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1. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

Abb.  Abbildung 
µg Mikrogramm 
µl Mikroliter 
AG Antigen 
AK Antikörper 

BLT1 Leukotrien B4 Rezeptor 1 
CD Cluster of Differentiation/ Differenzierungsantigen 
CD11b Komplementrezeptor 3 

CD35 Komplementrezeptor 1 

CGD Chronic  granulomatous disease/ Chronische 
Granulomatose 

CpG-ODN Cytosin-(phosphat)-Guanin-
Oligodesoxynukleotide  

CRP C reaktives Protein 
CXCR1 Interleukin-8 Rezeptor 1 
CXCR2 Interleukin-8 Rezeptor 2 
d.h. das heißt 
DHR Dihydrorhodamin 
dl Deziliter 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
EDTA Ethylen-Diamin-Tetraacetat 
ENA Epithelial neutrophil activating protein/ 

Epitheliales Aktivierungsprotein neutrophiler 
Granulozyten  

et al. Et alias 
FACS Fluorescence activated cell sorter 
FITC Fluorescein isothiocyanate 
fMLP N-formyl-Met-Leu-Phe 
FSC Forward Scatter/ Vorwärtsstreulicht 
g Gramm 
GCP Granulocyte chemotactic protein 
GRO/CINC 1 Cytokine-induced neutrophil chemoattractant 1 
HLA Humane Leukozytenantigene 
Ig Immunglobulin 
IL Interleukin 
KCl Kaliumchlorid 
KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat 
KHCO3 Kaliumhydrogencarbonat 
KMT Knochenmarktransplantation 
LPS Lipopolysaccharid 
LTA4 Leukotrien A4 
LTB4 Leukotrien B4 
MFI Mittlere Fluoreszenzintensität 
mg Milligramm 
ml Milliliter 
MPO Myeloperoxidase 
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MyD88 Myeloid-Differenzierungs-Faktor 88 
Na2HPO4.2H2O Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat 
NaCl Natriumchlorid 
NADPH Nicotinamid-Adenosin-Dinucleotid-Phosphat 
NAP Neutrophil activating peptide 
NBT Nitroblautetrazolium 
NG Neutrophile Granulozyten 
NH4Cl Ammoniumchlorid 
P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 
Pam3CSK4 Lipopolypeptid 
PAMPs Pathogen associated molecular Patterns/ 

Krankheitsassozierte molekulare Muster 

PBS Phosphate buffered saline/ Phosphatpuffer 
PE Phycoerythrin 
PGN Peptidoglycan 
PRRs Pattern Recognition Receptors / Pathogen 

erkennende Rezeptoren 
RNA Ribonukleinsäure 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
s. siehe 
s.o. siehe oben 
sek. Sekunde 
sog. sogenannt 
SSC Side Scatter/ Seitwärtsstreulicht 
Tab. Tabelle 
TIR Toll/IL-1 Rezeptordomäne 
TLR Toll-like Rezeptor  

TNF Tumor Nekrose Faktor 
vgl. Vergleiche 
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2. EINLEITUNG 

2.1. Chronischer Granulomatose  

Die chronische Granulomatose (CGD) ist ein primärer Immundefekt und beruht auf einer 

Fehlfunktion der Neutrophilen Granulozyten (NG). Diese Fehlfunktion wird durch eine 

genetisch bedingte Störung der NADPH-Oxidase und damit der Sauerstoffradikalbildung von 

Phagozyten verursacht [1]. Die NADPH-Oxidase besteht aus mindestens 7 

Proteinuntereinheiten, so dass man je nach Mutation verschiedene Formen von CGD 

unterscheidet. Neben der häufigsten X-chromosomal-rezessiven Form (ca 70%), bei der der 

Defekt im gp91-phox-Gen liegt, kann die Krankheit auch autosomal-rezessiv vererbt werden 

[2]. Hierbei handelt es sich nach Häufigkeit um Mutationen im p47-phox- (ca 25%), p67-

phox- und p22-phox-Gen (je 5%), (s.Tab.1). Für die anderen beteiligten Proteine (z.B. Rac1, 

phox40) wurden bisher keine Erkrankungen beschrieben.  

 

Tabelle 1: Verschiedene Formen der chronischen Granulomatose 

Erbgang         Gen                Genlocus 
X-chromosomal- 
rezessiv 

gp91phox Xp21.1 

Autosomal-rezessiv p22phox 
p47phox 
p67phox 

16p24 
7q11.23 
1q25 

 
 
Die Sauerstoffradikale werden dazu benötigt, phagozytierte Krankheitserreger intrazellulär zu 

eliminieren [3]. Somit besteht keine oder nur eine verringerte Fähigkeit, speziell 

katalasepositive Bakterien und Pilze abzutöten. Zwar können die NG pathogene Keime nach 

wie vor phagozytieren, doch fehlt ihnen die Fähigkeit sie nachfolgend unschädlich zu machen 

[4]. In der Folge leiden betroffene Kinder unter einer stark erhöhten Anfälligkeit für 

abszedierende Infektionen durch katalasepositive Erreger wie Staphylococcus aureus, 

Burkholderia cepacia oder Aspergillus spezies [1]. Diese Infektionen treten meist schon im 

ersten Lebensjahr auf [5]. Durch Makrophagenansammlungen um nicht ausreichend 

überwundene Gewebeinfektionen kommt es zur Bildung von Granulomen, die dem 

Krankheitsbild ihren Namen gaben [6]. Therapieoptionen sind die lebenslange 

prophylaktische Gabe von Cotrimoxazol und Itraconazol [1], die 

Knochenmarkstransplantation (KMT) (bei Vorhandensein eines HLA-identischen 

Geschwister) [7;8] und als Ultima Ratio bei X-CGD die Gentherapie [4]. Beim Auftreten von 

Granulomen [6] oder Autoimmunerkrankungen kann zusätzlich die Gabe von Steroiden 
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indiziert sein. Die Prognose der Erkrankung ist nach wie vor nicht zufriedenstellend. 

Inwiefern auch Oberflächenstrukturen von NG einen Angriffspunkt für Therapieoptionen 

bieten könnten, ist noch nicht geklärt. 

 

2.2. Neutrophile Granulozyten 

NG stellen eine Untergruppe der Leukozyten dar und bilden mit 55-65% deren 

Hauptbestandteil. Zu ihrer Aufgabe gehört hauptsächlich die schnelle Bekämpfung von 

Mikroorganismen, was auch als unspezifische Abwehr bezeichnet wird [9]. NG werden im 

Knochenmark gebildet. Frühe NG werden als stabkernige, ausgereifte als segmentkernige 

Neutrophile bezeichnet. Sie haben im Blut eine mittlere Verweildauer von ca. 6 Stunden. 

Erhalten sie in dieser Zeit keine stimulierenden Signale, wird Apoptose induziert [10]. Bei 

Verletzungen oder Entzündungen entstehen jedoch chemotaktische Stimuli, die es den NG 

ermöglichen zum Krankheitsherd zu gelangen [11;12]. Dort sind sie in der Lage, durch 

intensiven Kontakt mit dem Endothel dieses zu durchwandern (Diapedese). NG sind also die 

ersten Abwehrzellen, die den Krankheitsherd erreichen. Dort angekommen phagozytieren und 

eliminieren sie die schädigenden Mikroorganismen [13]. Dabei benötigen sie Stoffe, die die in 

ihrem Zytoplasma vorkommenden Granula enthalten. Man unterscheidet hierbei die 

azurophilen myeloperoxidase (MPO)-positiven Granula von den spezifischen MPO-negativen 

Granula [14]. Die azurophilen Granula entsprechen Lysosomen und enthalten u.a. 

Hydrolasen, Elastase und Defensine. Die spezifischen Granula enthalten mitunter Faktoren, 

die das Anheften der Zellen am Endothel ebenso fördern wie auch die NADPH-Oxidase für 

die Sauerstoffradikalbildung [15]. Normalerweise werden NG beim Auftreten von Infektionen 

vermehrt gebildet. Ist dies beispielsweise aufgrund verschiedener Erkrankungen oder im 

Rahmen einer Chemotherapie nicht der Fall spricht man von einer Neutropenie, die die 

Ausbildung schwerer Infektionen begünstigen kann [13]. NG werden charakterisiert durch die 

Expression von Oberflächenrezeptoren. Dabei spielen Komplementrezeptoren, Toll-like 

Rezeptoren und Chemokinrezeptoren eine entscheidende Rolle. 
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2.3. Oberflächenrezeptoren 

2.3.1 Komplementrezeptoren 

 
NG sind in der Lage, eigenständig und direkt an Mikroorganismen zu binden und diese zu 

phagozytieren. Mittels Opsonierung (Coating) der zu phagozytierenden Zelle kann die 

Bindungsrate an den Granulozyten aber noch erheblich gesteigert werden. Hierunter versteht 

man die Bedeckung der Erregeroberfläche mit Komplementfaktoren (C3b und C3bi) oder 

Antikörpern[16]. C3b und das von C3b abgeleitete Spaltprodukt C3bi werden von 

Komplementrezeptoren auf NG erkannt. Dadurch wird eine Brücke ausgebildet, die die 

Bindung zwischen Mikroorganismus und Phagozyt beträchtlich verstärkt. Die 

Komplementrezeptoren 1 (CD35) und 3 (CD11b) sind membranständige Glykoproteine, die 

von verschiedenen Abwehrzellen exprimiert werden [13]. Sie dienen u.a. der Adhäsion, 

Migration, so wie der erleichterten Phagozytose NG [17]. Im Rahmen einer Infektion kommt 

es zu einer verstärkten Expression von CD35 und CD11b auf  NG [18]. Diese werden aus 

intrazellulären Granula an die Zelloberfläche transportiert. Darüber hinaus führen bestimmte 

Komplementproteine zu einer Anhäufung von NG am Ort der Entzündung. Zusätzlich wird 

CD35 auch auf Erythrozyten exprimiert, wo es der Bindung und dem Transport von 

Immunkomplexen dient [19]. Somit spielen sowohl CD35, als auch CD11b eine maßgebliche 

Rolle bei der Phagozytose von Bakterien oder Pilzen. Ob die Komplementrezeptoren auf NG 

von CGD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden verändert sind, soll in 

dieser Arbeit geklärt werden. 

