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Abstrakt

Einleitung:

Sepsis ist die generalisierte inflammatorische Reaktion auf in die Blutbahn einge-
schwemmte pathogene Erreger beziehungsweise deren Toxine, welche zur Auslo-
sung komplexer Zytokinkaskaden und Aktivierung inflammatorischer Zellen fihrt.
Neutrophile Granulozyten, die mit 50 -70 % die grof3te Fraktion der Leukozyten dar-
stellen, leisten hierbei die essentielle Erstabwehr des angeborenen Immunsystems
gegen Bakterien. Sie werden durch Pathogenbestandteile sowie Zytokine wie TNF-a
und IL-1, die in der hyperinflammatorischen Frihphase der Sepsis freigesetzt wer-
den, aktiviert. Als antimikrobielle Abwehrstrategie kommen die Phagozytose und die
Exozytose bakterizider Stoffe zum Einsatz.

Das Neutrophilen-spezifische Antigen NB1 (CD177, HNA-2a, PRV-1) ist ein GPI-
verankertes Glykoprotein, das sich auf der Zelloberflache Neutrophiler sowie in se-
kundéaren Granula befindet. Ein Charakteristikum ist die bimodale Membranexpressi-
on, sodass eine individuell unterschiedlich grof3e Subpopulation an NB1-positiven
und -negativen Neutrophilen unterschieden werden kann. Viele Fragen hinsichtlich
konkreter Funktionen und der biologischen Bedeutung von NB1 sind noch ungeklart.
Bekannt ist, dass die Plasmamembranexpression von NB1 in Bezug auf den Ge-
samtanteil NB1-positiver Neutrophile bei schweren Infektionen und nach Gabe von
G-CSF gesteigert ist. Auf noch unaktivierten Neutrophilen fungiert NB1 als Mediator
der PR3-Membranexpression, dem Autoantigen in der GPA. Durch die Interaktion
des Glykoproteins mit endothelialem PECAM-1 verfligt die NB1-positive Neutophilen-
fraktion Uber einen potentiellen Vorteil in der transendothelialen Migration.

In der vorliegenden Arbeit wird die NB1-Expression zwischen Patienten mit schweren
Infektionen, ischamischen Inflammationsgeschehen und gesunden Spendern vergli-
chen, sowie auf mdgliche physiologische und prognostische Bedeutung des Ausma-
Res der NB1-Expression eingegangen.

Methodik:

Blutproben von 96 septischen und 33 Kontrollpatienten, die auf der interdisziplinaren
Intensivstation des Charité Virchow-Klinikums ausgewéhlt wurden, sowie von 103
gesunden Spendern wurden per FACS-Analyse auf die NB1-Expression untersucht.

Stimulierungsversuche wurden mittels rekombinantem TNF-a durchgefihrt.

Vi
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Ergebnisse:

Die NB1-Expression der Patientenkohorte bezuglich des prozentualen Anteils NB1-
positiver Neutrophile und MFI ist signifikant (p < 0,001) hoher als die der Patienten-
kontrollen sowie gesunder Spender. Eine Korrelation fand sich zwischen MFI und
Hohe des CRP der Patienten. Das Ausmald der NB1-Expression wirkt sich nicht auf
das Outcome aus. Analysen der Stimulierungsversuche und eines septisch gewor-
denen Kontrollpatienten deuten darauf hin, dass die NB1-Expression im Entzun-
dungsmilieu gesteigert wird.

Schlussfolgerung:

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen dar, dass die NB1-Expression im Entzindungsmi-
lieu hoher ist als bei Patienten- und Gesundkontrollen. Die Befunde konstatieren so-
mit die potentielle Rolle des Neutrophilen-spezifischen Antigens bei inflammatori-
schen Abwehrreaktionen. Die NB1-Expression scheint sich dabei nicht auf das Out-
come bei Patienten mit schweren Infektionen auszuwirken. Weitere Untersuchungen

sind notig, um spezifische Funktionen von NB1 darzulegen.
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Abstract

Introduction:

Sepsis is a complex, general inflammatory reaction caused by a local or secondary
systemic infectious trigger. It depicts a life threatening condition which requires a
broad, targeted therapy.

Neutrophils constitute 50 - 70 % of the human leukocytes and are the dominant de-
fence cell mediating the earliest innate immune response. They are activated by
pathogen components, tissue damage and cytokines in the onset of sepsis. Antimi-
crobial strategies include phagocytosis and the release of bactericide agents.

The neutrophil-specific antigen NB1 (CD177) is a GPIl-anchored glycoprotein which is
located on the cell surface or in secondary granules of neutrophils. Characteristically,
it demonstrates a bimodal surface expression - there is a NB1-positive and NB1-
negative neutrophil subpopulation differing in size in each NB1-expressing individual.
Hitherto, no precise function of NB1 has been exposed. Nevertheless, one can ob-
serve an increase in its plasma membrane expression regarding the ratio of NB1-
positive neutrophils and NB1 glycoprotein molecules per cell in severe infectious dis-
eases and after application of G-CSF. It became apparent that its physiological role is
the intermediary of Proteinase-3—membrane expression, the main autoantigen in
GPA, on not yet activated neutrophils. Furthermore, NB1 binds to endothelial
PECAM-1, which supports the neutrophil transendothelial migration resulting in pref-
erential transmigration of the NB1-expressing neutrophil subset. Herein, the NB1 ex-
pression between patients with acute inflammatory diseases, patients with ischemic
affection and healthy donors is compared. Moreover, the hypothesis of a potential
physiological and prognostic relevance of the magnitude of NB1 expression is tested.
Methods:

In whole blood samples of 96 septic and 33 control patients from the interdisciplinary
intensive care unit at Charité Campus Virchow and of 103 healthy volunteers, NB1
expression was assessed by FACS analysis. TNF-a was used for neutrophil activa-

tion assays.

VIii



Abstract

Results:

Septic patients demonstrated a significantly higher percentage of NB1-positive neu-
trophils and mean fluorescence intensity than patient and healthy controls (p <
0,001). Besides, the mean fluorescence intensity correlated with CRP-levels in septic
patients. However, the extent of NB1 expression had no influence on the patient’s
outcome. In stimulation trials and in samples of one control patient who contracted
sepsis an increased NB1 expression was obtained.

Conclusion:

These data indicate that NB1 expression is upregulated in inflammatory conditions.
Regarding the specifications the neutrophil specific antigen assumedly features a
capacity in inflammatory immune responses. Yet, the magnitude of NB1 expression
does not imply a prognostic factor. Further investigations are necessary to discover

specific functions of NB1.
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1 Einleitung

1.1 Sepsis

Das Syndrombild der Sepsis ist als eine systemische Entziindungsreaktion des Or-
ganismus auf eine Infektion durch Bakterien, deren Toxine, Viren oder Pilze anzuse-
hen. Seit 1992 werden durch das ACCP/SCCM Consensus Conference Committee
in dieser Beziehung vier Krankheitsbilder definiert, die als ein pathophysiologisches
Kontinuum zu verstehen sind: Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS),
Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock®. Jeder dieser Schweregrade ist
durch festgesetzte klinische und physiologische Parameter beschrieben. Fir die Di-
agnose der Sepsis benttigt man dabei zusatzlich zum SIRS, welches sich durch
mindestens zwei der Kriterien abnormale Kérpertemperatur, erhéhte Herz- und Atem-
frequenz, erhbhte oder erniedrigte Leukozytenzahl auszeichnet, den Nachweis oder
klinischen Verdacht einer Infektion. Ein septisches Krankheitsgeschehen, das zu ei-
ner oder mehrerer Organdysfunktionen wie die Einschrankung renaler Funktionen
oder Thrombozytopenie, fuhrt, wird als schwere Sepsis bezeichnet. Ein septischer
Schock liegt bei einer instabilen Kreislaufsituation mit arterieller Hypotonie vor, die
unter anderem den pharmakologischen Einsatz von Vasopressoren erfordert.

In Deutschland herrscht die Empfehlung, die klinische Diagnose der Sepsis und des
septischen Schocks nach den Leitlinien der Deutschen Sepsisgesellschaft zu stellen
(siehe Tabelle 1),

Die Inzidenz der Sepsis betragt 300/200.000 Einwohner in den USA®. In Deutschland
liegt die Inzidenz der schweren Sepsis und des septischen Schocks bei 100/100.000,
wobei global steigende Fallzahlen zu verzeichnen sind*. Nach wie vor ist die Sepsis
selbst bei intensivmedizinscher Behandlung mit einer hohen Sterblichkeit vergesell-
schaftet. Die Mortalitatsrate betragt auch bei zeitnaher Krankenhauseinweisung mit
antimikrobieller und supportiver Therapie bis zu 30 %, wobei sich diese mit dem
Schweregrad der Krankheit erhéht. So versterben circa 30 - 70 % der Patienten mit
septischem Schock®. Die Identifizierung des ursachlichen Pathogens ist fiir die Diag-
nosestellung und eine adaquate Behandlung erforderlich. Wegweisend ist die Begut-
achtung potentieller nosokomialer Sepsisquellen wie infizierte Katheter und Wunden,
Urogenitalinfektionen und Pneumonien®. Um den infektitsen Mikroorganismus genau
zu charakterisieren, ist die mikrobiologische Untersuchung von Blut- und Urinkulturen

sowie von Sputum-, Liquorproben und Wundabstrichen notwendig.
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Tabelle 1 Kriterien der AWMF-Leitlinien zur Diagnose einer Sepsis, einer schweren Sepsis und eines septischen
Schocks.

KRITERIEN

I. Nachweis der Infektion
Diagnose einer Infektion Gber den mikrobiologischen Nachweis oder durch klinische Kriterien

Il. Severe inflammatory host response (SIRS) (mind. 2 Kriterien)

- Fieber (238°C) oder Hypothermie (<36°C) bestatigt durch rektale, intravasale o. -vesikale Messung

- Tachykardie: Herzfrequenz 290 /min

- Tachypnoe (Frequenz =220/min) o. Hyperventilation (PaCO2 <4.3 kPa/ <33 mmHg)

- Leukozytose (=12000 /nl) o. Leukopenie (<4000 /nl) 0. 210% unreife Neutrophile im Differentialblutbild

Ill. Akute Organdysfunktion (mind. 1 Kriterium)

- Akute Enzephalopathie: eingeschrankte Vigilanz, Desorientiertheit, Unruhe, Delirium.

- Relative oder absolute Thrombozytopenie: Abfall der Thrombozyten um mehr als 30% innerhalb von 24
Stunden o. Thrombozytenzahl <100.000 /nl.

Eine Thrombozytopenie durch akute Blutung o. immunologische Ursachen muss ausgeschlossen sein.

- Arterielle Hypoxamie: PaO2 <10 kPa (=75 mmHg) unter Raumluft oder ein PaO2/FiO2-Verhaltnis von
<33 kPa (2250 mmHg) unter Sauerstoffapplikation. Eine manifeste Herz- oder Lungenerkrankung muss
als Ursache der Hypoxamie ausgeschlossen sein.

- Renale Dysfunktion: Eine Diurese von <0.5 ml/kg/h fur wenigstens 2 Stunden trotz ausreichender Vo-
lumensubstitution und/oder ein Anstieg des Serumkreatinins > 2x oberhalb Referenzbereiches.

- Metabolische Azidose: Base Excess <-5 mmol /I 0. Laktatkonzentration > 1,5x oberhalb des Referenz-
bereichs.

DIAGNOSEN

Septischer Schock:

Kriterien | und Il

sowie fur wenigstens 1 Stunde ein systolischer arterieller Blutdruck <90 mmHg
bzw. ein mittlerer arterieller Blutdruck <65 mmHg oder notwendiger Vasopres-
soreinsatz, um den systolischen arteriellen Blutdruck 290 mmHg oder den arte-
riellen Mitteldruck =65mmHg zu halten.

Die Hypotonie besteht trotz adaquater Volumengabe und ist nicht durch andere
Ursachen zu erklaren.

