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1 Einleitung

1.1 Entwicklung und Funktion neutrophiler
Granulozyten

Das in der vorliegenden Arbet im Vordergrund sehende Glykoprotein NB1 bzw. HNA-2a wird
auschliefdlich auf neutrophilen Granulozyten exprimiert. Aufgrund verschiedener mikroskopischer und
biochemischer Merkmale wie Férbeverhdten, Granularitét, Inhaltsstoffe werden basophile, eosinophile und
neutrophile Granulozyten differenziert.

Die Lebensdauer von Neutrophilen i mit ca 1-3 Tagen relaiv kurz. Dem geht eine kontinuierliche
Neubildung zum Ausgleich des physiologischen Verluges im Rahmen der Zdlmauserung von téglich ca
10° Granulozyten pro kg Korpergewicht gegeniiber, wasim Rahmen von bakteriellen I nfektionen bis auf das
10-fache geigen kann [ Demetri und Griffin 1991; Roos 1992; Nerl 19934.

Die Dauer der Granulozytopoese betrégt ca 10-14 Tage, mindestens jedoch 6 Tage. Aus einer pluripotenten
Sammzelle des Knochenmarks entstehen determinierte Vorlauferzellen, woraus sich Myeloblagen
entwickeln, die sch weiter differenzieren (Tabelle 1). Es wird unterschieden zwischen enem
proliferierenden Teilungspool und einem pogtmitotischen Reifungs- oder Speicherpool, der auch als Reserve
mit etwa der 20-fachen Kapazitét der zirkulierenden Neutrophilen dient. Etwa die Héfte der in der
Zirkulation befindlichen Granulozyten igt in postkapilléren Venulen vorzufinden. Von dort aus kdnnen sie
ins Gewebe migrieren [Roos 1992; Nerl 19934).

Wesentliche Regulatoren der Granulozytopoese sind die hdmatopoetischen Wachgumsfaktoren GM-CSF,
G-CSF, IL-3 und IL-1. Daneben haben eine Reihe von Toxinen (z.B. Endotoxine), Hormone (z.B. ACTH,
Glukokortikoide) und Zytokine (TNFq, IL-1, IFN-y) Einflul3 auf die Reifung, die Ausschiittung aus dem
Knochenmark, die Vertellung im peripheren Blutstrom und die Migration. Progaglandine, v.a PGE,,
Ioferitine und das von Neutrophilen selbst  freigesatzte Laktoferrin  inhibieren dagegen die
Granulozytopoee [Macigjewski et d. 1991; Nerl 1993a; Matsushimaet d. 2001].

Reife Neutrophile enthaten sowohl azurophile (primére) Granula (Durchmesser ca 0,5 pum) ds auch
ezifische (sekundére) Granula (Durchmesser <0,3 um). Die priméren Granula enthalten die meisten der
bisher bekannten antimikrobiellen Effektorgoffe wie Myeloperoxidase, Lysozym, Defensine, Kathepsin G,
Hydrolasen und Protessen. In den sskundaen Granula snd ua akalische Phosphatase, Lysozym,
Laktoferrin, Proteinasen (Gelatinasen, Kollagenasen, Elagtasen, Higaminase), Plasminogenaktivator und
Rezeptoren wie Fc- (FeyRI, FoyRII, FeyRIlb) oder Komplement-Rezeptoren (CR1=CD35 fur C3b, CR3 =
CD11/CD18-Komplex fur iC3b) vorhanden [Lehrer und Ganz 1990; Roos 1992; Hampton et a. 1998;
Nussler et al. 1999; Viedma Contreras 1999]. Auch NB1 |&% sich an der Membran sskundérer Granula
nachweisen [Stroncek 1990; Goldschmeding et a. 1992).
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Wesentlicher

Entwicklungsstufe Wachstumsfaktor Charakteristika
£ . Pluripotente Stammzelle IL1, IL3, IL6
% % Determinierte Vorlauferzellen GM-CSF, IL3 zunehmende Spezialisierung auf eine Zellinie
h N (CFU-GEMM, CFU-GM, CFU-G) ’ P g
_ Mveloblast Durchmesser 12-20um
§ Y Auftreten von feinen Granulationen im Zytoplasma
& Promyelozyt GM-CSF, GCSF | Durchmesser 10-25um
5 azurophile = primare Granula
E Myelozyt Durchmesser 14-20 pm
Y spezifische = sekundare Granula
Metamyelozyt Viele spezifische Granula im Zytoplasma

Stabkerniger neutrophiler Granulozyt | GM-CSF, G-CSF Durchmesser 10-15um
Gelappter / segmentierter Kern, 2-5 Segmente
Reifer Neutrophiler: ca. 200-300 Granula

Segmentkerniger neutrophiler
Granulozyt

Reifungs- und
Speicherpool

Tabelle 1: Regulation und Ablauf der Granulozytopoese [nach Maciejewski et al. 1991; Roos 1992; Nerl 1993a].

Granulozyten spielen eine mal3gebliche Rolle fir die Integritét der priméren Immunantwort bel bakteriellen
und derilen Entzindungen [Clement et d. 1983; Martins 2003]. Se fungieren sowohl as frihe
phagozytotisch aktive Zdlen (Besatigung von Mikroorganismen und Zelldetritus) sowie regulatorisch bel
der Synthese von Zytokinen und Entziindungsmediatoren (Bildung von Chemotaxinen, Zytokinen,
Leukotrienen) [Viedma Contreras 1999]. Bei Uberschiel3ender Aktivitd kann es jedoch auch zu
Gewehschéden durch Neutrophile kommen [Roos 1992].

Die wesentlichen Funktionen Neutrophiler lassen Sch zusammenfassend beschreiben mit

Chenotaxis. zielgerichtete Zellbewegung entlang eines Gradienten aus chemotaktischen Faktoren in das
Gebiet mit der hochsten Konzentration

(Leuko)Diapedese: zielgerichtetes Verlassen der Blutbahn durch die Kapillarwand und Uberschreiten von
Gewebdbarrieren

Phagozytose: Aufnahme von grof3eren Partikeln und Mikroorganismen

Degranulation/Bakterizdie: Liberierung granuldrer | nhaltsstoffe und Abtétung von Mikroorganismen

Neutrophile exprimieren fir zahlreiche chemotaktiscche Subdanzen Rezeptoren. Dazu gehbdren
Komplementrezeptoren, Fc-Rezeptoren, Rezeptoren fir Wachstumsfaktoren wie G-CSF und Rezeptoren flr
Adhésionsmolekiile wie CD11b. Die Expresson dieser Oberflachenrezeptoren kann durch chemotaktische
Subgtanzen selbst im Sinne elner positiven Riickkopplung erhdht werden [Nerl 1993]. Viele chemotaktische
Subgtanzen, z.B. IL-8, wirken indirekt auf Neutrophile, indem sie beispielsweise Madzellen aktivieren, die
via Higamin Neutrophile beeinflussen [Enders et a. 1995; Perretti 1998]. Beal einer raschen Rekrutierung
und Diapedese Neutrophiler an Stellen einer Infektion oder eines Gewebeschadens kommt es zu einer




komplexen Interaktion mit Gef&3endothelien und weiteren zirkulierenden Zellen [Ruchaud-Sparagano e d.
1998]. Im Entziindungsgebiet bewirken die unter dem Einflufd chemotaktischer Stoffe weitgestellten Gefdle
einen verlangsamten Blutdrom, so dal? die leichteren Leukozyten in Gefd3wandnéhe, die schwereren
Erythrozyten in den Axialgrom des Gefd3es gelangen, wodurch physikalisch die Abwanderung von
Neutrophilen an die Gefa3wand und die Agglomeration ans Geféd3endothel beglingtigt wird [Nerl 1993]. Es
folgen die Vorgéange der Adhé&sion und Migration, die vorzugsveise an postkapilléren Venulen ablaufen
[von Andrian et al. 1991; Kubes und Kawar 1994; Perretti 1998]. Im Rahmen der Adhésion komnt es
zunéchg zum sogenannten ,,Rolling”. Selektine des Endothels binden dabel an Oberfléachenrezeptoren
(PSGL-1, ESGL-1, L-Sdektin) der Neutrophilen, so dal3 eine ingabile Leukozyten-Endothd-Interaktion
entgeht, wobel dem P-Selektin eine entscheidene Funktion zukommt [Kubes und Kanwar 1994; Enders et
a. 1995; Perretti 1998; Ruchaud-Sparagano & d. 1998; Nusser et d. 1999]. Die Expresson dieser
Zdllinteraktionsmolekile wird unter dem Einflu® inflammetorischer Zytokine (IFN-y, IL-1, TNF-q,
Higtamin) und Bakterienbestandteile (fMLP) rasch hochreguliert [Kubes und Kanwar 1994; Nusder e d.
1999]. In der Folge kommt es zu einem festen Zellkontakt von Granulozyt und Endothelzelle (,, granulocyte
gicking”). Dieser Schritt wird im wesentlichen durch Interaktion von Integrinen auf Neutrophilen mit 1g-
ahnlichen Rezeptoren des Endothels (P-Sdlektin, ICAM-1, -2, -3, VCAM-1, iC3b, Fibrinogen, Fibronectin)
bestimmt, die kondtitutiv oder zytokininduziert exprimiert werden [Kubes und Kanwar 1994; Enders et d.
1995; Perretti 1998; Nusder et a. 1999). In entziindetem Gewebe scheinen I nteraktionen zwischen ICAM-1
und CD11W/CD18 bzw. CD11c/CD18 fir verdérkte Adhdsion verantwortlich zu sein, aber auch fur
Gewebeschéden durch dysregulierte Neutrophile [Nussler et al. 1999).

Es folgt ene Migration durch den Interzdlularaum der Endothelzellen unter Beteiligung des
Adhésionsmolekils PECAM-1 (CD31). U.a konnen IL-1B und TNF-o die Migration fordern [Casale und

Carolan 1997; Perretti 1998].

Bel der Phagozytose werden Baktereien oder anderes zdlfremdes Material in intrazdllulére Kompartimente
der Neutrophilen aufgenommen [Nerl 1993a; Hampton et a. 1998]. Uber Rezeptoren der Plasmamembran
wie Mannose, Fucoserezeptoren (Lecting), Fc-Rezeptoren fir Immunglobuline und Komplement-
Rezeptoren binden Mikroorganismen [Nerl 1993a; Nussler et a. 1999]. Im weiteren gillpt sch die
granulozytére Plasmamembran aus, umfliefdt das Objekt vollgandig und schliefd es damit vakuol& im sog.
Phagosom ein. Die Effektivitét der Phagozytose kann durch as Opsonin wirkende Antikérper (19G),
Komplementfaktoren (C3b, iC3b), CRP und Adhésin gesteigert werden [Nusder et a. 1999; Viedma
Contreras 1999]. Da in alen Phasen der Phagozytose und Degranulation auch eine Liberierung von
Entzindungsmediatoren ins umgebende Milieu efolgt, kann die Phagozytose as Initigtion einer
Entziindung gesehen werden.

De Phagozytose schligflt sch mit der Fusion von Lysosomen, Granula und Phagosom die Phase der
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Degranulation und damit auch der Bakterizidie an. Durch die Fusion der Granula mit dem Phagosom
werden die verschiedenen verdauungsaktiven und antimikrobidl wirkenden Stoffe zu den aufgenommenen
Patikeln freigesstzt [Lehrer und Ganz 1990; Hampton et d. 1998, Nussler & d. 1999]. Da ene
Degranulation bereits vor Verschiul® der &ul3eren Zellmembran dattfinden kann, kann es dabel zu einer
Freisetzung der Soffe ins umliegende Gewebe mit der Folge einer lokalisierten chronischen Entziindung
kommen.

Im wesentlichen werden dre Mechanismen zur Abtétung invasver Pathogene beschrieben: 1.
lysosomenabhéngige Mechanismen, 2. sauerdoffabhdngige Mechanismen, 3.  gickgoffabhangige
Mechanismen.

Die lysosomenabhangigen Mechanismen basieren auf den in den zytoplasmatischen Granula enthaltenen
antimikrobiellen Polypeptiden [Lehrer und Ganz 1990].

Sauerdoffabhangige Mechanismen gehdren zu den wichtiggen Abwehrmechanismen Neutrophiler bel
bakteriellen Infektionen [Martins et d. 2003]. Durch eine erhthte Sauergoffaufnahme (,respiratory burg”)
Uber eine membrangandige NADPH-Oxigenase und verschiedene Enzyme (z.B. Myeloperoxidase) kommt
es zur Bildung verschiedener resktiver Sauersoffspezies (ROS). ROS kodnnen potentiell gesundes Gewebe
Uber Inaktivierung von ou-Antitrypsin mit der Folge einer unkontrollierten Elastase-Aktivitét schédigen und
werden durch die Enzyme Kaaase und Glutathionperoxidase inaktiviert [Nusder et d. 1999].

Uber drei 1soenzyme der NO-Synthase laufen gtickstoffabhéngige Mechanismen ab. Als wirksamster
Metabolit entseht dabei das NO-Radikal, das die Entziindungsresktion Uber eine Vasodilatation und Einflurd
auf die DNA- und Proteinsynthese fordert. Andererseits wirkt NO entziindungshemmend, indem der
thrombozytenabhéngige Tell der Entziindungskaskade und damit die Adh&sion und chemotaktische Aktvitét
Neutropiler gehemmt und ROS abgefangen werden [Nusder et d. 1999; Benjamin et al. 2002).

Nach dem Verdau des phagozytierten Materials wird es aus der Zelle nach aul3en sezerniert; unter normalen
Umgdnden kommt es hiernach rasch zur Apoptose des Neutrophilen [Swartz et a. 2000].



1.2 Antigene auf neutrophilen Granulozyten

1.2.1 Ubersicht und Nomenklatur

Auf Granulozyten werden sowohl Antigene exprimiert, die primér auch auf anderen Zdllen nachgewiesen
werden konnen, als auch solche, die fur diese Zdlinie als gezifisch gelten. Zu ersteren gehdren unter
anderem Antigene der HLA-Klasse |, Antigene eniger Erythrozytenblutgruppensyseme z.B. | und P und
Granulozyten-Monozyten-Endothel zell-Antigene wie die Selektine [McCullough et d. 1981, 1987; Kline et
al. 1986]. Antigene des ABO-Systems wurden bisher nicht auf Granulozyten nachgewiesen [Bux 2000].
Erdmds wurde von Laezari et d. [1960] mit HNA-1a (NA1) die Exigenz granulozytenspezifischer
Antigene beschrieben. 1hr Vorkommen beschrankt sich in der Hauptsache auf Neutrophile, wobel fir viele
Antigene die Expresson auf Eosinophilen und Basophilen nicht eindeutig geklart it [McCullough et 4.
1987; Bux 2000].

1998 wurde von der ISBT (International Society of Blood Transfuson) eine neue Nomenklatur fir gut
definierte granulozytére Alloantigene verfdy, die auf der Glykoprotein-Lokalisation des Antigens basert.
Granulozytére Antigene werden als HNA (human neutrophil antigen) bezeichnet; durch eine Ziffer wird die
Membranlokalisation angegeben. Bel verschiedenen Polymorphismen auf einem gemeinsamen
Glykoprotein wird dies durch alphabetische Benennung in der Reihenfolge der Entdeckung erganzt. Allele
der kodierenden Gene werden nach den Richtlinien der ,, Human Gene Nomenclature” benannt [Bux 1999,
2000; Stroncek und Bux 2002]. Die meigen granulozytdren Antigene wurden in die CD-Nomenklatur
aufgenommen. Hierbei handdt es sch um eine Klassifikation der WHO, in der Zdloberflachenmolekiile
katdogiset snd, gegen die sch ein Cluger monoklonaler Antikorper richtet. Das NB1-GP wurde als
CD177 klassfiziert (Tabelle 2). Weitere Antigene auf Granulozyten sind beschrieben, konnten aber bislang
nicht weiter charakterisiert werden. Dazu gehtrt das 1978 beschriebene ND1 [Verheugt et a. 1978;
McCullough et d. 1987], NE1 [McCullough et a. 1987], sowie die Antigene 9a, 5a, 5b, NB2 [Stroncek et al.
19933, 2002; Bux 1999b, 2000].



Nomenklatur Antigen-Haufigkeit in %; Genfrequenz in Klammer
Antigen Antigen Lokalisation Weifde Asiaten Afrikaner Schwarze
system Alte Allel (Sudafrika,
CD- Nomenklatur Ghana) Indianer
Nomenkla
tur
HNA-1 HNA-1a FcyRIlb Europa: Indien 44 B67-74 59-68
54-64 (0,32- (0,30-0,68) (0,31-0,43)
CD16 NAL FCGR3B*1 0,40) China: 89-91
USA: (0,88) 91 (0,55)
56-62 (0,34- Japan 88
0,37) (0,85)
HNA-1b FcgRIIIB Europa: Indien 83 7781 77-78
84-88 (0,60- (0,70) (0,53-0,69)
NA2 FCGR3B*2 0,65) China:52-54
USA: 89 (0,67) (0,31) USA 80 (0,45)
Japan: 51 Bras 38 (0,21)
(0,31)
HNA-1c FcgRIIIB 5 (0,025-0,03) Indien 16 22-38 23-38
(0,083) (0,12-0,21)
SH FCGR3B*3 China O Indianer <1
Japan <25 (0)
HNA-2 HNA-2a CcDa177 Europa China: 99
(NB1 GP) 87-94 (0,63- (0,91) nu nu
CD177 NB1 0,76) Japan: 89
Nicht def. | USA 97 (0,83) (0,66)
HNA-3 HNA-3a 70-95kDa 97-99 nu nu
5b GP (0,91)
- Nicht def.
HNA-4 HNA-4a CD11b 96-99 nu nu
Mart (MAC-1; CR3) (0,91)
CD11b CD11B*1
HNA-5 HNA-5a CD11a 96 (0,82) nu nu
Ond (LFA-1)
CD11la CD11A*1

Tabelle 2: Nomenklatur humaner neutrophiler Antigene (HNA) und Ubersicht iiber die Gen- und Antigenfrequenzen
[nach: Korinkova und Majsky 1983; Madystha et al. 1984; Kline et al. 1986; Ohto et al. 1989; Bierling et al. 1990;
Bux et al. 1992a, 1994, 1995; 1999a, 2000; Bux und Chapman 1997; Lin et al. 1994; Hessner et al. 1996;
Kissel et al. 2000; Stroncek 2002a,b; Stroncek und Bux 2002; Clague et al. 2003].

“nu“ = nicht untersucht



1.2.2 HNA-2a / NB1 / CD177

Das neutrophilen-spezifische Antigen NB1 (HNA-2a, CD177) wurde 1971 im Rahmen einer neonataden
| mmunneutropenie entdeckt, bel der Antikorper gegen NB1 zu einer salektiven Agglutination Neutrophiler
flhrten [Lalezari et a. 1971]. Beschrieben it die Expresson von NB1 bisher auf Neutrophilen [Laezari e
a. 1971; Clement et a. 1983; Stroncek et al. 1990; Goldschmeding et . 1992] und auf Monozyten wéhrend
der Schwangerschaft [ Taniguchi et a. 2004].

NB1 welg einen dominanten Erbgang mit Haufigkeit des Phénotyps von ca. 97% und einer entsprechenden
Genfrequenz von ca. 0,9 auf [Lalezari et d. 1971; van de Reijden et d. 1979; Clay et d. 1984; Bux 2002,
Stroncek 2002b; Carrucio et al. 2003]. Bemerkenswerterweise wird NB1 nur auf einer Subpopulation
neutrophiler Granulozyten, deren Anteil interindividuell von 0-100% variieren kann, exprimiert, wobei
intraindividudll eine hohe Kongtanz besteht [Verheugt et d. 1978; Ohto et d. 1989; Bierling et d. 1990;
Goldschmeding et d. 1992; Stroncek et d. 1993b, 19964a; Lin et d. 1994; Matsuo e al. 2000]. NB1 wird
sowohl auf der Plasmamembran as auch auf der Membran sekundérer Granula und zu einem geringen Tell
in den Granula selbst exprimiert, wobel eine intrazdllulére Expression nur bel Zellen beobachtet wird, die
NB1 auch auf der Plasmamembran exprimieren [Stroncek et a. 1990; Goldschmeding et d. 1992; Stroncek
2002b]. Eine Expresson von NB1 |&% sch wéhrend der Granulozytopoese ab der Reifesufe des
Myelozyten nachweisen, wobei der Anteil der NB1-exprimierenden Zellen wahrend der weiteren Reifung
kongant bleibt [Verheugt et d. 1977; Clement et d. 1983; Stroncek et a. 19984.

Zur molekularen und genetischen Struktur von NB1 wurden viele Untersuchungen durchgefiirt. Es zeigte
sch, da3 NB1 auf einem Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von ca. 58-64 kDa (Immunoblot) bzw.
49-55 kDa (Wegernblot), bzw. 50,6 kDa (Massenspektrometrie) lokalisiert ig. Dieses Glykoprotein het drei
Agparagin-gebundene Glykan-Rese, zwel Zygein-reiche Regionen und am o-Ende eine GPI (Glykosyl-
Phosphatidyl-1nositol)-Verankerung. Das NB1-Glykoprotein enthdlt zudem Disulfid-Bindungen [Stroncek
1990; Skuhitz et al. 1991; Goldschmeding et d 1992; Kissel et d 2001], die fir die Tertiarstruktur und die
Antigenité entscheiddend sind, denn die bekannten monoklonalen und polyklonalen Antikorper gegen NB1
erkannten das Epitop nur in dieser Form [Kissdl et d. 2001].

Da Antikorper gegen NB1 héufig mit neutrophilen Molekilen von 85 und 60 kDa reagierten und einige
humane (Allo-)Antikérper das Glykoprotein, aber nicht das NB1-Molekll erkannten, wird davon
ausgegangen, dal? das Glykoprotein mehrere Epitope aufweist [Stroncek et a. 1994b].

Erg vor wenigen Jahren gelang es, die zum Glykoprotein gehdrende Primérdruktur zu identifizieren.
Auggehend von der Sequenz der cDNA ergibt sich ein Molekdl mit 1311 bp, das fur 437 AS kodiert. Dem
Protein mit 416 AS geht ein Signalpeptid bestehend aus 21 AS voraus. 27 bzw. 276 bp am 5" und 3'-Ende
werden nicht trandatiert (UTR=untrandaed regions). Die AS-Sequenz beddigte die Befunde der



biochemischen Charakteriserung. Das dem NB1-Glykoprotein zugehtrige Gen wurde auf dem humanen
Chromosom 19q an Position 19913.2 lokadisiert [Kisse et d. 2001; Bettinotti et a. 2002].

Vergleiche der cDNA und der genomischen Sequenz ergaben fir NB1 eine Organisation des Gens in 9
Exons die von 8 Introns mit einer Lange von 86-4158 bp unterbrochen werden [Bettinotti et d. 2002; Kissel
et d. 2002]. An CD177 angrenzend befindet 9ch ein sgark homologes Pseudogen, das eine patiele
Duplikatur von CD177 (Exon 9-4) in entgegengesetzter Anordnung dargellt. Es ig bisher unklar, ob dieses
Pseudogen selbs zu einem Proteinbildung fuhrt oder die Expresson von NB1 beeinfluf3t [Bettinotti et al.
2002; Dittmer et al. 2003].

Vergleiche der Genseguenz von NB1 zeigten eine Ahnlichkeit mit Proteinen der UPAR / CD59/ Ly-6 snake
toxin-Superfamilie, so dal3 NB1 vermutlich dieser Proteinfamilie zugeordnet werden kann [Kissel et d.
2001]. Proteine dieser 1g-Superfamilie weisen insgesamt heterogene Funktionen auf wie Hemmung der
Komplement-vermittelten Lyse, Bildung von Sauerdoffradikaen, Beteiligung an der Zelladh&sion, so dal3
aufgrund der Zugehdrigkeit zu dieser Superfamilie kein Rickschiuf auf die Funktion von NB1 mdglich ist
[Davieset d. 1989; Kiss et a. 2001].

Eine groRe Ahnlichkeit besteht zu PRV-1, einem Gen, das bei Patienten mit Polyzythamia vera
Uberexprimiert wird [Temerinac et d. 2000; Klippel et d. 2001] und ebenfals auf Chromosom 19g13.2
lokalisiert ig [Nafeld et d. 2003]. Die cDNA-Sequenz von PRV-1 und NB1 unterscheidet sich lediglich in
vier Basenpaaren, so da3 poduliert wird, dal3 essich baet PRV-1 und NB1-GP um Allele von CD177 handelt,
wobel davon ausgegangen wird, da3 es sch ba PRV-1 um das haufigste Alld handelt [Temerinac et dl.
2000; de Haas et d. 2001; Kissel et d. 2001; Bettinotti et a. 2002; Klippd et d. 2002; Caruccio & a. 2004;
Stroncek et a. 2004].

Genauere Untersuchungen zur genomischen Struktur zeigten, dal3 es sich bei CD177 um ein Gen mit vielen
Polymorphismen einzelner Nukleotide handelt, wovon einige zu einem AS-Audausch fihren kénnen.
Einige dieser Polymorphismen waren mit einem grof3en oder kleinen Antell NBl-exprimierender
Neutrophiler assoziiert. Aul3erdem scheinen Polymorphismen der Proteinleitsequenz die Proteinexpression
zu beanflussen, da diese Sequenzen fir den Trangport durch das endoplasmatische Retikulum zur
Plasmamembran bzw. sekundéren Granulainvolviert snd [Wolff et d. 2003; Caruccio et a. 2004].

Die NB1-Expression variiert interindividuell und it abhangig vom Lebensdter, Geschlecht, begleitenden
Erkrankungen und den zum Nachweis verwendeten Antikorpern. Eine Vererbung der Expressongdichte
wurde von McCullough et a. [1987] beschrieben und wird durch die genomischen Untersuchungen gestiitzt
[Wolff et d. 2003; Caruccio et a. 2004]. Fur Neutrophile gesunder Erwachsener wird ein durchschnittlicher
Antell der NB1+ Granulozyten von 50-70% angegeben [Clement et d. 1983; Goldschmeding et al. 1992;
Sroncek e a. 199%4c; Masuo et a. 2000; Wolff e d. 2006]. Aufgrund von Untersuchungen mit
verschiedenen monoklonalen Antikorpern wird davon ausgegangen, dald NB1 mindestens drei Epitope



aufwels und bel einem Individuum verschiedene Varianten vorkommen kénnen [Clement et a. 1983;
Stroncek et d. 1996a; Matsuo et d. 2000]. Die intraindividuelle Expression von NBL1 igt Uber l&ngere Zeit
be gesunden Individuen bemerkensvert kongtant [Goldschmeding et d. 1992; Masuo e d. 2000]. Die
Expression des NB1-GP kann ab der Reifungsstufe des Myelozyten im Knochenmark nachgewiesen
werden, wobel NB1 auf den verschiedenen Entwicklungsstufen in dhnlichen Antellen exprimiert wird
[Verheugt et d. 1978; Stroncek e d. 19984]. Signifikante Unterschiede der NB1-Expresson zwischen
verschiedenen ethnischen Gruppen konnten nicht gezeigt werden [Matsuo et d. 2000]. Bel ca 8-11%
gesunder Personen wurden mittels Immunfluoreszenz atypische Resktionen mit zwel NB1+ Populationen
beobachtet [Matsuo et al. 2000; Carrucio et a. 2003]. Lichtmikroskopisch besteht ein Unterschied zwischen
NB1-exprimierenden und nicht-exprimierenden Neutrophilen [Goldschmeding et d. 1992; Stroncek et al.
1998h).

Ein grolerer prozentuder Antell NB1+ Neutrophiler wurde fir Frauen beschrieben, wobel diese
Beobachtung auch vom verwendeten Antikorper abhéngig war [Matsuo et d. 2000; Carrucio et d. 2003].
Waéhrend der Schwangerschaft is der Antell NB1+ Neutrophiler mit im Mittel 78% signifikant geteigert im
Vergleich zu gesunden Mannern und Frauen. Wahrend der gesamten Schwangerscheft bleibt der Antell
NB1+ Neutrophiler relativ kongant; ein Unterschied zwischen 1., 2. und 3. Trimenon besteht nicht [Carrucio
et a. 2003; Taniguchi et a. 2004).

Ein im Mittel geringerer Antell NB1+ Neutrophiler wurde bei Patienten mit CML nachgewiesen. Bel
diesem Patientenkollektiv war auch eine vollgandige NB1-Defizienz haufiger [Stroncek et a. 1998b). Bei
Paienten mit paroxysmaler néchtlicher Hamoglobinurie (PNH), bel der ein klonder Defekt auf
Sammzellebene mit reduzierter Expresson GPl-verankerter Proteine vorliegt, wird NB1 vermindert
exprimiert und nur auf den Zdlen, die nicht von diesem Defekt betroffen snd [Goldschmeding et d. 1992].
Ein grolerer Antell NB1+ Neutrophiler im Vergleich zu Erwachsenen wurde auf Neutrophilen in
Nabelschnurblut beobachtet mit im Mittel 91% NB1+ Neutrophiler. Bereits bei Kindern ab dem 1.
Lebengahr besand diesbezliglich kein Unterschied zu Erwachsenen mehr [Stroncek et a. 19984].

Einmalige Stimulation Neutrophiler mit fMLP oder G-CSF veranderte den Anteil NB1+ Neutrophiler nicht
[Goldschmeding et d. 1992; Wolff et a. 2003], wahrend die Gabe von G-CSF an gesunde Personen Uber
mehrere Tage den Anteil NB1+ Neutrophiler deutlich erhthte [Stroncek et d. 1998h].

Die Zahl der NB1-GP pro Neutrophilem wurde bereits mehrfach untersucht, doch wurde meigt die mittlere
Huoreszenzintensté& angegeben, was enen Vergleich der Ergebnisse verschiedener Arbetsgruppen
erschwert, da es Sich bel der Huoreszenzintensitét um relaive und geréeabhangige Angaben handelt. Bel
gesunden I ndividuen wurden 36.000 — 318.000 NB1-GP pro Neutrophilem ermittelt [Bux et d. 1992b]. Die
Zahl der Antigene bleibt von der Reifestufe des Promyelozyten bis zum reifen Neutrophilen weitestigehend
kongant [Verheugt e al. 1978]. Fir Frauen wird im Vergleich zu Mannern eine erhdhte NB1-Expresson
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pro Neutrophilen angegeben, die im Alter abnimmt [Matsuo et a. 2000]. Wahrend der Schwangerschaft ist
die mittlere Fluoreszenz und damit die Expression von NB1 auf Neutrophilen signifikant héher as bel nicht-
schwangeren Frauen [Taniguchi et a. 2004]. Nach Stimulation Neutrophiler mit fMLP wurde in-vitro eine
vermehrte NB1-Expression beobachtet [Skubitz et d. 1991; Goldschmeding et a. 1992]. Gabe von G-CSF
an gesunde Personen fihrt zu einem Andieg der NB1-mRNA in Neutrophilen um ca den Faktor 1000
[Wolff et al. 2003, Wolff 2005] und zu einer deutlich erhthten Expresson desNB1-GP [Skubitz et al. 1991,
Stroncek et al. 1998b; Masuo et d. 2000]. Bel Granulozyten von Petienten mit einer schweren bakteriellen
I nfektion kommt eszu einer Sgnifikant gesteigerten NB1-Expresson [Gohring et al. 2004].

Bel PV-Patienten wurde die Expresson von PRV-1, en Allel zu NB1, begimmt. Die mRNA-EXxpresson
von PRV-1 ig bel diesen Personen signifikant gesteigert [Johansson et d. 2003; Klippd et a. 2002; Liu et d.
2003; Cilloni et d. 2004; Horensaet d. 2004; Williams 2004].

Uber die Funktion von NB1 ist bisher wenig bekannt, es liegen anhand verschiedener Versuche und
Beobachtungen lediglich VVermutungen vor.

Untersuchungen zur Expresson von NB1 bel Aktivierung Neutrophiler zeigten, dal3 Stimulation mit fMLP
eine Hochregulation des Proteins bewirkt, alerdings nur auf den Zellen, die bereits in ungimuliertem
Zusand NB1 auf ihrer Zdloberflache exprimierten. Der prozentuale Antell NB1-exprimierender
Neutrophiler blieb dabei kongtant, so dal3 davon ausgegangen wird, dal3 die Eigenschaft NB1 zu exprimieren
bereits auf Ebene der Vorléauferzellen festgelegt igt [Skubitz et d. 1991; Goldschmeding et a. 1992]. Auch
G-CSF fuhrt zu einer Hochregulation von NB1 sowohl auf Protein- as auch auf mRNA-Ebene [Skubitz et
al. 1991; Stroncek et a. 1998b; Matsuo et a. 2000; Gohring et a. 2004; Passamonti et d. 2004; Wolff 2005).
Ba NBl-exprimierenden Neutrophilen kommt es nach Stimulation mit fMLP zu ener dérkeren
chemotaktischen Reaktion im Gegensatz zu NB1-defizienten Neutrophilen [Stroncek et d. 19944).

Die Adhésion an Endothelzellen nach Stimulation mit fMLP, C5a, PMA war nicht von der NB1-Expresson
abhéngig. Die Adhé&enz an Endothelzellen ig g&rker bal ungimulierten und NB1-defizienten Neutrophilen
as ba gimulierten oder NB1-exprimierenden Neutrophilen. Anderersaits hatten Antikorper gegen NB1
keinen mef3baren Effekt auf die Adh&sion Neutropiler [Stroncek et a. 1993b; 19944.

Antikorper gegen NB1 fUhrten zu einer Hemmung der Phagozytose Neutrophiler [Nusbacher et a. 1979;
Bux et d. 1993]. Inkubation von Neutrophilen mit spezifischen Antikorpern gegen NBL1 fuhrte zu einer
Abnahme der Produktion von ROS, hatte jedoch keinen Einfluld auf die Phagozytose [Bartliikova et al.
1997]. Diese Beobachtungen sowie das Vorkommen von NB1 in sskundéren Granula legen eine Funktion
von NB1im Rahmen der Phagozytose und der Bakterizidie mit Abtétung von Mikroorganismen nahe.

In Versuchen wurde bat Stimulation Neutrophiler eine Verlagerung von NB1 von der Plasmamembran in
Endosomen und Lysosomen festigedtellt, so dal’ eine mdgliche Rezeptorfunktion dieses Molekiils vermutet
wurde [Goldschmeding et a. 1992].
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Das Gen fir NB1 weig eine Ahnlichkeit mit Genen fir Proteine der Ly-6 (UPAR/CD59/sneke toxin)
Superfamilie auf [Kissdl et d. 2001] und ig in der Nahe des uPAR-Gens lokalisiert. Beim Menschen sind
CD59 und uPAR am begten erforscht. Die Genfamilie it durch zysteinreiche Doménen charakterisisert und
enthdt zwel Unterfamilien: GPI-verankerte und sekretorische Proteine. Die einzelnen Mitglieder weisen
untereinander nur geringe Ahnlichkeit mit ca. 20-30% Homologie auf [Plesner et al. 1997]. CD59, das auf
Leukozyten und auf Erythrozyten exprimiert wird, hemmt die Komplement-vermittelte Zelllyse, indem es
die Bindung von C9 an den C5b-C8-Komplex verhindert [Davies et d. 1989]. CD87 oder UPAR, ein hoch-
affiner Rezeptor fir den Plasminogen-Rezeptor vom Urokinase-Typ, wird von Neutrophilen, Monozyten
und deren Vorlauferzellen exprimiert. Der uPARezeptor ig relevant fur die Zell-Zel- und Zel-
extrazelulare-Matrix Adhésion, wirkt an der Zellmigration mit und it an der Chemotaxis beteiligt [Plesner
et ad. 1997]. Diskutiet wird eine Funktion von NB1-GP daher in der Adhé&son an extrazelulare
Matrixproteine und in der Zdll-Zell-Adhésion sowie der Migration [Bettinotti et a. 2002].

Die Tasache da? verschiedene Ly-6-Gene eine Rolle in der Proliferation und Differenzierung
hématopoetischer Zellen haben und dal? verschiedene Ly-6-Gene in dark proliferierenden und/oder
malignen Zellen Uberexprimiert werden [Brakenhoff et d. 1995; Pearson et a. 2000; de Nooij-van Daen et
al. 2003; Shetty et al. 2003], 1d% vermuten, dal3 auch CD177 eine bedeutende Funktion in der Hamatopoese
haben konnte. Eine indirekte Rolle wird uPAR bei der Myelopoese zugeschrieben Uber die Aktivierung von
Plasmin, welches wiederum Zytokine aktivieren kann. In vitro wiesen NB1+ Neutrophile ein schnelleres
Wachgum und eine langer anhaltende Proliferation auf als NB1-defiziente, so dal3 gefolgert wurde, dal3 es
sch bei NB1 um ein Molekdl mit proliferativer Wirkung handeln konnte. Diskutiert wird daher ein Einfluf3
von NB1 auf die Ubermd3ge Bildung Neutrophiler bel resktiven Zugdnden und myeloproliferativen
Erkrankungen. Es wird vermutet, dal3 CD177 ene Rolle in der Pathogenese myeloproliferaiver
Erkrankungen haben konnte [Plesner et d. 1997; Mnjoyan et d. 2005].

Da wahrend der Schwangerschaft der Anteil der NB1+ Neutrophiler und die Zahl der NB1-GP pro Zdle
zunimmt, wurde eine pathophysiologische Rolle bel der Thrombozytose, Préeklampsie und Thrombophilie
wahrend der Schwangerschaft diskutiert [Caruccio et al. 2003; Taniguchi et a. 2004].

Bel im Rahmen aloimmuner Neutropenien gefundenen Antikorpern wurde dem NB-System ein zweites
Antigen, NB2, zugeordnet, das das Produkt des Allels zu NB1 sein und bel ca 3% der Bevilkerung
homozygot vorliegen sollte. Nach weiteren Untersuchungen konnte NB2 kaum definiert werden und eine
nahe Vewandtschaft zu NB1 nicht betéigt werden [Stroncek et d. 1990, 19933 1993b; Bux und
Chapmann 1997].
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In der vorliegenden Arbeit liegt der Schwerpunkt auf der Expresson von NB1 und deren Regulation.
Dennoch soll kurz auf NB1-defiziente Neutrophile eingegangen werden. Die Beobachtung, dal’ anti-NB1-
Seren nur eine Agglutination von NB1+ Zellen aud6sen kénnen [Laezari et a. 1971] und die fehlende
Reaktion mit Antiseren oder monoklonalen Antikorpern [Kissel e a. 2002] legt nahe, dal? auf diesen
Neutrophilen entweder kein oder ein deutlich unterschiedliches Glykoprotein exprimiert wird [Stroncek
2002]. Als Ursache der fehlenden NB1-Expression wird ein Genexpressonsdefekt aufgrund Mutationen in
der Promoterregion oder in Bindungstelen fir Transkriptionsfaktoren vermutet [Wolff et al. 2003]. Es
konnte gezeigt werden, dal3 die mRNA akzessorische Sequenzen mit Stopkodons (tga) enthélt, wodurch es
zu Splicing-Defekten - wahrscheinlich durch nicht korrekte Bildung des Splicing-Komplex — kommt und
dem daraus abgeleiteten Protein die GPI-Verankerung und transmembrantse Segemente fehlen wiirden
[KissH et d. 2002; Wolff et a. 2003).

Ein l6diches NB1-GP, wie es fur andere GPI-verankerte Proteine wie z.B. FcyRIlIb beschrieben wurde,
konnte bisher nicht nachgewiesen werden [Kissel et a. 2002; Stroncek 2002].

1.2.3 Weitere Antigene auf Neutrophilen

1.2.3.1 FcyrRezeptor IIIb (HNA-1; CD16)

Mit HNA-1b (NA1) wurde 1960 von Lalezai et d. emds ein Antigen beschrieben, das nur auf
Neutrophilen nachgewiesen wurde [Lalezari et al. 1960]. HNA-1a (NA2), das antithetische Antigen zu
HNA-1b, wurde wenig spéter entdeckt [McCullough et . 1987].

Der FoyRIllb und der gark homologe FeyRlIlla bilden die humane FoyR-Klasse 111, die mit niedriger

Affinité polymere, aber nicht monomere 1gG-Antikdrper binden. Der FcyRlIlla, ein transmembranérer
Rezeptor, wird auf Monozyten, Makrophagen, natrlichen Killerzellen gefunden. Der GPI-verankerte
FoyRIlb wird auf fag dlen reifen Neutrophilen, ca. 31-50% der Metamyelozyten und ca 8-10% der
Myelozyten exprimiert [Ravetch und Perussia 1989; Huizinga et d. 1990a,b; Barclay et a. 1993; Gessner et
al. 1995; Stroncek et al. 1998a; Bux 2000]. |n sekretorischen Veskeln ig der intrazdllulére Pool an FeyRIlb
gespeichert [deHaas et d. 1994)].

Der FoyRIIIb ig ein GPI-verankertes, hochgradig glykosyliertes Protein mit einem Molekulargewicht von
50-65 kDa (HNA-13a) bzw. 62-80 kDa (HNA-1b) [Fleit und Kuhnle 1988; Huizinga et d. 1990q]. Der
FoyRIlb besitzt zwei IgG-dhnliche extrazdllulae Regionen, wovon die proximale Residuen fir die
Ligandenbindung enthdlt, wahrend die digade sehr polymorph mit bisher unbekannter Funktion ist [Hiblbs et
al. 1994; Bux 1999b, 2000]. Der FcyRIITb weist mehrere Polymorphismen auf, die bisher ds HNA-1a, -1b, -
1c klassifiziert wurden, wahrscheinlich auf der digalen Membrandoméne lokaisiert sind und genetisch drei
Allelen entsprechen [Bux 2000; de Haas et d. 2001].
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Das fur den FcyRII1b kodierende Gen wurde auf dem langen Arm von Chromosom 1 lokalisiert und besteht
aus 5 Exons. Die zugehtrige mRNA kodiert fir 233 AS, wovon 188 AS das Glykoprotein und 17 AS das
Signalpeptid bilden [Bux 1999b, 2000; Stroncek 2002]. In Exon 3 wurden die dem Polymorphismus des
FcyRIIb zugrundeliegenden Nukleotidausausche lokalisiert. HNA-1b unterscheidet sch von HNA-1ain 5
Nukleotiden, woraus 4 ASSubditutionen resultieren. Bei HNA-1c liegt zusizlich eine waetere
Punktmutation mit folgendem AS-Augtausch vor [Bux et d. 1997b]. HNA-1c¢ kann zusammen mit HNA-1a,
aber auch dleine vorliegen, so dal3 zwel oder drel Gene vorhanden sein konnen [Koene et d. 1998; Gittinger
et al. 2001, 2002).

Unter Verwendung von Antikorpern wurde eine Expression des FeyRIIIb auf der Plasmamembran von
durchschnittlich 190.000 (100.000 - 400.000) bzw. 242.000 + 36.000 Rezeptoren pro Zelle nachgewiesen
[Huizinga et d. 1990a; Bux et d. 1994; Bux 2000], wobel eine geringe intraindividuelle Varianz beobachtet
wurde [Huizinga et a. 1994]. Die Zahl der exprimierten FcyRII1b it abhéngig vom HNA-Phanotyp: HNA-
1b-homozygote Personen exprimieren mehr FcyRI1 b ds heterozygote oder HNA-1a-homozygote Personen
[Koene et a. 1996]. Stimulation Neutrophiler mit fMLP flhrt zu einer gesteigerten Expression von FoyRII b
[Huizinga et a. 1989, 1990a, b; Skubitz et d. 1991], wahrend PMA und G-CSF die Expresson vermindert
[Skubitz et a. 1991]. Die Zahl der exprimierten FcyRI11b nimmt bei Gabe von G-CSF und bei | nfektionen
oder Sepsis ab [Kerd et a. 1993b; de Haas et d. 1994; Spiekermann et al. 1994; Michon et a. 1998;
Stroncek et a. 1998b; Wagner et d. 2003].

Bei manchen Personen wird der FcyRII b nicht auf Neutrophilen exprimiert, was as ,, HNA-null-Phanotyp*
bezeichnet wird. Ursache ig ein fehlendes FCGR3B-Gen oder ein Defekt der GPI-Synthese. Eine erhdhte
Neigung zu Infektionen, Autoimmun- oder Immunkomplexerkrankungen wird bel diesen Personen nicht
beobachtet, dlerdings kann es wahrend einer Schwangerschaft zur Alloimmuniserung mit Bildung
pezifischer Antikorper und in der Folge zur ANN des Neugeborenen kommen [Huizinga et d. 1988; Bux
2000; Stroncek 2002].