 

2.3.2 Toll-like Rezeptoren 

 
Toll-like Rezeptoren (TLR) gehören zu der Gruppe der Pattern Recognition Receptors (PRRs) 

und stellen einen wichtigen Bestandteil des angeborenen Immunsystems dar. Sie erkennen 

bestimmte erregerassoziierte molekulare Muster, die PAMPs genannt werden (Pathogen 

associated molecular patterns) [20]. Hierbei handelt es sich um Antigene, die ausschließlich 

auf oder in pathogenen Mikroorganismen vorkommen. Jeder TLR erkennt spezifisch andere 

PAMPs [21]. Bisher sind 11 TLR bekannt, von denen TLR1-10 im Menschen vorkommen. 

(s.Tab.2) 
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Tabelle 2: Humane Toll-like Rezeptoren und ihre Antigene 

TLR Antigen (PAMP) 

TLR1 Bakterielle Lipoproteine (in Heterodimerisation mit TLR2 und TLR6) [22] 
TLR2 Lipoproteine von gramnegativen und grampositiven Bakterien, sowie von 

Mycobakterien und Spirochäten. Peptidoglykane von grampositiven Bakterien. 
Zymosan von Pilzen. [23] 

TLR3 doppelsträngige RNA und Viren [24] 
TLR4 Lipopolysaccharid (Endotoxin) [25] 
TLR5 Flagellin (begeißelte Bakterien) [26] 
TLR6 Zymosan (zusammen mit TLR2) [27] 
TLR7 kurze einzel- und doppelsträngige RNA [28] 
TLR8 kurze einzel- und doppelsträngige RNA [28] 
TLR9 Bakterielle CpG-DNA (unmethyliert) [29] 
TLR10 noch nicht bekannt 
 
 
Die Entdeckung der TLR beruht auf dem Auffinden eines Proteins bei der Fruchtfliege 

Drosophila melanogaster [25], genannt Toll-Rezeptor. Es wurde gezeigt, dass dieser Rezeptor 

bei der Pathogenbekämpfung eine wichtige Rolle spielt. In der Folge wurde auf menschlichen 

Zellen nach einem solchen Rezeptor geforscht, den sogenannten TLR. TLR sind 

Transmembranmoleküle, haben also einen extrazellulären, einen transmembranösen und 

einem intrazellulären Anteil. Der extrazelluläre Anteil besteht aus Leuzin-reichen-Sequenzen, 

wohingegen der zytoplasmatische Teil in seinem Aufbau stark dem der Interleukin1-

Rezeptor-Familie ähnelt [30]. Folglich wird dieser auch als Toll/IL-1 Rezeptor-Domäne (TIR) 

bezeichnet. TLR  werden sowohl von Zellen des spezifischen, wie B-und T-Zellen [31], als 

auch des unspezifischen Immunsystems, wie beispielsweise NG, Makrophagen und 

dendritischen Zellen [32] gebildet. Wird nun ein PAMP von seinem spezifischen TLR auf NG 

erkannt, wird intrazellulär ein Signaltransduktionsweg in Gang gesetzt, der ebenfalls stark 

dem der IL1-R-Familie ähnelt. Durch die Aktivierung des Adapterproteins MyD88 [33] 

kommt es dann zu einer Expression verschiedener Gene, die letztendlich die spezifische 

Immunabwehr aktivieren. Zusätzlich wurde beobachtet, dass sich einige TLR 

zusammenschließen und somit bestimmte PAMPs noch besser erkennen können. Beim Fehlen 

von TLR auf NG konnten bei Mäusen konkordant schwere Immundefekte beobachtet werden. 

TLR unterliegen einem strengen Regulationsmechanismus, sowohl durch Pathogene [34], als 

auch durch Zytokine. Dies hat eine unterschiedliche Expression von TLR auf NG zur Folge. 

Mittels TLR können NG Pathogene erkennen [35], um diese danach abzutöten. Ob TLRs auf 

NG bei CGD-Patienten normal exprimiert sind, ist bislang noch nicht geklärt. 
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2.3.3 Interleukin-8 Rezeptoren 

 
Die Migration von NG durch entzündlich verändertes Gewebe wird von IL-8 und den IL-8 

Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 vermittelt [36]. CXCR1 und CXCR2 werden von NG hoch 

exprimiert [37] und bestehen zu 78% aus der selben Aminosäuresequenz. Die Expression von 

CXCR1/2 wird durch eine Vielzahl unterschiedlicher Stimuli induziert, u.a. durch IL-1, TNF-

α und Lipopolysaccharide [38]. Während CXCR1 nur IL-8 mit hoher Affinität bindet, bindet 

CXCR2 auch eine Reihe anderer CXC-Chemokine (z.B. ENA-78, GRO alpha, -beta, -gamma 

und NAP-2), (s.Tab.3) [36]. Die IL-8 Rezeptoren dienen der Förderung von Chemotaxis, der 

vermehrten Expression von Adhäsionsmolekülen, sowie der Aktivierung und Freisetzung von 

Sauerstoffradikalen und Granula [39]. 

Inwiefern CXCR1 und CXCR2 bei NG bei CGD-Patienten verändert sein könnten, ist bislang 

noch nicht geklärt. 

 

Tabelle 3: Eigenschaften von IL-8-Rezeptoren      

Rezeptor CXCR1 CXCR2 
 

Funktion Chemotaxis von NG, 
Oxidativer Burst 

Chemotaxis von NG, 
Makrophagenakkumulation, 
Neoangiogenese 
 

Exprimiert auf NG, 
Monozyten/Makrophagen, 
Basophilen Granulozyten, 
T-Lymphozyten, 
Endothelzellen 

NG, 
Monozyten/Makrophagen, 
Basophilen Granulozyten,  
T-Lymphozyten, 
Endothelzellen, 
ZNS-Neuronen 
 

Liganden IL-8, GCP-2 IL-8; ENA-78; GRO-α, -β, 
-γ; NAP-2; GCP-2 
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2.3.4 Leukotrien B4 Rezeptor 

 
Leukotriene gehören zur Stoffgruppe der Eikosanoide und werden im Rahmen einer Infektion 

von diversen Abwehrzellen erzeugt. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der 

Entzündungsreaktion von NG. Zunächst erfolgt die Bildung von Leukotrien A4 (LTA4), das 

mit Hilfe der 5-Lipoxygenase aus Arachidonsäure generiert wird  [40]. LTA4 stellt die direkte 

Ausgangsverbindung für alle weiteren Leukotriene dar. Hierbei unterscheidet man die 

Peptido-Leukotriene, die u.a. als potenter Bronchokonstriktor agieren von den Cysteinyl-

freien Leukotrien B4 (LTB4), dem eine maßgebliche Bedeutung in der Vermittlung 

chemotaktische Stimuli zugeschrieben wird [41]. LTB4 bindet an 2 Rezeptoren, die sich auf 

verschiedenen Zellen des Immunsystems befinden: Leukotrien B4 Rezeptor 1 (BLT1) und 

Leukotrien B4 Rezeptor 2 (BLT2). Die Wirkung von LTB4 wird hierbei hauptsächlich von 

dem hochaffinen BLT1 vermittelt [42]. BLT1 ist ein membranständiger G-Protein 

gekoppelter Rezeptor [43], der hauptsächlich von Leukozyten exprimiert wird [44]. Bindet 

LTB4 an BLT1 kommt es zu einer Aktivierung von Phospholipase C. Neben der Vermittlung 

chemotaktischer Stimuli fördert dies verschiedene Zellfunktionen, wie Degranulation, 

Bildung von Sauerstoffradikalen oder die Freisetzung von Arachidonsäure [45;46]. Über 

Leukotrienrezeptoren werden also inflammatorische Zellen aktiviert, womit ihnen eine 

maßgebliche Rolle bei der Regulation von Entzündungsgeschehen zukommt [45]. Es zeigte 

sich, dass BLT1 fast ausschließlich auf aktivierten Makrophagen, eosinophilen Granulozyten 

und NG exprimiert wird [45;46], weshalb man ihm auch eine besondere Bedeutung bei 

chronischen Entzündungen zuschreibt. Welche Bedeutung BLT1 auf NG von CGD-Patienten  

hat ist bislang unbekannt.
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3. ZIELSETZUNG 

 

Bei Patienten mit CGD liegt ein genetischer Defekt der NADPH-Oxidase der neutrophilen 

Granulozyten zugrunde, der zu einer drastischen Verminderung der Bildung von 

Sauerstoffradikalen führt. Trotz des klar definierten Defekts ist die klinische Ausprägung sehr 

variabel. Ziel dieser Dissertation ist es zu untersuchen, ob es durch die fehlende Bildung von 

Sauerstoffradikalen  bei Patienten mit CGD auch zu Veränderungen in der Expression 

essentieller Rezeptoren für die angeborene Immunabwehr kommt, die das weite klinische 

Spektrum der Erkrankung besser zu verstehen helfen können. In den vergangenen Jahren 

konnte gezeigt werden, dass vor allem die Toll-like Rezeptoren, aber auch 

Komplementrezeptoren und Chemokinrezeptoren eine fundamentale Rolle in der Funktion 

des angeborenen Immunsystems spielen.  

Wir quantifizierten deshalb die Expression von TLRs, Komplementrezeptoren, BLT1 und 

CXCR1/2 auf NG im peripheren Blut von CGD- Patienten und gesunden Kontrollprobanden 

mit Hilfe der Durchflusszytometrie.



Material und Methoden  

  12   

4. MATERIAL UND METHODEN 

4.1. Patienten 

Die Probanden und Probandinnen für die vorliegende Arbeit wurden im Rahmen eines 

Routine-Termins in der Immundefekt-Ambulanz im Dr. von Haunerschen Kinderspital der 

LMU München rekrutiert. Bei den Probanden handelt es sich um Patienten mit der klinischen 

und genetisch-gesicherten Diagnose CGD. Insgesamt wurden 15 CGD-Patienten im Zeitraum 

von März 2006 bis März 2007 in die Studie aufgenommen. Alle Probanden wurden sorgfältig 

über den Inhalt, die Fragestellung und das Ziel dieser Studie aufgeklärt und nach schriftlicher 

Einverständniserklärung (bei Minderjährigen durch die Erziehungsberechtigten) in die Studie 

aufgenommen. Die Studie wurde von der Ethikkommission der LMU München genehmigt. 

