mﬂammatu®
Akademie

ONLINEFORTBILDUNG

,Das Wechselspiel zwischen Immun-, Hormon- und
Nervensystem bei der Entwicklung chronischer
Erkrankungen®

20. Juni 2012
Neutrophile Granulozyten

Bedeutung bei der normalen und der gestorten
Immunabwehr

Dr. Volker von Baehr

Institut flr Medizinische Diagnostik Berlin, Nicolaistraflte 22, 12247 Berlin @ +49 3077001-220, info@inflammatio.de



mﬂammatu®
Akademie

ONLINEFORTBILDUNG

Zellulare Elemente des Immunsystems

Unspezifisches Immunsystem Spezifisches Immunsystem

(angeboren, nicht lernfahiq) (erworben, lernfahig)
Monozyten
— Gewebemakrophagen - T-Lymphozyten

- B-Lymphozyten

Granulozyten o
= Antikorper

- Neutrophile >95%
- Eosinophile 1-3%
- Basophile <1%

Mastzellen

Naturliche Killerzellen
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Unspezifisches Immunsystem
(Entzindungssystem)

o an
D

e Monozyten/Makrophagen
Granulozyten

e keine Antigenspezifitat,
d.h. ,jeder kampft gegen jedes
Antigen*

e keine Gedachtnisreaktion

e TNF-o und IL-1

e hemmen sich selbst wieder
(Uber IL1RA, sTNF-R, IL-10)
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Spezifisches
Immunsystem

-%

=@

T-Zell-
rezeptor

e Lymphozyten und Antikorper

e Antigenspezifitat,
d.h. jedes Antigen wird von speziellen
Lymphozyten attackiert

e Immunaktivierung nur dann, wenn
Gedachtniszellen da sind

o IFNy, IL-2, IL-4 als Effektorzytokine

e werden durch T, ,-Zellen wieder
gehemmt



Entwicklung der Granulozyten erfolgt im Knochenmark
aus myeloischen Progenitorzellen
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Granulozyt

von lat. granulum ,,Kornchen* und altgriechisch cytos ,,Hulle*

Es gibt neutrophile, basophile und eosinophile Granulozyten, die je nach
Farbeverhalten des Protoplasma unterteilt werden.

Bildquelle: wikipedia.de
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Neutrophile Granulozyten

Neuproduktion von 10" Granulozyten pro Tag im Knochenmark

Zirkulation im Blutkreislauf Gber 6 bis 8 Stunden, anschliel3end
Apoptose oder Elimination durch Makrophagen in Leber oder Milz

Eiter = abgestorbene Granulozyten

Wozu braucht unser Immunsystem Granulozyten ?

,Fressen, toten und weitere Zellen anlocken*

Beseitigung von Partikeln (> 1 ym) durch Phagozytose

1. Apoptotische Zellen, Abraumfunktion ehe eine entztndliche

Reaktion eintritt !
2. Bakterien und Pilze vor der Verbreitung im Wirt



Phagozytose

Opsonierung durch:
<D — - IgM und IgG
- Komplementfaktoren
- Mannose-bindendes Lektin (MBL)

Zellkern

Phagosom Lysosomen

Phagolysosom

Totung, Auflosung
Verdauung Exozytose \4%



Oxidativer Burst im Inneren des Phagosoms

NADPH-
Oxidase-Komplex
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Der Sauerstoffverbrauch eines Granulozyten steigt um Faktor 100 nach Phagoztose !



Intrazellulare Abtotung von Pathogenen
Zwei Arten von Waffen in zytoplasmatischen Granula gespeichert
1. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) = Oxidativer burst (engl. FeuerstoR)

2. Bakterizide Proteine

Azurophile (primare, unspezifische) Granula, entsprechen den Lysosomen,
enthalten saure Hydrolasen, Elastase, Proteinase 3, Defensine,
Myeloperoxidase, Cathelicidine und Laktoferrin

Fehlende Aktivitat in den Granula wird durch pH-Wert geregelt (Norm: < 5)
Spezifische (sekundare) Granula,
enthalten Laktoferrin, Lysozym, Kollagenasen, Plasminogenaktivatoren,

Proteine des NADPH-Oxidase-Komplexes.

lassen sich nicht mit basischen und sauren (eosiniphilen) Farbstoffen farben,
daher ,neutrophil®)

+ Chemotaktisch wirkende Mediatoren (z.B. IL8)



Wie wird ,,fremd” von den Granulozyten erkannt?

