterschiede (p< 0,05) der Bindungmsmsitat sind gelb unterlegt. Angaben sind Mittetevén arc

SecC.

Mittelwert Mittelwert MW Tag 1
. (MW) Standard- (MW) Standard- VS
Ligand | Analyt EXd abweichun EXd abweichung | MW Tag 21
Lagerdauer 9 Lagerdauer 9 -valge
Tag 1 Tag 21 P
HBS 12,41 4,28 4,25 7,37 0,225
Treg
Vollblut 17,07 10,09 42,17 8,37 0,066
HBS 32,91 8,11 5,39 9,33 0,116
DC
Vollblut 76,89 16,63 32,32 13,77 0,008
HBS 10,28 0,81 2,67 4,63 0,144
Mono-
zyten
Vollblut 95,22 13,02 45,29 18,29 0,31
HBS 6,87 4,77 3,27 5,66 0,08
HAOEC
Vollblut 81,08 10,48 124,24 15,3 0,015
HBS 4,31 6,86 3,22 5,57 0,18
HSa-
VEC
Vollblut 86,79 17,06 53,4 7,32 0,008
HBS 0,83 1,34 3,75 6,51 0,285
HDMEC
Vollblut 145,06 9,05 44,74 7,11 0,008
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Tabelle 7: Bindungsintensitaten und Standardabweichngen unterschiedlicher APC und EC mit 1 und

28 Tage alten RBC in HBS und Vollblut

Signifikante Unterschiede (p< 0,05) der Bindungmsmsitat sind gelb unterlegt. Angaben sind Mittetevén arc

SecC.

Mittelwert Mittelwert MW Tag 1
. (MW) Standard- (MW) Standard- VS
LIgEme Analyt EXd abweichun EXd abweichung | MW Té 28
Lagerdauer 9 Lagerdauer 9 -valge
Tag 1 Tag 28 P
HBS 12,41 4,28 9,31 11.02 0,499
Treg
Vollblut 17,07 10,09 13,88 7,89 0,078
HBS 32,91 8,11 6,24 3,08 0,214
DC
Vollblut 76,89 16,63 5,65 3,35 0,008
HBS 10,28 0,81 3,15 4,06 0,345
Mono-
Zyten
Vollblut 95,22 13,02 0,1 0 0,028
HBS 6,87 4,77 3,62 6,26 0,08
HAOEC
Vollblut 81,08 10,48 89,91 5,91 0,953
HBS 4,31 6,86 3,56 2,56 0,068
HSaVEC
Vollblut 86,79 17,06 63,75 12,05 0,374
HBS 0,83 1,34 9,32 14,46 0,5
HDMEC
Vollblut 145,06 9,05 39,58 12,19 0,008
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Tabelle 8: Bindungsintensitaten und Standardabweichngen unterschiedlicher APC und EC mit 7 und

14 Tage alten RBC in HBS und Vollblut

Angaben sind Mittelwerte in arc sec.

Mittelwert

Mittelwert

MW Tag 7
(MW) i (MW) i
Ligand | Analyt | EK 1-3La- | Standard EK 1-3 Standard vS.
abweichung abweichung | MW Tag 14
gerdauer Lagerdauer _value
Tag 7 Tag 14 P
HBS 15 2,59 0,93 1,61 0,715
Treg
Vollblut 13,41 12,61 26,86 0,43 0,484
HBS 7,85 2,65 1,8 1,89 0,173
DC
Vollblut 22,2 7,14 46,3 8,94 0,11
HBS 0,68 1,18 0,07 0,11 0,317
Mono-
zyten
Vollblut 26,74 7,04 36,61 7,4 0,263
HBS 1,74 5 4,93 8,55 0,273
HAOEC
Vollblut 100,73 10,66 92,05 20,03 0,767
HBS 1,52 2,64 0,06 0,11 0,317
HSa-
VEC
Vollblut 97,34 13,11 85,28 13,22 0,051
HBS 2,96 2,08 0,92 1,59 1
HDMEC
Vollblut 97,33 12,51 119,26 18,17 0,173
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Tabelle 9: Bindungsintensitaten und Standardabweichngen unterschiedlicher APC und EC mit 7 und

21 Tage alten RBC in HBS und Vollblut

Signifikante Unterschiede (p< 0,05) der Bindungmsmsitat sind gelb unterlegt. Angaben sind Mittetevén arc

SecC.

Mittelwert Mittelwert MW Tag 7
(MW) (MW)
. Standard- Standard- VS.
Ligand | Analyt EXd abweichun EXd abweichung | MW Tag 21
Lagerdauer 9 Lagerdauer 9 -valge
Tag 7 Tag 21 P
HBS 1,5 2,59 4,25 7,37 0,5
Treg
Vollblut 13,41 12,61 42 17 8,37 0,028
HBS 7,85 2,65 5,39 9,33 0,6
DC
Vollblut 22,2 7,14 32,32 13,77 0,374
HBS 0,68 1,18 2,67 4,63 0,593
Mono-
zyten
Vollblut 26,74 7,04 45,29 18,29 0,139
HBS 1,74 5 3,27 5,66 0,715
HAOEC
Vollblut 100,73 10,66 124,24 15,3 0,066
HBS 1,52 2,64 3,22 5,57 0,18
HSa-
VEC
Vollblut 97,34 13,11 53,4 7,32 0,008
HBS 2,96 2,08 3,75 6,51 0,593
HDMEC
Vollblut 97,33 12,51 44,74 7,11 0,008
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Tabelle 10: Bindungsintensitaten und Standardabwelmungen unterschiedlicher APC und EC mit 7 und

28 Tage alten RBC in HBS und Vollblut

Signifikante Unterschiede (p< 0,05) der Bindungmsmsitat sind gelb unterlegt. Angaben sind Mittetevén arc

SecC.

