
Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) sti-
muleert de aanmaak van neutrofiele granulocyten en
moduleert verscheidene functies van rijpe neutrofie-
len. In vier vrijwilligers hebben we het effect onder-
zocht van éénmalig subcutaan toegediend rG-CSF
(300 µg) met betrekking tot de expressie en functie
van de IgG Fc receptoren (FcγR) van neutrofielen.
Alleen de onder invloed van rG-CSF nieuw gevorm-
de neutrofielen brachten FcγRI (CD64) tot expressie
en waren in staat tot antistof afhankelijke cellulaire
cytotoxiciteit. De expressie van FcγRII (CD32) was
niet significant veranderd. De expressie van fosfo-
inositol verankerd FcγRIII (CD16) vertoonde kort-
durend een toename en was sterk verlaagd op de
nieuw gevormde neutrofielen. Fosfo-inositol veran-
kerd CD14 en leukocyt alkalische fosfatase vertoon-
den een toegenomen expressie op deze cellen. De ini-
tieel verhoogde FcγRIII expressie was het gevolg van
de door rG-CSF geïnduceerde degranulatie van cir-
culerende neutrofielen. Conclusie: rG-CSF toedie-
ning induceert de vorming van fenotypisch en func-
tioneel veranderde neutrofiele granulocyten.

Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) is
een hematopoïetische groeifactor, die specifiek de
aanmaak van neutrofiele granulocyten in het been-
merg bevordert en tevens verscheidene functies van
rijpe neutrofielen kan beïnvloeden (1). Klinische
onderzoeken hebben aangetoond dat toediening van
recombinant (r)G-CSF leidt tot een versneld herstel
van het aantal circulerende neutrofielen na cytostati-
sche therapie, hetgeen de kans op het optreden van
bacteriële infecties vermindert (2-4). Ook bij patiën-
ten met aangeboren neutropenieën kan rG-CSF thera-
pie bijdragen aan een verbeterde neutrofiele afweer.
Neutrofiele granulocyten zijn uitgerust met verschil-
lende receptoren, waaronder IgG receptoren, voor het
uitoefenen van hun taak: het fagocyteren, doden en
vervolgens verteren van het lichaam binnendringende
bacteriën. IgG receptoren, of Fcγ receptoren (FcγR),
binden de Fc staart van IgG dat aan een bacterie is
gebonden. Uit perifeer bloed geïsoleerde neutrofielen
brengen FcγRII en FcγRIII tot expressie. Deze beide
FcγR binden alleen IgG in complexvorm (gebonden
aan antigeen). Gedurende rG-CSF therapie wordt
door de neutrofielen ook de monomeer IgG bindende
FcγR: FcγRI tot expressie gebracht (5). In experimen-
ten in vitro bleek rG-CSF niet in staat te zijn FcγRI

expressie te induceren op rijpe neutrofielen geïso-
leerd uit perifeer bloed (6). Echter, indien myeloïde
voorlopercellen onder invloed van rG-CSF in vitro
tot differentiatie werden gebracht, resulteerde dit in
de vorming van FcγRI positieve, morfologisch rijpe
neutrofiele granulocyten (7). Analyse van FcγR ex-
pressie door granulocytaire voorlopercellen geïso-
leerd uit beenmerg toonde aan dat vanaf het promye-
locyt tot metamyelocyt stadium de cellen FcγRI posi-
tief waren (7), terwijl een geringe FcγRIII expressie
pas waarneembaar was op metamyelocyten.
Naar aanleiding van deze observaties onderzochten
wij in een recente studie of de onder invloed van
rG-CSF in vivo gevormde neutrofiele granulocyten
veranderd waren met betrekking tot de expressie en
functie van de IgG Fc receptoren en verscheidene
andere antigenen (8,9).

rG-CSF toediening aan gezonde vrijwilligers:
onderzoeksprotocol
Een éénmalige, in de kliniek gebruikelijke dosis, van
300 µg rG-CSF (Neupogen, Amgen, Thousand Oaks,
CA) werd subcutaan toegediend aan vier gezonde
vrijwilligers, na 'informed consent' volgens de regels
van het Academisch Medisch Centrum, Amsterdam.
Op verschillende tijdstippen voor en na de rG-CSF-
injectie werd EDTA-ontstold, veneus bloed afgeno-
men. Na lyseren van de erytrocyten werd met behulp
van flowcytometrische analyse de antigeenexpressie
van de neutrofiele granulocyten bepaald. Tevens werd
plasma geïsoleerd voor de bepaling van oplosbare an-
tigenen.
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Figuur 1. Gemiddelde (± SEM) aantal circulerende neutro-
fielen na subcutane toediening van 300 µg rG-CSF aan vier
gezonde vrijwilligers (––––). De G-CSF-spiegels gemeten in
plasma van twee van de vrijwilligers zijn weergeven door de
onderbroken lijnen. 



