
 1 

Technische Universität München 
Fakultät für Medizin 

 

Die trunkierte Spleißvariante der beta-Kette des GM-CSF Rezeptors 

dient als Biomarker für den Schweregrad der respiratorischen 

Beeinträchtigung des Neugeborenen bei Geburt 

 

Verena Roswitha Schulte 

 

 

 

 

Vollständiger Abdruck der von der Fakultät für Medizin der Technischen Universität München 

zur Erlangung des akademischen Grades einer 

Doktorin der Medizin 

genehmigten Dissertation (Dr. med.) 

 

 

Vorsitzender:     Prof. Dr. Lars Mägdefessel 

 

Prüfer*innen der Dissertation: 1. Priv.-Doz. Dr. Esther Rieger-Fackeldey, Ph.D. 

     2. apl. Prof. Dr. Vanadin Regina Seifert-Klauss 

 

 

Die Dissertation wurde am 26.10.2021 bei der Technischen Universität München eingereicht 

und durch die Fakultät für Medizin am 12.04.2022 angenommen.  



 2 

 

Inhaltsverzeichnis 

1. EINLEITUNG ........................................................................................................................................... 4 
1.1. SURFACTANTHOMÖOSTASE UND PULMONALE ALVEOLARPROTEINOSE ............................................ 4 
1.2. DER GRANULOZYTEN-MAKROPHAGEN-KOLONIE STIMULIERENDE FAKTOR (GM-CSF) ........................ 7 
1.3. DER GM-CSF-REZEPTOR ..................................................................................................................... 9 
1.4. DIE ROLLE DES GM-CSF SIGNALWEGES BEI DER PULMONALEN ALVEOLARPROTEINOSE ................... 11 
1.5. DIE TRUNKIERTE FORM DER bC-KETTE DES GM-CSF-REZEPTORS: bIT ................................................. 13 
1.6. FRAGESTELLUNG ............................................................................................................................. 15 
2. MATERIAL UND METHODEN ................................................................................................................ 16 
2.1. PATIENTENKOLLEKTIV ..................................................................................................................... 16 
2.2 DER RESPIRATORISCHE SCORE ......................................................................................................... 17 
2.3. LABORMETHODEN UND bIT EXPRESSIONSKOEFFIZIENT .................................................................... 18 
2.4. STATISTIK UND ETHIK ...................................................................................................................... 19 
3. ERGEBNISSE ......................................................................................................................................... 20 
3.1. PATIENTENKOLLEKTIV ..................................................................................................................... 20 
3.2. DER bIT-EXPRESSIONSKOEFFIZIENT UND DER RESPIRATORISCHE SCORE .......................................... 22 
3.3. DER bIT-EXPRESSIONSKOEFFIZIENT BEI NEU- UND FRÜHGEBORENEN ............................................... 24 
3.4. DER bIT-EXPRESSIONSKOEFFIZIENT IM VERLAUF DER SERIELLEN BLUTPROBEN ................................ 25 
4. DISKUSSION ......................................................................................................................................... 26 
5. ZUSAMMENFASSUNG .......................................................................................................................... 30 
6. DANKSAGUNG ..................................................................................................................................... 31 
7. REFERENZEN ........................................................................................................................................ 32 

 
 

  

 
  



 3 

Abkürzungen 

 

AA   Aminosäure 

Bp   Basenpaar 

BAL   Bronchoalveoläre Lavage 

f   weiblich 

FG   Frühgeborenes 

GM-CSF  Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor 

GM-CSF-R  Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor Rezeptor 

IL   Interleukin 

IQR   Interquartilbereich 

JAK   Januskinase 

MDS   Myelodysplastisches Syndrom 

NG   Neugeborenes 

m   männlich 

PAP   Pulmonale Alveolarproteinose 

PAS   Periodic acid Schiff 

Rt-PCR   real time Polymerase Kettenreaktion 

RDS    Respiratory distress syndrome 

RS   Respiratorischer Score 

SP-A/B/C/D  Spezifisches Surfactantprotein A/B/C/D 

SSW   Schwangerschaftswoche 

TNF   Tumor-Nekrose-Faktor 
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1. Einleitung 

1.1. Surfactanthomöostase und Pulmonale Alveolarproteinose 

 
 
Surfactant (=surface active agent) bezeichnet ein Gemisch aus verschiedenen Lipiden (90%) 

und Proteinen (10%), welches im Rahmen der fetalen Lungenreifung ab der 35. 

Schwangerschaftswoche (SSW) in den Pneumozyten II gebildet und von diesen in den 

Alveolarraum sezerniert wird.  Den Hauptteil der Lipide machen Phospholipide aus, das 

wichtigste mit einem Anteil von 70-80% stellt Phosphatidylcholin dar. Die Proteinfraktion kann 

in eine spezifische Surfactant-Protein Fraktion (50%) und Surfactant-unspezifische Proteine 

(z.B. Albumin, Lysozym) unterteilt werden. Zu den spezifischen Surfactant-Proteinen (SP) 

gehören die hydrophilen Proteine SP-A und SP-D, sowie die hydrophoben Proteine SP-B und 

SP-C (Possmayer 1988). Surfactant-Lipide werden von den Pneumozyten II in Form sog. 

Lamellarkörperchen („lamellar bodies“) in die Alveole abgegeben, wo sie sich gitternetzartig 

anordnen und das sog. tubuläre Myelin bilden. Im Sinne einer alveolären Homoöstase erfolgt 

der Großteil (50-85%) des Surfactantabbaus durch Wiederaufnahme in die Pneumozyten II 

(Hallman, Epstein, and Gluck 1981; Jacobs et al. 1982; Magoon et al. 1983). Weitere Ursachen 

für Surfactantabbau sind Aufnahme in Alveolarmakrophagen (10-20%) (Nichols 1976; Miles, 

Ma, and Bowman 1988; Walker, Williams, and Benson 1986) oder in geringem Teil (<10%) 

durch mukoziliare Clearance (Benson et al. 1983). 

