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1 Einleitung

1.1 Neutrophile Granulozyten und ihre Rolle im Entziindungsgeschehen
Granulozyten gehdren zur Gruppe der Leukozyten. Sie lassen sich aufgrund ihrer
Anfarbbarkeit in neutrophile, basophile und eosinophile Granulozyten unterteilen. Die
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten stellen dabei den gré3ten Anteil. Sie
sind Bestandteil der unspezifischen Korperabwehr, indem sie zur Phagozytose fahig
sind und Sauerstoffradikale produzieren koénnen. Einige der fur die Abwehr
verantwortlichen Enzyme sind in den Zellgranula untergebracht. Diese lassen sich
anhand ihres Enzymgehalts weiter differenzieren: Die Primar-Granula oder auch
azurophile Granula besitzt das Enzym Myeloperoxidase. Peroxidase-negative
Granula lassen sich durch ihren Gehalt an Laktoferrin und Gelatinase weiter
unterteilen in Sekundar (Spezifische) - Granula und Tertiar (Gelatinase) - Granula
(Borregaard & Cowland, 1997). Die Bildung der Granulozyten im Knochenmark
dauert etwa 5-10 Tage, wahrend dieser Zeit verringert sich die Anzahl ihrer
Mitochondrien und es kommt zu einer Erh6hung der Glykolyserate. Dies macht eine
Energiegewinnung unter anaeroben Bedingungen moglich, beispielsweise im
hypoxischen, entziindlichen Gewebe. lhre Lebensdauer als reife Zelle betragt 2-3
Tage bei einer Halbwertszeit im Blut von etwa 6-10 Stunden (Boggs, 1967). Nur etwa
5 % der reifen Zellen gelangen in die Blutbahn, wobei hiervon 50 % im Blut
zirkulieren, wahrend die anderen 50 % am GefalRendothel haften und den
marginalen Granulozytenpool darstellen. Bei Bedarf kdnnen jedoch weitaus mehr
Zellen aus dem Knochenmark in die Blutbahn ausgeschuttet werden.

Beim Auftreten lokaler Entziindungen verlassen die Neutrophilen zur Vermittlung
ihrer Abwehrreaktion das Blutgefal3system in Richtung betroffenes Gewebe. Dieser
als Extravasation bezeichnete Prozess findet hauptsachlich in den postkapillaren
Venolen, den kleinsten ventsen Blutgefal3en, statt. Um die GefalBwand zu
durchdringen, missen die Zellen eine Adhasionskaskade durchlaufen, an welcher
zahlreiche Adhasionsrezeptoren beteiligt sind und die in drei Abschnitte unterteilt
werden kann: Initiale Kontaktaufnahme und Rollen, feste Adhéasion, Transmigration
(Abb. 1).

Die Einleitung der Leukozyten-Extravasation erfolgt durch die Freisetzung
verschiedener Entzindungsmediatoren (z.B. Histamin), welche wiederum die
typischen Entzindungssymptome bewirken. Durch die Vasodilatation kommt es nun

zu einer relativen Umverteilung der Leukozyten aus der Gefal3mitte an
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Abb. 1: Adhasionskaskade neutrophiler Granulozyten wahrend der Extravasation

den Gefalirand. Gleichzeitig erfolgt durch die Freisetzung von Zytokinen, wie
beispielsweise IL-1 oder TNFa, eine Aktivierung des GefalRendothels (Vestweber &
Blanks, 1999). Aufgrund dieser Aktivierung kommt es zur Expression spezifischer
Adhasionsrezeptoren (GlyCAM-1, P-Selektin) auf der Endotheloberflache. Durch
einzelne Bindungen mit deren leukozytaren Partnern kommt es zu einer ersten
initialen Kontaktaufnahme, dem sog. Tethering, der Neutrophilen mit der GefalRwand.
Aufgrund des parabolischen Scherstroms im BlutgefaR und aufgrund der nun
vermehrten Anzahl an schwach affinen Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen
zwischen Endothel und Granulozyt zeigt sich eine rollende Bewegung der Zellen an
der GefalBwand. Dieser als Leukozytenrollen bezeichnete Prozess wird durch
verschiedene Rezeptoren der Selektinfamilie vermittelt.

L-Selektin ist konstitutiv auf allen Leukozyten vorhanden (Bruehl et al., 1996).
Obwohl es im Gegensatz zu den anderen beteiligten Selektinen ein relativ kurzes
Protein ist, hat es aufgrund seiner Position auf den Mikrovilli-Spitzen in der
Frihphase des Rollens eine grol3e Bedeutung. Seine Liganden auf dem Endothel
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sind GlyCAM-1, CD34 und MadCAM-1. Ein weiterer Ligand ist PSGL-1, dieser
bewirkt die fur die Leukozytenrekrutierung im entzindeten Gewebe wichtige
homophile Leukozytenbindung (Simon et al., 1993). Nach Aktivierung der
neutrophilen Granulozyten wird L-Selektin innerhalb weniger Minuten proteolytisch
von der Zelloberflache abgespalten (Kahn et al., 1994).

P-Selektin wird intrazellular in den Weibel-Palade-Koérperchen der Endothelzellen
gespeichert. Es gelangt innerhalb von 10 Minuten nach Aktivierung auf die
Zelloberflache und wird durch Transkriptionsaktivierung neu synthetisiert (Geng et
al., 1990). Sein Ligand ist PSGL-1, was auf den Mikrovilli der Leukozyten zu finden
ist (Bruehl et al., 1997). Aufgrund seiner langgestreckten Struktur, seiner schnellen
Bereitstellung und der Position seines Liganden hat P-Selektin ebenso wie L-Selektin
in der Frihphase des Rollens eine Bedeutung.

Fur die Uberleitung des Leukozytenrollens zur festen Adhasion ist E-Selektin
verantwortlich, welches 1989 erstmals charakterisiert wurde (Bevilacqua et al., 1989).
E-Selektin ist nur auf der Endothelzelloberflache vorhanden, wobei es erst nach
Zytokinaktivierung durch de-novo-Synthese gebildet wird. Dadurch wird sein
Expressionsmaximum erst nach 3-4 Std. erreicht. Ein hochaffiner Ligand fur E-
Selektin ist ESL-1, welcher im Randbereich leukozytarer Mikrovilli lokalisiert ist
(Steegmaier et al.,, 1997) und keine Bindungsaffinitdit zu den anderen Selektinen
aufweist.

Mit dem Rollen und der damit verbundenen lokalen Konzentration der Leukozyten
werden diese durch endothelial freigesetzte Mediatoren (z.B. Chemokine) weiter
aktiviert (Zimmerman et al., 1996). Durch diesen Vorgang bzw. durch eine
Signaltransduktion der zytoplasmatischen Anteile von L-Selektin oder PSGL-1 kommt
es zu einer Aktivierung leukozytérer Integrine (Wagner & Roth, 2000), wodurch nun
die Adhasionskaskade fortgesetzt wird.

Integrine sind heterodimere, transmembrane Adhasionsrezeptoren, welche aus einer
a- und einer B-Untereinheit bestehen. Strukturell werden die Integrine anhand ihrer
B-Kette unterschieden, wobei fur aktivierte Leukozyten vor allem [(»-Integrine
bedeutend sind. Die wichtigsten Integrine wéhrend der Adhasion sind CD11a/CD18
(LFA-1), welches auf allen Leukozyten vorhanden ist, und CD11b/CD18 (Mac-1), das
konstitutiv auf der Oberflache von Granulozyten und Monozyten zu finden ist
(Arnaout, 1990). Die wichtigsten endothelialen Liganden sind ICAM-2 fiur
CD11a/CD18 sowie ICAM-1 fur CD11b/CD18. Allerdings binden die Liganden mit
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geringerer Affinitdt auch an das jeweils andere Integrin (Wagner et al., 2000). Es
handelt sich hierbei um transmembrane Glykoproteine, welche entweder durch
Zytokineinfluss exprimiert werden (ICAM-1) oder auf den Endothelzellen konstitutiv
vorhanden sind (ICAM-2). Durch die Bindung an ICAM-1 kommt es zusatzlich zu
Verédnderungen des endothelialen Zytoskeletts (Wang et Doerschuk, 2001). Weitere
Molekile, welche bei der Adhésion eine Rolle spielen, sind CD11c/CD18 auf
Monozyten und Granulozyten sowie VCAM-1 auf Endothelzellen. Durch diese
integrinvermittelte feste Bindung der Leukozyten kommt es zu einer Abflachung der
Abwehrzellen, wobei die dadurch bedingte VergroRerung  wiederum
bindungsverstarkend wirkt.

Uber den anschlieRenden Prozess der Transmigration ist bislang erst wenig bekannt.
Diese erfolgt meist zwischen 2-3 benachbarten Endothelzellen, seltener durch
Transzytose (Feng et al., 1998). Eine wichtige Rolle spielt PECAM-1 (CD31) (Muller,
1993), ein transmembranes Protein der Immunglobulin-Superfamilie, welches sowohl
auf Endothelzellen als auch auf Granulozyten, Monozyten, T-Zellen und
Thrombozyten vorhanden ist (Stockinger et al., 1990). Auf den Endothelzellen
befindet sich PECAM-1 in den tight junctions, bildet hier homophile Bindungen und
somit interzellulare Kontakte aus (Albelda et al., 1991). Wahrend der Transmigration
kommt es zu einer Auflosung der homophilen Bindungen und einer teilweisen
Verlagerung der Proteine (Su et al., 2002). AnschlieRend kommt es zu homophilen
Bindungen zwischen dem leukozytaren und dem endothelialen PECAM-1 (Muller,
1993) und dadurch bedingt zu einer Hochregulation von agB:-Integrinen auf den
Neutrophilen (Dangerfield et al., 2002; Wang et al., 2005), welche ein Rolle bei der
Transmigration der Leukozyten durch die perivaskulare Basalmembran spielen.
JAM-C ist ein weiteres Protein, welches in interendothelialen Junctions zu finden ist.
Neben den Endothelzellen ist es auch auf Thrombozyten, T-Zellen und Natirlichen
Killer-Zellen zu finden. Heterophiler Bindungspartner des endothelialen JAM-C ist
das ebenfalls fir die Adhasion wichtige Integrin Mac-1 (Chavakis et al., 2004).
Homophile Bindungen konnten jungst bei der Interaktion zwischen Tumorzellen und
Endothelzellen gezeigt werden (Santoso et al., 2005). Distal von PECAM-1 in den
interendothelialen Kontaktflachen und auf Leukozyten befindet sich zusatzlich CD99,
ein Protein welches am Ende der Transmigration von Bedeutung ist (Muller, 2002).
Fur die Transmigration der Neutrophilen durch die perivaskulare Basalmembran

scheint ebenfalls PECAM-1 eine entscheidende Rolle zu spielen. So wurde zum
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einem gezeigt, dass Antikérper gegen PECAM-1 die Transmigration verhindern (Liao
et al.,, 1997), zum anderen konnte bei Experimenten mit PECAM-1-defizienten
Mausen eine verminderte Transmigration beobachtet werden (Dangerfield et al.,
2002). Zusatzlich hat PECAM-1 Einfluss auf die Expression von agBi-Integrin,
welches einen leukozytaren Rezeptor fur Laminin darstellt (Dangerfield et al., 2002),
neben Kollagen Typ IV ein wesentlicher Bestandteil der Basalmembran. Weiterhin
kommt es durch die Inhibition von leukozytéaren Proteasen zu einer verminderten
Transmigration der Leukozyten durch die Membran (Delclaux et al., 1996; Wang et
al., 2005).

Nach der Transmigration richten sich die Neutrophilen nach dem
Konzentrationsgradienten der jeweiligen chemotaktischen Substanz aus und
wandern kontinuierlich zu dessen Ausgangspunkt. Hat die Zelle Kontakt mit dem
Fremdkorper aufgenommen, beginnt sie mittels Pseudopodien diesen zu
umschlieBen und in den Zellleib aufzunehmen. Es entsteht eine
Phagozytosevakuole, das sogenannte Phagosom, in welches der Fremdkoérper
eingeschlossen wird. Nach der Aufnahme kommt es zu einer Verschmelzung der
Granula mit dem Phagosom, wobei Primér- und Sekundar-Granula nahezu
gleichzeitig mit dem Phagosom verschmelzen (Segal, 2005). Die dadurch
freigesetzten Enzyme, beispielsweise Lysozym zur Zerstérung der Bakterienwand
oder auch neutrale und saure Hydrolasen, zerstéren nun den Fremdkorper ohne
jedoch in das Zytosol des Neutrophilen zu gelangen. Weiterhin kommt es zum
sogenannten ,respiratory burst”, wobei der nicht-mitochondriale Sauerstoffverbrauch
innerhalb weniger Sekunden auf das Hundertfache ansteigt. Grund hierflr ist die
Reduktion von Sauerstoff mit Hilfe von NADPH durch die NADPH-abhéngige
Oxidase zu Superoxidanionen. Diese Superoxidanionen kénnen nun weiter zu
Wasserstoffperoxid reduziert werden, mit bereits gebildetem Wasserstoffperoxid
Hydroxylradikale ~ (OH’)  produzieren oder auch  Chloridionen  durch
Wasserstoffperoxid zZu Hypochloridionen oxidieren. Samtliche dieser
Sauerstoffverbindungen sind in der Lage, durch Peroxidation der Membranlipide die
Bakterienwand zu zerstoren.

Unverbrauchte Granulozyten sterben nach wenigen Stunden durch Apoptose. Somit
wird verhindert, dass durch nekrotische Prozesse ihr zytotoxischer Inhalt freigesetzt
wird und zu einer Gewebsschadigung fuhrt. Durch verschiedene Faktoren kann die

Apoptose von neutrophilen Granulozyten verzégert werden, damit vermehrt Zellen in
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das Entzindungsgeschehen eingreifen konnen. Dazu gehdren zum einen
Chemokine wie IL-1B (Colotta et al., 1992), IL-2 (Pericle et al., 1994), IL-8 (Kettritz et
al., 1998), IL-15 (Girard et al., 1996), TNF-a (Colotta et al., 1992), INF-y (Klebanoff et
al., 1992), LPS bzw. G-CSF (Lee et al., 1993) und G-MCSF (Yasui et al., 2002), zum
anderen aber auch die Transmigration durch die Endothelwand (Watson et al., 1997)
oder Hypoxamie (Hannah et al., 1995).

Weiterhin kdnnen auch andere Eigenschaften bzw. Funktionen von Neutrophilen
beeinflusst werden. So unterstitzten fMLP (Smith & Hollers, 1980) und G-CSF
(Chakraborty et al.,, 2003) die Adhésion der Neutrophilen. Eine vermehrte
Freisetzung von Sauerstoffradikalen wird in Anwesenheit von bakteriellen
Lipopolysacchariden (Guthrie et al., 1984) oder von Arachidonsaure (Rubinek &
Levy, 1993) beobachtet. Umgekehrt bewirkt bei adharenten Neutrophilen die
Anwesenheit von Integrinen eine Hemmung der NADPH-Oxidase (Zhao et al., 2003),
wodurch eine zu frihe Freisetzung reaktiver Sauerstoffverbindungen vermieden
werden soll.

Aber auch Sexualhormone und Kortikoide kénnen die Funktion der Granulozyten
beeinflussen. 17-B-Ostradiol bewirkt zum einen eine Hemmung der Chemotaxis
(Buyon et al., 1984; Miyagi et al., 1992; Ito et al., 1995), zum anderen auch wie
Progesteron und Testosteron eine Hemmung der Sauerstoffradikalbildung
(Abrahams et al., 2003). Eine solche Hemmung konnte ebenfalls durch
Glukokortikoide bewirkt werden, wahrend Mineralokortikoide diesen Effekt nicht

aufzeigen (Bekesi et al., 2000).
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1.2 Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Verankerung

1.2.1 Struktur und Eigenschaften des GPI-Ankers

Bei den meisten leukozytaren Oberflachenproteinen handelt es sich um
transmembrane  Molekile mit einer extrazellular gelegenen Liganden-
Bindungsdomaéne, einem transmembranen und einem zytoplasmatischen Abschnitt.
Die SignalUbertragung erfolgt grof3tenteils Uber zytoplasmatische Molekile wie
Protein-Tyrosin-Kinasen oder G-Proteine, welche mit dem zytoplasmatischen Anteil
des transmembranen Proteins in Kontakt stehen. Allerdings gibt es auch eine Gruppe
von Oberflachenmolekilen ohne transmembranen und zytoplasmatischen Abschnitt.
Diese sind uUber einen sog. GPI-Anker mit der Zellmembran verbunden und besitzen
keinen direkten Kontakt zu zytoplasmatischen Signalmolekilen. Zu dieser Gruppe
der GPI-verankerten Moleklile gehoren dber 100 verschiedene Proteine mit
unterschiedlichen Funktionen und Eigenschaften (Chatterjee & Mayor, 2001).
Wahrend transmembrane Proteine in Loésungen mit Triton-X bei niedrigen
Temperaturen eine gute Ldslichkeit vorweisen, zeigen GPI-verankerte Proteine eine
schlechte Loslichkeit und sammeln sich zusammen mit Glykosphingolipiden,
Cholesterol, Protein-Tyrosin-Kinasen und G-Proteinen in der detergentenreichen
Phase an (Horejsi et al., 1998).

Die Grundstruktur der GPI-Ankers ist stets gleich (Abb. 2) , Unterschiede finden sich
in den verschiedenen Varianten der Seitenkettenmodifikationen. Uber die
hydrophoben Anteile der Phospholipidkette, welche die dulRere Lipidmolekulschicht
der Zellmembran durchdringt, ist der GPI-Anker in direktem Kontakt mit der auf3eren
Zellmembranschicht, wahrend die innere Phospholipidschicht unberihrt bleibt
(Robinson, 1997). Die Kernstruktur wird durch eine Phosphatidylinositolgruppe
gebildet, an welcher ein Glukosamin angeheftet ist, gefolgt von drei Mannose-
Molekilen. Die Verbindung zum eigentlichen Protein erfolgt durch eine
Phosphoethanolamingruppe.

Die Biosynthese des GPI-Ankers erfolgt im Endoplasmatischen Retikulum
(Chatterjee & Mayor, 2001) und die Anheftung des Proteins geschieht
posttranslational (Butikofer et al., 2001). Auf der Membranoberflache lokalisiert sind
die GPI-verankerten Proteine in bestimmten Mikrodomanen. Hierbei handelt es sich
um Membraninvaginationen, welche charakterisiert sind durch das Vorkommen von

Glykolipiden, Sphingolipiden, Cholesterol sowie Caveolin, weshalb sie auch als
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Caveolae bezeichnet werden (llangumaran et al., 1996). Zu den zytoplasmatischen
Anteilen gehodren Protein-Tyrosin-Kinasen und trimere G-Proteine. Das
Vorhandensein solcher Mikrodomanen wurde durch in-vitro-Experimente bestatigt,
wo nach Zugabe von GPIl-verankerten Proteinen zu Zellmembranen diese sich
zunachst homogen auf deren Oberflache verteilten, nach einer Inkubationszeit von 2-
3 Std. jedoch punktuell ansammelten (Horejsi et al., 1998). Allerdings gibt es auch
Untersuchungen, wonach die Proteine gleichmalRRig auf der Membranoberflache
verteilt sind und sich erst nach der Bindung von polyklonalen Antikdrpern in den
Caveolae anhaufen (Maxfield & Mayor, 1997).

Zahlreichen GPI-verankerten Proteinen konnte die Fahigkeit zur Potozytose
nachgewiesen werden (Maxfield & Mayor, 1997), was bedeutet dass sie internalisiert
und umgekehrt auch wieder auf die Zelloberflache befordert werden konnen. Nach
der Internalisierung sind die Proteine intrazellular in den Endosomen zu finden. Eine
weitere Eigenschaft zahlreicher GPI-verankerter Proteine ist ihre Ubertragung von

einer Zellmembran zur anderen (llangumaran et al., 1996).
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Abb. 2: Grundstruktur des GPI-Ankers (modifiziert nach Chatterjee & Mayer, 2001).

Das Protein ist an ein terminales Phosphoethanolamin-Molekul gekoppelt, welches mit einem
Glykan, bestehend aus drei Mannose- und einem Glukosaminmolekil, verbunden ist. An das
Glukosamin schlief3t sich eine Phosphatidylinositolgruppe an. Diese Kernstruktur wird durch

Fettsaureketten in der auReren Lipid-Membranschicht verankert.

1.2.2 Funktion des GPI-Ankers

Die Funktion einer GPI-Verankerung von Proteinen in der Zellmembran ist bisher
noch nicht eindeutig geklart worden. Samtlichen GPI-verankerten Proteinen gemein
ist, dass sie sich auf der Zelloberflache befinden, und dass sie durch den GPI-Anker
eine hohe Mobilitat aufweisen (Low & Saltiel, 1988). Durch spezifische
Phospholipasen kénnen die Proteine von ihrer Verankerung abgetrennt und dadurch
abgegeben werden. Dies erfolgt zum einen durch eine spezifische Phospholipase C,

zum anderen durch die spezifische Phospholipase D, die in verschiedenen Geweben
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und im Plasma vorhanden ist (Low & Saltiel, 1988). Eine schnelle Freisetzung ins
Plasma und somit das Vorhandensein einer loslichen Form wurde bereits fir
zahlreiche GPI-verankerten Proteine nachgewiesen, so z.B. fur uPAR (Wilhelm et al.,
1999), CD16 (Fossati et al., 2002), CD14 (Durieux et al., 1994) oder auch CD59
(Sloand et al.,, 1998). Durch eine Freisetzung ins Plasma und durch eine
Internalisierung kann ebenfalls die Proteinkonzentration auf der Zelloberflache
kontrolliert werden. Weiterhin finden internalisierte Proteine einen anderen pH-Wert
im Zellinneren als auf der Zelloberflache vor (Maxfield & Mayor, 1997). In den
Endosomen befinden sie sich in einem sauren Milieu, welches einen Einfluss auf pH-
abhangige Prozesse der Proteine haben kann.

Eine der wichtigsten Eigenschaften von GPI-verankerten Proteinen ist jedoch,
ebenso wie bei transmembranen Molekilen, die Fahigkeit zur intrazellularen
Signalibertragung. So kann beispielsweise der GPI-verankerte FcyRIlIb-Rezeptor
auf Neutrophilen eine Erhdhung der intrazellularen Kalziumkonzentration bewirken
(Kimberly et al., 1990). Bei zahlreichen anderen GPI-verankerten Proteinen wurde
nachgewiesen, dass es nach Bindung eines entsprechenden Antikérpers zu einer
Initierung des oxidativen Bursts, zur Granulozyten-Degranulierung oder auch zur
Phosphorylierung und somit zu einer Aktivierung intrazellularer Protein-Tyrosin-
Kinasen kommen kann (Horejsi et al., 1999). Ungeklart ist allerdings noch der
genaue Mechanismus der Signalibertragung von einem ausschliel3lich extrazellular
gelegenen Protein auf intrazellulare Bereiche. Eine Moglichkeit ware die direkte
Bindung des GPI-verankerten Proteins an ein transmembranes Molekil. So wurde
fur CD16b und CD87 nachgewiesen, dass sie nicht-kovalente Komplexe mit dem
transmembranen (B2-Integrin CD11b/CD18 bilden kénnen (Horejsi et al., 1998). Eine
weitere Moglichkeit ware ein direkter Kontakt mit zytoplasmatischen Protein-Kinasen.
Diese sind Uber Fettsduren-Reste mit der inneren Phospholipid-Membranschicht
verbunden. Durch eine Antikorper-induzierte Umverteilung und Aggregation der GPI-
verankerten Molekile auf der Zelloberflaiche kommt es gleichzeitig zu einer
Umverteilung der Protein-Kinasen im Zytoplasma. Dies bewirkt wiederum eine
Autophosphorylierung und somit eine Selbstaktivierung der Kinasen. Aufgrund von
weiterfuhrenden Untersuchungen wird angenommen, dass die Fettsduren-Reste der
GPI-Anker und der Glykolipide lang genug sind, um die auf3ere Membranlipidschicht
komplett zu durchdringen und dass sie dadurch mit den aliphatischen Ketten der

zytoplasmatischen Signal-Molekile in direktem Kontakt stehen (Horejsi et al., 1999).
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1.3 NB1 (HNA-2a, CD177)

1.3.1 Phanotypische Eigenschaften

Das granulozytare Antigen NB1 wurde erstmals im Jahre 1971 im Rahmen mehrerer
Falle von neonataler Alloimmun-Neutropenie beschrieben (Lalezari et al., 1971).
Hierbei produzierten die Mutter wéahrend der Schwangerschaft Antikdrper gegen vom
Vater vererbte, neutrophile Antigene des Fotus. Diese Antikdrper konnten die
Plazentaschranke passieren und eine Zerstorung der Neutrophilen des Feten bzw.
Neugeborenen bewirken. Spater zeigte sich, dass etwa 0,1 % aller Frauen nach
einer Schwangerschaft spezifische Antikorper gegen NB1 aufweisen (Clay et al.,
1984).

Mit dem Ziel einer einheitlichen Namensgebung, ahnlich wie es bei anderen Zellen
der Fall ist, wurde eine neue Nomenklatur fur neutrophilen-spezifische Antigene
vorgeschlagen. Wahrend ,NB1“, wobei das ,N“ fir ,Neutrophil® steht, der
darauffolgende Buchstabe einen spezifischen Genlocus und die anschliel3ende
arabische Ziffer das Allel beschreibt (Bux, 2000), noch eine relativ willkrliche
Namensgebung darstellt, existiert seit 2002 auch die Bezeichnung ,HNA-2a“, was
fur ,Human Neutrophil Antigen“ steht (Stroncek et Bux, 2002). Im Prozess der
Kategorisierung leukozytarer antigener Molekille wurde NB1 auch in das CD-Schema
als ,CD177" aufgenommen (Mason et al., 2002).

Bei NB1 handelt es sich um ein Antigen, welches spezifisch fir Granulozyten ist
(Lalezari et al., 1971; Goldschmeding et al., 1992; Stroncek et al., 1998a). Es wird
dominant vererbt und besitzt eine Genfrequenz von 0,9 (Lalezari et al., 1971; Bux et
al., 1992b). Eine Besonderheit zeigt sich in der Lokalisation auf der Zelloberflache.
Nicht alle neutrophilen Granulozyten einer Person tragen das Antigen, vielmehr ist es
nur auf einer Subpopulation von Neutrophilen zu finden (Clement et al., 1983). Die
Gro3e der NB1-positiven Subpopulation ist dabei sehr variabel und kann zwischen
0-100 % liegen, wobei der Anteil innerhalb einer Person ,weitestgehend konstant ist,
obwohl signifikante Unterschiede bei einzelnen Individuen vorkommen*
(Goldschmeding et al., 1992). Ca. 3 % der Bevdlkerung sind NB1-negativ, bei ihnen
ist das Antigen auf keiner Zelle vorhanden (Tab.1). Die durchschnittliche Gré3e der
NB1-positiven Subpopulation liegt etwa zwischen 56-72 % (Goldschmeding et al.,
1992; Stroncek et al., 1993d; Han et Um, 1997; Stroncek et al., 1998a), wobei nach
einigen Untersuchungen keine geschlechtsspezifischen Unterschiede festgestellt

werden konnten (Matsuo et al., 2000), nach anderen allerdings Frauen eine gré3ere
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positive Subpopulation aufweisen als Manner (Taniguchi et al., 2002; Caruccio et al.,
2003).

Wahrend der myeloischen Zelldifferenzierung ist NB1 erstmals auf Myelozyten zu
finden, jedoch nicht auf Myeloblasten, Megakaryozyten oder erythrozytaren
Vorlauferzellen (Clement et al., 1983; Stroncek et al., 1998a). Dabei entspricht die
GroRRe der NB1-positiven Subpopulation auf den Vorlauferzellen derjenigen der reifen
Neutrophilen. Eine Besonderheit zeigt sich bei den neutrophilen Granulozyten aus
Nabelschnurblut. Hier liegt die durchschnittiche GroRe der NB1-positiven
Subpopulation mit 91 % signifikant hher als bei Kindern oder Erwachsenen mit 56 %

(Stroncek et al., 1998a). Der Anteil an NB1-negativen Individuen ist bei

NB1-positive Personen Bevolkerungsgruppe Quelle
97 % k.A. (McCullough et al., 1987)
87 % Franzosen (Bierling et al., 1990)
94 % Deutsche (Bux et al., 1992b)
99 % Chinesen (Lin et al., 1994)
89 % Japaner (Ohto, 1989)
86 % Koreaner (Han et Um, 1997)
97 % WeiRe (Ohto, 1989)
97 % Weil3e (Matsuo et al., 2000)
98 % Schwarze (Matsuo et al., 2000)

Tab.1: Anteil NB1l-positiver Personen an der Gesamtbevdlkerung bei verschiedenen

Bevdlkerungsgruppen

Neugeborenen mit 3—4 % bereits der gleiche wie bei Erwachsenen (Madyastha et al.,
1984). Eine weitere Auffalligkeit hinsichtlich der Expression von NB1 ergab sich in
der Betrachtung des Alters der jeweiligen Testgruppen. Wéahrend es wiederum
Untersuchungen gibt, welche keine Unterschiede in der Expression beziglich des
Alters der Testpersonen aufzeigen (Stroncek et al., 1998a), so zeigte bei einer
anderen Untersuchung die Gruppe der Frauen, welche alter als 51 Jahre waren, eine
geringere NB1-Expression als die Ubrigen Frauen (Matsuo et al., 2000). Bei Mannern
konnte hingegen kein altersbedingter Unterschied festgestellt werden. Darauf folgend

wurde auch die NB1l-Expression schwangerer Frauen untersucht. Auch hier zeigte

23




sich ein signifikanter Unterschied: Schwangere besalRen sowohl einen hoheren Anteil
an NB1-positiven Zellen (78 % zu 69 %), als auch eine hdhere Proteinkonzentration
pro Zelle (Caruccio et al., 2003; Taniguchi et al., 2004).

Neben der Lokalisation auf der Zellmembran kommt NB1 auch intrazellular auf der
Membran der Sekundéar-Granula vor (Stroncek et al., 1990). Dabei hat sich gezeigt,
dass nur die Neutrophilen, welche NB1 auf ihrer Oberflache tragen, auch intrazellular
positiv sind, wahrend umgekehrt alle intrazellular NB1-negativen Zellen auch auf der
Oberflache kein Protein zu besitzen scheinen (Goldschmeding et al., 1992).

1.3.2 Genotypische Eigenschaften

Das NB1-Gen befindet sich auf Chromosom 19 in der Position 199g13.2 (Kissel et al.,
2001). Es besitzt 9 Exons mit insgesamt 1311 Basenpaaren. Diese kodieren 437
Aminosauren, wobei die ersten 21 Aminosauren das Signalpeptid darstellen und die
restlichen 416 dem eigentlichen Protein dienen. Die 5- bzw. 3-UTR-Bereiche
bestehen aus 27 bzw. 276 bp. Das zu kodierende Protein besitzt 3 potentielle N-
Glykosylierungsstellen, 2 cysteinreiche Domanen mit grol3er Homologie sowie eine
stark hydrophobe C-terminale Sequenz. Die ermittelten Bereiche fir die
transmembrane und zytoplasmatische Komponente sind mit 21 bzw. 2 Aminosauren
zu kurz, um funktionell von Bedeutung zu sein. Jede der cysteinreichen Doménen
besitzt 6 Cysteinreste (Stroncek et al., 2004). Die gréRte Ahnlichkeit besitzt das NB1-
Gen mit den Proteinen der uPAR- / CD59- / Ly-6 snake toxin-Superfamilie. uPAR und
NB1 liegen auf dem gleichen Chromosom und sind nur durch ein weiteres Gen
voneinander getrennt (Bettinotti et al., 2002).