Mittelwert Mittelwert MW Tag 7
(MW) (MW)
. Standard- Standard- VS.
Ligand Analyt EXd abweichun EXd abweichung | MW Tag 28
Lagerdauer 9 Lagerdauer 9 -valge
Tag 7 Tag 28 P
HBS 1,5 2,59 9,31 11.02 0,075
Treg
Vollblut 13,41 12,61 13,88 7,89 0,441
HBS 7,85 2,65 6,24 3,08 0,6
DC
Vollblut 22,2 7,14 5,65 3,35 0,015
HBS 0,68 1,18 3,15 4,06 0,593
Mono-
zyten
Vollblut 26,74 7,04 0,1 0 0,012
HBS 1,74 5 3,62 6,26 0,715
HAOEC
Vollblut 100,73 10,66 89,91 5,91 0,374
HBS 1,52 2,64 3,56 2,56 0,715
HSa-
VEC
Vollblut 97,34 13,11 63,75 12,05 0,139
HBS 2,96 2,08 9,32 14,46 0,893
HDMEC
Vollblut 97,33 12,51 39,58 12,19 0,008
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Tabelle 11: Bindungsintensitaten und Standardabwelmungen unterschiedlicher APC und EC mit 14 und

21 Tage alten RBC in HBS und Vollblut

Signifikante Unterschiede (p< 0,05) der Bindungmsmsitat sind gelb unterlegt. Angaben sind Mittetevén arc

SecC.

Mittelwert Mittelwert MW Tag 14
(MW) (MW)
. Standard- Standard- VS.
Ligand | Analyt EXd abweichun EXd abweichung | MW Tag 21
Lagerdauer 9 Lagerdauer 9 -valge
Tag 14 Tag 21 P
HBS 0,93 1,61 4,25 7,37 0,109
Treg
Vollblut 26,86 0,43 42,17 8,37 0,018
HBS 1,8 1,89 5,39 9,33 0,686
DC
Vollblut 46,3 8,94 32,32 13,77 0,314
HBS 0,07 0,11 2,67 4,63 0,18
Mono-
zyten
Vollblut 36,61 7,4 45,29 18,29 0,139
HBS 4,93 8,55 3,27 5,66 0,109
HAOEC
Vollblut 92,05 20,03 124,24 15,3 0,374
HBS 0,06 0,11 3,22 5,57 0,18
HSa-
VEC
Vollblut 85,28 13,22 53,4 7,32 0,515
HBS 0,92 1,59 3,75 6,51 0,285
HDMEC
Vollblut 119,26 18,17 44,74 7,11 0,008
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Tabelle 12: Bindungsintensitaten und Standardabwelmungen unterschiedlicher APC und EC mit 14 und

28 Tage alten RBC in HBS und Vollblut

Signifikante Unterschiede (p< 0,05) der Bindungmsmsitat sind gelb unterlegt. Angaben sind Mittetevén arc

SecC.

Mittelwert Mittelwert MW Tag 14
(MW) (MW)
. Standard- Standard- VS.
=L Analyt EXd abweichun EXd abweichung | MW Tag 28
Lagerdauer 9 Lagerdauer 9 -valge
Tag 14 Tag 28 P
HBS 0,93 1,61 9,31 11.02 0,043
Treg
Vollblut 26,86 0,43 13,88 7,89 0,043
HBS 1,8 1,89 6,24 3,08 0,08
DC
Vollblut 46,3 8,94 5,65 3,35 0,028
HBS 0,07 0,11 3,15 4,06 0,18
Mono-
zyten
Vollblut 36,61 7,4 0,1 0 0,028
HBS 4,93 8,55 3,62 6,26 0,109
HAOEC
Vollblut 92,05 20,03 89,91 5,91 0,086
HBS 0,06 0,11 3,56 2,56 0,068
HSa-
VEC
Vollblut 85,28 13,22 63,75 12,05 0,953
HBS 0,92 1,59 9,32 14,46 0,715
HDMEC
Vollblut 119,26 18,17 39,58 12,19 0,008
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Tabelle 13: Bindungsintensitaten und Standardabwelungen unterschiedlicher APC und EC mit 21 und

28 Tage alten RBC in HBS und Vollblut

Signifikante Unterschiede (p< 0,05) der Bindungmsmsitat sind gelb unterlegt. Angaben sind Mittetevén arc

SecC.

Mittelwert Mittelwert MW Tag 21
(MW) (MW)
. Standard- Standard- VS.
Ligand | Analyt EXd abweichun EXd abweichung | MW Tag 28
Lagerdauer 9 Lagerdauer 9 -valSe
Tag 21 Tag 28 P
HBS 4,25 7,37 9,31 11.02 0,08
Treg
Vollblut 42,17 8,37 13,88 7,89 0,05
HBS 5,39 9,33 6,24 3,08 0,893
DC
Vollblut 32,32 13,77 5,65 3,35 0,051
HBS 2,67 4,63 3,15 4,06 1
Mono-
zyten
Vollblut 45,29 18,29 0,1 0 0,018
HBS 3,27 5,66 3,62 6,26 0,593
HAOEC
Vollblut 124,24 15,3 89,91 5,91 0,139
HBS 3,22 5,57 3,56 2,56 1
HSa-
VEC
Vollblut 53,4 7,32 63,75 12,05 0,678
HBS 3,75 6,51 9,32 14,46 0,465
HDMEC
Vollblut 44,74 7,11 39,58 12,19 0,594

Zusammenfassend lasst sich feststellen:

Die Bindungsfahigkeit der Erythrozyten an die imnfiskerten Liganden ist an Tag 1 in
HBS grundsatzlicmiedriger als in Vollblut. Die erniedrigte Bindurigkigkeit in HBS ist

statistisch signifikant fur Monozyten (p=0,0023)AéEC (p=0,0006), HSaVEC (p=0,0001)
und fir HDMEC (p=0,0001). Sie ist an Tag 1 in HB&hm statistisch signifikant im Fall der
Bindung an Treg (p=0,2247) und an DC (p=0,0546)Mengleich zu Tag 1 stellt sich die
Bindungsfahigkeit der RBC an Tag 28 in der Regslvarmindert dar, sowohl in HBS als
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auch in Vollblut. Ausnahmen sind in HBS die BindutmgHDMEC und in Vollblut die Bin-
dung an HAOEC. In diesen Féllen bleibt die Bindumger Berticksichtung der Methodenva-
riabilitat stabil. Der Unterschied der Bindung zehisn HBS und Vollblut an Tag 28 ist sta-
tistisch signifikant fir EC aber nicht fir klassiescAPC. Diese statistischen Aussagen wur-
den unter Verwendung des Two-Sample t-Tests (veldnm Stichproben) erhoben (siehe
Abbildungen 11-16).
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Abbildung 11: Vergleich der Bindungsintensitaten vt RBC an Treg im Medium HBS und Vollblut an

unterschiedlichen Tagen der Lagerdauer
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Abbildung 12: Vergleich der Bindungsintensitaten vt RBC an DC im Medium HBS und Vollblut an