 

Surfactant erleichtert die Entfaltung der kollabierten Alveolen des Neugeborenen (NG), 

verhindert den exspiratorischen Kollaps der Alveolen und terminalen Bronchiolen durch 

Minderung der Oberflächenspannung und spielt zudem eine Rolle in der Abwehr schädlicher 

exogener Einflüsse (z.B. Infektionen). Störungen des Surfactantmetabolismus und damit 

einhergehende Erkrankungen entstehen durch eine Dysbalance zwischen Sekretion und 

Abbau von Surfactantmaterial. Mangel an Surfactant führt beim Neugeborenen zum sog. 

respiratory distress syndrom (RDS), welches sich klinisch meist unmittelbar nach Geburt durch 

Symptome wie Tachypnoe, Nasenflügeln und Zyanose zeigt (Batenburg 1992). Während ca. 

1% aller Neugeborenen am RDS erkranken, sind bei Frühgeborenen (FG) bis zur 30. SSW bis 

zu 60% betroffen.  
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Neben einem Mangel an Surfactant kann auch eine intraalveoläre Akkumulation von 

Surfactantlipiden und -proteinen zur respiratorischen Insuffizienz führen, was dem 

Krankheitsbild der Pulmonalen Alveolarproteinose (PAP) entspricht. Histopathologisch finden 

sich bei der PAP Alveolen, die mit eosinophilem, fein granuliertem Material gefüllt sind (Rosen 

et al. 1958). Die Pulmonale Alveolarproteinose ist eine seltene Erkrankung, in der Literatur 

wird ihre Inzidenz mit 0,36 Erkrankungen pro eine Millionen Patientenjahre angegeben und 

ihre Prävalenz mit 3,7 pro eine Million, zudem wird von einem Überwiegen männlicher 

Patienten ausgegangen (m:f = 3:1) (Seymour and Presneill 2002; Shah et al. 2000). Die 

Erkrankung kann in jedem Lebensalter vorkommen und es werden neonatale (Coleman et al. 

1980) von kindlichen (Mahut et al. 1996) und adulten (Prakash et al. 1987) Manifestationen 

unterschieden. Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen dem 40. und 50. Lebensjahr (Inoue et al. 

2008). Typische Symptome der PAP im Erwachsenenalter sind subakute Belastungsdyspnoe, 

nicht produktiver Husten und Allgemeinsymptome wie Abgeschlagenheit und gelegentlich 

Fieber. Bei Kindern fallen initial trockener Husten, Gewichtsverlust und Dyspnoe auf. 

Neugeborene können sich bereits kurz nach Geburt mit schwerer respiratorischer Insuffizienz 

zeigen. Diagnostisch können körperliche Untersuchung mit Auskultation von 

Rasselgeräuschen, sowie ein Röntgen Thorax mit Nachweis von bilateralen, interstitiellen 

Verschattungen bereits hinweisend sein. Mittels hochauflösender Computertomographie 

können homogene, milchglasartige Trübungen, sowie verdickte Alveolarsepten gefunden 

werden (Holbert et al. 2001). Diagnostischer Goldstandard ist die Bronchiallavage mit 

Nachweis von milchig-trüber Lavageflüssigkeit mit Nachweis von PAS-positivem, Lipoprotein 

reichem Material (Chou et al. 2001), die Lavage kann zudem therapeutisch eingesetzt werden 

(Zhao et al. 2015). 

 

1993 konnte bei Neugeborenen mit PAP erstmals eine vollständige SP-B Defizienz mit 

autosomal-rezessivem Erbgang als molekulare Ursache der Pulmonalen Alveolarproteinose 

nachgewiesen werden. Unter physiologischen Bedingungen trägt SP-B zur Organisation der 

Phospholipide in den Lamellarkörperchen sowie Strukturbildung des tubulären Myelins bei 

(Stahlman et al. 2000). Ferner spielt es eine Rolle bei der Geschwindigkeit der Ausbildung des 

Surfactantfilms entlang der Alveolarmembran (Nag et al. 1999), sowie der Prozessierung der 

Vorstufe Pro-SP-C zu SP-C (Vorbroker et al. 1995) und ist damit an der Surfactanthomöostase 

beteiligt. Fehlendes SP-B führt zu einer mangelhaften Umwandlung von Pro-SP-C zu SP-C und 
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es kommt zu einer Anhäufung von Pro-SP-C im Alveolarraum mit konsekutiver 

Beeinträchtigung des Gasaustausches entlang der Alveolarmembran (Nogee et al. 1993). 

Inzwischen sind mehr als 20 weitere Mutationen im SP-B Gen beschrieben, die zur 

kongenitalen SP-B-Defizienz und dem klinischen Bild einer PAP führen. Diese kranken 

Neugeborene zeigen klinisch bereits in den ersten Lebensstunden Zeichen eines schweren 

Atemnotsyndroms, welches stets fatal verläuft.  Überleben ist aktuell nur durch eine 

Lungentransplantation möglich (Kurath-Koller et al. 2015; Hamvas et al. 1997). Daneben 

existieren weitere genetische Formen, die mit einem partiellen SP-B Mangel einhergehen. 

Klinisch verlaufen diese milder und reichen von Tachypnoe bis hin zu Intensiv- und 

Beatmungspflichtigkeit (Dunbar et al. 2000; Klein et al. 1998). 
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1.2. Der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierende 

Faktor (GM-CSF)  

 
 

Der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierende Faktor ist ein 23kDa großes 

Glykoprotein, welches 1980 entdeckt wurde in seiner Funktion, die Ausdifferenzierung von 

Granulozyten und Makrophagen aus Vorläuferzellen im Knochenmark zu fördern (Burgess and 

Metcalf 1980). Später wurde seine Rolle als proinflammatorisches Zytokin in verschiedenen 

autoimmunen und inflammatorischen Prozessen erkannt. GM-CSF wird von verschiedenen 

Zellen produziert, u.a. von T- und B-Zellen, Makrophagen, Endothelzellen und Fibroblasten. 

Verschiedene Zytokine können die Produktion von GM-CSF stimulieren (z.B. Interleukin-1b, 

Interleukin-12, Prostaglandine) (Duhen and Campbell 2014; Quill, Gaur, and Phipps 1989), 

andere diese wiederum inhibieren (z.B. Interferon-g, Interleukin-4, Interleukin-10) (Ozawa et 

al. 1996; Jansen 1989; Sagawa et al. 1996). GM-CSF selbst fördert die Produktion 

proinflammatorischer Zytokine, sowie die Antigenpräsentation, Phagozytose und Chemotaxis 

von Leukozyten (Fleetwood et al. 2007; Gomez-Cambronero et al. 2003; Morrissey et al. 1987; 

Alvaro-Gracia 1989; Shibata et al. 2001). Vermittelt wird die Signaltransduktion von GM-CSF 

über den GM-CSF-Rezeptor, auf dem im nächsten Kapitel weiter eingegangen werden soll. 