Fast zur gleichen Zeit wurde die Sequenz eines Glykoproteins ermittelt, welches bei
Patienten mit Polycythaemia rubra vera tberexprimiert wird (Temerinac et al., 2000).
Dieses PRV-1 genannte Gen unterscheidet sich in der cDNA-Sequenz in lediglich 4
Basenpaaren vom NB1-Gen, was auf allen Positionen zu einem
Aminosaurenaustausch fihrt (Bettinotti et al., 2002). Untersuchungen fihrten zu dem
Ergebnis, dass es sich bei NB1 und PRV-1 um Allele des gleichen Gens handelt
(Caruccio et al., 2004; Caruccio et al., 2006). Da Anti-NB1-Antikdrper in der Lage
sind, sowohl NB1 als auch PRV-1 zu erkennen, geht man weiterhin davon aus, dass
es sich bei NB1 und PRV-1 um das gleiche Polypeptid handelt. Im Gegensatz zum
MRNA-Level wird das Protein bei PRV-Patienten im Vergleich zu Gesunden nicht

uberexprimiert (Klippel et al., 2002). Zusatzlich existiert bei etwa 60 % aller Personen
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ein Pseudogen, welches homolog zu NB1 im Bereich von Exon 4 bis Exon 9 ist,
jedoch in entgegengesetzter Richtung wie das NB1-Gen codiert wird (Bettinotti et al.,
2002; Klippel et al., 2002; Dittmar et al., 2003).

Auf der Suche nach der Ursache fur die individuell unterschiedliche Grof3e der NB1-
positiven Subpopulation wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen einzelne Single-
Nukleotid-Polymorphismen auf eine maogliche genetische Komponente hin
untersucht. Dabei fiel besonders Position 7 (G & C) auf, welche innerhalb des
Signalpeptids liegt. Hier konnten mehrere Arbeitsgruppen einen signifikanten
Unterschied hinsichtlich der Subpopulationsgré3e zwischen Personen mit Genotyp
,G/G" und solchen mit Genotyp ,C/C*" feststellen (Wolff et al., 2003; Caruccio et al.,
2004). Ein solch signifikanter Unterschied exsistiert zusatzlich noch bei den SNP’s an
Pos. 751 (A < C) und Pos. 1042 (G & A) (Wolff et al., 2003). Kommt es an
mehreren Stellen zu einem Aminosaurenaustausch, kann dies zu einer Veranderung
der Tertiarstruktur und der Antigenitat fihren. Vergleicht man die relative NB1-mRNA
Menge zwischen NB1-positiven und NB1-negativen Zellen, so zeigt sich, dass die
Zellen der positiven Subpopulation eine im Mittel etwa 28-fach hdhere Menge
aufweisen als die NB1-defiziente Gruppe (Wolff et al., 2003). Dabei sind deren Werte
insgesamt so niedrig, dass man von einem volligem Fehlen der NB1-mRNA
Transkription in diesen Zellen ausgehen kann.

Eine der Ursachen fur das vollige Fehlen von NB1-Glykoproteinen auf der
Zelloberflache ist ein Splicing-Defekt (Bux, 2000; Kissel, 2002). In diesen Féallen
wurden in der vorhandenen mRNA Insertionen von Intron-Sequenzen gefunden, was
zur Bildung von Stop-Codons geflihrt hat. Dem Protein fehlten somit mdgliche

geeignete Abschnitte zur Verlinkung an einen GPI-Anker.
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1.3.3 Struktur und biochemische Eigenschaften

NB1 gehort zur Ly-6-Gen-Superfamilie. Diese Proteine sind charakterisiert durch das
Vorhandensein von cysteinreichen Doméanen mit jeweils acht bis zehn Cysteinresten
und einer Lange von 70-100 Aminosauren. Innerhalb der Superfamilie kbnnen zwei
Subfamilien unterschieden werden: Zum einen Proteine mit einer GPI-Verankerung,
zum anderen sekretorische Proteine ohne GPI-Anker (Stroncek et al., 2004).
Wahrend NB1 jeweils sechs Cysteinreste pro Domane aufweist, besitzen die
anderen Mitglieder entweder acht oder zehn Cysteinreste je Doméane. Auch in der
Anzahl der Domanen weist NB1 eine Besonderheit auf. Die meisten Ly-6 Proteine
haben nur eine cysteinreiche Domane, NB1 hingegen besitzt zwei und uPAR drei
solcher Domanen (Plesner et al., 1997). uPAR ist auch gleichzeitig das Molekdil,
welches zu NB1 die grof3te Homologie aufweist. Insgesamt jedoch ist die Homologie
innerhalb der Familie mit 20-30 % nur gering. Auch die Funktionen der einzelnen
Proteine decken ein weites Spektrum ab, sind allerdings insgesamt betrachtet noch
nicht ausreichend erforscht.

Mit Hilfe monoklonaler Antikbrper sowie von Alloantikérpern wurde ein
Molekulargewicht fir NB1 durch SDS-PAGE von 58-64 kDa unter nicht reduzierten
Bedingungen ermittelt (Stroncek et al., 1990; Skubitz et al., 1991). Eine Veranderung
des Molekulargewichts unter reduzierten Bedingungen (52-57 kDa) spricht fur das
Vorhandensein von Disulfidbricken. Eine exaktere Untersuchung mittels
Massenspektrometrie ergab ein Molekulargewicht von 50,556 kDa mit drei
Asparagin-gebundenen Glykan-Resten (Kissel et al.,, 2001). Unter reduzierten
Bedingungen ist eine Bindung bislang etablierter monoklonaler Anti-NB1-Antikérper
nicht moglich, daher scheint die Antigenitat von NB1 sehr stark von dessen
Tertiarstruktur abzuhangen (Stroncek et al., 1990; Kissel et al., 2001). Unabh&ngig ist
das NB1-Epitop allerdings von den angehdngten Zucker-Molekilen. So konnten
nach einer Zuckerabspaltung durch N-Glykosidase die Epitope der monoklonalen
Antikorper TAG 4 und 7D8 weiterhin erkannt werden.

Bei Untersuchungen zur Oberflachenexpression konnte gezeigt werden, dass
verschiedene monoklonale Antikdrper gegen NB1 die gleiche Subpopulation an
Granulozyten erkennen (Stroncek et al., 1990; Goldschmeding et al., 1992). Daher
existieren auf dem NB1-Glykoprotein mindestens 2 verschiedene Epitope und der
Unterschied zwischen der positiven und der negativen Subpopulation kann nicht nur

in Veradnderungen innerhalb eines Epitops zu finden sein. Ausgeschlossen als

26



Ursache fiur die Existenz der verschiedenen Subpopulationen wurden ebenfalls rein
morphologische Unterschiede (Stroncek et al., 1998b).

1982 wurde mit NB2 ein potentielles Allel von NB1 beschrieben (Lalezari et al.,
1982). Der Anteil NB2-tragender Individuen an der Gesamtbevdlkerung ist mit 68 %
wesentlicher geringer als bei NB1 (McCullough et al., 1987). Spater konnte jedoch in
einer Untersuchung gezeigt werden, dass polyklonale Anti-NB1-Antikérper nicht in
der Lage waren, das NB2 tragende Molekil zu identifizieren (Stroncek et al., 1993a).
Daher ist man heute der Ansicht, dass es sich bei diesem Glykoprotein nicht um ein
Allel von NB1 handelt, wobei genauere Untersuchungen noch ausstehen.

Die Verankerung des NB1-Molekiils erfolgt Gber einen GPI-Anker (Skubitz et al.,
1991; Goldschmeding et al., 1992). Durch die GPI-spezifische Phospholipase C
konnen die NB1-Proteine von der Oberflache der neutrophilen Granulozyten
abgespalten werden. Dies wurde bestatigt durch die Untersuchung von Personen mit
paroxysmaler nachtlicher Hamoglobinurie. Hier kommt es durch eine Genmutation
zur fehlerhaften Ausbildung des GPI-Ankers. Bei diesen Personen ist die mittlere
GrofRe der NB1l-positiven Subpopulation mit 33 % wesentlicher geringer als bei
Personen ohne Gendefekt mit 64 % (Goldschmeding et al., 1992).

Werden NB1-positive Granulozyten mit einem humanen Allo-Anti-NB1-Antikorper bei
4°C inkubiert, beobachtet man eine Bindung der Ak nur an den membranstandigen
Proteinen. Diese membranstandigen NB1-Molekile waren dabei nicht gleichmalig
auf der Oberflache verteilt, sondern sie lagen konzentriert in wenigen Gebieten vor
(Goldschmeding et al., 1992). Standen zwei neutrophile Granulozyten dabei in
direktem Kontakt miteinander, wurden die NB1-Proteine zusétzlich an den Spitzen
von Zellauslaufern bzw. in den korrespondierenden Invaginationen vorgefunden.
Werden die Zellen anschlieRend fiir eine gewisse Zeit bei 30°C inkubiert, finden sich
anschlieBend die zuvor membranstandigen Molekile in zytoplasmatischen Vakuolen
wieder und es kommt zu einer Abnahme der Proteinkonzentration auf der
Zelloberflache. Erfolgt die Inkubation bei 30°C vor der Inkubation mit dem
Sekundarantikorper, fallt die Abnahme der Proteinkonzentration nur sehr gering aus.
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1.3.4 Funktion von NB1

Obwohl das NB1-Antigen schon relativ lange bekannt ist und es aufgrund seiner
heterogenen Expression auf vielseitiges Interesse stof3t, ist seine eigentliche
Funktion bisher nur unzureichend erforscht. Seine Verwandtschaft zu anderen
Mitgliedern der Ly-6-Gen-Superfamilie erlaubt keine Aussage, da diese Proteine

unterschiedlichste Funktionen innehaben.

_ _ Cysteinreiche _ _
Protein Expression Eigenschaften / Funktion
Domanen

CD59 Erythrozyten 1

Marker Prostatakrebs,
PSCA Prostata 1 Steigerung der Zellteilung

von Prostatazellen

Uberexprimierung beim

E-48 (LY6D) Keratinozyten 1 _ )
Plattenepithelkarzinom
Promyelozytische Expression durch Tretionin
RIG-E _ 1
Leukamie (=FATRA)
Lymphoblastische
LY6H 1

Leuka&mie, Gehirn

Uberexprimierung beim

LYGK Keratinozyten 1 _
Squamosen Zell-Karzinom
Expression durch
GML 1
Suppressor Gen p53
SP-10 Spermien, Hoden 1 abnormales RNA splicing
SAMP14 Spermatozoen 1
Neutrophile
NB1 2 ?
Granulozyten
Neutrophile .
Rezeptor d. Urokinase Typ
UPAR Granulozyten, 3 _ _
Plasminogen Aktivator
Monozyten

Tab. 2: GPI-verankerte Proteine der Ly-6-Gen-Superfamilie (modifiziert nach Stroncek et al.,
2004).
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Das Protein mit der groRten strukturellen Ahnlichkeit zu NB1 ist uPAR (CD87).
Dieses stand in zahlreichen funktionellen Untersuchungen im Mittelpunkt und es ist
heute bekannt, dass es vielseitige Zellfunktionen besitzt. Auf der Ebene der
Leukozytenadhéasion spielt es eine Rolle durch Interaktionen mit B1- oder B2-
Integrinen (Plesner et al., 1997). Ob auch NB1 eine solche Funktion aufweist ist
bislang unbekannt. Allerdings existiert eine Untersuchung tber die Unterschiede in
der Adhasion und Chemotaxis NB1-positiver und NB1-negativer Neutrophiler. So
wurde gezeigt, dass bei unstimulierten Neutrophilen die Adhasion von NB1-
negativen Zellen an Endothelzellen starker ist als bei denen, die das Antigen auf
ihrer Oberflache tragen. Kein Unterschied in der Adhésion zeigte sich jedoch in den
Fallen, wo die Granulozyten zuvor mit fMLP oder Cha stimuliert wurden. In keinem
Fall kam es zu Unterschieden in der Chemotaxis zwischen NB1-positiven und NB1-
negativen Zellen (Stroncek et al., 1994).

Werden neutrophile Granulozyten durch verschiedene Stoffe stimuliert bzw. aktiviert,
fuhrt dies zu Veranderungen in deren NB1-Oberflachenexpression. So erhéht sich
bei in vitro-Experimenten die NB1-Oberflachenkonzentration nach einer Stimulation
der Zellen durch fMLP (Skubitz et al., 1991; Goldschmeding et al., 1992), wahrend
dabei gleichzeitig der Anteil NBl-positiver Zellen unveréndert bleibt. Der gleiche
Effekt kann in vivo durch die Gabe von G-CSF erreicht werden (Gohring et al., 2004).
Erfolgt bei in vivo-Experimenten die G-CSF-Gabe tUber mehrere Tage, kommt es zum
einen zu einer Erh6hung der Proteinkonzentration auf der Oberflache, zum anderen
erhoht sich aber auch ab dem 6. Tag der Anteil der NB1-positiven Zellen (Stroncek et
al., 1998b). Auch hat die Gabe von G-CSF Einfluss auf den mRNA-Gehalt NB1-
positiver Zellen. So wird dieser ebenfalls nach einer Stimulation signifikant erhéht
(Wolff et I., 2003; Passamonti et al., 2004), woraus eine hohe Assoziation zwischen
der Anzahl der mRNA-Kopien und der NB1-Oberflachenkonzentration postuliert wird
(Gohring et al., 2004). Eine Assoziation zwischen der Erh6hung des NB1-mRNA
Levels und einer erh6hten Neutrophilenproduktion wird in der Literatur ebenfalls
angegeben (Stroncek et al., 2004). Auf andere GPI-verankerte Proteine kann G-CSF
auch den gegenteiligen Effekt haben. So wurde gezeigt, dass durch eine einmalige
Gabe von G-CSF die Expression von CD16 zunachst leicht ansteigt, die durch die G-
CSF-Gabe neu gebildeten Granulozyten jedoch eine geringere Expression aufweisen
(Kerst et al., 1993).
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Verschiedene Untersuchungen deuten auf eine Beeinflussung der granulozytaren
Abwehrfunktion hin, allerdings sind die Befunde uneinheitlich. So konnte gezeigt
werden, dass durch die Bindung von monoklonalen Antikorpern an NB1 die Effizienz
der Abtdtung von Candida albicans abnimmt. Wahrend die Phagozytose-Aktivitat der
Zellen dabei unbeeinflusst bleibt, kommt es zu einer Reduktion der
Sauerstoffradikalbildung (Bartunkova et al.,, 1997). Eine Steigerung der
Sauerstoffradikalbildung  durch  Anti-NB1-Antikorper wurde dagegen von
verschiedenen Arbeitsgruppen beobachtet (Bux et al., 1993a; Nardi et al., 2001).
Weiterfihrend wurde auch eine Beeinflussung der Phagozytoseaktivitat gezeigt:
Durch NB1-spezifische Alloantiseren bzw. durch monoklonale Antikérper konnte eine
Hemmung der Phagozytose erreicht werden (Bux et al., 1993a).

Des weiteren erweisen sich Personen mit vollstandiger NB1-Defizienz als klinisch
gesund, und ihre neutrophilen Granulozyten =zeigen keine funktionellen
Veréanderungen (Stroncek et al., 2004). Aufgrund der Hochregulation von NB1 nach
einer Stimulation durch fMLP sowie der Mdglichkeit der Verlagerung ins Zellinnere
nach einer, durch Antikorper bedingten, Kreuzvernetzung der Proteine, wird eine
Rezeptorfunktion fur NB1 angenommen (Goldschmeding et al., 1992).

Eine weitere interessante Beobachtung wurde im Wachstum von mit CD177
transfizierten Zellen gemacht. Hier fiel auf, dass CHO-CD177-Zellen eine schnellere
Wachstumsrate aufweisen als untransfizierte CHO-Zellen (Mnjoyan et al., 2005).
Dieser Wachstumsunterschied wurde noch deutlicher, wenn das Kulturmedium kein
FCS enthalt.

1.3.5 Die Rolle von NB1 bei verschiedenen Erkrankungen

Verschiedene Erkrankungen sind bisher beschrieben worden, bei deren Entstehung
das NB1-Antigen bzw. Anti-NB1-Antikorper eine Rolle spielen. Im Vordergrund
stehen dabei Immunneutropenien, insbesondere die Neonatale Alloimmun-
Neutropenie (NAIN) (Lalezari et al., 1971; Bux et al., 1992b; Felix & Calhoun, 2000;
Maheshwari et al., 2002). Hierbei bilden NB1-defiziente Mutter Antikorper gegen die
NB1-positiven Granulozyten des Fotus (s. Kap. 1.3.1). Durch die darauffolgende
Zerstorung der Zellen kann dies zu einer Immunschwéche mit anschlieRender
erhohter Gefahr einer Infektion des Neugeborenen fuhren. Allerdings kommt es nach
etwa 3-28 Wochen, im Mittel nach 11 Wochen, zu einer spontanen Remission (Bux

et al., 1992b), da die maternalen Antikérper immer nur in einer begrenzten Zahl
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vorliegen. Uber eine Immunneutropenie verursacht durch Anti-NB1-Antikdrper wird
bei einer Transplantation von Knochenmark berichtet (Stroncek et al., 1993b). Ein
weiterer Fall ist im Rahmen einer unverwandten Stammzelltransplantation
aufgetreten (Pocock et al., 2001).

Neben den Neonatalen Autoimmun-Neutropenien spielt NB1 auch eine Rolle bei
Transfusionszwischenfallen.  Von  groer Bedeutung ist  hierbei die
Transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz (TRALI). TRALI gilt in den USA und
Grol3britannien als haufigste Todesursache im Rahmen transfusionsbedingter
Zwischenfélle (Holness et al.,, 2004). Die Inzidenz fur TRALI betragt ca. 1:625—
1:2500 je transfundiertem Patient und etwa 5-26 % aller Falle enden todlich (Bux,
2002; Bux, 2005). Gekennzeichnet ist die Erkrankung durch das Auftreten von akuter
Atemnot, einer Hypoxadmie sowie eines beidseitigen, nicht-kardiogenen
Lungenddems, das typischerweise innerhalb der ersten 6 Std. nach einer
Bluttransfusion auftritt.  Dabei gilt TRALI als eine bisher unterdiagnostizierte
Erkrankung, von der Symptomatik &hnelt es dem ARDS. Fir das Auftreten einer
klinischen TRALI-Symptomatik scheint neben der auslésenden Komponente auch
eine Vorerkrankung der betreffenden Person notwendig zu sein (Silliman et al.,
1998). Die auslosenden Komponenten lassen sich in 2 Gruppen einteilen:

Zur ersten, seltener vorkommenden Gruppe gehdren nicht-immunogene Substanzen,
d.h. granulozyten-aktivierende Substanzen in transfundierten Erythrozyten- oder
Thrombozytenpraparaten, wie beispielweise biologisch aktive Lipide (Silliman et al.,
1997; Silliman et al., 2003).

Zur zweiten Gruppe gehéren immunogene Substanzen. So konnten Anti-HLA-
Antikorper oder auch Anti-NB1-Antikbrper im Blut des Empfangers bzw. im
Spenderblut nachgewiesen werden (Bux et al., 1996; Leger et al., 1999; Fung et al.,
2003; Sachs et Bux, 2003).

Nicht eindeutig geklart ist bisher der genaue Pathomechanismus fir die Entstehung
des Lungenddems. Mdglicherweise spielen dabei eine durch Antikdrper bedingte
Leukozytenagglutination im Kapillargebiet oder eine durch Antikdrper verursachte

Aktivierung der Neutrophilen mit anschliel3ender Endothelschadigung eine Rolle.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

1. Etablierung und Validierung eines ELISA-Testsystems zur quantitativen

Bestimmung von NB1

2. Untersuchungen zur unterschiedlichen Expression von NB1 auf der Zelloberflache

und in der gesamten Zelle

3. Nachweis einer I6slichen Form von NB1 aus dem Plasma mittels verschiedener

biochemischer Untersuchungsmethoden

4. Untersuchungen zur Funktion von NB1 einschlie3lich der Charakterisierung eines

Counterrezeptors
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antikorper

7D8 (Anti-NB1) Institut fur Klinische Immunologie und
Transfusionsmedizin, Giel3en

7D8 (Uberstand) Institut far Klinische Immunologie und
Transfusionsmedizin, Giel3en

7D8 (biotinmarkiert) Institut fur Klinische Immunologie und

Transfusionsmedizin, GielRen

Anti-E-Selektin/FITC Fa. Serotec, Oxford, England

Gi 18 (Anti-PECAM-1) Institut fur Klinische Immunologie und
Transfusionsmedizin, Giel3en

MEM166 (Anti-NB1) Fa. Serotec

PECAM 1.1 (Anti-PECAM-1) Dr. P. Newman, Blood Research Institute,
Milwaukee, USA

PECAM 1.2 (Anti-PECAM-1) Dr. P. Newman, Blood Research Institute,

Milwaukee, USA
Polyklonaler Rabbit-Anti-Mouse/FITC Fa. DakoCytomation, Hamburg
Polyklonaler Rabbit-Anti-Human/FITC Fa. DakoCytomation
Humanes Anti-NB1 wurde uns freundlicherweise von Prof. Jirgen Bux, DRK-

Blutspendedienst, Hagen, zur Verfugung gestellt.

2.1.2 Proteine

E-Selektin Fa. Serotec

hPECAM-1 Fa. Serotec

Das Protein PRV1 wurde uns freundlicherweise von Prof. Dr. Heike Pahl (Institut fur
Experimentelle Anasthesie, Universitat Freiburg) zur Verfigung gestellt.

PECAM-Fc erhielten wir von Peter J. Newman, Blood Research Institute, The Blood
Center of Southeastern Wisconsin, Milwaukee.

Das AB-Serum stammt aus dem Institut fur Klinische Immunologie und
Transfusionsmedizin, Giel3en. Es handelt sich hierbei um gepooltes Humanplasma

der Blutgruppe AB.
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2.1.3 Zellen und Zellkulturmedien
7D8-Hybridomzellen: 400 ml RPMI 1640 mit L-Glutamin, 10 ml 50x HT
Supplement, 100 ml FCS, 2,5 ml P/S

CHO-NBL1.: 447,5 ml MEM, 50 ml FCS, 2,5 ml P/S,
400 mg Geneticin
CHO-K1: 447,5 ml MEM, 50 ml FCS, 2,5 ml P/S
CHO-PECAMLI.: 447,5 ml MEM, 50 ml FCS, 2,5 ml P/S,
400 mg Zeocin
Endothelzellen: 200 ml MCDB 131 (Invitrogen) 22,73 ml FCS, 2,3 ml

P/S, 2,3 ml Glutamin, 909 ul ECGS, 1 mg EGF
Die Zellreihen CHO-K1, CHO-NB1 und CHO-PECAM-1 wurden uns
freundlicherweise  von  Thomas  Schmitt-Wo6ll,  Institut  fir  Biochemie,
Universitatsklinikum Giel3en und Marburg zur Verfligung gestellt. Die CHO-NB1-

Zellen exprimieren dabei native NB1-Proteine, d.h. NB1 mit einem GPI-Anker.

2.1.4 Losungen und Puffer

e Ammoniumchlorid: 8,3 g NH4ClI, 1 g KHCO3, 0,037 g Na, EDTA
Triplex, pH =7,4

e APS-Puffer: 312,5 mg APS, 25 ml Aqua dest.

e BCECF: 50 pg in 100 pl DMSO

e Coating-buffer: 1,5 g Natriumcarbonat, 2,93 g Natrium-

hydrogencarbonat, 0,2 g Natriumazid,
1000 ml Aqua dest., pH = 9,6

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

e Einfriermedium: 80 % des jeweiligen Zellkulturmediums,
20 % DMSO

e HBSS: 10 % HBSS (10x), 90 % Aqua dest.

e Lysispuffer: 4,9 ml IPB-Puffer, 100 ml PMSF (100mM)

e Paraformaldehyd: 800 mg PFA, 20 ml PBS, 600 pl 3 M NaOH,
600 ul 3M HCI, pH =7,4

e PBS (ohne Ca**/Mg?"): 10 % PBS (10x), 90 % Aqua dest.

e Substratlésung: 3 ml Aqua dest., 1 Tabl. OPD, 1,25 ul H,0O:

e LoOsungen fur die Kopplung des mAk 7D8 an CNBr-aktivierte Sepharose
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4B:
o Kopplungspuffer: 0,1 M Natriumhydrogencarbonat, 2 M NacCl,
pH = 8,3
o Blockierungspuffer: 0,1 M Tris-HCI, pH = 8,0
o Zyklus-Waschpuffer 4,0: 0,1 M Natriumacetat-trihydrat, 0,5 M NaCl,
pH=4,0
o Zyklus-Waschpuffer 8,0: 0,1 M Tris-HCI, 0,5 M NaCl, pH = 8,0

e LoOsungen fur Immunaffinitdtschromatographie:

o Lysepuffer: 230 ul 20 mM TBS, 7,5 pul Protease-Inhibitor-

Cocktail,10 pl EDTA (5 %), 1 % Triton X-100
Waschpuffer A: 50 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl, 0,02 % NaNs;,
0,1 % Triton X-100, pH = 8,0
Saurepuffer: 500 mM NacCl, 200 mM Essigséaure, 0,1 Triton X-100,
pH=2,8
Basenpuffer: 0,05 M Diethylamin, 0,1 % Triton X-100, pH = 11,5
Bindungspuffer (10fach): 60 ml NaHPO,4 (0,2 mol), 100 ml NaH,;POs4,
pH=7,0

e Ldsungen fur IgG-Aufreinigung von Plasmaproben:

o Neutralisationspuffer : 12,11 g TRIS-HCI in 90 ml Aqua dest., pH =9,0

o Elutionspuffer (10fach): 7,51 g Glycin in 90 ml Aqua dest., pH = 2,7

@)

O

@)

@)

e LoOsungen fur Phasen-Separation mit Triton X-114:
o Tritonpuffer: 10 mM Tris, 20 mM EDTA, 154 mM NacCl,
2 % Triton X-114, pH =8,0
o Saccharosepuffer: 175 mM Saccharose, 10 mM Tris, 514 mM NacCl,
1 mM EDTA, 4 % Triton X-114, pH = 7,4

e Ldsungen fur Endothelzellisolierung:
o Collagenase-Losung: 12,5 mg Collagenase in 50 ml HBS**-Puffer
o HBS-Stock-Losung (11fach): 88 g NaCl, 3,3 g KCL, 26,2 g HEPES,
22 g Glukose, 1 | Aqua dest., pH = 7,58
o HBS-Puffer (1fach) : 100 ml HBS-Stock-Lsg., 1 | Aqua dest.
o HBS"*-Puffer: 100 ml HBS-Stock-Lsg., 1 | Aqua dest., 15 mM
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CaCly, 15 mM MgCl,

e LoOsungen fur Immunprazipitation:

O

O

IPB-Puffer : 50 mM Tris, 150 mM NacCl, 1 % Triton X-100, pH = 7,4

Sample-Buffer (non reduced): 950 pl Aqua dest, 1 ml Lésung C, 1 ml
L6sung D, 1 ml Glycerin, 100 ul Bromphenol-
blau, aufteilen in 400 ul Aliquots und bei 4°C
lagern. Unmittelbar vor Gebrauch 100 pl Aqua
dest. hinzugeben

e Losungen fur SDS-PAGE:

O

O

O

@)

Ldsung B: 36,3 g Tris, 100 ml Aqua dest., pH = 8,8
Lésung C: 10 g SDS, 100 ml Aqua dest.,
Losung D: 3 g Tris, 50 ml Aqua dest., pH = 6,8
Trenngel (10 %): 2,49 ml Aqua dest., 1,594 ml Rotiphorese Gel
30, 581 pul Lésung B, 46,9 ul Lésung C, 6,25 pl
Temed, 156,25 ul APS
Sammelgel: 1,75 ml Aqua dest., 0,5 ml Rotiphorese Gel 30,
312,5 ul Lésung D, 25 pl Lésung C, 7,5 pl Temed,
93,75 ul APS
Sample-Buffer (non reduced): 950 pl Aqua dest, 1 ml Lésung C, 1 ml
Losung D, 1 ml Glycerin, 100 pl Bromphenol-
blau, aufteilen in 400 ul Aliquots und bei 4°C
lagern. Unmittelbar vor Gebrauch 100 ul Aqua
dest. hinzugeben
Laufpuffer: 100 ml Rotiphorese® SDS-PAGE, 900 ml Aqua dest.

e Losungen fur Immunoblot:

O

O

O

Puffer A: 36,3 g Tris, 800 ml Aqua dest., 200 ml Methanol, pH = 10,4
Puffer B: 3,03 g Tris, 800 ml Aqua dest., 200 ml Methanol, pH = 10,4
Puffer C: 5,2 g eAminocapronsaure, 800 ml Aqua dest.,
200 ml Methanol
Blockierungslésung: 1,5 g BSA, 100 ml ECL-Waschpuffer
Konjugationslosung: 3,3 pl Streptavidin-HRP,
9,997 ml Blockierungslosung
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o ECL-Waschpuffer: 20 mM Tris-HCI, 154 mM NacCl, 0,05 % Tween 20,
pH=7,4

e Ldsungen fur die Silberfarbung:
o Silberfarbungslésung A: 0,69 M Sulfosalicylsaure,

3,6 M Trichloressigsaure

@)

Silberfarbungslésung B: 1,23 M Methanol, 0,18 M Essigsaure
Silberfarbungslosung C: 10 % Glutaraldehyd, 90 % Aqua dest.
Silberfarbungslésung D: 19 mM NaOH, 4,7 mM AgNOg3,
12 mM NH,OH
Silberfarbungslésung E: 2,45 M Methanol, 0,24 mM Zitronensaure,
0,018 % Formaldehyd

@)

O

@)

e Losungen fur Adhasionstest mit Fluoreszenzmarkierung:
o Farbelésung: 0,5 % Kristallviolett, 20 % Methanol, 79,5 % Aqua dest.
o Fixierungslosung: 50 % Methanol, 50 % Aceton
o Messldsung: 40 % Methanol, 10 % Essigséaure, 50 % Aqua dest.