unterschiedlichen Tagen der Lagerdauer



Ergebnisse 47
g 150
% 120
E 920 o HBS
O Vollblut
; 60 -
2 o
=
L)
1 7 14
Lagerdauer (Tage)
Abbildung 13: Vergleich der Bindungsintensitaten ves RBC an Monozyten im Medium HBS und Voll-
blut an unterschiedlichen Tagen der Lagerdauer
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Abbildung 14: Vergleich der Bindungsintensitaten ve RBC an HAOEC im Medium HBS und Vollblut

an unterschiedlichen Tagen der Lagerdauer
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Abbildung 15: Vergleich der Bindungsintensitaten vas RBC an HSaVEC im Medium HBS und Vollblut

an unterschiedlichen Tagen der Lagerdauer
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Abbildung 16: Vergleich der Bindungsintensitaten v RBC an HDMEC im Medium HBS und Vollblut

an unterschiedlichen Tagen der Lagerdauer
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Die Interaktion gelagerter Erythrozyten in Gegenwan HBS im Vergleich Tag 1 und Tag
28 ist an keiner Kivettenoberflache signifikantaretert (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Vergleich der Bindungsintensitaten v RBC an verschiedenen Liganden im Medium

HBS am Tag 1 und Tag 28 der Lagerdauer
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Die Interaktion gelagerter Erythrozyten mit DC gesipheren Blutes und Monozyten sowie
mit HDMEC in Gegenwart von Vollblut im Vergleich @al und Tag 28 nimmt statistisch
signifikant ab (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18: Vergleich der Bindungsintensitaten v RBC an Monozyten, HDMEC und DC im Medi-
um Vollblut am Tag 1, 14 und 28 der Lagerdauer
(mit * gekennzeichnete p-values sind statistisghnifikant, p<0,05)
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Die Interaktion gelagerter Erythrozyten mit regategchen T-Zellen, HAOEC und HSaVEC
in Gegenwart von Vollblut im Vergleich Tag 1 undgra8 nimmt ab, die Minderung der
Interaktion erreicht unter den hier eingesetztetetsnchungsbedingungen jedoch keine sta-
tistische Signifikanz (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Vergleich der Bindungsintensitaten v RBC an Treg, HAOEC und HSaVEC im Medium
Vollblut am Tag 1, 14 und 28 der Lagerdauer



Ergebnisse 52

3.2. Genexpressionsanalysen

Die Tabellen 14-17 sind eine Zusammenfassung iatldRahmen der Dissertation erarbeite-
ten Daten der Genexpressionsprofile. Die Tabell21l stellen die Ergebnisse der SAM-

Analyse mit der Software ,siggenes” dar.

Das Ausmald der Genexpression in Monozyten und EQ wviterin vitro Bedingungen da-

von beeinflusst, ob die Interaktion mit frischereodhit 42 Tage gelagerten RBC stattfindet
(Tabelle 14). Die differentielle Genexpression inmdzyten und EC stellt sich bei Interakti-
onen mit alten RBC als vermindert dar. Bei Versuchnt Monozyten wurde sie um ca. 24%

reduziert, Untersuchungen mit EC ergaben einen gaigk um ca. 5%.

Aus Tabelle 14 lasst sich entnehmen, dass EC mxg@hingeren als Monozyten (bei Interak-
tionen mit 21 Tage alten RBC 70% mehr, mit 42 Talgen RBC 113% mehr). Das bedeutet,
dass Monozyten gegen die Interaktion mit RBC unabigivon der Lagerdauer grundsatz-

lich resistenter sind als EC, welche empfindlichei die Interaktion mit RBC reagieren.

Tabelle 14: Differentielle Genexpression
Gene, die detektiert wurden (inklusive Werte nact?<fach differentieller Expression), wurden 100%

gleichgesetzt.

Anzahl der Differentiell : .
Gene Gesamt detektiert e dl'lffe' 5-fach dl'lffe'
+2-fach) rentie rentie
Arrays (<=
1.Array
Monozyten 560 = =
RBC 1.064 100% 1,25% 0
Tag 21vs. Tag 1
2.Array
Monozyten 426 = =
RBC 1.064 100% 0,94% 0
Tag 42 vs. Tag 1
3.Array
Endothelzellen 1064 950 = 38 = =
RBC ' 100% 4% 0,32%
Tag 21vs. Tag 1
4.Array
Endothelzellen 1064 907 = 26 = =
RBC ' 100% 2,87% 0,33%
Tag 42 vs. Tag 1
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In die folgenden Tabellen wurden nur die Gene andganen, die entweder >2-fach indu-
ziert (rote Markierung) oder <0,5-fach reprimiegti(ne Markierung) worden sind. Alle Ge-
ne sind nach einer Lagerdauer von 21 oder 42 Tageviergleich zu Tag 1 als Kontroll-

gruppe > x2-fach reguliert worden. Gene, die mamrdfunktionsgruppen zugeordnet wer-
den konnten, wurden bei der Darstellung der Sumenendluzierten oder reprimierten Gene

nur einfach gezahlt.

Aus Tabelle 15lasst sich entnehmen, dass Gene aus den Funktippsa ,Zellzyklus und
DNA-Reparatur® und ,DNA-Metabolismus” bei Monozyterach Interaktion mit 21 und 42
alten RBC nicht bzw. nicht relevant reguliert wardé&ene aus der Funktionsgruppe des
Komplementsystems werden nach Interaktion mit 24 4 Tage alten RBC weder bei EC
noch bei Monozyten relevant reguliert. Das Gen S€Y&us der Funktionsgruppe ,.cytokin-
signalisierend”) wurde als einziges sowohl in E€ alch in Monozyten reprimiert. Die Re-
pression erfolgte nach Interaktion mit 21 TageraRBC. Nach Interaktion mit 42 Tage al-

ten RBC war keine relevante Regulation mehr messbar

In der Analyse der Interaktion von 21 und 42 Tagiagerten RBC mit Monozyten (siehe
Tabelle 16 zeigt sich, dass die Lagerdauer der RBC einderdiftiellen Einfluss auf die

Induktion und Repression von Genen hat. Die Intesakvon Monozyten mit 21 Tage gela-
gerten RBC flhrt ausschlie3lich zu einer Indukijon6). An Tag 42 der Lagerdauer hinge-
gen bewirken die RBC keine Induktion mehr. Die dak#ion fuhrt jedoch zu einer Repressi-

on von Genen (n=4).