Sepsis:
Kriterien | und I,

Schwere Sepsis:
Kriterien I, 11 und 11l

Die Grundlage der Therapie der Sepsis besteht aus der Elimination des Krankheits-
erregers, aus hamodynamisch supportiven MalRBhahmen wie der intravenésen Flis-
sigkeitszufuhr und Anwendung von Vasopressoren sowie der apparativen Unterstit-
zung von Organdysfunktionen wie zum Beispiel den Nierenersatzverfahren. Die
kaum verédnderte Letalitdtsrate in den letzten 20 Jahren, die hauptsachlich der
schweren Sepsis und des septischen Schocks geschuldet ist, beruht insbesondere
auf Defiziten der frilhzeitigen Diagnosestellung. Aus diesem Grund ist es angezeigt,
eine kalkulierte antibiotische Therapie so friih wie mdglich nach Diagnose einer Sep-
sis jedoch nach Abnahme von Kulturen anzusetzen, die dann nach klinischen und

mikrobiologischen Kriterien optimiert wird®. Resistenzentwicklung vieler Bakterien
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begrenzen allerdings die Wirksamkeit dieser TherapiemalRnahme und sind zugleich
Grund fiir die fortwéhrend steigende Inzidenz der Sepsis®.

Neben der pharmakologischen Behandlung steht die vollstandige Sanierung der sep-
tischen Infektionsquelle als kausale Therapie im Vordergrund. Malinahmen wie die
Entfernung von Kathetern, Implantaten, Drainage von Abszessen und die Wundsa-
nierung verbessern entscheidend das Outcome des Patienten’. Eine Volumenersatz-
therapie sollte frih und energisch angewandt werden zum Zweck der mikrovaskula-
ren Stabilisierung und folglich zur Aufrechterhaltung einer adaquaten Sauerstoff- und
Substratversorgung von Organzellen. Daher wird in den aktuellen Sepsis-Leitlinien in
der frihen Sepsisphase die Gabe eines initialen Volumenbolus von circa 1000 ml
kristalloider Loésungen zur ha&modynamischen Stabilisierung empfohlen. Hydro-
xyethylstarke-Lésungen (HES) sollten aufgrund der héheren Rate von Nierenversa-
gen und der infolgedessen hdheren Sterblichkeit bei septischen Patienten nicht mehr
eingesetzt werden®. Der arterielle Mitteldruck sollte 65 - 70 mmHg betragen®®® 1%°,
Forciert hohere Driicke tragen laut aktuellen Studien nicht zu einer Senkung der Mor-
talitat bei®. Andere ZielgréBen in der Steuerung der Hamodynamik sind der zentral-
venose Druck (8 - 12 mmHg), die Diurese (> 0,5 ml/kg/h) und die zentralvendse Sat-
tigung (70%)**°. Eine unlangst veroffentlichte Studie zeigt indes, dass die von Rivers
et al. entwickelte sogenannte ,Early Goal Directed Therapy®, die als anerkanntes Be-
handlungsprotokoll auf eine hamodynamische Stabilisierung des septischen Patien-
ten innerhalb der ersten sechs Stunden ausgerichtet ist und eine friihzeitige zentral-
venose Katheterisierung und grof3ziigige Bluttransfusionen fordert, das Outcome in
Relation zur Vergleichsgruppe mit Standardtherapie nicht verbessert''!. Dies deutet
bereits an, dass Behandlungskonzepte der Sepsistherapie der aktuellen Studienlage
und einem fortwéahrendem Paradigmenwechsel angepasst werden.

Sofern unter Volumengabe kein ausreichend hoher Perfusionsdruck erreicht wird, ist
der Vasopressor Noradrenalin Mittel der ersten Wahl, wobei bei eingeschréankter kar-
dialer Pumpfunktion die zusatzliche Gabe von Dobutamin als Inotropikum empfohlen
wird™? 3. Kirzlich wurde gezeigt, dass durch die zusatzliche Gabe von Albumin
kein weiterer Nutzen erreicht wird*'*. Eine arterielle Sauerstoffsattigung von mindes-
tens 90 % sollte aufrechterhalten werden, die gegebenenfalls den Einsatz maschinel-
ler Beatmung erfordert. Eine Thromboseprophylaxe mit unfraktionierten oder nieder-
molekularen Heparinen sowie eine Ulkusprophylaxe werden weiterhin empfohlen.

Dagegen erwies sich eine Therapie mit hohen Dosen von Kortikosteroiden als nicht

3
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effektiv und erhéhte tberdies das Risiko einer Sekundérinfektion'®. Ebenso wird eine
bis dato propagierte strenge Einhaltung des Blutglukosespiegels zwischen 80 und
100 mg/ dl mittels intensivierter Insulintherapie kontrovers diskutiert und nicht mehr
beflrwortet, da dem potentiellen Nutzen eine hohe Rate Hypoglykdmie-bedingter
Komplikationen entgegensteht. Eine intravendse Insulintherapie wird ab Glukosewer-
ten von mehr als 180 mg/ dl angeraten unter strikter Vermeidung hypoglykamer Epi-
soden™. Erweiterte Konzepte in der Sepsistherapie beruhen auf Erkenntnissen der
Erforschung pathophysiologischer Mechanismen im septischen Krankheitsgesche-
hen und sind Bestandteil aktueller Studien, wozu beispielsweise die Anwendung von
intravendsen Immungloblinen und Selen gehort™*>,

Nicht jedes Individuum ist in gleichem Mal3 anfallig fir die Ausbildung einer Sepsis.
Diskutiert werden genetische Faktoren, die zu einer Pradisposition fiihren kdnnen.
Hierzu gehtren SNPs (single nucleotide polymorphisms) im TNF-a -, Interleukin 1-,
Fcy-, Toll-like-Rezeptor und in Zytokingenen wie TNF-a und TNF-B*2. Daneben sind
angeborene Immundefizite wie die Agammaglobulindmie und Phagozytosedefekte,
wie sie bei den Leukozytenadhéasionsdefekten, Myeloperoxidasedefekt und der chro-
nischen Granulomatose auftreten, klinisch von Bedeutung. Ebenso gelten erworbene
Immundefizite wie hamatologische Malignome, medikamentdse Immunsuppression
oder Splenektomie als Risikofaktoren®.

Auffassungen zur Pathophysiologie der Sepsis haben sich durch intensivierte For-
schung und Studien in den letzten Jahren bedeutend verandert. Demgemalf3 wird
inzwischen die Theorie von Lewis Thomas®, nach der die Sepsis die Folge einer
primar unkontrollierten Hyperinflammation ist, kritisch betrachtet. Verschiedene Kklini-
sche Versuche zeigten auf, dass der medikamentdse Einsatz antiinflammatorischer
Substanzen zur Therapie eines septischen Krankheitsbildes das Outcome der Pati-
enten vielmehr negativ beeinflusst. So erhéhen Antagonisten der potenten proin-
flammatorischen Zytokine TNF-a und Interleukin-1 die Mortalitat** *>. Ebenso zeigte
sich, dass extrahierte Leukozyten septischer Patienten auf bakterielle Lipopolysac-
charid-Stimulierung hin mit einer deutlich herabgesetzten Ausschittung dieser Zyto-
kine reagieren®®. Wiederum wirkt die Verabreichung des Immunstimulans Interferon-y
dem entgegen und verbessert die Uberlebenswahrscheinlichkeit!’. Folglich ist das
Syndrombild der Sepsis nach einer initialen Phase der Hyperinflammation durch eine
verminderte Kapazitat des Immunsystems, Pathogenen effektiv entgegenzuwirken,

charakterisiert. Dies wird als Imbalance der sich gegenseitig regulierenden pro- und
4
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antiinflammatorischen Zytokine erfasst'®. Ursachlich wird eine deutlich gesteigerte
Apoptoserate von peripheren Lymphozyten, dendritischen Zellen, B-Zellen und
Dunndarmepithelzellen angenommen, die zu einem antiinflammatorischen Typ 2-T-
Helferzellen-Profil filhren®®. Dieser Zustand wird in seiner Endauspragung als Im-
munparalyse oder Anergie bezeichnet und ist mit einer Leukozytendysfunktion
gleichzusetzen, die die Abwehrmechanismen gegen Mikroben und damit die Mortali-

tat des Wirts negativ beeinflusst®® 2.

1.2 Angeborenes und adaptives Immunsystem

Sepsis ist die systemische und lebensbedrohliche Auspragung einer Entziindungsre-
aktion ausgel6st durch einen Erreger oder Gewebeschaden. Auf lokaler Ebene ist
dieser Prozess gleichwohl lebensnotwendig. Zur Abwehr korperfremder Molekiile,
Molekilverbéande und Organismen steht eine umfangreiche Kaskade von signal- und
zellvermittelten Reaktionen zur Verfiigung, die sich in das unspezifische oder ange-
borene Abwehrsystem und das adaptive Immunsystem einteilen Iasst.

Ersteres schitzt den Organismus in der Frihphase einer Infektion bis das adaptierte
System aktiv geworden ist. Eine zentrale Rolle spielen hier die Haut und Schleimh&u-
te, die die oberflachliche Barriere gegen Mikroorganismen darstellen. Als zellulare
Elemente stehen Makrophagen und Granulozyten im Mittelpunkt, die sich vor allem
durch ihre Phagozytoseaktivitat auszeichnen. Daneben existieren NK-Zellen, die we-
der der B- noch der T-Zell-Reihe zugeordnet werden kdnnen und fur die Beseitigung
virusinfizierter Zellen stehen. Als humoraler Faktor kommt das Komplementsystem
zum Einsatz, das hier Uber den alternativen Weg mittels der Komplementkomponen-
te C3b auf Bakterienoberflachen aktiviert wird. Es kommt zum einen zur Opsonierung
der Bakterienzelle, welches die Phagozytose durch Makrophagen erleichtert und an-
dererseits zur Bildung des sogenannten lytischen Komplexes, bestehend aus den
Komplementfaktoren C5b, C6, C7, C8, C9.

Der angeborenen Abwehr wird das erworbene, adaptive Immunsystem entgegenge-
stellt. Es ermdglicht die hochspezifische Eliminierung kdrperfremder Molekile. Diese
Strukturen werden als Antigene bezeichnet. Als Voraussetzung fur das Erwirken ei-
ner Immunantwort ist jedoch die Prasentation dieser Antigene beziehungsweise Anti-
genfragmente, die je nach chemischer Struktur und Genese Proteine, Nukleinséauren,
Polysaccharide, Oberflachenstrukturen von Bakterien, Viren, Pflanzen- und Staub-
partikel oder virale, in der Wirtszelle synthetisierte Proteine sind. Prasentiert werden

die Antigene respektive Epitope tber MHC-Molekile, die so von TH-Zellen erkannt
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werden kénnen. MHC-Proteine der Klasse | befinden sich auf allen kernhaltigen Zel-
len, die intrazellular synthetisierte Proteine, die zuvor im Proteasom zu Peptiden
fragmentiert werden, prasentieren. Auf diese Weise kdnnen auch virusinfizierte Zel-
len, deren Proteinbiosyntheseapparat fur virale Eiweil3e genutzt wird, identifiziert und
durch das Immunsystem eliminiert werden. Demgegeniber liegt hier moglicherweise
der Schlussel zu Autoimmunerkrankungen: Letztlich kdrpereigene Strukturen werden
durch nicht immuntolerante T-Lymphozyten erkannt, die eine pathologische Aktivitat
des adaptiven Immunsystems gegen den eigenen Organismus ausldsen.

