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Einleitung 1

1 Einleitung

Im Rahmen hamatologischer Autoimmunerkrankungen wie der Autoimmunhamolyti-
schen Anamie (AIHA) und der Immunthrombozytopenie (ITP) kommt es zur gesteiger-
ten Zerstérung koérpereigener Erythrozyten beziehungsweise Thrombozyten aufgrund
der Bildung von Autoantikdrpern [1;2].

Ursache der Entstehung dieser Antikbrper gegen kdrpereigene Antigene ist eine Sto-
rung der immunologischen Selbsttoleranz, die in der Ausbildung autoreaktiver T- und B-
Zellen resultiert. Hierbei kénnen eine fehlerhafte zentrale T-Zell-Selektion im Thymus,
eine gestorte periphere Toleranz einschlieBlich Abnormalitdten des Zytokinhaushalts,
aber auch eine abnorme Antigenexpression zugrunde liegen [3;4]. DarGber hinaus kén-
nen virale oder bakterielle Infekte als Trigger fUr die Autoantikérperbildung dienen. Dis-
kutiert wird in diesem Zusammenhang vor allem die Immunantwort auf Erregerstruktu-
ren, die im Sinne einer molekularen Mimikry einen identischen Aufbau mit wirtseigenen

Zellepitopen aufweisen [3;5;6].

Der Nachweis antierythrozytarer oder antithrombozytarer Autoantikérper ist jedoch nicht
immer mit dem Auftreten einer klinisch relevanten Erkrankung verbunden. Gelegentlich
kénnen solche Autoantikérper auch bei gesunden Menschen nachgewiesen werden
[3;7-9]. Gegenwartig stitzen sich die Diagnose und Prognoseeinschatzung bei AIHA
und ITP in erster Linie auf den Nachweis und die Quantifizierung von Autoantikérpern
sowie deren Isotypklassifizierung und Antigenspezifitdt. Die Aussagekraft hinsichtlich
des Schweregrades und des Verlaufes der Erkrankung ist jedoch eingeschrankt [9;10].
Es ist bisher nicht bekannt, welche weiteren Faktoren einen wesentlichen Einfluss auf
die Erkrankung nehmen kénnten. Wenige, neue Studien haben sich in diesem Zusam-
menhang mit dem Oberflachenprotein CD47 befasst. Die bisherigen Analysen seiner
biologischen Funktionen, Signalwege und Interaktionen deuten darauf hin, dass CD47
eine Rolle in der Modulation immunologischer Prozesse spielen kénnte.
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1.1 Autoimmunhamolytische Anamie

1.1.1 Atiologie

Neben der idiopathischen Form tritt die AIHA h&ufig sekundér im Rahmen von anderen
Autoimmunerkrankungen wie etwa dem systemischen Lupus erythematodes und der
rheumatischen Arthritis sowie im Rahmen von lymphoproliferativen Syndromen, Medi-
kamenteneinnahme, Immundefekten und Infektionen, seltener auch im Zusammenhang
mit Karzinomen auf [1;11;12]. Karzinomassoziierte Autoantikbrper kommen dabei of-
fenbar gehauft im Zusammenhang mit groBer Tumormasse und bereits eingetretener
Metastasierung vor [13].

Die AIHA lasst sich in den Warmetyp, den Kaltetyp, die paroxysmale Kaltehamoglobinu-

rie und den medikamentds induzierten Typ unterteilen.

1.1.2 Pathophysiologie

Die Autoantikdrper gehéren der I1gG-, IgM- oder IgA-Klasse an. Mit diesen Antikérpern
beladene Erythrozyten werden durch Makrophagen und/oder durch Aktivierung des

Komplementsystems eliminiert.

IgG-Antikérper interagieren mit den Fc-Rezeptoren der Makrophagen, sodass Antikor-
per-opsonierte Erythrozyten hauptsachlich extravasal von Makrophagen der Milz und
der Leber phagozytiert werden. Dabei hangt die Reaktivitat der Fc-Rezeptoren mit den
Antikérpern entscheidend von der IgG-Subklasse ab. Wéahrend die Fc-Rezeptoren fir
IgGs eine sehr hohe und fir IgG+ eine etwas geringere Affinitat besitzen, reagieren sie
mit 1I9G2 nur schwach und mit IgG4 gar nicht. [1;7].

Bestimmte IgG-Antikdrper sind zusatzlich in der Lage, die Komplementfaktoren C1 bis
C3 oder sogar die gesamte Komplementkaskade zu aktivieren. Durch die Interaktion
der opsonierenden Komponenten mit den Komplement-Rezeptoren der Makrophagen
wird die extravasale Phagozytose verstarkt [11].

Im Allgemeinen ist die extravasale Hamolyse mit einem eher milden Verlauf der AIHA
ohne ausgepragte Hamoglobindmie verbunden [1].

Im Gegensatz dazu verursachen IgM-Antikérper sowie bestimmte IgG-Antikdrper in ers-
ter Linie eine intravasale Hamolyse. Sie sind in der Lage, den terminalen Komplement-
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komplex C5b-9 zu aktivieren. Dieser so genannte Membran-Angriffs-Komplex fuhrt
durch Porenbildung in der Zellmembran unmittelbar zur intravasalen Zerstérung der
Erythrozyten. Aufgrund der Anwesenheit zahlreicher regulatorischer und komplemen-
tinhibierender Proteine, wie etwa Protectin und DAF (Decay Accelerating Factor) auf
Erythrozyten und im Plasma bedarf es allerdings einer ausreichend starken Aktivierung
des terminalen Komplementkomplexes, um eine direkte Zelllyse zu bewirken [11].

Die intravasale Hamolyse verlauft schlagartig und geht gewdhnlich mit einer Hamoglo-
bindmie einher [1].

Zusatzlich unterliegen aber auch IgM-opsonierte Erythrozyten einer extravasalen Ha-
molyse, die Uber C3b-Rezeptoren der Phagozyten vermittelt wird. Den primaren Ort der

C3b-bedingten extravasalen Phagozytose stellen die Lebersinusoide dar [11].

Die Mechanismen der IgA-induzierten Hamolyse sind noch nicht eindeutig geklart. Auch
fir IgA-Antikdrper existieren Fc-Rezeptoren auf Makrophagen und Monozyten. Aus ei-
ner Interaktion resultieren Phagozytose oder direkte monozyten-vermittelte Zelllyse.
Dabei wurden bisher sowohl komplementabhangige als auch komplementunabhangige
Ablaufe beschrieben [7;14].

In der Mehrzahl der Falle handelt es sich bei den Autoantikérpern um die so genannten
Warmeantikérper, deren héchste Reaktivitdt sich im Bereich der physiologischen Kor-
pertemperatur befindet. Davon unterschieden werden Kalteantikdrper, die grundsétzlich
bei Temperaturen unter 37°C reagieren.

1.1.3 AIHA vom Warmetyp

In bis zu 70% der Falle und mit einer Inzidenz von 1:40000 bis 1:80000 wird die AIHA
durch Warmeautoantikérper verursacht, die Gberwiegend der IgG-Klasse seltener auch
der IgM- oder IgA-Klasse angehdren. Idiopathische und sekundare Formen treten etwa
gleich haufig auf [1].

Prinzipiell kann die Erkrankung in jedem Alter auftreten, wobei Erwachsene haufiger als
Kinder und Frauen haufiger als Manner betroffen sind. Die Inzidenz steigt ab dem 40.
Lebensjahr an, was vor allem auf die Zunahme sekundarer Formen zurtickzuflhren ist
[11].
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Die AIHA vom Warmetyp entwickelt sich meist allmdhlich und verlduft chronisch. Ent-
sprechend der Uberwiegenden Beteiligung von IgG-Antikérpern steht pathophysiolo-
gisch die extravasale Hamolyse im Vordergrund.

Klinisch zeigen sich in unterschiedlicher Auspragung Anamiezeichen wie Schwéache,
Schwindel, Blasse, Tachykardie, vermehrte Mudigkeit und Erschépfbarkeit sowie Be-
lastungsdyspnoe. Daneben kénnen auch lkterus, Hamoglobindmie, Hamoglobinurie,
Hepatosplenomegalie, Odeme sowie gelegentlich Fieber und Abdominalschmerz auftre-
ten. Abhangig vom Hamolysegrad finden sich Veranderungen von Hb, HK, Erythrozy-
ten- und Retikulozytenzahl.

Neben der haufig milden Verlaufsform treten jedoch auch fulminante und lebensbedroh-

liche Verlaufe auf.

Serologisch findet sich bei Gber 95% der Patienten ein positiver direkter Antiglobulintest
(direkter Coombs-Test) als Nachweis zellgebundener Antikérper beziehungsweise
Komplementfaktoren. In etwa 40-60% der Falle finden sich auf den Erythrozyten gleich-
zeitig IgG und C3d als Spaltprodukt von C3b. In 30-40% werden allein IgG, in bis zu
20% mehr als eine Antikérperklasse und in seltenen Fallen nur C3d, IgM oder IgA de-
tektiert. In etwa 50% der Félle findet sich zusatzlich ein positiver indirekter Antiglobulin-
test (indirekter Coombs-Test) als Nachweis freier Antikdrper [1;15].

Selten ist der direkte Antiglobulintest komplett negativ, sodass die Autoantikdrper aus-
schlieBlich im Eluat detektierbar sind [1;11].

Die Therapie richtet sich nach Schweregrad, assoziierten Erkrankungen sowie Alter und
Konstitution des Patienten. Neben unter Umstéanden notwendigen Bluttransfusionen bei
hochgradiger Anamie stitzt sich die Behandlung der klinisch relevanten Hamolyse in
erster Linie auf die Kortikosteroidtherapie mit Prednison oder Prednisolon beziehungs-
weise die Dexamethason-StoBtherapie [1;15]. Bei Nicht-Ansprechen und zur Vermei-
dung von Kortikoidnebenwirkungen steht Azathioprin als Alternative oder Kombinati-
onspartner zur Verfligung. Als Reservetherapeutikum wird Cyclophosphamid eingesetzt
[1]. Patienten mit refraktdren Formen profitieren gelegentlich auch von einer Therapie
mit Rituximab (anti-CD20) [1;16]. Intravendse Immunglobuline (IVIG) haben sich ledig-
lich bei Kindern als effektiv erwiesen, deren AIHA sekundar im Rahmen einer Infektion
auftritt. Bei Erwachsenen gelten sie als meist ineffektiv [1]. Die Splenektomie fihrt nur

selten zur Remission und wird inzwischen vor allem bei Kindern nur noch als ultima ra-
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tio angesehen [1;15]. In Einzelfallen erweisen sich auch Danazol, Cyclosporin A oder

Plasmapherese als wirksam [15;16].

1.1.4 AIHA vom Kaltetyp

Etwa 10% der AIHA-Patienten weisen Kalteagglutinine auf, die fast ausschlieBlich der
IgM-Klasse angehéren. Nur sehr selten finden sich IgA- oder IgG-Antikdrper.

Der idiopathischen Form mit einer Peakinzidenz um das 70. Lebensjahr stehen die se-
kundaren Formen gegenuber, die vorwiegend im Rahmen lymphoproliferativer Erkran-
kungen oder Infektionen, vor allem mit Mycoplasma pneumoniae, auftreten [1;11].

Da IgM-Antikérper hauptsachlich eine intravasale Hamolyse Uber die Komplementakti-
vierung auslésen, findet sich serologisch ein C3d-positiver direkter Antiglobulintest. Der
Hamolysegrad ist abhangig von der Kalteexposition. Kalteantikérper zeigen zwischen 0
und 4°C ihre maximale Reaktivitat. Komplement kann jedoch bei solch niedrigen Tem-
peraturen nicht aktiviert werden. Aus diesem Grund induzieren Kalteagglutinine letzt-
endlich nur im Bereich von Gber 10 bis 37°C eine Hamolyse, wobei ihre maximale Wir-
kung bei 20-22°C erreicht wird [1]. Entsprechend hangt die klinische Relevanz der Kal-
teantikdrper in erster Linie von ihrer Temperaturamplitude und in wesentlich geringerem

AusmafB vom Titer ab [1;7].

Milde bis moderate anamische Symptome kdnnen standig auftreten. Nach Kalteexposi-
tion tritt dartber hinaus eine zumeist reversible Akrozyanose auf. Seltener kommt es zu
einer kompletten Vasookklusion mit nachfolgender Nekrose.

Im Gegensatz zu den chronischen Formen verlduft die infektassoziierte Variante akut.
Auch hier ist das Ausmaf der akuten Hamolyse vor allem von der Temperaturamplitude

der Autoantikdrper abhangig. Sie ist meist nach wenigen Tagen reversibel [1;11].

Therapeutisch steht der Schutz vor Kalte im Vordergrund. Benétigte Blutkonserven
werden vor der Transfusion angewarmt [1]. In Einzelféllen hat sich Rituximab als wir-
kungsvoll erwiesen [17;18]. Die Splenektomie ist bei der AIHA vom Kaltetyp hingegen
nicht effektiv [1;16]. Bei nicht zu umgehender Kélteexposition, wie etwa im Rahmen
kardiovaskularer Operationen, kann eine prophylaktische Plasmapherese in Kombinati-

on mit immunsuppressiver Therapie sinnvoll sein [1].
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1.1.5 Paroxysmale Kéltehamoglobinurie

Eine Sonderform der Kélteagglutinine stellen die Donath-Landsteiner-Antikérper dar, die
die seltene paroxysmale Kaltehamoglobinurie verursachen. Wahrend sie friiher vor al-
lem im Zusammenhang mit tertiarer Syphilis beobachtet wurde, tritt sie heute fast aus-
schlieBlich bei Kindern nach viralen Infekten des oberen Respirationstrakts auf [1].

Die Donath-Landsteiner-Agglutinine gehdéren der IgG-Klasse an und reagieren zwei-
phasig. Bei niedrigen Temperaturen binden sie an Erythrozyten. Erst bei Wiederanstieg
der Temperatur kann Komplement aktiviert werden, wahrend die Antikérper bereits wie-
der von den Erythrozyten dissoziieren. Es resultiert eine intravasale Hamolyse. Die zu-
satzlich stattfindende C3d- und Fc-Rezeptor-vermittelte extravasale Hamolyse spielt
eher eine untergeordnete Rolle. Der direkte Antiglobulintest zeigt sich stark positiv fir

C3d und nur bei niedrigen Temperaturen auch positiv fir IgG [11;12].

In Abhangigkeit von einer Kalteexposition entwickeln sich schlagartig Blasse sowie eine
Dunkelfarbung des Urins im Sinne einer Hamoglobinurie. Weiterhin treten Abdomi-
nalkrampfe, Fieber und Schuttelfrost auf.

Die infektassoziierte Hamolyse ist trotz schweren akuten Verlaufs selbstlimitierend und
im Allgemeinen innerhalb weniger Tage reversibel.

Die Therapie beschrankt sich deshalb auf Kélteschutz und Transfusion vorgewarmten
Blutes bei Bedarf. Im mittlerweile seltenen Fall einer zugrunde liegenden Syphiliser-

krankung erfolgt die entsprechende Penicillin-Therapie [1;11].

1.1.6 Medikamentos induzierte AIHA

Methyldopa, Penicillin, nicht-steroidale Antirheumatika, Cephalosporine, Rifampicin und
mehr als 70 weitere Medikamente sind beschrieben, eine AIHA zu induzieren [1].