2.1.5 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie Herkunft

Fa. PAA Laboratories, Colbe,

Accutase
Deutschland

Aceton Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Ammoniumchlorid Fa. Merck

Ammoniumhydroxid Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland

BCECE Fg. Molecular Probes, Leiden,
Niederlande

Butanol Fa. Merck

CaCl, Fa. Merck

Collagenase Fa. Worthington Biochemical
Corporation, New Jersey, USA

Dextran Fa. Pharmacia, Freiburg, Deutschland

Diethylamin Fa. Merck

DMSO Fa. Fluka, Buchs, Schweiz

DPI Fa. Sigma, St. Louis, USA

ECGS Fa. PromoCell, Heidelberg, Deutschland

ECL+-Reagenz Fa. Amersham Biosciences, Freiburg,
Deutschland

EGE Fa. PAN Biotech, Aidenbach,
Deutschland

37




EDTA Fa. Merck
Eaminocapronsaure Fa. Merck

Essigsaure Fa. Merck

FCS Fa. PAN Biotech
Ficoll-Paque Fa. Amersham Biosciences
FMLP Fa. Sigma

Formaldehyd Fa. Merck

GCSF Fa. Endogen, Boston, USA
Geneticin Fa. Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Glutamin Fa. PAA Laboratories, Linz, Osterreich
Glutaraldehyd Fa. Merck

Glycerin Fa. Merck

HCI Fa. Merck

Hi Trap™ Protein G HP Fa. Amersham Biosciences
H.O, Fa. Merck

Isopropanol Fa. Merck

KCI Fa. Merck

Kristall-Violett Fa. Fluka

Lipofectamin™ 2000 Reagent Fa. Invitrogen

MgCl, Fa. Merck

MEM Fa. GIBCO BRL, Grand Island, USA
Methanol Fa Fluka

NacCl Fa. Roth

NaOH Fa. Merck
Natriumacetat-trinydrat Fa. Merck

Natriumazid Fa. Merck
Natriumcarbonat Fa. Merck
Natriumhydrogencarbonat Fa. Merck

NHS-LC-Biotin Fa. Pierce, Rockford, USA
Ostrogen Fa. Sigma

OPD Fa. Dako

Opti-MEM® Fa. Invitrogen

PBS Fa. Gibco

PFA Fa. Merck

Prestained Protein Ladder

Fa. Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland

Protease Inhibitor Cocktail Fa. Sigma

Protein-G beads Fa. Gerbu

P/S Fa. PAN Biotech

Rotiphorese® Gel 30 Fa. Roth

Rotiphorese® SDS-PAGE Fa. Roth

RPMI 1640 Fa. PAA

Schwefelsaure Fa.Sigma

SDS Fa. ICN, Eschwege, Deutschland
Sepharose 4B Fa. Amersham Biosciences

Sepharose-Saule

Fa. Pharmacia
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Silbernitrat Fa. Sigma
Streptavidin-HRP Fa. Amersham Biosciences
Sucrose Fa. Merck
Sulfosalicylsaure Fa. Merck

TBS Fa. Gibco

Temed Fa. Gibco

TNFa Fa. R&D Systems, Minneapolis, USA
Trichloressigséure Fa. Merck

Tris Fa. Roth

Tris-HCI Fa. Roth

Triton X-100, X-114 Fa. Sigma

Zeocin Fa. Invitrogen
Zitronensaure Fa. Merck

Vorgefertigte Systeme (Kits)

BCA Protein Assay Reagent Kit® |Fa. Pierce

Bursttest (Phagoburst®)

Fa. ORPEGEN Pharma, Heidelberg,
Deutschland

CELLection™ Pan Mouse 1gG Kit

Fa. Dynal Biotech, Hamburg

QIFIKIT®

Fa. Dako

Verbrauchsmaterialien

3-Wege-Hahn

Fa. Braun, Melsungen, Deutschland

Einfrierampullen

Fa. NUNC, Wiesbaden, Deutschland

Eppendorfgefal’ 1,8 ml

Fa. Roth

Falcon™-R6hrchen

Fa. BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Filterpapier

Fa. Schleicher & Schuell, Dassel,

Deutschland

Flachbodenplatte 96-well

Fa. Greiner-Bio-One

Flachbodenplatte 24-well

Fa. Greiner-Bio-One

Glaspipetten 5, 10, 20 ml

Fa. Brand, Wertheim, Deutschland

Kabelbinder

Fa. Cimco
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Latexhandschuhe Fa. Roth

u-clear-Platte Fa. Greiner-Bio-One

Fa. Fuhrmann, Neunkirchen,
Mullkompressen
Deutrschland

Nitrocellulose-Membran Fa. Amersham Biosciences

_ Fa. American Can Company, New York,
Parafiim®©

USA

Pasteurpipetten Fa. Kahlensee, Giel3en, Deutschland
Petrischalen Fa. Falcon, Franklin Lakes, USA
Plastikrohrchen (15 ml, 50 ml) Fa. Greiner-Bio-One
Pipettenspitzen Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

(0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pi)

Pipettenspitzen steril
(0,5- 101, 10-100)

Fa. Greiner-Bio-One

Polyréhrchen Fa. Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland
Rontgenfilm Fa. Agfa, Minchen, Deutschland
Rundbodenplatte, 96-well Fa. Greiner-Bio-One

. Fa. Feather Industries, LTD, Tokio,
Skalpelle, steril

Japan
Slide-A-Lyzer® 10K Dialysis )
Fa. Pierce
Cassettes
Schuttler Duomax 1030 Fa. Heidolph, Kelkheim, Deutschland
Ultrazentrifugenréhrchen Fa. Greiner-Bio-One

_ Fa. Becton Dickinson, Heidelberg,
Vacutainer Blutrohrchen
Deutschland

Wagepapier Fa. Schleicher & Schnell

Zellkulturflaschen mit Filter (250 ) ]
) Fa. Greiner-Bio-One
m

Zellkulturflaschen ohne Filter (250 ) )
Fa. Greiner-Bio-One

ml)
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Gerate & Instrumente

Analysenwaage AE 100 Fa. Mettler, Zurich, Schweiz
Analysenwaage PJ 6000 Fa. Mettler

Arterienklemme Fa. Helwig
Durchflusszytometer FACSCalibur | Fa. Becton & Dickinson

Dynal Magnetic Particle Separator

Fa.

Dynal Biotech, Hamburg,

Deutschland

Fluoreszenz-Lesegerat FLX 800

Fa.

Bio-Tek Instruments, Vermont, USA

Gefrierschrank (-20°C)

Fa.

Bosch, Stuttgart, Deutschland

Fa. Electrolux, Stockholm, Schweden
Gefrierschrank (-80°C) Fa. Bosch
Knopfkanile Fa. Helwig
Kuhlschrank Fa. Electrolux
Lichtmikroskop Labovert Fa. Leitz, Wetzlar, Giel3en
Lichtmikroskop Fa. Leitz
Magnetruhrer, Typ RCO Fa. Janke & Kunkel KG, Staufen,

Deutschland

Mehrkanalpipette Fa. Eppendorf

Multipipette Fa. Eppendorf
Neubauer-Zahlkammer Fa. Optiklabor

PH-Meter Fa. WTW, Weilheim, Deutschland
Photometer Fa. Zeiss, Jena, Deutschland

Plattenphotometer Sunrise

Fa.

Tecan, Salzburg, Deutschland

Plattenzentrifuge, Labofuge GL

Fa.

Heraeus Christ, Hanau, Deutschland

Plattenzentrifuge, Universal 32

Fa.

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Rotator

Fa.

Fisher-Scientific, Ingolstadt,

Deutschland

SDS-PAGE-Halteapparatur

Fa

. Keutz, Reiskirchen, Deutschland

Sterilbank Hera Safe

Fa

. Heraeus Christ

Tischzentrifuge Biofuge A

Fa

. Heraeus Christ

Tischzentrifuge Mikro 20

Fa

. Hettich
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Ultrazentrifuge Discovery 100 Fa. Sorvall

Vortexer, Reax 2000 Fa. Heidolph, Kehlheim, Deutschland
warmeschrank Fa. Ehret, Freiburg, Deutschland
Wasserbad, SW 21C Fa. Julabo, Seelbach, Deutschland
Zellcounter Fa. Sysmex Digitana, @ Hamburg,

Deutschland

Zellkulturschrank Hera Cell Fa. Heraeus Christ
Zentrifuge Rotixa/A Fa. Hettich
Zentrifuge Rotina 35 Fa. Hettich

2.2 Methoden

2.2.1 Probensammlung und Probenaufbereitung

2.2.1.1 Isolierung von Granulozyten aus EDTA-Blut

Die Isolierung von Granulozyten erfolgte modifiziert nach Boyum (Boyum, 1968).
Hierfir wurden zu 10 ml EDTA-Blut jeweils 2,5 ml einer 5 %-igen Dextranlésung
hinzugegeben. Nach kurzzeitigem Schwenken erfolgte eine Inkubation fiir 30 min bei
37°C. Zur Beschleunigung der Sedimentation der Erythrozyten wurden die
Blutrohrchen schrag gestellt. Wahrend der Inkubation wurden in jeweils 2 Poly-
Rohrchen fur 10 ml EDTA-Blut je 2,5 ml einer Ficoll-Paque L&sung vorgelegt, auf
welche anschlieRend der leukozytenhaltige Uberstand mittels einer Pasteur-Pipette
vorsichtig geschichtet wurde. Nach einer Zentrifugation bei 1.200 UpM fir 30 min bei
RT befanden sich im Pellet der Probe die Granulozyten zusammen mit noch Ubrig
gebliebenen Erythrozyten, in der darauffolgenden Interphase die Lymphozyten und
Monozyten. Oberhalb der Interphase lag der plasmahaltige Uberstand und die
Thrombozyten. Die Interphase und der Uberstand wurden abgesaugt, und auf das
Pellet wurden 2 ml einer Ammoniumchloridiésung gegeben und zwei- bis dreimal
resuspendiert. Durch eine Inkubation von 5 min auf Eis wurden dadurch die noch
ubrig gebliebenen Erythrozyten lysiert. Die Reste der Erythrozyten wurden durch 2-
maliges Waschen mit PBS fur jeweils 5 min bei 800 Upm entfernt.

Da Granulozyten bereits durch Kontakt mit der Rdhrchenwand aktiviert werden
konnen, erfolgten sowohl die Isolierung als auch die Durchfiihrung von Experimenten

mit Granulozyten stets am Tag der Blutentnahme.
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2.2.1.2 Fixierung von Granulozyten

Die aus 10 ml EDTA-Blut isolierten Granulozyten wurden in 1,5 ml PBS gegeben.
Nach der Zugabe von 0,5 ml einer 4 %igen PFA-LGsung erfolgte eine Inkubation fir
5 min bei Dunkelheit und RT mit anschlieendem Waschen mit PBS fir 5 min bei
800 Upm. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet, je nach GroRe, in

1-2 ml PBS resuspendiert.

2.2.1.3 Herstellung von Granulozytenlysat

Da in den folgenden Versuchen quantitative Aussagen eine entscheidende Rolle
spielten, wurden fiir die Herstellung von Granulozytenlysat stets jeweils 5 x 10°
Zellen je Probe verwendet. Die Granulozyten wurden in ein 1,8ml Eppendorfgefaf}
gegeben und durch Zentrifugation bei 12.000 Upm fur 3 min vom PBS getrennt. Der
Uberstand wurde verworfen und zu dem Zellpellet wurden 250 pl Lysepuffer
gegeben. Dies wurde fir 30 min bei einer Temperatur von 4°C auf einem Ruttler
inkubiert. Nachfolgend kam es wiederum zu einer Zentrifugation bei 13.000 Upm fur
30 min bei 4°C. Der Uberstand wurde in ein neues 1,8 ml EppendorfgefaR tiberfihrt

und bis zur weiteren Verwendung bei einer Temperatur von —80°C gelagert.

2.2.1.4 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration von
Granulozytenlysat
Die Bestimmung des Proteingehalts von Granulozytenlysat erfolgte mittels dem BCA
Protein Assay Reagent Kit. Fir die Erstellung einer Standardkurve wurden hierbei 9
verschiedene Verdiunnungen (0-2.000 pg/ml) von bovinem Serumalbumin (BSA)
verwendet. 50 ul von jeder Verdinnungsstufe und jeder Probe wurden zusammen
mit 1 ml ,BCA Working Reagent* fir 30 min bei 37°C inkubiert. Nach einer
Kihlphase von 10 min bei RT erfolgte die Konzentrationsbestimmung am

Photometer.

2.2.1.5 Gewinnung von Plasma

EDTA-BIlut wurde frihestens 2 Std. nach der vendsen Blutentnahme fir 10 min bei
1400 g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand in 1,8 ml Eppendorfgefale
uberfiihrt und erneut fiir 3 min bei 10.000 g zentrifugiert. Nach der Uberfiihrung des

Plasmas in neue Eppendorfgefal3e wurde dieses bei —20°C gelagert.
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2.2.1.6 Kopplung des mAk 7D8 an CNBr-aktivierte Sepharose 4B

Die Kopplung von 7D8 an Sepharose 4B erfolgte nach den Angaben des
Herstellerprotokolls. 3 g Sepharose 4B wurden in 1mM HCI gelést. 10 ml der
gelésten Substanz wurden 15 min mit 600 ml 1mM HCI gewaschen. 25 mg des
gereinigten Antikdrpers (8,3 mg/ml) wurden 1 min bei 13.000 UpM zentrifugiert. Dem
Uberstand wurden 3 ml doppeltkonzentrierter Kopplungspuffer zugesetzt, und nach
der Kontrolle des pH-Werts noch einmal 8 ml Koppplungspuffer. Diese Losung wurde
nun mit 10 ml der Sepharose-Lésung (Verhdltnis 2,5 mg mAk/1 ml Sepharose)
gemischt und zur Kopplung des Antikérpers an die Sepharose tUber Nacht bei 4°C
auf einem Rotator inkubiert. Anschlie3end wurden Uberschissige Liganden entfernt
und das Gel mit 100 ml Kopplungspuffer gewaschen. Durch Zugabe von 35 ml
Blockierungspuffer und Inkubation fur 2 Std. bei RT wurden noch freie reaktive
Gruppen der Sepharose blockiert. Anschlieend erfolgte ein dreimaliges Waschen
alternierend mit jeweils 45 ml Zyklus-Waschpuffer 4,0 und 8,0. Nach Befillen einer
Sepharose-Saule mit dem 7D8-Sepharose-Komplex wurde dieser mit 30 ml
Kopplungspuffer/0,01 Natriumazid gewaschen. Anschlieend wurde die Séaule
verschlossen und bei 4°C aufbewahrt. Fir die spéatere Durchfihrung von
Kontrollversuchen wurde unter analogen Bedingungen eine CNBr-aktiverte
Sepharose 4B mit Maus-IgG gekoppelt (11,2 mg Sepharose/5 mg gequollene

Sepharose).

2.2.1.7 Isolierung von NB1 durch Immunaffinitdtschromatographie

Far die Isolierung von NB1 aus Granulozytenlysat durch
Immunaffinitatschromatographie  wurde zunéchst eine Grobreinigung und
anschlielend eine Hauptreinigung bei 4°C durchgefuhrt. Als Ligand fur das NB1-
Antigen diente immobilisierter mAk 7D8. Jeweils 1 x 10*° Granulozyten wurden in
100 ml Lysepuffer lysiert und somit das NB1-Antigen in LOsung gebracht. Zur
Entfernung stérender Matrixkomponenten wurde das Granulozytenlysat durch
Zentrifugation bei 13.000 g und 4 °C fir 30 min vorgereinigt. Der Uberstand wurde
abgenommen und zur weiteren Isolierung verwendet. Die mit Maus-IgG sowie mit
dem mAKk 7D8 gekoppelten Sepharose 4B Saulen wurden in Serie geschaltet und mit
Hilfe einer Pumpe mit 100 ml Waschpuffer A bei einer Laufgeschwindigkeit von 0,7

ml/min gespult. Zunachst wurde das Granulozytenlysat zur Vorreinigung auf die
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Maus-lgG-Saule gegeben. Anschlielend passierte das nun vorgereinigte
Granulozytenlysat die mit 7D8 beladene Saule in einer Laufgeschwindigkeit von 0,12
ml/min. Nachfolgend wurden die beiden S&ulen voneinander getrennt und die mit
mAKk 7D8 gekoppelte Saule wurde mit 150 ml Waschpuffer A (0,6 ml/min) und 15 ml
NaCl Lésung (0,7 ml/min) gewaschen. Die Elution des an den mAk 7D8 gebundenen
Antigens erfolgte manuell sowohl im sauren als auch im basischen Milieu. Die erste
Elution erfolgte mit 50 ml Saurepuffer mit 0,5 ml/min. Die Eluate wurden in Fraktionen
mit jeweils 4 ml Volumen aufgefangen und augenblicklich mit je 0,96 ml 1 M Tris-HCI
(pH = 9,5) neutralisiert. Die Saule selbst wurde mit 40 ml 0,1 M Tris-HCI (pH = 7,8)
und 10 ml NaCl (0,9 ml/min) gewaschen. Die zweite Elution erfolgte mit 100 ml
Basenpuffer wiederum in 4 ml-Fraktionen, welche sofort mit jeweils 2 ml 1 M Tris-HCI
(pH = 6,8) neutralisiert wurden. Die Eluate wurden zunachst mittels Silberfarbung auf
das Vorhandensein von NB1 und dessen Reinheit, anschlie3end durch Immunoblot

zur Bestatigung der Spezifitat von NB1 Uberpruft.

2.2.1.8 IgG-Aufreinigung von Plasmaproben

Zur Vorbereitung wurde 1 ml 1gG-Saule (Hi Trap™ Protein G HP) mit 10 ml
Bindungspuffer (1fach) gewaschen. 6 ml Plasma wurden mit einer
Laufgeschwindigkeit von 0,12 ml/min Uber die IgG-Saule laufen gelassen. Nach einer
Spulung mit 10 ml Bindungspuffer (1fach) wurden 210 ul Neutralisationspuffer in ein
50 ml Plastikrohrchen vorgelegt. Die Saule wurde mit 5 ml Elutionspuffer (1fach)
eluiert, wobei der Durchfluss mit dem vorgelegten Neutralisationspuffer aufgefangen
wurde. Die Elution wurde anschlieRend ein weiteres Mal wiederholt. Zur Aufreinigung
des Eluats wurde dieses in eine Dialyse-Cassette (Slide-A-Lyzer 10K) gegeben und
iiber PBS (ohne Ca*/Mg?*) dialysiert. Am folgenden Tag wurde das Eluat iiber einen
Amicon Zentrifugenfilter durch eine Zentrifugation bei 5.000 g fir 30 min bei 4°C
eingeengt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch (siehe
Kap. 2.2.1.4).

2.2.2 Phanotypische Untersuchungen

2.2.2.1 Quantitative Durchflusszytometrie
Prinzip:
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es moglich, verschiedene Zellen anhand ihrer

GroRe und Granularitat zu unterscheiden und sie anhand bestimmter Merkmale
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(Antigene) zu charakterisieren. Hierbei flieBen die Zellen einzeln hintereinander
durch eine Flusszelle und werden von der Seite mit einem Laserlicht angestrahlt. Es
entsteht das Streulicht, welches an zwei verschiedenen Punkten gemessen wird. Das
Vorwartsstreulicht (,Forward Scatter) gibt Auskunft Gber die GroRRe der Zelle (je
grolRer das Vorwartsstreulicht, desto groRer die Zelle). Das Seitwartsstreulicht (,Side
Scatter’) erlaubt eine Aussage Uber die Granularitit (je groRBer das
Seitwartsstreulicht, desto mehr Granula besitzt die Zelle). Weiterhin kbnnen Antigene
auf der Zelloberflache mit Hilfe von fluoreszierenden Antikdrpern, welche beim
Auftreffen des Laserlichts auf die Zelle aufleuchten, erkannt werden. Somit I&sst sich
das Vorhandensein eines bestimmten Antigens auf der Zelloberflache ermitteln.

Bei der quantitativen Durchflusszytometrie kann zusatzlich die Aussage getroffen
werden, wieviel Antigen pro Zelle exprimiert wird. Hierzu benétigt man einen
Standard mit einer definierten Menge an Antigen. Zur Bestimmung der NB1-
Konzentration auf der Granulozytenoberflache verwendeten wir das QIFIKIT (Fa.
Dako). Es enthélt zum einen sogenannte Set-Up-Beads, welche aus unmarkierten
Beads und Beads mit einer sehr hohen Anzahl an Mausantikdrper bestehen. Zum
anderen beeinhaltet es die Calibration-Beads, diese bestehen aus funf
verschiedenen Gruppen mit jeweils bekannter Antikérperdichte. Wéahrend die Set-Up-
Beads zur Verstarkereinstellung des FL1-Kanals dienen, erhalt man durch die
Calibration-Beads eine Standardkurve, mit deren Hilfe anschlielend die
Antigenkonzentration auf der Zelloberflache bestimmt wird.

Vorgehen:
Je Ansatz wurden 10° Granulozyten in eine Vertiefung einer 96-well-

Rundbodenplatte gegeben. Nach Hinzugabe von 25 pl 7D8-Uberstand bzw. 20 pl
Maus-1gG (0,02 pg/ul) als Negativkontrolle wurden die Ansatze fur 30 min bei 37°C
inkubiert. Nach dreimaligen Waschen mit je 200 ul PBS/BSA 0,2% pro Vertiefung fur
jeweils 30 sec bei 1.200 UpM wurden zu jedem Ansatz 40 pl eines FITC-markierten
.Rabbit-Anti-Mouse-IgG* (1:35 mit PBS verdinnt) hinzugegeben. Nach einer
weiteren Inkubation von 30 min bei RT und Dunkelheit und anschlielRendem
dreimaligem Waschen mit PBS fur jeweils 30 sec bei 1.200 UpM, wurden die
Zellpellets in je 350 ul PBS aufgenommen und in FACS-RoOhrchen uberfihrt. Die
Messung der Proben erfolgte unverziglich, spatestens jedoch 30 min nach der

Uberfiihrung.
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Zur Bestimmung der Antigenkonzentration auf der Zelloberflache wurden je 100 pl
der Set-Up-Beads und der Calibration-Beads in je ein FACS-Rohrchen gegeben und
mit 3 ml PBS 5 min bei 1.400 UpM gewaschen. Anschlie3end erfolgte die Zugabe
von je 100 pl des FITC-markierten Rabbit-Anti-Mouse-IgG (1:35 mit PBS verdinnt)
und eine Inkubation von 30 min bei RT und Dunkelheit. Nach anschlieRendem
zweimaligem Waschen mit jeweils 3 ml PBS fir 5 min bei 1.400 UpM und
anschlielender Zugabe von 350 ul PBS erfolgte die Messung unmittelbar vor den
eigentlichen Proben.

Auswertung:
In der Durchflusszytometrie wurden die untersuchten Granulozyten in zwel

Subpopulationen unterteilt: Zum einen in eine NB1-positive, zum anderen in eine
NB1-negative Subpopulation, welche im allgemeinen deutlich voneinander
unterschieden werden konnten. Die Anteil der NB1-positiven Population (%) ergab
sich durch folgende Berechnung: Differenz zwischen der Gesamtzellzahl und der
Zellen, deren relative Fluoreszenz-Intensitat denen der Negativkontrolle (Maus IgG)
entsprach, dividiert durch die Gesamtzellzahl und multipliziert mit dem Faktor 100.

Die mittlere Anzahl der Oberflachenmolekile pro Zelle wurde ermittelt durch den

Vergleich der Fluoreszenzintensitat mit der Standardkurve der Calibration-Beads.

2.2.2.2 ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)

Prinzip:

Durch den Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay kénnen Antigenmengen quantitativ
bestimmt werden. Der im Rahmen dieser Arbeit etablierte ELISA basiert auf einer
indirekten Methode, der sogenannten ,Sandwich“-Technik. Hierbei werden 2
verschiedene Antikdrper eingesetzt: Zum einen der ,coating-Antikdrper®, welcher
irreversibel an der Plastikoberfliche adhéariert und an diesem spezifisch das zu
detektierende Antigen bindet, zum anderen der biotinmarkierte
.Detektionsantikorper”, welcher nun an das bereits gebundene Antigen bindet. Durch
Zugabe eines Streptavidin-Peroxidase-Komplexes bindet das Streptavidin an das
Biotin des Detektionsantikdrpers. Als Substrat fur die Peroxidase dient H,0O, ,
welches, nun zum Radikal gespalten, in einem Chromogen (in diesem Fall OPD)
durch Oxidation einen Farbumschlag bewirkt, dessen optische Dichte direkt

proportional zur Antigenmenge ist.
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Vorgehen:

Als primarer Antikorper (,coating-Ak*) diente MEM166 (Abb. 3). Pro well einer 96-
Loch-Flachbodenplatte wurden 5 pg MEM166 (verdinnt mittels coating-buffer auf 5
Kg/100 ul) aufgetragen und Uber Nacht bei einer Temperatur von 4°C inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit einer 0,02 %igen PBS/BSA-LAosung (jeweils 200 pl pro
Vertiefung) wurden zur Blockierung der noch freien Bindungsstellen 100 pl PBS/BSA
2 % aufgetragen und 30 min bei 4°C inkubiert.

+ +
OPD Farbumschlag

Streptavidin-
Peroxidase

7D8 biotinmarkiert «——

— MEM166

Abb. 3: Prinzip des angewendeten Sandwich-ELISA

AnschlieRend wurden die Platten ausgeklopft und jeweils 100 ul der entsprechenden
Probe, welche je nach Material in unterschiedliche Konzentrationen mit PBS
verdunnt wurde (Granulozytenlysat jeweils die Menge, welche 150 pg Gesamtprotein
entspricht, Plasma Y2, Urin ¥4), eingesetzt. Es folgte eine Inkubation von 1 Std. bei RT
und nachfolgendem dreimaligen Waschen mit PBS/BSA 0,02 %. Als sekundarer
Antikorper (,Detektions-Ak") diente biotin-markierter 7D8. 2 ul 7D8 (4,5 mg/ml)
wurden in 9 ml PBS/BSA 0,2 % verdunnt, jeweils zu 100 pl pro Vertiefung eingesetzt
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und 1 Std. bei RT inkubiert. Darauf erfolgte wiederum ein dreimaliges Waschen mit
PBS/BSA 0,02 %. 2 ul Streptavidin-HRP wurden in 10 ml PBS/BSA 0,2 % verdinnt,
wovon nun 100 pl in jede Vertiefung gegeben wurden. Nach einer Inkubation von 1
Std. bei 37°C und wiederum dreimaligem Waschen kam es nun zur Zugabe von 100
ul/Vertiefung der Substratldsung. Die nun stattfindende Reaktion wurde nach 1 Std.
bei 37°C mit jeweils 50 pl einer Schwefelsaure-Loésung (mol/l) abgestoppt. Die
optische Dichte wurde am Plattenphotometer bei einer Wellenlange von 492 nm

ermittelt.

2.2.2.3 Erstellung einer Standardkurve zur Bestimmung der NB1-Konzentration
Fur die Bestimmung der Konzentration von NB1 im Plasma bzw. in
Granulozytenlysat wurde mit Hilfe des PRV1-Proteins eine Standardkurve erstellt.
Durch entsprechende Verdinnung mit PBS wurden sieben verschiedene
Konzentrationen (1,5 ng/ml; 2,5 ng/ml; 5 ng/ml; 7,5 ng/ml; 10 ng/ml; 15 ng/ml; 20
ng/ml) eingesetzt und deren optische Dichte im ELISA bestimmt. Pro Testansatz
wurde jede Verdinnung dreifach getestet und der ELISA wurde insgesamt dreimal
wiederholt. Durch Auftragen der ermittelten optische Dichte (Y-Achse) gegen die
jeweilige PRV1-Konzentration (X-Achse) konnte eine Regressionsgerade erstellt
werden, mit deren Hilfe die optische Dichte der Proben in eine Proteinkonzentration
umgerechnet werden konnte. Durch eine Verdinnung der Proben (Plasma Y,
Granulozytenlysat 3/20, Urin ¥4) wurde sichergestellt, dass deren Absorption sich im

linearen Messbereich befindet.

2.2.2.4 Depletion von Plasma-NB1 durch Sepharose 4B

Fur die Depletion von NB1 aus Plasma wurden zunachst 100 pl CNBr-aktivierter
Sepharose 4B (mit mAk 7D8 gekoppelt) mit 500 ul IPB-Puffer fur 5 min bei 2.000
UpM zwei mal gewaschen. Nach Absaugen des Uberstandes wurden 200 pl Plasma
hinzugegeben und Uber Nacht bei 4°C auf einem Rotator inkubiert. Nach einer
weiteren Zentrifugation bei 2.000 UpM fiir 5 min wurde der Uberstand erneut auf 100
ul Sepharose-7D8 gegeben und fur 1 Std. bei RT auf einem Rotator inkubiert. Dieser
Vorgang wurde anschlieBend ein weiteres Mal wiederholt. Das depletierte Plasma
wurde auf seinen NB1-Gehalt mittels ELISA Uberprift und mit der optischen Dichte
des undepletierten Plasmas verglichen. Zur Kontrolle erfolgte die Depletion mit

Sepharose ohne mAk 7D8, als Negativkontrolle diente jeweils PBS pur. Die
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Detektion des durch die Sepharose absorbierten NB1 erfolgte mittels

Immunprazipitation.

2.2.2.5 Ultrazentrifugation

Fur die Ultrazentrifugation von Plasma wurden jeweils 6 ml Plasma in ein
Ultrazentrifugenréhrchen gegeben und exakt gegeneinander ausgewogen (maximale
Differenz 3 mg). Die Ultrazentrifugation erfolgte bei 160.000 g bei 4°C fur 1 Std.
Uberstand und Pellet wurden voneinander getrennt und die Pellets wurden, fur eine
Gleichsetzung der Anteilsverhéltnisse, in 6 ml PBS gelost. Die Auswertung der
jeweiligen Anteile an NB1 erfolgte durch den oben beschriebenen ELISA (siehe
Kapitel 2.2.2.2).

2.2.2.6 Phasen-Separation mit Triton X-114

Losungen mit Triton X-114 bilden bei einer Temperatur von 0°C eine einzelne
homogene Phase (Bordier, 1981). Werden solche Ldsungen jedoch auf
Temperaturen von mind. 20°C erwarmt, kommt es zur Auftrennung dieser Phase in
einen wassrigen und einen detergentenreichen Anteil. Das Mal3 der Separation steigt
dabei mit ansteigender Temperatur. Zur Auftrennung der wassrigen und
detergentenreichen Phase wurden jeweils 2 ml Plasma bzw. 500 pl
Granulozytenlysat 1:1 mit vorgekuhlten Tritonpuffer versetzt und 30 min bei 4°C
inkubiert. Daraufhin wurden die Proben, zur Entfernung unldslichen Materials, fir 1
Std bei 4°C und 17.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und auf
die gleiche Menge an Sucrosepuffer geschichtet. Es folgten 2 Inkubationen fir je 30
min, zundchst bei 4°C, anschliefend bei 37°C im Wasserbad. Die endgultige
Trennung der Phasen wurde durch eine Zentrifugation bei 2.000 g fir 10 min bei
20°C erreicht. Fir eine Gleichsetzung der Anteilsverhaltnisse wurde die
detergentenreiche Phase mittels PBS auf das Volumen der wassrigen Phase
angepasst. Die Bestimmung des Anteils an NB1 in der jeweiligen Phase erfolgte
mittels ELISA (siehe Kapitel 2.2.2.2).
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2.2.3 Zellkulturarbeiten

2.2.3.1 Allgemeine Zellkulturarbeiten

Die Zellkulturen wurden auf Petrischalen von 10 cm Durchmesser im
Zellkulturbrutschrank bei 37°C und 5 % CO. kultiviert. Die Zellen wurden, je nach
Wachstumsrate, jeden zweiten bis dritten Tag geteilt. Dafur wurde das jeweilige
Medium abgenommen und der Zellrasen mit 10 ml NaCl gewaschen. Zum Ablésen
der Zellen von der Plastikoberflache wurden diese mit 1-2 ml Accutase fiir etwa 5 min
inkubiert. Die Wirkung der Accutase wurde durch Hinzugabe von 10 ml
serumhaltigen Medium aufgehoben. Die abgeldosten Zellen wurden durch
Zentrifugation (5 min bei 1.200 UpM und RT) pelletiert, durch Lésen in Medium
entsprechend verdinnt und mit insgesamt 10 ml Medium auf eine neue Petrischale

uberfuhrt.

2.2.3.2 Auftauen von Zellen

Die eingefrorenen Zellen wurden aus dem Stickstofftank genommen und unmittelbar
nach dem Auftauen in ein 15 ml Plastikrohrchen tberfuhrt. Nach langsamer Zugabe
von 8 ml Medium erfolgte eine Zentrifugation von 5 min bei 1.200 UpM. Der
Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in 10 ml Medium gelost und in eine
Petrischale gegeben.

2.2.3.3 Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden von der Petrischale mittels Accutase abgelOst und abzentrifugiert.
Das Pellet wurde in 900 pl Zellkulturmedium gel6st, in eine 1,8 ml Einfrierampulle
tberfuhrt und auf Eis gegeben. Nach der Zugabe von 900 pl Einfriermedium wurde
die Einfrierampulle geschwenkt und fir 1 Std. bei —20°C gelagert. Darauf folgte die
Lagerung bei —80°C uber Nacht und schlieBlich die Aufbewahrung in flissigem
Stickstoff.

2.2.3.4 Transfektion von CHO-Zellen

Am Tag vor der Transfektion wurden pro Vertiefung einer 24-Loch-Platte 2 x 10°
CHO-Zellen ausgesat, so dass deren Boden am Tag der Transfektion zu etwa 90 %
zugewachsen war. Fir jede Vertiefung wurden jeweils 1 pg DNA und 2 pl
Lipofecatmine™ 2.000 Reagent in je 50 pl Opti-MEM pipettiert und fir 5 min bei RT

inkubiert. AnschlieRend wurden beide Ansatze vorsichtig miteinander gemischt und
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fur weitere 20 min bei RT inkubiert. In dieser Zeit wurden die Vertiefungen zweifach
mit PBS gewaschen und jeweils 500 pl Zellkulturmedium ohne Antibiotikum
zugesetzt. In jede Vertiefung wurden 100 pl des DNA-Lipofectamine-Gemisches
pipettiert und fur 24 Std. im Zellkulturbrutschrank inkubiert. Nach zweimaligem

Waschen mit PBS wurden 2 ml des jeweiligen Zellkulturmediums hinzugefigt.