MHC IlI-Proteine werden nur auf sogenannten professionellen Antigen-
prasentierenden Zellen, APCs, exprimiert. Hierzu z&hlen Monozyten und Makropha-
gen, B-Lymphozyten und die dendritischen Zellen des Immunsystems in der Epider-
mis, Blut und Mukosa aller Hohlorgane. Aufgabe der APCs nach Bindung eines Anti-
gens ist es, dieses mittels rezeptorvermittelter Endozytose aufzunehmen, im Lyso-
som zu spalten und die Peptidfragmente an das MHC-II-Molekil zu binden. An-
schlieRend werden diese vesikular an die Plasmamembran transloziert. In komplexen
Interaktionen wird durch diese Antigenprasentation in den sekundaren lymphatischen
Organen die Aktivierung und Differenzierung von T- und B-Lymphozyten bewirkt. Als
Effektorzellen sind sie die bedeutsamsten Trager der adaptiven Immunantwort. Die
aktivierten, nativen T-Lymphozyten spezialisieren sich je nach Korezeptor zu CD8-
positiven zytotoxischen T-Zellen, die Antigenpeptide Gber MHC-I-Proteine und somit
virusinfizierte beziehungsweise transformierte Koperzellen erkennen oder CD4-
positiven T-Helfer-Lymphozyten. Letztere reagieren durch ihren T-Zell-Rezeptor mit
fremden Antigenpeptiden, die tber MHC-II-Molekile Antigen-prasentierender Zellen
dargeboten werden. B-Lymphozyten werden stufenweise zu Antikdrper- bezie-
hungsweise Immunglobulin-sezernierenden Plasmazellen aktiviert: Initial wird der auf
der Plasmamembran gebundene B-Zell-Rezeptor nach Bindung eines Antigens in-
ternalisiert, intrazellular fragmentiert und mittels MHC-II-Molektlen wiederum auf der
Zelloberflache prasentiert. Bindet nun eine T-Helferzelle mit passendem T-Zell-
Rezeptor, fuhrt dies zur Aktivierung der B-Lymphozyten, damit zur klonalen Expansi-
on und schlief3lich zur Produktion von Immunglobulinen. Ged&achtniszellen sind eine
weitere Form spezialisierter B-Lymphozyten, die bei erneutem Kontakt mit einem An-
tigen sogleich in der Lage sind, neutralisierende Immunglobuline zu bilden. Die Funk-
tion der zur akuten Pathogenabwehr gebildeten Immunglobuline besteht darin, die

Wirkung bakterieller Toxine zu dezimieren, aber auch an die Oberflache von Mikro-
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organismen zu binden und damit deren Phagozytose durch Makrophagen zu verbes-
sern oder die Lyse des Pathogens durch das Komplementsystem auf dem klassi-
schen Weg zu vermitteln. Hier liegt die Verknipfung des angeborenen mit dem adap-
tiven Immunsystem und bescheinigt, dass die zwei Arme der humanen Abwehr nicht
ganzlich unabhangig voneinander agieren, sondern sich in ihrer Wirkung komplettie-
ren und verzahnen?.

Ein weiteres Exempel hierfur ist die Aktivierung von Makrophagen im Zuge der adap-
tiven Immunantwort, die durch Zytokine der Typ 1 T-Helferzellen wie Tumor Necrosis
Factor-beta (TNF-B), Interleukin 2 (1-2) und Interferon-gamma (INF-y) hervorgerufen
wird. Neueren Forschungsergebnissen zufolge tragen auch neutrophile Granulozyten
zur Induktion der adaptiven Abwehr bei, indem sie dendritische Zellen zur Maturie-
rung anregen und damit die T-Zell-Antwort verstarken?®. Eine Eigenschaft Neutrophi-
ler, die ebenso die T-Zell-Aktivitdten heraufsetzt, ist ihr Auftreten als antigenprasen-
tierende Zellen im Beisein weiterer Immunzellen®*. Auch von Neutrophilen sezernier-
te Serinproteasen wie Cathepsin G sind im Mausmodell in der Lage, die antigen-

spezifische humorale Immunantwort anzuregen®.

Der initiale Anstol3 einer Entztindungsreaktion erfolgt mit Penetration von Haut- oder
Schleimhautbarrieren durch Pathogene. Das Endothel der darunter liegenden post-
kapillaren Venolen wird durch lokale Zytokine wie TNF-a, IL-1p und IL-17 aktiviert,
worauf es P- und L-Selektine aus intrazellularen Granula, den Weibel-Palade-
Korpern, in die luminale Membran transloziert?®®. Granulozyten gehen anhand ihrer
konstitutionellen Exprimierung von L-Selektinen mit dem endothelialen P-Selektin
Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) eine lockere Bindung ein, was mit dem Begriff ,Rol-
ling“ beschrieben wird®’. Das hierdurch wiederum angeregte Endothel sezerniert
Granulozyten-aktivierende Substanzen wie Plattchenaktivierender Faktor (PAF) und
IL-8. Zusammen mit dem bakteriellen chemotaktischen Peptid fMLP kommt es zu
einer starkeren Neutrophilen-Endothel-Interaktion, die die Mobilisierung sekretori-
scher Vesikel triggert?®. Die dadurch an die Plasmamembran beférderten Molekiile,
allen voran das B2-Integrin (CD11b/18, Mac-1) und der fMLP-Rezeptor, bewerkstelli-
gen mit dem entsprechenden endothelialen Gegenstiick Intercellular Adhesion
Molecule 1 (ICAM-1) die feste Adh&sion an der Gefa3wand. Die transzellulare oder
interzellulére Transmigration, Diapedese genannt, wird hiermit eingeleitet®®. Die wei-

tere Exozytose neutrophiler Granula erfolgt in geregelter Weise und ist teils abhéngig
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vom VAMP2-Gehalt der Granula. So wird sichergestellt, dass ein Gewebeschaden
gering bleibt und mikrobizide Peptide wie Lysozym, Defensine sowie das an der Bil-
dung toxischer Sauerstoffradikale beteiligte Enzym Myeloperoxidase (MPO) und bei-
spielsweise Elastasen erst am Ort des Geschehens in die Extrazellularmatrix entlas-
sen werden®’. Neben der Phagozytose von Bakterien wirken granulozytare Stoffe
(Azurozidin, Defensine, humanes Cathelicidin hCAP18) ferner chemotaktisch auf
CD4+, CD8+ T-Zellen, Makrophagen und weitere Neutrophile.

Die innerhalb von Minuten bis Stunden zum infizierten Gewebe rekrutierten neutro-
philen Granulozyten leiten damit den essentiellen Akt zur akuten Phase der Abwehr-

reaktion ein und stellen einen unabdingbaren Teil des Immunsystems dar.

1.3 Neutrophile Granulozyten

1.3.1 Entwicklung

Unter den Leukozyten stellen die neutrophilen Granulozyten, kurz Neutrophile ge-
nannt, mit einem Anteil von 50 - 70 % die gro3te Subgruppe der humanen Abwehr-
zellen dar. Neutrophile unterscheiden sich in ihrer Zellkernmorphologie, ihren Granu-
la und den darin enthaltenen spezifischen lysosomalen Enzymen und mikrobiziden
Inhaltsstoffen von anderen Leukozyten. Anhand ihres Farbeverhaltens kann man
neutrophile von eosinophilen und basophilen Granulozyten unterscheiden.

Etwa 90 % der Neutrophilen befinden sich im Knochenmark, 10 % im Blut und Ge-
webe. Im Blut verteilen sich die Granulozyten je zur Halfte auf einen marginalen Pool
an den Gefallwanden postkapillarer Venolen und auf einen mit dem Blut zirkulieren-
den Pool*.

In der Literatur findet man unterschiedliche Angaben flr die Lebensdauer Neutrophi-
ler, die von ein bis vier Tage reicht, wobei die Halbwertszeit im Blut zirkulierender
Neutrophiler mit lediglich sechs bis acht Stunden beziffert wird. Neueren For-
schungsergebnissen zufolge kann man jedoch mit einer zirkulatorischen Lebens-
spanne von bis zu 5,4 Tagen rechnen, was den mdglichen Wirkungszeitraum neutro-
philer Granulozyten um das Zehnfache verlangert im Vergleich zur bisherigen Daten-
lage®.

Dem steht eine kontinuierliche Granulopoese von iiber 10** Neutrophilen pro Tag
gegenuber, welche in akuten Infektsituationen um ein Vielfaches heraufreguliert wer-

den kann®. Wie alle Blutzellen gehen neutrophile Granulozyten auf hamatopoetische
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Stamm- und Progenitorzellen des Knochenmarks zuriick. Von hier aus treten sie
Uber die Sinusoide in das Blutgefa3system ein. Die terminale Differenzierung der
Granulozyten ist ein sehr komplexer Prozess, in den mehr als 11000 Gene involviert
sind. Eine wesentliche Rolle in der Proliferation und Reifung dieser Zellreihe kommt
dem als Zytokin und Wachstumsfaktor agierenden Granulocyte colony-stimulating
Factor (G-CSF) zu, das von Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen
und Stromazellen des Knochenmarks sezerniert wird**. Bei akuten Entziindungen
und Infektionen findet man in der Regel erhdhte Serumlevel des G-CSF und eine
damit verbundene Mobilisierung neutrophiler Granulozyten aus dem Knochenmark,
die sich im Blutbild in einer Leukozytose widerspiegelt®*. Nachfolgend wird der ver-
mehrte Bedarf an Neutrophilen und anderen Immunzellen mit einer erhdhten Produk-
tion kompensiert®®. Weitere Regulatoren der Granulozytopoese sind GM-CSF, Inter-
leukin 3 und Interleukin 1. Daneben nehmen beispielsweise Endotoxine, Hormone
wie Glukokortikoide und weitere Zytokine (TNF-a, IFN-y) ebenfalls Einfluss auf Diffe-
renzierung, Mobilisierung aus dem Knochenmark, Verteilung im peripheren Blut und
Migration. Prostaglandin E, aus Stromazellen des Knochenmarks und Laktoferrin
aus Neutrophilen selbst hemmen die Granulopoese im Sinne eines negativen Feed-

backmechanismus.

1.3.2 Charakterisierung Neutrophiler auf Grundlage der Granula

Paul Ehrlich charakterisierte erstmalig gegen Ende des 19. Jahrhunderts Neutrophile
von anderen Blutzellen und Granulozyten, die sich auf Basis ihres Verhaltens ge-
geniiber basischen und sauren Farbstoffen morphologisch abgrenzen. Zudem wei-
sen reife Neutrophile spezifische Granula und einen kennzeichnenden, gelappten
Zellkern auf, welche das Synonym Polymorphnuclear Leukocytes, kurz PMNSs, pra-
gen. Neutrophilengranula werden in drei unterschiedliche Gruppen aufgeteilt, die sich
durch ihre Zusammensetzung an spezifischen Proteinen wie Enzymen und antimik-
robiellen Stoffen und ihr Farbeverhalten voneinander abgrenzen®’. Die Granula wer-
den in unterschiedlichen Zeitfenstern im Rahmen der Granulopoese synthetisiert,
was das Auftreten der verschiedenen Subtypen erklart. Azurophile beziehungsweise
primare oder Peroxidase-positive Granula entstehen im Promyelozytenstadium. Sie
zeichnen sich durch einen hohen Gehalt an dem Enzym Myeloperoxidase (MPO), a-

Defensinen als kleine kationische, antimikrobielle Peptide, an den Serinproteasen
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Cathepsin G, Neutrophilen-Elastase, Azurocidin und Proteinase 3 aus®.
Die zweite grol3e Gruppe an Granula, gemeinhin als Peroxidase-negative Granula
bezeichnet, wird als Kontinuum wahrend des Myelozyten-, Metamyelozyten- sowie
stabférmigen und segmentférmigen Granulozytenstadiums gebildet. Diese lassen
sich weiter differenzieren in spezifische, respektive sekundare Granula, die typi-
scherweise antimikrobielle Substanzen wie Lactoferrin oder Lysozym enthalten und
Gelatinase-positive beziehungsweise tertidare Granula mit vorwiegend Matrix-
degradierienden Enzymen und einigen Membranrezeptoren®. SchlieBlich werden
noch sekretorische Vesikel abgegrenzt. Diese stellen im Gegensatz zu den drei vo-
ran beschriebenen Granulasubklassen Endozytosevesikel dar, die sich wahrend der
spaten Neutrophilenreifung von der Plasmamembran abschniren. Sie enthalten so-
mit integrale Bestandteile der Plasmamembran wie Rezeptoren und andere funktio-
nale Proteine wie Integrine. Da diese auf verschiedene Stimuli hin wieder in die Zell-
membran eingebracht werden, besitzen sie eine Schlusselstellung in der Interaktion
mit aktiviertem Endothelium. Neben dem unterschiedlichen Besatz an Matrix- und
Membranproteinen kann man eine differenzierte Exozytosedynamik der Granula bei
Aktivierung des Neutrophilen im Rahmen einer Entziindungsreaktion ausmachen.
Dabei erfolgt die mégliche Sekretion oder partielle Mobilisierung in umgekehrter zeit-
licher Reihenfolge zu ihrer Synthese wahrend der Granulozytenmaturation. So
kommt den verschiedenen Granula mit ihren Matrixproteinen eine verhaltnismafig
definierte Rolle in den einzelnen Schritten der antimikrobiellen Immunabwehr des