Die pathophysiologischen Zusammenhange sind bisher nicht eindeutig geklart. Jedoch
erscheint die Neoantigenbildung durch Interaktion der Medikamente oder ihrer Metaboli-
ten mit Bestandteilen der Erythrozytenmembran wahrscheinlich. Das entstehende Neo-
antigen provoziert entweder die Bildung medikamentenabhangiger Antikérper, die nur in
Gegenwart des Medikaments reagieren, oder aber die Bildung klassischer Autoantikér-
per.

Medikamentenabhangige Antikdrper |6sen Uber Komplementaktivierung eine schwere
intravasale Hamolyse aus, die mit einer hohen Inzidenz lebensbedrohlicher Komplikati-



Einleitung 7

onen wie Nierenversagen, Schock und akuter Verbrauchskoagulopathie einhergeht. In
vitro ist die Hamolyse nur in Anwesenheit des Medikaments nachweisbar.

Im Gegensatz dazu aktivieren medikamenteninduzierte Autoantikérper, die auch in Ab-
wesenheit des Medikaments reagieren, kein Komplement. Sie fihren zu einer extrava-
salen Hamolyse, die klinisch und serologisch nicht von der klassischen AIHA vom
Warmetyp zu unterscheiden ist. Die Diagnose wird in diesem Fall durch die Tatsache
gestitzt, dass der Patient auf das Absetzen des auslésenden Medikaments reagiert.
Eine Remission tritt nach dem Absetzen und bei entsprechender Reexpositionsprophy-
laxe oft bereits innerhalb weniger Tage ein [1;11].

1.2 Immunthrombozytopenie

1.2.1 Atiologie und Epidemiologie

Die ITP tritt mit einer jahrlichen Inzidenz von 10:100.000 auf. Etwa 50% der Erkrankten
sind Kinder unter 10 Jahren, wobei Jungen und Madchen gleich haufig betroffen sind.
Die ITP des Kindesalters verlauft akut und tritt hdufig nach Virusinfekten, zum Beispiel
mit Varizella zoster, auf. In der Regel ist sie innerhalb weniger Wochen bis Monate re-
versibel [2;6]. Nur etwa 20% der Kinder entwickeln eine chronische Form mit [anger als
sechs Monate anhaltender Thrombopenie. Meist stellt sich jedoch noch nach Jahren
eine spontane Remission ein [19].

Das Auftreten einer ITP im Erwachsenenalter ist hingegen nahezu immer mit einem
chronischen Verlauf verbunden. Frauen sind rund doppelt so haufig betroffen wie Man-
ner. Die Peakinzidenz liegt im jungen Erwachsenenalter von 18-40 Jahren [2]. Im Wi-
derspruch dazu gibt es jedoch auch Hinweise, dass die Inzidenz unter gleichzeitiger
Aufhebung der Geschlechtsunterschiede mit zunehmendem Alter steigt [20].

Der idiopathischen Form der ITP stehen die sekundaren Formen gegentber, die vor
allem im Zusammenhang mit systemischem Lupus erythematodes, Antiphospholipid-
syndrom, Lymphomen, Medikamenteneinnahme oder Infektionen auftreten [2].
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1.2.2 Pathophysiologie

Normale Thrombozyten weisen auch ohne das Vorliegen einer immunologischen Er-
krankung eine groBe Anzahl IgG-Molekule auf. Diese befinden sich zu mehr als 99% in
den intrazelluldren alpha-Granula. Obwohl bei ITP-Patienten eine Erhéhung der throm-
bozytaren IgG-Menge beobachtet werden kann, steht sie in keinem Zusammenhang mit
dem Vorhandensein antithrombozytarer Autoantikdrper. Vielmehr beruht die Zunahme
der 1gG-Moleklle auf einer gemeinhin kompensatorisch gesteigerten Thrombopoese,
die zum vermehrten Vorliegen junger, groBer Thrombozyten flhrt, die Uber eine ent-
sprechend gréBere Anzahl alpha-Granula verfligen. Daher findet sich eine IgG-
Vermehrung ebenso bei Thrombozytopenien nicht-immunologischer Genese, die mit
einer peripheren Thrombozytenzerstérung einhergehen, nicht jedoch bei Stérungen der
Thrombopoese [19;21].

Weniger als 1% der thrombozytéren IgG-Molekile befindet sich auf der Zelloberflache.
Eine Erh6hung dieser Fraktion wiederum reflektiert im Allgemeinen tatsachlich das Vor-
liegen antithrombozytérer Antikdrper [21].

Obgleich 1gG den Uberwiegenden Anteil der Autoantikdrper darstellt, kbnnen in vielen
Fallen auch IgM und IgA detektiert werden [4;8;9;22]. Gelegentlich finden sich mehrere
Antikérperklassen gleichzeitig [8;9].

Zahlreiche Glykoproteine (GP) auf der Thrombozytenoberflache konnten bisher als An-
tigene identifiziert werden, die mit Autoantikdrpern reagieren. Das haufigste Ziel stellen
der Fibrinogenrezeptor GPIIb/llla und der von-Willebrand-Faktor-Rezeptor GPIb/IX dar
[8;9]. Seltener sind Autoantikdrper auch gegen GPIV, GPV oder den Kollagenrezeptor
GPla/lla gerichtet [2;9].

Typischerweise weist ein GroBteil der Patienten gleichzeitig Antikdrper gegen verschie-
dene Antigene auf [9]. Diese multiplen Antigenspezifitaten entstehen méglicherweise im
Rahmen des so genannten Epitope-Spreading. Dabei werden antikérperbesetzte
Thrombozyten durch antigenprasentierende Zellen phagozytiert und anschlieBend ab-
gebaut. Neben der Freilegung des primaren Antigens kénnen hierbei auch urspringlich
verborgene Epitope freigelegt und prasentiert werden. Somit wird nicht nur die initiale
Immunreaktion verstarkt, sondern zusétzlich die Produktion von Autoantikdrpern gegen

weitere Antigene angeregt [2].
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Bisher konnte weder flr bestimmte Antikdrperklassen oder Antikdrpermengen noch fir
bestimmte Antigenspezifititen eine eindeutige Korrelation mit dem AusmaB der Throm-

bozytenzerstérung nachgewiesen werden [9;19;21;22].

Hauptort der Fc-Rezeptor-vermittelten Thrombozyteneliminierung ist das makrophago-
zytare System der Milz. In weitaus geringerem Ausmalf findet die Phagozytose auch in
der Leber statt [2;19].

Als Reaktion auf die vermehrte Zerstérung ist in den meisten Féllen eine kompensatori-
sche Steigerung der Thrombozytenproduktion zu beobachten [2]. Aufgrund der norma-
len bis erhdhten Zahl an Megakaryozyten im Knochenmark bleibt der Thrombopoe-
tinspiegel dabei niedrig [23].

Bisweilen zeigen Patienten jedoch trotz unbeeintrachtigter Megakaryozytenzahl eine
unangemessen verminderte Thrombozytenproduktion. Méglicherweise induzieren Auto-
antikérper noch intramedullar die Zerstérung neu gebildeter Thrombozyten [24]. In-vitro-
Analysen ergaben, dass einige Autoantikdrper dariber hinaus die Bildung und Reifung
der Megakaryozyten selbst beeintrachtigen [25].

Abgesehen von der B-Zell-abhangigen Antikérperbildung haben sich inzwischen auch
zytotoxische T-Zellen als pathophysiologisch relevant erwiesen. Diese zeigen bei ITP-
Patienten Zeichen einer erhéhten Aktivitat und sind in der Lage, autologe Thrombozyten

zu lysieren [26-28].

1.2.3 Klinik und Diagnose

Das AusmaB der Symptome hangt im Wesentlichen von der Thrombozytenzahl ab.
Wahrend Patienten mit mehr als 50.000 Thrombozyten/mm? oft asymptomatisch sind,
finden sich bei niedrigeren Thrombozytenzahlen geh&uft Blutungszeichen. Typisch sind
Petechien und Purpura der herabhangenden Koérperpartien, konjunktivale und gingivale
Blutungen, Epistaxis und Menorrhagie. Ab einer Thrombozytenzahl von weniger als
10.000/mm? steigt dariiber hinaus das Risiko innerer Blutungen. Intrazerebrale Blutun-
gen sind zwar selten, stellen aber die haufigste Todesursache der ITP dar [2;19]. Dabei
scheinen altere Patienten bei dquivalenten Thrombozytenzahlen ein héheres Risiko fur

hamorrhagische Komplikationen zu haben.
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Eine Splenomegalie ist vor allem fir erwachsene Patienten eher untypisch. Bei Kindern
kann in bis zu 12% der Falle eine vergréBerte Milz palpiert werden, wobei auch gesun-

de Kinder haufiger palpable MilzgréBen aufweisen [19;29].

Die Diagnosestellung der ITP basiert in erster Linie auf der Abwesenheit mdglicher an-
derer Ursachen einer Thrombopenie. Unter anderem mussen die Differentialdiagnosen
hereditare Thrombopenie, heparininduzierte Thrombopenie, kongestiver Hypersplenis-
mus, myelodysplastisches Syndrom, neonatale alloimmune Thrombopenie, posttransfu-
sionelle Purpura und thrombotisch-thrombozytopenische Purpura ausgeschlossen wer-
den [2;19;29].

Aufgrund des Fehlens eines ITP-spezifischen Befundes werden Notwendigkeit und
Aussagekraft der Ublichen Labordiagnostik und klinisch-apparativen Untersuchungen
nach wie vor unterschiedlich bewertet [29].

Das Blutbild ist abgesehen von einer Thrombopenie zumeist unauffallig. Gegebenen-
falls kann blutungsbedingt zusatzlich eine Anamie auftreten [2]. Differentialdiagnostisch
muss in diesem Fall ein Evans-Syndrom ausgeschlossen werden, in dessen Rahmen
sowohl antithrombozytare als auch antierythrozytare Antikdrper auftreten [30].

Im Blutausstrich von ITP-Patienten finden sich nicht selten vermehrt groBe, unreife
Thrombozyten. Rote und weiBe Blutzellen sind in der Regel morphologisch unauffallig.
Bei der Knochenmarkpunktion, die derzeit nur bei Patienten jenseits des 60. Lebensjah-
res sowie vor einer Splenektomie indiziert ist, ergibt sich gewdhnlich ein unauffalliges
Bild oder eine erhéhte Megakaryozytenzahl als Zeichen verstarkter Thrombopoese

[2;29]. Nur selten findet sich eine verminderte Zahl an Megakaryozyten [25].

Im Vergleich zur Diagnostik der AIHA hat der Nachweis der Autoantikérper fir die ITP
keinen so hohen Stellenwert. Mit dem Monoclonal Antibody Immobilization of Platelet
Antigens (MAIPA)-Test kdnnen glykoproteinspezifische Antikérper mit hoher Spezifitat
nachgewiesen werden. Jedoch ist die Sensitivitat des Tests mit 49-66% so niedrig, dass
die Diagnose einer ITP auch bei negativem Ergebnis nicht ausgeschlossen werden
kann [2]. Inzwischen sind durchflusszytometrische Verfahren mit Einsatz von Micro-
beads entwickelt worden, die sich aufgrund héherer Sensitivitdt méglicherweise als ge-

eigneter fur die Routinediagnostik erweisen werden [31].
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1.2.4 Therapie und Verlauf

Ziel der Therapie ist es, eine Thrombozytenzahl zu erreichen, die eine adaquate Ha-
mostase sichert. Hierfir missen nicht notwendigerweise normale Thrombozytenzahlen
angestrebt werden. Asymptomatische Patienten mit milder bis moderater Thrombopenie

kénnen deshalb zunéachst ohne Therapie unter Beobachtung bleiben [19;29].

Far die Initialtherapie bei Erwachsenen mit Blutungssymptomatik oder Thrombozyten-
zahlen kleiner 30.000/mm?® stellen Glukokortikoide die Standardmedikation dar. Die An-
sprechraten betragen bis zu 75%. Meist tritt eine Reaktion innerhalb der ersten drei
Wochen auf [2;29].

Intravenése Immunglobuline fihren zu einem wesentlich rascheren, aber nur voriber-
gehenden Thrombozytenanstieg und dienen daher in erster Linie der Behandlung
schwerer akuter Blutungen. Ahnliche Effekte kdnnen mit anti-D-Immunglobulinen erzielt
werden, die allerdings nur bei Rhesus-positiven Patienten wirksam sind [19;29].

Erst bei Versagen der glukokortikoidbasierten Priméartherapie wird eine Splenektomie
durchgefihrt. Bis zu zwei Drittel der Patienten erreichen hierdurch eine komplette Re-
mission. Oftmals erleiden Patienten jedoch noch nach Jahren einen Riickfall. In bis zu
10% dieser Félle finden sich im Nachhinein akzessorische Milzen [19].

Fir die Behandlung der chronisch refraktaren ITP, die weder auf Glukokortikoide noch
auf Splenektomie anspricht, existieren eine Reihe von Therapieansatzen, die sich aber
jeweils nur in Einzelféllen als wirksam erwiesen haben. Dazu zahlen die Gabe von Aza-
thioprin, Cyclophosphamid, Vincaalkaloiden, Danazol, Colchicin, Cyclosporin A und Ri-
tuximab sowie Kombinationschemotherapien [2;19;26;29].

Lediglich in der Notfalltherapie akut lebensbedrohlicher Blutungen kommen Thrombozy-
tenkonzentrate zum Einsatz. Sie werden dann gemeinsam mit parenteralen Hochdosis-

Glukokortikoiden sowie Immunglobulinen verabreicht [29].

Kinder erholen sich in den meisten Fallen auch ohne Behandlung innerhalb weniger
Wochen. Auf eine spezifische Therapie kann deshalb auch bei schwerer Thrombopenie
verzichtet werden, sofern der Patient keine signifikanten Blutungszeichen aufweist.
Dennoch erhélt ein GroBteil der Kinder Ublicherweise Glukokortikoide oder intravendse

Immunglobuline.



Einleitung 12

Die Indikation zur Splenektomie wird duBerst zurlickhaltend gestellt. Sie wird frihestens
zwolf Monate nach Diagnosestellung und bei schwerster Thrombopenie mit Blutungs-

symptomen trotz Glukokortikoid- oder IVIG-Therapie in Erwagung gezogen [2;19;29].

Insgesamt wird das Outcome nicht allein durch Blutungsereignisse, sondern in hohem
MaBe auch durch Therapiekomplikationen beeinflusst. Im Vordergrund steht dabei die
infektionsbedingte Morbiditat und Mortalitat aufgrund immunsuppressiver Behandlungs-
regimes. Auch nach Versagen der Primartherapie einschlieBlich Splenektomie werden
weiterflhrende Therapien deshalb vor allem bei moderater Thrombopenie kaum einge-
setzt [32].

1.3 CD47

Brown et al. beschrieben 1990 erstmals ein Plasmamembranmolekil, das auf Leuko-
zyten, Thrombozyten und Plazentazellen funktionell mit Bs-Integrinen assoziiert ist. Es
erhielt zunachst den Namen ,Integrin-associated Protein“ (IAP), obwohl es ebenso auf
Erythrozyten gefunden wurde, die gar keine Integrine besitzen [33].

Wenig spéater konnte nachgewiesen werden, dass IAP identisch ist mit CD47, einem
ubiquitar exprimierten Glykoprotein, das sich auBer auf hamatopoetischen Zellen vor
allem auch auf epithelialen, endothelialen und mesenchymalen Zellen, auf Fibroblasten
sowie in neuronalem und lymphatischem Gewebe findet [34;35].

Molekulares Klonen zeigte eine Aminosaure-Sequenzidentitat zwischen CD47 und dem
ovariellen Karzinom-Antigen OA3 sowie hohe Homologien zum Pockenvirusprotein
A38L [36].

