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I. Einleitung 
 

 

1. Einführung 

 

Bei immunsupprimierten Patienten mit protrahierter schwerer Neutropenie sind bakterielle 

Infektionen und Pilzinfektionen mit hoher Morbidität und Mortalität verbunden. Zum Einsatz 

kommende Antibiotika und Antimykotika sind oft nicht voll wirksam, da die Abräumfunktion 

der Granulozyten fehlt. In den letzten Jahren konnten einige klinische Erfolge mit der paralle-

len Transfusion von Granulozytenkonzentraten erzielt werden, wobei die entsprechenden Stu-

dien jedoch häufig nicht randomisiert waren. Die eingesetzten Konzentrate waren weder hin-

reichend charakterisiert noch die Funktionalität der enthaltenen Zellen ausreichend überprüft 

worden. Mit dem erstmaligen Einsatz von rekombinantem humanem Granulozyten-Kolonie-

stimulierendem Faktor (rhG-CSF1) wurde in jüngster Zeit die Möglichkeit geschaffen, eine 

deutlich größere Zahl an Zellen pro Spende zu erzielen. Im Gegensatz zu allen anderen Blut-

produkten gibt es jedoch keine detaillierten und verbindlichen Qualitätsanforderungen für 

Granulozytenkonzentrate. Hier besteht ein dringender Bedarf an wissenschaftlich untermauer-

ten Standards, die im Rahmen dieser Arbeit etabliert werden sollen. 

 

Die Abteilung Transfusionsmedizin ist zusammen mit der Medizinischen Klinik Abt. II  und 

der Kinderklinik Abt. I an der Klinischen Studie „Transfusion von Granulozytenkonzentraten 

von G-CSF stimulierten Spendern bei immunsupprimierten neutropenischen Patienten mit 

lebensbedrohlichen Infektionen” beteiligt, in deren Rahmen diese Dissertation erstellt wurde.  

 

 

2. Allgemeines 

 

2.1 Granulozyten und ihre Funktion im Immunsystem 

 

2.1.1 Hämatopoetische Abstammung (Janeway et al. 1997;Stahl 1997) 

Alle zellulären Bestandteile des Blutes enstehen aus hämatopoetischen Stammzellen im Kno-

chenmark. Diese Zellen sind pluripotent und bilden zwei Linien von Vorläuferzellen: die 

lymphatischen Stammzellen, aus denen sich B- und T-Lymphozyten entwickeln, und myeloi-

                                                 
1 recombinant human granulocyte-colony stimulating factor 
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de Stammzellen, die Vorläuferzellen von Erythrozyten, Leukozyten und Megakaryozyten 

(Vorläufer von Thrombozyten) darstellen. Leukozyten lassen sich weiter in Monozyten, ba-

sophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten und neutrophile Granulozyten differenzieren. 

Aufgrund ihrer ungewöhnlichen Form werden alle diese Zellen auch als polymorphkernige 

Zellen bezeichnet. Der Begriff „Granulozyten” leitet sich vom körnigen Zytoplasma der Zel-

len ab, das sich im Blutausstrich charakteristisch anfärben läßt.  

Die Reifezeit der Granulozyten beträgt 5-10 Tage, ihre gesamte Lebenszeit etwa 12 Tage. 

Unter dem Einfluß verschiedener Zytokine (siehe Abschnitt 2.3) entwickeln sich Granulozy-

ten über verschiedene Zellstadien in Interaktion mit dem Knochenmarkstroma zu reifen Zel-

len. Im Blut beträgt ihre Halbwertszeit nur etwa 8-10 Stunden. Granulozyten befinden sich 

aber nicht über ihre gesamte Lebenszeit im Blut: Nur etwa 5% der Tagesproduktion befinden 

sich im peripheren Blut, das entspricht etwa 0,5% des gesamtem Körpervorrats. Etwa die 

Hälfte davon zirkuliert, die andere Hälfte haftet als sogenannter marginaler Pool am Gefäßen-

dothel. Über 90% der reifen Granulozyten verbleiben im Knochenmark, von wo aus sie bei 

Bedarf (z.B. einer Infektion) rekrutiert werden. 

Die zahlenmäßig größte Untergruppe der Granulozyten bilden die neutrophilen Granulozyten, 

die neben Monozyten/Makrophagen die wichtigsten nicht antigenspezifischen Effektorzellen 

der Immunantwort darstellen. Diese Neutrophilen waren Gegenstand der vorliegenden Unter-

suchungen. Der Begriff „Granulozyten“ wird im Folgenden daher synonym für neutrophile 

Granulozyten verwendet. 

 

2.1.2 Granulozytäre Funktionen (Janeway et al. 1997; Stahl 1997; Hampton et al. 1998) 

 

Neutrophile Granulozyten verfügen über drei Eigenschaften, die zur Abwehr mikrobieller 

Infektionen entscheidend sind: 

(a) Fähigkeit zur Chemotaxis 

(b) Fähigkeit zur Phagozytose 

(c) Fähigkeit zur Bakterizidie  

 

Ad (a) Fähigkeit zur Chemotaxis 

Granulozyten sind zur Chemotaxis in der Lage, d.h., sie reagieren auf einen chemischen Reiz 

mit einer gerichteten Wanderung auf diesen Reiz zu, z.B. den Infektionsherd. Als Stimuli fun-

gieren dabei z.B. bakterielle Proteine (N-formyl-leucyl-phenylalanin, f-MLP), aber auch 

körpereigene Stoffe, wie Leukotrien B4 (LTB4), Komplementfaktor C5a oder Interleukin-8 
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(IL-8). Die Stimulantien („chemoattractants”) binden auf der Oberfläche der Granulozyten an 

spezifische Rezeptoren, wodurch eine Signalkaskade ausgelöst wird. Über die Aktivierung 

von G-Proteinen wird Phospholipase C aktiviert. Diese spaltet Phosphatidyl-4,5-Biphosphat 

(PIP2) zu Inositoltriphosphat (IT3) und Diacetylglycerin (DAG). IT3 und DAG fungieren als 

„second messenger“, setzen so Calcium frei und aktivieren Proteinkinase C und andere Prote-

inkinasen. Durch die anschließende Phosphorylierung intrazellulärer Moleküle werden die 

verschiedenen Funktionen der Neutrophilen initiiert.  

Entscheidend für die Leukozytenwanderung ist die vermehrte Expression von Adhäsionspro-

teinen (z.B. Selektinen und Integrinen) auf der Zelloberfläche, ausgelöst durch die Bindung 

der chemotaktischen Stimuli an die entsprechenden Oberflächenrezeptoren (siehe auch Punkt 

2.2). Über diese Oberflächenmoleküle kann die Zelle ans Endothel binden („Adhärenz”).  

Die Wanderung der Leukozyten geht in mehreren Einzelschritten vonstatten: Nach Aktivie-

rung durch den Kontakt mit einem Chemoattractant gehen die Zellen eine lockere Bindung 

mit dem Gefäßendothel ein. Da diese Bindung reversibel ist, können die Zellen an der Ge-

fäßwand „entlangrollen” („rolling”). In einem zweiten Schritt gehen die Granulozyten eine 

festere Bindung mit dem Endothel ein („Adhärenz”). Anschließend fließen die Granulozyten 

auf der Endotheloberfläche auseinander („spreading”), um danach zwischen den Endothelzel-

len hindurchzuwandern. Im Gewebe wandern sie zuletzt entlang eines Konzentrationsgradien-

ten von Chemokinen (chemischer Lockstoffe; siehe auch Abschnitt 2.3) zum Infektionsort. 

 

Ad (b) Fähigkeit zur Phagozytose 

Sind die Granulozyten ins Gewebe ausgewandert, so erfüllen sie dort ihre entscheidende 

Funktion: schnelle und effektive Phagozytose von Fremdorganismen und deren intrazelluläre 

Abtötung. 

Phagozytose ist die Aufnahme von Partikeln durch Zellen und schließt deren Bindung an die 

Zelloberfläche, ihre Aufnahme und ihre Zerstörung ein. Damit der Granulozyt die zu phago-

zytierenden Keime erkennen und binden kann, werden diese opsonisiert, d.h., die Keime wer-

den mit einem spezifischen Antikörper der ImmunglobulinG-(IgG-)Klasse oder aktiviertem 

Komplementfaktor C3 beladen. Gleichzeitig exprimiert der Granulozyt spezielle Rezeptoren, 

um diese Antikörper binden  zu können (siehe auch Punkt 2.2). 

Haben die Granulozyten einen Erreger erkannt, läuft eine Signalkaskade ab, die der bei der 

Chemotaxis ähnelt. Der Granulozyt bildet in der Folge Plasmopodien aus, lange Plas-

maschläuche, die den Keim umschließen. Der Keim wird so umflossen, bis er sich im Inneren 

der Zelle in einem Vesikel, dem sogenannten Phagosom, befindet. Das Phagosom verschmilzt 
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in der Zelle mit Lysosomen. Dabei handelt es sich um Zellorganellen, die verschiedene Ver-

dauungsenzyme (z.B. Proteasen, hydrolytische Enzyme, Lysozyme) enthalten, die die Zell-

wand der Keime schädigen. Dieser Mechanismus führt zur Abtötung der Krankheitserreger. 

Unterstützt wird dieser Vorgang durch die Fähigkeit der Granulozyten, reaktive Sauerstoff-

spezies zu bilden (siehe auch (3) Bakterizidie). 

 

Ad (c) Fähigkeit zur Bakterizidie 

Der bei der Phagozytose ins Zellinnere aufgenommene Keim wird zum einen durch die im 

Phagosom enthaltenen Enzyme geschädigt. Dieser Sauerstoff-unabhängige Mechanismus 

wird aber entscheidend unterstützt durch die intrazelluläre Bildung von Sauerstoffradikalen 

(„oxidativer Burst” oder „respiratorischer Burst”). Die NADPH-Oxidase, lokalisiert in der 

Zellmembran, überträgt freie Elektronen aus dem Pentosephosphatzyklus auf molekularen 

Sauerstoff, es entsteht das Superoxidanion (O2
-). Dieses dismutiert zu Wasserstoffperoxid 

(H2O2). Unter Katalyse der Myeloperoxidase (in den Granula der Neutrophilen) entsteht aus 

Wasserstoffperoxid und Chlorid-Ionen Hypochlorige Säure (HOCl). Sowohl O2
-, als auch 

H2O2 und HOCl sind für die meisten Bakterien toxisch. 

 

 

2.2 Oberflächenantigene (Janeway et al. 1997; Stahl 1997) 

 

Damit Granulozyten die Antikörper-behafteten Keime angreifen und entfernen können, müs-

sen sie in der Lage sein, mit ihren Oberflächenrezeptoren diese gebundenen Antikörper ihrer-

seits zu binden. Auf der Oberfläche der Neutrophilen finden sich die sogenannten Fc-

Rezeptoren. Diese Molekülfamilie, deren Vertreter selbst zur Immunglobulinsuperfamilie 

gehören, bindet an den Fc-Teil von Immunglobulinen. Verschiedene Fc-Rezeptoren erkennen 

dabei unterschiedliche Isotypen von Antikörpern. Auf polymorphonukleären Zellen werden 

FcγRII (CD32) und FcγRIII (CD16) konstitutiv exprimiert. CD32 bindet monomeres IgG mit 

geringer Avidität, IgG-Aggregate aber mit hoher Avidität und liegt in z.Zt. 7 bekannten Iso-

formen vor. Von CD16 sind zwei Isoformen bekannt, codiert von den Genen FcγRIIIA und 

FcγRIIIB. Auch CD16 bindet IgG-Aggregate mit hoher Avidität. Auf Granulozyten finden 

sich die Isoformen FcγRIIIa und FcγRIIIb, wichtig ist hierbei der FcγRIIIb-Polymorphismus 

NA1/NA2. Der Phänotyp NA1 (neue Nomenklatur : Human Neutrophil Antigen 1a, HNA-1a) 

tritt dabei in der europäischen Bevölkerung  mit einer Häufigkeit von 58%, der Phänotyp NA2 

(neue Nomenklatur: HNA-1b) mit einer Häufigkeit von 88% Prozent auf. Weiterhin wichtig 
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aufgrund seiner weiten Verbreitung ist das Antigen NB1 (neue Nomenklatur: HNA-2a), das 

bei 97% der Bevölkerung Europas zu finden und auf einem Glukoprotein mit 58 bis 64 kDa 

lokalisiert ist (alle Angaben mit freundlicher Genehmigung von Herrn PD Dr. J.Bux, Institut 

für klinische Immunologie und Transfusionsmedizin, Universitätsklinikum Gießen). Granulo-

zytäre Antikörper im Patienten können sich gegen alle drei HN-Antigene richten und zu 

Transfusionsreaktionen führen. 

Bei der Leukozytenwanderung spielen aber weitere Oberflächenantigene, sogenannte Adhäsi-

onsmoleküle, eine wichtige Rolle. Zum einen exprimieren Granulozyten Integrine, die mit 

Zelladhäsionsmolekülen und extrazellulärer Matrix feste Bindungen eingehen. Neutrophile 

exprimieren alle drei Vertreter der β2-Integrine (CD11a/CD18; CD11b/CD18; CD11c/CD18), 

die eine gemeinsame β-Kette haben. 

Zum anderen findet man auf der Oberfläche von Neutrophilen Selektine (CD62), speziell das 

L-Selektin (CD62L). Die Selektine sind Vertreter einer kleinen Proteinfamilie, die durch Bin-

dung an Kohlenhydrate Wechselwirkungen zwischen Endothel und Leukozyten auslösen.  

 

Während Rolling und Adhäsion als Selektin-vermittelt gelten, wird die festere Anheftung der 

Granulozyten an das Gefäßendothel den Integrinen zugeschrieben.  

 

 

2.3. Zytokine (Janeway et al. 1997; Mortsyn et al. 1998; Hollingshead et al. 1991; Erger et al. 

1998) 

 

Zytokine sind kleine lösliche Proteine, die, von einer Zelle gebildet, das Verhalten oder die 

Eigenschaften dieser oder einer anderen Zelle verändern. Es handelt sich um regulatorische 

Proteine, die nicht nur von Leukozyten, sondern auch von verschiedenen anderen Zellen 

sekretiert werden und sowohl verschiedene Effekte auf die Immunantwort haben als auch die 

inflammatorische Antwort modulieren. Ihre Wirkung erstreckt sich dabei gewöhnlich nicht 

über größere Entfernungen, sondern bleibt autokrin oder parakrin. 

Die Wirkungen der Zytokine, die von Makrophagen und Neutrophilen sezerniert werden, 

dauern meist über einen längeren Zeitraum an. Da sie die Körpertemperatur merklich anstei-

gen lassen, werden sie auch endogene Pyrogene genannt.  

Neutrophile sind in der Lage, IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-α zu bilden. Allerdings ist lediglich 

bei IL-8 bewiesen, daß nach Stimulation der Zellen die Zytokinproduktion meßbar ansteigt 

(Altstaedt et al. 1998) 
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IL-1, IL-6 und TNF-α zählen zu den proinflammatorischen Zytokinen, sie sind an der akuten 

Phase einer Immunreaktion und damit an der Entstehung der typischen Entzündungszeichen 

(Fieber, Rötung, Schmerz, Wärme, Schwellung) beteiligt. In der Leber regen sie entsprechend 

die Produktion der akute Phase Proteine (z.B. C-reaktives Protein) an, im Knochenmark die 

Mobilisierung von Neutrophilen, erwirken im Hypothalamus die Érhöhung der Körpertempe-

ratur, mobilisieren Proteine aus Fett und Muskulatur, die benötigt werden, um Energie zu ge-

winnen, und aktivieren B- und T-Lymphozyten. Über die akute Phase Proteine kann so das 

Komplementsystem aktiviert und der Keim opsonisiert werden. Neutrophile wandern an den 

Ort der Entzündung, um dort Keime zu phagozytieren, Fieber und Lymphozyten bekämpfen 

die Krankheitserreger. 

IL-8 ist ein starkes chemotaktisches Zytokin, d.h., es regt Granulozyten zur Wanderung an. 

Gleichzeitig sind Granulozyten aber auch selbst in der Lage IL-8 zu bilden. IL-8 wird zur 

Gruppe der Chemokine gezählt, eine Gruppe kleiner Polypeptide, die hauptsächlich als che-

mische Lockstoffe für phagozytierende Zellen dienen, indem sie Monozyten und neutrophile 

Granulozyten aus dem Blut zu den Infektionsherden locken. Die Chemokine wandeln zum 

einen die rollende Interaktion des Leukozyten mit den Endothelzellen in eine stabile Bindung 

um. Zum anderen dirigieren sie die Zellen entlang eines steigenden Konzentrationsgradienten 

zum Infektionsherd. Außerdem regt IL-8 die Neutrophilen dazu an, Sauerstoffradikale und 

Stickstoffoxide zu bilden und den Inhalt ihrer Speichergranula freizusetzen. Damit stimuliert 

IL-8 die Bakterizidie der Granulozyten. IL-8 wird aber auch mit dem Auftreten allergischer 

Reaktionen in der Lunge in Verbindung gebracht (Huestis 1982), eine unerwünschte Wir-

kung, die bei Granulozytentransfusionen beobachtet wurde (Higby et al. 1980). 

Der Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (G-CSF) wird ebenfalls zu den Zytokinen 

gezählt. G-CSF wird endogen von Monozyten, Fibroblasten und Endothelzellen sowie in der 

Leber und der Milz Neugeborener produziert. Als hämatopoetischer Wachstumsfaktor stimu-

liert G-CSF selektiv die Granulopoese. Es erhöht die Anzahl der zirkulierenden Zellen über 

die Bindung an einen spezifischen Rezeptor auf der Zelloberfläche von Neutrophilen, Mono-

zyten und monozytären Vorläuferzellen. Die Proliferierung, Differenzierung und Reifung der 

Zellen werden angeregt, die Zellen werden funktionell aktiviert. Es kommt zu einer vermehr-

ten Expression von Oberflächenrezeptoren, an die Chemokine binden können. Weiter wird die 

Chemotaxis erhöht, Phagozytose und mikrobielles Killing werden induziert.  

Die Wirkung von G-CSF auf die Zellen gliedert sich also in zwei Wege auf: Zum einen be-

wirkt G-CSF eine Zytokinese, d.h., Zellen bewegen sich von einem Kompartiment in ein an-

deres. In diesem Fall wandern Granulozyten aus dem Knochenmarkpool und wahrscheinlich 
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auch aus dem marginalen Pool in den zirkulierenden Pool ein. Zum anderen stimuliert der 

Wachstumsfaktor die Granulopoese und die Proliferation neutrophiler Vorläuferzellen.  

 

 

2.4. Stimulus-response-coupling (Janeway et al. 1997; Lane et al. 1988) 

 

Nach Kontakt mit infektiösen Agentien produziert der Granulozyt neben Sauerstoffradikalen 

weitere verschiedene Mediatoren, wie zum Beispiel Leukotrien B4 (LTB4). Diese locken neue 

phagozytierende Zellen an den Infektionsort und tragen zu den typischen Veränderungen bei, 

die man an einem Infektionsort findet.  Dieser Vorgang wird speziell im Zusammenhang mit 

der Produktion von LTB4 „stimulus response coupling“ genannt, da die Zellen zunächst sti-

muliert werden („stimulus“) und um andere Zellen anzulocken und selbst agieren zu können 

als Antwort („response“) diesen Botenstoff generieren. LTB4 stimuliert die verschiedenen 

Funktionen der Granulozyten einschließlich der Freisetzung lysosomaler Enzyme, Adhäsion 

und Aggregation. Damit wird ihm eine wichtige Rolle in der Immunregulation und im Ent-

zündungsgeschehen zugeschrieben.  

 

 

3. Geschichte der Granulozytentransfusion 

 

3.1 Geschichte der Granulozytentransfusion vor 1995 

 

3.1.1 Therapeutische Granulozytentransfusion 

 

In den Jahren vor 1995 und dabei speziell in den siebziger und achtziger Jahren fanden Gra-

nulozytenkonzentrate zunehmend Anwendung bei der Therapie immunsupprimierter Patien-

ten mit schwerer Neutropenie. Diese Patienten erhielten meist eine Hochdosis-Chemotherapie 

oder eine Knochenmarktransplantation. Die damit verbundene hohe Infektionsrate mit oppor-

tunistischen Erregern konnte und kann bis heute mit Antibiotika und Antimykotika nicht aus-

reichend therapiert und beherrscht werden, da die Abräumfunktion der Granulozyten fehlt. In 

diesem Zusammenhang wurden in den beginnenden siebziger Jahren erste Studien veröffent-

licht, die sich mit der Idee beschäftigen, Granulozyten in Form einer Transfusion an diese 

Schwerstkranken zu verabreichen, um die fehlenden Abwehrmechanismen zu ersetzen (Tab 
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1). Dabei flossen Erfahrungen in die Studien ein, die bereits etliche Jahre zuvor in ersten Ver-

suchen mit Granulozyten gesammelt worden waren: 

 

1934  Strumia und Mitarbeiter führten erste Versuche mit ”leucocyte cream” durch, die 

sie zur Behandlung der Neutropenie injizierten (Strumia 1934). 

 

1953  Brecher et al. verabreichten die erste erfolgreiche Granulozytentransfusion an letal 

bestrahlte Hunde mit totaler Knochenmarkaplasie (Brecher 1953). 

Nach i.v. Applikation der durch Dextrandifferentialsedimentation gewonnenen 

Granulozyten stellte die Arbeitsgruppe fest, daß etwa 4-5 Stunden lang eine Erhö-

hung der Granulozytenzahl im Blut festzustellen war, insgesamt aber nur etwa 25% 

der applizierten Zellen überhaupt im Blut erschienen. Phagozytose und Migration 

zur Infektionsquelle waren normal. 

 

1972  Graw und Mitarbeiter unternahmen die erste randomisierte Studie zur Anwendung 

von Granulozytentransfusionen (Graw et al. 1972). Im Zuge dieser Studie wurden 

39 Patienten mit Granulozyten und Antibiotika sowie 37 Patienten nur mit Antibio-

tika behandelt (Kontrollgruppe). In der Granulozytengruppe überlebten 46%, wäh-

rend die Überlebensrate in der Kontrollgruppe nur 30% betrug. Weiterhin stellten 

Graw et al. fest, daß nur die mehrmalige Applikation der Konzentrate (in dieser 

Studie mindestens viermalig) Erfolg versprach. 

 

In den folgenden Jahren wurden weitere Studien zum selben Thema durchgeführt, die aber 

nur teilweise erfolgversprechende Ergebnisse lieferten (Tabelle 1). Die Effizienz in drei Stu-

dien war gut, in zwei weiteren schlecht. In den effizienten Studien überlebten deutlich mehr 

transfundierte Patienten als in der Kontrollgruppe ohne Granulozytentransfusion. 

Tabelle 1: Kontrollierte Studien zur Neutrophilentransfusion bei Erwachsenen2 

Erstautor Studienjahr Patientenzahl Überlebende 

Transfusions-

gruppe 

Überlebende 

Kontrollgrup-

pe 

Effizienz 

Graw (1972) 1972 76 46% 30% partiell 

Higby (1975) 1975 36 76% 26% ja 

                                                 
2 nach Strauss, R.G. (1993) Therapeutic granulocyte transfusions in 1993. 
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Fortuny (1975) 1975 39 78% 80% nein 

Vogler (1977) 1977 30 59% 15% ja 

Alavi (1977) 1977 31 80% 62% partiell 

Herzig (1977) 1977 27 75% 36% ja 

Winston (1982) 1982 95 63% 72% nein 

 

Aus diesen Studien ließen sich detailliertere Schlüsse ziehen : 

Vor allem bei Patienten mit persistierender Neutropenie war eine Granulozytentransfusion 

indiziert. Konnte von einer schnellen Erholung des Knochenmarks ausgegangen werden, so 

war die Behandlung ausschließlich mit Antibiotika meist ausreichend. Patienten mit Neutro-

penie und dokumentierter Sepsis zeigten nach Granulozytentransfusion eine erhöhte Überle-

bensrate. Die bei der Zellseparation erzielten Zellzahlen bewegten sich im Bereich zwischen 

0,2 und 0,8 x 1010, nach Stimulation der Spender mit Glucocorticoiden zwischen 1,5 und 2,5 

x 1010. Es bestand ein Zusammenhang zwischen der Zahl der applizierten Zellen und dem 

Grad der therapeutischen Wirksamkeit. 

Die aus den Studien abgeleiteten Indikationen sind auch heute noch größtenteils gültig (Meni-

tove et al. 1987): 

Granulozytentransfusionen sind indiziert bei neutropenischen Patienten mit einer Granulozy-

tenzahl unter 500 Zellen pro ml, bei bakteriellen Infektionen, v.a. bei Sepsis durch gram-

negative Erreger und bei Patienten, die auf die adäquate Behandlung mit Antibiotika nicht 

ansprechen. Als Indikation gilt außerdem, daß eine Erholung des Knochenmarks innerhalb 

eines Zeitraumes von 10 Tagen nach Auftreten der Infektion nicht zu erwarten ist. 

 

Die Interpretation der einzelnen Studien stieß jedoch auf einige Probleme, die einen direkten 

Vergleich der Ergebnisse erschwerten (Huestis 1982; Popovsky 1983): 

- Bei der Gewinnung der Zellen bedienten sich die einzelnen Arbeitsgruppen sehr unter-

schiedlicher Verfahren. In den beiden Studien mit partiellem Erfolg wurden die Zellen bei-

spielsweise durch Filtrationsleukapherese gewonnen, ein Verfahren, das heute nicht mehr 

angewendet wird, weil die so gewonnenen Granulozyten Defekte aufwiesen (Wright 1984; 

Strauss 1993; Huestis et al. 1994) und häufiger unerwünschte Nebenwirkungen bei den 

Empfängern auftraten (Schiffer 1983). Außerdem lassen die zur Anwendung kommenden 

Verfahren die Gewinnung nur geringer Zellzahlen zu.  
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- Die Granulozytentransfusion war in keiner Studie die einzige Form der Therapie, so daß 

stets mit unterschiedlichen Einflußgrößen gerechnet werden mußte. 

- Granulozyten agieren vornehmlich im Gewebe, eine Aussage über den Anstieg der Granu-

lozytenzahl im Blut des Patienten erlaubt aus diesem Grund keine klaren Rückschlüsse auf 

die therapeutische Wirksamkeit. Dennoch bedienten sich einige der Studien dieses Parame-

ters, um eine Aussage über die Effizienz der Transfusionen zu machen (Schiffer 1983). 

- Ein weiteres grundsätzliches Problem besteht darin, daß in eine Studie zur therapeutischen 

Anwendung von Granulozyten entsprechend des Einsatzes der Präparate nur Patienten auf-

genommen werden können, die schwerstkrank sind. Daraus ergeben sich aber auch beson-

dere Umstände, die bei der Interpretation der Ergebnisse zu beachten sind, da bei frühzeiti-

gem Einsatz von Granulozytenkonzentraten bessere Ergebnisse zu erwarten sind.  

- Die Rolle von Antikörperinkompatibilität und HLA-Unverträglichkeit blieben in den bishe-

rigen Studien ebenfalls ungeklärt (siehe auch Abschnitt unten). 

- Die meisten Studien beschränkten ihre Untersuchungen auf gramnegative Keime. Die be-

troffenen Patienten litten aber auch unter anderen Infektionen. Untersuchungen zur Wirk-

samkeit der Granulozytentransfusionen in diesem Zusammenhang sind daher notwendig.  

- Die Ergebnisse der Studien sind auch deshalb kritisch zu betrachten, weil die Zahl der in 

eine Studie aufgenommenen Patienten nur gering war. Größere Fallzahlen müssen die Er-

gebnisse zunächst bestätigen.  

Neben der Entwicklung der Granulozytentransfusion haben sich andere Therapieformen stetig 

weiterentwickelt, z.B. die Antibiotika- und die Chemotherapie. Aus diesem Grund nahm das 

Interesse an Granulozytentransfusionen in den achtziger Jahren ab, und es wurden nur noch 

wenige Untersuchungen zu diesem Thema durchgeführt.  

 

Auch die Anwendung bei Pilzinfektionen wurde in den Jahren vor 1995 untersucht, bleibt 

aber bis heute umstritten (Dutcher 1989): im Tiermodell konnte ein positiver Erfolg nachge-

wiesen werden, am Menschen ist die Wirkung bisher nicht eindeutig zu belegen (Schiffer 

1990). Der Grund hierfür liegt möglicherweise ebenfalls darin, daß bis zu diesem Zeitpunkt 

nur geringe Granulozytenzahlen gewonnen werden konnten. 

 

3.1.2 Transfusion bei Neugeborenen 

 

Vor allem in den frühen Jahren der Granulozytentransfusion zeigte sich eine deutliche Dis-

krepanz zwischen den Ergebnissen, die bei der Transfusion Erwachsener einerseits und bei 
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der Anwendung von Granulozytenkonzentraten im Falle neugeborener Patienten andererseits 

erzielt wurden. 

1 bis 10 von 1000 Neugeborenen entwickeln eine Sepsis, davon sterben 20 bis 75% (Menito-

ve et al. 1987). 

Mehrere Untersuchungen zeigten in früheren Jahren gute Erfolge bei der Behandlung septi-

scher Neugeborener mit Granulozytenpräparaten (Christensen et al. 1982; Cairo 1990). Die 

besonders vielversprechenden Ergebnisse lassen sich dadurch erklären, daß die Relation zwi-

schen der im Präparat vorliegenden Zellzahl und der Körpergröße im Falle der pädiatrischen 

Patienten wesentlich günstiger ausfällt als bei den Erwachsenen (Higby et al. 1976). Wird z.B. 

eine Anzahl an Zellen von 0,2-0,8 x 1010, im Falle von Kortikoidstimulation 1,5-2,5 x 1010 

Zellen gewonnen, so entspricht dies  nur etwa dem zirkulierenden Pool an Granulozyten eines 

Erwachsenen. Der zirkulierende Pool selbst macht aber nur etwa 5% der Tagesproduktion und 

0,5% des gesamten Körpervorrats aus (Young 1983). Die Anwendung bei Kindern führt so zu 

einer viel höheren Dosierung als beim erwachsenen Patienten. 

Aus denselben Gründen beobachteten sowohl Higby als auch Christensen und ihre Mitarbei-

ter, daß Kinder häufig bereits auf eine einzige Transfusion ansprachen, während bei Erwach-

senen mehrere Dosen nötig waren (Christensen et al. 1982; Poole et al. 1976). 

Diese Resultate zeigen, daß beim therapeutischen Einsatz der Granulozyten stets auf die adä-

quate Zellzahl zu achten ist (Schiffer 1983). 
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3.1.3 Prophylaktische Transfusion 

 

In der Zeit vor 1995 beschäftigten sich einige Arbeitsgruppen ebenfalls mit dem prophylakti-

schen Einsatz der Granulozytenkonzentrate (Clift et al. 1978; Navari et al. 1984). 

Obwohl einige der älteren Daten der prophylaktischen Transfusion einen gewissen Nutzen 

zusprachen und zeigten, daß schweren Infektionen vorgebeugt werden konnten (z.B. bei Kno-

chenmarktransplantierten oder Leukämiepatienten), konnten keine erhöhten Remissions- oder 

Überlebensraten nachgewiesen werden (Higby et al. 1980; Strauss et al. 1981; Buckner et al. 

1983; Navari et al. 1984; Dutcher 1989). 

Ferner stieg mit dem Einsatz der Transfusion zur Prophylaxe das Risiko der Alloimmunisie-

rung, was z.B. eine spätere Gabe von Thrombozytenkonzentraten erschwerte (Dutcher 1989; 

Brach et al. 1992), ebenso wie die Wahrscheinlichkeit einer Übertragung des Zytomegalievi-

rus (Clift et al. 1984). 

Sehr häufig wurde auch über das Auftreten von Nebenwirkungen, wie z.B. Fieber, Zittern, 

Dyspnoe, pfeifende Atemgeräusche und Lungeninfiltrate, berichtet (Strauss et al. 1981; Meni-

tove et al. 1987). 

 

3.1.4 Rolle von HLA-Inkompatibilität und granulozytären Antikörpern 

 
Mit der Transfusion von Granulozyten werden dem Empfänger Zellen verabreicht, die ein 

dem Spender eigenes HLA-(humanes Leukozytenantigen-) Muster auf ihrer Oberfläche tra-

gen. Es besteht die Gefahr, daß der Patient Antikörper gegen die für ihn fremden Leukozyten 

bildet. In der Literatur wurde bereits vor 1995 mehrfach auf das Auftreten von Antikörpern 

gegen die Granulozyten des Spenders, aber auch auf klinische Probleme nach Infusion von 

Antikörpern, die mit Blutkonserven zusammen übertragen wurden, hingewiesen (Clift et al. 

1984). Leukozytenantikörper wurden für schwere Lungenkomplikationen verantwortlich ge-

macht und sollten auch eine Rolle bei der Entwicklung von Fieber und mit der Transfusion 

verbundener Lungenreaktionen (Transfusion-related acute lung injury; TRALI) spielen (Po-

povsky 1983; Schiffer 1983; Clift et al. 1984). HLA-Inkompatibilität sollte laut einiger Unter-

suchungen für schlechteres Recovery verantwortlich sein, nicht passende Granulozyten über-

lebten über einen kürzeren Zeitraum und lösten schwere Nebenwirkungen vor allem bei al-

loimmunisierten Patienten aus (Huestis 1982; Schiffer 1983). Trotzdem wurde bei den meis-

ten veröffentlichten Studien und Untersuchungen kein HLA-Matching durchgeführt oder auf 

Granulozytenantikörper getestet. Zum Teil lag dies daran, daß keine einfachen Testmethoden 
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zu Verfügung standen (Schiffer 1983), zum Teil daran, daß die Spender nach ihrer Verfüg-

barkeit ausgewählt wurden. 

 

3.2 Entwicklung seit 1995 

 

3.2.1 Granulozytentransfusion 

 
Im Jahre 1993 wurde mit der Einführung von rhG-CSF (rekombinanter humaner Granulozy-

ten-Kolonie-stimulierender Faktor; z.B. Neupogen, Amgen, Thoussand Oaks, CA, USA) als 

Stimulans, das den Spendern vor der Apherese verabreicht werden kann, eine neue Möglich-

keit geschaffen, größere Zellzahlen zu präparieren und somit effektiveren Transfusionen einen 

Schritt näherzukommen. 

Erste Untersuchungen aus dem Jahr 1993 zeigten, daß es möglich ist, durch die Spenderstimu-

lation mit G-CSF auf Zellzahlen zu kommen, die ein Vielfaches von denjenigen betrugen, die 

von unstimulierten Spendern zu erwarten waren (Bensinger et al. 1993; Caspar et al. 1993). 

Die nun erreichbaren höheren Granulozytenzahlen erleichterten Untersuchungen, die darauf 

abzielen, die Effektivität des therapeutischen Einsatzes der Konzentrate zu beurteilen, da an 

den früheren Studien stets die zu geringe Zahl applizierter Zellen kritisiert worden war (Grigg 

et al. 1995). 

1995 folgte dann die erste größer angelegte Studie mit G-CSF, die von Hester und Mitarbei-

tern durchgeführt wurde (Hester et al. 1995). Sie umfaßte die Apherese an 35 mit G-CSF be-

handelten Spendern und die Transfusion der so erhaltenen Präparate bei 15 Patienten. Hier 

wurde festgestellt, daß die Spender innerhalb kurzer Zeit nach der G-CSF- Gabe mit einer 

Granulozytose reagierten und durchschnittlich 4,1 + 2,0 x 1010 Zellen gewonnen werden 

konnten. Die Patienten litten unter Pilzinfektionen und erhielten vor der Granulozytentransfu-

sion zunächst 10 Tage lang Amphotericin B. Es wurden im Durchschnitt 6 (Minimum 3 und 

Maximum 15) Transfusionen durchgeführt. Die Autoren zeigten auf, daß 9 Patienten auf die 

Transfusion positiv reagierten, zwei blieben stabil und 6 Patienten zeigten fortschreitende 

Infektionen, die bei zwei Patienten dieser Gruppe direkt zum Tode führten und bei zwei wei-

teren zumindest eine Rolle spielten. 

Weitere Ergebnisse erhielten Rex et al. (Rex et al. 1995) in ihrer Untersuchung, die ebenfalls 

aus dem Jahr 1995 stammt. Die Arbeitsgruppe stellte fest, daß die Stimulation der Granulozy-

ten in vitro mit G-CSF und/oder INF-γ ihre Funktion verändern kann. Die Apoptoserate der 

Zellen verringerte sich nach G-CSF-Behandlung. G-CSF verringerte die Migration im Che-
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motaxisassay und ließ die Zellen am Plastikmaterial adhärieren. PMA-induzierter oxidativer 

Burst blieb unbeeinflußt. 

