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Einleitung

2. EINLEITUNG

2.1. Chronischer Granulomatose
Die chronische Granulomatose (CGD) ist ein primdrer Immundefekt und beruht auf einer

Fehlfunktion der Neutrophilen Granulozyten (NG). Diese Fehlfunktion wird durch eine
genetisch bedingte Storung 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 haufigsten 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 Haufigkeit um Mutationen im p47-phox- (ca 25%), p67-
phox- und p22-phox-Gen (je 5%), (s.Tab.1). Fiir die anderen beteiligten Proteine (z.B. Racl,

phox40) wurden bisher keine Erkrankungen beschrieben.

Tabelle 1: Verschiedene Formen der chronischen Granulomatose

Erbgang Gen Genlocus
X-chromosomal- gp91phox Xp21.1
rezessiv
Autosomal-rezessiv p22phox 16p24
p47phox 7q11.23
p67phox 1925

Die Sauerstoffradikale werden dazu benétigt, phagozytierte Krankheitserreger intrazellulédr zu
eliminieren [3]. Somit besteht keine oder nur eine verringerte Fihigkeit, speziell
katalasepositive Bakterien und Pilze abzutoten. Zwar konnen die NG pathogene Keime nach
wie vor phagozytieren, doch fehlt ihnen die Fihigkeit sie nachfolgend unschédlich zu machen
[4]. In der Folge leiden betroffene Kinder unter einer stark erhohten Anfilligkeit fiir
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
tiberwundene 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 zusitzlich die Gabe von Steroiden
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indiziert sein. Die Prognose der Erkrankung ist nach wie vor nicht zufriedenstellend.
Inwiefern auch Oberflichenstrukturen von NG einen Angriffspunkt fiir Therapieoptionen

bieten konnten, ist noch nicht geklart.

2.2. Neutrophile Granulozyten
NG stellen eine Untergruppe der Leukozyten dar und bilden mit 55-65% deren

Hauptbestandteil. Zu ihrer Aufgabe gehort hauptsdchlich die schnelle Bekdmpfung von
Mikroorganismen, was auch als unspezifische Abwehr bezeichnet wird [9]. NG werden im
Knochenmark gebildet. Friihe 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 Entziindungen entstehen jedoch chemotaktische Stimuli, die es den NG
ermoglichen 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 schidigenden Mikroorganismen [13]. Dabei benotigen 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 fordern wie auch die NADPH-Oxidase fiir
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 begiinstigen kann [13]. NG werden charakterisiert durch die
Expression von Oberflichenrezeptoren. Dabei spielen Komplementrezeptoren, Toll-like

Rezeptoren und Chemokinrezeptoren eine entscheidende Rolle.
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2.3. Oberflachenrezeptoren

2.3.1 Komplementrezeptoren

NG sind in der Lage, eigenstdndig 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 Erregeroberfliche mit Komplementfaktoren (C3b und C3bi) oder
Antikorpern[16]. C3b und das von C3b abgeleitete Spaltprodukt C3bi werden von
Komplementrezeptoren auf NG erkannt. Dadurch wird eine Briicke ausgebildet, die die
Bindung zwischen Mikroorganismus und Phagozyt betrdchtlich verstirkt. Die
Komplementrezeptoren 1 (CD35) und 3 (CD11b) sind membranstidndige Glykoproteine, die
von verschiedenen Abwehrzellen exprimiert werden [13]. Sie dienen u.a. der Adhésion,
Migration, so wie der erleichterten Phagozytose NG [17]. Im Rahmen einer Infektion kommt
es zu einer verstirkten Expression von CD35 und CD11b auf NG [18]. Diese werden aus
intrazelluldaren Granula an die Zelloberfliche transportiert. Dariiber hinaus fithren bestimmte
Komplementproteine zu einer Anhdufung von NG am Ort der Entziindung. Zusitzlich 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 maBigebliche
Rolle bei der Phagozytose von Bakterien oder Pilzen. Ob die Komplementrezeptoren auf NG
von CGD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden verdndert sind, soll in

dieser Arbeit geklart werden.

2.3.2 Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren (TLR) gehoren 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 ausschlielich
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 Spirochéten. Peptidoglykane von grampositiven Bakterien.
Zymosan von Pilzen. [23]

TLR3 doppelstringige RNA und Viren [24]

TLR4 Lipopolysaccharid (Endotoxin) [25]

TLRS5 Flagellin (begeiflelte Bakterien) [26]

TLR6 Zymosan (zusammen mit TLR2) [27]

TLR7 kurze einzel- und doppelstringige RNA [28]
TLR8 kurze einzel- und doppelstringige 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 Pathogenbekdmpfung eine wichtige Rolle spielt. In der Folge wurde auf menschlichen
Zellen nach einem solchen Rezeptor geforscht, den sogenannten TLR. TLR sind
Transmembranmolekiile, haben also einen extrazelluldren, einen transmembrandsen und
einem intrazelluldren Anteil. Der extrazellulidre Anteil besteht aus Leuzin-reichen-Sequenzen,
wohingegen der zytoplasmatische Teil in seinem Aufbau stark dem der Interleukinl-
Rezeptor-Familie dhnelt [30]. Folglich wird dieser auch als Toll/IL-1 Rezeptor-Doméine (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 intrazelluldr ein Signaltransduktionsweg in Gang gesetzt, der ebenfalls stark
dem der IL1-R-Familie dhnelt. Durch die Aktivierung des Adapterproteins MyD88 [33]
kommt es dann zu einer Expression verschiedener Gene, die letztendlich die spezifische
Immunabwehr aktivieren. Zusitzlich wurde beobachtet, dass sich einige TLR
zusammenschlieBen und somit bestimmte PAMPs noch besser erkennen konnen. Beim Fehlen
von TLR auf NG konnten bei Miusen 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 kdonnen NG Pathogene erkennen [35], um diese danach abzutdten. Ob TLRs auf

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

Die Migration von NG durch entziindlich verdndertes 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 Aminosduresequenz. Die Expression von
CXCR1/2 wird durch eine Vielzahl unterschiedlicher Stimuli induziert, u.a. durch IL-1, TNF-
a und Lipopolysaccharide [38]. Wihrend CXCR1 nur IL-8 mit hoher Affinitit 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 Férderung von Chemotaxis, der
vermehrten Expression von Adhisionsmolekiilen, sowie der Aktivierung und Freisetzung von
Sauerstoffradikalen und Granula [39].