rG-CSF-spiegels en aantallen circulerende neutro-
fielen
Figuur 1 toont de rG-CSF plasma-spiegels, gemeten
in plasma van twee van de vrijwilligers. De endo-
gene, pre-injectie rG-CSF-spiegels waren niet afwij-
kend. Al na 15 minuten waren 30-voudig verhoogde
rG-CSF spiegels detecteerbaar, en de rG-CSF-spie-
gels bereikten een maximale waarde op 4 uur na in-
jectie (25000 pg/ml en 44000 pg/ml, respectievelijk).
24 uur na rG-CSF-toediening waren geen verhoogde
spiegels meer waarneembaar, hetgeen in overeen-
stemming is met de bekende farmacokinetiek van
subcutaan toegediend rG-CSF (10).
Gedurende het eerste uur na rG-CSF-toediening ont-
stond er een korte periode van neutropenie met als
nadir 0,38 x 109/l circulerende neutrofielen, gemeten
op 30 min na injectie (figuur 1). Waarschijnlijk is dit
het gevolg van door rG-CSF geïnduceerde activatie
van neutrofiele granulocyten, die vervolgens resul-
teert in het 'vastlopen' van geactiveerde neutrofielen
in bijvoorbeeld de pulmonale microvasculatuur. Na
deze neutropenische fase was er een snelle toename
in aantal circulerende neutrofielen met als piekwaar-
de op 12 uur na injectie 21,7 ± 0,74 x 109/l. Tot en
met 48 uur na injectie werd een toegenomen aantal
neutrofielen in het perifere bloed gemeten. Tussen 4

en 12 uur na injectie werd een geringe linksverschui-
ving waargenomen met op 12 uur 1,58 ± 0,3 x 109/l
staafkernigen (7,3% van het totaal aantal neutrofie-
len). 

Expressie van Fcγ-receptoren
Na rG-CSF-toediening verschenen vanaf 8 uur na
injectie FcγRI positieve neutrofielen in de circulatie
(figuur 2A). Vanaf 24 uur tot en met 72 uur na injec-
tie vertoonden alle circulerende neutrofielen een hoge
FcγRI expressie. Aangezien in vitro blootstelling van
rijpe neutrofielen aan rG-CSF niet resulteerde in de
expressie van FcγRI (6), zou de waargenomen hoge
FcγRI-expressie mogelijk verklaard kunnen worden
als een effect van rG-CSF op de granulocytaire voor-
lopercellen, analoog aan de in vitro granulocytopoïe-
se (7). Lord et al. hebben aangetoond dat rG-CSF de
uitrijpingsfase van neutrofielen in het beenmerg redu-
ceert van 5 dagen naar 1 dag (11). Het lijkt dus aan-
nemelijk dat vanaf 24 uur na rG-CSF-toediening neu-
trofielen circuleren die versneld uitgerijpt danwel
nieuw gevormd en in de circulatie gebracht zijn. 
Het functioneren van FcγRI werd getest met behulp
van een antistof afhankelijke cellulaire cytotoxiciteits
(ADCC) test. In deze test werden Rhesus (Rh)D-po-
sitieve erytrocyten met 51Cr gelabeld en vervolgens
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Figuur 2. Effect van rG-CSF (300 µg) op de neutrofielexpressie van: (A) FcγRI (CD64, MoAb 32), (C) FcγRII (CD32, MoAb IV.3)
en (D) FcγRIII (CD16, MoAb 3G8) (–––). De gemiddelde waarden gemeten in vier vrijwilligers zijn weergegeven. Expressie wordt
in paneel C en D weergegeven als de relatieve fluorescentie-intensiteit ± SEM; de uitgangswaarde is voor FcγRII en FcγRIII op
100% gesteld. Uitgangswaarde gemiddelde fluorescentie: MoAb 32: 9 ± 0,5 arbitraire eenheden, MoAb IV.3: 175 ± 19 en MoAb
3G8 843 ± 141. De * geeft statistisch significante veranderingen weer, berekend via de Student's t-test (p<0.05). In paneel A, C en D
wordt het gemiddelde aantal circulerende neutrofielen weergegeven door de stippellijn.
2B: Cellulaire cytotoxiciteit van neutrofiele granulocyten na rG-CSF-toediening aan gezonde vrijwilligers. De representatieve resul-
taten van één vrijwilliger worden getoond. De lysis van 51Cr-gelabelde RhD-positieve erytrocyten geopsoniseerd met anti-RhD wordt
weergeven als ADCC activiteit. Uitgezet is het percentage specifieke 51Cr-vrijmaking.