Wie man inTabelle 17 erkennt, fihrt die Interaktion von EC mit 42 Tadeen RBC zu ei-
nem Ruckgang der regulierten Gene um 50% von na®=l3. Jedoch ist die Regulation
der Genexpression vermutlich stabiler und nachdelti wie beispielsweise am Gen
»TRADD" zu erkennen ist. Das Gen, das Strukturedied, welche an ,Apoptose” und ,zel-
lularem Stress” beteiligt sind, wurde sowohl an Pdgals auch an Tag 42 >2fach differen-

tiell induziert.
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Tabelle 15: Funktionszuordnung zellspezifisch regigrter Gene in Monozyten und Endothelzellen

Das grin markierte Gen ,SCYA2" wird als einzigesn@ewohl in Monozyten als auch in Endothelzellen di

ferentiell reguliert. Es wird nur an Tag 21 undmian Tag 42 der Lagerdauer differentiell reguliert

Zellspezifisch regulierte

Gene von Monozyten

und Endothel-

Endothelzellen

zellen
Funktionsgruppen
(n=3) (n=2) (n=2) (n=8)
L8
VEGF CXCL3 IL6 TNFC
Cytokine signalling SOCS3 TGFBR2 IL3RA
(n=14) ILIRN CXCR3
BMP2
CXCL1
VEGC
. (n=3)
Apoptosis/
I Inflammation SOCS3 FLASH TRADD TNFC
(n=6) IKBA
BNIP3L
Cell cycle (n=3)
Y/ - -
i (n=4) CDKN1A CCND3 PLEKHC1
KSR1
v Dl\_lA repair and metabolism ) ) BRCA2 )
(n=1)
(n=4) (n=2)
Extracellular matrix ITGB4 PAIL
Voo =) - MMP19 COL8AL MMP1
BGN
SPARC
(n=5)
Stress CXCL1
\ (n=8) SOCS3 CXCL3 TRADD HSPCA
= HSPA4
IKBA
BNIP3L
Acute phase
VIl |y THBD - - -
Vil Complement system ) ) ) )
(n=0)
(n=3) (n=2) (n=7) (n=5)
BRCA2 CXCR3
General signal transduction SOCS3 MMP19 RASAL PLA2GA4
IX (n=17) 9 MAP2K3 FLASH SHC1 MMP1
B ILIRN TGFBR2 IKBA
KSR1 PLEKHC1
PRKCZ
CBLB
(n=3) (n=3)
X (Sn‘fg’)‘ce marker THBD CD58 ITGB4 IL3RA
- CD34 ICAM1
TMA4SF2 CXCR3
XI (Pg;'“ degradation - MMP19 CBLB MMP1
(n=2) (n=3)
Xl (Tr:f‘g)sc”pt'on factors FOS - FOSB CEBPB
B FOSL2 IKBA

IRF1
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Tabelle 16: Funktionszuordnung in Abhéngigkeit vonder Lagerdauer ausschlie3lich in Monozyten regu-
lierter Gene
In Monozyten sind Gene entweder an Tag 21 oderag4P der Lagerdauer exprimiert worden, kein Gen is

sowohl an Tag 21 als auch an Tag 42 exprimiert ewrd

Substratspezifisch regulierte RBC Lagerdauer Tag 21 RBC Lagerdauer Tag 42

Gene von Monozyten

Funktionsgruppen
. . . (n=3)
Cytokine signalling
' (n=4) VEGF CXCL3
SOCS3
ILARN
Apoptosis/Inflammation
I (n=2) socs3 FLASH
Cell cycle
1] (n=0) - -
DNA repair and metabolism
v (n=0) . -
Extracellular matrix
A (n=1) - MMP19
Stress
Vi (n=2) socs3 CXCL3
Acute phase
Vil (n=1) THBD -
Complement system
Vil _ - -
(n=0)
. . (n=3) (n=2)
General signal transduction
IX (n=5) socs3 MMP19
MAP2K3 FLASH
ILIRN
Surface marker
X (n=2) THBD CcD58
Protein degradation
Xl (n=1) - MMP19
Transcription factors
Xl (n=1) FOS -
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Tabelle 17: Funktionszuordnung in Abhéngigkeit vonder Lagerdauer ausschlief3lich in Endothelzellen

regulierter Gene

Das rot markierte Gen ,TRADD" ist als einziges stvan Tag 21 als auch an Tag 42 >2fach differdntiel

induziert worden.

Substratspezifisch regulierte
Gene von Endothel-
zellen

RBC Lagerdauer Tag 21

RBC Lagerdauer Tag 42

IRF1

Funktionsgruppen
(n=2) (n=6)
TNFC
Cytokine signalling IL6 IL3RA
(n=8) TGFBR2 CXCR3 CxcL L8
BMP2
VEGC
SCYA2
(n=3)
Apoptosis/
1] Inflammation TRADD TNFC TRADD -
(n=5) IKBA
BNIP3L
(n=2)
Cell cycle
] (n=4) CDKN1A PLEKHC1 CCND3 -
KSR1
DNA repair and
\Y metabolism BRCA2 - - -
(n=1)
(n=3)
Extracellular matrix
\Y, (n=6) SPARC MMP1 ITGB4 COLSAL PAI1
BGN
(n=4) (n=2)
Stress HSPCA TRADD
Vi (n=7) TRADD HSPA4 cxcLL -
IKBA
BNIP3L
Acute phase
Vi (n=0) - - - -
Vil Complement system ) } ) 3
(n=0)
(n=6) (n=4)
General signal BSR:(QZ CXCR3
IX transduction TGEBR2 MMP1 RASA1 PLA2G4
(n=12) KSR1 IKBA PLEKHC1
PRKCZ
CBLB
(n=3) (n=2)
Surface marker
X (n=6) TMasF2 IL3RA Iéggj -
ICAM1 CXCR3
X Pri)tein degradation CBLB MMP1 ) }
(n=2)
(n=3) (n=2)
X ;I'nre_ig)scrlptlon factors ) CEBPB FOSB )
- IKBA FOSL2
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Die Tabellen 18-21 zeigen, welche 20 Gene jewails Monozyten und Endothelzellen mit
der hochsten Signifikanz durch die Interaktion getagerten RBC in der Expression beein-
flusst wurden. Man erkennt, dass die Interaktion #mdothelzellen und Monozyten mit 21
und 42 Tage alten RBC besonders die ExpressiorGenen signifikant reguliert, die funkti-
onal an der ,zellularen Signaltransduktion“ sowie @ellularen Stress* beteiligt sind. Gene,
die Proteine des ,zellularen Stresses” codiererrdare zudem mit steigender Lagerdauer

sowohl in APC als auch in EC starker reguliert.