Inwiefern CXCR1 und CXCR?2 bei NG bei CGD-Patienten verdndert sein konnten, ist bislang

noch nicht geklart.

Tabelle 3: Eigenschaften von IL-8-Rezeptoren

Rezeptor CXCR1 CXCR2
Funktion Chemotaxis von NG, Chemotaxis von NG,
Oxidativer Burst Makrophagenakkumulation,
Neoangiogenese
Exprimiert auf NG, NG,

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

Liganden IL-8, GCP-2 IL-8; ENA-78; GRO-a, -J,
-v; NAP-2; GCP-2
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2.3.4 Leukotrien B4 Rezeptor

Leukotriene gehoren zur Stoffgruppe der Eikosanoide und werden im Rahmen einer Infektion
von diversen Abwehrzellen erzeugt. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der
Entziindungsreaktion von NG. Zunichst erfolgt die Bildung von Leukotrien A4 (LTA4), das
mit Hilfe der 5-Lipoxygenase aus Arachidonsdure generiert wird [40]. LTA4 stellt die direkte
Ausgangsverbindung fiir 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 mallgebliche 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 hauptsdchlich von
dem hochaffinen BLT1 vermittelt [42]. BLTI ist ein membranstindiger G-Protein
gekoppelter Rezeptor [43], der hauptsidchlich von Leukozyten exprimiert wird [44]. Bindet
LTB4 an BLT1 kommt es zu einer Aktivierung von Phospholipase C. Neben der Vermittlung
chemotaktischer Stimuli fordert dies verschiedene Zellfunktionen, wie Degranulation,
Bildung von Sauerstoffradikalen oder die Freisetzung von Arachidonsiure [45;46]. Uber
Leukotrienrezeptoren werden also inflammatorische Zellen aktiviert, womit ihnen eine
malgebliche Rolle bei der Regulation von Entziindungsgeschehen zukommt [45]. Es zeigte
sich, dass BLT1 fast ausschlieBlich auf aktivierten Makrophagen, eosinophilen Granulozyten
und NG exprimiert wird [45;46], weshalb man ihm auch eine besondere Bedeutung bei
chronischen Entziindungen 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 fiihrt. Trotz des klar definierten Defekts ist die klinische Auspriagung sehr
variabel. Ziel dieser Dissertation ist es zu untersuchen, ob es durch die fehlende Bildung von
Sauerstoffradikalen bei Patienten mit CGD auch zu Verdnderungen in der Expression
essentieller Rezeptoren fiir die angeborene Immunabwehr kommt, die das weite klinische
Spektrum der Erkrankung besser zu verstehen helfen konnen. 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.
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4. MATERIAL UND METHODEN

4.1. Patienten
Die Probanden und Probandinnen fiir die vorliegende Arbeit wurden im Rahmen eines

Routine-Termins in der Immundefekt-Ambulanz im Dr. von Haunerschen Kinderspital der
LMU Miinchen 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 Mirz 2006 bis Mirz 2007 in die Studie aufgenommen. Alle Probanden wurden sorgfiltig
iber den Inhalt, die Fragestellung und das Ziel dieser Studie aufgeklért und nach schriftlicher
Einverstdndniserkldarung (bei Minderjdhrigen durch die Erziehungsberechtigten) in die Studie
aufgenommen. Die Studie wurde von der Ethikkommission der LMU Miinchen genehmigt.
Den Probanden wurde zuséitzlich zum Routine-Labor 2ml EDTA-Blut abgenommen, das dann
der Blutentnahme

sogleich verarbeitet wurde. Alle Probanden waren zum Zeitpunkt

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

Patientendateniibersicht, Tabelle 6 die genauen Patientendaten.

Tabelle 4: Patientendaten-Ubersicht

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 04+0.7

Leukozyten (/ul) + Standardabweichung 7700 £ 3900

Restaktivitat

12 Patienten keine Restaktivitit
3 Patienten schwache Restaktivitit

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 S: Daten der Kontrollprobanden

N 15

Alter (Jahren) + Standardabweichung 12+6
Geschlecht (m:w) 6/9

CRP (mg/dl) + Standardabweichung 0.2+£0.7
Leukozyten (/ul) = Standardabweichung 8900 + 3000

12
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Tabelle 6: Genaue Patientendaten