Den Probanden wurde zusätzlich zum Routine-Labor 2ml EDTA-Blut abgenommen, das dann 

sogleich verarbeitet wurde. Alle Probanden waren zum Zeitpunkt  der Blutentnahme 

symptomfrei, d.h. sie hatten keine akute Infektion. Tabelle 4 zeigt eine 

Patientendatenübersicht, Tabelle 6 die genauen Patientendaten. 

 

Tabelle 4: Patientendaten-Übersicht 

N 15 
Alter (Jahren) ± Standardabweichung 13 ± 12 
Geschlecht (m:w) 13/2 
Vererbung 6 Patienten autosomal rezessiv 

9 Patienten X-chromosomal 
CRP (mg/dl) ± Standardabweichung 0.4 ± 0.7 
Leukozyten (/µl) ± Standardabweichung 7700 ± 3900 
Restaktivität 12 Patienten keine Restaktivität 

3 Patienten schwache Restaktivität 
Dauermedikation 14 Patienten Itraconazol 

14 Patienten Cotrimoxazol 
1 Patient keine Dauermedikation 

 
Angaben zu den von uns rekrutierten gesunden Kontrollprobanden sind in Tabelle 5 
dargestellt. 
 

Tabelle 5: Daten der Kontrollprobanden 

N 15 
Alter (Jahren) ± Standardabweichung 12 ± 6 
Geschlecht (m:w) 6/9 
CRP (mg/dl) ± Standardabweichung 0.2 ± 0.7 
Leukozyten (/µl) ± Standardabweichung 8900 ± 3000 
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Tabelle 6: Genaue Patientendaten 

 
Al-
ter 
(Jah
-re) 

Ge-
schle
cht 

Vererbung Mutation Nukleo-
tidän-

derung 

Aminsäure 
oder 

mRNA-
Änderung 

CRP 
(mg/ 

dl)   

Leuk
o-
zyten 
(G/l) 

NBT-Test 
(% positiv) 

DH
R-
Test 

Medikation 

1 m gp91,  
X-chromosomal 

Nonsense 1140 G → A 380 Trp → 
Stop 3,6 17,7 

0% PMA,  
0% Candida 

neg Itraconazol, 
Cotrimoxazol 

18 m gp91,  
X-chromosomal 

Missense 1028 C → A 339 Pro → 
Stop 0,5 8,3 

0% PMA,  
0% Candida 

neg Itraconazol, 
Cotrimoxazol 

5 m p47, autosomal 
rezessiv 

Deletion GTGT 
Deletion, 
Exon2 

Frameshift 

0,03 7,4 

4% PMA,  
15% 
Candida 

pos Itraconazol, 
Cotrimoxazol 

9 m p47, autosomal 
rezessiv 

Deletion GTGT 
Deletion, 
Exon2 

Frameshift 

0,05 7,5 

6% PMA,  
5% Candida 

pos Itraconazol,  
Cotrimoxazol 

11 m gp91,  
X-chromosomal 

Missense 578 C → T 193 Ser → 
Phe 0,1 5,3 

0% PMA,  
0% Candida 

neg Itraconazol , 
Cotrimoxazol 

9 m p47, autosomal 
rezessiv 

Deletion GTGT 
Deletion, 
Exon2 

Frameshift 

0,15 6,1 

0% PMA,  
0% Candida 

neg Itraconazol, 
Cotrimoxazol 

12 m gp91,  
X-chromosomal 

Deletion 80-83 TCTG Frameshift 
0,32 4,7 

0% PMA,  
0% Candida 

neg Itraconazol, 
Cotrimoxazol 

16 m gp91,  
X-chromosomal 

Missense 1106 T → C Frameshift 
0,49 4,1 

0% PMA,  
0% Candida 

neg Itraconazol, 
Cotrimoxazol 

31 m gp91,  
X-chromosomal 

Insertion A nach A742 Frameshift 
0,1 3,7 

0% PMA,  
0% Candida 

neg Itraconazol, 
Cotrimoxazol 

11 m gp91,  
X-chromosomal 

Deletion 1497 A 
Deletion 

Frameshift 
0,41 7,8 

0% PMA,  
0% Candida 

neg Itraconazol, 
Cotrimoxazol 

54 m p47, autosomal 
rezessiv 

Deletion GTGT 
Deletion, 
Exon2 

Frameshift 

0,1 5,8 

10% PMA, 
7% Candida 

pos Keine 

8 f p22, autosomal 
rezessiv 

Deletion AGTG 
Deletion 

Donor splice 
site mutation 
in Intron 1 0,2 6,7 

0% PMA,  
0% Candida 

pos Itraconazol, 
Cotrimoxazol 

4 m gp91,  
X-chromosomal 

Nonsense 469 G → T 157 Arg → 
Stop 0,92 15,5 

0% PMA,  
0% Candida 

neg Itraconazol, 
Cotrimoxazol 

4 m gp91,  
X-chromosomal 

Nonsense 469 G → T 157 Arg → 
Stop 0,12 10,7 

0% PMA,  
0% Candida 

neg Itraconazol, 
Cotrimoxazol 

12 f p47, autosomal 
rezessiv 

Deletion GTGT 
Deletion, 
Exon2 

Frameshift 

0,1 4 

0% PMA,  
0% Candida 

neg Itraconazol, 
Cotrimoxazol 
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4.2. Geräte 

• Ultrazentrifuge Varifuge 20 RS    Heraeus  Sepatech 

• Tischzentrifuge 5415C     Eppendorf 

• Mischgerät: Vortex Genie 2     Scientific Industries 

• Mikropipetten       Eppendorf 

(0-10µl; 10-100µl; 20-1000µl)  

• Durchflusszytometer (FACS)    Becton & Dickinson 

FACSScan 

• FACS-Auswertestation     Apple 

Macintosh Power PC 

• FACS-Auswertesoftware     Becton&Dickinson 

Cell Quest 3.1f 

• PC                                                                                          ACER 

     ACER                                                                                      Aspire 2001 WLMi    

           Windows XP 

• Prism 3.0                                                                                 Graph Pad Software 

 

4.3. Glas- und Plastikmaterial 

• Reaktionsgefäße      Eppendorf 

• Plastikspitzen für Mikropipetten    Schubert/Pharmacia 

• Plastikröhrchen      Falcon 

(15ml/50ml) 

• Rundbodenröhrchen „Falcon“    Becton & Dickinson 

(5ml) 

 

4.4. Antikörper  

• TLR1 - Phycoerythrin (PE) mouse IgG1 (eBioscience, San Diego, USA) 

• TLR2 - fluorescein isothiocyanate (FITC) mouse IgG2a (eBioscience, San Diego, 

USA) 

• TLR4 - PE mouse IgG2a (eBioscience, San Diego, USA) 

• TLR5 - PE mouse IgG2a (Imgenex, San Diego, USA) 

• TLR9 - PE rat IgG2a (eBioscience, San Diego, USA) 
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• CD11b – PE mouse IgG2a (R&D Systems, Minneapolis, USA) 

• CD18 – PE mouse IgG1 (R&D Systems, Minneapolis, USA) 

• CD35 – PE mouse IgG1 (Becton & Dickinson, New Jersey, USA) 

• CXCR1 –  PE mouse IgG2b (Becton & Dickinson, New Jersey, USA) 

• CXCR2 – PE mouse IgG1 (Becton & Dickinson, New Jersey, USA) 

• LTB4 – PE mouse IgG1 (R&D Systems, Minneapolis, USA) 

• Isotyp Kontrolle PE mouse mouse IgG1 

• Isotyp Kontrolle PE mouse mouse IgG2a 

• Isotyp Kontrolle FITC mouse mouse IgG2a 

• Isotyp Kontrolle PE rat IgG2a 

4.5. Stimulantien 

• Rekombinantes Flagellin (Salmonella typhimurium) (Invivogen, San Diego, CA, 

USA) 

• Unmethylierte CpG-Oligonukleotide (CPG-ODN) Typ A (Invivogen, San Diego, CA, 

USA) 

• Peptidoglykan (PGN) (Staphylokokkus aureus) (Invivogen, San Diego, CA, USA) 

• Synthetisches bakterielles Lipoprotein Pam3CysSerLys4 (Pam3Csk4) (Invivogen, San 

Diego, CA, USA) 

• Zymosan A (Saccharomyces cerevisiae) (Invivogen, San Diego, CA, USA) 

• Lipopolysaccharid (LPS) (P.aeruginosa) (Invivogen, San Diego, CA, USA) 

• Elastase (P.aeruginosa) (Elastin Products, Owensville, Missouri, USA) 

• N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP) (Sigma Chemical Co.) 

• Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) (Sigma Chemical Co.) 

 

4.6. Chemikalien und Puffer 

• Phosphatpuffer (PBS) 

 10 x stock solution, 1 Liter 

 80g NaCl (Merk) 

 2g KCl (Merk) 

 13.06g Na2HPO4.2H2O (Merk) 

 2g KH2PO4 (Merk) 

 pH 7.3 
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• Ammoniumchloridpuffer  

 4.15g NH4Cl 

 500mg KHCO3 

 18mg EDTA (Titriplex III) 

 ad 500ml aqua destillata 

• Intraprep-Kit (Beckman-Coulter, Miami, USA) 

• Ficoll-Paque (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) 

• Roswell Park Memorial Institute 1540 (RPMI 1540) Medium 

 

4.7. Durchflusszytometrie 

4.7.1. Färbung 

Zunächst wurde das EDTA-Blut mit der selben Menge an 1-fach PBS verdünnt. Anschließend 

wurden jeweils 50 µl  von diesem Gemisch auf 16 Eppendorfgefäße verteilt und mit je 10 µl 

konjugiertem Antikörper (AK) vermischt. Nach sorgfältiger Durchmischung (3 Sek. vortex) 

wurden die Proben bei Raumtemperatur unter Lichtabschluss 15 Minuten inkubiert, um ein 

sicheres Binden der AK an die NG zu gewährleisten. Im nächsten Schritt wurden die Proben 

mit 100 µl Reagens 1 aus Intraprep (Beckman Coulter) vermengt und nochmals 15 Minuten 

bei Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. Reagens 1 dient als Stabilisator des AK-Zell-

Komplexes in der Probe. Um die Zellen vom Serum zu trennen, wurden die Proben nach 

Zugabe von je 1 ml PBS für 5 Minuten bei 300xg zentrifugiert und darauf vorsichtig die 

Überstände mit einer Pipette abgenommen. Anschließend  wurden die Zellen mit 1ml 

Ammoniumchlorid-Puffer resuspensiert und 20 Minuten auf Eis inkubiert, womit auch eine 

sichere Erythrozytenlyse gewährleistet werden konnte. Die fertigen Proben wurden dann mit 

Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert.  