GM-CSF spielt u.a. eine zentrale Rolle bei der Entwicklung chronisch entzündlicher 

Erkrankungen des zentralen Nervensystems wie der Multiplen Sklerose. Auch bei der 

rheumatoiden Arthritis wird GM-CSF eine wichtige Bedeutung zugesprochen. Phase-I und -II 

Studien mit Antikörpern gegen GM-CSF wurden bei Patienten mit Multipler Sklerose bzw. 

Rheumatoider Arthritis bereits durchgeführt und zeigen erste positive Ergebnisse (Shiomi and 

Usui 2015).   

 

In besonderem soll nun auf die Rolle von GM-CSF bei der PAP eingegangen werden, wo es 

entscheidend an deren Entstehung beteiligt ist. Mittels knock-out Mäusen für GM-CSF konnte 

gezeigt werden, dass GM-CSF benötigt wird, um den Surfactantkatabolismus zu stimulieren. 

Außerdem ist es von großer Bedeutung  für die Ausdifferenzierung von Alveolarmakrophagen 

und damit für die Erhaltung der Immunabwehr (Shibata et al. 2001). Knock-Out Mäuse für 

GM-CSF haben eine erhöhte Anfälligkeit für pulmonale und intestinale Infekte, was dessen 

besondere Rolle in der Immunantwort v.a. in der Lunge und im Intestinum – beides Organe, 
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die in besonderem Maße Erregern aus der Umwelt ausgesetzt sind – anzeigt (Shiomi and Usui 

2015; Stanley et al. 1994; LeVine et al. 1999; Hirata et al. 2010).  

 

Im Mausmodell konnten ferner Deletionen im Gen für den GM-CSF oder für die beta-

Untereinheit (bc, s. 1.3) des GM-CSF-Rezeptors (GM-CSF-R, s. 1.3) als Ursache für eine PAP 

identifiziert werden (interessanterweise hatten die Mäuse nur minimale Einschränkungen der 

Hämatopoese) (Dranoff et al. 1994; Stanley et al. 1994; Nishinakamura et al. 1995). Das im 

Alveolarraum dieser Mäuse akkumulierte Material war strukturell, biochemisch und 

funktionell dem normalen Surfactant ähnlich (Ikegami et al. 1996; Carey and Trapnell 2010). 

Ursache der fehlerhaften Surfactanthomöostase und der Akkumulation war nicht eine 

reduzierte Surfactantclearance durch Pneumozyten Typ II, sondern durch 

Alveolarmakrophagen (Ikegami et al. 1997). 
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1.3. Der GM-CSF-Rezeptor  
 
 

Der GM-CSF-Rezeptor wird hauptsächlich auf myeloischen Zellen (einschließlich 

Makrophagen) exprimiert, aber auch auf Pneumozyten II (Goodall et al. 1993; Huffman Reed 

et al. 1997). Er besteht aus einer a- und einer b-Untereinheit: die a-Kette ist verantwortlich 

für die Ligandenbindung, ist spezifisch für GM-CSF und kann dieses mit niedriger Affinität 

binden. Die  b-Kette dagegen ist für die Signaltransduktion in die Zelle notwendig. Sie ist 

zudem nicht nur Teil des GM-CSF-Rezeptors: die gleiche Rezeptoruntereinheit wird auch für 

die Signaltransduktion von Interleukin-3 (IL-3) und Interleukin-5 (IL-5) genutzt und als sog. b 

common chain bezeichnet (bc). Diese gemeinsame Rezeptoruntereinheit kann die z.T. 

ähnlichen Funktionen von GM-CSF, IL-3 und IL-5 erklären (Stimulation von Proliferation, 

Differenzierung und Aktivierung myeloischer Zellen) (Nicola et al. 1996; Gearing et al. 1989). 

 

Die extrazellulären Abschnitte der a- und bc-Ketten sind über eine kleine juxtramembrane 

Domäne mit einer transmembranen Domäne verbunden, welche von einer zytoplasmatischen 

Domäne gefolgt ist. Über die juxtramembranen, transmembranen und intrazellulären 

Abschnitte gibt es bislang wenig strukturelle Untersuchungen, der extrazelluläre Abschnitt 

dagegen ist gut charakterisiert.  

 

 

 
 

Abbildung 1: Bildung des GM-CSF-Rezeptorkomplex, einem Dodekamer aus vier a-Ketten, vier 

bc-Ketten und vier GM-CSF Molekülen (Hercus et al. 2009) 

 

Im Rahmen der Ligandenbindung bildet GM-CSF zunächst einen binären Komplex mit einer a-

Kette. Zwei dieser binären Komplexe verbinden sich dann mit einem freien, homodimeren bc-

Komplex zu einer hexameren Konfiguration. Ein hexamer Komplex besteht somit aus zwei a-
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Ketten, zwei bc-Ketten und zwei GM-CSF Molekülen. In dieser Konfiguration ist allerdings 

aufgrund der räumlichen Entfernung der intrazellulär lokalisierten Januskinasen noch keine 

Signaltransduktion möglich. Erst durch die Bildung eines sog. dodekameren Komplex aus zwei 

dieser hexameren Konfigurationen kann bc auf der proximalen, zytoplasmatischen Seite mit 

Januskinasen (JAK) assoziieren und diese transphosphorylieren, was im weiteren den 

intrazellulären Signalweg durch nachfolgende Aktivierung verschiedener 

Transkriptionsfaktoren in Gang setzt (Broughton et al. 2015; Sakamaki et al. 1992).   
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1.4. Die Rolle des GM-CSF Signalweges bei der Pulmonalen 
Alveolarproteinose 

 
 
1997 gelangen Dirksen et al. der Nachweis einer weiteren genetischen Ursache für die 

Pulmonale Alveolarproteinose beim Menschen. Sie fanden bei drei von sieben pädiatrischen 

Patienten mit PAP eine verminderte Expression der bc-Kette des GM-CSF-Rezeptors, bei einem 

dieser Patienten konnte ursächlich eine Punktmutation auf dem Gen des GM-CSF-Rezeptors 

gefunden werden (Dirksen et al. 1997). Auch Mutationen im Gen der a-Kette des GM-CSF-

Rezeptors sind als Ursache der PAP beschrieben (Martinez-Moczygemba et al. 2008). 