1996 untersuchten Anderlini et al. (Anderlini et al. 1996) die Toxizität von G-CSF für die 

Spender. Die häufigsten Nebenwirkungen, über die die Spender berichteten, waren Knochen-

schmerzen, Kopfschmerzen, Übelkeit, Müdigkeit und lokale Reaktionen. Nahezu alle diese 

Begleiterscheinungen erwiesen sich aber als mild und vorübergehend. Grigg et al. (Grigg et 

al. 1996) bestätigten im selben Jahr diese Resultate. Sie empfahlen aber, jeden Spender nur 

einmal der Aphereseprozedur zu unterwerfen, da der Hämoglobinwert im Blut nach jeder 

Granulozytenspende deutlich abfiel. 

1997 untersuchten Höglund und Mitarbeiter Änderungen der verschiedenen 

Funktionsparameter, die sich nach in vivo Applikation von G-CSF zeigten (Höglund et al. 

1997). Dabei verabreichten sie verschiedene Dosen G-CSF an sechs aufeinanderfolgenden 

Tagen an gesunde Probanden, Funktionstests wurden an Tag 1, Tag 2 und Tag 5 durchgeführt. 

Die Versuche umfaßten Tests zu Chemotaxis, Chemilumineszenz, Adhärenz, Phagozytose 

und zur Bestimmung von Oberflächenantigenen. Die Autoren konnten dabei zeigen, daß die 

Chemotaxis nach G-CSF-Stimulation am Tag 5 signifikant vermindert war. 

Chemilumineszenz (Luminol-verstärkt), und Phagozytose wurden ab Tag 2, die Adhärenz ab 

Tag 5 gesteigert. Die Complement- Rezeptoren CR3 (CD11b/CD18) und CR1 (CD 35) sowie 

die IgG- Rezeptoren FcγRI (CD64) und FcγRII (CD32) wurden vermehrt exprimiert. Bei 

diesen Untersuchungen konnte auch nachgewiesen werden, daß die in-vitro Behandlung der 

Zellen mit G-CSF z.T. andere Veränderungen hervorruft. So zeigten die Zellen in diesem Fall 

keine verminderten chemotaktischen Eigenschaften.  

1998 folgten einige Untersuchungen der Arbeitsgruppe Dale zu verschiedenen Funktionspa-

rametern von Leukozyten, die mit G-CSF und Dexamethason mobilisiert und per Leukaphe-

rese gewonnen wurden (Dale et al. 1998). Sie zeigten, daß das Adhärenzprotein CD11b/CD18 

ebenso wie CD14 als LPS-Bindungsprotein in Leukapheresiszellen im Vergleich zu Zellen 

aus venösem Blut unstimulierter Spender vermehrt und L-Selectin vermindert exprimiert 

wurden. Auch die Expression von CD32 und CD64 wurde hochreguliert. Zellen aus venösem 

Blut der vorbehandelten Spender produzierten mehr Sauerstoffradikale, wenn die Zellen in 

vitro mit TNF-α (Tumor-Nekrose-Faktor alpha) bzw. LPS (Lipopolysacharid) stimuliert wur-

den als Zellen der unstimulierten Spender. Auf PMA (Phorbol-myristat-acetat; starker Stimu-

lans des respiratorischen Bursts) reagierten sowohl Zellen aus Leukaphereseprodukten als 

auch Zellen der stimulierten Spender vermindert. Durch fMLP wurden die Zellen aus venö-

sem Blut nach Stimulation stärker, die Leukapheresezellen schwächer zur Generierung reakti-
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ver Sauerstoffspezies angeregt. Die bakteriziden Eigenschaften der Zellen waren aber nicht 

verändert.  

Stroncek et al. (Stroncek et al. 1998) untersuchten im Jahr 1998 verschiedene Antigene auf 

der Oberfläche der Neutrophilen während täglicher G-CSF-Applikation über 10 Tage. Dazu 

wurde den Probanden an 10 aufeinanderfolgenden Tagen eine Einzeldosis G-CSF injiziert (5 

µg/kg Körpergewicht, s.c.). Blutproben wurden am Tag 0 (vor Studienbeginn) und an den 

Tagen 2, 4, 6, 10, 11 und 13 entnommen. Am Tag 11 wurde zusätzlich ein Granulozytenkon-

zentrat per Apherese gewonnen. Die Arbeitsgruppe untersuchte die folgenden Oberflächen-

marker: L-Selectin (CD 62L), FcγRIII (CD16), Leucocyte function antigen (CD11a), FcγRI 

(CD64), FcγRII (CD32), Aminopeptidase N (CD13), C3bi-Rezeptor (CD11b), β-Integrin 

(CD18) und NB1 (Neutrophil Specific Antigen). Vor G-CSF-Gabe exprimierten nur wenige 

Granulozyten FcγRI, während der G-CSF-Gabe dann aber nahezu alle. Das bedeutet, die Gra-

nulozyten exprimierten vermehrt den Rezeptor CD64, der mit hoher Affinität IgG bindet. 

FcγRIII erschien ab Tag 2 in geringerem Maß auf der Oberfläche der Granulozyten. Auch 

CD11a und CD62L wurden ab Tag 2 nur noch vermindert auf den Neutrophilen exprimiert. 

Diese Ergebnisse sind besonders deswegen interessant, weil die Hochregulierung einiger die-

ser Oberflächenmoleküle und die Herunterregulierung von CD62L mit der Aktivierung der 

Granulozyten in Verbindung gebracht werden (Stroncek et al. 1998). Die Expression von 

FcγRIII (CD16) auf der Oberfläche der Granulozyten wurde durch die G-CSF-Gabe vermin-

dert. Damit zeigen G-CSF-mobilisierte Granulozyten einen Defizit in zwei wichtigen neu-

trophilen Antigenen: CD16 und CD62L. Dieses Defizit bedeutet aber nicht automatisch, daß 

die transfundierten Granulozyten weniger effektiv wirksam sind: Menschen mit einem ange-

borenen FcγRIII-Defizit zeigten kein erhöhtes Risiko, an Infektionen zu erkranken (Stroncek 

et al. 1998). CD62L ist zwar wichtig für die Interaktion zwischen Granulozyten und Endo-

thelzellen, es konnte jedoch gezeigt werden, daß G-CSF-mobilisierte Granulozyten in der 

Lage sind, in einen Entzündungsherd einzuwandern (Stroncek et al. 1998). 
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3.2.2 Rolle von HLA-Inkompatibilität und granulozytären Antikörpern 

 

Auch in den Jahren nach 1995 beschäftigten sich verschiedene Arbeitsgruppen mit dem Prob-

lem der HLA-Inkompatibilität und der Entwicklung granulozytärer Antikörper. Bux et al. 

konnten 1996 einen Fall beschreiben, der zeigte, daß „Tranfusion-related acute lung injury“ 

(TRALI, transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz) durch leukozytäre Antikörper im 

Blut des Patienten ausgelöst werden kann (Bux et al. 1996). Stroncek et al. zeigten im glei-

chen Jahr in einer retrospektiven Untersuchung, daß bei 11 von 14 untersuchten Patienten, die 

fiebrige Reaktionen auf Granulozytentransfusionen entwickelt hatten, Antikörper gegen Leu-

kozyten im Serum nachweisbar waren (Stroncek et al. 1996). Sie hielten es für möglich, daß 

die Granulozyten in den untersuchten Empfängern, deren Serum Antikörper enthielt, sich in 

der Lunge anreicherten. Da durch die Antikörper die Granulozytentransfusion ineffektiv wer-

den könnte, schlugen Stroncek und Mitarbeiter vor, bei alloimmunisierten Patienten HLA- 

oder mit den leukozytären Antikörpern kompatible Granulozyten zu verabreichen oder ein 

Crossmatching durchzuführen. 

Damit dies in den Bereich des Möglichen rückte, war die Weiterentwicklung verschiedener 

Testmethoden für granulozytäre Antikörper nötig. Konnten in früherer Zeit nur Lymphotoxi-

zitätstests (LC) durchgeführt werden, die aber nicht auf granulozytäre Antikörper ansprechen, 

so war es nun möglich, Granulozytenagglutinationstest (GAT) und Granulozytenimmunfluo-

reszenztests (GIFT) durchzuführen, die sowohl HLA- als auch granulozytäre Antikörper de-

tektieren können (Stroncek et al. 1996). Mit der Entwicklung des MAIGA-Tests („monoclo-

nal-antibody-specific immobilization of granulocyte antigens“) auf Basis eines Enzym-

Immunassays können heute auch spezifisch Antikörper im Serum eines Patienten oder eines 

Spenders nachgewiesen werden (Bux et al. 1992). 

 

 

 16 



3.3 Literaturbekannte Funktionsassays für Granulozyten 

 

Folgende Funktionstests für Granulozyten sind bekannt: 

 

3.3.1 Chemotaxis 

(a) Boydenkammer- Assay (Boyden 1962; Capsoni et al. 1989; Hayashido et al. 1998): 

Eine Kammer wird durch einen Filter mit definierter Porengröße in zwei Kompartimente ge-

teilt. Die isolierten Granulozyten wandern durch die Poren hindurch auf einen chemotakti-

schen Stimulus zu. Anschließend wird die Zahl der gewanderten Zellen auf der Unterseite des 

Filters oder im unteren Kompartiment bestimmt. 

 

(b) Agarosegeltechnik (Nelson et al. 1988; Michna 1989): 

Isolierte Granulozyten wandern in einem Agarosegel auf den chemotaktischen Stimulus zu. 

Unter dem Mikroskop wird die Wegstrecke der Zellen ermittelt. Im Unterschied zum Boy-

denkammer-Test wird hier die Wanderstrecke der Zellen bestimmt. 

 

3.3.2 Kinetik (Weiblen et al. 1979) 

Mit 111In- (radioaktives Indium-Isotop) markierte Granulozyten werden dem Patienten inji-

ziert, und die Kinetik der Zellen wird durch Messung der Radioaktivität verfolgt. Solche Mes-

sungen stellen allerdings eine zusätzliche Belastung für den Patienten dar. 

 

3.3.3 Phagozytose  

(a) Phagozytose markierter Bakterien (Stahl et al. 1998): 

Radioaktiv markierte und opsonisierte Bakterien werden den isolierten Granulozyten zur Pha-

gozytose angeboten. Die Zellen werden anschließend mit Ultraschall aufgebrochen, um die 

Bakterien freizusetzen. Aus der Zahl der angebotenen und der Zahl der phagozytierten Bakte-

rien wird die Phagozytoserate bestimmt: Dazu werden die freigesetzten Bakterien ausplattiert 

und 20 Stunden später die Kolonien gezählt. Diese Methode birgt den Nachteil, daß radioakti-

ve Bakterien verwendet werden müssen, was sie entsprechend aufwendig macht. 

 

(b) Phagotest, FACS-Analyse (Miyagawa et al. 1997; Zipfel et al. 1997): 

Mittels FITC-(Fluorescein-isothiocyanat; Fluoreszenzfarbstoff) markierter Bakterien wird im 

Durchflußzytometer die Phagozytoseaktivität der Zellen bestimmt. Diese Methode ist bei ent-

sprechender apparativer Ausrüstung einfach durchzuführen und standardisiert, da ein kom-
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merziell erhältliches Testset verwendet werden kann. Ein weiterer Vorteil ist, daß der Test aus 

Vollblut durchgeführt werden kann, die aufwendige Isolierung der Zellen also entfällt. 

 

(c) NBT- Test (Stahl et al. 1998): 

Die isolierten Granulozyten werden mit Candida, Serum und NBT (Nitroblau-Tetrazolium) 

inkubiert. Aus dem Anteil der Zellen mit intrazellulären Candidapartikeln kann die Phagozy-

toseaktivität und über die Anzahl der Zellen mit Blaufärbung gleichzeitig die Sauerstoffradi-

kalbildung abgelesen werden (Auswertung im Lichtmikroskop), da diese mit dem Farbstoff 

reagieren. Von Vorteil ist die Möglichkeit, gleichzeitig Sauerstoffradikalbildung und Phago-

zytose untersuchen zu können.  

 

3.3.4 Sauerstoffradikalbildung 

(a) Bursttest, FACS- Analyse (Miyagawa et al. 1997): 

Die Zellen werden hier mit verschiedenen Stimulantien zur Sauerstoffradikalbildung ange-

regt, die dann einen zugesetzten Farbstoff oxidieren. Die Auswertung erfolgt durchflußzyto-

metrisch. Auch hier ist wie beim Phagotest ein fertiges Testset verfügbar. Zur Durchführung 

des Tests wird ebenfalls Vollblut verwendet. 

 

(b) Cytochrom C- Assay (Stahl et al. 1998): 

Isolierte Granulozyten, die durch PMA rezeptorunabhängig zur Freisetzung von Sauerstoffra-

dikalen angeregt wurden, reduzieren Cytochrom C. Die daraus resultierende Extinktionsände-

rung ist ein Maß für die Menge an gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies. 

 

(c) Myeloperoxidaseaktivität (Zipfel et al. 1997): 

Da die Myeloperoxidase an der Bildung der Sauerstoffradikale beteiligt ist, kann die Messung 

ihrer Aktivität Rückschlüsse auf die Fähigkeit der Zellen zum oxidativen Burst zulassen. Über 

die Umsetzung von Luminol wird dabei die Chemolumineszenz gemessen. Allerdings wird 

dabei nur der Schritt der Radikalbildung überprüft, der von der Myeloperoxidase katalysiert 

wird. 
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3.3.5 Oberflächenantigene 

Nach Inkubation der Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern wird durchflußzyto-

metrisch die Expression von Oberflächenmarkern bestimmt. Diese Methode zur Messung von 

Oberflächenantigenen gehört zu den Standardlabormethoden. 

 

3.3.6 Mediatorenproduktion 

Zytokine und Eicosanoide werden mit Standard-ELISA’s gemessen. Dabei wird die Produkti-

on teilweise mittels Stimulantien angeregt, zum Teil wird die Konzentration der Mediatoren 

unstimuliert gemessen. 

 

 

4. Wissenschaftliche Fragestellung und Zielsetzung der Dissertationsschrift 

 

4.1 Wissenschaftliche Fragestellung 

 

In den vergangenen Jahren konnten einige Erfahrungen mit der Transfusion von Granulozyten 

gesammelt werden, die deren Nutzen und Erfolg in der Therapie belegen. 

Dennoch blieben viele Fragen offen: 

 

Wie lassen sich die Granulozytenkonzentrate charakterisieren? 

- Wie sind die Produkte zusammengestetzt? 

- Welche Zellen liegen in den Konzentraten vor? 

 

Zunächst wurden die Anteile an eosinophilen, basophilen und neutrophilen Granulozyten be-

stimmt. Dabei wurde die Zusammensetzung der Paräparate mit dem Blutbildautomaten „Cell-

Dyne 300“ (Abbot, Wiesbaden, Germany) gemessen. 

 

Ändern sich verschiedene Funktionen der Granulozyten durch die G-CSF-Stimulation der 

Spender und /oder die Apherese? 

- Welchen Einfluß haben G-CSF-Stimulation der Spender und die Apherese auf die 

Funktion der Zellen? 

- Wie verändern sich welche Funktionsparameter der Zelle im Zuge der Verarbeitung? 
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Die Behandlung der Spender mit G-CSF führt zu einer signifikanten Vermehrung der Zellen, 

die per Apherese gewonnen werden können. In der Literatur finden sich Belege dafür, daß die 

Funktion der Zellen ebenfalls verändert wird (Rex et al. 1995). Ob dabei nur positive Effekte 

angestoßen werden oder auch Mechanismen stimuliert werden, deren Auftreten unerwünscht 

ist, mußte geklärt werden. So wäre es möglich, daß die Zellen durch die Behandlung mit G-

CSF bereits stark aktiviert wurden. Damit hätte man zwar eine größere Zahl an Granulozyten 

zur Transfusion zur Verfügung, sie wären aber eventuell durch Keime und Entzündungspara-

meter nicht weiter aktivierbar.  

Unter diesem Aspekt wurden verschiedene Funktionstests durchgeführt, die die Funktionalität 

der Zellen beschreiben sollten. Dabei wurde eingegangen auf 

- Chemotaxis 

- Phagozytose 

- oxidativen Burst 

- Expression von Oberflächenmarkern 

-Stimulus-Response-Coupling (LTB4- Produktion) 

Die Funktionstests sollten im Spender, vor und nach G-CSF-Gabe, im frischen Präparat direkt 

nach der Apherese und im Patienten durchgeführt werden. Damit sollten über den gesamten 

Herstellungs- und Verarbeitungsprozeß alle Veränderungen der Granulozytenfunktionen er-

faßt werden. 

Zur Bestimmung der Chemotaxis bedienten wir uns der Boydenkammer-Technik und der A-

garosegel-Technik (Nelson et al. 1988; Michna 1989). 

Zur Messung der Phagozytoseaktivität und zur Produktion reaktiver Sauerstoffspezies dienten 

die beiden Testkits Phagotest und Bursttest (Orpegen, Heidelberg).  

Da die meisten Granulozytenempfänger an Pilzinfektionen litten, sollten zusätzlich anstelle 

der markierten E.coli aus dem Testkit „Phagotest“ FITC-markierte Conidien von Aspergillus 

fumigatus verwendet werden, um die Phagozytoseaktivität der Zellen im Hinblick auf Pilze zu 

testen. Diese Conidien wurden von uns selbst angezüchtet, abgetötet und mit FITC markiert.  

Durch Markierung mit fluoreszenz-gekoppelten Antikörpern sollten verschiedene Oberflä-

chenentigene der Granulozyten detektiert werden, die mit der Aktivierung der Zellen und ih-

rer Funktion in Zusammenhang stehen. Analysiert werden sollten CD11a, CD16, CD62L und 

CD64. 

Um eine Aussage über die Fähigkeit der Zellen zum stimulus-response-coupling zu ermögli-

chen, sollte die Menge an LTB4 bestimmt werden, die von den Zellen als Antwort auf einen 

bestimmten Reiz gebildet wird (Quantifizierung mittels ELISA). 
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Alle diese Tests wurden sowohl im Spender (vor G-CSF-Gabe und nach jeder G-CSF- Gabe), 

nach der Apherese im frischen Präparat und soweit möglich im Empfänger nach der Transfu-

sion durchgeführt. 

 

Wie stark sind die Präparate mit IL-8 kontaminiert?  

Da IL-8 mit dem Auftreten von Nebenwirkungen nach Granulozytentransfusion (z.B. allergi-

schen Reaktionen in der Lunge) in Zusammenhang gebracht wird, war die Bestimmung v.a. 

im Präparat von großer Wichtigkeit. Aber auch im Plasma des Spenders vor G-CSF- und nach 

jeder G-CSF-Gabe sollte die IL-8-Konzentration gemessen werden. Die Quantifizierung er-

folgte mittels Standard-ELISA-Technik. 

 

In welchen Mengen sind proinflammatorische Zytokine im Plasma des Spenders und im Prä-

parat enthalten? 

Mit Hilfe der ELISA-Technik sollten die proinflammatorischen Zytokine IL-1β, IL-6 und 

TNF-α bestimmt werden. Diese Zytokine können teilweise von Granulozyten selbst, aber 

auch von anderen im Präparat enthaltenen Zellen (Monozyten) stammen. Werden sie mit dem 

Präparat transfundiert, so können sie im Patienten Entzündungsreaktionen auslösen. Daher 

war ihr Gehalt im Präparat besonders interessant. Um beurteilen zu können, inwieweit G-

CSF-Stimmulation und/oder Apherese die Zellen zur Zytokin-Produktion anregen, wurden 

sowohl Plasmaproben des Spenders vor G-CSF- und nach jeder G-CSF-Gabe als auch Über-

stände der Granulozytenkonzentrate auf ihren Gehalt an Zytokinen hin untersucht. 

 

Welche Rolle spielen die HLA-Inkompatibilität und die Bildung von Granulozytenantikör-

pern? 

Granulozytenkonzentrate werden wegen stets enthaltener Erythrozyten AB0-kompatibel 

transfundiert. Deswegen wird jeweils eine erythrozytäre Kreuzprobe und ein erythrozytärer 

Antikörpersuchtest durchgeführt.  

Die Patienten wurden außerdem regelmäßig auf HLA-Antikörper untersucht. Es blieb abzu-

klären, welche Rolle die HLA-Inkompatibilität und die Bildung von Granulozytenantikörpern 

im Hinblick auf die therapeutischen Wirksamkeit und das Auftreten schwerer Komplikationen 

spielen. 

Diese Frage sollte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Frau PD Dr. Wernet bear-

beitet werden. In dieser Arbeitsgruppe wurden die entsprechenden Assays (Agglutinations-

Assays, Granulozyten-Antikörper-ELISA auf der Basis des MAIGA) etabliert. 
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4.2 Zielsetzung der Dissertationsschrift 

 

Da in den letzten Jahren durch neue Schemata in der Chemotherapie die Neutropenie und ihr 

folgende Infektionen bei Patienten wieder eine häufig auftretende Komplikation geworden 

waren und die Therapie mit Antibiotika und Antimykotika nicht immer den gewünschten Er-

folg zeigte, waren Granulozytentransfusionen wieder in den Mittelpunkt des Interesses ge-

rückt. Durch den Einsatz von rekombinantem humanem Granulozyten-Kolonie-

stimulierenden Faktor (rhG-CSF) war es möglich geworden, größere Mengen an Granulozy-

ten von gesunden Spendern zu gewinnen. Ungeklärt blieb aber weiterhin, wie die Funktionen 

der Zellen durch die G-CSF-Gabe und/oder die Apherese beeinflußt werden. Ziel dieser Dis-

sertationsschrift war daher, die verschiedenen Funktionen der Granulozyten vor und nach in-

vivo-G-CSF-Applikation und im Präparat zu untersuchen, um den Einfluß von G-CSF und der 

Apherese zu bestimmen. Um die Funktion der Zellen nach ihrer Applikation zu überprüfen, 

sollten die transfundierten Zellen aus dem Blut der Patienten ebenfalls untersucht werden. 

Dabei war das Ziel, Qualitätsstandards für die Gewinnung und die Kontrolle der Produkte zu 

definieren. 
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II. Material und Methoden 
 

 

1. Studiendesign 

 

Die Untersuchung der granulozytären Funktionen  vor und nach G-CSF-Applikation sowie im 

Granulozytenkonzentrat  war eingebettet in eine klinische Studie. In deren Zusammenhang 

wurde die Kontrolle und Prophylaxe lebensbedrohlicher Infektionen in der Neutropenie unter 

zusätzlicher Granulozytentransfusion im Vergleich zur besten derzeit etablierten antibakteriel-

len und antimykotischen Therapie untersucht.  

Das durch die Ethikkommission  genehmigte Studienprotokoll lag vor. 

 

1.1 Patienten und Spender 

 

Als Einschlusskriterien für Patienten galten nach Studienprotokoll: 

 

1. Hämatologische Grunderkrankung oder Tumorerkrankung 

2. Zustand nach Knochenmark- oder Blutstammzelltransplantation oder konventioneller 

Chemotherapie und schwere Neutropenie (Granulozyten absolut < 500/ µl, gesamte Neu-

tropeniedauer mind. 10d, voraussichtlich noch zu erwartende Neutropenie von > 5d nach 

Auftreten der infektiösen Komplikationen) 

3. Beim therapeutischen Einsatz: Neutropenisches Fieber und Lungeninfiltrat bzw. Weich-

teilinfektion 

4. Beim prophylaktischen Einsatz: Zustand nach invasiver Pilzinfektion in der Vorgeschich-

te. 

 

Bei Spendern wurden folgende Kriterien der Auswahl zugrunde gelegt: 

 

1. verwandte und persönlich motivierte Spender im Alter zwischen 18 und 65 Jahren 

2. Blutgruppenkompatibilität mit dem Empfänger 

3. kompatibler CMV-Status (seronegativer Patient erfordert seronegativen Spender) 

4. negative Infektionsserologie für HIV, TPHA, Anti-HBc, HbsAg, HCV 

5. Normalbefunde für EKG, CRP, Leber- und Retentionsparameter, sowie Blutbild und Dif-

ferentialblutbild. 

6. negativer Schwangerschaftstest bei Frauen im gebärfähigen Alter (β-HCG im Serum). 
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Als Ausschlußkriterien galten für Patienten: 

 

1. ARDS (adult respiratory distress syndrome) 

2. nicht kontrollierbarer Schockzustand. 

 

Für Spender wurden die folgenden Ausschlußkriterien festgelegt: 

 

1. nicht beherrschte Stoffwechselerkrankung, Leber- oder Nierenfunktionsstörung 

2. koronare Herzerkrankung bzw. andere Herzerkrankung, die mit einer Einschränkung der 

links- und /oder rechtsventrikulären Funktion einhergeht 

3. Autoimmunerkrankung 

4. neurologische Erkrankungen, v.a. Krampfleiden 

5. Schwangerschaft und Stillzeit, fehlende zuverlässige Kontrazeption bei Frauen im gebähr-

fähigen Alter 

6. gleichzeitige Teilnahme an einer anderen klinischen Studie 

7. bekannte maligne Grunderkrankung. 

 

Zur therapeutischen Indikation wurden die Patienten in Therapiearm A (Amphotericin 1 

mg/kg Körpergewicht) bzw. in Therapiearm B (Amphotericin 1 mg/kg KG plus Granulozy-

tentransfusion alle zwei Tage) randomisiert. Im Falle der prophylaktischen Indikation erhiel-

ten Patienten im Therapiearm A Itraconazol (400 mg/die) und im Therapiearm B Itraconazol 

(400 mg/die) plus Granulozytentransfusion alle zwei Tage.  

Granulozytentransfusionen wurden als zusätzliche Maßnahme zur üblichen antimikrobiellen 

Therapie und nicht anstatt dieser gegeben. 

 

1.2 Ablauf der Apherese, Transfusion 

 

Nach Aufklärung und Basisuntersuchung erhielt der Spender 8-12 Stunden vor jeder Aphere-

se 5 µg/kg Körpergewicht rhG-CSF (Neupogen, Amgen, Thoussand Oaks, CA, USA) s.c.. 

Bei Granulozytenwerten über 50 000/ µl wurde kein weiteres G-CSF injiziert. Die Apherese 

(kontinuierliche Zentrifugation) erfolgte an der Cobe Spectra (COBE Spectra, Lakewood, 

CO) und wurde mit Hilfe eines Sedimentationsbeschleunigers durchgeführt. Dazu wurden 500 

ml Hydroxyethylstärke (HES, 450/0,7: Molekulargewicht 450, Substitutionsgrad 70%) 

verwendet, als Antikoagulans diente Tri-Natrium-Citrat (46,7%ige Lösung, 30 ml pro 500 ml 
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wendet, als Antikoagulans diente Tri-Natrium-Citrat (46,7%ige Lösung, 30 ml pro 500 ml 

HES). Insgesamt wurden 4-6 Liter Blut separiert. Erhalten wurden etwa 300 ml Granulozy-

tenkonzentrat. Spender durften sich maximal 4 Apheresen pro Jahr unterziehen. Wurden meh-

rere Apheresen an einem Spender durchgeführt, so erfolgten diese jeden zweiten Tag. Der 

Spender wurde vor jeder Apherese erneut mit Neupogen behandelt. 

Die Zytapherese verlief modifiziert nach dem WBC/PMN (White Blood Cell/ Polymorpho-

nuclear Cell)- Protokoll der Cobe Spectra. Die Apherese in unserem Zentrum orientierte sich 

dabei nur an den Basiseinstellungen, die empirisch durch visuelle Überwachung der Separati-

onskammer und durch Vergleich mit der Farbskalakarte (Colorgram der Fa. Cobe) optimiert 

wurden. Das praktische Vorgehen entsprach der vorliegenden Standard–Arbeitsanleitung für 

Granulozytapheresen der Abteilung Transfusionsmedizin/ Uniklinikum Tübingen. 

Vor Transfusion wurden die Granulozytenpräparate mit 30 Gy bestrahlt, die Transfusion 

mußte so schnell als möglich erfolgen, spätestens jedoch 6 Stunden nach Aphereseende. Die 

Infusionsgeschwindigkeit durfte dabei 10 ml/kg Körpergewicht/h nicht überschreiten. Labor-

chemische Überwachung sowie ein Mindestabstand von 10 Stunden vor und nach Amphoteri-

cin-Behandlung waren einzuhalten. 

Nach Anstieg der Granulozytenzahl auf > 1000/µl 24 Stunden nach Granulozytengabe wur-

den keine weiteren Transfusionen durchgeführt. 

 

 

2. Material 

 

2.1 Zellmaterial 

 

Zur Untersuchung der Granulozyten wurden Spendern vor (Voruntersuchung) und nach G-

CSF-Gabe (8-12 Stunden nach Neupogen-Gabe, unmittelbar vor Apherese) jeweils ca. 27 ml 

Vollblut in sterilen Monovetten (Sarstedt) entnommen. Dabei wurden zwei Monovetten mit 

EDTA (insgesamt 18 ml) und eine Monovette mit Heparin (9 ml) als Antikoagulans verwen-

det. 

Den Patienten wurden zur Funktionstestung der applizierten  Granulozyten 8 Stunden nach 

Transfusion 5,5 ml Vollblut abgenommen (Antikoagulans: Heparin). 

Proben aus Granulozytenkonzentraten (ca. 2 ml) wurden unmittelbar nach Beendigung der 

Apherese unter sterilen Bedingungen entnommen. 
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2.2 Zellisolierung 

 

- Polymorphprep (Nycomed Pharma AS, Oslo, Norwegen): Na-Diazoat (13,8 % M/V), Dex-

tran 500 (8,0% M/V), Dichte: 1.113 +/- 0,001 g/ml, Osmolalität: 460 +/- 15 mOsm 

- Isotonische Kochsalzlösung (0,9 %; Delta Pharma, Pfullingen) 

- Kochsalzlösung 0,45 % 

- Ammoniumchlorid-Lysepuffer (Universitätsapotheke, Uniklinikum Tübingen; s. Medien, 

Reagenzien etc.) 

- Medium (s. Medien, Reagenzien etc.) 

- 14 ml Polystyrol-Röhrchen (Falcon, Becton Dickinson Labware Europe, Meylan Cedex, 

Frankreich) 

- Pasteurpipetten (Glas) 

 

2.3 Chemotaxis 

 

2.3.1 Wanderung unter Agarose 

- Agarose low EEO (-mr)0,1-0,15 (Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg) 

- Gelatine (Sigma, München) 

- f-MLP-Lösung (Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin; 5mM in Ethanol; f-MLP: Sigma, 

München; Ethanol: Merck, Darmstadt) 

- 2 x RPMI 1640 Medium (Eigenherstellung, s. Medien, Reagenzien etc.) 

- Chamberslides (Merck Labor und Vertrieb GmbH, Essen) 

- Kamm zum Einarbeiten der Wells in die Gele (Eigenanfertigung der Werkstatt) 

 

2.3.2 Boydenkammer-Assay 

- Filterwaschlösung (Eigenherstellung, s. Medien , Reagenzien etc.) 

- Filterpuffer (Eigenherstellung, s. Medien, Reagenzien etc.) 

- Natriumacetat-Puffer (Eigenherstellung, s. Medien, Reagenzien etc.) 

- fMLP-Lösung (5mM in Ethanol) (fMLP: Sigma, München; Ethanol: Merck KG, Darmstadt) 

- Triton X 100 (Merck KG, Darmstadt) 

- 4-Nitrophenyl-β-D-glucuronid, reinst (Serva Electrophoresis GmbH, Frankfurt/Main) 

- Glycin Puffer (Eigenherstellung; Glycin: Merck, Darmstadt) 

- PBS (Gibco/ Life Technologies, Paisley, Schottland, supplementiert (s. Medien, Reagenzien 

etc.) 
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- Transwell Filtereinsätze (Corning Costar, Corning Inc. , NY, USA) 

- Mikrotiterplatten, Flachboden, Polystyrol (Corning Glass Works, Corning, NY, USA) 

 

2.4 Anzüchtung und FITC-Markierung der Conidien von Aspergillus fumigatus  

 

- Aspergillus fumigatus (Fresenius Stammkeim ATCC 9197, NRRL 1979; DSM Nr. 819) 

- PKH2 Green Fluorescent Cell Linker Kit (Sigma, München) 

- Sabourrand-Glucose-Bouillon 

- Sabourrand-Glucose-Schrägagar 

- Aqua dest. mit 0.2% Tween 80 

- Natriumphosphat-Puffer (10mM, Universitätsapotheke, Uniklinikum Tübingen) 

- Ringerlösung, pH 6 (Universitätsapotheke, Uniklinikum Tübingen) 

- Sterilfilter, Glasfilter 

- Neubauer Zählkammer 

 

2.5 Phagozytose 

 

- Phagotest Testkit (Orpegen Pharma GmbH, Heidelberg) 

- FITC-markierte Conidien von Aspergillus fumigatus (ATCC 9197, NRRL 1979; DSM Nr. 

819) 

 

2.6 Oxidativer Burst 

 

- Bursttest Testkit (Orpegen Pharma GmbH, Heidelberg) 
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2.7 Oberflächenantigene 

 

Folgende markierte monoklonale Antikörper gegen Oberflächenantigene auf Granulozyten 

wurden verwendet (Coulter Immunotech, Marseille, Frankreich): 

 

- CD14-PE 

- CD16-FITC 

- CD11a-FITC 

- CD62L-FITC 

- CD64-FITC 

- IgG1-FITC/ IgG2a-PE (Isotypkontrolle) 

 

Weiterhin wurde verwendet: 

- OptiLyseC Lysing Solution , Lysepuffer für Erythrozyten (Coulter Immunotech, Marseille, 

Frankreich) 

- PBS (Gibco/ Life Technologies, Paisley, Schottland) 

 

2.8 Zytokinmessung: 

 

Folgende ELISA-Testkits der Firma R&D Systems, Minneapolis, USA  wurden verwendet: 

 

- Quantikine human IL-1β Immunoassay 

- Quantikine human IL-6 Immunoassay 

- Quantikine human IL-8 Immunoassay 

- Quantikine human TNF-α Immunoassay 

 

2.9 Stimulus-response-coupling (LTB4-Produktion) 

 

- Medium (s. Medien, Reagenzien etc.) 