geïncubeerd met anti-RhD IgG. Vòòr de toediening
van rG-CSF waren de neutrofielen niet in staat de
geopsoniseerde erytrocyten te lyseren (figuur 2B).
Echter, op die tijdsmomenten dat de neutrofielen
FcγRI tot expressie brachten, werd er wel lysis van de
erytrocyten gemeten (figuur 2B). Met behulp van
monoklonale antistoffen die specifiek de IgG-binding
blokkeerden aan danwel FcγRI, FcγRII of FcγRIII
werd aangetoond dat alleen FcγRI blokkerende anti-
stoffen in staat waren deze lysis te voorkòmen. Dit
betekent dat inderdaad de hoge- affiniteits IgG-recep-
tor FcγRI verantwoordelijk was voor de waargeno-
men ADCC activiteit.
De FcγRII-expressie van de neutrofielen veranderde
niet significant na rG-CSF-toediening (figuur 2C).
Daarentegen werd een kortdurend toegenomen Fcγ−
RIII-expressie gemeten tijdens de neutropenische
fase (figuur 2D). Blijkbaar resulteerde een door rG-
CSF geïnduceerde neutrofiel-activatie in opregulatie
van FcγRIII vanuit een intracellulaire voorraad (zie:
rG-CSF geïnduceerde neutrofieldegranulatie). Vanaf
1 uur na de rG-CSF-injectie werd een sterke afname
in FcγRIII-expressie waargenomen, waarbij de nieuw-
gevormde neutrofielen nog slechts 30% van de uit-
gangsexpressie vertoonden (figuur 2D). FcγRIII bezit
geen transmembraan en geen cytoplasmatisch do-
mein, maar wordt op het buitenmembraan tot expres-
sie gebracht met behulp van een fosfoinositol (PI)
vetzuurketen. De PI-verankering op zich leek niet
verantwoordelijk te zijn voor de afgenomen FcγRIII-
expressie op de nieuwgevormde neutrofielen, want
andere PI-verankerde eiwitten vertoonden een onver-
anderde (CD66b antigeen) of toegenomen expressie,
zoals het leucocyt alkalische fosfatase en de receptor
voor het complex van lipopolysaccharide en lipopo-
lysaccharide-bindend eiwit: CD14 (figuur 3).
Aangezien neutrofiele granulocyten FcγRIII van de
membraan kunnen afsplitsen, werd het plasmagehalte
gemeten van dit afgesplitste, of oplosbare, FcγRIII.

Zoals figuur 4 laat zien, was er in de eerste uren tot
12 uur na rG-CSF toediening een geringe stijging van
de plasmaspiegel van oplosbaar FcγRIII detecteer-
baar. Tot en met 48 uur na rG-CSF-toediening bleef
de plasmaspiegel van oplosbaar FcγRIII relatief con-
stant, hetgeen in overeenstemming is met de half-
waardetijd van circulerend oplosbaar FcγRIII van 1,5
dag (12). De sterk afgenomen FcγRIII-expressie van
de nieuwgevormde neutrofielen leek dus niet het ge-
volg te zijn van toegenomen afsplitsing van mem-
braan FcγRIII. Een tweede en grotere toename van
het oplosbare FcγRIII-gehalte was waarneembaar op
die tijdsmomenten dat het aantal circulerende neutro-
fielen alweer genormaliseerd was: vanaf 72 uur na
rG-CSF-toediening, piekend op dag 6 na de rG-CSF-
injectie (figuur 4). Deze stijging van de plasmaspie-
gel van oplosbaar FcγRIII lijkt het ten gronde gaan
van de neutrofielen die naar de weefsels zijn gemi-
greerd te weerspiegelen. Inderdaad laten recente in
vitro experimenten zien dat FcγRIII van de celmem-
braan wordt afgesplitst tijdens de geprogrammeerde
celdood van neutrofiele granulocyten (13). Zoals ook
geconcludeerd werd uit eerdere studies (12), lijkt dus
het gehalte oplosbaar FcγRIII, met een zekere tijds-
vertraging, de vorming van neutrofielen door het
beenmerg en daarmee mogelijk de totale lichaams-
hoeveelheid aan neutrofiele granulocyten te weer-
spiegelen.