1.3.1 Struktur

CD47 gehdrt zur so genannten Immunglobulin-Supergen-Familie, einer Gruppe von
Rezeptoren und Adhé&sionsmolekllen mit sequenzhomologen Doméanen zu Immun-
globulinen [37].

Die extrazellulare IgV-ahnliche Doméane des CD47 besteht aus circa 120 Aminosauren
und weist eine starke Glykosylierung auf. Die sich anschlieBenden fiinf hydrophoben,

membraniberspannenden Segmente mit einer La&nge von circa 152 Aminosauren sind
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tber Cholesterolbindungen stabil mit der Zellmembran assoziiert. Die Lange des kur-
zen intrazytoplasmatischen Schwanzes variiert zwischen 3 und 36 Aminoséuren [38].
Diese verschiedenen Formen entstehen durch alternatives Splicen der messenger-
RNA, fir die bisher vier Isotypen bekannt sind. Es findet sich eine gewebespezifische
Verteilung der unterschiedlichen Formen. Form 2 als h&ufigste und mit 20 Aminosauren
zweitklrzeste Variante ist auf hamatopoetischen Zellen sowie auf Endothel und
Fibroblasten dominierend. Die langste Variante Form 4 findet sich hingegen vorwiegend
in neuronalem Gewebe [39].

Eine extrazellulare Disulfidbriicke, die die Ig-Domane mit den membranliberspan-
nenden Segmenten verbindet, sichert die geeignete Konformation flir Ligandenbindung
und Funktionalitdt des Proteins (Abb. 1) [40]. Insgesamt besitzt CD47 eine molekulare
Masse von 45-55kDa [38].
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Abb. 1: Molekulare Struktur von CD47: 1-4 = Isoformen des intrazytoplasmatischen
Schwanzes [41]

1.3.2 Zellulare CD47-Expression

Auf Erythrozyten ist CD47 einerseits mit dem Rh-Komplex assoziiert und bindet ande-
rerseits Protein 4.2. Das Protein 4.2 wiederum stellt die Verbindung zwischen dem
membranaren Anionenaustauscher Band3-Komplex und dem zytoskelettalen Spektrinfi-
lament dar, wodurch die Verankerung des Zytoskeletts in der Plasmamembran ermdg-
licht wird. Dementsprechend stellt die Verbindung zwischen CD47 und Protein 4.2 einen
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Kontaktpunkt des Rh-Komplexes mit dem Band3-Komplex und damit dem Zytoskelett
dar [41-43] (Abb. 2).

Der gréBte Teil des erythrozytdren CD47 ist in der beschriebenen Art und Weise mit
Rh-Komplex und Zytoskelett assoziiert. Daneben existiert eine kleinere mobile Fraktion
von CD47, die sich frei in der Plasmamembran bewegen kann und damit mdglicher-
weise in der Lage ist, in speziellen Membranabschnitten zu kumulieren, um bei Zell-
Zell-Kontakten in gréBerer Menge als Ligand zur Verfligung zu stehen [44].
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Abb. 2: CD47 als Verbindungsglied zwischen Rh-Komplex und Band3-Komplex [41]

Auf Thrombozyten ist CD47 Teil eines supramolekularen Komplexes bestehend aus
Cholesterol, heterotrimeren inhibitorischen G-Proteinen und bestimmten Integrinen. Zu
diesen Integrinen zahlen der Vitronektinrezeptor a3, der Fibrinogenrezeptor oyipp3 so-

wie der Kollagenrezeptor o3 [38;45;46].

Auch auf Leukozyten findet sich CD47 im Komplex mit a,3, G-Proteinen und weiteren
Signalmolekilen in speziellen Membranabschnitten, die reich an Cholesterol und
Sphingolipiden sind [38;47]. Ein Teil des leukozytaren CD47 liegt zudem in Form von
CD47-Oligomeren vor [48].
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1.3.3 Funktionen

Entsprechend der weiten Gewebeverteilung von CD47 wird ihm eine Vielzahl unter-
schiedlicher Funktionen in der Steuerung diverser biologischer Vorgange zugeordnet.
CDA47 fungiert als Thrombospondin-Rezeptor und beeinflusst als Integrin-assoziiertes
Protein die Ligandenbindung und Funktion von Integrinen. Auf diese Weise werden
unter anderem die Zell-Zell-Adhasion, die Thrombozytenaggregation und -migration, die
transendotheliale und transepitheliale Leukozytenmigration sowie die Chemotaxis
vaskularer glatter Muskelzellen stimuliert [33;41;46;49;50].

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass CD47-defiziente Mause eine herabgesetzte
Widerstandsféahigkeit gegen bakterielle Infekte aufweisen, da CD47 maBgeblich an der
infektabhangigen Migration und Aktivierung von Leukozyten beteiligt ist [51].

Dartber hinaus dient CD47 der Apoptoseinduktion aktivierter T-Zellen und ist in die Re-
gulation des Calciumeinstroms in Endothelzellen involviert [52;53]. In kortikalen Neuro-
nen steuert es die synaptische Funktion und das Dendritenwachstum [54].

SchlieBlich spielt CD47 eine bedeutende Rolle in der Regulation autoimmuner Pro-

Zesse.

1.4 CDA47 in der Steuerung autoimmuner Prozesse

CD47 ist ein Ligand des inhibitorischen Rezeptors SIRPa (Signal Regulatory Protein
alpha), der in hohem MaBe auf Makrophagen und anderen phagozytierenden Zellen wie
Granulozyten, Monozyten und dendritischen Zellen exprimiert ist.

Die Phagozytoseaktivitdt der Makrophagen wird durch aktivierende und inhibitorische
Signale gesteuert. Dabei wirkt keines der Signale per se dominierend. Vielmehr ent-
scheidet die relative Starke dartiber, ob Phagozytose stattfindet oder nicht. Aktivierend
wirken Signale von den Fcy-Rezeptoren und Komplement-Rezeptoren, die mit Antikor-
per- und Komplement-opsonierten Zielzellen interagieren. lhnen stehen die inhibitori-
schen CD47-SIRPa-Signale gegenliber [55].

Die Interaktion von CD47 der Zielzelle mit SIRPa des Makrophagen vollzieht sich als
direkte Protein-Protein-Bindung [56]. Daraufhin erfolgt eine Tyrosinphosphorylierung

intrazellularer Domanen des SIRPa mit anschlieBender Aktivierung der Tyro-
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sinphosphatase SHP-1 (src homology phosphatase 1). Diese ist durch Dephosphorylie-
rungen in der Lage, tyrosinskinaseabhangige Signalwege zu unterbrechen. Die CD47-
SIRPa-Interaktion fihrt auf diesem Weg zu einer Hemmung der makrophagozytaren
Zellaktivierung und Phagozytose, sofern ihr Signal starker ist als das der aktivierenden
Rezeptoren [55].

Nach dem gleichen Prinzip verlauft in natirlichen Killerzellen die Signalkaskade inhi-
bitorischer Rezeptoren, die MHC-Klasse-I-Molekiile binden und damit die Zerstérung
kérpereigener Zellen verhindern [57].

In Analogie zu den MHC-Klasse-I-Molekilen kénnte es sich bei CD47 also um ein wei-
teres Signalprotein der Selbsttoleranz handeln. Als ubiquitdres Molekiil ist es Uberdies
auch auf Zellen, wie zum Beispiel Erythrozyten, exprimiert, die kein MHC-Klasse-| be-
sitzen [58].

Zahlreiche tierexperimentelle Studien haben sich mit der Untersuchung von CD47 als
Regulator der Selbsttoleranz im Rahmen h&matologischer Autoimmunerkrankungen

befasst.

1.4.1 CD47 und Hamolyse

In Versuchen mit Knockout-Mausen zeigten Oldenborg et al., dass CD47-defiziente
(CD477") Spendererythrozyten im Empfangerorganismus von Wildtyp(CD47**)-M&usen
rasch eliminiert werden, wahrend CD47**-Erythrozyten unbeeintréchtigt bleiben. Nach
gezielter Blockade von SIRPa werden die CD47**-Erythrozyten jedoch in gleichem
MaBe eliminiert wie CD47”-Erythrozyten. Durch testweise Splenektomie und spezifi-
sche Zellzerstdérung konnten die Makrophagen der roten Milzpulpa als genauer Ort der
Erythrozyteneliminierung bestimmt werden. Hier verhindert offenbar die Interaktion zwi-
schen erythrozytarem CD47 und dem SIRPa der Milzmakrophagen eine Phagozytose
[58]. In gleicher Weise konnte gezeigt werden, dass CD47 auch die Phagozytose anti-

kérper- oder komplementopsonierter Erythrozyten hemmt [55].

Hinsichtlich des Einflusses von CD47 auf den Verlauf einer AIHA flhrten Oldenborg et
al. dartber hinaus Untersuchungen an NOD(nonobese diabetic)-Mausen durch, die ge-

netisch vorprogrammiert an einer AIHA erkranken.
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CD47**-NOD-Mause entwickeln eine spontane milde AIHA im Alter von 300 - 550 Ta-
gen. Bei CD477-NOD-Mausen hingegen bricht die AIHA bereits wesentlich friiher aus
und nimmt einen schweren, letalen Verlauf.

Fehlt jedoch der genetische NOD-Hintergrund und damit die Disposition flr die Entwick-
lung einer AIHA, so bricht sie auch in CD47-defizienten Mausen nicht aus.

Diese CD47"-Mause weisen allerdings eine erhdhte Sensitivitat fiir eine experimentell
induzierte AIHA auf. Nach peritonealer Injektion antierythrozytarer Antikérper entwickeln
sie im Vergleich zu CD47**-Mausen bei deutlich niedrigeren Antikdrpermengen bereits
eine schwere letale AIHA.

AuBerdem werden bei gleicher Opsonierung CD47"-Erythrozyten im Organismus ana-
mischer CD477-NOD-Mause sehr viel schneller eliminiert als CD47**-Erythrozyten [59].
CD47-Defizienz allein ist also kein Ausléser einer AIHA, hat aber erheblichen Einfluss
auf Schweregrad und Progression der Autoimmunreaktion.

CD47 und Erythrozytenalterung

CD47 kdénnte einen weiteren Part im multifaktoriellen Prozess der Ausmusterung al-
ternder Erythrozyten spielen. Neben zytoskeletalen Veranderungen, die zu vermehrter
Rigiditat und damit zum Hangenbleiben der Erythrozyten in der Milzpulpa fihren, sowie
zahlreichen anderen Modulationen der Oberflachenstrukturen fihrt womaéglich auch der
Verlust von CD47 zur gesteigerten Phagozytose ausgedienter Erythrozyten durch Milz-
makrophagen [41]. Gestltzt wird diese These durch die Feststellung, dass alternde mu-
rine Erythrozyten circa 20% ihrer CD47-Menge einblBen [60].

AuBerdem ergaben Analysen gelagerter Erythrozytenkonzentrate, dass die CD47-
Menge auf Erythrozyten wahrend der Lagerung signifikant abnimmt, wahrend sich pa-
rallel dazu die Menge von I8slichem CD47 im Uberstand vermehrt [61;62].
Méglicherweise ist diese Reduktion des erythrozytaren CD47 verantwortlich fir die be-
kanntermafBen beschleunigte Erythrozyteneliminerung im Empféangerorganismus nach

Bluttransfusionen [63].

CD47 und Rhnui

Patienten mit dem seltenen Phanotyp Rhnyi bilden keine Rh-Antigene aus. Gleichzeitig
ist die CD47-Menge auf ihren Erythrozyten um etwa 75-90% vermindert, wahrend ande-
re Zellen normale CD47-Level exprimieren [34;64-66]. Klinisch weisen Rhyy-Patienten
eine milde hdmolytische Anamie auf, die durch Splenektomie behoben werden kann
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[58;65]. Als Ursache der verkiirzten erythrozytaren Uberlebenszeit wird auch hier die
verminderte CD47-SIRPa-Interaktion mit konsekutiv vermehrter Phagozytose durch
Milzmakrophagen vermutet [58].

Ahnliche Beobachtungen konnten fiir die Protein 4.2-Defizienz gemacht werden, bei der
ebenfalls eine starke Verminderung der CD47-Expression auf Erythrozyten sowie eine
hamolytische Anamie auftreten [43].

1.4.2 CD47 und Thrombozyteneliminierung

Wahrend CD47"-Mause einerseits unauffallige Erythrozytenparameter aufweisen, ent-
wickeln sie andererseits eine spontane milde Thrombozytopenie, ohne dass sich dabei
Hinweise auf eine verklrzte Lebensspanne der Thrombozyten finden.

In Analogie zu Erythrozyten aber werden auch CD47-defiziente Thrombozyten im Emp-
fangerorganismus von Wildtyp-M&usen rasch phagozytiert, nicht jedoch CD47+*-
Thrombozyten. Zudem erweisen sich CD47”-Mause als wesentlich sensitiver fiir die
experimentell erzeugte ITP als CD47**-Mause. Auch die in vitro beobachtete Phagozy-
tose CD47-defizienter Thrombozyten erfolgt deutlich rascher als die von gleichermaBen
opsonierten CD47*"*-Thrombozyten. Durch spezifische SIRPa-Blockade I4sst sich auch
flir CD47**-Thrombozyten das Phagozytoselevel auf das der CD47"-Thrombozyten
anheben [67].

1.4.3 CDA47 und Eliminierung lymphohamatopoetischer Zellen

Der Einfluss von CD47 auf die Eliminierung lymphoh&amatopoetischer Zellen wurde in
Alloreaktionsversuchen an Mausen untersucht.

Die Kapazitat, im Organismus immundefizienter Mause eine Graft-versus-host-Reaktion
hervorzurufen, ist fir allogene CD47"-T-Zellen im Vergleich zu CD47**-T-Zellen deut-
lich eingeschrankt. Im Lymphgewebe der CD47**-Empfanger kdnnen wenige Tage
nach dem Zelltransfer praktisch keine CD47"-T-Zellen gefunden werden.

Ebenso sind CD47-defiziente Knochenmarkzellen nicht fahig, in CD47**-Empfangern
zu proliferieren, sodass zuvor in letaler Dosis bestrahlte M&use trotz Knochen-
marktransplantation sterben, wahrend die Empfinger von CD47**-Knochenmarkzellen
Uberleben.
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Sowohl Knochenmarkszellen als auch T-Zellen werden innerhalb von 24 Stunden im
Empfangerorganismus von Milzmakrophagen aber auch von dendritischen Zellen ver-
nichtet, wenn ihnen das Oberflachenprotein CD47 fehlt [68].

1.4.4 Losliches CD47

Nicht nur oberflachengebundenes, sondern auch l6sliches CD47 ist in der Lage, die
Phagozytoseaktivitdt von Makrophagen zu beeinflussen. Die Prainkubation von Maus-
makrophagen mit I6slichem CD47-Streptavidin-Fusionsprotein fuhrt in vitro zur Hem-
mung der Phagozytose kolloidaler Perfluorcarbonpartikel, die als Medikamentencarrier
normalerweise nach i.v.-Injektion schnell phagozytiert und aus dem Blutkreislauf elimi-

niert werden [69].

1.5 Fragestellung

Patienten mit AIHA oder ITP zeigen ein sehr variables klinisches Bild. Autoantikdrper
kénnen sowohl als Zufallsbefund beim symptomlosen Gesunden als auch im Zusam-
menhang mit jeder Verlaufsform vom moderaten Krankheitsbild ohne Therapiebedarf
bis hin zum lebensbedrohlichen Zustand detektiert werden [3;7-9].