2.2.3.5 Kultivierung von 7D8 Hybridomzellen

Die 7D8 Hybridomzellen stammen von einer Immunisierung von BALB/c Mausen mit
gereinigtem NB1-Antigen (Stroncek et al., 1996). Sie wurden im Labor von Dr. D.F.
Stroncek, Minneapolis, USA sowie Organon Teknika/Biotechnology Research
Institute, Rockville, USA etabliert und unserem Labor fir weiterfihrende
Untersuchungen von Dr. Stroncek freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

Die Kultivierung der Hybridomzellen erfolgte bei 37°C und 5 % CO; im
Zellkulturbrutschrank in 75 cm? Gewebekulturflaschen. Abhéngig von Wachstumsrate
und Dichte wurden die Zellen jeden 2. bis 3. Tag geteilt und mit 75 ml Medium

versorgt.

2.2.3.6 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde der Zellrasen wie oben beschrieben mit
Accutase von der Petrischale abgel6st. 10 ul Zelllbsung wurden in eine Neubauer-
Zahlkammer gegeben und die Zellzahl mittels folgender Formel ermittelt: Anzahl der

Zellen in 4 groRen Quadraten x 2,5 = Zellzahl/pl.

2.2.3.7 Zellselektion mit CELLection™ Pan Mouse IgG Kit

Fur die Zellselektion von CHO-NB1 Zellen wurden 25 pl Dynabeads gut
resuspendiert und in 1 ml PBS/BSA 0,1 % gel6st. Mit Hilfe des Dynal Magnetic
Particle Separator wurden die beads separiert. Dieser Vorgang wurde einmal
wiederholt und die beads schlief3lich in 25 pul PBS/BSA 1 % aufgenommen. Es folgte
eine Inkubation mit 0,5 pg mAK 7D8 fiir 30 min und RT auf einem Rotator. Nach 4-
maliger Separation der beads wurden diese in 25 pl PBS/BSA 0,1 % aufgenommen.
10" CHO-NB1 Zellen wurden in 0,5 ml PBS/BSA 1 % aufgenommen und den beads
zugesetzt. Nach einer Inkubation von 30 min bei RT auf einem Rotator wurde das
beads-Zellgemisch zweimal separiert und anschlie@end in 200 pl PBS/BSA 1 %

aufgenommen. Zur Abtrennung der beads von den CHO-NB1 Zellen wurden 15 pl
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DNAse hinzugegeben und dieses 15 min bei RT inkubiert. Durch den Magnetic
Separator wurden schliellich die beads pelletiert und der zellhaltige Uberstand
wurde in eine neue Petrischale tUberfuhrt. Die Kontrolle der Separation erfolgte durch

die oben beschriebene Quantitative Durchflusszytometrie.

2.2.3.8 Isolierung von Endothelzellen aus Nabelschniren

Fur jede Nabelschnur wurde zunéchst eine Petrischale mit 10 ml NaCl/Gelatine 0,2
% beschichtet und 2 Std. bei RT inkubiert. Mit Hilfe einer Mullkompresse wurde die
Nabelschnur oberflachlich gesaubert. Etwa 1 cm der Nabelschnur wurde durch ein
Skalpell abgetrennt und eine Knopfkanile in die Vene eingeftihrt, welche mittels
Kabelbinder fixiert wurde. Die Vene wurde nun 2 x mit 50 ml HBS-Puffer gespult und
das andere Ende mit einer Arterienklemme verschlossen. Durch einen 3-Wege-
Hahn, welcher auf die Knopfkanile gesetzt wurde, wurde die Vene mit Collagenase-
Losung prall gefullt und durch den 3-Wege-Hahn ,verschlossen®. Die Nabelschnur
wurde nun fir 20 min im Zellkulturbrutschrank bei 37°C inkubiert und anschlie3end
von einer Seite zur anderen leicht massiert. Durch eine Spulung der Nabelschnur mit
30 ml HBS-Puffer wurde das Collagenase-Endothelzellen-Gemisch aus der
Nabelschnurvene in ein mit 1 ml FCS gefulltes 50 ml Plastikréhrchen tberfihrt und
anschlieBend 5 min bei 1.200 UpM zentrifugiert. In dieser Zeit erfolgte das Absaugen
der Gelatinelésung aus der vorgesehenen Petrischale. Der Uberstand aus der
Zentrifugation wurde verworfen, das Endothelzellpellet in 10 ml HUVEC-Medium
resuspendiert und in die Petrischale (berfuhrt. Die Inkubation erfolgte im
Zellkulturbrutschrank. Der Endothelzellrasen wurde ca. alle 3-4 Tage mit Accutase
von der Petrischale abgelost und auf neue Petrischalen verteilt. Die Endothelzellen

wurden so bis zur 5. Passage fur Experimente verwendet.

2.2.4 Proteinanalytische Methoden

2.2.4.1 Herstellung biotinmarkierten Endothelzelllysats

Fur die Herstellung biotinmarkierten Endothelzelllysats wurden Endothelzellen so
lange in einer Petrischale kultiviert, bis der Boden zu mindestens 80 % zugewachsen
war. Zunachst wurden die Endothelzellen mit 100 ng TNFa fur 4 Std. im
Zellkulturbrutschrank stimuliert. AnschlieRend wurde das Medium aus der Petrischale

abgesaugt und die Platte dreimal mit PBS gewaschen. 2 ml 5mM NHS-LC-Biotin
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wurden auf die Endothelzellen pipettiert und 30 min bei RT inkubiert. Wahrend dieser
Zeit wurde die Petrischale zwei- bis dreimal leicht geschwenkt. Nach der Inkubation
wurde die Petrischale wiederum dreimal mit PBS gewaschen und 1 ml Lysispuffer
hinzugegeben. Nach 5 min wurde die lysierten Endothelzellen mit Hilfe des Stempels
einer 1 ml-Einwegspritze abgeschabt, in ein 1,8 ml Eppendorfgefal Gberfihrt und 30
min auf Eis inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurde das Eppendorfgefal zwei- bis
dreimal fur wenige Sekunden gevortext. Anschliel3en wurde das Lysat fir 30 min bei
13.000 g und 4°C zentrifugiert. Nach Uberfiihrung des Uberstands in neues 1,8 ml
Eppendorfgefa3 wurde dieser entweder sofort weiterverwendet oder bis zum

spateren Gebrauch bei einer Temperatur von —80°C eingefroren.

2.2.4.2 Immunprazipitation

Vorreinigung des Endothelzellenlysats

100 pl Protein-G beads wurden in ein 1,8 ml Eppendorfgefa? gegeben und
zusammen mit 500 pl IPB-Puffer 1 min bei 2.000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und auf das Pellet wurden 600 pl Endothelzellenlysat, 20 ul AB-
Serum und 80 pl BSA (100 mg gelést in 1 ml Aqua dest.) gegeben und kurz
aufgeschuttelt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei RT auf einem Rotator und
einer anschlieRenden Zentrifugation fiir 1 min bei 2.000 UpM wurde der Uberstand in
ein neues 1,8 ml Eppendorfgefal dberfihrt. Wiederum wurden 100 pl Protein-G
beads und 20 pl AB-Serum hinzugefigt und fir 30 min bei RT auf einem Rotator
inkubiert. Es folgte eine zweimalige Zentrifugation, zunachst fur 1 min 2.000 UpM,
anschlieRend fur 1 min bei 13.000 UpM. Der Uberstand wurde in neues 1,8 ml
Eppendorfgefal tberfuhrt und je nach Bedarf anschlieRend sofort weiterverwendet
oder bei —80°C tiefgefroren.

Vorinkubation der Protein-G beads

Je Ansatz wurden 100 pl Protein-G beads zusammen mit 500 pl IPB-Puffer fir 1 min
bei 2.000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und auf jedes Pellet
wurden 100 pl IPB-Puffer gegeben. Zu Ansatz 1 und 2 wurden jeweils 2 pg mAk 7D8
gegeben, zu Ansatz 3 2 ug hPECAM-Fc. Die drei Ansatze wurden fir 1 Std. bei RT
auf einem Rotator inkubiert und anschliel3end mit je 500 ul IPB-Puffer fir 1 min bei
2.000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und zu jedem Pellet wurden
100 pl IPB-Puffer gegeben. Ansatz 1 wurde nun mit 100 pl BSA (3 %), Ansatz 2 mit 4
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Hg NB1 und Ansatz 3 ohne weiteren Zusatz fur 1 Std. bei RT auf einem Rotator
inkubiert. Nach der Zugabe von jeweils 500 ul IPB-Puffer erfolgte eine Zentrifugation

fiir 1 min bei 2.000 UpM. Der Uberstand wurde anschlieRend verworfen.

Auf jeden Portein-G beads Ansatz wurden 300 pl vorgereinigtes und biotinmarkiertes
Endothelzellenlysat pipettiert und Uber Nacht auf einem Rotator bei 4°C inkubiert. Am
nachsten Tag erfolgte zunachst zweimal eine Zentrifugation mit jeweils 500 pl IPB-
Puffer fir 1 min bei 2.000 UpM. Nach dem Verwerfen des Uberstands wurden zu
jedem Ansatz 100 pl zweifacher Sample-Buffer (non reduced) gegeben und fur 5 min
bei 99°C denaturiert. Nach einer Zentrifugation fir 1 min bei 13.000 UpM wurde der
jeweilige Uberstand in ein neues 1,8 ml EppendorfgefaR tberfiihrt und je nach
Bedarf bei —80°C eingefroren oder mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.4.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Nach der Reinigung der 2 Glasplatten mit Isopropanol wurden zwischen diesen auf
der rechten und linken Seite je 1 Steg bindig angelegt und in eine vertikale
Halteapparatur eingespannt. Nach Uberpriifung der Dichtheit des Systems wurden
vorsichtig 3 ml Trenngel (10 %) luftblasenfrei eingegossen und mit Butanol komplett
Uberschichtet. Nach 45 min Polymerisation wurde das Butanol abgesaugt und mit
Aqua dest. nachgespult. Nach dem Einfligen des Kammes wurde das Sammelgel
vorsichtig bis zum oberen Rand eingegossen bis es nach ca. 45 min
auspolymerisierte. Nach dem Entfernen des Kammes wurde das Gel in die
Elektrophoresekammer eingesetzt und mit Laufpuffer gefillt. In die Ausparungen
wurden nun 25 pl Probenansatz, 5 pl Standard (Fermentas) oder 25 pl Sample-
Buffer (non reduced) gegeben. Nach Anlegen der Elektroden wurden die Proben
zunachst fur ca. 15-20 min bei 120 V (Sammellauf), anschlieRend fur ca. 60-90 min

bei 200 V (Trennlauf) aufgetrennt.

2.2.4.4 Immunoblot (Western Blot)

Nach dem SDS-PAGE wurde der Sammelgelanteil abgeschnitten und das
verbliebene Trenngel zusammen mit der Nitrocellulose-Membran fir ca. 5 min in
Puffer A inkubiert. Jeweils 3 Teile Filterpapier (ca. 9 x 8 cm) wurden kurz in Puffer A,
B bzw. C eingelegt. Nun wurden die einzelnen Bestandteile des Blotsandwichs nach

folgender Reihenfolge (von unten nach oben) auf den Blotkasten geschichtet: 3 Filter
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aus Puffer A, 3 Filter aus Puffer B, Nitrocellulose-Membran, Gel, 3 Filter aus Puffer
C. Nach Auflegen des Deckels wurde nun fir 45 min bei 45 mA und 10 Watt
geblottet. Nach dem Blotten wurde die Membran in eine Glasschale tberfuhrt und 1
Std. mit 10 ml Blockierungslésung bei RT blockiert. Die Blockierungslosung wurde
abgesaugt und die Membran 30 min bei RT auf einem Schittler mit 10 ml
Konjugationslésung inkubiert. In den Fallen ohne vorherige Immunprazipitation
wurde die Membran nach der Blockierung fur 1 Std. bei RT mit 10 ml des
entsprechenden Antikorpers (2,5 pg/ml) und fir 45 min mit 10 ml RAM-HRP
(1:100.000) inkubiert. AnschlieBend wurde die Nitrocellulose-Membran insgesamt 7
Mal mit je 10 ml ECL-Waschlésung gewaschen: Dreimal fur jeweils 15 sec, einmal fur
15 min und dreimal fir je 5 min. Abschlieend erfolgte eine Inkubation mit 5 ml
ECL+plus-Reagenz fur 5 min und die Exposition auf einem RoOntgenfilm mit einer
Dauer von 2 sec bis 10 min.

2.2.4.5 Rehybridisierung

Die Nitrocellulose-Membran wurde 5 min mit 10 ml Aqua dest. in einer Glasschale
unter Schitteln gewaschen. Das Aqua dest. wurde vorsichtig abgeschuttet und die
Membran 30 min bei RT mit 10 ml 0,4 M NaOH inkubiert. Nach nochmaligem
Waschen mit Aqua dest. fur 5 min erfolgte eine Blockierung mit Blockierungslésung
fur 1 Std. bei RT auf einem Schiittler. Anschlie3end erfolgte die Inkubation mit 10 ml
eines entsprechenden mAk (2,5 pug/ml) fir 1 Std. bei RT. Nach einem weiteren
Waschritt wurden 10 ml RAM-HRP (1:100.000) hinzugegeben. Zuletzt erfolgte ein 7-
maliges Waschen mit ECL-Waschlosung, die Inkubation mit ECL+plus-Reagenz

sowie die Exposition mit einem Rontgenfilm wie bereits oben beschrieben.

2.2.4.6 Silberfarbung

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine durch Silberfarbung sichtbar zu
machen, wurde das entsprechende SDS-Gel fir 20 min bei RT unter leichtem
Schitteln mit 50 ml Silberfarbungslésung A inkubiert. Es folgten 15- mindtige
Inkubationen jeweils mit 50 ml Silberfarbungslésung B und C. Anschlie3end wurde
das Gel 1 Std. mit Aqua dest. gewassert. Nach einer weiteren Inkubation fir 15 min
bei RT auf einem Schittler mit 50 ml Silberfarbungslosung D wurde das Gel
wiederum mit Aqua dest. fir 5 min gewaschen. Es folgte die Reduktionsreaktion mit

50 ml Silberfarbungslésung E bis zur Entwicklung sichtbarer Banden. Durch die
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Zugabe von Essigsaure und damit verbundene pH-Wert-Anderung wurde die

Farbreaktion gestoppt. Nach kurzem Wassern wurde das Gel bei RT getrocknet.
2.2.4.7 Funktionelle Untersuchungen

A) In vitro Stimulationsexperiment

In insgesamt 8 Vertiefungen einer 24-Loch Platte wurden jeweils 10’ Granulozyten in
1 ml HBSS eingesetzt. Je zwei Ansétze wurden ohne Stimulans inkubiert, zwei mit
jeweils 5 x 10 Mol fMLP, zwei mit GCSF (100 Einheiten je well) und zwei mit 10
Mol Ostrogen. Die Inkubation erfolgte im Zellkulturbrutschrank. Nach 30 min bzw. 24
Std. wurde ein Ansatz einer jeden Gruppe in ein 1,8 ml Eppendorfgefald tberfuhrt
und 1 min bei 10.000 UpM und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
1,8 ml Eppendorfgefald Uberfiihrt, das Pellet in 500 pl HBSS gelost. Die Bestimmung
des Anteils NB1 positiver Granulozyten und der NB1 Konzentration auf der
Zelloberflache erfolgte durch Quantitative Durchflusszytometrie, die Bestimmung der
NB1 Konzentration im Uberstand durch ELISA.

B) In vivo Stimulationsexperiment

Fur in vivo Stimulationsexperimente wurde EDTA-Blut von Personen verwendet,
welche fur die Spende von Granulozyten mit GCSF stimuliert wurden. Das Blut
wurde hierfir unmittelbar vor und einen Tag nach der GCSF-Gabe gewonnen. Die
Isolierung von Plasma und Granulozyten erfolgte wie in Kap. 2.2.1.1 und 2.2.1.6
beschrieben. Es erfolgte die Bestimmung der NB1-Expression, des zellularen NB1-

Gehalts und der Konzentration an NB1 im Plasma.

2.2.4.8 Zellsortierung mit dem Durchflusszytometer

Durch die Zellsortierung ist es maoglich, die Zellen nach der Bestimmung ihrer
antigenen Eigenschaften (s.0.) in verschiedene Gruppen einzuteilen und zu
sortieren. Somit konnten NB1-negative Zellen von den NB1-positiven der gleichen

Person getrennt und separat untersucht werden.
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2.2.4.9 Quantitative Bestimmung der Burstaktivitat nach Inkubation mit Anti-
NB1 Ak

Die quantitative Bestimmung des oxidativen Burst neutrophiler Granulozyten nach
einer Vorinkubation mit Anti-NB1-Ak erfolgte teilweise mit Reagenzien des Bursttest
(Phagoburst). Wie bereits beschrieben wurden aus 10 ml EDTA-Blut Granulozyten
isoliert. Folgende Proben wurden fur 5 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert
(jeweils 2-fach angesetzt):

1.) 5 x 10° unfixierte Granulozyten + 10 ul Maus IgG (0,02 mg/ml)

2.) 5 x 10° unfixierte Granulozyten + 10 pl MEM166 (0,02 mg/ml)

3.) 5 x 10° unfixierte Granulozyten + 10 pl humanes Anti-NB1 (0,02 mg/ml)

4.) 5 x 10° unfixierte Granulozyten + 10 pl humanes IgG (0,02 mg/ml)
Nach einer Inkubation mit 5 pl fMLP fur 15 min bei 37°C im Wasserbad erfolgte bei
jeweils 1 Ansatz einer jeden Proben die Zugabe von 10 pl DPI (50 pM) fur ebenfalls
15 min im Wasserbad bei 37°C. Bei den Ubrigen Ansatzen wurde DPI durch 10 pl
PBS ersetzt. Samtliche Proben wurden anschlieBend mit 20 ul Substratpuffer fur 15
min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Unmittelbar nach der Zugabe von je 200 pl
Farbelosung fur 10 min auf Eis und in Dunkelheit wurden die Proben am

Durchflusszytometer gemessen.

2.2.4.10 Adhéasionstest mit Kristall-Violett-Anfarbung

Jeweils 1 x 10° Zellen bzw. 2 pg E-Selektin pro Vertiefung einer 96-Loch
Flachbodenplatte werden zusammen mit 250 ul des entsprechenden Mediums Uber
Nacht bzw. fur 4 Std. im Zellkulturbrutschrank inkubiert. Das Zellkulturmedium wird
abgesaugt und die Platte wird mit je 100 pl/Vertiefung 3 % BSA in HBSS fur 1 Std.
bei RT blockiert. In dieser Zeit erfolgt die Gewinnung der zweiten Zellgruppe
(transfizierte bzw. untransfizierte Zellen) in HBSS. Nach der Blockierung wird die
Platte 2 x mit jeweils 200 pl/Vertiefung HBSS gewaschen. 2 x 10° Zellen in HBSS
werden pro Vertiefung hinzugegeben und 1 Std. im Zellkulturbrutschrank inkubiert.
Nach 2-maligem Waschen wurden pro Vertiefung 150 pul eiskalte Fixierungslésung
hinzugegeben und 15 min bei 4°C fixiert. Durch Abkippen und Trockenklopfen wurde
die Fixierungslosung anschlieRend wieder entfernt und die Platte wurde danach fur
30 min bei RT mit 50 pl/Vertiefung Farbelésung inkubiert. AnschlielRend erfolgte das
Auswaschen der restlichen Farbelésung in einer Schissel mit lauwarmen

Leitungswasser und grindlichem Trockenklopfen. Nach der Zugabe von 100 ul
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Messlosung pro well erfolgte die Messung der Extinktion am Plattenphotometer bei
592 nm.

2.2.4.11 Adhasionstest mit Fluoreszenzmarkierung

Je 1 x 10° Zellen pro Vertiefung, geldst in 300 pl Medium, wurden auf eine schwarze
p-clear-Platte gegeben und Uber Nacht im Zellkulturbrutschrank inkubiert. Am
nachsten Tag erfolgte zunachst die Blockierung noch freier Bindungsstellen auf der
Platte mit jeweils 100 ul PBS/BSA 3 % fur 1 Std. In dieser Zeit wurde die zweite
Zellgruppe mittels Accutase von ihren Platten abgeldst und auf eine Konzentration
von 1 x 10° Zellen pro ml Medium eingestellt. Auf 2 ml Zellsuspension wurden 10 pl
BCECF gegeben und 1 Std. im Zellkulturbrutschrank inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Zellen zweimal durch Zentrifugation mit HBSS fir 5 min bei 800 UpM
gewaschen. Die Zellen auf der p-clear-Platte wurden zweimal mit je 200 ul HBSS
gewaschen. Nun wurden 1 x 10° Zellen pro Vertiefung der zweiten Gruppe auf die
Platte gegeben und 30 min im Zellkulturbrutschrank inkubiert. Die
Fluoreszenzintensitat wurde mit dem Fluoreszenz-Lesegerat FLX 800 (528 nm)
gemessen. Nach der Absolutmessung wurde die Platte zweimal mit je 200 pl
HBSS/Vertiefung gewaschen und ein zweites Mal gemessen. Der Anteil an
gebundenen Zellen wurde folgendermal3en ermittelt:

Anteil gebundener Zellen (%): 2. Messung / Absolutmessung x 100

2.2.5 Funktionelle Untersuchungen am Durchflusszytometer

2.2.5.1 Funktionelle Untersuchungen an Endothelzellen

Fur die funktionellen Untersuchungen am Durchflusszytometer wurde sowohl mit
unstimulierten als auch mit stimulierten Endothelzellen gearbeitet. Fur die Stimulation
wurden die Zellen fur 4 Std. mit TNFa (10 ng/ml Zellkulturmedium) inkubiert.
AnschlieBend wurden die Endothelzellen von der Petrischale abgelést und pro
Ansatz wurden 10° Zellen zusammen mit 1 ml Zellkulturmedium in ein 1,8 ml
Eppendorfgefald tberfihrt. Nach der Zugabe von 4 pg NB1-Protein je Ansatz erfolgte
eine Inkubation fur 30 min bei 37°C. Durch eine einmalige Zentrifugation bei 5.000
UpM fiir 1 min konnte anschlieBend der Uberstand vorsichtig abpipettiert werden. Bei

den erforderlichen Positivkontrollen wurden anstelle von NB1 4 pg hPECAM-1
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eingesetzt. Im nachsten Schritt erfolgte die Zugabe des priméren Antikorpers. Dabei
handelt es sich entweder um 25 pl 7D8-Uberstand, um 20 pl Maus-IgG (0,02 mg/ml)
bzw. um 1 pg Gil8. Nach einer 30-mintutigen Inkubationsphase bei 37°C und einer
erneuten Zentrifugation erfolgte die Zugabe des Sekundarantikdrpers. Dies waren
bei jedem Ansatz 40 pl FITC-markierter Rabbit-Anti-Mouse. Nach einer dritten
Inkubationsphase fur 30 min bei RT wurden die Zell-Protein-Antikérper-Komplexe
abzentrifugiert. Die Auswertung am Durchflusszytometer erfolgte nach der
Dekantierung des Uberstands und der Hinzugabe von je 300 pl PBS ohne Ca™.

Bei den Experimenten mit zuvoriger Blockierung der endothelialen PECAM-1-
Molekile durch Anti-PECAM-Antikérper wurden zunachst jeweils 4 ug PECAM 1.1,
PECAM1.2 bzw. Gil8 auf die Endothelzellen gegeben. Nach einer 30-minttigen
Inkubation und  anschlieBender  Zentrifugation erfolgte die einzelnen

Inkubationsschritte wie zuvor beschrieben.

2.2.5.2 Funktionelle Untersuchungen an E-Selektin

2,5 x 10° CHO-NB1-Zellen bzw. untransfizierte Zellen werden in 100 pl HBSS
eingesetzt. Nach der Zugabe von jeweils (je nach Testansatz) 0,5 — 4 ug E-Selektin
werden die Zellen fur 1 Std. bei 37°C inkubiert. Durch eine nachfolgende
Zentrifugation fir 90 Sekunden bei 1200 UpM wird der nun vom Zellpellet
abgetrennte Uberstand verworfen. Diese Zentrifugation wird zweimal mit 100 pl
HBSS wiederholt. AnschlieBend wird den Zellen 90 pl HBSS sowie 10 pl Anti-E-
Selektin (FITC-markiert) hinzugegeben und fir 1 Std. bei RT inkubiert. Nach
wiederum zweimaligem Waschen durch Zentrifugation wird das Zellpellet auf einem
Rattler kurz aufgelockert und es werden je Ansatz 300 pl HBSS hinzugegeben.
Anschlie3end erfolgt die Messung und Auswertung am Durchflusszytometer

2.3 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung und Verarbeitung der erzielten Ergebnissen wurden
die Software-Programme Microsoft® Excel und SPSS. Mit SPSS erfolgte im
allgemeinen zunachst die Uberprifung, ob bei den gewonnenen Daten eine
Normalverteilung vorliegt. Sind die Werte normalverteilt, wurden Mittelwert,
Standardabweichung (SD) und Korrelationskoeffizient mit Excel berechnet. Die
Uberprufung signifikanter Unterschiede erfolgte mittels T-Test.
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3 Ergebnisse

3.1 Standardkurve

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein ELISA etabliert, mit dem es mdglich ist, die NB1
Konzentration quantitativ zu bestimmen, unter anderem in Plasma, Serum, Urin und
Zell-Lysaten. Der Begriff ,NB1-Gesamtzellgehalt ist dabei definiert als die Menge an
NB1-Protein, die sowohl intrazellular als auch auf der Zelloberflache zu finden ist. Im
Gegensatz dazu gibt die Bezeichnung ,NB1-Oberflachenkonzentration® die
durchschnittiche Menge an NB1-Oberflachenmolekilen pro NB1-positiver Zelle an,
und ,NB1-Expression“ beschreibt den prozentualen Anteil NB1-positiver
Granulozyten an der gesamten Granulozytenpopulation.

Um die im ELISA-Testsystem ermittelten Werte umrechnen zu kénnen, wurde
zunachst eine Standardkurve konzipiert, mit deren Referenzwerten eine exakte
Umrechnung der im ELISA ermittelten Optischen Dichte in eine Proteinkonzentration
(ng/ml) mdglich ist. Das hierfur als Referenzprotein verwendete PRV-Protein wurde
uns freundlicherweise von Prof. H. Pahl (Freiburg) zur Verfigung gestellt. Jede
Proteinverdiinnung (minimale Konzentration 1,5 ng/ml, maximale Konzentration 20
ng/ml) wurde im dreifachen Ansatz in mit mAk MEM166 gecoateten Vertiefungen
einer 96-well-Flachbodenplatte gegeben. Als Detektionsantikorper diente
biotinmarkierter mAk 7D8. Die verwendeten Antikérper besitzen verschiedene
Paratope, so dass eine kompetitive Blockierung der Bindungsstellen ausgeschlossen
werden konnte. Die Auswertung erfolgte bei einer Absorption von 492 nm. Dieser
Testansatz wurde insgesamt dreimal wiederholt.

Werden die ermittelten Absorptionswerte gegen die korrespondierenden
Proteinkonzentrationen aufgetragen (Abb. 3), zeigt sich ein linearer Verlauf bis zu
einer Konzentration von 20 ng/ml. Die Nachweisgrenze dieses Testsystems wurde
durch den Vergleich der Werte der Negativkontrolle (100 pl PBS) mit den einzelnen
Verdunnungsstufen Uberprift. Ab einer Konzentration von 2,5 ng/ml lag ein
signifikanter Unterschied (p < 0,001) vor. Bei der Bestimmung der
Reproduzierbarkeit des Testsystems ergab sich fur die Intratestvarianz eine
Standardabweichung (SD) zwischen 0,006 — 0,106 und fur die Intertestvarianz eine
Standardabweichung zwischen 0,03 — 0,15. Die sich aus den Testwerten ergebene
Regressionsgerade y = 1,371x — 0,131, wobei y fir die ermittelte Optische Dichte

und x fur die Proteinkonzentration steht, wurde letztlich zur Umrechnung der ELISA-

61



Ergebnisse in die jeweiligen NB1-Proteinkonzentrationen verwendet. Das
Bestimmtheitsmal3, welches die Korrelation zwischen der Regressionsgeraden und
den Messwerten angibt, betragt R? = 0,988.

2,5 | ®

R? =0,9881

Abb. 3: Standardkurve fir die Umrechnung der im ELISA ermittelten Absorption (Optische
Dichte) in die entsprechende Proteinkonzentration (ng/ml). Die X-Achse beschreibt die
eingesetzten Proteinkonzentrationen des Standards, die Y-Achse gibt die gewonnenen
Absorptionswerte wieder. Die schwarzen Messpunkte stellen den sensitiven Messbereich dar
(Mittelwert +/- SD).
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3.2 Etablierung des ELISA-Testsystems

Um den Gesamtgehalt an NB1 durch den ELISA bestimmen zu kénnen, wurden von
den 94 Testpersonen jeweils 5 x 10° Granulozyten lysiert und deren
Gesamtproteingehalt bestimmt. Jede Probe wurde im ELISA im doppelten Ansatz mit
gecoatetem mAk MEM166 und 7D8 als Detektionsantikrper gemessen. Zusatzlich
wurden jeweils zwei verschiedene PRV-Proteinkonzentrationen (10 und 20 ng/ml)
mitgefuhrt, um die ermittelten Absorptionswerte der Lysate mit der Standardkurve
gleichzusetzen und in Proteinkonzentrationen umzurechnen. Abb. 4 zeigt die
Verteilung der Absorptionswerte aller 94 Testpersonen. Der niedrigste
Absorptionswert mit OD = 0,23 lag hoher als der mittlere Wert der Negativkontrollen
(100 pl PBS) mit OD = 0,16 und befand sich, ebenso wie die Ubrigen 93 Testwerte,
im linearen Messbereich der Standardkurve. Anhand der Trendlinie l&asst sich eine
Normalverteilung fur den NB1-Gesamtgehalt ableiten.

14 -

12

10 -

Personenzahl
(0]
Il

i \

ol

T
0-0,25 0,51-0,75 1,01-1,25 1,51-1,75 2,01-2,25 2,51-2,75
Absorption (492 nm)

Abb. 4: Haufigkeitsverteilung der Absorptionswerte von Granulozytenlysaten von n =94
Individuen
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3.3 Quantifizierung

Um die ermittelten Absorptionswerte in die entsprechenden Proteinkonzentrationen
umrechnen zu kénnen, mussten zunachst die Absorptionswerte der Standardkurve
und der PRV-Protein Kontrollmessungen miteinander verglichen werden.
AnschlielRend wurden die Werte der Testpersonen entsprechend normalisiert.

So ergab sich bei Messung Nr. 1 (Personen Nr. 1-30) fur den Standard folgende
Absorptionswerte: 10 ng/ml : OD = 1,31; 20 ng/ml : OD = 2,41. Eine Normalisierung
auf Werte der Standkurve (OD = 1,30 bzw. OD = 2,44) war nicht erforderlich.

Bei Messung Nr. 2 (Personen Nr. 31-65) ergab sich fur die Kontrollmessung 10 ng/ml
eine OD von 1,33 und fir 20 ng/ml eine OD von 2,49. Hier betrug das Verhaltnis
Kontrollmessung/Standardkurve 1/0,98 und fir eine Gleichsetzung wurden samtliche
Messwerte mit dem Faktor 0,98 multipliziert.

Ebenfalls normalisiert werden mussten die Messergebnisse der Personen 66-94
(Kontrollmessung fur 10 ng/ml : OD = 1.37, fur 20 ng/ml : OD = 2,57). Aufgrund des
Verhaltnisses Kontrollmessung/Standardkurve von 1/0,95 wurde alle Werte mit 0,95
multipliziert.

Anschlie3end konnten nun die gleichgesetzten Messwerte (y) in die entsprechende
Proteinkonzentration (x) umgerechnet werden. Dies erfolgte mit Hilfe der

Regressionsgeraden der Standardkurve:

x=(y+0,131)/1,371

Die einzelnen Proteinkonzentrationen samtlicher Testpersonen sind in Tab. 8.2 des
Anhangs aufgefihrt.