Eine lodiche Form des FcyRIlIb (,sFcyRIIIb*) konnte in Plasma, Aszites, SynovidflUssigkeit (bei
Arthritis), LymphflUssigkeit und Urin nachgewiesen werden [Huizinga et a. 1994; 1990c]. Aktivierung
Neutrophiler z.B. mit fMLP, PMA, G-CSF sowie Apoptose Neutrophiler filhrt zu einer proteolytischen
Ablosung des FcyRIlIb von de Zdlobefldiche, was en Hinweis auf ene Funktion in
Entziindungsresktionen gewertet wird [Huizingaet al. 1988, 1990c; Viedma Contreras 1999]. Der sSFcyRIlIb
dient as Mal fur die Neutrophilenmasse im Korper, da die Plasmakonzentration des sFcyRIlIb von der
Neutrophilenproduktion abhéngig is und Uber einen langeren Zeitraum kongant bleibt [Huizinga & d.
1994]. Auch die Menge an skcyRIlTb im Plasmaist von HNA-1-Phédnotyp abhangig und wie die Expression
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auf der Zelloberfléche bel HNA-1b am hdchgten [Koene et al. 1996]. Bel Sepsis und nach Gabe von G-CSF
183 sch mehr sFcyRI1Tb im Plasma nachweisen [Kergt et d. 1993b; Muller Kobold et al. 1998].

Der FoyRIIIb ig das klinisch am bedeutsamsten immunogene Glykoprotein der Neutrophilenmembran.
Ungefahr 30% aller granulozytéren Autoantikorper erkennen Epitope auf diesem Rezeptor und kdnnen z.B.
Immunneutropenien und Transfusonsresktionen auddsen. Eine klinische Bedeutung des HNA-1-
Polymorphismus ist bisher nicht bekannt [Bux 2000; Stroncek 2002].

Der FcyRIllIb gehdrt zu den niedrig-affinen Fcy-Rezeptoren und bindet polymere 1gG-Antikorper. Die
wesentliche Funktion des FeyRI1 b liegt in Vorgangen bel der Phagozytose [Huizinga et . 1990a; Witte und
Schmidt 1992]. Der FcyRIlIb kann die opsonin-unabhéngige Phagozytose von Bakterien induzieren
[Huizinga et a. 1990g]. Antikorper gegen HNA reduzierten die Phagozytoserate in vitro um 50-80% mit
einem dosisabhangigen Effekt und gérkerer Ausprégung bel homozygoten Zdlen [Bux et d. 1993]. Eine
Kreuzvernetizung des FcyRIITb mit Immunkomplexen verstérkt die FeyRII-vermittelte Phagozytose und
triggert verschiedene Neutrophilenfunktionen, u.a die Degranulation. Die Bildung von ROS ig bei
Blockade des FcyRIlIb signifikant vermindert [Huizinga et a. 1990b; Bux et a. 1993; Hesch et a. 1998].
Antikorper gegen den FeyRIl b flhrten zu einer geringeren candiziden Aktivitét Neutrophiler [BartGnkova et
a. 1997]. Damit bilden die niedrig-affinen Fcy-Rezeptoren eine Briicke zwischen der humoralen und der
zdlul&ren Immunantwort [Witte und Schmidt 1992; Ravetch und Bolland 2001]. Auf die Chemotaxis und
die Migration von Neutrophilen scheint der FcyRIlIb keinen Einflu3 zu haben, da eine Blockade der
Rezeptoren durch Antikorper keine Anderungen hervorrief [Bux et al. 19934 (Tabelle 3).

T Antikorper
gegen NB1 CDh16 CDh11B CD18 CD11B+CD18

Funktion

Chemotaxis 1

~ ~

Adhasion AN PN l l 1
Candiziditat l l l l L
Phagozytose ol d d d l
ROS-Produktion l l T l l

Tabelle 3: Einfluf} von Antikdrpern gegen verschiedene Antigene auf der Neutrophilenmembran. [Nusbacher et al.
1979; Bux et al. 19934a; Stroncek et al. 1993, 1994 4a; Bartlinkova et al. 1997; Ruchaud-Sparagano et al. 1998]

Der Polymorphismus des FeyRIIIb hat Einflu? auf die Neutrophilenfunktion: HNA-1b homozygote
Granulozyten wiesen eine geringere Phagozytoserate mit geringere Affinité zu 1gGs auf ds HNA-1a
homozygote Neutrophile [Salmon et al. 1990; Stroncek 2002]. Funktionelle und klinische Bedeutung kommt
auch der Zahl der exprimierten FcyRIlb zu: Petienten mit einer préoperativ hohen FcyRIITb-Expression pro
Neutrophilem wiesen eine geringere I nfektiongrate perioperativ auf [Viedma Contreras 1999].
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1.2.3.2 FcyRezeptor I (CD64)

Der FcyRI g ein hochaffiner Rezeptor fir monomeres humanes 1gG, der vorwiegend auf Monozyten und
Makrophagen exprimiert wird. Auf nicht-aktivierten Neutrophilen wird der FcyRI nur in geringer Zahl und
nur auf einem geringen Anteil <1% exprimiert. Es handdt sich um ein sark glykosyliertes Protein mit einem
Molekulargewicht von ca. 72kD mit drel extrazellul&ren Doméanen [Stroncek et a. 1998b; Buckle und Hogg
1989; Huizinga et d. 1990a; Barclay et d. 1993; Gericke et a. 1995).

Die FcyRI-Expression kann —in niedrigen Mengen- in vitro und in vivo durch IFN-y innerhalb 24-48h
induziert werden [Anderson und Looney 1986; Huizinga et a. 1990a; Klebanoff et al. 1992; Witte und
Schmidt 1992; Kerst et d. 1993b; Hesch et a. 1998; Takano et d. 2000]. Auch G-CSF fihrt Uber einen
Effekt auf myeloische Vorlauferzellen zu einer Expression von FcyRI auf Neutrophilen innerhalb 12-24h
[Repp et a. 1991; Kerd et d. 1993ab; Spiekermann et al. 1994; Gericke et d. 1995; Michon et d. 1998;
Tekano et a. 2000], wobel v.a der Antell der FoyRI-exprimierenden Neutrophilen von fast 0% auf ca 40%
nach etwa einem Tag und ca 90% nach 2 Tagen Anwendung von G-CSF andeigt [Stroncek et a. 1998h).
Beschrieben wird sowohl eine rasche Hochregulation innerhalb ca 15 min durch einen Effekt Gber
CD11/CD18 (,,cross-linking*) as auch eine langsame Hochregulation nach Gabe von G-CSF oder IFN-y
[Perussia et d. 1983; Takano & d. 2000]. Bakteridle Infektionen und Sepsis fihren zu einer vermehrten
FcyRI-Expression auf Neutrophilen Neugeborener, Kinder und Erwachsener [Haertoft et al. 1999; Barth et
a. 2001; Hirsh et a. 2001; Wagner et d. 2003]. In der Synovidflissigkeit bei RA-Petienten wurde eine
Expresson des FcyRI auf Neutropilen nachgewiesen, wahrend im Blut zirkulierende Neutrophile dieser
Petienten keine FeyRI-Expression aufwiesen [Quayle et d. 1997].

Die Hochregulation der FcyRI —Expresson nach Stimulation Neutrophiler Gber Kreuzvernetzung von
Integrinen und bei bakteriellen Infektionen zeigt, dal3 der FcyRI moglicherweise eine wesentliche Funktion
in der Steigerung der Phagozytose und anderen Neutrophilenfunktionen hat [Gericke et d. 1995; Fjaertoft et
a. 1999; Takano 2000]. Demgegeniiber seht, dal? eine vermehrte Expresson des FcyRI bel Sepsis und
ARDS mit einer geringeren Phagozytosefahigkeit und ROS-Produktion einherging [Hirsh et d. 2001].

1.2.3.3 FcyRezeptor II (CD32)

Der FeyRIla mit einem Molekulargewicht von 40 kDa wird kongtitutiv auf Neutrophilen, Monozyten,
Thrombozyten und B-Lymphozyten exprimiert. Es handelt sich um einen Rezeptor mit geringer Affinité far
polymeres IgG [Anderson und Looney 1986; Huizinga et a. 19904]. In ruhenden Neutrophilen it er der
wichtiggte Phagozytose-induzierende Rezeptor und vermittelt Zellfunktionen wie z.B. die Degranulation und
den oxidativen burd. [Huizinga et d. 1990ab; Hesch e a. 1998]. Durch Phagozytose mit spezifischen
AntikOrpern opsonierter Bakterien gellt der FcyRIl wie die anderen FcyR eine Verbindung zwischen
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humoralem und zelluldren Immunsystem her [Witte und Schmidt 1992; Ravetch und Bolland 2001].

Die Expresson des FcyRIl auf Neutrophilen i mit ca 10.000 - 40.000 Rezeptoren pro Zelle gering
[Huizinga et a. 1990a; Bux & da. 1992b]. Ein relevanter Einfluld von IFN-y, GM-CSF, G-CSF oder
Glucocorticoiden auf die Zahl der exprimierten Rezeptoren ist nicht beschrieben [Buckle und Hogg 1989;
Huizingaet a. 1990a; Kers et al. 1993b; de Haas et d. 1994; Michon et d. 1998; Stroncek et al. 1998h). In
vitro kommt es unter |FN-y zu einer 1anger anhaltenden Expression des FeyRI | [Klebanoff et a. 1992).

1.2.3.4 Komplementrezeptor 3 (CD11b/CD18-Komplex)

Da CD11W/CD18-Komplex gehdrt zur Familie der Integrine und i enes de wesentlichen
Adhésionsmolekile neutrophiler Granulozyten. Der Komplex i ein Heterodimer, bestehend aus einer 3-
Untereinheit (CD18) und einer o-Untereinheit (CD11). Es werden drei Formen von CD11 unterschieden:
CD1la (HNA-5a, LFA-1, o -Untereinheit), CD11b (HNA-4a, CR3, Mac-1, o™-Untereinheit), CD11c
(p150, o*-Untereinheit) [Arneout 1990; Barclay et al. 1993; Stroncek et a. 1996b; Bux 2000]. CD11a und
CD11b werden auf Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten bei 96-100% gesunder Personen
exprimiert, wobel CD11b vorwiegend auf myeloischen und nattrlichen Killerzellen vorkommt [Kline et d.
1986; Arneout 1990; Barclay et d. 1993; Bux 1999b]. Eine hohe Expression von CD11b wird auf
Granulozyten Neugeborener beobachtet [Kline et d. 1986]. Eine Punktmutation im Gen fir CD11b mit
folgendem AS-Audausch ist Ursache des CD11b-negativen Phéanotyps[Fung et a. 2003].

CD11b wird auf der Plasmamembran exprimiert und ist intrazelluldr in sekretorischen Veskeln und
gezifischen Granula gespeichert, s0 dal? eine rasche Hochregulation mdglich ist [Arnaout 1990; von
Andrian et a. 1991; de Haas et d. 1994; Ruchaud-Sparagano et d. 1998]. Nach Applikation von G-CSF
kommt es innerhdb 30 min zu einer dgnifkanten Hochregulation der CD11b-Expresson mit einem
Maximum nach 2h und einem Riickgang nach ungeféhr 4h [de Haas et a. 1994; Stroncek et d. 1998b). Eine
Expressonsseigerung um den Faktor 2-3 wird unter dem Einflul3 von WSP (=water soluble membrane
proteins) verschiedener Bakterien (H. pylori, C. jguni, S. aureus, E. coli, H. felis) und fMLP beobachtet
[Enders et d. 1995; Ruchaud-Sparagano et al. 1998]. Be Sepsispatienten wird eine sgnifikant hohere
Expression von CD11b auf der Plasmamembran Neutrophiler beobachtet [Muller Kobold et a. 1998]. Gabe
von G-CSF an septische Neugeborene fihrte zu einer vermehrten CD11b-Expression [ Drossou-Agakidou et
al. 199g].

CD11b ha ene wichtige Funktion in der Adhésion Neutrophiler an Endothelzellen mittels CDX4 ds
Liganden [Arnaout 1990; Ruchaud-Sparagano et d. 1998] und ist relevant fir die Phagozytose und Lyse von
Bakterien, indbesondere in inflammatorischen Geschehen [Enders et d. 1995].
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1.2.3.5 LPS-Rezeptor (CD14)

CD14 ig der wichtigge Rezeptor fir LPS gramnegativer Bakterien auf Monozyten und Neutrophilen und
liegt in zwei Formen vor: 16diches CD14 (SCD14) und Membran-gebundenes CD14 (mCD14). Uber CD14
i eine Aktivierung Neutrophiler moglich. CD14 ig intrazellulé&r gelagert und wird auf nicht-aktivierten
Neutrophilen nur gering exprimiert [Stroncek et a. 1998b; Nusder et d. 1999; Wagner et d. 2003).

Be Patienten mit septischem Schock wird CD14 vermindert auf Neutrophilen und Monozyten exprimiert
[Bath et al. 2001]. Gabe von G-CSF und Sepsis fuhren zu einer vermehrten Expression von CD14 auf
neugebildeten Neutrophilen [Hansen et al. 1993; Kerd et d. 1993b; Spiekermann et a. 1994; Stroncek et d.
1998b; Wagner et d. 2003].

1.2.3.6 L-Selektin (CD62)

CD62L ig an der Vermittlung des ,,Rolling* betelligt und hat as Liganden auf aktivierten Endothelzellen
CD54. Antikérper gegen CD62L kdnnen die Extravasation von Leukozyten in akut entztindetes Gewebe
deutlich vermindern [von Andrian et al. 1991; Enders et d. 1995]. Die Expression des L-Selektin-Rezeptors
ig kongitutiondll hoch auf Neutrophilen, wird aber bel Aktivierung und Gabe von G-CSF durch Abgabe des
Rezeptors ins Serum herunterreguliert [von Andrian et d. 1991; Enders et d. 1995; Stroncek et al. 1998b;
Nussler et al. 1999].

1.2.4 Expression neutrophiler Antigene auf Granulozyten aus
Nabelschnurblut

Die fetde Bluthildung findet ab ca der 6. Woche bis unmittelbar prénatal im Leberparenchym gatt. Ab dem
5. Schwangerschaftsmonat beginnt die Blutbildung im Knochenmark, das ab dem 7. Mona der
Hauptbildungsort ig¢. Das Knochenmark und Nabelschnurblut Neugeborener welsd eine andere
Zellverteilung auf ds peripheres Blut Erwachsener auf (Tabelle 4) [Nerl 1993b; Wulfhekd und Dillmann
199%4; Ritter 2001].

ZELLART NEUGEBORENE | ERWACHSENE | ZELLART NEUGEBORENE ERWACHSENE

Erythroblasten 35% 25,6% Erythrozyten 4,7 Mio/ul 4,9 Mio/ul

Myeloische 24% 33,1%

Vorlauferzellen

Stab-, 27,5% 19,8% Neutrophile 2250-9750/ul 2200-6300/ul

Segmentkernige 25-65% 55-70%

Lymphozyten 5% 16,2% Lymphozyten 1000-3600/ul 1800-10500/ul
25-40% 20-70%

%NB1+ 86%0+9% 69%+17% 911+3% bzw. 95- 56+19%

96%

Tabelle 4: Zellverteilung im Knochnmark und peripheren Blut sowie Anteil der NB+ Neutrophilen bei
Neugeborenen und Erwachsenen. Nach: Madystha et al. 1984; Nerl 1993b; Wulfhekel und Dullmann 1994;
Stroncek et al. 1998a; Ritter 2001.
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Infektionen und insbesondere eine Sepsis bel Neugeborenen und v.a be Friihgeborenen ddlen eine
lebensbedrohliche Erkrankung dar. Die Inzidenz betrégt ca. 1-10 pro 1000 Geburten mit einer Mortditétsrate
von 15-50% [Kider et d. 1998]. Die erhthte Anfélligkeit fur Infektionen erklért sich durch das noch nicht
auggereifte Immunsystem auf humoraler, phagozytotischer und zdlulé&rer Ebene und enem geringeren
Speicherpool Neutrophiler. Die Bildung von ROS ig beal Neugeborenen und insbesondere bel
Frihgeborenen geringer ds ba Erwachsenen, vermutlich aufgrund einer geringeren Anzahl von Fc-
Rezeptoren [Wolach 1997; Komatsu et a. 2001]. Granulozyten-Makrophagen-Vorlauferzellen (CFU-GM)
im Nabelschnurblut haben bereits in nicht-infektiosem Zusand maximale Proliferationsraten, die signifikant
hoher sind ads bel Erwachsenen, so da bal Infektionen die zusézlich induzierte Neutrophilenbildung
begrenzt i [Chrigensen & d. 1986]. Die Prodromi einer Infektion snd unspezifisch, und es fehlen
verlddiche und frihzeitige spezifische Laborparameter, 0 dal3 eine Diagose und Thergpiebeginn mit
Antibiose und zT. G-CSF oft nicht rechtzeitig moglich ig. CRP als Infektionsmarker erwies sch in der
Initialphase einer Sepgis als nur wenig sensitiver Parameter [Wolach 1997; Kuder et d. 1998], eignet sich
aber ds sengtiver und spezifischer Parameter 1-2 Tage nach Beginn einer Infektion zur Kontrolle [Ng et d.
1997]. Daher wurden Parameter gesucht, die sicher und friihzeitig eine migliche Sepsis erkennen lassen. Ein
einfacher, nicht-invasver Parameter ig die resktive Hyperdamie [Martin et a. 2001]. Untersuchungen
ergaben, dal3 IL-6, der |L-1-Rezeptorantagonist sgnifikant ab 2 Tage vor Beginn einer Sepsis angeigen und
auch bei Beginn einer Infektion erhdht sind mit einer hohen Sengitivité [Ng et a. 1997; Klder et d. 1998].
Auch fir TNF-o und 1L-8 sind hdhere Plasmaspiegel bei | nfektionen bel Neugeborenen gemessen worden
[Ng et d. 1997; Matin et d. 2001; Nupponen et d. 2001]. Bei Amnioninfektionssyndromen wurden héhere
G-CSFSpiegel in der Amnionfliissigkeit, im Serum der Mutter und im Urin des Neugeborenen sowie eine
vermehrte Expresson des G-CSHRezeptors auf Plazentazellen nachgewiesen [Calhoun et d. 2001]. Der
FoyRI wird bei Neugeborenen wie bel Erwachsenen mit einer bakteriellen Infektion signifikant hoher
exprimiert as bel Gesunden [Faertoft et d. 1999], und CD11b wird be Neugeborenen mit Infektion
vermehrt exprimiert [Nupponen et al. 2001]. Ziel der Untersuchungen in dieser Arbeit war daher zu
Uberprifen, ob CD177 ein moglicher — frihzetiger - Laborparameter zum Nachwels einer Sepsis oder
bakteriellen I nfektion sein kdnnte.

Uber die Expression neutrophiler Antigeneist bislang wenig bekannt. Eine vollstandige Expression mit etwa
gleicher Antigenfrequenz wie bel Erwachsenen bereits bei Geburt wird beschrieben [Madyasha et d. 1984].
Tekahashi et d. [1994] geben eine geringere Expression des FeyRI I 1b auf Nabelschnurblut im Vergleich zu
Erwachsenen an mit einem Antell von 73,3% exprimierenden Neutrophilen im Gegensatz zu ca. 96% bel
Erwachsenen. Die Expresson des FcyRIlIb pro Neutrophilem is bei Neugeborenen geringer as bei
Erwachsenen und insbesondere bei Friihgeborenen und septischen Neugeborenen noch geringer und geigt in
den ergen 2 Lebenswochen an auf vergleichbare Werte Erwachsenener [Carr und Davies 1990]. Eine hohe
Expression von CD11b wird auf Granulozyten Neugeborener beobachtet [Kline et &. 1986]. Der FcyRI und
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auch der FcyRII wird bei Neugeborenen gleich gark exprimiert wie bei Erwachsenen und Kindern [Carr und
Davies 1990; Takahashi et a. 1994; Fjaartoft et d. 1999]. Eine hohere Expresson wurde auch fir NB1
beschrieben mit einem sgnifikant groRerem Antell NB1+ Zellen sowohl im Knochenmark as auch im
peripheren Blut [Stroncek et al. 19984]. Zur Anzahl der exprimierten Antigene liegen keine Untersuchungen

VOr.

1.2.5 Klinische Bedeutung neutrophiler Antigene

Granulozytére Antigene erlangen dann klinische Relevanz, wenn gegen Sie Antikorper gebildet werden, die
wiederum | mmunneutropenien oder Transfusionsresktionen [ Stroncek 2002] sowie eine erhdhte Neigung zu
Infektionen durch eine gestrte Phagozytose bedingen kénnen [Bartlikova e al. 1997]. Granulozytére
Antikrper wurden u.a in Seren polytransfundierter Personen, nach Schwangerschaften, bei Patienten mit
Neutropenien und Transfusonsreaktionen gefunden [Bux 2000; Sachs und Bux 2003; Davoren et d. 2003].
Antikorper gegen Neutrophile werden bei ca 1,1% der Schwangerschaften gebildet [Bux et d. 19924 und
konnen gegen membranassoziierte (Entwicklung auto- oder aloimmuner Neutropenien) oder gegen
zytoplasmatische Artigene (z.B. bei Wegener-Granulometose) gerichtet sein [Bartlrikova et d. 1997]. Zur
Diagnogtik von Immunneutropenien und zur Préavention von Transfusionszwischenfdllen wurden spezielle
Tedverfahren zum Nachweis antigranulozytérer Antikorper etabliet wie GIFT, GAT, MAIGA u.a
[Verheugt et al. 1977; Carington et al. 1989; Bux et d. 1992b,c; Wallis 1999; Minchinton et d. 1997; Bux
1999b,d, 2002b; Felix und Calhoun 2000].

Haufige Zieldruktur der Antikorper snd HLA, HNA-1 oder HNA-2 [Bux et d. 1991, 1999b; Bux 1992c;
Stroncek 2002; Maheshwari e d. 2002]. Unter den durch Antikorper gegen Granulozyten ausgelbsten
Erkrankungen sind am haufigden Autoimmunneutropenien (64%), sdtener febrile nicht-h&molytische
Transfusiongreaktionen (6%), neonatale Alloimmunneutropenien (4%), TRALI (4%) und Medikamenten-
induzierte Neutropenien (1%0) zu finden [Bux et al. 1991, 1997a, 19990].

Ba dea neonaden Immunneutropenie kommt es infolge ener Immunisierung der Mutter gegen
Granulozytenantigene des Feten zur Bildung von granulozytenspezifischen Alloantikorpern, die in einem
aktiven Prozef3 Uber die Blut-Plazenta-Schranke trangportiert werden und einen vermehrten Abbau der
fetdlen Granulozyten bewirken [Bux et al. 1994, 1999d; de Haas und von dem Borne 20014]. Im Gegensatz
zum M. hdmolyticus neonatorum kénnen diese Alloantikorper bereits das erste Kind betreffen [Lalezari et dl.
1971; Bux et d. 19924]. In sdltenen Féllen (Inzidenz <0,1%) kann es auch zu einer Alloimmunisierung der
Mutter gegen neutrophile Antigene des Kindes, haufig gegen FcyRIIIb oder CD177, kommen [Bux e al.
1992a; Felix und Calhoun 2000; Girlando et . 2000; Maheshwari et a. 2002].

Im Rahmen von Granulozytentransfusionen wurden Alloimmunisierungen beobachtet, wobel eine seigende
Zahl von Transfusionen mit einer hbheren Wahrscheinlichkeit einer Immunisierung einhergeht [Bux et al.
1999, 2003; Stroncek et al. 1994d, 1996h]. Das erfolgeiche Angehen einer Knochenmarkgtransplantationen
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kann durch das Auftreten granulozyten-spezifischer Alloantikérper geféhrdet werden [Schacter et d. 1980;
Stroncek et a. 1993d; Bux 19990.

Autoimmunneutropenien (AIN) lassen sich in primére und sskundére Formen unterscheiden [Bux et al.
1991, 1999b]. Die Atiologie der priméren AIN ist weitgehend unklar und betrifft meist Kinder vor dem 3.
Lebengahr. Vermutlich begelt ein Zusammenhang mit einer immunologischen Unreife und weiteren
exogenen Triggerfaktoren; in der Regd erfolgt eine Spontanremission [Bux et a. 1991, 1999b; Yameda et
al. 2002). Die sekundéare AIN kommt vorwiegend bel Erwachsenen vor und tritt meis in Folge einer anderen
Autoimmunkrankheit wie z.B. sysemischer Lupus erythematodes lymphoproliferative Erkrankungen,
Autoimmunthrombozytopenie auf [Bux et d. 1991; Stroncek 1993c; Kwon et a. 2003].

Eine Medikamentenrinduzierte Immunneutropenie ig flr vide Subgtanzen oder ihre Metaboliten
beschrieben, wobel am haufiggen B-Lactam-Antibiotika, Analgetika, Antiarrhythmika, Thyreogatika
(Carbimazol), Antimalaria (Quinine) asoziert Snd [Stroncek et a. 1993c, 1994b; Bux 1998, 1999b).

Bal Transfusonen v.a plasma oder leukozytenhaltiger Préparate snd Transfusonsresktionen aufgrund
antileukozyté&rer Antikorper mit tellweise letdem Ausgang beobachtet worden, wobel TRALI bzw.
pulmonale Zwischenfdlle die haufigsten Komplikationen sind [Scully et al. 1998; Kopko e a. 1999; Wadllis
1999; Lucaset d. 2000; Voss et d. 2001; Bux 2002b; Davoren et d. 2003]. Die klasssche Formvon TRALI
ig gekennzeichnet durch die Entwicklung einer akuten Lungenschédigung innerhab ca 6h nach ener
Bluttransfusion mit Entwicklung eines bilateralen Lungenddems. Antikorper gegen Granulozyten, meist
HLA- oder HNA-Antigene, sSnd entscheidend fur die Entwicklung von TRALI und wurden melg im
Plasmades Spenders, seltener im Plasma des Empféngers nachgewiesen [Bux et d. 1996; Bux 1999b, 2000;
Lucas & d. 2000; von Witzleben-Schiirholz et . 2000; Voss & d. 2001; Sachs und Bux 2003]. Durch die
Antikorper komnt es zu einer Aktivierung der Neutropilen mit Expresson von Adhdsionsmoleklen,
Migration, Auschittung von Zytokinen, Proteasen, Sauerdoffradikalen mit der Folge eines kapillarem
Endothelschadens, Hyperpermesbilité und letztlich Entwicklung eines Lungenddems [von Witzleben-
Schirholz et d. 2000; Lucas & d. 2000; Bux 2002b]. Als Pr&dispostion werden zytotoxische
Behandlungen, aktive Infektionen, kurz zurlickliegende (chirurgische) Eingriffe sowie massve
Transfusionen angesehen [Silliman et d. 1997].

20



1.3 Aktivierung Neutrophiler

1.3.1 G-CSF

Dea Wachgumsfaktor G-CSF wird von Zdlen der Monozyten- und Makrophagenlinie, sowie von
Endothelzellen, Fibroblasten, Mesothelzellen, z.T. nach Stimulation mit Zytokinen wie TNF-o, 1L-1, IFN-y,

gebildet [Demetri und Griffin 1991]. Auch in NK-Zdlen und der Dezidua in der frihen Schwangerschaft
wird G-CSF gebildet [Saito et d. 19934].

G-CSF ig ein Glykoprotein aus 174 AS. Das Gen ig auf Chromosom 17qg11-22 lokalisiert [Negata et .
1986]. Es werden zwei Rezeptoren fir G-CSF beschrieben: ein hochaffiner oligomerer (812 AS) und ein
niedrigaffiner monomerer (759 AS) Rezeptor. Auf humanen Granulozyten werden pro Zelle ca. 700-1500
hochaffine Rezeptoren fir G-CSF exprimiert. Des weteren wurden G-CSFRezeptoren u.a  auf
leuk@mischen Zellen, Plazenta-, Trophoblasten- und Endothelzellen, Monozyten, Makrophagen, Zellen des
kleinzelligen Bronchid-Karzinoms sowie auf T- und B-Lymphozyten nachgewiesen [Avalos et al. 1990;
Demetri und Griffin 1991; Morikawa et d. 2002; Franzke et a. 2003].

Die Vielzahl der Zelltypen, die G-CSF produzieren kdnnen, sowie die Variabilité der Stimuli, die einen
Angieg der G-CSF Produktion bewirken kdnnen wie z.B. Interleukin 1 [Zseho et d. 1988], deuten auf eine
komplexe Regulaion auf transkriptionaler und podtranskriptionder Ebene hin. In vitro-Untersuchungen
zeigten einen synergistischen Effekt von G-CSF, GM-CSF und IL-3, IL-10, IL-6 [Demetri und Griffin
1991; Matsushima et al. 2001].

G-CSF beeinfluf die Zahl, die Bildung und die Funktion Neutrophiler [Nusder et d. 1999]. G-CSF i en
Regulator sowohl der basden Neutrophilenzahl zum Ausggleich der Zellmauserung ads auch zur
grefiinduzieten Steigerung der Neutrophilenzehl bei z.B. bakteriellen Infektionen oder zytodtatischer
Therapie. Fehlende G-CSF Produktion oder ein fehlender G-CSFRezeptor flhren zu einer chronischen
Neutropenie [Watari et al. 1989; Demetri und Griffin 1991; Drossou-Agakidou et a. 1998; Basu et d. 2000,
2002; Matsushima et a. 2001]. Durch G-CSF werden im Knochenmark Stammzellen (CD34+ Zellen) zur
Tellung und Differenzierung angeregt, indem die Zahl der Kolonien-bildenden Vorlauferzellen zunimmt,
sogenannte G-CRUs = granulocyte colony-forming units [Wete et . 1987; Avaoset a. 1990; Demetri und
Griffin 1991; Sawada et d. 1993] und die Reifung neutrophiler Vorlauferzellen sowie deren Freisetzung ins
Blut gefordert [Wete et d. 1987; Nusder et d. 1999; Girlando et d. 2000]. G-CSF greift ferner in Vorgange
der Chemotaxis, Migration, Bildung von ROS, Phagozytose und intrazelluléren Lyse ein. G-CSF vermag die
Migrationsrate Neutrophiler vom Blut ins Gewebe und insbesondere in entziindete Gewebe unabhangig von
chemotaktischen Gradienten zu erhdhen, indem die Expression spezifischer Adhédsionsmolekiile, wie z.B.
CD11/CD18 und CD66b, gesteigert wird [ Y ong 1996; Drossou-Agakidou et a. 1998; Nusder et al. 1999).
Die Chemotaxis und Superoxidproduktion Neutrophiler nimmt bel Gabe von G-CSF zu [Wolach &t 4.
2000], und die Apoptose wird gehemmt [Nusder et d. 1999; Basu et d. 2002], was die Effektivité der
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| mmunantwort seigert.

Wird G-CSF gesunden Probanden gppliziert, komnt es nach ca 15-30 min zu einem Riickgang der Zahl
zirkulierender Neutrophiler, was as Folge der Aktivierung aufgefald wird. Diese Neutropenie besteht etwa 2
Stunden. Innerhalb 24 Stunden nach G-CSFApplikation seigt die Anzahl der Neutrophilen deutlich an und
kann bis zu 72 Stunden erhdht bletben [Hansen et d. 1993; de Haas et d. 1994; Stroncek et . 1998b]. Der
Effekt tritt zwar rasch, aber nur vortibergehend ein [Girlando et al. 2000]. Eine Einmalgabe von G-CSF kann
die Zahl der zirkulierenden Granulozyten um das vier- bis maximal zehnfache erhthen [Caspar et d. 1993;
Stroncek et ad. 1998b; Schmitt et d. 2002; Bux et d. 2003]. Bei Applikation von G-CSF an mehreren
aufeinander folgenden Tagen id jewells ein weiterer Angieg der Zahl der peripheren Neutrophilen zu
beobachten [Stroncek et d. 1998b]. G-CSF induziert Uberdies Verdnderungen in der Expresson
verschiedener Membranmolekiile auf Neutrophilen (Tabelle 5).

Antigen Expression unter G-CSF Antigen Expression unter G-CSF

HNA-2a (CD177) | gesteigert CDh14 zunachst unverandert, dann gesteigert
FcyRI (CD64) unverandert, leicht gesteigert MAC-1 (CD11b) | gesteigert

FcyRII (CD32) unveréndert L-Selektin vermindert

FcyRIlIb (CD16) | zunéchst gesteigert, dann vermindert

Tabelle 5: Einflu von G-CSF auf die Expression verschiedener Antigene auf Neutrophilen. Nach Kerst et al.
1993a,b; de Haas et al. 1994; Drossou-Agakidou et al. 1998 ; Stroncek et al. 1998b; Maheshwari et al. 2002.

Klinische Anwendung findet (rekombinantes) G-CSF in der Behandlung von Petienten mit kongenitaler
Neutropenie; bel  Chemothergpie und Bedrahlungen wird es zur raschen Ubewindung der
Knochenmarksdepression eingesetzt [Pocock et a. 2001; Bux et a. 2003]. Im Rahmen autologer oder
alogener Stammzelltransgplantationen wird G-CSF zur Erhdhung der Zahl peripherer Blutvorlauferzellen
beim Spender angewendet [Bensinger et d. 1993; Stroncek et d. 1998h]. Um eine grof3ere Ausbeute zu
erzielen, werden Spender fir eine Granulozytentransfuson mit G-CSF vorbehandelt. Auch Kombinationen
von G-CSF mit Dexamethason werden angewendet zur Steigerung der Neutrophilenzahlen [Price et d.
2000]. Im Tiermodell konnte durch Gabe von G-CSF eine hhere Uberlebensrate bei Sepsis gezeigt werden
[Demetri und Griffin 1991] und beim Menschen waren hohe G-CSHSpiegel bel Sepsis mit einer geringeren
Komplikationsrate und Mortalitét assoziiert [Gross-Weege et a. 1997].

An Immunneutropenie erkrankte Neugeborene haben ein erhdhtes Infektionsrisiko, so dal3 rekombinantes
humanes G-CSF zur Therapie bei schweren Infektionen oder vor Operationen eingesatzt wird [Drossou-
Agakidou et d. 1998; Maheshwari et d. 2002; Y amada et ad 2002).

Die Funktion der Uber G-CSFStimulation gewonnenen Neutrophilen sind bezliglich der Chemotaxis und
Phagozytose ungimulierter vergleichbar, der oxidative Burs wird als normal bis verdéarkt beschrieben
[Avaoset d. 1990; Caspar & al. 1993; Drossou-Agekidou et a. 1998; Schmitt et a. 2002].
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Neben den positiven Effekten von G-CSF werden auch unerwiinschte Wirkungen beobachtet. Bei G-CSFH
Stimulation gesunder Personen werden am haufiggen Nebenwirkungen in Form grippaer Symptome
beschrieben [Bensinger et al. 1993; Bux et al. 2003]. Bei Patienten mit RA kann es bei Gabe von G-CSF zur
Exazerbation kommen [Snowden et d. 1998]. Auch auf nicht-hdmatopoetische Tumorzellen, z.B. beim
Kolonkarzinom, konnen G-CSF, GM-CSF, I1L-3 einen proliferativen Effekt haben, so dal? die Anwendung
von G-CSF bel diesen Patienten zum Progress des Tumors oder — bei Behandlung nach zytogtatischer
Therapie— durch Stimulation verbliebener Tumorzellen zum Rezidiv fihren konnte [Berdel et d. 1989]. Bei
Therapie ener Immunneutropenie mit G-CSF kann durch das Vorliegen von Antikorpern und die damit
einhergehende Zerst6rung der neugebildeten Zellen eine Verschlechterung oder Erfolglosigkeit auftreten
kann [Pocock et a. 2001].

Bal Messungen des G-CSFSpiegelsim Plasma wurden bel Gesunden Konzentrationen von bis zu 100pg/ml
gemessen [Watari et a. 1989; Kawakami et d. 1990; de Haas et d. 1994; Bux et d. 1999¢]. Signifikante
intraindividudle Unterschiede beziiglich der Serum-G-CSF Konzentration wurden bei Gesunden nicht
beobachtet, auch ein Zusammenhang zwischen dem Serum-G-CSFSpiegel und Neutrophilenzahlen bzw.
Leukozytenzahlenim Blut lief3 sich nicht nachweisen [Kawakami et a. 1990].

Waéhrend der Akutphase von bakteriellen Infektionen is der G-CSF Spiegd im Serum im Vergleich zu
Gesunden ggnifikant erhoht (731,8 + 895 pg/ml, max. 3199 pg/ml), wobe es jedoch nach der Akutphase
wieder zu einer Normalisierung kommt [Watari et a. 1989; Kawakami et a. 1990; Gross-Weege & al. 1997,
Bath et a. 2001]. Stark erhthte Spiegel von G-CSF im Serum wurden auch be Patienten mit schwerer
kongenitaler Neutropenie aufgrund einer Reifungsstérung der Neutrophilen [Mempel et al. 1991; Bux e d.
1999¢] und bei Patienten mit gplagtischer Anamie [Watari et a. 1989] beschrieben. Fir mmunneutropenien
wird jedoch eine Erhthung der G-CSFSpiegd nur zusammen mit dem Auftreten einer bakteriellen
I nfektion beschrieben; so dal? naheliegt, dal3 eine |mmunneutropenie per se kein ausreichender Stimulus zur
Erhthung des G-CSFSpiegels dargellt [Bux et d. 1999¢]. Bel Infektionen und Lungenkarzinomen konnte
eine postive Korrelation von G-CSFSpiegel und Neutrophilenzahlen gezeigt werden [Watari et al. 1989].
Das Amnioninfektionssyndrom i mit ener vermehrten Expresson von G-CSFRezeptoren auf
Plazentazellen sowie einer hbheren G-CSHKonzentration in der Amnionfltissigkeit, Serum der Mutter und
Urin des Neugeborenen assoziiert [Calhoun et al. 2001]. Bei PV-Patienten wurden normale G-CSFSpiegel
gemessen [Watari et al. 1989).

1.3.2 Entziindung

Eine Entzindung ig eine Abwehrreaktion des Organismus gegen schéadliche Reize. Audoser fir eine
Entzindung koénnen Mikroorganismen (Bakterien, Viren, Pilze, Parasten), Fremdkdrper (Fremdeiwell3,
fede Patike wie Asbes), Gewebezerstrungen (mechanisch, chemisch, physikaisch, korpereigene
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Audbser wie ba Autoimmunresktionen) sein. In der Folge kann es zu akuten oder chronischen
Entztindungen kommen.

Zellen des Monozyten-Makrophagen-Sysems bewirken eine Phagozytose von Erregern und Sekretion von
Zytokinen wie TNF-o, Leukotriene, IFN-y, TNF-o, IL-1, wodurch es wiederum zur vermehrten Expression
von Adhésionsmolekilen des Endothels mit der Folge einer gedteigerten Adhé&sion und Migration
Neutophiler komnt, die sich entlang eines Gradienten einer chemotaktisch aktiven Substanz wie |FN-y, C5a
oder Leukotrienen bewegen. Degranulation von Mastzellen mit der Freisstzung von u.a Higamin, IL-8,
PAF, NCF (Neutrophilenchemotaktischer Faktor), PAF fordert die Adhéson u.a durch Erhéhung der
Gefd3permedbilité und Vasodilatation und aktiviert weitere Zellen wie Neutrophile, Thrombozyten [Perretti
1998]. Proteine des Komplementsystems tragen zur Lyse von zirkulierenden Erregern bel. Natirliche
Killerzellen erkennen von Viren oder Tumoren befalene Zellen und bewirken Uber Perforine eine Zytolyse.
Weterer Bedandtell einer Entzindungsresktion ig die sogenannte ,, Akute-Phase-Resktion”, die
verschiedene Proteine und Peptide umfasst. Wesentliche Bestandtelle snd IL-1, TNFo, IFN-¢, IL-6,
Progaglandine, die u.a von Endothelzellen, Phagozyten produziert werden und im Korper verschiedene
Reaktionen audosen wie Fieber, Leukozytose, gesteigerte Immunabwehr, katabole Stoffwechsellage,
vermehrte Bildung von Komplementproteinen, CRP, Entziindungsmediatoren.

Eine Inhibition der Entztindungsaktivitét kann durch Akute-Phase-Proteine selbs (IL-6), Suppresson der
Zytokinsynthese in Lymphozyten durch Progtaglandine und TGFf3, durch IL-1-Rezeptorantagonisen und
durch Th2-Zytokine (IL-4, IL-10, IFN-y) mit Forderung der zelul&ren und Hemmung humoraler
| mmunresktionen getfinden [Bone et d. 1997; Sdzberger et d. 1998; Silbernagel 1998; Viedma Contreras
1999; Flussle und Sziegoleit 2001; Benjamin et d. 2002; Hotchkiss et d. 2003; Martinset a. 2003].

1.3.2.1 Sepsis

Als Sepss wird eine potentiell lebensbedrohliche Allgemeininfektion durch Bakterien oder deren
Begandteile, in neueren Definitionen auch durch Pilze, Viren, mit schweren Krankheitssymptomen mit einer
systemischen Reaktion definiert, wobei zwel der folgenden Kriterien - neben dem Infektionsnachwels —
erfullt sein missen [Bone et d. 1997; Sdzberger et d. 1998; Flissle und Sziegoleit 2001]:

- Temperatur >38°C oder < 36°C
- Herzfrequenz >00/min.
- Atemfrequenz >20/min oder PaCO, < 32mmHg (hyperventilationsbedingt)

- Leukozytenzahl > 12000/ml oder < 4000/ml oder >10% Stabkernige

Prédisponierende Faktoren fir die Entwicklung septischer Syndrome sind eine immunsuppressive oder
Zytosaikaherapie, vorangegangene Opearationen, Verbrennungen, Abwehrschwéche, Vorhandensein von
Implantaten oder Kathetern, hohes Alter, Begleiterkrankungen wie Diabetes mellitus, Leberzirrhose und
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Malignome [Sdzberger @ d. 1998; Fisde und Sziegoleit 2001]. Trotz potenter Medikamente und
intensivmedizinischen Ma3nahmen gehort die Sepsis zu den haufiggen Todesursachen auf Intensivetationen
und weig abhéngig vom Schweregrad und Begleiterkrankungen eine hohe Mortditétsrate von 15-60% auf
[Hotchkiss et al. 2003; Martins et al. 2003).

Zur Pathogenese der Sepsis wurden verschiedene Modelle entwickelt. Vermutet wird, dal3 es— vereinfacht -
zunéchg zu einer lokalen und dann systemischen proinflammatorischen Resktion auf eine Infektion kommt
mit ener massiven Entzindungsresktion, gefolgt von ener  hypoinflammatorischen  oder
immunsuppressven Phase, was letiztendlich zu einer gestdrten Immunantwort mit Schédigung des
korpereigenen Gewebes fuhrt [Bone et d. 1997; Viedma Contreras 1999; Hotchkiss et d. 2003]. Komnt es
zum Uberwiegen der proinflammeatorischen Reaktion, fiihrt dies zu einer endothelialen Dysfunktion mit
erhohter mikrovaskulérer Permeabilitét, Sorung der Mikrozirkulation, Aktivierung des Gerinnungssystems,
Vaxodilatation. Klinisch kommt es zu Fieber, Schittelfrost, Hypotonie, Herzfrequenzerhthung,
Hypervertilation. Bedingt durch Mindeperfuson und Entzindungsmediatoren kann es  zur
Organschédigung und Organversagen kommen, wobel  insbesondere das Lungenversagen (ARDS)
gefUrchtet is [Bone et d. 1997; Salzberger e d. 1998; Viedma Contreras 1999; Wyncoll and Evans 1999;
Benjaminet d. 2002].

Zur Bedeutung Neutrophiler bei der Sepss wurden verschiedene Untersuchungen durchgefihrt. Im
Vergleich zu Neutrophilen gesunder Probanden besitzen Neutrophile septischer Patienten eine signifikant
erhohte Phagozytosefahigkeit und weisen eine um den Faktor 4-5 gesteigerte ROS-Bildung auf [Martins et
al. 2003]. Es konnte eine Korrelation von erhohter Expression von Aktivitésmarkern auf Neutrophilen mit
dem Uberleben nachgewiesen werden. Auch die ROS-Produktion Neutrophiler korreliert mit der
Uberlebensrate der septischen Patienten. Zudem wurde bei der Sepsis eine verspitete Apoptose Neutrophiler
beobachtet, was ds autoregulatorischer Mechanismus zur Vergakung der Abwehr interpretiert wird
[Martinset d. 2003].

1.3.2.2 Virale Infektionen

Die Vermehrung von Viren findet meid primé& im Gewebe an der Eintrittgpforte und den lokaen
Lymphknoten dat; es folgt die primée Virdmie mit Befal des Zielorgans Die Ausbreitung kann
hédmatogen, lymphogen oder Uber Nerven erfolgen, abhangig vom Virugyp. An der Beseitigung
eingedrungener Viren snd betelligt: 1. das T-Zell-Sysem mit Makrophagen, 2. virusneutralisierende
Antikorper und die antikOrpervermittelte Zytotoxizitét der Killerzellen, 3. die nattrlichen Killerzellen.
Manche Virusanfektionen (z.B. HIV) kdnnen Einfluld auf die Funktion Neutrophiler nehmen, z.B. durch
Aktivierung des oxidativen burg, Hemmung der Fuson von Phago- und Lysosom, Hemmung oxidativer
und sekretorischer Funktionen und damit die Immunabwehr des Organismus weiter beeinflussen [ Crovaito
et al. 2000].
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Als Hepatitis wird eine entztindliche Schédigung des Leberparenchyms bezeichnet. Die Hepatitis B (DNA-
Virus) und Hepatitis C (RNA-Virus) werden parentera Ubertragen und kommen beide weltweit vor. Die
Virendand in Blut, u.a in ca 77% der Neutrophilen, in B-Lymphozyten, Monozyten, und in Driisensekreten
vorhanden und dort nachweisbar. Die Hepatitis B gehort weltweit zu den haufiggten I nfektionskrankheiten
und mecht ca 50% dler akuten Virushepditiden aus, die Hepatitis C nur ca 20%. Be den
Pogtransfusionshepatitiden 18 sich in ca 90% eine Hepatitis C nachweisen [Riede und Schéfer 1999,
Riede et d. 1999; Crovetto et d. 2000; Liebert 2002;].