Neutrophilen zu*!,

1.3.3 Bedeutung neutrophiler Granulozyten und Grundzige des humanen Im-
munsystems

Neutrophile Granulozyten agieren als elementare Abwehrzellen an vorderster Linie
des angeborenen Immunsystems in der Bekdmpfung gegen eindringende Pathogene
und Mikroorganismen®®. Die Bedeutung dieser Rolle wird an Patienten deutlich, die
durch eine Chemotherapie an Neutropenie leiden und um ein vielfaches anfalliger fir
jegliche Art von bakteriellen und Pilzinfektionen sind*®. Eine verminderte Zahl an
neutrophilen Granulozyten erhoht durch den herabgesetzten Schutz vor systemi-
schen Infektionen die Mortalitdt und Morbiditdt entsprechender Personen betréacht-

lich. Verschiedene mikrobizide Strategien existieren bei der Abwehr gegen invadierte
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Pathogene. Zum Spektrum gehoéren die phagozytotische Aufnahme und intrazelluléare
Degradierung von Mikroorganismen, daneben die Degranulation mit Entlassen anti-
mikrobieller Molekile und Enzyme in den Extrazellularraum. Die bisherige Ansicht
der Wirksamkeit von Neutrophilen schloss einen Kollateralschaden mit ein, der vor
allem dadurch zustande kommt, dass die freigesetzten Enzyme wie Proteasen und
Kollagenasen, aber auch oxidativ wirkende reaktive Sauerstoffspezies (ROS) das
wirtseigene Gewebe schadigen und eine potente lokale Entziindung hervorrufen* #°.
Einerseits sieht man Neutrophile nicht mehr als unelegante, primitive Abwehrzellen
an, die unkoordiniert den zytotoxischen Inhalt ihrer Granula in die Extrazellularmatrix
entlassen und unabdingbar eine Gewebedestruktion bewirken*®. Vielmehr stellen sie
die ersten zum Ort der Infektion migrierenden Immunzellen dar, die organisiert und
wirkungsvoll die Pathogene eindammen und zudem andere Arme des angeborenen
sowie adaptiven Immunsystems koordinieren. Gleichzeitig Gben sie aber auch einen
limitierenden Einfluss auf die Entziindungsreaktion aus. Aktuelles Interesse in der
Neutrophilenforschung ist Uberdies neuen neutrophilen Proteinen wie NGAL oder
Lipocalin 2 genannt und LL-37 sowie Abwehrstrategien gewidmet, die die Komplexi-
tat der Funktion neutrophiler Granulozyten unterstreichen*” “8. Unter letzteren sind
NET, neutrophil extracellular traps, zu nennen, die als Geflecht aus Neutrophilen-
DNA und -Proteinen bakteriostatisch wirken und die Phagozytose pathogener Mikro-

organismen erleichtern®.

1.4 NB1

1.4.1 Entdeckung

Das Neutrophilen-spezifische Antigen NB1, auch als HNA-2a betitelt, wurde 1971 in
Zusammenhang mit einer fetomaternalen Inkompatibilitat und damit verbundener
neonatalen Immunneutropenie entdeckt und erstmalig von Lalezeri et al. beschrie-
ben®. Im engeren Sinne bezeichnet HNA-2a das Epitop des 58 - 64 kD groRen NB1-
Glykoproteins, wie die Arbeitsgruppe um Stroncek 1990 darlegen konnte®'. Dennoch
wurde das HNA-2a und NB1-Glykoprotein kodierende Gen, CD177, erst 2001 durch
Kissel et al. identifiziert. Dieses ist auf Chromosom 19q13.31 lokalisiert®. In der glei-
chen Arbeit wurde zudem klar, dass es sich bei dem Neutrophilen-Antigen PRV-1,
Polyzythamia rubra vera 1, und NB1 um zwei Allele des selben Gens CD177 handelt.

Die Allele unterscheiden sich lediglich durch vier Aminosauren innerhalb der Pro-
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teinsequenz. PRV-1 wurde im Rahmen der Myeloproliferativen Erkrankung Po-
lyzythdmia vera beschrieben und hierbei benannt. Charakteristischerweise kommt es
zu einer Uberexprimierung des Gens, wodurch sich, dhnlich wie bei Patienten mit
essentieller Thrombozythamie, erhéhte mRNA-Mengen des CD177/PRV-1-Gens
nachweisen lassen®. Vier fiir NB1 spezifische monoklonale Antikdrper, die jeweils
unterschiedliche Epitope des Glykoproteins erkennen, sind beschrieben: IB5, 7D8,
MEM-166 und TAG4>* *®,

1.4.2 Strukturelle und genetische Grundlagen

Auf molekularer Ebene ist NB1 als Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankertes
Plasmamembranprotein charakterisiert, das nur bei einer Subpopulation neutrophiler
Granulozyten detektierbar ist>®. Molekulargenetische Untersuchungen haben erge-
ben, dass der NB1l-negativen Subpopulation NB1l-exprimierender Individuen ein
Transkriptionsdefekt zugrunde liegt. Hingegen geht man davon aus, dass die phano-
typische Defizienz bei NB1-negativ typisierten Individuen mutmafilich auf einen feh-
lerhaften Splicingkomplex zurtickzufuhren ist und keine Mutation auf DNA-Ebene
vorliegt®’.

AulRer auf der Plasmamembran ist NB1 in der Membran sekundéarer Granula und
sekretorischer Vesikel Neutrophiler zu finden. Diese werden durch intrazellularen
Transport in die Plasmamembran eingebaut, wodurch das NB1-Molekdl letztlich auf
der Zelloberflache erfassbar ist®®. Wahrend der Granulozytopoese wird es ab dem
Stadium des Myelozyten exprimiert®. Die kodierende DNA besteht aus 1311 Basen-
paaren, die ein Protein aus 416 und ein Signalpeptid aus 21 Aminosauren verschlis-
seln. Das resultierende NB1-Protein weist zwei cysteinreiche Domanen und drei N-
Glykolisierungslokalisationen auf*®. Eine Omega-Bindungsstelle koppelt das NB1-
Molekil an seinen GPI-Anker. Dieser verankert das Glykoprotein transmembranér an
der Aul3enseite der Plasmamembran ohne eine intrazellulare Bindungsdomane be-
reitzustellen®. Formal verfiigt das NB1-Glykoprotein somit iber keinen direkten int-
razellularen Signaltransduktionsweg. CD177 zeigt Homologie mit der Ly-6 (UPAR)-
Domane und wird deshalb zur urokinase plasminogen activator receptor/CD59/Ly-6
snake toxin-Superfamilie gezahlt®®. Losliche NB1-Produkte wie es fiir die Neutrophi-
len-Serinprotease PR3 oder fur andere GPIl-verankerte Proteine wie z.B. den Fcy-

Rezeptor lIb beschrieben ist, konnten bisher nicht nachgewiesen werden.
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1.4.3 Expression
Einzigartig ist das NB1-Glykoprotein hinsichtlich seiner bimodalen Expression auf der

Plasmamembran neutrophiler Granuloyzyten, sodass sich fur jedes Individuum eine
NB1-positive und -negative Subpopulation an neutrophilen Granulozyten unterschei-
den lasst. Der individuelle Anteil von NB1-exprimierenden Neutrophilen rangiert in
einer Spanne von 0 bis 100 %, wobei das Mittelmal3 der NB1-positiven Neutrophilen
ungefahr 45 % bis 65 % betragt®* ®*. Dieser Verteilungstyp trifft auf 89 bis 97 % der
Bevolkerung zu. Andere Expressionsmuster treten gleichwohl auf: bei annahernd 8
% gesunder Spender kann man eine trimodale Verteilung des NB1-
Membranmolekiils beobachten®. Ungefahr 3 % der international untersuchten Indivi-
duen weisen Uberhaupt kein NB1-Glykoprotein auf der Oberflache ihrer Neutrophilen
auf. Verschiedene Haplotypen mit einzelnen Genpolymorphismen bestimmen offen-
bar den Anteil NB1-exprimierender Neutrophiler. So kam es in einer Untersuchung
von Stroncek et al. zu einer Assoziation zwischen niedrigem Prozentsatz NB1-
exprimierender Neutrophiler mit bestimmten cDNA-Polymorphismen auf Chromosom
19, wodurch eine genetische Grundlage fir die Fahigkeit das NB1-Glykoprotein zu
exprimieren postuliert wird®®>. Aligemein angenommen ist die Erkenntnis, dass der
individuelle Anteil der NB1-exprimierenden Neutrophilen im Verlauf konstant bleibt.

Dartber hinaus scheint es weitere Faktoren zu geben, die auf die Expression des
untersuchten Zelloberflachenproteins Einfluss nehmen: Generell prasentieren
Neutrophile von Frauen eine durchschnittlich 5 % hdéhere NB1-Expression als solche
méannlicher Testpersonen®®. Im Unterschied zu Mannern soll die NB1-Expression bei
Frauen mit steigendem Alter hingegen abnehmen®®. Ferner zeigen Untersuchungen,
dass schwangere Frauen einen gré3eren Anteil NB1-positiver Neutrophile aufweisen
im Vergleich zu nicht schwangeren weiblichen Spendern®. Diese Umsténde deuten
auf einen regulatorischen Einfluss von Hormonen, vorrangig Ostrogenen, auf die
Genexpression von CD177 hin. Stroncek et al. dokumentierte bereits 1998, dass die
GroRRe der NB1-positiven Subpopulation in Proben von Nabelschnurblut und fetalem
Knochenmark signifikant hoher ist als bei gesunden Spendern im Erwachsenen- und
Kindesalter®. Wie eingangs bereits erwahnt kommt es bei der Mehrzahl der an Po-
lyzythdmia vera und teilweise weiteren myeloproliferativen Erkrankungen wie der es-
sentiellen Thrombozythamie und der idiopathischen Myelofibrose erkrankten Patien-

ten zu einer Ubermallig gesteigerten Transkription des CD177-Gens, wobei nicht
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vermehrt das fertige Protein in die Membranen eingebaut wird, sondern eine ausge-
pragte intrazellulare Akkumulation der mMRNA nachweisbar ist®.

Im Gegensatz dazu sind medizinische Umstande bekannt, bei denen die Exprimie-
rung des NB1-Glykoproteins reduziert ist. Hierzu gehdren die Paroxysmale nachtli-
che Hamoglobinurie (PNH)®, bei der ein klonaler Defekt auf Stammzellebene und
eine damit verbundene verminderte Expression GPI-verankerter Proteine vorliegt,
und die Chronische Myeloische Leukamie (CML)®’.

Eine wichtige Erkenntnis in Zusammenhang mit dieser Arbeit ist die Auswirkung einer
bakteriellen Infektion auf die NB1l-Expression. Es stellte sich heraus, dass im Ent-
zundungsmilieu der Anteil NB1-positiver Neutrophile von Patienten mit schweren
bakteriellen Erkrankungen signifikant héher ist als bei gesunden Inidividuen®®. Ent-
sprechende Resultate ergaben in vivo-Versuche, in denen man gesunden Testper-
sonen G-CSF verabreichte und nach einer Latenzzeit eine gesteigerte NB1-
Expressionen gemessen wurden®’.

Neben der prozentualen Verschiebung der neutrophilen Subpopulationen zugunsten
der NB1-positiven Gruppe kann sich ebenso die Anzahl der einzelnen NB1-
Glykoproteine pro Neutrophilem erhdhen, wie es insbesondere im Fall einer bakteri-
ellen Infektion vorliegt®®. Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die Expression
des Neutrophilen-Antigens NB1 von Alter, Geschlecht und Begleiterkrankungen ab-
hangig ist. Sowohl der Anteil von Neutrophilen, die das Antigen NB1 exprimieren, als
auch die Anzahl an NB1-Molekilen pro Zelle kann sich bei Aktivierung dieser Im-

munzellen erhdhen.

1.4.4 Funktion und klinische Bedeutung

Wie im vorangegangenen Abschnitt bereits angesprochen erlangt NB1 als Antigen
fur NB1-spezifische Alloantikdrper Relevanz. Diese Kondition ist im Fall der neonata-
len Neutropenie gegeben, bei der die NBl-defiziente Mutter wahrend der Schwan-
gerschaft Antikorper gegen Granulozyten des NB1-positiven Kindes bildet®®. Weitere
Krankheitsbilder in dem Zusammenhang sind die Immunneutropenie nach Knochen-
markstransplantation, drug-induced immune neutropenia, febrile Tranfusionsreaktio-
nen und die transfusion-related acute lung injury (TRALI ) nach Transfusion von Blut-
produkten mit eben diesen humanen Neutrophilen-Antikdrpern, die eine Agglutination

der Granulozyten mit nachfolgendem Lungenddem bewirken®® *°.
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Die pathologisch erhéhte CD177-mRNA gilt als geeigneter wenn auch unspezifischer
Marker fur Myeloproliferative Erkrankungen, speziell Polyzythdmia vera. Es wird je-
doch nicht als Biomarker im klinischen Alltag genutzt.