3.4 Alters- bzw. geschlechtsspezifische Unterschiede
Mehrere Arbeiten Uber das granulozytare Antigen NB1 befassten sich bereits mit
alters- bzw. geschlechtsbedingten Unterschieden in der Gréf3e der NB1-positiven
Subpopulation, und einige konnten dabei Unterschiede feststellen (Matsuo et al.,
2000; Taniguchi 2003).

Unterschieden im Gesamtgehalt an NB1 wurden allerdings nicht durchgefuhrt. Daher

et al., 2002; Caruccio et al., Untersuchungen zu
wurde die Testgruppe nach Geschlecht bzw. in drei verschiedene Altersgruppen
(junger als 30 Jahre, 30-44 Jahre, alter als 44 Jahre) unterteilt und auf Unterschiede

im NB1-Zellgehalt hin Gberprift (Tab. 2).

Gesamt | Frauen | Manner <30a | 30-44a| >44a
(n=94) (n=47) (n=47) (n=31) (n=35) (n=28)
Mittelwert 89,3 93,5 85,2 91,1 89,2 87,5
Standardabw. + 30,6 + 275 + 33,2 + 26,2 +32,4 + 31,8
Min. — Max. Wert 17,6 — 20,0 — 17,6 — 42,4 — 20,0 — 17,6 —
143,5 141,1 143,5 134,3 143,5 139,1
Frauen Frauen Frauen | Manner | Manner | Manner
<30a | 30-44a| >44a <30a | 30-44a| >44a
(n=18) (n=17) (n=12) (n=13) (n=18) (n=16)
Mittelwert 92,4 96,3 90,2 88,7 81,7 86,2
Standardabw. +249 + 30,7 + 30,4 + 34,5 + 33,4 + 33,8
Min. — Max. Wert 47,7 — 20,0 — 59,9 — 42,4 — 26,8 — 17,6 —
134,3 141,1 133,8 130,9 143,5 139,1

Tab. 2: Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) des Gesamtgehalts an NB1 (ng/ml) des

Gesamtkollektivs bzw. verschiedener alters- und geschlechtsabhangiger Untergruppen.

Der mittlere NB1-Zellgehalt betrug insgesamt 89,3 + 30,6 ng/ml. Dabei zeigte die
Gruppe der Frauen mit einem Gehalt von 93,5 + 27,5 ng/ml einen héheren mittleren
Wert als die Gruppe der Manner mit 85,2 + 33,2 ng/ml. Dies korreliert zwar mit
einigen Untersuchungen uber die NB1-Expression, wo ebenfalls Frauen hohere
Werte erreichen. Allerdings ist hier der Unterschied nicht signifikant (p = 0,16).

Ahnliches zeigt sich auch bei den verschiedenen Altersgruppen. Die Gruppe der
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Personen, welche alter als 44 Jahre ist, weist mit 87,5 £ 31,8 ng/ml einen geringeren
(jedoch nicht signifikanten) Mittelwert als die Ubrigen Gruppen mit 91,1 + 26,2 ng/ml
(p = 0,45) bzw. 89,2 + 32,4 ng/ml (p = 0,43).

3.5 Heterogene Expression von NB1

3.5.1 Durchflusszytometrische Bestimmung der NB1-Oberflachenexpression
und-Oberflachenkonzentration

Aufgrund der hohen Variabilitat der NB1-Oberflachenexpression und der
Antigenkonzentration auf der Zelloberflache sollten von samtlichen 94 Testpersonen
die GrolRe der NB1l-negativen und NB1-positiven Zellpopulation sowie die Menge an
NB1 auf der Zelloberflache mittels Durchflusszytometrie bestimmt werden. Dabei
wurden die Granulozyten zun&chst mit mAk 7D8 inkubiert und die positiven Zellen
schlie3lich mit einem zweiten, FITC-markierten Antikérper (Rabbit-Anti-Mouse-IgG)
markiert. AnschlieBend wurde die GroRe der negativen und positiven Subpopulation
bestimmt und deren Anteil an der Gesamtzellzahl ermittelt. Die mittlere
Oberflachenkonzentration von NB1 auf den positiven Zellen wurde berechnet durch
den Vergleich der Fluoreszenzintensitat mit der jeweiligen Standardkurve der
Calibration-Beads. Abb. 5A und 5B zeigen beispielhaft die Darstellung der
Granulozyten-Subpopulationen im Durchflusszytometer, zum einen von einer Person
mit einer groRen (67 %) NB1-positiven Subpopulation, zum anderen von einer

Person mit einer kleinen (6 %) NB1-positiven Subpopulation.

66



55

NB1 positiv (67%) 2

NB1 negativ (33%) ,,

FL1H

Abb. 5A : Darstellung der Granulozyten-Subpopulationen am Durchflusszytometer

(x-Achse: relative Fluoreszenz-Intensitat, y-Achse: Zellzahl). Beispiel fiir eine Person mit 67 %

NB1-positiven Granulozyten.

55

NB1 negativ (94%)

NB1 positiv (6%)

Ewverts

Abb. 5B : Darstellung der Granulozyten-Subpopulationen am Durchflusszytometer

(x-Achse: relative Fluoreszenz-Intensitat, y-Achse: Zellzahl). Beispiel fiir eine Person mit 6 %

NB1-positiven Granulozyten
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Abb. 5C : Haufigkeitsverteilung der NB1-Expression bzw. der NB1-Oberflachenkonzentration
aller 94 Testpersonen.
NB1-Expression: Werte angegeben als GroRe der NB1l-positiven Subpopulation (%).

Oberflachenkonzentration: Werte angegeben als Anzahl der Molekiile x 10° pro positiver Zelle.

Abb. 5C zeigt die Verteilung der NB1l-Expression bzw. der NBI1-
Oberflachenkonzentration aller 94 Testpersonen. Bei der NB1-Expression zeigt sich
eine Normalverteilung der Werte, wobei 2/3 der Werte zwischen 40-80 % NB1-
positiver Zellen liegen. Der Mittelwert betragt 47,1 % + 21,3 %. Fur nachfolgende
Untersuchungen wurden die Personen anhand ihrer NB1-Expression in drei Gruppen
unterteilt : 1. sogenannte Niedrigexprimierer (0-40 %), 2. Mittelexprimierer (41-60 %)
und 3. Hochexprimierer (61-100 %). Diese Einteilung erfolgte bereits bei friheren
Arbeiten (Wolff et al. 2003). Die Verteilung der Testpersonen auf die einzelnen
Gruppen ist mit 32, 33 bzw. 29 Personen nahezu identisch.

Auch die Werte der mittleren Oberflachenkonzentration pro NB1-positiver Zelle sind
normalverteilt. 2/3 der Werte liegen im Bereich zwischen 25 - 45 x 10° Molekiilen pro
Zelle mit einem Mittelwert von 33,3 x 10° Molekiillen/Zelle. Aus diesen beiden
Messwerten lasst sich eine weiterer aussagekraftiger Wert errechnen. Die
Gesamtoberflachenmenge an NB1 ergibt sich aus der Multiplikation der NB1-
Expression (d.h. dem Anteil an NB1l-positiven Zellen) mit der

Oberflachenkonzentration. Er beschreibt die Menge an auf der Oberflache
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vorhandenem NB1. So ist beispielsweise der Gesamtoberflachenmenge an NB1 bei
einer Person mit einer groRen NB1-positiven Subpopulation mit gleichzeitig niedriger
Oberflachenkonzentration geringer als bei einer Person mit einer mittleren NB1-
Expression mit einer mittleren Oberflachenkonzentration (z.B. Anhang Tab. 8.2 (1),
Personen Nr. 14 & 24).

3.5.2 Konstanz der NB1-Expression und der NB1-Oberflachenkonzentration

Da die einmalige Messung der Expression und der Oberflachenkonzentration von
NB1 nur eine augenblickliche Betrachtung ermdéglicht, wurden bei 24 Personen
wiederholte Messungen durchgefihrt. Obwohl schon in einer der ersten
Untersuchungen zur heterogenen Expression von NB1 wiederholte Messungen
erfolgten (Goldschmeding et al.,, 1992) und diese ein interessantes Ergebnis
aufzeigten (s. Kap. 1.3.1), wurde dies in spateren Verdffentlichungen nicht weiter
hinterfragt.

Die einzelnen Messungen wurden bewusst nicht im gleichen Zeitabstand wiederholt,
sondern willktrlich in verschiedenen Zeitraumen durchgefihrt, so dass der Abstand
zwischen den Messungen von 2 Wochen bis zu einem Jahr betrug. Auch die Zahl der
Wiederholungen bei den einzelnen Personen wurden unterschiedlich angesetzt. Die
Ergebnisse sind in den Abb. 6A und 6B dargestellt.

Es fallt auf, dass die NB1-Expression bei den einzelnen Personen grundséatzlich sehr
unterschiedlich verlauft. Wahrend es einige Individuen gibt, bei denen die Expression
weitestgehend gleichmafig verlauft (z.B. 49 %, 52 %, 47 %, gemessen Uber 4
Monate bei Person V2), gibt es andere, deren Werte geringgradige Schwankungen
aufweisen (32 %, 41 %, 38 %, 44 %, 33 %, 53 %, 53 %, gemessen Uber 19 Monate
bei Person V5). Zusatzlich gibt es Personen, welche extreme Schwankungen
aufzeigen (74 %, 21 %, 79%, gemessen Uber 13 Monate bei Person V6 oder 57%,
17%, 37%, gemessen Uber 14 Monate bei Person V22). Aufgrund der grofRen
Variabilitdt lassen sich Ungenauigkeiten in der Messung als einzige Ursache
ausschlie3en. Auffallend sind die Verlaufe der beiden Personen mit negativen bzw.
extrem niedrigen Werten. Hier zeigen samtliche Wiederholungen die gleichen
Messwerte.

Vergleicht man die Variabilitat der Messungen zwischen der Gruppe der M&nner und
der Gruppe der Frauen, so lasst sich kein geschlechtsspezifischer Unterschied
feststellen (p = 0,46).
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Abb. 6 A & B: GroRRe der NB1l-positiven Subpopulation bei verschiedenen Personen, gemessen
zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Zur besseren Unterscheidung wurden verschiedene Farben
verwendet, wobei die grin markierten Personen (Abb. 6 A) die mannlichen Testpersonen
darstellen (n=24).
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Betrachtet man den Verlauf der Oberflachenkonzentration von NB1 bei den
verschiedenen Messungen, so zeigt sich ein Bild &hnlich der NB1-Expression. Auch
hier gibt es Personen, bei denen die Werte konstant bleiben, sehr unterschiedlich
verlaufen  oder auch alternieren.  Dabei steht der  Verlauf der
Oberflachenkonzentration in keinem direkten Zusammenhang mit dem Verlauf der
NB1-Expression der gleichen Person. Betrachtet man die Korrelationskoeffizienten
zwischen Expression und Oberflachenkonzentration bei den Personen mit
mindestens drei Messungen, so weisen 3 Personen eine hohe positive Korrelation
(r> 0,60), 4 keine Korrelation (r= -0,59 — 0,59) und 3 Personen eine hohe negative
Korrelation auf (r < -0,6). Auffallend ist jedoch, dass bei Testperson V5 mit
alternierender NB1-Expression ebenfalls die Werte der Oberflachenkonzentration
alternieren, und das bei Person V4 sowohl die Expression als auch die
Oberflachenkonzentration bei beiden Messungen identisch waren. Bei den beiden
Personen mit negativer bzw. extrem niedriger NB1-Expression zeigte die
Oberflachenkonzentration, soweit eine Messung durchfuhrbar war, ebenso variable

Werte wie bei den tbrigen Testpersonen.
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3.5.3 Alters- bzw. geschlechtsspezifische Unterschiede der NB1-Expression

A. NB1-Expression
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Tab. 3a: Geschlechts- bzw. altersabhangiger Vergleich der NB1-Expression (%). Darstellung als
Boxplots mit Medianwert, 25 %- bzw. 75 % Interquartilbereich, Minimal- und Maximalwert
(n=94).

Der Medianwert der NB1-Expression betragt 49,5 %, wobei Frauen einen
niedrigeren, jedoch nicht signifikanten (p = 0,43) Wert aufweisen als Mé&nner.
Beziglich verschiedener Altersgruppen lassen sich keine Unterschiede feststellen.
Betrachtet man die Altersgruppen separat nach Geschlechtern, so zeigt die Gruppe
der Frauen ab 45 Jahren mit 33 % einen vergleichsweise sehr niedrigen
Expressionswert, welcher sich signifikant von den Werten der Ubrigen Frauen (p =
0,024) bzw. von den Méannern der gleichen Altersgruppe (p = 0,019) unterscheidet.
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B. NB1-Oberflachenkonzentration
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Tab. 3b: Geschlechts- bzw. altersabhéngiger Vergleich der NB1-Oberflachenkonzentration (x
10° NB1-Oberflachenmolekiilen pro NB1l-positiver Zelle). Darstellung als Boxplots mit
Medianwert, 25 %- bzw. 75 % Interquartilbereich, Minimal- und Maximalwert (n=94).

Hinsichtlich der mittleren Anzahl an NB1-Molekulen auf der Oberflache NB1-positiver
Zellen zeigen sich keine Unterschiede zwischen der Gruppe der Frauen und der
Méanner. Zwar ist auffallig, dass die mittlere Oberflachenkonzentration bei beiden
Gruppen mit zunehmenden Alter abféllt, allerdings sind die Unterschiede statistisch

nicht signifikant.
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C. NB1-Gesamtoberflachenmenge

6000 -

5000 -

4000 +

3000 -

amtoberflachenmenge

Tab. 3a: Geschlechts- bzw. altersabhéngiger Vergleich der NB1-Gesamtoberflachenmenge
(entspricht der NB1-Expression multipliziert mit der Oberflachenkonzentration). Darstellung als
Boxplots mit Medianwert, 25 %- bzw. 75 % Interquartilbereich, Minimal- und Maximalwert
(n=94).

Da die NB1-positive Subpopulation individuell sehr unterschiedlich ist, zeigt der Wert
der Gesamtoberflachenmenge, also der relative Anteil NB1-positiver Zellen
multipliziert mit der Oberflachenkonzentration, sehr deutlich die tatsachlich
vorhandene Zahl an NB1-Molekilen. Signifikante Unterschiede konnten hier nur
wiederum in der Gruppe der Frauen alter als 44 Jahre gefunden werden, welche im

Vergleich zu den ubrigen Frauen (p = 0,034) geringere Werte aufwiesen.
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3.5.4 Vergleich des NB1-Gesamtgehalts mit der NB1-Expression, der -Ober-
flachenkonzentration und der -Gesamtoberflachenmenge

Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse konnten nun der NB1-Gesamtgehalt mit der
NB1-Expression, der NB1-Oberflachenkonzentration sowie der NB1-
Gesamtoberflachenmenge der einzelnen Personen miteinander verglichen werden.
Dies diente vor allem zur Beantwortung der Frage, ob es einen direkten
Zusammenhang gibt zwischen der Menge an intrazellularem NB1 und dem Tell,
welcher auf der Oberflache prasentiert wird. Abb. 7 zeigt den Zusammenhang
zwischen dem NB1-Gesamtgehalt (ng/ml) und der NB1-Expression (prozentualer
Anteil der NB1-positiven Subpopulation). Hierfir wurden die Testpersonen anhand
ihrer NB1-Expression in drei Gruppen (0-40 %, 41-60 %, 61-100 %) unterteilt. Es
zeigt sich, dass die Gruppe mit einer hohen NB1-Expression einen hoch signifikant
groReren NB1-Gesamtgehalt aufweist als die Ubrigen Personen (p < 0,001).
Umgekehrt weist die Gruppe mit der niedrigen Expression einen Kkleineren
Gesamtgehalt auf als die Ubrigen Personen. Dieser Unterschied ist ebenfalls hoch
signifikant (p < 0,001), wobei insbesondere die mannlichen Testpersonen extrem
niedrige Werte aufweisen, welche sich auch von den weiblichen Testpersonen dieser
Gruppe deutlich unterscheiden (p = 0,018). Bei den Testgruppen mit mittlerer bzw.
hoher NB1-Expression zeigt sich dagegen kein geschlechtsspezifischer Unterschied.
Vergleicht man die Werte der NB1-Expression mit dem NB1-Gesamtgehalt bei jeder
Person, so zeigt sich eine Auffalligkeit bei den beiden Personen mit einer &uf3erst
geringen NB1-Expression (NB1 < 1 %). Obwohl diese eine &aufRerst geringe
Expression aufweisen, liegen ihre Werte fir den Gesamtgehalt (59,9 bzw. 96,3

ng/ml) im mittleren Bereich der entsprechenden Gruppe.
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Abb. 7: NB1-Gesamtgehalt (ng/ml) der Personen bzw. Frauen und Manner mit niedriger (0-40
%), mittlerer (41-60 %) und hoher (61-100 %) NB1-Expression. Darstellung als Boxplots mit

Medianwert, 25 %- bzw. 75 % Interquartilbereich, Minimal- und Maximalwert (n=94).

Unterteilt man die Testpersonen anhand ihrer NB1- Oberflachenkonzentration in drei
Gruppen (< 26 x 10% 26-45 x 10°, > 46 x 10% und vergleicht deren NBI1-
Gesamtgehalt, so zeigt sich ein Anstieg im Medianwert je hoher die NB1-
Oberflachenkonzentration ist (Abb. 8). Dieses Ergebnis korreliert zwar mit den
Ergebnissen zur NB1-Expression, allerdings sind hier die Unterschiede nicht
signifikant. Gleichermaf3en wie bei der NB1-Expression besitzen die mannlichen
Testpersonen mit einer niedrigen Oberflachenkonzentration einen vergleichsweise
geringeren NB1-Gesamtgehalt als die weiblichen Testpersonen, doch auch hier ist
der Unterschied statistisch nicht signifikant (p = 0,55).
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Abb. 8: NB1-Gesamtgehalt (ng/ml) der Personen bzw. Frauen und Manner mit niedriger (< 26 x
10° Molekiilen pro Zelle), mittlerer (26-45 x 10° Molekiilen pro Zelle) und hoher (> 45 x 10°
Molekiilen pro Zelle) NB1-Oberflachenkonzentration. Darstellung als Boxplots mit Medianwert,

25 %- bzw. 75 % Interquartilbereich, Minimal- und Maximalwert (n=94).

Die deutlichsten Unterschiede im NB1-Gesamtgehalt zeigen sich, wenn die
Testpersonen anhand ihrer NB1-Gesamtoberflachenmenge differenziert werden
(Abb. 9). So kam es auch hier wiederum zu einer Unterteilung in drei verschiedene
Gruppen. Solche mit einer niedrigen NB1-Gesamtoberflachenmenge besitzen einen
relativen Wert von maximal 1 x 10° Molekiilen, der mittlere Bereich liegt bei 1-2 x 10°
Molekilen, und die Gruppe mit einer hohen NB1l-Gesamtoberflaichenmenge haben
einen Wert von mindestens 2 x 10° NB1-Molekiilen. Bei folgenden Gruppen kam es
zu statistisch signifikanten Unterschieden: Die Gruppe mit einer niedrigen
Gesamtoberflachenmenge besitzt auch den niedrigsten mittleren NB1-Gesamtgehalt
(p < 0,001). Gleichzeitig hat die Gruppe mit einer hohen Gesamtoberflachenmenge
auch hohe Gesamtwerte (p < 0,001). Unterteilt man die einzelnen Gruppen
zusatzlich noch nach dem Geschlecht, so zeigt sich das gleiche Ergebnis sowohl bei

der Gruppe der Manner als auch bei den Frauen. Keine Unterschiede im NB1-
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Gesamtgehalt gibt es zwischen Mannern und Frauen innerhalb der einzelnen
Gruppen.

140 -

120 + |

100 -

80

amtgehalt (ng/ml)
I
I
I

Abb. 9: NB1l-Gesamtgehalt (ng/ml) der Personen bzw. Frauen und Manner mit niedriger

(relativer Wert: < 1000 x 10° Molekilen), mittlerer (1000-2000 x 10° Molekilen) und hoher (>

2000 x 10° Molekilen) NB1-Gesamtoberflichenmenge. Darstellung als Boxplots mit

Medianwert, 25 %- bzw. 75 % Interquartilbereich, Minimal- und Maximalwert (n=94).
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3.6 Untersuchungen zur léslichen Form von NB1

Durch verschiedene Arbeiten konnte gezeigt werden, dass das NB1-Protein auf der
granulozytaren Oberflache durch GPI verankert ist (Skubitz et al., 1991;
Goldschmeding et al.,, 1992; Kissel, 2002). Bei zahlreichen GPI-verankerten
Proteinen ist die Mdglichkeit einer Abspaltung und Freisetzung von der
Zelloberflache ins Plasma durch spezifische Phospholipasen nachgewiesen worden
(s. Kap. 1.2.2). Dadurch sind diese Proteine im Plasma als eigenstandige I6sliche
Form zu finden, was fur die weitere Funktion des jeweiligen Proteins von Bedeutung
sein kann. Eine l6sliche Form von NB1 im Plasma konnte bisher nicht nachgewiesen
werden. Daher war es in dieser Arbeit zum einen das Ziel, durch verschiedene
Methoden das Vorhandensein von NB1 im Plasma aufzuzeigen. Zum anderen sollte
nachgewiesen werden, dass es sich bei den evtl. vorhandenen Proteinen um eine
l6sliche  Form von NB1 handelt, und nicht um  Artefakte von

Granulozytenmembranen.

3.6.1 Depletion von NB1 aus dem Plasma durch Sepharose A

Fur den Nachweis von NB1 im Plasma wurde zunachst Sepharose A mit dem Anti-
NB1-Ak 7D8 gekoppelt und mit dem zu untersuchenden Plasma inkubiert. Nach
Zentrifugation des Plasma-Sepharose Gemisches wurde der Plasma-Uberstand
mittels ELISA (s. Kap. 3.1.3) auf seinen NB1-Gehalt hin tberpruft. Zusatzlich wurde
der NB1-Gehalt im Plasma ohne eine vorherige Depletion sowie nach einer Depletion
mit Sepharose ohne mAk 7D8 gemessen (Abb. 10). Vergleicht man die
Absorptionswerte des Plasma-NB1-Gehalts, so ist nach einer Depletion durch
Sepharose mit mAk 7D8 kein NB1-Protein mehr nachweisbar. Die Absorptionswerte
zeigen die gleichen Werte wie die jeweilige Negativkontrolle (100 ul PBS). Erfolgt die
Depletion mit Sepharose ohne den mAk 7D8, so erreichen die Absorptionswerte fast
die gleichen Level wie die der Plasmen ohne vorherige Depletion. Somit zeigt sich,
dass im Plasma NB1-Proteine existieren, welche durch den mAk 7D8 erkannt

werden und dass es sich hierbei um eine spezifische Bindung handelt.

79



EPlasma mnach Depletion mit mAk 7D8

O Negativkontrolle Onach Depletion ohne mAk 7D8

2 _

€ 15 -
c
Q
o
3
c

o 14
=
o
0
<

0,5 -

0 _l

Person 1 Person 2 Person 3 Person 4

Abb. 10: Absorptionswerte von Plasma ohne Depletion; nach einer Depletion durch Sepharose
mit mAk 7D8; nach einer Depletion durch Sepharose ohne mAk 7D8; der Negativkontrolle (100
pl PBS).

3.6.2 Nachweis von NB1 im Plasma mittels Immunprazipitation

Um zu zeigen, dass es sich bei der vorangegangen Depletion auch wirklich um das
NB1-Protein handelt, welches depletiert wurde, und um weiterhin das
Molekulargewicht des im Plasma vorkommenden Antigens zu bestimmen, wurde das
depletierte Antigen immunprazipitiert. Dazu wurden die Immunobeads nach der
Depletion gekocht, um eine Ablésung des Ak und des NB1-Proteins von der
Sepharose zu erreichen. Nach einer anschlielender Zentrifugation wurde der
Uberstand mit mAk 7D8 immunpréazipitiert. Zur Kontrolle wurden neben dem Plasma
eines ,Hochexprimierers® (75 % NB1l-positive Granulozyten) und eines
,Niedrigexprimierers* (8 % NB1 positive Granulozyten) auch der Uberstand einer
Kultur NB1-transfizierter CHO-Zellen sowie Granulozytenlysat verwendet. Abb. 11
zeigt das Ergebnis der Immunprazipitation. In allen vier Spuren ist eine Bande im
Bereich von ca. 58 kDa vorhanden. Dies entspricht dem aus der Literatur bekannten

Molekulargewicht von NB1. Somit sind sowohl im Granulozytenlysat, im
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Zellkulturiberstand und im Plasma NB1-Proteine vorhanden. Es zeigt sich, dass die
vorangegange Depletion mit Sepharose A spezifisch fir NB1 war und dass das so
gewonnene Protein das gleiche Molekulargewicht besitzt wie das zellulare NB1. Ob
es sich bei dem aus dem Plasma depletierten Protein allerdings wirklich um eine
I6sliche Form von NB1 handelt, kann so noch nicht beantwortet werden, da das
Unterscheidungsmerkmal zwischen einer zellularen und einer l6slichen Form, das
Vorhandensein bzw. Fehlen eines GPI-Ankers, sich nicht durch unterschiedliche
Molekulargewichte darstellen lasst (Wilhelm et al., 1999).

kDa 1 2 3 4
130 —p

100 —p
73 —p

54 —p

48 —p

35—>

Abb. 11: Immunpréazipitation des NB1-Proteins aus verschiedenen Quellen unter nicht
reduzierten Bedingungen. Spur 1: Plasma einer Person mit 8 % NB1-positiver Granulozyten.
Spur 2: Plasma einer Person mit 75 % NB1-positiver Granulozyten. Spur 3: Uberstand aus einer
Kultur NB1-transfizierter CHO-Zellen. Spur 4: Granulozytenlysat.
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3.6.3 Nachweis durch Ultrazentrifugation

Um zu Uberprtfen, ob das im Plasma gefundene NB1 tatsachlich als l6sliche Form
vorliegt oder als membran- bzw. zellpartikelstdndiges Protein, wurden die Plasmen
von 8 Testpersonen ultrazentrifugiert. Dabei wurden jeweils 6 ml Plasma bei 4°C und
160.000 g fur 60 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand vom Pellet
getrennt und beide Fraktionen mittels ELISA auf ihren NB1-Gehalt hin Gberpruft.
Zuletzt wurde der jeweilige Anteil beider Fraktionen am Gesamtgehalt berechnet.
Abb. 12 zeigt die prozentualen Anteile an NB1-Protein beider Fraktionen bei den 8
Testpersonen. Bis auf zwei Ausnahmen lag der Anteil an NB1 im Uberstand bei iber
95 % (Mittelwert 95,1 = 3,3 %), die Werte der zwei Ausnahmen mit 92 bzw. 88 % nur
geringgradig niedriger. Im Pellet, in dem membran- und zellpartikelstandiges NB1 zu
erwarten ist, lag dagegen nur ein sehr geringer Anteil an NB1 vor (Mittelwert 4,9 +
3,3 %).

100% - .
W Uberstand

OPellet
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60% -
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Abb. 12: Ultrazentrifugation von Plasma von 8 verschiedenen Personen. Die Proben wurden 60
min bei 4°C und 160.000 g zentrifugiert. AnschlieBend wurden Uberstand und Pellet separiert
und auf ihren NB1-Gehalt hin mittels ELISA Uberprift. Y-Achse beschreibt den relativen Anteil

(%) im Uberstand bzw. Pellet am gesamten NB1-Gehalt.
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3.6.4 Biochemischer Nachweis durch Triton X-114-Trennung

Um zu zeigen, dass es sich bei dem im Plasma nachgewiesenen NB1 um eine echte
|6sliche Form handelt, welche aktiv von ihrem GPI-Anker auf der Zelloberflache
abgespalten wird, wurde das im Plasma gefundene NB1 auf seine lipophilen bzw.
hydrophilen Eigenschaften untersucht. Dies erfolgte mit einer Phasen-Separation
durch Triton X-114. Lésungen mit Triton X-114 weisen bei Temperaturen um 4°C
einen homogenen Charakter auf. Werden solche Loésungen allerdings auf
mindestens 20°C erwarmt, trennt sich das homogene Gemisch in eine wassrige und
eine detergentenreiche Phase. Wirde es sich bei den im Plasma gefundenen NB1-
Proteinen um Granulozytenartefakte handeln, also um Proteine in Kombination mit
intakten GPI-Ankern, ware der Grof3teil der NB1-Molekule aufgrund der lipophilen
Anteile des GPI-Ankers in der detergentenreichen Phase zu finden. Umgekehrt zeigt
ein Vorhandensein von NB1 in der wassrigen Phase der Triton X-114-Ldsung an,
dass die gefundenen Proteine einen hydrophilen Charakter aufweisen, was gegen
eine Anwesenheit des GPI-Ankers und fir eine echte l6sliche Form von NB1 spricht.
Daher wurden Plasmen von 9 Personen 1:1 mit eiskalter Triton X-114-L6sung
versetzt. Nach einer einstindigen Inkubation wurden die Lésungen auf 37°C erwarmt
und zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte die Messung des NB1-Gehalts in den
wassrigen und detergentenreichen Lésungen im ELISA. Zur Kontrolle wurden von 6
Personen Granulozytenlysate ebenfalls mit Triton X-114-Losungen versetzt und das
Verhéltnis des NB1-Gehalts in der wassrigen Phase zum NB1-Gehalt in der
detergentenreichen Phase berechnet (Abb. 13).

Im Plasma ist der gré3te Anteil an NB1 in den wassrigen Lésungen zu finden (86,6 +
14,6 %). Im Mittel betrug der NB1-Anteil in den detergentenreichen Losungen 13,4 +
12,6 %. In 6 von 9 Féallen betrug der Anteil in der wassrigen Phase mindestens 85 %,
in zwei Fallen sogar 100 %. In keinem einzigen Fall war der NB1-Gehalt in der
detergentenreichen Phase grof3er als in der wassrigen Phase. Vergleicht man bei
den jeweiligen Personen die Verteilung mit der des Granulozytenlysats, so weist hier
die wassrige Phase mit 48,3 + 14,2 % einen viel geringeren NB1-Anteil auf als die
Plasmen. In keinem Fall ist der NB1-Anteil in der wassrigen Phase im Lysat hoher als
im Plasma.

Somit hat sich gezeigt, dass es sich bei dem Utberwiegenden Anteil an NB1-Protein,
welches im Plasma gefunden wird, um eine Iosliche Form ohne GPI-Anker handelt.

Umgekehrt verhalt es sich bei den Granulozytenlysaten: Hier befindet sich der
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grolRere Anteil in der detergentenreichen Phase, was fir das Vorhandensein

lipophiler Anteile, in diesem Fall der GPI-Anker, spricht.

B wassrige Phase [1detergentenreiche Phase

100% - . L .
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Abb. 13: Phasenseparation mit Triton X-114 bei neun Testpersonen. Plasma (P) wurde 1:1 mit
eiskalter Triton X-114-L6sung versetzt, inkubiert, auf 37°C erwarmt und zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der NB1-Gehalt in der wéassrigen und detergentenreichen Phase mittels
ELISA gemessen und der jeweilige Anteil (%) bestimmt. Bei sechs Personen wurde zur

Kontrolle eine Phasenseparation mit Granulozytenlysat (G) durchgefiihrt.

