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,Blut ist ein ganz besondrer SaftJ.W.v.Goethe

Das Blut, der Saft unseres Lebens, zog seit jebdfakzination der Menschen auf sich und
ist heute Gegenstand intensiver wissenschatftliEbeschung. Eine Wechselwirkung
zwischen kinstlichen Substanzen und Bestandtedsmaenschlichen Blutes wurde in der

folgenden Arbeit untersucht.

Meinen Eltern
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem — eine Einfiihrung

Historisch wurde die Aufgabe des Immunsystems a@lu& gegen Infektionen und im
Speziellen als Abwehr gegenluber einem breiten 8pekimikrobieller Erreger definiert:
Bakterien, Viren, Pilze, ein- und mehrzellige Paess Heute wird zu dieser Aufgabe auch
die gerichtete Abwehr gegentber nichtinfektiosedrpkrfremden Makromolekilen, z.B.
Pharmaka gezabhilt.

Gesunde Individuen schiitzen sich gegentber frentflefiissen durch unterschiedliche,
doch miteinander kooperierende zellulare und hulmorbwehrmechanismen. In ihrer
Gesamtheit bilden sie die beiden sich funktionejaazenden Systeme der unspezifischen
(natdirlichen) und der spezifischen (erworbenen) tmitét.

Das spezifische Immunsystem besteht aus Lymphozyteh den von ihnen gebildeten
Antikérpern und Zytokinen. Zum unspezifischen Imrmsystem zahlen neben Monozyten und
Makrophagen und den von ihnen sezernierten Zytokaneh die nattrlichen Killerzellen der
T-Lymphozyten, Granulozyten, Akutphase-Proteine dasl Komplementsystem (48).

Die wichtige Bedeutung und Funktion von Monozyten Rahmen der Immunantwort wird

unter 1.2.4 naher erlautert.

1.2 Monozyten

1.2.1 Entwicklung und Differenzierung von Monozyten

Bereits um die 6. Schwangerschaftswoche beginntebe@m menschlichen Embryo die
Myelopoese in der Leber, die spater beim Erwachsaeme Knochenmark stattfindet. Aus
einer pluripotenten hamatopoetischen Stammzelleiekelt sich als erste Vorlauferzelle der
Monozyten eine golonyforming-unit®, CFU-GEMM. Aus ihr entsteherGranulozyten,
Erythrozyten,Monozyten undvegakaryozyten. Unter dem Einfluss von IL3 und GMFCS
entwickelt sich die erste Vorlauferzelle zu eineeiteren, der CFWM, die bereits
differenzierter ist und sich lediglich ziMonozyten oder neutrophileGranulozyten
entwickeln kann. Durch den Einfluss weiterer Zyteki(M -GSF) entsteht der Prenozyt,
der zu einem reifen Blutmonozyten ausdifferenziend nach weniger als 24 h das
Knochenmark verlasst (59). Die gesamte Phase dfaré€nzierung umfasst 1-3 Tage (20, 33,
34).
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Monozyten bilden im Gefal3system einen zirkulierené®®ol, der 5-10% der Leukozyten
ausmacht. Dabei sind Monozyten noch in der LageADN synthetisieren, wenn auch in
geringerem Mafl3e als Promonozyten im Knochenmark.Zaliteilung sind sie nicht mehr
befahigt (20). Nach ca. drei Tagen wandern sietddie GefalRwande in die verschiedenen
Organe und Gewebesysteme ein. Unter physiologisBeeingungen sind es etwa 16,6 *10
Monozyten in der Stunde (114). Dabei handelt ek sicht um eine Selektion der jeweils
altesten Zellen, sondern um ein randomisiertes alieeh, sodass die Verweildauer von
Monozyten im Blut zwischen 24 Stunden und 5 Tagetraigen kann (126). Im Gewebe
reifen Monozyten innerhalb eines Tages ohne weihteilung zu ausdifferenzierten,
langlebigen (60-120 d) Makrophagen (66).

Gewebsstandige Makrophagen finden sich in fash aBeweben des Korpers, so in Haut
(Histiozyten), Lunge (Alveolarmakrophagen), Knoch@steoklasten), Leber (Kupffer'sche
Sternzellen), Milz (Rote-Pulpa-Makrophagen), Nigreesangiale Zellen), Gehirn (Mikroglia)
und Gelenken (Synovial-A-Zellen). Hinzu kommen dreMakrophagen, wie sie im
Lymphsystem, intraperitoneal oder intrapleural wonknen, und durch Entzindungsreize
aktivierte Makrophagen, die dann z.B. als Epitlidellen bezeichnet werden. Dieser
»Gordische Knoten* (33) der Namensvielfalt stamms &iner Zeit, als die Zugehorigkeit der
unterschiedlichen Zellen zu einer Abstammungsreibheh nicht genau erforscht war. Heute
benutzen wir als Oberbegriff fir die gesamte motiéay Entwicklungsreihe einschliel3lich
aller aus ihr entstandenen Makrophagen den Begi@&$* Mononuklear-Phagozytaren
Systems* (MPS) (20, 33).

Besteht innerhalb des MPS ein erhohter Bedarf dlerZez.B. im Rahmen einer akuten oder
chronischen Entzindung, so wird der Zellzyklus d®omonozyten beschleunigt, die
Verweildauer der Monozyten im Blut verkirzt und diyelopoese insgesamt bis auf das
Doppelte gesteigert. Neben einer erhéhten Konzorrason CSF und IL3 konnte ein
weiterer humoralerFaktor, FIM ,bestimmt werden, der fir die gesteigeriacieasing)
Myelopoese verantwortlich ist (116, 117).

1.2.2 Zellmorphologie

Ein Blutmonozyt ist 10-18 pm grof3 und hat ein Zalilvnen von 421 +/- 24 fl (76). Er besitzt
einen grof3en, meist hufeisenférmigen Nukleus. Gdtariatisch sind der gut ausgebildete
Golgi-Apparat und eine grosse Anzahl von Mitochegiund Lysosomen. Die Lysosomen
enthalten Peroxidase und mehrere Saurehydrolasenintazellularen Abtétung von

Mikroorganismen (24, 67).
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Elektronenmikroskopische
Aufnahme eines peripheren
Blutmonozyten (Department of
Pathology, Brigham and

Women’s Hospital, Boston)

Bild 1

1.2.3 Oberflachenrezeptoren

Mit Hilfe von Oberflachenstrukturen koénnen Monozytemit Endothelzellen und
benachbarten Zellen im Blut in engen Kontakt getgemgmit Komplement bzw. mit
Antikorpern beladene Mikroorganismen binden, aufmeh, abbauen und verarbeitetes
Antigen den Zellen des spezifischen Immunappanatésentieren (s. 1.2.4). Die Expression
der Rezeptoren kann in Abhangigkeit vom Differenaigsgrad und vom Funktionszustand

innerhalb eines weiten Bereichs moduliert werdeb{2 129, 134).

1.2.3.1 CD11a

Der Oberflachenrezeptor CD11a gehort zu der groGrappe von Adhasionsmolekilen, den
Integrinen. Zusammen mit CD 18 bildet er d&s-Integrin LFA-1, ein heterodimeres
Membranglycoprotein (4). LFA (Leukocyte Functions@siated Antigens) vermitteln eine
antigenunabhangige Bindung an Rezeptoren. Als dighir LFA-1 dient ICAM-1, ein
Adhasionsmolekul aus der Familie der Immunglobuline

Die Aufgabe von LFA-1 im Rahmen der Immunantworsteét vor allem in der Vermittlung
von Interaktionen zwischen Leukozyten und deren &ddin an Endothelzellen (13, 100,
122). Auch ein Einfluss auf Lymphozyten ist bekan@D1la-vermittelt wird die
Zytotoxizitdt von T- Lymphozyten und natirlichen ll€izellen gesteigert, sowie die
Proliferationsrate von T-Lymphozyten und die Ig-@Rrktion von B-Lymphozyten erhoht
(72).
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Der Ligand ICAM-1 (intercellular adhesion molecdlgwird vor allem auf Endothelzellen

exprimiert, findet sich aber auch in geloster FalsisICAM-1 im Blut als ein zuverlassiger
Indikator fur die Existenz entziindlicher Prozesse.

Dem Adhéasionsmolekil LFA-1 (CD11a/CD18) kommt allsoRahmen der unspezifischen,
sowie der spezifischen Immunantwort eine Schlislelrzu, die es fir eine Reihe von
Infektionskrankheiten, viralen und bakteriellen pfsngs, sowie das Fortschreiten von
Autoimmunerkrankungen und die AbstoRung von Trargpken mitverantwortlich macht

(52, 56, 62, 81, 99, 132).

1.2.3.2 CD16

CD16 ist einer von drei bekannten Rezeptoren fér k Einheit von Immunglobulin G
(FcyR) und gehort als Adhasionsmolekil zu der ImmungjfiobGensuperfamilie. Er besitzt
eine niedrige Affinitat und kommt in gleicher Fomeben Monozyten auch auf naturlichen
Killerzellen und dendritischen Zellen vor. Eine ar@l Unterart findet sich auf neutrophilen
Granulozyten. Die Existenz des CD16 Rezeptors aohddyten war bis vor kurzem noch
nicht bekannt (6, 21). Heute kennt man eine Sublptipn an Monozyten, die ca. 10% der
gesamten Monozyten ausmacht und den CD16 RezdptgRI{l) exprimiert (5, 35, 135).
Bekannt ist eine Erhohung der Rezeptorzahl sowohtar einzelnen Zelle als auch anteilig
an der Gesamtpopulation im Rahmen des Reifungsgsegzaler Monozyten zu Makrophagen
in vitro sowie im Organismus (93). Die Stimulatipa einer vermehrten Expression von CD
16 geht von Cytokinen aus, wie T@HRtransforming growth factds) (128), M-CSF (s.1.2.1)
(95) und IL-10 (Interleukin-10), einem antiinflamtoaschen Cytokin. Daraus wird deutlich,
dass FgRIII nicht nur eine Rolle im Reifungsprozess derrdpyten, sondern auch in ihrer
Funktion als Immunzellen spielt (88).

Uber FgRIIl kénnen Monozyten Immunkomplexe und mit IgG opierte Partikel aus dem
Blut filtern und phagozytieren: CD16 stimuliert dflymerisation von Aktin und induziert
so die Bildung von Phagosomen (s.1.2.4) (1). Dé&wauérhoht sich die Zytotoxizitat der
Zelle, deren Induktion im Einzelnen noch nicht genstersucht ist (41). Bekannt ist eine
Veranderung an der Zelloberflache, wo vermehrt gerte und Adhasionmolekile exprimiert
werden, gleichzeitig kommt es zu einer reduzierfarsschuttung von IL-10 und einer
Stimulation von T-Lymphozyten (93).

Unumstritten ist eine Beteiligung vonyRlll bei der Entstehung inflammatorischer Prozesse
im Rahmen entzindlicher und tumorédser Erkrankun¢@®). In den Mittelpunkt der

Forschung ruckte CD16 vor allem wegen seiner nagiegenen Beteiligung am Ausbruch
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von Erkrankungen wie HIV (49), Tuberkulose, Asthmagumatischen Erkrankungen (53),
Sarkoidose, Myelomen oder Lymphomen (124).

1.233CD71

CD 71 ist ein transmembraner Rezeptor der Obedlaenschiedener Zellen, der als Ligand
Transferrin bindet und damit fir den Eisenstoffwssthessenziell ist. Er wird aulRer auf
Monozyten noch von einer Reihe anderer Zellen expri, die entweder an der
Hamoglobinsynthese beteiligt sind (Erythrozytenero@iner raschen Teilung unterliegen
(intestinale Zellen), da fur diese Ablaufe besoadeel Eisen bendtigt wird (123). Zellen, die
am Eisentransport beteiligt sind (z.B. Plazentadg@yexprimieren CD71 ebenso wie einige
Bakterien (87).

Bei physiologischem pH im Blut werden zwei*FeMolekille mit hoher Affinitat an
Transferrin gekoppelt. Nach der Bindung von Tramsfean CD71 wird der gesamte
Komplex internalisiert und als Endosom in das Zelire transportiert: Durch
Protoneneinstrom wird der pH im Endosomeninnerenziert und die Bindung von Fean
Transferrin gelost. Das Eisen verbleibt im Zellireve wo es fur Transkriptionsprozesse
direkt verwendet oder gebunden an Ferritin gelagerd. Der Apotransferrin-CD71-
Komplex wandert zurtick an die Zelloberflache, wookpnsferrin ins Blut freigesetzt wird
und die Molekile fur weitere Bindungen zur Verfugusiehen (87). Der gesamte Zyklus
eines CD71 Rezeptors lauft in wenigen (3—16) Minwk (123).

Die Zahl der Rezeptoren an der Zelloberflache vdwmich die Menge des zur Verfiigung
stehenden Eisens und den Bedarf der Zelle regulig2B). Bei niedrigen
Eisenserumkonzentrationen, wahrend der Zellpralifen oder bei erhdhtem
Gesamteisenbedarf (Schwangerschaft) wird CD71 Jtmexprimiert (15). Monozyten
erhohen ihre Rezeptorzahl in ihrer Funktion alg&speicher auch bei einem Uberangebot an
Eisen (83, 107).

Im Rahmen einer bakteriellen Infektion agieren Moren als Konkurrenten der
Bakterienzellen, indem sie ihnen das zur Proliferatnotwendige Eisen streitig machen.
Durch eine erhohte Zahl an CD71 Rezeptoren rederzi®tonozyten das Eisenangebot im
Blut und verhindern somit ein schnelles Fortscbreitder Infektion (90). Da der
Gesamtorganismus auf dieselbe Weise reagiert, indendie Eisenresorption im Darm
reduziert (Infektandmie), kommt es wahrend einggespn Stadiums der Infektion auch auf

Monozyten zu einer relativ niedrigeren Rezeptor{a8B).

10
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CD71 dient auch Tumorzellen zur Eisenresorption.dse sich schnell teilenden Zellen
Uber eine hohe Anzahl an CD71 Rezeptoren verfUugemde in den letzten Jahren nach
Therapieansatze via CD71 geforscht (19). SowohIn@hkerapeutika als auch modifizierte
DNA konnen uber den Transferrinrezeptor in die &€aeschleust werden (14, 25). Hierin

liegt moglicherweise ein hohes Potenzial fir dienbatherapie der Zukunft (87).

1.2.4 Funktion und Fahigkeiten der Monozyten im Ramen der Immunantwort

Monozyten haben die Moéglichkeit, sich Uber die Baltn im Kdrper zu verteilen und im Fall
eines inflammatorischen Prozesses, gerichtet aufGie der Entziindung zuzuwandern: Die
von der Infektion betroffenen Zellen senden Boteffistaus, sie sezernieren Chemokine, die
Monozyten zu einer Chemotaxis an den Entzindundskemulieren (113). Monozyten
adharieren Uber Integrine an Endothelzellen undn&ingegebenenfalls in das Gewebe
einwandern (9). Gelangen Monozyten in Antigenkontaki werden mehrere Immunprozesse
gleichzeitig eingeleitet. Durch die Chemokine sowiken Antigenkontakt induziert,
sezernieren Monozyten selbst Chemokine und Cytokiie TNF, IL-8, IL-10. Diese I6sen
wiederum Immunreaktionen aus und beziehen anddtenZ@ den Abwehrprozess mit ein
(36). Sie stimulieren aber auch die zelleigene Rexzexpression, wie z.B. die von CD16 und
erhohen dadurch ihre Fahigkeit zur Phagozytose.

Opsonierte Partikel oder nicht opsonierte Partikél einer GroRe von mindestens QB
werden von Monozyten an spezifische Rezeptoren rgku und phagozytiert (119).
Opsonierung  bedeutet die Bindung von  Antikérpern erod Serumproteinen
(Komplementfaktoren) an die Oberflache von Antigeneodurch deren Abbau via Lyse
oder Phagozytose fir den Organismus erleichterd.wilVahrend Antikérper nur an
spezifische Strukturen binden, heften sich Komplafa&toren an unterschiedliche
Oberfachen und kénnen auch mit Antikdrpern beladeasdikel tber die Ig-Struktur des
Antikorpers weiter opsonieren. Dadurch wird einad®ing an spezifische Rezeptoren auf der
Zelloberfache und die Aufnahme durch Phagozytosenoglicht. Zu Beginn des
Phagozytoseprozesses umschlieRt die Zelle den zagopitierenden Partikel mit
Pseudopodien. Hierfur wird das Zytoskelett der Momen Uber aktivierte Aktinfilamente
verandert. Teile der Plasmamembran, die als Phagosd in das Zellinnere geschleust
werden, miussen standig ersetzt werden (26) .