1. Mannoserezeptor erkennt Zuckerstrukturen aus Mannose und
Fruktose auf der Oberflache der Erreger (v.a. wenn durch MBL
opsoniert, Bedeutung des MBL-Mangels)

2. Rezeptoren (CR1, CR3 und CR4) fur Komplementspaltprodukte wie
C3b und C4b

3. Fc-Rezeptoren fur IgG- und IgM-Antikorper

1. — 3. = Aktivierung mit Freisetzung entzundlicher Mediatoren

4. Scavenger-Rezeptoren erkennen apoptotische Zellen durch veranderte
Glykosilierung auf der Zelloberflache (eat me-Signale)

= Aktivierung ohne Freisetzung entzundlicher Mediatoren und
zytotoxischer Granula



Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies
beim oxidativen burst

NADPH-Oxidase NO-Synthase

SuperOX|dd|smutase

MyeloperOX|dase




Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies sind ,,Brennstoff des
Circulus vitiosus bei Multisystemerkrankungen

Stressoren wie z.B. bakterielle und virale Antigene, Tumorantigene,
Pilze, Umweltallergene, Xenobiotika (Pestizide, LOsungsmittel), physische Traumata,
schwerer psychologischer Stress

Nitrosativer Stress
Stickstoffmonoxid T

/
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Abb.2 modifiziert nach Pall, Dr. (PhD) Martin L.: Explaining ‘Unexplained llinesses': Disease Paradigm for Chronic
Fatigue Syndrome, Multiple Chemical Sensitivity, Fibromyalgia, Posttraumatic Stress Disorder, Gulf War
Syndrome and Others, ISBN 078902389X




Funktion der Granulozyten

,Fressen, toten und weitere Zellen anlocken*



Chemotaxis = Anlockung weiterer Entzundungszellen an den Ort der
tatsachlichen ,,Bedrohung”
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Parodontitis — Beispiel dafur, dass die ,,Anlockung® bei
Chronischen Entzundungen nicht immer sinnvoll ist.

Lipopolysaccharide
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Osteoklasten-

akti\ieru ng RANKL ‘_/

Knochenabbau

Kollagenolyse

Gewebeabbau

Systemische
Entzindung

Aktivierung von
Schleimhaut-

makrophagen / TNFa, IL-1B
TNFa, IL-1B Chemotaxis

von Granulozyten

IL-6/IL-8

Aktivierung vo
Granulozyten

mMmps 4 ™~
- &




Neutrophile Granulozyten stellen die zahlenmaRig
groflte Zellfraktion im Blut

Fur die Beurteilung der Immunkompetenz sind die
Absolutzahlen (Zellen /ul) entscheidend.



Eine (reaktive ) Granulozytose ist ein Entzundungszeichen

Wichtig: Befund nicht als Lymphozytopenie missdeuten



i



Bei einer Linksverschiebung tauchen unreife Granulozyten-
vorstufen Im peripheren Blut auf

Bildquelle: wikipedia.de

Proentzundliche Zytokine wie TNF-o und IL-1 wirken als
,releasing factors“ Im Knochenmark



Echte Lymphozytose und echte Granulozytopenie

Ursache? Granulozytopenie: < 1,5 Gpt/l
Agranulozytose: < 0,5 Gpt/|



CD8* T-Zell-Lymphom als Ursache einer Agranulozytose



Neutropenie (Granulozytopenie) - Agranulozytose

Verminderte Bildung der Granulozyten

Als toxische oder allergische Nebenwirkung bei Arzneimitteln (Chemotherapeutika,
Sulfonamiden, Antihistaminika, Antidepressiva, Chloramphenicol u.a.),
sowie Chemikalien und Schadstoffen.