Beiden Virushepatitiden liegt eine Immunpathogenese zugrunde, d.h. die Symptome der Hepatitis werden
durch die Apoptose infizierter Hepatozyten, bedingt durch zytotoxische T-Lymphozyten, induziert. Die
Infektion kann zu einem ingpparenten Verlauf oder zu einer akuten Hepatitis bis hin zum fulminanten
Verlauf fihren. In ca 90% heilt die Hepatitis B folgenlos aus, lediglich in 5-10% kommt es zu einer
chronischen Verlaufsform, wahrend die Hepatitis C haufig protrahiert und in 50-70% chronisch verlauft. Als
Ursachen fUr die Entwicklung eines chronischen Verlaufs werden eine gestorte zelluldare Immunit&t mit
fehlerhafter Immunantwort oder eine Stérung der Wechsalwirkungen zwischen Viren und Hepatozyten mit
einer defekten Virugeplikation oder einer unvollstandigen Antigenprasentation diskutiert. Extrahepatische
Manifesationen umfassen die Bildung von Autoantikorpern, membranoproliferative Glomerulonephritiden,
Polyartheriitis nodosa, Sjogren-Syndrom, Porphyria cutanea tarda [Riede und Schéfer 1999; Riede et al.
1999; Gerlich und Scheefer 2002; Roggendorf 2002].

1.3.2.3 Autoimmunerkrankung: Rheumatoide Arthritis

Die RA ig die haufigste entziindliche rheumatische Erkrankung mit einer Pr&valenz von ca. 1-2%, im Alter
Uber 55 Jahren bis 5%. Se id ene Sygemerkrankung des mesodermaen Gewebes mit chronischer
Entziindung hauptséchlich der Gelenke mit der Folge von Weichteil-, Knorpd-, Knochendestruktion, die
bleibende, teilweise schwerwiegende Gelenkveranderungen verursachen kénnen. Die Atiologie der RA ist
unklar, diskutiert wird eine Triggerung durch Virusinfektionen (Epgtein-Barr-Virus) und andere Infektionen
(Darmbakterien; Mykoplasmen). Es bedeht eine genetische Pradispostion beim Tragen des HLA-
Merkmals DR4 [Gross 1998; Schmidt et ad. 2000]. Charakterigisch ig die Synovialitis wobel der sog.
Pannus entgeht. In der Synovialmembran lassen sich diffuse Infiltrate aus aktivierten T-Zellen (CD4-,
Memoryzdllen) nachweisen, die nur geringe Mengen an Lymphokinen (IL-2, IFN-y) freisetzen, und
Monozyten, Makrophagen und Fibroblasten der Synovia zur Produktion von Zytokinen (IL-1, TNF-o, GM-
CSF, IL-6, Medloproteinasen) simulieren. Stromazellen der Synovia produzieren u.a IL-8, wodurch
weitere monozytére und myeloische Zellen angelockt werden. Die aktivierten CD4-Z€llen regen auch B-
Lymphozyten zur Ig-Bildung an, unter anderem den sog. Rheumafaktor, der wiederum das
Komplementsysem und damit u.a Neutrophile aktiviert. Endothelzellen werden aktiviert, exprimieren
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vermehrt Adhésionsmolekile, wodurch es zur Invason von Enzindungszellen, z.B. Neutrophilen, kommt,
die ca 90% der Zdlen in der Synoviaflissgkeit gellen. Neutrophile sstzen Proteinasen, Endopeptidasen
(Kollagenase, Elastase, Kathepsin G, Plasmin), Eikosanoide frel, die Proteoglykane des Knorpels arrodieren.
De Pannus Uberwéchs, unterminiert und zersdrt den Knorpd und fihrt dadurch zum Verlug von
Knochensubganz (Usur) [Weissmann und Korchak 1984; Roos 1992; Gross 1998; Choy und Panayi 2001,
Hayashida e a. 2001]. Neutrophilen wird daher eine wichtige Funktion bei der Pathogenee der RA
zugechrieben. Auch G-CSF scheint einen Einflufd zu haben, denn Stimulation mit G-CSF vermag eine
Exazerbation der RA auszuldésen [Snowden & a. 2000], und G-CSF lief3 sch in Serum und in der
Synovidflissigkeit von RA-Patienten nachweisen [Nakamura & d. 2000]. IL-1, TNFo kénnen die

Produktion von G-CSF durch synoviale Fibroblasen und Chondrozyten fordern [Leizer e a. 1990;
Campbell et d. 1991; Choy und Panayi 2001]. G-CSF Blockade im Tierexperiment flhrte zu einer geringen
Manifedation rheumatoider Erkrankungen bzw. weniger ausgeprégten Zerstorungen an Knorpel und
Knochen [Lawlor et d. 2004].

Diagnogische  Kriterien dnd zusdzlich zur klinischen Untersuchung Laborparameter  wie
Entziindungsparameter, Rheumafaktor und radiologische Kriterien [Schmidt et d. 2000]. Thergpeutische
Ansatzpunkte beinhalten im wesentlichen eine antiphlogigtische und physikalische Therapie [Schmidt et al.
2000; Gross 1998; Choy und Panayi 2001].

1.3.3 Klonale Proliferation von Blutstammzellen:

Polyzythamia vera

Die PV gehdrt wie die CML, essertielle Thrombozytdmie und die idiopathische Myelofibrose zu den
myeloproliferativen Erkrankungen. Die Die Inzidenz der PV wird mit ca. 2/100.000 Einwohner angegeben.
Die betroffenen Patienten sind in der Regd Uber 40 Jahre, das mediane Alter bel Diagnosestdlung ist 60
Jahre, und Manner sind etwas haufiger betroffen as Frauen [Spivak 2002]. Als Ursache der PV wird eine
klonale Expangion einer transformierten multipotenten Stammzelle vermutet. Vorléuferzellen von Petienten
mit PV zeigen abnormale Reaktionen auf verschiedene Wachsumsfaktoren, was einen Defekt im Signalweg
uggeriert. Verschiedene Ursachen der Transformation und Klonalité werden diskutiert: Inaktivierung eines
X-Chromosoms, Hypersensitivitdt gegentiber Wachdumsfaktoren infolge eines defekten Signalwegs,
chromosomale Abnormalitéten. Am hdufiggen tritt eine Deletion des langen Arms von Chromosom 20 und
Trisomie von Chromosom 8 oder 9 auf. Die haufigse srukturelle chomosomae Abnormalitét igt die
Deletion von 20q, die aber auch bet myelodysplagtischen Syndromen sowie AML vorkommt. Eswird daher
vermutet, dal? die zers6rte Region auf Chromosom 20 den Ort von einem oder mehreren Genen fir die
Regulation der Hamatopoese oder fir Tumorsuppressorgene darsdlt [Pearson et al. 2000; Pahl 2002;
Spivak 2002].
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Da die molekulare Ursache der PV noch nicht bekannt i, existieren keine spezifischen (klonden) Marker.
Seit einigen Jahren wird die Uberexpression des PRV-1-Gens, ein Allel von CD177, als moglicher neuer
Marker pogtuliert, wobel Untersuchungen ergaben, dal3 der Genlocus selbst intakt it [Klippel et d. 2001,
Pahl 2002; Klipped et d. 2003; Kraovics et a. 2003; Ngfeld et a. 2003; Tefferi et a. 2003; Horensa et d.
2004].

Das Bluthild zeigt ds diagnogtisches Mittdl typischerweise einen Uber den oberen Grenzwert erhdhten
Hamatokrit as Zeichen der Erythrozytose, héufig eine Leukozytose (10.000-20.000/ul) mit relativer
Lymphopenie und eine Thrombozytose (bis ca 1x10%ul). Klinische Symptome sind u.a Hautjucken,
Kopfschmerz, Atemnot, Schmerzen der Extremitéten, Plethora, héufig (Hepao-) Splenomegalie
Thromboseneigung, hdmorrhagische Diathesen, Hypertonie und typischerweise chronischem Verlauf. Fir
eine Auflistung der diagnogtischen Kriterien sehe nachfolgende Tabelle (Tabelle 6).

Therapieansitze Snd Aderlds, antithrombotische und myelosuppressive Therapie. Eingesetzt werden der
Antimetabolit Hydroxurea, der die DNA-Synthese hemmt, P (Radiophosphortherapie), Zytostatika
(alkylierende Substanzen), Anagrelide, IFN-o. [Pearson et a 2000].

Bezeichnung [ Bedeutung

Al Erythrozytenzellmasse erhoht (>25% Uber Normalwert) oder
Hamatokrit >= 0,60 bei Mannern, >=0,56 bei Frauen

A2 Keine Ursachen flr sek. Erythrozytose

A3 Splenomegalie palpabel

Ad Marker fur Klonalitat (z.B. abnormaler KM-Karyotyp)

B1 Thrombozytose ( >400x10°/L)

B2 Neutrophile Leukozytose (Neutrophile >10x10%/L, bei Rauchern >12,5x10°/L)

B3 Splenomegalie mittels Ultraschall oder Isotopen gezeigt

B4 Charakteristisches BFU-E-Wachstum (Hypersensitivitat auf Wachstumsfaktoren wie IL-3,
Epo, insulin-like growth factor) oder Erythropoetin im Serum reduziert

Tabelle 8: Kriterien flr die Diagnostik der PV, wobei fur die Diagnose folgende Kriterien erflllt werden mussen:
A1+A2+A3 oder A4 oder A1+A2+2 B-Kriterien [Pearson et al. 2000; Spivak 2002].
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1.4 Fragestellungen der Arbeit

Die Expression des NB1-Glykoproteins wird bel verschiedenen Patientengruppen untersucht mit dem Zie,
die Expresson bel verschiedenen Patientengruppen zu bestimmen, eine mogliche Regulation der Expression
aufzuklaren und wetere Hinweise fir die funktionelle Charakteriserung zu erhdten. Folgende
Fragestellungen werden bearbeitet:

1. Begehen Unterschiede in der NB1-Expression auf Neutrophilen bei viralen (chronische Hepatitis) oder
bakteriellen I nfektionen, bel abakteriellen Erkrankungen (rheumatoide Arthritis), bei klonalen Erkrankungen
der Bluttammzellen (Polyzythamia rubra verd) oder bel Stimulation der Granulozytopoese durch
Applikation von G-CSF im Vergleich zu gesunden Personen? Treten dabel Verénderungen des Antells
NB1-exprimierender Neutrophiler und/ oder in der Zahl der NB1-Glykoproteine pro Zelle auf?

2. Hat der hdmatopoetische Wachstumsfaktor G-CSF einen Einfluf? auf die NB1-Expression?

3. Begtehen Unterschiede in der NB1-Expression bei Neutrophilen aus Nabelschnurblut im Vergleich zu
Neutrophilen Erwachsener? Haben das Geschlecht, Geburtsumsténde, perinatale Komplikationen und
Infektionen sowie Erkrankungen der Mutter Einflu auf die NB1-Expression bel Neutrophilen aus
Nabelschnurblut?

4. Konnte das NB1-Glykoprotein aufgrund einer moglicherweise verdnderten Expresson ein potertieller
Laborparameter zur frihzeitigen Diagnose einer Infektion z.B. bel Neugeborenen sein?

5. Lasseen sch aufgrund der Expresson bel den verschiedenen untersuchten Patientenkollektiven
Rickschliisse auf die Funktion des NB1-Glykoproteins ziehen?

Neben der NB1-Expression, die den Schwerpunkt dieser Arbeit dargtelt, wird fir verschiedene andere auf
Neutrophilen exprimierte Antigene, insbesondere fir den FcyRI1 b, der Einfluf3 der genannten Erkrankungen
auf die Expression untersucht. Auch auf Neutrophilen aus Nabelschnurblut interessert die Expresson des
FoyRIlb im Vergleich zur Expresson bei Erwachsenen und der Einfluld perinataler Komplikationen,
Erkrankungen der Mutter und Geburtsumatande auf die Expression.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Blutproben
Fur die Versuchgreihe wurden Blutproben folgender Spender verwandt: gesunde Spender (N = 38), gesunde

Spender nach Gabe von 5 pg/kg Korpergewicht G-CSF am Vortag (N = 9), Patienten mit einer Hepatitis B
oder C (N = 13), Patienten mit rheumatoider Arthritis (N = 20), Patienten mit Polycythdmiavera(N =7) und
Petienten mit schwerer bakterieller Infektion (N = 15).

Fir eine weitere V ersuchsreihe wurde Nabel schnurblut von N = 52 Neugeborenen untersucht, wobel N = 23

weibliche und N = 29 ménnliche Neugeborenen waren.

2.1.2 Antikorper

2.1.2.1 Primdrantikbrper
Es handdlt sich bei den verwendeten Primérantikorpern allesamt um monoklonae Antikorper von der Maus.

Die Arbeitskonzentration der Primérantikorper wurde durch Verdiinnen mit PBS ereicht [vgl. Verheugt et
a. 1978]. FHir dle verwendeten Antikorper wurde zunéchg die Séttigungskonzentration ermittelt, indem die
Konzentration 0 lange erhdht wurde, bis die Huoreszenzintensitét und der Anteil der fluoreszierenden
Zellen nicht weiter zunahm [vgl. Kleine und Freund 1996; Stroncek et a. 1996]. Eine Ubersicht tber die
verwendeten Antikorper is in Anhang B zu finden.

Der monoklonale Antikorper 7D8 ig ein IgG1 Antikorper und spezifisch fir NB1 (HNA-2a) [Stroncek e al.
1994b; 1996]. Der MAK 3G8 it spezifisch fir CD16 [Stroncek et a. 1996b; Kissel et d. 2002).

2.1.2.2 Sekundéarantikbrper
Als Sekundérantikorper wurde ein FITC-konjugiertes Fragment Hab)2 vom Kaninchen der Fa DAKO

(Glogtrup, Danemark) eingesetzt. Der Antikorper mit einer vom Herdeller angegebenen FITC/Protein Ratio
von 2,3 reagiet mit alen Maus|gG Subklassen sowie mit MausIigM und MausIgA. Die ermittelte

Sittigungskonzentration wurde bel einer Verdiinnung von 1:40 mit PBS ereicht, was einer Konzentration
von 0,03 mg/ml entspricht.
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2.1.3 Verwendete Testkits

Dako Qifikit Kalibrierungsbeads

DAKO Qifikit Kalibrierungsbeads (,, quantitative immuno-fluorescence indirect assay*) bestehen aus Beads
mit einem Durchmesser von 10um und imitieren Zellen unterschiedlicher Antigendichte. Die Beads wurden
bereits vom Hergedler mit enem monoklonalen Antikorper der Maus (hoch-affines anti-humanes CD5,
Klon ST1, Isotyp 1gG28) markiert. Die Anzahl gebundener monoklonaler Antikorper pro Bead wurde vom
Hergedler ermittelt und angegeben. Es wurden zwel Sorten Beads bereitgestelt: ,Set-Up* Beads, die aus
Learwert-Beads und aus Beads mit ener hohen Anzahl gebundener Antikorper bestanden und
Kdibierungsbeads, die funf Untergruppen mit einer jeweils unterschiedlichen Anzahl gebundener
Antikorper auf der Oberfléche.

| mmunoassay ,, Quartikine*
De Immunoassay ,, Quantiking’ ig ein ELISA mit rekombinantem humanen G-CSF von E. coli und zur
quantitativen Messung von humanem G-CSF in Zdltbergand, Plasma und Serum geeignet.

2.2 Methoden

2.2.1 Vorbereitung der Blutproben

2.2.1.1 Blutproben erwachsener Spender

a) Granulozytenisolation und -fixierung
Die Granulozytenisolation und —fixierung erfolgte in einer modifizierten Weise der von Verheugt & 4.

[1977] beschriebenen Methode. Den Probanden wurden jeweils 9 ml Blut in EDTA-RShrchen enthommen.
Das Blut wurde anschlief?end sofort weiterverarbeitet, um vorzeitigen Zelluntergang oder eine Anderung der
Antigenexpression durch lange Lagerung zu vermeiden [Chun et al. 1999).

Zu jeweils 9 ml EDTA-Blut wurden 2 ml Dextranlésung gegeben, die Rohrchen mit Parafilm verschlossen
und durch Schwenken vorsichtig vermischt. Anschlief3end wurden die Proben fr 30 min im Brutschrank bel
37°C inkubiert, wobei die Rohrchen zur besseren Sedimentation der Zellen in einem Winkel von etwa 45°
schrég geselt wurden. In je zwel 13 ml Polystyrolréhrchen wurden je 2 ml Ficoll-Pague vorgelegt. Das
Dextranplasma wurde vorsichtig mit Pasteurpipetten auf das Ficoll-Paque geschichtet und 20 min bei 275 g
(1200 upm) zentrifugiert. Durch die Verwendung von Fcoll-Pague (Dichte=1,077 g/lcm?) wird en
Dichtegradient im Rohrchen hergestdlt, der eine Auftrennung nach der Dichte bewirkt. Nur Stoffe mit
grolerer Dichte ds Ficoll-Pague gelangen beim Zentrifugieren durch die Fissigkeit, Stoffe geringerer
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Dichte ,,schwimmen* auf dem Ficoll-Pague. Hier ergab sich folgendes Bild: Granulozyten und restliche
Erythrozyten sammelten sch am Boden des Rohrchens dartiber lag Ficoll-Pague, Lymphozyten und
Thrombozyten blieben an der Oberflache von Ficoll und bildeten die Grenze zum Ubersand aus
Dextranplasma. Von dem Uberstand aus Dextranplasmawurden etwa 2 ml abgenommen und furr die spétere
Messung der G-CSFSpiegd ba -20°C eingefroren. Das restliche Dextranplasma, Lymphozyten,
Thrombozyten sowie Fcoll wurden mittels Wasserstrahlpumpe abgesaugt und verworfen. Es folgte nun die
hypotonische Lyse der noch vorhandenen Erythrozyten. Dazu wurde das Pellee mit 2 ml
Ammoniumchloridiésung vermischt und sofort fir 5 min in Eiswasser gedellt. Um eine Lyse der
Granulozyten zu verhindern, wurden danach die 13mi-Rohrchen mit PBS ohne Cat"/Mg”* aufgefiillt und fiir
5 min bei 120g (800upm) zertrifugiert. Nach Abkippen des Uberstands wurden die Granulozyten ein
2weites Ma mit PBS gewaschen. Zur Fixierung der Granulozyten wurden diese nun mit 2ml 1%iger
Paraformaldehydldsung vermischt und 5 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Fixierung
fuhrt zu einer recht einheitlichen Zelpopulation, geringerem Zdluntergang und weniger Klumpenbildung
und vor dlem einer dabilen Huoreszenzintensté Uber ca 14 h ohne dgnifikanten Einflu? auf die
Huoreszenzintensitét [Heins 1996; Chun & a. 1999; Wikman & da. 2001]. Nach zwe welteren
Waschgangen mit PBS bel jeweils 120 g wurde das Pellet mit etwa 1 ml PBS gemischt und die Zahl der
Granulozyten pro pl am elekronischen Zellzéhler gemessen. Mittels PBS wurde die Zellzahl auf 5000
Granulozyten pro pl eingestellt.

b) Indirekte |mmunfluoreszenz
Zur Durchfihrung ener indirekten Immunfluoreszenz wurden je 10ul der priméen monoklonalen

Antikdrper in den oben angegebenen Konzentrationen in 96-Loch-Platten pipettiert und je 40ul der
Zellsuspension zu jedem priméaren monoklonalem Antikorper zugegeben und gut gemischt. Anschliel2end
wurde fur 30 min bel 37°C im Brutschrank inkubiert [vgl. Bux et a. 19923, 1994]. Ungebundener primérer
Antikorper wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS fur 30s (ohne Anlauf- und Nachlaufzeit der
Zentrifuge) bei 300 g (1200 upm) in der Plattenzentrifuge entfernt. Dann wurden in jede Vertiefung je 40 pl
des verdiinnten Sekundérantikorpers gegeben und wieder fir 30 min be Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert [vgl. Bux et d. 1994]. Es folgten wiederum drei Waschschritte. In die einzelnen Vertiefungen der
96-Loch-Plaite wurden anschlieiend je 100 pl PBS pipettiet und mit den Zelen gemischt. Die
Zellsugpenson wurde anschlief3end in die mit je 400 pl PBS vorbereiteten 5 ml Polystyrol
Rundbodenréhrchen pipettiert. Die Proben wurden bis zur Messung im Dunkeln aufbewahrt, um einen
Intensitésverlugt der Fluoreszenz (,, Fading®) des sekundéaren Antikorpers zu vermeiden.
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2.2.1.2 Nabelschnurblutproben

Indirekte Immunfluoreszenz
Je 100 pl EDTA-Blut wurden in 5ml Polystyrol Rundbodenrohrchen mit je 10 pl enes irrdevanten

monoklonalen Mausantikorpers, 15 pl des monoklonalen Antikorpers gegen FeyRIlIb und 10 pl des
monoklonalen Antikorpers gegen NB1-Glykoprotein gemischt und anschliel3end 30 min bel 37°C inkubiert.
Die Erythrozyten wurden lysiert, indem 1800 pl dedtilliertes Wasser fir 30 sec zugegeben und anschlief3end
mit 200 pl 10-fach konzertrietem PBS ohne C&* und Mg lonen die Lyse gestoppt wurde. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS bei 120 g (800 upm) fur jeweils 5 min wurden 100 pl des verdinnten
Sekundérantikorpers pipettiert und fur 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach zwel
Waschschritten mit PBS bel 120 g (800 upm) fiir jewells 5 min wurden die Proben am Durchflul3zytometer

gemessen.

2.2.2 Vorbereitung der Kalibrierungsbeads

Zur Optimierung der Gerdeeingdlungen des Durchfluzytometers und zur Soderen quantitativen
Auswertung der gemessenen Proben wurden DAKO Qifikit Kalibrierungsbeads (quartitative immuno-
fluorescence indirect assay) bel jeder Mesung eingesatzt.

Von den Beadswurden je 100 pl Set-Up Beads und 100 pl Kdibrierungsbeads mit 3 ml PBSin eéinem 5 ml
Polystyrol Rundbodenréhrchen gemischt und 5 min bei 350 g zertrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt
und zu den Pelletsje 100 pl des verdiinnten Sekundérantikorpers pipettiert. Es folgte eine Inkubation von 30
min bel Raumtemperatur im Dunkeln. Anschlief3end wurden die Beads zwel Mal mit PBS gewaschenund je
5 min bel 350 g zentrifugiert. Die Beads wurden mit je 500 ul PBS vermischt, dunkel gelagert und innerhalb

von 2 Stunden am Durchflul3zytometer gemessen, um ein ,,Fading® zu vermeiden.
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2.2.3 Messung am DurchfluBzytometer

2.2.3.1 Aufbau und Funktionsprinzip eines DurchfluBzytometers
Die Probenfliissigkeit mit den enthatenen Zellen wird unter Druck in eine Kapillare aufgenommen, so dal?

die Zellen infolge der hydrodynamischen Fokussierung in Serie durch die Kapillare flie3en. Ein Laser dls
Lichtquelle sendet Licht einer betimmten Wellenlange aus dies trifft auf die Zelle Ein Tell der
Lichtgrahlen grahlt am Rand der Zelle vorbel und wird daher nicht abgelenkt. Dieser Teil des Lichts wird
Vorwértsstreulicht (forward sde scatter, FSC) genannt und ist proportional zum Durchmesser der Zelle bzw.
der Zdloberfléche. Die Messung erfolgt entlang der Achse des einfallenden Lichtes Ein anderer Tell der
Lichtgtrahlen trifft auf die verschiedenen intrazelluldren und extrazelluléaren Strukturen der Zelle und wird
dadurch reflektiert und abgelenkt. Dieses Seitwértsstreulicht (Sde scatter, SSC) i proportiona  zur
Zellkomplexitd oder Zelgranularid und wird im rechten Winke zum enfallenden Licht gemessen
(Abbildung 1).

Das Vorwarts und das Satwértssreulicht wird mittels Photodektoren regidriert, digitalisiert und die Daten

an den angeschlossenen Computer zur Auswertung tbertragen.

Trifft der einfallende Lichtdrahl auf ein Fluorochrommolekil, so absorbiert dies Energie und emittiert ein
Photon mit einer grol3eren Welenlange as das enfdlende Licht. Die Intenstéd des emittierten
Huoreszenzlichts is proportiona zur Zahl der gebundenen Fuorochrommolekiile und kann nach Detektion
und Digitalisierung ebenfalls graphisch dargestd it werden (Abbildung 1) [Nebe 1996].

2.2.3.2 Geréteeinstellungen
Fir die Eingellung des Durchfluizytometers, die Dargelung der Messungen am Bildschirm wurde das

Programm ,,CellQuest* verwendet.

Bel der Messung der Granulozyten und der Beads am Durchflu3zytometer wurde fir alle Messungen das
gleiche Mef3protokoll mit konganten Eingellungen der Verséaker und des Schwellenwertes belbehalten.
Das Durchfluf3zytometer wurde regelma3ig nech Hergellerempfehlung kalibriert.

Bel den Messungen erfolgte die Triggerung auf dasVorwértssreulicht, um Zelldetritus und kontaminierende
Erythrozyten weitgehend zu diminieren.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines Durchflufzytometers. Nach hydrodynamischer
Fokussierung der Probenfllssigkeit trifft Laserlicht auf die Zelle. Das Licht wird aufgeteilt in Vorwartsstreulicht, in
das abgelenkte Seitwartsstreulicht und das von Fluorochromen emittierte Licht. Alle Lichtstrahlen werden an
Detektoren analysiert und konnen graphisch dargestellt werden.

2.2.3.3 Messung der Proben
Zuerd wurden die Set-Up Beads gemessen, um die Eingellung von Schwellenwert und der Versérkung des

Huoreszenzsignals sowie die Funktionstlichtigkeit der Beads zu Uberprifen. Zunéchgt wurden die zu
mesenden  Zdlen im  Streulichthigogramm  durch Dargellung von Vorwértssreulicht gegen
Satwartssreulicht in logarithmischer Skalierung anhand ihrer Lage beziglich Grole und Granularité
identifiziert (Abbildung 2). Die Beads wurden durch eine Bereichsmarkierung (,, Gate") ausgewahit und die
Huoreszenzintensitét dieser so gewahlten Zdlpopulation wurde graphisch in einem Hisogramm dargestellt,
wobel zwei pesks, die die beiden Beadpopulationen reprasentieren, zu sehenwaren (
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Abbildung 3). Eswurde darauf geachtet, dal? die Leerwert-Beadsim Bereich der erden Zehnerpotenz lagen.
Als zweites wurden die Kalibrierungsbeads, die im gleichen Gate lagen, gemessen und ebenfalls im
Higogramm dchtbar gemacht, wobel hier funf Peeks entgorechend den finf Subpopulationen
unterschiedlicher Antigenbeadung zu sehen waren (Abbildung 4) [Vance e d. 1993; Hoffkes und

Schmidtke 1996).

Anschliel?end wurden die Granulozyten gemessen, wobel auch hier wieder die Granulozyten anhand ihrer
Lage in der Punktwolkendarstellung identifiziert [Radtke 1996] (Abbildung 5) sowie markiert wurden und
die Huoreszenz in einem Histogramm dargestellt wurde (Abbildung 6). Durchschnittlich wurden je 20000

beads und je 5000 Granulozyten andysiert.

Alle Einzelmessungen wurden unter einem eindeutigen Dateinamen gespeichert, um fUr die anschlief3ende

Auswertung identifizierbar zu sain.
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Abbildung 2: Darstellung der Beads in einer
Punktwolke, wobei das Vorwartsstreulicht
gegen das Seitwartsstreulicht aufgetragen
ist. Mit R1 ist das Gate, in dem die Beads
liegen, bezeichnet.

Abbildung 3: Darstellung der gemessenen
Set-up Beads in einem Histogramm. Die
Fluoreszenzintensitat ist gegen die
gemessene Zellzahl aufgetragen. Deutlich
zu erkennen sind ein Fluoreszenzmaximum
im Bereich der ersten und ein zweites im
Bereich der vierten Zehnerpotenz.

Abbildung 4: Die Fluoreszenzintensitat der
Kalibrierungsbeads ist gegen die
gemessene Zellzahl aufgetragen. Man
erkennt die flinf Untergruppen der
Kalibrierungsbeads anhand der
unterschiedlich starken
Fluoreszenzintensitat.



10%
50

10
I
40
1

30
i

1(]2
vl
Zellzahl

Seitwartsstreulicht
1()‘I
10 20
1 i

Vorwartsstreulicht Fluoreszenzintensitat

Abbildung 5: In der Punktwolkendarstellung mit Abbildung 6: Die Darstellung von Granulozyten, die mit

Vorwartssteulicht und Seitwartsstreulicht sind die dem monoklonalen Antikoérper 7D8 markiert wurden,

Granulozyten durch die Markierung R1  im Histogramm, wobei die Fluoreszenzintensitat gegen

gekennzeichnet. Sie lassen sich eindeutig von den  die Zellzahl aufgetragen ist. Deutlich erkennt man

Ubrigen Zellen und Zellteilen abgrenzen. zwei  Populationen: Im  Bereich der ersten
Zehnerpotenz die NB1-negativen, im Bereich der
zweiten und dritten Zehnerpotenz die NB1-positiven
Zellen.

2.2.4 Klinische Angaben
In der Gruppe der gesunden Spender sammte eine Blutprobe von einem as NB1-negativ bekannten

Spender, bei dem bel friheren Tests kein NB1-Glykoprotein auf den Granulozyten, aber Antikorper gegen
das Antigen NB1 nachgewiesen worden waren.

Von den untersuchten Patientengruppen wurden zusizlich folgende Parameter erfddt: CRP, Zahl der
Neutrophilen oder der Granulozyten und/oder Leukozyten, Diagnose, Krankheitsstadium und Medikation
zur Zeit der Blutentnahme.

Bea den Nabeschnurblutproben wurden anhand eines Fragebogens nach der Geburt zu folgenden
Parametern Angaben gemacht: Schwangerschaftsvoche, Geburtsgewicht, pH-Wert des Nabelschnurbluts,
Apgar 5, Geburtsmodus (gpontan, Sectio), Mehrling, Geburts und Abnahmezeit. Wurde eine Sectio
vorgenommen, 0 wurde die Indikation (im weiteren ds,, Problem*, ,,Besonderheit” bezeichnet) angegeben:
Amnioninfektionssyndrom, Wehen, pathologisches CTG, vorzetiger Blasengorung, sondige
Besonderheiten (Anhang 8.5).
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2.2.5 Auswertung

2.2.5.1 Auswertung der Messungen am DurchfluBzytometer
Fir die Auswertung der Messungen am Durchflu3zytometer wurde das Computerprogramm ,, CellQuest”

vawendet. Be der Auswertung wurden nur Beads bzw. Zellen in den entsorechenden Gates der

Streulichthigogramme  berlicksichtigt. Im Higogramm, in dem die emittiete Huoreszenz gegen die

gemessene Zellzahl aufgetragen war, wurden die Pesks markiert. Fir den so ausgewahiten Bereich konnten
Anzahl der gemessenen Zellen, Antell der fluoreszierenden Zellen an der Gesamtzahl der gemessenen
Zéellen, Mittelwert und Median der Fluoreszenzintengtét berechnet werden.

2.2.5.2 Berechnung der mittleren Antigendichte
Das Tabellenkakulationsprogramm ,, Excel 97" wurde zur Berechnung der mittleren Antigendichte pro Zdlle

anhand der mittleren Fluoreszenz der Zellen verwendet.

Da das emittierte Huoreszenzlicht zur Zahl der gebundenen Huorochrommolekiile (hier HTC) proportiona
ig, konnte anhand der mittleren Fluoreszenzintensitét der Kdibrierungsbeads eine Eichkurve ergellt werden.
Dafir wurden die Werte fir die mittlere Huoreszenzintensité der Beads auf der Ordinate und die
Antigendichte auf der Abszisse aufgetragen, um eine Eichkurve zu erhdten (Abbildung 7). Aus den
berechneten Werten flr die mittlere Huoreszenz und der vom Hergdler angegebenen Antigendichte pro
Partikel der finf Untergruppen der Beads konnte eine Geradengleichung der Form y=m*x+c aufgestellt
werden [Vance et d. 1993]. Mit diesr Geradengleichung konnte fir jede beliebige mittlere
Huoreszenzintensité x die entsprechende Antikorperbindungskapazitét y berechnet werden. Davon wurde
noch die ungpezifische Hintergrundgrahlung herausgenommen, indem die fir die Negativkontrolle
berechneten Werte abgezogen wurden. De 0  berechnte Weat fir die spezifische
Antikorperbindungskepazité entspricht der mittleren Antigendichte pro Zelle und wird in Anzahl der
Antigene pro Zelle angegeben.

Lag bei der Vertelung der mittleren Huoreszenz keine Normaverteilung vor, sondern eine rechts- oder
linksgipflige Vertelung, 0 wurde dat des Mittelwerts der Median der Fluoreszenzintengitét fir die
Berechnung der mittleren Antigendichte eingesetzt. Dieswurde bel der Auswertung der Anzahl FeyRI1b bel
gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF durchgeftihrt.
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Abbildung 7: Eichkurve zur Berechnung der mittleren Antigendichte. Die mittlere Fluoreszenzintensitat ist gegen
die mittlere Anzahl der Antigene (log. Darstellung) aufgetragen. Fur die Beads wurden beispielhafte Werte
eingetragen und eine Ausgleichsgerade eingezogen, anhand der sich die mittlere Zahl der Antigene ablesen |af3t.

2.2.5.3 Auswertung der klinischen Angaben bei Nabelschnurblutproben
Ein Tell der mittels Fragebogen erhobenen Parameter wurde zur Auswertung in Untergruppen wie folgt

eingetellt:

Gechlecht: mannlich, weiblich

Geburtsmodus Spontangeburt, Sectio
Schwangerschaftswoche: <32;32.—-38,;38.—41.;>41
Geburtsgewicht: <2kg; 2-2,8kg; 28-4,0kg; >4kg
pH-Wert des Nabelschnurbluts: <725, 725-7,29; 730-7,40;> 7,41
APGARYS': >0; <9
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2.2.5.4 Statistische Auswertung
Die datigische Auswertung erfolgte zum einen mit dem Tabellenkakulationsprogramm ,,Excel 97 und

zum anderen mit dem Statigtikprogramm ,, SPSS 10.0 fir Windows®.

A Kriterien bei Blutproben erwachsenener Personen

M ehrfache M essungen
Gesunde Personen

Wurden von einem gesunden Spender mehrmals Blutproben entnommen und die Antigendichte bestimmt,
0 wurde aus den Einzelmessungen der Mittelwert gebildet, der dann in die weitere saigische Analyse
einging, dapro Proband nur ein Wert fir die Satistik verwendet werden konnte.

Gesunde Personen nach Simulation mit G-CSF und Patienten mit schwerer bakterieller Infektion
Bel den gesunden Spendern, die mit G-CSF gimuliert worden waren, wurde beim Vorliegen mehrerer
Messungen dar Wet mit dem hochgen Ansprechen des NB1-Glykoproteins in die Auswertung
Ubernommen. Ebenso wurde der hdchste gemessene Wert fir das NB1-Glykoprotein bel den Patienten mit
schwerer bakterieller Infektion in die gatigtische Ausvertung genommen. Waren weitere Antigene ebenfalls
mehrmals bestimmt worden, so gingen digjenigen Werte in die satigtische Andyse ein, die am salben Tag
wie der Extremwert des NB1-Glykoproteins gemessen wurden, auch wenn es sich hierbel nicht um
Extremwerte handelte.

Anteil der NB1-positiven Granulozyten
In die gatigtische Auswertung gingen nur Messungen ein, bel denen nicht weniger als 10% der Granulozyten

das NB1-Glykoprotein auf ihrer Zelloberflache trugen. Spender mit einem Antell von weniger as 10%
NB1-positiven Zellen wurden als,, NB1-negativ* bezeichnet.

Datenanalyse aller untersuchten Antigene
Mit dem Statigtikprogramm ,,SPSS* wurde flr jede der sechs Spendergruppen (gesunde Spender, gesunde

Spender nach G-CS~Stimulation, Petienten mit Hepatitisnfektion, Patienten mit rheumatoider Arthritis,
Paienten mit PRV, Pdaienten mit schwerer bakterieller Infektion) ene explorative Datenanayse
durchgefiihrt, um Mittewert, Median, Maximum, Minimum, Standardabweichung des Mittelwerts und
Konfidenzintervall des Mittelwerts zu berechnen.

Nullhypothesen
Fir den Vegleich der Antigenexpression auf der Zdloberflache von gesunden Personen mit der

Antigenexpresson von Petienten mit Hepatitis, Patienten mit rheumatoider Arthritis, Patienten mit
Polyzythdmia vera, Patienten mit schweren bakteridlen Infektionen und gesunden Spendern nech
Stimulation mit G-CSF wurde jewells folgende Nullhypothese gepriift:
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Die Anzahl des jewells untersuchten Antigens pro Granulozyt bei gesunden Spendern ist nicht verschieden
von der Anzahl dieses Antigenspro Zelle bei

- mit G-CSF gimulierten Spendern

- Spendern mit einer Hepatitisinfektion

- Spendern mit rheumeatioider Arthritis

- Spendern mit Polycythdmiavera

- Spendern mit einer schweren bakteriellen I nfektion.

Vergleich der Zahl der Antigene vor und nach Stimulation mit G-CSF
Fur die Gruppe der gesunden Spender, die mit G-CSF simuliert waren, wurde bei maximal N = 6 Spendern

ein Vergleich der Werte vor und nach Stimulation durchgeftihrt.

Eswurde die relative Anderung zum Ausgangswert betrachtet und folgende Nullhypothesen aufgestelit:

1) Die Anzahl der untersuchten Antigene vor Stimulation mit G-CSF unterscheidet sich nicht von der
Anzahl der Antigene nach Stimulation mit G-CSF.

2) Der Antell der NB1-positiven Granulozyten vor Stimulation mit G-CSF ig nicht unterschiedlich von dem
Anteil der NB1-positiven Granulozyten nach Stimulation mit G-CSF.

Zusétzliche Auswertung der Messungen des NB1-Glykoproteins
Grol3e der NB1-exprimierenden Subpopulation neutrophiler Granulozyten

Die Grof3e der Subpopulation neutrophiler Granulozyten, die das NB1-Glykoprotein auf ihrer Zelloberflache

tragen, wurde in alen Gruppen erfad und eine explorative Datenanalyse durchgeftihrt. Verglichen wurde
der Antell der NB1-positiven Granulozyten bel gesunden Spendern mit dem Antell bei Patienten mit einer
Hepatitisinfektion, Petienten mit rheumatoider Arthritis Patienten mit PRV, gesunden Spendern nach Gabe
von G-CSF und bel Patienten mit einer schweren bakteriellen Infektion. Folgende Nullhypothese wurde
aufgestdlt:

Die Grole der NB1-positiven Subpopulation neutrophiler Granulozyten bel gesunden Spendern
unterscheidet sich nicht von der

- bal gesunden Spendern nach Gabe von G-CSF

- bal Spendern mit einer Hepatitisinfektion

- ba Spendern mit rheumetioider Arthritis

- bal Spender mit Polycythémiavera

- bal Spendern mit einer schweren bakteriellen Infektion.
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Verteilung des NB1-Glykoproteins

Unter Verwendung des Tabellenkakulationgprogramms ,,Exce 97¢ wurden Tabellen und Diagramme
ergdlt, um die Vertellung der Zahl der NB1-Antigene sowie des Anteils NB1-postiver Zellen darzugellen.
Dazu wurde eine Eintellung der Zahl der Antigene bzw. des prozentualen Antells in Klassen vorgenommen
und gegen die relative Haufigkeit des VVorkommens eines Wertes in einer Patientengruppe aufgetragen. Da
die Anzahl der Antigene pro Zelle bel den einzelnen Patientengruppen eine andere Spannweite hette, multe
fUr jedes Antigen die Klassenbreite individuell festgelegt werden, um eine snnvolle Einteilung zu erhdten.

NB1-Glykoprotein im Verlauf einer bakteriellen Infektion

Die Expression des NB1-Glykoproteins auf der Granulozytenmembran und der prozentude Anteil NB1-
postiver Granulozyten wurde im Verlauf einer bakteridlen Infektion untersucht. Mit einbezogen wurde
auch die Zahl der Neutrophilen und die Hohe des C-regktiven Proteins in die Analyse. Dazu wurde von N=4
Patienten mehrmals Blut entnommen und auf das NB1-Glykoprotein untersucht. Betrachtet wurde zum
einen, ob sch die Zahl der Antigene im Verlauf &ndert, zum anderen, ob sich ein Zusammenhang zur Hohe
des CRPs oder der Zahl der Neutrophilen zeigt.

NB1-Glykoprotein in Zusammenhang mit weiteren klinischen Daten

Bel der Untersuchung des NB1-Glykoproteins bel Patienten mit rheumatoider Arthritis, bei PRV-Patienten
und bel Patienten mit schwerer bakterieller Infektion wurden as klinische Daten das CRP und die Zahl der
Neutrophilen pro pl mit in die Auswertung einbezogen, um festzudellen, ob es einen Zusammenhang
2wischen Expression und klinischen Parametern gibt. Dazu wurden jewells Streudiagamme ergellt.

Mehrfachmessungen bei gesunden Spendern

In der Gruppe der gesunden Spender wurde untersucht, ob die Anzahl der NB1-Glykoproteine und der
Anteil der NBl-exprimierenden Zellen bei gesunden Probanden Uber einen langeren Zeitraum kongtant
bleibt. Dazu wurden von N = 11 Personen im Abstand von mindestens einer Woche die Granulozyten auf
die Expresson von NB1 untersucht. Es wurden mindestens zwel, bel N = 5 Spendern drei Messungen zur
Untersuchung dieser Fragestdlung durchgefihrt und die maximalen Abweichungen vom Mittelwert
berechnet.

Zahl der NB1-Antigene und Anteil der NB1-positiven Granulozyten bel gesunden Spendern

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob es bei gesunden Spendern einen Zusammenhang zwischen der
Grof3e der Subpopulation NB1-postiver Granulozyten und der Zahl der Antigene pro Zelle gibt, wurde ein
Streudiagramm ergelit.
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Auswertung der Messungen des FcyRIIb
Verteilung des Fc)RII1b bel den einzelnen Gruppen

Unter Verwendung des Tabellenkakulationgprogramms ,,Excel 97¢ wurden Tabellen und Diagramme
ergdlt, um die Vertellung der Zahl der FcyRIlIb fur jede Patientengruppe darzugtellen. Dazu wurde eine
Eintellung der Zahl der Antigene in Klassen vorgenommen und gegen die relative Haufigkeit des
Vorkommens eines Wertesin einer Petientengruppe aufgetragen.

Zahl der FcyRIllb im Verlauf einer schweren Infektion

Als weiterer Agpekt wurde untersucht, wie sich die Expression des FeyRIl b auf der Granulozytenmembran
im Verlauf einer bakteriellen Infektion verhélt. Mit einbezogen wurde auch die Hohe des C-reaktiven
Proteins in die Andyse. Betrachtet wurde zum einen, ob sich die Zahl der Antigene im Verlauf der

Expression andert, zum anderen, ob sich ein Zusammenhang zur Hohe des CRPs zeigt.

Auswertung der Messungen des NB1-Glykoproteins und des FcyRIIIb
Bel gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF wurde die Expression des NB1-Glykoproteins und des

FcyRIIb untersucht und gatigtisch auf eine mogliche Korrelation getestet.

Be Patienten mit schwerer Infektion wurden die fur die Zahl der NB1-Glykoproteine und die Zahl der
FcyRI1b gemessenen Werte im Verlauf einer bakteriellen Infektion pardlel auf mdgliche Zusammenhénge
betrachtet.

B Nabe schnurblut

Nullhypothesen
Bel den Nabelschnurblutproben wurden sowohl alle Neugeborene im gesamten as auch ménnliche und

weibliche Neugeborene separat betrachtet. Es erfolgte ene daidische Andyse der Daten fir dle
Neugeborenen, fur die weiblichen und ménnlichen Neugeborenen, fir die gebildeten Untergruppen der
verschiedenen Parameter zur Geburt und fur die verschiedenen | ndikationen zur Sectio.