Wurden Partikel, z.B. Bakterien, von Monozyten emhrphagozytiert, so werden sie im
Zellinneren in aller Regel abgetttet, indem dasgBeam mit einem Lysosom (s.1.2.2)

verschmilzt (89). Es finden dabei u.a. sauerstbifimigige Reaktionen (oxidative burst) statt,

11
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die zur Entstehung aggressiver Superoxide fuhrd&p. (Boxische Substanzen werden aber
nicht nur im Inneren der Zelle eingesetzt, sondauth an das umgebende Gewebe
abgegeben, sodass fur die Phagozytose zu groltikkePabienfalls angegriffen werden kénnen
(112). Eine weitere Funktion der Monozyten ist, yiiphozyten ein Antigen direkt zu
prasentieren und dadurch eine T-Zell-Proliferatoszuldsen (110).

Monozyten verandern im Rahmen der Immunantwort Zekmorphologie und die Zahl an
Rezeptoren an der Zelloberfache. Dadurch sindnsder Lage, vermehrt Antigen zu binden,
zu phagozytieren und zu prasentieren (86). Sie rahvermehrt Eisen auf und erhdhen ihre
Zytotoxizitat. Als Teil des unspezifischen Immurtgyss sind sie essenzieller Bestandteil der

frihen Immunantwort (115).

1.3 Lipopolysaccharid (LPS)

Lipopolysaccharid (LPS) ist ein Glycolipid und &sdotoxin Bestandteil der Zelloberflache
fast aller gramnegativer Bakterien. Es gilt als deotenteste Stimulus einer
Entziindungsreaktion und ist nicht selten Auslosees haufig letal endenden, septischen
Schocks (84).

Um vom Organismus wahrgenommen zu werden, ist &melung von LPS an LBP
(lipopolysaccharidbindendes Protein) und einen CR&4eptor notwendig. CD14 kommt als
membranstandiger Rezeptor auf der Oberflache vondglgen und einigen gewebsstandigen
Zellen vor. In geldster Form findet sich CD14 elmense LBP physiologisch im Blut (40).
LPS/LBP fihrt durch die Bindung an CD14 auf Monexyt zur Ausschittung
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, wieFbINIL-1, IL-6, G/M-CSF und IL-18
(43). Durch diese Mediatoren werden eine Vielzahllmmunprozessen eingeleitet, wie sie

oben bereits beschrieben wurden.

1.4 Kunstliche Kolloide

1.4.1 Wirkungsprinzip, Entwicklung und Einsatz

Der Organismus eines erwachsenen Menschen bested1% seines Korpergewichtes aus
Wasser, wobei der intravasale Anteil nur 5% ausmadziese Verteilung wird physiologisch
uber den kristalloid-osmotischen und kolloidal-osisthen Druck aufrechterhalten:
Wasserbindende anorganische lonen’(Ma, CI etc.) und wasserbindendes Albumin halten
das Korperwasser im intravasalen Raum (69). Im Rahmverschiedener
pathophysiologischer =~ Geschehen konnen diese volegelerenden  Systeme

zusammenbrechen. Albuminmangel, Exsikkose, Isch@mievor allem Schock sind haufige

12
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Grunde. Ein intra- bzw. interzellulares Odem mizureichendem intravasalem Volumen ist
die Folge. Hypovolamie fuhrt durch Abnahme der kdeh Vorlast und des
Herzzeitvolumens zu einer reduzierten Gewebepeniusnd Oxygenierung und damit zu
Organversagen (12, 92). Kunstliche Kolloide koniamlich wie Albumin den kolloidalen
Druck im Kreislauf aufrechterhalten. Gemeinsam knitalloiden L6ésungen verabreicht sind
sie zur Beseitigung des Volumendefizits essenziBlikstandteil der Schocktherapie (32).

Die Entwicklungsgeschichte der kinstlichen Kolloide direkt mit unserer Weltgeschichte
verknipft. In Zeiten hohen Blutverlustes war derd&® an Volumenersatzpraparaten
besonders hoch, sodass die ersten Experimente omitn arabicum und Gelatine nicht
zufallig wahrend des Ersten Weltkrieges stattfand@re Einfihrung von Dextran und
modifizierten Gelatinepraparaten in den 40er JakZeveiter Weltkrieg) war ebenso von der
Nachfrage bestimmt, wie die Entwicklung der Hydrethylstarke in den frihen 70er Jahren
(Vietnamkrieg) (77).

Die heute verwendeten kunstlichen Kolloide, Dexttdydroxyethylstarke und Gelatine, sind
aus der Notfall- und Intensivtherapie nicht mehgmelenken. Sie werden vor allem wegen
ihrer Volumenwirkung eingesetzt. Aufgrund ihrer lbadal-osmotischen Eigenschaften ist es
mit diesen Praparaten madglich, Flissigkeit nicht inu intravasalen Raum zurtickzuhalten,
sondern auch Wasser aus anderen KompartimenteleriiBlutkreislauf zu rekrutieren. Diese
Fahigkeit wird vor allem im akuten Notfall, z.B.iBélumenmangelschock, ausgenutzt. Eine
gleichzeitige Substitution mit kristalloiden Loswmgist dabei unerlasslich (37).

Gunstige Auswirkungen auf die Rheologie des Bluteseiterten das Einsatzgebiet der
kinstlichen Kolloide auf die Anwendung bei Perfusistorungen. Auf unterschiedlichen
Fachgebieten bestehen fiir zahlreiche Erkrankunggikdtionen fur den Gebrauch einzelner
Kolloide, so in der Ophthalmologie (105), der Ot (68), der Angiologie (63, 72, 118), der
Neurologie (42, 61, 108) und der Geburtshilfe (50).

1.4.1.1 Dextran

Dextran ist ein Fermentationsprodukt, das ausdslidie aus Glukoseeinheiten besteht (77).
“La fermentation, c'est l'acte de reproduction gesnes_vivantgjui constituent la levure."
Dank der Erkenntnisse Pasteurs (80) kennen wirehelen mikrobiellen Ursprung des
Zuckerschleimes und kénnen ihn uns zu Nutze madiech im 19. Jahrhundert flhrte er zu
einem unerklarbaren ,Verschleimen® der Zuckerfadmikind damit zu erheblichen Stérungen
des Betriebsablaufes (65). Aufgrund seiner optis¢Rechtsdrehung erhielt das Polysaccharid
schon 1869 den Namen Dextran (94).
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1. Einleitung

Die technische Biosynthese der klinisch einsetzb&®extrane erfolgt auch heute noch auf
enzymatischem Wege: durch Einwirkung des Bakterilmgconostoc mesenteroides auf
eine Rohrzuckerlésung. Dabei ist der verwendete tdB@stamm in hohem Malde
entscheidend fir die Eigenschaften der gebildetextrBne. Seit der Einfliihrung von
~-Macrodex®”, der ersten Infusionslosung auf Dextiasib 1944, wurde die Herstellung um ein
Vielfaches optimiert. So konnte durch die Verwergluanderer Bakterienstamme der
Verzweigungsgrad der Dextranmolekile und damit Mebenwirkungsrate im klinischen
Einsatz erheblich gesenkt werden (65, 77).

Die heute verwendeten Dextrane haben eine Kettgaléon 200-450 Glukosemolekilen und
ein Molekulargewicht von 40.000-70.000 Dalton. Dartwird im Korper von Dextranasen
abgebaut und nach Unterschreiten der Nierenschw®Bed00 Dalton) vorwiegend renal
ausgeschieden (29). Dextran 70 hat eine relatigelddalbwertszeit, sodass nach 24h noch
50% der infundierten Dextranlésung intravasal &l Die plasmaexpandierende Wirkung
betragt etwa 130%, je nach Konzentration und Mdkagewicht (92).

Wegen der guten Volumenwirkung werden Dextrane aflem bei hypovolamischen
Zustdnden eingesetzt. Ein hemmender Einfluss amfAditivierung und Aggregation von
Thrombozyten erkéart den Gebrauch der Dextranendeomboseprophylaxe (82, 91).
Obwohl der klinische Nutzen von Dextran unbestmittst, sind insbesondere bei diesem
Kolloid unerwiinschte Wirkungen zu berlcksichtigeBei 60% der erwachsenen
Mitteleuropéer sind praformierte dextranreaktive tikdrper bekannt, die zu einer
Haptenprophylaxe zwingen, bevor hoéhermolekularest@@e infundiert werden kann.
Ausnahme ist eine kurzzeitige Notfallinfusion ,incHaiss® (30, 111). Todesfalle durch
Anaphylaxie oder Blutung wurden immer wieder publiz(47, 74). Dextrane entweichen bei
kapillarem Leck in den interstitiellen Raum und ing@chtigen bei dehydrierten Patienten
die Nierenfunktion (70).

Eine Gesamtbetrachtung der erwinschten und unechiars Dextraneffekte macht deutlich,
dass das Polysaccharid fur einen Einsatz bei sbptisPatienten oder bei Langzeiteinsatz auf
der Intensivstation ungeeignet ist. Als Notfallmeshent bei akuter Hypovolamie oder zur
Verbesserung der Hamorheologie ist es hingegen gghgeeignet und wird nach wie vor

eingesetzt (17).

1.4.1.2 Hydroxyethylstarke
Auch Hydroxyethylstarke (HES) besteht aus Glukobeperen pflanzlichen Ursprungs. Als
Ausgangsstoff dient Amylopektin (Starke) aus Wadhismoder auch Kartoffeln. Das
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1. Einleitung

schwere, stark verzweigte Amylopektin muss durchreseoder enzymatische Hydrolyse
fragmentiert werden. Um von der kdrpereigenelmylase nicht sofort abgebaut zu werden,
ist fur den klinischen Einsatz eine Substitutiort kiydroxyethylgruppen notwendig (77). Je
mehr HES-Molekile substituiert sind, umso langsafimetet der Abbau statt und umso
langer ist auch die Halbwertszeit. Da sowohl diedtdlyse als auch die Substitution in
unterschiedlichem Ausmald durchgefiihrt werden konistres maoglich, HES-Praparate mit
unterschiedlichen, den Anforderungen angemesseigaméthaften herzustellen. So ist auch
zu erklaren, dass HES, obwohl erst seit 1973 aum déarkt, heute das am meisten
verwendete kunstliche Kolloid in Europa ist (29).60

HES-Préaparate im klinischen Einsatz haben ein Md&fgewicht von 70.000 bis 450.000
Dalton. Der initiale plasmaexpandierende Effekt vd#ES 200/0,5, einem der
Standardpraparate, betragt 130% bei einer Halbregttgon 2 Stunden. Die Ausscheidung
erfolgt nach Abbau durch dieAmylase ausschlie3lich renal (29, 108).

Neben dem Einsatz als Plasmaexpander in der Nu#dikzin wird HES auch auf der
Intensivstation regelmalidig appliziert, da es epilkies Leck nicht Gberwindet, im Gegenteil
sogar einen endothelregenerierenden Effekt aufw@it 127). Eine verbesserte Perfusion
nach HES-Infusion ist nicht nur auf den Volumenikffeuriickzufiihren, sondern resultiert
auch aus einer Hemmung der Erythrozytenaggregatione einem Einfluss auf bestimmte
Gerinnungsfaktoren im Blut (28, 73, 108).

Nebenwirkungen treten bei HES weniger als bei ardeKolloiden auf. Allergische
Reaktionen sind selten, was auf die strukturellenwaedtschaft des Molekils mit
korpereigenem Glykogen zurtckgefihrt wird (75). ©hhklinische Relevanz ist eine
passagere Amylaseerhdéhung, die beim Abbauprozeshk din Haften des Kolloids an dem
Enzym entsteht (29). Blutungskomplikationen tretediglich bei héhermolekularem HES
haufiger auf und sind immer dosisabhangig. Prapara¢ HES 200/0,5 gehdren aufgrund
ihrer grol3en Vorteile und guten Vertraglichkeitden Standardmedikamenten im klinischen
Alltag (17, 38, 108).

1.4.1.3 Gelatine

Gelatine-Praparate werden aus kollagenem Gewelgegtelit: Sehnen, Bander, Knorpel von
Schweinen und Hihnern, aber vor allem Rindern (77 mehrschrittigen
Aufarbeitungsprozessen werden die Helixstruktur #edlagens aufgebrochen und die
Proteine anschlieRend quervernetzt. Hierfir stethen unterschiedliche Reagenzien zur

Verfugung, die durch Varianten im Vernetzungsmuster leichten Unterschieden bei
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Gewicht und Wasserbindungskapazitat fihren (29, Allgemein bestehen Gelatinelésungen
aus kleineren Molekulen von durchschnittlich 30-68B®000 Dalton. Damit liegen sie
deutlich unter der Nierenschwelle und ihr niedeekalarer Anteil wird innerhalb von 30
Minuten wieder ausgeschieden. Aul3erdem besitzt tiGelaeine relativ geringere
Wasserbindungskapazitat als andere Kolloide. Dduenfulleffekt von Gelatine betragt
80—-100%. Insgesamt betrachtet ergibt sich hieraes s=hr gute Steuerbarkeit beim Einsatz
von Gelatinepraparaten (29, 55).

An Nebenwirkungen treten vor allem leichte alleches Reaktionen auf, selten schwere
Verlaufsformen bis zur Anaphylaxie. Gelatine indukzieine Histaminfreisetzung, die auch
durch den Einsatz von H-Blockern nur schwer zu manteken ist (75). Gelatinepraparate
diffundieren durch ein kapillares Leck und sind Bsidothelschaden nicht indiziert (3, 29,
78). In den letzten Jahren wurde die Diskussionaime mogliche Ubertragung von BSE
durch bovine Gelatinepraparate entfacht. Dies stheaufgrund der aggressiven
Herstellungsverfahren unwahrscheinlich. Auch wusgie solcher Fall noch nie bekannt.
Dennoch kann ein minimales Infektionsrisiko nichsgeschlossen werden, das geschatzt mit
kleiner 1:1.000.000 angegeben wird (60, 96).

Aufgrund der dargestellten Eigenschaften der véxdiign Gelatinepraparate, die in ihrem
Nutzen von anderen Kolloiden meist tGbertroffen werdst Gelatine nicht das Kolloid der
ersten Wahl. Eine gute Steuerbarkeit und ein migiticEinsatz bei eingeschrankter
Nierenfunktion oder dehydriertem Zustand sichemm @Gelatinepraparaten aber gerade wegen

der geringen Molekilgrof3e ihren Stellenwert indelumentherapie (58, 120) .

1.4.2 Bisherige Erkenntnisse tber den Einfluss kitigcher Kolloide auf Monozyten
Wechselwirkungen zwischen kinstlichen Kolloiden utellen des MPS werden schon seit
Jahrzehnten diskutiert (57, 109). Eine Speichenamy Gelatine in Monozyten Uber einen
kurzen Zeitraum, sowie von Dextran und HES in viNeer Wochen und Monate ist bekannt
(51). In vitro konnten wir die intrazellulare Ansartung aller drei Kolloide

lichtmikroskopisch nachweisen (97).
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1. Einleitung

Monozyt nach Inkubation mit FITC-
markiertem Dextran. Die
phagozytierten Partikel sind
intrazellular lichtmikroskopisch

darstellbar.

Bild 2

Gelatine beeinflusst dabei nachgewiesenermal3eExgieession von Oberflachenrezeptoren
(125). Dextran fuhrt von allen Kolloiden zu den gepragtesten Veranderungen in der
Zellmorphologie (8). Fur Hydroxyethylstarke sind awEinflisse auf Zellen des MPS
beschrieben (106), zu ausgepragten Reaktionen kesjatoch selten (8, 125).

1.5 Fragestellung

Die kunstlichen Kolloide Dextran, Hydroxyethylstarkund Gelatine besitzen einen
besonderen Stellenwert in der klinischen Versorgumgr allem in der Notfall- und
Intensivmedizin. Dennoch ist ihr Einsatz bis hawtestritten. Grund dafir sind die bekannten
unerwinschten Nebenwirkungen, die aus Einflissémas Gerinnungs- und Immunsystem
resultieren.

Im Rahmen der Immunantwort spielen Monozyten alslidatoren und Effektorzellen eine
entscheidende Rolle. Hierfur sind die unterschaba@liExpression von Oberflachenrezeptoren
und ihre Fahigkeit zur Phagozytose essenziell.
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Werden Monozyten durch Endotoxin zu einer Immuntieak stimuliert, so ist ein

reibungsloser Ablauf der Immunreaktion fur das Ukd®en des Organismus entscheidend.