3.6.5 Quantitative Bestimmung des NB1-Plasmagehalts

Da durch die oben beschriebenen Untersuchungen gezeigt wurde, dass eine l6sliche
Form des granulozytaren Antigens NB1 existiert, konnte nun der NB1-Plasmagehalt
guantitativ bestimmt werden. Dies erfolgte ebenfalls mit der oben beschriebenen
Standardkurve und dem ELISA-Testsystem. Zunachst wurden die Extinktionswerte
an NB1 im Plasma bei insgesamt 34 Personen im Doppelansatz bestimmt.
AnschlieRend erfolgte die Umrechnung der Absorptionswerte mit Hilfe der
Standardkurve in die entsprechenden Proteinkonzentrationen. Das Ergebnis ist in

Abb. 14 dargestellt. Der errechnete NB1-Plasmagehalt erreichte Werte zwischen 9,3
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— 37,6 ng/ml mit einem Medianwert von 16,1 ng/ml. Der niedrigste ermittelte
Absorptionswert (OD = 0,44) Ubersteigt den mittleren Absorptionswert der
Negativkontrollen der Standardkurve (OD = 0,16) fast um das Dreifache. Somit lagen
samtliche Werte im linearen Messbereich der Standardkurve. Vergleicht man die
Plasmakonzentrationen von Frauen mit denen der Manner, so zeigt sich kein
geschlechtsspezifischer Unterschied. Auch das Alter der Personen hat keinen Einfluf3

auf die Hohe des Plasmagehalts an NB1.
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Abb. 14: NB1-Plasmagehalt (ng/ml) der 34 Testpersonen bzw. Unterteilung des Kollektivs
anhand des Geschlechts und des Alters. Darstellung als Boxplots mit Medianwert, 25 %- bzw.

75 % Interquartilbereich, Minimal- und Maximalwert.

Zur Uberprifung der Spezifitat der quantitativen Bestimmung des Plasmagehalts
wurden zur Kontrolle die Plasmen von 29 der 34 Personen in einem ELISA
gemessen, in dem der Anti-NB1-Ak MEM166 gegen Maus-lgG ausgetauscht wurde
(s. Kap. 3 Material und Methoden). Wahrend die Absorptionswerte mit MEM166
einen medianen Absorptionswert von OD = 0,91 aufweisen, zeigt sich bei der
Verwendung von Maus-1gG ein Absinken des Medianwerts auf OD = 0,09, was dem
gleichen Absorptionswert der dazugehorigen Negativkontrolle (100 upl PBS)
entspricht.
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Um auszuschlieBen, dass es durch andere Substanzen im Plasma, beispielsweise
Fette, zu einer Verfalschung einzelner Messergebnisse im ELISA kommen kann,
wurde die Spezifitat anhand einer Verdinnungsreihe Uberprift. Dabei wurden von
einer Plasmaprobe funf verschiedene Verdinnungsstufen (von 6,25 — 100 pl pro
Vertiefung) im ELISA gemessen und deren Extinktionswerte grafisch dargestellt
(Abb. 15). Es zeigt sich ein direkter linearer Zusammenhang zwischen den einzelnen
Messwerten (BestimmtsheitsmaR R? = 0,9956). Dies deutet darauf hin, dass die
ermittelten Absorptionswerte direkt von der Menge an eingesetztem Plasma und
folglich von der Menge an vorhandenem, loslichen NB1 abhéngen und nicht durch

andere Substanzen beeinflusst werden.

1,6 -

Absorption bei 492 nm

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100

Menge an Plasma

Abb. 15: Verdinnungsreihe des NB1-Gehalts im Plasma. Plasma wurde in verschiedenen
Konzentrationen auf seinen NB1-Gehalt hin im ELISA Uberprift. Y-Achse stellt die ermittelten
Absorptionswerte bei 492 nm (Mittelwert +/- SD), die X-Achse die eingesetzten Plasmamengen

in pl dar.
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3.6.6 Vergleich von I6slichen und zellularen NB1

Expression®
Median | Unteres Quartil | Oberes Quartil | Minimum | Maximum
<40 % 14,1 12,1 17,9 11,6 26,2
41-60 % 13,1 12,2 18,9 9,3 37,6
> 61 % 19,5 15,5 21,0 10,4 35,2
Oberflachenkonzentration?
Median | Unteres Quartil | Oberes Quartil | Minimum | Maximum
<26 x 10° 13,6 11,8 16,8 9,3 37,6
26-45 x 10°| 18,9 14,1 18,9 11,7 35,2
<45x 10° 19,6 15,9 19,6 12,0 26,2
Gesamtoberflachenmenge?®
Median | Unteres Quartil | Oberes Quartil | Minimum | Maximum
<1000 12,2 11,8 14,1 9,3 25,2
1000-2000 15,5 12,6 18,9 10,4 37,6
> 2000 19,8 17,5 20,7 12,2 35,2

Tab. 4: Beziehung zwischen zellularen (n=94) und léslichen Gehalt an NB1 (n=30). Werte
angegeben als Medianwert, Unteres Quartil (=25 % Interquartilbereich), Oberes Quartil (=75 %
Interquartilbereich), Minimal- und Maximalwert des NB1-Plasmagehalts (ng/ml) jeder Gruppe.
'GroRe NB1-
Oberflachenmolekiilen pro NB1-positiver Zelle. *Gesamtoberflachenmenge, entspricht der NB1-

der NB1-positiven Subpopulation.  Durchschnittliche  Zahl an

Expression multipliziert mit der Oberflachenkonzentration.

Vergleicht man bei den einzelnen Personen die Menge an léslichen NB1 mit der
Menge, welche sich auf der Zelloberflache befindet, so zeigen sich kleine, jedoch
nicht signifikante Gemeinsamkeiten (Tab. 4). Zwar weisen die Personen, die einen
Antell hohe

Oberflachenkonzentration besitzen, auch einen hohen Plasmagehalt an NB1 auf,

hohen  prozentualen NB1l-positiver  Zellen oder eine

jedoch sind die Unterschiede oder auch die Anzahl der getesteten Personen zu
gering um statistisch signifikant zu sein. Allerdings deutet sich ein Zusammenhang

zwischen der NB1-Gesamtoberflachenmenge und dem Plasmagehalt an. Je hoéher
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die Gesamtoberflachenmenge einer Person ist, desto hoher scheint der Gehalt an
l6slichem NB1 zu sein. So liegt z.B. der 25 %-Interquartilbereich der Gruppe mit den
hdchsten Gesamtoberflaichenmengen hoher als der 75 %-Interquartilbereich der
Gruppe mit den niedrigsten Mengen an oberflachlichem NB1.

Ein Zusammenhang zwischen dem NB1-Gehalt auf zellularer Ebene und dem
l6slichen Anteil zeigt sich jedoch bei dem Vergleich der Plasmawerte mit dem NB1-
Gesamtzellgehalt, also dem Gehalt, der sich sowohl auf der Zelloberflache als auch
intrazellular befindet (Abb. 16). Je hoher der NB1l-Gesamtzellgehalt liegt, desto
groler ist der NB1-Plasmagehalt. Der Unterschied sowohl zwischen der Gruppe mit
Werten > 110 ng/ml gegenlber den ubrigen Personen, als auch der Unterschied
zwischen den Personen mit Werten < 80,0 ng/ml und den Personen > 110 ng/ml, ist
mit p = 0,018 bzw. p = 0,0038 statistisch signifikant.
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Abb. 16: Beziehung zwischen dem NB1-Gesamtzellgehalt (ng/ml) und dem NB1-Plasmagehalt
(ng/ml). X-Achse: Die Testpersonen wurden anhand ihrer zellularen NB1-Konzentration in drei
Gruppen eingeteilt und deren NB1-Plasmakonzentrationen (ng/ml) als Boxplots mit

Medianwert, 25 %- bzw. 75 % Interquartilbereich, Minimal- und Maximalwert dargestellt (n=24).
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3.6.7 NB1 im Urin

Aufgrund des hydrophilen Charakters der l6slichen Form von NB1 ist zu erwarten,
dass diese Uber die Niere ausgeschieden wird und anschlielend im Urin zu finden
ist. Diese Beobachtung wurde bereits bei uPAR, CD87 gemacht (Sidenius et al.,
2000), einem Protein, welches die groRte strukturelle Ahnlichkeit zu CD177 aufweist.
Weiterhin ware das Auffinden von NB1-Proteinen im Urin ein weiterer Beweis fir die
Existenz einer l6slichen Form. Daher wurden von sechs Testpersonen Urinproben im
oben beschriebenen ELISA untersucht und die ermittelten Absorptionswerte wurden
mit Hilfe der Standardkurve in entsprechende Proteinkonzentrationen umgerechnet.
Eine der funf Testpersonen hat im Rahmen einer Immunisierung durch eine
Schwangerschaft Anti-NB1-Antikdrper ausgebildet und ist daher immunologisch als
NB1-negativ anzusehen. Wahrend bei allen finf ,NB1-positiven* Personen das
Protein im Urin nachzuweisen war (Werte zwischen 3,3 — 8,3 ng/ml, Mittelwert 5,78 +
2,01 ng/ml), lag der Absorptionswert der ,NB1l-negativen“ Person unter dem der

Negativkontrolle. Somit konnte hier kein NB1-Protein nachgewiesen werden.

3.7 Untersuchungen zur NB1-Expression nach Zellstimulation

Durch zahlreiche Arbeiten konnte gezeigt werden, dass es nach einer Aktivierung
bzw. Stimulation neutrophiler Granulozyten zu einer Veranderung in der Expression
verschiedener Proteine auf deren Oberflache kommen kann (s. Kap. 1.3.4). Dies
wurde auch fur die Expression von NB1 nachgewiesen, allerdings mit teilweise
unterschiedlichen Ergebnissen. Wahrend bei in vitro Experimenten durch fMLP-
Stimulation eine Erhéhung der NB1-Oberflachenkonzentration bei gleichzeitig
konstanter NB1-Expression beobachtet wurde (Skubitz et al., 1991; Goldschmeding
et al.,, 1992), konnte durch in vivo Untersuchungen mit GCSF-Aktivierung eine
Erhéhung der NB1-Expression festgestellt werden (Stroncek et al., 1998b). Daher
wurden sowohl in vitro als auch in vivo Untersuchungen zur Expression von NB1

(sowohl intrazellular als auch auf der Zelloberflache) durchgefihrt.
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3.7.1 In vitro Untersuchungen

Jeweils 10’ Granulozyten wurden mit fMLP, GCSF oder ohne Stimulation fiir 30 min
bzw. 24 Std. bei 37°C im Zellkulturbrutschrank inkubiert. Teilweise wurden
zusétzliche Ansatze mit Ostrogen inkubiert. Die Ansatze wurden anschlieRend
zentrifugiert, so dass eine Trennung der Zellen vom Uberstand moglich war.
Wahrend der Uberstand mittels ELISA auf seinen NB1-Gehalt hin untersucht wurde,
erfolgte die Bestimmung der NB1-Expression und der Oberflachenkonzentration am
Durchflusszytometer.

Abb. 17 A zeigt das Ergebnis der NB1-Expression, also dem Anteil an NB1-positiven
Granulozyten. Wie zu erwarten war, kommt es nach 30 min durch eine Stimulation
mit fMLP oder GCSF zu keiner Erh6hung des Anteils an positiven Zellen. Werden die
Zellen jedoch fur 24 Std. im Zellkulturbrutschrank bei 37°C inkubiert, so kommt es zu
einer signifikanten Erhohung des NB1-positiven Anteils. Diese Erh6hung ist sowohl
bei einer Stimulation mit fMLP (p = 0,027) als auch mit GCSF (p = 0,027) zu
beobachten. Zusatzlich zeigen auch die unstimulierten Ansatze eine signifikante
Erhohung der NB1-Expression (p = 0,018) im Vergleich zu den Werten nach 30 min.
Der Anteil der NB1-positiven Subpopulation erhéhte sich nach 24 Std. im Mittel um
29 %. Bei einer Stimulation mit Ostrogen war in keinem Fall eine Veranderung zu
beobachten.

Die Veranderungen hinsichtlich der NB1-Oberflachenkonzentration werden in Abb.
17 B deutlich. Bei der Untersuchung von insgesamt 30 Personen zeigte sich eine
signifikante Erhéhung (p = 0,016) der Anzahl an Oberflachenmolekilen durch eine
Aktivierung mit fMLP nach 30 min Inkubation. Dabei erhdhte sich die
Oberflachenkonzentration im Mittel um 33 %. Zwar kommt es durch die Inkubation
mit GCSF im Mittel auch zu einer Erhéhung der Oberflachenkonzentration, jedoch ist
der Unterschied zu den unstimulierten Ansatzen, zumindest bei einer Gruppengrol3e
von 30 Testpersonen, nicht statistisch signifikant (p = 0,08). Werden die Zellen 24
Std. mit fMLP bzw. GCSF inkubiert, so zeigt sich keine Erh6éhung der
Oberflachenkonzentration. Auch die Werte nach einer fMLP-Stimulation sind, obwohl
es nach 30 min zu einem Anstieg gekommen war, wieder auf dem gleichen Level wie
nach 30 min Inkubationszeit ohne Zusatz. Zeigte sich bei der NB1-Expression noch
ein Unterschied zwischen den unstimulierten Gruppen nach 30 min bzw. 24 Std., so
ist bei der Oberflachenkonzentration kein Unterschied festzustellen. Eine Stimulation
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der Zellen mit Ostrogen erbrachte keine Veranderungen in der NBI-
Oberflachenkonzentration.
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Abb. 17 A: Relativer Anteil NB1-positiver Granulozyten (%) nach einer Inkubationszeit von 30
min bzw. 24 Std. mit fMLP, GCSF oder ohne Stimulans bei 30 Testpersonen. Darstellung als

Boxplots mit Medianwert, 25 %- bzw. 75 % Interquartilbereich, Minimal- und Maximalwert
(n=30).
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Abb. 17 B: Mittlere NB1-Oberflachenkonzentration (Anzahl der Molekule pro Zelle) der positiven
Subpopulation nach einer Inkubationszeit von 30 min bzw. 24 Std. mit fMLP, GCSF oder ohne
Stimulans bei 30 Testpersonen. Darstellung als Boxplots mit Medianwert, 25 %- bzw. 75 %

Interquartilbereich, Minimal- und Maximalwert (n=30).

3.7.2 In vivo Untersuchungen

Fur in vivo Studien wurden die Plasmen bzw. die Granulozyten von Personen
verwendet, welche zwecks Granulozytenspende mit GCSF stimuliert wurden. Die
Gewinnung der Plasmen und der Zellen erfolgte jeweils unmittelbar vor und einen
Tag nach GCSF-Gabe.

Vergleicht man den NB1-Plasmagehalt vor bzw. nach der GCSF-Gabe, so zeigt sich
in 4 von 6 Fallen ein deutlicher Anstieg des Plasmagehalts (Abb. 18 A). Die
Absorptionswerte im ELISA von Person 1, einem Granulozytenspender mit einer
NB1-Expression von 0 %, liegen nur unwesentlich héher als die der entsprechenden
Negativkontrolle und wurden daher als ,negativ* betrachtet und in den statistischen
Berechnungen nicht berticksichtigt. Der Anstieg der Plasmawerte betrug zwischen 17
— 163 %, bei Person Nr. 6 lag der Abfall zwischen den beiden Messungen bei 19 %.
Vergleicht man nun in diesem Zusammenhang den NB1-Gesamtgehalt vor bzw.
nach einer Stimulation mit GCSF, so zeigt sich, im Gegensatz zum NB1-Gehalt im
Plasma, kein Unterschied zwischen den beiden Messungen (Tab. 18 B). Bei allen
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vier Personen sind die Werte nahezu identisch. Der maximale Unterschied betrug 4
%, was auch auf eine unspezifische Variation im Messergebnis zurlickzufihren sein
kann.

Neben dem NB1-Gesamtgehalt und dem Plasmagehalt wurde auch die Menge an
NB1 im Urin nach der Stimulation mit GCSF gemessen. Dabei liegt der Mittelwert
nach einer GCSF-Stimulation mit 22,7 + 18,2 ng/ml signifikant hoher als bei
Personen ohne GCSF-Stimulation (5,78 + 2,01 ng/ml). Auch der niedrigste, nach
einer GCSF-Stimulation gemessene Wert (9,7 ng/ml) ist hoher als der gréf3te Wert
ohne Stimulation (8,3 ng/ml).

Fasst man die Untersuchungen zusammen, so zeigt sich, dass es nach einer
Stimulation der Granulozyten zu einer relativ schnellen Zunahme der NBI1-
Oberflachenkonzentration verbunden mit einer Zunahme des NB1-Gehalts im
Plasma und im Urin kommt. Eine Erhéhung des NB1-Gesamtgehalts konnte dagegen
nicht beobachtet werden. Werden Granulozyten fiir mindestens 24 Std. inkubiert,

erhoht sich, zumindest bei in vitro Untersuchungen, auch der Anteil an NB1-positiven

Zellen.
A 15 -
m ohne GCSF
1mit GCSF
12 -

NB1-Plasmagehalt (ng/ml)
(o))

1 2 3 4 5 6
Person

Abb. 18 A: Vergleich des Plasmagehalts von NB1 (ng/ml) vor bzw. nach Stimulation mit GCSF
bei 6 Granulozytenspendern.
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Abb. 18 B: Vergleich des NB1-Gesamtgehalts (hg/ml) vor bzw. nach Stimulation mit GCSF bei 4

Granulozytenspendern.

3.7.3 NB1 defiziente Subpopulation

Da es nach einer Inkubation von Granulozyten Uber 24 Std., unabhangig von einer
Stimulation mit GCSF oder fMLP, zu einer Erh6hung des Anteils NB1-positiver
Granulozyten kommt, wurde in diesem Zusammenhang die NBl-negative
Subpopulation naher untersucht. Dazu wurden vor der Inkubation durch einen
Zellsorter die NB1-negativen Zellen von den NB1-positiven Zellen isoliert. Nach einer
Inkubation der negativen Zellen mit fMLP, GCSF oder ohne Zusatz fur 24 Std. bei
37°C im Zellkulturbrutschrank, wurde anschliel3end der Anteil NB1-positiver Zellen
am Durchflusszytometer bestimmt. In zwei von vier Fallen, bedingt durch den bei der
Zellsortierung verursachten ,Stress” und der damit verbundenen Aktivierung der
Granulozyten, starben wahrend der 24-stindigen Inkubation zu viele Zellen ab, um
eine ausreichende Zellzahl fir die Auswertung zur Verfigung zu haben. In den
beiden anderen Féllen erwiesen sich nach der Inkubation 23 % bzw. 18 % der

Granulozyten als NB1-positiv.
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3.8 Funktionelle Untersuchungen zu NB1

3.8.1 Oxidativer Burst

Aus friheren Untersuchungen ist bekannt, dal3 die Bindung von Antikérpern an das
korrespondierende Antigen einen direkten Einfluss auf die Funktion der jeweiligen
Zellen haben kann. So wurde unter anderem gezeigt, dass durch die Bindung von
Anti-Plattchen-Antikorpern, Uber die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, eine
Zerstbrung der Thrombozyten bewirkt wird (Nardi et al., 2001). Ob es auch in
Anwesenheit von Anti-NB1-Antikérpern zu einer Freisetzung von Sauerstoffradikalen
kommt, und somit zu einer Beeinflussung der granulozytdren Funktion, sollte in
folgenden Experimenten untersucht werden. Dazu wurden isolierte Granulozyten
zunéchst mit dem monoklonalen Antikorper MEM166, mit humanem Anti-NB1-Ak
oder zur Negativkontrolle mit humanem bzw. Maus-1gG inkubiert und nachfolgend mit
fMLP inkubiert. Zur Kontrolle wurde eine Halfte der Anséatze zusatzlich mit DPI
(Diphenyleniodonium) inkubiert. DPI ist ein spezifischer Inhibitor der NADP(H)-
Oxidase, es bindet dabei an Flavin, einem Bestandteil von Cytochrom b (Cross &
Jones, 1986; Fischer et al., 2002). Die Hemmwirkung von DPI erfolgt allerdings nur
bei bereits aktivierten Granulozyten (O'Donnell et al., 1993). Nach Anfarbung der
Zellen erfolgte die Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs und damit der
Sauerstoffradikalbildung am Durchflusszytometer (Abb. 19).
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Abb. 19: Produktion reaktiver Sauerstoffspezies neutrophiler Granulozyten nach Inkubation mit
MEM166 (schwarz), mit MEM166 und DPI (blau) und nach Inkubation mit Maus-IgG (rot).
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Tab. 5 zeigt das Ergebnis der Messung am Durchflusszytometer als mittlere
Fluoreszenzintensitat. Es zeigt sich, dass es in Anwesenheit des monoklonalen Anti-
NB1-Antikorpers MEM166 zu einer Produktion von Sauerstoffradikalen kommt
(Mittelwert: MFI = 200,7 + 164,8). In Abwesenheit von MEM166 zeigt sich ein
deutlich geringerer Wert (Mittelwert: MFI = 16,1 + 4,7). Die Hinzugabe von DPI
verringert die Sauerstoffradikalbildung um 36 — 98 % (Mittelwert: 74 %).

In Anwesenheit von humanen Anti-NB1-Antikdrpern kommt es ebenfalls zu einer
Produktion von Sauerstoffradikalen, allerdings in geringerem Mal3e als bei der
Anwesenheit von MEM166 (Mittelwert: MFI = 48,7 + 21,4 im Vergleich zur
Negativkontrolle: MFI = 17 + 4).

Nr. MEM166 ohne DPI | MEM166 mit DPI | mlIgG | Anti-NB1| hlgG
1 191 27 25
2 478 12 11
3 194 18 13 39 14
4 77 49 16 83 14
5 30 11 12 21 16
6 48 25 17 42 21
7 158 23 22 36 15
8 464 13 14 71 14
9 166 17 15 49 25
Mittel- 16,1 + 48,7
Wert 200,7 +164,8 21,7+11,8 47 214 17 +4

Tab. 5: Mittlere Fluoreszenz-Intensitdt am Durchflusszytometer bei neun Testpersonen.
Folgende Ansatze wurden ausgewertet: Granulozyten + MEM166; Granulozyten + MEM166 +
DPI; Granulozyten + Maus-lgG; Granulozyten + humanem Anti-NB1; Granulozyten + humanem
19G.
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3.8.2 NB1-Counterrezeptor

Die Funktion des granulozytaren Antigens NB1 ist weitgehend unbekannt. Bisherige
Beobachtungen lassen nur Vermutungen zu. Aufgrund der gezeigten Ergebnisse,
dass NB1 zum einen nach G-CSF-Aktivierung auf der neutrophilen Oberflache
hochreguliert wird, zum anderen dass durch die Bindung von Anti-NB1-Antikérpern
eine Produktion reaktiver Sauerstoffspezies stattfindet, lasst eine Teilnahme von NB1
an der durch die neutrophilen Granulozyten vermittelten unspezifischen
Immunabwehr vermuten. Frihere Untersuchungen zeigen eine Beeinflussung der
granulozytar-endothelialen Interaktion (Kap. 1.3.4), so dass ein méglicher Ligand von

NB1 auf der Oberflache von Endothelzellen zu suchen ist.

3.8.2.1 Isolierung des NB1-Proteins mittels Immunaffinitatschromatographie

Fur die weiteren funktionellen Untersuchungen wurde das NB1-Protein in isolierter
Form bendétigt. Daher wurden neutrophile Granulozyten lysiert und das NB1-Protein
aus diesem Lysat mittels Immunaffinititschromatographie isoliert. Als monoklonaler
Antikorper gegen NB1 diente dabei 7D8. Der Erfolg der Isolierung und die Reinheit
des Eluats wurden durch eine Silberfarbung und Immunoblot Gberprift (Abb. 20).

Anschlie3end erfolgte eine photometrische Konzentrationsbestimmung des Eluats.
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Abb. 20: Silberfarbung (A) & Immunoblot (B) der NB1l-Isolierung durch Immunaffinitats-
Chromatographie. Spur 1 zeigt den Molekulargewichtsstandard (kDa), Spur 2 das

Granulozytenlysat und die Spuren 3 — 5 verschiedene Fraktionen des Eluats.
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Interaktionsstudien mit Endothelzellen

Da, wie bereits in Kap. 3.8.2 beschrieben wird, ein méglicher Ligand von NB1 auf der
endothelialen Oberflache vermutet wird, wurden zunachst Untersuchungen zur
Bindung von NB1 an Endothelzellen allgemein durchgefiihrt. Die Uberpriifung der
Bindung  erfolgte  auf unterschiedliche  Weise, zum  einen  durch

durchflusszytometrische Analysen, zum anderen durch interzellulare Bindungstests.

3.8.2.2 Durchflusszytometrische Untersuchungen

Um nachzuweisen, dass ein Partner des NB1-Proteins auf den Endothelzellen
existiert, wurden kultivierte Endothelzellen zunéchst fir 4 Std. mit TNFa stimuliert.
Anschliel3end erfolgte die Ablosung der Zellen von der Petrischale, damit sie
nachfolgend mit dem NB1-Protein fur 30 min. bei 37°C inkubiert werden kdnnen.
Nach weiteren Inkubationen mit einem NB1-spezifischen Ak und einem FITC-
markierten RAM-Ak wurde eine mogliche Bindung des NB1-Moleklls an den
Endothelzellen am Durchflusszytometer Uberprift. Als Positivkontrolle wurde die
homophile Bindung zwischen endothelialen PECAM-1-Molekilen und PECAM-1-Fc
gewahlt. Abb. 21 zeigt eine deutliche Bindungsaktivitat zwischen den NB1-Molekilen
und den Endothelzellen (schwarze Kurve). Die mittlere Fluoreszenzintensitat liegt mit
MFI = 51 nahe dem Bereich der homophilen Bindung von PECAM-1 mit MFI = 69
(rote Kurve). Wird anstelle des Anti-NB1-Ak 7D8 ein Maus-IgG eingesetzt (blaue
Kurve), ist keine Bindung festzustellen (MFI = 19). Weiterhin kommt es zu keinen
Bindungsaktivitaten, wenn anstelle des NB1-Proteins und der nachfolgenden Zugabe
des mAk 7D8 nur der NB1-spezifische Antikbrper zu den Endothelzellen gegeben
wird (MFI = 24, nicht dargestellt).

Zur weiteren Charakterisierung des potentiellen endothelialen NB1-Liganden sollte
Uberpruft werden, ob NB1 auch an unstimulierten Endothelzellen bindet oder ob der
Partner erst nach einer Aktivierung auf der Endothelzelloberflache exprimiert wird.
Dazu wurde das oben beschriebene Experiment benutzt, jedoch ohne eine vorherige
Stimulation der Endothelzellen mit TNFa. Wie in Abb. 22 zu sehen ist, erfolgt die
Bindung von NB1 am Endothel mit gleicher Intensitat wie an stimulierten Zellen.
Somit muss es sich bei dem gesuchten Liganden um ein Protein handeln, welches
konstitutiv auf der Zelloberflache vorhanden ist und nicht erst durch Zellstimulation

exprimiert wird.

98



=]
I

AV A

T T T T T T = T f L—
10° 10! 10° 107 10¢
FL1-H

Abb. 21: Durchflusszytometrische Analyse der Bindung des NB1-Molekils an TNFa-
stimulierten Endothelzellen. Die X-Achse stellt die mittlere Fluoreszenzintensitat, die Y-Achse
die relative Zellzahl dar.

Schwarze Kurve: Endothelzellen + NB1 + 7D8

Blaue Kurve: Endothelzellen + NB1 + Maus-IgG

Rote Kurve : Endothelzellen + PECAM-1 + Gil8
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Abb. 22: Durchflusszytometrische Analyse der Bindung des NB1-Molekils an unstimulierten
Endothelzellen. Die X-Achse stellt die mittlere Fluoreszenzintensitat, die Y-Achse die relative
Zellzahl dar.

Schwarze Kurve: Endothelzellen + NB1 + 7D8

Blaue Kurve: Endothelzellen + NB1 + Maus-1gG
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3.8.2.3 Zell-Adhésion

Um die in den durchflusszytometrischen Untersuchungen erzielten Ergebnisse zu
verifizieren, erfolgte nun die Ermittlung einer mdglichen Bindung von NB1 an
Endothelzellen durch interzellulare Bindungstests. Daflir standen verschiedene
Methoden zur Verfiigung, zum einen Adhdasionstests mit nachfolgender Kristall-
Violett-Anfarbung, zum anderen mit vorausgehender Fluoreszenzmarkierung (s. Kap.
2.2.4.10 und 2.2.4.11).

Fur die Uberpriifung einer moglichen Interaktion zwischen CHO-NB1-Zellen und
Endothelzellen durch Kristall-Violett-Anfarbung wurden jeweils 10°> Endothelzellen in
die Vertiefungen einer Flachbodenplatte gegeben und Gber Nacht inkubiert. Nach der
Blockierung mit BSA (3 %) erfolgt die Zugabe von CHO-NB1- bzw. untransfizierten
CHO-Zellen. Nach weiteren Inkubationen mit Fixierungs- und Farbelésung erfolgte
die  Auswertung der Extinktion am  Plattenphotometer bei  einem
Absorptionsmaximum von 592 nm.

Werden Endothelzellen zusammen mit untransfizierten CHO-Zellen inkubiert, ergibt
sich eine mittlere Extinktion von OD = 1,93 + 0,221, was nur unwesentlich hoher liegt
als die Extinktionswerte der Endothelzellen allein (OD = 1,44 + 0,103). Werden
hingegen die Endothelzellen mit CHO-NB1-Zellen inkubiert, liegt der mittlere
Extinktionswert bei OD = 3,26 = 0,18. Das NB1-Protein geht somit eine Bindung mit
Endothelzellen ein.

Bei den Untersuchungen mit Fluoreszenzmarkierung werden ebenfalls zunachst je
10°> Endothelzellen in die Vertiefungen einer Flachbodenplatte gegeben und iber
Nacht inkubiert. AnschlieBend erfolgt am nachsten Tag nach vorherigem Waschen
eine Blockierung der Platte und eine Zugabe von jeweils 10° CHO-K1- bzw. CHO-
NB1-Zellen, welche zuvor mit BCECF angefarbt wurden. Nach der Inkubation
erfolgte die 1. Messung der Fluoreszenzintensitat, nach anschlieRendem
zweimaligen Waschen die 2. Messung. Wie in Abb. 23 dargestellt ist, weisen CHO-
NB1-Zellen ein vielfach grol3eres Bindungsvermodgen auf als die untransfizierten
CHO-K1-Zellen (p = 0,007). Dies bestéatigt die Beobachtung, dass das NB1-Protein

an ein Molekul der Endothelzellen bindet.
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Abb. 23: Messung des Anteils gebundener Zellen (%) von CHO-NB1-Zellen bzw.
untransfizierten Zellen (CHO-K1) an Endothelzellen. Die Ermittlung erfolgte durch Markierung

mit BCECF und anschlieBender Messung der Fluoreszenzintensitat.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die dargestellten Ergebnisse der
Bindungsstudien zwischen NB1-Molekilen und Endothelzellen gezeigt wurde, dass
ein endothelialer Bindungspartner von NB1 existiert. FUr eine exaktere
Charakterisierung des Liganden sind jedoch weitere, spezifischere Untersuchungen
notwendig.
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3.8.2.4 Immunprazipitationsstudien mit Endothelzellen zur Detektion eines
maoglichen Partnermolektls fur NB1
Fur die weitere Charakterisierung des endothelialen NB1-Liganden erfolgten nun
Immunprazipitationsstudien. Dabei wurden kultivierte Endothelzellen biotinmarkiert,
lysiert und zu drei Ansétzen aufgeteilt. Fir die Ansétze 1 und 2 wurden zunachst
Protein-G-beads mit dem Anti-NB1-Ak inkubiert. Ansatz 3 stellt eine Positivkontrolle
dar, bei der, fur die Darstellung homophiler Bindungen von CD31, Protein-G-beads
mit hPECAM-Fc inkubiert wurden. Anschlieiend erfolgte bei Ansatz 1 eine
Inkubation mit BSA (Negativkontrolle) , bei Ansatz 2 eine Inkubation mit dem NB1-
Protein und bei Ansatz 3 keine weitere Inkubation. Nach der Prazipitation der
Endothelzellen mit den jeweiligen Ansatzen erfolgte eine Auftrennung unter nicht
reduzierenden Bedingungen (Abb. 24). Wéahrend die Inkubation der Endothelzellen
mit NB1 ein Prazipitat mit einer Grof3e von ca. 130 kDa hervorbrachte, liel3 sich durch
die Inkubation der Endothelzellen mit BSA (3 %) kein Prazipitat feststellen. Die
Inkubation der Endothelzellen zusammen mit hPECAM-Fc zeigte die zu erwartende

Bande auf einer Hohe von etwa 130 kDa.
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Abb. 24: Immunprazipitation lysierter Endothelzellen mit NB1. Spur 1: Endothelzellen + BSA
(3%) + 7D8 (Negativkontrolle). Spur 2: Endothelzellen + NB1 + 7D8. Spur 3: Endothelzellen +
hPECAM-Fc (Positivkontrolle)
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Aufgrund der friheren Beobachtungen, dass NB1 bei der Interaktion zwischen
Granulozyten und Endothelzellen eine Rolle spielt (Stroncek et al., 1994), der oben
gezeigten Darstellung der Existenz eines endothelialen Bindungspartners von NB1
und der durch die Immunprazipitation ermittelten Grof3e von ca. 130 kDa, konnte nun
eine Literaturrecherche nach potentiellen Bindungspartnern erfolgen. Dabei wurden
folgende Proteine gefunden, welche aufgrund ihres Molekulargewichts und ihrer
Lokalisation bzw. Funktion in Frage kommen:

1.) E-Selektin (CD62E), mit einem Molekulargewicht von 130 kDa, welches auf
der Endothelzelloberflache exprimiert wird und beim Leukozytenrollen von
Bedeutung ist (Varki, 1994).