Folgende Nullhypothesen wurden formuliert:

- Die Zahl der NB1-Glykoproteine und der FcyRIlIb pro Granulozyt und die Grof3e der NB1-tragenden
Subpopulation igt bei ménnlichen und weiblichen Neugeborenen nicht verschieden.

- Die Zahl der begtimmten NB1-Antigene und der FcyRIlIb pro Granulozyt in Nabelschnurblut ist
unabhédngig von dem Geburtsmodus, dem Geschlecht, der Schwangerschaftsvoche, dem Gewicht, dem pH-
Waert des Nabelschnurbluts, dem APGAR-Waert, Erkrankungen oder Problemen seitens der Mutter und den
verschiedenen Indikationen zur Sectio vor oder wahrend der Geburt, wie ein pahologisches CTG, en
vorzeitiger Blasensprung, ein Al'S oder Wehen.
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- Der Antell der NB1-postiven Granulozyten unterliegt nicht dem Einflul3 von Geburtsmodus, dem
Geschlecht, der Schwangerschaftswoche, dem Gewicht, dem pH-Wert des Nabelschnurbluts, dem Wert fir
den APGAR 5 und den verschiedenen Indikationen zur Sectio (pathologisches CTG, vorzeitiger
Blasensprung, AlS, Wehen) oder Problemen und Erkrankungen auf Seite der Muitter.

- Die Anzahl der gemessenen NB1-Glykoproteine bzw. der FcyRIlIb pro Zelle bei Neugeborenen
unterscheidet sich nicht von der Anzahl bei erwachsenen gesunden Spendern oder erwachsenen Patienten
mit schwerer [ nfektion.

- Die Grole da NB1-postiven Subpopulation neutrophiler Granulozyten in Nabeschnurblut
Neugeborenener i nicht verschieden von der bel erwachsenen gesunden Spendern

Vertellung der Mel3werte
Um die Vetelung der Werte fir das NB1-Glykoprotein, und den FcyRIlIb darzugelen, wurde eine

Eintellung in seben bzw. acht Klassen vorgenommen mit einer Klassenbreite von 30000 Antigenen pro

Zelle und die relative Haufigkeit fur das Vorkommen eines Wertes in einer Klasse dagegen aufgetragen.
Diese Dargellung wurde fur méannliche, weibliche und alle Neugeborene gewahit.

Be der Vertellung des Anteils NB1-exprimierender Granulozyten wurden funf Klassen zu je 19,9% Breite
gebildet und wieder gegen denrelativen Anteil der Neugeborenen aufgetragen.

Vergleich der Antigenexpression bei Neugeborenen und Erwachsenen
Fir den Vergleich der NB1-Expression bel Erwachsenen und Neugeborenen wurden diessalben graphischen

Dargelungformen wie bel der Vertellung der Mel3werte nur von Neugeborenen gewahit.

Berechnung des Anteils NB1-positiver Granulozyten
Die Proben von Nabelschnurblut wurden allesamt sowohl auf die Expression des FeyRIlIb als auch auf die

Expression des NB1-Glykoproteins untersucht. Da bel den Nabelschnurblutproben sich die Granulozyten
nicht immer von unvollsdndig lysieten Erythrozyten sowie von Lymphozyten und Thrombozyten

unterscheiden lief?en und somit diese Zdllen bzw. Zdlreste mit in die Auswertung einbezogen wurden, was
einen falsch hohen Anteil NB1-negativer Zellen und einen falsch niedrigen Antell NB1-positiver Zellen zur
Folge hatte, wurde eine Korrektur durchgefiinrt. Anhand des Antells der in der Postivkontrolle (FcyRII1b)
negativen Zellen wurde der Antell der Zellen geschétzt, die keine Granulozyten waren. Dieser Anteil wurde
dann von den as NB1-negativ erfaldten Granulozyten abgezogen und der Anteil der NB1-positiven Zellen
neu berechnet.
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2.2.6 Statistische Testverfahren

Aufgrund der Unkenntnis des Lageparameters , aithmetischer Mittelwert”, des Streuungsparameters
»tandardabweichung” und der Vertellung der Grundgesamtheiten der jeweiligen Stichproben kommen fur
die Testung der Hypothesen nur vertellungsfrele, nicht parametrische Prifverfahren in Betracht.

Fir den Vegleich der Anzahl der Antigene bzw. des prozentuden Antells NB1-postiver Granulozyten
zwischen zwel verschiedenen Gruppen wurde der nichtparametrische Mann-Whitney-Tes fir unverbundene
Stichproben verwendet.

Beim Vergleich der Expresson eines Antigens oder des prozentuaen Anteils NB1-positiver Granulozyten
be gesunden Spendern vor und nach Stimulation mit G-CSF wurde der nichtparametrische Wilcoxon-
Rangtest fUr verbundene Stichproben eingesetzt.

Zur Korraionsanalyse der Zahl der NB1-Glykoproteine und der Zahl der FeyRII1b bei gesunden Spendern
nach Stimulation mit G-CSF kam der Kendall-Tau-Test zur Verwendung.

Bedand eine Gruppe aus weniger ds n = 5 Spendern, 0 wurde kein datigisches Testverfahren
durchgeftihrt.

Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 festgelegt.

2.2.7 Messung der G-CSF-Spiegel

Zur quantitiven Messung von humanem Granulozytenkolonie-gimulierendem Faktor (G-CSF) im Plasma
oder Serum wurde der Immunoassay ,, Quantiking’ der Fa R&D Sysems GmbH, Wiesbaden-Nordengtadt,
verwendet. Es handdlt sch hierbei um einen ELISA mit rekombinantem humanem G-CSF von E. coli, der
fir Messung von G-CSF in ZdlUbergand, Plasma und Serum geeignet ig.

2.2.7.1 Vorbereitung
Die Standardlésungen wurden tber eine Verdinungsreihe ausgehend von einer Ausgangddsung mit 2500

pg G-CSHml hergesellt, so dal?3 Lésungen mit folgenden Konzentrationen vorlagen: 2500 pg/ml, 1250
pg/ml, 625 pg/ml, 312 pg/ml, 156 pg/ml, 78 pg/ml und 39 pg/ml.

2.2.7.2 Durchfiihrung
Zuerd wurden je 100 ul Verdiinnungsfliissigkeit RD1A in jede Vertiefung pipettiert. Dann wurden je 100 pl

der geben Standardlosungen, des Learwerts und der Proben hinzugefigt und fir zwel Stunden bel

Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurde drei Mal mit je 400 ul Waschlésung pro Vertiefung

(gepufferter ,, Surfactant” mit Konservierungsmittel) gewaschen und nach dem letzten Waschgang die Platte

auf sauberen Papierhandtlichern ausgeklopft. Im Anschluld wurden je 200 ul eines polyklonalen Peroxidase

markierten Antikorpers gegen rekombinantes humanes G-CSF zu jeder Probe zugegeben und die Proben
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wieder zwel Stunden bel Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurden die Platten wieder drel Mal
gewaschen, je 100 ul ener 1.1 Mischung aus dabilisiertem Wassersoffperoxid und Tetramethylbenzidin
(Chromogen) den Proben hinzugeftgt und flr 20 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Dabel
erfolgt die Umsetzung zu Farbgtoff und Wasser. Nachdem je 50 pl der Stoplosung (2 N Schwefelsaure)
pipettiert waren, wurde der Test innerhalb 30 min gemessen. Die Messung erfolgte am Photometer bel einer
Wilenlange von 450 nm sowie bel 540/570 nm zur Korrektur optischer Mangel der Platte. Anhand der

mitgeflihrten Standards wurde eine Eichkurve ergelt und dadurch die G-CSHKonzentration der Proben
begtimnnt.
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3 Ergebnisse
3.1 NB1-Glykoprotein

3.1.1 Gesunde Spender

3.1.1.1 Zahl der NB1-Glykoproteine pro Neutrophilem
Von n = 38 Spendern konnte bel n = 2 Spendern (entgprechend 5,3%) das NB1 nicht auf der

Granulozytenmembran nachgewiesen werden. Bel drel Personen wurden zwel NB1-exprimierende
Zellpopulationen gesehen. Die einzelnen Mel3werte Snd in Tabelle 7 aufgefiihrt. Die niedrigeste gemessene
NB1-Expresson pro Neutrophilem war 14.700, die hochge 139.875 und der Mittelwert 41.549 + 20.573
(Tabelle9).

Betrachtet man die Vertellung der Mel3werte, so fallt auf, dal3 am haufigsten (20 Personen bzw. 55,6%)
20.000 - 39.999 NB1-GP pro Neutrophilem exprimiert werden und insgesamt 28 bzw. 77,8% der Personen
20.000 — 60.000 NB1-GP exprimieren, wahrend eine extrem niedrige oder hohe Expressonen sten ig
(Abbildung 9). Ein sgnifikanter Unterschied NB1-Expression besteht zwischen Mannern und Frauen nicht
(Tabelle 8).

3.1.1.2 Anteil der NB1-exprimierenden Neutrophilen
Fir die Grol3e der Subpopulation NB1-exprimierender Neutrophiler wurde ein Mittelwert von 50%+25%

berechnet, wobel der kleinge Antell 10% und der grofde Antell 86% betrégt (Tabelle 7, Tabelle 10). Eszeigt
sch eine bimodale Vertellung der Mel3werte mit Tendenz zu einem geringen Antell NB1-postiver Zellen
von 20-40% (11 bzw. 27,8% der Spender) und zu einem hohen Anteil von 60-80 % (10 bzw. 25% der
Spender) (Abbildung 10).

Bal Frauen ig der Antell NB1-exprimierender Neutrophiler im Vergleich zu Ménnern sgnifikant grofier
(Tabelle 8 und Abbildung 8).

Zwischen der Zahl der NB1-Glykoproteine und dem Anteil der NB1-positiven Subpopulation besteht eine
gatigisch signifikante Korrelation (p=0,026; Ergebnisse nicht dargestdllt).
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Zahl der %NB1+ Zahl der Zahl der %NB 1+ Zahl der

Spender | NB1-GP pro | Neutrophile | FcyRlllb pro | Spender | NB1-GP pro Neutrophile FeyRIllb pro
Neutrophilem Neutrophilem Neutrophilem Neutrophilem

N1 45,594 16 17.6580 N20 29.152 45 213.724
N2 30.204 73 47.121 N21 35.453 39 319.710
N3 28.972 46 179.354 N22* 36.663 56 130.765
N4 * 46.459 54 160.133 N23* 40.750 77 181.505
N5* 64.328 84 124.662 N24 47.536 13 185.451
N6 15.423 52 n.u. N25 36.376 24 140.038
N7* 36.559 72 142.572 N26* 16.230 81 157.683
N8* 47.855 73 151.591 N27 37.900 74 n.u.
N9 22.634 10 201.057 N28 24,570 66 89.483
N10 32.001 34 236.727 N29 70.287 53 n.u.
N11* 56.078 30 198.114 N30* 27.907 22 213.016
N12 21.188 65 n.u. N31* 98.004 81 249.366
N13 82.901 75 180.949 N32* 21.159 26 292.746
N14 39.800 31 139.124 N33 23.809 32 201.341
N15* 71.213 70 157.377 N34 29.809 28 213.047
N16* 44,306 60 252.253 N35 29.579 33 n.u.
N17 38.972 84 155.659 N36* 27.699 20 138.815
N18 42861 82 n.u. N37 0 <1 173.294
N19* 95.528 81 148.410 N38 91 2 278.198

Tabelle 7: Zahl der NBZ1-Glykoproteine, der FcyRIllb pro Neutrophilem und prozentualer Anteil der
exprimierenden Neutrophilen (%9NB1+) bei gesunden Personen. Bei mit ,*“ bezeichneten Personen wurden

mindestens zwei Messungen durchgefluhrt und hier der Mittelwert angegeben.” n.u.“ = ,nicht untersucht”
Zahl NB1-GP pro | Spannweite | Signifikanz | %NB1+ Spannweite | Sighifikanz
Neutrophilem | (Minimum Neutrophile (Minimum -
(Mittelwert) Maximum) (Mittelwert) Maximum)
Manner [n=14 39.941 21.159 40,1+24,7 10-81
+19.935 95.528 n.s. p=0,013
Frauen [n=22 42.572 15.423 | (p=0,789) [ 591 +20,7 22 -84
+21.816 98.004

Tabelle 8: Vergleich der NB1-Expression pro Neutrophilem und des prozentualen Anteils NBl-exprimierender
Neutrophilen zwischen Frauen und Mannern. Es wurden jeweils Mittelwerte angegeben. Wahrend sich die Zahl der
NB1-GP pro Neutrophilem nicht signifkant unterscheidet, wurde bei Frauen ein signifikant hoherer Anteil NB1-
exprimierender Neutrophiler gemessen.
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Gruppe n Mittelwert 95% Konfidenzintervall d. Median Minimum Maximum
+ Standard- Mittelwerts
abweichung
Untergrenze | Obergrenze
gesunde Spender | 36 41.549 34.588 48.510 36.611 15.423 98.004
+20.573
Hepatitispatienten | 13 46.613 33.039 60.187 46.387 16.700 85.000
+22.463
RA-Patienten 19 83.694 63.848 103.539 80.223 33.515 211.133
+41.174
PV-Patienten 7 116.725 61.620 171.829 81.774 74.596 236.618
+ 59.582
Gesunde nach 8 172.602 100.858 244.345 179.831 48.817 284.483
G-CSF-Stimulation + 85.815
Patienten mit bakt. | 13 157.220 94.667 219.773 152.071 25.670 338.326
Infektion +103.514

Tabelle 9: In der Tabelle sind fur die Anzahl der NB1-Glykoproteine pro Granulozyt bei gesunden Spendern,
Patienten mit Hepatitisinfektion, RA-Patienten, PV-Patienten, gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF und
Patienten mit schwerer bakterieller Infektion jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung, das 95%
Konfidenzintervall des Mittelwerts, der Median, das Minimum und Maximum der gemessenen Werte aufgeflihrt.
Auffallig ist die erhohte Anzahl von NB1-Glykoproteinen bei Patienten mit rheumatoider Arthritis, bei PV-Patienten,

Patienten mit schwerer bakterieller Infektion und bei gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF.

Gruppe n Mittelwert 95% Konfidenzintervall d. Median Minimum Maximum
+ Standard- Mittelwerts
abweichung
Untergrenze | Obergrenze
gesunde Spender | 36 51,7 43,6 59,8 53,5 10 84
+23,9
Hepatitispatienten | 13 61,7 50,5 72,9 64,0 26 84
+ 18,5
RA-Patienten 19 54,8 45,9 63,7 56,0 19 82
+ 18,5
PV-Patienten 7 79,9 73,0 86,8 82,0 64 86
+7,5
Gesunde nach 8 52,0 28,3 75,7 58,0 13 87
G-CSF-Stimulation + 28,3
Patienten mit bakt. | 13 68,5 55,9 81,0 70,0 37 92
Infektion + 20,8
Tabelle 10: Fir den Anteil der NB1-positiven Granulozyten bei gesunden Spendern, Patienten mit

Hepaitisinfektion, Patienten mit rheumatoider Arthritis, gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF und
Patienten mit schwerer bakterieller Infektion sind die statistisch ermittelten Parameter Mittelwert mit
Standardabweichung, 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts, Median, Minimum und Maximum aufgelistet.
Auffallig sind die erhohten Werte im Vergleich zu gesunden Spendern bei PV-Patienten sowie bei Patienten mit
schwerer bakterieller Infektion.
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0-19999 20000 - 39999 40000 - 59999 60000 - 79999 80000 - 99999 > 100000

O Patienten mit Hepatitis 231% 15,4% 30,8% 231% 77%
[ Patienten mit RA 10,5% 15,8% 21,1% 21,1% 26,3% 5,3%
@ Gesunde Spender 5,6% 55,6% 22,2% 8,3% 8,3%

Zahl der NB1-Glykoproteine pro neutrophilem Granulozyt

Abbildung 9: Flur gesunde Spender, Patienten mit einer Hepatitisinfektion und RA-Patienten ist die Anzahl der
NB1-GP und der jeweilige prozentuale Anteil der Personen einer Gruppe dargestellt. Die Mehrzahl der gesunden
Personen exprimiert zwischen 20.000 und 39.999 NB1-GP pro Neutrophilem, wahrend die meisten Patienten mit
Hepatitisinfektion zwischen 40.000 und 59.999 NB1-GP exprimieren.

Antell der
Spender
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
]
20,0%
o
10,0% L
0-19 20-39 40-59 B80-79 80-99
O Patienten mit Hepatitisinfektion 0,0% 15,4% 231% 53,8% 7.7%
[ Patienten mit RA 5,3% 26,3% 31,6% 31,6% 5,3%
@ Gesunde Spender 11,1% 27,8% 19,4% 25,0% 18,7%

Anteil der NB1-positiven Zellen [%]
Abbildung 10: In der Abbildung ist der Anteil der NB1-positiven Neutrophilen, eingeteteilt in flinf Klassen, flr

gesunde Spender, Patienten mit Hepatitisinfektion und RA-Patienten mit Angabe des prozentualen Anteils pro
Klasse dargestellt. Es besteht eine zweigipflige Verteilung bei gesunden Spendern, wahrend bei Patienten mit
einer Hepatitisinfektion eine unimodale Verteilung vorliegt. Bei RA-Patienten liegt eine relativ gleichmaRige
Verteilung zwischen 20-80% vor.
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3.1.1.3 Intraindividuelle Variation der NB1-Expression
Mehrfache Besimmung der NB1-Expresson bel einzelnen Personen im Zeitraum von 3 Monaten zeigt, dal3

die Expression dabei bei den meisen Personen relativ kongant bleibt. (Abbildung 11). Bei den einzelnen
Spendern unterscheidet sich die Anzahl der NB1-GP zwischen mehreren Messungen um 1.051 bis maximal
17.779. Differenzen von weniger as 10.000 NB1-GPs (7 Personen bzw. 64%) kommen héufiger vor as
Differenzen von mehr als 10.000 NB1-GPs (4 bzw. 36% der Spender). Abweichung vom Mittelwert bis zu
10% werden bel 4 bzw. 36% der Personen beobachtet, Abweichungen vom Mittelwert bis 20% bei 5 bzw.
45,5% der Spende und mehr as 20% nur bei 2 bzw. 18% der Spender. Bel Betrachtung der Absolutwerte
besteht ebenfalls eine hohe Konganz der NB1-Expression bel gesunden Personen (Tabelle 11,

Abbildung 11).

Auch der Antell der NB1-exprimierenden Neutrophilen bleibt bel fagt alen Personen Uber einen Zeitraum
von ca 3 Monaten sehr kongant mit einer Differenz von 1-14%. Bel 6 bzw. 55% Personen betrug die
Differenz weniger als 5%, bel 3 bzw. 27% zwischen 5% und 10% und nur bei 2 bzw. 18% mehr as 10%
(Abbildung 12, Tabelle 11).

Spender Anzahl der NB1-Glykoproteine pro Zelle proz. Anteil der NB1-positiven Zellen
Mittelwert | maximale Abweichung in % vom | Mittelwert | maximale Abweichung in % vom
Mittelwert Mittelwert
nach unten nach oben

4 48.459 10,9 7,0 54 8,4 17,8
5 64.328 18,3 9,4 84 2,8 1,9
7 34.186 12,5 12,2 72 7,2 6,7
8 42.370 25,9 15,7 73 4,1 8,2
22 36.663 14,6 14,6 56 1,8 1,8
23 40.750 8,3 8,3 77 5,9 5,9
26 16.230 9,4 9,4 81 1,2 1,2
30 27.907 37,6 31,9 22 5,9 7,5
32 21.159 15,3 15,3 26 1,9 1,9
34 29.809 1,8 1,8 28 20,0 20,0
36 19.567 9,0 5,3 19 5,2 5,3

Tabelle 11: Fur n = 11 gesunde Spender, bei denen die NB1-Expression mehrmals gemessen wurden, ist flr die
Zahl der NB1-Glykoproteine und fur den prozentualen Anteil NBl-exprimierender Granulozyten jeweils der
Mittelwert sowie die maximale Abweichung eines Wertes vom Mittelwert in Prozent aufgelistet.
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Zahl der NB1-Glykoproteine
pro neutrophilem Granulozyt

80000

70000

60000
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30000

20000

10000 A

0
Spender 4 5 7 8 22 23 26 30 32 34 36

01 Messung 47200 70038 38343 48710 42033 44148 14700 29500 24401 29283 20800
D2 Messung 41400 52583 33087 31400 31203 37352 17769 17424 17916 30334 17800

m3. Messung 47512 70362 29900 49000 36798 20300

W 4. Messung 49725 35200

Abbildung 11: Fir n = 11 gesunde Personen sind die gemessenen Werte flr die NB1-Expression dargestellt, wobei
pro Spender zwei bis vier Messungen im Abstand von vier Wochen durchgeflihrt wurden.

Antell der

NB1-positiven

Zellen [%]
100

90

80

70

60 A

30 A

20 A

10 A

0
Spender 4 5 7 8 22 23 26 30 32 34 36

01, Messung 50 82 87 70 55 72 80 21 28 22 19
O2. Messung 49 88 73 70 57 81 82 22 25 33 20
M 3. Messung 83 85 89 79 24 18
W 4. Messung 52 75

Abbildung 12: Der Anteil der NB1-positiven Granulozyten ist flir n=11 gesunde Spender, bei denen mehrmals der
Anteil der NBl-exprimierenden Neutrophilen bestimmt wurde, dargestellt. Bei den meisten Personen ist der Anteil
NBZ1-exprimierender Neutrophiler zu den verschiedenen MefSzeitpunkten relativ konstant.
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3.1.2 Spender mit einer Hepatitisinfektion

Die mittlere NB1-Expression bel Hepatitispatienten betragt 46.613 + 22.463 pro Neutrophilem mit einem
Minimalwert von 16.700 und einem Maximawert von 85.000 (Tabelle 9). Die einzelnen Mefl3werte sowie
Leukozytenzahlen und G-CS—Spiegd aind in Tabelle 12 aufgeftihrt. Die Eintellung der Mef3werte in flnf
Klassen zeigt ein Maximum im Bereich von 40.000 bis 59.999 NB1-GP (4 bzw. 30,8% der Patienten). Nur
bel einem Peatienten werden tber 80.000 NB1-GP exprimiert (Abbildung 9).

De Antell der NBl-exprimierenden Neutrophilen betr&gt im Mittel 61,7%+185%, wobe der klenge
Antell 26%, der grofdte 84% betrégt (Tabelle 10, Tabelle 12). Bel 7 bzw. 53,8% der Patienten betrégt der
Anteill NBl-exprimierender Neutrophiler 60% - 80 %. Weniger als 20% NB1+Neutrophile kommen in der
untersuchten Stichprobe nicht vor (Abbildung 10).

Die datigtische Testung ergibt mit einer [rrtumswahrscheinlichkelt p = 0,336, dal? Sch die Zahl der NB1-GP
auf Neutrophilen gesunder Personen nicht von der bel Personen mit einer Hepatitisnfektion unterscheidet.
Auch der Anteil NB1+ Neutrophiler unterscheidet Sich zwischen Peatienten mit einer Hepatitisinfektion und
gesunden Personen nicht signifikant (p = 0,170; Abbildung 13).

Patient | Geschlecht, Typ der Granulozyten| CRP G-CSF %NB1+ NB1-GP
Alter Hepatitis (pro pl) (mg/l) | (pg€/ml) | Neutrophile | Expression pro
Zelle
1 m, 42 2.990 6,3 2.180 76 67.900
2 w, 46 2.790 <4 26 75.000
3 m, 46 o 2.210 49 16.700
Hepatitis C
4 w, b1 3.430 <4 1.890 78 61.100
5 m, 24 2.210 46 56.333
6 m, 42 <4 84 53.600
7 m, 68 Hepatitis B 2.270 5,5 38 46.387
8 m, 54 4,6 2.990 64 85.000
9 m, 45 1.430 1.430 64 25.900
10 w, 48 Hepatitis C 9,2 2.660 79 41.200
11 m, 43 1.890 3.430 74 39.600
12 w, 21 2.660 2.790 77 18.400
13 m, 64 <4 2.270 a7 18.850

Tabelle 12: Alter, Geschlecht, Laborparameter, Zahl der NB1-GP pro Neutrophilem, Anteil NBl-exprimierender
Neutrophiler (%NB1+) und G-CSF-Spiegel im Plasma bei Patienten mit chronischer Hepatitis B der C.
Normwerte: Granulozyten 2.000-7.000/ul, CRP <4mg/I
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a ~
NB1-Glykoprotein % NBZ1-pos. Zellen

gesunde Spender

Patienten mit

Hepatitis
P /

} n.s. (P = 0,336) n.s. (P=0,170)

Abbildung 13: Ergebnisse der statistischen Testung (Mann-Whithey-Test): die Zahl der NB1-GP pro Neutrophilem
und der Anteil der NBl-positiven Zellen unterscheidet sich nicht bei gesunden Spendern und Patienten mit einer
Hepatitisinfektion.

3.1.3 Patienten mit rheumatoider Arthritis

Von n = 20 Personen konnte bel einer Person keine NB1-Expression nachgewiesen werden, entsporechend
5% der Patienten.

Die Zahl der NB1-GP pro Neutrophilem betrégt im Mittel 79.514 + 44.222 mit einem Minimum von 33.515
und einem Maximum von 211.133 (Tabdlle 9, Tabelle 13). Die Vertellung der NB1-Expression zeigt ein
Maximum bei 80.000 — 99.999 mit 26,3% der Petienten. Bel 68,5% der RA-Peatienten wurden zwischen
40.000 und 100.000 NB1-GPs auf Neutrophilen exprimiert und nur bei einem Patienten tiber 100.000 NB1-
GP (Abbildung 9).

De Antel der Granulozyten, die das NB1-Glykoprotein auf ihrer Zellmembran tragen, betrégt im Mittel
52,1% + 21,5% (Tabelle 10, Tabelle 13). Bel der Eintellung der Werte in finf Klassen zeigt sich en
Haufigkeitsgipfel bel 60% - 80% (6 bzw. 30% der Patienten) und wie bel gesunden Personen ene
2weigipflige Vertellung. Nur 4 Patienten haben weniger ds 20% oder mehr ds 80% NB1-postive
Granulozyten (Abbildung 10).

Die gatigische Tesung ergibt mit der Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05, dal? die NB1-Expresson RA-
Patienten Arthritis sgnifikant hoher ig as bal gesunden Personen. Der Antell der NB1+ Neutrophilen
unterscheidet sich zwischen gesunden Personen und RA-Patienten nicht (Irrtumswahrscheinlichkeit p =
0,776; Abbildung 14).

Ein (linearer) Zusammenhang zwischen der NBI1-Expresson und anderen Laborparametern wie
Leukozytenzahlen, CRP konnte nicht gezeigt werden.
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NB1-Glykoprotein % NB1- pos. Zellen

P<0,05

gesunde Spender
] n.s. (P=0,776)

RA-Patienten

Abbildung 14: Darstellung der Ergebnisse der statistischen Testung (Mann-Whitney-Test): Die Zahl der NB1-GP pro
Neutrophilem bei RA-Patienten ist im Vergleich zu gesunden Spendern signifikant erhdoht, wahrend der

prozentuale Anteil der NB1-positiven Granulozyten sich statistisch nicht unterscheidet.

Patient | Geschlecht | Erkrankungsphase, | Granulozyten | CRP | G-CSF %NB1+ NB1-GP FcyRIlb
Alter Medikamente (pro pl) (mg/1) Neutrophile | Expression | Expression
pro Zelle | Pro Zelle
1 w, 64 IV, Prednisolon 5 3477 8 normal 60 63.905
mg, Diclofenac
2 w, 61 I, Prednisolon bmg 6.468 16 75 80.223 104.413
3 w, 65 IV, Prednisolon 2.512 27 normal 49 33.515 253.782
5mg, Leflunomid
20mg, Diclofenac
4 w, 72 IV, Prednisolon 15 8.722 43 42 100.139 119.523
mg, Methotrexat
15 mg/Woche,
Diclofenac
5 w, 56 Diclofenac n.u. n.u. 80 65.819 174.760
6 w, 71 I-ll, Levodopa 50 2.550 5 34 34.945 275.684
mg, Benserazid
12,5 mg,
Celebrex 200mg
7 w, 82 I, Prednisolon 5mg 5.040 5 38 63.014 228.724
8 w, 68 I, Prednisolon 20 3.380 26 76 110.323 129.275
mg, Diclofenac
9 w, 33 I, akuter Schub 8.611 13 2 93 123.543
10 w, 65, Prednisolon 10 mg 5.916 13 39 45,017 159.256
11 w, 56 v 1.590 9 normal 56 82.683 278.301
12 m, 80 I, Diclofenac 3.306 6 19 48.388 117.138
13 w, 43 |, Prednisolon 7,5 10.132 28 normal 59 116.263 323.200
mg
14 m, 76 I-1l, akuter Schub 5.760 40 863 74.695 196.020
Prednisolon 30 mg
15 m, 70 Prednisolon 12,5 7.702 52 82 107.100 108.185
mg, Leflunomid 20
mg (Erstgabe)
16 m, 71 I, Prednisolon 12.144 53 normal 54 211.133 257.428
12,5 mg
17 w, 59 I, Prednisolon 35 9.310 12 73 99.163 233.484
mg
18 m, 45 [I-11l, Prednisolon 10.496 88 32 47.244 137.740
10 mg, Diclofenac,
Methotrexat
19 w, 42 I1l, Methotrexat 20 3.300 15 normal 39 118.806 159.245
mg/Woche
20 w, 62 I1I-IV, Prednisolon 5 2.480 27 71 87.807 170.463
mg, Methotrexat
20 mg/Woche

Tabelle 13: Alter, Geschlecht, Erkrankungsphase, Therapie zum Zeitpunkt der Messung, Laborparameter, G-CSF-

Spiegel im Plasma, Zahl der NB1-GP und des FcyRIlIb sowie Anteil NB1+ Neutrophiler bei RA-Patienten.
Normwerte: Granulozyten 2.000-7.000/ul, CRP <4mg/I

55




3.1.4 Patienten mit Polyzythamia vera

De Mittelwert fir die NB1-Expresson auf Neutrophilen bel PV-Patienten betrégt 116.725 + 59.582 mit
einem Minimum von 74.596 und einem Maximum von 236.618 (Tabelle 9). Die einzelnen Mef3werte,
weitere Laborparameter, Erkrankungsphase und Therapie Sind in Tabelle 14 aufgeftihrt.

Die Vertellung der Werte zeigt ein Maximum zwischen 60.000 - 140000 NB1-GP pro Neutrophilem (5
bzw. 71,4% der Patienten). Je ein Patient wels eine NB1-Expression zwischen 140.000 - 220.000 bzw.
220.000 - 300.000 auf (Abbildung 16).

Der Anteil NB1+ Neutrophiler betr&gt im Mittel 79,9% * 7,4%. Als kleinger Wert wurden 64%, as groldter
Wert 86% NB1+ Neutrophile ermittelt (Tabelle 10 und Tabelle 14).

Die Betrachtung der Vertellung der NB1-exprimierenden Neutrophilen zeigte eine leicht unsymmetrische,
rechtsgipflige Vertellung. Deutlich wird die Bevorzugung von Werten zwischen 60% und 90% deutlich,
wobel 5 Personen Werte zwischen 80% und 90% NB1-positiver Zellen haben. Ein Anteil unter 60% NB1-
positiver Zellen kommt in dieser Gruppe nicht vor (Abbildung 17).

Auf der Zellmembran Neutrophiler werden bei an PV erkrankten Personen signifikant mehr NB1-GP
exprimiert ds bel gesunden Spendern (p < 0,05). Der Antell NB1+ Neutrophiler i bel PV-Patienten
sgnifikant hoher as bel gesunden Personen (Abbildung 15).

Ein (linearer) Zusammenhang zwischen Neutrophilenzahlen und Zahl der NB1-GP pro Neutrophilem

konnte nicht gezeigt werden.

NB1-Glykoprotein % NBL1- pos. Zellen

gesunde Spender
] P<0,05 P<0,05

PRV-Patienten

Abbildung 15: Die Ergebnisse des Mann-Whitney-Tests zeigen, dafd sowohl die Zahl der NB1-GP pro Neutrophilem
als auch der prozentuale Anteil der NBZ1-positiven Neutrophilen bei PV-Patienten im Vergleich zu gesunden
Spendern signifikant hoher ist.
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Patient | Geschlecht | Erkrankungsphase | Granulozyten | CRP G-CSF %NB1+ NB1-GP FcyRIllb
Alter Therapie (pro pl) (mg/1) Neutrophile | Expression | Expression
pro Zelle | pro Zelle
P1 m, 67 Chronische Phase 5.300 <4 erniedrigt 82 76.536 27.814
Hydroxycarbamid
P2 m, 67 Chronische Phase 6.380 <4 | erniedrigt 84 236.618 111.918
Hydroxycarbamid
P3 w, 81 Chronische Phase 6.330 <4 | erniedrigt 64 74.596 126.817
Hydroxycarbamid
P4 m, 76 Chronische Phase 5.410 <4 n.u. 81 125.257 103.449
P5 m, 72 Chronische Phase 1.1150 <4 erniedrigt 86 81.774 84.607
Hydroxycarbamid
P6 w, 80 Chronische Phase 4.030 <4 | erniedrigt 84 78.136 106.702
Hydroxycarbamid
P7 w, 81 Chronische Phase 10.000 <4 | erniedrigt 78 144.157 104.256
Hydroxicarbamid
Busulfan
2mg/Woche

Tabelle 14: Fur alle PV-Patienten sind Alter, Geschlecht, Erkrankungsphase, Therapie, Laborparameter (CRP,
Granulozytenzahlen) G-CSF-Spiegel sowie die NB1- und FcyRllIb-Expression mit dem Anteil NBl-exprimierender
Zellen aufgeflhrt.
Normwerte: Granulozyten 2.000-7.000/ul, CRP <4mg/I.

Anteil der

Spender
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0% A
10,0% -
0,0% -
<60 60- 140 140 - 220 220-300 > 300
O Patienten mit PRV 0,0% 71,4% 14,3% 14,3%
[ Gesunde Spender nach G-CSF-Stimulation 25,0% 0,0% 37,5% 375%
W Patienten mit Infektion 231% 231% 23,1% 15,4% 15,4%
@ gesunde Spender 83,30% 16,70%

Zahl der NB1-Glykoproteine pro neutrophilem Granulozyt in Tausend

Abbildung 16: Darstellung der Verteilung der NB1-Expression auf Neutrophilen bei gesunden Spendern, PV-
Patienten, gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF und Patienten mit schwerer bakterieller Infektion. Die
Zahl der NB1-GP ist in funf Klassen eingeteilt und der prozentuale Anteil der Patienten einer Gruppe pro Klasse
angegeben. Neutrophile gesunder Spender exprimieren bevorzugt weniger als 60.000, wahrend bei den Ubrigen
Gruppen tendenziell eine hohere NB1-Epression besteht.
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0-19 20-39 40-59 80-79 80-99
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W Patienten mit Infektion 0,0% 23,1% 77% 30,8% 38,5%
@ Gesunde Spender 11,1% 27,8% 19,4% 25,0% 18,7%

Anteil der NB1-positiven Granulozyten [%]

Abbildung 17: Darstellung der Verteilung des prozentualen Anteils NB1-positiver Neutrophiler bei gesunden
Personen, PV-Patienten, gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF und Patienten mit schwerer bakterieller
Infektion. Der prozentuale Anteil der Spender einer Gruppe ist gegen den Anteil der NB1l-positiven Zellen
aufgetragen. Bei PV-Patienten ist der Anteil NB1-exprimierender Neutrophiler wesentlich grofer als bei gesunden
Personen ohne oder nach G-CSF-Stimulation. Auch Patienten mit schwerer bakterieller Infektion haben einen
hoheren Anteil NBl-exprimierender Neutrophiler als gesunde Personen.

3.1.5 Gesunde Personen nach Gabe von G-CSF

Fir die mittlere NB1-Expression bei gesunden Personen nach Gabe von G-CSF ergibt sich ein Mittelwert
von 154.437 + 88.317. Die geringgde gemessene NB1-Expresson be dieser Gruppe betrégt 16.923, die
hochgte 284.483 NB1-GP pro Neutrophilem (Tabelle 9, Tabelle 15).

Die Vertelung zeigt, dal? 2 (entsprechend 25%) der Spender weniger als 60.000 NB1-GP exprimieren und
damit im Bereich gesunder Spender ohne G-CS—Stimulation liegen. Bel den Ubrigen Personen wurde mit
Uber 140.000 NB1-GP deutlich hthere Werte gemessen (Abbildung 16).

Bel der Untersuchung der NB1+ Subpopulation berechnet sch der Mittdwert mit 51% + 30%. Die
Spannweite betrégt 86%, wobel as niedrigser Wert 1% und as hochgder Wert 87% NBL1 positive Zellen
vorkommen (Tabelle 10, Tabelle 15).

Die Vertelung der Mel3werte zeigt kein eindeutiges Maximum. Man kann eine Bevorzugung der Werte
zwischen 20% - 40% und 60% - 80% sowie 80% - 100% mit jewells 2 bzw. 25% der Spender erkennen. Die
Vertdlung i somit der Vertellung des Antells NB1-postiver Neutrophiler bei gesunden Spendern ohne
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Stimulation mit G-CSF @hnlich (Abbildung 17).

Die Zahl der NB1-GP auf Neutrophilen it nach Applikation von G-CSF bel gesunden Personen signifikant
hoher als bei gesunden Personen ohne G-CSFAnwendung. Der Anteil NB1+ Neutrophiler unterscheidet
sch nach Gabe von G-CSF nicht vom Antell bei gesunden Personen ohne Stimulation mit G-CSF
(Abbildung 18). Diese Ergebnisse konnen beim Vergleich der NB1-Expression der jeweiligen Personen vor
und nach G-CSFGabe begt&tigt werden: die Zahl der NB1-GP pro Neutrophilem nimmt um den Faktor 2,1-
6,6 zu, wahrend der Anteil der NB1-positiver Neutrophiler kongant bleibt (Faktor 0,8-1,1; Abbildung 19,
Abbildung 20, Abbildung 21).

Betrachtet man die Ergebnisse von Personen, die mehrmals an aufeinanderfolgenden Tagen G-CSF erhielten
wie Person G4 und G7, <o fallt auf, dal3 an Tag 2 und 3 die Zahl der NB1-GP pro Zdlle zunimmt. An Tag 3
wird ein grol3erer Antell NB1-positiver Zellen beobachtet. Wird G-CSF an Tag O und Tag 2 verabreicht wie
bel Person G3 und G5, so komnt es zu einer welteren Expressionssteigerung von NB1-GP an Tag 3, jedoch
bleibt der Anteil der NB1-exprimierenden Zellen kongant (Tabelle 15)

NB1-Glykoprotein % NBL1- pos. Zellen

gesunde Spender
J P<0,05 n.s. (P=0,873)

gesunde Spender nach
Stimulation mit G-CSF

Abbildung 18: Die Verwendung des Mann-Whitnhey-Tests zeigt einen signifikanten Unterschied in der Expression
des NB1-Glykoproteins bei gesunden Spendern nach G-CSF im Vergleich zu gesunden Spendern ohne Stimulation.
Der Anteil der NB1-positiven Zellen ist nicht signifikant verschieden.

/

N
NB1-Glykoprotein % NBL1- pos. Zellen

gesunde Spender

vor G-CSF P<0,05 n.s. (P =0,141)

gesunde Spender

nach G-CSF
N %

Abbildung 19: Ergebnisse der statistischen Testung (Wilcoxon-Rangtest flr verbundene Stichproben) fur die
Expression des NB1-Glykoproteins vor und nach Stimulation gesunder Spender mit G-CSF. Zu erkennen ist die
signifikant erhohte Zahl der NB1-Glykoprotein pro neutrophilem Granulozyt nach Stimulation gesunder Spender
mit G-CSF.
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Spender | Geschlecht, 2. Messung nach G-CSF %NB1+ NB1-GP FcyRIlb
Alter Erstgabe von G-CSF | (pg/ml) | Neutrophile Expression pro Expression pro
Zelle Zelle
G1 m 1.778 51 174.419 82.809
G2 m, 41 2.253 53 185.243 72.410
G3 m, 44 3.956 87 127.985 59.615
3 87 257.822 45.436
G4 m, 40 2 (3. +5.Tag) 2.973 68 284.483 60.345
tagliche G-CSF-Gabe 85 (2 peaks) 194.2186 48.771
Gb m, 32 4519 12 77.396 57.520
2 13 151.634 66.083
G6 f, 35 4.189 83 48.817 27.948
G7 m, 44 1.211 27 114.323 67.082
1 21 221.693 33.783
G8 m, 38 1.138 28 56.693 100.828
G9 m 81 199.880 10.354

Tabelle 15: Alter, Geschlecht, G-CSF—Spiegel im Plasma am Untersuchungstag, NB1- und FcyRIllb-Expression bei
mit G-CSF stimulierten gesunden Personen. Wurde einer Persone mehrmals kurz nacheinander G-CSF verabreicht,
so sind die MefRwerte bei Zweitgabe nochmals aufgefuhrt.

Zahl der NB1-Glykoproteine
pro neutrophilem Granulozyt

300000

250000

200000

150000

100000

50000
0 !—.

Spender G 1 G2 G4 G5 G6 G8
Steigerungsfaktor 6,9 4,0 5,6 3,2 3,0 2,7
Ovor G-CSF 28972 46459 51181 47536 16230 21159
M nach GCSF 199880 185243 284483 151634 48817 56693

Abbildung 20: Es sind die Zahl der NB1-Glykoproteine pro Neutrophilem vor und nach Gabe von G-CSF fur die
einzelnen Personen dargestellt. Die Zahl der NB1-GP pro Neutrophilem ist hach Stimulation mit G-CSF deutlich
erhoht um den Faktor 2,7 bis 6,9.
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Anteil der

NB1-positiven

Zellen [%]
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20 +—

i T
0

Spender G 1 G2 G4 G5 G6 G8
Faktor 1,37 0,98 1,00 1,00 1,02 1,08
Ovor G-CSF 46 54 68 13 81 26
W nach G-CSF 63 53 68 13 83 28

Abbildung 21: Flr die einzelnen Spender ist der prozentuale Anteil der NB1-positiven Zellen vor und nach
Stimulation mit G-CSF dargestellt. Aus der Abbildung geht hervor, dafs der Anteil der NB1-positiven Granulozyten
nach Stimulation mit G-CSF nahezu unverandert ist.

3.1.6 Patienten mit schwerer bakterieller Infektion

Von N = 15 Patienten waren bei 2 Personen die Neutrophilen fir das NB1-GP negativ; der Antell der NB1+
Neutrophilen kleiner ds 10%., was einem Anteil von 13,3% der Petienten entspricht. Die mittlere NB1-
Expression pro Zelle betrégt 144.288+110.191 mit einem Minimalwert von 25.670 und einem Maximalwert
von 336.326 (Tabelle 9, Tabelle 16). Im Higogramm zeigt sich eine gleichmdiige Vertellung fir die Zahl
der NB1-GP auf Werte zwischen 0 und 360.000. Bei 2 der Patienten wurden mehr as 300.000 NB1-GP
bestimmt (Abbildung 16).

Die Messungen fur den Antell NB1+ Neutrophiler haben ds Mittelwert 61% + 31% mit einem kleingen
Anteil von 35% und einem gréften von 92% (Tabelle 10, Tabelle 16). Die ermittelten Werte fUr die Schiefe
und die Kurtos's (-0992 bzw. —0,069) deuten auf eine rechtsgipflige Vertellung hin zu hdheren Werten mit
einer weiteren Gruppierung als bei einer Normalverteilung. In der graphischen Dargellung erkennt man eine
Bevorzugung der Klasse 80% - 100% NB1-positiver Zellen, in der 5 bzw. 38,5% der Werte liegen. 69,2%
der Petienten haben einen Anteill NB1-positiver Neutrophiler zwischen 60% und 100% (Abbildung 17).

61



Die gatigtische Tesung der Nullhypothesen ergab, dal3 die Zahl der NB1-GP pro Zelle sgnifikant groler ist
ba Patienten mit einer schweren bakteriellen Infektion im Vergleich zu gesunden Spendern. Die Grof3e der
Subpopulation NB1-positiver Neutrophiler ist bei Petienten mit einer schweren bakteriellen Infektion
ggnifikant hoher im Vergleich zu gesunden Personen (Abbildung 22).

NB1-Glykoprotein % NBL1- pos. Zellen

gesunde Spender
Patienten mit J P<0,05 P<0,05

schwerer Infektion

Abbildung 22: Der Mann-Whitney-Test liefert fur die Zahl der NB1-GP und den Anteil der NB1-positiven
Neutrophilen signifikant hohere Werte bei Patienten mit schwerer bakterieller Infektion im Vergleich zu gesunden
Personen.