Al- Ge- Vererbung Mutation Nukleo- Aminsiure CRP | Leuk NBT-Test DH Medikation
ter schle tidén- oder (mg/ | o- (% positiv) R-
(Jah | cht derung mRNA- dl) | zyten Test
-re) Anderung (G/)
1 m gp9l, Nonsense 1140G—> A | 380 Trp — 0% PMA, neg Itraconazol,
X-chromosomal Stop 3,6 17,7 0% Candida Cotrimoxazol
18 m gp9l, Missense 1028C — A 339 Pro — 0% PMA, neg Itraconazol,
X-chromosomal Stop 0,5 8.3 0% Candida Cotrimoxazol
5 m p47, autosomal Deletion GTGT Frameshift 4% PMA, pos Itraconazol,
rezessiv Deletion, 15% Cotrimoxazol
Exon2 0,03 7.4 Candida
9 m p47, autosomal Deletion GTGT Frameshift 6% PMA, pos Itraconazol,
rezessiv Deletion, 5% Candida Cotrimoxazol
Exon2 0,05 7.5
11 m gp9l, Missense SI8C—-T 193 Ser — 0% PMA, neg Itraconazol ,
X-chromosomal Phe 0,1 53 0% Candida Cotrimoxazol
9 m p47, autosomal Deletion GTGT Frameshift 0% PMA, neg Itraconazol,
rezessiv Deletion, 0% Candida Cotrimoxazol
Exon2 0,15 6,1
12 m gpol, Deletion 80-83 TCTG | Frameshift 0% PMA, neg Itraconazol,
X-chromosomal 0,32 4,7 0% Candida Cotrimoxazol
16 m gpol, Missense 1106 T —» C Frameshift 0% PMA, neg Itraconazol,
X-chromosomal 0,49 4,1 0% Candida Cotrimoxazol
31 m gp9l, Insertion A nach A742 | Frameshift 0% PMA, neg Itraconazol,
X-chromosomal 0,1 3,7 0% Candida Cotrimoxazol
11 m gpol, Deletion 1497 A Frameshift 0% PMA, neg Itraconazol,
X-chromosomal Deletion 0,41 7,8 0% Candida Cotrimoxazol
54 m p47, autosomal Deletion GTGT Frameshift 10% PMA, pos Keine
rezessiv Deletion, 7% Candida
Exon2 0,1 5,8
8 f P22, autosomal Deletion AGTG Donor splice 0% PMA, pos Itraconazol,
rezessiv Deletion site mutation 0% Candida Cotrimoxazol
in Intron 1 0,2 6,7
4 m gp9l, Nonsense | 469G — T 157 Arg — 0% PMA, neg Itraconazol,
X-chromosomal Stop 0,92 15,5 0% Candida Cotrimoxazol
4 m gpol, Nonsense | 469G — T 157 Arg — 0% PMA, neg Itraconazol,
X-chromosomal Stop 0,12 10,7 0% Candida Cotrimoxazol
12 f p47, autosomal Deletion GTGT Frameshift 0% PMA, neg Itraconazol,
rezessiv Deletion, 0% Candida Cotrimoxazol
Exon2 0,1 4

13
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4.2. Gerite

Ultrazentrifuge Varifuge 20 RS
Tischzentrifuge 5415C
Mischgerit: Vortex Genie 2
Mikropipetten

(0-10ul; 10-100ul; 20-1000ul)
Durchflusszytometer (FACS)
FACSScan
FACS-Auswertestation
Macintosh Power PC
FACS-Auswertesoftware

Cell Quest 3.1f

PC

ACER

Windows XP

Prism 3.0

4.3. Glas- und Plastikmaterial

Reaktionsgefilie

Plastikspitzen fiir Mikropipetten
Plastikrohrchen

(15ml/50ml)
Rundbodenrohrchen ,,Falcon®

(5ml)

4.4. Antikorper

Heraeus Sepatech
Eppendorf
Scientific Industries

Eppendorf

Becton & Dickinson

Apple

Becton&Dickinson

ACER
Aspire 2001 WLMi

Graph Pad Software

Eppendorf
Schubert/Pharmacia

Falcon

Becton & Dickinson

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)

TLRS - 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)
CXCRI1 - 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 1gG2a

Isotyp Kontrolle FITC mouse mouse 1gG2a

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 KCI1 (Merk)

13.06g Na2HPO4.2H20 (Merk)
2g KH2PO4 (Merk)

pH7.3
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¢ Ammoniumchloridpuffer
4.15g NH4C1
500mg KHCO3
18mg EDTA (Titriplex III)
ad 500ml aqua destillata
¢ Intraprep-Kit (Beckman-Coulter, Miami, USA)
¢ Ficoll-Paque (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA)

e Roswell Park Memorial Institute 1540 (RPMI 1540) Medium

4.7. Durchflusszytometrie

4.7.1. Farbung

Zunichst wurde das EDTA-Blut mit der selben Menge an 1-fach PBS verdiinnt. Anschliefend
wurden jeweils 50 pl von diesem Gemisch auf 16 Eppendorfgefife verteilt und mit je 10 pl
konjugiertem Antikorper (AK) vermischt. Nach sorgféltiger Durchmischung (3 Sek. vortex)
wurden die Proben bei Raumtemperatur unter Lichtabschluss 15 Minuten inkubiert, um ein
sicheres Binden der AK an die NG zu gewihrleisten. Im nichsten Schritt wurden die Proben
mit 100 ul 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 fiir 5 Minuten bei 300xg zentrifugiert und darauf vorsichtig die
Uberstinde mit einer Pipette abgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1ml
Ammoniumchlorid-Puffer resuspensiert und 20 Minuten auf Eis inkubiert, womit auch eine
sichere Erythrozytenlyse gewihrleistet 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
intrazelluldr bindet. Um die Zellmembran zu permeabilisieren und somit die intrazellulédre
Bindung zu ermoglichen wurde dieser Probe Reagens 2 aus Intraprep zugegeben. Nach 5-
miniitiger Inkubation und vorsichtiger Durchmischung durch leichtes Schiitteln wurde der
Probe ein weiteres Mal 10ul TLR9-AK zugefiigt und noch mal 15 Minuten unter
Lichtabschluss inkubiert. Nach nochmaliger Zentrifugation (wieder bei 300xg) und der
behutsamen Abnahme des Uberstandes wurde konkordant den anderen Proben weiter
verfahren (s.0.). Zudem wurde eine Isotyp-Kontrolle gleich TLR9 verarbeitet. Nach
erfolgreicher Erythrozytenlyse wurden die Proben in FACS-Tubes umpipettiert und
anschlieBend mit Hilfe des FACS-Gerites analysiert.
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4.7.2. Isolierung von NG
Um die fiir die Stimulation notwendigen NG zu erhalten wurden einem CGD-Patienten

zunichst ca. 20ml EDTA-Blut abgenommen. AnschlieBend wurde das Blut in einem Bluecap-
Rohrchen mit der selben Menge PBS verdiinnt und die verdiinnte 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 Uberstand wurde im
Anschluss vorsichtig abgenommen und das Bluecap-Rohrchen erneut mit PBS aufgefiillt.
Nach nochmaligen 10 miniitigen zentrifugieren bei 4°C mit 1000rpm wurde wieder der
Uberstand 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 fiir 10
Minuten bei 4°C mit 1000rpm zentrifugiert. Der dadurch erzeugte Uberstand 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 Eppendorfgefie (2ml)
verteilt. AnschlieBend wurden die Stimulantien in folgenden Konzentrationen zugegeben: P.
aeruginosa-Elastase 50ug/ml, Flagellin 1ug/ml, N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin
(fMLP) 10pg/ml, Lipopolysaccharid (LPS) 100ng/ml, CpG-ODN 100ug/ml, Lipopeptid
(Pam3CSKy) 1pug/ml, Peptidoglykan (PGN) 1ug/ml, Phorbol-Myristat-Acetat (PMA)
10ug/ml, Zymosan 50ug/ml.