rG-CSF geïnduceerde degranulatie door neutro-
fielen
Eén van de gevolgen van activatie van neutrofiele
granulocyten is de fusie van de verschillende intracel-
lulaire compartimenten met het buitenmembraan van
de neutrofiel. Al na geringe activatie worden de zoge-
naamde "secretory vesicles" gemobiliseerd, terwijl
voor de fusie van specifieke of azurofiele granula met
de celmembraan een krachtiger stimulus nodig is
(14). Gebruik makende van verschillende membraan-
gebonden en oplosbare merkers van deze drie neutro-
fiel compartimenten werd de rG-CSF geïnduceerde
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Figuur 3. Gemiddelde (± SEM) CD14 expressie van circu-
lerende neutrofielen na subcutane toediening van 300 µg
rG-CSF aan vier gezonde vrijwilligers (–––). De relatieve ex-
pressie is uitgezet. De uitgangswaarde van de CD14 expressie
was 37 ± 4 arbitraire eenheden (MoAb 8G3). De * betekent
een significante verandering (Student's t-test: p<0,05). De ge-
stippelde lijn geeft het gemiddelde aantal circulerende neutro-
fielen weer.

Figuur 4. Gemiddelde (± SEM) plasmaconcentratie van op-
losbaar FcγRIII na éénmalige subcutane toediening van 300 µg
rG-CSF aan vier gezonde vrijwilligers (–––). De * betekent
een significante verandering (Student's t-test: p<0,05). De ge-
stippelde lijn geeft het gemiddelde aantal circulerende neutro-
fielen weer.



neutrofiele degranulatie geanalyseerd. Zoals te zien
in figuur 2D was kort na rG-CSF-toediening een ver-
hoogde FcγRIII-expressie op de buitenmembraan van
de circulerende neutrofielen waarneembaar. Met be-
hulp van immuno-elektronenmicroscopie werd intra-
cellulair FcγRIII in membranen van de secretory ve-
sicles gelokaliseerd. Andere membraanmerkers van
secretory vesicles zijn CD11b (ook in specifieke gra-
nula) en leucocyt alkalische fosfatase (LAF). De cir-
culerende neutrofiele granulocyten lieten tot 4 uur na
rG-CSF-toediening een toegenomen CD11b-expres-
sie en een afgenomen activiteit van intracellulair LAF
zien. Tevens vertoonden de neutrofiele granulocyten
een toegenomen CD66b-expressie (membraanmerker
van specifieke granula) en werden viervoudig toege-
nomen plasmaspiegels van lactoferrine (oplosbare
merker van specifieke granula) gemeten (figuur 5a).
Er leek dus een intravasculaire mobilisatie van res-
pectievelijk secretory vesicles en specifieke granula
waarneembaar in de eerste vier uren na rG-CSF toe-
diening. De slechts kortdurende stijging van de Fcγ−
RIII-expressie van de circulerende neutrofielen leek

het gevolg te zijn van het gelijktijdig optreden van se-
cretory vesicle mobilisatie en een toegenomen af-
splitsing van FcγRIII, hetgeen weerspiegeld werd in
een stijging van het gehalte aan oplosbaar FcγRIII in
plasma (figuur 4). Figuur 5B toont de gemeten toe-
name van de plasmaspiegel van de azurofiele korrel-
merker elastase, gemeten in gecomplexeerde vorm
met de fysiologische remmer van elastase: α1-anti-
trypsine. Op de circulerende neutrofielen werd echter
geen expressie waargenomen van de membraange-
bonden merker van de azurofiele korrels: CD63. In
experimenten in vitro bleek rG-CSF (10 ng/ml) wel
de fusie van secretory vesicles en specifieke granula
met de celmembraan te induceren, maar er werd geen
azurofiele korreldegranulatie waargenomen. Gecon-
cludeerd werd dat de waargenomen mobilisatie van
azurofiele korrels mogelijk berustte op activatie van
de neutrofiele granulocyt na het verlaten van de
bloedbaan.
Samengevat zijn er vier verschillende fasen te onder-
scheiden in de effecten van toegediend rG-CSF (tabel
1). Ten eerste is er een onmiddellijk neutrofiel-active-
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Figuur 5. Gemiddelde (± SEM) plasmaspiegels van (A) lactoferrine en (B) elastase-α1-antitrypsine complexen na subcutane toe-
diening van 300 µg rG-CSF aan vier gezonde vrijwilligers (–––). De relatieve concentratie wordt weergeven, de uitgangsspiegels zijn
op 100% gesteld. Uitgangsplasmaconcentraties bedroegen voor lactoferrine 93 ± 11 ng/ml en voor elastase-α1-AT 33 ± 5 ng/ml. De
gestippelde lijn geeft het gemiddelde aantal circulerende neutrofielen weer.