Bel der Bestimmung der NB1-Expression im Verlauf einer Sepsis komntt es bel den Patienten 11 und 112 zu
einem deutlichen Riickgang der NB1-Expresson bel gleichzeitiger klinischer Besserung. Besonders deutlich
wird der Zusammenhang zwischen Kklinischer Besserung des Gesundheitszusands, Riickgang von CRP,
Veringerung der Neutrophilenzahlen und der Abnahme der NB1-Expresson bel dem Patienten |1, da die
Zahl zum Zeitpunkt der zweiten Messung auf 46% des Wertes der erden Messung und beim dritten
Mel3zeitpunkt auf 20% fallt. Insgesamt nimmt die NB1-Expresson um 80,1% ab. Wahrend die Werte der
ersen beiden Messungen noch in einem Bereich liegen, der von Gesunden nicht erreicht wird, it der dritte
MeRwert fiir das NB1-GP bereits auf dem Niveau Gesunder. Ahnlich ist der Verlauf bei Patient 112. Bei den
Patienten 13 und 14, die beide versarben, beobachtet man bel I3 nur einen geringen Rickgang der NB1-
Expression, wahrend es bal Patient 14 zu einem deutlichen Angieg um 180% kam. Bel den Patienten 13 und
14 18% sich keine eindeutige Korrelation zu anderen Laborparametern beobachten: Wahrend bel Patient 13
die Leukozytenzahl anfangs sehr niedrig is und im Verlauf geigt, sinkt die NB1-Expression, und auch das
CRP nimmt ab. Be Patient 14 kommt es zu enem CRP-Angieg mit gleichzeitigem Abfall der
Neutrophilenzahl von 12920/ul auf 8850/ul und dark vermehrter NB1-Expresson. Ein (linearer)
Zusammenhang der Zahl der NB1-GP mit der Neutrophilenzahl oder CRP besteht nicht. Bel Petienten mit
sehr hohen Werten fir das CRP liegt eine hohe NB1-Expression vor, wobel dies umgekehrt nicht zutrifft
(Tabelle 16, Abbildung 23).

Der Antell NB1-postiver Zdlen nimmt bei gleichzeitiger Abnahme der Zahl der NB1-GP pro Neutrophilem
um maximal 30% ab (Tabelle 16).
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Patient | Geschlecht | Erkrankung, | Tag | Granulozyten | CRP G-CSF %NB1+ NB1-GP FcyRIllb
Alter Verlauf (pro pl) (mg/1) | (pg/ml) | Neutrophile | Expression | Expression
pro Zelle pro Zelle
11 m, 51 Sepsis (mit 1 14.420" 236 485 52 336.326 37.670
sept. 9 13.600" 132 56 155.157 | 102.981
Enzephalitis, | 22 | 13.300" 68 41 66.768 176.032
ARDS), 33 7.320" 31 279.599
Besserung 37 100.322
|2 m, 66 Sepsis; Tod 19.720 194 143 <1 negativ 90.636
13 w, 66 Sepsis 1 3.150 183 68 89 152.071 57.637
(Staph. 6 7.260 27 73 128.846 81.821
Candida); 13 11.320 127 125.916
Tod 61 105.603
14 w, 87 Sepsis 1 12.920 125 93 170.808 47.383
(Staph. 6 8.850 144 30 58.981
auresus); Tod 91 308.317
15 w, 88 Pneumonie; 7.250 133 30 62 238.831 291.009
Sepsis
(koagulasene
g. Staph.);
Tod
16 m, 19 Pneumonie 9.000" 29 290 79 136.626 249.748
17 m, 34 Pneumonie 3.620 257 361 92 106.303 99.590
18 m, 63 Abszefd 13.000" 204 | normal 40 40.670 244.288
19 m, 63 Pleuraempye 8.830 161 | normal 38 68.018 65.221
m
110 m, 55 Sepsis, 12.400*" 15 86 44,720 57.993
bereits
Phase der
Besserung
111 w, 49 Urosepsis (E. 24.020 39 37 39.379 94.868
Coli); ARDS,
Besserung
112 m, 19 ARDS, 1 22.1860 337 70 159.804 159.804
Besserung | 24 10.100" 11 65 138.029 213.399
113 m, 61 Sepsis 7.900" 281 70 267.436 10.0086
114 w, 80 Sepsis 15.300" 121 84 160.361 120.637
115 m, 61 Stauungs- 0 negativ 77.615
pneumonie

Tabelle 16: Alter, Geschlecht, Erkrankung, Verlauf, Laborparameter (CRP, Granulozytenzahl), NB1- und FcyRlllb-
Expression bei Patienten mit schweren bakteriellen Infektionen.

Normwerte: Leukozyten 4.000-10.000/ul, Granulozyten 2.000-7.000/ul, CRP <4mg/I

1Gesamtleukozytenzahl, da keine Neutrophilenzahl vorlagen
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Zahl der NB1-Glykoproteine
pro neutrophilem Granulozyt
400000

350000

300000

250000

200000

150000

100000

50000

0
Patienten il i3 13 i4

O1. Messung 336326 152071 159804 170808
W2 Messung 165157 128846 138029 308317
W 3. Messung 66768 105603

Abbildung 23: Es sind die einzelnen MefRwerte fur die Zahl der NB1-GP im Verlauf einer Sepsis bei vier Patienten
dargestellt. Bei drei Patienten ist ein Rickgang der NB1-Expression zu beobachten, wahrend bei einem Patienten
eine Zunahme vorliegt.

3.1.7 Zusammenfassung der Ergebnisse fiir das NB1-
Glykoprotein

Das NB1-Glykoprotein wird auf Zellen von Gesunden bel etwa 97% der Personen exprimiert. Die NB1-
Expression igt bel Personen mit PV, einer schweren bakteriellen Infektion oder einer rheumatoiden Arthritis
sowie bel gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF sgnifikant erhoht.

Ein ggnifikant hoherer Anteil NBZ1-exprimierender Neutrophiler wird bel Petienten mit PV und bel
Patienten mit schwerer bakterieller |nfektion gezeigt (Abbildung 24, 25).
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Anzahl der NB1-Glykoproteine
pro neutrophilem Granulozyt
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Abbildung 24: In dem Boxplot sind der
Median, der Interquartilbereich sowie das
Minimum und das Maximum der
gemessenen Werte fur die Anzahl der
NB1-Glykoproteine  pro  neutrophilem
Granulozyt dargestellt. Die Darstellung
umfafit die Gruppe der gesunden
Spender, der Patienten mit Hepatitis, der
Patienten mit rheumatoider Arthritis, der
PRV-Patienten, der gesunden Spender
nach Stimulation mit G-CSF und der
Patienten mit schwerer Infektion. Deutlich
zu erkennen ist die erhohte Expression
des NB1-Glykoproteins bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis, PRV-Patienten,
gesunden Spendern nach G-CSF und
Patienten mit schwerer Infektion im
Vergleich zu gesunden Spendern.

Abbildung 25: Darstellung des Anteils NB1-
exprimierender Neutrophiler flr gesunde
Personen, Patienten mit Hepatitisinfektion,
Patienten mir rheumatoider Arthritis, PV-
Patienten, gesunde Spender nach
Stimulation mit G-CSF und fur Patienten mit
schwerer Infektion in Form eines Boxplots
mit Angabe des Medians, des
Interquartilbereichs sowie des kleinsten
und grofiten gemessenen Werts. Man
erkennt, dafl der Anteil der NB1-positiven
Neutrophilen bei Patienten mit PV und bei
Patienten mit  schwerer  bakterieller
Infektion erhoht ist im Vergleich zu
gesunden Personen.



3.2 Expression des Fcy-Rezeptors IIIb (CD16) auf
Neutrophilen

3.2.1 Gesunde Personen

Bei gesunden Personen werden im Mittel 178.113 + 57.198 FcyRI b pro Neutrophilem gemessen mit einem
Minimalwert von 47.121 und einem Maximalwert von 319.710 (Tabelle 7, Tabelle 17).

Die gragphische Dadelung der enzenen Wete in e@nem Higogramm zeigt anndhernd ene
Normalverteilung mit einem Maximum bel 150.000 — 200.000 FcyRIlIb (12 bzw. 37,5% der gesunden
Personen). Mit jeweils 7 bzw. 21,9% der Spender sind 100.000 — 150.000 und 200.000 — 250.000 FoyRIITb
pro Granulozyt ebenfalls sehr héufige Mel3werte. Werte tber 250.000 FeyRIlb und Werte unter 100.000
FcyRIlb sind relativ saten (Abbildung 26).

3.2.2 Patienten mit rheumatoider Arthritis

Bei RA-Patienten werden auf den Neutrophilen im Mittel 185.690 + 67.501 FcyRII b gemessen, wobel die
Werte zwischen 103465 — 322.141 FcyRIIlb liegen (Tabelle 17). Betrachtet man die Vertellung des
FoyRIlb, S0 zeigt Sich, dald 7 bzw. 36,8% der Patienten zwischen 100.000 — 150.000 dieser Rezeptoren
exprimieren. Weniger as 100.000 Rezeptoren kommen nicht vor, mehr as 300.000 werden nur bel einer
Person nachgewiesen (Abbildung 26).

Die Anzahl der FcyRIllb auf Neutrophilen von RA-Petienten unterscheidet sich nicht signifikant von der
Anzahl bel gesunden Personen (Abbildung 27).

Gruppe N Mittelwert 95% Konfidenzintervall d. Median Minimum Maximum
+ Standard- Mittelwerts
abweichung

Untergrenze | Obergrenze

gesunde Spender | 32 178.113 161.593 202.774 | 176.580 47.121 319.710
+57.198

RA-Patienten 19 185.690 15.4246 219.455 169.489 103.465 322.141
+67.501

PRV-Patienten 7 95.080 65.316 124.845 104.256 27.814 126.817
+32.183

Gesunde nach 11 68.292 38.308 73.682 60.345 10.354 100.828

G-CSF-Stimulation +52.516

Patienten mit bakt.| 15 107.068 67.652 161.108 87.984 14.968 293.238

Infektion + 76.957

Tabelle 17: Auflistung der Ergebnisse fur die Expression des FcyRIllb bei gesunden Spendern, RA-Patienten,
gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF und Patienten mit schwerer bakterieller Infektion. Angegeben
sind der Mittelwert mit Standardabweichung, das 9%5%-Konfidenzintervall des Mittelwerts, der Median, das
Minimum und das Maximum der Werte.

66



Anteil an der
Gesamtzahl
der Spender

40,0%

35,0%
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200250
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O Gesunde

3,1%

3,1%

21,9%

37,5%

21,9%

9,4%

3,1%

W RA-Patienten

0,0%

0,0%

36,8%

26,3%

10,5%

21,1%

5,3%

Zahl der FeyRIlIb in Tausend

Abbildung 26: In dem Diagramm sind zur Darstellung der Verteilung des FcyRIlIb die Werte flr die Zahl der
FcyRIlIb in einer Einteilung zu sieben Klassen einer Breite von je 50.000 Rezeptoren gegen den prozentualen
Anteil der Personen aufgetragen. Aufgenommen sind die gemessenen Werte bei gesunden Personen und bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis. Die Verteilung der MefRwerte ist flr beide Gruppen ahnlich. Bei gesunden
Personen werden Werte von 150.000 - 200.000 und bei RA-Patienten Werte von 100.000 - 150.000 FcyRllb
pro Neutrophilem bevorzugt.

PRV-Patienten

S. |P<0,05

N.S S.

. Gesunde Spender
P =0830 gesunde Spender P<0.05

nach G-CSF

RA-Patienten

S. |P<0,05

Patienten mit
schwerer Infektion

Abbildung 27: Darstellung der Ergebnisse der statistischen Testung (Mann-Whitney-Test) fir die Zahl der Fcy:

Bei RA-Patienten besteht im Vergleich mit gesunden Spendern kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der
FcyRIlIb pro Neutrophilem. Die Zahl der FcyRlIllb ist bei PV-Patienten, Patienten mit schwerer bakterieller Infektion
und gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF und signifikant niedriger als bei gesunden Personen
(p < 0,05).
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3.2.3 Patienten mit Polyzythamia vera

Bel PV-Patienten betrégt die mittlere Expresson des FeyRII b pro Neutrophilem durchschnittlich 95.080 +
32.183 mit einem Minimum von 27.814 und einem Maximum von 126.817 Rezeptoren, entorechend einer
Spannweite von 99.003 Rezeptoren (Tabelle 14, Tabdle 17).

Mit 5 bzw. 71,4% der Petienten ist eine Expression von 100.000 — 150.000 FcyRII1b am haufigsten. Mehr
als 150.000 FcyRIl1b pro Zelle wurden nicht gemessen (Abbildung 28).

Haufigkeit
der Spender
80,0%
70,0% ]
60,0%
50,0%
40,0%
o
30,0%
20,0% o L
10,0% - o
0,0%
0-50 50-100 100-150 150200 200-250 250-300 > 300
O PRV-Patienten 14,3% 14,3% 71,4% 0,0%
@ Gesunde nach G-CSF 45,5% 45,5% 91% 0,0%
W Pat. mit Infektion 13,3% 53,3% 6,7% 6,7% 13,3% 6,7%
@ Gesunde 3,1% 3,1% 21,9% 37,5% 21,9% 9,4% 3,1%

Zahl der FeyRIlIb [Tausend]

Abbildung 28: Die Zahl der FcyRIlIb pro Neutrophilem, eingeteilt in sieben Klassen, ist gegen den prozentualen
Anteil der Personen einer Gruppe aufgetragen. Dargestellt ist die Verteilung der Zahl der FcyRIlIb bei PV-Patienten,
Patienten mit schwerer bakterieller Infektion, gesunden Spendern nach Gabe von G-CSF und bei gesunden

Personen. Die Anzahl der FcyRlllb ist bei PV-Patienten sowie bei gesunden Personen nach Applikaiton von G-CSF
und bei Patienten mit schweren bakteriellen Infektionen niedriger als bei gesunden Personen.

Die gatigische Tesung zum Vergleich der Rezeptorenzahl bel gesunden Spendern und PV-Patienten ergab
mit der Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05, dal? auf Granulozyten von PV-Patienten sgnifikant weniger
FcyRI1Tb exprimiert werden (Abbildung 27).
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3.2.4 Gesunde Personen nach Gabe von G-CSF

Neutrophile gesunder Spender nach Gabe von G-CSF tragen im Mittel 68.292 + 52.516 FcyRII b auf der
Zellmembran. Der kleinge gemessene Wert sind 10.354, der hochste 100.828 FeyRlII b pro Neutrophilem
(Tabelle 15, Tabelle 17, Tabelle 18).

Betrachtet man die Vertellung der Werte, o erkennt man, dal3 bei 10 bzw. 91% der Spender weniger ds
100.000 FcyRIlb pro Neutrophilem gemessen werden. Mehr as 150.000 FeyRlIIb pro Granulozyt sind in
dieser Stichprobe von gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF nicht vorhanden (Abbildung 28).

Der gatigische Test zum Vergleich der Zahl der FeyRIIb bei gesunden Spendern mit und ohne Gabe von
G-CSF zeigt, dal3 bel gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF die Zahl der FeyRIllb sgnifikant
niedriger it (Abbildung 27).

Beim Verglech der Werte fur die Zahl des FcyRIlIb vor und nach Stimulation mit G-CSF bei Seben
Spendern zeigt Sch, dal3 die Zahl der FeyRII b nach G-CSF nur noch 18% bis 45% der Anzahl vor G-CSH~
Gabe betrégt und signifikant geringer it (Abbildung 29, Tabelle 18).

Zahl der FeaRllb pro
neutrophilem Granulozyt

300000

250000

200000

150000 — —

100000 +—

Cim N n e R

Spender|G 1 G2 G4 G5 G6 a8 Go
orearash 23 15 33 31 18 34 22

Dvor GCSF 179354 161879 148410 185451 157683 202746 47121

Hnach G-CSF 41400 72410 48771 57520 27948 100828 10354

Abbildung 29: Es ist die Zahl der FcyRIllb bei gesunden Spendern vor und nach Gabe von G-CSF dargestellt.

Deutlich zu erkennen ist die verringerte Anzahl der FcyRIlIb nach G-CSF, wobei gemessen an der Zahl der FcyRIlIb
vor G-CSF-Gabe nur noch 18 bis 45% erreicht werden.
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Expresson des FeyRIlb NB1-Expresson

Soender | vor G-CSF | nach G-CSF | Abnahme vor G-CSF | nach G-CSF | Zunahme
G1 179.354 41.400 0,77] 2.8972 199.880 6,9
G2 161.879 72.410 0,55 46.459 185.243 4,0
G4 148.410 48.771 0,67 51.181 284.483 5,6
G5 185.451 57.520 069 47536 151.634 3,2
G6 157.683 27.948 0,82] 16.230 48.817 3,0
G8 292.746 100.828 0,66 21.159 56.693 2,7

Tabelle 18: Die Anzahl der FcyRlllb und des NB1-Glykoproteins pro Granulozyt bei gesunden Spendern vor und
nach Stimulation mit G-CSF sowie die Faktoren der Zu- und Abnahme sind dargestellt.

3.2.5 Patienten mit schwerer bakterieller Infektion

Die Zahl der FcyRII1b bel Patienten mit bakterieller Infektion betrégt im Mittel 107.068 + 76.957 mit einem
Minimum von 14.968 und einem Maximum von 293,238 Rezeptoren pro Neutrophilem (Tabelle 16, Tabdlle
17). Die Vertellung der Anzahl FcyRIIIb 18 eine deutliche Bevorzugung von Werten zwischen 50.000 —
100.000 Rezeptoren pro Neutrophilem erkennen (8 bzw. 53,3% der Petienten; Abbildung 28).

Bei Patienten mit bakterieller | nfektion werden signifikant weniger FcyRI b auf Neutrophilen nachgewiesen
asbe gesunden Personen (p<0,05; Abbildung 27).

Bel n = 4 Paienten (11, I3, 14, 112) zeigt sich bal mehrmaliger Messung der FeyRIlb-Expresson eine
Zunahme der Rezeptoren bei gleichzeitiger klinischer Besserung des Gesundheitszusands. Bel n = 3
Patienten geht diesin Zusammenhang mit einem verringerten CRP-Wert (Abbildung 30, Tabdlle 16).

3.3 Expression des NB1-Glykoproteins und des
Fc)RIIIb bei gesunden Spendern nach Gabe von
G-CSF und bei Patienten mit schwerer bakterieller
Infektion

Beim Vergleich der Zahl der FeyRIllb und der NB1-Glykoproteine pro Neutrophilem bei Petienten mit
schwerer bakterieller Infektion und bel gesunden Spendern nach Applikation von G-CSF féllt auf, dal3 die
Zahl der NB1-Glykoproteine wahrend der Stimulation bzw. wéhrend der Krankheit sark erhoht igt; die Zahl
der FcyRIIIb ig jedoch zum selben Zeitpunkt wesentlich geringer as in Abwesenheit dieser Faktoren. Bel
drel von vier Patienten mit schwerer Infektion zeigt Sch ein Rickgang der NB1-Expression mit einer
gleichzeitigen Zunahme der Expression des FeyRIIIb. Gleichzeitig igt ein Riickgang des CRP um 71,5% -
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96,6% zu verzeichnen. Nur bel einem Petienten wird eine deutliche Zunahme der NB1-Expression (Faktor
1,8) und eine vemehrte Expresson des FcyRIlIb (Faktor 1,2) sowie ein gleichzeitiger CRP-Angieg
regidriert (Tabelle 9, Abbildung 30).

Bel gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF 1d3 sich diese Beobachtung eindeutig belegen: die
Zahl der NB1-GP geigt unter dem Einflul3 von G-CSF um den Faktor 2,7 bis 6,9, gleichzeitig nimnt die
Expresson des FoyRIllb um den Faktor 0,55 bis 0,82 ab. Das Streudiagramm liefert einen linearen
Zusammenhang zwischen beiden Variablen. Der Korrelationskoeffizient (Kendall-Tau-Test, p=-0,576) zeigt
enen ggnifikanten negativen Zusammenhang zwischen der NB1- und der FcyRIlIb-Expression bel
gesunden Personen vor und nach Gabe von G-CSF (Tabelle 18).

Anzahl pro

neutrophilem Granulozyt
400.000
350.000
@
300.000 O
250.000
200.000
@
150.000 +
100.000 +
] 1
Patient i1 i3 13 i4
O1. Messung 37.670 57637 159.804 47383
2. Messung 102.981 81821 213.399 58981
B 3. Messung 176.032 125916
@ 1. Messung 336.326 152071 159804 170808
O2. Messung 155157 128846 138029 308317
O 3. Messung 66768 105603
O Fey-Rezeptor lllb O NB1-Glykoprotein

Abbildung 30: Flr vier Patienten mit schwerer bakterieller Infektion ist die Zahl der NB1-GP (Punkte) und die Zahl
der FcyRIIlb (Saulen) fur die einzelnen Mef3zeitpunkte dargestellt. Man erkennt bei 3 Patienten mit dem Rlckgang
der Zahl der NB1-Glykoproteine gleichzeitig eine Zunahme der FcyRIlIb-Expression.

71



3.4 Expression weiterer Antigene auf Neutrophilen

3.4.1 Fcy-Rezeptor I (CD64)

Der FcyRI wird auf Neutrophilen gesunder Pesonen nur in geringer Zahl exprimiert. Bel RA-Patienten,
Patienten mit schwerer bakterieller Infektion sowie bel gesunden Personen nach Gabe von G-CSF ig die
Expression des FcyRI sgnifikant hoher als bel gesunden Personen (Tabelle 19; Abbildung 31; Abbildung
32).

Gruppe n Mittelwert 95% Konfidenzintervall d.| Median Minimum Maximum
+ Standard- | Mittelwerts
abweichung
Untergrenze | Obergrenze
gesunde Spender |27 237 138 336 197 0 1.000
+ 251
RA-Patienten 19 816 373 1.259 352 0 2.811
+ 919
PV-Patienten 7 810 0 2.137 0 0 3.636
+ 1434
Gesunde nach 10 1.561 639 2.482 1.671 0 3.256
G-CSF-Stimulation + 1.288
Patienten mit bakt. | 15 3.580 2.650 4.509 3.308 1.190 7.434
Infektion +1.678

Tabelle 19: Aufgenommen sind der Mittelwert mit Standardabweichung, das 95%-Konfidenzintervall des
Mittelwerts, der Median, der kleinste und der grofite gemessene Wert flr den FcyRI bei gesunden Personen, RA-
Patienten, PV-Patienten, gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF und Patienten mit schwerer bakterieller

Infektion. Deutlich erkennt man die erhdhte Anzahl der FcyRI bei G-CSF-Stimulation und bei bakteriellen
Infektionen.

Zahl der FcyRI
pro Zelle

75005 Abbildung 31: Fur die Zahl der FcyRI bei

gesunden Personen, Patienten mit
rheumatoider Arthritis, PRV-Patienten,
gesunden Spendern nach Stimulation mit G-
CSF und Patienten mit schwerer Infektion sind
der Median, der Interquartilbereich, das
Minimum und das Maximum der gemessenen
Werte dargestellt. Deutlich zu erkennen ist die
geringe Expression bei gesunden Spendern
sowie die im Vergleich zu gesunden Spendern
erhdhte Expression bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis und gesunden Spendern
nach G-CSF. Man sieht, dafd die Zahl der FcyRI
bei Patienten mit schwerer Infektion im
Vergleich zu gesunden Spendern, aber auch im
Vergleich zu den ubrigen Gruppen, stark erhoht
ist.

5000=

2500

=

| | | ] |
N= 27 19 7 10 15

gesunde Spender PRV-Patienten

Patienten mit Infektion

RA-Patienten gesunde Spender nach G-CSF

Patientengruppe
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PRV-Patienten

N.S. |P=0,532

S. S. Gesunde Spender
P<0,05 gesunde Spender ——45 "5 55 nach G-CSF

S. |P<0,05

RA-Patienten

Patienten mit
schwerer Infektion

Abbildung 32: Darstellung der Ergebnisse des Man-Whitney-Tests. Die Zahl der FcyRI pro Neutrophilem ist bei RA-
Patienten, gesunden Spendern nach Gabe von G-CSF und bei Patienten mit schwerer bakterieller Infektion im
Vergleich zu gesunden Spendern signifikant hoher. Keine signifikant hoheren Werte wurden fur PV-Patienten
gemessen.

3.4.2 Fcy-Rezeptor ITI (CD32)

Gruppe n Mittelwert 95% Konfidenzintervall d. Median Minimum Maximum
+ Standard- Mittelwerts
abweichung
Untergrenze | Obergrenze
gesunde Spender | 26 20.187 17.164 23.211 17.290 10.037 43,553
+ 7.487
RA-Patienten 11 24,302 21.766 26.838 24,712 16.304 30.520
+3.775
PV-Patienten 3 27.449 0 70.881 35.656 7.371 39.319
+17.484
Gesunde nach 9 25.637 19.289 31.985 23.631 14.292 41.997
G-CSF-Stimulation + 8.258
Patienten mit bakt. | 13 26.047 19.966 32.128 22.329 15.129 46.231
Infektion + 10.063

Tabelle 20: In der Tabelle sind der Mittelwert mit Standardabweichung, das 95% HKonfidenzintervall des
Mittelwerts, der Median sowie Minimum und Maximum der Mef3werte fur den FcyRIl bei gesunden Spendern,
Patienten mit rheumatoider Arthritis , PRV-Patienten, gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF und
Patienten mit schwerer Infektion eingetragen.

Bel RA-Patienten ergab die gatigtische Testung mit der Irrtumswvahrscheinlichkeit p < 0,05, dal3 die Zahl der
FoyRIl im Vergleich zu gesunden Spendern erhoht ist. Eine erhdhte Zahl an FoyRII i bei gesunden
Soendern nach Gabe von G-CSF und bel Patienten mit schwerer bakterieller Infektion gatigtisch
wahrscheinlich (p = 0,073 bzw. p = 0,066, Abbildung 33).

RA-Patienten

S. |[P<0,05

Patienten mit N.S. N.S. Gesunde Spender
de Spend
schwerer Infektion P = 0,066  Scounde spender P=0073 nach G-CSF

Abbildung 33: Darstellung der Ergebnisse der statistischen Testung (Mann-Whitney-Test) fur die Expression des
FcyRIl auf Neutrophilen bei Gesunden, Patienten mit schweren bakteriellen Infektionen und RA-Patienten.
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3.4.3 CD11b (CR3, MAC-1)

Gruppe n Mittelwert 95% Konfidenzintervall d. Median Minimum Maximum
+ Standard- Mittelwerts
abweichung
Untergrenze | Obergrenze
gesunde Spender | 28 37.576 30.398 44.754 32.159 15.015 103.843
+18.511
PV-Patienten 7 38.853 20.313 57.394 36.371 23.360 81.662
+ 20.047
Gesunde nach 10 57.848 36.363 79.332 42.097 30.322 102.591
G-CSF-Stimulation +30.034
Patienten mit bakt. | 13 37.490 27.681 47.298 42352 15.774 67.247
Infektion +16.231

Tabelle 21: Die Tabelle gibt eine Ubersicht (iber die Zahl der CD11b-Antigene bei gesunden Spendern, PV-
Patienten, gesunden Spendern nach Gabe von G-CSF und Patienten mit schwerer bakterieller Infektion.
Angegeben sind jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung, das 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts, der
Median, der kleinste und der grofSite gemessene Wert. Zu beachten ist, dafd der Mittelwert bei gesunden Spendern
nach Stimulation mit G-CSF wesentlich hoher ist als bei den anderen Gruppen.

PRV-Patienten

N.S. |P =0,920

N.S.
P=0814

N.S.
P = 0,056

Patienten mit
schwerer Infektion

Gesunde Spender
nach G-CSF

gesunde Spender

Abbildung 34: Die Verwendung des Mann-Whitney-Tests zeigt keinen statistisch signifikanten Unterschied flr die
Zahl der CD11b-Antigene pro Neutrophilem bei PV-Patienten, Patienten mit schwerer bakterieller Infektion und
gesunden Spendern nach Gabe von G-CSF im Vergleich zu gesunden Personen. Bei gesunden Spendern hach G-
CSF-Applikation ist eine erhohte Expression wahrscheinlich.

3.4.4 CD18
Gruppe n Mittelwert 95% Konfidenzintervall d. Median Minimum Maximum
+ Standard- Mittelwerts
abweichung
Untergrenze | Obergrenze
gesunde Spender | 29 29.371 25.191 35.551 29.252 11.608 65.146
+ 10.988
PV-Patienten 7 25,178 16.641 33.715 21.208 16.886 41.105
+9.231
Gesunde nach 10 37.535 27.049 48.020 36.163 20.581 61.329
G-CSF-Stimulation + 14.658
Patienten mitbakt. | 11 30.082 21.228 38.936 27.423 6.683 69.523
Infektion +15.334

Tabelle 22: Es sind fur gesunde Personen, PV-Patienten, gesunde Spender nach Stimulation mit G-CSF und
Patienten mit schwerer bakterieller Infektion fur die mittlere Antigendichte von CD18 auf Neutrophilen der
Mittelwert mit Standardabweichung, das 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts, der Median sowie das Minimum
und das Maximum angegeben. Die Werte bei mit G-CSF stimulierten gesunden Spendern sind leicht erhoht.
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PRV-Patienten

N.S. |P=0,345

N.S.
P=0,795

Patienten mit
schwerer Infektion

N.S.
P =0,092

Gesunde Spender

gesunde Spender nach G-CSF

Abbildung 35: Darstellung der Ergebnisse der statistischen Testung (Mann-Whitney-Test). Die Zahl der CD18-
Antigene pro Neutrophilem unterscheidet sich bei keiner Patientengruppe signifikant von gesunden Spendern.

3.4.5 CD14
Gruppe n Mittelwert 95% Konfidenzintervall d. Median Minimum Maximum
+ Standard- Mittelwerts
abweichung
Untergrenze | Obergrenze
gesunde Spender | 26 1.800 1.366 2.234 1.698 0 3.987
+ 1.075
RA-Patienten 11 | 1.912 + 639 1.483 2.341 1.912 892 2,771
PV-Patienten 2 4941 3.148 6.733
Gesunde nach 8 8.240 6.154 10.325 8.352 4,578 10.992
G-CSF-Stimulation +2.494
Patienten mitbakt. | 11 4.363 7.97 7.928 2.394 0 17.855
Infektion + 5.308

Tabelle 23: Aufgelistet sind flr die mittlere Expression von CD14 der Mittelwert mit Standardabweichung, das
95% Konfidenzintervall des Mittelwerts, der Median, der kleinste und der grofSite gemessene Wert jeweils fur
gesunde Spender, RA-Patienten, PV-Patienten, gesunde Spender nach Gabe von G-CSF und Patienten mit
schwerer bakterieller Infektion. Auffallig sind die im Vergleich zu gesunden Spendern erhohten Werte bei RA-
Patienten, gesunden Spendern nach G-CSF-Stimulation und Patienten mit schwerer bakterieller Infektion.

RA-Patienten

N.S.|P=0,523

Patienten mit S. S.

Gesunde Spender
de S d
schwerer Infektion P < 0,05 gesunde spender P <0,05

nach G-CSF

Abbildung 36: Der Mann-Whitney Test zum Vergleich der Zahl der CD14-Antigene pro Neutrophilem bei gesunden
Personen, gesunden Personen nach Stimulation mit G-CSF und Patienten mit schwerer bakterieller Infektion

liefert als Ergebnis eine signifikant hohere CD14-Expression bei gesunden Spendern nach G-CSF-Stimulation und
bei Patienten mit schwerer Infektion.
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3.4.6 CD62L (L-Selektin)

Gruppe n Mittelwert 95% Konfidenzintervall d. Median Minimum Maximum
+ Standard- Mittelwerts
abweichung
Untergrenze | Obergrenze
gesunde Spender | 18 1.849 1.240 2.458 1.454 40 4.439
+1.224
PV-Patienten 3 4.459 0 10.034
Gesunde nach 8 3.154 2.181 4,127 3.466 1.098 4,787
G-CSF-Stimulation +1.164
Patienten mit bakt. | 13 2.913 520 53086 2.026 0 14.376
Infektion + 3.960

Tabelle 24: Es sind fur die mittlere Antigendichte von CDB82L auf Neutrophilen aufgefiihrt der Mittelwert mit
Standardabweichung, das 95% HKonfidenzintervall des Mittelwerts, der Median, der kleinste und der grofite
gemessene Wert jeweils flr gesunde Personen, PV-Patienten, gesunde Spender nach Applikation von G-CSF und
Patienten mit schwerer bakterieller Infektion. Auffallig sind die im Vergleich zu gesunden Spendern erhohten
Werte bei PV-Patienten, gesunden Spendern nach G-CSF und Patienten mit schwerer Infektion.

Patienten mit N.S. S. Gesunde Spender
de Spend
schwerer Infektion P =0890  Scoundespender ——5—"5519 nach G-CSF

Abbildung 37: Darstellung der Ergebnisse des statistischen Tests (Mann-Whitney-Test). Bei Patienten mit schwerer
Infektion unterscheidet sich die Zahl der CD82L pro Neutrophilem nicht von gesunden Spendern, bei Spendern
nach Stimulation mit G-CSF ist sie signifikant hoher.

3.4.7 HLA-Klasse I

3.4.7.1 HLA-I: B>-Mikroglobulin als Immunogen

Gruppe n Mittelwert 95% Konfidenzintervall d. Median Minimum Maximum
+ Standard- Mittelwerts
abweichung
Untergrenze | Obergrenze
gesunde Spender | 37 53.040 47811 58.268 50.717 30.174 103.285
+ 15.682
RA-Patienten 19 67.802 55,923 79.680 64.040 30.644 118.560
+24.645
PV-Patienten 7 44661 32.365 56.959 45,383 29.379 70.666
+ 13.296
Gesunde nach 11 42.013 32.167 51.859 39.256 26.627 73.639
G-CSF-Stimulation + 14.656
Patienten mit bakt. | 14 82.118 50.918 113.318 63.642 31.507 223.713
Infektion + 54.038

Tabelle 25: In der Tabelle sind fir die Anzahl der HLA-Klasse | assoziierten B.-Mikroglobuline pro Neutrophilem bei
gesunden Spendern, RA-Patienten, PV-Patienten, gesunden Spendern nach Stimulation mit G-CSF und flr
Patienten mit schwerer Infektion jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung, das 95% Konfidenzintervall des
Mittelwerts, der Median, das Minimum und das Maximum der Mefwerte aufgeflUhrt. Auffallig ist die erhohte
Anzahl von Bo-Mikroglobulin bei Patienten mit schwerer Infektion und bei RA-Patienten sowie die geringere Anzahl
bei PV-Patienten und gesunden Spendern nach G-CSF-Gabe.
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PRV-Patienten

N.S. |P=0,110

S. S. Gesunde Spender
de Spend
P<0,05 gesunde spender ——5 555 nach G-CSF

S.|P<0,05

RA-Patienten

Patienten mit
schwerer Infektion

Abbildung 38: Dargestellt sind die Ergebnisse des statistischen Tests (Mann-Whithey-Test) zum Vergleich der
Anzahl HLA-Klasse | assoziierten B.-Mikroglobulins bei verschiedenen Patientengruppen mit gesunden Spendern.

Die Anzahl B.-Mikroglobuline ist bei PV-Patienten nicht verschieden, nach Stimulation gesunder Spender mit
G-CSF niedriger und bei RA-Patienten und Patienten mit schwerer bakterieller Infektion signifikant hoher.
Allerdings ist bei Vergleich der Expression bei gesunden Personen vor und nhach Stimulation mit G-CSF keine
signifikante Veranderung der Expression des B-Mikroglobulins zu sehen (p > 0,05).

3.4.7.2 HLA-I: Schwere Kette und pB>-Mikroglobulin als Immunogen

Gruppe n Mittelwert 95% Konfidenzintervall d. Median Minimum Maximum
+ Standard- Mittelwerts
abweichung
Untergrenze | Obergrenze
gesunde Spender | 36 69.573 63.292 75.854 65.194 42.279 125.076
+ 18.563
PV-Patienten 7 60.966 45,026 76.106 57.096 41.626 93.275
+ 16.803
Gesunde nach 11 56.366 44.327 68.404 51.069 37.883 92.038
G-CSF-Stimulation +17.919
Patienten mit bakt. | 15 111.313 73.706 148.926 90.225 39.921 293.008
Infektion + 67.909

Tabelle 28: Dargestellt sind fur die Zahl der HLA-Klasse | der Mittelwert mit Standarabweichung, das 95%
Konfidenzintervall des Mittelwerts, der Median sowie der kleinste und grofite gemessene Wert bei folgenden
untersuchten Gruppen: gesunde Spender, gesunde Spender nach Stimulation mit G-CSF, PV-Patienten und
Patienten mit schwerer bakterieller Infektion. Bei Patienten mit schweren bakteriellen Infektionen sind die Werte
hoher als in den anderen Gruppen.

PRV-Patienten

N.S.|P = 0,166

Patienten mit S. gesunde Spender S. Gesunde Spender

schwerer Infektion P <0,05 P < 0,05 nach G-CSF

Abbildung 39: Ergebnisse des statistischen Tests (Mann-Whitney-Test): Bei gesunden Spendern nach Stimulation
mit G-CSF werden -wie auch bei Verwendung des Bo-Mikroglobulins alleine als Immunogen - signifikant weniger,
bei Patienten mit schwerer Infektion signifikant mehr HLA-KIlasse | exprimiert. Allerdings ergibt sich auch hier beim
direkten Vergleich der Werte eines Spenders vor und nach Gabe von G-CSF keine signifikant niedrigere Zahl (p >
0,05).
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3.5 Zahl der NB1-Glykoproteine, Anteil der NB1-
exprimierenden Zellen und Zahl der Fc)RIIIB auf
Neutrophilen aus Nabelschnurblut

3.5.1 NB1-Glykoprotein

3.5.1.1 Alle Neugeborene

Betrachtet man zunéchg die gesamte Gruppe der Neugeborenen, 0 betrdgt die Zahl der
durchfluizytometrisch besimmten NB1-GP pro Neutrophilem im Mittel 109.125 + 47.978. Die geringge
gemessene Anzahl von NB1-Glykoproteinen sind 35.734, die hochgte 246.348 (Tabdlle 27, Anhang 8.5).

Dea Mittedwert des Anteills NBl-exprimierender Neutrophiler liegt bei 75% + 15%, wobe in dieser
Stichprobe kein Neugeborenes enthdten is, auf dessen Neutrophilen das NB1-GP nicht nachweisbar war
(Tabelle 27, Anhang 8.5).

3.5.1.2 Vergleich der NB1-GP-Expression bei weiblichen und méannlichen
Neugeborenen

Vergleicht man die Mittelwerte des NB1-Antigens weiblicher und ménnlicher Neugeborener, so fallt auf,
dal? auf den Granulozyten aus Nabelschnurblut weiblicher Neugeborener durchschnittlich mehr NB1-GP
nachgewiesen werden konnten als bei ménnlichen Neugeborenen (Tabelle 27, Abbildung 40, Anhang 8.5).
Ba dea Gegenlbergellung des Anteils NBl-exprimierender Zellen ig der Mittelwert be ménnlichen
Neugeborenen mit 77% = 15% etwas hoher als bel denen von weiblichen Neugeborenen mit 71% + 15%.
Kleinger und grofdter gemessener NB1-postiver Antell sind mit 34% und 97% bel weiblichen bzw. 39%%
und 94% bal ménnlichen Neugeborenen dhnlich (Tabelle 27, Abbildung 41, Anhang 8.5).

Die gatigische Testung ergab fir die Zahl der NB1-Glykoproteine eine signifikant hohere Expression bei

weiblichen Neugeborenen als bei ménnlichen (p<0,05). Der prozentuale Anteil NB1-positiver Granulozyten
unterscheidet sich nicht signifikant (Anhang 8.5).
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Gruppe n Zahl der NB1-GP %NB1+ Neutrophile Zahl der FcyRIlIb
Mittelwert Minimum Mittelwert Minimum Mittelwert Minimum
+ Standard- | Maximum | + Standard- | Maximum | * Standard- | Maximum
abweichung abweichung abweichung

alle 52 109.125 35.734 75+ 15 34 147.288 38.505
Neugeborene +47.978 246.348 97 + 69.822 375.915

weibliche 23 12.7767 50.786 71+ 15 34 164.646 38.505
Neugeborene + 55.029 246.348 97 +77.018 332.051

mannliche 29 94.982 35.734 77 +15 39 134.120 54.4862
Neugeborene + 36.867 195.685 95 +61.970 375.915

Keine 15 102.099 35.734 67 +18 34 151.8286 66.954
.Probleme* +43.511 222411 93 + 48.630 248.224

.Probleme*“ 36 112.052 46.313 77 +13 42 145.397 38.505
vorhanden + 50.011 248.348 97 + 77.498 375.915

Pathologisches | 27 111.401 46.313 78+ 14 42 154.444 38.505
CTG + 50.327 248.348 97 + 86.345 375.915

Vorzeitiger 14 142.937 51.955 80+ 12 54 155.656 62.614
Blasensprung +59.911 246.348 97 + 95.956 375.915
Infektion 6 78.980 51.363 73+ 20 42 130.082 102.954
+33.477 134.482 90 +33.021 182.894

Probleme oder | 8 89.338 50.786 78+ 15 58 105.615 66.630
Erkrankungen + 32.034 140.855 97 + 29.802 150.285

der Mutter

Tabelle 27: Dargestellt sind fur den Anteil der NB1-exprimierenden Neutrophilen (%NB1+), die Zahl der NB1-
Glykoproteine und der FcyRIllb pro Granulozyt bei Neugeborenen und darunter ausgewahlten Gruppen der
Mittelwert, Minimum und Maximum. Als ,Probleme” wurden perinatale Komplikationen und Auffalligkeiten
bezeichnet.

Zahl der NB1-Glykoproteine
pro neutrophilem Granulozyt

250000

200000=

150000

Abbildung 40: In der Boxplotdarstellung
sind jeweils der Median, der
1000009 Interquartilbereich, der gréfite und kleinste
Wert flur die Zahl der NB1-Glykoproteine
auf Neutrophilen mannlicher, weiblicher
und aller Neugeborener dargestellt. Bei
weiblichen Neugeborenen ist die NB1-
Expression hoher als bei mannlichen
Neugeborenen.

50000=

T | ]
N= 29 23 52
mannlich weiblich alle Kinder

Geschlecht des Kindes
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Anteil der NB1-positiven
Granulozyten [%]

90,00™=

80,00™=

Abbildung 41: Fur den prozentualen Anteil

70,00 Neutrophiler, die das NB1-GP auf der

Zelloberflache tragen, ist im
nebenstehenden Boxplot jeweils der
60,00 Median, der Interquartilbereich, der kleinste

und der grofite Wert eingezeichnet.
Dargestellt sind die Ergebnisse der
50,00 Messungen von Neutrophilen mannlicher,
weiblicher und aller Neugeborener.
£ Mannliche Neugeborene scheinen einen
- grofseren Anteil NB1-positiver Zellen zu
haben als weibliche Neugeborene.

40,00

T T ]
N= 29 23 52

mannlich weiblich alle Kinder

Geschlecht des Kindes

3.5.1.3 EinfluBB von Komplikationen vor und wédhrend der Geburt auf die NB1-
Expression

Be der Betrachtung der Mittelwerte fir NB1-Expression findet man bel unkomplizierten Geburten 102.099
+ 43512, be Vorhandensain von Komplikationen 112.052 + 50.011 und nach enem vorzeitigen
Blasensprung 142.937 + 59.911 NB1-Glykoproteine (Tabelle 27; Anhang 8.5).

Die Berachtung der NBI1-podtiven Zelen zeigt einen prozentudlen Antell be Geburten ohne
Komplikationen 67% = 18%, bei einer oder mehreren Komplikationen 77% + 13%, bel einem vorzeitigen
Blasensprung kombiniert mit einem pathologischen CTG 80% + 13% (Tabdlle 27, Anhang 8.5).

Die gaigische Testung fur die NB1-Expression ergibt, dal3 die Zahl der NB1-GP bei Neugeborenen mit
vorzetigem Blasensorung im Vergleich zu Neugeborenen ohne Komplikation signifikant erhoht ist
(p=0,023). Bei der Kombination eines pathologischen CTG mit einem vorzeitigen Blasensprung is mit der
Irrtumswahrscheinlichkelt p=0,059 gatigtisch wahrscheinlich, dal3 die NB1-Expresson bel diesen Kindern
erhoht is. Andere Besonderheiten unter der Geburt wie ein pathologisches CTG, Amnioninfektionssyndrom
oder Fehlbildungen des Kindes geben keinen Hinwels auf eine veranderte NB1-Expresion. Auch Probleme
und Erkrankungen der Mutter vor und wahrend der Geburt zeigen keinen Einflul3 auf die Expresson des
NB1-GP (Anhang 8.5).

Bel Neugeborenen mit einem pathologischen CTG (p=0,059) oder einem vorzeitigen Blasengprung (p=0,07)
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ig es datigisch wahrscheinlich, dal3 der Anteil NB1+ Zellen hoher ig als bei Neugeborenen ohne
Komplikationen. Erkrankungen der Muitter, der Geburtsmodus, die Schwangerschaftswoche, der APGAR-
Score 5 Minuten nach Geburt, das Geburtsgewicht und der pH-Wert des Nabelschnurbluts scheinen keinen
wesertlichen Einflu? auf die Zahl der NB1-Glykoprotene pro Granulozyt oder auf den Antell der NB1-
positiven Zellen zu haben (Anhang 8.5).