Nach erfolgter Zugabe wurden die Proben verschlossen fiir eine Stunde im 37 °C warmen
Wasserbad inkubiert und hinterher mit PBS aufgefiillt. Nun wurden die Proben bei 300xg fiir
5 Minuten zentrifugiert, das entstandene Zellpellet mit 1ml PBS resuspensiert und zu je 40 ul
erneut auf 4 Eppendorfgefille verteilt. Diese wurden dann wie oben beschrieben mit den
Antikorpern TLR5, CXCR1, CD11b und IgG2b gefirbt und fiir 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-Gerite durchgefiihrt (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 iiber ZellgroBe und —granularitit, als auch {iber zellulédre
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Oberflachenproteine, sowie intrazelluldare Molekiile zu treffen. Voraussetzung hierfiir ist, dass
die Zellen mit einem fluoreszierenden Antikorper inkubiert wurden, der an spezifische
Oberfldachenstrukturen bindet. Bevor die Zellen gemessen werden konnen ist also eine
Anfiarbung der AK mittels spezifischer Fluorochrome nétig. Fluorochrome konnen 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 Fiarbung 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 Oberflaichenmerkmal
zu kennzeichnen.

Die héufigsten Fluorochrome sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7: Standardfluoreszensfarben nach Becton & Dickinson / Pharmingen

Research Product Catalog 2002

Fluorchrom Max. Anregung | Emission | Farbe
FITC 488nm 520nm Griin

APC 595nm/633nm 660nm Rot

PCs 488nm 670nm Rot

PE 488nm 575nm Rot-Orange

Wie aus der Tabelle hervorgeht, hat jedes Fluorochrom ein anderes Emissionsspektrum, was
die gleichzeitige Markierung verschiedener Oberflichenmolekiile in ein und derselben Probe
ermoglicht. In unserer Studie wurden ausschlieflich FITC- und PE-markierte AK verwendet.
Nach Inkubieren der Proben mit den spezifischen fluoreszierenden AK und Umfiillung in die
FACS-Tubes konnten sie nun mit dem FACS-Gerét analysiert werden.
Das FACS-Gerit besteht aus 3 Komponenten:

a) Fliissigkeitssystem

b) Optisches System

C) Elektronisches System

Fliissigkeitssystem:

Damit die Zellen einzeln den Laserstrahl passieren konnen, ist es notwendig sie durch die sog.
Hydrodynamische Fokussierung zu trennen. Die Zellsuspension wird hierbei unter hohen
Druck in eine Stahlkapillare befordert, die von einer zellfreien Trigerfliissigkeit umspiilt wird.
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Am Ende der Kapillare trifft die Zellsuspension auf diese Trigerfliissigkeit, wodurch eine
laminare Stromung erzeugt und dadurch der Abstand zwischen den Zellen vergrofert wird.
Somit werden alle Zellen einzeln und in der ungefdhr selben Ausrichtung vom Laserstrahl

erfasst.

Optisches System:

Jedes FACS-Gerit ist mit einem Laser ausgestattet, der, sobald er auf eine Zelle trifft
Streulicht erzeugt. Dieses Streulicht wird sowohl von der ZellgroBe, als auch von den
intrazelluldren Bestandteilen beeinflusst. Es gibt zwei Detektoren, die die Ablenkung des
Laserstrahls messen, das Vorwirtsstreulicht (FSC = Forward Scatter) und das
Seitwirtsstreulicht (SSC = Side Scatter). Das Vorwirtsstreulicht wird durch die Beugung des
Lichtes hervorgerufen und erlaubt eine Aussage iiber die ZellgroBe, hingegen das
Seitwirtsstreulicht die Lichtbrechung wiederspiegelt und als Mal} fiir die Granularitit
(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 ermoglichen den Nachweis spezifischer Oberflaichenmolekiile
und intrazelluldrer Proteine. Diesen Effekt machten wir uns bei dem Nachweis verschiedener

Oberflichenmerkmale auf NG bei CGD-Patienten zu Nutze.

Elektronisches System:

Um die Messungen am Computer verarbeiten zu konnen ist es notwendig, die optischen
Signale in elektronische Signale umzuwandeln. Hierbei werden proportional zu der Intensitéit
des einfallenden Lichtes an den Detektoren elektrische Signale erzeugt, die dann entweder
linear (Streulicht) oder logarithmisch (Fluoreszenz) verstarkt und iiber einen Analog/Digital-
Wandler in digitale Signale verwandelt werden. Diese konnen 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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S. ERGEBNISSE

Im Rahmen unserer Studie fanden wir eine erniedrigte Oberflichenexpression 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. AufBerdem fanden wir eine
verminderte intrazelluldare 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 Oberfliche als die getesteten Kontrollen.
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Abb.1B: Histogramm der CD11b-Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden

Kontrollprobanden
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Abbildung 1B zeigt die Expression von CDI11b anhand eines Histogrammes auf NG von
einem reprasentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repriasentativen CGD
Patienten (rechts). Die Y-Achse reprisentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die