- Calciumchloridlösung, 10mM in 0.8% Kochsalzlösung (Universitätsapotheke, Uniklinikum 

Tübingen) 

- Calcium-Ionophore A23187 (Sigma, München), 1mg/ml in DMSO (Merck KG, Darmstadt) 

- LTB4 Immunoassay (R&D Systems, Minneapolis, USA) 

2.10 Granulozyten-Agglutinationstest (GAT): 
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- Serum des Granulozytenempfängers 

- Isolierte Granulozyten des Spenders (5000 Zellen/µl in PBS) 

- Positiv-Kontrolle: Serum eines Spenders mit α5B-Antikörper (freundlicherweise zur Ver-

fügung gestellt von Herrn PD Dr. J. Bux, Transfusionsmedizin der Uni-

klinik Gießen) 

- Negativ-Kontrolle: AB-Serum 

- Geölte Terasaki-Platten 

 

2.11 Granulozyten-Immunfluoreszenz-Test (GIFT): 

 

- Serum des Granulozytenempfängers 

- Isolierte Granulozyten des Spenders (5000 Zellen/µl in PBS), fixiert mit Cellfix (Becton 

Dickinson, Erembodegem, Belgien) 

- Antikörper:  Anti-IgG-FITC (F(ab‘)2 Fragment von Kaninchen-Anti-Mensch-IgG, 

spezifisch für Gamma-Ketten; FITC-konjugiert) (DAKO, Glostrup, Dä-

nemark) 

 Anti-IgG-FITC (gleiches Fragment, aber Kaninchen-Anti-Maus; 

freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Frau Dr. E. Fehrenbach, 

Transfusionsmedizin der Uniklinik Tübingen) 

 0,2 mg/ml 

- Positiv-Kontrolle: Monoklonaler Antikörper CD16 (FcγRIII-Rezeptor; Klon 3G8, Isotyp 

IgG1-Maus gegen menschliche Neutrophile) (Coulter-Immunotech, 

Marseille, Frankreich); 0,01 µg/ml 

- Negativ Kontrolle: AB-Serum 

- PBS (Gibco/ Life Technologies, Paisley, Schottland) 

- ELISA-Rundbodenplatten (96-Well) (Corning Glass Works, Corning, NY, USA) 
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2.12 PCR zur Typisierung granulozytärer Antigene: 

 

- Primer: HGH I (Vorwärtsprimer  für  Human Growth Hormon) 

 Sequenz: 5‘-CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3‘ 

 (Einsatz in Endkonzentration 1,25 pmol/µl) 

 HGH II (Rückwärtsprimer für Human Growth Hormon) 

Sequenz: 5‘-ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3‘ 

(Einsatz in Endkonzentration 1,25 pmol/µl) 

SSP5-NA1 (Vorwärtsprimer für Human Neutrophil Antigen-1a) 

Sequenz: 5‘-CAGTGGTTTCACAATGTGAA-3‘ 

(Einsatz in Endkonzentration 5 pmol/µl) 

SSP1-NA2 (Vorwärtsprimer für Human Neutrophil Antigen-1b) 

Sequenz: 5‘-CAATGGTACAGCGTGCTT-3‘ 

(Einsatz in Endkonzentration 5 pmol/µl) 

SSP3 (Rückwärtsprimer für Human Neutrophil Antigen-1a und –1b) 

Sequenz: 5‘-ATGGACTTCTAGCTGCAC-3‘ 

(Einsatz in Endkonzentration 5 pmol/µl) 

   (alle: MWG-Biotech AG, Ebersberg) 

- JumpStart REDTaqReady Mix PCR Reaction Mix (enthält JumpStart REDTaq genomic 

DNA Polymerase [0,06 E/µl], 99% reine Deoxynukleotide [0,4 mM], 

Reaktionspuffer, Antikörper TaqStart), (Sigma, Saint Louis, Missouri, 

USA) 

- Agarose low EEO (-mr)0,1-0,15 (Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg) 

- TAE-Puffer  500ml 50fach Konzentrat:  

121,14g TRIS [Tris[hydroxymethyl]aminomethan; (Sigma Chemical, 

Saint Louis, Missouri, USA),  

9,3g EDTA (Merck KG, Darmstadt)]  

mit Eisessig (Merck KG, Darmstadt) auf pH 7,5 einstellen 

- DNA Molecular Weight Marker VI (154-2176 BP, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) 

- Ethidiumbromid (Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) 
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2.13 Monoclonal-antibody-specific immobilization of granulocyte antigens (MAIGA-Assay): 

 

- Coating Puffer 0,3975 g Na2CO3 (Merck KG, Darmstadt) 

   0,7325 g NaHCO3 (Merck KG, Darmstadt) 

   0,05 g NaN3 (Merck KG, Darmstadt) 

   Aqua dest.ad 250 ml 

   pH mit HCl oder NaOH auf 9,6 eingestellt 

- PBS/0,2% FCS (Gibco/ Life Technologies, Paisley, Schottland) 

- PBS/2% FCS (Gibco/ Life Technologies, Paisley, Schottland) 

- PBS/0,05% Tween 20 (Gibco/ Life Technologies, Paisley, Schottland) 

- Lyse-Puffer 2,4 g TRIS 

 8,76 g NaCl 

   9,5 ml Triton-X-100 

   1,86 g EDTA   (alle Merck KG, Darmstadt) 

   Aqua dest. ad 1000 ml 

- Lyse-Puffer mit Proteinase-Inhibitoren: 

   950 µl Lyse-Puffer 

   20 µl PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid; 0,1M in Isopropanol)  

   20 µl Aprotinin (Originallösung) 

 20 µl Leupeptin (Originallösung) 

pH 7,4 

 (alle Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) 

- MAINA-Waschpuffer: 

 1,21g TRIS in 1000 ml Aqua dest. 

 + 9,5 ml Triton-X-100 

 + 4,5 ml Tween 20 

 + 72,5 mg CaCl2 x 2H2O 

 pH 7,4  

 (alle Merck KG, Darmstadt) 

- Ziege-Anti-Mensch-IgG: 

 3 µg/ml in Coating-Puffer (Dianova, Hamburg) 
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- Monoklonale Antikörper: 

 3G8 (CD16; Maus-Anti-Human-IgG; Coulter Immunotech, Marseille, 

Frankreich; 0,2 mg/ml) 

 7D8 (NB1; freundlicherweise zur Verfügung gestellt von der Arbeits-

gruppe Bux, Transusionsmedizin der Uniklinik Gießen) 

- Peroxidase-konjugierter Ziege-Anti-Mensch-IgG: 

 Fcγ Fragment spezifisch (0,8 mg/ ml; Dianova, Hamburg) 

- OPD-Tabletten 3,5 mg 1,2-Phenyldiamin-dihydrochlorid pro Tablette (entspricht  2 mg 

1,2-phenyldiamin); Substrat für Peroxidase zur Verwendung im ELISA 

 (DAKO; Glostrup, Dänemark) 

- Wasserstoffperoxid  30 % (Merck KG, Darmstadt) 

- Schwefelsäure 4N (Merck KG, Darmstadt) 

  

 

2.14 Geräte: 

 

- Analysenwaage AS 200 (Ohaus/Sartorius) 

- Brutschrank Steri-Cult 200 (Forma Scientific, Marietta, Ohio, USA) 

- Cell Dyne Hemozytometer, Blutbildautomat (Abbott, Illinois, USA) 

- Durchflußzytometer Epics XL/ MCL (Beckmann Coulter, Krefeld): 

Argonionenlaser mit einer Wellenlänge von 488 nm; FITC-

Wellenlängenbereich 515 bis 545 nm, PE-Wellenlängenbereich 565 bis 610 

nm; Trägerflüssigkeit Isoton II® (Beckmann/Coulter, Krefeld); verwendet wur-

de die Station in Verbindung mit der entsprechenden System II® Software (e-

benfalls Beckmann Coulter, Krefeld). 

- Electrophoresis Power Supply (Gibco BRL) 

- GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer, Norwalk, USA) 

- Horizon 11-14 Horizontal Gel Electrophoresis System, Elektrophorese-Kammer (Life Tech-

nologies, Saithersburg, MD, USA) 

- Laminar-Flow Werkbank (Clean-Air, Haan) 

- Mikroskop Axioskop (Zeiss) 

- Okularmikrometer (Zeiss) 

- pH-Meter pH 540 GLP (WTW, Weilheim) 
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- Photometer EAR 340 ATTC (Tecan GmbH, Crailsheim/ SLT Labinstruments, Grödy, Öster-

reich)  

- Präzisionswaage  HF 4000 (AND/ Sartorius) 

- Washer Columbus für ELISA-/ Mikrotiterplatten (Tecan GmbH, Crailsheim) 

- Wasserbad Typ 1008 (GFL mbH, Burgwedel) 

- Zentrifuge EBA 12R (A. Hettich GmbH und Co KG, Tuttlingen) 

- Zentrifuge Rotina 46R (A. Hettich GmbH und Co. KG, Tuttlingen) 

- Zentrifuge Varifuge RF (Heraeus Instruments GmbH, Hanau) 

 

2.15 Medien, Reagenzien etc.: 

  

1 x RPMI 1640 (Biochrom KG, Berlin): - supplementiert mit 10% FCS Roticult  

(Carl Roth GmbH u. Co., Karlsruhe)  

- HEPES-gepuffert (2 %) (Biochrom KG, Berlin) 

2 x RPMI 1640 (Biochrom KG, Berlin): - 10 ml 10 x RPMI 1640 (Biochrom KG, Berlin) 

- 1 ml HEPES-Puffer (Biochrom KG, Berlin), pH 

8,1 

     - 39 ml Aqua bidest. (Delta Pharma, Pfullingen) 

PBS, supplementiert: - PBS (Gibco/ Life Technologies, Paisley,  

Schottland) 

- 10% FCS 

- pro 10 ml PBS 100 µl Ca/Mg-Stammlösung 

(s.u.) 

Ammoniumchlorid-Lysepuffer:  - 1000ml Lösung enthalten: 

      - 8,2900g Ammoniumchlorid z.A. 

      - 1,0000g Kaliumhydrogencarbonat z.A. 

      - 0,0368g Komplexon III z.A. 

      - sterilfiltriert, pH 7,6 

Filterwaschlösung:    - 20g NaOH-Plätzchen (Merck KG, Darmstadt) 

      - 250 ml Aqua dest. 

      - 250 ml Ethanol (96%; Merck KG, Darmstadt) 
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Filterpuffer:  - 7,12g Di-Natriumhydrogenphosphat  

Na2HPO4x2H2O; Merck KG, Darmstadt) 

- 400 ml Aqua dest. 

- mit Salzsäure (HCl rauchend 37%; Merck KG, 

Darmstadt) auf pH 7 eingestellt. 

Natriumacetat-/Essigsäurepuffer: - 300 ml Essigsäure (0,1M; 6 ml konz. Essigsäu 

re, [Merck KG, Darmstadt] auf 1000 ml Aqua 

dest.) 

- mit 0,1M Natriumacetatpuffer (13.6g Na-Acetat 

x 3H2O [Merck KG, Darmstadt] auf 1 Liter Puf-

ferlösung) auf pH 4 eingestellt 

Glycinpuffer:     - 15g Glycin (Sigma, München) 

- 30 Stck. NaOH-Plätzchen (Merck KG,  

Darmstadt) 

      - ad 500 ml Aqua dest. 

Ca/Mg-Stammlösung:   - 1,324g CaCl2 x 2H2O (Merck KG, Darmstadt) 

      - 1g MgCl2 x 6 H2O (Merck KG, Darmstadt) 

      - auf 100 ml Aqua dest. 

 

 

3. Methoden 

 

 

3.1 Zellisolierung: 

 

Zur Gewinnung von Granulozyten wurden den Spendern vor Neupogen-Applikation und 

nach jeder Neupogen-Applikation (dies entsprach dem Zeitpunkt unmittelbar vor Apherese) 

18 ml EDTA-Blut in sterilen Monovetten (Sarstedt) entnommen. Granulozyten wurden mit-

tels Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert. Dazu wurden 5 ml Polymorphprep mit 5 ml 

Vollblut in 14 ml Polystyrol-Röhrchen überschichtet und bei 450 x g und 22°C 35 Minuten 

lang ohne Bremse zentrifugiert. Die Granulozyten formten eine exakt abgegrenzte Bande 

(PMN-Fraktion) im Dichtegradienten, die nach der Zentrifugation mittels Pasteurpipette ge-

wonnen wurde. Die PMN-Fraktion wurde anschließend mit 0,45%iger Kochsalzlösung 1:2 

verdünnt, um normale osmotische Verhältnisse wiederherzustellen. Nach einem zweiten 
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Zentrifugationsschritt (400 x g, Raumtemperatur, 10 Min.), wurden die Zellen in 1 ml isotoni-

scher Kochsalzlösung resuspendiert und mit 9 ml Ammoniumchlorid-Lysepuffer versetzt. Zur 

Lyse vorhandener Resterythrozyten wurde diese Suspension 15 Min. im Dunkeln auf Eis ge-

lagert und danach erneut abzentrifugiert (400 x g, 4°C, 10 Min.). Nach einem letzten Wasch-

schritt mit isotonischer Kochsalzlösung konnten die Zellen in Medium (RPMI 1640 mit 10% 

FCS) oder supplementiertem PBS (für Boydenkammer-Assay; siehe dort) wiederaufgenom-

men werden. 

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte im Cell-Dyne Blutbildautomaten (Abbot, Wiesbaden, 

Germany).  

 

3.2 Chemotaxis: 

 

Um die Fähigkeit der Zellen, auf einen Stimulus zuzuwandern zu messen, wurden zwei Me-

thoden angewandt. Im Falle der Agarosegele wurde die Wanderstrecke der Granulozyten, im 

Falle des Boydenkammer-Assays die Anzahl der gewanderten Zellen bestimmt. Damit konnte 

zum einen bestimmt werden, ob die Wanderstrecke unabhängig von der Zahl der wandernden 

Granulozyten (Agagrosegelassay) und/ oder die Zahl der wandernden Zellen beeinflusst wur-

den. 

 

3.2.1 Wanderung unter Agarose 

 

Die Wanderung unter Agarose wurde wie bereits an anderere Stelle (Nelson et al. 1975; Nel-

son et al. 1988; Michna 1989) beschrieben, aber mit einigen Modifikationen durchgeführt. 

Agarosegele wurden mittels zweier separat angesetzter Lösungen hergestellt: 0,25 g Agarose 

wurden in 12,5 ml destilliertem Wasser im kochenden Wasserbad gelöst und in ein 56°C 

Wasserbad überführt. 0,125g Gelatine-Pulver wurden in 12,5 ml 2fach RPMI 1640  bei 56°C 

gelöst. Beide Lösungen wurden bei 56°C gemischt. 

Chamberslides, Glas-Objektträger, die mittels Kunststoffaufsatz in zwei Kammern unterteilt 

werden, wurden mit Gelatine (2 % in Aqua bidest.) beschichtet. Anschließend konnte jede 

Kammer mit 2,5 ml Agarosegellösung befüllt werden. Zur Einarbeitung von je zwei Wells in 

jede der Kammern wurde vor Erhärten der Gele ein Kamm (Eigenanfertigung) eingesetzt. Die 

Gele härteten im Kühlschrank bei 4°C aus und waren dort bis zu 5 Tage haltbar.  

Zur Messung der Chemotaxis wurden jeweils 30 µl Zellsuspension (mindestens 100 000 Gra-

nulozyten in Medium) in ein Well jeder Kammer pipettiert. Zur Erfassung der Spontanmigra-
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tion wurden in das zweite Well in Kammer 1 20 µl Medium, zur Messung der induzierten 

Migration in Kammer 2 20 µl fMLP-Lösung (500 nM in Medium) pipettiert. Die abgedeckten 

Gele blieben zur Inkubation 2 Stunden im Brutschrank (90% relative Feuchte, 5% CO2, 

37°C). Die Zellen wurden anschließend über Nacht bei 4°C in Glutaraldehyd-Lösung (2,5% 

in PBS) fixiert und nach Pappenheim (May-Grünwald/ Giemsa-Lösung) angefärbt. Die ge-

wanderte Strecke konnte unter dem Mikroskop (Vergrößerung 20fach) mit Hilfe eines Oku-

larmikrometers ausgemessen werden.  

Die im den Ergebnisteil genannten Werte zeigen die reine chemotaktische Wanderstrecke, 

d.h., die Spontanmigration wurde bereits von der induzierten Migration subtrahiert. 

 

3.2.2 Boydenkammer-Assay- Wanderung durch Filterporen 

 

Die Wanderung der Granulozyten durch Filterporen („Boyden-Kammer-Assay“) wurde modi-

fiziert nach bereits beschriebenen Verfahren (Boyden 1962; Capsoni et al. 1989; Partsch et al. 

1989; Mrowietz et al. 1995; Tascini et al. 1996) durchgeführt (Schröder 1997). 

Die isolierten Granulozyten wanderten in diesem Versuch durch die Poren (3µm) einer Poly-

carbonat-Membran in das untere Kompartiment einer Kammer. Die Kammer wurde gebildet 

aus einer 24 Well Kulturplatte, die durch den Membraneinsatz in zwei Kompartimente unter-

teilt wurde. Um zu verhindern, daß die Zellen nach dem Durchwandern der Poren an der Un-

terseite der Membran adhärieren, wurden die Filter vorbehandelt. Dazu wurden diese 30 Mi-

nuten in ethanolische Natronlauge („Filterwaschlösung“) gewaschen und anschließend 10 

Minuten in Filterpuffer eingelegt. Nach dem Trocknen der Filter konnten diese in die Kam-

mer eingesetzt werden. In das untere Kompartiment wurden zur Messung der Spontanmigra-

tion 200 µl supplementierte PBS-Lösung, zur Untersuchung der induzierten Migration 200 µl 

fMLP-Lösung (10-7 M in supplementierter PBS-Lösung) eingefüllt. Auf die Filter wurden 

100µl Zellsuspension (200 000 Zellen/ 100 µl) aufgetragen. Nach einer Stunde Inkubations-

zeit (90% relative Feuchte, 5 % CO2, 37°C) konnten die Filter entfernt werden, jeweils 100 µl 

aus jeder Kammer wurden in eine Mikrotiterplatte überführt (Doppelwerte). Als Standard 

dienten (nicht gewanderte) Zellen desselben Probaden, wobei 100 000, 50 000 und 10 000 

Granulozyten direkt in die Mikrotiterplatte überführt wurden. Die Zellen wurden mittels Tri-

ton X 100 lysiert, dabei kam es zur Freisetzung von β-Glucuronidase. Nach Hinzufügen von 

4-Nitrophenyl-β-D-glucuronid als Substrat der β-Glucuronidase mußte der Ansatz erneut über 

Nacht inkubieren (identische Bedingungen). Am nächsten Tag wurde die Reaktion mitttels 

Glycin-Puffer gestoppt, der Substratumsatz wurde bei 405 nm im Photometer bestimmt. Auch 
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hier wurden die Ergebnisse durch Subtraktion der Spontanmigration von der induzierten Mig-

ration erhalten. 

 

3.3 Züchtung und FITC-Markierung von Aspergillus fumigatus Conidien (Nessa et al. 1997) 

 

Der Stammkeim wurde in Sabouraud-Glucose-Bouillon (SGB) gelöst, und 5 Röhrchen Sabou-

raud-Glucose-Schrägagar wurden mit je 0,5 ml Pilzsuspension beimpft. Nach 7 Tagen Bebrü-

tung (30°C) wurden die Röhrchen mit jeweils 5 ml SGB überschichtet und die Oberfläche 

mittels Impföse abgeerntet. Die Suspension wurde abpipettiert und in Röhrchen 2 überführt, 

danach wurde wie mit Röhrchen 1 verfahren usw. Nach dem Abschwemmen aller 5 Röhrchen 

wurde die Susupension in ein steriles Röhrchen überführt und auf ein Volumen von 5 ml auf-

gefüllt. Je 1 ml Suspension wurden dann auf 5 SG-Agarplatten aufgegeben. Nach dem 

Antrocknen wurden die Platten mit Parafilm verschlosen und 7 Tage bei 30°C bebrütet. Nach 

7 Tagen wurde jede Platte mit 5 ml Aqua dest. (enth. 0,02% Tween 80) überschichtet. Mittels 

Glasspatel wurde die Oberfläche abgespatelt, der Überstand mit einer sterilen Pipette abge-

saugt und in einem sterilen Röhrchen aufgefangen. Nach Zugabe von sterilen Glasperlen wur-

de die Suspension mittels Vortex gut homogenisiert und über 20 Min. bei 80°C inaktiviert. 

Zur Filtration der Suspension wurde über den Sterilfilter (Porengröße 0,2µm) ein steriler 

Glasfaserfilter (Vorfilter für Pilzfäden) gelegt, die Suspension filtriert und mit 0,02% Tween 

80 in Aqua dest. nachgespült. Der Vorfilter wurde verworfen, der Sterilfilter in einem 50 ml 

Röhrchen mit 15 ml Natriumphosphat-Puffer (10mM, Universitätsapotheke) 60 s mittels Vor-

tex ausgeschüttelt, der Filter anschließend verworfen. Die Suspension wurde zweimal in Nat-

riumphosphat-Puffer gewaschen und der Überstand abpipettiert. Die Suspension wurde dann 

in 5 ml Ringer-Lösung (pH 6, Universitätsapotheke) resuspendiert und die Conidienzahl in 

der Neubauer-Zählkammer bestimmt. 

 

Zur Markierung der Conidien diente der PKH2 Green Fluorescent Cell Linker Kit der Firma 

Sigma: Die Conidiensuspension wurde dazu 5 Min bei 400 x g abzentrifugiert und der Über-

stand möglichst vollständig abpipettiert. Im Restvolumen wurden die Conidien anschließend 

resuspendiert und mit 1 ml Diluent A versetzt. 1 ml PKH2 Farbstoff (4 x 10-8 M in Diluent A) 

wurde hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2-5 Min. wurde die Reaktion durch ei-

nen gleich großen Volumenteil Serum (FCS) gestoppt. Die Suspension wurde durch Hinzufü-

gen von 4 ml Medium (mit 10% FCS) weiter verdünnt und mehrmals gewaschen (400 x g; 10 

Minuten). Nach dem Waschen wurden die Conidien in 1ml Medium (10% Serum) aufge-
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nommen und mittels Neubauer-Kammer unter dem Fluoreszenzmikroskop gezählt. Zum Ein-

stellen der Conidien auf 200 000 C./ 20 µl diente ebenfalls serumhaltiges Medium. 

 

3.4 Phagozytose (Gerber et al. 1996; Miyagawa et al. 1997) 

 

Die Fähigkeit der Granulozyten, Keime zu phagozytieren, wurde in dieser Arbeit mit Hilfe 

des Phagotest-Testkits bestimmt. Dabei verwendeten wir heparinisiertes Vollblut oder eine 

Probe des Granulozytenkonzentrates selbst. Die Zahl an Leukozyten mußte zur korrekten 

Durchführung des Tests bei ca. 7000 Zellen/ µl liegen. Vollblutproben von stimulierten Spen-

dern und Konzentrate mußten daher verdünnt werden. Zur Verdünnung diente zunächst PBS, 

später Medium mit 10% AB-Serum (siehe Ergebnisteil und Diskussion).  

100 µl Blut oder Produkt wurden in 5ml Probenröhrchen aliquotiert und 10 Min. auf Eis vor-

gekühlt. Anschließend wurden allen Ansätzen 20 µl FITC (Fluorescein-isothiocynat; Fluores-

zenzfarbstoff)-markierte E.coli (1 x 109 Bakterien/ml) zugefügt. Die Probenansätze, in denen 

Phagozytoseaktivität gemessen werden sollte, inkubierten für 10 Min. im Wasserbad bei 

37°C, während ein Kontrollröhrchen (Negativkontrolle, keine Phagozytose) auf Eis stehen 

blieb. Nach dem Quenchen des Reaktionsansatzes und zwei Waschschritten (Quenching Solu-

tion und Waschpuffer im Kit enthalten) wurden vorhandene Erythrozyten lysiert (Lysepuffer 

im Kit enthalten: 20 Min. bei Raumtemperatur im Dunkeln) und der Ansatz abzentrifugiert (5 

Min., 4°C, 400 x g). Die DNA der Zellen wurde anschließend mit DNA-Färbelösung (im Kit 

enthalten) angefärbt und die Phagozytoserate der Granulozyten im Durchflußzytometer be-

stimmt. 

Das Epics-XL/MCL-Durchflußzytometer registrierte im Laserfokus einzelne Ereignisse, die 

durch ihr gestreutes und emittiertes Licht charakterisiert wurden. Dieses Licht wurde über ein 

Filter- und Spiegelsystem aufgetrennt und von verschiedenen Detektoren gemessen. Das Sys-

tem maß dabei folgende Parameter und speicherte diese ab: 
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1. Vorwärtsstreulicht (Forwardscatter FSC): Detektion der Zellgröße 

2. Seitwärtsstreulicht (Sidescatter SSC):  Detektion der Zellgranularität 

3. Grünfluoreszenz  (FL1-Kanal):   Fluoreszenz des FITC-Farbstoffes 

4. Rotfluoreszenz (FL2-Kanal):   Fluoreszenz des DNA-Farbstoffes 

 

Die Signale wurden dabei mit folgenden Einstellungen gemessen: 

Signal Spannung [Volt] Signalverstärkung 

FSC 123 5 

SSC 229 10 

FL1 474 7,5 

FL2 500 10 

 

Für den Diskriminator diente als Sensor der FSC (Wert: 60). Die Fluoreszenzkompensation, 

die die teilweise Überlagerung der Emisionsspektren des DNA-Farbstoffes und FITC aufhebt, 

lag für FL1 gegen FL2 bei 0,9 und für FL2 gegen FL1 bei 20,0. 

Die mit diesen Geräteeinstellungen ermittelten Spannungswerte wurden einer Analog-Digital-

Wandlung (Kanalbreite 10 mV) unterzogen, dadurch entstand für die Fluoreszenzintensität 

eine Klassifikation von 1024 Kanälen. Das System ermittelte die pro Kanal gemessenen Er-

eignisse (Counts).  

Zur Darstellung wurde für Größe und Granularität der Zellen ein Streulichtdiagramm (Dot-

Plot) gewählt, dabei wurde  FSC-Lichtintensität (Abszisse; lineare Darstellung) gegen SSC-

Lichtintensität (Ordinate; lineare Darstellung) aufgetragen. Die gewünschte Granulozytenpo-

pulation stellt sich dabei als abgrenzbare, zusammenhängende Zellwolke in der Mitte des 

Diagramms dar. Diese Wolke wurde durch ein Fenster abgegrenzt (Gate A) und nur diese 

Zellen wurden bei der Auswertung berücksichtigt. Die Messung wurde solange fortgeführt, 

bis im Gate A 10 000 Ereignisse gezählt waren oder das System nach 300 Sekunden die Mes-

sung automatisch stoppte, um die Vergleichbarkeit der Proben untereinander und zu den Ne-

gativkontrollen zu gewährleisten.  

Die Lichtintensitäten des DNA-Farbstoffes und des FITC-Farbstoffes wurden in  je einem 

Histogramm dargestellt. Dazu wurde die Lichtintensität des entsprechenden Farbstoffes auf 

der Abszisse (logarithmische Darstellung) gegen die Anzahl der pro Intensität gemessenen 

Ereignisse auf der Ordinate (lineare Darstellung) aufgetragen.  

Während der Datenaufnahme wurde im Histogramm der Rotfluoreszenz (DNA-Farbstoff; 

FL2-Kanal; Histogramm 2) ein „Live-Gate” (Marker C) auf diejenigen Ereignisse gesetzt, die 
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mindestens den DNA-Gehalt einer humanen diploiden Zelle besitzen, um Bakterienaggregate 

ausschließen zu können, die die gleichen Streulichteigenschaften wie Leukozyten besitzen. 

Nur diese Zellen wurden dann im Streulichtdiagramm (FSC gegen SSC) dargestellt. Zur Iden-

tifizierung der Granulozyten im Streulichtdiagramm (Dot-Plot 1) wurde auf die entsprechende 

Population wie oben dargestellt Gate A gesetzt. Nur die im Gate A enthaltenen Ereignisse 

wurden wiederum im Histogramm der Grünfluoreszenz (FITC; FL1-Kanal; Histogramm 3) 

dargestellt. Durch Analyse der Grünfluoreszenz wurde der prozentuale Anteil derjenigen Gra-

nulozyten, die phagozytiert hatten, ermittelt. Dazu wurde das Röhrchen auf Eis verwendet. Im 

entsprechenden (FITC-) Histogramm der 0°C- Kontrolle wurde ein Marker (Marker B) so 

gesetzt, daß weniger als 1% der Ereignisse positiv waren. Zur Auswertung der Phagozyto-

seaktivität wurde diese Markerposition bei der Messung der Testansätze (Inkubation bei 

37°C) beibehalten. Zellen, die phagozytiert hatten, also FITC-positiv waren, zeigten entspre-

chend eine höhere FITC-Lichtintensität. Dadurch wurde der Peak in Histogramm 3 nach 

rechts verschoben. FITC-positive Zellen lagen demnach also unter Marker B. Der prozentuale 

Anteil aller unter Marker B liegenden und damit positiver Zellen wurde durch die Software 

direkt berechnet und konnte abgelesen werden. Zur Korrektur der Werte wurde zur Ergebnis-

ermittlung der Prozentwert der Negativkontrolle von diesem abgelesenen Wert subtrahiert. 

Die verschiedenen Histogramme und Streulichtdiagramme sind in Abb. 1 a und b dargestellt. 

 

In einer zweiten Testreihe wurden die FITC-markierten E.coli durch die FITC-markierten 

Conidien von Aspergillus fumigatus (Anzucht und Markierung siehe oben) ersetzt. Der Ver-

suchsaufbau blieb aber unverändert, die Reagenzien des Phagotest wurden wie oben beschrie-

ben verwendet. Auch die Auswertung im Durchflußzytometer war identisch, lediglich der 

Stop der Messung war unterschiedlich. Da die Zahl der zur Verfügung stehenden, markierten 

Conidien begrenzt (200 000 Conidien/ 20 µl) war, mußten die Zellsuspensionen weiter ver-

dünnt werden, um ein Mindestverhältnis von Leukozyten:Conidien von 1:40 zu halten, wie im 

Phagotest vorgeschrieben. Da aus diesem Grund weit weniger Zellen im Testansatz vorhan-

den waren, wurde die Messung bei 1000 Zellen oder 300 Sekunden gestoppt. 
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Abbildungen 1a und 1b: Streulichtdiagramme und Histogramme für die durchflußzytometri-

sche Auswertung des Phagotest. 

 

 

 

 

a 
Abbildung 1a: Phagotest, Negativkontrolle 

Abbildung 1b: Phagotest, Probenansatz 
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3.5 Oxidativer Burst (Miyagawa et al. 1997) 

 

Zur Bestimmung der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies verwendeten wir den Phagoburst-

Testkit. Die Funktionsweise des Kits entspricht in den Grundlagen denen des Phagotests. 

Heparinisiertes Vollblut wurde in 100 µl Aliquots auf Eis vorgekühlt und mit verschiedenen 

Stimulantien zur Bildung von Sauerstoffradikalen angeregt. Als Negativkontrolle diente dabei 

eine Vollblutprobe, der Waschlösung zugesetzt wurde, die Low-Control wurde mit fMLP-

Lösung (5 µM), die High-Control mit PMA-Lösung (8,1 µM) stimuliert, als partikulärer Sti-

mulus wurden opsonisierte E.coli (1 x 109 Bakterien/ml) verwendet. Die Proben wurden 10 

Min. im 37°C-Wasserbad inkubiert, anschließend wurde den Ansätzen Dihydrorhodamin 

(DHR) als Substrat zugesetzt und für weitere 10 Min. unter gleichen Bedingungen inkubiert. 

Der Farbstoff wurde durch die gebildeten Sauerstoffverbíndungen zu Rhodamin (R) oxidiert. 

Die Umsetzung von DHR zu R ergab den Prozentsatz an Zellen, die reaktive Sauerstoffspe-

zies gebildet hatten (R positive Zellen). Auch in dieser Testreihe wurden die Zellen nach E-

rythrozytenlyse und mehreren Waschschritten mit DNA-Farbstoff angefärbt. Die Auswertung 

erfolgte ebenfalls im Durchflußzytometer. Die Geräteeinstellungen und Parameter entspra-

chen denen des Phagotests. Im Unterschied zum Phagotest wurde hier im FL1-Kanal nicht 

FITC, sondern die Lichtintensität des Rhodamins gemessen. Das Setzen der Gates entsprach 

dem Phagozytose-Test: Humane diploide Zellen wurden über einen Marker im Rotfluores-

zenz-Histogramm (DNA-Farbstoff, FL2-Kanal), Granulozyten im Streulichtdiagramm (FSC 

gegen SSC) identifiziert. Im Histogramm der Grünfluoreszenz (R, FL1-Kanal) konnte der 

Prozentsatz an Granulozyten ermittelt werden, der reaktive Sauerstoffverbindungen gebildet 

hatte. Auch hier wurde der Wert der Negativkontrolle von den übrigen Meßwerten subtra-

hiert.  

 

3.6 Oberflächenantigene 

 

Um den Aktivierungsgrad der Granulozyten zu erfassen, wurde die Expression verschiedener 

Oberflächenantigene im Durchflußzytometer bestimmt: 

CD16-FITC   (Fc-γRIIIA/IIIB; Bindung von IgG-Aggregaten) 

CD11a-FITC  (Integrin; Adhäsionsmolekül) 

CD62L-FITC (L-Selectin; löst Wechselwirkungen zw. Endothel und 

Leukozyten aus) 

CD64-FITC  (Fc-γRI; Bindung von  IgG mit hoher Affinität) 
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Zur Identifizierung der relevanten Granulozytenpopulation diente: 

  CD14-PE  (Bindung von IgG) 

 

Die Bestimmung erfolgte dabei über Zweifarben-Immunofluoreszenz: CD14-PE (CD14 mar-

kiert mit Phycoerythrin; Fluoreszenzfarbstoff) wurde verwendet, um die Granulozyten im 

Rotfluoreszenz-Histogramm (PE-Farbstoff; FL2-Kanal; Histogramm 1) zu identifizieren, in-

dem die CD14-positiven Monozyten ausgeschlossen wurden (siehe unten). Gleichzeitig wur-

den die Proben (heparinisiertes Vollblut) mit je einem der oben aufgezählten FITC-markierten 

Antikörper angefärbt. Als Isotyp-spezifische Negativkontrolle diente IgG1-FITC/IgG2a-PE. 

Die Analyse erfolgte im Durchflußzytometer. Mit Hilfe der Negativkontrolle wurde im Histo-

gramm der Rotfluoreszenz Marker A auf CD14-negative Ereignisse gesetzt. Dadurch wurden 

die CD14-positiven Monozyten ausgegrenzt und die CD14-negativen Granulozyten identifi-

ziert. Im Histogramm der Grünfluoreszenz (FITC-Farbstoff; FL1-Kanal; Histogramm 2) 

wurde Marker B auf FITC-positive Ereignisse gesetzt.  

 

Signale wurden mit folgenden Einstellungen gemessen: 

Signal Spannung [Volt] Signalverstärkung 

FL1 620 1 

FL2 593 1 

  

Die Kompensation war sowohl für FL1 gegen FL2 als auch für FL2 gegen FL1 null. 

FITC-positive Ereignisse, d.h., Zellen, die das zu messende Antigen auf ihrer Oberfläche ex-

primierten, zeigten eine erhöhte FITC-Lichtintensität und lagen daher unter dem Marker B.  

Wie bereits bei Phagozytose beschrieben ermittelte die Software den prozentualen Anteil der 

positiven Zellen. Auch hier wurde der Wert der Negativkontrolle subtrahiert. 
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Abb.2: Histogramme für die durchflußzytometrische Auswertung der Oberflächenantigene 

(Negativkontrolle) 

2a: Rotfluoreszenz    2b: Grünfluoreszenz  

 
 

Abb.3: Histogramme für die durchflußzytometrische Auswertung der Oberflächenantigene 

(Beispiel für einen Marker; hier CD62L) 

3a: Rotfluoreszenz (CD14)   3b: Grünfluoreszenz (hier CD62L) 
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3.7 Zytokinmessung 

 

Die proinflammatorischen Zytokine IL-1β, IL-6 und TNF-α, sowie das chemotaktische Zyto-

kin IL-8 wurden mit Standard-ELISA-Technik quantifiziert. Die Zytokine wurden im Plasma 

des Spenders vor G-CSF-Gabe und vor Apherese sowie im Produktüberstand bestimmt. 

 

3.8 Stimulus-response-coupling (Laufer et al. 1995) 

 

In dieser Meßreihe wurde die Fähigkeit der Zellen untersucht, nach Stimulation LTB4 zu pro-

duzieren. 

Dazu wurden die Granulozyten wie oben beschrieben mittels Polymorphprep isoliert, in Me-

dium/FCS resuspendiert und auf 1x 106 Zellen/ml eingestellt. Jeweils 0,8 ml wurden in Kryo-

röhrchen aliquotiert und im Wasserbad bei 37°C 10 Min. vorinkubiert. Anschließend wurden 

200 µl CaCl2-Lösung (10mM in 0,8% NaCl-Lsg.) zupipettiert und weitere 5 Minuten im 

Wasserbad inkubiert. Nach Zugabe von 10 µl Ca-Ionophore (1 mg/ml in DMSO) wurde er-

neut 3 Minuten inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurden die Röhrchen sofort in flüssi-

gen Stickstoff überführt und bis zur Verwendung im ELISA bei  –80°C eingefroren. Vor der 

Quantifizierung im ELISA wurden die Proben abzentrifugiert (1500 upm, 10 Minuten). 

 

3.9 Granulozytenagglutinationstest (GAT) (Bux et al 1997) 

 

Im Agglutinationstest wurden die Granulozyten des Spenders gegen das Serum des Empfän-

gers getestet. Hatte der Empfänger Antikörper gegen die Granulozyten des Spenders gebildet, 

die in seinem Serum nachweisbar waren, so bildeten sich in Gegenwart der Spenderzellen 

Aggregate, die unter dem Mikroskop sichtbar wurden. Der GAT war allerdings nicht spezi-

fisch für granulozytäre Antikörper, sondern wurde auch bei Vorliegen von HLA-Antikörpern 

positiv. 