Die mit TLR9-AK inkubierte Probe wurde als einzige nicht resuspensiert, da TLR9-AK 

intrazellulär bindet. Um die Zellmembran zu permeabilisieren und somit die intrazelluläre 

Bindung zu ermöglichen wurde dieser Probe Reagens 2 aus Intraprep zugegeben. Nach 5-

minütiger Inkubation und vorsichtiger Durchmischung durch leichtes Schütteln wurde der 

Probe ein weiteres Mal 10µl TLR9-AK zugefügt und noch mal 15 Minuten unter 

Lichtabschluss inkubiert. Nach nochmaliger Zentrifugation (wieder bei 300xg) und der 

behutsamen Abnahme des Überstandes wurde konkordant den anderen Proben weiter 

verfahren (s.o.). Zudem wurde eine Isotyp-Kontrolle gleich TLR9 verarbeitet. Nach 

erfolgreicher Erythrozytenlyse wurden die Proben in FACS-Tubes umpipettiert und 

anschließend mit Hilfe des FACS-Gerätes analysiert. 
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4.7.2. Isolierung von NG 

Um die für die Stimulation notwendigen NG zu erhalten wurden einem CGD-Patienten 

zunächst ca. 20ml EDTA-Blut abgenommen. Anschließend wurde das Blut in einem Bluecap-

Röhrchen mit der selben Menge PBS verdünnt und die verdünnte Zellsuspension vorsichtig 

auf 20ml Ficoll-Paque geschichtet. Zur Gewinnung der Zellen wurde das Gemisch dann 20 

Minuten bei 20°C mit 1500rpm zentrifugiert. Der dabei entstandene Überstand wurde im 

Anschluss vorsichtig abgenommen und das Bluecap-Röhrchen erneut mit PBS aufgefüllt. 

Nach nochmaligen 10 minütigen zentrifugieren bei 4°C mit 1000rpm wurde wieder der 

Überstand abgenommen und das Pellet mit Ammonium-Chlorid-Puffer resuspendiert. Damit 

die Erythrozyten sicher lysiert werden konnten, wurde die Probe nun 30 Minuten auf Eis 

inkubiert. Nach erfolgreicher Erythrozytenlyse wurde die Probe ein letztes Mal für 10 

Minuten bei 4°C mit 1000rpm zentrifugiert. Der dadurch erzeugte Überstand wurde abermals 

verworfen und das erzeugte NG-Pellet mit der erforderlichen Menge an RPMI resuspendiert. 

 

4.7.3. Stimulation von isolierten NG 

Die Suspension aus isolierten NG und RPMI wurde zu je 1ml auf 11 Eppendorfgefäße (2ml) 

verteilt. Anschließend wurden die Stimulantien in folgenden Konzentrationen zugegeben: P. 

aeruginosa-Elastase 50µg/ml, Flagellin 1µg/ml,  N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin 

(fMLP) 10µg/ml, Lipopolysaccharid (LPS) 100ng/ml, CpG-ODN 100µg/ml, Lipopeptid 

(Pam3CSK4) 1µg/ml, Peptidoglykan (PGN) 1µg/ml, Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) 

10µg/ml, Zymosan 50µg/ml. 

Nach erfolgter Zugabe wurden die Proben verschlossen für eine Stunde im 37 °C warmen 

Wasserbad inkubiert und hinterher mit PBS aufgefüllt. Nun wurden die Proben bei 300xg für 

5 Minuten zentrifugiert, das entstandene Zellpellet mit 1ml PBS resuspensiert und zu je 40 µl 

erneut auf 4 Eppendorfgefäße verteilt. Diese wurden dann wie oben beschrieben mit den 

Antikörpern TLR5, CXCR1, CD11b und IgG2b gefärbt und für die Durchflusszytometrie 

aufbereitet. Zudem wurde eine unstimulierte Probe als Isotypkontrolle verarbeitet. 

 

4.7.4. Messung   

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, um Zellen anhand bestimmter Eigenschaften zu 

differenzieren und wird mittels sog. FACS-Geräte durchgeführt (FACS = Fluorescence 

activated cell sorter). Das System beruht darauf, dass suspendierte Einzelzellen einen 

Laserstrahl passieren, der aufgrund spezifischer Zelleigenschaften abgelenkt wird, wodurch 

Streulicht entsteht. Dieses Streulicht wird von Detektoren gemessen, die es erlauben eine 

Aussage, sowohl über Zellgröße und –granularität, als auch über zelluläre 
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Oberflächenproteine, sowie intrazelluläre Moleküle zu treffen. Voraussetzung hierfür ist, dass 

die Zellen mit einem fluoreszierenden Antikörper inkubiert wurden, der an spezifische 

Oberflächenstrukturen bindet. Bevor die Zellen gemessen werden können ist also eine 

Anfärbung der AK mittels spezifischer Fluorochrome nötig. Fluorochrome können sowohl 

direkt als auch indirekt an einen AK binden, wobei direkt bedeutet, dass der spezifische AK 

selbst mit einem Fluorochrom konjugiert wurde. Demnach beruht die indirekte Färbung auf 

der Bildung eines nicht-markierten AG-AK-Komplexes und es muss erst ein fluoreszierender 

zweiter AK an den spezifischen AK binden, um das zu untersuchende Oberflächenmerkmal 

zu kennzeichnen.  

Die häufigsten Fluorochrome sind in Tabelle 7 aufgeführt. 

 
Tabelle 7:  Standardfluoreszensfarben nach  Becton & Dickinson / Pharmingen 

Research Product Catalog 2002 

 

 

 

 

 

 

 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, hat jedes Fluorochrom ein anderes Emissionsspektrum, was 

die gleichzeitige Markierung verschiedener Oberflächenmoleküle in ein und derselben Probe 

ermöglicht. In unserer Studie wurden ausschließlich FITC- und PE-markierte AK verwendet. 

Nach Inkubieren der Proben mit den spezifischen fluoreszierenden AK und Umfüllung in die 

FACS-Tubes konnten sie nun mit dem FACS-Gerät analysiert werden. 

Das FACS-Gerät besteht aus 3 Komponenten: 

a) Flüssigkeitssystem 

b) Optisches System 

c) Elektronisches System 

 

 

Flüssigkeitssystem: 

Damit die Zellen einzeln den Laserstrahl passieren können, ist es notwendig sie durch die sog. 

Hydrodynamische Fokussierung zu trennen. Die Zellsuspension wird hierbei unter hohen 

Druck in eine Stahlkapillare befördert, die von einer zellfreien Trägerflüssigkeit umspült wird. 

Fluorchrom Max. Anregung Emission Farbe 

FITC 488nm 520nm Grün 

APC 595nm/633nm 660nm Rot 

PC5 488nm 670nm Rot 

PE 488nm 575nm Rot-Orange 
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Am Ende der Kapillare trifft die Zellsuspension auf diese Trägerflüssigkeit, wodurch eine 

laminare Strömung erzeugt und dadurch der Abstand zwischen den Zellen vergrößert wird. 

Somit werden alle Zellen einzeln und in der ungefähr selben Ausrichtung vom Laserstrahl 

erfasst. 

 

Optisches System: 

Jedes FACS-Gerät ist mit einem Laser ausgestattet, der, sobald er auf eine Zelle trifft 

Streulicht erzeugt. Dieses Streulicht wird sowohl von der Zellgröße, als auch von den 

intrazellulären Bestandteilen beeinflusst. Es gibt zwei Detektoren, die die Ablenkung des 

Laserstrahls messen, das Vorwärtsstreulicht (FSC = Forward Scatter) und das 

Seitwärtsstreulicht (SSC = Side Scatter). Das Vorwärtsstreulicht wird durch die Beugung des 

Lichtes hervorgerufen und erlaubt eine Aussage über die Zellgröße, hingegen das 

Seitwärtsstreulicht die Lichtbrechung wiederspiegelt und als Maß für die Granularität 

(Zellkern, Zellmembran, etc.) einer Zelle dient. Ist nun  ein fluoreszierender AK gebunden 

und wird dieser durch den Laser angeregt entsteht neben dem Streulicht Fluoreszenzlicht, das 

je nach Emissionsspektrum an bestimmte Detektoren weitergeleitet wird. Die hierbei 

erzeugten Fluoreszenzimpulse ermöglichen den Nachweis spezifischer Oberflächenmoleküle 

und intrazellulärer Proteine. Diesen Effekt machten wir uns bei dem Nachweis verschiedener 

Oberflächenmerkmale auf NG bei CGD-Patienten zu Nutze. 

 

Elektronisches System: 

Um die Messungen am Computer verarbeiten zu können ist es notwendig, die optischen 

Signale in elektronische Signale umzuwandeln. Hierbei werden proportional zu der Intensität 

des einfallenden Lichtes an den Detektoren elektrische Signale erzeugt, die dann entweder 

linear (Streulicht) oder logarithmisch (Fluoreszenz) verstärkt und über einen Analog/Digital-

Wandler in digitale Signale verwandelt werden. Diese können dann mit Hilfe der geeigneten 

Software graphisch dargestellt und ausgewertet werden. 