 

Der GM-CSF Signalweg ist von großer Bedeutung für die Regulation der 

Surfactanthomöostase, die Reifung der Alveolarmakrophagen, sowie der Aufrechterhaltung 

des Immunsystems in der Lunge (Griese 2017). Wie bereits ausgeführt (s. 1.2), kann eine 

genetisch bedingte, reduzierte Expression von GM-CSF im Mausmodell zum 

histopathologischen Bild einer PAP führen. Beim Menschen können Mutationen im Gen des 

GM-CSF-Rezeptors zur PAP führen (s.o.). Derartige Formen der PAP, die auf genetische 

Veränderungen im GM-CSF Signalweg zurückzuführen sind, werden als hereditäre PAP 

bezeichnet und gehören zu den sog. primären Formen der PAP. Als primäre PAP werden 

hierbei diejenigen Formen bezeichnet, die auf eine Störung des GM-CSF Signalweges 

zurückzuführen sind.  Neben diesen primären, genetischen Formen existieren auch primäre, 

autoimmune Formen der PAP mit Nachweis neutralisierender Autoantikörper gegen GM-CSF 

(Inoue et al. 2008; Kitamura et al. 1999). Unabhängig vom Erkrankungsalter macht die 

autoimmune PAP mit 90% den Hauptteil aller PAP aus. Der Großteil der pädiatrischen PAP ist 

jedoch nicht autoimmun vermittelt, sondern gehört zu den primären genetischen, sowie den 

unten erwähnten kongenitalen Formen (Inoue et al. 2008).  

 

Daneben existieren sog. sekundäre Formen, bei denen die PAP Epiphänomen einer zugrunde 

liegenden Erkrankung darstellt. Zu erwähnen ist hier v.a. das Vorkommen der PAP im Rahmen 

von hämatologischen Grunderkrankungen, z.B. bei Leukämien oder nach 

Knochenmarktransplantation. Die Pathogenese der sekundären PAP ist noch nicht gut 

verstanden, möglicherweise spielen aber auch hier Beeinträchtigungen des GM-CSF 

Signalweges eine Rolle (Carey and Trapnell 2010). So konnte bei Kinder mit akuter myeloischer 
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Leukämie und PAP eine verminderte Expression der bc-Kette des GM-CSF-Rezeptors 

nachgewiesen werden (Dirksen et al. 1998).  

 

Neben primären und sekundären Formen werden ferner kongenitale Formen der PAP 

unterschieden. Zu diesen werden angeborene Störungen des Surfactantmetabolismus 

gezählt, wie die bereits erwähnte autosomal-rezessive SP-B Defizienz (s. 1.1), diese sind somit 

unabhängig vom GM-CSF Signalweg.  

 

 

 

 

 

 

 

 
  



 13 

1.5. Die trunkierte Form der bc-Kette des GM-CSF-Rezeptors: 
bIT 

 
 
Wie im vorigen Kapitel beschrieben erreicht der menschliche Organismus für unterschiedliche 

Zytokine Rezeptorvielfalt, indem er eine gemeinsame Kette bc, die für die Signaltransduktion 

in die Zelle verantwortlich ist, mit verschiedenen, spezifischen a-Ketten, die unterschiedliche 

Liganden binden, kombiniert. Eine andere Möglichkeit besteht darin, verschiedene sog. 

Isoformen einer Untereinheit eines Rezeptors zu exprimieren. Hierfür bedient sich der 

Organismus dem sog. alternativen Spleißen, d.h. der DNA-Abschnitt eines Gens kann in 

verschiedene mRNA-Abschnitte transkribiert werden, so dass aus einer Gen-Sequenz 

unterschiedliche Proteine entstehen können. Möglich wird dies, indem zunächst DNA in sog. 

prä-mRNA umgeschrieben wird, die noch eine exakte Kopie des DNA-Abschnitts darstellt und 

damit sämtliche Exons und Introns des DNA-Abschnitts enthält. mRNA und damit auch 

Proteinvielfalt entsteht nun, indem erst im Rahmen des nun folgenden Spleißens durch 

variables Ausschneiden von Introns und Exons aus der prä-mRNA unterschiedliche Exons 

miteinander in einer reifen mRNA kombiniert werden. 

 

Im Falle des GM-CSF-Rezeptors existiert eine durch alternatives Spleißen entstehende, 

natürlich vorkommende Isoform der bc-Kette, welche erstmals 1997 in unserem Labor 

charakterisiert wurde (Hattenhorst, Dirksen, and Burdach 1997). Hierbei handelt es sich um 

ein Genprodukt mit deutlich verkürztem zytoplasmatischem Anteil im Vergleich zu bc. Diese 

entsteht durch die Deletion eines 104bp großen Exons in der proximalen zytoplasmatischen 

Region mit konsekutiver Verschiebung des Leserasters. Während bc einen zytoplasmatischen 

Teil von 423 Aminosäuren hat, ist dieser bei der Isoform mit 46 Aminosäuren (AA) deutlich 

kürzer, weshalb diese auch als trunkierte Form bIT bezeichnet wird. Von diesen 46 

zytoplasmatischen Aminosäuren sind die ersten 23 mit bc identisch, die weiteren 23 

Aminosäuren unterscheiden sich.  

 

Das Vorhandensein von Splicevarianten von Rezeptoren ist nicht spezifisch für den GM-CSF 

Signalweg: Splicevarianten wurde ebenso bei der Interaktion des Granulozyten-

stimulierenden Faktor, den Interleukinen 3 und 5, Erythropoetin, sowie Thrombopoetin mit 
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ihren jeweiligen Rezeptoren gefunden. Oft haben diese Splicevarianten inhibitorischen 

Charakter (Wang and Mehta 2020). 