Zur Durchführung des Tests wurden die Granulozyten aus dem Spendervollblut (vor und nach 

G-CSF-Gabe), sowie aus dem Produkt wie oben beschrieben isoliert. Nach Erythrozytenlyse 

und mehreren Waschschritten (Bedingungen für die Zentrifuge: 1300 upm, 10 Minuten) mit 

Medium/10% FCS wurden die Zellen abzentrifugiert (identische Bedingungen) und in autolo-

gem Plasma resuspendiert. Die Zellzahl wurde am Cell-Dyne Blutbildautomaten (Abbot, 

Wiesbaden) bestimmt und mit autologem Plasma auf  5000 Zellen/µl eingestellt.  
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2 µl dieser Zellsuspension wurden auf eine geölte Terasaki-Platte überführt. Jede Probe wurde 

dabei doppelt angesetzt, d.h. jeweils 2 Ansätze mit Zellen des Spenders aus Vollblut vor G-

CSF-Gabe, 2 Ansätze mit Granulozyten nach G-CSF-Gabe und 2 Ansätze mit Zellen aus dem 

Produkt. Zu dieser Zellsuspension wurden jeweils 4 µl Patientenserum pipettiert. Als Nega-

tivkontrolle wurde AB-Serum verwendet. Als Positivkontrolle diente das Serum eines Patien-

ten, der nachweislich granulozytäre Antikörper gebildet hatte (Serum freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt von der Arbeitsgruppe Bux, Abteilung Transfusionsmedizin der Universi-

tät Gießen). Da dieses Serum stark positiv reagierte, wurden lediglich 2 µl zur Granulozyten-

suspension zupipettiert.  

Die Ansätze inkubierten anschließend bei 37°C im Brutschrank (90% relative Feuchte, 5% 

CO2). Die Platten wurden nach 2 Stunden unter dem Mikroskop erstmals beurteilt, der Ansatz 

inkubierte weiter über Nacht im Brutschrank (identische Bedingungen) und wurde dann er-

neut ausgewertet.  

 

3.10 Granulozyten-Immunfluoreszenz-Test (GIFT) (Bux et al. 1997) 

 

Auch im GIFT wurden Granulozyten des Spenders gegen Serum des Patienten getestet. Bei 

Vorliegen granulozytärer Antikörper im Patientenserum wurden die Spenderzellen während 

der Inkubationszeit mit diesen (IgG-) Antikörpern des Patienten beladen.  Anschließend wur-

de FITC-markierter Anti-IgG-Antikörper zugegeben und der Ansatz im Durchflußzytometer 

ausgewertet.  

Zur Durchführung des Tests wurden die Granulozyten aus Volblut vor und nach G-CSF-Gabe 

sowie aus dem Produkt wie oben beschrieben isoliert. Nach Erythrozytenlyse und zwei 

Waschschritten mit Medium/ 10% FCS (Bedingungen für die Zentrifuge: 1300 upm und 10 

Minuten), wurden die Zellen mit 0,5 ml Cellfix-Gebrauchslösung (Becton Dickinson, Hei-

delberg) nach Vorschrift des Herstellers fixiert. Nach 5 Minuten Inkubation (Raumtempera-

tur, im Dunkeln) wurden die fixierten Zellen abzentrifugiert (800 upm, 5 Minuten) und in ca. 

1 ml PBS resuspendiert. Die Zellzahl wurde am Cell-Dyne Blutbildautomaten bestimmt und 

mit PBS auf 5000 Zellen/µl  eingestellt.  

40 µl Patientenserum wurden in eine ELISA-Rundbodenplatte pipettiert (doppelter Ansatz). 

40 µl der Granulozytensuspension wurden zugefügt und die Ansätze gut gemischt. Als 

Negativkontrolle diente erneut AB-Serum. Als Positivkontrolle wurde in einem zusätzlichen 

Well das Patientenserum durch den monoklonalen Antikörper CD16 (10µl) ersetzt (Coulter 

Immunotech, Marseille, Frankreich). Dieser Antikörper (Isotype IgG1, Maus-anti-human-
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notech, Marseille, Frankreich). Dieser Antikörper (Isotype IgG1, Maus-anti-human-

Antikörper) band an den FcγRIII-Rezeptor auf humanen Granuloyten. 

Die Testreihe inkubierte im Brutschrank (37°C, 5% CO2, 90% relative Feuchte) für 30 Minu-

ten, anschließend wurden die Ansätze abzentrifugiert (1200 upm, 30 Sekunden) und dreimal 

mit PBS gewaschen (Bedingungen für die Zentrifuge identisch). Nach dem letzten Waschen 

wurde der Überstand möglichst vollständig dekantiert. Zu jedem Ansatz wurden dann 40 µl 

FITC-markierter Anti-IgG-Antikörper zugefügt (Kaninchen-Antikörper gegen humanen IgG; 

im Falle der Positivkontrolle gegen Maus-IgG). Nach 30 Minuten Inkubation (identische Be-

dingungen) und 3 Waschschritten (PBS; Bedingungen für die Zentrifuge identisch) wurden 

die Zellen in 150 µl PBS resuspendiert und jeder Ansatz in ein separates Polystyrolröhrchen 

überführt. Die Auswertung erfolgte im Durchflußzytometer: Die relevante Granulozytenpopu-

lation wurde im Streulichtdiagramm (lin Forward-Scatter gegen lin Sideward-Scatter) auf-

grund von Größe und Granularität identifiziert und gegated. Mit Hilfe der Negativkontrolle 

wurde im Diagramm der Grünfluoreszenz (FITC-Kanal, FL1-Kanal) ein Marker B so gesetzt, 

daß weniger als 1% der Ereignisse postiv waren. Zur Messung der zu testenden Proben wurde 

die Markereinstellung beibehalten. Aus dem Diagramm der Grünfluoreszenz konnte so der 

prozentuale Anteil der FITC-positiven und damit derjenigen Zellen abgelesen werden, die 

IgG-Antikörper auf ihrer Oberfläche gebunden hatten. 

Die Messungen wurden unter folgenden Einstellungen des Durchflußzytometers  vorgenom-

men: 

Signal Spannung [Volt] Signalverstärkung 

FSC 100 5 

SSC 53 20 

FL1 512 7,5 

FL2 500 10 

 

Die Kompensation war in diesem Falle für FL1 gegen FL2 bei 0,9, für FL2 gegen FL1 bei 

20,0. Die Messung wurde in diesem Versuch beendet, wenn 10 000 Zellen gezählt oder der 

automatische Stop nach 300 Sekunden erreicht waren.  
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3.11 PCR zur Typisierung granulozytärer Antigene 

 

Nachdem mit Hilfe von GAT und GIFT die Möglichkeit bestand, das Serum des Patienten auf 

granulozytäre Antikörper zu testen, sollte zusätzlich eine Testmethode etabliert werden, die 

die Bestimmung der genauen Antigenspezifität dieser Antikörper zuließ. Dazu mußten Zellen 

von Spendern vorhanden sein, deren Antigenmuster bekannt war. Dieses Antigenmuster wur-

de durch die im folgenden beschriebene klassische Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) bei 

verschiedenen unstimulierten Spendern bestimmt.  

Bei der PCR wird ein bestimmter DNA-Abschnitt gezielt vervielfältigt und kann dann mittels 

Gelelektrophorese sichtbargemacht und identifiziert werden. Dazu müssen mindestens die 

ersten und die letzten 15 Basenpaare des Ziel-DNA-Abschnitts bekannt sein. Zwei 

Oligonukleotide, die die zu diesen beiden Abschnitten komplementäre Basensequenz 

aufweisen, werden als sogenannte Primer verwendet. Im Versuchsansatz zur PCR werden die 

Ziel-DNA, die beiden Primer, eine DNA-Polymerase, die den neuen DNA-Strang am freien 

3`-OH-Ende verlängern kann, und die verschiedenen Desoxynukleotide, die Bausteine der 

neuen DNA, gemischt. Zunächst wird die DNA durch Erhitzen auf 92-95°C denaturiert, d.h. 

in beide Einzelstränge zerlegt. Die beiden Primer binden in einem zweiten Temperaturschritt 

antiparallel an die ihnen komplementären DNA-Abschnitte. In einem dritten 

Temperaturschritt verlängert die DNA-Polymerase unter Verwendung der Desoxynukleotide 

die Primer, so daß der gewünschte DNA-Abschnitt, der durch die Primer eingegrenzt wird, 

vervielfältigt wird.  Die hier durchgeführte Methode typisierte den FcγRIII-Rezeptor, der den Polymorphismus 

NA1/NA2 aufweist. Dazu wurden als Primer der erste Abschnitt des DNA-Strangs, der für 

NA1 codiert (SSP5-NA1, sog. NA1-Vorwärtsprimer) und der erste Abschnitt für NA2 (SSP1-

NA2; sog. NA2-Vorwärtsprimer), sowie der beiden gemeinsame Abschnitt des DNA-Strangs 

verwendet, der beide Genabschnitte beendet, verwendet (SSP3; sog. NA1/NA2-

Rückwärtsprimer). Zusätzlich wurden dem Ansatz Vorwärts und Rückwärtsprimer für das 

Human Growth Hormon zugesetzt (HGHI und HGHII), um den korrekten Ablauf der PCR 

überprüfen zu können. 

DNA aus isolierten Granulozyten wurde nach Standardmethode mit Hilfe des EZNA Blood 

DNA-Kit (PEQLAB Biotechnologie GmBH, Erlangen) nach Vorschrift des Herstellers iso-

liert. Zur PCR wurden ca. 200 bis 400 ng DNA eingesetzt. 
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Folgende Bestandteile wurden zum sogenannten „PCR-Mix“ zusammengemischt: 

25 µl JumpStart REDTaq Ready Mix (enthält die Polymerase und die Desoxynukleotide in 

einem Puffergemisch) 

5 µl HGHI Primer (1,25 pmol/µl) 

5 µl HGHII Primer (1,25 pmol/µl) 

5 µl SSP5 NA1 Vorwärtsprimer oder SSP1 NA2 Vorwärtsprimer (5 pmol/ml) 

5 µl SSP3 NA1/NA2-Rückwärtsprimer (5 pmol/µl) 

5 µl DNA- Lösung 

 

Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz aus allen Reagenzien verwendet, dem keine DNA 

zugesetzt wurde. Als Positivkontrollen wurde DNA aus Granulozyen eines Spenders verwen-

det, der heterozygot auf NA1 und NA2 war. Für die Typisierung der Merkmale NA1 und 

NA2 wurden jeweils eine Positiv- und eine Negativkontrolle, sowie eine Probe der zu typisie-

renden DNA angesetzt. 

Die Bedingungen für die PCR folgten Standardeinstellungen. Insgesamt liefen 30 Zyklen zur 

DNA-Vervielfältigung ab. Ein Zyklus bestand aus folgenden Schritten: 30 Sekunden 94°C 

(DNA-Denaturierung), 1 Minute 57°C (Anlagerung der Primer), 30 Sekunden 72°C (DNA-

Synthese). Nach 30 Zyklen wurde die PCR weitere 5 Minuten auf 72°C gehalten und an-

schließend bei 4°C bis zur Verwendung in der Gelelektrophorese gelagert.  

Zur Durchführung der Gelelektrophorese wurde ein Agarosegel hergestellt (1,5% in Einfach- 

TAE-Puffer; s. Abschnitt Material). Das Gel wurde direkt in die verwendete Elektrophorese-

kammer gegossen und härtete innerhalb einer Stunde bei Raumtemperatur aus. Zur Größen-

einschätzung und Identifizierung der synthetisierten DNA-Abschnitte lief eine Basenpaarlei-

ter auf dem Gel mit, die DNA-Abschnitte mit Größen zwischen 154 und 2176 Basenpaaren 

zeigte (Molecular Weight Marker Nr. VI, Roche Diagnostics, Mannheim). Die Basenpaarlei-

ter wurde in wäßriger Lösung eingesetzt (1 µl Basenpaarleiter, 4 µl Aqua dest., 1 µl Loading 

Buffer).  Proben (je 10 µl) wurden  in folgender Reihenfolge aufgetragen: 

Slot-Nr. 1:  Basenpaarleiter 

   2:  Probe, Typisierung NA1 

   3:  Positivkontrolle, Typisierung NA1 

   4:  Negativkontrolle 

   5:  Probe, Typisierung NA2 

   6:  Positivkontrolle, Typisierung NA2 

Die Elektrophorese lief bei 80 Volt und 250 mA über 60 Minuten. 
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Das Gel wurde anschließend aus der Kammer entnommen und im Ethidiumbromidbad (0,1% 

in wäßriger Lsg.) angefärbt. Unter UV-Bestrahlung konnten die einzelnen Banden im Gel 

sichtbar gemacht und fotografiert werden. Durch Vergleich mit den Positivkontrollen und der 

Negativkontrolle konnte so bei jeder einzelnen Probe bestimmt werden, ob der Spender ho-

mozygot NA1 oder NA2 oder heterozygot für beide Merkmale war.  

 

3.12 Monoclonal-antibody-specific immobilization of granulocyte antigens (MAIGA-Assay) 

(Bux et al. 1992) 

 

In diesem Assay wurden Granulozyten, die im GAT und GIFT positiv reagierten, auf den 

genauen Typ der vorliegenden granulozytären Antikörper getestet. Beim MAIGA-Test han-

delt es sich um die enzymimmunologische Bestimung granulozytärer Antikörper durch spezi-

fische Immobilisierung von Granulozyten-Antigenen durch monoklonale Antikörper.  

Bei dieser Versuchsanordnung wurde eine ELISA-Platte mit einem polyklonalen Ziege-Anti-

Maus-IgG-Antikörper beschichtet. In einem zusätzlichen Probengefäß wurden zunächst die zu 

testenden Patientensera mit typisierten Granulozyten inkubiert. Lagen im Patientenserum gra-

nulozytäre Antikörper vor, so reagierten diese mit den Granulozyten und bildeten Immun-

komplexe. Anschießend wurde ein monoklonaler Antikörper (Maus-Anti-Mensch) zugege-

ben, der gegen  ein Epitop auf der gleichen Granulozytenmembran gerichtet war. Nach einer 

Inkubationszeit und mehreren Waschschritten wurden die Granulozyten lysiert. Das Lysat, 

das Membranfragmente der Granulozyten enthielt, wurde dann auf die beschichtete Platte 

übertragen. Der Immunkomplex reagierte, indem der gebundene monoklonale Antikörper 

(Maus-Anti-Mensch) vom Antikörper auf der Platte (Ziege-Anti-Maus) gebunden wurde. Die 

zunächst solubilisierten Antigen-Antikörper-Komplexe wurden so an die Festphase (Platte) 

gebunden. Anschließend fügte man einen enzymmarkierten Anti-human-IgG-Antikörper 

(Ziege) hinzu, der an die gebundenen Patientenantikörper band. Zugesetztes Substrat wurde 

durch das Enzym umgesetzt, der damit verbundene Farbumschlag konnte im Photometer 

sichtbargemacht werden. Fand also eine Antigen-Antikörper-Reaktion statt, so wurde diese 

durch Farbentwicklung sichtbar. Fand diese Reaktion nicht statt, weil im Serum des Patienten 

keine Antikörper vorhanden waren, so blieb der Farbumschlag aus.  

Zur Durchführung des MAIGA-Tests wurden Granulozyten von zwei typisierten Spendern 

(siehe Abschnitt PCR) wie oben beschrieben isoliert, fixiert und mit PBS/2% FCS auf 1 x 106 

Zellen/100 µl eingestellt. Dabei mußte mindestens einer der Spender homozygote Anlagen 

besitzen, um die Spezifität der Antikörper im Patientenserum nachweisen zu können. 
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Zuerst wurden Flachbodenmikrotiterplatten mit Ziege-Anti-Maus-IgG-Antikörper beschichtet 

(3µg IgG/ml in Coating Puffer; siehe Abschnitt Material; 100 µl pro Well). Die Platten muß-

ten mindestens 3 Stunden bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C aufbewahrt werden. 

Zu testende Seren wurden bei 3500 upm für 5 Minuten abzentrifugiert.   

Als monoklonale Antikörper wurden in unserem Versuchsaufbau CD16 (Maus-IgG1,  Klon 

3G8, gerichtet gegen den FcγRIII-Rezeptor, Antigene NA1 und NA2; Coulter Immunotech, 

Marseille, Frankreich) und 7D8 (gerichtet gegen den Rezeptor GP 50-64, Antigen NB1; 

freundlicherweise zur Verfügung gestellt von der Arbeitsgruppe Bux, Transfusionsmedizin 

der Uniklinik Gießen) verwendet. 

In eine zweite Flachboden-Mikrotiterplatte wurden jeweils 50 µl Patientenserum und 50 µl 

(für 7D8) oder 100 µl (für 3G8) Granulozytensuspension pipettiert. Für jeden monoklonalen 

Antikörper wurde eine Negativkontrolle (typisierte Granulozyten mit AB-Serum), zwei Pro-

ben (zu testende Seren mit den typisierten Granuloyten) und eine Positivkontrolle (typisierte 

Granulozyten und Serum von Spendern mit nachgewiesenen Antikörpern; freundlicherweise 

zur Verfügung gestellt von der Arbeitsgruppe Bux, Transfusionsmedizin der Universität Gie-

ßen) angesetzt. Patientenserum und Granulozyten inkubierten für 30 Minuten im Brutschrank 

(90% relative Feuchte, 5% CO2). Nach Zugabe von 50 µl PBS/0,2% FCS wurde 5 Minuten 

bei 500g abzentrifugiert, der Überstand wurde dekantiert. Zum Pelett wurden hinzugefügt: 50 

µl PBS/0,2% FCS und 10 µl monoklonaler Antikörper (0,01 mg/ml). Danach folgte erneut 

eine Inkubationszeit von 30 Minuten (gleiche Bedingungen). Danach wurden die Ansätze 

dreimal mit je 150 µl PBS/0,2% FCS gewaschen (Bedingungen für die Zentrifuge: 3 Minuten, 

500g). Nach dem letzten Waschen mußte der Überstand möglichst vollständig dekantiert wer-

den.  

Durch Zusatz von 100 µl Lysepuffer mit Inhibitoren (siehe Abschnitt Material) wurden die 

Granuloyzten lysiert, der Inhalt der einzelnen Wells wurde in Eppendorff-Cups überführt und 

bei 4°C für 30 Minuten gekühlt. 

In dieser Zeit wurde die Flüssigkeit von der beschichteten Platte abgeschüttelt, pro Well wur-

den 200 µl PBS/ 0,2% FCS zugegeben und die Platte für mindestens 1 Stunde bei 4°C aufbe-

wahrt. In Mikrotubes wurden 180 µl MAINA-Waschpuffer/0,2% FCS (siehe Abschnitt Mate-

rial) vorbereitet und ebenfalls bei 4°C gelagert.  

Die Eppendorff-Cups mit den Zelllysaten wurden nach Ablauf der Inkubationszeit 30 Minu-

ten bei 15 000 g und 4°C zentrifugiert, der Überstand wurde anschließend in die vorbereiteten 

Mikrotubes mit MAINA-Waschpuffer überführt. Die beschichtete Platte wurde 5 mal mit 
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PBS/Tween 20 0,05% gewaschen, 100 µl Lysat wurden pro Well auf die Mikrotiterplatte ü-

berführt (Doppelwerte). 

Als Leerwert wurde ein Reagenzienleerwert (alle Reagenzien, keine Zellen, kein Serum) 

mitgeführt. Der Ansatz blieb dann über Nacht bei 4°C im Kühlschrank. 

Am nächsten Morgen wurde die Platte 5 mal mit PBS/Tween 20  0,05% gewaschen. Pro Well 

wurden 100 µl Ziege-Anti-Mensch-IgG-Antikörperlösung (Peroxidase-markiert, Originallö-

sung 1:4000 verdünnt mit MAINA-Waschpuffer/ 0,2% FCS, siehe Abschnitt Material). Die 

Platte inkubierte anschließend 2 Stunden bei 4°C und wurde danach sechsmal mit PBS/ 

Tween 20 0,05% gewaschen. Nach Zugabe von 100 µl Substratlösung (4 OPD-Tabletten in 

12 ml Aqua dest. und 5 µl H2O2 30 %) wurde die Reaktion nach einer Inkubationszeit von 15 

Minuten (Raumtemperatur, im Dunkeln) mit je 100 µl 4N H2SO4 gestoppt. Der Ansatz wurde 

im Photometer bei 492 nm gemessen. Die optische Dichte der einzelnen Ansätze wurde durch 

Subtraktion der Leerwerte ermittelt. Durch Vergleich mit den optischen Dichten der Positiv- 

und Negativkontrollen wurde ermittelt, ob die Proben positiv reagierten, d.h. ob die  Patien-

tenseren Antikörper aufwiesen. 

 

3.13 Statistik 

 
Die Ergebnisse der einzelnen Versuche wurden mit Hilfe zweier verschiedener Methoden 

ausgewertet: 

Im ersten Schritt (im folgenden Ergebnisteil „einfache Auswertung“ genannt) wurden Mittel-

werte und resultierende Standardabweichungen gebildet. Dazu wurden alle Voruntersuchun-

gen aller Spender für jeden Versuch zu einem Mittelwert mit Standardabweichung zusam-

mengefaßt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen für die erste bis vierte G-CSF-

Stimulation sowie die korrespondierenden ersten bis vierten Granulozytenkonzentrate wurden 

ebenfalls aus den Werten aller Spender zusammengefaßt. Aufgrund der fehlenden Normalver-

teilung und konstanten Streuung ließ sich eine Varianzanalyse zur Ermittlung statistisch signi-

fikanter Unterschiede nicht durchführen. 

In einer zweiten Auswertung wurden die Ergebnisse paarweise miteinander verglichen (im 

Ergebnisteil als „paarweiser Vergleich“ bezeichnet). Dazu wurden die nach G-CSF-

Stimulation gewonnenen Werte mit Hilfe der JUMP®-Statistik-Software mit dem vor G-CSF-

Gabe ermittelten Wert desselben Spenders verglichen. Die ersten bis vierten Konzentrate 

wurden dann mit den Werten der ersten bis vierten Stimulation desselben Spenders vergli-

chen, d.h., z.B. Werte für das Produkt 1 des Spenders A mit den Werten nach G-CSF-
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Stimulation 1 von Spender A usw. Aus den so errechneten Werten aller Spender wurden an-

schließend wiederum Mittelwerte und Standardabweichungen gebildet.  

Zur Überprüfung der statistischen Signifikanz konnte bei der Auswertung über den paarwei-

sen Vergleich der beidseitige t-Test durchgeführt werden. Statistisch signifikant waren Ergeb-

nisse dann, wenn der im t-Test ermittelte p-Wert kleiner/gleich 0,05 (p ≤ 0,05) war. 
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III. Ergebnisse 

 

 
1. Granulozytenkonzentrate und klinisches Outcome 

 

1.1 Granulozytenkonzentrate- Zusammensetzung 

 

Die nach dem Tübinger Protokoll gewonnenen Präparate wurden hinsichtlich ihrer Reinheit 

und ihres Zellgehaltes überprüft. Dazu wurde jedes Präparat zur Volumenermittlung gewogen 

und die Zusammensetzung des Konzentrates mittels Blutbildautomaten bestimmt (Cell Dyne 

300, Abbott, Wiesbaden). Dieses Hämozytometer bestimmt nach dem Prinzip des Durchfluß-

zytometers die enthaltenen Zellpopulationen und ihren Anteil am Gesamtgehalt des Präpara-

tes. Tabelle 1 vermittelt eine Übersicht über die Zusammensetzung der untersuchten Präpara-

te. Dabei wurden nur Präparate berücksichtigt, die in unsere Messungen eingegangen waren. 

Zusätzlich zu den verschiedenen Werten der Produkte wurde die Zahl der Ganulozyten in die 

Tabelle aufgenommen, die nach G-CSF-Applikation im peripheren Blut der Spender gemes-

sen wurden („PMN vor Apherese“). Der Granulozytengehalt der Präparate wurde zum einen 

als Anzahl der Zellen pro µl („PMN [103/µl]“) als auch als Absolutgehalt im gesamten Pro-

dukt angegeben („PMN absolut [1010]“). Der Thrombozytengehalt wurde in der Tabelle als 

Zahl der Plättchen im ganzen Konzentrat („PLT absolut [1011]“), der Gehalt an eosinophilen 

und basophilen Granulozyten und an Monozyten sowohl als Zellen/µl als auch in Prozent des 

Gesamtleukozytengehalts angegeben. 

Der Hämoglobingehalt im Produkt („Hb [g/dl]“) kann ebenfalls der Tabelle entnommen wer-

den. 
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Tabelle1: Zusammensetzung der Granulozytenpräparate 

Messung Mittelwert Standardabweichung n 

PMN vor Apherese [103 /µl] 27,5 9,7 103 

Volumen [ml] 312,7 51,7 97 

WBC [103 /µl] 194,9 76,7 103 

PMN [103 /µl] 161,1 68,9 101 

PMN absolut [1010] 5,0 2,0 93 

Reinheit [%] 80,4 9,9 101 

PLT absolut [1011] 1,2 0,3 96 

Hb [g/dl] 1,7 0,8 103 

Eosinophile [103/µl] ([%]) 0,9 (0,6) 0,9 (1,1) 87 

Basophile [103/µl] ([%]) 0,8 (0,6) 0,4 (1,1) 87 

Monozyten [103/µl] ([%]) 13,6 (7,4) 6,9 (2,6) 87 

 

 

Nach der Stimulation mit Neupogen® stieg die Anzahl der Granulozyten im peripheren Blut 

der Spender auf durchschnittlich 27,5 x 103 Granulozyten/µl. Geht man von einem Normal-

wert von 1800 bis 7000 Granulozyten/µl aus (Hahn 1998), so entspricht dies einem Faktor 

von 3,9 bis 15,3, um den die Zahl der Zellen zunahm.  

Das durchschnittliche Volumen der Präparate betrug 312,7 ml. Die Zahl der gewonnenen 

Leukozyten lag im Durchschnitt bei 194,9 x 103 Zellen/µl, davon waren 161,1 x 103 neu-

trophile Granulozyten. Dies entsprach einer Reinheit von 80,4 %.  Der mittlere Gehalt an Eo-

sinophilen lag bei 0,9 x 103 Zellen/µl (entsprechend 0,6 % des Gesamtleukozytengehalts), der 

Gehalt an Basophilen bei 0,8 103 Zellen/µl (1,1 %). Monozyten waren durchschnittlich mit 

13,6 x 103 Zellen/µl (7,4%) im Präparat enthalten. 

Der Absolutgehalt an neutrophilen Granulozyten betrug durchschnittlich 5,0 x 1010 Zellen.  Im 

ganzen Präparat waren außerdem im Mittel 1,2 x 1011 Thrombozyten enthalten, der Hämoglo-

bingehalt betrug 1,7 g/dl. 

 

 

1.2 Klinisches Outcome 

 

Bei der Auswertung der Patientendaten konnte ein positives Outcome für die Transfundierten 

beobachtet werden: 45 Patienten und 15 Kinder erhielten eine oder mehrere Granulozy-
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tentransfusionen. 19 erwachsene (42,2 %) und 8 pädiatrische (53,3 %) Patienten starben, da-

von lediglich 9 Erwachsene (20,0 %) und 5 Kinder (33,3 %) aufgrund einer Infektion trotz 

Transfusion. 10 der Erwachsenen und 3 der Kinder starben, weil sie einen Rückfall ihrer 

Grunderkrankung erlitten oder durch eine Reaktivierung des Zytomegalievirus (CMV; vgl 

Flußdiagramm 1). 

9 an Infektion 10 an Rezidiv
oder CMV-

Reaktivierung

19 verstorben 26 überlebt

45 Erwachsene

5 an Infektion 3 an Rezidiv
oder CMV-

Reaktivierung

8 verstorben 7 überlebt

15 Kinder

60 Patienten

 
 

 

Flußdiagramm 1: Klinisches Outcome der Patienten 
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2. Anzucht und FITC-Markierung von Aspergillus fumigatus- Conidien 

 

Insgesamt wurden vier Ansätze des Stammkeimes angezüchtet und die so gewonnenen Coni-

dien FITC-markiert.  

Tabelle 2 liefert eine Übersicht über die Ausbeute nach der Markierung der Conidien und die 

Endkonzentration an Conidien, die schließlich im Testsystem verwendet wurde. Die markier-

ten Conidien wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop mittels Neubauer-Kammer ausgezählt. 

Die Conidien der ersten beiden Anzuchten (10.01. und 26.01.) dienten zur Etablierung des 

Testsystems. Dabei wurde die Verdünnung der Conidien auf ca. 10000/µl als optimal festge-

stellt. Die Anzucht am 11.04.00 sollte eine große Menge an Conidien hervorbringen, daher 

wurde die sechsfache Menge angezüchtet, die in sechs Röhrchen abgeerntet wurde (hier als 

Kulturen eins bis sechs bezeichnet). Die auf ca. 10000 Conidien/µl verdünnten (Medium: 

RPMI 1640, HEPES-gepuffert, 10% FCS) markierten Conidien wurden bis zur Verwendung 

in Kryoröhrchen (2ml) bei –20°C  gelagert. Die aufgetauten Röhrchen wurden dann aliquo-

tiert (100µl) und wieder bei –20°C eingefroren. Diese Vorgehensweise entsprach den Emp-

fehlungen für die FITC-E.coli aus dem Phagotest®.  

 

 

Tabelle 2: Markierung und Verdünnung der Aspergillus fumigatus-Conidien 

Datum Ausbeute nach Markierung 

[Conidien/µl] 

Endkonzentration 

[Conidien/µl] 

10.01.00 28860 25000 

26.01.00 10318 10318 

28.02.00 10570 10570 

11.04.00 14380 (Kultur 1) 

680875 (Kultur 2) 

82925 (Kultur 3) 

644500 (Kultur 4) 

24775 (Kultur 5) 

104400 (Kultur 6) 

10000 

10000 

10000 

10000 

10000 

10000 
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3. Funktionstests bei Spendern und in Konzentraten, einfache Auswertung 

 

Die im folgenden beschriebenen Ergebnisse wurden wie im Kapitel Statistik (siehe „Material 

und Methoden“) beschrieben nach der einfachen Auswertung ermittelt. Die Graphiken stellen 

die Ergebnisse vor Spenderkonditionierung mit Neupogen® (x = 0; hellgrauer Balken), nach 

der Spenderkonditionierung mit Neupogen® (x = 1,2,3,4; hellgraue Balken) und aus den kor-

respondierenden Produkten (x = 1,2,3,4; dunkelgraue Balken) dar. „X = 0“ bedeutet demnach 

unstimulierter Spender („nullte“ G-CSF-Gabe), die  Zahlen „x = 1 bis 4“ zeigen die erste bis 

vierte G-CSF-Gabe bzw. das entsprechende erste bis vierte Produkt.  

 

3.1 Chemotaxis 

 

Die Granulozyten aus Spendervollblut und aus den Konzentraten zeigten weder im Agarose-

gel-Assay (Abbildung 1a) noch im Boydenkammer-Assay (Abbildung 1b) signifikante Ver-

änderungen der induzierten Migration. Weder die Stimulation der Zellen mit G-CSF noch die 

Apherese beeinflußten diese Funktion der Zellen in statistisch signifikanter Weise.  

Die Wanderstrecke im Agarosegel blieb durch die Neupogen®-Gabe weitgehend unbeeinflußt 

(Abb. 1a, hellgraue Balken), die Produkte 1 und 2 zeigten zunächst eine leicht erhöhte Wan-

derstrecke, die Produkte 3 und 4 aber wieder eine im Vergleich zu Zellen nach Neupo-

gen®/vor Apherese verminderte Wanderstrecke (Abb. 1a, dunkelgraue Balken). Aufgrund 

hoher Standardabweichungen waren diese Beobachtungen aber nicht statistisch signifikant. 

Die Anzahl der wandernden Granulozyten im Boydenkammer-Assay (Abb. 1b) wurde durch 

die Applikation von G-CSF zunächst zunehmend vermindert (1. bis 3. G-CSF-Gabe), nach 

der vierten Gabe stieg die Zellzahl aber wieder an. Die Produkte verhielten sich ähnlich: Im 

Vergleich mit Zellen aus Vollblut nach Neupogen®-Stimulation zeigten die ersten drei Pro-

dukte zunehmend schlechtere Ergebnisse, während im vierten Produkt annähernd gleichviele 

Zellen wanderten, wie in der Probe aus Vollblut der Spender nach der vierten G-CSF-Gabe. 

Sowohl die Zellen nach der vierten G-CSF-Applikation als auch die Zellen aus dem vierten 

Produkt zeigten im Boydenkammer-Assay annährend das gleiche Verhalten, wie Zellen un-

stimulierter Spender. 

Die in den Abbildungen dargestellten Ergebnisse stellen die reine chemotaktische Wanderung 

dar, d.h., die spontane Migration wurde bereits von der induzierten Migration subtrahiert. 
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Abb.1a: Chemotaxis-Wanderung unter Agarose : Wanderstrecke [µm] der Granulozyten als 

Differenz zwischen spontaner und induzierter Migration 
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Abb. 1b: Chemotaxis- Boydenkammer-Assay: Anzahl der durch Filterporen gewanderten 

Zellen als Differenz zwischen spontaner und induzierter Migration 
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3.2 Phagozytose 

 

3.2.1 Phagozytose FITC-markierter E.coli 

 

Da die Vollblutproben der Spender nach G-CSF-Stimulation und die Konzentrate eine stark 

erhöhte Zahl an Granulozyten aufwiesen, wurden diese Proben wie bereits oben (siehe „Mate-

rial und Methoden“) erwähnt verdünnt, um den Bedingungen des Testkits gerecht zu werden. 

In ersten Versuchen wurde dazu PBS verwendet. 

Die Auswertung der mit PBS verdünnten Proben ergab eine stark verminderte Phagozytoseak-

tivität der Granulozyten, die in den Konzentraten enthalten waren (Abbildung 2a). Verglich 

man Granulozyten aus Vollblut vor G-CSF-Stimulation mit Zellen nach G-CSF-Gabe, so 

konnten keine signifikanten Unterschiede in der Phagozytoseaktivität festgestellt werden, 

wenn auch eine leichte Abnahme nach G-CSF-Gabe zu beobachten war. Die in-vivo-

Stimulation der Spender mit Neupogen® zeigte somit keinen Einfluß auf die Fähigkeit der 

Zellen, E.coli zu phagozytieren. Auch die mehrmalige Gabe von G-CSF hatte keine Auswir-

kungen auf die Zellen.  

Im Unterschied dazu waren die Ergebnisse bei Granulozyten aus den Konzentraten im Ver-

gleich zu Zellen vor und nach G-CSF-Gabe stark verändert und die Phagozytose war signifi-

kant geringer als bei Zellen vor und nach G-CSF-Stimulation. Betrachtete man die Ergebnisse 

aus den Konzentraten, so zeigten diese vom ersten zum vierten Produkt hin eine leichte, aber 

nicht signifikante Abnahme in der Phagozytoseaktivität. 
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Abb. 2a: Phagozytose FITC-markierter E.coli; prozentualer Anteil phagozytierender Zellen an 

der Gesamt-Granulozytenzahl; Proben verdünnt mit PBS 

 

 

Um ausschließen zu können, dass die Verdünnung mit PBS Einfluß auf die Ergebnisse nimmt, 

wurden die Proben in einer weiteren Versuchsreihe mit Medium verdünnt (RPMI 1640, 

HEPES-gepuffert; mit 10% AB-Serum).  

Auch hier war zu sehen, dass die Stimulation der Spender mit G-CSF keinen signifikanten 

Einfluß auf die Phagozytoseleistung der Granulozyten hatte (Abbildung 2b). Beim Vergleich 

zwischen Granulozyten der noch unstimulierten Spender und den Zellen der Spender nach 

Neupogen®-Gabe konnte kein signifikanter Unterschied detektiert werden. Dennoch war eine 

leichte Zunahme der Phagozytose nach G-CSF-Gabe zu beobachten. 

Die Zellen aus den Konzentraten zeigten auch hier eine leichte Verminderung in der Phagozy-

toseleistung, die allerdings deutlich geringer ausfiel als bei Konzentraten, die mit PBS ver-

dünnt wurden (vgl. Abb. 2a und 2b) und die lediglich beim vierten Konzentrat  signifikant 

war. Auch hier zeigte die Zellen eine leicht abnehmende Tendenz in der Phagozytose vom 

ersten zum vierten Produkt hin, doch auch diese Beobachtung war nicht statistisch signifikant. 

 61 



Verglich man die Werte aus Konzentraten mit den Werten vor G-CSF-Stimulation der Spen-

der, so konnte kein Einfluß der Apherese auf die Leistung der Granulozyten erkannt werden. 

 

 

0 1 2 3 4
0

10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110
120

Po
si

tiv
e 

Ze
lle

n 
[%

]

G-CSF Applikation/ Konzentrat Nr.

 

Abb. 2b: Phagozytose FITC-markierter E.coli; prozentualer Anteil phagozytierender Zellen an 

der Gesamt-Granulozytenzahl; Proben mit Medium verdünnt 
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3.2.2 Phagozytose FITC-markierter Conidien von Aspergillus fumigatus 

 

Da wie unter „Material und Methoden“ beschrieben nur eine begrenzte Anzahl Conidien zur 

Verfügung stand, mußten alle Proben, d.h., Proben vor und nach G-CSF-Stimulation der 

Spender und Konzentrate, verdünnt werden. Dazu wurde Medium (RPMI 1640, HEPES-

gepuffert) mit 10% FCS verwendet.  