2.) PECAM-1 (CD31), ein Protein welches bei der Transmigration der
Neutrophilen durch das Endothel eine Rolle spielt und ebenfalls ein
Molekulargewicht von 130 kDa besitzt (llan & Madri, 2003).

3.8.2.5 Interaktionsstudien mit spezifischen Partnern

A) Interaktion zwischen NB1 und E-Selektin (CD62E)

Um zu Uberprifen, an welches Molekul der Endothelzellen das NB1-Protein bindet,
wurde zunachst E-Selektin (jeweils 1 pg) in die Vertiefungen einer Flachbodenplatte
gegeben und flr vier Std. inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Zugabe von CHO-K1-
bzw. CHO-NB1-Zellen mit nachfolgender Inkubation. Nach Zugabe von Fixierungs-
und Messlosung erfolgte wiederum die Messung der Extinktion am
Plattenphotometer. Der Medianwert der Extinktion der untransfizierten Zellen lag mit
OD = 0,46 auf dem gleichen Niveau wie der Wert der CHO-NB1-Zellen mit OD =
0,49. Eine Verédnderung war auch nicht zu beobachten, wenn die Menge an E-
Selektin, die Menge an CHO-Zellen oder auch die Inkubationsbedingungen veréndert
wurden. Eine Bindung des NB1-Proteins an E-Selektin konnte somit nicht gezeigt
werden.

Um zu dberprifen, ob NB1 am Durchflusszytometer mit E-Selektin ebenfalls keine
Bindung eingeht wie in den Zelladhasionstests mit Kristall-Violett-Anfarbung, wurden
transfizierte CHO-NB1-Zellen mit E-Selektin-Molektlen 1 Std. bei RT oder auch bei
37°C inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation mit einem FITC-markierten Anti-E-
Selektin-Antikorper erfolgte die Uberpriifung der Bindungsaktivitat von E-Selektin an

den CHO-NB1-Zellen am Durchflusszytometer. Wie in den zuvor dargestellten Zell-
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Adhasionstests zeigte sich auch hier keine Bindung zwischen NB1 und E-Selektin.
Es ist daher davon auszugehen, dass es sich bei dem endothelialen NB1-Liganden
nicht um CD62E handelt.

B) Interaktion zwischen NB1 und PECAM-1 (CD31)

Auf gleiche Art und Weise wie in Kap. 3.8.2.3 beschrieben, wurden weitere
Adhasionstests mit Fluoreszenzmarkierung durchgefiihrt, nur das statt der
Endothelzellen mit PECAM-1 transfizierte CHO-Zellen eingesetzt wurden. Zusétzlich
wurden zur Kontrolle auf CHO-PECAM-Zellen BCECF-markierte CHO-PECAM-
Zellen gegeben.

Wahrend die untransfizierten Zellen keine Bindung mit CHO-PECAM-1 eingehen,
zeigt sich eine deutliche Bindungsaktivitat von NB1 zu PECAM-1 (Abb. 25). Der
Unterschied zwischen CHO-NB1-Zellen und den CHO-K1-Zellen ist mit p = 0,014
statistisch signifikant. PECAM-1 kann homophile Bindungen eingehen (Albelda et al.,
1991), daher wurde hier die homophile Interaktion zwischen PECAM-1 und PECAM-
1 als Positivkontrolle benutzt. Keinen Einflu3 auf das Testergebnis hat die Wahl der
zu markierenden Zellgruppe. Ob die CHO-PECAM-Zellen fluoreszenzmarkiert
werden oder die CHO-NB1- bzw. die CHO-K1-Zellen, zeigt keinen Unterschied am
Anteil an gebundenen Zellen auf.
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Abb. 25: Messung des Anteils gebundener Zellen (%) von CHO-NB1-Zellen, untransfizierten
Zellen (CHO-K1) bzw. CHO-PECAM-Zellen an PECAM-1. Die Ermittlung erfolgte durch

Markierung mit BCECF und anschlieRender Messung der Fluoreszenzintensitat.
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Da aufgrund der Adhéasionstests PECAM-1 als potentieller Kandidat fir den
endothelialen NB1-Rezeptor hervorgetreten ist, soll dieses Ergebnis durch weitere,
durchflusszytometrische Untersuchungen bestatigt werden. Dabei wurden
spezifische Anti-PECAM-Antikbrper eingesetzt, welche, durch die vorherige
Inkubation mit den Endothelzellen, die mdgliche Bindung von NB1 an PECAM-1 auf
den Endothelzellen blockieren sollen.

PECAM-1 ist ein transmembranes Protein mit einer komplexen zytoplasmatischen
Domaéne, einem transmembranen Abschnitt sowie einem aus sechs Immunglobulin-
ahnlichen Domanen bestehenden extrazellularen Abschnitt (Abb. 26) (Newman,
1997; Jackson, 2003). Dabei sind die verschiedenen extrazellularen Domanen fir
unterschiedliche Bindungen verantwortlich. Wahrend heterophile Bindungen durch
die Doménen 5 und 6 vermittelt werden (Liao et al., 1995; Yan et al., 1995), sind die
Domaénen 1 und 2 fur die homophilen Bindungen verantwortlich (Muller et al., 1993;
Bogen et al., 1994; Liao et al., 1995; Liao et al., 1997).

Extrazellularer Abschnitt zytoplasmatischer
Abschnitt
AL
a N
homophile heterophile
Bindung Bindung
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PECAM1.1
PECAM1.2

Abb. 26: Schematische Darstellung von PECAM-1 (CD31). PECAM-1 ist ein 130 kDa grol3es
Molekil mit einem extrazellularen Abschnitt bestehend aus sechs Ig-ahnlichen Domaénen,

einem transmembranen Teil und einem zytoplasmatischen Abschnitt.
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Die bei den durchflusszytometrischen Untersuchungen eingesetzten Antikérper
gegen PECAM-1 erkennen verschiedene Epitope auf unterschiedlichen Domanen:
Gil8 bindet an Doméne eins des extrazellularen Abschnitts, die Antikdrper
PECAML1.1 und PECAM 1.2 sind jedoch spezifisch fir die extrazellularen Doméanen
funf und sechs.

Zur Durchfuhrung der Blockierungsstudien wurden zunachst Endothelzellen mit dem
jeweiligen Anti-PECAM-Antikorper inkubiert, erst danach kam es zur Zugabe des
NB1-Proteins. Im letzten Inkubationsschritt wurde der Komplex mit dem
biotinmarkierten Anti-NB1-Ak 7D8 komplettiert (Abb. 27).
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Abb. 27: Durchflusszytometrische Analyse der Bindung des NB1-Molekiils an Endothelzellen
nach vorheriger Inkubation des Endothels mit verschieden Anti-PECAM-Antikdrpern.
Schwarze Kurve: Endothelzellen + NB1

Rote Kurve: Endothelzellen + Gil8 + NB1

Griine Kurve: Endothelzellen + PECAM 1.1 + NB1

Blaue Kurve: Endothelzellen + PECAM 1.2 + NB1
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Werden die Endothelzellen zunachst mit dem Anti-PECAM-AK Gil8 inkubiert, kbnnen
die NB1-Proteine in gleichem Mal3e an das Endothel binden wie bei einer Inkubation
ohne einen blockierenden Anti-PECAM-AK. Beide Kurven zeigen eine ahnliche
Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI = 287 bzw. MFI = 324) . Erfolgt anstelle von Gil8
eine Inkubation mit dem Antikérper PECAM 1.1 , so zeigt sich eine Abschwachung
des Signals (MFI = 133). Wird das Endothel zunachst mit dem Antikérper PECAM
1.2 inkubiert, sind die endothelialen PECAM-Molekile auf eine Art und Weise
blockiert, in der das NB1-Protein nicht mehr in der Lage ist, an den Endothelzellen
bzw. an PECAM-1 zu binden (MFI = 23).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die aufgefiihrten Untersuchungen
aufgezeigt wurde, dass PECAM-1 den endothelialen Liganden fir NB1 darstellt. In
den Adhasionsversuchen zeigt sich eine Bindungsaktivitat zwischen CHO-NB1- und
CHO-PECAM-Zellen, wéahrend zwischen CHO-K1- und CHO-PECAM-Zellen keine
Bindung nachgewiesen werden konnte. Auch in den durchflusszytometrischen
Untersuchungen konnte eine Bindung zwischen NB1 und dem Endothel gezeigt
werden. Werden die Endothelzellen jedoch zunéchst mit einem Anti-PECAM-
Antikorper inkubiert, welcher die extrazellularen Doménen funf und sechs blockiert,
ist die Bindung zwischen NB1 und dem Endothel aufgehoben. Bei der Anwesenheit
eines Antikorpers gegen die Doméne eins des PECAM-Molekiils ist jedoch weiterhin
eine Bindung von NB1 mdglich.
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4 Diskussion

Das granulozytare Antigen NB1 wurde erstmals 1971 beschrieben (Lalezari et al.,
1971). Hierbei zeigte sich seine Bedeutung in der Entstehung neonataler
Autoimmun-Neutropenien. Die eigentliche funktionelle Bedeutung von NB1 ist
allerdings bis heute ungeklart. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals gezeigt,
dass NB1 nicht nur in einer zellgebundenen, sondern auch in einer léslichen Form
vorliegt. Die Menge an I6slichen NB1 im Plasma unterliegt dabei auf3eren Einfllissen.
Die =zellstandige Form ist nach Antikérperbindung in der Lage, eine
Signaltransduktion in den Granulozyten zu bewirken und dadurch die funktionellen
Eigenschaften neutrophiler Granulozyten zu beeinflussen. Durch weiterfiihrende
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass NB1 auf Granulozyten mit
endothelialen PECAM-1 Molekdlen eine spezifische Wechselwirkung eingehen kann.
Seine funktionelle Bedeutung besitzt NB1 im Rahmen der Transmigration von
Granulozyten durch das Gefal3endothel, entweder als ein Protein mit reiner
Ankerfunktion oder als Signalmolekil zwischen den Granulozyten und
Endothelzellen. PECAM-1 ist somit der erste nachgewiesene Bindungspartner des
granulozytaren Antigens NB1 (CD177).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zu Beginn ein ELISA-Testverfahren entwickelt, mit
dem eine schnelle und exakte Bestimmung des mittleren NB1-Gesamtgehalts, d.h.
sowohl intrazellularen als auch auf der Zelloberflache vorhandenen Proteins,
neutrophiler Granulozyten mdglich ist. Bisherige Methoden erlaubten nur eine
Aussage Uber die Oberflachenkonzentration und die GroR3e der NB1-positiven
Subpopulation. Es wurde gezeigt, dass durch den etablierten ELISA eine exakte
Bestimmung des mittleren NB1-Gesamtgehalts moglich ist. Bei samtlichen 94
Testpersonen lag der ermittelte Absorptionswert im linearen Messbereich der
Standardkurve. Der NB1-Gesamtgehalt zeigt keine signifikante alters- bzw.
geschlechtsbedingte Variation, besitzt allerdings eine hohe interindividuelle Varianz
(Mittelwert 89,3 + 30,6 ng/ml).
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Durch den etablierten ELISA konnte gezeigt werden, dass NB1 im Plasma als
l6sliche Form vorhanden ist. Die ermittelten Konzentrationen lagen dabei im Bereich
zwischen 9 — 37 ng/ml Plasma und zeigten keine signifikante Korrelation zu den
zellstandigen NB1-Konzentrationen. Dass es sich hierbei nicht nur um Proteine
handelt, welche durch Proteolyse freigesetzt wurden, bzw. um Artefakte
untergegangener Granulozyten, wurde durch mehrere Methoden untersucht und
bestétigt. Dabei zeigte sich, dass es sich bei dem im Plasma vorkommenden NB1
um eine echte I6sliche Form (sNB1) handelt, welche aktiv von ihrer GPI-Verankerung
freigesetzt wird. Obwohl der GPI-Anker das jeweilige Molekulargewicht nicht
beeinflusst (Wilhelm et al.,, 1999) und dieses somit keinen Hinweis auf das
Vorhandensein bzw. Fehlen des GPI-Moleklls gibt, konnte durch die Phasen-
Separation mit Triton X-114 gezeigt werden, dass die im Plasma vorhandenen NB1-
Molekile keinen GPI-Anker aufweisen. Eine Abspaltung von NB1 von der
granulozytaren Oberflache durch eine GPI-spezifische Phospholipase C (GPI-PLC)
wurde bereits in einer friheren Arbeit gezeigt (Kissel, 2002). Somit ist NB1 ein
weiteres GPIl-verankertes Molekil, welches zusatzlich als 16sliche Form im Plasma
existiert (Fleit et al., 1992; Mizukami et al., 1995). Die Konzentrationen an I6slichem
NB1 im Plasma weisen ebenso wie die Zelloberflachenkonzentrationen grol3e
individuelle Unterschiede auf. Das Geschlecht und das Alter haben dabei keinen
Einflul® auf die Menge. Der Plasmagehalt zeigt keine signifikante Korrelation mit der
NB1-Konzentration auf der Zelloberflache. Ein weiterer Faktor, welcher die
Konzentration an ldslichen Molekilen beeinflussen kann, ist deren Halbwertszeit,
welche fur sNB1 allerdings unbekannt ist.

Vergleicht man die funktionellen Eigenschaften der l8slichen Formen GPI-verankerter
Proteine, so konnte bei einigen dieser Proteine eine erhdhte Plasma-Konzentration
im Rahmen verschiedener Erkrankungen aufgezeigt werden, so z.B. fur CD14 bei
Patienten mit schwerem Trauma (Kruger et al., 1991) oder fur FcyRIlIb bei Personen
mit ARDS bzw. rheumatoider Arthritis (Fleit et al., 1992; Fridman et al., 1993). Auch
fur die I6sliche Form von uPAR, dem Protein mit der strukturell groRten Ahnlichkeit
zu NB1, wurden erhohte Plasmakonzentrationen bei verschiedenen
Krebserkrankungen sowie bei Entzindungen aufgezeigt (Wilhelm et al., 1999). Ob
die Konzentration von sNB1 ebenfalls im Rahmen entzindlicher Erkrankungen
ansteigt, ist bisher noch nicht bekannt. Hinweise daftr ergeben sich jedoch durch

das Ergebnis, dass es unter Einfluss von G-CSF zu einer Zunahme der
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Konzentration von sNB1 kommt (s. Kap. 3.7.1 und 3.7.2). Weitere Untersuchungen,
bei denen eine Zunahme der NB1-mRNA sowie der zellularen
Oberflachenkonzentration bei schweren bakteriellen Infektionen beobachtet wurde,
deuten ebenfalls auf diesen Umstand hin (G6hring et al., 2004). Die Freisetzung von
UPAR in das Plasma wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst bzw. reguliert. So
wurde gezeigt, dass Ovar-Tumorzellen eine GPI-spezifische Phospholipase D
sezernieren, welche fur eine Erh6hung der Konzentration an SuUPAR verantwortlich ist
(Wilhelm et al., 1999). Die Konzentration an suPAR korreliert dabei nicht mit der
jeweiligen Zellexpression und die Freisetzung durch GPI-PLD ist ein durch Zytokine
regulierbarer Prozess (Sitrin et al., 1994; Mizukami et al., 1995). Eine vermehrte
Freisetzung von uPAR von Endothelzellen durch die Faktoren IL-13, basic fibroblast
growth factor und vascular endothelial growth factor wurde ebenfalls gezeigt
(Chavakis et al., 2001). Diese Ergebnisse lassen auch die Existenz von Faktoren
annehmen, welche die Freisetzung von sNB1 regulieren. Unklar ist bisher allerdings
der Ursprung von sNB1. Hier kommen neben den zirkulierenden Granulozyten auch
die Neutrophilen aus dem Knochenmark in Frage. Untersuchungen zeigten eine
erhohte Menge an NB1-mRNA in neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark
im Vergleich zu peripheren Zellen (Passamonti et al., 2004). Neutrophile
Granulozyten kdnnten z.B. im Rahmen ihrer Reifung NB1 in Form I6slicher Molektile
freisetzen. FUr eine Herkunft aus dem Knochenmark spricht ebenfalls die
Beobachtung, dass bei einer Aktivierung der peripheren Granulozyten der zellulare
NB1-Gesamtgehalt unverandert bleibt. Dies wirde sich dadurch erklaren lassen,
dass entweder sNB1 nicht von diesen Zellen stammt sondern aus dem Knochenmark
oder dass eine Neubildung im Zeitraum zwischen den einzelnen Messungen vor bzw.
nach einer Aktivierung stattgefunden hat. Weiterhin Ubt G-CSF einen gréf3eren
Einfluss auf das Knochenmark als auf periphere Zellen aus. Fir einen Ursprung aus
den peripheren neutrophilen Granulozyten spricht das Ergebnis, dass es nach einer
Stimulation durch fMLP zu einem Anstieg der zellularen Oberflachenexpression bzw.
durch G-CSF zu einem Anstieg der Konzentration an sNB1 kommt. Dass NB1 aktiv
von der Zelloberflache abgespalten werden kann wurde bereits in friheren
Untersuchungen gezeigt (Kissel, 2002).

Einige I6sliche Formen GPI-verankerter Proteine dienen als Tumor-Marker (Wilhelm
et al., 1999). Da NB1 bei bakteriellen Infektionen sowohl auf mRNA-Ebene als auch
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in der Zellexpression ansteigt, ware eine vermehrte Freisetzung von sNB1 z.B. bei
Patienten mit Sepsis durchaus denkbar.

Die losliche Form von NB1 kann ebenfalls einen Einfluss auf die Funktion der
zellstandigen Form haben. So kénnte sNB1 durch die Bindung an den Liganden des
zellmembranstandigen NB1 eine kompetitive Hemmung verursachen, die der
eigentlichen Funktion des zellularen Proteins entgegenwirkt. Gleichzeitig kénnte
auch eine vermehrte Freisetzung von zellularem NB1 ins Plasma eine Verminderung
der Zellkonzentration an NB1 bedeuten, so dass auf diese Weise eine Hemmung der
Ligandenbindung durch ein vermindertes Vorhandensein von membransténdigen
Molekilen zustande kommt. Das Vorhandensein einer lslichen Form kann jedoch
auch einen unterstitzenden Effekt auf die Funktion des zellmembranstandigen
Proteins haben. So kdnnte z.B. vor der Transmigration neutrophiler Granulozyten
durch das Gefal3endothel eine vermehrte Freisetzung und somit eine
Konzentrationserhbhung von sNB1 erfolgen, welche nun an den endothelialen
Liganden von NB1 binden (s.u.) und dadurch das Endothel in einen flr die
Transmigration notwendigen aktivierten Zustand versetzen. Dadurch wirde NB1
auch indirekt Einfluss nehmen auf die Funktion NB1-negativer Granulozyten oder auf
das Endothel selbst.

Die gleichzeitige Bestimmung des Gesamtgehalts durch den ELISA und des
Oberflachengehalts durch die Durchflusszytometrie erlaubt eine Aussage Uber die
Verteilung des Antigens Uber die gesamte Zelle, was zum besseren Verstandnis der
bisher nur ungentgend bekannten Regulation von NB1 beitragt.

Die mittlere Konzentration an NB1 auf der Zelloberflache betrug 34,2 + 15,5 x 10°
NB1-Molekile pro NB1-positiver Zelle. Verschiedene Ursachen fir die Entstehung
von unterschiedlichen NB1- Oberflachenkonzentrationen sind méglich. Der Vergleich
des NB1-Gesamtgehalts und der NB1-Oberflachenkonzentration macht jedoch
deutlich, dass ein direkter Zusammenhang zwischen den beiden Parametern
existiert. Je hoher der Gesamtgehalt ist, desto hoher ist die mittlere
Oberflachenkonzentration.

Bei den Untersuchungen zur NB1-Expression kam es, im Gegensatz zu einigen
anderen Arbeiten (Taniguchi et al., 2002; Caruccio et al.,, 2003), zu keinem
eindeutigen Unterschied in der NB1-Expression zwischen Frauen und Mannern

(Medianwert 48 % zu 54 %). Auffallig war jedoch die signifikant geringere Expression
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von NB1 bei der Gruppe der Frauen Uber 45 Jahre (33 %). Dieses Ergebnis bestarkt
die Theorie, dass Sexualhormone auf die Gréf3e der NB1-positiven Subpopulation
einwirken konnen (Stroncek et al., 1998a; Matsuo et al., 2000; Caruccio et al., 2003;
Taniguchi et al., 2004). Dass beispielsweise Ostrogenrezeptoren auf neutrophilen
Granulozyten existieren und Ostrogene einen Einfluss auf die Zellfunktion besitzen,
wurde bereits vielfach gezeigt (Ito et al., 1995; Nathan et al., 1999; Stefano & Peter,
2001; Abrahams et al., 2003; Molloy et al., 2003).

Ein bislang nicht ausreichend untersuchter Aspekt ist die Frage, ob die jeweils
gemessene NB1-Expression konstant ist oder lediglich einen augenblicklichen Wert
darstellt. Nur Goldschmeding et al. (1992) untersuchten die NB1-Expression von 16
Personen dreimal im Abstand von jeweils zwei Monaten. Es zeigte sich, dass es in
etwa 50 % der Falle zu signifikanten Unterschieden gekommen ist. Dies korreliert mit
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, wo es bei einigen Personen im Rahmen
zahlreicher Wiederholungen zu einer erheblichen Fluktuation der NB1-positiven
Subpopulation gekommen ist. Dadurch wird deutlich, dass eine einmalige Messung
der NB1-Expression nicht ohne weiteres einen Ruckschluss auf den standig
vorhandenen Gehalt an NB1 erlaubt.

Da neutrophile Granulozyten vor ihrer eigentlichen Funktion im Rahmen der
unspezifischen Immunabwehr durch verschiedene Substanzen in einen aktivierten
Zustand versetzt werden, ist es fur die funktionelle Charakterisierung von NB1 von
grol3er Bedeutung, wie sich NB1 bei einer Stimulation der Neutrophilen verhalt.

Werden daher neutrophile Granulozyten mit bioaktiven Substanzen wie fMLP
stimuliert, zeigt sich nach 30 min ein Anstieg der Oberflachenkonzentration von NB1
im Mittel um etwa 33 %. Erfolgt die Stimulation der Zellen allerdings fir 24 Std., so
entspricht die Oberflachenkonzentration an NB1 dem Ausgangswert fur unstimulierte
Zellen. Demnach kommt es durch die Aktivierung der Granulozyten zunachst zu
einer relativ schnellen Zunahme an NB1 auf der Zelloberflache, gefolgt von einem
Abfall auf die Ursprungswerte innerhalb von 24 Std. Ein Rickgang auf den
Ursprungswert kann durch eine Internalisierung der nun vermehrten
Oberflachenproteine stattfinden oder durch eine Freisetzung von NB1 in das Plasma.
Fur eine Freisetzung spricht auch das Ergebnis, dass losliches NB1 nach
Zellaktivierung vermehrt vorkommt. Daraus folgt dass NB1 in dem Zeitraum eine

Rolle spielen muss, in dem sich die Zellen in einem aktivierten Zustand befinden.
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Dazu gehoren z.B. die Phase der Transmigration der Zellen aus den GefalRen oder
auch der ,respiratory burst“ mit der Zerstérung des jeweiligen Fremdkorpers.
Bisherige Untersuchungen zur Auswirkung einer Stimulation neutrophiler
Granulozyten auf deren NB1-Expression waren fast ausschlie3lich von gleichem
Ergebnis. Durch eine Stimulation erfolgt eine Zunahme der
Oberflachenkonzentration, wéahrend die NB1-Expression, also der Anteil an NB1-
positiven Zellen, stets gleich bleibt (Skubitz et al., 1991; Goldschmeding et al., 1992;
Gohring et al., 2004). Dabei wurde jedoch nicht der Zeitraum bertcksichtigt, wie
lange die Zellen der jeweiligen Stimulans ausgesetzt waren. Lediglich eine
Untersuchung kontrollierte den Verlauf der NB1-Expression Uber mehrere Tage
wéahrend der Gabe von G-CSF (Stroncek, 1998b). Dabei zeigte sich nun, im
Gegensatz zu den Ubrigen Untersuchungen, eine Erhéhung des Anteils an NB1-
positiven Zellen. Dieses Ergebnis konnte durch die vorliegende Arbeit bestétigt
werden. Ermittelt man die GroRe der NB1-positiven Subpopulation nach einer 30-
minutigen Stimulation, so ist kein Anstieg festzustellen. Werden die Zellen jedoch fir
24 Std. inkubiert, so erfolgt ein Anstieg von im Mittel 49,4 + 20,9 % auf 60,1 £ 20,2 %
NB1-positiver Granulozyten. Dieser Anstieg ist unabhangig davon, ob die Zellen mit
fMLP, G-CSF oder ohne Stimulans inkubiert wurden. Es ist wahrscheinlich, dass die
Zellen bereits durch das Experiment selbst aktiviert wurden, so dass die Zugabe von
fMLP oder G-CSF nicht als notwendig erscheint. Diese Daten bestatigen unter
anderem das Ergebnis zur Uberpriifung der NB1-Expression iiber mehrere Monate
(s. Kap. 3.5.2). Auch hier wurde deutlich, dass die GroR3e der NB1-positiven
Subpopulation nicht konstant ist, was bislang stets angenommen wurde, sondern von
mehreren Faktoren abzuh&ngen scheint.

Um auszuschliel3en, dass diese Stimulationsergebnisse nicht durch andere Einfliisse
verfalscht werden (beispielsweise kénnten NB1-positive Zellen langer Uberleben als
NB1l-negative, was eine Veranderung des Mengen-Verhaltnisses NB1-positive
Zellen/NB1-negative Zellen bedeuten wirde), wurde die NB1l-negative Subpopulation
gesondert untersucht. Durch eine Separation dieser Zellen durch einen Zellsorter
konnten nun die negativen Zellen isoliert von den positiven Granulozyten stimuliert
und inkubiert werden. Dabei wurden die vorherigen Ergebnisse bestétigt. In der
Gruppe der NB1l-negativen Zellen waren nach 24 Std. nun 20 % der Zellen NB1-
positiv. Es erscheint als sehr wahrscheinlich, dass diese Zellen aktiviert bzw.

stimuliert werden, z.B. durch das experimentelle Vorgehen selbst (Neutrophile
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werden bereits durch die Isolierung aus dem Vollblut stimuliert) oder auch durch den
direkten Kontakt mit zahlreichen apoptotischen Zellen, die durch das experimentelle
Vorgehen entstehen.

Da im Rahmen dieser Arbeit bereits die Existenz einer loslichen Form von NB1
nachgewiesen wurde, sollte auch die Frage beantwortet werden, ob es durch eine
Stimulation der neutrophilen Granulozyten zu einer Zunahme der Konzentration an
sNB1 kommt. Dazu wurde das Plasma von Personen untersucht, welche im Rahmen
einer Granulozytenspende mit G-CSF stimuliert wurden. Dabei kam es zu einer
deutlichen Zunahme der Konzentration an NB1 im Plasma. Die Konzentration stieg
im Mittel um 4,99 + 3,28 ng/ml Plasma. Dieser Anstieg war unabhéngig vom Anstieg
der Zahl an zirkulierenden neutrophilen Granulozyten. Ermittelt man zu den gleichen
Zeitpunkten den zellularen Gesamtgehalt an NB1, so bleibt dieser hingegen auf
annahernd gleichen Werten. Fasst man diese in vivo Untersuchungen zusammen, so
stellt sich die Frage, woher die nach der Stimulation vermehrt vorhandenen sNB1-
Molekile stammen. Mit hoher Wahrscheinlichkeit stammen einige Molekiile von der
Zelloberflache durch Abspaltung von ihrer GPI-Verankerung. Da jedoch der zellulare
NB1-Gesamtgehalt vor und nach der Stimulation sich auf einem gleichen Level
befindet, miusste die durch die Stimulation bedingte Mengenzunahme und vermehrte
Abgabe ins Plasma bereits vor der jeweiligen Zweitmessung abgeschlossen sein.
Der Zeitabstand zwischen den Messungen betrug etwa 24 Std. Weiterhin konnten die
sNB1-Proteine nicht von peripheren Granulozyten stammen, sondern aus dem
Knochenmark. Dies wirde erklaren, warum kein Anstieg des NB1-Gesamtgehalts in
den Neutrophilen zu beobachten ist. Eine Erhdhung der zellularen
Oberflachenkonzentration durch eine Stimulation kdme dann durch eine Verlagerung
der Proteine aus intrazellularen Bereichen an die Oberflache zustande. Dass GCSF
einen hoheren Einfluss auf das Knochenmark als auf periphere Zellen besitzt, wurde

in anderen Untersuchungen dargestellt (Kerst et al., 1993).

Um die Frage zu adressieren, ob NB1 als zellstandiges Molekil dazu in der Lage ist,
Signale in den Granulozyten zu Ubertragen, wurde die Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies neutrophiler Granulozyten in Anwesenheit von Anti-NB1-
Antikbrpern gemessen. Dass die Bindung von Antikérpern einen funktionellen
Einfluss auf die jeweilige Zielzelle haben kann, wurde bereits mehrfach untersucht

und gezeigt (Nardi et al.,, 2001). Ebenso scheint die Bindung von Anti-NB1-
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Antikdrpern die Abwehrfunktion neutrophiler Granulozyten zu beeinflussen, wenn
auch die bislang vorliegenden Arbeiten gegenséatzliche Ergebnisse hervorbrachten
(s. Kap. 1.3.4).

Werden neutrophile Granulozyten mit Anti-NB1-Antikdrpern inkubiert, zeigt sich eine
deutliche Produktion reaktiver Sauerstoffspezies. Dass es sich hierbei um einen
spezifischen Effekt handelt, zeigen die Kontrollversuche mit DPI, einem Inhibitor der
NADP(H)-Oxidase. In Anwesenheit von DPI wird die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies gehemmt. Diese Ergebnisse zeigen, dass zellmembranstandige
NB1-Molekile, trotz des Fehlens transmembraner Abschnitte, zur Signaltransduktion
fahig sind und einen direkten Einfluss auf die Funktion neutrophiler Granulozyten
haben. Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wird potenziert durch eine Aktivierung
der Zellen mit bioaktiven Substanzen (z.B. durch fMLP). Dieses lasst sich mit der
zuvor dargestellten, durch fMLP verursachten Konzentrationserhbhung an
membranstdndigen NB1 erklaren. Dass dabei auch der Anteil an NB1-positiven
Zellen einen direkten Einfluss auf die Sauerstoffradikalbildung hat, zeigt sich
dadurch, dass bei Personen mit einem hohen Anteil an NB1-positiven Zellen eine
vorherige Stimulation mit fMLP nicht notwendig ist, um durch Antikérperbindung die
Sauerstoffradikalbildung auszulésen. Bei Personen mit einem geringen Anteil an
NB1-positiven Zellen kommt es dagegen erst nach der Stimulation mit fMLP zur
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies. Diese Ergebnisse decken sich mit den zuvor
gemachten Beobachtungen und bekréftigen die Vermutung, dass NB1 eine Rolle im
Immungeschehen spielt.