Inwieweit kinstliche Kolloide dies beeinflussen,rdei in der vorliegenden Arbeit anhand der

Phagozytosekapazitat von Monozyten und ihrer Expwasvon CD11a, CD16 und CD71 in

vitro entlang der folgenden Fragen untersucht:

1)

2)

3)

4.

5.)

6.)

7))

Lasst sich der nachgewiesene Einfluss von kiineh Kolloiden auf die phagozytare
Funktion von Monozyten in Abhangigkeit von Art uKdnzentration des Kolloids in
vitro bestatigen?

Lasst sich ein Einfluss von LPS auf die phagfireyFunktion von Monozyten in vitro
nachweisen?

Wie andert sich der Einfluss von kunstlichenllgiden auf die Phagozytose von
Monozyten in Anwesenheit von LPS in vitro?

Welche Auswirkungen auf die Phagozytoserate Monozyten unter oben genannten
Einflissen lassen sich unter verschiedenen Verbedirsgungen in vitro feststellen:
isolierte Monozyten versus Monozyten im Vollblut?

Lasst sich ein Einfluss von kinstlichen Kollend auf die Expression der
Oberflachenrezeptoren CD11a, CD16, CD71 auf Momoeyt Abhéngigkeit von Art
und Konzentration des Kolloids in vitro nachweisen?

Lasst sich ein Einfluss von LPS auf die Exprassler Oberflachenrezeptoren CD11a,
CD16, CD71 auf Monozyten in vitro nachweisen?

Wie andert sich der Einfluss von kinstlichenllgiden auf die Expression der
Oberflachenrezeptoren CD11a, CD16, CD71 auf Momoeyt Anwesenheit von LPS

in vitro?

18



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Geréte, Laborbedarf und Losungen
Die verwendeten Materialien und Reagenzien sind Anhang (Tabellen 1.1-1.3)

aufgelistet.

2.1.2 Selbst hergestellte Medien und Puffer
PBS-Waschpuffer:

500 ml PBS ohne Gaund Md

+ 0,15 % bzw. 10 ml BSA

+ 0,13 % bzw. 3,75 ml EDTA

Die EDTA-Originallésung wurde mit 1N HCI auf ein@il von 7,4 eingestellt. Die so
entstandene 0.463 molare EDTA-LOsung wurde zusammeBSA einer Flasche mit
PBS zupipettiert. Durch Schwenken wurden die Zwesatut der PBS-L6sung zum
Puffer vermischt.

Bei Lagerung im Kihlschrank (4°C) ist der Puffer 8onate haltbar.

Monozytenmedium:

400 ml RPMI 1640

+ 4 mmol Glutamin

+ 1 % bzw. 4 ml Non essential amino acid solution
+ 1 % bzw. 4 ml Pyruvat Stammlésung

+ 10 % bzw. 40 ml Humanserum Type AB

Humanserum und Glutamin wurden bei 37°C schneljetatit und nach mehrmaligem
Mischen durch Aufziehen in der Pipette der RPMI4ig zugegeben. Pyruvat-Lésung
und Non-essential-amino-acid-solution wurden eldEnfaupipettiert und der Ansatz

durch mehrmaliges Aufziehen mit der Stripette utiv®enken der Flasche gemischt.
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Das Medium wurde nach der Herstellung auf einenvphl 7,8 eingestellt. Unter GO
Einwirkung fallt der pH auf den gewtinschten Wem w4 ab.
Bei Lagerung im Kihlschrank (4°C) ist das Medium&&Vochen haltbar.

2.1.3 Medien, Loésungen und Zusatze fur die Bestimnmg der Phagozytose und
Rezeptorexpression

Alle Angaben zu den folgenden Medien einschlie3ligh monoklonalen Antikdrper

und Losungen fur das Durchflusszytometer befindeh g den Tabellen 1.4-1.6 im

Anhang.

2.1.3.1 Kolloidlésungen

Die Kolloidlésungen wurden aus Rohstoff-Kolloidpulver hergestellt, das in
Monozytenmediungeldst wurde.

Auf der Analysenwaage wurden 1600 mg der einzekw@ioidpulver abgewogen und
in Falcon Réhrchen gegeben. Dort wurde das Pulve2d ml Monozytenmedium
geldst, sodass eine Konzentration von 80 mg/mitamds Durch Schuitteln und Ruhren
mit einem Magnetrihrer wurde das Pulver gel6st. Kndoidlésungen wurden jeweils
portioniert und durch Zugabe unterschiedlicher Men@n Monozytenmedium auf
Endkonzentrationen von 80, 40, 20 und 10 mg Kaltoldverdiinnt. Fir das Arbeiten
unter der Werkbank wurde ein Teil dieser Kolloideri filtriert und gelagert. Die
Haltbarkeit der gelésten Kolloide entspricht des déonozytenmediums und betrégt ca.
6 Wochen.

2.1.3.2 Lipopolysaccharid (LPS)

Uber eine Kaniile wurden 5 ml steriles Wasser inAdiigulle mit LPS gespritzt. Durch

mehrmaliges Aufziehen wurde der Inhalt gelost unskchlieRend in ein steriles Falcon
Roéhrchen gegeben. Durch Zugabe weiterer 5 ml Waggete die Losung auf 100 pg
LPS/ml verdunnt.
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2.1.3.3 Latex Beads
Die Ausgangskonzentration von 3,93*1(0Latex-Beads /ml wurde je nach Ansatz mit
unterschiedlichen Mengen PB%erdinnt, sodass mit den jeweils gewinschten

Konzentrationen gearbeitet werden konnte.

2.1.4 Materialien zur Fluoreszenzmikroskopie

sind im Anhang in Tabelle 1.7 aufgelistet

2.1.5 Gewinnung der Blutproben

2.1.5.1 Buffy Coat

Bei der Produktion von Erythrozytenkonzentraten deer durch Zentrifugation
Erythrozyten, Plasma und Leukozyten voneinandeegst. In der Leukozytenfraktion,
dem Buffy Coat, sind aul3erdem Thrombozyten enthalder Buffy Coat dient somit in
erster Linie der Gewinnung von Thrombozytenkonzgatr. Buffy Coats, die hierfur
keine Verwendung finden, werden als Abfallproduktetsorgt. Diese Buffy Coats
freiwilliger Blutspender wurden von der Abteilung rahsfusionsmedizin des
Universitatsklinikums Tubingen fir unsere Untersuwden bereitgestellt.

Dieses Vorgehen wurde durch ein Votum der Ethik-ikossion der medizinischen
Fakultat der Universitat Tdibingen zum Umgang mitstRBlitbestandteilen aus der

Praparation von Blutprodukten abgedeckt.

2.1.5.2 Vollblut
Freiwilligen, anamnestisch und klinisch gesundeobBnden wurden durch Punktion
der Vena cubitalis 20 ml Blut in 5 EDTA Rohrchergabhommen. Die Verarbeitung des

Blutes erfolgte direkt im Anschluss.
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2.2 Methoden
2.2.1 Experiment | und Il -

Isolierung und Aufbereitung der Monozyten aus dem Bffy Coat
Buffy Coats freiwilliger Spender wurden von der ®lank direkt nach der Produktion
bereitgestellt und noch am selben Tag verarbeid&. gesamte Aufarbeitung der
Monozyten einschlie3lich Zellkultur erfolgte untesterilen Bedingungen in der
Reinraumwerkbank.
Mit einer Perfusorspritze wurde der gesamte Inhddts vorsichtig geo6ffneten
Plastikbeutels aufgezogen. Um eine Hamolyse zu eelen, wurde nach dem
Aufziehen die Kanile der Perfusorspritze entfermd wlie Flussigkeit direkt in
Costarrohrchen gegeben.
Sowohl das Volumen als auch die Konsistenz der yB@bats variierten stark.
Volumina zwischen 80-100 ml Buffy Coat wurden 1:it PBS in Lésung gebracht,

geringere Mengen (50-70 ml) Buffy Coat wurden ergshend starker verdunnt.

2.2.1.1 Dichtegradientenzentrifugation

In acht Falcon Rohrchen wurden jeweils 12,5 ml Ficmrgelegt. 120 ml des
Gemisches aus Buffy Coat und PBS8urden mit einer 25 ml Stripette vorsichtig
dariiber geschichtet, jeweils 15 ml pro Rohrchen.rcBudie darauf folgende
Zentrifugation (25 min, 1600 U/min, 20°C) wurdere dtinzelnen Bestandteile des
Buffy Coats entsprechend ihrer Dichte aufgetrekim die unterschiedlichen Phasen
durch heftiges Abbremsen des Rotors nicht wiederezmischen, wurde die Bremse ab
einer Auslaufgeschwindigkeit von 500 U/min abge#ieha

Die Falcon Rdhrchen enthielten nach der Zentrifiogaein Pellet aus Erythrozyten,
direkt dartber eine Schicht von Granulozyten. Zivest dem dartber liegenden Ficoll
und dem abschlieRenden Serum befand sich einauisgehende Bande, die sogenannte
Interphase. Sie enthielt PBMCs (peripheral blood nomuclear cells), also
Lymphozyten und Monozyten.

Mit einer 25 ml Stripette wurde die Interphase wrsg abgesaugt und die Flissigkeit

gleichmalig auf weitere vier Falcon Rohrchen vigrtei
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2.2.1.2 Reinigungsschritte

Die Falcon Rohrchen, welche die abgesaugte Intsgpleathielten, wurden mit PBS-
Waschpuffer auf 50 ml aufgefullt und zentrifugi€t0 min, 1000 U/min, 20°C). Die
Monozyten sammelten sich in einem Pellet, der (larcswurde komplett abgeschiittet.
Anschlie3end wurde das Pellet vorsichtig aufgesehiit

Mit einer 50 ml Stripette wurden 35 ml PBS-WascHgufn das erste der vier Falcon
Roéhrchen gegeben, das aufgeschiittelte Pellet slispeand der gesamte Inhalt in das
nachste Rohrchen gegeben. Auf diese Weise wurdeBelien aus allen vier Réhrchen
gel6st und gewaschen. Im letzten Réhrchen wurdénti@tt nach dem Spulen belassen
und zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder aljgsk das Pellet sanft aufgeschuttelt
und in 25 ml Monozytenmedium gelost. Da den Zeldwrch das EDTA des
Waschpuffers Kalzium entzogen worden war, das ihmeMonozytenmedium wieder
zugegeben wurde, musste dieses Medium tropfenvpgiststiert werden, um eine zu
schnelle Rekalzifizierung und ein Verklumpen deliefezu vermeiden. Im Anschlul3
wurde nochmals zentrifugiert, der Uberstand veramriind das Pellet aufgeschiittelt.
Der Zellsuspension wurden 10 ml Monozytenmediunegegen und die Loésung durch

Aufziehen mit der Stripette resuspendiert

2.2.1.3 Zellzahlermittlung

In einem Eppendorf Hutchen wurden 2@b Trypanblau mit 5ul der entstandenen
Monozytenldsung vermischt. Hieraus wurden unter deshtmikroskop in einer
Neubauer Zahlkammer die Leukozytenzahl in den Ea#icpten ermittelt. Die
Multiplikation mit dem Faktor 1,25*10ergab die Zellzahl/ml in der untersuchten
Leukozytenldsung (3-8*10).

2.2.1.4 Zellkultur

Die Suspension wurde mit Monozytenmedium auf eimen#éntration von 1*10
verdunnt. Fur den Phagozytosenachweis wurde je digsér Losung in 27 Petrischalen
(O 3,5 cm) gegeben. Zur Untersuchung der Rezeptagsegjmn wurden 2 ml in jede
Petrischale 6 cm) pipettiert. Die Schalen wurden vorsichtiggdevenkt, sodass der

Boden vollstandig mit der Losung bedeckt war. Atisffend folgte eine zweistlindige
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Inkubationsphase im Brutschrank, nach der die Myieozan der Polystyroloberflache
der Petrischalen adharierten.

Nach Ablauf von zwei Stunden war eine triibe Schidrt Monozyten am Boden der
Schalen zu sehen. Ein weil3er Film aus nicht adkémdvionozyten, Lymphozyten und
Serumproteinen lag dariiber. Um diesen Film vonathrérenten Monozyten abzuldsen,
wurde mit einer 1ml Pipette der Inhalt einer Petre&de aufgenommen und der Rand des
Schalenbodens vorsichtig damit gespult. Der Filmtddsich und konnte mit der
restlichen Flussigkeit abpipettiert und verworfegraen.

Den Petrischalen einschliel3lich der darin adhareMenozyten wurden entsprechend
den Schemata der Tabellen 2.1 und 2.3 im Anhangd®esen zugeflgt.

Der jeweilige Inhalt einer Petrischale wurde auind&chittler gemischt. Anschlie3end

wurden die Monozyten in ihrer Losung fur zwolf Sden im Brutschrank inkubiert.

2.2.1.5 L6sung der Monozyten

Die Aufbereitung der Proben zur Durchflusszytoneegnifolgte nicht mehr unter sterilen
Bedingungen.

Nach der Inkubation war erneut ein weil3er Film &m dPetrischalen sichtbar. Er wurde
zusammen mit dem Uberstand nach vorsichtigem Spiieder abgenommen und
verworfen. Das abpipettierte Volumen von 1 ml (2 murde durch eiskalten PBS-
Waschpuffer ersetzt. Die Petrischalen wurden asf dgélegt und fir 10 min in den

Kihlschrank gestellt. Aufgrund mehrerer Faktorelawgg es, mdglichst alle Monozyten
von den Schalen zu l6sen: Die Kalte, der die ZeHlargesetzt waren, bewirkte eine
Hemmung der Adhéarenz. Auch das im Waschpuffer é¢etme EDTA beeinflusste

durch den Kalziumentzug diese Bindung. Mit Zelldsdra wurde mechanisch eine
Losung der Monozyten von ihrem Untergrund erzwundgaeser Vorgang wurde durch

anschlieendes Spulen mit einer Pipette zusatalicterstitzt. Der Inhalt jeder

Petrischale wurde nach abgeschlossenem Losungsgprga ein Facs Rohrchen

pipettiert. Zur Untersuchung der Rezeptoren wumi@mal 600ul einer Petrischale in

drei unterschiedliche Rohrchen gegeben.
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2. Material und Methoden

2.2.1.6 Aufbereitung der Proben fur die Durchflussgtometrie

Die Facs Rohrchen wurden zentrifugiert (10 min, @00/min, 4°C) und der
Waschpuffer im Uberstand abgekippt. Dem Pellet wnrjeweils 5 pl Antikorper
zupipettiert (s. Tabelle 2.4 und 2.5). Dafur wudie Pipettenspitze ganz an den Boden
des Roéhrchens gebracht und durch mehrmaliges Awgzieles Pellets in die Spitze
darauf geachtet, dal3 die 5 pl vollstandig abgeg@heden. Der Ansatz wurde durch
Schitteln gut vermischt. Es folgte eine Inkubatprase von 20 min in Dunkelheit bei
Raumtemperatur. Anschlieend wurden pro Roéhrcheml2(1,2 ml) Cell Wash
zugegeben. Das Rohrchen wurde nochmals gut gesithiitid zentrifugiert (1000
U/min, 5 min, 20°C). Der Uberstand wurde abgekipptl 500 ml (300 ml) Cell Fix
zugegeben. Nach ausreichendem Schitteln waren elienZauf diese Weise flr

mindestens 24 h fixiert.