In der diagnostischen Einschatzung der AIHA werden vor allem die Bestimmung von
Antikérperklassen und -subklassen sowie Titer, Affinitdt, Temperaturamplitude und
Komplementbindungsféahigkeit in Betracht gezogen. Keiner dieser Parameter korreliert
jedoch zuverlassig mit der Hamolysestarke. [10;11].

Auch fir die ITP findet sich kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Antikdrperklas-
se, Titer oder Antigenspezifitdten einerseits und dem AusmafB der Thrombozytenzersto-
rung andererseits [9].

Es fehlt also ein verlasslicher Parameter, der eindeutige Rickschllisse auf den Schwe-
regrad der Hamolyse beziehungsweise der Thrombozytopenie zulasst.

Dass CD47 als Phagozytoseinhibitor agieren und damit den Verlauf und den Schwere-
grad von Autoimmunzytopenien mildern kann, wurde bisher nur in wenigen Tierexperi-

menten und in vitro untersucht.
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Méglicherweise beeinflusst CD47 auch beim Menschen die Phagozytose von Erythrozy-
ten, Thrombozyten und lymphoha@matopoetischen Zellen. Es stellt sich daher die Frage,
welchen Einfluss die CD47-Expression humaner Blutzellen auf das AusmafB von Au-

toimmunzytopenien hat.

In der vorliegenden Arbeit sollte die CD47-Expression bei Patienten mit AIHA und ITP
im Vergleich zu Gesunden untersucht werden. Ebenso sollte Gberprift werden, ob sich
Patienten mit aktiver Hamolyse oder Thrombozytenzerstérung beziglich ihrer CD47-
Expressionslevel von Patienten, die sich in Remission befinden, unterscheiden.

Zu diesem Zweck sollte die CD47-Expression auf Erythrozyten, Thrombozyten und

Leukozyten sowie als ldsliches Protein im Plasma bestimmt werden.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten und gesunde Probanden

In der vorliegenden Studie wurden Patienten mit AIHA vom Wéarmetyp sowie Patienten
mit ITP aus der Immunha@matologischen Ambulanz des Institutes flr Transfusionsmedi-
zin der Charité als Probanden eingeschlossen. Blutproben von gesunden Probanden
als Vergleichsgruppe stammen von Blutspendern.

AIHA-Patienten wurden der Gruppe ,aktiv* zugeteilt, wenn zum Untersuchungszeitpunkt
eine Anamie im Rahmen der Hamolyse nachgewiesen werden konnte. Patienten ohne
Anamie und in nicht transfusionsbedurftigem Zustand wurden der Gruppe ,in Remissi-
on“ zugeteilt. Die Einteilung der ITP-Patienten erfolgte in ,aktiv‘ bei Thrombozytenzah-

len < 50.000/pl beziehungsweise ,in Remission® bei Thrombozytenzahlen > 50000/pl.

2.2 Chemikalien und Gerate

Chemikalien
= PBS-L&sung (nach Dulbecco) ohne Ca?* und Mg®*: Biochrom AG, Berlin,
Deutschland
» Hanks’ Salzlésung (HBSS) mit 0,35g/I NaHCOs3: Biochrom AG, Berlin, Deutsch-
land
= OptiLyse B: Immunotech, Marseille, Frankreich
= Venimmun N, 5%, humanes IgG: Aventis Behring, Marburg, Deutschland

= Rinderalbuminlésung: Biotest, Dreieich, Deutschland

Antikérper
» anti-human CD47-PE (Klon B6H12), Mouse 1gG1,x: Becton Dickinson, Heidel-
berg, Deutschland
» anti-human CD41a-FITC (Klon HIP8), Mouse IgG1,x: Becton Dickinson, Heidel-
berg, Deutschland
» anti-human CD45-FITC (Klon HI30), Mouse 1gG+,x: Becton Dickinson, Heidel-
berg, Deutschland
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= anti-human Blood Group A-FITC (Klon NaM87-1F6), Mouse IgGs,k: Becton Dick-
inson, Heidelberg, Deutschland

» anti-human Glycophorin A-PE (Klon GA-R2), Mouse IgGap,k: Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland

Isotypkontrollen
= Mouse IgG1,x-PE (Klon MOPC-21): Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
» Mouse IgGy,x-FITC (Klon MOPC-21): Becton Dickinson, Heidelberg, Deutsch-

land

Kalibrierungsbeads
= QuantiBRITE PE: Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Verbrauchsmaterialien
= Citrat-Monovetten: Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
= Falcon FACS-Réhrchen: Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
» Microlance-Kantlen: Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
= Einmalspritzen: B. Braun, Melsungen, Deutschland
» Minisart Filter, 0,2um: Sartorius, Géttingen, Germany

= Pipettenspitzen: Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Geréte
» Durchflusszytometer FACScan flow cytometer: Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland
» Tischzentrifuge Rotanta/RP: Hettich, Tuttlingen, Deutschland
» Zellzdhler: Sysmex Europe GmbH, Norderstedt, Deutschland
» Pipetten 10-1000ul: Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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2.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur gleichzeitigen Analyse mehrerer, vonein-
ander unabhéangiger physikalischer und biochemischer Eigenschaften einzelner Zellen
einer Suspension. Grundlage hierflr bildet die Messung der Fluoreszenz- und Streu-

lichtsignale immunfluoreszenzmarkierter Zellen.

2.3.1 Immunfluoreszenzmarkierung

Im Rahmen der direkten Immunfluoreszenzanalyse werden Zellen mit fluorochromge-
koppelten monoklonalen Antikdrpern inkubiert, die gegen ein spezifisches Epitop des zu
untersuchenden Antigens gerichtet sind.

Fluorochrome sind Verbindungen, die nach Absorption energiereicher Strahlung Licht
charakteristischer Wellenldnge emittieren. Dabei springt ein AuBenelektron, durch die
Energiezufuhr angeregt, auf ein héheres Energieniveau. Beim kurz darauf erfolgenden
Rucksprung auf das urspringliche, niedrigere Niveau wird ein Teil der zuvor aufge-
nommenen Energie als Lichtenergie frei. Ein weiterer Teil geht in Form von Warme ver-
loren, sodass das Emissionsspektrum eines Fluorochroms langwelliger als sein Anre-
gungsspektrum ist (Stokes shift).

Als Strahlenquelle dient zum Beispiel ein Argonlaser, dessen Emissionsspektrum im
Absorptionsbereich des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffs liegt.

Durch die Auswahl unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe, die mit derselben Wellen-
lange anregbar sind, sich aber in der Emissionswellenlange gut voneinander unter-
scheiden, ist innerhalb der Mehrfarbenfluoreszenzanalyse die gleichzeitige Untersu-
chung mehrerer Parameter einer Zellsuspension durch Anregung mit nur einer einzigen

monochromatischen Laserquelle méglich [70].

2.3.2 Gerateaufbau und —funktion

Flissigkeitssystem

Die Zellsuspension wird aus dem Probenréhrchen durch eine Stahlkapillare in die
Messkivette gefuhrt. Eine kontinuierlich zugeleitete Tragerflissigkeit erfasst die aus der
Kapillare austretende Suspension, beschleunigt diese und zieht sie dabei zu einem

dinnen Flissigkeitsfaden im Zentrum der Klvette aus. Dieser Vorgang wird als hydro-
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dynamische Fokussierung bezeichnet. Die Zellen passieren nun einzeln und nachein-

ander den Messpunkt.

Optisches System

Am Messpunkt trifft von einem Argonlaser ausgesendetes Licht der Wellenlange 488nm
auf den Probenstrom. Jede Zelle streut das auftreffende Laserlicht qualitativ und quanti-
tativ geman ihren physikalischen Eigenschaften. Die Vorwartsstreuung (FSC = Forward
Angle Light Scatter) im Kleinwinkelbereich von 0 bis 10° ist dabei vor allem abhangig
von der ZellgréBe, wahrend die Seitwartsstreuung im Winkel von 90° (SSC = Side Ang-
le Light Scatter) als MaB fiir die Granularitdt und Membranfaltung gilt. Blenden und Fil-
ter trennen das Seitwartsstreulicht von der emittierten Fluoreszenz und zerlegen diese

weiterhin in die einzelnen Farbbereiche (Abb. 3).

. 8 Fluoreszenz
i

=

Abb. 3: Optische Elemente eines Durchflusszytometers: 1=Laserstrahl, 2=Messkivette,
3=Blockerstreifen, 4=Sammellinse, 5=Teilerspiegel, 6=Photodiode, 7=Lichtfilter,
8=Photomultiplier.[70]
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Signalverarbeitung

Die optischen Signale werden in Photodetektoren in elektrische Signale umgewandelt
und je nach Messbereichsumfang linear oder logarithmisch verstarkt. Durch einen Ana-
log-Digital-Wandler erfolgt die Konversion der Signalintensitaten in Klassen. Die Spei-
cherung der Daten erfolgt in einer Listendatei, die die urspriingliche Korrelation der ein-
zelnen Werte einer jeden Zelle beibehélt und somit die wiederholte Datenauswertung

nach verschiedenen Aspekten ermdglicht [70].

2.3.3 Messergebnisse

Flr die Auswertung der gemessenen Daten stehen verschiedene Darstellungsformen
zur Verflgung.

In einem Punktehistogramm (Dot Plot) wurden die zwei Parameter Vorwarts- und Seit-
wartsstreulicht zueinander in Beziehung gesetzt. Dabei entspricht jeder Punkt mindes-
tens einer Zelle oder aber mehreren Zellen mit identischen Eigenschaften (Abb. 4).
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Abb. 4: Dot Plot

Far die Auswertung der Immunfluoreszenzmessungen wurde das Histogramm gewahlt.
In dieser einparametrigen Haufigkeitsverteilung wird jedem Messkanal die Anzahl der

entsprechenden Messwerte zugeordnet (Abb. 5).
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Abb. 5: Histogramm

2.3.4 Gating

Um die Messdaten auswerten zu kénnen, missen die interessierenden Zellen zun&chst
von anderen Zellarten, Zelltrammern und Aggregaten abgegrenzt werden.

Die zu untersuchende Zellpopulation wurde dazu im Dot Plot des Vorwérts-Seitwarts-
Scatters anhand ihrer spezifischen GréBen- und Granularititsmerkmale identifiziert und
in Form eines Auswertefensters markiert. Durch dieses so genannte Gating wurden alle
nun folgenden Fluoreszenzanalysen ausschlieBlich fir Ereignisse durchgefihrt, die in-
nerhalb des eingegrenzten Bereiches liegen.

FlOr das Gating von Thrombozyten, Lymphozyten und Granulozyten wurde als zusatzli-
ches Identifikationskriterium die positive Fluoreszenz nach Markierung mit FITC-
gekoppeltem anti-CD41a (Thrombozyten) beziehungsweise anti-CD45 (Lymphozyten
und Granulozyten) festgelegt (Abb. 6).
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Abb. 6: Gatingstrategien fiir Erythrozyten (a), Thrombozyten (b), Lymphozyten (c), Granulozyten
(d). Messereignisse werden nur dann in die Auswertung einbezogen, wenn sie die Bedingungen
der Auswertefenster R1 und R2 erfullen.
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2.3.5 Autofluoreszenz

Alle Zellen weisen eine Autofluoreszenz auf, die von normalen Zellbestandteilen wie
Flavinen und Cytochromen ausgeht [71]. Um die Verfalschung der Messergebnisse
durch diese unspezifische Fluoreszenz zu verhindern, wurden fir die unterschiedlichen
Zellpopulationen zunachst Analysen mit Isotypkontrollen durchgefihrt. Dafir wurden die
Zellansatze mit FITC- und PE-gekoppelten Antikdrpern inkubiert, die zwar dem Isotyp
des anti-CD47-Antikérpers entsprechen, aber keine Spezifitat fir das Antigen besitzen.
Anhand der Fluoreszenzmessung dieser ungefarbten Zellansatze wurden nun die Pho-
torbhrenspannungen und Verstarker so eingestellt, dass die Population im Dotplot je-
weils durch die erste Dekade der logarithmischen Fluoreszenzachsen begrenzt wird.
Entsprechende Quadrantenmarker bilden schlieBlich die Grenze zwischen antigenposi-

tiven und —negativen Zellen (Abb. 7).
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Abb. 7: Quadrantenmarker zur Festlegung des Bereichs antigenpositiver Zellen

2.3.6 Fluoreszenzkompensation

Bei der gleichzeitigen Verwendung zweier Antikérper mit unterschiedlichen Fluores-
zenzfarbstoffen ist zu beachten, dass sich die Fluoreszenzspektren von FITC und PE
Uberlappen, sodass ein Teil der FITC-Fluoreszenz im PE-Kanal detektiert wird und um-
gekehrt. Um diesen unerwiinschten Effekt zu korrigieren, muss von jedem Signalimpuls
der durch die spektrale Uberstrahlung verursachte Fluoreszenzanteil subtrahiert werden
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[70]. Zur Geréteeinstellung wurden mit jeweils nur einem der beiden fluoreszenzmar-
kierten Antikérper inkubierte Zellansatze einzeln gemessen. Die Kompensationselektro-
nik konnte nun so eingestellt werden, dass diese einfach positiven Zellen im entspre-
chend anderen Fluoreszenzkanal denselben Grenzwert haben wie negative Zellen
(Abb. 8).

Eine solche Kompensationseinstellung ist abhdngig von der Photoréhrenspannung, die

anschlieBend nicht mehr verandert werden darf.
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Abb. 8: Fluoreszenzkompensation mit FITC-positven (a) und PE-positiven (b) Zellen

2.3.7 Fc-Rezeptor-Blockade

Viele Zellen besitzen Fc-Rezeptoren fir Immunglobuline. Deshalb kann bei Inkubation
mit farbstoffgekoppelten Antikérpern zusatzlich zur spezifischen Bindung des Antikor-
pers an das gesuchte Antigenepitop eine unspezifische Farbung der Zellen durch Bin-
dung des Antikdrpers an den Fc-Rezeptor erfolgen. Dieser unerwinschte Effekt wird
verhindert, indem die Zellsuspension mit einem Immunglobulin prainkubiert wird, das
dem Isotyp des spater verwendeten fluoreszenzgekoppelten Antikérpers entspricht, a-
ber keine Spezifitdt fir das zu untersuchende Antigen besitzt. So werden die Fc-
Rezeptoren abgesattigt und stehen im Folgenden nicht mehr flr die unspezifische Bin-
dung zur Verfigung [71]. Dementsprechend wurde jede Probe noch vor dem eigentli-
chen Farbeschritt mit humanem IgG inkubiert.
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2.4 Quantitative Durchflusszytometrie

Der weit verbreitete Einsatz der Durchflusszytometrie zur qualitativen Probenauswer-
tung beschrankt sich zumeist auf die Ermittlung der Anteile antigenpositiver und anti-
gennegativer Zellen innerhalb einer Population. Dabei werden Zellen dann als positiv
fr die Expression eines spezifischen Antigens identifiziert, wenn ihre Messung einen
Fluoreszenzintensitatslvel ergibt, der oberhalb eines mehr oder weniger willkurlich fest-
gelegten Grenzwertes liegt.

Hingegen werden im Rahmen der quantitativen Durchflusszytometrie Unterschiede der
Fluoreszenzintensitaten quantifiziert, um so die heterogenen Expressionslevel eines

Antigens in verschiedenen Zellpopulationen miteinander vergleichen zu kénnen.