Untersuchungen ex vivo haben erganzend gezeigt, dass NB1 eine Rolle spielt in der
Entstehung des Transfusions-assoziierten akuten Lungenédems (TRALI), und dabei
durch die Induktion der Sauerstoffradikalbildung zu einer Schadigung des
GefalRendothels fuhrt (Sachs et al., 2006).

Bei den Untersuchungen zu den funktionellen Eigenschaften des NB1-Proteins
wurden zunachst Uberlegungen angestellt, in welchem Abschnitt der granulozytaren
Funktion NB1 von Bedeutung sein kdnnte. Wie bereits zuvor erwahnt ist es durchaus
maoglich, dass ein gewisser Anteil an sNB1 nicht von der Oberflache zirkulierender
Granulozyten, sondern direkt aus dem Knochenmark stammt. So kénnte NB1
wahrend der Zellreifung abgeldst werden und evtl. auch einen Reifungsmarker

darstellen. Da jedoch frihere Untersuchungen aufgezeigt haben, dass die
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Proteinexpression wahrend der Zelldifferenzierung unveréndert bleibt und periphere
Granulozyten die gleiche Expression aufweisen wie ihre Vorlauferzellen, wurde diese
Mdglichkeit zundchst als eher unwahrscheinlich bewertet (Clement et al., 1983;
Stroncek et al., 1998a). Dass NB1 die Bildung von Sauerstoffradikalen neutrophiler
Granulozyten beeinflusst, wurde bereits oben beschrieben und wird auch durch
frhere Arbeiten bestatigt (Bux et al., 1993a). Eine Beeinflussung der Chemotaxis der
Zellen konnte bislang nicht bestatigt werden, so dass auch diese Madglichkeit
zunachst nicht den Untersuchungsschwerpunkt darstellt (Stroncek et al., 1994). In
der gleichen Arbeit wurde jedoch ein Unterschied im Adhasionsverhalten zwischen
NB1l-negativen und NB1-positiven Zellen an Endothelzellen festgestellt. Diese
Beobachtung ist in Ubereinstimmung mit unserer Vermutung, dass NB1 unmittelbar
an der unspezifischen Immunabwehr beteiligt sein kann. Da hierzu jedoch keine
nachfolgenden Untersuchungen zu finden sind, die dieses Ergebnis bestéatigen oder
widerlegen, richtete sich das Augenmerk dieser Arbeit nun auf das mdgliche
Vorhandensein eines NB1-Counterrezeptors auf diesem Zelltyp. Die Beeinflussung
des Endothels durch NB1 ware nur moglich, wenn sich dort ein potentieller Ligand
befindet.

Zunéchst wurde allgemein die Bindung NB1l-transfizierter Zellen an sowohl
unstimulierten als auch stimulierten Endothelzellen Uberpruft. Die NB1-
Transfektanten zeigten durchflusszytometrisch eine starke Bindung an unstimulierten
und stimulierten Endothelzellen. Auch im Adh&sionstest zeigte sich eine deutliche
Interaktion zwischen NB1 und Endothelzellen. Um den nun tatsachlich vorhandenen
Bindungspartner weiter zu charakterisieren, erfolgte durch Immunprézipitation die
Bestimmung seines Molekulargewichts von 130 kDa. Aufgrund von
Literaturrecherchen kamen zwei potentielle Kandidaten in Betracht, die zum einen
das entsprechende Molekulargewicht aufweisen, zum anderen bei der endothelialen
Adhéasion bzw. Transmigration von Granulozyten eine Rolle spielen:

E-Selektin (CD62E) und PECAM-1 (CD31) (Varki, 1994; Illan & Madri 2003).
Aufgrund ihrer biologischen Eigenschaften fiel der erste Verdacht auf PECAM-1.
Waéhrend dieses sowohl bei unstimulierten als auch bei stimulierten Endothelzellen
auf der Oberflache vorhanden ist, ist E-Selektin nur auf stimulierten Endothelzellen
zu finden.

Durch die nachfolgenden Untersuchungen wurde dieser Verdacht bestatigt. Wahrend

bei Interaktionsstudien mit E-Selektin sowohl! in den Adhé&sionstests als auch in der
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Durchflusszytometrie kein Unterschied in der Bindungsaktivitdt zwischen NB1-
positiven und NB1-negativen Zellen festzustellen war, konnte bei PECAM-1 eine
signifikante Differenz festgestellt werden. Die Bindung zwischen NB1 und PECAM-1
konnte durch Anti-PECAM-AK verhindert werden, deren Epitope auf den Doménen 5
und 6 des PECAM-1-Molekils zu finden sind. Diese Bereiche sind gleichzeitig fur die
heterophilen Bindungen von PECAM-1 verantwortlich (Liao et al., 1995). An den
Doménen 1 und 2 kommt es zur homophilen Bindung zwischen den PECAM-
Molekdilen. Erfolgt eine Blockierung mit einem Antikdrper, welcher gegen Domane 1
oder 2 gerichtet ist, kann NB1 weiterhin binden.

Somit wurde bewiesen, dass endotheliales PECAM-1 einen Counterrezeptor fir NB1
darstellt; es erfolgt eine heterophile Bindung von NB1 an den letzten beiden
Domanen von PECAM-1. PECAM-1 ist damit der erste und bislang einzige
Bindungspartner des granulozytaren Molekils NB1. Dieses Ergebnis wurde in der
Zwischenzeit durch weitere Untersuchungen verifiziert und bedeutet einen wichtigen
Schritt in der funktionellen Charakterisierung von NB1 (Sachs et al., 2007).

Seit langem ist bekannt, dass PECAM-1 von Bedeutung ist bei der Transmigration
von Granulozyten durch das GefalRendothel. Unklar ist bislang der exakte molekulare
Mechanismus. PECAM-1 scheint hierbei sowohl als Signalmolekil als auch als
Adhasionsfaktor eine Rolle zu spielen. Homophile Bindungen zwischen PECAM-
Proteinen auf den Endothelzellen sind verantwortlich fir das Verschieben dieser
Molekile aus den tight-junctions nach Zellkontakt (Sun et al., 2000). Allerdings sind
auch homophile Bindungen zwischen leukozytaren und endothelialen Proteinen
beschrieben worden, welche bei der Transmigration der Zellen eine adhasive
Funktion besitzen sollen (Muller et al., 1993). Durch den Einsatz von Anti-PECAM-
Antikérpern kann die Transmigration jedoch nicht vollstandig blockiert werden (Bogen
et al., 1994).

Weiterhin wird davon ausgegangen, dass die homophilen Bindungen zwischen den
PECAM-Molekilen nur schwach ausgepragt sind, so dass bei dieser Form der
Bindung eine adhasive Funktion aus biophysikalischen Griinden kaum vorstellbar ist
(Sachs et al.,, 2007). Auch andere Arbeitsgruppen gehen davon aus, dass die
homophilen Bindungen keine adhasive Funktion besitzen, sondern der
Signalibermittlung dienen; so z.B. durch eine Hochregulierung von Integrinen
(Thompson et al.,, 2001; Dangerfield et al., 2002) oder der Regulierung von E-
Selektin (Litwin et al., 1997).
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Dass PECAM-1 ebenso fahig ist heterophile Bindungen einzugehen, wurde in
zahlreichen Arbeiten gezeigt. Verschiedene Proteine wurden bereits als Counter-
Rezeptoren fur PECAM-1 beschrieben, so z.B. av33 oder auch verschiedene
Glycoaminoglykane (DelLisser et al., 1993; Buckley et al., 1996). Fur die heterophile
Bindung zwischen NB1 und PECAM-1 ist sowohl eine adhésive Funktion als auch die
Ubermittlung von Signalen denkbar. Erfolgt eine Blockierung sowohl von NB1 als
auch von PECAM-1 durch die jeweiligen monoklonalen Antikdrper, kommt es zu
einer Inhibition der Transmigration. Dies geschieht jedoch nur bei Personen, bei
denen mehr als 95 % der Neutrophilen das NB1-Protein exprimieren (Sachs et al.,
2007). Hier besteht die Moéglichkeit, dass die Funktion der Bindung bei Personen mit
einer sehr geringen NB1-Expression durch eine andere Bindung Ubernommen wird.
Besitzt die Bindung NB1 < PECAM-1 eine Ankerfunktion, so kame diese im letzten
Abschnitt der Transmigration der neutrophilen Granulozyten zustande. Dient NB1 als
Signalmolekil, so besteht die Méglichkeit des ,outside-in signalling” oder des ,inside-
out signalling“. Dass ein ,outside-in signalling” maoglich ist, obwohl NB1 keinen
zytoplasmatischen Anteil besitzt, wurde zum einen durch die Fahigkeit des GPI-
Ankers bewiesen, Signale von auf3erhalb der Zelle in diese zu Ubertragen (Kimberly
et al., 1990), zum anderen durch unsere Ergebnisse zur Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies nach Bindung von Anti-NB1-Antikbrpern. Bei einem ,inside-out
signalling” k&dme es durch die Bindung zu einer Signalibermittiung tber PECAM-1
auf die Endothelzellen. PECAM-1 besitzt in seinem zytoplasmatischen Abschnitt zwei
ITIM’'s, Uber eine Phosphorylierung kann hier eine Signalvermittlung erfolgen
(Newman & Newman, 2003). Aus biophysikalischer Sicht ist die Bindung NB1 &
PECAM-1 starker als homophile PECAM-Bindungen. Aus diesem Grund ware eine
adhasive Funktion dieser Bindung durchaus denkbar.

Damit hat die vorliegende Arbeit neue funktionelle Aspekte in der Charakterisierung
des granulozytaren Antigens NB1 aufgezeigt. Erstmalig wurde mit PECAM-1 ein
Bindungspartner von NB1 beschrieben. Dadurch wird eine Beteiligung von NB1 am
Prozess der Leukozyten-Transmigration deutlich. Zusatzlich konnte erstmals
bewiesen werden, dass NB1 nicht nur als zellstindige Form auf neutrophilen
Granulozyten, sondern auch als losliche Form im Plasma existiert. Diese Ergebnisse
haben bereits Eingang in zwei Publikationen gefunden (Sachs et al., 2006; Sachs et
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al., 2007). Eine weitere Originalarbeit befindet sich in Vorbereitung (Weiss et al.,
2008).
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5 Zusammenfassung

1. Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, ein valides ELISA-Testsystem zu
etablieren, mit welchem sowohl der zellulare Gesamtgehalt an NB1 als auch die
Konzentration an léslichem NB1 im Plasma quantitativ zu bestimmen ist. Dabei
zeigte sich eine hohe interindividuelle Variabilitat der Werte, wie sie gleichfalls bei der
GroR3e der NB1-positiven Subpopulation und der Oberflachenkonzentration an NB1
zu beobachten ist. Geschlechtsspezifische oder altersbedingte Unterschiede im NB1-
Gesamtgehalt waren nicht zu ermitteln. Hingegen zeigen Frauen ab einem Alter von
45 Jahren einen signifikanten Abfall der NB1-Expression. Die bislang gultige
Annahme dass die NB1-Expression individuell konstant ist, konnte durch wiederholte

Messungen, teilweise Uber einen Zeitraum von tber 18 Monaten, widerlegt werden.

2. Erstmals wurde eine l6sliche Form von NB1 im Plasma nachgewiesen. Dass es
sich dabei um eine echte l6sliche Form ohne GPI-Verankerung, und nicht um
Artefakte untergegangener Granulozyten handelt, konnte durch verschiedene

biochemische Methoden bewiesen werden.

3. Ein weiterer Beweis fur die individuelle Variabilitit der NB1-Expession wird
deutlich, wenn neutrophile Granulozyten fir 24 Std. durch bioaktive Substanzen
stimuliert werden, was einen Anstieg der NB1l-Expression bewirkt. Die Stimulation

verursacht ebenso einen Anstieg der Konzentration an sSNB1 im Plasma.

4. Im Rahmen der funktionellen Charakterisierung von NB1 wurde eine
Beeinflussung der unspezifischen Immunabwehr durch eine erhéhte Produktion an
Sauerstoffradikalen nach Aktivierung des NB1-Rezeptors gezeigt. NB1 ist somit in
der Lage, Signale trotz des Fehlens eines zytoplasmatischen Abschnitts zu

vermitteln.

5. Erstmalig ist es gelungen, einen Bindungspartner von NB1 nachzuweisen.
Spezifischer Ligand von NB1 ist das u.a. auf Endothelzellen vorkommende PECAM-1
(CD31). Dadurch wird deutlich, dass NB1 eine funktionelle Bedeutung in der

Transmigration der neutrophilen Granulozyten durch das Gefal3endothel besitzt.
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6 Summary

1. In this study, we established a sandwich ELISA technique for the detection and
guantification of total cellular NB1 and NB1 antigen in plasma. Both total cellular NB1
and NB1 concentration in plasma show high variability among individuals without
sex- or age- dependent differences. However, women older than 45 years have
significantly lower levels of NB1l-expression. We also showed significant fluctuations

in the individual percentage of NB1-positive neutrophils.

2. We demonstrated by different biochemical methods that NB1 exists in plasma as

a soluble form lacking GPI-anchor.

3. When granulocytes were stimulated with bioactive substances, the percentage of
NB1-positive cells increased after 24 hours. The concentration of soluble NB1 in

plasma increased also after stimulation.

4. Activation of NB1 can result in the production of reactive oxygen species which

requires the ability of “outside-in-signaling” of NB1.
5. We identified a specific interaction between endothelial PECAM-1 and NB1. This

Is the first description of a binding partner of NB1 and shows that NB1 is involved in

the transmigration process of neutrophils through the endothelium.
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8 Anhang

8.1 NB1-Standardkurve

PRV-Protein!| | 0,15 0,25 0,50 0,75 1,00 1,50 2,00
Ansatz la® 0,026 | 0,147 | 0431 |0,838 |1,354 | 2115 | 2,418
Ansatz Ib? 0,036 | 0,126 | 0,402 | 0,747 | 1,23 1,977 | 2,491
Ansatz Ic? 0,026 | 0,156 | 0462 | 0,739 |1,144 | 1,958 | 2,39
Ansatz lia? 0,09 0,211 | 0,495 | 0,902 | 1,418 |2,179 | 2,482
Ansatz lib® 0,1 0,19 0,468 | 0,807 | 1,294 | 2,041 | 2,555
Ansatz lic? 0,09 0,22 0,526 | 0,803 | 1,208 | 2,022 | 2,454
Ansatz llla? 0,13 0,206 | 0,433 /0,899 | 1505 |2,215 | 2,359
Ansatz llIb? 0,121 | 0,203 | 0,41 1,14 1524 | 2371 | 2,473
Ansatz llic? 0,098 | 0,214 | 0,477 | 0,86 1,037 | 2,274 | 2,343
Mittelwert 0,08 0,19 0,46 0,86 1,30 2,13 2,44
Variation® 0,095 | 0,094 |0,124 | 0,163 | 0,361 | 0,413 | 0,212
Standard-

Abweichung 0,04 0,03 0,04 0,11 0,15 0,13 0,07
(SD)

Sensitivitat* 0,198 | <0,01 | <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001

Tab. 8.1: Standardkurve zur quantitativen Bestimmung des NB1-Zellgehalts mittel ELISA

!Eingesetzte Menge an PRV-Protein in ng pro Vertiefung

Werte gemessen als Optische Dichte bei einer Absorption von 492 nm

Svariation = Differenz zwischen dem Maximalwert und Minimalwert einer Verdiinnungsstufe

“Sensitivitat = Rangkorrelationstest (p) fir unabhangige Stichproben
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8.2 NB1-Phanotyp

NI Geschlecht, | NB1 (+)* Oberﬂéichfan-2 ‘ Oberflack;e, 4 Gesamg-
Alter konzentration gesamt gehalt
1 | 48 77 39.000 3003x 10° | 1,72 90,0
2 | 33 38 15.000 570x10° | 1,65| 86,6
3 | 41 38 15.000 570x10° | 2,58| 131,9
4 | 41 47 16.000 752 x10° | 2,23| 1148
5 | 35 15 10.000 150 x 10° | 0,98 | 54,0
6 | 28 55 26.000 1430 x 10° | 1,80| 93,9
7 | 40 32 37.000 1184 x10° | 1,37 | 73,0
8 | 25 39 33.000 1287 x 10° | 1,70| 89,2
9 | 55 59 25.000 1475 x 10° | 2,08| 107,5
10 | 30 60 35.000 2100x10° | 1,80| 93,9
11 | 31 17 20.000 340x10° | 1,21| 65,2
12 | 22 71 40.000 2840 x 10° | 2,63| 1343
13 | 31 64 30.000 1920 x 10° | 2,22| 1143
14 | 45 69 16.000 1104 x 10° | 1,55| 81,8
15 | 49 25 18.000 450x 10° | 1,00/ 55,0

5
SRR IEIRERE

| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
e :
33 | 48 | 20.000 | 960x10° | 1,82 949 |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |
| | | |

17 | 44 57 40.000 2280 x10° | 2,07 107,0
18 | 67 46 21.000 966 x10° | 1,26| 67,7
19 | 65 40 34.000 1360 x 10° | 1,16| 62,8
20 | 38 56 43.000 2408 x 10° | 2,08| 107,5
21 | 53 54 32.000 1728 x 10° | 1,82| 94,9
22 | 31 41 29.000 1189 x 10° | 1,53| 80,8
23 | 63 66 14.000 924 x10° | 2,55| 1304
24 | 24 55 30.000 1650 x 10° | 2,44 | 125,0
25 | 24 40 22.000 880x10° | 1,18| 63,8
26 | 43 48 26.000 1248 x 10° | 1,76 | 92,0
27 | 36 54 24.000 1296 x 10° | 1,24| 66,7
28 | 28 52 32.000 1664 x 10° | 1,58| 83,2
29 | 29 48 38.000 1824 x 10° | 1,75| 91,5
30 | 30 41 37.000 1517 x 10° | 1,30| 69,6

Tab. 8.2 (1): NB1-Expression, -Oberflachenkonzentration und -Gesamtgehalt der Testpersonen

'Prozentualer Anteil NB1-positiver Zellen. “Durchschnittliche Zahl an NB1-Oberflachenmolekiilen pro
NB1-positiver Zelle. *Gesamtoberflachengehalt, entspricht der NB1-Expression multipliziert mit der
Oberflachenkonzentration. “Optische Dichte bei einer Absorption von 492 nm. °Zellularer

Gesamtgehalt an NB1 in ng pro 1 ml Zelllysat.
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Geschlecht, . | Oberflachen- | Oberflache, . | Gesamt-

Nr. NB1 (+) o, 5 )
Alter konzentration gesamt gehalt

31/ M 5 | 62 | 77.000 | 4774x10° | 1,64| 86,1 |
32| M 46 | 84 | 47.000 | 3948 x10° | 2,73| 1391 |
33/ W 28 | 40 | 33.000 | 1320x10° | 1,76| 920 |
34| M 33 | 28 | 31.000 | 868x10° | 0,99| 545 |
35| W 61 | 63 | 12.000 | 756x10° | 1,25| 67,2 |
36| M 25 | 64 | 46.000 | 2944 x10° | 2,35| 120,7 |
37/ w 23 | 36 | 46.000 | 1656 x 10° | 2,44 | 1250 |
38, M 28 | 74 | 48.000 | 3552x10° | 256, 1309 |
39, M 64 | 69 | 31.000 | 2139x10° | 1,73| 90,5 |
40, W 23 | 79 | 69.000 | 5451x10° | 1,43| 759 |
41, M 38 | 6 | 76.000 | 456x10° | 0,42| 26,8 |
42| W 36 | 5 | 30.000 | 150x10° | 0,28| 20,0 |
43| W 39 | 79 | 51.000 | 4029 x10° | 2,27 | 116,8 |
4| M 47 | 19 | 24.000 | 456x10° | 0,23| 17,6 |
45, ™M 35 | 73 | 28.000 | 2044 x10° | 2,82| 1435 |
46| W 27 | 60 | 56.000 | 3360x10° | 2,14| 1104 |
47, M 47 | 16 | 24.000 | 384x10° | 1,08| 589 |
48| M 46 | 39 | 38.000 | 1482x10° | 1,32| 70,6 |
49| M 29 | 54 | 34.000 | 1836x10° | 1,76| 920 |
50 M 34 | 54 | 30.000 | 1620x10° | 1,11, 60,4 |
50, W 27 | 50 | 45.000 | 2250x10° | 1,79, 934 |
52/ W 23 | 47 | 39.000 | 1833x10° | 1,25, 67,2 |
53| W 24 | 48 | 44.000 | 2112x10° | 1,30| 69,6 |
54| W 30 | 42 | 43.000 | 1806 x10° | 1,28| 68,6 |
55/ M 29 | 43 | 33.000 | 1419x10° | 0,74| 424 |
56| M 22 | 65 | 37.000 | 2405x10° | 0,83| 46,7 |
57/ M 30 | 51 | 45.000 | 2295x10° | 1,10 59,9 |
58] W 42 | 69 | 25.000 | 1725x10° | 2,02| 1046 |
50/ W 39 | 68 | 15.000 | 1020 x10° | 2,33| 119,7 |
60/ W 39 | 77 | 33.000 | 2541 x10° | 2,24| 1153 |
61| M 30 | 75 | 40.000 | 3000x10° | 1,99| 1031 |
62| W 36 | 51 | 48.000 | 2448 x10° | 1,05| 574 |

Tab. 8.2 (2): 'Prozentualer Anteil NBl-positiver Zellen. “Durchschnittiche Zahl an NB1-
Oberflachenmolekiilen pro NB1-positiver Zelle. 3Gesamtoberﬂéchengehalt, entspricht der NB1-
Expression multipliziert mit der Oberflachenkonzentration. “Optische Dichte bei einer Absorption von

492 nm. *Zellularer Gesamtgehalt an NB1 in ng pro 1 ml Zelllysat.
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; = - = -
N |t B (1) | O emtn? | Coonmmts | OD* | Senar

63| W 35 | 62 | 43.000 | 2666 x10° | 1,28| 68,6 |
64| W 34 | 37 | 40.000 | 1480x10° | 2,47| 1265 |
65| W 56 | 29 | 56.000 | 1624 x10° | 2,34| 1202 |
66| W 39 | 73 | 33.000 | 2409x10° | 2,41| 1236 |
67| W 48 | 1| 25.000 | 25x10° | 1,40| 745 |
68/ M 46 | 65 | 50.000 | 3250x10° | 2,46| 1260 |
69| W 27 | 64 | 56.000 | 3584x10° | 1,93| 1002 |
70, w 27 | 8 | 2.000 | 16x10° | 0,85| 47,7 |
71| W 24 | 55 | 20.000 | 1100x10° | 2,20| 1134 |
72w 27 | 8 | 36.000 | 288x10° | 0,86| 48,2 |
73/ M 53 | 8 | 20.000 | 160x10° | 1,28| 68,6 |
74| M 48 | 49 | 33.000 | 1617 x10° | 1,10| 59,9 |
75| W 39 | 6 | 24.000 | 144x10° | 1,96| 101,7 |
76| W 45 | 4 | 30.000 | 120x10° | 2,02, 1046 |
77! W 48 | 49 | 53.000 | 2597x10° | 2,62 1338 |
78] W 43 | 55 | 37.000 | 2035x10° | 2,77| 1411 |
79/ W 28 | 69 | 33.000 | 2277x10° | 259| 1324 |
80, M 51 | 61 | 21.000 | 1281x10° | 251| 1284 |
81, W 52 | 33 | 15.000 | 495x10° | 2,32| 1192 |
82| W 27 | 39 | 10.000 | 390x10° | 1,43| 759 |
83, M 28 | 44 | 36.000 | 1584 x10° | 1,50| 79,3 |
84, M 49 | 73 | 48.000 | 3504x10° | 0,65| 380 |
8| M 34 | 32 | 59.000 | 1888 x10° | 0,47| 29,2 |
86, M 52 | 60 | 21.000 | 1260 x10° | 2,46| 126,0 |
87| M 23 | 19 | 46.000 | 874x10° | 0,91| 50,6 |
88| W 38 | 62 | 76.000 | 4712x10° | 2,32| 1192 |
89| W 34 | 34 | 48.000 | 1632x10° | 151, 798 |
90, W 27 | 49 | 60.000 | 2940x10° | 1,58, 832 |
91/ W 25 | 69 | 44.000 | 3036x10° | 2,32| 1192 |
92| M 27 | 66 | 56.000 | 3696 x10° | 2,54| 1299 |
93| W 50 | <1 | 15.000 | 15x10° | 1,10| 59,9 |
9| wW 26 | <1 | 25.000 | 125x10° | 1,85| 96,3 |

Tab. 8.2 (3): NB1-Expression, -Oberflachenkonzentration und -Gesamtgehalt der Testpersonen

'Prozentualer Anteil NB1-positiver Zellen. “Durchschnittliche Zahl an NB1-Oberflachenmolekiilen pro
NB1-positiver Zelle. *Gesamtoberflachengehalt, entspricht der NB1-Expression multipliziert mit der
Oberflachenkonzentration. “‘Optische Dichte bei einer Absorption von 492 nm. °Zellularer

Gesamtgehalt an NB1 in ng pro 1 ml Zelllysat.
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8.3 Konstanz der NB1-Expression und NB1-Oberflachenkonzentration

8.3.1 NB1-Expression

Person vi | v2 | v3 | v4a | vs | ve | v7 | v8
Geschlecht M M M M M w w w
Messwert 1 57 49 77 19 44 74 18 34
Messwert 2 65 52 44 19 32 21 40 9
Messwert 3 47 73 41 79
Messwert 4 64 38
Messwert 5 44
Messwert 6 33
Messwert 7 53
Messwert 8 53
Median 61 49 68,5 19 42,5 74 29 21,5
Differenz
Min. — Max. 8 5 33 1 21 58 22 25
Person V9 V10 V11 V12 V13 V14 V15 V16

Geschlecht W w w W w w w w
Messwert 1 56 24 49 0 49 69 19 79
Messwert 2 65 42 75 1 52 57 28 84
Messwert 3 56 3 42 34
Messwert 4 70 3 58 54
Median 60,5 33 62 2 50,5 63 31 81,5

I?ifferenz 14 18 26 3 16 12 35 5

Min. — Max.
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Person viz | vi8 | vi9 | v20 | v21 | v22 | v23 | v24

Geschlecht W w w W w w w w
Messwert 1 51 54 70 57 52 58 23 0
Messwert 2 50 64 68 73 52 17 29 2
Messwert 3 46 68 37 10 1
Messwert 4 34 0
Messwert 5 32 0
Messwert 6 43 0

Median 50 59 69 65 52 37 30,5 0

Differenz

Min. — Max. 5 10 2 16 16 41 33 2

Tab. 8.3 (1): Messung der NB1-positiven Subpopulation (%) Uber verschiedene Zeitraume bei 24
verschiedenen Testpersonen
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8.3.2 NB1-Oberflachenkonzentration

Person vi | v2 | v3 | v4 | vs5 | v6 | v7 | V8
Geschlecht M M M M M w w w
Messwert 1 29 56 17 46 36 29 9 48
Messwert 2 a7 59 12 46 12 17 26 40
Messwert 3 62 25 32 21
Messwert 4 51 15
Messwert 5 20
Messwert 6 11
Messwert 7 26
Messwert 8 31

Median 38 59 21 46 23 21 17,5 44

Differenz
Min. — Max. 18 16 39 0 25 12 17 8
Person vo | vio | vi1 | vi2 | vi3 | vi4 | Vvi5 | Vie

Geschlecht W w W W W w W W

Messwert 1 47 51 62 n.a. 8 44 24 40

Messwert 2 51 19 56 14 22 43 16 59

Messwert 3 56 16 25 28
Messwert 4 70 9 8 27
Median 53,5 35 59 14 15 43,5 24 49,5
Differenz
_ 23 32 6 7 17 1 12 19
Min. — Max.
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Person viz | vi8 | vi9 | v20 | v21 | v22 | v23 | v24

Geschlecht W W w W W W W W

Messwert 1 50 63 77 35 50 8 15 n.a.

Messwert 2 11 46 24 67 17 14 53 17

Messwert 3 72 17 10 42 32
Messwert 4 20 n.a.
Messwert 5 24 n.a.
Messwert 6 38 n.a.
Median 50 54,5 50,5 51 17 10 42 24,5
Differenz
) 61 17 53 32 33 6 38 15
Min. — Max.

Tab. 8.3 (B): Messung der NB1-Oberflachenkonzentration (Anzahl der Molekiile x 10° pro Zelle) tiber
verschiedene Zeitraume bei 24 Testpersonen.
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8.4 NB1-Plasmagehalt

NI Geschlecht, NBL (+)* Oberflachen- | Oberfliche oD, Plasma-
Alter konzentration gesamt Plasma® | 9ehalt
1 M 33 38 15.000 555 x 10° 1,53 25,2
2 M 40 32 37.000 1190 x 10°* | 0,89 15,8
3 W 25 39 33.000 1270x 10° | 0,67 12,6
4 M 55 59 25.000 1450 x 10° | 0,62 12,2
5 W 30 60 35.000 2070x 10° | 0,64 12,4
6 w22 71 40.000 2860 x 10° | 2,22 35,2
7 M 31 64 30.000 1925 x 10° | 1,42 23,6
8 M 45 69 16.000 1118 x10° | 0,78 14,2
9 W 33 48 20.000 965 x 10° 0,44 9,3
10 M 44 57 40.000 2263x10° | 1,18 20,0
11 M 67 46 21.000 948 x 10° 0,73 13,6
12| W 65 40 34.000 1360 x 10° | 0,61 11,8
13| W 38 56 43.000 2525 x 10° | 1,19 20,2
14 M 53 54 32.000 1701 x 10° | 0,87 15,5
15 M 31 41 29.000 1169 x 10° | 0,67 12,6
16 M 24 40 22.000 850 x 10° 0,6 11,6
17 M 56 62 77.000 4755x10° | 1,03 17,9
18| W 61 63 12.000 769 x 10° 0,61 11,8
19 M 28 74 48.000 3559 x 10° | 0,85 15,2
20 M 38 6 76.000 455 x 10° 0,63 12,0
21 M 35 73 28.000 2029 x 10° | 0,92 16,3
22| W 39 77 33.000 2564 x10° | 1,21 20,5
23 M 30 75 40.000 3008 x 10° | 1,12 19,5
24| W 35 62 22.000 1339x10° | 0,98 17,2
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NI, Geschlecht, NB1 (+)! Oberflachen- , Oberflacge OD, Plasmas-
Alter konzentration gesamt Plasma* | gehalt
25| W 34 37 40.000 1495 x 10° 1,1 18,9
26 W 39 29 56.000 1630 x 10° 1,6 26,2
27 W 45 73 33.000 2416 x 10° 1,14 19,5
28 W 48 1 25.000 25 x 10° 0,67 12,2
29 M 46 65 50.000 3250 x 10° 1,26 21,2
30 W 29 64 56.000 3584 x 10° 1,39 23,1
31 W 52 55 19.000 1062 x 10° 2,38 37,6
32 M 51 61 21.000 1250 x 10° 0,52 10,4
33 W 29 33 15.000 491 x 10° 0,96 16,8
34 w 27 39 9.000 351 x 10° 0,77 141

Tab. D: NB1-Plasmagehalt von 34 Testpersonen

'Prozentualer Anteil NB1-positiver Zellen. Durchschnittliche Zahl an NB1-Oberflachenmolekiilen pro
NB1-positiver Zelle. 3Gesamtoberfléchengehalt, entspricht der NB1-Expression multipliziert mit der
Oberflachenkonzentration. “Optische Dichte bei einer Absorption von 492 nm. *Gehalt an l6slichen

NB1 in ng pro 1 ml Plasma.
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8.5 In Vitro Zellstimulation

NB1-Expression (%) nach 24 Std.

NB1-Expression (%) nach 30 min

N ohne’ fMLP ‘ GCSF‘ Ostrogen | ohne ‘ FMLP‘ GCSF ‘Ostrogen
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NB1-Oberflachenkonzentration

(x 10% nach 24 Std

NB1-Oberflachenkonzentration

(x 10%) nach 30min

N ohne‘ fMLP ‘ GCSF‘ Ostrogen | ohne ‘ fMLP ‘ GCSF ‘(")strogen
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