 

 

 

 

Abbildung 2: Proteinstruktur von bc und bIT: bIT hat einen verkürzten zytoplasmatischen Teil 

mit 46 Aminosäuren (AAs) im Vergleich zu 423 Aminosäuren bei bc (Gale et al. 1998) 

 

Auch bIT kann mit der a-Kette und GM-CSF einen hochaffinen Rezeptorkomplex bilden, ferner 

kann der verkürzte zytoplasmatische Teil von bIT mit JAK assoziieren und diese 

transphosphorylieren. bIT ist jedoch nicht in der Lage, ein mitogenes Signal in die Zelle zu 

transduzieren, es erfolgt keine Proliferation von GM-CSF stimulierten Zellen, die bIT 

exprimieren. Ursächlich ist wohl das Fehlen einer weiteren Region des zytoplasmatischen 

Anteils der b-Kette, die für Übertragung des proliferativen Signals nach Binden von GM-CSF 

an den Rezeptor notwendig ist und welche zwar bei Bestandteil von bc, nicht jedoch von bIT 

ist (Gale et al. 1998). Vielmehr führt die Expression von bIT sogar zu einer Inhibition der 

Zellproliferation (Wagner et al. 2001). 
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1.6. Fragestellung 
 
 

1. Kann neben bc die Isoform bIT im peripheren Blut von Früh- und Neugeborenen 

nachgewiesen werden? 

2. Korreliert die Expression von bIT mit dem Ausmaß der pulmonalen Beeinträchtigung 

der Früh- und Neugeborenen unmittelbar nach Geburt? 

3. Fällt die Expression von bIT im weiteren zeitlichen Verlauf im Rahmen der pulmonalen 

Genesung wieder ab? 
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2. Material und Methoden 

2.1. Patientenkollektiv 

 
 
In die Studie wurden Kinder eingeschlossen, die zwischen dem 08.02.2018 und dem 

25.06.2018 im Klinikum rechts der Isar geboren wurden. Es handelte sich um Kinder, bei denen 

innerhalb der ersten 24 Stunden im Rahmen des stationären Krankenhausaufenthaltes aus 

kindlicher oder mütterlicher Indikation eine venöse Blutabnahme durchgeführt wurde. 

Material aus diesen Blutabnahmen wurde – neben der Diagnostik für die eigentliche 

Indikation – zusätzlich für die vorliegende Studie verwendet. Bei einem Teil der Kinder wurden 

im weiteren Verlauf des stationären Aufenthaltes eine zweite sowie dritte Blutabnahme 

durchgeführt. Indikation war die Kontrolle pathologischer Werte aus der ersten Blutabnahme, 

es handelte sich hierbei ausschließlich um respiratorisch kranke Neu-/Frühgeborene (s. 2.2), 

die im Verlauf gesundeten. Diese Blutproben wurden ebenfalls für die vorliegende Studie 

verwendet. 

 

Zu allen Kindern wurden zudem klinische Daten gesammelt: hierzu zählten Geschlecht, Alter, 

Schwangerschaftswoche bei Geburt, Geburtsgewicht, Diagnose bzw. medizinische Indikation 

der Blutabnahme, sowie Vitalparameter, Surfactantgabe und Parameter der nicht-invasiven 

und invasiven Beatmung. 
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2.2 Der respiratorische Score  

 

 

Zur Beurteilung der Schwere der respiratorischen Beeinträchtigung innerhalb der ersten 24 

Stunden nach Geburt wurde jedem Kind ein sog. respiratorischer Score (RS) zwischen 0 und 3 

zugeordnet:  

 

Score 0: keine Atemunterstützung notwendig/keine respiratorische Beeinträchtigung 

Score 1: nicht-invasive Atemunterstützung mit „continuous positive airway pressure“ (CPAP) 

oder „spontaneous intermittent mandatory ventilation“ mit einem infant ventilator (Sophie®, 

Stephan Medizintechnik, Germany) für weniger als 30 Minuten nach Geburt 

Score 2: nicht-invasive Atemunterstützung für 30 Minuten bis 48 Stunden nach Geburt  

Score 3: nicht-invasive Atemunterstützung für mehr als 48 Stunden nach Geburt oder jede 

invasive Beatmung oder Surfactantgabe notwendig 

 

Die Score 0 und 1 wurden zur Gruppe „gesund“ zusammengefasst, die Gruppen 2 und 3 zur 

Gruppe „krank“. 
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2.3. Labormethoden und bIT Expressionskoeffizient 

 

 

Die vorliegenden Blutproben wurden mittels Real-Time PCR (rt-PCR) auf das Vorhandensein 

von mRNA von bIT und bC untersucht. Hierbei wird zunächst die vorliegende RNA mit Hilfe 

einer reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Im zweiten Schritt wird die gewonnene 

cDNA mittels Polymerase Kettenreaktion (PCR) amplifiziert und durch Fluoreszenzmessung 

quantifiziert. 

 

Zunächst wurde mittels QIAamp RNA Blood Mini KIT (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) RNA 

aus den Blutproben isoliert. Die vorliegende RNA wurde mit Hilfe des Agilent RNA 6000 Nano 

Kit auf Qualität geprüft und mit Hilfe des High Capacity cDNA Reverse Transcription KIT 

(Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) in cDNA transkribiert. Als nächstes erfolgte die 

Amplifikation der so gewonnenen cDNA mittels TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystems). Hierfür wurde 0,5μL cDNA, sowie 1 μL eines Gen-spezifischen Primers inkl. Sonde 

(GM-CSF-R bC bzw. GM-CSF-R bIT bzw. beta-Actin (ACTB)) zu 18,5μL TaqMan Universal PCR 

Master Mix hinzugefügt, so dass sich ein Gesamtvolumen von 20µl ergab. ACTB diente hierbei 

als endogene Kontrolle. Im Folgenden wurde die Genexpression mittels Fluoreszenz Detektion 

im StepOnePlus Real-Time PCR System Terminal Cycling Block (Applied Biosystems) 

untersucht. bIT und bC Expression wurden zu ACTB in Relation gesetzt und mittel ddCt 

Methode quantifiziert. 