 

Die statistische und graphische Auswertung erfolgte mit Prism 4.0 (Graph Pad Software, San 

Diego, CA, USA). Die FACS-Daten-Auswertung erfolgte mit Cell Quest 3.1f von 

Becton&Dickinson. 
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5. ERGEBNISSE 

Im Rahmen unserer Studie fanden wir eine erniedrigte Oberflächenexpression von den 

Komplementrezeptoren CD11b, CD18 und CD35, sowie von dem Toll-like Rezeptor 5, dem 

IL-8 Rezeptor CXCR1 und dem Leukotrien B4 Rezeptor BLT1 auf NG von CGD-Patienten 

im Vergleich zu NG von gesunden Kontrollprobanden. Außerdem fanden wir eine 

verminderte intrazelluläre Expression des Toll-like Rezeptors 9 bei Patienten mit CGD im 

Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden. Unsere Ergebnisse sind in den folgenden 

Abbildungen dargestellt. 

5.1. Komplementrezeptoren 

Komplementrezeptoren werden sowohl auf NG von gesunden Kontrollprobanden, als auch 

auf NG von CGD-Patienten exprimiert. Es zeigte sich allerdings, dass NG von CGD-

Patienten signifikant geringer CD11b, CD18 und CD35 exprimieren als andere NG. CD11b 

und CD18 waren hierbei am deutlichsten erniedrigt. 

 

Abb.1A: CD11b-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden Kontrollprobanden 
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Abbildung 1A zeigt die Expression von dem Komplementrezeptor CD11b auf NG von 

Kontrollprobanden und CGD Patienten. NG von CGD Patienten tragen signifikant geringer 

CD11b auf ihrer Oberfläche als die getesteten Kontrollen.  
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Abb.1B:  Histogramm der CD11b-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden 

 

    

 

Abbildung 1B zeigt die Expression von CD11b anhand eines Histogrammes auf NG von 

einem repräsentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repräsentativen CGD 

Patienten (rechts). Die Y-Achse repräsentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die 

Fluoreszenzintensität. 

 

 

Kontrolle CGD 

 
CD11b 
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Abb.2A: CD18-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden Kontrollprobanden 
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Abbildung 2A zeigt die Expression von dem Komplementrezeptor CD18 auf NG von 

Kontrollprobanden und CGD-Patienten. NG von CGD Patienten tragen signifikant geringer 

CD18 auf ihrer Oberfläche als die getesteten Kontrollen. Der Unterschied ist vergleichbar mit 

der verminderten CD11b-Expression. 

 

Abb.2B:  Histogramm der CD18-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden 

    
 
Abbildung 2B zeigt die Expression von CD18 anhand eines Histogrammes auf NG von einem 

repräsentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repräsentativen CGD 

Patienten (rechts). Die Y-Achse repräsentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die 

Fluoreszenzintensität. 

Kontrolle CGD 

 CD18 
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Abb.3A: CD35-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden Kontrollprobanden 
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Abbildung 3A zeigt die Expression von dem Komplementrezeptor CD35 auf NG von 

Kontrollprobanden und CGD-Patienten. NG von CGD Patienten tragen signifikant geringer 

CD35 auf ihrer Oberfläche als die getesteten Kontrollen. Der Unterschied ist allerdings 

kleiner als bei CD11b/CD18. 

 

Abb.3B:  Histogramm der CD35-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden 

    

Abbildung 3B zeigt die Expression von CD35 anhand eines Histogrammes auf NG von einem 

repräsentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repräsentativen CGD 

Patienten (rechts). Die Y-Achse repräsentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die 

Fluoreszenzintensität. 
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CD35 
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5.1.1. Zusammenhang der Expression von Komplementrezeptor CD18 und der 

Krankheitsaktivität 

Es zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen der Expression von CD18 auf NG von CGD-

Patienten und der Häufigkeit der auftretenden Pneumonien pro Jahr bei diesen Patienten. 

 

Abb.4: CD18-Expression auf NG von CGD-Patienten in Korrelation mit den aufgetretenen 

Pneumonien pro Jahr 

 

 

Abbildung 4 zeigt die Expression von CD18 auf NG von CGD-Patienten in Korrelation zu 

den aufgetretenen Pneumonien pro Jahr. Es zeigt sich eine inverse Korrelation. 
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5.1.2. Komplementrezeptor CD11b bei autosomal-rezessiven CGD-Patienten 

Es zeigte sich, dass an der autosomal-rezessiven Form erkrankte CGD-Patienten deutlich 

geringer CD11b auf NG exprimieren, als NG von CGD-Patienten der X-chromosomalen 

Form. 

 

Abb.5: CD11b-Expression auf NG von CGD-Patienten der X-chromosomalen und der 

autosomal-rezessiven Form 
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Abbildung 5 zeigt die Expression von CD11b auf NG von CGD-Patienten. Autosomal 

rezessive CGD-Patienten tragen signifikant geringer CD11b auf ihrer Oberfläche im 

Vergleich zu CGD-Patienten der X-chromosomalen Form. 
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5.1.3. Expression des Komplementrezeptors CD11b nach Stimulation 

Wir haben NG von CGD-Patienten mit unterschiedlichen Stimulantien inkubiert. Dabei zeigte 

sich, dass NG von CGD-Patienten nach der Stimulation mit Pam3CSK4 geringer in der Lage 

sind CD11b hoch zu regulieren als NG von gesunden Kontrollprobanden. 

 

Abb.6: CD11b-Expression auf NG von CGD-Patienten und Kontrollen nach Stimulation 
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Abbildung 6 zeigt die CD11b-Expression auf NG von CGD-Patienten und 

Kontrollprobanden. Nach der Stimulation mit Pam3CSK4 regulieren nur NG von 

Kontrollprobanden die Expression von CD11b signifikant hoch, nicht aber NG von CGD-

Patienten. 
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Abb.7: CD11b-Expression auf NG von CGD-Patienten und Kontrollen nach Stimulation mit 
Pam3CSK4 
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Abbildung 7 zeigt die CD11b-Expression auf NG von CGD-Patienten, Kontrollprobanden 

und Medium nach Stimulation mit Pam3CSK4. Nach der Stimulation mit Pam3CSK4 sind 

nur NG von Kontrollprobanden in der Lage die Expression von CD11b signifikant hoch zu 

regulieren, nicht aber NG von CGD-Patienten. 



Ergebnisteil  

  28   

5.2. Toll-like Rezeptoren 

Sowohl NG von gesunden Kontrollprobanden, als auch NG von CGD-Patienten exprimieren 

an ihrer Oberfläche TLR und intrazellulär TLR9. Während sich in der Expression von TLR1, 

TLR2 und TLR4 keine signifikanten Unterschiede darstellten, zeigte sich eine signifikant 

geringere Expression von TLR5 auf NG von CGD-Patienten im Vergleich zu NG von 

gesunden Kontrollprobanden. Außerdem fanden wir eine signifikant geringere intrazelluläre 

Expression von TLR9 in NG von CGD-Patienten im Vergleich zu gesunden 

Kontrollprobanden.  

 
Abb.8A: TLR1-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden Kontrollprobanden 
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Abbildung 8A zeigt die Expression von TLR1 auf NG von Kontrollprobanden und CGD-

Patienten. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Expression von TLR1 auf NG 

von Kontrollen und CGD-Patienten. 
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Abb.8B:  Histogramm der TLR1-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden 

   

Abbildung 8B zeigt die Expression von TLR1 anhand eines Histogrammes auf NG von einem 

repräsentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repräsentativen CGD 

Patienten (rechts). Die Y-Achse repräsentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die 

Fluoreszenzintensität. 
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Abb.9A: TLR2-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden Kontrollprobanden 
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Abbildung 9A zeigt die Expression von TLR2 auf NG von Kontrollprobanden und CGD-

Patienten. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Expression von TLR2 auf NG 

von Kontrollen und CGD-Patienten. 

 

Abb.9B:  Histogramm der TLR2-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden 

   

Abbildung 9B zeigt die Expression von TLR2 anhand eines Histogrammes auf NG von einem 

repräsentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repräsentativen CGD 

Patienten (rechts). Die Y-Achse repräsentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die 

Fluoreszenzintensität. 
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Abb.10A: TLR4 Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden Kontrollprobanden 
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Abbildung 10A zeigt die Expression von TLR4 auf NG von Kontrollprobanden und CGD-

Patienten. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Expression von TLR4 auf NG 

von Kontrollen und CGD-Patienten. 

 

Abb.10B:  Histogramm der TLR4-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden 

   

Abbildung 10B zeigt die Expression von TLR4 anhand eines Histogrammes auf NG von 

einem repräsentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repräsentativen CGD 

Patienten (rechts). Die Y-Achse repräsentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die 

Fluoreszenzintensität. 
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Abb.11A: TLR5 Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden Kontrollprobanden 
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Abbildung 11A zeigt die Expression von TLR5 auf NG von Kontrollprobanden und CGD 

Patienten. NG von CGD Patienten tragen signifikant geringer TLR5 auf ihrer Oberfläche als 

die getesteten Kontrollen.  

 

Abb.11B:  Histogramm der TLR5-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden 

 

   

Abbildung 11B zeigt die Expression von TLR5 anhand eines Histogrammes auf NG von 

einem repräsentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repräsentativen CGD 

Patienten (rechts). Die Y-Achse repräsentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die 

Fluoreszenzintensität. 

Kontrolle CGD 

     TLR5 



Ergebnisteil  

  33   

Abb.12A: Intrazelluläre TLR9 Expression in NG von CGD-Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden 
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Abbildung 12A zeigt die intrazelluläre Expression von TLR9 in NG von Kontrollprobanden 

und CGD Patienten. NG von CGD Patienten exprimieren intrazellulär signifikant geringer 

TLR9 als die getesteten Kontrollen.  

 

Abb.12B:  Histogramm der TLR9-Expression in NG von CGD-Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden 

 

   
Abbildung 12B zeigt die Expression von TLR9 anhand eines Histogrammes in NG von einem 

repräsentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repräsentativen CGD 

Patienten (rechts). Die Y-Achse repräsentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die 

Fluoreszenzintensität. 