Fluoreszenzintensitit.
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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 Oberflidche 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
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Abbildung 2B zeigt die Expression von CD18 anhand eines Histogrammes auf NG von einem
reprasentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem reprisentativen CGD
Patienten (rechts). Die Y-Achse reprisentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die

Fluoreszenzintensitit.
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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 Oberflache 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

CD35
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Abbildung 3B zeigt die Expression von CD35 anhand eines Histogrammes auf NG von einem
repriasentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repriasentativen CGD
Patienten (rechts). Die Y-Achse reprisentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die

Fluoreszenzintensitit.
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5.1.1. Zusammenhang der Expression von Komplementrezeptor CD18 und der
Krankheitsaktivitéit
Es zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen der Expression von CD18 auf NG von CGD-

Patienten und der Haufigkeit 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
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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 CDI11b auf ihrer Oberfliche 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 CDI11b-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.
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5.2. Toll-like Rezeptoren
Sowohl NG von gesunden Kontrollprobanden, als auch NG von CGD-Patienten exprimieren

an ihrer Oberflidche TLR und intrazelluldr TLR9. Wihrend 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. AuBlerdem fanden wir eine signifikant geringere intrazellulére
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
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Abbildung 8B zeigt die Expression von TLR1 anhand eines Histogrammes auf NG von einem
reprasentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem reprédsentativen CGD
Patienten (rechts). Die Y-Achse reprisentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die

Fluoreszenzintensitit.
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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
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Abbildung 9B zeigt die Expression von TLR2 anhand eines Histogrammes auf NG von einem
repriasentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem reprisentativen CGD
Patienten (rechts). Die Y-Achse reprisentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die

Fluoreszenzintensitit.
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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
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Abbildung 10B zeigt die Expression von TLR4 anhand eines Histogrammes auf NG von
einem reprasentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repriasentativen CGD
Patienten (rechts). Die Y-Achse reprisentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die

Fluoreszenzintensitit.
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Abb.11A: TLRS Expression auf NG von CGD-Patienten und gesunden Kontrollprobanden
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Abbildung 11A zeigt die Expression von TLRS auf NG von Kontrollprobanden und CGD
Patienten. NG von CGD Patienten tragen signifikant geringer TLRS auf ihrer Oberflidche als

die getesteten Kontrollen.

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

Kontrollprobanden

TLRS

Kontrolle B4

Abbildung 11B zeigt die Expression von TLRS anhand eines Histogrammes auf NG von
einem reprasentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem représentativen CGD
Patienten (rechts). Die Y-Achse reprisentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die

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

Kontrollprobanden
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Abbildung 12A zeigt die intrazelluldre Expression von TLR9Y in NG von Kontrollprobanden
und CGD Patienten. NG von CGD Patienten exprimieren intrazelluldr signifikant geringer

TLR9 als die getesteten Kontrollen.

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

Kontrollprobanden
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Abbildung 12B zeigt die Expression von TLR9 anhand eines Histogrammes in NG von einem
repriasentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repriasentativen CGD
Patienten (rechts). Die Y-Achse reprisentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die

Fluoreszenzintensitit.
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5.2.1. Zusammenhang der Expression von TLR 5 und der Krankheitsaktivitit
Es zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen der Expression von TLR 5 auf NG von
CGD-Patienten und der Héufigkeit der auftretenden Lymphadenitiden pro Jahr bei diesen

Patienten.

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

Lymphadenitiden pro Jahr
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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 Oberfldche als

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

Kontrollprobanden
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Abbildung 14B zeigt die Expression von CXCRI1 anhand eines Histogrammes auf NG von
einem reprasentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repriasentativen CGD
Patienten (rechts). Die Y-Achse reprisentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die

Fluoreszenzintensitit.
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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
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Abbildung 15B zeigt die Expression von CXCR?2 anhand eines Histogrammes auf NG von
einem reprasentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem repriasentativen CGD
Patienten (rechts). Die Y-Achse reprisentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die

Fluoreszenzintensitit.
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5.4. Leukotrien B4 Rezeptor
NG von CGD-Patienten und NG von gesunden Kontrollprobanden exprimieren an ihrer

Oberfliche 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 BLTI auf NG von Kontrollprobanden und
CGD Patienten. NG von CGD Patienten tragen signifikant geringer BLT1 auf ihrer

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

Kontrollprobanden

BLT1

Kontrolle CGD

Abbildung 16B zeigt die Expression von BLT1 anhand eines Histogrammes auf NG von
einem reprasentativen gesunden Kontrollprobanden (links) und einem représentativen CGD
Patienten (rechts). Die Y-Achse reprisentiert die Anzahl der Zellen, die X-Achse die

Fluoreszenzintensitit.
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6. DISKUSSION

Im Rahmen unserer Studie untersuchten wir mittels Durchflusszytometrie die
Oberflachenexpression verschiedener Rezeptoren auf NG von CGD-Patienten. Es zeigte sich,
dass sowohl der Komplementrezeptor CD11b, CD18, als auch CD35 auf der Oberflaiche NG
von CGD-Patienten signifikant erniedrigt ist, wobei CD11b und CD18 am deutlichsten
erniedrigt waren. NG von autosomal-rezessiven CGD-Patienten waren hiervon nochmals
stairker betroffen 1im Vergleich zu der X-chromosomalen Form. Auch die
Oberflachenrezeptoren TLRS, 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 intrazellulire TLR9-
Expression bei NG von CGD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden.
AuBerdem 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 TLRS5-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 konnen, im Gegensatz zu NG von gesunden
Kontrollprobanden.

Dies konnte darauf hinweisen, dass NG von CGD-Patienten neben dem genetischen Defekt
zusitzliche Defizite bei der Oberflichenrezeptor-vermittelten Phagozytose, Chemotaxis und

der Erkennung bestimmter Pathogene haben konnten.