Auch auf die Phagozytose von Conidien hatten weder die G-CSF-Stimulation noch die Aphe-

rese einen signifikanten Einfluß (Abbildung 3). Verglich man Werte nach G-CSF-Stimulation 

mit Werten der unstimulierten Spender, so konnte ein leichter Anstieg in der Phagozytoserate 

detektiert werden. Die Werte der Produkte waren mit denen nach G-CSF-Gabe vergleichbar 

und daher ebenfalls im Vergleich zu unstimulierten Spendern leicht erhöht.  
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Abb.3: Phagozytose FITC-markierter Conidien von Aspergillus fumigatus, prozentualer An-

teil phagozytierender Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl 
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3.3. Oxidativer Burst  

 

3.3.1 Stimulation mit E.coli 

 

Auch in dieser Versuchsreihe mußten die Proben, die nach G-CSF-Stimulation und aus den 

Konzentraten entnommen wurden, verdünnt werden, um die Zahl der Leukozyten auf ca. 

7000/µl einzustellen. Wie beim Phagotest® wurden diese Verdünnungen zuerst mit PBS her-

gestellt. 

Betrachtete man die Ergebnisse des Bursttest/E.coli nach PBS-Verdünnung (Abb.4a), so 

konnte nur nach der vierten G-CSF-Gabe ein statistisch signifikanter Unterschied zu unstimu-

lierten Spendern detektiert werden. Die Ergebnisse nach der vierten Neupogen®- Gabe zeigten 

einen stark verminderten respiratorischen Burst nach Stimulation mit E.coli.   

Die Granulozyten aus Konzentraten zeigten im Vergleich zu Werten nach der entsprechenden 

G-CSF-Stimulation ein stark eingeschränktes Vermögen, reaktive Sauerstoffspezies zu produ-

zieren. Die Werte waren bis auf die vierte Stimulation statistisch signifikant schlechter als vor 

Apherese, so dass hier ein negativer Einfluß der Apherese angenommen werden mußte. Auch 

im Vergleich zu Werten vor G-CSF-Gabe waren die Produkte statistisch signifikant schlech-

ter, was ihre Fähigkeit betraf,  Sauerstoffradikale zu generieren. Auffällig war auch, dass zwi-

schen dem ersten und dem zweiten bis vierten Produkt ein deutlicher Abfall in der meßbaren  

Produktion an Radikalen zu beobachten war.  
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Abb. 4a: Oxidativer Burst nach Stimulation mit E.coli, prozentualer Anteil der Radikale pro-

duzierenden Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl; Verdünnung der Proben mit PBS 

 

 

Um auch in dieser Versuchsreihe den Einfluß der Verdünnung mit PBS auf die Werte zu tes-

ten, wurden in einer zweiten Versuchsreihe die Proben nach G-CSF-Stimulation und die Kon-

zentrate mit Medium (RPMI 1640 mit 10% AB-Serum) verdünnt (Abbildung 4b). 

Dabei konnte ein deutlicher Einfluß der PBS-Verdünnung sichtbar gemacht werden: 

Zellen aus Vollblut nach G-CSF-Stimulation zeigten hier eine leichte, aufgrund der hohen 

Standardabweichung unstimulierter Zellen aber nicht signifikante Erhöhung des oxidativen 

Bursts nach Stimulation mit E.coli. 

Die Tendenz eines leicht reduzierten oxidativen Bursts in den Konzentraten im Vergleich zu 

Werten nach G-CSF-Gabe war lediglich im vierten Produkt statistisch signifikant. Im Ver-

gleich mit Ergebnissen vor G-CSF-Stimulation konnte aber kein Einfluß der Apherese auf die 

Granulozyten detektiert werden. 
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Abb. 4b: Oxidativer Burst nach Stimulation mit  E.coli, prozentualer Anteil der Radikale pro-

duzierenden Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl; Verdünnung der Proben mit Medium  

 

 

3.3.2 Stimulation mit f-MLP 

 

Die Granulozyten wurden in dieser Versuchsreihe mit dem bakteriellen Protein Formyl-

methionin-leucin-phenylalanin als „low stimulus“ zur Produktion von Sauerstoffradikalen 

angeregt. Zur Messung der Radikalproduktion wurde wieder Vollblut eingesetzt und der 

Bursttest® verwendet. Die Proben, die nach G-CSF-Gabe und aus den Konzentraten gewon-

nen worden waren, wurden ebenfalls zunächst mit PBS, später mit Medium (RPMI 1640, 

HEPES-gepuffert, 10% AB-Serum) verdünnt. 

Verglich man die Werte aus PBS-verdünnten Proben (Abbildung 5a) nach G-CSF-Gabe mit 

den Werten aus Proben vor der Neupogen®-Applikation, so zeigt sich ein leichter Anstieg in 

der Radikalproduktion bis zur dritten Spender-Konditionierung. Nach der vierten G-CSF-

Gabe produzierten die Zellen weniger reaktive Sauerstoffverbindungen als in unstimulierten 

Spendern. Alle Ergebnisse waren jedoch nicht statistisch signifikant.  
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Die Konzentrate zeigten ebenfalls eine ansteigende Tendenz, d.h., vom ersten zum vierten 

Produkt hin konnte im Vergleich zu unstimulierten Spendern eine immer größer werdende 

Radikalproduktion detektiert werden (Ergebnisse statistisch nicht signifikant). Verglich man 

die Konzentrate mit den Werten nach Neupogen®-Applikation, so produzierten die Konzent-

rate im gleichen Maß reaktive Sauertsoffspezies wie die Zellen aus stimulierten Spendern vor 

Apherese. Lediglich beim vierten Produkt war eine deutlich höhere Radikalproduktion als in 

der Vollblutprobe nach G-CSF-Gabe zu erkennen. Auch diese Werte waren aber nicht statis-

tisch signifikant. 
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Abb. 5a: Oxidativer Burst nach Stimulation mit f-MLP, prozentualer Anteil der Radikale pro-

duzierenden Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl; Verdünnung der Proben mit PBS 

 

 

Anschließend wurde auch diese Versuchsreihe mit Medium-verdünnten Proben (RPMI 1640, 

HEPES-gepuffert, 10 % AB-Serum) durchgeführt (Abbildung 5b). 
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Auch hier zeigte sich im Vergleich zwischen Proben vor G-CSF-Gabe und Proben nach der 

Spender-Konditionierung, dass G-CSF-Gabe die Zahl der Granulozyten, die reaktive Sauer-

stoffspezies bildeten, erhöhte. Auch in den Konzentraten generierten mehr Zellen Sauerstoff-

radikale als in den Proben unstimulierter Spender. Diese Ergebnisse waren aber sowohl für 

stimulierte Spender als auch für Konzentrate nur im Fall der vierten Neupogen®-Applikation 

bzw. beim vierten Konzentrat statistisch signifikant, fielen jedoch deutlicher aus als in der 

Versuchsreihe, in der mit PBS verdünnt wurde. 

Die Apherese hatte nach diesen Versuchen keinen Einfluß auf die Zahl der radikalbildenden 

Zellen. Die Konzentrate zeigten nur geringfügige, statistisch nicht relevante Unterschiede zu 

Zellen aus Vollblutproben vor Apherese.  
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Abb. 5b: Oxidativer Burst nach Stimulation mit f-MLP, prozentualer Anteil der Radikale pro-

duzierenden Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl; Verdünnung der Proben mit Medium 

 

 

3.4 Oberflächenantigene, Aktivierungsmarker 
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G-CSF verminderte die Expression von CD11a und CD62L auf der Oberfläche der Ganulozy-

ten, aber die Werte erholten sich in den Granulozytenkonzentraten, wo sie wieder mit 

Ergebnissen vor Neupogen®-Gabe vergleichbar waren (Abbildungen 6b und c). Auffällig war 

hier, dass diese Herunterregulation vor allem nach der ersten und der vierten G-CSF-

Stimulation zu erkennen war. Die gleiche Tendenz ließ sich auch bei CD16 und CD64 zeigen 

(Abbildungen 6a und d). Auch hier wurden beide Marker nach in-vivo-G-CSF-Stimulation 

der Spender herunterreguliert. Die Zellen aus den Granulozytenkonzentraten dagegen zeigten 

eine z.T. sogar höhere Markerexpression als die Zellen unstimulierter Spender. Aufgrund der 

hohen Standardabweichungen unterschieden sich die Ergebnisse aber statistisch nicht 

signifikant von Werten vor G-CSF-Applikation (Abbildungen 6a und d). 
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Abb. 6: Expression von Oberflächenantigenen: prozentualer Anteil der Antigen-positiven 

Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl 

a: Expression CD16 (FcγRIII) 

b: Expression CD11a (Integrin) 

c: Expression CD62L (L-Selectin) 

d: Expression CD64 (FcγRI) 
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3.5 Zytokine 

 

Weder in Plasma von Spendern vor und nach G-CSF-Gabe noch in den Überständen der Gra-

nulozytenkonzentrate konnten signifikante Mengen an IL-1β, IL-6 und TNF-α detektiert wer-

den (Tabelle 3). 

Tendenziell zeigten sich erhöhte IL-8-Werte in den Produktüberständen, die jedoch aufgrund 

der hohen Standardabweichungen nicht statistisch signifikant waren. Im Plasma der Spender, 

das vor und nach G-CSF-Stimulation gewonnen wurde, konnten keine erhöhten IL-8-Level 

nachgewiesen werden (Abbildung 7). 

 

 

 Zytokin [pg/ml] 

  IL-1β  IL-6  TNFα 

Quelle n MW±SD n MW±SD n MW±SD 

Plasma vor der G-CSF-Gabe 9 0.4±0.9 9 0.7±0 .1 5 0.0±0.0 

Plasma nach 1. G-CSF-Gabe 13 0.6±0.9 13 1.0±1.5 14 1.2±2.8 

Plasma nach 2. G-CSF-Gabe 13 0.4±0.8 14 0.8±0.7 11 2.0±4.7 

Plasma nach 3. G-CSF-Gabe 8 0.5±0.5 8 0.7±0.9 6 0.1±0.3 

Plasma nach 4. G-CSF-Gabe 4 0.5±0.6 5 0.4±0.8 4 0.5±1.0 

Überstand 1. Konzentrat 6 0.0±0.0 6 0.8±0.9 5 0.0±0.0 

Überstand 2. Konzentrat 6 0.7±1.7 6 0.5±0.8 5 0.0±0.0 

Überstand 3. Konzentrat 3 0.0±0.0 3 0.0±0.0 2 0.4±0.8 

Überstand 4. Konzentrat 2 0.0±0.0 2 0.2±0.2 3 0.0±0.1 

 

Tabelle 3: Zytokine im Plasma der Spender vor und nach G-CSF-Gabe und in Überständen 

der Konzentrate (MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung) 
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Abb. 7: IL-8-Gehalt in Plasma der Spender vor und nach G-CSF-Applikation und in den  

Überständen der Konzentrate 

 

 

3.6 Stimulus-response-coupling (LTB4-Produktion) 

 

Die Konditionierung der Spender mit G-CSF hatte während der ersten drei Stimulationen kei-

nen Einfluß  auf die LTB4-Produktion der Granulozyten. Nach der vierten G-CSF-Gabe war 

die produzierte Menge an LTB4 jedoch signifikant  vermindert (Abbildung 8).  

Die Produkte eins bis drei lieferten Ergebnisse, die mit der LTB4-Menge der entsprechenden 

Messung nach G-CSF-Gabe/vor Apherese vergleichbar waren. Auch im Vergleich zu Granu-

lozyten unstimulierter Spender konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Im 

vierten Produkt zeigte sich ein unterschiedliches Ergebnis: Hier war die Menge an produzier-

tem LTB4 sowohl im Vergleich zur vierten G-CSF-Gabe als auch zum unstimulierten Spender 

signifikant erhöht (Abbildung 8). 
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Abb. 8: Stimulus-Response-Coupling (LTB4-Produktion) 

 

 

4. Funktionstests bei Empfängern, einfache Auswertung 

 

Da bei Patienten aufgrund ihres Krankheitsbildes nur wenige Granulozyten im peripheren 

Blut vorhanden waren, konnten nicht alle Funktionstests mit Proben der Empfänger durchge-

führt werden. Alle diejenigen Versuche, für die es notwendig war, eine bestimmte Anzahl an 

Granulozyten aus dem Blut zu isolieren, konnten daher nicht durchgeführt werden. Untersu-

chungen zur Chemotaxis (Agarosegel-Assay, Boydenkammer-Assay) und zum Stimulus-

Response-Coupling (LTB4-Produktion) wurden aus diesem Grund mit Patientenproben nicht 

unternommen. 

Die Graphiken entsprechen in ihrem Aufbau den Graphiken, die unter Punkt 2) für die Spen-

der und Konzentrate dargestellt sind. „X = 1“ zeigt die Werte nach der ersten Transfusion, „x 

= 2“ die Werte nach der zweiten Transfusion etc.. 

Die Patientenproben wurden jeweils acht Stunden nach der Transfusion abgenommen. 
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Aufgrund der fehlenden Normalverteilung und konstanten Streuung ließ sich eine Varianz-

analyse mit Ermittlung statistisch signifikanter Unterschiede nicht durchführen. 

 

4.1 Phagozytose  

 

Da Proben, die den Empfängern abgenommen wurden, nur wenige Granulozyten enthielten, 

mußten die Proben zur Messung der Phagozytose nicht verdünnt werden. 

 

4.1.1 Phagozytose FITC-markierter E.coli 

 

Die Zahl der phagozytierenden Zellen im Empfängerblut entsprach nach Vergleich mit den 

Werten der Spender den Ergebnissen nach G-CSF-Gabe (Abb. 9). Das heißt, die Zahl der 

phagozytierenden Granulozyten, die im Blut des Empfängers detektiert wurden, entsprach der 

Zahl der phagozytierenden Granulozyten im Blut der Spender, die mit Neupogen® konditio-

niert worden waren. Dies galt sowohl für Spenderproben, die mit PBS verdünnt worden wa-

ren, als auch für Spenderproben, die mit Medium verdünnt worden waren (vgl. Abb. 2a und 

b). 

Die Phagozytoserate der Zellen aus der Patientenprobe lag bei deutlich höheren Werten als in 

Konzentraten, die mit PBS verdünnt worden waren (vgl. Abb. 2a). Auch die Konzentrate, die 

mit Medium verdünnt worden waren, schnitten schlechter ab als die Granulozyten aus den 

Patientenproben, wenngleich der Unterschied hier nicht mehr so gravierend war (vgl. Abb. 

2b).  

Die Patientenproben zeigen von der ersten bis zur vierten Transfusion annähernd gleichblei-

bende Ergebnisse. 
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Abbildung 9: Phagozytose FITC-markierter E.coli, prozentualer Anteil der phagozytierenden 

Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl; Proben der Empfänger 8 Stunden nach Transfusion 

 

 

4.1.2 Phagozytose FITC-markierter Conidien von Aspergillus fumigatus 

 

Die Granulozyten im Blut der Empfänger phagozytierten FITC-markierte Conidien ebenso 

gut wie die Zellen der mit Neupogen® konditionierten Spender und wie die Konzentrate (Abb. 

10). Im Vergleich mit den Spenderwerten und den Werten aus den Produkten konnten ver-

gleichbare Ergebnisse detektiert werden (vgl. Abb. 3).  

Verglich man die Patientendaten mit den Ergebnissen unstimulierter Spender, so phagozytier-

ten mehr Zellen aus dem Empfängerblut Conidien als Zellen aus dem Blut der unbehandelten 

Spender (vgl. Abb. 3). Auch hier zeigte sich keine Verschlechterung oder Verbesserung der 

Ergebnisse von der ersten bis zur vierten Transfusion. 

Bei der Interpretation der Ergebnisse ist zu beachten, dass die Werte nach der 2. und der 3. 

Transfusion von jeweils einem einzigen Patienten stammen. 
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Abb. 10 Phagozytose FITC-markierter Conidien von Aspergillus fumigatus, prozentualer An-

teil der phagozytierenden Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl; Proben der Empfänger 8 

Stunden nach Transfusion 

 

 

4.2 Oxidativer Burst 

 

Auch in dieser Versuchsreihe mußten die Proben aufgrund der geringen Zellzahlen nicht ver-

dünnt werden. 

 

4.2.1 Stimulation mit E.coli 

 

Granulozyten im Patientenblut, das 8 Stunden nach Transfusion entnommen wurde, produ-

zierten nach E.coli-Stimulation in einem Maß reaktive Sauerstoffspezies, das mit demjenigen 

Medium-verdünnter Konzentrate vergleichbar war (Abb. 11; vgl. Abb. 4b). Ebenso wie bei 

den Konzentraten konnte eine Tendenz gezeigt werden, dass die Burstaktivität von der ersten 

zur vierten Transfusion abnahm.   
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Die Daten aus dem Empfängerblut lagen knapp unter den Werten der Neupogen®-behandelten 

Spender, deren Proben mit PBS verdünnt worden waren (vgl. Abb. 4a) und etwas deutlicher 

unter den Werten der mit Medium verdünnten Proben Neupogen®-behandelter Spender (vgl. 

Abb. 2.4b). 

Die Ergebnisse aus den Patientenproben lagen im Vergleich mit unstimulierten Spendern (vor 

Neupogen®-Gabe) nach den ersten beiden Transfusionen etwa gleich (vgl. Abb. 4a) bis leicht 

darüber (vgl. Abb. 4b), nach der dritten und vierten Transfusion etwas darunter (vgl. Abb. 4a 

und b). 
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Abb. 11 Oxidativer Burst nach Stimulation mit E.coli, prozentualer Anteil der Radikale pro-

duzierenden Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl; Proben der Empfänger 8 Stunden nach 

Transfusion 
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4.2.2 Stimulation mit f-MLP 

 

Nach f-MLP-Stimulation produzierten weniger Granulozyten aus Patientenproben Sauerstoff-

radikale als Granulozyten aus Spendervollblut nach G-CSF-Gabe oder in Konzentraten (Abb. 

12, vgl. Abb. 5a und b). Dies war sowohl bei PBS als auch bei Medium verdünnten Spender-

proben nach G-CSF als auch bei den entsprechenden Konzentraten der Fall. 

Die im Patienten detektierten Ergebnisse ließen sich aber mit den Ergebnissen unstimulierter 

Spender vergleichen (vgl. Abb. 5a und b). 

Innerhalb der Meßreihe von der ersten bis zur vierten Transfusion lagen die Ergebnisse annä-

hernd gleich, lediglich nach der zweiten Transfusion produzierten mehr Zellen Sauerstoffra-

dikale als bei den übrigen Transfusionen (Ergebnisse nicht signifikant).  
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Abb. 12 Oxidativer Burst nach Stimulation mit f-MLP, prozentualer Anteil der Radikale pro-

duzierenden Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl; Proben der Empfänger 8 Stunden nach 

Transfusion 

4.3 Oberflächenantigene, Aktivierungsmarker 
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Die Expression der untersuchten Oberflächenmarker fiel bei Granulozyten aus Patientenblut 

wieder auf bzw. unter das Level von Zellen nach G-CSF-Gabe zurück (Abbildung 13; vgl. 

Abb. 6a bis d). Das bedeutet, dass die in den Produkte zunächst starke Hochregulation v.a. 

von CD11a, CD62L und CD64 in den Patienten nicht bestätigt werden konnte. Die Expressi-

on ging wieder zurück.  

Die Ergebnisse der Oberflächenmarker nach der dritten und vierten Transfusion, die in der 

Graphik erhöht schienen, müssen vorsichtig interpretiert werden, da die Daten von nur jeweils 

einem Patienten zur Verfügung standen. 
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Abb. 13 Expression von Oberflächenantigenen, prozentualer Anteil der Antigen-positiven 

Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl; Proben der Empfänger 8 Stunden nach Transfusion 
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5. Funktionstests in Spendern und Konzentraten, paarweiser Vergleich 

 

In einer zweiten Auswertung wurden die Ergebnisse aus den verschiedenen Funktionstests 

paarweise miteinander verglichen. Dazu diente die Jump® -Statistik-Software.  

Bei dieser Vorgehensweise wurde jeder Spender zunächst einzeln betrachtet. Die Werte eines 

Spenders, die nach seiner Stimulation mit G-CSF ermittelt worden waren, wurden einzeln mit 

dem Wert vor G-CSF-Applikation desselben Spenders verglichen. Dazu wurde der Wert vor 

G-CSF-Gabe vom Wert der ersten bis vierten G-CSF-Gabe subtrahiert. Nach diesen Einzel-

auswertungen wurden erneut aus allen Spendern Mittelwerte und Standardabweichungen ge-

bildet. 

Zur Auswertung der Konzentrate wurde analog verfahren: Jedes von einem Spender gewon-

nene Granulozytenpräparat wurde mit dem entsprechenden Wert desselben Spenders nach der 

zugehörigen G-CSF-Gabe verglichen. D.h., das erste Konzentrat eines Spenders A mit der 

ersten G-CSF-Gabe des Spenders A. Hier wurde vom Ergebnis aus dem Präparat das Ergebnis 

der entsprechenden G-CSF-Stimulation subtrahiert. Nach allen Einzelauswertungen wurden 

Mittelwerte und Standardabweichungen über alle Präparate gebildet.  

Der Aufbau der Graphiken entspricht prinzipiell dem der Graphiken in der einfachen Auswer-

tung. „X = 1“ bedeutet erste G-CSF-Gabe verglichen mit Wert vor G-CSF bzw. erstes Präpa-

rat verglichen mit erster G-CSF-Gabe etc. Werte im negativen Bereich verdeutlichen, dass die 

Zellen in ihrer Funktion nachgelassen haben. Liegt z.B. ein Wert für den paarweisen Ver-

gleich nach der ersten G-CSF-Stimulation im Negativen, so bedeutet dies, dass die Zellen in 

diesem Funktionstest nach der ersten G-CSF-Applikation schlechter waren als vor G-CSF-

Gabe, da der Wert vor G-CSF stets subtrahiert wird. Analoges gilt für die Konzentrate: Nega-

tive Werte verdeutlichen, dass die Produkte schlechter waren als die zugehörigen Proben nach 

der G-CSF-Stimulation. 

Mittels t-Test wurde die statistische Relevanz der Daten überprüft. Als signifikant galten da-

nach Messergebnisse mit einem p-Wert kleiner/gleich 0,05 (p ≤ 0,05). 
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5.1 Chemotaxis 

 

5.1.1 Wanderung unter Agarose 

 

Auch in dieser Auswertung konnte kein durchgehend signifikanter Einfluß der G-CSF-

Applikation und/ oder der Apherese auf die Wanderstrecke der Granulozyten festgestellt wer-

den. Die Graphik (Abb. 14a) zeigt eine leicht verminderte Wanderstecke der G-CSF-

stimulierten Spenderzellen (hellgraue Balken) nach der ersten, zweiten und vierten Stimulati-

on (Werte negativ), aber lediglich die Ergebnisse nach der zweiten G-CSF-Applikation waren 

signifikant (p = 0,04). Im Fall der dritten Stimulation konnte sogar eine Verlängerung der 

Wanderstrecke detektiert werden, aufgrund der hohen Standardabweichung erreichte dieses 

Ergebnis aber keine statistische Signifikanz.  

Die Produkte verhielten sich umgekehrt: das erste, zweite und vierte Produkt waren nach 

paarweisem Vergleich mit der korrespondierenden G-CSF-Stimulation jeweils weiter gewan-

dert als die Zellen aus Vollblut nach G-CSF-Gabe (positive Werte). Beim dritten Produkt war 

die Wanderstrecke der Granulozyten aus Vollblut nach der dritten G-CSF-Gabe größer als im 

dritten Produkt (negativer Wert). Da auch hier große Standardabweichungen auftraten, waren 

die Ergebnisse nicht signifikant. 

Insgesamt gesehen hoben sich die einzelnen Effekte also wieder auf: Waren die Ergebnisse 

nach G-CSF-Gabe zunächst schlechter als in unstimulierten Spendern, so zeigten die Produkte 

im Vergleich zur G-CSF-Stimulation aber wieder bessere Werte.  
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Abb. 14a Chemotaxis- Wanderung unter Agarose: Wanderstrecke [µm] der Granulozyten als 

Differenz zwischen spontaner und induzierter Migration 

 

 

5.1.2 Boydenkammer-Assay 

 

Auch im Boydenkammer-Assay konnte kein statistisch signifikanter Einfluß der G-CSF-

Stimulation und/ oder der Apherese auf die Funktion der Granulozyten festgestellt werden 

(Abbildung 14b).  

Betrachtete man zunächst den Vergleich zwischen unstimulierten Spendern und Werten nach 

G-CSF-Gabe, so konnte nach der ersten Stimulation eine leichte Erhöhung der Anzahl wan-

dernder Zellen, nach der zweiten und dritten Stimulation aber ein Abfall der Anzahl wandern-

der Granulozyten detektiert werden (negative Werte). Ein paarweiser Vergleich zwischen 

vierter Stimulation und unstimulierten Spendern war aufgrund fehlender Daten nicht möglich. 

Dies bedeutete, dass die Anzahl der wandernden Zellen ab der zweiten G-CSF-Gabe geringer 

wurde, die wiederholte G-CSF-Stimulation des Spenders die Zellen also negativ beeinflußte. 
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Aufgrund hoher Standardabweichungen waren diese Ergebnisse aber nicht statistisch signifi-

kant. 

Im Vergleich der Produkte mit den zugehörigen Werten der stimulierten Spender wanderten 

weniger Zellen aus den Produkten durch die Filterporen auf den chemotaktischen Stimulus zu 

als Granulozyten aus Vollblut G-CSF-stimulierter Spender (negative Werte). Doch auch diese 

Ergebnisse waren nicht signifikant. 

Bei Meßwert 1 war die Zahl der gewanderten Zellen nach G-CSF zunächst etwas erhöht (po-

sitiver Wert), der Effekt hob sich dann aber wieder auf, da die Produkte im Vergleich zu die-

sem Wert schlechter lagen. Bei Meßwert 2 und 3 waren die Werte bereits in den Proben nach 

G-CSF schlechter als in unstimulierten Spendern (negative Werte). Diese negative Tendenz 

setzte sich weiter in den Produkten fort, dort waren die Werte noch einmal schlechter als in 

den Proben nach G-CSF (negative Werte), wenn auch der Unterschied nicht mehr so deutlich 

war.  
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Abb. 14b  Chemotaxis-Boydenkammer-Assay: Anzahl der durch Filterporen gewanderten 

Zellen als Differenz zwischen spontaner und induzierter Migration 

 83 



5.2 Phagozytose 

 

5.2.1 Phagozytose FITC-markierter E.coli 

 

Wie schon unter Punkt 2/ einfache Auswertung beschrieben, wurden die Proben nach G-CSF-

Gabe und die Konzentrate für den Phagozytosetest zunächst mit PBS verdünnt (Abbildung 

15a). 

Die Phagozytoseaktivität der Granulozyten wurde bei PBS-verdünnten Proben durch die Sti-

mulation der Spender mit Neupogen® leicht vermindert. Dabei war die verminderte Phagozy-

toseleistung lediglich nach der zweiten G-CSF-Gabe statistisch signifikant (p = 0,05). Nach 

der dritten Stimulation phagozytierten mehr Ganulozyten aus Proben nach der Stimulation als 

Zellen vor G-CSF-Applikation (nicht signifikant).  

Die Produkte zeigten mit Ausnahme der vierten Konzentrate im paarweisen Vergleich mit der 

ihnen entsprechenden G-CSF-Stimulation eine signifikant schlechtere Phagozytoseleistung 

(Meßwert 1: p = 0,0001; Meßwert 2: p = 0,0002; Meßwert 3: p = 0,0003). 

Das bedeutet, dass die Zellen durch die Neupogen®-Gabe geschädigt schienen, und auch die 

Apherese einen zusätzlichen negativen Einfluß auf die Phagozytose FITC-markierter E.coli 

hatte.  
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Abb. 15a Phagozytose FITC-markierter E.coli, prozentualer Anteil phagozytierender Zellen 

an der Gesamt-Granulozytenzahl; Verdünnung der Proben mit PBS 

 

 

Nach dieser Versuchsreihe wurden ebenfalls die mit Medium verdünnten Proben einem paar-

weisen Vergleich unterzogen und so noch einmal ausgewertet (Abbildung 15b): 

Die Graphik zeigt, dass die Granulozyten nach G-CSF-Stimulation der Spender eine höhere 

Phagozytoserate zeigten als Zellen unstimulierter Spender. Im paarweisen Vergleich lagen die 

Zellen aus Proben nach G-CSF bei besseren Werten (positive Werte). Eine Ausnahme bildete 

die dritte G-CSF-Applikation, hier schnitten die stimulierten Granulozyten schlechter ab als 

unstimulierte Zellen, hier trat aber auch eine sehr hohe Standardabweichung auf. 

In allen Produkten wurde eine schlechtere Phagozytoseleistung als in Proben der stimulierten 

Spender detektiert (negative Werte).  

Damit schien die G-CSF-Gabe einen leicht positiven und die Apherese einen negativen Ein-

fluß auf die Phagozytoseleistung der Zellen zu besitzen. Summa summarum hoben sich diese 

Effekte also wieder auf, so dass die Zellen annähernd die Leistung der Zellen aus unstimulier-
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mulierten Spender erreichen sollten. Nur das vierte Produkt war sehr viel schlechter als der 

Wert nach G-CSF-Gabe. 

Statistische Signifikanz erreichten im Vergleich der Produkte mit der entsprechenden G-CSF-

Stimulation die Meßwerte eins, drei und vier. Im beidseitigen t-Test wurden hier p-Werte von 

0,002 (Meßwert 1), 0,02 (Meßwert 3) und 0,01 (Meßwert 4) ermittelt. 
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Abb. 15b Phagozytose FITC-markierter E.coli, prozentualer Anteil phagozytierender Zellen 

an der Gesamt-Granulozytenzahl; Verdünnung der Proben mit Medium 

 

5.2.2 Phagozytose FITC-markierter Conidien von Aspergillus fumigatus 

 

Im paarweisen Vergleich der Proben nach G-CSF mit den Proben vor G-CSF konnte kein 

Einfluß der Neupogen®-Stimulation auf die Phagozytose FITC-markierter Conidien festge-

stellt werden (Abbildung 16). Die leicht erhöhten Werte nach G-CSF-Gabe besaßen keine 

statistische Signifikanz. 
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Auch die Produkte zeigten im Vergleich mit den entsprechenden G-CSF-Stimulationen keine 

signifikante Veränderung, die durch die Apherese zu erklären wäre.   

Bei Meßwert drei war aufgrund fehlender Daten kein Vergleich zwischen Produkt und G-

CSF-Gabe möglich. 
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Abb. 16 Phagozytose FITC-markierter Conidien von Aspergillus fumigatus: prozentualer An-

teil phagozytierender Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl; 
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5.3 Oxidativer Burst 

 

Zur Untersuchung des respiratorischen Bursts wurden die Proben nach G-CSF-Gabe und die 

Konzentrate wie unter Punkt 2/ einfache Auswertung beschrieben zunächst mit PBS, in einer 

zweiten Versuchsreihe mit Medium verdünnt. 

 

5.3.1 Stimulation mit E.coli 

 

Nach Stimulation mit E.coli zeigten PBS-verdünnte Proben nach G-CSF eine leicht vermin-

derte Fähigkeit, reaktive Sauerstoffspezies zu produzieren. Lediglich nach der vierten Stimu-

lation war aber das Ergebnis statistisch signifikant (p = 0,01). Die Produkte verhielten sich 

ähnlich: Auch die Werte der Produkte waren im Vergleich zur zugehörigen G-CSF-

Stimulation schlechter (Abbildung 17a), nur das vierte Produkt stellte eine Ausnahme dar. Im 

Vergleich der Produkte eins bis drei mit den entsprechenden G-CSF-Stimulationen der Spen-

der konnte eine signifikante Abnahme der Radikalproduktion detektiert werden (Meßwert 1: p 

= 0,0001; Meßwert 2: p = 0,0003; Meßwert 3: p = 0,0003). Das bedeutete eine weitere Ver-

schlechterung der Ergebnisse in den Produkten. Die Zellen wurden zunächst durch die G-

CSF-Gabe negativ beeinflußt, die Fähigkeit, Sauerstoffradikale zu bilden, ließ nach. Durch 

die Apherese schien diese Fähigkeit noch weiter vermindert zu werden, da die Produkte im 

Vergleich zu den Proben nach G-CSF ebenfalls schlechtere Ergebnisse lieferten. Aufgrund 

der hohen Standardabweichungen müssen diese Ergebnisse jedoch vorsichtig interpretiert 

werden. 
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Abb. 17a Oxidativer Burst nach Stimulation mit E.coli: prozentualer Anteil Radikale produ-

zierender Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl; Verdünnung der Proben mit PBS 

 

 

Betrachtete man die Ergebnisse aus Medium-verdünnten Proben nach paarweisem Vergleich, 

so zeigte sich ein anderes Bild (Abbildung 17b). 

Die Granulozyten aus Spendern, die mit G-CSF behandelt worden waren, zeigten im Ver-

gleich mit den Werten vor der Neupogen®-Gabe verbesserte Fähigkeiten, reaktive Sauerstoff-

verbindungen zu bilden (positive Werte). Statistische Signifikanz erreichte jedoch nur das 

Resultat bei Meßwert eins (p = 0,03). 

Dagegen lagen die Zellen aus den Produkten im Vergleich mit Werten der entsprechenden G-

CSF-Gabe im negativen Bereich, waren also schlechter. Von Relevanz waren dabei die statis-

tisch signifikanten Ergebnisse bei Meßwert eins (p = 0,05), zwei (p = 0,02) und vier  

(p = 0,01). 
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Insgesamt gesehen behielten die Zellen ihre Fähigkeit zum oxidativen Burst also nahezu bei, 

da die verbesserten Werte nach Neupogen®-Gabe durch die Verschlechterung in den Produk-

ten wieder aufgehoben wurde. Auch hier fallen die Standardabweichungen sehr groß aus. 
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Abb. 17b Oxidativer Burst nach Stimulation mit E.coli: prozentualer Anteil Radikale produ-

zierender Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl; Verdünnung der Proben mit Medium  

 

 

5.3.2 Stimulation mit f-MLP 

 

Nach Verdünnung mit PBS zeigten die Proben nach G-CSF eine leichte Erhöhung des respira-

torischen Bursts nach Stimulation mit f-MLP (Abbildung 18a). Die Produkte dagegen zeigten 

bis auf Konzentrat Nr. 4 alle ein negatives Ergebnis (Abbildung 18a). D.h., in den Konzentra-

ten produzierten weniger Granulozyten reaktive Sauerstoffspezies als in den Spenderproben 

nach der entsprechenden G-CSF-Gabe. Lediglich die Zellen aus dem vierten Konzentrat gene-

rierten mehr Sauerstoffradikale als die Zellen aus der zugehörigen Probe nach G-CSF-Gabe. 
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Aufgrund der hohen Standardabweichungen ergab nur der Vergleich der zweiten G-CSF-

Gabe mit unstimulierten Spendern eine signifikantes Erhöhung der Radikalproduktion (p = 

0,05). 
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Abb. 18a Oxidativer Burst nach Stimulation mit f-MLP: prozentualer Anteil Radikale produ-

zierender Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl; Verdünnung der Proben mit PBS 

 

 

Verdünnte man die Proben nach G-CSF und die Konzentrate mit Medium, so zeigte sich, dass 

in den Proben nach der ersten G-CSF-Gabe zunächst weniger Zellen Radikale bildeten als in 

den unstimulierten Proben (Abbildung 18b, Meßwert 1, hellgrauer Balken). Ab der zweiten 

Applikation hatte die G-CSF-Gabe aber einen positiven Einfluß auf die Sauerstoffradikalpro-

duktion (Abbildung 18b). Die Produkte waren im Vergleich mit der entsprechenden Neupo-

gen®-Stimulation zunächst etwas besser (Abbildung 18b, Meßwerte 1 und 2, dunkelgraue 

Balken), danach aber schlechter (Abbildung 18b, Meßwerte 3 und 4, dunkelgraue Balken). 

Insgesamt gesehen hatten weder die G-CSF-Gabe noch die Apherese einen statistisch signifi-

kanten Einfluß auf die Fähigkeit der Zellen, Sauerstoffradikale zu bilden.  