2.2.2 Experiment Il -

Vollblutinkubation und Aufbereitung der Leukozyten
Gesunden Probanden wurden in EDTA RoOhrchen 20 miplpgr vendses Blut
abgenommen. In 27 Facs Rohrchen wurde damit desu¢krentsprechend Tabelle 2.2
angesetzt.
Das Blut wurde gut mit den Reagenzien vermischt €iivd12 h im Brutschrank
inkubiert. AnschlieBend wurden in die Réhrchen ™ - 27 Antikdrper pipettiert,
ebenso, wie es unter 2.2.1.6 fur den PhagozytosatAraus Buffy Coat beschrieben ist.
Im Anschluss an die 20 minutige Inkubation wurdgej@ R6hrchen 2 ml Facs Lysing
zugegeben. Der Inhalt wurde gut vermischt und @min im Kuahlschrank inkubiert. In
dieser Zeit wurde bereits ein Grof3teil der Erythtem lysiert. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt (5 min, 1000 U/min, 20°C)eDUberstand wurde abgekippt und
das Pellet aufgeschittelt. Erneut wurde Facs Lysiggeben und der Prozess der Lyse
wiederholt. Nach dem zweiten Abkippen des Uberstanslurden jeweils 500 pl Cell
Fix zugegeben. Die Roéhrchen wurden geschutteltdiadZellen damit fur mindestens
24 h fixiert. Der Inhalt der R6hrchen war zu dieséeitpunkt klar, da die Erythrozyten

lysiert und ihre Reste verworfen worden waren.
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2. Material und Methoden

2.2.3 Durchflusszytometrie

Suspendierte Zellen werden in einer Tragerflussiggmzeln an einem fokussierten
Lichtstrahl (Laser) vorbeigeleitet. Detektoren nemnichtbeugung und Lichtbrechung
(Reflektion) durch die einzelnen Partikel wahr. |Bngy der Achse des einfallenden
Lichts (Forward Scatter, FSC) wird die Lichtbeugwegnessen, die eine Aussage Uber
die relative GrofRe der Zellen zulédsst. Senkreclzu d&ide Scatter, SSC) wird die
Lichtbrechung registriert. Sie ist der Zellgranitktrproportional. Jede gemessene Zelle
wird nach diesen beiden Parametern graphisch eneidoordinatenkreuz (Dot Plot)
dargestellt. So kbnnen Zellpopulationen einer Prayiesch identifiziert und mit Hilfe
der Software (Cell Quest) quantifiziert werden.

Zellen kdnnen zusatzlich spezifisch Uber eine Airplerbindung mit unterschiedlichen
Fluorochrommolekilen markiert werden. Das Absormmaximum der Fluorochrome
muss der Wellenlange des Anregungslichtes entspnedbem Durchflusszytometer
stehen drei verschiedene Detektoren zur Verflugumglche die unterschiedlichen
Emissionswellen der Fluoreszenzen (FL1-3) in dedinierten Bereichen wahrnehmen
konnen. Mit Hilfe der Fluoreszenzanalyse sind zishte Differenzierungen von
Zellpopulationen nach ihren Antikoérpereigenschaftéiglich.

Alle beschriebenen Parameter (FSC, SSC, FL1-3) emegleichzeitig gemessen und

kénnen graphisch in verschiedenen Darstellungearg@gander ausgewertet werden.

Um die Monozytenpopulation eindeutig identifiziereau koénnen, wurden allen
Ansatzen PE (Phycoerythrin) markierte CD14-Antil@girzugegeben. Die Antikorper
der zu untersuchenden Oberflachenrezeptoren odemlaagozytierten Latex beads
waren mit FITC (Floureszein Isothiozyanat) markiedas Licht einer anderen
Wellenlange emittiert. So konnte der Anteil der Mayten dargestellt und berechnet
werden, der die entsprechenden Oberflachenrezeptaigt bzw. an der Phagozytose

teilgenommen hat.

2.2.4 Fluoreszenzmikroskopie

Fur die Fluoreszenzmikroskopie wurden die ProbsrCgtospins aufgearbeitet.
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2. Material und Methoden

Anstatt die Zellen, wie oben beschrieben, zur Faalgae mit Facs-Fix zu fixieren,
wurde das Pellet einer Vollblutprobe mit 200 pl PB&dinnt. Bei Monozyten aus dem
Buffy coat war die Verdinnung mit PB&8m das Zehnfache hdher. 100 ul dieser
Suspension wurden in einem Reagenzglas eine Mimite200 pl Acridinorange
gefarbt. Anschliel3end wurde 1 ml PB8gegeben und bei 1000 U 5 min zentrifugiert.
Der Uberstand aus dem Reagenzglas wurde abgekipgt dem Pellet 50 pl
»Gentianaviolett” und 30 pl bovines SerumalbumirS@ zugegeben. Der Inhalt des
Reagenzglases wurde gut gemischt und jeweils Sfaudn in ein Cytocub pipettiert.
Uber einen Filter wurden die Zellen aus dieser bggs6 min bei 500 U auf einen
Objekttrager zentrifugiert.

Mit dieser Methode ist es moglich, einzelne Zelleebeneinander flach auf dem
Objekttrager anzuordnen, die so mikroskopisch gubeurteilen sind. Mit Hilfe in das
Mikroskop eingelegter Filter kdnnen fluoreszierendartikel, z.B. markierte Latex

beads oder Kolloide, ebenfalls dargestellt werden.
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2. Material und Methoden

Monozyt zwischen
Granulozyten nach
Inkubation mit FITC-
markierten Latex-Beads,
die phagozytierten
Partikel sind intrazellular
lichtmikroskopisch

sichtbar.

Bild 3
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2. Material und Methoden

2.2.5 Statistische Auswertung

Der Median /Mittelwert der Fluoreszenz | der duheb$zytometrischen Untersuchung
wurde mittels Covarianzanalyse ausgewertet, in dmr Proband als Zufallsgrof3e
bertcksichtigt wurde. Weitere nominale Einflussgn®3 waren das Kolloid
(Auspragungen: Dextran. HES, Gelatine) sowie dievégenheit oder Abwesenheit von
LPS.

Als hinreichende Einflussgrof3e wurde die Kolloidkentration berticksichtigt.
AulRerdem wurde angenommen, dass der Einfluss diépitanzentration bei jedem
Probanden unterschiedlich stark ausgepréagt war.

Eine statistische Signifikanz wurde fur p< 0,05deteqgt.
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Methodische Vorversuche

3.1.1 LPS-Konzentration

Da in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von L&8ersucht werden sollte, musste initial
die optimale Konzentration an LPS bestimmt werdi®,den Ansatzen zur Phagozytose und
Rezeptorexpression zugegeben werden sollte. Inremd&beiten wurden im Rahmen von

Stimulationsversuchen mit LPS héaufig Konzentratrozevischen 10 ng und 1 pg pro mi

verwendet (22, 45).

Untersucht wurde zum einen, ob die Zugabe von LP8iesem Konzentrationsbereich zu
starken Schwankungen bei der Phagozytose von MbgoZyhrt, wenn diese gleichzeitig

unterschiedlichen Konzentrationen eines Kolloids,diesem Fall Dextran ausgesetzt sind.
Der Versuch wurde zweifach mit aus buffy coat edén Zellen durchgefiuhrt und ein

Mittelwert bestimmt. Es ergaben sich keine drakisc Anderungen der phagozytéaren
Kapazitat innerhalb der angegebenen Konzentratesegihe von Dextran und LPS, sodass
fur die Experimente | und Il die mittlere Konzentoa von 100 ng LPS pro ml festgelegt

wurde.

100,00%:
90,00%:
80,00%:
70,00%:
60,00%:
50,00%:
40,00%:
30,00%:
20,00%:
10,00%:

0,00%f

BLPSOngm
BLPS 10 myim
B LPS 100 my/
BLPS 1 pg

ohne DEX DEX 10 nyi DEX 20 myin DEX 40 myimi

Abbildung 3.1: Phagozytose von Latex-beads durch isolierte Monozyten, angegeben ist der Median

der phagozytierenden Monozyten in der Facs-Analyse
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3. Ergebnisse

Des Weiteren wurde die LPS Konzentration zur Statioh der Rezeptorexpression
festgesetzt. Hierzu wurde ein breiterer Konzerdraibereich zwischen 0,01 ng und 1 pg pro
ml bei Proben dreier verschiedener Probanden datebtgt. Der Einfluss des Kolloids blieb
dabei unbericksichtigt. Die zu untersuchenden @Gwwénrezeptoren CD1la, CD16 und
CD71 zeigten eine verstarkte Expression bei Stitimda mit LPS im oberen
Konzentrationsbereich. Fur CD11a lag das Maximuinebger LPS-Konzentration von 10
ng/ml, fir CD16 bei 1 pg/ml und fur CD71 bei 100mg Da die Ergebnisse fir diese drei
Konzentrationen bei keinem der untersuchten Repeptstark differierten und um einen
einheitlichen Versuchsaufbau zu ermdglichen, widtdedas Experiment Il eine einheitliche

LPS Konzentration von 100 ng/ml festgelegt.

160
ECD 1l1la
140
BECD 16
BECD 72

LPS LPS LPS
0,1ng/ml 10ng/ml lpug/ml

Abbildung 3.2: Rezeptorexpression von isolierten Monozyten, angegeben ist der Median der

Fluoreszenzintensitat in der Facs-Analyse

3.1.2 Inkubationszeit

In anderen Studien zur Untersuchung des Einflugsestlicher Kolloide auf Monozyten
wurde die jeweilige Inkubationszeit fur isolierteelen in Zeitversuchen ermittelt und
betrugen in Abhangigkeit vom Versuchsansatz 10-Sténden (44, 97). Da in dieser
Versuchsreihe Vollblutproben eingesetzt wurden wuth die Zugabe von LPS einen
Einfluss auf die Phagozytose von kinstlichen Kdboi durch Monozyten erwarten liel3,

musste die optimale Inkubationszeit in einem Zegueh neu ermittelt werden.
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3. Ergebnisse

2h 4h  6h 8h 10h 12h 14h 16h 18h 20h 22h 24h

Zeitin Stunden

Abbildung 3.3: Phagozytose von Latex-Beads durch isolierte Monozyten tiber 24 Stunden, angegeben

ist der Median der phagozytierenden Monozyten in der Facs-Analyse

Bei der Inkubation von Vollblut unter Zugabe vonté&xaBeads lber 24 h zeigte sich in der
Facs-Analyse ein leichter Anstieg der Phagozytase Monozyten ab einer Inkubationszeit

von 12 Stunden mit einem Maximum bei 16 Stunden.

350,00

300,00
250,00+

200,00

150,00

100,00

50,00

0,00+
2h  4h 6h 8h 10h 12h 14h 16h 18h 20h 22h 24h

Zeit in Stunden

Abbildung 3.4: Phagozytose von Latex-Beads durch isolierte Monozyten tiber 24 Stunden unter
Zugabe von Dextran 20 mg/ml, angegeben ist der Median der phagozytierenden

Monozyten in der Facs-Analyse

Bei Zugabe von Dextran in einer Konzentration vdh rAg/ml war eine Zunahme der
Phagozytoserate ab einer Inkubationszeit von 10hd&tu zu verzeichnen mit einem
deutlichen Anstieg nach 18 Stunden.
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3. Ergebnisse

800,00+
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Abbildung 3.5: Phagozytose von Latex-Beads durch isolierte Monozyten tiber 24 Stunden unter
Zugabe von LPS angegeben ist der Median der phagozytierenden Monozyten in der

Facs-Analyse

Die Zugabe von LPS in einer Konzentration von 1@fJm zeigte eine Zunahme der
Phagozytose ab einer Inkubation von mindestens 3aimden Dauer.

Eine Reduktion der Phagozytoserate bei langerenbltionszeiten bis zu 24 h konnte bei
diesen Versuchen nicht festgestellt werden. Um tigndange Inkubationszeiten zu

vermeiden, die einen zunehmenden Zelluntergang iolibNit zulassen und damit die

gemessenen Ergebnisse in Frage stellen konntedewnit Hinblick auf die im Zeitversuch

erhobenen Daten eine einheitliche Inkubationszeitdfe Experimente |, 1l und Il von zwolf

Stunden festgesetzt.

3.2 Durchgefiuhrte Untersuchungen

Die in der FACS-Analyse ermittelten Daten wurddistisch ausgewertet (2.2.5) und sind im
Folgenden graphisch dargestellt. Die Messergebnilese Proben im Einzelnen sind als
Tabellen im Anhang aufgefthrt.
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3. Ergebnisse

3.2.1 EXPERIMENT I -
PHAGOZYTOSE ISOLIERTER MONOZYTEN UNTER DEM EINFLUSS
KUNSTLICHER KOLLOIDE UND LPS

Die einzelnen Messergebnisse, die im Saulendiagrdangestellt sind, umfassen jeweils die
Daten von zehn Proben. Ausgewertet wurde der MatBarfrluoreszenzintensitat in der Facs-
Analyse. Die 0-Werte sind zusatzlich dreifach bestt worden, der Mittelwert daraus ist

angegeben.

3.2.1.1 Phagozytose isolierter Monozyten unter deB&influss von Hydroxyethyl-
starke und LPS

Mit zunehmender Konzentration von HES zeigt siameeReduktion der Phagozytose von
Latex-Beads durch Monozyten. Auch die Zugabe vorS LRhrt zu einer deutlichen
Einschrankung der phagozytaren Kapazitat. Bei gisitiger Inkubation der Monozyten mit
LPS und HES zeigt sich eine weitere Reduktion deag@zytose gegenlaufig zu der
ansteigenden Kolloidkonzentration. Signifikantssivohl der Einfluss von LPS als auch der

von HES in einer Konzentration von 40 mg/ml.

600
500
7
2 400
@
£
c
g 300
o
o
S 200 0 mg/ml
o
g 10 mg/ml
< 100
g m 20 mg/mi
g 1140 mg/ml
=

Hes Hes + LPS*

Abbildung 3.6: Mittelwerte und zweifacher Standardf  ehler der Phagozytoserate der Monozyten
bei Inkubation mit Hydroxyethylstarke 200/0.5 in zu  nehmender Konzentration
und unter Zugabe von LPS; Mittelwerte aus n=10; p<0  ,05*
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3. Ergebnisse

3.2.1.2 Phagozytose isolierter Monozyten unter deBinfluss von Gelatine und LPS

Die Inkubation isolierter Monozyten mit Gelatinehftizu einer Reduktion der Phagozytose
mit signifikanten Ergebnissen fur alle verwendeteéonzentrationen des Kolloids. Eine
Zugabe von LPS fuhrt ebenfalls zu einer signifieanEinschrankung der Phagozytoserate.
Die gleichzeitige Inkubation mit Gelatine und LR&luziert die phagozytaren Mdglichkeiten
der Monozyten um ein Weiteres, wobei die AbnahmieruGelatinekonzentrationen von 20

und 40 mg/ml statistisch signifikant ist.
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b=, 1140 mg/ml
=

Gel Gel + LPS*

Abbildung 3.7: Mittelwerte und zweifacher Standardf  ehler der Phagozytoserate der Monozyten
bei Inkubation mit Gelatine in zunehmender Konzentr  ation und unter Zugabe
von LPS; Mittelwerte aus n=10; p< 0,05*
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3.2.1.3 Phagozytose isolierter Monozyten unter deBinfluss von Dextran und LPS

Auch die Zugabe von Dextran zu isolierten Monozytetuziert deren phagozytére Leistung.
Ohne LPS Einfluss ist die Abnahme der Phagozytosebatex-beads durch Dextran fur alle
verwendeten Konzentrationen signifikant. Bei zugédter Gabe von LPS ist sowohl eine
Hemmung durch das Polysaccharid alleine als auchhdiolloideinfluss zu beobachten.
Dabei wird die Phagozytose etwas weniger eingeskhrivenn bei Inkubation mit Dextran

20 mg/ml und 40 mg/ml zusatzlich LPS zugegeben wurd

600
500
:c:cs
2 400
Q
k=
N
c
@ 300
0
o
S
T 200
3 B 0 mg/ml
é 100 110 mg/ml
o) B 20 mg/ml
= 0 [140 mg/ml

Dex Dex + LPS

Abbildung 3.8: Mittelwerte und zweifacher Standardf  ehler der Phagozytoserate der Monozyten
bei Inkubation mit Dextran in zunehmender Konzentra  tion und unter Zugabe
von LPS; Mittelwerte aus n=10; p< 0,05*
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3. Ergebnisse

3.2.2 EXPERIMENT Il -
PHAGOZYTOSE DER MONOZYTEN IM VOLLBLUT UNTER DEM EIN FLUSS
KUNSTLICHER KOLLOIDE UND LPS

3.2.2.1 Phagozytose der Monozyten im Vollblut untedlem Einfluss von Hydroxy-
ethylstarke und LPS

Die Inkubation von Vollblut mit HES in steigendenoikzentrationen zeigt keinen

signifikanten Einfluss des Kolloids auf die Phagosg von Monozyten. Die Zugabe von

LPS fihrt jedoch zu einer signifikanten Steigerwuley phagozytaren Aktivitat auf Uber das

Dreifache. Eine zusétzliche Kolloidgabe induzidrteener Konzentration von 20 mg HES pro

ml eine weitere Zunahme der Phagozytose, jedoch statistische Signifikanz.
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Abbildung 3.9: Mittelwerte und zweifacher Standardf  ehler der Phagozytoserate der Monozyten
bei Inkubation im Vollblut mit Hydroxyethylstarke 2 00/0.5 in zunehmender
Konzentration und unter Zugabe von LPS; Mittelwerte aus n=10; p< 0,05*
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3. Ergebnisse

3.2.2.2 Phagozytose der Monozyten im Vollblut untedlem Einfluss von
Gelatine und LPS

Gelatine in steigenden Konzentrationen fuhrt bubation im Vollblut zu einer gesteigerten
Phagozytose der Monozyten. Dabei ist jedoch wenter lsneare Steigerung in Abhéngigkeit
von der Konzentration festzustellen noch eine &tathe Signifikanz. Signifikant ist
hingegen der Einfluss von LPS auf die Phagozytas, zu einer Verdreifachung der

monozytaren Aktivitat fahrt.
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Mittelwert der Fluoreszenzintensitat

Gel Gel + LPS™*

Abbildung 3.10: Mittelwerte und zweifacher Standar  dfehler der Phagozytoserate der
Monozyten bei Inkubation im Vollblut mit Gelatine i n zunehmender
Konzentration und unter Zugabe von LPS; Mittelwerte aus n=10; p< 0,05*
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3. Ergebnisse

3.2.2.3 Phagozytose der Monozyten im Vollblut unteslem Einfluss von

Dextran und LPS
Monozyten im Vollblut lassen sich durch Dextrankemizationen von 10 mg/ml und 20
mg/ml deutlich beeinflussen. Sie zeigen eine Phggeesteigerung, die bei Inkubation mit
20 mg Dextran pro ml signifikant ist. Derselbe Hist des Kolloids lasst sich auch unter
Zugabe von LPS beobachten. In beiden Ansatzen =zt jedoch eine Reduktion der
Phagozytose bei Inkubation mit einer hohen Dexwankntration von 40 mg/ml, die unter
LPS Einfluss noch deutlicher nachzuweisen war.
Unabhangig von der Kolloidkonzentration fihrt LP8cla hier zu einer signifikanten

Steigerung der phagozytaren Aktivitat von Monozytarvollblut.