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 eingeschrinkt oder werden sie im
Rahmen verschiedener Erkrankungen vermindert gebildet treten gehduft schwerwiegende
Infektionen auf [47]. Es stellte sich heraus, dass bei CGD-Patienten zwar geniigend NG im
Knochenmark gebildet werden, diese allerdings funktionelle Stérungen aufweisen. Obwohl
NG von CGD-Patienten Mikroorganismen phagozytieren konnen, sind sie nicht in der Lage
diese intrazelluldr abzut6ten. 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 Abtotung von Mikroorganismen spielen. Demzufolge erleiden
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CGD-Patienten haufig gravierende Infektionen, was mitunter die hiufigste Todesursache bei
diesen Patienten darstellt. Aulerdem kommt es durch die fehlende Erregerabtdtung zu einer
Anhdufung von zerstorten NG am Infektionsort, was die Entstehung der bei dieser
Erkrankung immer wieder auftretenden Granulome erklirt [50].

Abgesehen von ihren inneren Funktionseigenschaften werden NG entscheidend durch die
Expression  verschiedener  Oberflichenmolekiile  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 Oberflichenrezeptoren zeigt. So zeigten Gaither et
al. beispielsweise in ihrer Studie eine verminderte Expression von CD35 auf der Oberfldache
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 CDI11b, CDI8 und CD35, sowie den Toll-like
Rezeptoren TLRS und TLRY, den IL-8 Rezeptor CXCR1 und dem LTB4 Rezeptor BLT1 bei
NG von CGD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden. Uber mogliche

Ursachen und Konsequenzen dieser Variationen soll im Folgenden diskutiert werden.

6.2. Komplementrezeptoren
Die Komplementrezeptoren 1 (CD35) und 3 (CD11b) spielen eine wichtige Rolle fiir die

normale Funktion NG. Sie vermitteln unter anderem die gerichtete Chemotaxis NG, die feste
Adhision an aktivierte Endothelzellen und die erleichterte Phagozytose opsonierter Bakterien
[56]. NG sind in der Lage die Oberflichenexpression von CD11b und CD35 zu regulieren.
Unter Ruhebedingungen wird nur ein kleiner Teil von CD11b und CD35 an der Oberfldche
NG exprimiert. Ein GroBiteil der Rezeptoren befindet sich dann in intrazellulidren
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 verstdrkten Expression von
CD11b und CD35 [58], wodurch der Entziindungsprozess intensiv bekdmpft 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
konnte bedeuten, dass abgesehen von dem Defekt der NADPH-Oxidase ein weiteres Defizit
in den von CD11b vermittelten Funktionen vorliegt. Da die Adhésion an aktiviertes Endothel
einen wichtigen Schritt in der Abwehr von Mikroorganismen darstellt [59], konnte dies eine

zusitzliche Infektions-Anfélligkeit von CGD Patienten andeuten. AuBlerdem konnte die
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verminderte CD11b Expression einen Hinweis auf eingeschriankte Phagozytosefidhigkeit
opsonierter Partikel darstellen, was bereits andere Arbeitsgruppen vermuteten [60].

Zudem fiel auf, dass CD11b bei autosomal rezessiven Patienten stirker erniedrigt ist als auf
NG von X-chromosomalen Patienten. Was hierfiir die Ursache sein konnte ist bislang
ungeklart.

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 B-Untereinheit und CDI11b die o-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 ldsst vermuten,
dass bei erniedrigter CD11b/CD18-Expression lidnger ein proinflammatorischer Stimulus
aufrechterhalten wird, da der programmierte Zelltod verzogert stattfindet. Diese These wird
durch unsere Beobachtung gestirkt, dass bei niedrigerer CD18-Expression auf NG von CGD-
Patienten gehduft Pneumonien beobachtet wurden [63]. Durch die prolongierte
Entziindungsreaktion konnte aullerdem die bei dieser Krankheit haufig beobachtete
Granulombildung begiinstigt werden.

Neben der erniedrigten CDI11b- und CDI18-Expression fanden wir ebenfalls eine
Herunterregulation von CD35 auf NG von CGD-Patienten, die im Vergleich zu CD11b/CD18
allerdings schwicher war. Dieses Ergebnis stimmt mit Ergebnissen der Arbeit von Gaither et
al. iiberein, die ebenfalls eine verringerte CD35-Expression auf NG von CGD-Patienten
fanden [54]. Ein Argument fiir die noch auffallend niedrigere CD11b-Expression konnte sein,
dass CD35 lediglich in sekretorischen Vesikeln vorkommt, hingegen CDI11b in sowohl in
sekretorischen, als auch in spezifischen Granula gespeichert wird [64].

Fiir die verminderte CD11b-Expression auf NG von CGD-Patienten kann es verschiedene
Griinde geben. Gessler et al. fanden heraus, dass eine erhohte Sauerstoffradikalbildung mit
einer gesteigerten Expression von CD11b an der Oberfliche NG einhergeht [65]. Da der
Defekt der NADPH-Oxidase den oxidativen Burst stark beeintriachtigt bzw. verhindert, stellt
dies einen moglichen Grund fiir die verminderte CDI11b-Expression auf NG von CGD-
Patienten dar. Somit konnte die CDI11b-Expression auch eine Rolle als Marker fiir die
beeintrichtigte NG-Funktion spielen. Eine weitere denkbare Ursache ist eine verkiirzte
Reifung NG von CGD-Patienten im Knochenmark, da die Proteinsynthese groftenteils vor
dem Aussenden in die Blutbahn stattfindet [56]. Ist der Reifungsprozess verkiirzt, konnte eine
verminderte Expression von CD11b die Folge sein. Eventuell spielt auch ein verdndertes

Bindungsverhalten von LPS an CD44 eine Rolle, was zu einer verminderten Expression von
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CD11b fithren wiirde. Denkbar wire aulerdem 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 geklidrt, 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
fiihrt ihrerseits zu einer verstirkten Expression von Oberflichenrezeptoren auf NG [67].
Zudem wurde gezeigt, dass die Hemmung von NF-kappa B mit einer signifikanten
Runterregulation von CDI11b auf NG einhergeht [68]. Wihrend NG von gesunden
Kontrollprobanden nach Stimulation mit Pam3CSK4 signifikant die Expression von CD11b
auf ihrer Oberfliache erhohen, wird CD11b auf NG von CGD-Patienten nach Stimulation mit
Pam3CSK4 nicht signifikant erhoht. Baeuerle et al. zeigten, dass NF-kappa B auch durch
Sauerstoffradikale aktiviert werden kann [69]. Dies konnte einen weiteren Hinweis darauf
geben, dass die CDI1b-Expression mitbedingt werden konnte von  der
Sauerstoffradikalbildung in NG. Werden wie im Falle von CGD keine oder nur stark
vermindert Sauerstoffradikale produziert, konnte also ein potenter Stimulus zur CDI11b

Hochregulierung fehlen.