 91 



 

 

1 2 3 4
-50
-45
-40
-35
-30
-25
-20
-15
-10
-5
0
5

10
15
20
25
30
35
40
45
50

 Vergleich nach/ vor G-CSF
 Vergleich Produkt/ nach G-CSF

Po
sit

iv
e Z

el
le

n 
[%

]

Messwert

 
 

Abb. 18b Oxidativer Burst nach Stimulation mit f-MLP: prozentualer Anteil Radikale produ-

zierender Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl; Verdünnung der Proben mit Medium 

 

 

5.4 Oberflächenantigene, Aktivierungsmarker 

 

Betrachtete man die Expression von CD16 (Abbildung 19a) auf Granulozyten nach G-CSF-

Applikation im Vergleich mit der Expression vor G-CSF-Gabe, so war erkennbar, dass CD16 

unter G-CSF-Einfluß in den meisten Fällen herunterreguliert wurde. Die Expression dieses 

Markers war aber nur nach der zweiten G-CSF-Gabe signifikant vermindert (p = 0,02). Nach 

der dritten G-CSF-Stimulation konnte ein leichtes Ansteigen dieses Markers auf der Zellober-

fläche detektiert werden (nicht signifikant). Die Bestimmung von CD16 auf den Granulozyten 

der Produkte ergab dagegen eine mittlere bis starke Hochregulation dieses Markers im Ver-
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gleich zur entsprechenden Probe nach G-CSF (Ergebnisse nicht signifikant). Somit hoben sich 

die beiden Effekte nahezu wieder auf . 

CD11a (Abbildung 19b) wurde nach G-CSF-Stimulation der Spender zunächst stark herunter-

reguliert. Diese Resultate waren mit Ausnahme des vierten Meßwerts alle signifikant (Meß-

wert 1: p = 0,002; Meßwert 2: p = 0,02; Meßwert 3: p = 0,5). Im Unterschied dazu stieg die 

Expression dieses Integrins auf der Oberfläche der Granulozyten in den Konzentraten wieder 

stark an. Die vermehrte Expression von CD11a war beim Vergleich der ersten (p = 0,01), 

zweiten (p = 0,03) und dritten (p = 0,04) Produkte mit der zugehörigen G-CSF-Stimulation 

des Spenders statistisch signifikant. 

Das L-Selectin CD62L (Abbildung 19c) konnte auf der Oberfläche der Granulozyten aus 

Spenderblut nach G-CSF-Gabe im Vergleich zum unstimulierten Spender in vermindertem 

Maß detektiert werden. Seine Expression wurde unter G-CSF-Einfluß verringert. Das Ergeb-

nis war aber nur bei Meßwert 1 signifikant (p = 0,01). Auch hier zeigte sich im Produkt das 

umgekehrte Bild: Im Vergleich mit der zugehörigen Probe nach G-CSF-Applikation expri-

mierten mehr Granulozyten aus den Konzentraten diesen Marker auf ihrer Oberfläche. Signi-

fikante Resultate wurden dabei beim Vergleich des ersten Produktes mit der ersten G-CSF-

Gabe (p = 0,01) und beim Vergleich des zweiten Produktes mit der zweiten G-CSF-Gabe (p = 

0,09) ermittelt. 

Auch CD64 (Abbildung 19d) unterlag einem Einfluß von G-CSF-Gabe und Apherese: Auf 

Proben nach Neupogen®-Gabe wurde dieses Antigen zunächst vermindert (Meßwert 1) und 

dann leicht erhöht gemessen (Ergebnisse nicht statistisch signifikant). Meßwert 4 zeigte zwar 

wieder eine Herunterregulation nach G-CSF-Applikation, dieses Ergebnis beruht jedoch auf 

nur einem Wertepaar. In den Produkten stieg die Expression von CD64 im Vergleich zu Zel-

len nach G-CSF weiter an (Signifikanz nur bei Meßwert 1: p = 0,02). 
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Abb. 19: Expression von Oberflächenantigenen: prozentualer Anteil Antigen-positiver Zellen 

an der Gesamt-Granulozytenzahl 

a: Expression CD16 (FcγRIII) 

b: Expression CD11a (Integrin) 

c: Expression CD62L (L-Selectin) 

d: Expression CD64 (FcγRI) 
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5.5 Zytokine  

 

Auch über die statistische Auswertung mittels paarweisem Vergleich konnten nur geringfügi-

ge Veränderungen im Zytokingehalt der Plasmen oder Überstande vor und nach G-CSF-Gabe 

bzw. in den Produkten festgestellt werden (Tabelle 4). 

Damit war weder ein statistisch relevanter Anstieg noch eine statistisch signifikante Vermin-

derung des Zytokingehalts detektierbar. 

 

 

 Zytokin [pg/ml] 

  IL-1β  IL-6  TNFα 

Quelle n MW±SD n MW±SD n MW±SD 

Plasma Meßwert1  7 0,1±1,3 8 0,2±2,1 6 0,8±1,3 

Plasma Meßwert 2 7 0 ±0,3 7 -0,2±1,2 5 1,9±2,5 

Plasma Meßwert 3 4 0,3±0,3 4 -0,7±1,4 3 0,0±0,0 

Plasma Meßwert 4 2 0,4±0,6 4 -1,4±1,5 2 0,0±0,0 

Überstand Meßwert 1 4 -0,5±0,9 4 0,3±1,0 6 3,2±7,8 

Überstand  Meßwert 2 5 0,0±0,0 4 0,1±0,6 5 -0,5±1,1 

Überstand  Meßwert 3 3 0,0±0,0 3 -0,1±0,1 2 0,6±0,8 

Überstand  Meßwert 4 2 0,0±0,0 2 0,1±0,1 3 0±0,1 

 

Tabelle 4: Zytokingehalt in Plasmen, paarweiser Vergleich (Plasma Meßwert 1 entspricht 

Vergleich zwischen Plasma nach erster G-CSF-Gabe und Plasma vor G-CSF-Gabe etc.); Zy-

tokingehalt in Produktüberständen (Überstand Meßwert 1 entspricht Vergleich zwischen Ü-

berstand Konzentrat 1 und Plasma der ersten G-CSF-Gabe etc.) 

 

 

Der Gehalt an IL-8 war in den Plasmen der G-CSF-stimulierten Spender im Vergleich zu dem 

der unstimulierten Spender niedriger (Abbildung 20). In den Überständen der Konzentrate 

war die IL-8-Konzentration im Vergleich zur entsprechenden G-CSF-Gabe erhöht (Abbildung 
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4.7). Lediglich im Fall des vierten Produkts war die Konzentration im Überstand des Produk-

tes niedriger als im Plasma nach der vierten Stimulation. Alle Ergebnisse waren aufgrund der 

hohen Standardabweichungen aber nicht statistisch signifikant.  
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Abb. 20 IL-8-Gehalt in Plasma und Produktüberständen 

 

 

5.6 Stimulus-response-coupling (LTB4-Produktion) 

 

Die Produktion von LTB4 (Abbildung 21) wurde durch die G-CSF-Stimulation nur unwesent-

lich beeinflußt. Im Vergleich mit der unstimulierten Probe zeigten die Proben G-CSF-

stimulierter Spender nur leicht erhöhte (Meßwert 1) oder erniedrigte (Meßwerte 2 und 3) 

LTB4-Werte. Diese Ergebnisse waren nicht signifikant und müssen aufgrund der niedrigen 

Fallzahlen (Meßwert 3: n=1; Meßwert 4: n=0) vorsichtig interpretiert werden. 
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Auch in den Produkten zeigten sich im Vergleich zur Probe nach G-CSF nur geringfügige 

Veränderungen. Die große Abweichung bei Meßwert 4 muß aufgrund der hohen Standardab-

weichung relativiert werden. Auch die Ergebnisse der Produkte waren nicht statistisch signi-

fikant. 
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Abb. 21 Stimulus-response-coupling (LTB4-Produktion) 

 

 

6. Funktionstests bei Empfängern, paarweiser Vergleich 

 

Entsprechend der Angaben unter Punkt 3. Funktionstests bei Empfängern, einfache Auswer-

tung konnten auch hier aufgrund der geringen Granulozytenzahl im Blut der Empfänger keine 

Chemotaxis-Versuche und keine LTB4-Bestimmung durchgeführt werden. Da nicht genügend 

Paare zum Vergleich gebildet werden konnten, mußte die Auswertung der Phagozytose von 

Conidien auf statistischem Wege entfallen.  
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Alle Proben waren auch hier 8 Stunden nach der Transfusion entnommen worden. 

Der paarweise Vergleich wurde für die Patienten folgendermaßen durchgeführt:  

Die Werte für die Patienten wurden mit der entsprechenden Probe des Spenders nach G-CSF 

und dem zugehörigen Konzentrat verglichen. D.h., die erste Transfusion des Patienten mit der 

ersten G-CSF-Stimulation seines Spenders und dem von diesem Spender gewonnenen ersten 

Produkt (Meßwert 1). Die Werte des Spenders nach G-CSF und die Werte der Konzentrate 

wurden dabei von den Ergebnissen aus dem Spenderblut subtrahiert. Die Patienten konnten 

nur mit PBS-verdünnten Spenderproben/ Konzentraten verglichen werden, da bei Medium-

verdünnten Proben aufgrund geringerer Datenfülle keine ausreichende Paarbildung möglich 

war. 

 

6.1 Phagozytose 

 

6.1.1 Phagozytose FITC-markierter E.coli 

 

Verglich man die Werte der Patientenproben mit den Werten der Spender nach der entspre-

chenden G-CSF-Stimulation (Abbildung 22, hellgraue Balken), so konnte man erkennen, dass 

die Ergebnisse in den Patientenproben am Meßwert 1 und 3 schlechter und am Meßpunkt 2 

und 4 besser als die Ergebnisse aus Spenderproben waren. In keinem Fall waren die Ergebnis-

se aber signifikant, weil die Standardabweichungen sehr hoch waren. 

Im Vergleich zu den Konzentraten waren die Ergebnisse aus Patientenproben aber alle besser. 

Dies bedeutet, dass die in den Produkten gemessene verschlechterte Phagozytoseleistung (sie-

he 15a) sich in den Patienten wieder regeneriert hatte. Bis auf den Meßwert drei (drittes Pro-

dukt im Vergleich zur Patientenprobe nach dritter Transfusion) war die Phagozytoseaktivität 

der Granulozyten aus Patientenblut signifikant besser als die der Granulozyten aus PBS-

verdünnten Produkten (Meßwert 1: p = 0,002; Meßwert 2: p = 0,0004; Meßwert 4: p = 0,04). 
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Abb. 22 Phagozytose FITC-markierter E.coli: prozentualer Anteil phagozytierender Zellen an 

der Gesamt-Granulozytenzahl 

 

 

6.2 Oxidativer Burst 

 

6.2.1 Stimulation mit E.coli 

 

Nach Stimulation mit E.coli produzierten in den Patientenproben weniger Zellen reaktive 

Sauerstoffverbindungen als in den Proben, die den Spendern nach G-CSF-Gabe entnommen 

worden waren (Abbildung 23, hellgraue Balken). Im paarweisen Vergleich mit den Produkten 

lagen die Werte der Patienten aber deutlich besser, die Fähigkeit zum oxidativen Burst schien 

hier wieder verbessert zu sein (Abbildung 23, dunkelgraue Balken). In dieser Messreihe er-

reichte nur der Vergleich zwischen Zellen des Patienten nach der ersten Transfusion und dem 

ersten Produkt statistische Signifikanz (p = 0,01). 

Auch hier war der negative Einfluß der Apherese im Patienten also wieder verschwunden.  
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Abb. 23 Oxidativer Burst nach Stimulation mit E.coli: prozentualer Anteil Radikale produzie-

render Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl 

 

 

6.2.2 Stimulation mit f-MLP 

 

Im paarweisen Vergleich mit den stimulierten Spendern und den Produkten zeigten alle Pati-

entenproben eine verminderte Fähigkeit, reaktive Sauerstoffspezies zu bilden (Abbildung 24). 

Damit hoben sich die in den Proben nach G-CSF und z.T. in den Produkten detektierten Ver-

besserungen des f-MLP-induzierten oxidativen Bursts (vgl. Abb. 18a) in den Patienten wieder 

auf. Die detektierte verminderte Radikalbildung der Granulozyten aus Patientenproben war 

aber nur beim Vergleich der vierten Produkte mit Zellen nach der vierten Transfusion statis-

tisch signifikant (p = 0,04). 
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Abb. 24 Oxidativer Burst nach Stimulation mit f-MLP: prozentualer Anteil Radikale produ-

zierender Zellen an der Gesamt-Granulozytenzahl 

 

 

6.3 Oberflächenantigene, Aktivierungsmarker 

 

Die Expression der gemessenen Oberflächenantigene war im Patientenblut meist geringer als 

in Proben nach G-CSF-Gabe oder aus dem Konzentrat (Abbildung 25). Dies galt für fast alle 

Antigene mit zwei Ausnahmen: CD16 wurde nach der dritten Transfusion auf Granulozyten 

des Patienten im Vergleich zum Spender nach der dritten G-CSF-Gabe leicht vermehrt expri-

miert (Abb. 25a, Meßwert 3, hellgrauer Balken). Diese Erhöhung war jedoch nur wenig aus-

geprägt (unter 10%), und das Ergebnis beruht auf einem einzigen Vergleichspaar aus Spender 

und Patient. 

Die zweite Ausnahme bildete die Expression von CD64. Beim Vergleich zwischen der zwei-

ten Transfusion des Patienten und dem zweiten Produkt (Abb. 25d, Meßwert 2, dunkelgrauer 
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Balken) war die Expression des Oberflächenantigens CD64 auf den Granulozyten der Patien-

ten höher als im zweiten Konzentrat. Allerdings war hier die Standardabweichung sehr hoch.  

Die zuvor in den meisten Konzentraten detektierten Erhöhungen der Antigenexpression (Vgl. 

Abb. 19) ging also im Patienten wieder zurück. Die Patientendaten müssen dabei vorsichtig 

interpretiert werden, da z.T. nur ein Vergleichspaar gebildet werden konnte. Für den Ver-

gleich zwischen vierter Stimulation, viertem Produkt und vierter Transfusion konnten keine 

Wertepaare gebildet werden. 
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Abb. 25 Expression von Oberflächenantigenen: prozentualer Anteil Antigen-positiver Zellen 

an der Gesamt-Granulozytenzahl 

 a: Expression CD16 (FcγRIII) 

 b: Expression CD11a (Integrin) 

 c: Expression CD62L (L-Selectin) 

 d: Expression CD64 (FcγRI) 

 103 



7. PCR, GAT, GIFT und MAIGA 

 

7.1 PCR zur Typisierung granulozytärer Antigene 

 

Wie bereits unter Material und Methoden beschrieben, wurden zur Typisierung granulozytärer 

Antigene verschiedene gesunde Spender getestet. Nach der PCR konnte ein Spender bestimmt 

werden, dessen Genotyp homozygot NA2 (Spender A), ein Spender, der homozygot NA1 war 

(Spender B) und zwei Spender, die heterozygot auf NA1 und NA2 waren (Spender C und D). 

Zur Bestimmung der gegen Granulozyten gebildeten Antikörper im Serum der Patienten im 

MAIGA wurden die Granulozyten eines der beiden homozygoten und die Granulozyten eines 

der beiden heterozygoten Spender verwendet. Die Antikörper konnten so nach dem Aus-

schlußverfahren bestimmt werden. 

 

7.2 Granulozyten-Agglutinationstest (GAT) 

 

Der GAT wurde insgesamt 27 mal mit Seren drei verschiedener Patienten und Zellen von fünf 

Spendern durchgeführt. Ein Patient erhielt dabei Konzentrate von drei verschiedenen Spen-

dern. In den 27 Ansätzen ergaben sich dabei lediglich sechs positive Ergebnisse. Die ersten 

beiden positiven Ergebnisse zeigten sich bei der zweiten Transfusion eines Patienten mit dem 

zweiten Produkt eines Spenders. Dort trat die Agglutination bereits nach zwei Stunden auf, 

Serum des Patienten agglutinierte sowohl isolierte Granulozyten des Spenders nach der zwei-

ten G-CSF-Applikation als auch Granulozyten aus dem zweiten Konzentrat.  

Im dritten und vierten Fall konnte eine Agglutination erst nach 12 Stunden beobachtet wer-

den, auch hier trat sie bei der zweiten Transfusion mit dem zweiten Produkt eines Spenders 

auf (Patient nicht mit dem ersten Fall identisch). Wieder war der GAT sowohl mit isolierten 

Zellen aus dem Blut des Spenders nach der zweiten G-CSF-Gabe als auch mit Zellen aus dem 

zweiten Produkt positiv. 

Im fünften und sechsten Fall war der GAT mit Zellen nach der ersten Stimulation des Spen-

ders und dem entsprechenden ersten Produkt positiv und zwar nach 12 Stunden Inkubations-

zeit. Dieser dritte Patient war weder mit dem ersten noch mit dem zweiten identisch.  
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7.3 Granulozyten-Immunfluoreszenz-Test, GIFT 

 

Der GIFT wurde insgesamt 17 mal (drei Patientenseren, fünf Spender) durchgeführt. Es traten 

aber dabei nur zwei positive Fälle auf. Die im GAT positiv gestesteten Proben (siehe Punkt 

7.2) waren unter den untersuchten.  

Der einzige als positiv befundene GIFT trat bei dem unter 7.2 aufgeführten zweiten Fall auf. 

D.h., das Patientenserum, das im GAT sowohl mit Zellen nach der zweiten G-CSF-Gabe als 

auch mit Zellen aus dem zweiten Produkt reagiert hatte, reagierte im Immunfluoreszenztest 

lediglich mit den Granulozyten des Konzentrats. Der Patient erhielt  Zellen von insgesamt 

drei Spendern. Er reagierte mit den Granulozyten des zweiten Spenders, nicht aber mit Zellen 

des ersten oder des dritten Spenders. Die Reaktion war allerdings nur sehr schwach, 3,05% 

der im Durchflußzytometer gezählten Zellen waren positiv. 

Diese Proben wurden später im MAIGA auf den genauen Typ der Antigene untersucht (siehe 

Punkt 7.4). 

 

7.4 Monoclonal-antibody-specific immobilization of granulocyte antigens (MAIGA) 

 

Die Probe, die sowohl im GAT als auch im GIFT positiv getestet worden war, wurde an-

schließend im MAIGA-Test auf den genauen Typ der vorliegenden granulozytären Antigene 

untersucht. 

Dabei wurde das Patientenserum mit Zellen des Spenders A (homozygot NA2) und Zellen des 

Spenders C (heterozygot NA1/NA2) inkubiert. 

Weder mit den Zellen des einen, noch mit den Zellen des anderen Spenders konnte ein Reak-

tion nachgewiesen werde. Auch bei der Wiederholung des Assays konnten keine Granulozy-

ten-spezifischen Antikörper nachgewiesen werden.  
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IV. Diskussion 
 

 

Granulozyten übernehmen im Immunsystem eine wichtige Aufgabe: Sie wandern in einen 

Infektionsherd ein, fressen die Erreger und töten sie ab. Patienten, denen diese Zellen auf-

grund einer z.B. chemotherapeutischen Behandlung fehlen, sind besonders gefährdet, wäh-

rend dieser Phase der Neutropenie an einer bakteriellen oder Pilzinfektion zu erkranken.  

Trotz neuer Entdeckungen und breiter Anwendung der antimikrobiellen Therapie, sterben 

nach wie vor ca. 7% der Patienten mit akuter myeloischer Leukämie während der Behandlung 

aufgrund einer Infektion (The Trial to Reduce Alloimmunization to Platelets Study Group 

1997). Nach einer intensiven Chemotherapie entwickeln 7,6% der Patienten eine Pilzinfekti-

on, wobei die Sterblichkeit bei invasiven Infektionen dieser Art nahezu 100% erreicht (Peters 

et al. 1996).  

Die Idee, die fehlenden Zellen und die damit fehlende Abräumfunktion der Granulozyten 

durch eine Transfusion zu ersetzen, stammt aus den 1970er und 1980er Jahren (Graw et al. 

1972; Higby et al. 1975; Fortuny et al. 1975; Vogler et al. 1977; Alavi et al. 1977; Herzig et 

al. 1977; Winston et al. 1982): Die durchgeführten Studien, die sich mit der prophylaktischen 

und therapeutischen Anwendung der Granulozyten auseinandersetzten, zeigten dabei wech-

selnden Erfolg. Hauptproblem war dabei die meist geringe Zahl an Granulozyten, die von 

gesunden Spendern gewonnen werden konnte. 

Mitte der 1990er Jahre wurde der Granulozyten-koloniestimulierende Faktor G-CSF erstmals 

in rekombinanter Form hergestellt. Filgrastim (rhG-CSF, Neupogen®, Amgen, Thoussand 

Oaks, CA, USA) wird von einem Laborstamm von E.coli produziert, in dessen Genom das 

Gen für den humanen Granulozyten-koloniestimulierenden Faktor eingefügt wurde. Das so 

erzeugte G-CSF ist im Unterschied zum natürlichen G-CSF nicht glykosyliert und trägt am N-

Terminus die Aminosäure Methionin. Die biologischen Eigenschaften unterscheiden sich aber 

nicht vom natürlichen G-CSF (Frampton et al. 1994). Mit dieser Entwicklung besteht nun die 

Möglichkeit, größere Zellzahlen zu gewinnen, indem die Granulozytenspender mit diesem 

Wachstumsfaktor konditioniert werden und große Mengen Granulozyten ins periphere Blut 

ausschütten. Innerhalb weniger Stunden nach Neupogen®-Gabe steigt die Zahl der zirkulie-

renden Granulozyten im Blut deutlich an, Granulozyten werden aus dem Knochenmarkspool 

in den zirkulierenden Pool ausgeschüttet, die Produktion im Knochenmark wird angeregt und 

die Differenzierung der Zellen wird beschleunigt (Price 2000). 
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In dieser Arbeit konnte der Anstieg der Granulozytenzahl im Blut durch Stimulation der 

Spender mit Neupogen® erwartungsgemäß (Hester et al. 1995) gezeigt werden. Nach G-CSF-

Gabe stieg die Zahl der Granulozyten im peripheren Blut der Spender auf 27,5 x 103 Zellen/µl 

an. Mittels Zytapherese konnten so durchschnittlich 5,0 x 1010 Granulozyten pro Granulozy-

tenkonzentrat gesammelt werden.  

Nicht nur die Zahl der applizierten Zellen, sondern selbstverständlich auch deren Funktions-

tüchtigkeit spielen eine entscheidenden Rolle, wenn die Transfusion Erfolg versprechen soll. 

Um Infektionen verhindern oder behandeln zu können, müssen die Zellen ihre besonderen 

Fähigkeiten behalten. Verschiedene Arbeiten beschrieben nur geringfügige Veränderungen 

der Granulozytenfunktionen nach G-CSF-Gabe, wobei die meisten von nur einer einzelnen G-

CSF-Gabe ausgingen (Price 2000; Hübel et al. 2001). Die verschiedenen Funktionen wurden 

meist 24 Stunden nach der G-CSF-Stimulation untersucht, während die Granulozytenspender 

im Allgemeinen erst 8-12 Stunden vor der Apherese eine Injektion erhalten. Die mehrfache 

Applikation von G-CSF und deren Einfluß auf die Funktion der Granulozyten ist bis jetzt nur 

wenig untersucht worden (Hübel et al. 2001). Wurden mehrfach Dosen von G-CSF appliziert, 

so wurde nicht nach jeder Applikation eine Apherese durchgeführt. Untersuchungen, die die 

verschiedenen Funktionen der Zellen nach mehrfacher G-CSF-Applikation, in den Konzentra-

ten und in den Patienten verfolgen, wurden bisher überhaupt noch nicht durchgeführt. Daher 

konzentrierte sich diese Arbeit auf die wichtigsten Funktionen der Granulozyten auf ihrem 

Weg vom unstimulierten Spender über G-CSF-Gabe und Granulozytenkonzentrat bis hin zum 

Patienten, in dem die Zellfunktion erhalten sein muß, um einen therapeutischen Erfolg erzie-

len zu können.  

 

 

1.Granulozytenkonzentrate und klinisches Outcome 

 

1.1 Granulozytenkonzentrate-Zusammensetzung 

 

Nach der Untersuchung der fertigen Präparate zeigten die nach dem Tübinger Protokoll ge-

wonnenen Granulozytenpräparate eine hohe Reinheit (Huestis et al. 1994): Bezogen auf den 

Gesamtgehalt an Leukozyten bestanden die Aphereseprodukte zu 80,4% aus neutrophilen 

Granulozyten. Der Hb-Wert mit 1,7 betonte noch einmal, wie wichtig die blutgruppenkompa-

tible Transfusion der Konzentrate ist, da eine relativ große Menge an Erythrozyten mit über-

tragen werden. Die Beobachtung des Hb-Werts im Produkt ist auch deswegen von großer 
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Wichtigkeit, weil der Spender neben den erwünschten Granulozyten auch rote Blutkörperchen 

verliert. Gleiches gilt auch für die Thrombozyten: Zum einen werden eine gewisse Menge 

Plättchen dem Patienten übertragen (im Durchschnitt 1,2 x 1011 pro Präparat), zum anderen 

verliert der Spender dieselbe Menge. Die gleichzeitige Transfusion der Thrombozyten kann 

für den Empfänger von Nutzen sein, da diese Patienten meist ebenfalls thrombozytopenisch 

sind (Huestis et al. 1994).  

Wie bereits aufgeführt konnten durchschnittlich 5,0 x 1010 Granulozyten pro Präparat gewon-

nen und appliziert werden. Das bedeutet, daß mit der G-CSF-Gabe ein Vielfaches mehr an 

Granulozyten gesammelt werden konnte als in den Jahren zuvor mit unstimulierten Spendern 

(durchschnittlich 0,2-0,8 x 1010 Neutrophile) oder nach Stimulation der Spender mit Gluko-

kortikoiden (durchschnittlich 1,5-2,5 x 1010 Neutrophile). Während durch die Applikation von 

0,2-0,8 x 1010 Zellen nur etwa 0,5% des normalen Körpervorrats (wovon ca. 50% der Zellen 

zirkulieren) an Granulozyten bei einem Erwachsenen ersetzt werden, können mit 5 x 1010 Zel-

len immerhin 2,5%, also die fünffache Menge, ersetzt werden (Young 1983). 

 

1.2 Klinisches Outcome 

 

Die Auswertung der Patientendaten (siehe „Ergebnisse“ Punkt 1.2) ergab eine positive Be-

wertung der Transfusionen: Nur 9 Erwachsene und 5 Kinder starben trotz Transfusion eines 

oder mehrerer Granulozytenkonzentrate an einer Infektion. Bezogen auf die Gesamtzahl an 

Patienten (45 Erwachsene und 15 Kinder), die im Untersuchungszeitraum beobachtet werden 

konnten, sind dies lediglich 23,3% (20,0% der Erwachsenen und 33,3% der Kinder), die kei-

nen Nutzen von der Granulozytentransfusion davontrugen. 

Bei keinem der Empfänger wurden unerwünschte pulmonale Reaktionen festgestellt.  

Diese Daten belegen den positiven Effekt der zusätzlich zur bestmöglichen antimikrobiellen 

Therapie durchgeführten Granulozytenapplikation. Trotz modernster Antibiotika und Anti-

mykotika kann die zusätzliche Gabe von Spendergranulozyten also offensichtlich die Abwehr 

von Infektionen im Patienten unterstützen. Diese Ergebnisse korrespondieren mit einigen be-

reits veröffentlichen Studien, widersprechen aber anderen, die Granulozytentransfusionen 

keinen zusätzlichen Nutzen zur Antibiotika- und Antimykotikatherapie zusprachen (Vamva-

kas et al. 1996). Viele der Studien, die keinen Nutzen detektieren konnten, waren aber nicht in 

der Lage, adäquate Zellzahlen zu applizieren, da die Möglichkeit, die Spender mit G-CSF zu 

stimulieren, noch nicht gegeben war. 
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2. Funktionstests in Spendern und in Konzentraten 

 

Zum besseren Vergleich sollen die beiden Verfahren, nach denen die verschiedenen Funkti-

onstests ausgewertet wurden (siehe Kapitel „Ergebnisse“), gemeinsam diskutiert werden. Im 

folgenden werden also sowohl die einfache als auch die statistische Auswertung für jede ein-

zelne untersuchte Funktion der Granulozyten besprochen werden. 

 

2.1 Chemotaxis 

 

Weder die Konditionierung der Spender mit G-CSF noch die Gewinnung der Zellen per 

Apherese beeinflußten die chemotaktischen Eigenschaften der Granulozyten in statistisch 

signifikanter Weise. Die im Agarosegel-Assay ermittelte Wanderstrecke und die im Boyden-

Kammer-Assay bestimmte Anzahl gewanderter Zellen wurden nicht signifikant durch die in-

vivo-Gabe von Neupogen® oder die Zytapherese verändert. Diese Ergebnisse zeigten sich 

sowohl in der einfachen als auch in der statistischen Auswertung.  

Im Fall der Agarosegele lagen die Wanderstrecken nach G-CSF-Gabe bei einfacher Auswer-

tung im Bereich der Wanderstrecken unstimulierter Spender, die Produkte lagen z.T. sogar 

leicht darüber, mindestens aber im vergleichbaren Rahmen (vgl. Abb. 1a). Beim paarweisen 

Vergleich zeigten die Zellen nach G-CSF eine leicht verminderte Wanderstrecke, die Produk-

te lagen mit einer Ausnahme (Produkte 3) aber wieder bei längeren Wanderstrecken als die 

Zellen nach G-CSF (vgl. Abb. 14a). Alle Standardabweichungen waren aber sehr hoch.  

Insgesamt betrachtet konnte kein Einfluß, weder der G-CSF-Gabe noch der Apherese, auf die 

Wanderung im Agarosegel detektiert werden. Die in den Graphiken und im Text beschriebe-

nen leichten Abweichungen nach oben und/oder unten sind auf interindividuelle Schwankun-

gen zwischen den einzelnen Spendern und auf die Meßgenauigkeit im Gelsystem zurückzu-

führen: Beispielsweise bietet die visuelle Auswertung unter dem Mikroskop Fehlerquellen, 

die sich in der Schwankungsbreite der Ergebnisse niederschlagen. 

Die Anzahl der gewanderten Zellen, wie sie im Boydenkammer-Assay getestet wurde, war 

nach einfacher Auswertung durch die G-CSF-Gabe unbeeinflußt (vgl. Abb. 1b). In den Pro-

dukten war die Zahl der Zellen leicht vermindert, die Ergebnisse aber nicht statistisch signifi-

kant. Ein leichter Einfluß von Neupogen® und Apherese schien sich abzuzeichnen, da die 

Zahl wandernder Zellen von der ersten zur dritten G-CSF-Gabe und vom ersten zum dritten 

Produkt hin abnahm. Allerdings war dieser Effekt sowohl bei der vierten G-CSF-Gabe als 

auch beim vierten Produkt wieder hinfällig. Nach statistischer Auswertung zeigte die G-CSF-
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Applikation wenig bis gar keinen Einfluß (vgl. Abb. 14b), lediglich die zweite Gabe schien 

die Zahl der wandernden Zellen negativ zu beeinflussen. Allerdings war hier die Standardab-

weichung sehr hoch, wodurch dieses Ergebnis in Frage gestellt wurde. Auch die Produkte 

waren im Vergleich zur entsprechenden Stimulation der Spender in dieser Funktion etwas 

eingeschränkt. Die Ergebnisse der Boydenkammer zeigten damit einen leichten Abfall der 

chemotaktischen Funktion der Zellen nach der Apherese. Zu beachten galt aber dabei, daß die 

Standardabweichungen auch in diesem Versuch hoch waren, es also zu großen interindividu-

ellen Schwankungen kam. Aber auch der Versuchsaufbau kann einige dieser Schwankungen 

erklären: Trotz Vorbehandlung der Filter ist es beispielsweise möglich, daß gewanderte Zel-

len an der Filterunterseite adhärieren und sich so der Auswertung „entziehen“. Unvollständige 

Lyse und Übertragung eventuell an den Kammern haftender Zellen auf die Mikrotiterplatte 

können die Ergebnisse ebenfalls beeinflussen. 

Chemotaxis, untersucht als Wanderung unter Agarose und als Wanderung durch Filterporen, 

blieb im Rahmen dieser Arbeit sowohl durch die G-CSF-Gabe als auch durch die Apherese 

unbeeinflußt. Es konnten weder positive Einflüsse, also eine Steigerung der Wanderstrecke 

oder eine vermehrte Zahl wandernder Zellen, noch entsprechende negative Einflüsse detek-

tiert werden. Diese Ergebnisse widersprechen teilweise bereits veröffentlichten Arbeiten (Hö-

glund et al. 1997): 

Während Höglund et al. 1997 zeigten, daß die in-vivo-Applikation von G-CSF die chemotak-

tischen Eigenschaften der Granulozyten verminderte (gemessen als Wanderung in der Boy-

denkammer), konnte die vorliegende Arbeit nachweisen, daß die Zellen ihre Fähigkeit zur 

Chemotaxis beibehielten. Wichtig war hierbei, daß Höglund und Mitarbeiter die Zellen nur 

aus Spendervollblut isoliert untersuchten, Aphereseprodukte waren in die Versuchsreihe nicht 

eingeschlossen. Außerdem untersuchte die Arbeitsgruppe die Zellfunktion erst 24 Stunden 

nach der G-CSF-Gabe. Proben, auf deren Messung die vorliegenden Ergebnisse beruhen, 

wurden aber bereits 8-12 Stunden nach Neupogen®-Gabe entnommen, da dies dem Zeitpunkt 

direkt vor der Apherese entsprach.  

Im Gegensatz zu Veröffentlichungen von Katoh et al. (Katoh et al. 1995), die bei Leukaphere-

sezellen eine erhöhte chemotaktische Wanderung feststellten, wurde im Rahmen dieser Arbeit 

kein Einfluß der Apherese auf die Chemotaxis detektiert. 
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2.2 Phagozytose 

 

2.2.1 Phagozytose FITC-markierter E.coli 

 

Die nach Stimulation und aus Produkten gewonnenen Proben, in denen die Phagozytose-

leistung der enthaltenen Granulozyten ermittelt wurde, mußten wie beschrieben zur Messung 

verdünnt werden. Die erste Versuchsreihe wurde mit PBS-verdünnten Proben durchgeführt.  

Nach einfacher Auswertung konnte dabei kein Einfluß der G-CSF-Stimulation auf die Phago-

zytose von E.coli nachgewiesen werden (vgl. Abb. 2a). Weder die einzelne Gabe einer Neu-

pogen®-Dosis (Meßpunkt 1), noch die wiederholte Applikation von G-CSF (Meßpunkte 2 bis 

4) zeigten einen signifikanten Einfluß auf die Phagozytose der Granulozyten. Großen Einfluß 

schien dagegen die Aphereseprozedur zu haben: Granulozyten aus den Konzentraten, deren 

Fähigkeit zur Phagozytose getestet wurde, zeigten eine signifikant schlechtere Leistung als 

Granulozyten der entsprechenden G-CSF-Stimulation. 

Im paarweisen Vergleich ergab sich ein ähnliches Bild: Nach G-CSF-Gabe zeigten die Granu-

lozyten aus Vollblut stimulierter Spender gegenüber den Zellen unstimulierter Spender eine 

leicht verminderte Phagozytoseleistung. Eine Ausnahme bildete lediglich der Meßpunkt 3, 

dort waren die Zellen aus den stimulierten Spendern besser als die unstimulierter Spender. 

Die großen Standardabweichungen sind hier ebenfalls von Bedeutung, sie relativieren die 

Aussagekraft dieser Beobachtung. Auch im paarweisen Vergleich zeigte sich aber die deutlich 

schlechtere Leistung der Granulozyten aus den Konzentraten: Im Vergleich zu den Zellen der 

entsprechenden Neupogen®-Gabe zeigten diese eine verminderte Phagozytoseleistung. Insge-

samt schien sich damit die Phagozytose über G-CSF-Gabe und Apherese kontinuierlich zu 

verringern. 

Die Ergebnisse deuteten an, daß die Zellen in den Produkten nur noch sehr begrenzt zur Pha-

gozytose fähig waren und damit einen geringeren Nutzen für den Patienten haben würden.  

Da bereits hinreichend bekannt ist, daß zur Aktivierung der Phagozyten verschiedene Elemen-

te des Serums notwendig sind (Janeway et al. 1997), lag die Vermutung nahe, daß durch die 

Verdünnung der Zellen in der Probe ein Mangel an solchen Faktoren herrschte. Im Serum 

sind Komplementfaktoren enthalten, die in den Blutkreislauf eingetretene Pathogene opsoni-

sieren, indem sie an diese Erreger binden. Die so beladenen Pathogene werden von den pha-

gozytierenden Zellen erkannt und über die Komplementfaktoren an entsprechenden Rezepto-

ren auf der Phagozytenoberfläche gebunden (Janeway et al. 1997). Durch den Verdünnungs-

schritt bestand nun die Gefahr, daß in der Umgebung der Zellen zu wenige dieser Faktoren 
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vorhanden waren, die Pathogene, hier die FITC-E.coli, nicht erkannt und die Granulozyten 

nicht zur Phagozytose angeregt wurden.  