Zusatzlich werden nach Interaktionen von Monozyteit 21 und 42 Tage alten RBC
(siehe Tabelle 20) Gene der Funktionsgruppen ,Apspund Entztindung” sowie ,,Cytokine

und ihre Rezeptoren® besonders haufig signifikegufiert.

Experimente von Endothelzellen mit 21 und 42 Taglagerten RBC (siehe Tabelle 21) ma-
chen deutlich, dass auRerdem mehr Gene in denibnsgtuppen , Transkriptionsfaktoren*

und ,Extrazellulare Matrix" signifikant reguliertevden.

Tabelle 18: 20 am signifikantesten regulierte Genend die Signalquotienten

von Monozyten nach Interaktion mit 21 und 42 Tage lken RBC

Genname Monozyten, RBC Monozyten, RBC

Tag 21vs. Tag 1 Tag 42 vs.Tag 1
IL2RA 1,41 0,54
HSPA1A 1,08 1,76
CCL20 1,63 0,86
ITGB2 0,54 1,17
MMP9 0,54 1,15
TRADD 1,75 1,12
ZMDA1 1,25 0,69
LKHA 0,7 1,24
CD81 0,78 1,36
CTSD 1,11 1,67
BAG3 1,28 1,8
IL8 1,24 0,75
MIP2B 0,97 0,49
EBI2 1,26 0,77
ABIN3 1,1 0,61
IKBE 0,81 1,28
BAG1 0,96 1,48
FRA2 1,23 0,79
ATF4 1,47 1,05
MMP18 0,86 0,42




Ergebnisse

58

Tabelle 19: 20 am signifikantesten regulierte Genend die Signalquotienten

von Endothelzellen nach Interaktion mit 21 und 42 &ge alten RBC

Genname Endothelzellen, RBC | Endothelzellen, RBC
Tag 21 vs. Tag 1 Tag 42 vs. Tag 1
COL8A1 0,56 2,16
GRO1 0,87 25
GADD153 1,72 0,7
HSP105 0,52 1,42
JUN 0,51 1,32
HES1 1,01 1,76
FOS1 3,06 2,05
RHOIP3 0,64 1,38
TM4SF2 2,24 1,39
SPRY1 0,54 1,24
BARD1 0,63 1,38
COL4A1 0,61 1,33
MOBLAK 1,07 1,94
ZF9 0,6 1,25
COL4A2 0,69 1,39
CYR61 0,82 15
SB135 1,04 2,23
SP3 0,86 15
HSPA6 0,56 1,18
BIP 0,66 1,26
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Tabelle 20: Verteilung der 20 Gene, die am signiféntesten durch die Interaktion von Monozyten mit
21 und 42 Tage alten RBC reguliert wurden innerhallder Funktionsgruppen
n>20, da einige Gene mehreren Funktionsgruppernozdget werden kdnnen.

Funktionsgruppen Signifikante | Monozyten Monozyten
Gene RBC Tag21 | RBC Tag 42
n=37 n=19 n=18
I Cytokine signalling n=5 n=5 n=0
IL2RA
CCL20
ZMDA1
IL8
MIP2B
Il Apoptosis/ Inflammation n=5 n=2 n=3
ABIN3 BAG1
TRADD BAG3
IKBE
1l Cell cycle n=1 n=1 n=0
ABIN3
v DNA repair and metabolism n=0 n=0 n=0
\% Extracellular matrix n=3 n=1 n=2
MMP18 ITGB2
MMP9
VI Stress n=6 n=2 n=4
MIP2B BAG1
TRADD BAG3
HSPA1A
IKBE
VIl | Acute phase n=0 n=0 n=0
VIl |Complement system n=0 n=0 n=0
IX General signal transduction n=8 n=4 n=4
ABIN3 BAG1
EBI2 BAG3
MMP18 IKBE
TRADD MMP9
X Surface marker n=3 n=1 n=2
IL2RA CD81
ITGB2
XI Protein degradation n=3 n=1 n=2
MMP18 MMP9
BAG1
XII | Transcription factors n=3 n=2 n=1
ATF4 IKBE
FOSL2
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Tabelle 21: Verteilung der 20 Gene, die am signiféantesten durch die Interaktion von Endothelzellen

mit 21 und 42 Tage alten RBC reguliert wurden innehalb der Funktionsgruppen

n>20, da einige Gene mehreren Funktionsgruppernozdget werden kdnnen.

Funktionsgruppen signifikante | Endothelzellen | Endothelzellen
Gene RBC Tag 21 RBC Tag 42
n=21 n=3 n=18

I Cytokine signalling n=1 n=0 n=1
GRO1
Il Apoptosis/ Inflammation n=0 n=0 n=0
1] Cell cycle n=1 n=0 n=1
MOBLAK
v DNA repair and metabolism n=1 n=0 n=1
BARD1
Vv Extracellular matrix n=3 n=0 n=3
COL8Al
COL4A1
COL4A2
VI Stress n=4 n=0 n=4
GRO1
HSP105
HSPAG6
BIP
VIl | Acute phase n=0 n=0 n=0
VIl |Complement system n=0 n=0 n=0
IX General signal transduction n=4 n=1 n=3
GADD153 BARD1
RHOIP3
SPRY1
X Surface marker n=1 n=1 n=0
TMASF2
XI Protein degradation n=1 n=0 n=1
BARD1
XII | Transcription factors n=5 n=1 n=4
FOS HES1
JUN
SP3
ZF9
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4, Diskussion

Das leukozytendepletierte Erythrozytenkonzenttatiészeit eines der wichtigsten Therapeu-
tika in der modernen Transfusionsmedizin, welchedss Einfuhrung der Therapie mit allo-

genen Blutkomponenten einerseits sicherer fur deeien wurde und andererseits effizien-
ter gegen die knappen Blutressourcen agieren k&2inBei weitgehender Beherrschung der
klassischen transfusionsassoziierten Infektionsrs(HIV, HBV, HCV) gewinnen immuno-

logische Nebenwirkungen zunehmend an Bedeutung 80§ transfusionsassoziierte Auto-
immun- bzw. Alloimmunantwort gegen Erythrozytengetie hat Konsequenzen fir weitere
Transfusionen bei beispielsweise akutem Blutverldsimotherapien bei chronischen Ana-

mien oder Schwangerschaften.