Die getrennte Betrachtung von weiblichen und ménnlichen Neugeborenen im Hinblick auf einen Einfluid
von Komplikationen wie pahologisches CTG, vorzetiger Blasengorung, Infektionen, Erkrankungen der
Mutter zeigt keinen dgnifikanten Unterschied in der NB1-Expression. Auch der Antell der NB1-
exprimierenden Neutrophilen i weder be welblichen noch ba méannlichen Neugeborenen mit
Besonderheiten wélhrend der Geburt dgnifikant verdndet im Vergleich zu Neugeborenen ohne
Besonderheiten (Anhang 8.5).

3.5.1.4 Verteilung der MeBwerte fltir das NB1-Glykoprotein

Betrachtet man die Vertellung der NB1-Expresson, so féllt auf, dal3 Sch ein Maximum im Bereich von
91.000 — 121.000 mit 16 bzw. 30,8% dler Einzelwerte befindet. 71,2% aller Neugeborenen tragen auf ihren
Granulozyten zwischen 61.000 — 151.000 NB1-GP. Mehr as 91.000 NB1-GP werden bei 63,6% der
Neugeborenen exprimiert (Abbildung 42).

Bal méannlichen Neugeborenen féllt eine rdaiv gleichmdige Vertellung der Werte fir das NB1-GP pro
Zelle von 31.000 bis 150.999 auf. Die Vertellung des NB1-Glykoproteins bel weiblichen Neugeborenen
weid ein deutliches Maximum in der Klasse 91.000 — 120.999 Antigenen mit 8 bzw. 33,3% auf. 5 bzw.
20,8% der weiblichen Neugeborenen weisen eine gark erhdhte Expresson des NB1-Glykoproteins auf mit
181.000—240.999 NB1-GP pro Zelle (Abbildung 42).

Die Vetelung des Anteils der NB1+ Zdlen zeigt be alen Neugeborenen, weiblichen und ménnlichen

Neugeborenen eine Zunahme zu einem htheren Anteil NB1+ Neutrophiler mit dem Maximum in der Klasse
81% - 100%. (Abbildung 43).
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Abbildung 42: Dargestellt ist die Zahl der NB1-Glykoproteine pro Neutrophilem und der jeweilige prozentuale
Anteil der Neugeborenen, unterteilt in alle Neugeborene, weibliche und mannliche Neugeborene. Es wird die
Klasse 91.000 - 120.999 NB1-GP von allen Gruppen bevorzugt. Der grofdte Anteil der Neugeborenen exprimiert
61.000 - 150.999 NB1-GP auf der Granulozytenmembran.
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Abbildung 43: Der prozentuale Anteil NB1-positiver Granulozyten ist fur alle Neugeborenen, weibliche und
mannliche Neugeborene dargestellt. Bei allen drei Gruppen ist der Anteil NB1-positiver Granulozyten hoch.
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3.5.1.5 Vergleich der NB1-Expression von Neutrophilen aus Nabelschnurblut
und von Erwachsenen

Sowohl die Zahl der NB1-GP pro Neutrophilem as auch der Antell NB1-postiver Zellen ig bel
Neugeborenen signifikant hoher als bel gesunden Erwachsenen (Tabelle 28, Abbildung 44, Abbildung 45,
Abbildung 46.

Betrachtet man die NB1-Expresson Neugeborener ohne Komplikationen wéhrend der Geburt und
vergleicht mit der Expression, die Neutrophile gesunder erwachsener Spender nach Stimulation mit G-CSF
haben, s0 zeigt sch, dal3 Neugeborene zwar eine hohere Expression as gesunde Erwachsene, aber eine
niedrigere ads gesunde Erwachsene nach Stimulation mit G-CSF haben (p < 0,05). Beim Vergleich von
Werten fUr das NB1-Glykoprotein von Neugeborenen mit vorzeitigem Blasengprung vor der Geburt und
von Erwachsenen mit schwerer | nfektion kann man feststellen, dal? sich die Werte wenig unterscheiden (p =
0,821), (Tabelle 28; Abbildung 45).

Gruppe n Zahl der NB1-GP %NB1+ Neutrophile Zahl der FcyRIlIb
Mittelwert Minimum Mittelwert | Minimum Mittelwert | Minimum
+ Standard- | Maximum | £ Standard-| Maximum |+ Standard-| Maximum
abweichung abweichun abweichun
g g

Neugeborene 52 109.125 35.734 75+ 15 34 147.288 38.505
+47.978 248.348 97 +69.822 375.915

weibliche 23 127.767 50.786 71+ 15 34 164.646 38.505
Neugeborene + 55.029 246.348 97 +77.018 332.051
mannliche 29 94.982 35.734 77 +15 39 134.120 54.4862
Neugeborene + 36.867 195.685 95 +61.970 375.915
Neugeborene 15 102.099 35.734 67 +18 34 151.8286 66.954
ohne +43.511 222411 93 + 48.630 248.224

Komplikation

Neugeborene mit | 36 112.052 46.313 77 +13 42 145.397 38.505
Komplikationen +50.011 246.348 97 + 77.498 375.915
Blasensprung 14 142.937 51.955 80+ 12 54 155.656 62.614
+59.911 248.348 97 + 95.956 375.915

gesunde 36 41.549 15.423 51,7 10 178.113 47.121
Erwachsene +20.573 98.004 + 23,9 84 +57.198 | 319.710
gesunde 8 172.602 48.817 52,0 13 68.292 10.354
Erwachsene nach 1+ 85.815 284.483 1+ 28,3 87 + 52516 | 206.099

G-CSF

Erwachsene mit | 13 157.220 25.670 68,5 37 107.068 14.968
Infektion + 103.514 336.326 +20,8 92 + 76.957 | 293.238

Tabelle 28: Es sind fur die Zahl der NB1-GP pro Neutrophilem bei Neugeborenen und Erwachsenen jeweils der
Mittelwert mit Standardabweichung, das 95%-Konfidenzintervall des Mittelwerts, der Median sowie der kleinste
und der grofdte gemessene Wert angegeben. Bei Neugeborenen ist die NB1-Expression im Vergleich zu gesunden
Erwachsenen hoher, im Vergleich zu gesunden Erwachsenen nach G-CSF-Stimulation und zu Patienten mit einer
schweren bakteriellen Infektion niedriger.
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Abbildung 44: Die Boxplotdarstellung fur den
509 Anteil der NB1-positiven Neutrophilen bei
gesunden Erwachsenen und bei
Neugeborenen mit Angabe des Medians, des
Interquartilbereichs sowie des Minimums und
Maximums zeigt deutlich, dafd der Anteil NB1-

259 positiver Neutrophiler bei Neugeborenen
hoher ist als bei gesunden Erwachsenen.
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Abbildung 45: In der Boxplotdarstellung sind jeweils der Median, der Interquartilbereich, das Minimum sowie das
Maximum fur die Zahl der NB1-GP bei gesunden Erwachsenen, Neugeborenen, gesunden Neugeborenen,
Neugeborenen nach vorzeitigem Blasensprung, gesunden Erwachsenen nach Stimulation mit G-CSF sowie bei
Erwachsenen mit schwerer bakterieller Infektion eingezeichnet. Bei gesunden Erwachsenen wird wesentlich
weniger NB1 exprimiert als bei Neugeborenen, jedoch ist die NB1-Expression hoher bei schwer erkrankten
Erwachsenen oder gesunden Erwachsenen nach G-CSF-Gabe als bei Neugeborenen.
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Zahl der NB1-Glykoproteine Anteil der NB1-positiven Granulozyten

(in Prozent)
Neugeborene ]

P<0,05 ] P<0,05
gesunde Erwachsene

Neugeborene ] P<0,05 ] P<0,05
ohne Komplikationen

Abbildung 48: Die Verwendung des Mann-Whitney-Tests liefert einen signifikanten Unterschied in der Expression
des NB1-Antigens bei gesunden Erwachsenen und Neugeborenen. Auch bei Neugeborenen ohne Komplikation
wahrend der Geburt werden signifikant mehr NB1-Glykoproteine und ein signifikant hoherer Anteil NB1-positivier
Neutrophiler beobachtet als bei gesunden erwachsenen Spendern.

3.5.2 Fcy-Rezeptor I1Ib

3.5.2.1 Zahl der Fc)RIIIb bei Neugeborenen

Bei Neugeborenen werden im Mittel auf 147.288 FcyRIlIb pro Neutrophilem exprimiert (Tabelle 27,
Anhang 8.5). Neutrophile weiblicher Neugeborener tragen im Mittel mehr FcyRI1b (164.646 + 77.018) als
die mannlicher Neugeborener (134.120 = 61.970). De Tet auf Signifikanz ergibt mit der
Irrtumswahrscheinlichkeit p = 0,078, dal3 sch die Zahl der FeyRIllb be mannlichen und weiblichen
Neugeborenen nicht signifikant unterscheidet, aber wahrscheinlich ist (Abbildung 47).

Zahl der FeyRlllb

mannliche Neugeborene
] n.s.(P=0,078)
weibliche Neugeborene

Abbildung 47: Der Mann-Whitney-Test auf Signifikanz liefert einen nicht signifikanten, aber wahrscheinlichen

Unterschied der Zahl der FcyRIllb auf Neutrophilen mannlicher und weiblicher Neugeborener mit einer hdheren
Expression bei weiblichen Neugeborenen.

3.5.2.2 EinfluB von Komplikationen wdhrend der Geburt auf die Zahl der
FcyRIIIb
Unter der Geburt klinisch unauffallige Neugeborene exprimieren im Mittel 151.826 + 48.630 FcyRII1b auf

ihren Neutrophilen. Bel den vier Kindern, die nach der 41. Schwangerschaftswoche geboren wurden, i der
Mittelwert mit 217.379 + 137.577 FcyRI1 b hoher as bel Kindern, die zwischen der 38. und der 41. Woche
geboren wurden. Mit der Irrtumswahrscheinlichkeit p = 0,157 kann jedoch nicht von einem datigisch
wahrscheinlichen Unterschied in der Zahl der FoyRIlIb ausgegangen werden. Auch alle anderen
Besonderheiten unter der Geburt, der Geburtsmodus, die Schwangerschaftsvoche, der pH-Wert des
Nabelschnurbluts und der Apgar—\Wert 5 Minuten nach der Geburt zeigen keinen Einflul? auf die Expression
des FcyRIl b auf der Granulozytenmembran (Anhang 8.5, Tabelle 27, Tabelle 28).
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3.5.2.3 Vergleich der FcyRIIIb-Expression auf Neutrophilen Erwachsener und
Neugeborener

Beim Vergleich der Zahl der FcyRII b bel gesunden Erwachsenen und bei Neugeborenen zeigt sich, dal3 die
Anzahl der FcyRIlIb auf Neutrophilen Neugeborener signifikant geringer ig as auf Neutrophilen
Erwachsener (Abbildung 48).

Bel Neutrophilen Neugeborener mit einem vorausgegangenem vorzetigen Blasensprung it die Anzahl der
FoyRIllb mit der Irrtumswahrscheinlichket p < 0,05 ggnifikant erniedrigt im Vergleich zu gesunden
Erwachsenen. Auch bel Neugeborenen mit einem pathologischen CTG i die Zahl der FeyRIlb mit der
Irtumswahrscheinlichkelt p < 0,05 geringer as bel Erwachsenen (Abbildung 48).

Neutrophile erwachsener Spender nach Gabe von G-CSF oder be schweren bakteriellen Infektionen
exprimieren wesentlich weniger FcyRlI I 1b as Neutrophile Neugeborener (p < 0,05).

Zahl der FcyRIlIb

Neugeborene
] P<0,05
gesunde Erwachsene

Neugeborene nach ] P<0,05
vorzeitigem Blasensprung
P<0,05
Neugeborene mit
path. CTG

Abbildung 48: Der Signifikanztest (Mann-Whitney-Test) liefert einen signifikanten Unterschied in der Zahl der
FcyRIllb auf der Granulozytenoberfldche bei Erwachsenen und Neugeborenen. Neugeborene exprimieren

signifikant weniger FcyRIlIb als gesunde erwachsene Spender, unabhanig davon, ob ein vorzeitiger Blasensprung
oder ein pathologisches CTG vorausgegangen ist.

3.6 Bestimmung des G-CSF-Spiegels

Dea G-CS~Spiegd im Plasma wurde bel einigen zufdlig ausgewahlten Personen jeder Patientengruppe
begtimnnt.

Be Patienten mit einer chronischen Hepatitis B oder C sind die G-CSFSpiegel erhoht. Auch bei Petienten
mit schwerer bakterieller Infektion und bel gesunden Spendern nach Gabe von G-CSF werden erhdhte G-
CSFSpiegd gemessen. Im Normbereich war der G-CSHSpiegd bei RA-Patienten. Niedrigere G-CSH
Spiegd als bal gesunden Personen wurden bel PV-Patienten gemessen. Die Mel3werte sind jewells in den
Tabellen zur NB1-Expression bel den einzelnen Patientengruppen aufgeftihrt.
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4 Diskussion

4.1 Expression des NB1-Glykoproteins

4.1.1 Gesunde Personen

Es wurde die NB1-Expresson pro Neutrophilem und der Anteil NB1 exprimierender Zellen bestimmt.
Neutrophile gesunder Personen dienten als'Vergleichsgruppe, um Verdnderungen der NB1-Expression unter
verschiedenen Bedingungen wie Sepsis, PV, Hepatitis, rheumatoider Arthritis und unter G-CSFStimulation
festzugellen.

Neutrophile von 94,7% der untersuchten gesunden Personen exprimieren NB1. In der Literatur wird die
Antigenfrequenz von NB1 mit 87-100% bei gesunden Individuen verschiedener Bevolkerungsgruppen
angegeben [Lin et a. 1994; Bux 2000a; Matsuo et a. 2000; Stroncek 20024). Die hier untersuchte
Sichprobe kann daher ds as rerasentativer Tel der Grundgesantheit NB1-exprimierender
Bevolkerungsgruppen angesehen werden.

Eszeigt Sch eine grole interindividuelle Variabilitét des AntellsNB1+ Zellen (0-86%) mit einem Mittelwert
von 50% sowie eine zweigipflige Verteillung mit einem Verteillungsmaximum bel 20-40% und 60-80%.
Diese Verteilung entspricht im wesentlichen den bisher publizierten Werten zum Antell NB1+ Neutrophiler
[Goldschmeding et a. 1992; Stroncek et a. 1994b; Matsuo et a. 2000]. Auch die doppelgipflige Vertellung
mit einer Tendenz zu sowohl kleinen Anteilen NB1+ Subpopulation (<40% NB1+ Neutrophile) as auch zu
grol3en (>60% NB1+ Neutrophile) wurde beschrieben [Goldschmeding et d. 1992; Wolff et a. 2003]. Die
von Matsuo et d. [2000] beschriebene ,, atypische Reaktion® bel ca 8-11% gesunder Personen mit zwei
NB1-exprimierenden Neutrophilenpopulationen wird ebenfalls bel zwel Personen (5%) beobachtet.

Matsuo et a. [2000] geben einen sgnifikant hoheren Antell NB1+ Zellen bel Frauen (63,1+19,6%) im
Vergleich zu Mannern (53,1+19,2) an, wahrend Goldschmeding et a. [1992] keine Geschlechtsabhangigkeit
des Antells NB1+ Granulozyten festgellen konnte. In dieser Arbeit kann ein ggnifikant hoherer Antelil
NB1+ Zdlen bel Frauen nachgewiesen werden. Ein Einflul des Alters auf die Expression kann aufgrund der
Homogenitét der untersuchten Gruppe nicht ausgemacht werden.

Die mehrmalige Besimmung des Antells NB1+ Zdlen tiber einen Zeitraum von 3 Monaten zeigt bel den
meisen gesunden Personen einen recht kondanten Wert, nur bel wenigen treten sarke Fluktuationen auf,
was sich mit den Literaturangaben deckt [ Goldschmeding et d. 1992; Matsuo et a. 2000].

Die gut charakterisierten, spezifischen MAkKs gegen das NB1-GP (1B5, 4D1 und 7D8) sowie humane
Antiseren [Clement et d. 1983; Goldschmeding et al. 1992; Stroncek et d. 1994b; Stroncek 19963 erkennen
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das gleiche Glykoprotein der gleichen Subpopulation Neutrophiler, aber jeweils andere Epitope, so dal3 die
Angaben zum Antell NB1+ Zellen leicht variieren. Fir NB1 werden mindestens drel verschiedene Epitope
poduliert, die meig eine gemeinsame Expresson aufweisen [Clement et d. 1983; Stroncek e d. 1996a;
Matsuo et d. 2000]. Aktuellere Untersuchungen der mRNA und DNA zeigten viele Polymorphismen, so
dal? man weitere Epitopen erwarten kann [Wolff et a. 2003; Caruccio et a. 2004]. Eine Erklarung fir das
be manchen Peasonen unterschiedliche Bindungsverhdten NBI1-spezifischer Antikorper  kénnen
Polymorphismen mit veranderter Terti&rstruktur oder Mutationen in der Promotorregion bieten [Matsuo et
al. 2000; Wolff et d. 2003], wodurch die gangigen Antikorper nicht mehr ,, passen’.

Neben dem Antell NBl-postiver Neutrophiler interessert bel der Frage nach ener physiologischen
Funktion des NB1-GP die quantitative Expresson pro Neutrophilem und mogliche Variationen. Eswurden
durchschnittlich 41.549 NB1-GP pro Zelle mit einer Spannwelte von 14.700-139.875 besimmt, was anzeigt,
dal? grofée interindividuelle Unterschiede in der Expresson bestehen. In der gegenwétigen Literatur herrscht
Mangel an quartitativen Angaben zur Zahl der NB1-GP auf Neutrophilen gesunder Personen. Angaben zur
mittleren Huoreszenzintensité lassen sch aufgrund unterschiedlicher Gerdeeingelungen nicht direkt
vergleichen. Bal gesunden Individuen wurden 36.000 — 318.000 NB1-GP pro Neutrophilem ermittelt [Bux
et a. 1992h], etwas mehr als in der vorliegenden Arbeit. Auf mRNA-Ebene bestétigt sich, dal? eine hohe
interindividudle Variabilitét der CD177-Expresson begeht [Wolff e d. 2003; Gohring e a. 2004;
Passamonti et a. 2004]. Bestimmungen der NB1-Expresson Uber einen langeren Zeitraum an einigen
zuféllig ausgewahlten gesunden Personen zeigen geringe intraindividuelle Schwankungen. Diese Ergebnisse
werden dadurch best&igt, dal? auch die mMRNA-Menge bel Gesunden relativ kongant bleibt [Wolff 2005].
Ba zwei gesunden Personen wurden mehr als 100000 NB1-GP pro Neutrophilem gemessen, wobei
Kontrollmessungen jewells niedrigere Werte ergaben, s0 dass bel diesen Personen miglicherweise eine

bislang subklinische Infektkongellation vorlag.

Diese Kongtanz sowohl in der Zahl der exprimierten NB1-GP als auch im Antell NB1+ Neutrophiler ig ein
weiterer Hinwels auf die genetische Determination der NB1-Expression, wie dies schon lange vermutet wird
[Verheugt e a. 1978; Goldschmeding et al. 1992]. Diese Ergebnisse werden dadurch bestétigt, dald fir
einige genetische Polymorphismen, tellweise mit nachfolgenden AS-Augtausch, eine Assoziation mit einem
kleinen oder grofen Anteil NB1+ bzw. mit einer hohen oder niedrigen Proteinexpresson gefunden wurde
[Wolff et d. 2003; Caruccio et a. 2004]. Ein genetischer Defekt mit folgender fehlerhafter mRNA-Bildung
wird als Ursache der NB1-defizienten Neutrophilen angesehen [Kissel et d. 2001, 2002; Wolff et d. 2003].
Dies impliziert, dal3 bal jedem Menschen mindestens zwel beziiglich NB1 genetisch unterschiedliche
Stammzellen vorkommen. Bel Personen mit zwel NB1+ Subpopulationen miifdten daher mindestens drel
unterschiedliche Stammzellen vorliegen. Unklar i dennoch, warum sich bel fagt alen Personen NB1+ und
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NB1- Neutrophile finden. Mdglicherweise haben beide Subpopulationen unterschiedliche Aufgaben zu
eflllen oder NB1+ Neutrophile werden unter bestimmten Bedingungen, z.B. Infektionen, vermehrt
bendtigt.

4.1.2 Gesunde Personen nach Gabe von G-CSF

Von Interesse war der Einfluf3 des hdmatopoetischen Wachsumsfaktors G-CSF auf die NB1-Expression bei
gesunden I ndividuen, um eine mdgliche Regulation der Expression aufzukléren.

Bel einmaliger Verabreichung von G-CSF (5ug/kg Koérpergewicht) an gesunde Personen nimmt die Zahl
der auf der Zelmembran exprimierten NB1-GP ggnifikant zu im Vergleich zur Expresson vor G-CSH~
Gabe und im Vergleich zu ungimulierten Gesunden. Dies deckt sich mit den Beobachtungen, dal? bel
Markierung mit einem CD177-spezifischen Antikorper die Fluoreszenzintensitét Neutrophiler von G-CSF
gimulierten Stammzellspendern und mit G-CSF aktivierten Neutrophilen stérker is as bei ungimulierten
Granulozyten [Skubitz et al. 1991; Stroncek et a. 1998b; Matsuo e a. 2000]. Be Anwendung von G-CSF
Uber mehrere Tage komnt es zu einer weiteren Zunahme der Expression pro Zelle, wie diesbel Spender G3,
G5, G7 zu sehen i (Tabdlle 15). Eine Zunahme der NB1-Expression bel G-CSFAnwendung Uber mehrere
Tage ig vorbeschrieben, wobel interessant i, dald es nach 4-5 Tagen zu einer Abnahme der NB1-
Expression kam [Stroncek et d. 1994c; 1998h]. Auch dieswird bei einer Person (G4) beobeachtet, bel der die
Expression be t&glicher G-CSF Applikation von Tag 3 auf Tag 5 wieder abnimmt. Eine hohere NB1-
Expression auf Neutrophilen aus Knochenmark oder peripherem Blut nach G-CSFStimulation wurde auch
auf mRNA-Ebene beobachtet mit einem ca. 1000fachen Angtieg [Wolff et d. 2003, 2005; Gohring et d.
2004; Passamonti et al. 2004].

Der Anteil der NB1+ Neutrophilen bleibt bei einmaliger Gabe von G-CSF an gesunde Personen kongtant
und unterscheidet sich auch nicht von der Kontrollgruppe. Ahnlich ist das Ergebnis nach in-vitro Versuchen
mit fMLP, wo es zu einer vermehrten Expresson von NB1 pro Neutrophilem bel kongtantem Antell der
NB1-exprimierenden Zdlen kam [Goldschmeding et a. 1992]. Nach Stimulation mit G-CSF ligld sich nur in
bereits NB1-exprimierenden Neutrophilen mehr NB1-mRNA nachweisen [Wolff et d. 2003], so dal3 auch
nur auf diesen Neutrophilen eine Zunahme der Proteinexpression zu erwarten ist. Bel Gabe von G-CSF an
mehreren aufeinanderfolgenden Tagen an zwel Personen bleibt der Antell NB1+ Neutrophiler bis Tag 2
weitgehend kongtant und nimmt an Tag 3 etwas zu, wie dies auch von Stroncek et al. [1998h] beschrieben
wurde. Bel Anwendung von G-CSF lber 10 Tage wurde eine Zunahme der NB1+ Neutrophilen auf im
Mittel bis 90% beobachtet, was bis 3 Tage nach der letzten G-CSFApplikation anhielt [Stroncek et al.
19980]. Auch bel Spender G4 geigt der Antell der NB1-exprimierenden Neutrophilen von 68% auf 85%
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nach funftégiger Anwendung von G-CSF. Ein Einflu3 von G-CSF auf die NB1-GP-Expresson konnte

somit in mehreren Arbeiten gezeigt werden.

4.1.3 Patienten mit bakteriellen Infektionen

Neutrophile sind, wie eingangs erwahnt, relevant in der Pathogenese von Infektionen und Sepsis und haben
wichtige Aufgaben in der Abwehr. Um mehr lber eine mdgliche Funktion und Regulation der NB1-
Expression zu efahren, wurde die NB1-Expression auf Neutrophilen von Petienten mit schweren
bakteriellen | nfektionen untersucht.

Es zeigt sch in diessr Arbeit eine dgnifikant gesteigerte NB1-Expresson bel Patienten mit schweren
bakteriellen | nfektionen. Aufgrund der nicht ganz homogenen Petientengruppe mit unterschiedlich schweren
I nfektionen und unterschiedlichem Krankheitsstadium ergibt sich eine relativ grof3e Streuung der Ergebnisse.
Im Mittel it die NB1-Expresson pro Neutrophilem bei Infektionen geringer as nach G-CSFStimulation
gesunder Personen, aber es werden auch weitaus hthere Werte gemessen. Eine Expression auf dem Niveau
von Gesunden besteht bel Petienten mit bereits deutlicher Besserung der Erkrankung und bel lokaisierten
und abgekapselten Infektionen (Abszel3, Pleuraempyem), so dal3 hier wohl keine ausgepréagte sysemische
Betelligung mehr vorliegt. Alle anderen noch schwer kranken Petienten weisen — sofern nicht eine NB1-
Defizienz vorliegt — pro Neutrophilem >100000 NB1-GP auf und meis noch dartiber, was bei Gesunden
kaum erreicht wird. Bel einigen Patienten wurde die NB1-Expresson mehrmals bestimmt und gesehen, dal3
die Zahl der NB1-GP bei Klinischer und laborchemischer Verbesserung des Gesundheitszusands abnimmt.
Dennoch kann keine Korrelation von NB1-Expresson und Laborparametern wie Neutrophilenzahl, CRP
festgesd |t werden. Demgegeniiber geht Patient 14, bal dem es zu einer maximalen NB1-Expresson und im
Verlauf zum Tod kam. Daher i anhand der vorliegenden Ergebnisse ein Zusammenhang von Schwere
einer Infektion mit der NB1-Expresson maglich.

Die bel enigen zuféllig ausgewahiten Patienten bestimmten G-CSF Spiegel zeigen, dd3 bei dlen schwer
kranken Petienten G-CSF im Plasma erhdht ig. Auch andere Autoren fanden hohe G-CSFSpiegel bel
Patienten mit akuten (bakteriellen) Infektionen, septischem Schock bzw. Sepsis [Watari et a. 1989,
Kawakami et d. 1990; GrossWeege et d. 1997; Bux e al. 1999c; Barth et d. 2001]. Bel den Patienten,
deren NB1-Expresson auf dem Niveau von Gesunden lag und bel denen schon die Rekonvaeszenz
begonnen hatte, lag auch der G-CSFSpiegd im Normbereich. Dies impliziert, dal3 be bakteriellen
Infektionen ein Einflul? von G-CSF auf die Expression von NB1 vorliegt. Untersttitzt wird dies dadurch, dal
andere Arbeitsgruppen eine vermehrte Expresson von CD177-mRNA bei sekundéren Leukozytosen zeigen
konnten [Passamonti et a. 2004].
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Ein interessanter Agpekt id, dald auch der Antell NBl-exprimierender Granulozyten im Vergleich zu
Gesunden bel Patienten mit schwerer Infektion signifikant hoher i, Bel Patient 11 und 112, bel denen eine
klinische Besserung entrat, wurde im Verlauf auch ein geringerer Antell NB1+ Neutrophiler gemessen.
Ahnliche Beobachtungen wurden bisher von anderen Autoren nicht berichtet, so dal3 als Analogie nur die
Zunahme des Anteil NB1-exprimierender Neutrophiler nach langerer G-CSFAnwendung wie oben erwahnt
dienen kann. Erklaren |83 sich der hthere Anteill NB1+ Neutrophiler dadurch, dal die Patienten meigt nicht
am erden Krankheitdag untersucht wurden und daher G-CSF und andere Zytokine bereits einige Tage
wirkten und moglicherweise vermehrt NB1-exprimierende Neutrophile aus dem Knochenmark in die
Peripherie freigesetzt wurden. Eine andere Hypothese igt, dal3 vornehmlich NB1-negative Neutrophile die
Blutbahn verlassen und daher eine relative Veranderung des Anteils entritt. Eine vermehrte Adh&sion von
ungimulierten und NB1-defizienten Neutrophilen an Endothelzellen is beschrieben [Stroncek et d. 1993b;

19944].

4.1.4 Patienten mit Polyzythdmia vera

Ba an PV ekrankten Paienten als Beispiel einer klonden myeloproliferativen Erkrankung mit einer
gedteigerten Hamatopoee werden sgnifikant mehr NB1-GP pro Neutrophilem as bei gesunden Personen
exprimiert. Damit konkordant sind die Ergebnisse beztiglich der mRNA fir NB1, die in Granulozyten von
PV-Patienten in ggnifikant groflRerer Menge nachgewiesen werden konnte as in Granulozyten gesunder
Personen [Gohring et d. 2004; Passamorti et a. 2004]. Auch mRNA fir PRV-1 wird bel PV-Patienten
ggnifikant vermehrt exprimiert [Temerinac et al. 2000; Kissal et a. 2001; Klippd et d. 2002; Johansson et
a. 2003; Horensa et d. 2004; Stroncek et a. 2004]. Wurde fir PRV-1 zunéchgt nur die Expression auf
aktivierten Neutrophilen und Neutrophilen von PV-Peatienten pogtuliert, 0 konnte zwischenzeitlich gezeigt
werden, da3 PRV-1 wie auch NB1 be Gesunden exprimiert wird, aber eben in geringerer Menge
[Temerinac et d. 2000; Bock et d. 2003; Johansson et a. 2003]. Dem entgegen seht eine Arbeit von Klippel
et a. [2002], in der zwar eine vermehrte mMRNA-Expression fir CD177 bel PV-Patienten, jedoch keine
vermehrte Expresson auf der Zelloberflache beschrieben ig. Eine vermehrte Expression von CD177-
MRNA ig auch be anderen hamatologischen Erkrankungen beschrieben, die mit einer vermehrten
Blutzellbildung einhergehen wie die essentiele Thrombozytamie, das myelodysplastisches Syndrom, die
CML und Ogteomyelofibrose, so dal? die gesteigerte CD177-Expression nicht als spezifisch fir die PV gilt,
aber bel PV-Patienten haufiger auftritt [Teofili e al. 2002; Bock et d. 2003; Liu et d. 2003; Tefferi et d.
2003; Passamonti et al. 2004].

Der Einfluf? einer medikamentdsen Therapie der PV auf die Expression von CD177-mRNA wurde bereits
von anderen Arbeitgruppen untersucht. Es zeigte sich, dal3 Hydroxyurea und Aderla3behandlung keinen
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Einflud haben, es unter Interferon-o jedoch zu einem Rickgang der CD177-mRNA-Expression auf das

Niveau gesunder Kontrollpersonen kommt [Fruehauf et d. 2003]. Johanson et d. [2004] wiederum
bechreiben eine Zunahme der CD177-Expresson zu Beginn ener Behandlung mit Hydroxyurea
Prgparaten. Das hier untersuchte Petientenkollektiv wurde Uberwiegend mit Hydroxyureaprgparten oder nur
mit Aderla thergpiert, 30 dal3 ein Einfluld der Therapie auf die Ergebnisse bestehen konnte, aber bel bereits
langjdhriger Thergpie unwahrscheinlich erscheint und auch bisher nicht eindeutig belegt i

Bemerkenswert id, dal3 bei PV-Pdienten auch der Anteil NB1+ Zelen im Verglech zu Gesunden
dgnifikant geseigert id. Bel dlen untersuchten Personen exprimieren mindestens 60% der Neutrophilen,
meid sogar 80% NB1 auf der Zdloberflache Diese Beobachtung ig bisher in der Literaur nicht
beschrieben, da meig die CD177-Expresson auf mRNA-Ebene untersucht wurde. Bei der CML s ener
weiteren myeloproliferativen Erkrankung ig dagegen der Anteil NB1+ Granulozyten im Vergleich zu
Gesunden geringer [Stroncek et al. 1998a). Fir Gesunde wird ein im Verlauf weitgehend kongantes,
individuelles und moglicherweise genetisch determiniertes Verhdtnis NB1+ und NB1- Zellen beschrieben,
wie dies auch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte [ Goldschmeding et d. 1992, Matsuo et d. 2000; Wolff
et d. 2003]. Unklar ig bisher, ob PV-Patienten bereits vor der Erkrankung einen grof3en Anteil NB1+
Neutrophiler aufweisen oder ob dies eine Folge der Erkrankung is. Denkbar ware, dal3 vorwiegend NB1+
Vorlauferzellen von diesar klonalen Erkrankung betroffen sind oder dal3 NB1+ Vorlauferzellen vermehrt auf
Wachgtumsfaktoren angprechen.

Im Gegensatz zu Patienten mit schweren Infektionen, bei denen ebenfalls der Anteil NB+ Neutrophiler
erhoht ist, wird bei PV-Patienten ein verminderter G-CSFSpiegel im Plasma gemessen in Ubereingtimmung
mit der Literatur [Watari et a. 1989]. Diese Ergebnisse sind in Einklang mit der vermuteten Atiologie der
PV mit einem vermehrten Ansprechen der Vorlauferzellen auf Wachsumsfaktoren. Da G-CSF wesentlich
zur Regulation der basalen Neutrophilenzahl baitrégt [Basu et a. 2000, 2002], is davon auszugehen, dal3 der
Regulationsmechanismus noch funktioniet und es im Sinne des Regelkreises aufgrund der bel
unbehandelten Patienten hohen Neutrophilenzahl zu einem verminderten G-CS—Spiegel kommit. I nteressant
ig, dal3 trotz der im Normbereich liegenden Neutrophilenzahlen die NB1-Expression vermehrt i, wahrend
ba Patienten mit bakteriellen Infektionen und bei Gesunden nach Stimulation mit G-CSF gleichzeitig auch
die Zahl der im peripheren Blut vorhandenen Neutrophilen erhht war.

Genomische Verdnderungen der NB1-mRNA wie Deletionen, Trandokationen oder | nsertionen wurden bel
PV-Patienten nicht nachgewiesen. [Klippel et d. 2002; Ngfeld et a. 2003], so dal3 man den Schiul? ziehen
kann, dali3 die vermehrte NB1-Expresson nicht auf genetische Ursachen zuriickgefiihrt werden kann. NB1
weig zwischen PV-Patienten und Gesunden biochemisch keine Unterschiede auf [Klippel et d. 2002], 0
dal3 auch von einem unverénderten Protein ausgegangen werden kann, das jedoch vermehrt exprimiert wird.
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4.1.5 Patienten mit chronischer Hepatitis B oder C

Neben bakteridlen Erkrankungen interessierte die NB1-Expresson bea viradlen Infektionen. Die NB1-
Expression bel Patienten mit einer chronischen Virushepatitis ig nicht sgnifikant unterschiedlich im
Vergleich zu gesunden Personen. Auch der Anteil NB1+ Neutrophiler unterscheidet sich nicht signifikant
von Gesunden. Be dlen untersuchten Personen waren Laborparameter wie Leukozyten- und
Granulozytenzahlen im Normbereich und das CRP dlenfalls gering erhdht. Die G-CSFSpiegd lagen Gber
dem Normbereich. Wahrend bel dlen anderen Patientengruppen ein hoher G-CS~Spiegd mit vermehrter
NB1-Expresson enherging, heate hier dar G-CSFSpiegel offenbar keinen Einflul3, was bidang noch
ungeklat id. Diese Ergebnisse zeigen, da3 kein relevanter Einflud (chronischer) sysemischer virder
Infektionen auf die NB1-Expression besteht. Interessant i, dal3 Sich bei ca 77% der Petienten mit Hepatitis
C HCV-RNA in den Neutrophilen nachweisen 1&% ohne klinisch oder laborchemisch Kkorrelierende
Parameter [Crovatti et al. 2000] oder Konformationsanderung von Membranproteinen, so dal3 die RNA
entweder gar nicht as fremd erkannt oder ,,akzeptiert” wird. Da bel der Immunaowehr virder Infektionen
vorwiegend das T-Zdll-Sysem, Makrophagen, virusneutralisierende Antikorper und natlrliche Killerzellen
involviert and [Riede und Schéfer 1999; Liebert 2002], war eine ausgepragte Aktivierung Neutrophiler und
damit eine Anderung der Expression verschiedener Membranproteine nicht zu erwarten. Koyama et d.
[1991] beschreiben einen Fal alkoholtoxischer Hepatitis, bel der es zu einer Freisetzung von G-CSF aus
gechédigten Hepatozyten mit nachfolgender Hyperleukozytose kam.

Tierversuche mit experimentellen viralen Infektionen des ZNS indizieren ene relevante Funktion
Neutrophiler bei der Regulation von Entziindungsvorgangen und der virden Replikation. Es wird en
Einflul3 von Neutrophilen auf die Blut-Hirn-Schranke und die Einwanderung mononukledrer Leukozyten
vermutet [Zhou e d. 2003]. Eswére daher interessant, eine Untersuchung der NB1-Expresson bel akuten
virden Infektionen wie z.B. Varizellen, Influenza durchzufiihren, um diese Ergebnisse zu erganzen und zu
klaren, ob NB1 auch in akuten Erkrankungsphasen keine wesentliche Expressonsanderung zeigt.

4.1.6 Patienten mit rheumatoider Arthritis

Be Patienten mit RA als eine abakteridlle, sysemische Autoimmunerkrankung besteht im Vergleich zu
gesunden Personen eine signifikant hthere NB1-Expresson pro Neutrophilem. Extrem hohe Werte Uber
120000 NB1-GP pro Z€lle wie bel schweren bakteriellen Infektionen und nach Gabe von G-CSF wurden
alerdings nur bei einer Person ereicht. Melg war die Zahl der NB1-GP pro Neutrophilen nur mé3ig im
Vegleich zu Gesunden ehdht. Es ig daher ene dggnifikante, aber insgesamt eher méige
Expressionssteigerung bei Patienten mit RA zu beobachten.
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De Antell der NB1+ Neutrophilen i¢ bei RA-Patienten im Vergleich zu Gesunden nicht signifikant
verschieden und entspricht mit einem Mittelwert von 52% dem gesunder Personen. Auch dies ig ds
Hinwels zu werten, dal3 es nur zu einer geringgradig erhdhten Expression von NB1 kommt. Entsprechende
Ergebnisse zur NB1-Expression bel RA-Patienten in der Literaur liegen nicht vor. Da3 NB1 ba RA-
Patienten vermehrt exprimiert wird, 18% sich dadurch erkléren, dal? es sch um eine Sysemerkrankung mit
Schwerpunkt der Entziindungsresktion an den Gelenken handelt. Zudem war bel vielen Patienten mit einer
hohen NB1-Expression das CRP erhoht als Hinwels auf eine sysemische Entztindungsregktion, und héaufig
lag auch eine Leukozytose vor. Da fag dle Patienten mit Kortikosteroiden behandelt wurden, die eine
Granulozytose audlésen konnen, ig die Zahl der Granulozyten alerdings vorschtig zu werten. Ob
Kortikogeroide die NB1-Expression beeinflussen, i unbekannt. Bekannt i, dald bei der RA vide
proinflammtorische Zytokine in der Synovia, aber auch sysemisch vermehrt vorkommen, wie z.B. G-CSF
[Nekamura et a. 2000], GM-CSF, IL-8 [Choy und Panayi 2001], wodurch eine Aktivierung gattfinden
konnte mit nachfolgend vermehrter NB1-Expression. Interessant wére in diesem Zusammenhang, die
Expression von NB1 in der Synovia zu besimmen, dadarin bis zu 90% der Zellen Neutrophile snd und sich
viele proinflammeatorische Zytokine nachweisen lassen [Choy und Panayi 2001; Hayashida et al. 2001].
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4.2 Expression des NB1-Glykoproteins auf
Neutrophilen aus Nabelschnurblut

Die Untersuchungen zur NB1-Expression auf Neutrophilen aus Nabelschnurblut Neugeborenener ergeben,
dal3 NBL1 in sgnifikant grof3erer Zahl auf der Zellmembran exprimiert wird as bei gesunden Erwachsenen.
Im Vergleich zu Erwachsenen nach Gabe von G-CSF oder mit schweren Infektionen is die Expresson
geinger. Eine ggnifikant hohere Expresson wurde auch fir CD177-mRNA aus Granulozyten aus
Nabelschnurblut im Vergleich zu Erwachsenen nachgewiesen [Wolff 2005; Wolff et a. 2006]. Interessant
ig, dal? die Expresson bei Madchen sgnifikant hther as bei Jungen i, sowohl auf Protein als auch auf
MRNA-Ebene [Wolff 2005; Wolff et a. 2006].

Beziglich der Geburtsumsténde wie Gewicht, Schwangerschaftsvoche, pH-Wert des Nabelschnurbluts und
des APGAR-Index zeigen sch keine signifikanten Einfltisse auf die NB1-Expression.

Bel Neugeborenen, bel denen ein vorzeitiger Blasensprung bestand, womit eine erhohte | nfektionsgefahr
einhergelt, wird NB1 signifikant hoher exprimiert. Man kann vermuten, dal3 Neutrophile bel dieser
potertiellen Infektion aktiviert werden, wie dies bal Patienten mit schweren bakterigllen Infektionen
nachgewiesen werden konnte. Bekannt i die Asoziaion eines Amnioninfektionssyndroms mit einer
vermehrten Expresson von G-CSHRezeptoren auf Plazentazellen und einer hoheren G-CSHKonzentration
in der Amnionflissigkeit, im Serum der Mutter und Urin des Neugeborenen [Calhoun et al. 2001]. Langer
besehende Komplikationen wahrend der Schwangerschaft wie Fehlbildungen, Erkrankungen der Mutter
(Hypertonie, Diabetes) oder auch vorzeitige Wehen hatten keinen Einfluf? auf die NB1-Expresson. Dem
gegentiber gehen eine Hochregulation der NB1-mRNA im Nabelschnurblut von M&dchen - nicht jedoch bei
Jungen-, bel denen ein auffélliges CTG, Probleme der Mutter wéhrend der Schwangerschaft und perinata
bestanden hatten [Wolff 2005, Wolff et d. 2006].

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dal eine vermehrte NB1-Expresson auf Neutrophilen Neugeborener
sehr frih in der Entwicklung beseht und im Verlauf weitestgehend kondant bleibt. Ein Einflul3 von
Hormonen und die Geburt an sich kdnnte die Expression auch beeinflussen, doch dann wére ein Unterschied
von per sectionem und spontan entbundenen Kindern zu erwarten.

Der Anteil NB1+ Neutrophiler in Nabelschnurblut ist im Vergleich zu gesunden Erwachsenen sgnifikant
hoher (75% versus 50%). Ahnliche Ergebnisse wurden bei Erwachsenen nur bei PV-Patienten erreicht. Der
grolerere Antell NB1+ Neutrophiler ig konkordant mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die
ebenfdls einen dggnifikant hoheren Antell NBl1-exprimierender Granulozyten in Nabelschnurblut
nachweisen konnten im Vergleich zu Erwachsenen [Madyastha et a. 1984; Stroncek et al. 19984]. Auchim
fetdlen Knochenmark war der Anteil NB1+ myeloischer Zellen hoher ds bei Erwachsenen [Stroncek et al.
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19984]. Bezliglich Geburtsgewicht, Schwangerschaftswvoche, pH-Wert des Nabdschnurbluts APGAR-
Index bestehen keine signifikanten Unterschiede des Anteils NB1+ Neutrophiler in dieser Arbeit. Lediglich
bel einem vorzeitigen Blasensprung kommt es zu einem signifikant hoheren Antell NB1+ Zellen.