Uber eine definierte Funktion von NB1 ist bislang wenig bekannt. Anhand ausgewei-
teter Forschungen und Beobachtungen liegen lediglich einzelne Ergebnisse oder
Anhaltspunkte vor. So stellte sich heraus, dass NB1 als Rezeptor fir PR3 (Proteina-
se 3) fungiert, dem Hauptautoantigen fur ANCA (anti-Neutrophil cytoplasmatische
Antikorper) bei der Granulomatose mit Polyangiitis (GPA; ehemals Wegener Gra-
nulomatose). Die Serinprotease PR3, die in azurophilen, sekundaren Granula und
sekretorischen Vesikeln aller Neutrophilen deponiert ist, wird zur Zelloberflache
transportiert und durch nicht ndher bekannte Mechanismen an NB1 gekoppelt, das
die PR3-Membranexpression und somit den Angriffspunkt der ANCA mit nachfolgen-
der Aktivierung der Granulozyten vermittelt’!. Der durchschnittliche Prozentsatz von
PR3-NB1-positiven Neutrophilen ist bei Patienten mit ANCA-assoziierten Vaskuliti-
den erhoht, wiederum ist ein hoher prozentualer Anteil fir den klinischen Verlauf
prognostisch ungiinstig’>. Im Gegensatz zu NB1 ist PR3 auch in Granula von
PR3/NB1-negativen Neutrophilen vorhanden und kann in vitro nach Priming der
Neutrophilen mit Zytokinen beziehungsweise Aktivierung durch fMLP oder G-CSF auf
der Zelloberflache detektiert werden”®,

Untersuchungen zur NB1-Expression bei Aktivierung Neutrophiler zeigten gleichwohl,
dass Stimulierung mit fMLP oder G-CSF zur Hochregulation von NB1 auf Protein-
und mRNA-Ebene fiihrt®® ®3, Daneben wurde von einer Internalisierung des NB1-
Glykoproteins nach Neutrophilen-Aktivierung sowie Auslésen des ,respiratory bursts®
nach Binden von NB1-spezischen Antikdrpern berichtet’®. Diese Erkenntnisse unter-
stiitzen die Vermutung einer moglichen Rezeptorfunktion von NB1.

Kirzlich wurde das transmembranare Glykoprotein PECAM-1 (Platelet Endothelial
Cell Adhesion Molecule/ CD31) als bedeutsamer Bindungspartner von NB1 be-
schrieben. Das Zelladhasionsmolekul wird konstitutiv innerhalb der Tight Junctions
und in luminalen Endothelzellen, Uberdies auf der Zelloberflache von Thrombozyten,
einigen T-Zellen, Monozyten und neutrophilen Granulozyten exprimiert’”>. PECAM-1
nimmt eine Schlisselfunktion bei der Aufrechterhaltung der GefalRwandintegritat des
Endothels und der Leukozytentransmigration ein. Hierbei kommt es zu einer homo-
philen Interaktion zwischen den Ig-ahnlichen Domé&nen 1 und 2 der PECAM-1-

Molekule auf Leukozyten und endothelialen Zellen. In beweisenden Versuchen konn-
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te demonstriert werden, dass anti-PECAM-1-Antikorper signifikant die Diapedese von
Leukozyten in vitro und in vivo hemmen. Als heterophiler Bindungspartner an der
lg6-Doméne von PECAM-1 legt NB1 neue Aspekte im Prozess der Leukozytenrekru-
tierung dar. Auch wenn die exakte Bindungsregion des NB1-Glykoproteins noch nicht
identifiziert ist, zeigte sich, dass die Interaktion zwischen PECAM-1 und NB1 circa 15
Mal starker ist als die homophile Bindung zwischen zwei PECAM-1-Molekulen. Mo-
noklonale Antikérper gegen NB1 und die Ig6-Doméane von PECAM-1 inhibierten in
Experimenten nicht nur die Adhasion sondern auch die transendotheliale Migration
von Neutrophilen Granulozyten’’. Dies gibt Hinweise darauf, dass die NB1-positive
Subpopulation besonders potente Immunzellen der angeborenen Abwehr darstellen.
Das Neutrophilenantigen NB1 spielt bisher im klinischen Kontext eine Rolle als Ziel-
antigen in immunvermittelten Syndromen wie der neonatalen Neutropenie und TRA-
LI, bei denen immunisierte Schwangere beziehungsweise Blutspender Alloantikdrper
gegen das Oberflachenprotein bilden. Als Mediator der PR3-Oberflachenprésentation
scheint eine hohe NB1-Expression zudem fur die Entwicklung einer schweren Ver-
laufsform einer Autoimmunvaskulitis, im speziellen der GPA, zu pradisponieren.

Eine exakte Funktion ist dennoch weitgehend ungeklart. Eine bezeichnende Hochre-
gulation von NB1 wurde bei bakteriellen Infektionen, nach Behandlung mit G-CSF
und wahrend der Schwangerschaft demonstriert.
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1.5 Fragestellung der Arbeit

In der vorliegenden Forschungsarbeit wird die Expression des NB1-Glykoproteins bei
Patienten mit schweren bakteriellen Erkrankungen, insbesondere bei septischen Pa-
tienten, im Vergleich zu Kontrollpatienten mit abakteriellen Entziindungskomponen-
ten und gesunden Probanden analysiert. Das Ausmald der NB1-Expression wird da-
bei mit der Schwere der Erkrankung und dem klinischen Verlauf gegeniberstellend
untersucht.

Folgende Arbeitshypothesen werden dabei bearbeitet:

e Septische Patienten haben eine grof3ere Subpopulation NB1-positiver Neutro-
phile und hohere Fluoreszenzintensitat als Kontrollpatienten und gesunde
Probanden.

e Die NB1-Expression korreliert mit klinischen Werten und Laborparametern,
wobei eine hdhere Expression fur ein schlechteres Outcome pradisponiert.

e Der individuelle Prozentsatz an NB1-positiven Neutrophilen &ndert sich im Fall
einer bakteriellen Erkrankung, wohingegen er bei gesunden Kontrollpersonen
intraindividuell stabil bleibt.

e Lasst sich zudem ein klinischer Nutzen aus den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit ablesen, wie beispielsweise die verdnderte Expression des NB1-
Glykoproteins als frihzeitiger Diagnosemarker einer Infektion oder NB1 als

therapeutisches Zielmolekil?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Blutproben

Fur die Versuche wurden Blutentnahmen bei folgenden Teilnehmergruppen durchge-
fuhrt: Patienten mit schweren akut-entziindlichen Erkrankungen (Zielwert n = 100),
Kontrollpatienten mit akuten nicht-bakteriellen Entziindungsgeschehen (Zielwert n =
35) und gesunde Spender (Zielwert n = 100). Die Blutenthahmen wurden mit dem
gangigen System der Krankenstation durchgefihrt. Die Heparin- und EDTA-
Blutrohrchen ,BD Vacutainer®“ stammen von der Firma BD (Becton, Dickinson;
deutscher Firmensitz: Tullastr. 8-12, 69126 Heidelberg). Fur weitere Versuchsreihen
wurde aufgereinigtes Blut in Form von PMNs verwendet, das im Rahmen der tagli-
chen Forschungsarbeiten im Labor gesunden Spendern entnommen wird. Die Unter-

suchungen und Blutabnahmen wurden von der Ethikkommision bewilligt.

2.1.2 Antikorper

Bei den direkt markierten Antikbrpern handelt es sich um monoklonale Antikorper der
Maus. In jedem Fall wurde eine Endkonzentration von 5 pg/ml angewendet.

Fur die Detektion des NB1-Glykoproteins wurde ein FITC-markierter Anti-human
CD177-Antikdrper des Klons MEM-166 der Firma BioLegend (deutscher Vertriebs-
handler: BioLegend, Zum Grundtal 1, D- 54341 Fell; Hauptgeschéftsstelle in den
USA: 9727 Pacific Heights Blvd, San Diego, CA 92121) verwendet. Als Negativkon-
trolle kam der FITC-konjugierte 19G,, K Isotype Control vom Klon P3 der Firma e-
Bioscience (Vertriebsunternehmen in Deutschland: Herriotstrasse 1 Frankfurt D-
60528; Hauptgeschaftssitz in den USA: 10255 Science Center Drive, San Diego, CA
92121) zum Einsatz. Wurde das Antigen in zwei aufeinanderfolgenden Schritten fluo-
reszenzmarkiert, standen die Primarantikdrper von ExBio (monoklonaler Maus-anti-
NB1-Antikdrper, Klon MEM-166; Firmensitz: Nad Safinou Il 341, 252 42 Vestec,
Czech Republic) und von Dako Cytomation (Maus- IgG; Negative Control; Hauptge-
schaftstelle: Dako Denmark A/S, Produktionsvej 42, DK-2600 Glostrup, Denmark) zur
Verfigung. Als Sekundarantikérper wurde das FITC-konjugierte anti-Maus Immun-
globulinfragment F(ab‘), der Firma Dako Cytomation eingesetzt. Dieser reagiert mit

allen Maus-IgG-Subklassen und Maus-IgMs.
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2.1.3 Lysepuffer, Waschmedium

Um die Erythrozyten der Vollblutproben zu lysieren, kam Ammoniumchlorid in Natri-
umhydrogencarbonat-Puffer zum Einsatz. Dieser Erythrozyten-Lysepuffer wurde zu-
vor aus Ammoniumchlorid (E. Merck, Darmstadt), Natriumhydrogencarbonat (Carl
Rothe GmbH & Co. KG, Karlsruhe), 0,5 M EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure,
pH8, SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH Steinheim) und Aqua Dest nach Protokoll
angefertigt. Die Zelllyse mittels des Ammoniumchloridpuffers wird im Anschluss an
die Inkubation mit den oben beschriebenen Antikdrpern durchgefihrt.

Fur die darauffolgende Wasch- beziehungsweise Zentrifugiervorgédnge und zur ab-
schlieRenden Resuspension der Zellen vor der FACS-Analyse wird ein geeignetes
Medium, im Folgenden Cell Wash™ genannnt, verwendet.

2.1.4 TNF-a

Fur Versuche, bei denen die Expression des NB1-Glykoproteins auf aktivierten
Neutrophilen in vitro untersucht werden soll, wurde humanes rekombinantes TNF-a
(Tumor necrosis factor alpha, Katalognummer 210-TA-010) der Firma R&D Systems
GmbH (BorsigstralRe 7a, 65205 Wiesbaden-Nordenstadt) verwendet. Das als Zytokin
wirksame purifizierte Protein liegt in einer Konzentration von 10 pg/ml vor und wird
entsprechenden Protokollen nach bis zur endgtltigen Zielkonzentration von 2 ng/ml
mit HBSS (Gibco®/ Life Technologies GmbH, 64293 Darmstadt) verdinnt.

2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnen der Blutproben

2.2.1.1 Patienten mit septischen Krankheitsbildern

Das Patientenkollektiv wurde auf den Intensivstationen der Medizinischen Klinik mit
Schwerpunkt Nephrologie und Internistische Intensivmedizin im Virchow Klinikum
Berlin Charité rekrutiert. Lag bei neu aufgenommenen Patienten, die mindestens 18
Jahre alt sind, der Verdacht auf eine schwere, zumeist akut-bakterielle Inflammation
vor, wurden diese in die Studie eingeschlossen. Die Abnahme des 5 ml Heparin- und
EDTA-Bluts erfolgte im Rahmen der Routineabnahmen auf der ITS oder es wurde
Uberschissiges Material, welches nicht mehr fur die Routinediagnostik benétigt wur-
de, verwendet. Heparinblut, das nach allen Messungen im Labor tbrig blieb, wurde
sachgerecht entsorgt. EDTA-BIlut wurde fur eventuelle weitergehende Analysen des

19



Material und Methoden

Forschungsteams eingefroren. Neben der Blutabnahme nach Aufnahme auf ITS
wurde eine Verlaufskontrolle mit einer zweiten oder dritten Blutprobe angestrebt.
Diese erfolgte frihestens nach sieben Tagen entweder innerhalb des Genesungs-
prozesses des Patienten und kann somit auch auf einer peripheren Station vollzogen
worden sein oder bei einer offensichtlich Zustandsverschlechterung.