Kontrolle CGD 

  TLR9 



Ergebnisteil  

  34   

5.2.1. Zusammenhang der Expression von TLR 5 und der Krankheitsaktivität 

Es zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen der Expression von TLR 5 auf NG von 

CGD-Patienten und der Häufigkeit der auftretenden Lymphadenitiden pro Jahr bei diesen 

Patienten. 

 

Abb.13: TLR 5-Expression auf NG von CGD-Patienten in Korrelation mit den aufgetretenen 

Lymphadenitiden pro Jahr 

 

 

Abbildung 13 zeigt die Expression von TLR 5 auf NG von CGD-Patienten in Korrelation zu 

den aufgetretenen Lymphadenitiden pro Jahr. Es zeigt sich eine inverse Korrelation. 
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5.3. Interleukin-8 Rezeptoren 

Die IL-8 Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 werden auf NG von CGD-Patienten und NG von 

gesunden Kontrollprobanden exprimiert. NG von CGD-Patienten exprimieren signifikant 

geringer CXCR1 als NG von gesunden Kontrollprobanden, hingegen bei CXCR2 kein 

Unterschied beobachtet werden konnte. 

 
Abb.14A: CXCR1 Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden Kontrollprobanden 
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Abbildung 14A zeigt die Expression von CXCR1 auf NG von Kontrollprobanden und CGD 

Patienten. NG von CGD Patienten tragen signifikant geringer CXCR1 auf ihrer Oberfläche als 

die getesteten Kontrollen. 
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Abb.14B:  Histogramm der CXCR1-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden 

   

Abbildung 14B zeigt die Expression von CXCR1 anhand eines Histogrammes auf NG von 

einem repräsentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repräsentativen CGD 

Patienten (rechts). Die Y-Achse repräsentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die 

Fluoreszenzintensität. 
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Abb.15A: CXCR2 Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden Kontrollprobanden 
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Abbildung 15A zeigt die Expression von CXCR2 auf NG von Kontrollprobanden und CGD-

Patienten. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Expression von CXCR2 auf NG 

von Kontrollen und CGD-Patienten. 

 

Abb.15B:  Histogramm der CXCR2-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden 

   

Abbildung 15B zeigt die Expression von CXCR2 anhand eines Histogrammes auf NG von 

einem repräsentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repräsentativen CGD 

Patienten (rechts). Die Y-Achse repräsentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die 

Fluoreszenzintensität. 

Kontrolle 
CGD 

  CXCR2 



Ergebnisteil  

  38   

5.4. Leukotrien B4 Rezeptor 

NG von CGD-Patienten und NG von gesunden Kontrollprobanden exprimieren an ihrer 

Oberfläche den Leukotrien B4 Rezeptor BLT1. NG von CGD-Patienten exprimieren aber 

signifikant geringer BLT1 als NG von gesunden Kontrollprobanden.  

 
Abb.16: BLT1 Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden Kontrollprobanden 
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Abbildung 16A zeigt die Expression von dem BLT1 auf NG von Kontrollprobanden und 

CGD Patienten. NG von CGD Patienten tragen signifikant geringer BLT1 auf ihrer 

Oberfläche als die getesteten Kontrollen. 
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Abb.16B:  Histogramm der BLT1-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden 

   

Abbildung 16B zeigt die Expression von BLT1 anhand eines Histogrammes auf NG von 

einem repräsentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repräsentativen CGD 

Patienten (rechts). Die Y-Achse repräsentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die 

Fluoreszenzintensität.
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6. DISKUSSION 

Im Rahmen unserer Studie untersuchten wir mittels Durchflusszytometrie die 

Oberflächenexpression verschiedener Rezeptoren auf NG von CGD-Patienten. Es zeigte sich, 

dass sowohl der Komplementrezeptor CD11b, CD18, als auch CD35 auf der Oberfläche NG 

von CGD-Patienten signifikant erniedrigt ist, wobei CD11b und CD18 am deutlichsten 

erniedrigt waren. NG von autosomal-rezessiven CGD-Patienten waren hiervon nochmals 

stärker betroffen im Vergleich zu der X-chromosomalen Form. Auch die 

Oberflächenrezeptoren TLR5, CXCR1 und BLT1 zeigten in unserer Studie eine signifikant 

geringere Expression auf NG von CGD-Patienten im Vergleich zu gesunden 

Kontrollprobanden. Zudem zeigte sich eine signifikant geringere intrazelluläre TLR9-

Expression bei NG von CGD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden. 

Außerdem zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen der Expression von CD18 auf NG 

von CGD-Patienten und den bei diesen Patienten aufgetretenen Pneumonien pro Jahr. Auch 

zwischen der TLR5-Expression auf NG von CGD-Patienten und den bei diesen Patienten 

auftretenden Lymphadenitiden pro Jahr konnte eine inverse Korrelation festgestellt werden. 

Nach der Stimulation mit Pam3CSK4 zeigte sich ferner, dass NG von CGD-Patienten die 

Expression von CD11b nicht signifikant steigern können, im Gegensatz zu NG von gesunden 

Kontrollprobanden. 

Dies könnte darauf hinweisen, dass NG von CGD-Patienten neben dem genetischen Defekt 

zusätzliche Defizite bei der Oberflächenrezeptor-vermittelten Phagozytose, Chemotaxis und 

der Erkennung bestimmter Pathogene haben könnten. 

 

6.1 Neutrophile Granulozyten bei CGD-Patienten  

NG stellen den Hauptbestandteil der Leukozyten dar und sind die potentesten Abwehrzellen 

des angeborenen Immunsystems. Sind NG in ihrer Funktion eingeschränkt oder werden sie im 

Rahmen verschiedener Erkrankungen vermindert gebildet treten gehäuft schwerwiegende 

Infektionen auf [47]. Es stellte sich heraus, dass bei CGD-Patienten zwar genügend NG im 

Knochenmark gebildet werden, diese allerdings funktionelle Störungen aufweisen. Obwohl 

NG von CGD-Patienten Mikroorganismen phagozytieren können, sind sie nicht in der Lage 

diese intrazellulär abzutöten. Dies beruht auf einen angeborenen Defekt der NADPH-Oxidase, 

der entweder x-chromosomal oder autosomal-rezessiv vererbt werden kann [48]. Die 

NADPH-Oxidase katalysiert die Bildung von Sauerstoffradikalen in NG [49], die eine 

wesentliche Rolle bei der Abtötung von Mikroorganismen spielen. Demzufolge erleiden 
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CGD-Patienten häufig gravierende Infektionen, was mitunter die häufigste Todesursache bei 

diesen Patienten darstellt. Außerdem kommt es durch die fehlende Erregerabtötung zu einer 

Anhäufung von zerstörten NG am Infektionsort, was die Entstehung der bei dieser 

Erkrankung immer wieder auftretenden Granulome erklärt [50]. 

Abgesehen von ihren inneren Funktionseigenschaften werden NG entscheidend durch die 

Expression verschiedener Oberflächenmoleküle charakterisiert. Hierbei spielen 

Komplementrezeptoren [51], Toll-like Rezeptoren [52] und Chemokinrezeptoren [53] eine 

wichtige Rolle.  

Wir stellten die Frage, inwiefern der Defekt der NADPH-Oxidase NG von CGD-Patienten  

Auswirkungen auf die Expression dieser Oberflächenrezeptoren zeigt. So zeigten Gaither et 

al. beispielsweise in ihrer Studie eine verminderte Expression von CD35 auf der Oberfläche 

von NG von CGD-Patienten [54]. Die Forschungsgruppe um Gallin et al. machte ebenfalls 

diese Beobachtung [55]. In unserer Studie zeigten sich deutliche Unterschiede in der 

Expression der Komplementrezeptoren CD11b, CD18 und CD35, sowie den Toll-like 

Rezeptoren TLR5 und TLR9, den IL-8 Rezeptor CXCR1 und dem LTB4 Rezeptor BLT1 bei 

NG von CGD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden. Über mögliche 

Ursachen und Konsequenzen dieser Variationen soll im Folgenden diskutiert werden. 

6.2. Komplementrezeptoren 

Die Komplementrezeptoren 1 (CD35) und 3 (CD11b) spielen eine wichtige Rolle für die 

normale Funktion NG. Sie vermitteln unter anderem die gerichtete Chemotaxis NG, die feste 

Adhäsion an aktivierte Endothelzellen und die erleichterte Phagozytose opsonierter Bakterien 

[56]. NG sind in der Lage die Oberflächenexpression von CD11b und CD35 zu regulieren. 

Unter Ruhebedingungen wird nur ein kleiner Teil von CD11b und CD35 an der Oberfläche 

NG exprimiert. Ein Großteil der Rezeptoren befindet sich dann in intrazellulären 

sekretorischen Vesikeln [57]. Im Rahmen einer Infektion werden NG bestimmten Stimuli, wie 

beispielsweise dem Bakterienwandbestandteil LPS ausgesetzt. Dadurch sind NG in der Lage 

den Inhalt ihrer Vesikel aktiv zu sezernieren. Es kommt zu einer verstärkten Expression von 

CD11b und CD35 [58], wodurch der Entzündungsprozess intensiv bekämpft werden kann. 

 Interessanterweise fanden wir heraus, dass die Expression von CD11b bei NG von 

CGD-Patienten im Vergleich zu NG von Kontrollprobanden signifikant erniedrigt ist. Dies 

könnte bedeuten, dass abgesehen von dem Defekt der NADPH-Oxidase ein weiteres Defizit 

in den von CD11b vermittelten Funktionen vorliegt. Da die Adhäsion an aktiviertes Endothel 

einen wichtigen Schritt in der Abwehr von Mikroorganismen darstellt [59], könnte dies eine 

zusätzliche Infektions-Anfälligkeit von CGD Patienten andeuten. Außerdem könnte die 
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verminderte CD11b Expression einen Hinweis auf eingeschränkte Phagozytosefähigkeit 

opsonierter Partikel darstellen, was bereits andere Arbeitsgruppen vermuteten [60]. 

Zudem fiel auf, dass CD11b bei autosomal rezessiven Patienten stärker erniedrigt ist als auf 

NG von X-chromosomalen Patienten. Was hierfür die Ursache sein könnte ist bislang 

ungeklärt.  