Dal3 sowohl die Zahl der NB1-GP pro Zelle ds auch der Anteil NB1+ Zellen bel Neugeborenen unabhangig
vom Gedationsalter und Geburtggewicht signifikant hoher als bel Erwachsenen id, deutet auf eine
konditutionelle Expresson und weniger auf eine dtuaive Regulation hin. Diese Hypothese diitzen
Ergebnisse, die bei Untersuchungen an Schwangeren erhoben wurden: Bereits ab der Frihschwangerschaft,
vermutlich mit Beginn kurz nach der Fertilisation, kommt es zu einer vermehrten Expression von NB1, die
noch einige Wochen pog partum anhdt [Carrucio et d. 2003; Taniguchi et d. 2004]. Bei  Schwangeren
wurde keine signifikante Anderung der NB1-Expression bei vorzeitigen Wehen oder drohendem Abort
beobachtet [Taniguchi et a. 2004]. Mit der vermehrten NB1-Expression ging en Angieg der
Neutrophilenzahl einher [Taniguchi et a. 2004], 0 dal3 damit wiederum ein G-CSFEffekt zur Regulation
der Neutrophilenzahl vermutet werden kann (siehe Kapitel ,,Regulation der NB1-Expresson®). Im
Vergleich zu Erwachsenen enthdlt Blut Neugeborener weder prozentua noch absolut deutlich mehr
Neutrophile, was wiederum G-CSF as Ursache fir die vermehrte Expression unwahrscheinlich erscheinen
|8%. Anderersaits wird die vergakte Anfaligkeit von Neugeborenen fur Infektionen ua mit ener
vemindeten Knochenmarksesarve eaklat. De G-CSHRezeptor wird auf  Neutrophilen aus
Nabelschnurblut im Vergleich zu Erwachsenen geringer exprimiert [Gessler et a. 2000], was man zum
einen als vermehrte Empfindlichkeit fir Wachstumsfaktoren oder ds eine Herunterregulation bel bereits

maximaler Zellbildung erkléren kann.
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4.3 Expression des Fc)RIIIb auf Neutrophilen

Bel Gesunden ergibt sich eine mittlere Expresson des FcyRIIIb von ca 178.000/Neutrophilem mit
deutlichen interindividuellen Unterschieden. Dies entspricht den in der Literatur genannten Zahlen mit
173.000 - 242.000 Fcy-Rezeptoren |11b pro Zelle mit grofier interindividueller Varianz [Huizinga et a. 1989,
1990c; Bux et d. 1992b, 1994; Bux 20004]. Bei einem Spender war bekannt, dal3 es sch um HNA-1c mit
drei Genen handdlt, und interessanterwelse lag auch die Expression mit 249.366 FcyRI b pro Neutrophilem
deutlich Gber dem Mittewert. Die bekannten Unterschiede in der Expresson abhéngig vom HNA-1-
Phanotyp [Koene et a. 1996] wurden fr die vorliegende Arbeit as nicht relevant angesehen und daher nicht
untersucht.

Bel Spendern, deren FeyRIIIb-Expresson mehrmals innerhalb 3 Monaten bestimmt wurde, zeigen sich
geringe Unterschiede. Auch die im Plasma vorliegende Menge sFcyRIIIb bleibt Gber einen langeren
Zeitraum kondant. Da die Menge des sFcyRIlIb mit der Neutrophilenproduktion und damit der
Neutrophilenzahl korrdiert [Huizingaet d. 1994], slitzt diesdie vorliegenden Ergebnisse.

Wird G-CSF gesunden Personen verabreicht, kommt es innerhab von 8-24h zu einer Sgnifikant geringeren
Expression des FcyRIlIb um ca 50-80% und zu einer weiteren Abnahme bel erneuter G-CS~Gabe [de
Haas et d. 1994, Spiekermann e a. 1994; Michon et al. 1998; Stroncek et d. 1998ab]. Bel G-CSHGabe an
10 aufeinanderfolgenden Tagen bleibt die Expression des FcyRIl b auf kongtantem Niveau vermindert und
kehrt 3 Tage nach der letzten G-CSHGabe auf Ausgangswerte zurlick [Stroncek et a. 1994c, 1998D). In
Ubereingimmung hiermit wird in der vorliegenden Arbeit eine signifikant geringere Expression des
FcyRIIb auf Neutrophilen ca 8-14h nach einmaliger G-CSFGabe bei gesunden Personen beobachtet.

Be Patienten mit schweren bakteriellen Infektionen wurde ebenfalls eine sgnifikant geringere Expression
des FcyRIITb gemessen. Dies wurde Ubereingimmend auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet und
zudem eine vermindete Expresson nach Expostion mit LPS gesshen [Wagner & a. 2003]. Bel
Sepsispatienten mit mehrmaliger Betimmung der FcyRI T b-Expression beobachtet man eine Zunahme im
Zuge der Klinischen Besserung, so dal? eine Korrelation mit der Schwere der Erkrankung mdglicherweise
beseht. Dies I&sg dch durch Versuche anderer Arbeitsgruppen siitzen, die zeigten, dal3 die Menge an
scyRIlIb bel septischen Patienten im Vergleich zu gesunden Personen erhdht i und mit der
Krankheitsaktivitét korreliert [Muller-Kobold e d. 1998]. Zudem ig eine Korrdaion der Menge von
sFcyRITb mit dem auf der Zellmembran exprimiertem FeyRII1b beschrieben [Koene et a. 1996]. Bekannt
ig zudem, da3 eine Aktivierung Neutrophiler mit fMLP eine vermehrte Abgabe des FcyRIlIb von der
Zellmembran bewirkt [Huizinga et a. 1988]. Somit 1&% dch die sgnifikant geringere Expresson des
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FcyRIIb nach Applikation von G-CSF und bel | nfektionen auf diese Weise erkl&ren.

Ein weiterer Grund fir die geringere Expression des FcyRIl b bel Infektionen und nach Gabe von G-CSF
konnte sein, dad vermehrt auch unreifere Neutrophile in die Blutbahn gelangen, was als
»Linksverschiebung” im Blutbild ba Infektionen bekannt id. Der FcyRIlIb wird auf fagt dlen reifen
Neutrophilen exprimiert, auf ca 31-50% der Metamyelocyten und auf ca. 8-10% der Myelozyten [Barclay et
al. 1993; Stroncek et a. 1998a; Stroncek 2002a]. Damit lief3e sch vor dlem die geringere Expression nach
Gabe von G-CSF ekléaren, denn durchfluRzytometrisch zeigt sich hierbei eine breitbasige rechtsgipflige
Vertellung, was Neutrophiler verschiedener Reifegrade mit entsorechend unterschiedlicher FoyRIlb-
Expression entgprechen kdnnte [Kerst et al. 1993b; de Haas et d. 1994; Stroncek et a. 19984.

Es wird vermutet, dal? durch die geringere Expression des FcyRIIlb die Zellen der vorzeitigen Apoptose
entgehen und damit langer der Immunabwehr zu Verfigung sehen [Wagner et d. 2003]. Die Zahl der
FoyRIlb scheint klinisch relevant zu sein, denn bel Petienten mit einer hohen préoperativen FcyRIIIb-
Expression und deutlicher postoperativer Herunterregulation traten seltener Infektionen im Verlauf auf als
bel Patienten mit einer préoperativ geringen Expression des FcyRI1Ib und nur geringer Abnahme [Viedma
Contreras 1999]. Andererseits is der FeyRIlIb relevant fir die Phagozytosefahigkeit Neutrophiler, so dal3
eine hohe Expresson enen Vortel in der Infektionsabwehr vermuten 1d3. Moglicherweise sind bel
Infektionen viele der Rezeptoren an Vorgangen der Phagozytose betelligt und bereits mit Antikorpern
beladen bzw. interndisiert, so da3 kein Nachweis mit Antikorpern gdingen kann. Zudem ig nicht die
absolute Zah! der exprimierten Rezeptoren, sondern auch das Verhdtnis der verschiedenen Fey-Rezeptoren
untereinander entscheidend fir die Funktion Neutrophiler [Ravetch und Bolland 2001].

Ba RA-Patienten zeigt sch in diesen Untersuchungen keine signifikant unterschiedliche Expression des
FoyRIlb im Vergleich zu Gesunden, o dal? die Aktivierung der Neutrophilen sysemisch gering ig. In der
GelenkflUssigkeit bel Arthritis wurde der sFcyRIIlb nachgewiesen, so dal? von einer lokalen Aktiverung
Neutrophiler auszugehen igt [Huizinga et d. 1990c]. Dader G-CSFSpiegd im Plasmabel den untersuchten
RA-Paienten tellweise erhoht war, scheint entweder kein ausreichender hoher G-CSHSpiegel erreicht zu
werden oder weitere Zytokine, z.B. TNF-o. gegenregulatorisch auf die Expresson von G-CSHRezeptoren
zuwirken[Gesder et d. 2000].

Eine sgnifikant geringere Expresson des FcyRIlIb im Vergleich zu Gesunden wurde bei PV-Patienten
gemessen, wie dies auch andere Arbeitsgruppen belegen [Kabutomori et d. 1997]. Auch be an CML
erkrankten Petienten ist die Expresson des FcyRIlIb geringer as bei Gesunden [Kabutomori et a. 1997;
Stroncek e a. 19984. Da bei der Atiologie der PV u.a eine Hypersensitivitd auf verschiedene
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Wachsumsfaktoren eine Rolle spielen, konnte dadurch die vermehrte Expresson des FcyRIlIb erkléart

werden.

Auf Neutrophilen aus Nabelschnurblut wird im Vergleich zu Neutrophilen be Erwachsenen signifikant
weniger FeyRIlIb exprimiert. Tendenziell exprimieren Neutrophile von Jungen weniger FcyRIlIb as
Neutrophile von Mé&dchen, was wiederum umgekehrt zu den Ergebnissen der NB1-Expresson padt (so.), da
sch bel den verschiedenen Untersuchungen gezeigt hatte, dal’ eine hohe NB1-Expresson meig mit einer
niedrigen FcyRIlb-Expresson einhergeht. Neben der geringeren Expression pro Neutrophilem wird eine
Expression auf einem geringeren Antell der Neutrophilen als bei Erwachsenen beschrieben [Carr und Davies
1990; Takahashi et al 1994].

Ein sgnifikanter Einflufd von Geburtsumsténden, Reife des Kindes, (vermuteten) | nfektionen besteht in der
vorliegenden Arbet nicht. Lediglich Erkrankungen und Probleme auf Sate der Mutter bewirken eine
geringere Expression. Die Expresson nimmt tendenziell mit der Reife des Kindes zu, so da3 bel Kindern,
die nach der 41. Woche geboren wurden, die hdchge FcyRIlIb-Expresson gemessen wurde. Be

Fruihgeborenen wird eine geringere FcyRI | Ib-Expression berichtet as bei termingerecht geborenen Kindern,

wobel sich die Expression innerhab ca 5 Tage nach Geburt angleicht. Eine deutlich geringere FeyRIIIb —
Expression ig fur septische Neugeborene beschrieben, wobel nicht nur Nabelschnurblut, sondern Blut von
Kindern bis zum 21. Lebengtag verwendet wurde, was den Vergleich erschwert [Carr und Davies 1990].

Zudem erkrankten in der vorliegenden Arbeit nur wenige der untersuchten Neugeborenen an I nfektionen, o
dal3 Uber die Funktion des FcyRIIIb als préadiktiver Parameter fir [nfektionen hier keine Aussage getroffen
werden kann.

Neutrophile Neugeborener und inshesondere Friihgeborener haben eine geringere Fahigkeit zur Bildung von
ROS, was auf die geringere Expression und/oder Funktion von Fcy-Rezeptoren zurtickgefuihrt wird und als
eine der Ursachen fir die erhdhte | nfektanfalligkeit angesehen wird [Komatsu et a. 2001]. Somit konnte die
Messung der FcyRIlIb-Expresson Hinweise geben, ob bei einem Neugeborenen und insbesondere bel

Friihgeborenen eine vermehrte I nfektanfalligkeit vorliegt.
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4.4 Expression weiterer Antigene auf Neutrophilen

Neben dem NB1-GP as dem fir diese Arbet im Vordergrund sehendem Protein interessierte die
Expresson weterer Proteine und Fcy-Rezeptoren auf Neutrophilen, da das Zusammenwirken der
verschiedenen Membranproteine die Aktivité und Funktion Neutrophiler wesentlich bestimmt.

Bel gesunden Personen wird der hochaffine FcyRI (CD64) nur in geringer und nur auf einem geringen
Anteill Neutrophiler exprimiert. [Stroncek et al. 1998b; Buckle und Hogg 1989; Huizinga et d. 1990a;
Gerickeet d. 1995]. Die nur geringe Expresson konnte auch in der vorliegenden Arbeit besté&tigt werden.

Be Patienten mit RA, PV, schweren bakteriellen Infektionen und nach Gabe von G-CSF bei Gesunden
wurde in diessr Arbeit ene dgnifikant hohere FoyRI-Expresson begimmt. Dabel ig die
Expressonsseigerung bei chronischen Erkrankungen wie der RA und der PV md3ig, wahrend nach
Applikation von G-CSF eine deutliche Hochregulation auftritt. Die hdchste Expression mit Werten sets Uber
dem Niveau von Gesunden begteht bel Patienten mit schweren bakteriellen Infektionen. Eine Expresson des
FcyRI auf Neutrophilen wurde in der Synovialflissgkeit von RA-Patienten nachgewiesen [Quayle et al.
1997]. Ubereingimmend mit diesen Ergebnissen it eine vermehrte Expression des FeyRI auf Neutrophilen
und Monozyten bel bekteriellen Infektionen Neugeborener, Kinder und Erwechsener sowie bel
(postoperativem) septischem Schock beschrieben [Fjaertoft et d. 1999; Bath et d. 2001; Hirsh et d. 2001].
Ein Einfluld verschiedener Zytokine (IFN-y, G-CSF) auf die Expresson von FoyRI ig bekannt [Anderson
und Looney 1986; Buckle und Hogg 1989; Huizinga et a. 1990a; Repp &t al. 1991; Klebanoff et a. 1992;
Witte und Schmidt 1992; Keards et d. 1993ab; Spiekermann et d. 1994; Gericke et d. 1995; Flesch et dl.
1998; Michon et a. 1998; Takano et d. 2000]. Anwendung von G-CSF Uber mehrere Tage fuhrt zu einer
welteren Expressionssteigerung mit Zunahme des Anteils FcyRI-exprimierender Neutrophiler [ Spiekermann
et d. 1994; Michon et a. 1998; Stroncek et a. 1998b]. Damit |83 dch die in der vorliegenden Arbeit
beobachtete nur méiige Hochregulation der FcyRI-Expresson bel einmaliger Applikation von G-CSF
erklaren und die deutlich hthere bei Patienten mit bakteriellen Infektionen, da in diesem Fall die Zytokine

bereitseinige Zeit wirken konnten.

Fir die Expresson des FcyRIl auf Neutrophilen wurden bel Gesunden im Mittel 20.187 Rezeptoren
nachgewiesen. Dies entgpricht in etwa den mittels quantitativen Enzym-lmmunoassay ermittelten Werten
mit ca. 27.000 [Bux et a.1992b] bzw. 10.000 - 40.000 Rezeptoren pro Zelle [Huizinga et d. 19904]. Eine
einmalige Stimulation mit G-CSF bewirkte eine nicht-signifikante, geringgradige Expressionssteigerung. G-
CSF, GM-CSF oder | FN-y haben nach einmaliger Anwendung weder in vitro [de Haas et a. 1994; Buckle
und Hogg 1989] noch in vivo einen Effekt auf die FcyRII-Expression [Kers et d. 1993Db; de Haas & 4.
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1994; Michon et d. 1998; Stroncek et a. 1998b], was die hier vorliegenden Ergebnisse stiitzt. Wird G-CSF
an mehreren Folgetagen verabreicht, seigt die FoyRII-Expression nach 3 bis 10 Tagen um 60-100% an
[Stroncek et a. 1998h)], so dal? man davon ausgehen mul3, dald keine kurzfrigige Hochregulation aus einem
intrazelluléren Pool, sondern vielmehr eine Neubildung Ursache i<,

Fir die Expresson von CD11b und CD18 wurde keine signifikante Expressonsinderung nach Gabe von
G-CSF und bei bakteriellen oder viralen Infektionen geseshen. Nach Applikation von G-CSF kommt es zu
einer gatigisch wahrscheinlichen vermehrten Expresson von CD11b. Fir CD11b ist eine Hochregulation
wahrend der friihen Aktivierungsphase mit Riickgang auf Normawerte innerhalb 12h beschrieben [de Haas
et a. 1994]. Die hier gefundenen leicht erhthten Werte konnten Reaultat eines individuell unterschiedlich
schnellen Ansprechens auf G-CSF und unterschiedlicher Dauer des Riickgangs auf das Ausgangsniveau
sein. Auch bei G-CSFGabe Uber mehrere Tage i keine signifikante Expressonsénderung beschrieben
[Stroncek et al. 1994c, 1998b], 0 dal? die Ergebnisse dieser Arbeit damit konkordant sind. Eine vermehrte
Expresson wird allerdings bei septischen Neugeborenen beschrieben, die G-CSF erhielten [Drossou-
Agakidou et d. 1998]. Neutrophile von erwachsenen Sepsispatienten wiesen eine hohere CD11b-Expresson
auf [Muller Kobold et d. 1998], wasin dieser Arbeit nicht gezeigt werden konnte.

Dea LPS-Rezeptor CD14 8% sich bel gesunden Spendern nur in geringer Zahl auf der Zdlmembran
Neutrophiler nachweisen und wird nach Gabe von G-CSF signifikant vermehrt exprimiert, wie dies auch
andere Arbeitsgruppen zeigen konnten [Hansen et a. 1993; Spiekermann et d. 1994; Stroncek et a 1998D;
Nussler et d. 1999; Wagner et d. 2003]. Beschrieben i, dal3 CD14 nur auf neu gebildeten bzw. freigesetzen
Neutrophilen vermehrt exprimiert wird [Kerst et a. 1993b].

Eine sgnifikant hohere Zahl von CD14 zeigte sich bei Petienten mit schweren bakteriellen Infektionen und
ba PV-Patienten. Im Gegensatz dazu berichtet Barth et al. [2001] eine verminderte Expresson von CD14
bel Patienten mit septischem Schock und gleichzeitig erhthten Spiegeln fir G-CSF und IFN-y. Da eine
Hochregulation von CD14 nach Gabe von G-CSF von mehreren Autoren beschrieben wird, G-CSF bei
Sepsgpatienten in hohen Konzentrationen gemessen wurde und CD14 intrazdllulér gespeichtert ist [Nussler
et d. 1999; Wagner et d. 2003], ig eine rasche Hochregulation durch Mobilisierung der intrazelluléren
Vorrée zu erklaren. Das unterschiedliche Niveau der CD14-Expression bei Infektionen kdnnte auch durch
das Erregerspektrum bedingt sain, da CD14 v.a be Infektionen mit gramnegativen Bakterien relevant ist
und in der vorliegenden Arbeit ein heterogenes Patientengut mit haufig grampostiven Krankheitserregern
vorlag.

Dea Rezeptor fiur L-Sdektin, CD62L, wurde bel dlen untersuchten Gruppen in recht geringer Zahl
exprimiert, was im Gegensatz zu der beschriebenen hohen Expression auf Neutrophilen seht [von Andrian
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et a. 1991; Enderset d. 1995; Stroncek et al. 1998b; Nussler et d. 1999]. Eine gesteigerte Expresson findet
gch in dieser Arbeit nach Gabe von G-CSF und bel schweren bakteriellen Infektionen, wahrend andere
Arbeitsgruppen eine geringere Expression nach Aktivierung und Applikation von G-CSF durch Abgabe des
Rezeptorsins Serum beschreiben [von Andrian et d. 1991; Enderset d. 1995; Stroncek et al. 1998b; Nusder
et d. 1999]. Aufgrund der Funktion von L-Selektin mit Vermittlung des ,,Rollings* der Leukozyten im
Blutsgrom und entscheidender Funktion fir die Extravasation in akut entziindetes Gewebe [von Andrian et
a. 1991; Enders et d. 1995], ware eine hohere Expression bel Aktivierung zu erwarten, wobel bel der
Blutentnahme die rollenden und tellweise adhérierenden Neutrophilen kaum erfal3t werden und dadurch nur
ein unvollgéndiges Bild der Expresson entseht. Stroncek et a. [1998b] vermuten, dal’ durch die geringere
Expresson des L-Sdektins nach Gabe von G-CSF ene Leukodase, insbesondere auch in den
Lungengefél3en vermindert wird, was das Risiko pulmonaer Ereignisse, z.B. bel Granulozytentransfusionen
reduziert.

Die Menge an Antigenen des HLA-I-Systems pro Zélle variiert interindividuell betréchtlich [Araki et d.
1999], wie dies auch bel den untersuchten Personen gesehen wurde. Fir Antigene des HLA-Systems
wurden bel Bestimmung mittels Enzymimmunoassays durchschnittlich 139.000 Antigene pro Zdle
gemessen [Bux et d. 1992b], wahrend in dieser Arbeit deutlich geringere Zahlen bestimmt wurden (53.000 —
70.000), S0 dal? ein deutlicher Unterschied bestett, der eventuell auch mit der Vorbehandlung der Zellen, der
Mef3methode und den verwendeten Antikorpern zusammenhéngt. Ein sgnifikanter Einfluld von G-CSF oder
Infektionen lief3 sch nicht zeigen, tendenziell is aber eine hohere Expression bel schweren bakteriellen
Infektionen vorhanden. Daten aus der Literatur zum Vergleich liegen nicht vor. Auf Monozyten kam es
unter Stimulation mit G-CSF zu einer unverénderten oder sogar leicht reduzierten Expresson von MHC-I-
Molekilen[Aman et d. 1996], was die eigenen Ergebnisse siitzt.
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4.5 Regulation der NB1-Expression

4.5.1 G-CSF

Die Ergebnisse zur NB1-Expresson bei Gesunden und verschiedenen Petientenkollektiven zeigen eine
vermehrte Expresson nach Gabe von G-CSF an gesunde Personen, bei Patienten mit schweren bakteriellen
Infektionen, bei PV-Patienten und bel Patienten mit RA. Der Anteil der Neutrophilen, die NB1 auf der
Zellmembran tragen, ig bei schweren Infektionen, PV-Patienten und nech ca 3-t&giger G-CSFGabe
ebenfdls sgnifikant hoher. Nach (einmaliger) Anwendung von G-CSF bei Gesunden waren die G-CSH~
Konzentrationen im Plasma deutlich erhoht. Auch bel Petienten mit schweren Infektionen waren NB1-
Expression und G-CSFSpiegel erhoht, wobel normae G-CS-Spiegel bal Patienten in der Rekonvaleszenz
mit bereits ,normaler* NBI1-Expression gemessen wurden. Hohe G-CSFKonzentrationen mit
Normalisierung nach Uberwinden der akuten Erkrankungsphase wurden auch von anderen Arbeitsgruppen
ba akuten Infektionen und Sepsis gemessen, wobel grof3e interindividuelle Unterschiede besehen [Watari et
al. 1989; Kawakami et d. 1990; Gross-Weege & d. 1997; Bux et a. 1999c; Barth et a. 2001], so dal’ damit
ein Einfluld von G-CSF auf die NBl-Expresson in mehreren Arbeiten gezeigt werden konnte. Bel
rezidivierenden I nfektionen des Respirations- und/oder Harntrakts wurden geringere G-CSSpiegel als bel
Kontrollpersonen gemessen, so dal3 moglicherweile eine Art ,, Gewohnungseffekt” eintritt [Kawakami et d.
1990]. Eine Korrelation des G-CSFSpiegels mit der Neutrophilenzahl bei | nfektionen wurde beschrieben
[Watari et d. 1989], wahrend von Kawakami et d. [1990] und in dieser Arbeit keine Korrelation des G-
CSFSpiegels zu Leukozyten, Neutrophilenzahlen, CRP, Korpertemperatur gefunden werden konnte. Esist
bekannt, dal3 G-CSF notwendig igt fr die Regulation der basalen Neutrophilenzahl und zur Steigerung der
Neutrophilenzahl bel vermehrtem Bedarf [Caspar et d. 1993; Drossou-Agakidou et al. 1998; Basu et al.
2000, 2002; Masushima et d. 2001; Schmitt e d. 2002] durch Erhdhung der Kolonien-bildenden
Vorlauferzellen und Reifung neutrophiler Vorlauferzellen sowie Freisetzung in die Peripherie [Avaos ¢ d.
1990; Demetri und Griffin 1991; Nusder et al. 1999; Girlando et d. 2000]. Da eine Neutrophilie sowie
erhohte G-CSFSpiegd bal Infektionen und nach G-CSFGabe charakterigisch sind und dabel eine
ggnifikant hthere NB1-Expresson im Vergleich zu Gesunden auftritt, weis dies auf einen wesentlichen
Effekt von G-CSF auf die NB1-Expression hin. Die Gabe von G-CSF an gesunde Personen minimiert einen
maglichen Einfluld anderer Zytokine und Faktoren. Bel mit G-CSF behandelten Tumorpatienten wurden
unverdnderte Plasmakonzentrationen von IL-6, 1L-8 und IL-1-Rezeptorantagonist gemessen [Aman & d.
1996], s0 dal? eine mal3gebliche Regulation der NB1-Expression durch G-CSF naheliegt.

Eine Uberempfindlichkeit der Vorlaufer- und Stammzellen auf Wachstumsfaktoren wird bei der PV ds
wesertlich fir die Pathogenese angenommen [Spivak 2002], o dass bel PV-Patienten wahrscheinlich G-
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CSF die ggnifikant hohere NB1-Expression bedingt. Der sgnifikant hohere Anteil NB1+ Neutrophiler bei
PV-Patienten konnte auch hierauf zurlickgefihrt werden, da eine G-CSHGabe Uber mehrere Tage an
Gesunde ebenfalls zu einem hdheren Antell NB1+ Neutrophiler fuhrt [Stroncek et a. 1998b)], so dal3 G-CSF
maglicherweise vermehrt auf NB1+ (Vorlaufer)Zelen wirkt.

Bel RA-Patienten wurde eine vermehrte NB1-Expresson gemessen mit normalen G-CSHSpiegeln. Da G-
CSF im Serum und v.a. auch in der Synovialfliissigkeit nachgewiesen werden kann [Nakamura et al. 2000],
G-CSF ene Exazerbation der RA verursachen kann [Snowden et d. 1998] und Zytokine wie TNF-q, IL-1
die Bildung von G-CSF sowie GM-CSF durch synoviale Fibroblasten und Chondrozyten anregen kénnen
[Leizer e d. 1990; Campbell et d. 1991; Choy und Panayi 2001], konnte auch hierbet G-CSF eine
vermehrte NB1-Expression bedingen. Ein weiterer Hinwels fur die Bedeutung von G-CSF bel der RA i,
dal im Tiermodell die Blockade von G-CSFHRezeptoren oder G-CSF-Defizienz zu einer weniger schweren
Manifesation der Arthritis fuhrte, am ehesten bedingt durch eine geringere Infiltration mit Neutrophilen
[Lawlor et al. 2004]. Zu bedenken ig aber auch die be allen Patienten gleichzeitig betehende Therapie
meig mit Glukokortikoiden, deren Einflufd auf die NB1-Expresson noch nicht bekannt igt.

Da G-CSF sowohl bei kurzZfrigtiger als auch langerfristiger Anwendung Anderungen in der NB1-Expression
verursachen kann, muf? ein Effekt sowohl auf zirkulierende Neutrophile als auch auf Vorlauferzellen im
Knochenmark begstehen. Die rasche Hochregulation der Expresson nach Gabe von G-CSF oder bel
Infektionen kann zum einen durch Verlagerung von in sskundéren Granula gelagetem NB1 an die
Zelloberfléche [ Goldschmeding et d. 1992], zum anderen durch eine vermehrte Bildung erklért werden, wie
dies an der htheren Menge von NB1-mRNA [Wolff et d. 2003, Wolff 2005] zu sehen ig. Da NB1 ab der
Reifungsstufe des Myelozyten auf einem etwa gleichblelbendem Antell Neutrophiler exprimiert wird
[Stroncek et a. 19984 und bel PV-Patienten und Patienten mit schweren bakteriellen Infektionen eine
Zunahme der NB1+ Subpopulation beobachtet wird, handelt es sch hierbel wahrscheinlich um neugebildete
Neutrophile. Da ein Genexpressonsdefekt die Ursache fur die NB1-Defizienz ig [Kissd et al. 2002; Wolff
et d. 2003], kann man annehmen, dal3 G-CSF im Knochenmark vorwiegend Stammzellen und Zellen des
Tellunggpools gimuliert, die fahig zur Bildung von NB1 snd. Ein dhnliches Expressonsverhalten mit
rascher Hochregulation und vermehrter Expresson auf einem grof3eren Anteil der Neutrophilen wurde auch
fur den FcyRI beschrieben [Repp e d. 1991; Kerd et d. 1993b], 0 dal3 die Expression beider Proteine
ahnlich reguliert sein konnte,

Auf Neutrophilen aus Nabelschnurblut wurde eine sgnifikant hohere Zahl von NB1 und ein hoherer Antell
NB1+ Neutrophiler gemessen. Dar G-CSFRezeptor sowie dessen mRNA ig bei Neutrophilen aus
Nabelschnurblut vermindert im Vergleich zu Erwachsenen [Gessler et d. 2000]. Dies kdnnte bedeuten, dal?

104



Neutrophile aus Nabelschnurblut dhnlich wie Neutrophile bel PV-Patienten auf geringe Konzentrationen
von Wachgumsfaktoren reegieren, oder aber bereits maximal gimuliert sind und es im Sinne einer
Regulation zu einer geringeren Expresson komnt. Die Proliferationgate von CFU-GM ig im
Nabelschnurblut bei gesunden Kindern signifikant hoher als bel Erwachsenen [Christensen et al. 1986], was
auf eine bereits betehende erhthte Stimulation Neutrophiler und deren Vorlauferzellen hindeutet.

G-CSF und der G-CSHRezeptor konnen wahrend der gesamten Schwangerschaft auf Deziduazellen der
Plazenta und auf Trophoblagtenzellen nachgewiesen werden und sind beim Amnioninfektionssyndrom
vamehrt [Demetri und Griffin 1991; Cdhoun e d. 2001]. Auch werden bereits ab der frihen
Schwangerschaft in NK-Zdlen der Dezidua Zytokine, u.a G-CSF, GM-CSF, M-CSF und IFN-y gebildet
[Saito e al. 19934]. Zusétzlich wird in verschiedenen Zellarten der Plazenta (Makrophagen, Driisenzellen,
Throphoblagten, Lymphozyten) M-CSF und GM-CSF gebildet [Saito et d. 1993b; Jokhi et al. 1994].
Diskutiert wird eine relevante Funktion dieser Zytokine fur die Entwicklung und Funktion der Plazenta
[Saito et al. 1993a,b; Jokhi et d. 1994]. Die vermehrte NB1-Expression bzw. die verminderte Expresson des
FcyRIITb wahrend der Schwangerschaft bzw. in Nabelschnurblut lief3e sich somit durch Einfluld der Zytokine
und hédmeatopoetischen Wachstumsfaktoren erkléren.

4.5.2 Weitere mogliche Faktoren zur Requlation der NB1-
Expression

Ein Zusammenhang der Neutrophilenzahl mit der NB1-Expresson wurde untersucht. Bisher konnte weder
bel gesunden Spendern [Matsuo et a. 2000] noch bel Patienten mit schweren bakteriellen Infektionen ein
Einfluf3 der Neutrophilenzahl auf die Fluoreszenzintensité oder den Antell NB1+ Zellen gezeigt werden. Bel
PV-Patienten liegen verschiedene Angaben vor: Johanson et a. [2003] konnten keine Assoziation von
Granulozytenzahl und Uberexpression von PRV-1-mRNA nachweisen, wahrend Passamonti et al. [2004]
be myeloproliferativen Erkrankungen (PV, essentidle Thrombozythdmie, Ogeomyelofibrose) eine
Korrelation von Leukozytenzahl und Menge an PRV-1-mRNA fanden.

Bel Schwangeren ig eine vermehrte NB1-Expresson und Zunahme des NB1-exprimierenden Antells der
Neutrophilen sowie eine Zunahme der Neutrophilenzahl beschrieben [Taniguchi et d. 2004], doch der
Schiul?, dal3 die Neutrophilenzahl die NB1-Expression reguliert, kann daraus nicht gezogen werden. Beide
Phanomene sind eher ds Folge einer veranderten Aktivitédage durch andere regulierende Faktoren wie
Zytokine und Wachsumsfaktoren aufzufassen. So konnte bel bakteriellen Infektionen und der gplagtischen
Andmie eine Korreation von G-CSHKonzentration und Neutrophilenzahlen gezeigt werden [Bux & 4.
1999(]. Dies zeigt, dal’ die gesteigerte NB1-Expression und Neutrophilenzahl am ehesten beide wiederum
auf den Effekt von G-CSF zurlickzufiihren sind. Auch andere Paramenter wie CRP, Korpertemperatur,
Krankheitsarreger zeigen in dieser Arbeit keinen Zusammenhang mit der NB1-Expression.
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Insbesondere bel Patienten mit schweren Infektionen und Sepss wurde in vielen Studien der Einflul
verschiedender Zytokine auf Neutrophile untersucht, da man sich durch Kenntnis der Entziindungskaskade
thergpeutische Optionen erhofft. Neben G-CSF wurde eine gesteigerte Konzentration von | FN-y im Serum
bel Sepsisgemessen [Barth et a. 2001], so dal3 moglicherweise auch | FIN-y die NB1-Expresson beainfluft.

Daes bal PV-Pdienten unter der Thergpie mit Interferon-o zu einer Reduktion der NB1-mRNA auf das

Niveau gesunder Kontrollpersonen innerhdb von 6 Monaen kam, wird en langfrigiger
gegevegulatorischer Effekt, wahrscheinlich auf Stammzellebene, vermutet, der die Uberempfindlichkeit
gegentiber G-CSF vermindert [Fruehauf et a. 2003).

Fur die Funktion Neutrophiler sind auch Magzdllen relevant, da Uber die Degranulation und Freisetzung
von Higamin, IL-8, NCF (Neutrophilenchemotaktischer Faktor) es ua zu ener Aktivierung und
verbessartem Rolling Neutrophiler kommt [Kubes und Kanwar 1994; Perretti 1998]. Somit kénnte auch z.B.
Higtamin die NB1-Expression beeinflussen.

Verschiedene Autoren vermuten einen Einflud von Ostrogenen auf die NB1-Expression. Bei Frauen wird
eine hthere NB1-Expression im Vergleich zu Mannern beschrieben, die im Alter abnimmt [Matsuo et a.
2000]. Bel schwangeren Frauen ist sowohl der Antell der NB1+ Neutrophiler als auch die NB1-Expression
pro Neutrophilem im Vergleich zu gesunden Frauen und Mannern sgnifikant erhoht. Zudem ig eine
zusitzliche Expression von NB1 auf Monozyten wahrend der Schwangerschaft beschrieben [Caruccio et d.
2003; Taniguchi et d. 2004]. Bael Neutrophilen aus Nabelschnurblut 183 sch eine sgnifikant gesteigerte
NB1-Expresson und eine vermehrte Menge an mRNA im Vergleich zu gesunden Erwachsenen nachweisen
[Stroncek et a. 1998a; Matsuo et a. 2000; Caruccio et a. 2003; Taniguchi et d. 2004; Wolff 2005; Wolff et
al. 2006], wobe be Méadchen mehr NB1-mRNA als bel Jungen vorliegt [Wolff 2005; Wolff et a. 2006].
Diesxe gedteigerte Expresson wahrend der Schwangerschaft und bel Frauen wird von vielen Autoren mit
dem veranderten Hormonhaushalt erklart, wobei insbesondere Ostrogene ds relevant gelten [Matsuo et d.
2000; Caruccio & d. 2003; Taniguchi e a. 2004; Wolff 2005; Wolff et al. 2006]. Dies wirde auch die
Abnahme der NB1-Expression bei Frauen mit zunehmendem Alter erklaren. Da Ostrogene wahrend einer
Schwangerschaft erhdht sind, kann die vermehrte NB1-Expresson wahrend der Schwangerschaft und auf
Neutrophilen aus Nabelschnurblut als kongtitutiondll und proliferationsbedingt angesehen werden. Die bei
weiblichen Neugeborenen im Vergleich zu mannlichen hbhere NB1-Expression konnte auf ein vermehrtes
Ansprechen z.B. auf Osrogene zuriickgefuhrt werden. Ogtrogene scheinen daher eine  langfrigtige
Regulation der NB1-Expression zu bewirken, wahrend G-CSF eher kurzfrigig die NB1-Expresson z.B. bel
| nfektionen geigert.
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Zusammenfassend i¢ von einer komplexen und multifektoridlen Regulation der NB1-Expresson
auszugehen, wobei G-CSF eine wesentliche Rolle zukomnt. Eine vermehrte Expression auf Protein- und
/oder mRNA Ebene wurde fir PV, CML, essartielle Thrombozythdmie, myelodysplagische Syndrom,
I nfektionen, sekundére Leukozytosen, Gabe von G-CSF und Niereninsuffizienz beschrieben [Stroncek et dl.
1998b; Matsuo et a. 2000; Klippel et d. 2001; Pahl 2002; Teofili e al. 2002, Klippd et a. 2003; Tefferi et
a. 2003; Wolff et d. 2003; Horensa et d. 2004; Gohring et a. 2004; Passamonti et d. 2004; Zhang et d.
2004; Wolff 2005], wobel alen gemeinsam i, dal3 entweder eine erhdhte G-CSHKonzentration oder eine
erhohte Empfindlichkeit fir G-CSF vorliegt. Man kann von einer genetisch fetgelegten basalen NB1-
Expression ausgehen [Matsuo et a. 2000; Wolff et d. 2003; Gohring et al. 2004], die von verschiedenen
Faktoren modifiziet und der aktudlen Situation angepald® werden kann. Die Expressonsanderungen
scheinen durch verdnderte Genexpresson und Proteinprozesserung und weniger durch genetische
Polymorphismen bedingt zu sein [Caruccio et d. 2003].
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4.6 Mogliche Funktion des NB1-Glykoproteins

Die Funktion von NB1 ig noch unbekannt. Die sgnifikant gesteigerte NB1-Expression nach Stimulation mit
G-CSF und unter septischen Bedingungen impliziert eine Beteiligung von NB1 in Entztindungsvorgangen
und der | nfektionsabwehr. V erschiedene mogliche Funktionen werden diskutiert:

Zur Frage nach einer Beteiligung von NB1 bei der Adhason wurden verschiedene Untersuchungen
durchgefiihrt, die tellweise keinen Effekt, tellweise eine bessere Adhdson NB1-negativer Neutrophiler
zeigten [Stroncek et d. 1993b; 19944]. Es wird eine Assoziation von NB1 mit CD11b, CD46, CD50 und
CD66b vermutet, die fur die Adhésion an Endothelzellen relevant sind und teilweise auch in sekretorischen
Veskeln vorkommen [de Haas e a. 1994; Yong 1996; Minchinton et a. 1997]. Aufgrund der Ahnlichkeit
mit der Ly-6 Proteinfamilie wird eine Beteiligung bei der Adhésion an extrazelluldre Matrixproteine und der
Zell-Zell-Adhésion vemutet [Bettinotti et al. 2002]. Bezlglich der hoheren NB1-Expresson in der
Schwangerschaft wird eine dérkere Neigung zur Adh&sion und eine pathogenetische Rolle bel der
Préeklampsie und Thrombophilie diskutiert [Caruccio et d. 2003; Taniguchi e al. 2004]. Somit liegt eine
Funktion von NB1 bel der Adh&sion nahe.

Aufgrund der GPI-Verankerung von NB1 in der aul3eren Schicht der Phospholipiddoppel membran besteht
eine hohe laterde Mohilité [Goldschmeding et d. 1992], so dal3 eine Funktion as Rezeptor vermutet wird,
maglicherweise auch eine Interaktion mit anderen Rezeptoren, z.B. FeyRII und FeyRII. Fir diese Funktion
goricht auch die Beobachtung, dal3 bei aktivierten Neutrophilen NB1 von der Plasmamembran in Endo- und
Lysosomen verlagert wurde [ Goldschmeding et a. 1992].

Die rasche Hochregulation nach Stimulation u.a mit G-CSF, fMLP und das Vorkommen von NB1 in den
sekundéren Granula Neutrophiler [Goldschmeding et a. 1992; de Haas et d. 1994; Stroncek et . 19984,
konnten fur eine Funktion bel der Phagozytose, Bakterizidie und der Chemotaxis sorechen. Mit fMLP
gimulierte NB1+ Neutrophile wiesen eine bessere chemotaktische Resktion auf als NB1-defiziente
Neutrophile [Stroncek et a. 1994g]. Antikorper gegen NB1 beainflufdten die chemotaktische Funktion aber
nicht [Bux et d. 1993]. Es wird sowohl eine unverdnderte [Bartifikova et d. 1997] als auch verminderte
[Nusbecher et a. 1979; Bux et a. 1993] Phagozytosefahigkeit bei Inkubation mit Antikdrpern gegen NB1
berichtet. Nach G-CSF-Applikation ig eine verbessarte Phagozytossfunktion Neutrophiler beschrieben
[Stroncek et a. 1998b]. NB1l konnte daher eine wichtige Funktion im Rahmen der Phagozytose,
insbesondere nach Aktivierung durch Bakterienbestandteile und G-CSF, haben.

Versuche mit spezifischen Antikdrpern gegen NB1 zeigten eine mdgliche Funktion bei der Bildung von
ROS [Baturkova e al. 1997]. Nach Gabe von G-CSF kommt es zu einer Degranulation und vermehrter
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ROS-Bildung Neutrophiler [de Haas et al. 1994; Muller Kobold et d. 1998; Wolach et d. 2000].
Neutrophile septischer Patienten weisen eine signifikant hohere NB1-Expression, Phagozytosefahigkeit und
gesteigerte ROS-Bildung auf. Zudem besteht eine Korrelation von ROS-Bildung, erhdhter Expression von
Aktivierungsmarkern mit einer hoheren Uberlebensrate [Martins et d. 2003]. Damit kénnte NB1 relevant fir
die Bildung von ROS sain.

G-CSF fiuhrt zu einer vermehrten Migration Neutrophiler durch Geféd3endothdl. Die Migration in Orte
lokaler Infektion ig unter dem Einflud von G-CSF auch ohne chemotaktische Gradienten Uber eine
vermehrte Expression spezifischer Adhé&sionsmolekile moglich [Y ong 1996; Drossou-Agakidou et d. 1998;
Nussler et al. 1999]. Der uPA Rezeptor, ein weiteres Mitglied der Ly-6-Genfamilie, ig ebenfalls an der
Zellmigration betelligt [Plesner et d. 1997]. Die hthere NB1-Expresson nach Gabe von G-CSF und bel
Infektionen kdnnte daher auch enen Einfluld auf die Migraion haben. Klempner und Galin [1978]
beschreiben zwe funktionelle Subpopulationen von Neutrophilen anhand deren Resktion mit 1gG-
markierten Erythrozyten. Dabei fidlen etwa 80% der Neutrophilen durch eine vergérkte Adhésion,
vermehrte Phagozytose und Bakterizide sowie ausgeprégtere Chemotaxis auf. Interessanterweise lielden sich
in der Exsudationsfliissigkeit von Entziindungen fast 100% dieser Neutrophilen nachweisen. Man kann
vermuten, dal3 es sch um NB1+ Zellen handelt, so dal3 sch in Entziindungsherden fas nur NB1+
Neutrophile nachweisen lassen miften, was eine Funktion in der Migration und Abtétung von
Mikroorganismen implizieren wiirde. Zur Uberpriffung dieser Hypothese sind weitere Untersuchungen

notig.

Aufgrund der signifikant geteigerten NB1-Expression auf Protein- und mRNA-Ebene und der deutlich
erhohten Neutrophilenzahlen bel I nfektionen, Verbrennungen, nach Gabe von G-CSF und bel Petienten mit
myeloproliferativen Erkrankungen wird eine Funktion von NB1 in der Hamatopoese und insbesondere der
Myeloproliferation diskutiert [Temerinac et a. 2000; Klippd et d. 2003; Wolff et al. 2003; Gohring e al.
2004]. Berets in der Frihschwangerschaft werden von Trophoblasten, NK-Zellen, Lymphozyten und
welteren Zellen der Dezidua Zytokine (u.a G-CSF, GM-CSF, IFN-y) gebildet [Saito et al. 1993a; Jokhi et al.
1994]. Da diesen Zytokinen eine Funktion in der Entwicklung, Wachsum und Funktion der Plazenta
zugechrieben wird, NB1 nach Gabe von G-CSF und bereits ab der Frihschwangerschaft vermehrt
exprimiert wird, wird fir das NB1-GP eine physiologische proliferative Funktion diskutiert [Caruccio et d.
2003; Taniguchi et a. 2004; Wolff et d. 2006).

In vitro wiesen NB1-exprimierende Neutrophile ein schnelleres Wachsum und eine l&nger anhaltende
Proliferation ads NB1-defiziente auf, so da es sch bei NB1 um ein Molekil mit proliferativer Wirkung
handeln kénnte [Mnjoyan e d. 2005]. Verschiedene Gene der Ly-6-Familie haben eine Funktion in der
Proliferation und Differenzierung hdmatopoetischer Zellen oder werden in sark proliferierenden und/oder
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malignen Zellen Gberexprimiert [Brakenhoff et al. 1995; Plesner et d. 1997; Pearson et d. 2000; de Nooij-
van Dden et d. 2003; Shetty et d. 2003]. Diese Befunde weisen auf eine Funktion von NB1-GP bel der
Myelopoese und moglicherweise der Pathogenese myeloproliferativer Erkrankungen hin [Stroncek et al.
2004; Mnjoyan et d. 2005], wobei es sich auch um ein unspezifisches Merkmal klonder Myeloproliferation
handeln konnte [Sirhan et a. 2005]. Nach Gabe von G-CSF wird die Apoptose Neutrophiler gehemmt
[Nussler e d. 1999; Basu et d. 2002], so dal? NB1 moglicherweise durch die vermehrte Expression die
Apoptose verzogert und damit die Effektivitét der |mmunantwort seigern kann.