2.4.1 Kalibrierung mit QuantiBRITE

Um akkurate, vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, bedarf es einer Eichung der Fluo-
reszenzintensitatsskalierung mit Hilfe von fluorochromkonjugierten Kalibrierungsbeads.
Das verwendete QuantiBRITE-Set besteht aus einem Gemisch von vier Bead-
Populationen mit jeweils definierter Anzahl PE-Molekile (Abb. 9). Die gemessenen Flu-
oreszenzintensitaten der Beads wurden gegen die entsprechenden PE-Molekilzahlen
aufgetragen, sodass die lineare Regressionsgerade y=ax+b (mit a = Steigung, b =

Achsenschnittpunkt, y = logio der Fluoreszenzintensitat, x = logio der PE-Molekiilzahl)
berechnet werden konnte (Abb. 10).

Voraussetzung fur die Kalibrierung ist, dass die Beads mit exakt denselben Instrumen-
teneinstellungen gemessen werden wie spater die Proben. Deshalb wurden Messung
und Regressionsanalyse mit drei Ansétzen der QuantiBRITE-Beads jeweils gesondert
in den Instrumenteneinstellungen far Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten
durchgefihrt.

Anhand der ermittelten Regressionsgleichung konnten spéter die geometrischen Mittel
der gemessenen Fluoreszenzintensitaten in ,PE-Molekulle pro Zelle* konvertiert werden,
um so einen exakten Vergleich der unterschiedlichen CD47-Expressionslevel zu ermdég-

lichen.



Patienten, Material und Methoden 31

=
G -
i Med-High
ionar Hi
Med Lo ih
[
=
1A]
=
(WN]
Y = -z -3 i
10 10 10 10 10*
FE
Abb. 9: Fluoreszenzintensitéaten der vier Bead-Populationen
30 7
y = 1,0095x - 19121
25 1
20 1
g
< 15
8
O
o0
S
1,0 T T T T T 1
20 25 30 35 40 45 50
log PE / Bead

Abb. 10: Errechnete Regressionsgerade

2.4.2 Quantifizierung von loslichem CD47 im Plasma

Durchflusszytometrische Messungen setzen voraus, dass ein zu analysierendes Anti-
gen an die Oberflache einer Zelle oder eines anderen Partikels gebunden ist. Um 16sli-
ches CD47 zunachst an anti-CD47-beladene Kunststoffpartikel zu binden und anschlie-
Bend mit fluorochrommarkiertem Antikérper zu detektieren, werden zwei Antikdper be-

notigt, die nicht um dasselbe Antigenepitop konkurrieren.
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Die zur Verfugung stehenden anti-CD47-Klone B6H12 (Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland), BRIC 125 (International Blood Group Reference Laboratory, Bristol, Eng-
land) und BRIC 126 (AbD Serotec, Oxford, UK) wurden paarweise auf Epitopbin-
dungskonkurrenz untersucht. Dabei zeigte sich der kompetitive Bindungscharakter fir
jede aller méglichen Kombinationen dadurch, dass die Vorinkubation mit einem unge-
farbten Antikérperklon die Fluoreszenzmarkierung einer Zellsuspension durch den zwei-

ten, fluorochrommarkierten Klon hemmt.

Deshalb musste die Quantifizierung des léslichen CD47 im Plasma auf indirektem We-
ge im Rahmen eines Hemmversuches erfolgen. Nach Vorinkubation des Plasmas mit
PE-markiertem anti-CD47 wurden Erythrozyten hinzugegeben und es folgte ohne er-
neute Antikbrperzugabe ein weiterer Inkubationsschritt. Fir die Detektion von erythrozy-
tengebundenen CD47-Molekilen standen nun nur noch diejenigen Antikérper zur Ver-
flgung, die zuvor nicht bereits 16sliches CD47 gebunden hatten. Damit steht die Menge
an Iéslichem CD47 in umgekehrt proportionalem Verhéltnis zur gemessenen Fluores-
zenzintensitat auf Erythrozyten.

Als Referenzprobe diente eine sechsprozentige Rinderalbuminlésung, die in der Vorin-
kubation mangels l6slichem CD47 keine Antikdrper wegfangen konnte und deshalb we-
sentlich héhere Fluoreszenzintensitaten als die Plasmaproben erbrachte. Durch Sub-
traktion der Fluoreszenzwerte der Plasmamessungen von den Albuminkontrollwerten
konnte schlieBlich ein Wert ermittelt werden, der direkt proportional zur Menge an 16sli-
chem CDA47 ist.

Die Erythrozyten stammten fiir alle Ansatze vom selben Spender der Blutgruppe 0,

Rhesus negativ.

2.5 Methodenvalidierung

2.5.1 Prazisionskontrollen

Um die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse zu Uberprifen, wurden Prazisionskon-
trollen durchgefthrt. Inter-Assay-Kontrollen umfassten die parallele Durchfihrung aller
Arbeitsschritte an vier Erythrozytenansatzen derselben Blutprobe und den anschlieBen-
den Vergleich der Fluoreszenzintensitaten. Fir Intra-Assay-Kontrollen wurde ein einzi-
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ger Erythrozytenansatz dreimal hintereinander am Durchflusszytometer analysiert
(Tabelle 1).

Tabelle 1: Préazisionskontrollen. CV = Variationskoeffizient

Mittelwert der .
n _ L Standardabweichung CV (%)
Fluoreszenzintensitaten

Inter-Assay 4 1109,86 21,38 1,93
Intra-Assay 3 1076,77 9,09 0,84
2.5.2 Rhyy

Als Vergleichsprobe fir die Bestimmung verminderter CD47-Expressionslevel dienten
Erythrozyten des seltenen Phanotyps Rhnyi, die bekanntermaBen bedeutend weniger
CD47 exprimieren als Erythrozyten aller anderen Blutgruppen [34;44].

2.5.3 Plasma-Hemmversuch mit Referenzantigenen

Die Eignung des Plasma-Hemmversuchs zum Nachweis Iéslicher Proteine wurde durch
ontrollversuche mit Referenzantigenen tberprtift.

Als Positivkontrolle diente Plasma eines Spenders der Blutgruppe A Lewis(a-b+), der
als Sekretor l6sliches Blutgruppenantigen A im Plasma aufweist. In der Negativkontrolle
wurde Blutplasma auf Glycophorin A untersucht, das nicht sezerniert wird und deshalb

nicht in léslicher Form vorliegt.

2.6 Probenverarbeitung

Die Blutentnahme erfolgte mit Citratmonovetten. Die Blutproben wurden per Hand
transportiert und innerhalb eines engen Zeitfensters von wenigen Stunden weiterverar-
beitet.
Zur Herstellung der Zellsuspensionen der verschiedenen Blutzellpopulationen wurden
Proben in folgender Reihenfolge aus der Monovette gewonnen:

1. Entnahme von Vollblut fir die Leukozytenpraparation

2. Zentrifugation des Restblutes: 800 U/min, ohne Bremse, 25min
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3. Abnahme des Uberstandes (PRP = plattchenreiches Plasma) fiir die Thrombozy-
tenpraparation

4. Scharfe Zentrifugation des Rulckstands zur Gewinnung von Erythrozytensedi-
ment: 3000 U/min, S5min

5. Abnahme von 2ml Plasma aus dem Uberstand

2.6.1 Erythrozytenpraparation

Herstellung der Erythrozytensuspension:
= Ldsen von 10ul Erythrozytensediment in 1000ul PBS
» Bestimmung der Erythrozytenzahl im Zellzahler und Verdiinnung der Suspension
auf 10000 Erythrozyten/ul
Fc-Rezeptor-Blockade:
» |nkubation von 10ul Erythrozytensuspension mit 20ul humanem IgG (5%), 15min
bei Raumtemperatur, im Dunkeln
Férbeschritt:
* |nkubation mit 20ul PE-markiertem anti-CD47, 30min bei Raumtemperatur, im
Dunkeln
Inkubationsstopp:
= Zugabe von 500ul PBS

2.6.2 Thrombozytenpraparation

Thrombozyten kdénnen durch mechanischem Stress oder Kaélte sehr schnell aktiviert
werden. Um eine solche Aktivierung, die unter Umstanden Einfluss auf die Oberfla-
chenproteine nehmen kann, zu verhindern, wurden die Thrombozyten auBerst vorsich-
tig behandelt. Sdmtliche Chemikalien wurden vor der Verwendung auf Raumtemperatur
erwarmt, Pipettierschritte wurden besonders vorsichtig und Zentrifugationen ohne
Bremse durchgefihrt.
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Herstellung der Thrombozytensuspension:
» Zentrifugation von 1ml PRP: 800 U/min, ohne Bremse, 5min
= Dekantieren und Resuspension des Pellets in 500ul HANKS
= Bestimmung der Thrombozytenzahl im Zellzahler und Verdinnung der Suspen-
sion auf 5000 Thrombozyten/pl
Fc-Rezeptor-Blockade:
* |nkubation von 50ul Thrombozytensuspension mit 20ul humanem IgG (5%),
15min bei Raumtemperatur, im Dunkeln
Férbeschritt:
= |nkubation mit 10ul PE-markiertem anti-CD47 und 10ul FITC-markiertem anti-
CD41, 30min bei Raumtemperatur, im Dunkeln
Inkubationsstopp:
= Zugabe von 500ul HANKS

2.6.3 Leukozytenpraparation

Zur Gewinnung der Leukozytensuspension aus dem Vollblut mussten die in circa tau-
sendfacher Uberzahl vorhandenen Erythrozyten zundchst mit der Optilyse-Lésung ly-
siert werden, damit die zu analysierenden Zellen angereichert und unspezifisch anfarb-
bare Zellen gleichzeitig entfernt werden konnten.

Herstellung der Leukozytensuspension:

» |nkubation von 200ul Vollblut mit 200ul Optilyse, 10min bei Raumtemperatur, im
Dunkeln

= Nach Zugabe von 4ml Aqua dest. Inkubation 10min bei Raumtemperatur, im
Dunkeln

» Scharfe Zentrifugation: 1800 U/min, 10min

= Dekantieren und Resuspendieren und Zugabe von 2ml PBS

» Scharfe Zentrifugation: 1800 U/min, 10min

= Dekantieren und Resuspendieren in 300ul PBS

» Bestimmung der Leukozytenzahl im Zellzéhler und Verdinnung der Suspension
auf 2000 Leukozyten/pl
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Fc-Rezeptor-Blockade:
* Inkubation von 50ul Leukozytensuspension mit 20ul humanem IgG (5%), 15min
bei Raumtemperatur, im Dunkeln
Férbeschritt:
= |nkubation mit 20ul PE-markiertem anti-CD47 und 10ul FITC-markiertem CD45,
30min bei Raumtemperatur, im Dunkeln
Inkubationsstopp:
= Zugabe von 500ul PBS

2.6.4 Plasmapraparation und Hemmversuch

Jede Plasmaprobe wurde vor der Verarbeitung zunachst durch Filtration von verunrei-
nigenden Kleinstbestandteilen befreit. Die Herstellung des Erythrozytensedimentes er-
folgte flir jeden Versuchsansatz vom selben Spender der Blutgruppe 0, Rhesus negativ.

Aufbereitung der Plasmaprobe:
= Sterilfiltration mit Minisart-Filtern (PorengréBe 0,2 um)
Herstellung der Erythrozytensuspension:

» Scharfe Zentrifugation des Vollblutes zur Gewinnung von Erytrozytensediment:
3000 U/min, 5min

= Verdinnung des Erythrozytensedimentes 1:1010 mit PBS

Plasmainkubation:

* Inkubation von 10pul Plasma (bzw. 10ul 6%iger Albuminlésung als Referenzpro-
be) mit 10 pl 1:7 verdinntem, PE-markiertem anti-CD47 30min bei Raumtempe-
ratur, im Dunkeln

Erythrozyteninkubation:

= Zugabe von 20ul Erythrozytensuspension und Inkubation 30 min bei Raumtem-

peratur, im Dunkeln
Inkubationsstopp:
=  Zugabe von 500ul PBS
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2.7 Auswertung

Es wurden keine absoluten Zahlen von CD47-Molekilen pro Zelle, sondern miteinander
vergleichbare relative CD47-Expressionslevel bestimmt. Als Korrelat flr die relative
CD47-Menge dient hierbei die Zahl der antikdrpergekoppelten PE-Molekile, die auf den
zu untersuchenden Zellen detektiert wurden. Entsprechend erfolgt die Darstellung der
CD47-Expression im Folgenden grundsatzlich als ,PE-Molekile pro Zelle®.

Vergleiche der CD47-Expression kdnnen dabei ausschlieBlich innerhalb einer Zellsorte
durchgefuhrt werden. Der Vergleich relativer Expressionslevel zwischen verschiedenen
Zellsorten ist aufgrund unterschiedlicher Praparationsprotokolle und Instrumentenein-

stellungen nicht mdéglich.

2.7.1 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS fir Windows, Version 11 (SPSS Inc.,
Chicago, USA).

Alle Stichproben wurden zunachst mit dem Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest auf
Normalverteilung untersucht. Mit dem Levene-Test wurde zwischen den zu verglei-
chenden Gruppen auf Varianzenhomogenitat getestet.

Die Gruppenvergleiche erfolgten mit dem Tukey Kramer-Test flr paarweise Mittelwert-
vergleiche. Er ist eine Variante des Tukey HSD (honestly significant difference) und
kommt bei ungleichen Stichprobenumfédngen zum Einsatz. Der Tukey-Test gilt als Ver-
fahren mit Allgemeintestcharakter und kann somit auch ohne vorgeschaltete Varianz-
analyse durchgefihrt werden [72]. Voraussetzungen sind Normalverteilung sowie Vari-
anzenhomogenitat der Stichproben.

Das multiple Signifikanzniveau als maximale Wahrscheinlichkeit, mindestens eine der
einzelnen Nullhypothesen irrtimlich abzulehnen, wurde auf o = 0,05 festgelegt.
Zellgr6Be und CD47-Expression wurden anhand der Korrelation nach Pearson auf ei-
nen linearen Zusammenhang untersucht. Als Signifikanzniveau wurde auch hier a =

0,05 festgelegt.
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2.7.2 Darstellung der Ergebnisse

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgt in Form von Boxplot-Diagrammen.

Dabei bilden unteres Quartil (25%-Quantil) und oberes Quartil (75%-Quantil) die Be-
grenzungen der Box. Der Median ist als mittlere Querlinie dargestellt. Die so genannten
Whiskers reichen als vertikale Linien bis zum minimalen beziehungsweise maximalen
Wert, sofern diese innerhalb des anderthalbfachen Interquartilsabstands liegen. Werte
zwischen dem anderthalbfachen und dreifachen Interquartilsabstand werden als ,Aus-
reiBer” definiert und mit einem Kreis (O) gekennzeichnet. Werte auBBerhalb des dreifa-
chen Interquartilsabstands gelten als ,Extremwerte“ und werden mit einem Stern (>k)

markiert.
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3 Ergebnisse

3.1 CDA47-Expression auf Erythrozyten

Die Quantifizierung der CD47-Expression auf Erythrozyten ergab weder im Vergleich
zwischen Gesunden und AlHA-Patienten (p=0,555) noch zwischen Gesunden und ITP-
Patienten (p=0,996) einen signifikanten Unterschied.

Auch AlIHA-Patienten und ITP-Patienten unterschieden sich hinsichtlich ihrer erythrozy-
taren CD47-Expression nicht signifikant voneinander (p=0,528).