War der Patient nicht einwilligungsféahig, wurde die Einwilligungserklarung vom ge-
setzlichen Vertreter eingeholt. Zum Krankheitsbild der Neutrophilen-vermittelten bak-
teriellen Inflammationen werden hier Erkrankungen wie Pneumonie, Endokarditis,
Meningitis, Pyelonephritis und der entziindlichen Endauspragung Sepsis gezahlt.
Nach Ende des Rekrutierungszeitraums wurden die Patienten nochmals grundlich
auf ihre Eignung fur die Studie untersucht. Hier kamen die erneute Sichtung der La-
borparameter und der Paraklinik zur Verwendung sowie Entlassungsbriefe nach
Krankenhausaufenthalt, die Angaben zu Diagnosen beinhalten. Patienten, die im
Nachhinein von der Studie ausgeschlossen wurden, sind im Abschnitt 2.4.1.1 mit
Begrindung beschrieben. Im Juni 2012 wurden alle bis dato tberlebenden Patienten
auf ihr zwischenzeitliches Versterben Uberprift soweit dies im Datensystem des Kili-

nikums verzeichnet war und die entsprechenden Datentabellen aktualisiert.

2.2.1.2 Patienten mit nicht-infektiésen Entzindungsreaktionen

Oben beschriebenes Prozedere trifft ebenso fur Patienten zu, die ein steriles Inflam-
mationsgeschehen nach Ischéamie beziehungsweise Reperfusion in den betroffenen
Organen aufweisen. Hierzu zahlen beispielsweise Patienten mit akutem Koronarsyn-
drom und Nierentransplantierte. Sofern mdglich wurde auch bei diesen Personen

eine zweite Blutentnahme als Verlaufskontrolle durchgefihrt.

2.2.1.3 Gesunde Spender

Die Kontrollgruppe der gesunden Spender setzt sich einerseits aus freiwilligen Blut-
abnahmen im Laboralltag des ECRC und im Verwandten- und Freundeskreis zu-
sammen, andererseits konnten zu einem gewissen Teil die Daten bereits NB1-
typisierter Personen aus vorangegangen Forschungsprojekten der Arbeitsgruppe

verwendet werden.

2.2.2 Aufbereitung der Blutproben
Nach Abnahme des arteriellen respektive vendsen Bluts wurde darauf geachtet, dass
die Proben kuhl gelagert wurden und der Transport zum Labor zigig stattfand. Die

Bearbeitung der Proben erfolgte innerhalb von zwei bis vier Stunden nach Abnahme.
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Fur die Charakterisierung der Membranauspragung des NB1-Glykoproteins wurden
je 95 ul Vollblut des Spenders 5 ul des Anti-NB1- Antikdrpers beigemengt um eine
Endkonzentration von 5 pg/ml des FITC-markierten Antikérpers zu erreichen. Da der
Isotyp eine héhere Ausgangskonzentration aufweist, wurde hier 1 pl den 95 pl Voll-
blut beigemengt. Eine 25-minultige Inkubationszeit unter lichtarmen Verhéltnissen bei
4 °C soll eine suffiziente Antikorperfarbung bei ausbleibender Aktivierung der
Neutrophilen gewahrleisten. Im Anschluss erfolgt die Lyse der Erythrozyten, die mit
1000 yl Ammoniumchloridpuffer pro 100ul-Ansatz und einer Inkubationszeit von funf
Minuten bei 37 °C erreicht wurde. AnschlieRend werden die Zellfragmente fur flunf
Minuten bei 3 °C abzentrifugiert. Das aus vornehmlich Leukozyten bestehende Zell-
pellet wird im nachsten Schritt wieder in einem Cell Wash™-Medium aufgenommen
und resuspendiert. Dieser zweite Waschschritt schlie3t wiederum mit einer funfminu-
tigen Zentrifugation ab. Danach werden die Zellen je nach Grol3e des Zellpellets in
400-600 pl Cell Wash™ aufgenommen und in fir das FACS-Gerat geeignete
Messrohrchen umgefulit.

2.2.3 Durchflusszytometrie

Der Begriff FACS steht flr Fluorescence Activated Cell Sorting und hat sich als Sy-
nonym fur das Verfahren der Durchflusszytometrie eingebirgert. Diese Form der
Flow Cytometry dient der Darstellung und Quantifizierung von Oberflachenmoleku-
len, intrazellularen Proteinen und DNA, wobei zudem die Mdglichkeit besteht, be-
stimmte Zellpopulationen nach ihren zellularen Eigenschaften zu sortieren. Das Prin-
zip der Untersuchung basiert auf der Detektion von optischen Signalen der Zelle.
Hierzu werden die gewlnschten Antigene mittels an Antikorper-gebundene Fluores-
zenzfarbstoffe markiert. Die Einzelzellsuspension wird unter Druck durch eine Kapil-
lare angesaugt. Die Zellen passieren im Sensormodul einzeln einen Laser als Licht-
guelle, wodurch das Licht abgelenkt wird. Diesen Streuungseffekt macht man sich
zur Charakterisierung der Zellen zunutze: mit Hilfe des Vorwartsstreulichts (forward
scatter, FSC), das im flachen Winkel am Rand der Zellen abgelenkt wird, lasst sich
die GrolRe der Zelle bestimmen. Treffen Lichtstrahlen auf intra- beziehungsweise ext-
razellulare Strukturen, so werden sie im rechten Winkel abgelenkt. Dieses Seitwarts-
streulicht (side scatter, SSC) ist ein Mal3 fur die Zusammensetzung und Beschaffen-
heit und somit fir die Granularitat der Zelle. Das Vorwarts- und Seitwartsstreulicht
wird mittels Detektoren (Photomultiplier) gemessen und digitalisiert an die zugehérige

Software des angeschlossenen PCs Ubermittelt.
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Trifft der Lichtstrahl des Lasers ein Fluorochrommolekul, wird dieses zur Emission
von Licht groRerer Wellenlange angeregt und ebenfalls detektiert und digitalisiert. So
kann man gleichzeitig bestimmte Molekile der Zelle untersuchen, wobei hier die In-
tensitat des emittierten Fluoreszenzlichts proportional zur Zahl des markierten Anti-
gens ist. Abbildung 1 veranschaulicht das vereinfachte Messprinzip eines Durch-
flusszytometers. Bei dem in dieser Arbeit verwendetem Geréat handelt es sich um das
FACSCalibur™ der Firma Becton Dickinson.

Zellsuspension

{

Messkiivette

> ‘ FSC-Diode

Laser 488 nm .
Filter 488 nm

Teildurchlassiger Spiegel

Filter 530 nm <>
FL1-Diode

Filter 488 nm

SSC-Diode

Abb. 1. Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers mit einem Laser mit einer Wellenlange von 488
nm. Beim Queren von Zellen im Laserstrahl wird die Intensitat des Vorwartsstreulichts durch den FSC (for-
ward scatter)-Detektor gemessen, welches Informationen tber die ZellgroRe liefert. Das in circa 90° zum
Laserstrahl entstehende Seitwartsstreulicht, dessen Intensitat tber den SSC (side scatter)-Detektor berechnet
wird, héngt v.a. von der Granularitat der Zelle ab. Die Fluoreszenzintensitat wird durch FL1 (Fluoreszenzkanal
1) bestimmt, der den an NB1- Antigenen-gekoppelten FITC-Fluoreszenzfarbstoff erkennt. Der Ubersicht we-

gen wurde nur einer von vier Fluoreszenzkanélen eingezeichnet.

2.2.4 Stimulierungsversuche

Auch fir diese Versuche wird Vollblut verwendet, das von ausgewahlten Spendern,
die mit einer moglichst gleichméafiigen bimodalen Verteilung der NB1-positiven
Neutrophilen um die 60% aufwarten.

Um die neutrophilen Granulozyten in vitro zu aktivieren, kommt das rekombinante
TNF-a zur Anwendung. Dieses wird wie bereits beschrieben mit HBSS versetzt, so-

dass pro Ansatz mit 98ul Vollblut eine TNF-a-Konzentration von 2 ng /ml entsteht.
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Der Ansatz wird nun fur 20 Minuten in einem 37°C warmen Wasserbad inkubiert.
Nach dieser Primingphase werden die Erythrozyten durch eine hypotone Lyse und
anschlieender Zentrifugation bei 2500 U/min fur vier Minuten entfernt. Das Ubrig
gebliebene Zellpellet wird nochmals in HBSS aufgenommen und erneut zentrifugiert.
Das so gewonnene reine Zellpellet wird in FACS-geeignete Rohrchen Glbernommen.
Es folgt die Analyse per FACS im Vergleich zur zuvor, im unstimulierten Zustand
gemessenen NB1-Expression des selben Spenders.

Analog wurden Stimulierungsversuche mit isolierten Neutrophilen, sogenannten
PMNs, eines Spenders durchgefiihrt, sodass man fur diese Versuchsreihe eine
Ubersicht der NB1-Mmebranexpression fir Neutrophile im Vollblut und isolierte
PMNs jeweils im unstimulierten und aktivierten Zustand erhalt.

2.3 Statistik

Fur statistische Berechnungen und die graphische Auswertung der Resultate wurden
das Tabellenkalkulationsprogramm Excel 2007 und IBM SPSS 19 fur Windows ge-
nutzt.

Die per FACS-Analysen ermittelten Resultate fur den NB1-Prozentsatz und die Mean
Fluorescence Intensity sind als Mittelwerte + SEM festgehalten. Andere Werte sind
als Mittelwerte £ SD angegeben. Quantitative, stetige Merkmale wurden auf Normal-
verteilung untersucht und anschlieend mit den entsprechenden Testverfahren be-
handelt: Ist ein Merkmal normalverteilt, kommt bei Vergleichen der Students-t-Test
zum Einsatz. Liegt keine Normalverteilung vor, werden signifikante Unterschiede
zwischen unverbundenen Stichproben mit dem nichtparametrischen Mann-Whitney-
U-Test herausgestellt. Bei Untersuchungen der nichtparametrischen Korrelation zwi-
schen einem Merkmal und der NB1-Membranexpression wird ein Zusammenhang
mittels Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman angegeben.

Bei den unter 3.1.2.2 verwendeten nominalen Variablen ,Beatmungspflichtigkeit und
.Nierenersatztherapie“ wird der Chi-Quadrat-Test angewendet um signifikante Unter-
schiede herauszustellen. Allen Daten wird ein Signifikanzniveau p < 0,05 zugrunde
gelegt.

Zur Analyse der Katecholaminmenge wurden alle Werte auf die Substanz Noradre-
nalin bezogen mit einer Konzentration von 1 mg/ ml NaCl. Andere Konzentrationen

und Praparate wurden entsprechend umgerechnet, sodass jedem Patienten ein NB1-
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Wert und die zum Zeitpunkt der Rekrutierung applizierte Menge an Blutdruck-
stabilisierenden Katecholaminen zugeordnet werden kann. War ein Patient nicht ka-
techolaminpflichtig, wurde eine Null notiert und in die Berechnungen mit einbezogen.

2.4 Charakterisierung der Kohorten

2.4.1 Patienten

2.4.1.1 Auswahl und Auschluss der Patienten
Patienten wurden in Anlehnung an die ACCP/SCCM-Kriterien (American College of
Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine) fur das Krankheitsbild der Sep-
sis, deren Auspragungsformen sowie weiteren schweren entziindlichen Erkrankun-
gen in zusatzlicher Beratschlagung mit den diensthabenden Arzten ausgewahit. Es
ist gelungen, insgesamt 103 Patienten im Zeitraum von Oktober 2010 bis Mai 2011
zu rekrutieren. Davon wurden die folgenden sieben Patienten im Nachhinein aus der
Studie ausgeschlossen:
- Die Patienten mit der PKZ (Patientenkennziffer) 56 und 66 befanden sich in einer
neutropenen Sepsis nach allogener Stammzelltransplantation bei Myelodysplasti-
schem Syndrom beziehungsweise Chemotherapie bei follikularem Lymphom. Es wa-
ren keine Neutrophilen bei der Auswertung am FACS-Gerat zu messen, sodass die
Patienten aufgrund des fehlenden NB1-Werts nicht mit einbezogen werden kénnen.
- Patient 43 wird im nachtraglichen Arztbrief nicht als septischer Patient gefuihrt. Auch
wenn der Verdacht auf eine CIM/ CIP (Critical Illness Myopathie/ Polyneuropathie)
ausgesprochen wurde, besteht vielmehr ein kardiales Problem, das initial zu Kam-
merflimmern und Reanimation fuhrte.
- Patient 44 litt unter einer Laryngitis und komplizierten Malaria tropica, welche durch
Parasiten ausgel6st wird. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme befand sich der Patient
nicht mehr im akuten Krankheitszustand. Aus diesem Grund und weil Malaria physi-
opathologisch nicht mit einer ausgepragten Neutrophilenbeteiligung einhergeht, wird
der Patient aus der Analyse genommen.
- Nummer 46 leidet primar an einem Bronchialkarzinom, weist infolge dessen zwar
rezidivierende Pneumonien und auch zum Aufnahmezeitpunkt erhohte Entziin-
dungswerte auf, jedoch wurde der Patient auf Grund einer nicht zu stillenden Lun-
genblutung verlegt, die die Hauptdiagnose des damaligen Aufenthalts stellte.
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- Patient 54 erhielt wegen eines Multiplen Myeloms eine autologe und allogene
Stammzelltransplantation vor einigen Jahren, sodass davon auszugehen ist, dass
nicht alle Neutrophilen ,seine eigenen” sind und man sie somit nicht in Korrelation mit
dem Krankheitszustand setzen darf.