Daneben fanden wir eine genauso starke Erniedrigung bei der CD18 Expression auf NG von 

CGD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden. CD 18 bildet mit CD11b einen 

Heterodimer, wobei CD18 die β-Untereinheit und CD11b die α-Untereinheit bildet [61]. 

Dieser Komplex wird auch als MAC-1 bezeichnet. MAC-1 erleichtert die Phagozytose 

opsonierter Partikel, was auch die schnelle Apoptose NG triggert [62]. Dies lässt vermuten, 

dass bei erniedrigter CD11b/CD18-Expression länger ein proinflammatorischer Stimulus 

aufrechterhalten wird, da der programmierte Zelltod verzögert stattfindet. Diese These wird 

durch unsere Beobachtung gestärkt, dass bei niedrigerer CD18-Expression auf NG von CGD-

Patienten gehäuft Pneumonien beobachtet wurden [63]. Durch die prolongierte 

Entzündungsreaktion könnte außerdem die bei dieser Krankheit häufig beobachtete 

Granulombildung begünstigt werden.  

Neben der erniedrigten CD11b- und CD18-Expression fanden wir ebenfalls eine 

Herunterregulation von CD35 auf NG von CGD-Patienten, die im Vergleich zu CD11b/CD18 

allerdings schwächer war. Dieses Ergebnis stimmt mit Ergebnissen der Arbeit von Gaither et 

al. überein, die ebenfalls eine verringerte CD35-Expression auf NG von CGD-Patienten 

fanden [54]. Ein Argument für die noch auffallend niedrigere CD11b-Expression  könnte sein, 

dass CD35 lediglich in sekretorischen Vesikeln vorkommt, hingegen CD11b in sowohl in 

sekretorischen, als auch in spezifischen Granula gespeichert wird [64]. 

Für die verminderte CD11b-Expression auf NG von CGD-Patienten kann es verschiedene 

Gründe geben. Gessler et al. fanden heraus, dass eine erhöhte Sauerstoffradikalbildung mit 

einer gesteigerten Expression von CD11b an der Oberfläche NG einhergeht [65]. Da der 

Defekt der NADPH-Oxidase den oxidativen Burst stark beeinträchtigt bzw. verhindert, stellt 

dies einen möglichen Grund für die verminderte CD11b-Expression auf NG von CGD-

Patienten dar. Somit könnte die CD11b-Expression auch eine Rolle als Marker für die 

beeinträchtigte NG-Funktion spielen. Eine weitere denkbare Ursache ist eine verkürzte 

Reifung NG von CGD-Patienten im Knochenmark, da die Proteinsynthese größtenteils vor 

dem Aussenden in die Blutbahn stattfindet [56]. Ist der Reifungsprozess verkürzt, könnte eine 

verminderte Expression von CD11b die Folge sein. Eventuell spielt auch ein verändertes 

Bindungsverhalten von LPS an CD44 eine Rolle, was zu einer verminderten Expression von 
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CD11b führen würde. Denkbar wäre außerdem ein Faktor im Plasma von CGD-Patienten, der 

mit den NG interagiert und eine Antwort auf aktivierte Komplemtkaskadenkomponenten 

verhindert. Letztlich ist aber noch nicht genau geklärt, warum CD11b bei NG von CGD-

Patienten vermindert exprimiert wird. 

Um zu untersuchen, wie sich NG von CGD-Patienten im Vergleich zu NG von gesunden 

Kontrollprobanden auf einen bakteriellen Stimulus verhalten, inkubierten wir diese mit dem 

synthetischen Lipopeptid Pam3CSK4, das einen Teil bakterieller Lipoproteine imitiert. Durch 

die Stimulation mit Pam3CSK4 wird NF-kappa B aktiviert [66]. Die NF-kappaB Aktivierung 

führt ihrerseits zu einer verstärkten Expression von Oberflächenrezeptoren auf NG [67]. 

Zudem wurde gezeigt, dass die Hemmung von NF-kappa B mit einer signifikanten 

Runterregulation von CD11b auf NG einhergeht [68]. Während NG von gesunden 

Kontrollprobanden nach Stimulation mit Pam3CSK4 signifikant die Expression von CD11b 

auf ihrer Oberfläche erhöhen, wird CD11b auf NG von CGD-Patienten nach Stimulation mit 

Pam3CSK4 nicht signifikant erhöht. Baeuerle et al. zeigten, dass NF-kappa B auch durch 

Sauerstoffradikale aktiviert werden kann [69]. Dies könnte einen weiteren Hinweis darauf 

geben, dass die CD11b-Expression mitbedingt werden könnte von der 

Sauerstoffradikalbildung in NG. Werden wie im Falle von CGD keine oder nur stark 

vermindert Sauerstoffradikale produziert, könnte also ein potenter Stimulus zur CD11b 

Hochregulierung fehlen. 

 

6.3. Toll-like Rezeptoren 

Aufgrund der Fähigkeit bestimmte molekulare Muster von Mikroorganismen spezifisch zu 

erkennen, nehmen TLR eine zentrale Bedeutung bei der Abwehr von Krankheitserregern ein 

[70]. Demzufolge spielen sie nicht nur für das unspezifische, sondern auch für das spezifische 

Immunsystem eine wichtige Rolle und werden somit sowohl von NG und Makrophagen, als 

auch von B- und T-Zellen exprimiert [71]. NG sind durch TLR in der Lage bestimmte 

Pathogene zu identifizieren. TLR schaffen somit die Voraussetzung für die Abtötung 

pathogener Keime. Unsere Arbeitsgruppe untersuchte die Expression von TLR auf NG von 

CGD-Patienten, um festzustellen, ob diese verändert ist im Vergleich zu gesunden 

Kontrollprobanden. 

Dabei fanden wir, dass besonders die Expression von TLR 5 auf NG von CGD-Patienten 

signifikant  erniedrigt ist. TLR 5 erkennt spezifisch Flagellin [72]. Z.B. exprimiert einer der 

bei CGD Patienten gefährlichsten Keime, Burkholderia cepacia, neben dem 

Hauptvirulenzfaktor Katalase auch Flagellin [73]. Eine erniedrigte TLR5-Expression könnte 
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mit einem schlechteren Erkennen Flagellin-tragender Bakterien einhergehen und so eine 

Infektion mit diesem Keim zusätzlich begünstigen. Zudem konnten wir ein vermehrtes 

Auftreten von Lymphadenitiden pro Jahr bei CGD-Patienten mit besonders niedriger TLR5-

Expression feststellen [74]. 

Eine mögliche Ursache für die erniedrigte Expression könnte in dem Fehlen der 

Sauerstoffradikalbildung bei NG von CGD-Patienten liegen. Neben der Möglichkeit 

Bakterien direkt abzutöten, funktionieren die Sauerstoffradikale auch als Signalmoleküle und 

modulieren so unter anderem die Expression von Membranrezeptoren [75]. So könnte von 

einem sekundären Phänomen des NADPH-Oxidase Defekts ausgegangen werden.  

TLR5 war in unserer Studie sowohl auf NG von CGD-Patienten der X-chromosomalen Form 

als auch der autosomal-rezessiven Form signifikant erniedrigt. Dies widerspricht der 

Untersuchung von Kobayashy et al., die bei 5 CGD-Patienten mit einem X-chromosomalen 

Defekt eine erhöhte Expression von TLR5 auf NG feststellte [76]. Das unterschiedliche 

methodische Vorgehen zur Quantifizierung der TLR5-Expression könnte ein möglicher 

Grund hierfür sein (Protein- versus mRNA-Expression). Auch die kleinere Studienpopulation 

muss hierbei berücksichtigt werden. 

Zudem untersuchten wir die intrazelluläre Expression von TLR9 in NG von CGD-Patienten 

und NG von Kontrollprobanden. TLR9 kommt eine besondere Bedeutung bei der Erkennung 

unmethylierter, bakterieller CpG-DNA zu [77]. Wir fanden bei NG von CGD-Patienten eine 

signifikant geringere intrazelluläre TLR9-Expression im Vergleich zu gesunden 

Kontrollprobanden. Dies lässt vermuten, dass auch die intrazelluläre Expression bestimmter 

Rezeptoren durch die Sauerstoffradikalbildung stimuliert werden könnte. 

Da jeder TLR charakteristisch bestimmte bakterielle Pathogene erkennt [78], könnte eine 

niedrigere Expression verschiedener TLR auch eine schlechtere Erkennung der spezifischen 

Pathogene und somit eine länger andauernde Entzündungsreaktion bedeuten. Eine länger 

andauernde Entzündungsreaktion könnte wiederum die bei dieser Krankheit häufig 

beobachtete Granulombildung begünstigen [79].  

Die anderen, von unserer Arbeitsgruppe untersuchten TLR, TLR1, TLR2 und TLR4 zeigten 

keine wesentlichen Unterschiede in der Expression auf NG von CGD-Patienten und der auf 

NG von Kontrollprobanden. Dies könnte darauf hindeuten, dass insbesondere die Expression 

von TLR5 und TLR9 von der Bildung der Sauerstoffradikale stimuliert wird, hingegen bei der 

Expression von TLR1, 2, und 4 anderen Stimuli eine größere Bedeutung zukommt. 
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 6.4. CXCR1 und CXCR2 

IL-8 bindet mit hoher Affinität an die Chemokinrezeptoren CXCR1 und CXCR2 auf NG[80]. 

IL-8 fördert so unter anderem die Migration NG durch entzündlich verändertes Gewebe, die 

verstärkte Expression von Adhäsionsmolekülen und die Degranulation der sich in NG 

befindenden Granula [81].  

In unserer Studie zeigte sich eine signifikant geringere Expression von CXCR1, nicht aber 

von CXCR2 auf NG von CGD-Patienten im Vergleich zu denen von gesunden 

Kontrollprobanden. Bisher wurden zwei unterschiedliche Mechanismen für die Modulation 

der CXC-Rezeptoren beschrieben. Khandaker et al. zeigten einen Agonist-unabhängigen, 

Thyrosinkinase-abhängigen Mechanismus in der Herunterregulierung von 

Chemokinrezeptoren [82]. Dieser beruhte auf einer LPS-vermittelten Internalisierung von 

CXCR1 und CXCR2. Samanta et al. berichteten über einen IL-8 vermittelten 

Regulationsmechanismus, wonach CXCR1 und CXCR2 nach Bindung von IL-8 rapide 

runterreguliert werden [83].  