A B

Tabel 1. Effecten van rG-CSF-toediening aan gezonde vrijwilligers

onmiddellijk vroeg laat zeer laat

Tijdstip 30 min-4 uur 8-12 uur 24-72 uur 3-7 dagen

Circulerende neutrofielen ↓↓-↑ ↑↑↑ ↑/N N
Degranulatie
CD11b/CD66b ↑↑ N N N
lactoferrine ↑↑ ↑ N ↑↑
elastase ↑↑ ↑↑ ↑/N N

FcγR expressie:
FcγRI N ↑ ↑↑ N
FcγRII N N N N
FcγRIII ↑ ↓↓ ↓↓ N

LAF activiteit ↓↓↓ ↑↑ ↑↑ N
CD14 expressie N ↑↑ ↑↑ N
Oplosbaar FcγRIII N/↑ ↑ ↑ ↑↑



rend effect van rG-CSF waarneembaar op de circule-
rende rijpe neutrofielen. Dit leidt tot een kortdurende
neutropenie en de mobilisatie van alle intracellulaire
compartimenten van de neutrofiel. Tijdens deze en de
volgende perioden werden bij de vrijwilligers overi-
gens geen bijwerkingen van het toegediende rG-CSF
waargenomen. Een vroeg effect van rG-CSF is ver-
volgens het uit de beenmergvoorraad vrijmaken van
neutrofiele granulocyten. Vanaf 24 uur na injectie
zijn, ten gevolge van de invloed van rG-CSF op de
myeloïde voorlopercellen, nieuwgevormde neutrofie-
len in de circulatie waarneembaar: laat effect van rG-
CSF. Tenslotte lijkt de toegenomen granulocytopoïe-
se weerspiegeld te worden in toegenomen plasma-
spiegels van oplosbaar FcγRIII en lactoferrine (zeer
laat effect).
Concluderend: rG-CSF-toediening leidt tot de vor-
ming van immunofenotypisch en functioneel veran-
derde neutrofiele granulocyten, die, gezien de expres-
sie van de hoge affiniteitsreceptor voor IgG, FcγRI,
en de toegenomen expressie van de LPS/LBP-recep-
tor, CD14, mogelijk beter bewapend zijn voor de
strijd tegen bacteriële infecties.
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Summary
Haas M de, Kerst JM, Schoot CE van der, Roos D, Oers MHJ
van, Borne AEGKr von dem. In vitro and in vivo effects of rG-
CSF on neutrophils. Ned Tijdschr Klin Chem 1995; 20: 82-86.
Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) stimulates the
production of neutrophils en modulates several functions of
mature neutrophils. In four healthy volunteers we studied the
effect of a single subcutaneous dose of rG-CSF (300 µg) on
the expression and function of neutrophil Fcγ-receptors
(FcγR). We observed that the neutrophils newly formed in
response to rG-CSF, were FcγRI (CD64) positive and were
able to perform antibody-dependent cellular cytotoxicity.
FcγRII (CD32) expression was not changed significantly. Ex-
pression of the phospho-inositol (PI) linked FcγRIII (CD16)
was slightly increased immediately after injection and was
found to be strongly decreased on the newly formed popula-
tion. PI-linked CD14 and leukocyte alkaline phosphatase
showed an increased expression on these cells. We found that
the initially upregulated expression of FcγRIII resulted from
rG-CSF induced neutrophil degranulation. In conclusion, rG-
CSF administration induces the formation of phenotypically
and functionally altered neutrophils.
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