4500

4000 z
% 3500
£ 3000 T
% 2500 i
§ 2000
= 1500 8 0 mg/m
£ 1000 1110 mg/m
% 500 020 mg/ml
§ 0 - 140 mg/mi

Dex Dex + LPS™

Abbildung 3.11: Mittelwerte und zweifacher Standar  dfehler der Phagozytoserate der
Monozyten bei Inkubation im Vollblut mit Dextran in zunehmender
Konzentration und unter Zugabe von LPS; Mittelwerte aus n=10; p<0,05*
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3.2.3 EXPERIMENT Il -
REZEPTOREXPRESSION ISOLIERTER MONOZYTEN UNTER DEM
EINFLUSS KUNSTLICHER KOLLOIDE UND LPS

Bei aus buffy coat isolierten Monozyten wurde diepiession der Oberflachenrezeptoren
CD11la, CD16 und CD71 mit Hilfe der Facs-Analyse tibasit. Zur Auswertung der
Ergebnisse wurde der Median der Fluoreszenzintdrisgrangezogen.

3.2.3.1 CD11a Expression isolierter Monozyten untedem Einfluss kiinstlicher
Kolloide und LPS

Bei der Inkubation isolierter Monozyten wird durZiigabe von kunstlichen Kolloiden mit
steigender Konzentration eine Reduktion der CDIaréssion induziert. Diese Auswirkung
lasst sich bei Inkubation mit Dextran und HES aédenz beobachten, bei Gelatine zeigt
sich ein stetiger Verlauf. Eine solche Reaktion eue hohere Dosierung der Kolloide ist
unter LPS Einfluss nicht mehr nachweisbar. Mit estatistischen Signifikanz jedoch konnte
der Einfluss des LPS selbst nachgewiesen werdenzudainer um ein Drittel reduzierten

CD11a Expression flhrt.
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Abbildung 3.12: Mittelwerte und zweifacher Standar  dfehler der CD11a Expression isolierter

Monozyten bei Inkubation mit kiinstlichen Kolloiden in zunehmender
Konzentration und unter Zugabe von LPS; Mittelwerte aus n=6 (n=5 bei LPS),
p<0,05*
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3.2.3.2 CD16 Expression isolierter Monozyten untedtem Einfluss kinstlicher

Kolloide und LPS
Dextran, Gelatine und HES fuhren zu einer gestmgdexpression von CD16 auf isolierten
Monozyten, wenn diese durch die Zugabe von LPSudimi werden. Ohne die Einwirkung
des Saccharids haben die Kolloide auch in gesteig€onzentration keinen Einfluss auf die
Rezeptorexpression. Dahingegen fuhrt schon dieinge Zugabe von LPS zu einer

vermehrten Expression von CD16, die sich mit dtatker Signifikanz nachweisen lasst.
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Abbildung 3.13: Mittelwerte und zweifacher Standar  dfehler der CD16 Expression isolierter
Monozyten bei Inkubation mit kiinstlichen Kolloiden in zunehmender
Konzentration und unter Zugabe von LPS; Mittelwerte aus n=6; p<0,05*
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3. Ergebnisse

3.2.3.3 CD71 Expression isolierter Monozyten untedtem Einfluss kinstlicher

Kolloide und LPS
Die Expression von CD71 isolierter Monozyten l&ssh ebenfalls durch Inkubation mit LPS
signifikant steigern. Steigende Konzentrationen skiicher Kolloide induzieren unter
stimulierten Bedingungen eine weitere Zunahme dereRtorexpression. Nur Dextran fuhrt
auch ohne LPS Einfluss in Abhangigkeit von seinen¥entration zu einer erhohten
Rezeptordichte.
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Abbildung 3.14: Mittelwerte und zweifacher Standar  dfehler der CD71 Expression isolierter
Monozyten bei Inkubation mit kiinstlichen Kolloiden in zunehmender
Konzentration und unter Zugabe von LPS; Mittelwerte aus n=6; p<0,05*
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4. Diskussion

4. Diskussion

4.1 Einfuhrung

Die kunstlichen Kolloide Dextran, Hydroxyethylstérknd Gelatine haben in der Notfall- und
Intensivmedizin sowie im operativen Bereich eineestén Stellenwert in der
Patientenversorgung. Dass Kolloide von Zellen desnunsystems aufgenommen und
gespeichert werden, ist bekannt. Inwieweit DextHBES und Gelatine dabei die Funktion des
Mononuklear-Phagozytaren-Systems beeinflussenjasteit Gegenstand vieler Studien. In
der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen damstlichen Kolloide auf die
Expression von Oberflachenrezeptoren unter Berdbkgung des stimulierenden Einflusses
von LPS an isolierten Monozyten in vitro untersuclilr die Untersuchungen der
Phagozytose von Monozyten unter Kolloideinfluss deurebenfalls eine LPS-Exposition
durchgefuhrt. AulBerdem wurden die Auswirkungen #@lloide auf die phagozytare
Kapazitadt von Monozyten in zwei unterschiedlichensétzen untersucht. Gegenstand der
Arbeit waren vergleichende Beobachtungen von igelieMonozyten versus Monozyten im

Vollblut unter Kolloidexposition in unterschiedlieh Konzentrationen.

4.2 Diskussion der einzelnen Ergebnisse

4.2.1 Einfluss von kunstlichen Kolloiden auf die Pagozytose isolierter Monozyten in
Abhangigkeit von Art und Konzentration des Kolloids in vitro

In Anwesenheit aller untersuchten Kolloide sehen eime Reduktion der Phagozytose von

Latex-Beads bei isolierten Monozyten, die von deall#ddkonzentration abhéngig ist. Je

hoher die Dosierung des Kolloids ist, mit dem diendzyten inkubiert werden, desto

niedriger ist die phagozytare Aufnahme von Latexdie

Diese Beobachtung entspricht Untersuchungen vonl&el{97), in denen der gleiche Effekt

auftrat. In diesen Studien wurde auch nachgewiesatass es zu einer

konzentrationsabhangigen Aufnahme von Kolloiden cdurMonozyten kommt. Als

Erklarungsmodell fur diese Beobachtung dient dienagtime, dass Kolloidpartikel anstatt

Latex-Beads von den Zellen phagozytiert werden. s®ieTheorie konnte durch

mikroskopische Untersuchungen bestétigt werden (97)

In vivo kdnnen Monozyten wahrend ihrer Verweildauer Blut Partikel in unbegrenzter

Menge phagozytieren und abbauen. Enthalten died3baten jedoch Latex-Beads, so kann

der Abbau von ca. 30 Minuten auf Gber 70 Stunderzogert werden (27, 131). Eine
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verlangerte Phase fur den Abbau kiinstlicher Kodamuss ebenfalls angenommen werden.
Dextran, HES und Gelatine enthalten jeweils Vennegen ihrer Molekule, die einen Abbau
durch Lysosomen erschweren (s.1.4). Es muss fblglavon ausgegangen werden, dass die
phagozytierten Kolloide wéahrend der zwo6lf Stundem bhkubation nicht abgebaut werden.
Da die Konzentration an Latex-Beads in allen Vensaosatzen konstant ist und lediglich die
Konzentration der Kolloide variiert, werden bei eim steigenden Angebot an Kolloiden
verhaltnismaRig weniger Latex-Beads aufgenommeas Ronnte in Experiment | bestatigt
werden.

Im Unterschied zu den Ergebnissen von Schulze wirdbkeser Studie eine Abnahme der
phagozytaren Kapazitdt isolierter Monozyten auch i bé&linisch  relevanten
Kolloidkonzentrationen beobachtet.

Der Klinisch relevante Bereich wird durch die na#olloidinfusion im Patienten
durchschnittlich nachgewiesenen Serumspiegel fiegiigdJnterschiedlichen Quellen zufolge
liegt dieser Bereich zwischen 5 mg/ml und 15 mg/toi3) respektive 3 mg/ml und 10 mg/ml
(32).

Eine signifikante Reduktion der Phagozytose tratanvorliegenden Studie durch Inkubation
mit Gelatine und Dextran bereits bei Konzentratioren 10 mg/ml auf (HES 40 mg/ml).
Eine mdgliche Erklarung fur eine geringere Aufnahweom HES-Molekilen mag in ihrer
GroR3e liegen. Mit 200 kDa ubertreffen sie Dextrand Gelatinemolekile um das Drei- bis
Sechsfache. Eine Studie mit Latex-Beads ergabsahettweise Reduktion der Phagozytose
durch Leukozyten bei zunehmender GroRe der Bedl)s Es muss also davon ausgegangen
werden, dass auch bei Kolloiden die MolekulgroeseiEinfluss auf die Phagozytoserate
hat.

4.2.2 Einfluss von LPS auf die Phagozytose isoliertMonozyten in vitro

Lipopolysaccharid ist als Bestandteil der Zellmeambigramnegativer Bakterien einer der
starksten natirlichen Stimuli inflammatorischer Remen (s.1.3). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigen jedoch, dass isolierenbkyten durch Inkubation mit LPS tber
zwolf Stunden eine signifikante Reduktion ihrer gbzytaren Kapazitat erfahren.

Da die Monozyten von einem Medium umgeben sind kease Antikorper oder Bestandteile
des Komplementsystems enthalt, muss die Phagozytose Latex-Beads Uber einen
unspezifischen Rezeptor der Monozytenoberflacheie=it werden. Einer dieser Rezeptoren
ist der Mannose-Rezeptor, der nichtopsonierte K&rtbindet und deren Phagozytose

induziert. An den Mannose-Rezeptor binden Kohlendigluppen, wie sie auf der
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Zelloberflache von Mikroorganismen vorkommen (7)atdx-Beads enthalten ebenfalls
kohlenhydratahnliche Strukturen, sodass eine Aufreatiber diesen Weg wahrscheinlich ist.
Andere Rezeptoren, die nicht opsonierte Partikedidn, sind der CD14 Rezeptor und die so
genannten Scavenger-Rezeptoren (79). In vivo siedver allem fur die Aufnahme
apoptotischer Zellen verantwortlich. Sie binden Lamopolysaccaride respektive —proteine
und konnten fur die Phagozytose der Latex-Beadgemahtwortlich sein.

Der CD14 Rezeptor besitzt auch die Bindungssteile IPS. Um von diesem Rezeptor
erkannt zu werden, ist eine Bindung von LPS an LIig®polysaccharidbindendes Protein,
notwendig, das in dem serumfreien Medium der isi@ieMonozyten enthalten ist.

Die Reduktion der Phagozytose isolierter Monozytarch LPS ist signifikant, was beweist,
dass das Lipopolysaccharid einen Einfluss auf didezhat. Seine immunmodulatorische
Auswirkung entwickelt LPS durch eine InteraktionsdeéD14 Rezeptors mit dem Toll like
Rezeptor 2, die erst zu einer Ausschittung vonkiyem wie IL-1, IL-10, GM-CSF, TNF
fuhrt (130).

IL-10 induziert u.a. eine vermehrte Expression désnnose-Rezeptors (64). Schon in
mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass selAktivitat des Mannose-Rezeptors
umgekehrt proportional zu einer allgemeinen Immtwart verhalt: Es liegen Daten vor, die
belegen, dass eine Inkubation mit 10 mg/ml LPS mereverminderten Aktivitat des
Mannose- und scavenger Rezeptors auf Makrophadeeh (fiD1). Ebenso verhalt es sich bei
einer Exposition mit Erregern wie Candida albicéil®?) oder Leishmania donovanii (11).

In diesem Zusammenhang besteht Grund zur Annahass, alich die Aufnahme der Latex-
Beads durch isolierte Monozyten Uber den Mannosgeldive scavenger Rezeptor vermittelt
wird. Dies kann erklaren, warum eine Inkubation defierten Monozyten mit LPS zu einer

Reduktion ihrer phagozytaren Kapazitat fuhrt.

4.2.3 Einfluss von kinstlichen Kolloiden auf die Pagozytose isolierter Monozyten in
Anwesenheit von LPS in vitro

Da sowohl die Anwesenheit von LPS als auch von df@éin zu einer verminderten

Phagozytose flhrt, ist es ein erwartetes Ergebliaiss bei der Zugabe beider Substanzen die

Phagozytoserate isolierter Monozyten noch weiterickgeht. Auch hier ist eine

Konzentrationsabhangigkeit zu beobachten.

Auch kunstliche Kolloide enthalten Kohlenhydratgoep, die von Mannose-Rezeptoren

erkannt und gebunden werden kénnen. Es ist demwadinscheinlich, dass Kolloide und

Latex-Beads nicht nur im Zellinnern um die Kapazdér Monozyten konkurrieren, sondern
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bereits bei der Bindung am Rezeptor in einen Weitsintreten. Dies fuhrt bei einer hbheren

Konzentration an Kolloiden zu einer relativ vernenign Aufnahme an Latex-Beads.