Frühere Studien haben gezeigt, dass CXCR2 eine Vielzahl an Liganden mit hoher Affinität 

bindet. Dazu gehören neben IL-8 verschiedene andere CXC-Chemokine, wie ENA-78, NAP-2 

und GRO-α, -β und –γ [84]. CXCR1 hingegen bindet lediglich IL-8 und das CXC-Chemokin 

GCP-2 mit hoher Affinität [85]. Rezidivierende Infektionen könnten bei CGD-Patienten also 

vor allem eine latente Unterexpression von CXCR1 hervorrufen. 

IL-8 und seinen beiden Rezeptoren wird daneben eine maßgebliche Rolle bei der Vermittlung 

von Apoptose der NG zugeschrieben [86;87]. Da IL-8 antiapoptotische Stimuli vermittelt, 

könnte eine Unterexpression von CXCR1 also vermehrte Apoptose und somit die Förderung 

der Granulombildung bei diesen Patienten bedeuten. 

Zudem besteht eine wichtige Funktion von CXCR1 darin, den Oxidativen Burst NG zu 

fördern [88]. Da bei NG von CGD-Patienten keine oder nur eine stark verminderte Bildung 

von Sauerstoffradikalen möglich ist, beinhaltet dies eine weitere denkbare Ursache für die 

niedrigere CXCR1-Expression bei diesen Patienten.  

Letztendlich bedarf es aber noch weiterer Klärung, weshalb CXCR1 auf NG von CGD-

Patienten vermindert exprimiert wird und welche Auswirkungen diese gestörte Expression auf 

den Krankheitsverlauf hat. 
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6.5. BLT1 

Im Rahmen von Entzündungsreaktionen wird in diversen Abwehrzellen LTB4 erzeugt, das 

über BLT1 an NG bindet [89]. Dadurch werden wichtige Zellfunktionen, wie Degranulation, 

Bildung von Sauerstoffradikalen, aber auch chemotaktische Stimuli vermittelt [90]. 

Im Rahmen unserer Studie zeigte sich, dass BLT1 auf NG von CGD-Patienten signifikant 

geringer exprimiert wird im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden. Dies lässt wiederum 

ein zusätzliches Defizit in wichtigen NG Funktionen bei diesen Patienten vermuten. 

Patrick et al. zeigten einen direkten Zusammenhang zwischen LTB4 und der Fähigkeit NG 

CD11b hoch regulieren zu können [91]. Da auf NG von CGD-Patienten CD11b ebenfalls 

signifikant geringer exprimiert wird, könnte dies auf einen Synthesedefekt von LTB4 bei 

diesen Patienten hinweisen. Sollte LTB4 bei dieser Erkrankung wirklich vermindert gebildet 

werden, könnte dies möglicherweise eine Runterregulation von BLT1 auf NG nach sich 

ziehen.  

Verschiedene Studien haben außerdem gezeigt, dass LTB4 über die Bindung an BLT1 einen 

antiapoptotischen Effekt vermittelt [92;93]. Wird nun im Rahmen einer chronischen 

Granulomatose vermindert BLT1 exprimiert, könnte dies eine verstärkte Apoptose der NG 

und somit eine weitere Funktionseinbuße bedeuten. Durch eine überschießende Apoptose 

könnte außerdem die Granulombildung begünstigt werden. 

Inwieweit die verminderte Expression von BLT1 auf NG von CGD-Patienten im Vergleich zu 

gesunden Kontrollprobanden eine weitere Funktionseinschränkung der NG bei dieser 

Erkrankung bedeutet, kann an dieser Stelle jedoch nur vermutet werden.  
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7. ZUSAMMENFASSUNG 

Die chronische Granulomatose (CGD) ist ein primärer Immundefekt, der zu einer schweren 

Verminderung der Sauerstoffradikalbildung von neutrophilen Granulozyten (NG) führt. NG 

sind die wichtigsten Abwehrzellen des angeborenen Immunsystems. Durch die Bildung von 

Sauerstoffradikalen können sie Krankheitserreger direkt abtöten. Fehlt diese Bildung der 

Sauerstoffradikale, überleben phagozytierte Erreger und töten ihrerseits den Granulozyten ab, 

wobei nach Freisetzung des noch lebenden Erregers der Kreislauf von neuem beginnt. 

Patienten mit dieser Erkrankungen leiden an rezidivierenden Abszessen innerer Organe und 

schweren, schlecht-heilenden Pneumonien. Der Grund für die fehlende 

Sauerstoffradikalbildung von NG bei CGD-Patienten ist ein genetisch bedingter Defekt der 

NADPH-Oxidase. Trotz der einheitlichen Störung ist der Krankheitsverlauf jedoch sehr 

unterschiedlich. 

Deshalb stellten wir die Frage, ob neben der gestörten Sauerstoffradikalbildung noch weitere 

Immunfunktionen bei dieser Erkrankung verändert sind. Dazu untersuchten wir die 

Expression verschiedener Rezeptoren auf NG von CGD-Patienten, die zur Erkennung von 

Pathogenen erforderlich sind, mit Hilfe der Durchflusszytometrie. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression der Komplementrezeptoren CD11b, CD18 

und CD35, der Toll-like Rezeptoren TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 und TLR9, sowie der 

Interleukin-8 Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 und des LTB4 Rezeptors BLT1 auf NG von 

CGD-Patienten durchflusszytometrisch analysiert.  

Dabei fanden wir eine signifikant erniedrigte Oberflächenexpression von CD11b/CD18 auf 

NG von CGD-Patienten im Vergleich zu NG von gesunden Kontrollprobanden. Außerdem 

zeigte sich, dass CD11b nach Stimulation mit dem Lipopeptid Pam3CSK4 bei CGD-Patienten 

signifikant schlechter hochreguliert wird als bei gesunden Kontrollprobanden. Zudem zeigte 

sich eine besonders starke Erniedrigung in der CD11b-Expression bei autosomal rezessiven 

Trägern dieser Erkrankung. Zwischen der Höhe der Expression von CD18 auf NG von CGD-

Patienten und der Anzahl der auftretenden Pneumonien pro Jahr zeigte sich eine inverse 

Korrelation. Auch der Komplementrezeptor CD35 wird auf NG von CGD-Patienten geringer 

exprimiert, der Effekt ist allerdings schwächer als  bei CD11b/CD18. 

Zudem war die Expression von TLR5 auf und TLR9 in NG von CGD-Patienten im Vergleich 

zu NG von gesunden Kontrollprobanden signifikant geringer. Es zeigte sich außerdem, dass 

zwischen den auftretenden Lymphadenitiden pro Jahr und der Höhe der Expression von TLR5 
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auf NG von CGD-Patienten eine inverse Korrelation besteht.  Bei TLR1, TLR2 und TLR4 

konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.  

Von den beiden untersuchten IL-8 Rezeptoren zeigte sich lediglich bei CXCR1 eine 

signifikant geringere Oberflachenexpression bei NG von CGD-Patienten. CXCR2 wird auf 

NG von CGD-Patienten im Vergleich zu NG von gesunden Kontrollprobanden ähnlich 

exprimiert. 

Schließlich zeigen unsere Ergebnisse noch eine signifikant geringere Oberflächenexpression 

von BLT1 auf NG von CGD-Patienten im Vergleich zu NG von gesunden Kontrollprobanden. 

 Unsere Ergebnisse zeigen erstmals, dass das Expressionsmuster von 

Oberflächenrezeptoren auf NG von CGD-Patienten deutlich verändert ist im Vergleich zu 

gesunden Kontrollprobanden. Die erniedrigte Expression von Oberflächenrezeptoren lässt 

neben der gestörten Sauerstoffradikalbildung zusätzliche funktionelle Einbußen bei der 

angeborenen Immunabwehr vermuten. So könnte die verminderte Expression der 

Komplementrezeptoren CD11b und CD18 auf NG von CGD-Patienten möglicherweise auf 

eine beeinträchtigte Opsonophagozytose hinweisen. Da IL-8 durch die Bindung an CXCR1 

gezielte Chemotaxis vermittelt, könnte die verminderte CXCR1-Expression auf NG von 

CGD-Patienten auf eine Störung bei der Migration NG durch entzündlich verändertes Gewebe 

hindeuten. Auch die Pathogenerkennung könnte durch die verminderte Expression von TLR5 

und TLR9 beeinträchtigt sein. Da TLR5 spezifisch Flagellin erkennt, könnte neben dem 

Hauptvirulenzfaktor Katalase also auch Flagellin Infektionen bei dieser Erkrankung 

begünstigen. Allgemein könnte durch die verminderte Expression von Oberflächenrezeptoren 

auf NG von CGD-Patienten im Vergleich zu NG von gesunden Kontrollprobanden auch von 

einer prolongierten Entzündungsreaktion ausgegangen werden. Eine verlängerte 

Entzündungsreaktion könnte wiederum die bei dieser Krankheit häufige Granulombildung 

fördern. Die wahrscheinlichste Ursache für die verminderte Expression von 

Oberflächenrezeptoren auf NG bei CGD-Patienten ist ein sekundäres Phänomen. So könnte 

sich der Defekt der NADPH-Oxidase und damit der Sauerstoffradikalbildung sowohl auf 

mRNA-Ebene als auch auf Protein-Ebene auf die Expression von Membranrezeptoren 

auswirken.  

Um die Auswirkungen und genauen Gründe der verminderten Expression von 

Oberflächenrezeptoren auf NG von CGD-Patienten zu erforschen bedarf es noch weiterer 

Forschung. 

Insgesamt erlaubt diese Arbeit einen weiteren interessanten Einblick in die Funktion von NG 

bei CGD-Patienten und die Fehlregulation von angeborenen Oberflächenrezeptoren bietet 
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möglicherweise nach weiteren Untersuchungen einen zusätzlichen diagnostischen und 

therapeutischen Angriffspunkt. 
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