Neuere Studien lassen die Vermutung zu, dass aeldgeyte bzw. gealterte Erythrozy-
tenpraparationen Einfluss auf immunologische Reakih nehmen kénnen, z.B. fuhrt die
Apoptose neutrophiler Granulozyten in gelagerten #Keiner Immunsuppression beim
Empfanger [5]. Die multiplen Veranderungen an deytlitozyten wahrend einer Lagerung
aul3erhalb des Organismus werden in der Literatutafjerungsschaden zusammengefasst.
Derzeit werden EK je nach Stabilisator-Losung hisA® Tage gelagert, bevor sie transfun-
diert werden. Eine niederlandische 5-Jahres-Steeiigt, dass die Lagerdauer durchschnitt-
lich 19,4 + 7 Tage betragt, wobei 37% aller trandiarten EK alter als drei Wochen sind
[47]. Dabei kann man beobachten, dass transfuedi®B(C, die kirzer als zwei Wochen ge-
lagert wurdenjn vivo grofdtenteils Gberleben, wéahrend langer gelagelB€ Rnerhalb von
24h nach Transfusion verstarkt abgebaut wurden [digse Daten gewinnen an Relevanz im
Hinblick auf ein schwerkrankes Patientenkollekinie es im Bereich der Intensivmedizin
versorgt werden muss. Hier konnten Purdy et alas@&ine hohere Mortalitdtsrate nach
Transfusionen mit 17-25 Tage altem Blut nachweidenyermutlich mit der Lagerdauer der
EK assoziiert ist und deren Ursache mitunter inetechwerten Sauerstoffabgabe durch die
RBC liegt [45, 64, 65].

Insbesondere bei Erythrozyten ist zusatzlich zuidlesichtigen, dass sie bereits in ihrem
physiologischen Milieu in stindigem Kontakt zu gatiprasentierenden Zellen und zu Endo-
thelzellen, die unter bestimmten Umstédnden ebenfaltigene prasentieren kénnen, stehen
[52]. Vor diesem Hintergrund ist die Beeinflussudey RBC-APC-Interaktion und der RBC-
EC-Interaktion im peripheren Blut durch gelagertgtirozyten in der Literatur nicht hinrei-
chend beschrieben und konnte fir das weitere \fetstad der Mechanismen der Antigen-
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prasentation sowie fir die Qualitdt und Logistik Beutprodukte von Bedeutung seDaher

beschaftigt sich diese Arbeit im Wesentlichen miezFragen:

1. La&sst sichinvitro ein Einfluss der Erythrozytenlagerung auf Intei@n hamothe-
rapeutisch angewandter RBC-Praparationen mit ARCnibh EC nachweisen?
2. Ist der Einfluss der Erythrozytenlagerung auf lakdionen ha&motherapeutisch

angewandter RBC-Praparationen mit APC und mit E€fuaktioneller Relevanz?

Die Grundvoraussetzung fur die Realisierung diésbeit war zunachst die verlassliche und
reproduzierbare Etablierung und Validierung eingseeimentellen Systems, das es ermdg-
licht die funktionelle Wirkung von EK unterschiechier Lagerdauern auf Erythrozyten-Zell-
Interaktionen und das Genexpressionsprofil diesggenprasentierenden oder zur Antigen-
prasentation befahigten Zellen in Abhangigkeit dam Interaktion mit den EK zu messen.
Die in dieser Dissertation verwendete Methode vigpkindie biomolekulare Interaktionsana-

lyse mit der Genexpressionsanalyse mittels cONApEhi

Die biomolekulare Interaktionsanalyse ermdoglichtraarkierungsfrei und zeitaufgelost die
Bindung von Biomolekilen zu messen. Einer der beibgeraktionspartner wird auf der
Sensoroberflache einer Kuvette immobilisiert undrkaach einem bestimmten Schema re-
petitierend mit dem zweiten, sich in der Lésungrimichen Interaktionspartner in Kontakt
gebracht werden. Die Bindungsreaktion kann onlufeegnem Bildschirm verfolgt werden.
In dieser Arbeit wurden klassische antigenpréasesrige Zellen wie dendritische Zellen,
regulatorische T-Zellen und Monozyten verwendetisqwinzipiell zur Antigenprasentation
befahigte Zellen wie Endothelzellen. Die Zellen dem in offenen Kivetten eines 1Asys®
Single-Well-Gerates auf Carboxylat- oder Aminosilberflachen immobilisiert, so dass die
Interaktion zwischen dem Analyten, also in HBS,sRia oder Vollblut gelésten RBC eines

definierten Alters und den Zellen herbeigefuhrtdesr konnte.

Fur die Genexpressionsanalysen wurden cDNA-Chips-tdena Memorec verwendet. Zu-
nachst erfolgte die Interaktion zwischen RBC velestbner Lagerdauern und den APC in
Gegenwart von Plasma, anschlielend wurde die RNAZddzellen prapariert und revers
transkribiert. Nach der Markierung der cDNA mit &étaszenzfarbstoffen wurden die Micro-

arrays hybridisiert, gescannt und schlief3lich commestitzt analysiert.
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Als Zielzellen der lagerdauerabhéangigen RBC-Zeikdaktion wurden flr die biomolekulare
Interaktionsanalyse professionelle antigenprasemae Zellen wie Monozyten, regulatori-
sche T-Zellen und dendritische Zellen sowie primipzur Antigenprasentation befahigte
Endothelzellen (aortale, vendse und mikrovaskUl#ee verwendet. Fiur die Genexpressions-
analyse wurden Monozyten und mikrovaskulare EC genDie Wahl fiel auf die klassi-
schen APC, die an einer Immunantwort auf Proteigane relevant beteiligt sind, da die
Antigenprasentation von Proteinantigenen in der imohogie am besten untersucht ist. Ins-
besondere Monozyten ermdglichen eine einfache ewpatelle Handhabung, da sie verfiig-
bar und relativ schnell aus Buffy coats isolierbad. Kirzlich veroffentlichte Daten zeigen,
dass Monozyten in verschiedenen Subpopulationékowanen kénnen und vermutlich auch
verschieden auf Infektionen reagieren, so dasswegergehende Untersuchungen der Inter-
aktion von Monozyten mit gelagerten RBC von Inteeesind, um mégliche Konsequenzen
eines Lagerungsschadens auf anti-erythrozytare-Autd Alloimmunisierungen zu erken-
nen [61].