6.3. Toll-like Rezeptoren
Aufgrund der Fahigkeit 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 fiir das unspezifische, sondern auch fiir 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 fiir die Abtotung
pathogener Keime. Unsere Arbeitsgruppe untersuchte die Expression von TLR auf NG von
CGD-Patienten, um festzustellen, ob diese verdndert 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 gefdhrlichsten Keime, Burkholderia cepacia, neben dem

Hauptvirulenzfaktor Katalase auch Flagellin [73]. Eine erniedrigte TLRS5-Expression konnte
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mit einem schlechteren Erkennen Flagellin-tragender Bakterien einhergehen und so eine
Infektion mit diesem Keim zusitzlich begiinstigen. Zudem konnten wir ein vermehrtes
Auftreten von Lymphadenitiden pro Jahr bei CGD-Patienten mit besonders niedriger TLRS-
Expression feststellen [74].

Eine mogliche Ursache fiir die erniedrigte Expression konnte in dem Fehlen der
Sauerstoffradikalbildung bei NG von CGD-Patienten liegen. Neben der Maoglichkeit
Bakterien direkt abzutoten, funktionieren die Sauerstoffradikale auch als Signalmolekiile und
modulieren so unter anderem die Expression von Membranrezeptoren [75]. So kénnte von
einem sekundiren Phinomen des NADPH-Oxidase Defekts ausgegangen werden.

TLRS 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 erhohte Expression von TLRS5 auf NG feststellte [76]. Das unterschiedliche
methodische Vorgehen zur Quantifizierung der TLRS5-Expression konnte ein moglicher
Grund hierfiir sein (Protein- versus mRNA-Expression). Auch die kleinere Studienpopulation
muss hierbei beriicksichtigt werden.

Zudem untersuchten wir die intrazelluldre 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 intrazellulire TLR9-Expression im Vergleich zu gesunden
Kontrollprobanden. Dies ldsst vermuten, dass auch die intrazelluldre Expression bestimmter
Rezeptoren durch die Sauerstoffradikalbildung stimuliert werden konnte.

Da jeder TLR charakteristisch bestimmte bakterielle Pathogene erkennt [78], konnte eine
niedrigere Expression verschiedener TLR auch eine schlechtere Erkennung der spezifischen
Pathogene und somit eine ldnger andauernde Entziindungsreaktion bedeuten. Eine ldnger
andauernde Entziindungsreaktion konnte wiederum die bei dieser Krankheit hiufig
beobachtete Granulombildung begiinstigen [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 konnte darauf hindeuten, dass insbesondere die Expression
von TLRS und TLR9 von der Bildung der Sauerstoffradikale stimuliert wird, hingegen bei der

Expression von TLR1, 2, und 4 anderen Stimuli eine groBere Bedeutung zukommt.
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6.4. CXCR1 und CXCR2
IL-8 bindet mit hoher Affinitit an die Chemokinrezeptoren CXCR1 und CXCR2 auf NG[80].

IL-8 fordert so unter anderem die Migration NG durch entziindlich verdndertes Gewebe, die
verstiarkte Expression von Adhidsionsmolekiilen und die Degranulation der sich in NG
befindenden Granula [81].

In unserer Studie zeigte sich eine signifikant geringere Expression von CXCRI1, nicht aber
von CXCR2 auf NG von CGD-Patienten im Vergleich zu denen von gesunden
Kontrollprobanden. Bisher wurden zwei unterschiedliche Mechanismen fiir die Modulation
der CXC-Rezeptoren beschrieben. Khandaker et al. zeigten einen Agonist-unabhéngigen,
Thyrosinkinase-abhidngigen Mechanismus in der Herunterregulierung von
Chemokinrezeptoren [82]. Dieser beruhte auf einer LPS-vermittelten Internalisierung von
CXCR1 wund CXCR2. Samanta et al. berichteten {iber einen IL-8 vermittelten
Regulationsmechanismus, wonach CXCR1 und CXCR2 nach Bindung von IL-8 rapide
runterreguliert werden [83].

Frithere Studien haben gezeigt, dass CXCR2 eine Vielzahl an Liganden mit hoher Affinitét
bindet. Dazu gehoren neben IL-8 verschiedene andere CXC-Chemokine, wie ENA-78, NAP-2
und GRO-q, -B und —y [84]. CXCRI1 hingegen bindet lediglich IL-8 und das CXC-Chemokin
GCP-2 mit hoher Affinitit [85]. Rezidivierende Infektionen konnten bei CGD-Patienten also
vor allem eine latente Unterexpression von CXCRI1 hervorrufen.

IL-8 und seinen beiden Rezeptoren wird daneben eine mal3gebliche Rolle bei der Vermittlung
von Apoptose der NG zugeschrieben [86;87]. Da IL-8 antiapoptotische Stimuli vermittelt,
konnte eine Unterexpression von CXCR1 also vermehrte Apoptose und somit die Férderung
der Granulombildung bei diesen Patienten bedeuten.

Zudem besteht eine wichtige Funktion von CXCRI1 darin, den Oxidativen Burst NG zu
fordern [88]. Da bei NG von CGD-Patienten keine oder nur eine stark verminderte Bildung
von Sauerstoffradikalen moglich ist, beinhaltet dies eine weitere denkbare Ursache fiir die
niedrigere CXCR1-Expression bei diesen Patienten.