 

Damit die Menge an Blutzellen der jeweiligen Blutprobe die Ergebnisse nicht beeinflusst, 

wurde bei jedem Kind ein Koeffizient aus der  bIT Expression und bc Expression gebildet, der 

das Verhältnis der bIT Expression zur bc Expression angibt und im Folgenden: bIT 

Expressionskoeffizient genannt wird. Zur weiteren statistischen Auswertung wurde der  bIT 

Expressionskoeffizient verwendet (s. 2.4). 
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2.4. Statistik und Ethik 

 

 

Sämtliche Ergebnisse werden als Median mit 25. und 75. Quantile (= 1. bzw. 3. Quartile) 

dargestellt. Als Interquartilbereich (IQR) wird der Abstand zwischen 1. und 3. Quartile 

bezeichnet. Der Interquartilbereich, sowie der Median werden mithilfe von Boxplots 

visualisiert.  

 

Zunächst wurden die bIT Expressionskoeffizienten aller Kinder aus der ersten Blutabnahme 

untersucht. Hierfür wurde mittels Mann-Whitney-U-Test auf dem 5%-Signifikanzniveau die 

Korrelation zwischen den Gruppen 0/1 und 2/3 untersucht. Ebenso wurde die Korrelation der 

bIT Expressionskoeffizienten zwischen den Gruppen 0 und 3 auf Signifikanz untersucht. 

Ergebnisse werden folgendermaßen dargestellt: [Median1 (25. Quantile – 75. Quantile) vs. 

Median2 (25. Quantile – 75. Quantile)]; p. Mittels zweifaktorieller Varianzanalyse wurde im 

Weiteren bei Kindern, bei denen serielle Blutproben verfügbar waren, die bIT Expression im 

zeitlichen Verlauf untersucht. Für die Analysen stand die Software Sigmaplot 12.0 zur 

Verfügung (Systat Software, Inc, San Jose, CA, USA, 2010). 

 

Die Berechnung der notwendigen Kohortengröße erfolgte auf Basis unveröffentlichter 

Untersuchungen an älteren und lungenkranken Patienten aus unserem Labor. Um mit einer 

power von 80% einen Unterschied auf dem 5%-Signifikanzniveau zeigen zu können, sind 

mindesten 11 Kinder in jeder Gruppe notwendig.  

Davon ausgehend, dass zum einen gesunde Neugeborene nicht in der Lage sind, die gleiche 

Menge bC und bIT zu exprimieren wie ältere oder kranke Kinder, wurde diese Gruppengröße 

mit dem Faktor 3 multipliziert. Aufgrund sehr kleiner Probengrößen lag die endgültige Fallzahl  

bei 22 mal Faktor 2,7. 

 

Die Eltern der Kinder gaben ihr schriftliches Einverständnis für die Studie. Das Studienkomitee 

der Technischen Universität München genehmigte die Durchführung der Studie (Number 

524/17 S). Die Studie wurde in Übereinstimmung mit der World Medical Association 

Declaration of Helsinki konzipiert.  
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3. Ergebnisse 

3.1. Patientenkollektiv 
 

 

Die vorliegenden Ergebnisse wurden bereits 2021 in Neonatology veröffentlicht (Schulte et al. 

2021). In die Studie wurden 59 Kinder eingeschlossen, die zwischen dem 08.02.2018 und dem 

25.06.2018 im Klinikum rechts der Isar geboren wurden. Hierunter befanden sich 17 reife 

Neugeborene, sowie 42 Frühgeborene, es handelte sich um 28 Mädchen und 30 Jungen, das 

Geschlecht eines Kindes ließ sich nicht eruieren. Die Grundcharakteristika sind in Tabelle 1 

aufgeführt: 
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Weiblich, n (%) 28 (47.5) 

Geburtsgewicht, g (Median (IQR)) 2123 (1481; 2830) 

Gestationsalter, Wochen (Median (IQR)) 34.6 (32.6; 37.4) 

Reife Neugeborene, n (%) 17 (28.8) 

     Gestationsalter, Wochen (Median (IQR)) 39.9 (39.0; 40.6) 

Frühgeborene, n (%) 42 (71.2) 

     Gestationsalter, Wochen (Median (IQR)) 33.6 (31.3; 34.9) 

Respiratorischer Score (RS)  

     0, n (%) 21 (35.6) 

     1, n (%) 8 (13.6) 

     2, n (%) 9 (15.3) 

     3, n (%) 21 (35.6) 

    Gesunde Neugeborene (RS 0, 1), n 12  

    Gesunde Frühgeborene (RS 0,1), n 17 

Respiratorische Erkrankungen:  

    Respiratory distress syndrome (%) 78 

    Transiente Tachypnoe des Neugeborenen (“wet lung 

   disease“) (%) 

8 

   Respiratorisches Versagen aufgrund von 

Pneumothorax/Asphyxie/Meconiumaspiration/unbekannt 

(%) 

14 

Tabelle 1: Grundcharakteristika der Kohorte (Schulte et al. 2021) 
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3.2. Der bIT-Expressionskoeffizient und der respiratorische 
Score 

 

 

Bei allen Kindern konnte bIT Expression gefunden werden, also ein bIT-Expressionskoeffizient 

> 0 gebildet werden. Gesunde Neugeborene zeigten einen Trend zu geringerer bIT Expression 

als kranke Neugeborene [0.45 (0.21-2.00) vs. 1.90 (0.31-4.71)]; p = 0.066.  

 

 

Abbildung 3: Die bIT Expression in gesunden (n=29) und kranken (n=30) Neugeborenen zeigt 

einen Trend zu mehr bIT Expression bei Kindern mit RS 2/3 im Vergleich zu Kindern mit RS 

0/1 (p=0.066) (Schulte et al. 2021) 
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Neugeborene mit einem respiratorischen Score von 0 hatten signifikant weniger bIT Expression 

als Neugeborene mit einem respiratorischen Score von 3 [(0.45 (0.21-1.80) vs. 2.08 (0.56-

4.71)]; p = 0.010. 