Dagegen erbrachte die Untersuchung von Erythrozyten der Blutgruppe Rhnui eine Re-
duktion der CD47-Menge auf weniger als ein Zehntel der Menge normaler Erythrozyten
(Abb. 11).
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Abb. 11: CD47-Expression auf Erythrozyten mit Angabe der Medianwerte. n = StichprobengréBe.
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Die erythrozytédre CD47-Expression wurde dartber hinaus zwischen den zwei Subgrup-
pen der AIHA-Patienten verglichen. Dabei ergab sich kein signifikanter Unterschied
zwischen Patienten mit aktiver AIHA und Patienten in Remission (p=0,487) (Abb. 12).
AuBerdem zeigte sich kein Unterschied zwischen Patienten mit aktiver AIHA und Ge-
sunden (p=0,178) oder zwischen Patienten in Remission und Gesunden (p=0,930).
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Abb. 12: CD47-Expression auf Erythrozyten. Vergleich der AIHA-Subgruppen mit Angabe der
Medianwerte. n = StichprobengréBe.



Ergebnisse 41

3.2 CDA47-Expression auf Thrombozyten

Thrombozyten von ITP-Patienten unterschieden sich hinsichtlich ihrer CD47-Menge
nicht signifikant von den Thrombozyten Gesunder (p=0,858).

Ebenso zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen AIHA-Patienten und Ge-
sunden (p=0,883) sowie zwischen ITP-Patienten und AIHA-Patienten (p=0,999) (Abb.
13).
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Abb. 13: CD47-Expression auf Thrombozyten mit Angabe der Median-Werte. n = Stichproben-
gréBe.
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Innerhalb der Gruppe der ITP-Patienten zeigte sich zwischen Patienten mit aktiver ITP

und Patienten in Remission keine unterschiedlich exprimierte thrombozytare CD47-

Menge (p=0,940) (Abb. 14).

Ebenso unterschieden sich weder Gesunde und Patienten mit aktiver ITP (p=0,717)
noch Gesunde und Patienten in Remission (p=0,862) hinsichtlich ihrer CD47-

Expression auf Thrombozyten voneinander.
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Abb. 14: CD47-Expression auf Thrombozyten. Vergleich der ITP-Subgruppen mit Angabe der

Medianwerte. n = StichprobengréBe.
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3.3 CDA47-Expression auf Lymphozyten

Die Lymphozytenmessungen ergaben, dass ITP-Patienten signifikant weniger CD47
exprimieren als Gesunde (p=0,033) und AIHA-Patienten (p=0,015). Zwischen AIHA-
Patienten und Gesunden zeigte sich hingegen kein signifikanter Unterschied (p=0,994)
(Abb. 15).
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Abb. 15: CD47-Expression auf Lymphozyten mit Angabe der Medianwerte. n = Stichprobengré-
Be.
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3.3.1 Einfluss der LymphozytengréBe auf die CD47-Expression

Die Betrachtung der mittleren LymphozytengréBe ergab beim Vergleich aller untersuch-
ten Probanden deutliche individuelle Unterschiede. Das geometrische Mittel der Vor-
wartsstreuung (FSC) als MaB fir die mittlere ZellgroBe der Lymphozyten eines Patien-
ten wies eine interindividuelle Streubreite von 331,2 - 426,4 auf.

Die Untersuchung auf einen Zusammenhang zwischen ZellgréBe und CD47-Expression
erbrachte eine statistisch signifikante (p=0,032), positive Korrelation nach Pearson mit
dem Korrelatonskoeffizienten r=0,4069 (Abb. 16).
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Abb. 16: Korrelation zwischen mittlerer ZellgréBe (FSC) der Lymphozyten und CD47-Expression.
R2=Bestimmtheitsmalf



Ergebnisse 45

3.4 CDA47-Expression auf Granulozyten

Fir die CD47-Menge auf Granulozyten konnten weder zwischen Gesunden und AIHA-
Patienten (p=0,066), noch zwischen Gesunden und ITP-Patienten (p=0,577) oder AIHA-
Patienten und ITP-Patienten (p=0,261) signifikante Unterschiede gefunden werden
(Abb. 17).
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Abb. 17 CD47-Expression auf Granulozyten mit Angabe der Medianwerte. n = StichprobengréBe.
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3.5 CD47 im Plasma

3.5.1 Plasma-Hemmversuch mit Referenzantigenen

Als Positivkontrolle lieB sich Blutgruppenantigen A im Plasma des Sekretors der Blut-
gruppe A Lewis(a-b+) nachweisen. Wahrend der Vorinkubation des Plasmas mit Anti-A-
Antikdrper wurde ein Teil dieser Antikdrper durch die 16slichen Antigene gebunden und
stand nun nicht mehr fir die Farbung der anschlieBend hinzugeflgten Erythrozyten zur
Verfugung. Mit zunehmender Verdinnungsstufe des Plasmas wurden héhere Fluores-
zenzintensitdten gemessen, die einen entsprechend niedrigeren Level an geléstem An-
tigen anzeigen. Die héchsten Fluoreszenzintensitaten erreichte die Referenzprobe Al-
bumin, die kein Iésliches A-Antigen enthalt (Abb. 18).
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Abb. 18: Positivkontrolle mit Nachweis von ldslichem Blutgruppenantigen A. V1=unverdiinntes
Plasma. V2, V3, V4 = ansteigende Verdinnungsstufen.

Die als Negativkontrolle durchgefiihrte Untersuchung des Plasmas auf Glycophorin A
zeigte unabhangig von der Verdinnungsstufe im Vergleich zu Albumin keine Verminde-

rung der Fluoreszenzintensitéat (Abb. 19).
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Abb. 19: Negativkontrolle. Es I&sst sich kein I6sliches Glycophorin A nachweisen.
V1i=unverdlnntes Plasma. V2, V3, V4 = ansteigende Verdinnungsstufen.

3.5.2 Plasma-Hemmversuch mit CD47

CDA47 konnte nicht nur als zellgebundenes Oberflachenprotein, sondern darliber hinaus

auch in Iéslicher Form im Plasma aller untersuchten Blutproben nachgewiesen werden

(Abb. 20).
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Abb. 20: Nachweis von Iéslichem CD47 im Plasma exemplarisch fiir zwei Patienten (P1 und P2)
dargestellt.
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Dabei zeigte sich im Plasma der ITP-Patienten eine héhere CD47-Menge als im Plasma
von Gesunden (p=0,002) und AIHA-Patienten (p=0,003).

Zwischen Gesunden und AIHA-Patienten ergab sich dagegen kein signifikanter Unter-
schied (p=0,963) (Abb. 21).
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Abb. 21: CD47-Expression im Plasma mit Angabe der Medianwerte. n = StichprobengréBe.
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Die Subgruppenanalyse der ITP-Patienten erbrachte weiterhin eine signifikant hbhere
CD47-Expression im Plasma sowohl der Patienten mit aktiver ITP im Vergleich zu Ge-
sunden (p=0,049) als auch der Patienten in Remission im Vergleich zu Gesunden
(p=0,004).

Untereinander unterschieden sich Patienten mit aktiver ITP und Patienten in Remission

hingegen nicht signifikant voneinander (p=0,681) (Abb. 22).
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Abb. 22: CD47-Expression im Plasma. Vergleich der ITP-Subgruppen mit Angabe der Median-
werte. n = StichprobengréBe.



Ergebnisse

50

Innerhalb der Gruppe der AIHA-Patienten zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwi-
schen Patienten mit aktiver AIHA und Patienten in Remission (p=0,510) (Abb. 23). Auch
von Gesunden unterschieden sich weder Patienten mit aktiver AIHA (p=0,959) noch

Patienten in Remission (p=0,614).
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Abb. 23: CD47-Expression im Plasma. Vergleich der AIHA-Subgruppen mit Angabe der Median-
werte. n = StichprobengréBe.
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4 Diskussion

In wenigen experimentellen Studien hat sich CD47 in den letzten Jahren als potentielles
Protein der Selbsttoleranz erwiesen und wurde unter anderem hinsichtlich seiner Rolle
in der Regulation hdmatologischer Autoimmunerkrankungen analysiert [41;55;58;59;67].
Diesbezigliche Erkenntnisse beruhen allerdings ausschlieBlich auf Tierexperimenten
und In-vitro-Untersuchungen. Es ist bisher nicht bekannt, welche Rolle CD47 bei Au-
toimmunzytopenien des Menschen spielt.

In der vorliegenden Arbeit wurde nun der Zusammenhang zwischen CD47 und dem
AusmalfB der Blutzellzerstérung im Rahmen von AIHA und ITP beim Menschen unter-
sucht. Daflr wurden die CD47-Expressionslevel der Blutzellen und des Blutplasmas
von Patienten und Gesunden mittels quantitativer Durchflusszytometrie miteinander
verglichen.

Vor der Interpretation der Ergebnisse dieser Untersuchungen erfolgt zunachst die Ein-

schatzung der angewandten Methodik.

4.1 Die Durchflusszytometrie als quantitatives Verfahren

Der Einsatz der Durchflusszytometrie als quantitatives Verfahren zur Bestimmung und
zum Vergleich von Antigenmengen ist eine bisher wenig standardisierte Methode [73].
Um valide und reproduzierbare Messergebnisse zu erhalten, missen vor allem Instru-
mentenleistung und Probenverarbeitung streng kontrolliert werden.

Alle Messungen der vorliegenden Arbeit wurden am selben Durchflusszytometer vorge-
nommen. Messwertabweichungen aufgrund unterschiedlicher Geréateleistungen konnten
somit ausgeschlossen werden. Die Kalibrierung des Instruments mit Hilfe der Quanti-
BRITE-Beads ermdglichte die Kontrolle des logarithmisch verstarkten Fluoreszenzsig-

nals der Photomultiplier. Es wurden keine Von-Tag-zu-Tag Abweichungen gefunden.

Die gemessene Fluoreszenzintensitat ist direkt von der vorhandenen Antigenmenge
abhéangig, sofern sich die verwendete Antikdrpermenge im Séttigungsbereich befindet.
In Titrationsreihen konnte jedoch mit Ausnahme der Lymphozyten fur keine der hier un-
tersuchten Zellarten eine Antikdrperkonzentration gefunden werden, die in einem 0ko-
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nomisch vertretbaren Kostenrahmen den Sattigungsbereich flr oberflachengebundenes
CD47 erreicht.

Deshalb mussten die Messungen mit nicht sattigenden Antikérpermengen durchgefihrt
werden. Unter diesen Voraussetzungen ist es nicht mdglich, die absolute Zahl von
CD47-Molekulen pro Zelle zu errechnen. Trotzdem kénnen die relativen Fluoreszenzin-
tensitédten der einzelnen Proben quantitativ miteinander verglichen werden, denn die
Fluoreszenzintensitat ist auch unter nicht sattigenden Bedingungen proportional zur
Antigenmenge, solange ein striktes Praparationsprotokoll eingehalten wird. Die Mess-
ergebnisse werden in diesem Fall auBer von der Antigenmenge erheblich von weiteren
Einflussfaktoren bestimmt. So steigt die Fluoreszenzintensitat bei Erhéhung der Anti-
kérperkonzentration, bei Verringerung der Zellzahl in der Probe sowie bei Verlangerung
der Inkubationszeit [71].

Zur Kontrolle dieser Einflussfaktoren wurden in einer streng kontrollierten Versuchs-
durchfihrung alle Mengen, Konzentrationen und Zeiten sowie Instrumenteneinstellun-

gen konstant gehalten.

Daneben weist der verwendete Antikdrperklon B6H12 eine deutliche Temperaturab-
héangigkeit der Bindungsaffinitat auf, die vor allem unter nicht sattigenden Bedingungen
eine Rolle spielt. Rosales et al. konnten zeigen, dass die Bindung von B6H12 an CD47
bei héherer Temperatur mit groBerer Affinitat erfolgt und bei deutlicher Temperatursen-
kung sogar reversibel ist [74].

In der vorliegenden Arbeit wurden daher alle Praparations- und Inkubationsschritte bei

Raumtemperatur in klimatisierten Laborraumen durchgefihrt.

Letztendlich weisen die Ergebnisse der Prazisionskontrollen darauf hin, dass die durch-
flusszytometrische Quantifizierung von CD47 mit dem flr diese Arbeit konzipierten Pro-
cedere in der Tat reproduzierbare Messwerte ergibt.

Darlber hinaus ergab die Analyse von Erythrozyten des Phanotyps Rhyyy, die im Ver-
gleich zu allen anderen Blutgruppen bedeutend weniger CD47 exprimieren, Uberein-
stimmend mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen ebenfalls eine deutlich niedrige-
re CD47-Expression [34;44]. Die verwendete Methode ist demnach in der Lage, tat-

sachlich existierende Unterschiede der CD47-Expression zu detektieren.
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4.2 Zellgebundenes CD47

Das Oberflachenprotein CD47 konnte ohne Ausnahme sowohl bei Gesunden als auch
bei AIHA-Patienten und ITP-Patienten auf allen untersuchten Zellen nachgewiesen
werden. Ein vollstandiges Fehlen von CD47 auf Blutzellen lie3 sich somit bei keiner Pa-
tientengruppe feststellen.

Auch von anderen Arbeitsgruppen ist eine komplette CD47-Defizienz beim Menschen
bisher nicht beschrieben worden [59]. Selbst die erythrozytare CD47-Reduktion, die im
Rahmen der Protein 4.2-Defizienz sowie der Rhesusvarianten Rhyy, D-- und D.. zu be-
obachten ist, betragt in keinem der Falle mehr als 90% [66]. In diesem Zusammenhang
wird spekuliert, dass eine minimale CD47-Expression notwendig ist, um die Eliminie-
rung unreifer Erythrozyten vor dem Eintritt in die Zirkulation zu verhindern [75]. Eine
solche Uberlegung lasst sich ohne weiteres in die Hypothese einordnen, dass CD47 als
Signalprotein der Selbsttoleranz agiert.

Dass zellgebundenes CD47 in der Lage ist, die Phagozytose von Blutzellen zu verhin-
dern, wurde vorwiegend an vollstandig CD47-defizienten Knockout-Mausen nachgewie-
sen [55;58;59;67;68]. Da eine solche komplette CD47-Defizienz beim Menschen offen-
sichtlich nicht existiert, stellt die vergleichende Betrachtung der CD47-Expressionslevel
von Patienten mit hdmatologischen Autoimmunerkrankungen eine Mdglichkeit dar, die

Rolle von CD47 in der Steuerung humaner Autoimmunprozesse zu beurteilen.

4.2.1 CDA47 auf der Oberflache von Blutzellen

Obwohl die zu Kontrollzwecken durchgefiihrte Analyse von Erythrozyten der Blutgruppe
Rhnuir erwartungsgeman eine deutliche Verminderung der CD47-Expression ergab, fan-
den sich im Ubrigen keine Unterschiede der erythrozytdren CD47-Menge. AIHA-
Patienten exprimieren nicht weniger CD47 auf ihren Erythrozyten als Gesunde oder
ITP-Patienten. Auch zwischen Patienten mit aktiver AIHA und Patienten in Remission
war kein Unterschied erkennbar.

Vergleichbare Ergebnisse lieferte auch die Analyse von Thrombozyten. ITP-Patienten
besitzen weder geringere CD47-Expressionslevel auf ihren Thrombozyten als Gesunde
oder AIHA-Patienten, noch zeigte sich ein Unterschied zwischen Patienten mit aktiver
ITP und Patienten in Remission.
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Erythrozyten und Thrombozyten, die im Rahmen von AIHA beziehungsweise ITP in ge-
steigertem MaBe phagozytiert werden, weisen also im Vergleich zu weniger betroffenen

und unbeeintrachtigten Zellen keine verminderte CD47-Expression auf.