Zusammenfassend ig bis heute die physiologische Funktion von NB1 nicht geklart, doch die aus
verschiedenen Untersuchungen gewonnenen Erkenntnisse lassen vermuten, dal3 NB1 vorwiegend bel der
Entzindungsregulation mit am eheden proinflammatorischer Wirkung aufgrund der  schnellen
Hochregulation nach Gabe von G-CSF involviert ig. Bei virden Infektionen wurde keine vermehrte
Expression beobachtet, so dal3 NB1 hierbei eher eine untergeordnete Funktion hat. Da eine geringe oder
fehlende NB1-Expression nicht mit einer gesteigerten Infektionsneigung verbunden i, wird diese Funktion
durch andere Proteine oder M echanismen kompensiert.
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4.7 Klinische Relevanz der Quantifizierung der NB1-
Expression

Es lag nahe, die sgnifikant hthere NB1-Expresson bei PV-Patienten zur Diagnose der Erkrankung zu
verwenden. In verschiedenen Arbeiten wurde die Uberexpression von PRV-1, einem Allel zu NB1, gezeigt.
Fur die klinische Routine eignet sich die Quantifizierung der NB1- bzw. CD177-mRNA besser ds die
Quartifizierung des Proteins da sch durch die exponertidle Zunahme der Kopienzahl bei der
Polymerasekettenresktion geringere Uberschneidungsbereiche zwischen Patienten und der Korntrollgruppe
ergeben. Allerdings konnte die genetische Heterogenité mit fehlender oder geringer NB1-Expression auch
hier Fehlerquelle fir die Routine sein [Wolff et . 2003].

Eine vermehrte Expresson von CD177-mRNA ig auch bel anderen hdmatologischen Erkrankungen
bechrieben, s0 dal3 dies as nicht sezifisch fir die PV, sondern as Zeichen ener abnormaen
Neutrophilenbildung oder —freisetzung angesehen wird [Pahl 2002; Teofili et d. 2002; Klippel et d. 2003;
Liu et a. 2003; Tefferi et d. 2003; Passamornti et d. 2004; Mnjoyan et a. 2005; Sirhan et a. 2005]. Damit
konnte NB1 as diagnogtischer Parameter zur Einschézung der Neutrophilenbildung dienen. Die PRV-1-
Expression korreliert mit der Fahigkeit der Vorlauferzellen, zirkulierende burg-forming Units endogen zu
bilden (eBFU-E), 30 da3 die Kombination aus beiden Teds einen der verlddichsen Parameter fir die
Diagnose einer PV hildet, zusiizlich zu den bestehenden diagnogtischen Methoden [Forensa et d. 2004)].
Zudem ig die Quartifizierung der CD177-mRNA sinnvoll zur Differenzierung myeloproliferativer
Erkrankungen von sskundéren polyklonaen Erkrankungen [Cilloni et a. 2004].

Da G-CSF bal Patienten mit schweren bakteriellen Infektionen sgnifikant hdher exprimiert wird, wurde eine
Anwendung as welterer Paramter zur frihzeitigen Diagnogtik diskutiert. Insbsondere zur frihzeitigen
Erkennung von Infektionen und Sepsis bel Riskopatienten wurden viele Zytokine (IL-6, 1L-8, IL-2) und
andere Proteine untersucht, wobel nur wenige, z.B. Procacitonin, sch in der Kklinischen Anwendung
bewdhrten [Du & d. 2003]. Da bisher keine eindeutige Abhdnigkeit der NB1-Expresson von anderen
Laborparametern wie CRP, Neutrophilenzahlen gezeigt werden konnte, ware NB1 erganzend zu diesen
klinischen Routineparametern zu sehen.

Fir den l6dichen FcyRIl b konnte eine Korrelation mit der Schwere der Erkrankung gezeigt werden [Muller
Kobold et d. 1998]. Dasowohl der FcyRII1b as auch NBL1 in der Zellmembran GPI-verankert Snd, wére es
interessant, ob auch NB1 ds lodiches Protein im Serum nechweisbar ig und dSich ein andoger

Zusammenhang zeigen 1d%.
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Die frihe Diagnose einer I nfektionen von Neugeborenen ig schwierig, da gangige Laborparameter wie das
CRP reaiv sa angeigen und die Neutrophilenzahl aufgrund der verminderten Speicherpools bel
Neugeborenen nicht verl&3ich it [Chrigensen et d. 1986; Wolach 1997; Klder et a. 1998]. Daher wurden
diverse Parameter bel Neugeborenen untersucht. Fir 1L-6, IL-1-Rezeptorantagonidt, 1L-2, IL-8, TNF-o
wurde ein vermehrtes VVorkommen im Plasma vor bzw. bel Beginn einer Infektion beschrieben [Ng e al.
1997; Kider et d. 1998; Martin et a. 2001; Nupponen et a. 2001]. Eine vermehrte Expression des FeyRI
und CD11b auf Neutrophilen it bel I nfektionen Neugeborener beschrieben [Haertoft et d. 1999; Nupponen
et d. 2001]. Fir NB1 konnte kein Zusammenhang bezlglich der Expression auf Nabelschnurblut mit
perinatalen Komplikationen gefunden werden, doch besteht bel Untersuchung der mRNA [Wolff e a.
2006], inshesondere bel weiblichen Neugeborenen, eine Hochregulation bei perinatalen Komplikationen.

Um die Betimmung von NB1 in der Kklinischen Routine diagnogtisch nutzen zu kdnnen, mif¥e ein
schnelleres und einfacheres Verfahren entwickelt und eindeutige Normwerte definiert werden (konnen). Ein
Ansatzpunkt hierzu wére die Suche nach I6dichem NB1 im Serum analog zum FcyRIlb und eine einfache
Nachweismethode.
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5 Zusammenfassung

1. Es zeigt Sch eine dgnifikante Steigerung der NB1-Expresson auf Neutrophilen von Patienten mit
schweren bakteriellen Infektionen, nach Applikation von G-CSF bei gesunden Personen und bel Patienten
mit Polyzythamia vera im Vergleich zu Neutrophilen von gesunden Personen. Auch bel Petienten mit
rheumatoider Arthritis is die NB1-Expresson hoher ds bei Gesunden, alerdings deutlich geringer ds bel
den oben genannten Gruppen. Der Antell der NB1-exprimierenden Neutrophilen nimmt bel schweren
bakteriellen Infektionen und nach an mehreren Tagen efolgter Gabe von G-CSF zu. Chronische
Virushepdtitiden ds Beispiel fur virde Infektionen zeigen keinen dgnifikanten Einflul auf die NB1-

Expresson.

2. NB1 wird auf Neutrophilen aus Nabdschnurblut im Vergleich zu Neutrophilen von Erwachsenen
sggnifikant vermehrt exprimiert. Auch der Anteill der NBl-exprimierenden Zelen ig in Nabelschnurblut
dgnifikant hoher as be gesunden Erwachsenen. Die NB1-Expresson auf Granulozyten aus
Nabelschnurblut it bei Madchen hther als bel Jungen und bel Neugeborenen mit vorzeitigem Blasensprung
hoher as bal Neugeborenen ohne perinatale Komplikationen.

3. Die Expressonssteigerung von NB1 auf Neutrophilen nach Gabe von G-CSF und bel schweren
bakteriellen Infektionen mit gleichzeitig erhdhten Konzentrationen von G-CSF im Plasma weist auf einen
Einflufl3 von G-CSF auf die NB1-Expression hin. Auch die vermehrte Expression bei PV -Patienten kann auf
einem Effekt von G-CSF beruhen, da eine Uberempfindlichkeit der Vorlauferzellen auf hamatopoetische
Wachgumsfaktoren as Ursache der Erkrankung vermutet wird.

4. Die quartitative Besimmung der NB1-Expression auf Neutrophilen mittels Durchflul3zytometrie eignet
sich nicht ds Laborparameter fir eine frihzeitige Diagnose einer Infektion bel Neugeborenen, da bel
Neugeborenen bereits eine hohe NB1-Expression vorliegt und die Durchflhrung fUr die klinische Routine
noch zu aufwendig igt. Zudem traten nur bel wenigen der untersuchten Kinder postparta I nfektionen auf, so
dal? zur Klérung hohere Fallzahlen untersucht werden miifdten.

5. Die Expressonsseigerung von NB1 bel bakteriellen I nfektionen und nach Gabe von G-CSF &% auf eine
wesertliche Funktion des NB1-Glykoproteins in der Abwehr vorwiegend bakterieller Infektionen schlief3en.
In Zusammenschau mit der Literatur liegt eine Beteligung des NB1-Glykoproteins bel Vorgangen der
Adhésion, Phagozytose und der Hamatopoese nahe.
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6 Summary

1. The expresson of NB1-gp is sgnificantly upregulated on neutrophils of patients with severe bacterial
infections, after gpplication of G-CSF to hedlthy people and on neutrophils of patients with polycythemia
vera compared to hedthy individuas. NB1 expression is increased in patients with rheumethoid arthritis
compared to hedthy individuals but is lower than in the groups named above. The proportion of NB1
expressing neutrophils is elevated in severe bacteria infections and after simulation with G-CSF for saverd
days. Chronic vira hepdtitis as an example for vira infections does not significantly influence neutrophil

NB1 expression.

2. NB1 expresson is ggnificantly elevated on neutrophils separated from cord blood compared to
neutrophils from adults. Also the proportion of NB1-expressing cells is significantly higher in cord blood
than in blood of hedlthy adults NB1-expression on neutrophils from cord blood is higher in female than in
male newborns and more eevated in cases with premature rupture of the amniotic membrane than in cases

without perinatal complications

3. The increased expresson of NB1 on neutrophils after gimulation with G-CSF and in severe bacterial
infections is associated with devated G-CSF levels in plasma and therefore suggeds an influence of G-
CSF on the expression of NB1-gp. The upregulation of NB1 expression in patients with polycythemia vera
also may be an effect of G-CSF since hypersensitivity of progenitor cells to hematopoietic growth factorsis
thought to be an important reason of polycythemiavera

4. Quartitative determination of NB1 expression by flow cytometry is not a suitable marker for an early
diagnoss of infection in newborns because newborns dready show an elevated NB1 expresson and
feashility dill isto complicated for routine diagnogtic. Owing to very low numbers of newborns developing
pogtpartal infections more cases should be sudied.

5. The significantly increased NB1 expression in cases of becterial infections and after gpplicationof G-
CSF suggedts an essantial function of the NB1-gp in the defence mainly of bacterid infections. Regarding
the present literature arole of NBL1 in the processes of adhesion, phagocytosis and hematopoiesis ssemsto be

obvious
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8 Anhang

8.1 Ubersicht iiber verwendete Gerite und Kleinmaterial

Durchflulizytometer ,, FACSCalibur® mit
Argonlaser der Wellenlange 488nm und
angechlossenem PC ,,Power G3* zur Aus
wertung (Software: CellQuest)
Zentrifuge,, Rotina 35°

Zentrifuge ,, Rotixa A*

Plattenzentrifuge ,, Labofuge GL*
Zellzahler ,,Sysmex CC 130*

Feinwaage Mettler , AE 100, Waage J-Serie’
Schittelwasserbad ,, SW-21-C*
Wérmeschrank

pH-Meter Radiometer PHM 61

Kolbenhubpipetten 0,5— 10 pl,
10—100 pl, 100 —1000
Mehrkanalpipette

Pagteurpipetten

Glaspipetten 5, 10, 20 ml
Blutentnahmeréhrchen 9 ml und 3 ml, EDTA
95x16,8 mm Polystyrolréhrchen, 12 ml
5 ml Polystyrol Rundbodenréhrchen
PP-Tegtréhrchen geril, 50 ml
96-Loch-Platten

Fiter 0,22 um ,Millex-GS*
Verschiul¥folie , Parafilm®
Pipettenspitzen 10,100,1000 pl

Becton-Dickinson, Heidelberg

Hettich, Tuttlingen

Hettich, Tuttlingen
Heraeus-Chrigt, Ogerode am Harz
Sysmex, Hamburg
Mettler-Toledo, Gief3en

Julabo, Seelbach

Heraeus Chrigt, Hanau

Kaensee, Giel3en

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Kaensee, Gielien

Hirschmann, Ebergtedt

Sargtedt, NUmbrecht

Sargtedt, NUmbrecht

Becton Dickinson, Meylan Cedex, Frankreich
Greiner, NUrtingen

Greiner, NUrtingen

Millipore, Molsheim, Frankreich

American Can Company, Greenwich, CT, USA
Greiner, Nartingen
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8.2 Verwendete Primarantikdrper

Antigen,
Immunogen

Antikérper, Klon, Isotyp

Arbeitskonzentration

Hersteller

Maus IgG

komplettes Maus IgG

Jackson ImmunoResearch

0,02 mg/ml Laboratories, Inc.; West Grive,
PA, USA
HNA-2a (CD177, anti-HNA-2a Inst. f. Klin. Immunologie u.
NB1-Glykoprotein) Transfusionsmed., Gief3en
7D8 0,05 mg /ml
IgG1 (Maus)
FcyRI (CD64) anti-FcyRI Dianova,
Hamburg
humane Monozyten |10.1 0,02 mg/ml
I8G, (Maus)
FcyRIl (CD32) anti-FcyRIl Immunotech,
Marseille, Frankreich
K 562 Zellen 2E1 0,04mg/ml
(Erythroleukamische
Zelllinie der Maus) IgG2a (Maus)
FcyRIllb (CD16) anti-FcyRlllb Immunotech,
Marseille, Frankreich
humane neutrophile | 3G8 0,02mg/ml
Granulozyten
IgG1 (Maus)
CD11b, o- Kette anti-CD11b Immunotech,
Marseille, Frankreich
humane Monozyten |BEAR 1 0,03 mg/ml
IgG1 « (Maus)
CD 18 anti-CD18 Immunotech,
Marseille, Frankreich
gereinigter gp90- TE4 0,03mg/ml
160 Komplex
IgG1 (Maus)
CD 14 (MY4) anti-CD14 Coulter Immunology, Hialeah,
FL, USA
humane, 322 0,025mg/ml
myelomonozytische
Leukamiezellen IgG2b (Maus)
LECAM-1 (CD62L, L- |anti-LECAM-1 0,02mgml PharMingen, Hamburg
Selectin
Dreg-56
IgG1 « (Maus)
humanes (.- anti-B-Mikroglobulin Immunotech,
Mikroglobulin Marseille, Frankreich
B1G6 0,05mg/ml
gereinigtes
humanes .- IgG2a k (Maus)
Mikroglobulin
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Antigen, - : :
Antikérper, Klon, Isotyp | Arbeitskonzentration Hersteller
Immunogen
HLA Klasse | anti-HLA-B,-Mikroglobulin Institut f. klin. Immunologie u.
schwere Kette + Bo- Transfusionsmed., Giefien
Mikroglobulin w6/32 0,03 mg/ml
IgG2a k (Maus)

Tabelle B: Ubersicht iiber die verschiedenen verwendeten Primarantikdrper mit Angaben zu Immunogen,
Arbeitskonzentration und Hersteller.

8.3 Verwendete Reagenzien

»FACSHow* Becton-Dickinson, Heidelberg
Paraformaldehyd Merck, Darmgtadt

Ammoniumchlorid NH,Cl Merck, Darmgtadt
Kdiumhydrogencarbonat KHCO; Merck, Darmgtadt

NA,-EDTA Titriplex Il Merck, Darmgtadt

Dextran T 500 Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Ficoll-Pagque (Dichte p=1,077 g/l) Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
PBS 10x ohne C&?*/Mg?*-lonen Gibco, Paisley, Schottland

aguaad iniectabilia Baxter, Unterschleilzheim

NaOH, 1M Merck, Darmsgtadt

HCl 1M Merck, Darmgtadt
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8.4 Rezepturen der verwendeten Losungen

8.4.1 PBS (phosphate-buffered saline) ohne Ca** und Mg+

1 Tel  PBS(phoshat buffered sdline) ohne Caf* - und Mg?*-lonen
9 Telle acquaad iniectabilia
Beide L 6sungen werden gut vermischt, und anschlief3end wird der pH-Wert zwischen 7,2 -7,4 eingestdlt.

8.4.2 Dextranlosung 5%

20 g Dextran

40 ml  PBSohneC&' /Mg
Dextran wird in PBS ohne C&*/Mg?" gelét, der pH-Wert durch Titrieren von 3 M Natronlauge und 3 M
Sdzséure in den Bereich von 7,0-7,4 gebracht. Zur Vermeidung der Kontamination mit Bakterien wird die
LAsung durch einen 0,22um Filter in Serile Rohrchen filtriert.

8.4.3 Ammoniumchloridlésung

83 g NH,CI
10 g KHCO;
0037 g Na-EDTA
1 I aguades.
Der pH-Wert wird unter Verwendung von 3 M HCI und 3 m NaOH auf 7,2-7,4 eingestellt.

8.4.4 Paraformaldehydlésung 4%

800 mg  Paaformadehyd

20 m  PBSLésungohne C& /Mg™
600 u  3MNaOH

20 u  3MHC

Paraformaldehyd, PBS-Pufferlosung und Natronlauge werden in einem lichtgeschiitzten Gef&l3 gemischt
und im Wasserbad bel 56 °C fur ca 30 min inkubiert, um eine vollgandige Auflésung des Paraformaldehyds
zu ereichen. Nach AbkUhlung auf 4°C im Kihlschrank werden 200 pl 3 molare Sdzsdure langsam
dazugegeben und anschlief3end der pH-Wert auf 7,5 mit 3 M Natronlauge bzw. 3 M Salzséure eingestellt.
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8.5 Ubersicht iiber die klinischen Parameter, die Expression
des NB1-Glykoproteins und des FcyRIIIb bei Neugeborenen

- — m
S 5 _ _ 212 b o B
= sl 2% |a| 32 |g S | 8 |%c|gys 22 e
gl &| 52 |2| 85|81 3|z |2E18a8e 54%
0] P z N Z X N LE 9] (%] ) o |10 M ¢]0 O oM c
1 + 35.734 80 | 66,954 | - |38 (3.380|7,31| 10 - - -
2 - 51.363 90 | 129.336| + | 40 |4.030(7,26| 10 - + grines
Fruchtwasser
3 - 102.511 90 | 106.748| + | 32 [1.890]| 7,27 9 - + AlS
4 - 76.244 66 |182.894| + | 32 [1.670]| 7,25 8 - + AlS
5 - 140.855 92195848 | + |27 | 900 | 7,41 8 + + vag. Blutung
6 - 134.482 84 [155.552| + | 32 |1.420| 7,27 9 - + Infektion
7 - 67.288 94 |179.380| + | 31 [(1.500]| 7,33 8 - + -
8 - 75.349 68 | 193.010| + | 37 |2.160( 7,32 | 10 - + -
9 - 52.036 63 |375.915| - |41 (3490|727 | 10 + + EPH-Gestose
11| + 94.508 90 | 167.835| + | 39 |3.880| 7,3 9 - - -
10 | + 98.429 73 |165.916| - | 39 |3.820|7,35| 10 - - -
12 | - 57.326 86 [103.008| + | 33 (2.280]| 7,21 9 - + Wehen, Infektion
14 | + 101.816 68 | 142.220| - |40 (3.160| 7,33 | 10 - - -
13 127.228 69 |130.303| - | 39 (3.190]|7,31| 10 - + -
15| - 46.313 77 | B4.482 | + | 41 |13.780( 7,25 | 10 - + -
17 | + 47.329 83 (191943 - |41 |3.450| 7,17 7 - - -
63 | - 79.921 78 |188.732| + | 37 |3.100| 7,36 8 - - | fet. Hydronephrose
18 | - 136.829 93| 62.614 41 |4.010| 7,33 | 10 + + -
20 | - 87.816 65 | 109.939| - | 39 (3.400 10 - - Praeklampsie
19| - 109.961 91| 89.725 | - | 35 [2.860]| 7,23 8 - + -
21 | - 195.685 81 (133.413| - |40 (3.150| 7,34 | 10 + - -
23 | - 108.972 85 [1068.499| - |41 (4.110|7,37| 10 - - vitium cordis
22 | - 144.827 78 |122.316| + | 37 |3.500| 7,27 | 10 - - Beckenendlage
25 | + 134.161 81| 97504 | - [40|3.500| 7,3 10 - - -
26 | - 103.880 86 |117.429| + | 441 (3.420| 7,26 10 + + -
27 | - 58.438 90 | 66.630 40 |4.250| 7,39 | 10 - - | Gestationsdiabetes
S 28 | + 79.660 90 | 144.383| - | 39 [3.930]| 7,4 10 - - -
E 29 | - 98.446 89 [1680.611| - | 36 [3.250]| 7,29 9 - + -
’g 30| - 107.083 87 | 68.348 | + | 38 [2.820]| 7,31 | 10 + + -
64 | + 94.581 59 | 195.706| - | 35 |(2.450]| 7,3 10 - - -
31| - 108.955 97 | 84271 | + | 27 |1.190| 7,28 7 + + vag. Blutung
32| - 50.786 62 |147.838| + |41 (3.900|7,31| 10 - - protrahierte
Austreibungsphase
33| - 185.156 84 (121.830| - |40 [4.020| 7,32 | 10 + - -
34| - 129.286 80 [170.131| + | 40 [2.320] 7,31 9 + + Geburtsstillstand
3B - 229.980 84 [133.799| + |40 [2.590]|7,32| 10 + + Geburtsstillstand
36 | + 74.622 84 [191.359| - |40 [(3.010]| 7,46 | 10 - - -
37| - 96.072 91 |1150.285| + | 32 [1.390| 7,29 | 10 - + | Salzverlust-Syndrom
38| + 122.177 72 | 146.885 41 |3.010| 7,29 | 10 - -
40 | + 106.890 83 [129.908| - |40 [3.700| 7,28 | 10 - - -
61 | - 69.562 67 |195.892| + |41 |4.800(7,27| 10 + - -
39 | + 222411 67 | 74386 | - | 38 [4.080]|7,35| 10 - - -
5 |41 51.955 54 1102.954| - | 35 [2.870| 7,24 | 10 + + vorzeitige Wehen
a |[43] - 128.945 79 |1240.179| - | 40 |3.160| 7,25 8 - +
g 45 | - 130.007 78 |332.051| + | 40 |3.560| 7,3 10 - + -
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: 2 | & . .
el 8% || 82 |, 5l g |ec|sed 8e
|8 =i Q| == |B || 2 | Z |0E|gZso 2 Q2
= | N Z =1 Se |38 & 5 |Zw|m 3|86 gm 2
47 | - 248.348 87 [255.673| - | 38 [3.080| 7,27 | 10 + + vorzeitige Wehen,
Beckenendlage
46 | - 193.422 83 [326.091| + |41 (3.940| 7,28 | 10 + + | Diabetes der Mutter
48 | + 76.171 34 |1248.224| - | 35 [2.250| 7,34 | 10 - - -
49 | - 119.645 69 | 130.862( + | 32 [1.890| 7,33 9 + + -
50 | + 108.053 93 1183578 - |41 (3400|724 | 10 - - -
54 | - 86.018 70| 38505 | - | 39|2865|7,32| 10 - + -
51 | + 134.948 54 1130.586| - | 40 [3.300 10 - - -
52 | - 114.454 76| 87.103 | - |40 |3.6820|7,33| 10 - - Vakuum-Extr.

Tabelle 8.5.1: Es sind die Zahl der NB1-GP pro Neutrophilem, der Anteil der NBl-exprimierenden Zellen und die
Zahl der FcyRIlIb pro Neutrophilem bei Granulozyten aus Nabelschnurblut aufgeflihrt sowie die erfafdten klinischen
Parameter bei der Geburt.

Erlauterung der Abkurzungen:

SSW = Schwangerschaftswoche am Geburtstermin, APGAR = nach Smin bestimmter APGAR-Wert, ,BS*
Blasensprung, ,AIS“ = Amnioninfektionssyndrom, ,Extr* = Extraktion, NSB = Nabelschnurblut, CTG
Kardiotokogramm, ,NG" = Neugeborenes, ,Vorz.” = vorzeitig, ,+“ = ,trifft zu*“, -“ = trifft nicht zu“

Diese Abklrzungen gelten auch fur alle folgenden Tabellen des Anhangs D.

Giuppe n ZahiderNBL-GP/ Zelle Anteil der NB1+ Zellen [%] Zahlder FoyRlll
Mitistwert Minimum Mitistwert Minimum Mitistwert Minimum
+ Stendarc- Maximum p + Stendarc- Maximum p + Stendarc- Maximum p
abweichung abweichung abweichung
ae o, | 109.125 | 35734 ei1s | 147288 | 38.505
Neugsborene +47.978 | 246.348 + 97 +69.822 | 375.915
webiche | _ | 127.767 | 50.786 i1 | 164.646 | 38.505
Neugeborene +55.029 | 246.348 | | | 17 97 | oqon| £77.018 | 3320851 | o
mémiche | | 94982 | 35734 || __ [ 39 | 134.120 | 54.462 |
Neugeborene +36.867 | 195.685 * 95 +61.970 | 375.915
111216 | 35.734 34 144533 | 38.505
Sponenesbut | 29 |+ 50.058 | 246348 | o | 3*15 | 93 | . | +71763 | 375915 |
ot L5 | 108368 | 46313 | [ [ 39 |7 150.919 | 54.462 |
° +45.813 | 229.980 t 97 +68.677 | 332.051
116.663 | 35.734 39 141.990 | 38.505
SBALSOW | 321 4 55.407 | 246.348 7413 | g3 +71.339 | 332.051
95.068 | 57.326 34 153.754 | 89.725
R23BIW | 8 | e g0 | 144807 |OFB| 72219 | g |O008| oo 104 | 248.004 | 0496
75.192 | 51.363 63 217.379 | 129.336
LSSV |3 1 40690 | 100477 |OBH] TBELA | o0 | B0 | 437577 | 375915 | 0347
105.757 | 67.288 12 135730 | 84.271
RSW | 8 | o5 954 | 140855 09| 7820 | g7 |03 oo 407 | 180804 | 0855
111.765 | 35.734 34 146.016 | 38.505
Perol0 | *° 50212 | 246348 | | PEM | 03 | | +70436 | 375915 | .
o | g | o497 [a73s | L] %2 | 154122 | 84271 |
. +32.278 | 140.855 - 97 +57.243 | 240.179
Gebursgwict | | 108.089 | 35.734 ni1s| 9 155.761 | 38.505
28-40kg +46.025 | 246.348 + 93 +81.321 | 375.915
Gebursgewicht 110.449 | 57.326 34 173.980 | 103.008
228k | © |+63440 220080 |09 6820 | gg |OBH| |5 015 | 248204 | 9207

133




Guppe n ZahlderNBLGP | Zelle Anteilder NB1+ Zollen [%] Zahider FoyRlll
Mitistwert Minimum Mitistwert Minimum Mitistwert Minimum
+Standard- Maximum p +Standard- Maximum | P +Standard- Maximum p
abweichung abweichung abweichung
Geburtsgewicht 105.757 | 67.288 42 135.730 | gp 571
s 8 | oo ona | 140ass |0878| 7820 | g7 |0265| +37.487 | oo, 0792
Gebursgewicht 116279 | 50.786 59 101.305 | 62.614
Butpivert | o | 113.062 | 35.734 i1s | 137468 | 38.505
7374 +49.478 | 229.980 + 94 +63.851 | 332.051
Bt Wert 113.307 | 46.313 12 171.160 | 54.462
725720 | 18 | 451717 | 246.3a8 |OB77| 77213 | g7 |02 [ gpoas | 375015 | 9351
BlutHWert 74.925 | 47.329 54 134242 | 89.725
<725 5 | 431300 | 109.961 |Q108| 81£16 | g5 |01 | 4goas | 101,043 | O938
BlutHWert 107.389 | 74.622 Y 95.848
>740 2 | t46834 | 140855 | X© | 88 gp |0132] 143.804 | ;g 359 | 0825
Keine
Besoncerheten | . | 102.099 | 35734 sra1s | 34 151.826 | 66.695
2 Zeitdes +43.511 | 222.411 + 93 +48.630 | 248.224
Geburtstermins
Besoncerhelen 112.052 | 46.313 12 145397 | 38.505
vomanden | 38 | +50.011 | 246.348 |O4®| TTEL3 | o7 0067 L oo 10e | 375015 | 0247
Pathologieches 111401 | 46.313 12 154444 | 38.505
Vorzsiger 142.937 | 51.955 54 155.656 | 62.614
. 94.447 | 20542 75 106.499
Fenbiding 121 4 55540 | 79.921 80 85 137.616 | 155732
. 78.980 | 51.363 12 130,082 | 102.954 | 0.267
ekion | © | 433477 | 134.480 | %30 7820 | g0 |93 433001 | 182.894
Probleme oder
89.338 | 50.786 58 105.615 | 66.630
Bicankungen | 8 | | o) 134 | 140885 |O7B| 78215 | g7 |O10) 505 | 150,285 | 9040
der Mutter
Path.CTG + 135.023 | 51.955 54 160.328 | 62.614
vorzeitgers | 12 | +61.307 | 246.348 |O09| 8013 | o7 0075 o g | 375915 | 0916
Path.CTG +
100.802 | 57.326 58 108.353 | 84.271
Pro,\'jl"jtfer‘e‘i 4 | 134560 | 140855 |07 8317 | o7 | 10| {55001 | 150085 | 9152
Vorz.BS+
Problemed, 124.905 | 108.955 92 842071
Mutter (path. | 2 140855 | 0176 95 g7 |002| 90960 | gggng | 0132
cre)

Tabelle 8.5.2: Ubersicht iber die statistischen Werte Mittelwert mit Standardabweichung, Minimum und Maximum
flr die Zahl der NB1-GP pro Zelle, den Anteil NBl-exprimierender Granulozyten und die Zahl der FcyRIlIb pro Zelle
bei Granulozyten aus Nabelschnurblut. Die Werte sind fur alle Neugeborenen und flur die analysierten
Untergruppen anhand der Geburtsumstande und klininschen Angaben aufgeflhrt. Der jeweils angegebene P-Wert
bezieht sich auf die erste Gruppe des jeweiligen Abschnitts.
Die Abklrzungen sind bei Tabelle D1 erlautert.
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Kategorie Weibliche Neugeborene Mannliche Neugeborene
p far Zahl . p fur Zahl p far Zahl . p fur Zahl

N | ger NB1-GP |P fiir %NB1+ der FyRIllb N | ger NBLGP | P fiir %NB1+ der FeyRIllb
Gesunde NG 8 7
Probleme 14 0,441 0,482 0,868 22 0,328 0,098 0,438
Path. CTG 11 0,351 0,492 0,840 16 0,413 0,078 0,579
Vorzeitiger BS | 8 0,161 0,328 0,798 6 0,051 0,181 0,295
Infektion 1 5 0,878 0,202
Probleme 4 0,683 0,683 0,368 4 1,0 0,164 0,109
Mutter
Patholog. CTG | 7 0,232 0,397 1,0 5 0,108 0,149 0,343
+ vorzeitiger
BS

Tabelle 8.5.3: Ubersicht lber die Ergebnisse der statischen Tests zum Vergleich der NB1-Expression gesunder
Neugeborener mit Neugeborenen mit perinatalen Komplikationen. Die Angaben sind getrennt fur weibliche und
mannliche Neugeborene aufgeflhrt.

Gruppe n Zahl der NB1-GP / Zelle Anteil der NB1+ Zellen [%] Zahl der FeyRIllb
Mittelwert Minimum Mittelwert Minimum Mittelwert Minimum
+ Standard- Maximum + Standard- Maximum + Standard- Maximum
abweichung abweichung abweichung
mannliche 29 94.982 35.734 77 +15 39 134.120 54.4862
Neugeborene + 36.867 195.685 95 +61.970 375.915
Spontangeburt | 15 98.169 35.734 77 +13 51 136.305 62.614
+41.449 195.685 93 +76.753 375.915
Sectio 14 91.568 46.313 77 +17 39 131.778 54.4862
+32.449 144.827 94 +43.771 193.010
38.-41. SSW 16 96.245 35.734 75+ 15 39 117.356 54.4862
+ 40.695 195.685 93 + 44.660 191.943
32.-38. SSW 6 98.298 57.326 81+9 68 131.017 89.725
+ 30.125 144.827 91 + 38.649 193.010
>41. SSW 2 51.700 51.363 77 863 252.626 129.336
+4.76 52.036 90 +174.358 375.915
< 32. SSW 5 104.276 67.288 79+ 21 42 144.084 95.848
+ 33.194 140.855 94 + 40.633 182.894
Apgar 9-10 23 97.082 35.734 76+ 13 39 129.608 54.4862
+ 38.145 195.685 93 + 65.594 375.915
Apgar <9 6 86.933 47.329 80+ 20 42 151.420 89.725
+ 33.334 140.855 94 + 46.062 191.943
Geburtsgewicht | 18 96.935 35.734 73+ 13 39 139.330 54.4862
2,8-4,0kg +39.228 195.685 91 +70.732 375.915
Geburtsgewicht | 2 66.338 57.326 77 68 148.009 103.008
2-2,8 kg +12.744 75.349 86 193.010
Geburtsgewicht | 5 104.276 67.288 79+ 21 42 144.084 95.848
<2 kg +33.194 140.855 94 + 40.633 182.894
Geburtsgewicht | 4 88.901 51.363 90+4 85 91.270 62.614
>4 kg +40.976 136.829 93 +32.193 129.336
pH-Wert des 15 100.073 35.734 76+ 16 39 126.249 62.614
Bluts 7,3-7,4 +38.674 195.685 94 + 45,299 193.010
pH-Wert des 9 90.011 46.313 76+ 15 42 156.140 54.4862
Bluts 7,25-7,29 + 36.120 144.827 90 +90.261 375.915
pH-Wert des 3 71.539 47.329 87 +4 83 128.225 89.725
Bluts <7,25 + 33.648 109.961 91 +55.579 191.943
pH-Wert des 1 140.855 92 95.848
Bluts >7,40
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Gruppe n Zahl der NB1-GP / Zelle Anteil der NB1+ Zellen [%] Zahl der FeyRIllb
Mittelwert Minimum Mittelwert Minimum Mittelwert Minimum
+ Standard- Maximum + Standard- Maximum + Standard- Maximum
abweichung abweichung abweichung

Keine 7 84.520 35.734 68+ 18 39 139.536 66.954

Besonderheiten +33.772 134.161 88 +43.414 19.194

Besonderheiten | 22 98.312 46.313 80+ 13 42 132.396 54.4862
vorhanden + 37.924 195.685 94 + 67.595 375.915

Pathologisches | 16 92.950 46.313 81+ 14 42 137.824 54.4862
CTG + 32.604 140.855 94 + 76.835 375.915

Vorzeitiger 6 122.728 52.036 82+11 863 142.261 62.614
Blasensprung +47.849 195.685 93 +117.686 375.915
Fehlbildung 2 79.921 80 75 137.616 106.499
108.972 85 168.732

Infektion 5 84.385 51.363 77 +20 42 135.508 103.008
+34.377 134.482 94 + 33.796 182.894

Probleme d. 4 86.109 57.326 83+ 12 865 93.856 66.630
Mutter +39.133 140.855 92 +19.041 109.939

Path CTG+vorz. | 5 108.137 52.036 83+ 12 863 144.031 62.614
BS + 35.568 140.855 93 +131.488 375.915

Path CTG + 2 57.326 89 86 99.428 95.848
Probleme Mutter 140.855 93 103.008

Tabelle 8.5.4: Ubersicht Uber die statistischen Werte Mittelwert mit Standardabweichung, Minimum und Maximum
flr die Zahl der NB1-GP pro Zelle, den Anteil NB1-exprimierender Granulozyten und die Zahl der FcyRIlIb pro Zelle
bei Granulozyten aus Nabelschnurblut mannlicher Neugeborener. Die Werte sind fur alle mannlichen
Neugeborenen mit den analysierten Untergruppen anhand der Geburtsumstande und klininschen Angaben
aufgefuhrt.

Gruppe n Zahl der NB1-GP / Zelle Anteil NB1+ Zellen [%] | Zahl der FeyRIllb
Mittelwert Minimum Mittelwert Minimum Mittelwert Minimum
+ Standard- | Maximum + Standard-| Maximum |+ Standard- | Maximum
abweichung abweichung abweichung
weibliche 23 127.767 50.786 71+ 15 34 164.646 38.505
Neugeborene + 55.029 248.348 97 +77.018 332.051
Spontangeburt 14 125.195 51.955 69+ 16 34 153.348 38.505
+ 56.422 248.348 93 +67.721 255.673
Sectio 9 132.269 50.786 76+ 13 58 184.4186 84.271
+ 56.002 229.980 97 + 92.608 332.051
38.-41. SSW 16 137.080 50.786 74+ 12 52 166.623 38.505
+61.636 248.348 93 +85.022 332.051
32.-38. SSW 2 85.376 76.171 46 +17 34 221.965 195.708
94.581 58 248.224
>41. SSW 1 122.177 72 146.885
< 32. SSW 3 108.224 96.072 75+ 20 58 121.808 84.271
+11.804 119.645 97 + 33.926 150.285
Apgar 9-10 20 128.649 50.786 70+ 15 34 164.888 38.505
+ 57.684 248.348 93 + 76.914 332.051
Apgar <9 2 118.950 108.955 87 77 162.225 84.271
128.945 97 240.179
Geburtsgewicht 12 124.820 51.955 74+ 12 52 180.408 38.505
2,8-4,0kg +51.938 246.348 93 +92.728 332.051
Geburtsgewicht 4 132.505 76.171 684 +23 34 186.965 133.799
2-2,8 kg +68.614 229.980 84 + 48.094 248.224
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Gruppe n Zahl der NB1-GP / Zelle Anteil NB1+ Zellen [%)] Zahl der FcyRIllb
Mittelwert Minimum Mittelwert Minimum Mittelwert Minimum
+ Standard- | Maximum + Standard-| Maximum |+ Standard- | Maximum
abweichung abweichung abweichung
Geburtsgewicht 3 108.224 96.072 75+ 20 58 121.808 84.271
<2 kg +11.804 119.645 97 + 33.926 150.285
Geburtsgewicht 3 152.784 50.786 68+ 13 59 114.684 74.386
>4 kg +90.276 222411 82 + 37.244 147.838
pH-Wert des 11 130.772 50.786 67 + 15 34 152.767 38.505
Bluts 7,3-7,4 + 58.551 229.980 84 + 82.905 332.051
pH-Wert des 7 143.258 96.072 78+ 12 58 190.470 84.271
Bluts 7,25-7,29 + 55.556 248.348 97 +85.221 326.091
pH-Wert des 2 80.004 51.955 74 54 143.266 102.954
Bluts <7,25 108.053 93 183.578
pH-Wert des 1 74.622 84 191.359
Bluts >7,40
Keine 8 117.482 74.622 67 +19 34 162.579 74.386
Besonderheiten +47.217 222411 93 + 53.207 248.224
Besonderheiten | 14 133.645 50.786 74+ 12 54 165.826 38.505
vorhanden + 59.908 248.348 97 +89.742 332.051
Pathologisches 11 138.239 51.955 75+ 13 54 178.618 38.505
CTG + 60.446 248.348 97 +97.180 332.051
Vorzeitiger 8 158.093 51.955 78+ 13 54 165.701 84.271
Blasensprung + 66.487 246.348 97 +83.293 326.091
Fehlbildung 0
Infektion 1 51.955 54 102.954
Probleme d.| 4 92.587 50.786 72+ 18 58 117.374 84.271
Mutter + 28.900 114.454 97 +36.621 150.285
Path CTG+vorz| 7 154.227 51.955 78+ 13 54 171.969 84.271
BS + 70.815 248.348 97 + 87.905 326.091
Path CIG +| 2 102.514 96.072 78 58 117.278 84.271
Probleme Mutter 108.955 97 150.285

Tabelle 8.5.5: Ubersicht Uiber die statistischen Werte Mittelwert mit Standardabweichung, Minimum und Maximum
flr die Zahl der NB1-GP pro Zelle, den Anteil NBl-exprimierender Granulozyten und die Zahl der FcyRIlIb pro Zelle
bei Granulozyten aus Nabelschnurblut weiblicher Neugeborener. Die Werte sind fur alle weiblichen Neugeborenen
mit den analysierten Untergruppen anhand der Geburtsumstande und klininschen Angaben aufgefluhrt.
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8.6 Abkiirzungsverzeichnis

Abklrzung Bedeutung Abklrzung Bedeutung
ACTH Adreno-Corticotropes Hormon kDa Kilodalton
Ag Antigen LFA Jleukocyte function antigen”
AIN Autoimmunneutropenie LPS Lipopolysaccharid
Ak Antikorper LTB, Leukotrien B4
AML akute myeloische Leukamie MCP Metacarpophalangeal (gelenk)
ANCA antineutrophile  cytoplasmatische | MRNA .messenger‘-Ribonukleinsaure
Antikorper
ANN Alloimmune neonatale [ NB1+ NB1-exprimierend (e Neutrophile)
Neutropenie
ARA American Rheumatism || %NB1+ Prozentualer Anteill der NB1-
Association exprimierenden Neutrophilen
ARDS adult respiratory distress syndrome || NIN Neonatale Immunneutropenie
AS Aminosaure NK-Zellen natlrliche Killerzellen
BAC bacterial artificial chromosome NSB Nabelschnurblut
bp Basenpaare PAF “platelet activating factor”
CML chronisch myeloische Leuké&mie PDGF “platelet derived growth factor”
CR3 Komplementrezeptor 3 PIP proximal interphalangeal
CRP C-reaktives Protein PNH paroxysmale nocturnale
Hamoglobinurie
Da Dalton PRV; PV Polyzythamia rubra vera,
Polyzythamia vera
DNS od. DNA Desoxyribonucleinsaure (acid) RA rheumathoide Arthritis
cDNA codierende DNA
FcyR Fcy—Rezeptor RF Rheumafaktor
fMLP N-formyl-methionyl-leucyl- rh-G-CSF rekombinantes humanes G-CSF
phenylalanin (von Bakterien
freigesetztes Chemotaxin)
G6PD Glukose-6-Phosphat- RNA Ribonukleinsaure (acid)
Dehydrogenase
GAT Granulozyten-Agglutinations-Test | ROS radikale  Sauerstoff  (oxygen)
Spezies
G-CSF “granulocyte-colony stimulating || SCF .stem cell factor”, Stammzellfaktor
factor” (Granulozyten-Kolonie (Wachstumsfaktor)
stimulierender Faktor)
GIFT Granulozyten-limmunfluoreszenz- || TGF “transforming growth  factor”
Test (Wachstumsfaktor)
GP Glykoprotein TNF Tumornekrosefaktor
GPI Glykosyl-phosphatidyl-inositol TRALI Jransfusion-relacted acute lung
injury”; transfusionsassoziierte
akute Lungeninsuffizienz
HNA ~human neutrophil antigen®, || TXA, Thromboxan A,
humanes Neutrophilenantigen
g Immunglobulin uPAR Urokinase-Plasminogen-
aktivierender Rezeptor
IFN Interferon UTR “untranslated regions”
IL Interleukin
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Neutrophil CD177 (NB1 gp, HNA-238) expression is increased in severe bacteria infections and

polycythaemiavera
Br JHaematol 2004; 126: 252-254
*zu gleichen Tellen

Wolff JC, Gohring K, Heckmann M, Bux J.
Sex-dependent up regulation of CD177-specific MRNA expression in cord blood dueto different stimuli.
Transfusion 2006, 46: 132-136

Poger und Vortrége
7" Europeen Symposium on Platelet, Granulocyte and Red Cell Immunobiology, Belgirate (Itaien),
11.-14.04.2002:
Poger: Expression of NB1 Glykoprotein (HNA-2a, CD177) on neutrophils is upregulated during severe
bacterial infections or G-CSF trestment.
Autoren: Gohring K, Wolff J, Kissal K, Bux J(Universté Gielzen).

9. Jahrestagung der Deutschen Gesdllschaft fur Immungenetik (DGI), Frankfurt/Main, 08.09.2001:
Vortrag: Die Expression von NB1-Glykoprotein (HNA-2a, CD 177) auf humanen Granulozyten wird

entziindungsabhéngig reguliert.

10 Erklarung

Ich erklére: 1ch habe die vorgelegte Dissertation selbstandig, ohne unerlaubte fremde Hilfe und nur mit den
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Studium der Humanmedizin an der Justus-Liebig-Universitét Gielzen
Arztliche Vorprifung

Ergter Abschnitt der Arztlichen Prifung

Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Prektisches Jahr am Universtéasklinikum Gief3en und am S. Vincenz-
Krankenhaus Limburg (Lahn), Akademisches Lehrkrankenhaus der
Universté Giellen

Approbetion als Arztin

ba Prof. Dr. J Bux am Inditut fir klinische Immunologie und
Transfusionsmedizin, Jusus-Liebig-Université Gief3en

Wissenscheftliche Mitarbeiterin an der Medizinischen Klinik, Abteillung
Kardiologie, der Universitésklinik Tubingen
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