Der spezialisierte Untertyp der CBRID25 -regulatorischen T-Zellen hat die Aufgabe, die
Aktivitat anderer T-Zellen zu hemmen und so ein étdizhieRen" der Immunreaktion zu
verhindern. Durch die kirzliche Identifikation vbleuropilin-1 als einen Oberflachenmarker
auf CD4CD25 -regulatorischen T-Zellen kann man diese gezieligeen und von anderen
T-Zellen unterscheiden [8]. Es konnte nachgewiaeserden, dass bei bestimmten Autoim-
munerkrankungen die Anzahl dieser ausdifferenziefieeg reduziert ist, so dass die autore-
aktiven T-Zellen verstéarkt agieren kdénnen [58]. &zh durch eine erhdhte Lagerdauer und
einen damit einhergehenden moglichen Lagerungseohder EK die Interaktion zwischen
RBC und Treg verandert wird und somit Auswirkunger Autoimmunreaktionen hat, ist
bislang noch nicht experimentell angegangen worden.

Neuere Untersuchungen zeigen, dass dendritischenZeicht nur in peripheren lymphati-
schen Geweben und als Langerhans-Zellen in dereEpid vorkommen, sondern auch 0,1-
1,0% aller PBMC im peripheren Blut bilden [26, 5Bjurch eine Selektin-vermittelte Inter-
aktion mit dem Gefal3endothel kbnnen sie ins pergl@ewebe auswandern. Obwohl ihre
Isolierung aus dem peripheren Blut seit kurzem mtigkt, ist ihre Funktion dort noch un-
klar [49]. Schakel et al. konnten jedoch eine Suyngetion dendritischer Zellen im periphe-
ren Blut nachweisen, die die Fahigkeit zur Phagmssyopsonierter Erythrozyten besitzt [54].
Man kann also vermuten, dass DC im peripheren &8&tAPC fur Erythrozyten-Antigene

fungieren und eine wichtige Rolle in der anti-ergitytaren Immunreaktion spielen kdnnten.
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Diese Rolle kdnnte im gleichen Ausmall modifiziedraen, wie sich die Erythrozyten mit
steigender Lagerdauer verdndern. Es wurde bisdeckenoch kein Ansatz unternommen,

um diese Hypothese experimentell zu klaren.

In den vergangenen Jahren ist der Nachweis gelunigess Endothelzellen Antigene prasen-
tieren konnen. Vaskuldre Endothelzellen der Plazéainnten Fc- oder Complement-
Rezeptor-vermittelt IgG internalisieren und ein @eMolekil auf der Zellmembran prasen-
tieren [22]. In einemn vivo Experiment an M&ausen konnte die Antigenprasemtatomn En-
dothelzellen im Rahmen der Transplantatabstol3urgigiewerden, so dass die Vermutung
begriindet ist, dass Endothel nicht nur fir die Rédrung von Immunzellen sondern auch
fur das aktive Auslosen einer Immunreaktion veramthich ist [51, 52]. Im Gefal3system
kommt es zu einem standigen physiologischen Kortakschen Erythrozyten und Endo-
thelzellen, der im hochspezialisierten mikrovaskendBereich besonders eng ist. Hier stellt
sich die Frage, ob die RBC-EC-Interaktion nichtatiudie Auswirkungen eines Lagerungs-
schadens auf beispielsweise die RBC-Membran beestifwird, insbesondere, da die Rolle

der RBC im Immunsystem selbst zu einem relevan&huherforscht ist [3, 12].

4.1. Lasst sichin vitro ein Einfluss der Erythrozytenlagerung auf Interaktionen
hamotherapeutisch angewandter RBC-Praparationen mitAPC und mit EC

nachweisen?

Die im Rahmen dieser Dissertation gewonnenen Diatgsen sich wie folgt kondensieren:
Die Bindungsfahigkeit gelagerter Erythrozyten m Monozyten und HDMEC in Gegen-
wart von Vollblut im Vergleich von Tag 1 und Tag 8Bnmt statistisch signifikant ab. Die
Interaktion gelagerter Erythrozyten mit Treg, HAolEGd HSaVEC in Gegenwart von Voll-
blut im Vergleich von Tag 1 und Tag 28 nimmt abiemht jedoch keine statistische Signifi-
kanz. Die Bindungsfahigkeit der RBC in HBS im Veiigh von Tag 1 zu Tag 28 stellt sich
in der Regel als vermindert dar, ohne statistisghifikant zu sein. An Tag 1 ist die Bin-
dungsfahigkeit der RBC an alle immobilisierten lndan in HBS grundsatzliamedriger als
in Vollblut. Die erniedrigte Bindungsfahigkeit inB% an Tag 1 ist statistisch signifikant fr
Monozyten, HAOEC, HSaVEC und fir HDMEC und nictatgtisch signifikant im Fall der
Bindung an Treg und an DC. Der Unterschied der &ngdzwischen HBS und Vollblut an
Tag 28 ist statistisch signifikant fir EC aber nifthr klassische APC.
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Zusammenfassend lasst sichvitro ein signifikanter Einfluss der Erythrozytenlageyuauf
Interaktionen hamotherapeutisch angewandter RB@apPationen mit APC und EC nach-
weisen: 28 Tage gelagerte EK supprimieren im Meduotiblut signifikant die Interaktion
von RBC mit DC, Monozyten und HDMEC. Im Medium HESst sich kein statistisch sig-

nifikanter Unterschied der Bindungsintensitat intyleich von Tag 1 zu Tag 28 feststellen.

Die Ergebnisse stehen zum Teil im Widerspruch au Alegaben der klassischen Literatur
aber auch zu einigen neueren Untersuchungen, the kenifikante Veranderung der Bin-
dungsintensitat von gelagerten RBC zeigen [2, B&se Studien jedoch untersuchen die
Adhasionsfahigkeit in Gegenwart des artifiziellenediums HBS, das dian vivo-
Konditionen nur unzureichend wiedergibt. Es isveumuten, dass sich die Adhasion in phy-
siologischer Umgebung, wie sie die Medien Plasmer &bliblut besser schaffen, anders
verhalt und die signifikant niedrigere Bindungsimggét begriindet. Warum die Interaktion
von RBC mit Treg, HAOEC und HSaVEC nicht signifikaupprimiert wurde, muss in wei-
teren Untersuchungen geklart werden. Méglicherwsiselt der Kontakt zwischen HDMEC
und RBC eine Rolle, da er in mikrovaskularen Geféeger ist als in Arterien oder Venen.
Insgesamt ist die verminderte Bindungsintensitat gidagerten RBC vermutlich auf den
Alterungsprozess der Erythrozyten zurtckzufhresr, mit irreversiblen Formverédnderun-
gen, verminderter Verformbarkeit und biochemiscMamanderungen sowohl an der Zell-

membran als auch intrazellular einhergeht [5, 6].