Die zusatzliche Betrachtung der CD47-Expressionslevel auf Lymphozyten und Granulo-
zyten, die nicht von der autoimmunen Phagozytose betroffen sind, liefert dariiber hinaus
Informationen Uber das generelle CD47-Expressionsniveau auf Blutzellen bei Patienten
mit Autoimmunzytopenien.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen fiir Erythrozyten und Thrombozyten fanden sich
dabei auch auf Granulozyten keine unterschiedlichen CD47-Mengen zwischen Gesun-
den, AIHA-Patienten und ITP-Patienten.

Im Gegensatz dazu ergab die Analyse der Lymphozyten, dass ITP-Patienten signifikant
weniger CD47 exprimieren als Gesunde oder AlIHA-Patienten. Lymphozyten stellen
damit die einzige Zellsorte dar, bei der sich unterschiedliche CD47-Mengen im Ver-
gleich der Patientengruppen nachweisen lieBen. Ein konkreter Zusammenhang ist al-
lerdings gerade vor dem Hintergrund fraglich, dass alle Ubrigen Zellsorten und selbst
die in verstarktem MaBe phagozytierten Zellen keine veranderte CD47-Expression auf-
weisen. Weiterhin bleibt unklar, warum ausschlieBlich die Gruppe der ITP-Patienten von
einer CD47-Verminderung betroffen ist, wahrend AIHA-Patienten normale CD47-
Mengen auf ihren Lymphozyten aufweisen. Eine spezifische autoimmune Neutropenie,
die diesen Umstand erklaren kénnte, liegt bei der betreffenden Patientengruppe nicht
zusatzlich vor. Der ermittelte Unterschied ist mit einer Reduktion um circa 10% ohnehin
relativ klein. Zudem stellen die Lymphozyten mit ihren Subtypen T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten und Natlrlichen Killerzellen eine heterogene Zellpopulation dar, die indi-
viduell sehr unterschiedlich zusammengesetzt sein kann. Dies spiegelt sich in den vor-
liegenden Untersuchungen auch in der interindividuellen Streubreite der mittleren Zell-
gréBen wieder. Dartber hinaus gilt fir Lymphozyten eine positive Korrelation zwischen
Zellgr6Be und CD47-Expression, die fir keine andere Zellsorte nachgewiesen werden
konnte. Somit ist anzunehmen, dass die detektierten Abweichungen der CD47-Menge
in erster Linie auf den Unterschieden in der Zusammensetzung der Lymphozytenpopu-
lation beruhen und nicht priméar in Zusammenhang mit der Diagnose einer Autoimmun-

zytopenie gebracht werden kénnen.
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Ahnliche Verhaltnisse herrschen auch fiir Granulozyten, die ebenfalls eine heterogene
Zellpopulation darstellen und sich zudem durch eine hohe Fragilitdt und einen beson-
ders schnellen Alterungsprozess auszeichnen.

Obwohl Lymphozyten und Granulozyten als undifferenzierte Zellgruppen somit nur ein-
geschrankt interindividuell vergleichbar sind, Iasst sich aus den vorliegenden Ergebnis-
sen dennoch ableiten, dass auch fir diese beiden Zellsorten kein Zusammenhang zwi-
schen dem Vorliegen einer AIHA oder ITP und der CD47-Expression besteht.

Insgesamt findet sich bei Patienten mit AIHA oder ITP weder ein allgemein verminder-
tes CD47-Expressionsniveau auf Blutzellen, noch weisen die explizit von der autoim-
munen Phagozytose betroffenen Zellen niedrigere CD47-Mengen auf. Der Einfluss des
Oberflachenproteins CD47 auf die Phagozytoserate erscheint damit weitaus weniger
eindeutig, als aufgrund der Untersuchungen an CD47-defizienten Knockout-Mausen
zunachst vermutet werden konnte.

CD477-Erythrozyten, die im Organismus von Wildtyp-M&usen rasch phagozytiert wer-
den, bleiben in CD477-Organismen unbeeintrichtigt. Diese Tatsache l4sst vermuten,
dass die Phagozytoseaktivitat der Makrophagen nicht allein vom CD47 auf Zielzellen,
sondern gleichzeitig auch vom CD47-Expressionslevel der Umgebung beeinflusst wird
[58]. Fehlt CD47 im gesamten Organismus und damit auf der eigenen Zelloberflache,
stellt die CD47-Defizienz der Zielzellen also keinen Phagozytoseanreiz flir Makropha-
gen mehr dar. Demzufolge ist von der Beteiligung zusatzlicher inhibitorischer Signale
auszugehen. Mdglicherweise existieren neben CD47 noch weitere, bisher nicht be-
schriebene Signalproteine der Selbsttoleranz, die in der Lage sind, eine komplette
CD47-Defizienz zu kompensieren.

Eine solche Redundanz der phagozytoseinhibierenden und Selbsttoleranz erzeugenden
Signale lieBe die Bedeutung von CD47 fur den Verlauf von Autoimmunzytopenien wei-
ter in den Hintergrund treten.

Auch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen lassen inzwischen an der dominierenden
Rolle von CD47 als Phagozytoseinhibitor zweifeln. Arndt et al. untersuchten die Reakti-
vitat peripherer Blutmonozyten mit Rhyy-Erythrozyten in einem Monocyte Monolayer
Assay (MMA). Dabei stellten sie fest, dass Rhyyi-Erythrozyten trotz deutlich verminder-
ter CD47-Expression im Vergleich zu Kontrollerythrozyten mit normaler CD47-Menge
keine erhdhte Interaktion mit Monozyten aufweisen [76]. Es konnte also kein Hinweis
auf eine verstarkte Phagozytose der CD47-schwachen Zellen gefunden werden.
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Ohnehin qilt es inzwischen als umstritten, dass der hdmolytischen Anamie, die im Zu-
sammenhang mit Rhyy oder auch der Protein 4.2-Defizienz auftritt, in erster Linie eine
verminderte CD47-SIRPa-Interaktion zugrunde liegt. Es ist vielmehr méglich, dass die
einhergehenden zytoskeletalen Abnormalitaten im Sinne einer hereditaren Spharozyto-
se die Ursache der Anamie sind. Unterstutzt wird diese Annahme vor allem dadurch,
dass eine vergleichbare Verminderung der erythrozytaren CD47-Expression auch bei
den Rhesusvarianten D-- und D.. beobachtet werden kann, ohne dass Zytoskelettve-
randerungen oder eine Hamolyse auftreten [66].

Offenbar geht also eine Reduktion des oberflachengebundenen CD47 um etwa 75%
und mehr beim Menschen nicht zwangslaufig mit einer gesteigerten Phagozytose be-
troffener Zellen einher. Fir murine Zellen konnte eine Dosisabhangigkeit des phagozy-
toseinhibierenden Effekts von CD47 nachgewiesen werden. Untersuchungen an hete-
rozygoten Knockout-Mausen ergaben, dass eine Reduktion des zellgebundenen CD47
um 50% bei Erythrozyten beziehungsweise 45% bei Thrombozyten ausreicht, um die
Phagozytoserate |gG-opsonierter Zellen signifikant zu steigern. In Abwesenheit von Au-
toantikdrpern und bei damit fehlender Opsonierung flhrt eine Reduktion von CD47 in
dieser GréBenordnung allerdings auch bei Mausen nicht zur gesteigerten Clearance der
Zellen [67;77].

Dies lasst vermuten, dass der Phagozytosesteuerung durch CD47 wesentlich komple-
xere Mechanismen zugrunde liegen. Tatsachlich hat sich inzwischen herausgestellt,
dass CD47 nicht in jedem Fall als Phagozytoseinhibitor agiert, sondern in Abhangigkeit
vom biologischen Kontext sogar prophagozytotisch wirken kann. Fir gealterte bezie-
hungsweise apoptotische Erythrozyten, Thymozyten und T-Zellen konnte gezeigt wer-
den, dass sie nur dann an Makrophagen binden und anschlieBend von ihnen ingestiert
werden, wenn sie CD47 auf ihrer Oberflache exprimieren und im Gegenzug unversehrt
bleiben, wenn ihnen das Oberflachenprotein fehlt [78;79].

Demnach erflillt CD47 also abhangig von der Lebensfahigkeit der Zielzellen vollkom-
men gegensatzliche Funktionen. Wahrend CD47 auf vitalen Zellen die Phagozytose
verhindert, dient es auf apoptotischen und alternden Zellen dazu, die Eliminierung durch
Makrophagen zu steigern [80].

Darlber hinaus ist CD47 in der Lage, als so genannter Todesrezeptor die Apoptose
aktivierter T-Zellen zu induzieren [81]. Insbesondere Defekte der klassischen Fas-
vermittelten Apoptose aktivierter autoreaktiver T-Lymphozyten werden in Zusammen-
hang mit der Exazerbation von AIHA und ITP gebracht [3;82]. Als alternativer Todesre-



Diskussion 57

zeptor dient CD47 mdglicherweise der Downregulation einer Autoimmunreaktion durch
Kontrolle autoreaktiver T-Zellen und B-Zellen, die sich als resistent gegen die klassi-
sche Fas-induzierte Apoptose erweisen [81].

Aufgrund dieses vielfaltigen und mitunter gegenséatzlichen Signalpotentials ist anzu-
nehmen, dass CD47 neben der Interaktion mit SIRPa auch auf anderen Wegen Ein-

fluss auf die Zelleliminierung im Rahmen von AIHA und ITP nimmt.

4.2.2 Speziesspezifitaten

Wesentliche Erkenntnisse Uber die Rolle des Oberflacheproteins CD47 als Phagozyto-
seinhibitor und in der Regulation hamatologischer Autoimmunerkrankungen wurden in
experimentellen Studien an Mausen gewonnen [55;58;59;67;68]. Es ist nicht auszu-
schlieBen, dass der CD47-SIRPa-Interaktion mdglicherweise speziesspezifische Kondi-
tionen, Mechanismen und Affinitdten zugrunde liegen.

Subramanian et al. fanden in diesem Zusammenhang heraus, dass mesenchymale
Stammzellen des Menschen trotz hoher CD47-Expression kein humanes SIRPa bin-
den. Daraus schlossen sie, dass die CD47-SIRPa-Interaktion selbst innerhalb einer
einzigen Spezies zellspezifische Unterschiede aufweist und Rickschlisse von einer
Zellsorte auf andere folglich nicht ohne Weiteres mdglich sind [83]. Es erscheint daher
ungewiss, inwiefern die CD47-SIRPa-Interaktion zwischen verschiedenen Spezies be-
wahrt ist.

Bei der Ubertragung des Mausmodells auf den Menschen bedarf es deshalb der Be-
ricksichtigung einiger wesentlicher Unterschiede zwischen beiden Spezies. Erste er-
hebliche Divergenzen fanden Lindberg et al. bereits beim Vergleich der Aminosaurese-
guenzen von humanem und murinem CD47. Fir die extrazellulare Doméane ergab sich
eine Ubereinstimmung von nur 61% zwischen Maus und Mensch, wéahrend die trans-
membranaren Segmente zu 77% Ubereinstimmen [36].

AuBerdem unterscheiden sich humane und murine Erythrozyten hinsichtlich der memb-
ranstrukturellen Verankerung von CD47. Einerseits weisen beide Spezies die gleiche
CD47-Dichte auf der Zelloberflache auf [84]. Andererseits findet sich die Assoziation
von CD47 an den Rh-Komplex sowie an Protein 4.2 und den Band3-Komplex aus-
schlieBlich auf humanen, nicht jedoch auf murinen Erythrozyten [42;66;79]. Entspre-

chend der fehlenden Verankerung mit dem Zytoskelett ist murines CD47 zu Uber 80%
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frei in der Zellmembran beweglich, wahrend die mobile Fraktion beim Menschen nur
etwa 40% ausmacht [66;84].

Mobile beziehungsweise diffusionsfahige Rezeptorproteine haben die Fahigkeit, in Zell-
kontaktzonen zu akkumulieren und damit vermutlich die Liganden-Rezeptor-Bindungen
zu stabilisieren und entstehende Signale zu potenzieren [44]. Subramanian et al. konn-
ten nachweisen, dass eine entsprechende Akkumulation von CD47 in der Adh&sions-
zone zwischen Erythrozyten und einem SIRPa-Komplex nur bei Mausen und nicht beim
Menschen auftritt [84]. Demzufolge wére eine Verstarkung des Signals der Selbsttole-
ranz bei der Interaktion mit SIRPo durch humanes CD47 nicht anndhernd in dem Aus-
mafB mdglich wie durch murines CD47. Daneben ist es durchaus denkbar, dass die be-
schriebenen unterschiedlichen membranaren Proteinassoziationen von CD47 nachfol-
gend mit eben so unterschiedlichen Signalkaskaden einhergehen.

Abweichungen zwischen Maus und Mensch betreffen nicht nur CD47 selbst, sondern
auch seinen Interaktionspartner SIRPa, dessen Aminosauresequenzen beider Spezies
im Bereich der CD47-bindenden Immunglobulindoméane zu 34% voneinander abwei-
chen [83]. Die CD47-SIRPo-Interaktion weist dariber hinaus bei Mausen eine deutlich
starkere Affinitat auf als bei Menschen [84].

Es findet sich also bereits hinsichtlich struktureller und mechanistischer Voraussetzun-
gen eine Vielzahl bedeutsamer Unterschiede, die die Ubertragung der Verhaltnisse bei
Mausen auf den Menschen ausgesprochen schwierig, wenn nicht gar unmdglich ma-

chen.

Dass bei Mausen ein Zusammenhang zwischen CD47-Expression und Schweregrad
einer Autoimmunzytopenie besteht, wurde aus zahlreichen Phagozytoseassays ge-
schlossen. Diese ergaben, dass die CD47-SIRPa-Interaktion die antikbrper- oder kom-
plementinduzierte Phagozytose von Blutzellen blockiert. Daneben lieferten vor allem die
Beobachtungen an NOD-Mausen, die im CD47-defizienten Zustand an einer fulminant
verlaufenden AIHA erkranken, entscheidende Hinweise. Erythrozyten dieser CD47-
defizienten NOD-Mause sind in deutlich héherem MaBe durch Antikérper opsoniert als
CD47**-NOD-Mause, sodass Oldenborg et al. dariiber hinaus eine beschleunigte Au-
toantikérperproduktion im CD47-defizienten Zustand postulierten. Einem hypotheti-
schen Mechanismus zufolge werden CD47”-Erythrozyten dabei bereits phagozytiert,

wenn sie nur durch ein Minimum von Autoantikérpern opsoniert sind, wahrend CD47+*-
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Erythrozyten bei gleichem Opsonierungsgrad aufgrund des Uberwiegenden inhibitori-
schen CD47-SIRPa-Signals weitgehend unversehrt bleiben. Die vermehrte Phagozyto-
se fuhrt wiederum zu verstarkter Antigenprasentation mit nachfolgend gesteigerter Anti-
kérperproduktion. Im Sinne eines geschlossenen Kreislaufs verstarkt die CD47-
Defizienz damit die weitere Phagozytoserate und flhrt zur progressiven Exazerbation
einer praformierten AIHA [59].

Ein solcher Zusammenhang zwischen CD47-Level und Schweregrad einer Autoimmun-
zytopenie lasst sich beim Menschen anhand der Ergebnisse der hier vorliegenden Ar-
beit nicht belegen.

4.3 CD47 im Plasma

Neben der zellgebundenen Form konnte CD47 auch als lésliches Protein im Plasma
aller untersuchten Blutproben nachgewiesen werden.

Es handelt sich dabei nach dem Stand unseres Wissens um den erstmaligen und der-
zeit einzigen positiven Nachweis von léslichem CD47 in menschlichem Plasma.