 

 
 

Abbildung 4: Die bIT Expression bei Neugeborenen ist signifikant höher bei Kindern mit 

schwerer respiratorischer Beeinträchtigung (n=21; RS 3) als bei pulmonal gesunden Kindern 

(n=21; RS 0) (*p=0.010) (Schulte et al. 2021) 
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3.3. Der bIT-Expressionskoeffizient bei Neu- und Frühgeborenen 
 

 

Frühgeborene zeigten einen Trend zu vermehrter bIT-Expression im Vergleich zu reifen 

Neugeborenen [1.75 (0.32 – 2.42) vs. 0.34 (0.17 – 1.53)]; p= 0.087. Gesunde Frühgeborene 

exprimierten mehr bIT als gesunde, reife Neugeborene [1.56 (0.27 – 2.34) vs. 0.28 (0.16 – 

0.45)]; p = 0.019. 

 
 
Abbildung 5: Die bIT-Expression bei allen Früh- und Neugeborenen zeigt einen Trend zu mehr  

bIT-Expression bei Frühgeborenen (n=42) im Vergleich zu reifen Neugeborenen (n=17) 

(p=0.087). Die bIT-Expression bei pulmonal gesunden Frühgeborenen (n=17) ist signifikant 

höher als bei pulmonal gesunden, reifen Neugeborenen (n=12) (*p=0.019) (Schulte et al. 

2021) 
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3.4. Der bIT-Expressionskoeffizient im Verlauf der seriellen 
Blutproben  

 
 
Der zeitliche Verlauf des bIT Expression der pulmonal kranken Kinder (Respiratorischer Score 

2/3) wurde im zeitlichen Verlauf untersucht. Hierfür standen bei 20 der 26 kranken Kinder 

eine zweite Blutprobe zur Verfügung, die innerhalb von zehn Wochen nach Geburt 

abgenommen wurde. Zum Zeitpunkt der zweiten Blutabnahme waren sämtliche der initial 

kranken Kinder pulmonal gesundet (sekundär gesundete Kinder).  Die bIT Expression der 

sekundär gesundeten Kinder war der bIT Expression der primär gesunden Kinder 

(Respiratorischer Score 0/1) ähnlich [0.40 (0.23 – 0.92) vs. 0.45 (0.21 – 1.96)]; p = 0.528. Der 

IQR war in der Gruppe der primär gesunden Kinder größer als in der Gruppe der sekundär 

gesundeten (Abbildung 6). 

 

 
 

Abbildung 6: Die bIT Expression der sekundär gesundeten Patienten (n=20) gleicht sich im 

zeitlichen Verlauf von maximal zehn Woche der bIT Expression der primär gesunden Patienten 

(n=26) an (p=0.528) (Schulte et al. 2021) 
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4. Diskussion 
 

 

In der vorliegenden Arbeit gelang es, bIT Expression bei neu- und frühgeborenen Kindern 

nachzuweisen: bei allen in die Studie eingeschlossenen 42 Frühgeborenen und 17 reifen 

Neugeborenen fand sich bIT Expression. Unseres Wissens handelt es sich hierbei um den 

erstmaligen Nachweis von bIT auf peripheren Immunzellen in einem Kollektiv von 

Neugeborenen. Dies, sowie die weiteren oben dargestellten Ergebnisse wurden von uns 

bereits veröffentlich (Schulte et al. 2021). In der Vergangenheit war bIT erstmals in einem 

Kollektiv von gesunden und an Leukämie erkrankten Kindern charakterisiert worden (Gale et 

al. 1998).  

 

Der GM-CSF Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Surfactanthomöostase. Der 

Surfactantkatabolismus wird unter physiologischen Bedingungen durch die Interaktion von 

GM-CSF mit dem GM-CSF Rezeptor stimuliert, als beta-Untereinheit des GM-CSF Rezeptors 

fungiert der Wildtyp bC (Huffman Reed et al. 1997; Goodall et al. 1993; Yoshida et al. 2001). 

Fehlen von GM-CSF hingegen führt zur Akkumulation von Surfactant und mündet in das 

Krankheitsbild der Pulmonalen Alveolarproteinose (Dranoff et al. 1994; Stanley et al. 1994). 

Bei Neugeborenen und vor allen bei Frühgeborenen liegt häufig ein Surfactantmangel vor, was 

zum klinischen Bild des akuten Atemnotsyndrom des Neugeborenen (RDS) führt. Wir 

postulierten, dass der GM-CSF Signalweg eine Rolle bei der Anpassung des Früh- und 

Neugeborenen an das durch Surfactantmangel ausgelöste Atemnotsyndrom spielt. Eine 

frühere Studie zeigte keinen Unterschied bzgl. der GM-CSF Level von reifen Neugeborenen, 

Frühgeborenen, sowie Neu-/Frühgeborenen mit RDS (Qi et al. 2010). Daher wurde postuliert, 

dass die Regulation eher auf Ebene des Rezeptors als auf Ligandenebene erfolgt. bIT fungiert 

hierbei als inhibitorische Isoform der bC-Untereinheit. Indem der Surfactantkatabolismus 

durch die vermehrte bIT Expression reduziert wird, kommt es zu einer Anhäufung von 

Surfactant, wovon das Neugeborene mit drohendem RDS profitiert.  

 

Tatsächlich konnten wir nachweisen, dass kranke Früh- und Neugeborene, insbes. solche mit 

invasiver Beatmung, nicht-invasiver Atemunterstützung > 48 Stunden oder notwendiger 

Surfactantgabe höhere bIT Expression zeigten als gesunde Früh- und Neugeborene. Ferner 
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zeigten wir, dass Frühgeborene einen Trend zu mehr bIT Expression zeigten als reife 

Neugeborene. Ferner exprimierten gesunde Frühgeborene mehr bIT als gesunde, reife 

Neugeborene.  

 

Während Surfactantakkumulation im Rahmen einer Pulmonalen Alveolarproteinose eine 

schwere Erkrankung verursacht, ist verminderter Surfanctantabbau bei der pulmonalen 

Anpassung des Neugeborenen an ein RDS eine wünschenswerte Verbesserung der Situation. 

Wir nehmen an, dass die postnatale Adaptation an Surfactantmangel zumindest zu einem Teil 

durch vermehrte bIT Expression vermittelt wird, da bIT – im Gegensatz zu bC – die Lunge des 

Neugeborenen vor Surfactantabbau schützt. Vermehrte bIT- Expression könnte somit 

protektiv auf das Früh- und Neugeborene mit Surfactantmangel wirken (Abbildungen 7, 8). 