- Bei Patient 67 wurde bei Aufnahme der differentialdiagnostische Verdacht auf eine
Sepsis erhoben, der im Nachhinein nicht zutraf. Aus dem Verlegungsbrief ist von ei-
nem rupturierten Aortenaneurysma zu lesen, das letztlich zu dem Kreislaufzusam-
menbruch fiuhrte. Somit wird auch dieser Patient von der Auswertung ausgeschlos-

sen.

Bei der Aufarbeitung der Leukozytenwerte werden neun Patienten nicht bertcksich-
tigt. Bei diesen Personen kam es durch maligne Erkrankungen und erforderliche The-
rapien zu einer Knochenmarksdepression mit zum Teil ausgepragten Leukopenien.
Da diese niedrigen Leukozytenzahlen mdgliche Korrelationen mit NB1 oder der MFI
verfalschen wirden, werden die im Folgenden aufgelisteten Patienten bei allen Be-
rechnungen, die den Leukozytenwert betreffen herausgefiltert.

Patienten mit der PKZ:

- 7) Leukopenie infolge eines Tonsillenkarzinoms mit begleitender Radiochemothera-
pie

- 10) Radiochemotherapie im Rahmen eines supraglottischen Larynxkarzinoms mit
subsequentem starken Leukozytenabfall

- 11) Leukozytenwerte bis 130/nl bei CML und unter myelosuppressiver Behandlung
starke Leukozytenerniedrigung

- 15) Panzytopenie durch Chemotherapie auf Grund eines Ovarialkarzinomrezidivs

- 50) Neutropenie unter Chemotherapie und funktionellem Antikérpermangel bei Mul-
tiplem Myelom mit diffusen Knochenmarksinfiltrationen

- 64) Neutropenie unter Hochdosischemotherapie, Radiatio und autologer Stammzell-
transplantation infolge eines Plasmozytoms

- 65) erhebliche Erniedrigung der Leukozytenzahlen durch myeloinvasive B-CLL und
Chemotherapie

- 81) AML mit Peakwerten bis zu 159 Leukozyten /nl und nachfolgendem Abfall unter
Chemotherapie

- 96) Neutropenie unter Therapie eines Non-Hodgkin-Lymphoms der Schilddriise mit

Chemotherapie
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2.4.1.2 Sozialmedizinische Aspekte

Der Altersdurchschnitt der Patienten zum Zeitpunkt der Datenerfassung betragt 63,5
+ 13,3 Jahre mit einem Median von 66 Jahren und einer Spanne von 19 bis 90 Jahre.
Von den 96 Patienten, die in die Auswertung eingehen, sind 38 Personen, entspre-
chend 40 %, weiblichen Geschlechts mit einem Altersdurchschnitt von 64,7 + 14 Jah-
re. Mannliche Patienten machen 60 % respektive 58 Individuen der Kohorte aus mit
einem mittleren Alter von 62,7 + 13 Jahre. An dieser Stelle sei bereits darauf hinge-

wiesen, dass inzwischen 54 der Patienten verstorben sind, dies entspricht 56,25 %.

Zu den haufigsten Akutdiagnosen, die zur Aufnahme in die vorliegende Studie fuhr-
ten, zahlen Pneumonie mit akut respiratorischer Insuffizienz beziehungsweise eine
pneumogene Sepsis, daneben Sepsis durch eine bestehende Immunsuppression

unter beispielsweise einer Radio-/ Chemotherapie und Urosepsis.

Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht aller Patienten mit deren Aufnahmediagnose sowie weiteren erhobenen Akut- und

Grunderkrankungen.

Aufnahmediagnose fur NB1-

n | PKZ Studie sonstige akute Erkrankungen Grunderkrankungen
1 1 Pneumonie Z.n. NTx

2 2 Urosepsis (mit E.coli-Nachweis) infektiose Endokarditis, ANV niedrigmaligns NHL
3 3 Pneumonie Z.n. (anurischem) ANV chron. Pankreatitis

Sepsis: septischer Schock bei

4 4 (Pilz(Pneumozystis jiroveci)- ANV
nom
Pneumonie

pneumogene Sepsis (Broncho-)

metastasiertes Malignes Mela-

5|1 5 ]
Pneumonie
bakterielle Peritonitis, ANV, hepato- ) ) )
) ) ] hepatische Enzephalopathie bei
6| 6 (E.coli-)Sepsis renales Syndrom, Aspergillus-
) Alkoholabusus
Pneumonie
21 4 Pneumonie unter Radiochemo- Tonsillen-Karzinom mit Lymph-

therapie

knotenmetastatsen

pneumogene Sepsis bei (Aspira- )
8 8 ) ) Laktatazidose
tions-) Pneumonie

Alk.abusus, Z.n. Krampfanfallen
im Entzug, V.a. Leberzirrhose,
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DM

chron. Hepatitis B, Z.n. NTx + 2x

9 9 (E.coli-)Sepsis Pneumonie
LTx
) ) bosartige Neubildung Supraglot-
10( 10 Pneumonie Pneumonie .
tis ("Rachen")
11] 11 Pneumonie Laktatazidose V.a. atypische CML, Prostata-Ca
12| 12 Pneumonie Neudiagnose eines Bronchial-Ca COPD, Bronchial-Ca
13| 13 nekrotisierende Pankreatitis Herzinsuffizienz, Z.n. Rea
141 14 Sepsis bei Chemotherapie oligurisches ANV, Lungenversagen Bronchial-Ca
Pneumonie bei Panzytopenie S
15] 15 Rezidiv Eileiter-Ca
durch Chemo + OP
] MafRnahme: Rea bei inspiratori- V.a. supraglott. Larynx-Ca,
16| 16 Sepsis o ) )
scher Insuffizienz bei Sepsis Alk.abusus
chron. NI, DM II, HTN, Adiposi-
17| 17 Pneumonie Vigilanzminderung tas, hepatische Enzephalopathie
bei Alkoholabusus;
) ] Leberversagen bei Sepsis, Leber-
18| 18 cholangiogene Sepsis
abszess, Pfortaderthrombose;
N --> mit paravulvdrem Abszess +
19( 19 Aortenklappen-Endokarditis
ESBL, C.albicans in BK
poststenotische Pneumonie bei . . . COPD, Bronchial-Ca, Pachy-
20| 20 ) akute respiratorische Insuffizienz ]
V.a. zentrales Bronchial-Ca dermoperiostose
o1l 21 Pneumonie, Vigilanzminderung ANV bei Infekt, septische En- KHK, DM, chron. NI, aHTN,
bei V.a. Sepsis zepahlopathie Prostatahyperplasie
Pneumonie, spater mit Nachweis | akute respiratorische Insuffizienz
221 22 . ) . HTN
Staphylokokken in BK bei hypertensivem Lungenddem
23| 23 Urosepsis post-OP bei Divertikulitis KHK, DM, Z.n. Herzinfarkt
) ] ) o Z.n. intrazerebraler Blutung -->
241 24 Pneumonie akute respiratorische Insuffizienz )
Hemiparese
septischer Schock bei exsudati-
25| 25 N
ver Pankreatitis
26| 26 pneumogene Sepsis

(Nachweis Pseudomonas + Staph.
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Aureus im Trachealsekret)

Pneumonie mit beginnender

MaRnahme: Rea bei respir. Insuffi-

Z.n. rezidivierenden Aspirations-

27 27 ] ) ]
Sepsis zienz pneumonien
Sepsis mit Multiorganversagen u. )
28| 28 Leberzirrhose
unklarem Fokus
] ANV, Elektrolytentgeisung, Vi-
291 29 Urosepsis . i
gilanzminderung
schwerer Schub M. Crohn + Klos-
30| 30 | tridienenteritis + toxisches Meg- im Verlauf Pilzperitonitis
akolon
septische (Stauungs-)Pneumonie kardiale Dekompensation bei
31| 31 ) ) ) chron. NI, HTN
--> respiratorische Insuff. NSTEMI (=Myokradinfarkt)
persistierende Hepatitis B mit
Aszitis, Odemen, Dyspnoe +
32| 32 Sepsis bei Peritonitis (SBP) Pneumonie mit Vigilanzminderung Leberumbau. Z.n. CLL mit
Chemo (in kompletter Remissi-
on)
33| 33 Pneumonie --> akute respiratori- Overlap systemische Sklerose/
sche Insuff. Myositis; Lungenfibrose
Kurzdarmsyndrom nach Mesen-
a4l 34 Sepsis mit abdominellem Infekt- vorausgegangener Atemwegsin- | terialinfarkt, Z.n. ANV, Z.n. Klos-
fokus fekt, Exsikkose tridienenteritis, Divertikulose,
Tetraparese
intubationspflichtige Pneumonie Rezidiv eines supraglottischen
35| 35 im Rahmen der Radiatio Larynx-Ca --> Chemo + Bestrah-
(=Bestrahlung) lung
Z.n. Rea bei STEMI + Kammer- .
) . . . . HTN, DM, Vorhofflimmern,
36| 36 flimmern mit SIRS/ Infekt und entwickelt im Verlauf Pneumonie
chron. NI
ANV
ARDS mit pneumonischer Sepsis
37| 37 ohne Keimnachweis, hoher Va- HTN, Vorhofflimmern
sopressorbedarf
Neutropene Sepsis mit Nachweis ) .
38| 38 o Thrombopenie Asthma bronchiale
gram-neg. Keime in BK
Pneumonie bei pulmonal meta- (im Verlauf Anstieg der Infektpara-
39| 39 metast. Colon-Ca

stasiertem Colon-Ca

meter CRP + Leukos bis zum Tod)
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im Verlauf (7 d nach Aufnahme):

Sarkoidose mit Nieren-, Leber-,

40| 40 Pneumonie bei Sarkoidose . . Lungen-, Gl-Beteiligung -> term.
Sepsis durch E.coli
NI;
im Verlauf Enterkolitis --> erneuter
41| 41 Sepsis mit respir. Insuff + Rea | septischer Fokus, zudem Pilzsepsis
mit Nachweis in BK
Pneumonie + Pneumothorax bds.
42| 42 | --> Sepsis mit Nachweis E. faeci- | ANV i.R. der Sepsis, CMV-Infekt
um in BK
) ] Asthma bronchiale, Neurodermi-
43| 45 Menigokokken-Sepsis i
is
aa| a7 Pneumonie mit Nachw Pneumok- ALS wahrend Aufenthalt neu
Ag + Staph. aur diagnostiziert
cholangiogene Sepsis bei V.a. . . . Alk.abusus, neu diagnostiziertes
45| 48 Rea bei Asystolie (=Herzstillstand) )
Pankreas-Ca Bronchial-Ca
schwerer Infekt mit Fieber, grip-
46| 49 ]
palen Symptomen, Petechien
atypische Pneumonie in Neutro- ) ) ) Multiples Myelom (Leichtketten-
] ) ) im Verlauf Nachweis Staph. Epi- o
471 50 | penie bei Chemo + funktionellem d n BK Typ kappa, IgG)mit diffusen
erm. In
Antikdrpermangel Knochenmarksinfiltraten
. o ) Rheumatoide Arthritis mit AA-
respir. Insuff. mit Vigilanzminde- ] ] o
) ] ) Amyloidose --> dialysepflichtige
48| 51 pneumogene Sepsis rung; im Verlauf progrediente Sep- )
) terminale NI; COPD, Z.n.
sis
Mamma-Ca
49| 52 Pneumonie unter 2fach Immun- respir. Insuff. + ANV bei Pneumo- | NTx '01; Z.n.Hodgkin-Lymphom
supression nie + Hepatitis B
préarenales ANV bei Exsikkose + Mantelzelllymphom (seit'06) mit
hohen Entz.parametern; im Verlauf Rezidiv --> Z.n. autologer
50| 53 Pneumonie .
Influenza A + steigende Infektpa- Stammzelltransplant.+
ramter bis Tod Chemo/Immunsuppression
terminale NI, 3x NTx, Z.n.
51| 55 Pneumonie akute respir. Insuff. + ANV Nephrektomie, Z.n. Hemiko-
lektomie bei Kolon-Ca
Sepsis (am ehesten durch Autoimmunhepatitis --> Z.n.
52| 57 LTx'07, NI, Z.n. ischamischer