4.2.4 Einfluss von kinstlichen Kolloiden auf die Pagozytose der Monozyten im Vollblut

in Abhangigkeit von Art und Konzentration des Kolloids in vitro
Eine Inkubation von Vollblut in vitro Uber zwdlf @tden mit kiinstlichen Kolloiden fiihrt zu
einer Steigerung der phagozytaren Aktivitat von Blonten. In Experiment Il konnte gezeigt
werden, dass diese Aktivitdtserhbhung bei steigeridenzentrationen der Kolloide noch
zunimmt. Fur HES und Gelatine ist eine tendenziélleahme in der Phagozytose von Latex-
Beads zu beobachten. Dextran stimuliert die Zeleginer Konzentration von 10 mg/ml und
20 mg/ml signifikant zu einer vermehrten Aufnahnee Bartikel (s. 3.2.2). Damit zeigt sich
ein entgegengesetztes Verhalten zu der Inkubat@ierter Monozyten (s. oben).
Es ist davon auszugehen, dass die Phagozytose libiuf@iber andere Rezeptoren vermittelt
wird als bei isolierten Zellen. Im menschlichen #er sind Komplementfaktoren und
Antikdrper vorhanden, die zu einer Opsonierung Fartikel fihren (s.1.2.4). Daher stehen
bei einer Bindung der zugegebenen Substanzen anoimm andere Rezeptoren im
Vordergrund.
Mit IgG opsonierte Partikel werden von MonozytenrFap Rezeptoren, z.B. FRIII (CD16),
gebunden (s.1.2.3.2). CR1 (CD35), CR3 (CD11b) uRdl @CD11c) stehen zur Aufnahme
mit Komplement opsonierter Partikel zur Verfigunigine — maoglicherweise Zytokin
vermittelte - Interaktion dieser Rezeptoren istdyek. So stimuliert die Phagozytose von mit
Komplementfaktoren opsonierten Molekilen Monozygen einer vermehrten Phagozytose
von IgG-gebundenen Fremdkorpern (16). Umgekehrnit féime Bindung an CD16 zu einer
Aktivitatserhhung von CR3, der die Phagozytose idementgebundener Partikel vermittelt
(85).
Auch bei diesen fur die Phagozytose opsoniertestanlzen verantwortlichen Rezeptoren ist
von einer Konkurrenz zwischen Latex-Beads und Kadéo um die Rezeptorbindung
auszugehen. Da jedoch die Bindung an einen Rezdpé&rrim Sinne eines positiven
Feedbacks die phagozytare Kapazitat der Zelle sasgeerhoht, kann die Anwesenheit von
Kolloiden im Sinne eines vermehrten Angebots auéh Aufnahme von Latex-Beads
steigern. Uber den gleichen Mechanismus ware aiglZdnahme der Phagozytose unter
steigenden Kolloidkonzentrationen zu erklaren. Diglichkeit der Monozyten, ihre
phagozytare Kapazitat auszudehnen, scheint in Aemtest von 2*18 Latex-Beads/ ml

jedoch bereits weitgehend ausgeschopft. Eine signife oder lineare Steigerung ist durch
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eine hohere Dosierung der Kolloide nicht mehr zteiehen. Hier bildet Dextran eine
Ausnahme. Das Polysaccharid steigert als Einzigesiatersuchten kinstlichen Kolloide im
klinisch relavanten Konzentrationsbereich die Phgtgse von Monozyten im Vollblut
signifikant. In einer Konzentration von 40 mg/mhfti Dextran jedoch zu einer geringeren
Aufnahme von Latex-Beads als in der niedrigereni&aag von 20 mg/ml. Méglicherweise
ist die Oberflachenbeschaffenheit der Dextranmadéekir eine Opsonierung der von Latex-
Beads oder anderen Kolloiden weit Uberlegen. Damiadzu der besseren Stimulierung der
monozytaren Phagozytose durch Dextran, sowie eise&hektionsvorteil gegeniber den
Latex-beads in einer Konzentration von 40 mg/mkéiah Dies ware eine mogliche Erklarung
fur die ricklaufige Aufnahme der Latexpartikel bahen Dextrankonzentrationen. Belege
hierfir liegen jedoch nicht vor.

4.2.5 Einfluss von LPS auf die Phagozytose der Momgten im Vollblut in vitro

Unter dem Einfluss von Lipopolysaccharid findetMallblut eine Zunahme der Phagozytose
durch Monozyten statt. Die Anzahl der aufgenommdreax-Beads steigt auf mehr als das
Dreifache.

Dieser Effekt kann tber die LPS —induzierte Zytekisschuttung erklart werden (s.1.3). Die
Rezeptoren, die auf Monozyten fir eine Bindung opisonierten Substraten zur Verfiigung
stehen (s.9, reagieren auf die Zytokinerhéhung mit einer ggstéen Rezeptoraktivitat oder
einer vermehrten Expression auf der Zelloberfladba. Uber diese Rezeptoren auch die
Phagozytose vermittelt wird, erweitert sich die gmytére Kapazitat von Monozyten durch
die erhdhte Rezeptorenzahl oder —aktivitat erhebliam besten untersucht ist der Einfluss
auf Rezeptoren durch TNk-das sowohl die komplement- als auch die anik@eyerittelte

Phagozytose positiv beeinflusst (46).

4.2.6 Einfluss von kinstlichen Kolloiden auf die Pagozytose der Monozyten im Vollblut
in Anwesenheit von LPS in vitro

Alle untersuchten Kolloide fihren auch in Anwesahkien LPS zusatzlich zu einer leichten
Zunahme der Phagozytose von Monozyten im Volldéser Einfluss ist allerdings nur als
Tendenz zu beobachten und tritt fir HES und Gedagirst ab einer Konzentration von 20
mg/ml auf. Das hohe Niveau des phagozytaren Unsatzie es durch die LPS-induzierte
Zytokinausschittung bereits erreicht wurde, wirdAmwvesenheit der Kolloide nochmals ein
wenig angehoben. Diese Daten lassen vermuten,ad@bsunter dem immunstimulierenden

Einfluss von LPS eine Rezeptorinteraktion statéindSo ist es den Kolloiden durch ihr
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vermehrtes Angebot zur Phagozytose in hoheren Kdra@nen moglich, die Aufnahme

durch die Zelle noch weiter zu stimulieren. EinesAahme bildet auch hier wieder Dextran,
das in einer Konzentration von 40 mg/ml zu eineddk&ion der Phagozytose von Latex-
Beads fuhrt: Es werden sogar mehr als die Halfteigee Partikel aufgenommen als ohne
Kolloidzugabe. Hierfir koénnte ebenfalls die besaordéberfachenbeschaffenheit des

Polysaccharids eine Erklarung bieten (s.1.4.1.1).

Insgesamt ist aus den erhobenen Daten festzuhaltess der Einfluss der untersuchten
kunstlichen Kolloide auf die Phagozytose von Moremyim Vollblut in eine vollig andere
Richtung weist als es aus den Untersuchungen dierten Monozyten zu erwarten ware.
Dextran, Hydroxyethylstdrke und Gelatine flhren einer gesteigerten phagozytaren
Kapazitat der Zellen und Uben diesen Einfluss ancAnwesenheit des Endotoxins LPS
weiter aus. Als Erklarung hierfir kommt eine Intéran mit Antikdrpern und Komplement

aus dem Serum in Frage.

4.2.7 Einfluss von kunstlichen Kolloiden und LPS aludie Expression von CD1la auf
isolierten Monozyten in Abhangigkeit von Art und Konzentration des Kolloids in
vitro

Alle untersuchten kinstlichen Kolloide haben eimaoht signifikanten Einfluss auf die

Expression von CD1la auf Monozyten. Tendenzielleiste verminderte Expression bei

steigenden Kolloidkonzentrationen zu beobachten, Gelatine einem linearen Verlauf

entsprechend, jedoch ebenfalls ohne statistisclymifiBanz. Diese Daten entsprechen

Versuchen von Hahn, der ebenfalls keinen signif&anEinfluss von Gelatine auf die

Expression von CD11a bei isolierten Monozyten fefien konnte (44). Eine deutlich erhdhte

Rezeptorzahl lasst sich jedoch durch Inkubation ItRi§ etablieren. Da die Adhasion im

Rahmen der Immunantwort eine entscheidende Rolielts(s. 1.2.3.1), entspricht der

Nachweis einer vermehrten Expression des CDl1lagRazeden klinischen Erwartungen.

Unter Stimulation mit LPS ist auch die tendenzi®eduktion der Rezeptorexpression nicht

mehr nachzuweisen. Damit gibt es keinen Anhalt &men relevanten Einfluss der

untersuchten kiinstlichen Kolloide in Konzentratiotés zu 40 mg/ml auf die Expression des

Adhasionsrezeptors CD11a in vitro. Daten aus venbiithten Untersuchungen lassen

vermuten, dass das Potenzial fur eine gesteigattédgion im Rahmen der Immunantwort

nicht in erster Linie durch eine vermehrte CD11g#ession bedingt ist sondern initial durch

eine vermehrte Prasenz seines Liganden ICAM-1 (143t im weiteren Verlauf der
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Immunreaktion wird auch die Zahl an CD1l1la-Rezepta@adht, wie wir es nach der LPS-

Stimulation beobachten konnten.

4.2.8 Einfluss von kunstlichen Kolloiden und LPS aludie Expression von CD16 auf
isolierten Monozyten in Abhangigkeit von Art und Konzentration des Kolloids in
vitro

Der Faglll Rezeptor CD16 wird durch Gelatine und HES innse Expression tendenziell

eingeschrankt, doch ohne statistische Signifikader dinear nachweisbaren Einfluss der

Konzentrationszunahme. In den Untersuchungen vdm kaar der Einfluss von Gelatine auf

die Rezeptorexpression jedoch signifikant (44). ttex fuhrt in einer Konzentration von 40

mg/ml zu einer leicht erhdohten Expression von CDH®Ben signifikanten Einfluss auf die

Expression des Rezeptors kann fur keines der wmieten Kolloide festgestellt werden.

Ebenso verhalt es sich unter LPS-Exposition. Ustenulierten Bedingungen zeichnet sich

zwar eine erhOhte Expression von CD16 unter steigierKolloidkonzentrationen ab, ein

signifikanter Einfluss ist jedoch nicht nachweisbar

Eindeutig ist hier die Auswirkung von LPS selbstimgewiesen, die zu einer statistisch

signifikanten Erhdhung der CD16-Expression flhrt.iedes Ergebnis bestétigt

Untersuchungen an neutrophilen Granulozyten, did.B&-Exposition in vitro ebenfalls mit

einer erhdhten Rate an CD16 Rezeptoren reagier®). (

Dass mit einer Steigerung der CD16-Expression kenéhte Phagozytoserate einhergeht,

wird aus der oben gefiihrten Diskussion bereits. kkolierten Monozyten steht der ¢

Rezeptor zur Induktion der Phagozytose nicht zurfddgeing. Trotz einer erhdhten Prasenz

kann er in Abwesenheit von Antikdrpern keinen Bagtrzur Immunabwehr leisten. Das

unterstitzt die These, dass auf isolierten Monoryte Phagozytose vor allem Uber den

Mannose-Rezeptor und andere Oberflachenmarker tteltmvird, die in der Lage sind, nicht

opsonierte Bestandteile zu binden.

4.2.9 Einfluss von kunstlichen Kolloiden und LPS aludie Expression von CD71 auf
isolierten Monozyten in Abhangigkeit von Art und Konzentration des Kolloids in
vitro

CD71 ist als Transferrinrezeptor fur die Eisenabfma in die Zelle verantwortlich. Eine

Steigerung der Rezeptorexpression kann durch Kialan steigenden Konzentrationen

beobachtet werden. Jedoch ist hierfir die Anwesenbe LPS notwendig. Die Steigerung

der Rezeptorzahl an der Zelloberflache verlaufindarear, entsprechend einer zunehmenden
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Kolloidkonzentration, und ist sowohl unter Dextramad Gelatine- als auch unter HES-
Einfluss zu beobachten. Eine statistische Sigmifzkddsst sich jedoch fur keines der
untersuchten Kolloide nachweisen. LPS selbst hatchauhier einen deutlich
immunstimulierenden Einfluss, da es zu einer sikguiiten Rezeptorinduktion fihrt.
Entsprechend ihrer pathophysiologischen Bestimmumeghdhen Monozyten die
Eisenaufnahme wahrend eines EntzindungsgescheBenglienen dem Organismus als
Eisenspeicher und entziehen pathogenen Keimen Gmumdlage zum Eisenstoffwechsel
(107). So wurde bereits nachgewiesen, dass einesiiixgn mit gramnegativen Bakterien zu
einer Induktion des Transferrinrezeptors auf Enelallen fuhrt (90). Dass LPS als
Bestandteil der Zellmembran gramnegativer Bakteribai Monozyten zu einem
vergleichbaren Resultat fiihrt, ist ein aus klinescBicht erwartetes Ergebnis und konnte hier

nachgewiesen werden.

Eine wichtige Beobachtung ist, dass keines der rsmthten Kolloide einen statistisch
relevanten Einfluss auf die Expression der Rezeptbat. Auch die Auswirkung von LPS auf
die Rezeptorexpression wird durch die Kolloide Daxf HES und Gelatine in einem

Konzentrationsbereich von 10 mg/ml bis 40 mg/mhhleeeinflusst.
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5. Zusammenfassung

Dextran, Hydroxyethylstarke und Gelatine gehoren dan Standardtherapeutika in der
Versorgung von Notfallpatienten. Sie werden als siPl@expander vor allem zur
Kreislaufstabilisierung im Schock eingesetzt. Augr dNotfallversorgung sowie im
Operationssaal und auf der Intensivstation sincalseessenzieller Bestandteil der adaquaten
medizinischen Versorgung nicht wegzudenken. In ldégratur wird ihr Einsatz jedoch
kontrovers diskutiert. Ein Grund hierfir ist demthiss der kinstlichen Kolloide auf das
menschliche Immunsystem.
Als wichtiger Bestandteil der Immunreaktion tragévionozyten zum Abbau von
Fremdmaterial bei. Sie phagozytieren Partikel uadindern im Rahmen der Immunantwort
ihre Zahl an Oberflachenrezeptoren. Inwieweit diesaktionen durch kinstliche Kolloide in
vitro beeinflusst werden, wurde in der vorliegendabeit untersucht. Da die Experimente
zur Phagozytose sowohl an isolierten Monozyteraatsh im Vollblut durchgefihrt wurden,
kénnen aus den Daten Vergleiche gezogen werdemletid€=influss von Substanzen aus dem
Serum mitberlcksichtigen. Zusatzlich wurde allen s@men LPS hinzugefugt. Das
Lipopolysaccharid induziert als Bakterienendotoxim lebenden Organismus starke
Immunreaktionen bis hin zum septischen Schock. Skomnte zusatzlich untersucht werden,
inwieweit kunstliche Kolloide die Reaktion der Mayen auf den Stimulus LPS
beeinflussen.
Isolierte Monozyten wurden mit Dextran, HES und dek jeweils in Konzentrationen von
10, 20 und 40 mg/ml inkubiert. Unter Bertcksichtigieines Einflusses von LPS (100 ng/ml)
wurde die Phagozytosekapazitat der Monozyten fioriszenzmarkierte Latex-Beads in der
Facs-Analyse untersucht: Die Ergebnisse zeigen aigaifikante Einschrankung der
phagozytaren Leistung unter steigenden Kolloidkoagionen, bei Inkubation mit Dextran
und Gelatine bereits in klinisch relevanten Konesimdnen von 10 mg/ml. Der Einfluss von
LPS ist ebenfalls signifikant und fuhrt zu einenséauzlichen Riickgang der Phagozytose. Die
gleichen Inkubationsversuche wurden an MonozyteW aftblut wiederholt. Dabei kam es zu
einer Zunahme der phagozytaren Kapazitat untegestden Kolloidkonzentrationen. Dextran
erhoht die phagozytare Leistung von Monozyten imzémtrationen von 10 mg/ml und 20
mg/ml sogar signifikant. Der stimulierende Einfluss Kolloide ist auch unter LPS-Einfluss
zu beobachten, wobei Dextran in einer Konzentratmm 40 mg/ml zu einer eingeschrankten
Phagozytose der Latex-Beads fuhrt. LPS selbst flklt einer signifikanten
Phagozytosesteigerung. Ein wichtiges Ergebnisiéstidterschiedliche Wirkung der Kolloide
auf die Phagozytose der Monozyten in Abhangigkeinwmgebenden Medium. Dies lasst
51



5. Zusammenfassung

vermuten, dass die im Serum vorhandenen ZytokingsiesdKomplementfaktoren und
Antikorper eine entscheidende Auswirkung auf Art ikuspragung der Phagozytose haben.
Vor allem der unterschiedliche Weg der rezeptorvigeiten Aufnahme und
Phagozytoseinduktion von opsonierten und nicht ojgsten Partikeln kénnte hierfir eine
Erklarung sein.

In einem weiteren Ansatz wurden isolierte Monozyt@hDextran, HES und Gelatine jeweils
in der gleichen Konzentration von 10, 20 und 40mighkubiert. Im Anschluss wurden sie
mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern fur CD1la, IDund CD71 markiert und die
Expression dieser Rezeptoren in der Facs-Analysgsucht. Der Einfluss von LPS

(100 ng/ml) wurde ebenfalls bertcksichtigt. Fimles der untersuchten Kolloide unabhéngig
von der Konzentration konnte hierbei ein signifiteanEinfluss festgestellt werden. Die
Inkubation mit LPS flhrte jedoch zu einer Reduktder Expression von CD11la sowie zu
einer gesteigerten Expression von CD16 wund CD71e DAuswirkungen des
Lipopolysaccharids wurden durch die Kolloide ebésfaicht beeinflusst.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte gezegaytlen, dass Dextran und Gelatine in
klinisch relevanten Konzentrationen in vitro eirteinfluss auf Monozyten und ihre Fahigkeit
zur Phagozytose haben, nicht jedoch auf die Exijpreser untersuchten Rezeptoren.