Passend hierzu zeigte sich, dass bIT Expression im Verlauf der pulmonalen Gesundung des 

Neugeborenen sich wieder in Richtung bC Expression verschiebt und das Niveau der primär 

pulmonal gesunden Neugeborenen erreicht (s. Abbildung 6).  

 

 

Abbildung 7: Surfactanthomöostase beim gesunden Neugeborenen: Gleichgewicht zwischen 

Sekretion/Wiederaufnahme und Abbau (Schulte et al. 2021) 
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Abbildung 8: Sufactantmetabolismus bei pulmonal kranken Kindern: bIT Expression führt zu 

vermindertem Surfactantabbau beim pulmonal kranken Neugeborenen (Schulte et al. 2021) 

 
 
Die vorliegende Studie hat Limitationen: zunächst stellt sich die Frage, ob es zulässig ist, die 

Ergebnisse aus der Untersuchung von peripherem Blut auf den Surfactantmetabolismus der 

ortsständigen Alveolarmakrophagen zu übertragen. Eine frühere Studie konnte zeigen, dass 

die bC Spiegel in peripherem Blut mit denen aus einer broncho-alveolären Lavage (BAL) 

korrelieren. Hierfür wurden bC Spiegel sowohl in peripherem Blut und als auch in der BAL bei 

Kindern mit PAP, sowie gesunden Kontrollen gemessen. Es zeigten sich in beiden Kollektiven 

jeweils gleiche Werte für bC in Blut und BAL (Dirksen et al. 1998).  Zusätzlich konnte gezeigt 

werden, dass durch eine Knochenmarktransplantation die an PAP erkrankte Lunge mit 

gesunden Aleolarmakrophagen neu besiedelt werden kann (Nishinakamura et al. 1996; 

Tabata et al. 2009). Dennoch bleibt unklar, ob Alveolarmakrophagen im Rahmen von 

entzündlichen Prozessen auch ins periphere Blut migrieren. Bei anderen Krankheitsbildern 

konnte bereits in der Vergangenheit gezeigt werden, dass zirkulierende 

Monozyten/Makrophagen als Biomarker für entzündliche Lungenerkrankungen dienen 

können; so konnte bei der Systemischen Sklerose gezeigt werden, dass im Blut zirkulierende 

Monozyten/Makrophagen mit dem Schweregrad der Lungenbeteiligung korrelieren 

(Trombetta et al. 2018). Daneben gilt zu beachten, dass wir mRNA von bC und bIT und nicht die 

Proteine gemessen haben. In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass die Expression 

von bC auf Ebene der Transkription reguliert wird (Dirksen et al. 1997; Nishinakamura et al. 
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1996). Weitere Studien konnten zeigen, dass die Level von bC -mRNA, sowie -Protein sowohl 

in Patienten mit PAP als auch in gesunden Kontrollen korrelieren (Bewig et al. 2000). 

 

Darüber hinaus gilt einschränkend, dass wir Blutproben aus dem klinischen Alltag verwendet 

haben, so dass unsere Gruppen nicht aufeinander abgestimmt sind. So wurden 

überproportional viele Frühgeborene, sowie kranke Früh- bzw. Neugeborene rekrutiert, da 

hier im klinischen Alltag mehr Blutproben anfielen. Ferner war auch nur von 2/3 der kranken 

Früh- bzw. Neugeborenen eine zweite Blutprobe im Verlauf verfügbar. Aus diesem Grund war 

u.a. die Untersuchung der Beziehung bestimmter Subgruppen zueinander (kranke 

Frühgeborene <-> kranke Neugeborene) nicht sinnvoll möglich.  

 

Die zugrunde liegenden Erkrankungen unserer Kohorte von Neu- und Frühgeborenen sind 

zudem heterogen: auch wenn bei der Mehrzahl der Kinder das RDS Ursache der pulmonalen 

Beeinträchtigung war, lagen bei einigen andere Erkrankungen wie z.B. eine 

Mekoniumaspiration vor. Wir können mit der vorliegenden Untersuchung also belegen, dass 

die bIT Expression in Früh- und Neugeborenen mit pulmonaler Beeinträchtigung 

unterschiedlicher Ursache erhöht ist.  
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5. Zusammenfassung 
 

 

Der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierende Faktor spielt eine wichtige Rolle in der 

Surfactanthomöostase. bC ist eine Untereinheit des GM-CSF Rezeptors und vermittelt 

Surfactant Abbau in der Lunge. bIT ist eine physiologische, trunkierte Isoform von bC und 

fungiert als Inhibitor von bC. Die vorliegende Untersuchung behandelt die Frage, ob bIT im Blut 

von Früh- und Neugeborenen mit pulmonaler Beeinträchtigung gefunden werden kann und 

mit dem Ausmaß der pulmonalen Beeinträchtigung korreliert. Hierfür wurden 59 Früh- und 

Neugeborene mit variabler pulmonaler Beeinträchtigung bei Geburt rekrutiert, wobei der 

Grad der Beeinträchtigung zwischen 0 (keine Beeinträchtigung) und 3 (invasive Beatmung) lag. 

bIT und bC Expression wurden im peripheren Blut mittels real-time PCR gemessen. Wir konnten 

nachweisen, dass Früh- und Neugeborene mit schwerer pulmonaler Beeinträchtigung 

signifikant mehr bIT exprimierten als solche ohne pulmonale Beeinträchtigung bei Geburt. Im 

Verlauf der pulmonalen Gesundung glich sich die bIT Expression der initial pulmonal kranken 

Kinder der bIT Expression der primär gesunden Kinder an. Zudem zeigten pulmonal gesunde 

Frühgeborene signifikant mehr bIT Expression als pulmonal gesunde Neugeborene. 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass bIT im peripheren Blut von Früh- und 

Neugeborenen exprimiert wird, wobei höhere Level bei pulmonal beeinträchtigen Kindern 

und bei Frühgeborenen gefunden wurden. Wir vermuten, dass bIT einen protektiven Effekt auf 

die postnatale Adaptation des bei Geburt pulmonal beeinträchtigten Kindes hat, indem es als 

physiologischer Inhibitor von bC fungiert und die Surfactanthomöostase reguliert.  
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