Um diese Fehlerquelle zu eliminieren, wurden in einer zweiten Versuchsreihe die Zellen nach 

G-CSF-Stimulation und die Zellen aus den Konzentraten mit Medium (RPMI 1640, HEPES-

gepuffert, mit 10% AB-Serum) verdünnt. 

Die Proben G-CSF-stimulierter Spender zeigten nach dieser Veränderung des Versuchsauf-

baus eine leicht verbesserte Phagozytoseleistung im Vergleich zu Granulozyten unstimulierter 

Spender (nicht signifikant). Dies bestätigte sowohl die einfache Auswertung als auch der 

paarweisen Vergleich (vgl. Abb. 2b und Abb. 15b). Damit zeichnete sich eine völlig andere 

Tendenz ab, nämlich ein positiver Einfluß der in-vivo-Applikation von Neupogen® auf die 

Phagozytose der Granulozyten. Außerdem wurde damit der vermutete Einfluß des Verdün-

nungsmediums belegt.  

Die Bedeutung des Verdünnungsmediums ließ sich bei der Auswertung der Proben aus den 

Granulozytenkonzentraten noch klarer darstellen: Die Granulozyten aus den Produkten zeig-

ten zwar sowohl in der einfachen Auswertung (vgl. Abb. 2b) als auch im paarweisen Ver-

gleich (vgl. Abb. 15b) eine etwas schlechtere Leistung als die Zellen der entsprechenden G-

CSF-Gabe, dieser Funktionsverlust war aber weitaus geringer ausgeprägt als nach der Ver-

dünnung der Proben mit PBS. Wenn auch die Proben aus den Produkten wieder zu einem 

geringeren Prozentsatz phagozytierten als die Proben der stimulierten Spender, so waren diese 

Ergebnisse dennoch mit denen der Granulozyten vor G-CSF-Gabe vergleichbar (vgl. Abb. 

2b). Der positive Effekt der Neupogen®-Stimulation wurde demnach wieder aufgehoben und 

die Zellen fielen auf ihr ursprüngliches Leistungsniveau zurück. Der paarweise Vergleich 

ergab insgesamt keine negative Beeinflussung der Phagozytose FITC-markierter E.coli durch 

G-CSF-Stimulation oder Apherese (vgl. Abb. 15b).  

Die zweite Versuchsreihe demonstrierte nachdrücklich, daß die zunächst schlechte Phagozy-

toseleistung der Leukapheresezellen merklich durch die Verdünnung mit PBS beeinflußt wor-

den war. Damit konnte zwar ein leicht negativer Einfluß der Apherese nicht widerlegt werden, 

deutlich wurde aber auch, daß dieser Einfluß nicht signifikant war, und die Zellen eine zur 

Ausgangssituation vor G-CSF-Gabe vergleichbare Leistung beibehielten.  

Die Stimulation der Spender mit Neupogen® in vivo konnte die Leistung der Zellen verbes-

sern. Dies war zuvor schon demonstriert worden (Dale et al. 1995; Liles et al. 1997). Die Ar-

beitsgruppe um Höglund wies 1997 in einer Studie ebenfalls nach, daß die in-vivo-

Applikation von G-CSF die Phagozytose von Latexpartikeln verbesserte (Höglund et al. 

1997). Die Messung der Phagozytose-Eigenschaften wurde dabei aber erst 24 Stunden nach 
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G-CSF-Gabe durchgeführt. Die Arbeitsgruppe Schafer berichtete im Jahr 2000 (Schafer et al. 

2000) ebenfalls vom positiven Effekt der in-vivo-Applikation von G-CSF auf verschiedene 

Funktionen der Neutrophilen. In ihren Untersuchungen an Patienten, die sich einer Oesopha-

gektomie hatten unterziehen müssen, zeigten sie, daß die perioperative G-CSF Behandlung 

die Phagozytose um den Faktor 1,2 steigerte. Im Unterschied zu den Tests, die im Rahmen 

der hier vorliegenden Arbeit durchgeführt wurden, waren in der Arbeit von Schafer et al. aber 

Patienten Gegenstand der Untersuchungen, die Phagozytose wurde zwei Tage vor der Opera-

tion und jeweils zwei und zehn Tage danach gemessen. 

Andere Arbeitsgruppen berichteten, daß auch die in-vitro-Applikation von G-CSF die Phago-

zytoseleistung von Granulozyten erhöhen und Phagozytosedefekte bei HIV-Patienten und 

Knochenmarkempfängern rückgängig machen kann (Pitrak 1997). Rolando et al. (Rolando et 

al. 2000) demonstrierten in jüngerer Zeit, daß die in–vitro-Inkubation von Granulozyten mit 

G-CSF eine verminderte Fähigkeit zur Phagozytose wiederherstellen konnte. Sie untersuchten 

dazu Patienten mit akutem Leberversagen, die mit G-CSF behandelt wurden. 

Damit wiesen verschiedenste Arbeitsgruppen einen positiven Einfluß von G-CSF auf die Pha-

gozytose von Granulozyten nach. Die vorliegende Dissertation bestätigte diese Untersuchun-

gen. Sie bewies, daß Neupogen® genutzt werden kann, um die Zahl der Granulozyten im pe-

ripheren Blut der Spender zu erhöhen, ohne daß die Zellen ihre Fähigkeit zur Phagozytose 

einbüßen. 

Leukapheresezellen zeigten im Vergleich zu Zellen aus Vollblut nach G-CSF-Gabe eine 

schlechtere Phagozytoseleistung. Dies ließ zunächst darauf schließen, daß die Zellen durch 

den „Streß“, dem sie während der Apherese ausgesetzt waren, geschädigt wurden. Dieser Ein-

fluß erwies sich allerdings als nicht statistisch signifikant. In der einfachen Auswertung wurde 

deutlich, daß die Zellen lediglich auf das Niveau der unstimulierten Spender zurückfallen. 

Dies bedeutete, daß sie insgesamt in ihrer Leistung keine nennenswerte Beeinflussung 

erfuhren. Die leichten Einbußen gegenüber Zellen stimulierter Spender konnten auf verschie-

dene Ursachen zurückgeführt werden: Zum einen wurden die Zellen im Konzentrat, wenn 

auch nur kurzfristig, in einem Medium gelagert, das dem natürlichen in keiner Weise ent-

sprach. Das Medium, das die Granulozyten der Produkte umgab, bestand zum großen Teil aus 

Hydroxyethylstärke (HES), die dem Spender zur Sedimentationsbeschleunigung infundiert 

wurde, aus Zitrat-Lösung, die zur Antikoagulation benötigt wurde und aus Plasmabestandtei-

len des Spenders. Alle diese Bestandteile waren entweder als Umgebung der Granulozyten 

gänzlich unnatürlich oder ihre Konzentration war stark verändert. Zum anderen liegen die 

Zellen in den Präparaten in sehr hoher Konzentration und Dichte vor, wodurch sie ebenfalls in 
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Streß geraten. Auch die Adhäsion an Plastikbestandteile der Beutel kann eine gewisse Rolle 

spielen. Sicher beeinflußt auch die Tatsache, daß die Proben aus den Präparaten noch stärker 

verdünnt werden mußten als die Proben aus Vollblut nach Stimulation, die Ergebnisse aus der 

Leukapheresezellen. Diese Verdünnung war aber nötig, um ein ausgewogenes Verhältnis zwi-

schen den im Kit enthaltenen FITC-E.coli und den Granulozyten und die genaue Zählung der 

Zellen im Durchflußzytometer zu gewährleisten. Die Tatsache, daß der verwendete Testkit 

ursprünglich für Vollblutproben konzipiert worden war, sollte ebenfalls nicht außer Acht ge-

lassen werden, sie könnte zusätzlich zu den leicht veränderten Ergebnissen in den Konzentra-

ten beigetragen haben. 

 

2.2.2 Phagozytose FITC-markierter Conidien von Aspergillus fumigatus 

 

Nach den Erkenntnissen aus den ersten Versuchen mit FITC-E.coli wurden die Proben in die-

ser Versuchsreihe nur mit Medium (RPMI 1640, HEPES-gepuffert, 10% FCS) verdünnt. Die 

Conidien selbst waren nach Arbeitsanweisung des Herstellers (PKH2 Cell Linker Kit, Sigma, 

München) ebenfalls in diesem Medium markiert und gelagert worden.  

Die einfache Auswertung der Ergebnisse zeigte im Fall der Conidien eine leichte Verbesse-

rung der Phagozytose nach G-CSF-Gabe (vgl. Abb. 3). Zellen aus Aphereseprodukten lagen 

im Vergleich mit Zellen vor und nach Neupogen®-Applikation etwa bei Werten, die mit Zel-

len stimulierter Spender vergleichbar waren. 

Nach paarweisem Vergleich konnte ebenso eine leichte Verbesserung der Phagozytose nach 

G-CSF detektiert werden. Zellen aus den Produkten waren z.T. etwas besser als die entspre-

chende Messung nach G-CSF (Meßpunkte 1 und 4; vgl. Abb. 16), z.T. etwas schlechter 

(Meßpunkt 2; vgl. Abb. 16). Da aber die Standardabweichungen sehr hoch waren, waren diese 

Ergebnisse statistisch nicht aussagekräftig. 

Damit verbesserte die G-CSF-Gabe auch die Phagozytose von Aspergillus-Conidien, Granu-

lozyten aus Aphereseprodukten zeigten keine oder nur sehr geringe Funktionsverluste gegen-

über Zellen aus Vollblut nach Neupogen®.  

Bei dieser Versuchsanordnung sind einige kritische Punkte bedeutsam, die bei der Diskussion 

der Ergebnisse nicht unberücksichtigt bleiben dürfen. Die in diesem Ansatz verwendeten Co-

nidien wurden sowohl im eigenen Labor angezüchtet als auch markiert. Damit erklären sich 

die relativ geringen Ausbeuten nach der Markierung. Aus der geringen Zahl an Conidien folg-

te, daß nicht nur die Proben nach G-CSF und aus Konzentraten, sondern auch die Proben un-

stimulierter Spender verdünnt werden mußten. Proben nach G-CSF und aus den Präparaten 
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bedurften entsprechend ihrer hohen Zellzahl einer noch stärkeren Verdünnung als dies in den 

Versuchen mit FITC-E.coli notwendig war, um für eine ausgewogenes Verhältnis zwischen 

Leukozyten und Bakterien zu sorgen. 

Aufgrund der nach Verdünnung der Proben resultierenden geringen Zellzahlen war die Mes-

sung im Durchflußzytometer auf 1000 Zellen pro Ansatz begrenzt. Die Anzahl der untersuch-

ten Proben insgesamt war aus technischen Gründen beschränkt. Alle diese Probleme erklären, 

warum in dieser Versuchsreihe insgesamt nur geringe Phagozytoseraten erzielt werden konn-

ten. Vermutlich beeinflußte die Verwendung eines Vollbluttests und die Tatsache, daß im 

eigenen Labor gezüchtete und markierte Conidien benutzt wurden, die nicht zu den Bestand-

teilen des Testkits gehörten, diese Ergebnisse zusätzlich. 

Die vorliegenden Beobachtungen deckten sich mit denen, die die Arbeitsgruppe Liles 1997 

(Liles et al. 1997) veröffentlicht hatte: Auch dort steigerte die in-vivo-Applikation von G-CSF 

die Aktivität neutrophiler Granulozyten gegen Aspergillus fumigatus und Rhizopus arrhizus, 

das Killing von Candida albicans blieb unbeeinflußt. Auch in-vitro war dieser Effekt bereits 

beschrieben worden (Gaviria et al. 2001): Gaviria et al. beobachteten 2001, daß die in-vitro-

Inkubation von Neutrophilen mit G-CSF die Aktivität der Zellen gegen Fusarium solani ver-

besserte. Im Rahmen dieser Dissertation konnte auf funktioneller Ebene bewiesen werden, 

daß die Granulozyten nach in-vivo-G-CSF-Konditionierung der Spender und nach Apherese 

gegenüber Conidien von Aspergillus fumigatus eine sehr gute phagozytotische Aktivität besa-

ßen. 

 

2.3 Oxidativer Burst 

 

2.3.1 nach Stimulation mit E.coli 

 

Die Versuchsreihe mit E.coli bestand wie beim Phagozytosetest mit FITC-E.coli aus zwei 

Teilen: Im ersten Teil wurden die Proben nach G-CSF und aus den Produkten ebenfalls mit 

PBS verdünnt, im zweiten Teil erfolgte die Verdünnung mit Medium (RPMI 1640, HEPES-

gepuffert, 10% AB-Serum). E.coli dienten in dieser Versuchsreihe als partikulärer Stimulus, 

d.h., sie repräsentierten bakterielle Erreger, die im Patienten Phagozyten zur Bildung reaktiver 

Sauerstoffverbindungen anregten. 

Die einfache Auswertung der PBS-verdünnten Proben zeigte lediglich nach der vierten G-

CSF-Applikation einen Einfluß der Spender-Konditionierung (vgl. Abb. 4a). Nach der vierten 

G-CSF-Gabe war der oxidative Burst im Vergleich zu Werten vor G-CSF signifikant vermin-
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dert. Wichtig ist in diesem Zusammenhang, daß dieser Wert auf der Untersuchung an nur vier 

Spendern basiert. Die Aphereseprodukte zeigten im Gegensatz dazu eine durchgängig signifi-

kante Verminderung der Burstaktivität im Vergleich zu unstimulierten Spendern, und die 

Produkte eins bis drei lagen auch signifikant unter dem Wert der entsprechenden Neupogen®-

Stimulation. Das vierte Produkt (vgl. Abb. 4a) lag im Wertebereich der übrigen Präparate, da 

hier die Ergebnisse der G-CSF-Stimulation aber bereits deutlich vermindert waren, ergab die-

ser Wert im Vergleich zur zugehörigen G-CSF-Gabe keine statistische Signifikanz.  

Im paarweisen Vergleich konnte dieses Bild weiter verdeutlich werden (vgl. Abb. 17a): Die 

Proben nach G-CSF-Gabe wiesen nur einen leichten bis gar keinen Rückgang der Burstaktivi-

tät (Meßpunkte 1 bis 3) auf. Klar erkennbar war hier die Ausnahme nach der vierten G-CSF-

Gabe, nach der die Zellen deutlich weniger reaktive Sauerstoffverbindungen produzierten. 

Die Konzentrate lagen in ihrer Aktivität mit Ausnahme des vierten Präparates noch deutlich 

unterhalb der entsprechenden G-CSF-Stimulation, was eine weitere Verschlechterung dieser 

Funktion bedeutete.  

Wie schon für den Fall der Phagozytosemessungen diskutiert, lag auch hier die Vermutung 

nahe, daß die Verdünnung mit PBS einen wesentlichen Einfluß auf die Meßergebnisse ge-

nommen hatte. Die Phagozyten müssen zur Generierung der toxischen Metaboliten, die im 

Zuge des respiratorischen Bursts gebildet werden, aktiviert werden. Die Herstellung dieser 

Metaboliten verlangt deshalb eine Aktivierung der Phagozyten, weil sie durch die Bindung 

von aggregierten Antikörpern an die Fcγ-Rezeptoren induziert wird (Janeway et al. 1997). 

Zusätzlich stellen die Bestandteile des Komplementsystems starke Aktivatoren für Phagozy-

ten dar. Diese Punkte ließen auch in dieser Versuchsreihe den Schluß zu, daß das fehlende 

Serum in den verdünnten Proben die Ergebnisse zusätzlich negativ beeinflußte. 

Diese Annahme wurde nach Auswertung der Medium-verdünnten Proben bestätigt: In der 

einfachen Auswertung wurde deutlich, daß die Granulozyten aus Proben nach G-CSF sogar 

eine höhere Burstaktivität zeigten als die Zellen unstimulierter Spender (vgl. Abb. 4b). Dieser 

Effekt hielt über alle vier G-CSF-Gaben an, die den Spendern maximal injiziert wurden. Die 

Apherese ließ den oxidativen Burst im Vergleich dazu wieder leicht zurückgehen (vgl. Abb. 

4b), die Granulozyten zeigten aber eine mit den Zellen vor G-CSF-Gabe vergleichbare Bur-

staktivität. Lediglich das vierte Produkt war signifikant schlechter als die Zellen aus der vier-

ten G-CSF-Stimulation. 

Im paarweisen Vergleich ließen sich diese Ergebnisse noch offensichtlicher darstellen (vgl. 

Abb. 17b): Alle nach G-CSF-Gabe gemessenen Proben zeigten im Vergleich mit der unstimu-

lierten Probe eine erhöhte Tendenz, Sauerstoffradikale zu bilden. Die Produkte lagen dann 
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wieder unter dem Niveau der entsprechenden Neupogen®-Stimulation. Besonders im paarwei-

sen Vergleich traten allerdings sehr hohe Standardabweichungen auf.  

Damit war beim oxidativen Burst nach Stimulation mit E.coli belegt, daß die Neupogen®-

Stimulation der Spender keinen negativen, sondern einen leicht positiven Einfluß auf die 

Funktion der Zellen hatte. Die Theorie, daß G-CSF die Burstaktivität nach Stimulation mit 

einem zweiten Agonisten steigern kann, wurde bereits an anderer Stelle untersucht und bestä-

tigt (Dale et al. 1995). In-vitro-Studien konnten schon in früherer Zeit den Einfluß von G-CSF 

auf den respiratorischen Burst belegen (Pitrak 1997), die Effekte variierten dabei aber mit den 

unterschiedlichen Inkubationsbedingungen. Auch in-vivo war G-CSF in der Lage, die 

Burstaktivität von Granulozyten zu steigern (Schafer et al. 2000): Schafer et al. beobachteten 

dies im Jahr 2000 in ihrer Studie an Patienten nach Oesophagektomie, die vor und bis zu sie-

ben Tage nach dem Eingriff mit G-CSF behandelt worden waren. Die Funktion der Zellen 

wurde vor G-CSF-Gabe und zwei und zehn Tage danach bestimmt. 

In der vorliegenden Arbeit hatte auch die wiederholte Stimulation eines Spenders, hier bis zu 

viermal, keinen negativen Einfluß auf den durch E.coli ausgelösten respiratorischen Burst. 

Die Untersuchung der Granulozytenpräparate ergab eine leichte Verminderung der Burstakti-

vität nach der Leukapherese, was ebenfalls bereits an anderer Stelle beobachtet worden war 

(Dale et al. 1998): Dale et al. untersuchten 1998 Zellen von Spendern, die mit Dexamethason 

und G-CSF konditioniert worden waren und sich 12 Stunden nach dieser Stimulation einer 

Apherese unterzogen. Dabei stellten sie fest, daß die Zellen aus Konzentraten stets eine 

schwächere Antwort auf verschiedene Stimuli des oxidativen Bursts zeigten als die nach G-

CSF/Dexamethason-Stimulation getesteten Zellen. Dennoch behielten auch die Leukaphere-

sezellen die Fähigkeit bei, signifikante Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies zu bilden. Dale 

et al. benutzten zur Stimulation des respiratorischen Bursts allerdings keinen partikulären 

Stimulus, sondern PMA, f-MLP, TNF-α oder LPS. 

Der an dieser Stelle detektierte, leicht verminderte respiratorische Burst nach der Apherese 

muß aber nicht nachteilig für die Funktion der Zellen sein, da die Granulozyten aus den Kon-

zentraten zwar schlechter waren als Zellen der stimulierten Spender. Sie erreichten aber Wer-

te, die mit den Ergebnissen unstimulierter Spender vergleichbar waren. Auch in dieser Test-

reihe spielen sehr wahrscheinlich die kurzzeitige Lagerung der Präparate in einem für sie 

fremden Medium und die Verdünnung der Proben, auch mit Medium, eine gewisse Rolle. 

Wie bereits unter Punkt 2. Phagozytose erläutet, entsprach die Lösung, in der die Granulo-

zyten nach der Apherese aufgefangen wurden, nicht dem normalen zellumgebenden Medium. 

Die Verdünnung der Proben war aus den gleichen Gründen wie beim Phagotest unumgänglich 
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und beeinflußte die Ergebnisse vermutlich ebenfalls, da auch der Bursttest als Vollblut-Test 

konzipiert ist. 

 

2.3.2 nach Stimulation mit f-MLP 

 

Auch zur Stimulation des respiratorischen Bursts mittels f-MLP wurden die Proben zunächst 

mit PBS, anschließend mit Medium (RPMI 1640, HEPES-gepuffert, 10% AB-Serum) ver-

dünnt. 

F-MLP (N-formyl-leucyl-phenylalanin) ist ein chemotaktisches Peptid, das von Bakterien 

gebildet wird. Dieses Peptid aktiviert neutrophile Granulozyten direkt über einen rezeptorab-

hängigen Mechanismus und dient als schwacher Stimulus für den oxidativen Burst (Allen et 

al. 1997). 

PBS-verdünnte Proben zeigten in der einfachen Auswertung nach G-CSF-Gabe im Vergleich 

zur Probe eines unstimulierten Spenders eine erhöhte Radikalproduktion (vgl. Abb. 5a). Eine 

Ausnahme bildete die vierte G-CSF-Gabe, nach der die Produktion reaktiver Sauerstoffspe-

zies vermindert war. Der ansteigende Effekt war aber von der ersten bis zur dritten Stimulati-

on sichtbar. In den entsprechenden Konzentraten produzierten mehr Zellen Sauerstoffradikale 

als in unstimulierten Proben und den Proben nach G-CSF. 

Im paarweisen Vergleich ist ebenfalls die erhöhte Burstaktivität der Granulozyten stimulierter 

Spender zu erkennen (vgl. Abb. 18a). Die Produkte wiesen hier bis zum dritten Konzentrat 

allenfalls eine leichte Funktionsverschlechterung auf, das vierte Produkt lag deutlich über den 

Werten der vierten Neupogen®-Stimulation.  

Die einfache Auswertung Medium-verdünnter Proben ergab folgendes Bild: In Proben nach 

Neupogen®-Gabe produzierten mehr Granulozyten Sauerstoffradikale als die Zellen der un-

stimulierten Spender. Dieser Effekt nahm von der ersten bis zur vierten Stimulation zu. Die 

Konzentrate lagen etwas unterhalb der Werte stimulierter Spender (vgl. Abb. 5b). Im paarwei-

sen Vergleich (vgl. Abb. 18a) konnte die leicht positive Tendenz der Proben nach G-CSF ge-

nauso dargestellt werden. Die Konzentrate schnitten hier zunächst etwas schlechter, im vier-

ten Produkt aber besser ab als die Proben stimulierter Spender. 

Damit belegten die Untersuchungen auch für den oxidativen Burst nach Stimulation mit f-

MLP, daß weder die Konditionierung der Spender noch die Apherese negativen Einfluß auf 

die Funktion der Zellen nahmen. Die Erhöhung der Burstaktivität als Antwort auf die 

Stimulation mit f-MLP wurde auch in der Arbeit von Murea et al. beschrieben (Murea et al. 

1996): Granulozyten in-vivo-G-CSF-behandelter Patienten hatten im Vergleich zu Gra-

nulozyten unstimulierter Testpersonen einen deutlich höheren oxidativen Burst. Die vorlie-
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unstimulierter Testpersonen einen deutlich höheren oxidativen Burst. Die vorliegende Arbeit 

konnte in diesem Zusammenhang nachweisen, daß der G-CSF-Effekt über mehrere Neupo-

gen®-Gaben anhielt, im Unterschied zur Arbeit von Murea et al. waren die Testpersonen die 

Granulozytenspender und nicht die Patienten.  

In-vitro-G-CSF-Effekte auf Granulozyten beschrieben im Jahr 2000 Rolando et al. (Rolando 

et al. 2000): Auch in deren Untersuchungen steigerte G-CSF die Produktion von Superoxid-

anionen und H2O2 in Granulozyten von Patienten mit akutem Leberversagen.  

Auch der Rückgang der Funktion der Apheresezellen wurde zuvor schon an anderer Stelle 

beobachtet (Dale et al. 1998): Dale und Mitarbeiter stellten im Jahr 1998 in ihren Untersu-

chungen (Stimulation der Spender mit G-CSF und Dexamethason plus Apherese nach 12 

Stunden) fest, daß die Leukapheresezellen eine schwächere Antwort auf verschiedene Stimuli 

des oxidativen Bursts, darunter auch f-MLP, zeigten als die nach Stimulation getesteten Zel-

len. 

Der leichte Rückgang der Aktivität in den Konzentraten, der in der vorliegenden Arbeit detek-

tiert wurde, muß wie auch im Fall der E-coli-Stimulation keinen negativen Effekt auf die Zell-

funktion haben, da die Werte meist über den Werten unstimulierter Spender lagen. Medium, 

Verdünnung und die Verwendung eines Vollbluttests können hier wie bei den Versuchen mit 

E.coli als Einflußgrößen angenommen werden. Als eventuelle Ursache der verstärkten Ant-

wort der Zellen nach G-CSF-Behandlung der Spender könnte eine Hochregulation des f-

MLP-Rezeptors diskutiert werden. Diese Möglichkeit müßte aber durch weitergehende 

Untersuchungen bestätigt werden. 

 

2.4 Oberflächenantigene, Aktivierungsmarker 

 

Die Expression verschiedener Oberflächenantigene steht im Zusammenhang mit der Aktivie-

rung der Granulozyten und nimmt Einfluß auf ihre Funktion (Stroncek et al. 1998). Die Sti-

mulation mit G-CSF beeinflußt die Expression dieser Marker und kann somit deren Funktion 

verändern. So ist beispielsweise das vermehrte Erscheinen von Adhäsionsproteinen (CD11a 

und CD62L) auf der Oberfläche der Granulozyten ein Zeichen dafür, daß die Neutrophilen 

durch die Bindung chemotaktischer Stimuli aktiviert wurden (Stahl 1997). Die Hochregulati-

on der Adhäsionsproteine stellt einen zentralen Schritt für die Leukozytenwanderung zum 

Infektionsherd dar (Stahl 1997). Zur Bindung der Antikörper, mit denen die in den Organis-

mus eingedrungenen Erreger beladen werden, werden ebenfalls verschiedene Oberflächenan-
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tigene benötigt (CD16, CD64). Damit spielt auch deren Regulation eine wichtige Rolle bei 

der Abwehr der verschiedensten Pathogene. 

Die einfache Auswertung der Versuche zur Expression der Oberflächenantigene CD16, 

CD11a, CD62L und CD64 ließ eine Herunterregulation sämtlicher Marker nach der G-CSF-

Stimulation der Spender (vgl. Abb. 6) erkennen. Besonders auffällig war dies im Fall der An-

tigene CD11a und CD62L, der beiden Adhäsionsproteine, da diese auf Granulozyten unstimu-

lierter Spender zu einem hohen Prozentsatz exprimiert wurden. Die Herunterregulation von 

CD16 und CD62L nach G-CSF-Gabe ist eine bereits weit verbreitete Erkenntnis (Klein et al. 

1997), auch die Downregulation von CD11a nach G-CSF wurde bereits an anderer Stelle be-

schrieben (Stroncek et al. 1998). Im Gegensatz zu früheren Berichten (Liles et al. 1994; Dale 

et al. 1995; Stroncek et al. 1998; Dale et al. 1998) konnte in der vorliegenden Arbeit aller-

dings kein Anstieg der Expression von CD64 festgestellt werden.  

Im paarweisen Vergleich (vgl. Abb. 19) ergab sich das gleiche Resultat: In nahezu allen Fäl-

len wurden die Marker nach Neupogen®-Gabe herunterreguliert, wiederum besonders deutlich 

sichtbar bei der Untersuchung von CD11a und CD62L. Die extreme Herunterregulation dieser 

beiden Marker beim Vergleich der vierten G-CSF-Gabe mit unstimulierten Spendern (Meß-

punkt 4) muß vorsichtig interpretiert werden, da das Ergebnis auf jeweils nur einem Werte-

paar basiert. 

Die Ergebnisse aus den Konzentraten ließen in der einfachen Auswertung erkennen, daß 

sämtliche Marker wieder hochreguliert wurden (vgl. Abb. 6). Die Expression der Oberflä-

chenmarker in den Produkten stieg dabei im Fall von CD11a und CD62L wieder auf das Ni-

veau der Granulozyten unstimulierter Spender an. Im Fall von CD16 und CD64 konnte zum 

Teil sogar ein Anstieg der Marker beobachtet werden, der die Ergebnisse auf Neutrophilen 

unstimulierter Spender übertraf.  

Im paarweisen Vergleich der Konzentrate mit den Werten der korrespondierenden G-CSF-

Stimulation konnte dieser Anstieg ebenfalls bestätigt werden (vgl. Abb. 19). 

In der Vergangenheit vertraten verschiedene Forscher die Meinung, daß Zellen G-CSF-

stimulierter Spender aufgrund der Herunterregulation der Rezeptoren CD11a und CD62L 

weniger stark an Endothelzellen adhärieren könnten und daher die Gefahr geringer sei, daß im 

Patienten gefährliche pulmonale Reaktionen auftreten (Stroncek et al. 1998). Durch die 

Downregulation dieser beiden Marker wären sowohl Rolling und Adhäsion als auch die feste-

re Anhaftung der Granulozyten ans Endothel, also wichtige Schritte zur Wanderung der Zel-

len, vermindert (siehe auch Einleitung Teil 2.3). Die hier vorgelegten Ergebnisse widerspra-

chen dieser Theorie, da die dem Patienten transfundierten Granulozyten aus den Konzentraten 
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die Marker wieder hochreguliert hatten. Dies dürfte aber keine erhöhte Gefahr für den Patien-

ten darstellen, da die Werte lediglich auf das Niveau unstimulierter, gesunder Spender, also 

quasi auf „Normalwerte“ anstiegen. Für den Spender selbst könnte die Herunterregulation 

nach G-CSF allerdings von Vorteil sein, da auch in seinem Organismus die Zellen weniger 

adhärent sind.  

Die Herunterregulation der Oberflächenantigene CD16 und CD64, die beide mit unterschied-

licher Avidität IgG binden, nach G-CSF bedeutete für die Zellen, daß sie weniger Immunglo-

buline und damit beladene Keime binden konnten. Aber auch hier exprimierten Apheresezel-

len beide Marker wieder so stark wie Zellen unstimulierter Spender, z.T. übertrafen sie diese 

Werte sogar. Damit erreicht die Bindungskapazität der Granulozyten aus den Produkten eben-

falls wieder Normalniveau. 

Die vorliegenden Untersuchungen belegten, daß die Zellen durch in-vivo-G-CSF-Gabe die 

wichtigen Oberflächenantigene CD16, CD11a, CD62L und CD64 herunterregulierten. Durch 

die Apherese erfuhren die Zellen eine Aktivierung, die mit einer wieder vermehrten Antigen-

expression einherging. Die Hochregulation überstieg aber nur zum Teil die Werte, die von 

unstimulierten Spendern vorgelegt worden waren.  

 

2.5 Zytokine 

 

In dieser Versuchsreihe wurden verschiedene Zytokine, die im Zuge einer Entzündungsreak-

tion gebildet werden, analysiert. Ziel war es dabei, festzustellen, ob mit dem Konzentrat große 

Mengen dieser Zytokine an den Patienten weitergegeben werden, die für diesen eine Gefahr 

darstellen könnten. Dies war von Bedeutung, da große Mengen an IL-1β und IL-6 in Throm-

bozytenkonzentraten gefunden worden waren, die Leukozyten enthielten (Heddle et al. 1994; 

British Committee for Standards in Hematology 1998). Diese Zytokine wurden mit fieberhaf-

ten Transfusionsreaktionen in Zusammenhang gebracht. Die Reaktionen auf die Thrombozy-

tenkonzentrate korrelierten mit dem IL-6- und IL-1β-Gehalt im Plasma, das in den Konzentra-

ten enthalten war. Die Konzentration an diesen beiden Zytokinen nahm mit der Lagerdauer zu 

und korrelierte ihrerseits mit der in den Thrombozytenkonzentraten enthaltenen Menge an 

Leukozyten. 

Für die Fragestellung der vorliegenden Dissertation war zusätzlich von Interesse, ob und 

wenn ja inwieweit die Zellen durch G-CSF und/oder Apherese zur Zytokinproduktion ange-

regt werden. Dazu wurden die Zytokine IL-1β, IL-6, IL-8 und TNF-α im Plasma der Spender 

vor und nach G-CSF-Stimulation sowie im Produkt untersucht. Aufgrund dieser Versuchsan-

 121 



ordnung war es möglich, daß die gemessenen Zytokine auch aus anderen im Vollblut bzw. 

dem Konzentrat enthaltenen Zellen stammen konnten. 

Weder in den Plasmen der Spender vor und nach G-CSF noch in den Produktüberständen 

waren nennenswerte Mengen an IL-1β, IL-6 oder TNF-α nachweisbar (vgl. Ergebnisteil, Ta-

bellen 3 und 4). Sowohl die einfache als auch die Auswertung mittels paarweisem Vergleich 

kamen zu demselben Ergebnis. Die gemessenen Zytokine sind durch künstliche Infektion 

oder LPS induzierbar und können danach in bis zu mehreren tausend Pikogramm detektiert 

werden (Neumeister et al. 1998). Mit der vorliegenden Arbeit wurde deutlich, daß weder die 

Neupogen®-Gabe noch die Apherese die Zellen zur Produktion dieser Zytokine anregten.  

Ein etwas anderes Bild zeigte sich nach der Auswertung der IL-8-Bestimmung in den Plas-

men und den Produkten: Während in den Plasmen der Spender nach G-CSF-Gabe nahezu die 

gleichen Mengen an IL-8 detektiert wurden wie in Plasmen unstimulierter Spender, lagen in 

den Produktüberständen erhöhte IL-8-Konzentrationen vor (vgl. einfache Auswertung Abb. 

7). 

Im paarweisen Vergleich wurde dieses Ergebnis noch deutlicher (vgl. Abb. 20): Proben nach 

G-CSF enthielten etwa gleich viel oder etwas weniger IL-8 als Proben der unstimulierten 

Spender. Verglich man dagegen die Produkte mit den entsprechenden Plasmen nach G-CSF-

Gabe, so wurden dort erhöhte IL-8-Mengen gemessen. Dieses Ergebnis ließ darauf schließen, 

daß die Granulozyten durch die Apherese aktiviert wurden und mit der Produktion von IL-8 

begannen. Die erhöhten IL-8-Konzentrationen konnten aber auch darin begründet liegen, daß 

im Konzentrat sehr viele Granulozyten pro Volumeneinheit enthalten waren. Zum einen ver-

setzte dies die Zellen in „Streß“. Zum anderen war damit die Zellkonzentration im Präparat so 

hoch, daß pro Volumeneinheit sehr viele, sehr dicht gepackte Zellen vorhanden waren, die IL-

8 bilden konnten. 

Letztendlich war aber auch die IL-8-Konzentration in den Aphereseprodukten nicht hoch ge-

nug, um fieberhafte Reaktionen beim Patienten auslösen zu können. Erreger, die den Orga-

nismus befallen, sind in der Lage, die IL-8-Produktion um ein vielfaches ansteigen zu lassen 

(Engel et al. 1994; Neumeister et al. 1998). Die in dieser Arbeit detektierten Mengen lagen 

aber weit unter diesen Konzentrationen. 

Mit der Transfusion der Präparate wurden also keine für den Patienten gefährlichen Mengen 

an Zytokinen übertragen. Damit waren und sind für die Zukunft keine durch Zytokine ausge-

lösten fieberhaften Transfusionsreaktionen zu erwarten. 
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2.6 Stimulus-Response-Coupling (LTB4-Produktion)  

 

LTB4 ist ein wichtiger Mediator der Granulozytenfunktion. Wie bereits beschrieben (siehe 

Einleitung, Punkt 2.4) werden Granulozyten durch infektiöse Agentien zur LTB4-Produktion 

angeregt. Dies lockt andere Zellen an und stimuliert deren verschiedenen Funktionen (Jane-

way et al. 1997). Damit zählt LTB4 zu den wichtigsten intrazellulären Mediatoren der chemo-

taktischen Signal-Amplifikation (Lane et al. 1988). 