Bei Virusinfektionen ( Parvoviren, CMV, Adenoviren u.a.)

Bei Neoplasien (z. B. bei Leukamien, Myelofibrose, T-Zell-Lymphome)

Erhohter Verbrauch der Granulozyten

Auswanderung ins Gewebe bei akuten (bakteriellen) Entzindungen, wenn der
Bedarf die Neubildung im Knochenmark ubersteigt
(ggf. mit Linksverschiebung, weil unreife Vorlauferzellen freigesetzt werden).

Verstarkter ,,Abbau“der Granulozyten

Bei primarer oder sekundarer autoimmuner Granulozytopenie
- primar: AAK gg. Fc-gamma llI-Rezeptor, CD11b/CD18 u.a.)
- sekundar: z.B. bei Systemischen Lupus erythematodes



Qualitative Immunanalysen

T-Lymphozyten: = LTT-Immunfunktion
NK-Zellen = NK-Zell-Zytotoxizitatstest

Granulozyten — Phagozytosetest
— Respiratory Burst Test
(Freisetzung von °O-Radikalen)

B-Lymphozyten = IgG, IgA, IgM im Serum ausreichend

Quantitative Analysen ersetzen niemals die immunologischen
Funktionstests




Eine intakte Phagozytose-und Oxidativer Burst-Funktion
schliel3en einen primaren und sekundaren Immundefekt der
Granulozyten aus.
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Analyse des Anteils
Inkubation von Patientenblut mit aufgenommener E.coli mittels

FITC-markierten E.coli Durchflusszytometrie



Hier intakte Phagozytose aber deutlich reduzierter Oxidativer
Burst, sowohl prozentual als auch bei der Aktivitat

V.a. CGD (aus engl. Bezeichnung chronic granulomatous disease)
= septische Granulomatose,
Die primare Form ist aber sehr selten



Ursachen fur eine sekundare (latente) Storung des
Oxidativen Burst

1. Akute und chronische systemische Entzundungen
- Ausschuttung unreifer Granulozyten aus dem Knochenmark
- Einwirkung von TNF-o. und IL-1 auf zirkulierende Granulozyten
2. Antioxidative Therapien bei Hinweis auf oxidativen Stress, u.a.
- Vitamine C, E, Coenzym Q10,

- sekundare Pflanzenstoffe: Karotinoide, Flavonoide,
Polyphenole u.a.,

Hilfe: Absenkung der Aktivitat bis ca. 200 mfi als Zielwert, Therapiestop
bei prozentualen Werten < 90%



Ein derartiger Befund kann Therapieziel sein !



Intakte Granulozyten sind wichtig fur die:

- Schnelle Elimination von extrazellularen Erregern
(Bakterien, Pilze, Hefen)

- Elimination von Tumorzellen
(analog NK-Zellen nicht MHC-abhangig)

- Verhinderung von Autoimmunphanomenen
(Elimination gealterter Zellen ohne Entzundung)

- physiologische Elimination von Bakterien und Pilzen
iInsbesondere bei leaky gut.
(Candida-assoziierte Entzindungen bei Phagozytose-
defekten)



Entziindung = TGF-B T = Granulozytenfunktion J
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Zusammenfassung

Intakte Granulozytenfunktion heif}t:

- Intakte Elimination von extrazellularen Erregern
(Bakterien, Pilze, Hefen) und Tumorzellen

- Verhinderung von Autoimmunphanomenen
(Elimination gealterter Zellen ohne Entzundung)

- Verhinderung von chronischer Entzundung

Funktionsanalysen fur Granulozyten sind:

Phagozytosetest (Analyse 7, 33,22 €)
Respiratory Burst-Test (Analyse 8, 33,22 €)
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Nachste online-Fortbildung nach der Sommerpause

Neuroimmunologie und Neuroinflammation

Die Immunologie der Blut-Hirn-Schranke

22. August 2012, 15:00 Uhr
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