Letztendlich bedarf es aber noch weiterer Klidrung, weshalb CXCR1 auf NG von CGD-
Patienten vermindert exprimiert wird und welche Auswirkungen diese gestorte Expression auf

den Krankheitsverlauf hat.
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6.5. BLT1
Im Rahmen von Entziindungsreaktionen wird in diversen Abwehrzellen LTB4 erzeugt, das

tiber 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 ldsst wiederum
ein zusitzliches Defizit in wichtigen NG Funktionen bei diesen Patienten vermuten.

Patrick et al. zeigten einen direkten Zusammenhang zwischen LTB4 und der Fahigkeit NG
CD11b hoch regulieren zu konnen [91]. Da auf NG von CGD-Patienten CD11b ebenfalls
signifikant geringer exprimiert wird, konnte dies auf einen Synthesedefekt von LTB4 bei
diesen Patienten hinweisen. Sollte LTB4 bei dieser Erkrankung wirklich vermindert gebildet
werden, konnte dies moglicherweise eine Runterregulation von BLT1 auf NG nach sich
ziehen.

Verschiedene Studien haben auBlerdem gezeigt, dass LTB4 iiber die Bindung an BLT1 einen
antiapoptotischen Effekt vermittelt [92;93]. Wird nun im Rahmen einer chronischen
Granulomatose vermindert BLT1 exprimiert, konnte dies eine verstirkte Apoptose der NG
und somit eine weitere Funktionseinbufle bedeuten. Durch eine iiberschieende Apoptose
konnte aulerdem die Granulombildung begiinstigt werden.

Inwieweit die verminderte Expression von BLT1 aut NG von CGD-Patienten im Vergleich zu
gesunden Kontrollprobanden eine weitere Funktionseinschrinkung 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 primédrer Immundefekt, der zu einer schweren
Verminderung der Sauerstoffradikalbildung von neutrophilen Granulozyten (NG) fiihrt. NG
sind die wichtigsten Abwehrzellen des angeborenen Immunsystems. Durch die Bildung von
Sauerstoffradikalen konnen sie Krankheitserreger direkt abtoten. Fehlt diese Bildung der
Sauerstoffradikale, tiberleben phagozytierte Erreger und t6ten 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 fir die  fehlende
Sauerstoffradikalbildung von NG bei CGD-Patienten ist ein genetisch bedingter Defekt der
NADPH-Oxidase. Trotz der einheitlichen Storung ist der Krankheitsverlauf jedoch sehr
unterschiedlich.

Deshalb stellten wir die Frage, ob neben der gestorten Sauerstoffradikalbildung noch weitere
Immunfunktionen bei dieser Erkrankung verdndert 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, TLRS und TLRY9, 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 Oberflichenexpression von CD11b/CD18 auf
NG von CGD-Patienten im Vergleich zu NG von gesunden Kontrollprobanden. Auflerdem
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
Triagern dieser Erkrankung. Zwischen der Hohe 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 schwicher als bei CD11b/CD18.

Zudem war die Expression von TLRS auf und TLR9 in NG von CGD-Patienten im Vergleich
zu NG von gesunden Kontrollprobanden signifikant geringer. Es zeigte sich auBBerdem, dass

zwischen den auftretenden Lymphadenitiden pro Jahr und der Hohe der Expression von TLRS5

47



Zusammenfassung

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 CXCRI eine
signifikant geringere Oberflachenexpression bei NG von CGD-Patienten. CXCR2 wird auf
NG von CGD-Patienten im Vergleich zu NG von gesunden Kontrollprobanden &hnlich
exprimiert.
SchlieBlich zeigen unsere Ergebnisse noch eine signifikant geringere Oberflichenexpression
von BLT1 auf NG von CGD-Patienten im Vergleich zu NG von gesunden Kontrollprobanden.
Unsere  Ergebnisse zeigen erstmals, dass das Expressionsmuster von
Oberflichenrezeptoren auf NG von CGD-Patienten deutlich verédndert ist im Vergleich zu
gesunden Kontrollprobanden. Die erniedrigte Expression von Oberflichenrezeptoren ldsst
neben der gestorten Sauerstoffradikalbildung zusitzliche funktionelle EinbufBlen bei der
angeborenen Immunabwehr vermuten. So konnte die verminderte Expression der
Komplementrezeptoren CD11b und CD18 auf NG von CGD-Patienten moglicherweise auf
eine beeintridchtigte Opsonophagozytose hinweisen. Da IL-8 durch die Bindung an CXCRI1
gezielte Chemotaxis vermittelt, konnte die verminderte CXCRI1-Expression auf NG von
CGD-Patienten auf eine Storung bei der Migration NG durch entziindlich veridndertes Gewebe
hindeuten. Auch die Pathogenerkennung konnte durch die verminderte Expression von TLRS
und TLROY beeintrichtigt sein. Da TLRS spezifisch Flagellin erkennt, konnte neben dem
Hauptvirulenzfaktor Katalase also auch Flagellin Infektionen bei dieser Erkrankung
begiinstigen. Allgemein konnte durch die verminderte Expression von Oberflachenrezeptoren
auf NG von CGD-Patienten im Vergleich zu NG von gesunden Kontrollprobanden auch von
einer prolongierten Entziindungsreaktion ausgegangen werden. Eine verlidngerte
Entziindungsreaktion konnte wiederum die bei dieser Krankheit haufige Granulombildung
fordern. Die wahrscheinlichste Ursache fiir die verminderte Expression von
Oberfldachenrezeptoren auf NG bei CGD-Patienten ist ein sekundires Phianomen. So kdnnte
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 Griinde der verminderten Expression von
Oberfldachenrezeptoren 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 Oberflichenrezeptoren bietet

48



Zusammenfassung

moglicherweise nach weiteren Untersuchungen einen zusitzlichen diagnostischen und

therapeutischen Angriffspunkt.
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