4.2. Ist der Einfluss der Erythrozytenlagerung auf Interaktionen hamotherapeu-
tisch angewandter RBC-Préparationen mit APC und ECvon funktioneller

Relevanz?

Die erhobenen Daten zeigen einen funktionell sigaiften Einfluss der Erythrozytenlage-
rung auf Interaktionen hamotherapeutisch angewarmRBEL-Préaparationen mit antigenpra-
sentierenden und prinzipiell zur Antigenprasentati@fahigten Zellen. Zudem ermdglicht
der fUr diese Arbeit etablierte Versuchsaufbau imr@satz die Identifikation von Marker-
genen, die fur die untersuchte RBC-APC- und RBCHa€raktion charakteristisch sind. Die
Auswertung der 20 Gene, die mit héchster Signifikdarch 21 und 42 Tage alte RBC regu-
liert werden, zeigt, dass RBC sowohl bereits nanbkre_agerdauer von 21 Tagen als auch
nach 42 Tagen sowohl in APC als auch in EC im bési@an Ausmall Gene regulieren, die
an der ,zellularen Signaltransduktion® beteilighai Die Interaktion von APC und EC mit
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gelagerten RBC fuhrt aul3erdem mit steigender Lagendzu einem Anstieg der Regulie-
rung von ,zellularen Stress“-Genen. Desweitererb&anerkenswert, dass Monozyten nach
21 und 42 Tagen Lagerdauer etwa gleich stark requlierden, wahrend die Regulation von
EC nach 42 Tagen Lagerdauer deutlich ansteigt. Eidgliche Erklarung kénnte in einer

hoheren Sensibilitat der Endothelzellen gegenibkggrten RBC liegen.

Die intakte Funktion eines Organismus beruht aurémierten Signalkaskaden, so dass
jeder Eingriff in dieses ausgekligelte System nemi pathologischen Prozess fihren kann.
Die Gabe von gelagerten EK kann ein solcher Eihgain. Die verstarkte Regulation von
Genen, die an der ,zellularen Signaltransduktioatebigt sind, kann in direkter Korrelation
zur erhdhten Regulation von Genen des ,zellulateesSes” stehen. Studien haben nachge-
wiesen, dass die Lagerung von RBC zu einer oxidatiSchadigung zellularer Bestandteile
fuhrt. Dieser zellulare, oxidative Stress kann Udier Aktivierung zellularer Signalkaskaden
zum Zelltod fuhren [34].

Einen anderen interessanten Aspekt bietet das ®&DD, welches Strukuren des ,zellula-
ren Stresses” und der ,Apoptose” codiert und essablaggebender Mediator fur intrazellu-
lare Antworten des TNF-Rezeptors 1 (TNFR 1) istnM&RADD wird vermutet, das Protein
zu sein, welches tiber das Uberleben oder die Agepmer Zelle entscheidet [67]. Weitere
Untersuchungen mit diesem Gen waren interessantmdglicherweise reproduzierbare
Qualitatskontrollen zu entwickeln. Hier ist insbedere die Ubertragbarkeit von Untersu-
chungsergebnissen von Monozyten auf EC von InteregsMonozyten im Vergleich zu EC

relativ einfach zu handhaben sind.

Die Forschung in der Hamotherapie zielt unverminhdarauf ab, die Qualitat der Blutpro-
dukte im Hinblick auf ihre klinische Wirksamkeitréthen. Gerade unter diesem Aspekt wird
seit einigen Jahren wieder vermehrt der Punkt @getung der EK diskutiert. Ziel muss es
sein, einerseits maoglichst frische Blutprodukte Yerfligung zu haben, andererseits die Lo-
gistik der Vorratshaltung von Blut so zu gestaltdass sowohl Versorgungsspitzen sicher
abgefangen werden kdnnen als auch die Verfalls@aieBlutprodukten so klein wie méglich
gehalten wird. Ein Ansatz zur Erreichung diesedsds, die Blutversorgung auf eine regio-
nalbasierte, klinikintegrierte Versorgungsstrukawszurichten, so dass ,,on demand” produ-
ziert werden kann. Moderne Apherese-Technologietebihier gute Mdglichkeiten [10, 14].
Eine andere Strategie dieses Ziel zu erreicheneledarin, die Vorratshaltung der EK zu

vereinfachen und zu begrenzen, indem RBGitro so modifiziert werden, dass sie ihre
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antigenen und immunogenen Eigenschaften verlienehuniversal transfundierbar werden
[7, 23]. Hier zeigen neueste Experimente bereitskamkreten Ansatzen, dass ABO-
Blutgruppen-Antigene enzymatisch Uber Dbakterielldyc@sidasen von der RBC-

Zelloberflache entfernt werden kdnnen [46].

4.3. Zusammenfassung und Ausblick

Mit Hilfe der Daten, die im Rahmen dieser Disséotaterarbeitet wurden, kdnnen folgende

Schlussfolgerungen gezogen werden:

* Die Interaktion von RBC mit DC, Monozyten und HDMEG@Grd im Medium Voll-
blut durch steigende Lagerdauer der Erythrozytgnifskant supprimiert.

¢ Im Medium HBS lasst sich mit steigender Lagerdaiene signifikante Abnahme
der Bindungsintensitat von RBC mit APC oder ECdtdlen.

» 1 Tag gelagerte RBC interagieren im Medium HBS ifigant schwacher miMono-
zyten und EC als in Vollblut.

* Die Interaktion von gelagerten EK mit Endothelzellend antigenprasentierenden

Zellen induziert charakteristische Genexpressiafgpr

* Es wurde ein Versuchsdesign etabliert, welcheszjpill geeignet ist, verschiedene
Markergene fur RBC-Zell-Interaktionen zu identiéen, die sowohl immunologisch

als auch hamorheologisch relevant sind.

Der entwickelte experimentelle Ansatz ist somihpipiell dazu geeignet:
e den Einfluss der Lagerdauer von EK auf RBC-Zeletaktionen zu beschreiben,

* den Einfluss der Lagerdauer von EK auf Genexpraspiofile von Monozyten und

mikrovaskulédren Endothelzellen zu analysieren,
* Markergene fur RBC-Zell-Interaktionen zu identiéezen und

* Qualitatskontrollen fur Blutprodukte zu entwickeln.
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