Es erscheint schwierig, aus diesen Daten auf dinsdéhe Relevanz zu schliel3en. Vor allem
die vergleichenden Versuche zur Phagozytose imb\tllassen vermuten, dass in vivo der
Einfluss der kinstlichen Kolloide von den vielfanhenmunmodulierenden Ablaufen im
Organismus Uberschattet wird. Allenfalls Dextranovaziert in den vorliegenden
Untersuchungen eine derart ausgepragte Verandedesgphagozytdren Verhaltens der
Monozyten in jeweils unterschiedliche Richtungemssl hier eine klinische Bedeutung
maoglich erscheinen kann. Um jedoch valide Aussageatiesem Zusammenhang machen zu
kénnen und um den Einfluss der Serumbestandteife d&a1 Phagozytose genauer zu

beurteilen, sind weitere Studien erforderlich.
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7. Anhang

Materialien

Gerat

Hersteller

Mikrobiologische Reinraumwerkbank; Lam

Airtd HB 2472 S

iIHeraeus, Stuttgart

Zentrifuge; Megafuge 1,0 R

Heraeus, Stuttgart

Brutschrank; Cytoperm 8080

Heraeus, Stuttgart

Gefrierkiihlschrank

Liebherr, Lienz, A

Wasserbad; Schittelwasserbad 1083

GFLO, Burgwedel

Lichtmikroskop; Leica DMIL

Leica, Wetzlar

Zahlkammer nach Neubauer

Brand, Wertheim/Main

Fluoreszenzmikroskop; Leitz DMIRB

Leica, Wetzlar

Magnetruhrer; MINI-MR

Janke&Kunkel, Staufen

pH-Meter; pH 539

WTW, Weilheim

Vortex; Vortex Genie 2

Scientific Industries, BohamJSA

Vortex; REAX top

Heidolph, Kelheim

Vortex; 4010 Multi-Tube Vortexer

Corning, MedfieUSA

Analysenwaage; AE 240

Mettler Instrumente GmbH s&aa

Durchflul3zytometer; FACSort

Becton&Dickinson, Hdlukrg

Software zur Facsanalyse; Cell Quest

Becton&Diakmns$ieidelberg

Drucker; HP DeskJet 1600 CM

Hewlett Packard, Bd@adm

Tabelle 1.1: Gerate
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Artikel

Hersteller

Perfusorspritze; 50 ml

Becton&Dickinson, Heidelberg

Falkon Stripette; 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml

Bectddi&kinson, Heidelberg

Pipettierhilfe; Pipetboy acu

Integra Biosciences|&ellen, CH

Falcon R6hrchen; 15 ml, 50 ml

Becton&Dickinson, dtberg

Varipette; 10 ul, 100 pl, 1000 pl

Eppendorf, Hangour

Polystyren Gefal3; Costar 8393

Costar, Cambridgé, US

Eppendorf Cup; 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg

Petrischalen; CELLSTAR 3,5cm, 6 cm

Greiner,Frickenhausen

Petrischalen; 6 cm

Costar, Cambridge, USA

12-well-Platten

Costar, Cambridge, USA

Einmalspritze; 10 ml

B. Braun Melsungen AG, Melseng

Sterifilter; Minisartd

Sartorius, Goéttingen

Cryo Roéhrchen; Nunc cryo tuBévials

Nalge Nunc International, DK

Zellschaber; Costar 3010

Costar, Cambridge, USA

Polypropylen Facs-Rdhrchen; 5 ml

Becton&Dickinsdejdelberg

Multipipetten; Multipetté] 4780,

Multipette] plus

Eppendorf, Hamburg

Combitips; 12,5 ml

Eppendorf, Hamburg

Polyethylen Verschluf3; 12 mm

Becton&Dickinson, Hxibrg

Venenpunktionsbesteck; Butteiffly21

Abbott, Dublin, IR

Multi-Adapter

Sarstedt, NUmbrecht

Blutentnahmesystem; S-Monovette EDTA

K  SarstedimNi@cht

Tabelle 1.2: Verbrauchsartikel
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Reagenz Hersteller
Ficoll; Paque plus Pharmacia  Biotech, Upps
Schweden

Dulbecco PBS (phosphate buffered saline); d
c&* und Mg

IBigma, Deisenhofen

BSA (bovine serum albumin); 7,5 %

Sigma, Deisenhofe

EDTA; 0,5M

Sigma, Deisenhofen

Hydrochloric acid (HCI); 1,0 N

Sigma, Deisenhofen

Sodium hydroxide (NaOH); 1,0 N

Sigma, Deisenhofen

RPMI 1640; ohne Glutamin

Sigma, Deisenhofen

MEM non essential amino acid solution; 100*

Sigmeaisenhofen

Sodium Pyruvat

Sigma, Deisenhofen

Glutamin, stabilisiert; 2 M

Biochrom seromed, Berli

Humanserum; Type AB, hitzeinaktiviert bei 56°

Sigrbaisenhofen

Trypanblau

Sigma, Deisenhofen

Tabelle 1.3: Reagenzien zur Zellkultur

Reagenz

Hersteller

Dextran 70; 004002 G

Fresenius AG, Bad Homburg

HES 200/0,5; 7432021

Fresenius AG, Bad Homburg

Polygelin; EO1 01760 18081/E

Behringerwerke AG, Mg

Lipopolysaccharid; Sigma, L 6529; 1 mg

Sigma, Delisden

Water, sterile

Sigma, Deisenhofen

Fluoresbrite" calibration grade 0,5 p YG, 18853
Konzentration 3,93*1%, fluoreszenzmarkiert m
FITC

Folysciences, Warrington, USA
it

Tabelle 1.4: Reagenzien zu den Versuchsansatzen
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Monoklonale Antikérper

Hersteller

CD 11a; fluoreszenzmarkiert mit FITC

Caltag laboriats, SF, USA

CD 16; fluoreszenzmarkiert mit FITC

Caltag laboregs, SF, USA

CD 71; fluoreszenzmarkiert mit FITC

Caltag labores, SF, USA

CD 14 fluoreszenzmarkiert mit Phycoerytin (PE) @gliaboratories, SF, USA

CD 14 fluoreszenzmarkiert mit Phycoerytin (PE) Be&Dickinson, Heidelberg

Mouse IgG; 349041, fluoreszenzmarkiert mBecton&Dickinson, Heidelberg

FITC

Mouse IgG; 340053, fluoreszenzmarkiert mit RBecton&Dickinson, Heidelberg

Tabelle 1.5: Antikorper

Losung zur Durchflusszytometrie

Hersteller

Cell Wash; 349524

Becton&Dickinson, Heidelberg

Cell Fix; 340181

Becton&Dickinson, Heidelberg

Lysing Solution;349202

Becton&Dickinson, Heidelberg

Facs Flow; 342003

Becton&Dickinson, Heidelberg

Facs Safe; 340345

Becton&Dickinson, Heidelberg

Facs Rinse; 340346

Becton&Dickinson, Heidelberg

Tabelle 1.6: Lésungen zur Durchflusszytometrie

Materialien zur Fluoreszenzmikroskopie

Hersteller

Acridinorange

Sigma, Deisenhofen

Gentianaviolett

Sigma, Deisenhofen

Objekttrager

R. Langenbrinck, Emmendingen

Cytocup, Mikrogefal3e mit Bodenoffnung

Heraeus ma@nt-GmbH, Osterodg

Zuschnitte/ Cuts

Schleicher&Schuell, Dassel

Fluorescein Isothiocyanate- Dextran

Sigma, St. $0USA

\1%4

Tabelle 1.7: Materialien zur Fluoreszenzmikroskopie

71



7. Anhang

Experiment | — Phagozytoseuntersuchung aus dem ByfiCoat: Zellkultur

well Lésung Latex-Beads LPS

1 1 ml Monozytenmedium ol O ul

2 0,99 ml Monozytenmedium 10pl (1*10% |Opl

3 1 ml Monozytenmedium oul O ul

4-6 |0,99 ml Monozytenmedium 10pl (1*10% |Opl

7-9 | 0,99 ml Dextran 10l (1¥10%) |opl

10 - 12[0,99 ml HES 0pl (1*10% |opl

13 - 15[0,99 ml Gelatine 10l (1¥10%) |opl

16 - 18/0,98 ml Monozytenmedium 10ul (1¥10%) | 10pl (100 ng/ml)
19 - 21| 0,98 ml Dextran 10pl (1*10%) | 10pl (100 ng/ml)
22 - 24]0,98 ml HES 10l (1*10°% | 10ul (100 ng/ml)
25 - 27/0,98 ml Gelatine 10pl (1*10%) | 10pl (100 ng/ml)
Tabelle 2.1

Experiment Il — Phagozytoseuntersuchung aus dem Mblut: Zellkultur

well Vollblut | L6sung Latex-Beads | LPS

1 500 pl | 500 pl Monozytenmedium |0 pl O pl

2 495 pl | 495 pl Monozytenmedium  {10pl (1*10%) |opl

3 500 pl | 500 pl Monozytenmedium |0 pl O pl

4-6 |495ul | 495 ul Monozytenmedium  [10pl (1¥10% |Opl

7-9 | 495l | 495 pl Dextran 10pl (1*10% |Opl

10 - 12(495 ul | 495 pl HES 10l (1*¥10°% |oul

13- 115|495 ul | 495 pl Gelatine 10pl (1*10% |Opl

16 - 18490 pl | 490 ul Monozytenmedium {10l (1*10% |10ul (100 ng/ml)
19 - 21|490 ul | 490 ul Dextran 10l (1*¥10% |10l (100 ng/ml)
22 -24[490 ul | 490 pl HES 10l (1*10% |10pl (100 ng/ml)
25-27[490 ul | 490 ul Gelatine 10l (1*10% |10p! (100 ng/ml)

Tabelle 2.2
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Experiment Il — Rezeptorenuntersuchung aus dem Buf Coat: Zellkultur

well LOsung LPS

1-6 2 ml Monozytenmedium O pl

7-9 2 ml Dextran O pl

10-12 2 ml HES O pl

13-15 2 ml Gelatine O pl

16 - 18 1,98 ml Monozytenmedium 20 pl (100 ng/ml)
19-21 1,98 ml Dextran 20 pl (100 ng/ml)
22 -24 1,98 ml HES 20l (100 ng/ml)
25 - 27 1,98 ml Gelatine 20 pl (100 ng/ml)
Tabelle 2.3

Experiment | und Il — Phagozytoseuntersuchungen: Atbereitung

Nr. Inhalt Antikdrper Verwendungszweck (s. auch 2.2.4)
1 Monozyten | Ig@ FITC,|Ermittlung unspezifischer Bindungen und
lgG24 PE Autofluoreszenzen, Einstellung der FSC/SSC,
des Schwellenwertes und der Verstarkungen der
Fluoreszenzen 1 und 2
2 Monozyten, |--- Einstellung der Kompensation der Fluoreszenz 2
Latex-Beads gegenuber 1
3 Monozyten | CD14 PE Einstellung der KompensatianFtigoreszenz L
gegenuber 2
4-6 Monozyten, |CD14 PE Ermittlung der Phagozytoserate ghne
Latex-Beads Kolloideinfluf3
7-9 | Monozyten,|CD14 PE Ermittlung der Phagozytoserate unter H#flu
Latex-Beads von Dextran (Dextran 70)
10 - 12| Monozyten, | CD14 PE Ermittlung der Phagozytoseratéeru Einflul3
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Latex-Beads von Hydroxyethylstarke (HES 200/0.5)

13 - 15/ Monozyten, |CD14 PE Ermittlung der Phagozytoserate unter H#flu
Latex-Beads von Gelatine (Polygelin)

16 - 18| Monozyten, |CD14 PE Ermittlung der Phagozytoserate unter H#flu
Latex-Beads von LPS ohne Kolloid

19 - 21| Monozyten, |CD14 PE Ermittlung der Phagozytoserate unter H#flu
Latex-Beads von Dextran undLPS

22 - 24| Monozyten, |CD14 PE Ermittlung der Phagozytoserate unter H#flu
Latex-Beads von Hydroxyethylstarke undLPS

25 - 27| Monozyten, |CD14 PE Ermittlung der Phagozytoserate unter H#flu
Latex-Beads von Gelatine undLPS

Tabelle 2.4

Experiment Il — Rezeptorenuntersuchung aus dem Buf Coat: Aufbereitung

Nr. Inhalt Antikorper verwendungszweck (s. auch 2.2.4)
1 Monozyten | Ig@  FITC,|Ermittlung unspezifischer Bindungen und
IgG24 PE Autofluoreszenzen, Einstellung der FSC/SEC,
des Schwellenwertes und der Verstarkungen
der Fluoreszenzen 1 und 2
2 Monozyten |CD14PE Einstellung der Kompensation der Fluoreszenz
1 gegentber 2
3 Monozyten |CD11aFITC |Einstellung der Kompensation der Fluoreszenz
2 gegeniber 1
4-6 | Monozyten |CD1la FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression ohne
CD14 PE Kolloideinfluf3
7-9 | Monozyten [CD11a FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression urnter
CD14 PE Einfluld vonDextran (Dextran 70)
10 - 12| Monozyten |CD11a FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression unter
CD14 PE Einflud von Hydroxyethylstarke (HES
200/0.5)
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13 - 15|Monozyten |CD11a FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression unter
CD14 PE Einfluld vonGelatine (Polygelin)

16 - 18| Monozyten |CD11a FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression unter
CD14 PE Einflu3 vonLPS ohne Kolloid

19 - 21| Monozyten |CD11a FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression unter
CD14 PE Einflul vonDextran undLPS

22 - 24| Monozyten |[CD11la FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression urnter
CD14 PE Einfluld vonHydroxyethylstarke undLPS

25 - 27| Monozyten [CD11la FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression urnter
CD14 PE Einflu vonGelatine undLPS

28 Monozyten |CD16FITC |Einstellung der Kompensation der Fluoreszenz

2 gegeniber 1

29 - 31| Monozyten |CD16 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression ohne
CD14 PE Kolloideinfluf3

32 - 34| Monozyten [CD16 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression urnter
CD14 PE Einfluld vonDextran (Dextran 70)

35 - 37(Monozyten |[CD16 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression urnter
CD14 PE Einflud von Hydroxyethylstarke (HES

200/0.5)

38 - 40| Monozyten [CD16 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression unter
CD14PE Einflu vonGelatine (Polygelin)

41 - 43| Monozyten |CD16 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression unter
CD14PE Einflul? vonLPS ohne Kolloid

44 - 46| Monozyten |CD16 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression urnter
CD14PE Einflul3 vonDextran undLPS

47 - 49| Monozyten |CD16 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression urnter
CD14PE Einflu’ vonHydroxyethylstarke undLPS

50 - 52| Monozyten [CD16 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression unter
CD14PE Einflul3 vonGelatine undLPS
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53 Monozyten |[CD71FITC |Einstellung der Kompensation der Fluoreszenz
2 gegeniber 1

54 - 56| Monozyten |CD71 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression ohne
CD14 PE Kolloideinfluf3

57 - 59(Monozyten [CD71 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression urnter
CD14 PE Einfluld vonDextran (Dextran 70)

60 - 62| Monozyten [CD71 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression urnter
CD14 PE Einflud von Hydroxyethylstarke (HES

200/0.5)

63 - 65| Monozyten |CD71 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression unter
CD14PE Einflu vonGelatine (Polygelin)

66 - 68| Monozyten |CD71 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression unter
CD14PE Einflul? vonLPS ohne Kolloid

69 - 71| Monozyten |CD71 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression unter
CD14PE Einflul3 vonDextran undLPS

72 - 74| Monozyten |CD71 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression unter
CD14PE Einflu’ vonHydroxyethylstarke undLPS

75 - 77|Monozyten |[CD71 FITC,|Ermittlung der Rezeptorexpression unter
CD14PE Einflul3 vonGelatine undLPS

Tabelle 2.5
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Ergebnisse — Experiment |

HES O HES 10| HES2Q HES40 HESOQOHES 10HES 20HES 40
+LPS |+LPS [+LPS + LPS

| 443,85 | 453,16 |248,05 |133,35 |534,36 |417,92 |182,69 |140,75
T 360,68 |248,05 |361,90 |198,10 271,73 |98,22 191,10 |70,41
m 128,43 | 65,52 66,12 28,13 152,28 158,20 | 48,70 3,80
Vi 726,91 820,47 |858,21 |743,18 |720,40 |667,14 |729,93 |791,48
V 250,22 | 316,23 |283,87 |144,60 |60,43 68,54 52,33 40,32
Vi 255,16 228,76 |209,08 |139,49 |109,76 |177,83 |121,88 |104,60
Vi 394,95 |437,14 |321,97 |209,08 |378,56 |342,89 |299,61 |253,69
Vil 448,07 |414,18 34599 |239,28 |297,77 |319,08 |226,71 182,69
IX 234,11 |208,14 |205,35 |16253 |129,39 |90,58 114,44 | 89,77
X 516,14 | 486,97 |44508 |324,88 429,40 |37516 |403,15 |232,91