Diese Ergebnisse widersprechen den Untersuchungen von Anniss et al., die keinen
Hinweis auf das Vorhandensein von léslichem CD47 im Plasma fanden [61]. Mittels
Western Blot analysierten sie Plasmaproben, die vor der Messung in mehreren Schrit-
ten verdiinnt wurden. Obwohl nahere Angaben Uber die resultierende Verdinnungsstu-
fe fehlen, sank die CD47-Konzentration in ihrem Analysat méglicherweise bereits unter
die Nachweisgrenze.

Far die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten durchflusszytometrischen Messungen
kann aufgrund der durchgefihrten Mikrofiltration des Plasmas zunachst ausgeschlos-
sen werden, dass irrtimlich zellgebundenes CD47 detektiert wurde. Kontrollmessungen
ergaben darliber hinaus, dass |ésliches Blutgruppenantigen A im Plasma von Sekreto-
ren detektiert werden kann, wahrend das nicht sezernierbare Oberflachenprotein Gly-
kophorin A in I@slicher Form tatsachlich nicht nachweisbar ist. Somit erweist sich die
verwendete indirekte Messmethode flr den exklusiven Nachweis Iéslicher Proteine ge-
eignet, ohne von der gleichzeitigen Existenz oberflachengebundener Varianten beein-

flusst zu werden.
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Im quantitativen Vergleich stellte sich heraus, dass ITP-Patienten mehr I6sliches CD47
im Plasma aufweisen als Gesunde oder als AIHA-Patienten. Dabei trat die vermehrte
CD47-Menge im Plasma bei Patienten mit aktiver ITP und Patienten in Remission glei-
chermaBen auf.

Im Gegensatz dazu unterschieden sich AIHA-Patienten hinsichtlich der Menge an 16sli-
chem CD47 nicht signifikant von Gesunden. Auch bei der Betrachtung der AIHA-
Subgruppen fanden sich keinerlei Unterschiede zwischen Patienten mit aktiver AIHA,
Patienten in Remission und Gesunden.

Eine mdgliche Quelle des im Plasma detektierten l6slichen CD47 stellt die Freisetzung
von oberflachengebundendem CD47 durch Bildung von Membranvesikeln dar.

FUr Thrombozyten ist bekannt, dass sie insbesondere im aktivierten Zustand Membran-
vesikel abstoBen, die neben bioaktiven Lipiden auch Proteine enthalten [85]. Insofern ist
es prinzipiell méglich, dass eine artifizielle Thrombozytenaktivierung aufgrund mechani-
schen Stresses wahrend der Blutentnahme und Probenpraparation Uberhaupt erst zur
Freisetzung von CD47 im Rahmen der Mikrovesikulation geflihrt hat. Allerdings hétte
sich dieser Umstand auf alle Proben gleichermaBen ausgewirkt und erklart somit nicht
die hdhere CD47-Menge im Plasma der ITP-Patienten, die demnach bereits in vivo vor-
zuliegen scheint.

Méglicherweise stoBen die Thrombozyten der ITP-Patienten also in verstarktem MaBe
CD47 von ihrer Oberflache ab. Dagegen sprechen jedoch die Ergebnisse der Thrombo-
zytenmessungen, die fir dieselbe Patientengruppe keine korrespondierende Verminde-
rung des oberflachengebundenen CD47 ergaben.

Neben Thrombozyten kommen dartber hinaus auch andere Zellen als mdglicher Ur-
sprung des loéslichen CD47 in Frage. Anniss et al. beobachteten, dass gelagerte E-
rythrozyten, die im Verlauf der Aufoewahrung zunehmend CD47 von ihrer Oberflache
verlieren, gleichzeitig ihre bikonkave Form einbliBen und nadelférmige Zellauslaufer
ausbilden. Daraus leiteten sie ab, dass CD47 mdglicherweise in Mikrovesikeln, die aus
diesen Zellauslaufern entstehen, von der Zelloberflache abgestoBen wird [61].

Bei der Untersuchung polymorphnukleérer Leukozyten fanden Rosales et al. hingegen
heraus, dass die CD47-Expression unbeeinflusst vom Aktivierungszustand der Zellen
konstant bleibt. Sie fanden keine Hinweise auf eine Internalisierung oder Freisetzung
von CD47 in aktivierten und nicht aktivierten Leukozyten [74].
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Die Ablésung von Membranvesikeln geschieht unter Trennung der Verbindung zwi-
schen membranarer Lipiddoppelschicht und Zytoskelett. Entsprechend werden vorran-
gig mobile Oberflachenproteine freigesetzt, die nicht zytoskeletal gebunden sind [86].
Insbesondere auf Erythrozyten ist CD47 jedoch zum grdBten Teil zytoskeletal verankert
und kann somit theoretisch weitaus schlechter durch Vesikulation freigesetzt werden.

Unabhéangig vom Ursprung kann CD47 auch in léslicher Form als Phagozytoseinhibitor
fungieren. Hsu et al. zeigten dies bereits anhand ihrer Versuche mit kiinstlichen CD47-
Fusionsproteinen, die in der Lage sind, die Phagozytoserate kolloidaler Medikamenten-
carrier zu vermindern [69]. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass CD47 nicht
zwangslaufig an die Oberflache der Zielzelle gebunden sein muss, um mit SIRPa der
Makrophagen interagieren und die inhibitorische Signalkaskade in Gang setzen zu kén-
nen.

In Bezug auf Autoimmunzytopenien bleibt unklar, in welcher GréBenordnung lésliches
CDA47 vorliegen muss, um die Phagozytoseaktivitdt der Makrophagen nennenswert zu
beeinflussen. Der in den Plasmaanalysen detektierte Unterschied ist tatséchlich sehr
klein. ITP-Patienten wiesen gegentiber Gesunden und AIHA-Patienten eine Vermeh-
rung des l6slichen CD47 um weniger als zehn Prozent auf. Ob eine Veranderung in
dieser GréBenordnung Uberhaupt einen Effekt hatte, bleibt fraglich. Zumal die Erhéhung
der CD47-Menge in der ITP-Patientengruppe am ehesten als Kompensationsmecha-
nismus einzuordnen ware. In diesem Fall erwiese sich die kompensatorische Steige-
rung allerdings als insuffizient, da die Patientensubgruppe mit aktiver ITP trotz glei-
chermafBen erhdhter CD47-Menge eine gesteigerte Thrombozyteneliminierung aufweist.
Darlber hinaus fehlen Anhaltspunkte fiir einen entsprechenden Kompensationsmecha-
nismus in der Gruppe der AIHA-Patienten, die sich hinsichtlich der Menge an Iéslichem

CD47 nicht von Gesunden unterschieden.

Obwohl sich also Gesunde und ITP-Patienten hinsichtlich ihrer CD47-Menge im Plasma
unterschieden, bleibt es dennoch unwahrscheinlich, dass dieser Unterschied pathophy-
siologisch maBgebliche Auswirkungen hat. Insgesamt konnten damit anhand der vorlie-
genden Untersuchungen keine Hinweise dafir gefunden werden, dass Verlauf und
Schweregrad von AIHA oder ITP in klinisch relevantem MaBe mit der Menge an 16sli-

chem CD47 im Blutplasma betroffener Patienten zusammenhangen.
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4.4 Ausblick: Therapeutische Anwendung von CD47

Auch wenn die Funktion von CD47 in der Pathophysiologie von AIHA und ITP noch
nicht abschlieBend geklart ist, fanden sich neben dem bereits beschriebenen phagozy-
toseinhibierenden Effekt auch Hinweise auf die Nutzbarkeit klnstlicher CD47-
Expression auf der Zelloberflache zur Verbesserung der Biokompatibilitat. Discher et al.
konnten in einem Modellversuch zeigen, dass Hefezellen, die auf ihrer Oberflache die
extrazellulare Doméane von CD47 tragen, zu 80% von der Phagozytose durch
Neutrophile verschont bleiben, wahrend Wildtyp-Hefezellen ohne CD47 durchweg in-
nerhalb kirzester Zeit vernichtet werden [87].

Sollte sich diese Wirkung in weiterfiihrenden Experimenten bestétigen, ergabe sich far
kinstlich exprimiertes CD47 ein breites Anwendungsspektrum auf dem Gebiet der Me-
dikamentenverfligbarkeit und implantierbaren Medizinprodukte bis hin zur Gewebsim-
plantation.

Selbst auf dem Gebiet der Xenotransplantation erweist sich CD47 inzwischen als mdg-
licher Ansatzpunkt zur Verbesserung der Gewebetoleranz durch den Empféanger. Wang
et al. wiesen anhand von Mausen und Schweinen zun&chst nach, dass die CD47-
SIRPa-Interaktion speziesspezifisch ist und eine Crossreaktion von CD47 mit SIRPa
zwischen beiden Spezies nicht stattfindet. Durch genetische Manipulation des CD47 im
Spendergewebe des Schweins mittels Transfektion eines murinen CD47-Plasmids kann
jedoch eine AbstoBung des Gewebes im Empfangerorganismus der Maus verhindert
werden [88].

4.5 Fazit

Patienten mit AIHA und ITP weisen normale CD47-Expressionslevel auf. Es findet sich
somit keine Reduktion des oberflachengebundenen CD47 als Ursache der gesteigerten
Zerstdrung von Blutzellen.

Erwartungen, nach denen die Quantifizierung von CD47 méglicherweise Rickschliisse
auf Schweregrad und Verlauf von AIHA oder ITP erlaubt und somit als diagnostisches
Kriterium einsetzbar ist, lassen sich anhand der Ergebnisse dieser Arbeit nicht bestati-

gen.
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Angesichts der geringen StichprobengréBe der untersuchten Patientengruppen und
Subgruppen sind die vorliegenden Ergebnisse dabei im Sinne einer Pilotstudie zu be-
trachten, in deren Rahmen erstmals menschliche Blutzellen auf einen Zusammenhang
zwischen CD47-Expression und Auspragung einer hamatologischen Autoimmunerkran-
kung untersucht wurden.

Es ist nicht auszuschlieBen, dass weitere Studien mit deutlich gréBerem Stichproben-
umfang dennoch kleinere, statistisch signifikante Abweichungen der CD47-Expression
aufdecken wirden, die hier aufgrund eben jener kleinen Patientenzahlen nicht nachge-
wiesen werden konnten. Nutzen und Aussagekraft solcher Untersuchungen blieben al-
lerdings fraglich, da die Existenz eines groBen und damit bedeutsamen Unterschiedes
aufgrund der hier bereits vorliegenden Ergebnisse nicht zu erwarten ist. CD47-Defizite
in GréBenordnungen von 50 bis 100%, die flr murine Zellen zur sicheren Phagozyto-
sesteigerung fuhren, lassen sich bei Patienten mit AIHA oder ITP offensichtlich nicht

nachweisen.

Zukunftige Untersuchungen muissen nun zunachst herausfinden, inwiefern die fir den
murinen Organismus gewonnenen Erkenntnisse trotz der speziesspezifischen Eigen-
schaften von CD47 auf den Menschen Ubertragen werden kénnen und ob sich huma-
nes CDA47 tatsachlich ebenfalls als Phagozytoseinhibitor und Signalprotein der Selbstto-
leranz erweist. Gegebenenfalls sind darliber hinaus Analysen notwendig, die die bisher
offene Frage klaren, welcher Grad der Reduktion von zellgebundenem CD47 ausreicht,
um die Phagozytoserate menschlicher Zellen maBgeblich zu steigern.

Nach dem derzeitigen Erkenntnisstand schlieBen die in dieser Arbeit erzielten Ergeb-
nisse nicht ganzlich aus, dass humanes CD47 dennoch eine Rolle in der Regulation der
Phagozytoseprozesse im Rahmen von AIHA und ITP spielt. Im komplexen Zusammen-
spiel einer Vielzahl von Einflussfaktoren auf Schweregrad und Verlauf der Autoimmun-
erkrankungen scheint CD47 allerdings keine so dominierende Stellung einzunehmen
wie bisher vermutet.

Dennoch ist selbst die therapeutische Anwendbarkeit von CD47-Mimetika oder kiinst-
lich exprimiertem CD47 bei AIHA und ITP nicht undenkbar, sofern entsprechende Un-
tersuchungen Klarheit Gber den tatséchlichen Einfluss und die quantitativen Vorausset-

zungen als phagozytoseinhibierendes Protein verschaffen.
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5 Zusammenfassung

Die Autoimmunhamolytische Anamie (AIHA) und die Immunthrombozytopenie (ITP)
gehen in variablem AusmaB mit der Zerstérung kérpereigener Erythrozyten bezie-
hungsweise Thrombozyten einher. Die Ursache fiir diese Erkrankungen ist die Bildung
von Autoantikérpern, auf deren Nachweis und Klassifizierung sich die Diagnostik derzeit
hauptséachlich stutzt. Weder die bloBe Existenz von Autoantikbrpern noch deren Klas-
sen- und Subklassenzugehdrigkeit oder Titer lassen jedoch immer eindeutige Ruick-

schlisse auf den Schweregrad der Hamolyse oder Thrombozytopenie zu.

CD47, das als ubiquitéares Oberflachenprotein eine Vielzahl unterschiedlicher biologi-
scher Funktionen auslbt, hat sich in einigen wenigen Studien als Phagozytoseinhibitor
und potentielles Protein der Selbsttoleranz erwiesen. In Experimenten an Knockout-
Mausen konnte gezeigt werden, dass zielzellgebundenes CD47 in der Lage ist, die
Phagozytose von Blutzellen durch Makrophagen zu hemmen und den Schweregrad von

Autoimmunzytopenien zu vermindern.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob CD47 auch beim Menschen Einfluss
auf das AusmaB von Hamolyse und Thrombozytenzerstérung hat. Mittels quantitativer
Durchflusszytometrie wurden AlIHA-Patienten, ITP-Patienten und Gesunde hinsichtlich
ihrer CD47-Mengen auf Erythrozyten, Thrombozyten, Lymphozyten und Granulozyten
miteinander verglichen. Dabei ergab sich, dass AIHA-Patienten und ITP-Patienten nor-
male CD47-Expressionslevel aufweisen und dass auch Patienten mit aktiver Hamolyse
oder Thrombozytenzerstérung nicht weniger CD47 exprimieren als Patienten in Remis-
sion. Eine Reduktion des oberflachengebundenen CD47 als Ursache der gesteigerten
Zerstdérung fand sich selbst auf den von der autoimmunen Phagozytose betroffenen
Zellen nicht.

Darlber hinaus konnte CD47 in léslicher Form im Blutplasma aller Probanden nachge-
wiesen werden, ohne dass die Menge des Proteins in Beziehung zur Diagnose oder

zum Ausmal der Zellzerstérung stand.
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Ein Zusammenhang zwischen CD47-Expression und Schweregrad einer Autoimmunzy-
topenie, der fur den murinen Organismus bereits nachgewiesen wurde, lieB sich somit
beim Menschen anhand der Ergebnisse dieser Arbeit nicht belegen.

Speziesspezifische Eigenschaften des Oberflachenproteins CD47 und seiner Interakti-
onspartner sind moglicherweise dafir verantwortlich, dass die fir den murinen Orga-
nismus gewonnenen Erkenntnisse nicht uneingeschrankt auf den Menschen tbertragen
werden kdnnen.

Ein Einfluss von CD47 auf die Phagozytoseprozesse im Rahmen von AIHA und ITP ist
dennoch nicht ausgeschlossen, auch wenn CD47 offensichtlich eine weitaus weniger

dominierende Rolle spielt, als zundchst angenommen werden konnte.
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