Nach G-CSF-Gabe konnte keine vermehrte LTB4-Produktion gemessen werden (vgl. einfa-

che Auswertung, Abb. 8). Die Zellen aus den Konzentraten zeigten einen leichten, aber nicht 

signifikanten Rückgang der LTB4-Produktion. Im paarweisen Vergleich (vgl. Abb. 21) war 

deutlich erkennbar, daß die Produktion dieses Mediators weder durch die Neupogen®-

Stimulation der Spender noch durch die Apherese nennenswert beeinflußt worden war. Die 

großen Abweichungen im vierten Produkt, die sowohl in der einfachen als auch in der Aus-

wertung über den paarweisen Vergleich auffielen, lassen aufgrund der geringen Fallzahlen 

und der Standardabweichungen nur eine vorsichtige Interpretation zu.  

Damit wies diese Arbeit nach, daß die Fähigkeit der Granulozyten zum Stimulus-Response-

Coupling weder durch G-CSF noch durch Leukapherese signifikant beeinflußt wurde. Zum 

einen ließ sich damit feststellen, daß die Zellen hinsichtlich dieser Funktion keinen Schaden 

erlitten. Zum anderen widersprach dieses Ergebnis aber verschiedenen anderen Arbeitsgrup-

pen, die ebenfalls LTB4-Produktion unter G-CSF-Einfluß untersucht hatten: G-CSF konnte in 

einer Versuchsreihe von Hensler et al. die Calcium-Ionophor induzierte LTB4-Prduktion deut-

lich erhöhen (Hensler et al. 1994). In einer anderen Arbeit steigerte die tägliche G-CSF-

Behandlung HIV-infizierter Patienten (300 µg über 5 Tage) die reduzierte Fähigkeit der Zel-

len, LTB4 zu generieren (Coffey et al. 1998). Mit diesem Ergebnis korrelierte die Verbesse-

rung der fungistatischen Wirkung der Zellen auf Cryptococcus neoformans, einem typischen 

opportunistischen Erreger bei HIV-infizierten Patienten. Das abweichende Ergebnis in der 

hier vorliegenden Arbeit lässt vermuten, daß die Regulation der LTB4-Produktion in den ge-

sunden Granulozytenspendern auf anderem Wege abläuft als in den infizierten Patienten, in 

deren Granulozyten die LTB4-Synthese krankheitsbedingt um ein vierfaches reduziert ist.  

Die Tatsache, daß die Ergebnisse der Präparate mit Zellen vor und nach G-CSF-Gabe ver-

gleichbar waren, bewies, daß die Zellen auch in dieser Funktion weder durch G-CSF-Gabe 

noch durch Apherese einen Schaden erlitten. 
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3. Funktionstests bei Empfängern 

 

Ziel der Granulozytentransfusion war stets die Therapie der Neutropenie oder die Infektions-

prophylaxe beim Patienten. Damit mußten die Funktionen der Zellen nicht nur über die Sti-

mulation der Spender und die Apherese hinweg, sondern vorrangig und vor allem im Patien-

ten erhalten sein. Um sicherzugehen, daß die Funktionstüchtigkeit der Zellen, wie sie über 

den Gewinnungsprozeß bestätigt werden konnte, auch im Patienten gewährleistet war, wurden 

den Patienten acht Stunden nach der Transfusion Blutproben entnommen. In diesen Proben 

wurden ebenfalls Funktionstests an den Granulozyten durchgeführt. Da die Patienten auf-

grund ihres Krankheitsbildes und der Indikation zur Granulozytentransfusion (siehe Material 

und Methoden, Kap. Studiendesign) nur sehr wenige Granulozyten im Blut aufwiesen, konn-

ten nicht alle Funktionstests durchgeführt werden. Alle diejenigen Untersuchungen, die die 

Isolation größerer Mengen an Neutrophilen erforderten (Chemotaxis-Assays, LTB4-

Bestimmung), wurden daher mit Patientenproben nicht unternommen. Ebenfalls unterlassen 

wurden Tests zum Zytokingehalt der Patientenplasmen, da sie keinen Beitrag zur Fragestel-

lung liefern konnten. Die Patienten, die beispielweise Infektionen entwickelt hatten, produ-

zierten aus diesem Grund bereits Zytokine, so daß auf einen Einfluß der Transfusionen kei-

nerlei Rückschlüsse möglich gewesen wären. 

Aufgrund der besseren Übersicht sollten auch hier die einfache und die Auswertung mittels 

paarweisem Vergleich gemeinsam diskutiert werden. 

Die Patientenproben wurden immer unverdünnt gemessen, eine Verdünnung war aufgrund 

des geringen Zellgehalts nicht notwendig. 

Bei der Messung der Patientenproben wurde angenommen, daß die getesteten Zellen alle 

Granulozyten aus der Transfusion waren. Aufgrund der zu hohen Belastung, die eine solche 

Untersuchung für die Patienten mit sich gezogen hätte, konnten die zu transfundierenden Zel-

len nicht markiert werden, um ihre Herkunft eindeutig zu belegen. Da aber die Patienten nur 

sehr wenige bis gar keine eigenen Granulozyten produzierten und im Blut aufwiesen (vgl. 

Material und Methoden, Kap. Studiendesign, Indikationen für Granulozytentransfusion), war 

die vereinfachte Annahme, alle gemessenen Zellen sind transfundierte Zellen, legitim. Die 

Granulozytenzahl im Blut der Patienten stieg von unter 50 Zellen/µl auf durchschnittlich 420 

Granulozyten/µl (Range 220-3440) nach der Transfusion an. 

Die Diskussion der Ergebnisse aus den Patientenproben basiert auf dem Vergleich der Patien-

tenergebnisse mit Ergebnissen aus Spenderproben und Konzentraten. Bei der einfachen Aus-

wertung können die Daten der Patienten sowohl mit den PBS- als auch mit den Medium-
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verdünnten Spenderproben und Konzentraten verglichen werden. Dazu wird im Text auf die 

entsprechenden Graphiken hingewiesen.  

Beim paarweisen Vergleich der Patienten mit den Werten aus Spendern und Konzentraten 

konnte nur auf die PBS-verdünnten Proben zurückgegriffen werden, da nur für diese die Da-

tenmenge zur Paarbildung ausreichend war.  

 

3.1 Phagozytose 

 

3.1.1 Phagozytose FITC-markierter E.coli 

 

Nachdem die Phagozytose weder durch G-CSF noch durch die Apherese negativ beeinflußt 

worden war, bestätigte sich die Funktionstüchtigkeit der Zellen in den Patientenproben. Nach 

einfacher Auswertung konnte gezeigt werden, daß die Zellen in den Proben von Patienten 

ebensogut die FITC-E.coli phagozytierten wie die Zellen konditionierter Spender und die 

Konzentrate (Medium-verdünnte Spenderproben und Konzentrate: vgl. Abb. 9 und Abb. 2b). 

Der Anteil an Zellen, der FITC-E.coli phagozytierte, betrug bei den Patienten zwischen 45 

und 60%. Damit lagen die Zellen in den Patientenproben im einfachen Vergleich über den 

Werten unstimulierter Spender (ca. 40%), waren mit den Werten stimulierter Spender ver-

gleichbar (um 60%) und erzielten meist höhere Werte als die Produkte (ca. 20 bis 50%). 

Im einfachen Vergleich der Patientenwerte mit PBS-verdünnten Proben lagen die Ergebnisse 

der Patienten auf vergleichbarem Niveau wie die Ergebnisse der G-CSF-behandelten Spender 

(vgl. Abb. 9 und Abb. 2a). Sie schnitten also etwas schlechter als die unbehandelten Spender 

ab (ca. 70%), es phagozytierten aber deutlich mehr Granulozyten aus den Patientenproben als 

aus den Konzentraten. 

Im paarweisen Vergleich der Patientenwerte mit den Spendern nach G-CSF (PBS-

Verdünnung) und den Konzentraten (PBS-Verdünnung) zeigte sich noch deutlicher, daß die 

volle Funktionstüchtigkeit der Zellen erhalten blieb (vgl. Abb. 22): 

Die Werte, die mittels Granulozyten aus Patientenproben nach Transfusion ermittelt wurden, 

waren mit Ausnahme des Meßpunktes 3 immer gleichauf mit oder höher als die Werte der G-

CSF-stimulierten Spender. In allen Fällen war der Anteil der phagozytierenden Zellen in den 

Patientenproben deutlich größer als dies bei den PBS-verdünnten Konzentraten der Fall war. 

Diese Ergebnisse dokumentierten den Erhalt der vollen Funktionstüchtigkeit der transfundier-

ten Zellen. Die Tatsache, daß die Phagozytosefähigkeit der Granulozyten im Patienten im 

Vergleich zu den Konzentraten wieder regeneriert schien, bestätigte die Annahme, daß so-
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wohl die Verdünnung der Proben als auch die Lagerung im Beutel sowie das für eine Voll-

blutprobe konzipierte Testsystem Einfluß auf die Ergebnisse in den Konzentraten hatte.  

Die Granulozyten, die übertragen wurden, waren in der Lage, eventuell vorhandene Krank-

heitskeime zu phagozytieren. Sie konnten also eine sehr wichtige Funktion in der Abwehr von 

Pathogenen wahrnehmen, die dem Patienten aufgrund seines neutropenischen Zustandes fehl-

te. Damit macht die Applikation der Zellen zur Bekämpfung der Infektionen im Patienten 

Sinn. 

 

3.1.2 Phagozytose FITC-markierter Conidien von Aspergillus fumigatus 

 

Wie bereits im Ergebnisteil erläutert, konnte die Phagozytose der Conidien aufgrund der Da-

tenlage nicht mittels paarweisem Vergleich erfolgen.  

Verglich man die Resultate der Patienten mit den Ergebnissen der Spender und der Konzent-

rate in der einfachen Auswertung, so waren folgende Schlußfolgerungen möglich:  

Die Granulozyten, die den Patienten übertragen worden waren, phagozytierten die Conidien 

in ähnlichem Maß wie Zellen stimulierter Spender und Zellen aus den Konzentraten (vgl. 

Abb. 10 und Abb. 3). Damit war die Anzahl der phagozytierenden Zellen in Proben der Pati-

enten höher als in den Proben der unstimulierten Spender. Die detektierte Steigerung der Zahl 

phagozytierender Zellen nach G-CSF und in den Konzentraten ließ sich also in den Patienten 

bestätigen. Auch in dieser Funktion hatten die Zellen damit keinerlei Verluste erlitten. Bei der 

Beurteilung der Ergebnisse war allerdings die geringe Datenmenge, vor allem nach der zwei-

ten und dritten Transfusion zu beachten, dort stammen die Werte von jeweils nur einem Pati-

enten. 

 

3.2 Oxidativer Burst 

 

3.2.1 Stimulation mit E.coli 

Die Ergebnisse der Versuche zum oxidativen Burst nach Stimulation mit E.coli lieferten eben-

falls Beweise für die Funktionstüchtigkeit der applizierten Zellen: 

Verglich man in der einfachen Auswertung Proben der Patienten mit PBS-verdünnten Spen-

derproben und Konzentraten, so war erkennbar, daß die Granulozyten aus den Patienten an-

fangs Werte lieferten, die mit den Proben nach G-CSF vergleichbar waren (vgl. Abb. 11 und 

4a). Von der ersten zur vierten Transfusion nahm die Anzahl der Zellen, die Sauerstoffradi-

kale bildeten, aber leicht ab und blieb dann unter den Werten der Proben nach Neupogen®- 
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Gabe. Die Ergebnisse lagen aber stets über denjenigen, die in den Konzentraten ermittelt wor-

den waren. Im Vergleich mit Medium-verdünnten Proben (vgl. Abb. 11 und Abb. 4b) zeigten 

die Granulozyten aus den Patientenproben eine deutlich geringere Radikalproduktion. Auch 

die Produkte lagen nach Medium-Verdünnung über den Werten der Patienten. 

Im paarweisen Vergleich wurden diese Beobachtungen bestätigt (vgl. Abb. 23): In den Patien-

tenproben produzierten weniger Granulozyten Radikale als in den (PBS-verdünnten) Proben 

der stimulierten Spender, während die PBS-verdünnten Konzentrate schlechtere Ergebnisse 

lieferten. 

Interessant war in dieser Auswertung auch die scheinbar fortschreitende Abnahme der Funk-

tion von der ersten zur vierten Transfusion: nach der vierten Granulozytentransfusion lieferten 

die Patientenproben nur noch Werte, die im paarweisen Vergleich kaum noch über denen der 

Produkte lagen (vgl. Abb. 23). Auch in der einfachen Auswertung der Patientenproben ließ 

sich dieser Verlauf feststellen (vgl. Abb. 11). Offen blieb dabei die Frage nach der Ursache. 

Möglich war zum einen, daß die Granulozyten nach der mehrfachen Stimulation der Spender 

leicht zu Schaden kommen. Dem widersprachen jedoch die Untersuchungen nach G-CSF-

Gabe und in den Konzentraten (vgl. Abb. 4a und b), die lediglich der PBS-Verdünnung, nicht 

aber der G-CSF-Stimulation oder der Apherese einen Einfluß auf die Zellfunktion zuspra-

chen.  

Zum anderen müssen die relativ hohen Standardabweichungen beachtet werden, die die Aus-

sagekraft dieser Beobachtung relativieren. 

 

3.2.2 Stimulation mit f-MLP 

 

Nach Stimulation mit f-MLP produzierten nur wenige Zellen aus Patientenproben reaktive 

Sauerstoffverbindungen (einfache Auswertung, vgl. Abb. 12). Die Ergebnisse lagen dabei 

zwischen 0 und 5%, dies war mit den Werten der unstimulierten Spender vergleichbar (vgl. 

Abb. 5a und b). Die Werte der Patienten lagen damit unter denjenigen, die Granulozyten nach 

G-CSF oder Granulozyten aus Konzentraten erreichten, unabhängig von der Probenverdün-

nung. Damit wurde der positive Effekt, den G-CSF auf die Granulozyten hatte, wieder aufge-

hoben. Es ließen sich so zwar weniger Zellen zum respiratorischen Burst anregen als in Spen-

derproben nach G-CSF oder Konzentraten, dennoch bedeutete dies keinen völligen Funkti-

onsverlust, da die Werte immer noch mit Ergebnissen unstimulierter Spender vergleichbar 

waren. 
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Die bereits in der Auswertung der Spender- und Konzentratproben erwähnte Regulation der 

Rezeptordichte konnte auch hier relevant sein. Es besteht die Möglichkeit, daß die zuvor 

hochregulierten f-MLP-Rezeptoren wieder auf normales Maß herunterreguliert wurden. Dies 

bliebe aber durch weitere Untersuchungen zu bestätigen. 

 

3.3. Oberflächenantigene, Aktivierungsmarker 

 

In der einfachen Auswertung der Oberflächenantigene bei Patientenproben zeigte sich, daß 

alle vier untersuchten Marker im Vergleich zur bei Produkten detektierten Expression wieder 

auf sehr viel niedrigere Werte zurückgingen (vgl. Abb. 13 und Abb. 6a bis d). Das bedeutet, 

die deutliche Hochregulation der verschiedenen Adhäsions- und IgG-Bindeproteine auf Gra-

nulozyten der Konzentrate wurde wieder normalisiert. Zum Teil lagen die Werte aus den Pati-

entenproben sogar unter denjenigen, die auf Granulozyten stimulierter Spender gemessen 

wurden. Das wiederum heißt, daß die Ergebnisse noch weiter unter die bereits herunterregu-

lierten Werte der Granulozyten nach G-CSF absanken.  

Eindrucksvoll erkennbar wurden diese Beobachtungen in der Auswertung über den paarwei-

sen Vergleich (vgl. Abb. 25): Im Vergleich der Patientenwerte mit der entsprechenden G-

CSF-Stimulation des Spenders zeigten sich z.T. deutliche Herunterregulationen der einzelnen 

Marker, obwohl schon die G-CSF-Stimulation in den Spendern eine solche Herunterregulati-

on verursacht hatte. Noch gravierender waren die Unterschiede im paarweisen Vergleich mit 

den Produkten: Da die Granulozyten aus den Konzentraten, wie bereits beschrieben, die Ober-

flächenantigene stark hochreguliert hatten, fiel die Abweichung der Patientendaten hier be-

sonders stark aus. 

Bei der Diskussion der Ergebnisse bleibt aber zu beachten, daß besonders für den paarweisen 

Vergleich nur eine kleine Datenmenge vorlag, die zur Auswertung herangezogen werden 

konnte. 

Die in den Patienten ermittelten Werte lassen verschiedene Punkte zur Diskussion zu: Wie 

bereits angesprochen, wurde in früheren Arbeiten die Theorie vertreten, die Herunterregulati-

on der Marker nach G-CSF-Gabe könnte für den Patienten von Nutzen sein, da die Zellen 

eventuell weniger stark an das Endothel adhärieren (Stroncek et al. 1998). Die Ergebnisse, die 

die Auswertung der Produkte ergeben hatte, widersprachen dieser Theorie, da die Zellen in 

den Konzentraten diese Oberflächenantigene stark hochreguliert hatten (siehe oben). Damit 

schienen die Apheresezellen durch den Prozeß der Gewinnung aktiviert zu sein. Dennoch 

ließen die Ergebnisse nicht den Schluß zu, daß die Zellen für den Patienten eine Gefahr dar-
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stellten, denn die Antigene wurden nur auf das Maß der unstimulierten Zellen hochreguliert. 

Nach den Messungen an transfundierten Zellen, die dem Patienten entnommen worden waren, 

zeigte sich nun eine erneute Herunterregulation dieser Werte auf ein Maß, das am ehesten mit 

Zellen der konditionierten Spender vergleichbar war. Damit war die Theorie, daß diese Ver-

minderung der Markerexpression die Empfänger schützen könnte, wieder gegeben. Für diese 

Theorie sprächen dabei nicht nur die im Empfänger detektierten Ergebnisse, sondern auch die 

Tatsache, daß in keinem der Patienten, deren Daten in diese Arbeit einflossen, unerwünschte 

pulmonale Nebenwirkungen beobachtet werden konnten. Trotz der Herunteregulation der 

IgG-Bindungsproteine (CD16 und CD64) konnte aber auch nachgewiesen werden, daß Pha-

gozytose und oxidativer Burst nach der Transfusion normal funktionierten. 

 

 

4. PCR, GAT, GIFT und MAIGA 

 

4.1 PCR zur Typisierung granulozytärer Antigene 

 

Die Polymerase-Kettenreaktion stellt eine bereits weit verbreitete Methode zur Amplifizie-

rung bestimmter DNA-Abschnitte dar. Die in dieser Arbeit angewendete Methode wurde als 

bewährtes Testsystem übernommen (mit freundlicher Unterstützung der Arbeitsgruppe Bux, 

Institut für klinische Immunologie und Transfusionsmedizin der Universität Gießen).  

Mit der PCR bestand die Möglichkeit, schnell ein Screening an gesunden Spendern durchzu-

führen, um typisierte Granulozyten für die Bestimmung eventuell im Patientenserum vorhan-

dener Antikörper zu erhalten. 

So ließen sich einfach und schnell mehrere freiwillige gesunde Spender identifizieren, die als 

Vergleichspersonen in Frage kamen. Im MAIGA (siehe Abschnitte unten und „Material und 

Methoden“) wurden dabei immer Zellen eines heterozygoten Spenders (NA1/NA2) und eines 

homozygoten Spenders (NA1/NA1 oder NA2/NA2) verwendet, um granulozytäre Antikörper 

im Patientenserum zu identifizieren. Reagierte das Patientenserum im MAIGA mit Granulo-

zyten beider Spender, so mußten beide Arten Antikörper im Serum vorliegen, reagierte der 

Patient mit nur einem der Spender, konnte per Ausschlußverfahren der entsprechende Anti-

körper identifiziert werden.  

 

 129 



4.2 Granulozyten-Agglutinationstest (GAT) 

 

Im Agglutinationstest wurden die Granulozyten der Spender und der resultierenden Konzent-

rate mit Serum der Spender inkubiert. Lagen im Patientenserum Antikörper vor, die sich ge-

gen die Granulozyten des Spenders und/oder des Konzentrates richteten, so kam es zur Ag-

glutination, die Zellen und die Antikörper verklumpten. Wie bereits unter „Material und Me-

thoden“ erwähnt, sprach der GAT aber auch an, wenn im Patientenserum HLA-Antikörper 

gegen Zellen der Spender vorlagen. Um dies zu berücksichtigen, wurde gleichzeitig ein 

Lymphocytotoxizitätstest (LCT) durchgeführt. Dieser Test wurde von Mitarbeitern der Ar-

beitsgruppe von Frau PD Dr. Wernet durchgeführt und fiel in allen Fällen negativ aus. 

Der GAT wurde durchgeführt, um zunächst grundsätzlich abzuklären, ob im Serum der Pati-

enten Antikörper vorlagen, die mit den Spenderzellen reagieren. Da solch eine Reaktion mit 

der Expression des entsprechenden Antigens auf der Zelloberfläche zusammenhängt, wurden 

nicht nur die isolierten Granulozyten des Spenders vor und nach der Neupogen®-Gabe, son-

dern auch die Leukapheresezellen gegen das Patientenserum getestet. Nicht nur die G-CSF-

Stimulation der Spender, sondern auch die Apherese können, wie bereits im Fall der Aktivie-

rungsmarker bewiesen (siehe oben), die Expression der Antigene auf der Zelloberfläche be-

einflussen.  

Insgesamt wurde der GAT 27 mal durchgeführt. Untersucht wurden Seren von drei verschie-

denen Patienten und Zellen von sechs unterschiedlichen Spendern. Ein Patient erhielt Granu-

lozyten von drei Spendern.  

Insgesamt konnten nur 3 einzelne Fälle von Crossreaktivität des Patientenserums mit Granu-

lozyten im GAT detektiert werden. Dabei reagierten die Seren aller untersuchten Patienten 

(n=3) einmal. Der Patient, der von drei Spendern Zellen erhielt, reagierte mit nur einem Spen-

der. Da alle auf HLA-Antikörper getesteten Seren im LCT negativ reagierten, lag die Vermu-

tung nahe, daß hier granulozytäre Antikörper gebildet worden waren. Für die Bildung von 

Antikörpern sprach ebenfalls die Tatsache, daß die Reaktion in zwei Fällen erst vor der 

zweiten Transfusion zu sehen war, der Körper des Patienten also genug Zeit zur Verfügung 

hatte, um Antikörper zu bilden. Im dritten Fall trat die Agglutination allerdings bereits vor der 

ersten Transfusion auf. Bei diesem Patienten handelte es sich um eine Frau, die eventuell bei 

vorangegangenen Geburten etc. durch Transfusionen immunisiert worden war. In allen Fällen 

reagierten die Patientenseren sowohl mit Zellen der Spender nach G-CSF/vor Apherese als 

auch mit Zellen aus den Produkten. Somit wurde die Reaktion in keinem Fall durch erhöhte 

Antigenexpression der Konzentratzellen hervorgerufen. Da bereits in früheren Arbeiten eine 
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relativ hohe Inzidenz an granulozytären Antikörpern bei Granulozytenempfängern beschrie-

ben worden war (Stroncek et al. 1993; Stroncek et al. 1996), mußte nun geklärt werden, ob 

tatsächlich granulozytäre Antikörper vorlagen oder Antikörper anderer Genese. Dazu wurde 

der im folgenden diskutierte Granulozyten-Immunfluoreszenz-Test durchgeführt. 

 

4.3 Granulozyten-Immunfluoreszenz-Test (GIFT) 

 

Im GIFT können im Serum vorliegende Antikörper mit den Spenderzellen reagieren und wer-

den dann, unabhängig von ihrer Spezifität, detektiert. Dies ist möglich, weil in diesem Test-

system zur Detektion gebundener Antikörper ein Anti-IgG-Antikörper, der FITC-markiert ist, 

eingesetzt wird. Dieser markierte Anti-Antikörper bindet an die Gamma-Kette des Im-

munglobulins und zeigt so gebundenes IgG an. Um die Auswertung des Versuches zu objek-

tivieren und Fehler durch die visuelle Auswertung unter dem Mikroskop auszuschließen, 

wurden die Anteile an FITC-positiven Zellen mittels Durchflußzytometer bestimmt. Damit 

war zugleich eine Abstufung der positiven Reaktionen möglich, da der prozentuale Anteil an 

FITC-positiven Zellen, also der Anteil derjenigen Zellen, die auf der Oberfläche IgG gebun-

den hatten, ausgerechnet werden konnte. 

Der GIFT wurde insgesamt 17 mal durchgeführt, alle im GAT als positiv aufgefallenen Pro-

ben waren in die Testreihe eingeschlossen. Lediglich in einem Fall konnten hier positive Re-

aktionen detektiert werden. Ein Patientenserum reagierte mit den Zellen aus dem Granulozy-

tenkonzentrat, nicht aber mit den isolierten Zellen des Spenders vor der Apherese. Das positiv 

getestete Serum hatte zuvor auch im GAT Zellen des Spenders zur Agglutination gebracht 

(Fall 2: Patientenserum/Granulozyten nach 2. G-CSF-Gabe und Granulozyten aus dem zwei-

ten Konzentrat). Der Patient wurde insgesamt mit Zellen von drei verschiedenen Spendern 

transfundiert und reagierte im GIFT mit Zellen aus dem zweiten Produkt des zweiten Spen-

ders. Er reagierte weder mit Zellen des ersten noch mit Zellen des dritten Spenders.  

Die positive Reaktion fiel sehr schwach aus (3,05% positive Zellen). Damit schienen in die-

sem Patientenserum zumindest schwache granulozytäre Antikörper vorzuliegen, die mit den 

Konzentratzellen reagierten. Die Reaktion fand aber nicht mit Zellen statt, die aus dem Spen-

dervollblut nach G-CSF gewonnen worden waren. Möglicherweise exprimierten die Zellen 

nach der Apherese vermehrt denjenigen Rezeptor, an den der entsprechende, noch nicht näher 

identifizierte Antikörper binden konnte. Um die Spezifität dieses vermuteten Antikörpers zu 

bestimmen wurde diese, sowohl im GAT als auch im GIFT positive Probe im MAIGA auf 

den Typ des vorliegenden Antikörpers getestet. 
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4.4 Monoclonal antibody specific immobilization of granulocyte antigens (MAIGA-Assay) 

 

Der nach GAT und GIFT vorliegende Verdacht, daß im Serum dieses Patienten granulozytäre 

Antikörper vorlagen, sollte im MAIGA geklärt werden. Dies war aus dem Grund relevant, da 

diese Antikörper für Lungenkomplikationen verantwortlich gemacht und im Zusammenhang 

mit dem Auftreten der transfusionsassoziierten Lungeninsuffizienz gebracht wurden (Schiffer 

1983; Popovsky 1983; Clift et al. 1984).  

Die transfusionsassoziierte Lungeninsuffizienz (Transfusion-Related Acute Lung Injury, 

TRALI) tritt innerhalb weniger Stunden nach einer Bluttransfusion auf und zeigt als Leitsym-

ptom eine schnell zunehmende Dyspnoe (Bux et al. 1994). Der Thorax zeigt zusätzlich im 

Röntgenbild beidseitige Infiltrate, wie sie beim Lungenödem beobachtet werden können. Die 

Letalität wird in der Literatur mit 5% angegeben, bei einer Inzidenz von 0,02% (Bux et al. 

1994). Diese Beobachtungen und die Kenntnis, daß die meisten fieberhaften Reaktionen, die 

nach einer Erythrozyten-Transfusion auftreten, durch Antikörper verursacht werden, die sich 

gegen im Präparat enthaltene Leukozyten richten (Schiffer 1983), zeigten, wie wichtig die 

Identifizierung granulozytärer Antikörper ist. Einige ältere Quellen sprachen es HLA-

inkompatiblen Granulozyten zu, daß das Recovery in den transfundierten Patienten niedriger 

ausfiel als erwünscht (Huestis 1982). Aufgrund der damaligen Datenlage (viele Variablen, 

wie z.B. Grunderkrankungen der Patienten, geringe Ausbeute bei der Granulozytengewinnung 

etc.) müssen diese Aussagen aber vorsichtig bewertet werden. Auch dies war aber ein Grund, 

weshalb die Rolle der Antikörper weiter untersucht werden mußte. Wichtig war es außerdem, 

zwischen der Transfusion inkompatibler Granulozyten und der Sensibilisierung der Patienten 

gegen die Spenderzellen zu unterscheiden (Clift et al. 1984). Sensibilisierte Patienten zeigten 

verstärkt unerwünschte Nebenwirkungen und die Granulozyten waren in ihrer Funktion im 

Patienten eingeschränkt. 

Nach den Untersuchungen im GAT und GIFT wurde das auffällige Serum im MAIGA auf die 

Antigenspezifität des vermuteten Antikörpers untersucht. Bei der positiven Probe handelte es 

sich um das Serum des Patienten, der mit Granulozyten verschiedener Spender versorgt wur-

de. Weder in der ersten Testreihe noch in der Wiederholung des Assays konnten granulozytä-

re Antikörper detektiert werden. Das Patientenserum wurde in beiden Ansätzen sowohl mit 

Granulozyten eines NA2/NA2 homozygoten als auch mit Granulozyten eines NA1/NA2 hete-

rozygoten Spenders inkubiert. Im Patientenserum lagen also weder Antikörper, die sich gegen 

HNA-1 richteten, noch Antikörper, die sich gegen HNA-2 richteten vor. Damit waren die 

beiden wichtigsten Antikörper (Bux et al. 1992) ausgeschlossen. Die positive Reaktion im 
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GIFT (s.o.) konnte somit nicht durch Antikörper verursacht worden sein, die sich gegen die 

beiden entsprechenden Antigene richteten. Es gab damit verschiedene Möglichkeiten, die die 

positive Reaktion im GIFT erklären konnten: Zunächst konnte dieses Ergebnis ein Artefakt 

sein: Der nur sehr geringe Anteil an positiven Zellen (3,05%) sprach für diese Annahme. Ein 

weiteres Argument für diese These lieferte die Tatsache, daß lediglich die Zellen aus dem 

Produkt positiv reagiert hatten. Die Annahme, dies läge darin begründet, daß die Zellen im 

Präparat aktiviert worden waren, ließ sich damit entkräften, daß die Reaktion im GIFT nur 

sehr schwach ausfiel. Ein zusätzlicher Erklärungsansatz für das positive GIFT-Ergebnis war 

zweifelsohne das Vorliegen von HLA-Antikörpern. Dagegen spracht aber das negative Er-

gebnis im LCT. Als letzte Möglichkeit konnten auch andere Antikörper als die gegen 

NA1/NA2 gerichteten vorgelegen haben. Da mit den beiden getesteten Antikörper bereits die 

am häufigsten vorkommenden Antikörper erfasst worden waren, war die Wahrscheinlichkeit 

eher gering. Damit konnte davon ausgegangen werden, daß das positive Ergebnis auf ein Ar-

tefakt zurückzuführen war. 

In der durchgeführten Testreihe spielte die Entwicklung granulozytärer Antikörper also keine 

Rolle. Während der Untersuchungen an drei verschiedenen Patienten traten keinerlei Transfu-

sionsreaktionen auf, die auf das Vorliegen von Antikörpern gegen die transfundierten Granu-

lozyten schließen ließen, und in den verschiedenen Assays konnten solche Antikörper nicht 

nachgewiesen werden. Die Auswertung des klinischen Outcome der Patienten (s.o.) ergab 

keinerlei Anhaltpunkte für antikörperinduzierte Transfusionsreaktionen und auch der Patient, 

der Zellen von mehreren Spendern erhalten hatte, entwickelte keine detektierbaren granulozy-

tären Antikörper. Damit schien das Auftreten solcher Antikörper nur eine untergeordnete Rol-

le zu spielen. Da die Zahl der untersuchten Patienten mit drei relativ gering war, sollten diese 

Untersuchungen aber weiter fortgeführt und beobachtet werden. 
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V. Zusammenfassung  
 

 

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung verschiedener Funktionen von Granulozyten, die im 

Tübinger Apheresezentrum zur Transfusion bei neutropenischen Patienten gewonnen wurden. 

Die Granulozytenspender wurden vor der Apherese mit humanem, rekombinantem Granulo-

zyten-Kolonie stimulierendem Faktor (rhG-CSF, Neupogen®, Amgen, Thoussand Oaks, CA, 

USA) konditioniert, um die Anzahl der Granulozyten im peripheren Blut zu erhöhen. Zu klä-

ren war in diesem Zusammenhang, ob und wenn ja in welchem Maß die Funktion der Zellen 

durch die G-CSF-Stimulation der Spender und/oder die Apherese beeinflußt werden. Im Fo-

kus des Interesses stand außerdem die Entwicklung granulozytärer Antikörper. 

Folgende Funktionen der Zellen wurden untersucht und folgende Parameter bestimmt: 

 

Chemotaxis (Wanderstrecke und Zahl der wandernden Zellen) 

Phagozytose (E.coli und Conidien von Aspergillus fumigatus) 

Oxidativer Burst (nach Stimulation mit E.coli und f-MLP) 

Expression von Oberflächenantigenen (sog. Aktivierungsmarker) 

Zytokinproduktion (IL-1β, Il-6, IL-8 und TNF-α) 

Stimulus-Response-Coupling (LTB4-Produktion) 

Entwicklung granulozytärer Antikörper im Patientenserum 

 

Im Rahmen dieser Dissertation konnte dokumentiert werden, daß weder die G-CSF-Gabe an 

den Spender noch die Apherese die Funktionen der Zellen signifikant beeinflussen. Auch im 

Patienten waren die transfundierten Zellen getestet worden und zeigten keine Anzeichen sig-

nifikant eingeschränkter Funktion.  

Während die Stimulation der Spender z.T. sogar eine Verbesserung der Granulozytenfunktion 

bewirkte (Phagozytose und oxidativer Burst), zeigten die Apheresezellen zwar in einigen Fäl-

len eine schlechtere Leistung als die Zellen nach Stimulation. Diese Resultate waren aber 

nicht signifikant, und die Zellfunktion war stets mit der Funktion von Granulozyten unstimu-

lierter Spender vergleichbar. Die Apherese nahm damit lediglich die durch G-CSF induzierten 

Veränderungen wieder zurück. Auch im Empfänger arbeiteten alle Zellen normal, Verände-

rungen im Produkt schienen also vorübergehend zu sein. Die in diese Studien eingeschlosse-

nen, nach G-CSF-Gabe durch Apherese gewonnenen Präparate erwiesen sich damit als unbe-
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schädigt und versprachen eine effektive und für den Patienten sichere Behandlung bakterieller 

Infektionen und Pilzinfektionen.  

Im Rahmen dieser Dissertation wurde außerdem deutlich, daß mit der Transfusion der Granu-

lozytenkonzentrate keine bedenklichen Mengen an Zytokinen übertragen wurden. Die ver-

schiedenen proinflammatorischen Zytokine waren in kaum meßbaren (IL-1β, IL-6, TNF-α) 

oder in nicht bedenklichen Mengen (IL-8) im Produkt enthalten und stellten damit keine Ge-

fahr für den Empfänger dar.  

Die Rolle granulozytärer Antigene und Sensibilisierung der Patienten gegen HLA-Merkmale 

der Spender wurde in der vorliegenden Arbeit als untergeordnet eingestuft. Keiner der unter-

suchten Patienten entwickelte während der Behandlung mit Granulozyten nachweisbare gra-

nulozytäre Antikörper oder HLA-Antikörper. Die angewandten Methoden decken ein breites 

Spektrum an Antikörpern ab, Fehler in der Methodik spielen dabei kaum eine Rolle. Dennoch 

bleiben für die Zukunft weitere Untersuchungen im Zusammenhang mit granulozytären Anti-

körpern und HLA-Antikörpern wichtig, da in dieser Arbeit nur relativ wenige Patienten unter-

sucht werden konnten, und durch Antikörper verursachte Reaktionen zu den schwerwiegen-

den Transfusionszwischenfällen gezählt werden müssen. 

Für die Zukunft ist die Transfusion von Granulozytenkonzentraten weiter von großem Interes-

se. Trotz ständiger Weiterentwicklung der Antibiotika- und Antimykotikatherapie stellen sie 

eine wichtige Therapiemöglichkeit dar. Sie sind in der Lage, die den neutropenischen Patien-

ten fehlende „Abräumfunktion“ zu ersetzen, und sind damit wichtige „Mitstreiter“ im Kampf 

gegen unterschiedlichste Infektionen. Auch vor dem Hintergrund zunehmender Antibiotika- 

und Antimykotikaresistenzen bieten sie eine ausgezeichnete zusätzliche Therapiemöglichkeit. 

Mit den vorliegenden Daten konnte bewiesen werden, daß die Granulozytentransfusion Sinn 

macht und eine sichere therapeutische Maßnahme darstellt, weil die Funktion der Zellen über 

Stimulation des Spenders mit Neupogen, die Gewinnung der Zellen per Zytapherese bis hin 

zur Transfusion des Patienten erhalten bleibt und im Laufe dieses Prozesses nicht oder nur 

geringfügig verändert wird. 
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