375,85 |367,86 |334,56 |232,26 308,41 |271,56 |237,05 |191,04

Tabelle 3.1:Median der Fluoreszenzintensitat in der Facs-As®lger Phagozytose von Latexbeads
durch isolierten Monozyten unter Zugabe von HESt@igenden Konzentrationen und LPS

GELO GEL 10| GEL20| GEL40 GELO|GEL 10{GEL 20|GEL 40
+LPS [+LPS [+LPS + LPS
| 443,85 |201,69 109,90 |43,32 534,36 |199,89 |100,00 |69,16
T 360,68 |140,75 |122,98 |109,41 [271,73 |121,88 |83,54 94,75
m 128,43 42,17 56,74 31,01 152,28 |49,14 37,86 21,67
Y, 726,91 451,12 |449,10 349,12 |720,40 |358,66 |342,89 |342,89
V 250,22 | 166,98 |159,63 |98,22 60,43 118,64 |67,93 62,64
Vi 255,16 |273,84 |184,34 |13456 |109,76 |228,76 |14590 |90,58
Vi 394,95 330,77 |330,77 |194,56 |378,56 |339,82 |29427 |224,68
Vil 44807 |453,16 |403,15 |243,62 |297,77 |381,97 |316,23 144,60
IX 234,11 243,62 |216,74 |24582 |129,39 |161,08 |142,02 |132,16
X 516,14 461,38 |392,42 |257,13 429,40 |381,97 |319,08 |198,10
375,85 |276,55 |242,58 |170,77 |308,41 |234,18 |184,97 |128,64

Tabelle 3.2: Median der Fluoreszenzintensitat in der Facs-yswmlder Phagozytose von Latexbeads
durch isolierten Monozyten unter Zugabe von Gedaitinsteigenden Konzentrationen und LPS
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DEXO |DEX 10| DEX20|DEX 40 | DEXO |DEX 10/DEX 20/DEX 40
+ LPS +LPS |+LPS + LPS

| 443,85 |336,78 173,09 |1,70 534,36 399,54 |37516 |2,07
T 360,68 |25255 |128,64 |67,32 271,73 39954 |209,08 |138,24
m 128,43 | 70,41 74,32 36,19 152,28 |121,88 |94,75 35,07
Vi 726,91 67925 |723,39 |48261 |720,40 |649,38 |74318 |593,52
V 250,22 | 319,08 |216,74 |201,69 |60,43 121,88 | 86,60 86,60
Vi 255,16 |218,70 |16548 |16253 |109,76 |176,24 |130,97 |119,17
Vi 394,95 361,00 |207,21 |220,67 |378,56 |39596 |321,97 |261,80
Vil 448,07 |342,89 25946 |174,66 |297,77 |232,91 |214,80 |201,69
IX 234,11 187,69 |214,80 |19456 |129,39 |9822  |102,74 |135,77
X 516,14 |437,14 |44508 |283,87 429,40 |371,80 |39954 |532,80

375,85 |320,64 |260,82 |182,58 |308,41 |296,74 |267,88 |210,67

Tabelle 3.3: Median der Fluoreszenzintensitat in der Facs-Amalyer Phagozytose von Latexbeads
durch isolierten Monozyten unter Zugabe von Dexiresteigenden Konzentrationen und LPS

Ergebnisse — Experiment Il

HESO | HES10| HES2Q HES40 HESQHES 10HES 20 HES 40
+LPS |+LPS [+LPS + LPS
| 269,06 186,01 174,66 145,9 560,73 518,61 399,54 352,27
1] 931,15 1252,15 |333,76 518,61 482,62 478,29 449,1 572,55
1l 64,79 973,38 913,98 32,2 1742,48 |1700,08 |1433,01 |114,96
\V/ 455,15 1229,83 |820,47 1407,46 |4899,27 |5093,68 |4613,84 |4869,68
V 785,36 1240,94 |918,1 1945,64 |3687,4 3959,64 |4332,3 5376,12
VI 618,49 673,17 743,18 1218,81 |2501,96 |2617,99 |3428,91 |4613,84
VI 1039,14 |1252,15 |1333,52 |265,36 2063,34 |2090,8 2226,67 |1298,02
VI 959,01 973,38 1000 1252,15 |2084,79 |1998,85 |2147,99 |2996,14
IX 586,51 557,31 620,82 850,53 2487,92 | 2147,99 |2436,23 |3337,62
X 2212,24 |2072,08 |1632,64 |2147,99 |5078,75 |4410,94 |4740,03 |5186,13
649,4 957,93 777,66 958,23 2419,79 |2456,56 |2579,99 |2890,73

Tabelle 3.4 Median der Fluoreszenzintensitat in der Facs-Amalyer Phagozytose von Latexbeads
durch Monozyten im Vollblut unter Zugabe von HESfaigenden Konzentrationen und LPS
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GELO | GEL10| GEL20] GEL40 GELO|GEL 10/GEL 20|GEL 40
+LPS |+LPS [+LPS + LPS
| 269,06 201,69 198,1 205,35 560,73 368,47 357,16 399,54
1] 931,15 239,28 182,69 259,46 482,62 433,23 577,72 567,42
1l 64,79 1027,35 |858,21 1046 1742,48 |2308,24 |2525,48 |2571,32
\V/ 455,15 1445,96 | 1640 2414,42 |4899,27 |4613,84 |4913,67 |5139,7
V 785,36 1445,96 |1647,39 |2548,3 3687,4 4031,52 | 4104,7 3959,64
VI 618,49 897,69 964,66 1357,73 |2501,96 |2594,55 |2942,73 |2996,14
VI 1039,14 |1420,18 |[1309,75 |1539,93 |2063,34 |1928,22 |1826,92 |1945,64
VI 959,01 1064,99 | 1000 1018,15 |2084,79 |1910,95 |2128,75 |2016,91
IX 586,51 697,83 710,5 770,4 2487,92 | 2090,8 2329,1 2128,75
X 2212,24 |2053,53 [1893,84 |1893,84 |5078,75 |4410,94 |4572,53 |4869,68
792,09 1049,45 |1040,51 |[1305,36 |2558,93 |2469,08 |2627,88 |2659,47

Tabelle 3.5: Median der Fluoreszenzintensitat in der Facs-yswlder Phagozytose von Latexbeads

durch Monozyten im Vollblut unter Zugabe von Geflatin steigenden Konzentrationen und LPS

DEXO |DEX10| DEX20|DEX40 | DEXO |DEX 10/DEX 20|DEX 40
+LPS |+LPS [+LPS + LPS

| 269,06 352,27 491,37 1229,83 |560,73 385,42 509,37 1321,58
1] 931,15 316,23 598,89 2458,24 | 482,62 562,34 784,39 1810,56
1l 64,79 1036,63 |1730,94 |7,53 1742,48 |1928,22 |2128,75 |57,51
\V/ 455,15 2392,8 2329,1 7057 4899,27 |4613,84 |4531,58 |5,78
V 785,36 2287,57 |2641,65 |35,55 3687,4 4255,07 |5002,86 |180,24
VI 618,49 1762,36 |2525,48 |2256,92 |2501,96 |2813,32 |3619,04 |3554,52
VI 1039,14 |1860,08 |913,98 51,86 2063,34 |2788,13 |2109,69 |85,82
VI 959,01 1989,89 |2329,1 1893,84 |2084,79 |2267,09 |3050,53 |[1252,15
IX 586,51 973,38 1876,88 |842,91 2487,92 |2392,8 3337,62 |2226,67
X 2212,24 | 2480,45 |2838,74 |746,53 5078,75 |4371,44 |4450,79 |152,61

792,09 1545,17 |1827,61 |1658,02 |2558,93 |2637,77 |2952,46 |1064,74

Tabelle 3.6: Median der Fluoreszenzintensitat in der Facs-yswlder Phagozytose von Latexbeads

durch Monozyten im Vollblut unter Zugabe von Dertia steigenden Konzentrationen und LPS
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Ergebnisse — Experiment Il

HES O | HES 10 HES 20HES 40| HES 0 |HES 10 HES 20 HES 40
+LPS [+ LPS |+LPS |+ LPS

| 35,56 43,71 42,17 44,91 35,45 37,52 38,54 36,85

1] 23,87 25,25 23,5 22,27 15,19 17,78 14,86 17,78

m 32,11 |30,23  |28,13 |28,13 |1531 |16,55 |14,59 |14,86

\V/ 37,41 35,23 35,55 32,78 23,37 -- -- --

V 24 24,8 21,67 20,54 14,09 11,97 11,97 12,41

VI 28,39 28,13 25,95 25,03 15,5 13,95 14,99 15,4
30,22 31,23 29,5 28,94 19,82 19,55 18,99 19,46

Tabelle 3.7: Median der Fluoreszenzintensitét in der Facs-Armatler CD11a Expression von isolierten
Monozyten unter Zugabe von HES in steigenden Kamnagonen und LPS

GELO |GEL 10| GEL20GEL 40| GELO |GEL 10/GEL 20/ GEL 40
+LPS |+LPS [+LPS |+ LPS

| 3556 |4532 |4411 42,17 |3545 |4217 |37,86 |38,2

T 2387 |2054 |2091 20,72 |1519 |16,7 20,35 |25,25

m 3211 |2642 |269 2548  |1531 |1459 |14,72  |17.47

Vi 37,41 |3398 |3368 3249 2337 |- - -

V 24 22,07 |2247 |18,94 14,09 |1155 |11,76 |13,34

Vi 2839 |24,8 22,88 [2371 |155 14,99 |1512 |14,86
30,22 |28,86 |2849 |2725 |19,82 |20 19,96 | 21,82

Tabelle 3.8: Median der Fluoreszenzintensitat in der Facs-Amatler CD11a Expression von isolierten
Monozyten unter Zugabe von Gelatine in steigendenziéntrationen und LPS
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DEXO | DEX 10|DEX 20 DEX40|DEX O |DEX 10|DEX 20 DEX 40
+LPS |+LPS [+LPS + LPS

| 3556  |39,6 40,32 3889 |3545 |3924 |3652 |39,24

T 2387 |2458 24,36 |24,36 |1519 |17,15 |18,6 18,27

m 3211 |31,06 |2642 |27,14 |1531 |1596 |16,25 |14,86

Vi 37,41 37,18 |33,68 |32,49 |2337 |- - -

V 24 2436 |22,67 |21,48 |14,09 [1298 |137 11,34

Vi 28,39 |27,14 2525 |20,26 |155 16,7 17,62 | 14,99
30,22 |30,65 |28,78 |27,44 |19,82 |20,41 2054 |19,74

Tabelle 3.8: Median der Fluoreszenzintensitat in der Facs-Amatler CD11a Expression von isolierten

Monozyten unter Zugabe von Dextran in steigendenz€atrationen und LPS

HES O | HES 10 HES 20HES 40| HES 0 |HES 10 HES 20 HES 40
+|LPS |+ LPS |+LPS + LPS
| 5,07 6,32 5,52 5,16 10,29 |10,94 |10,65 |12,19
T 4,62 5,62 5,19 4,7 8,22 8,58 8,43 9,73
m 5,09 3,75 4,57 4,22 3,85 6,98 6,32 717
Vi 2,57 2,79 2,62 3,02 5,29 3,79 7,5 5,19
V 4,54 3,59 4,29 3,59 3,68 4,61 7,84 5,14
Vi 2,52 2,31 2,09 2,21 3,26 4,14 4,14 5,09
4,07 4,06 4,05 3,82 5,77 6,51 7,48 7,42

Tabelle 3.9: Median der Fluoreszenzintensitat in der Facs-Amatler CD16 Expression von isolierten

Monozyten unter Zugabe von HES in steigenden Kamnagonen und LPS
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GELO |GEL 10 GEL20GEL 40| GELO |GEL 10|GEL 20|GEL 40
+LPS [+ LPS |+LPS + LPS
| 5,07 5,38 4,83 4,87 10,29 |10,75 10,09 |11,34
T 4,62 3,89 3,82 6,32 8,22 7,5 11,04 12,63
m 5,09 3,55 47 4,18 3,85 2,86 7,23 8,2
Vi 2,57 3,11 2,29 3,05 5,29 7,14 10,27 |7,23
V 4,54 3,19 3,75 2,74 3,68 717 3,72 2,84
Vi 2,52 2,15 2,17 2,15 3,26 2,25 2,41 2,62
4,07 3,55 3,59 3,89 5,77 6,28 7,46 7,48

Tabelle 3.10: Median der Fluoreszenzintensitat in der Facs-Amatier CD16 Expression von isolierten

Monozyten unter Zugabe von Gelatine in steigendenziéntrationen und LPS

DEXO |DEX 10/ DEX 20| DEX 40 DEX O |DEX 10 DEX 20|DEX 40
+LPS [+ LPS |+LPS + LPS

| 5,07 5,14 5,05 5,38 10,29 |16,25 |13,82 |14,59

T 4,62 4,91 5,88 9,35 8,22 7,17 8,2 8,13

m 5,09 4,78 5,75 6,61 3,85 5,52 7,23 6,85

Vi 2,57 2,44 3 2,69 5,29 5,52 6,26 8,35

V 4,54 3,46 3,02 2,89 3,68 3.4 3,49 6,49

Vi 2,52 2,09 2,02 2,25 3,26 10,09 | 9,47 11,34
4,07 3,8 4,12 4,86 5,77 7,99 8,08 9,29

Tabelle 3.11: Median der Fluoreszenzintensitat in der Facs-Aratier CD16 Expression von isolierten

Monozyten unter Zugabe von Dextran in steigendenze€atrationen und LPS
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HES O | HES 10 HES 20HES 40| HES 0 |HES 10 HES 20 HES 40
+|LPS |+LPS |+LPS + LPS
| 4,44 5,45 5,78 4,61 1021  |10,37 |10,46 |1252
T 7.17 6,79 6,67 7.3 7,78 10,27  |11,34  |31,06
m 8,58 9,31 8,13 7,99 7.12 8,51 9,65 9,91
Vi 3,74 3,62 3,68 4,45 6,55 4,49 71 8,06
V 5,2 6,55 6,15 6,15 7,57 8,28 7.7 7,64
Vi 3,53 3,4 3,13 3,05 4,17 4,83 4,66 4,57
5,44 5,85 5,59 5,59 7,23 7,79 8,49 12,29

Tabelle 3.12: Median der Fluoreszenzintensitat in der Facs-Amatier CD71 Expression von isolierten
Monozyten unter Zugabe von HES in steigenden Kamnagonen und LPS

GELO |GEL 10 GEL20GEL 40| GELO |GEL 10/|GEL 20|GEL 40
+LPS [+LPS |+LPS [+ LPS

| 4,44 3,96 4,66 4,91 1021|1094 |12,86 |9,35

T 7,17 5,78 6,67 10 7,78 4,43 1322 | 16,25

m 8,58 4,91 5,88 5,94 7,12 4,96 10,55 | 10,46

Vi 3,74 4,26 4,07 4,26 6,55 13,95 [10,09 |12,86

V 52 4,91 4,22 2,86 7,57 9,39 4,66 5

Vi 3,53 3,25 3,34 3,22 4,17 3,52 3,96 3,49
5,44 451 4,81 52 7,23 7,87 9,22 9,57

Tabelle 3.13: Median der Fluoreszenzintensitat in der Facs-Amatier CD71 Expression von isolierten
Monozyten unter Zugabe von Gelatine in steigendenziéntrationen und LPS
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DEXO |DEX 10/ DEX 20|DEX 40 DEX O |DEX 10 DEX 20|DEX 40
+LPS [+ LPS |+LPS + LPS

| 4,44 4,83 5,94 7,84 10,21  |13,82 |13,95 |16,55

T 717 5,83 8,94 7,57 7,78 9,31 10,65 |12,19

m 8,58 9,14 9,39 9,31 712 8,2 10,65 10,75

Vi 3,74 3,79 3,85 4,03 6,55 8,2 7.7 9,82

V 5,2 5,62 5,38 6,67 757 7,23 7,64 7,99

Vi 3,53 3,08 2,89 3,37 4,17 9,39 8,35 8,74
5,44 5,38 6,07 6,47 7,23 9,36 9,82 11,01

Tabelle 3.14: Median der Fluoreszenzintensitat in der Facs-Amatier CD71 Expression von isolierten
Monozyten unter Zugabe von Dextran in steigendenze€atrationen und LPS
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