Keimeinschwemmung wahrend

Einlegung eines Stents in Gallen-

Gallengangslésion
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gang)

infektexzerbierte COPD mit

metastasiertes Bronchial-Ca,

53| 58 | Atemstillstand --> Rea, respirato-
) HTN
rischer Ins
) Plasmozytom ('09, keine Thera-
neutropene Sepsis kurz vor ) ]
541 59 . ] Pneumonie pie), Mamma-Ca (11/10; OP),
Ubernahme von anderer Station ) ) ]
terminale NI bei Zystennieren
) o Exsikkose + beginnende, Panzyto- ) -
septische Pneumonie mit zuneh- ) ) ) ) Autoimmunhepatitis, chron.
penie; Leberzirrh bei Autoimmun- .
55| 60 mender Verschlechterung des ] | Bronchitis, Z.n. biliarer Pankrea-
o ) hep.; im Verlauf an erneuter Sepsis .
Allg.zustands + Vigilanzmind. titis
gestorben
ss| 61 steigende Infektparameter bei KHK, terminale NI, V.a. Colon-
Z.n. Rea bei Atemstillstand Ca
) o ) ) seropositive Polyarthritis -->
septische Pneumonie mit ARDS | ohne Keimnachweis, hoher CMV- ]
57| 62 ] ] Immunsuppr. mit Methotrexat,
unter Immunsuppression Titer
COPD
im Verlauf Pneumonie, erneute
Sepsis mit unklarem Fokus, Vi- | Sepsis, Pleuraempyem, Urosepsis ) o
58| 63 . ) ) ) terminale NI --> HD-pflichtig,
gilanzmind. bei Harnstauungsniere (Nachw.
E.faec in BK)
praseptisch mit Pneumonie in im Verlauf Pleuraempyem mit Pleu- [ Plasmozytom (ED'05) --> Z.n.
59| 64 | Neutropenie, Exsikkose, entgleis- rektomie + Lungenteilresektion Hochdosischemo +Radatio mit
ten BZ, (verlegt nach Mitte) autologer SZT
. . B-CLL (ED'10), HD-pflichtige NI
] ] ) akute respiratorische Verschlechte- ] ]
60| 65 | Sepsis bei Z.n. Chemo bei B-CLL ] ) ) bei paraneoplastischer MPGN +
rung + instabile Hamodynamik
membrandser GN
61| 68 septische Kreislaufverhéltnisse NSTEMI --> CPR
o o ] initial Aufnahme wegen Ulkusblu-
Aspirationspneumonie mit septi- ) ) i i
62| 69 . . tung; im Verlauf Reintubation bei
schen Kreislaufverhéltnissen ) ] ]
pneumogener Sepsis + Pilzsepsis
H1N1-Inf. mit bakt. Superinfektion, )
] ] ] ] ] ) ) Nieren-Pankreas-Tx, DM I, KHK,
Sepsis bei HIN1-Inf. mit bakt. Pneumonie; CPR bei Kreislaufstill- .
63| 70 ] ) ) Z.n. STEMI, pAVK bds., persis-
Superinfektion stand am ehesten im Rahmen d. )
. tierendes Foramen ovale
Sepsis
64| 71 pneumogene Sepsis Pneumonie (idiopathischer) DM, aHTN
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ARDS bei Pneumonie durch

65| 72 im Verlauf Candida-Sepsis Down-Syndrom
HIN1-Inf
Z.n. E.coli-Sepsis + Pneumonie
66| 73 pneumogene Sepsis mit ARDS bds. (12/10), terminale NI bei
diabet. Nephropathie, DM
Sepsis mit Focus Lunge (Pneu- ) )
67| 74 ] HIV; HCV, Epilepsie, Alk.abusus
monie) DD Gallenblase
Sepsis, Focus unklar: mit V.a.
68| 75 ] ANV COPD, KHK, NTx ('02)
Urosepsis
) CPR bei Kammerflimmern nach
69| 76 [ schwerer Infekt nach CPR bei KF
STEMI
Sepsis mit unklarem Fokus: V.a. | ANV, rezidivierende Cholangiotiti-
70| 77 ) ] ] KHK
Cholangiosepsis DD Pneumonie den, Influenza B
) o ] KHK, Z.n. kardialen Dekompen-
schwerer Infekt nach kardialer initial Aufnahme wg. Kardial be- ) )
711 78 ) ) sationen + Stauungspneumonie
Dekompensation dingter Dyspnoe ]
im Januar
22| 79 cholangiogene Sepsis nach chron. Pankreatitis mit Stentein-
Stent-Neueinlage lage (PTCD)
pneumogene Sepsis: Nachw. )
o . o . B-CLL --> Chemo bis Vormonat
73| 80 | Sprosspilze im Tracheobronchial- ANV, Vigilanzmind.
) der Aufnahme
sekret, kein Nachw. bakt. Erreger
pneumog Sepsis im Rahmen
741 81 ] ) AML
Vorphase-Chemo (mit Cytarabin)
) Z.n. AMI ('01), DM, Z.n. Staph.
75| 82 Sepsis ANV ) .
epid.-Sepsis
schwerstes septisches Multior- ]
76| 83 ARDS, RPGN Neudiagnose GPA
ganversagen
) ) . hepato-renales Syndrom bei de-
77) 84 Sepsis bei Pneumonie + SBP ] ) Ex-Alk.abusus,
kompensierter Leberzirrhose
Bronchial-Ca mit ossaren, Leber,
) ) ] ) Lympfknoten-, Nebennierenme-
78] 85 Pneumonie mit akuter respir. Insuffienz

tastasen; Leberzirrhose, KHK,
aHTN, Hyperlipipdamie
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Cholestase + ANV, initial Behand-

lung wg. Ruptur Bauchaortenaneu-

79| 86 Candida-Sepsis ) )
rysma mit hdhorrhagischem Schock
--> Kolitis --> Kolonteilresektion
80| 87 intubationspflichtiger Infekt
) ) Rezidiv Plattenepithel-Ca der
Portsepsis bei Chemo (PE-Ca )
81| 88 Nasennebenhdhlen--> Radio-
NNH) .
Chemo derzeit
term. NI bei diabet./hypertensiver
] septisches Gerinnungsversagen, Nephropathie, DM, chr. VHF,
82| 89 septischer Schock .
Schockleber Divertikulose Z.n. PankreasCa
1999
Sepsis bei Pneumonie (Pneumo- ) ) )
] ) progrediente respir. Globalinsuff., o ] )
83| 90 | kokken-Ag pos.), Portinfektion + ANV Rezidiv Peritoneal-Karzinose
V.a. Peritonitis
aal o1 Sespis/ARDS unter Immunsupp- Nachweis CMV im Vormonat der seroneg. Rheumatoide Arthritis
ression Aufnahme mit Vaskukitis
Bronchial-CA --> Chemo zuletzt
85| 92 | inutbationspflichtige Pneumonie im Vormonat der Aufnahme;
KHK, pAVK
LTx ('03) aufgrund alk.toxischer
Leberzirrhose, HD-pflichtige
gs| o3 Sepsis bei MRSA-pos. BK, Im- terminale NI unklarer Genese,
munsuppression seit LTx fortgeschrittene Leberzirrhose
mit portaler HTN, HTN mit hyper-
tensiver Herzerkr,
schwerer Infekt mit septischen Multples Meylom mit multiplen
) ) akut auf chron. NV durch mangel- ) ) )
87| 94 | Kreislaufverhaltnissen unter (Ra- osséaren Maifestationen--> Radi-
hafte Vol.zufuhr + Infekt
diatio) atio; KHK, DM
schwerer Infekt unklarer Genese,
88| 95 | V.a. beginnende cholangiogene Vigilanzmind., Cholangitis
Sepsis
go| 96 V.a. auf akute Tracheitis + respirator. Dekompensatin mit Non-Hodgkin-Lymphom der
neutropenes Fieber unter Chemo Dyspnoe + CO2-Retention Schilddriise --> Chemo
Urosepsis mit Nachw. ESBL + rezidiv. Pulmonale Infekte (vBL, | COFP > LangzeiO2-th, DM Il,
90| 97 aHTN, pulm HTN, Z.n. NET

Pseudomonas im Urin

E.cloacae im Trachealsekret) +
HWIs, akut auf chron. NV, Gallen-

Rektum '08
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blasenempyem
Rezidiv Ovarial-Ca --> Chemo
) ) ) bis vor 7 Monate vor Aufnahme
91| 98 Sepsis Hypotonie, respir. Insuff. i ) o
in Studie, OPs + Portinfetion vor
1 Monat; Hypothyreose
septischer Schock bei Focus 1.) Z.n. Ntx'00 bei term. NI; Guillan-
921 99 Lunge 2.) Knieempyem mit Un- Vigilanzmind. Barré-S; HTN, pAVK, Bronchial-
terschenkel-Phlegmone Ca 1988
] ) ) metastasiertes Ovarial-CA mit
Sepsis --> Focus: septische Ein- .
93| 100 ) Lebermet., Peritone-
schwemmung bei ERCP )
al/Pleurakarzinose
o4 101 EHEC-Infektion mit HUS + anuri- (keine wesentlichen Vorekran-
sches ANV kungen)
(Aspirations-) Pneumonie/ Sep- )
951 102 | . ] mit ANV
sis, Pneukomkokken-Antigen pos
initial Aufname wg. Rea bei KF +
96| 103 Sepsis bei E.coli-Pneumonie Asystolie, dann Entw. Pulmonaler
Infekt

2.4.2 Patientenkontrollen

Diese Kohorte zeichnet sich durch Patienten aus, die auf Grund einer Organtrans-
plantation oder eines kardiovaskularen Ereignisses intensivmedizinisch tUberwacht
wurden. Letzteres wirkt sich augenscheinlich auf das Verhaltnis von Mannern zu
Frauen bei den Probanden aus: Von den 33 Personen sind 6 weiblichen Geschlechts
(entspricht 18,2 %) mit einem Durchschnittsalter von 62,5 + 13,3 Jahre. Manner ma-
chen (mit n = 27) 81,8 % der getesteten Individuen aus mit einem mittleren Alter von
60,5 £+ 12,3 Jahre. Der Gesamtaltersdurchschnitt liegt bei 61 + 12,3 Jahre.

Die Aufnahmediagnosen verteilen sich wie folgt: Akutes Koronarsyndrom wie akuter
Myokardinfarkt und dessen Komplikationen 66,7 % (n = 22), Apoplex 3 % (n = 1).
30,3 % (n = 10) der Fallzahlen entfallen auf Nierentransplantierte, die innerhalb von
12 Stunden nach der Operation getestet wurden.

Soweit ersichtlich, sind zum Stand von Juni 2012 zwei Personen verstorben, dies

entspricht 6 %.
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2.4.3 Gesundkontrollen

Diese Gruppe an Probanden soll die gesunde Bevdlkerung repréasentieren. Die 103
Personen teilen sich auf 57 Frauen (55,3 %) und 46 Manner (44,7 %) auf. Der Al-
tersdurchschnitt liegt bei 39 + 14,5 Jahre und unterscheidet sich bei den Geschlech-
tern nicht signifikant. Der Jingste Spender ist 20 Jahre alt, der alteste 82. Trotz der
Spannweite entfallen auf diese Kohorte tberdurchschnittlich viele Studenten und
Spender mittleren Alters im Vergleich zu den Patienten, was den Altersdurchschnitt

junger erscheinen lasst.

2.5 Methodenvalidierung

2.5.1 Lagerung der Blutproben

Um die Auswirkung einer langen Lagerungszeit der Blutproben zwischen Abnahme
im Krankenhaus und Bearbeitung im Labor auf den NB1-Wert herauszustellen, wur-
de einzelne Blutproben zwischen den Messungen 5 - 24 Stunden im Dunkeln bei vier
°C gelagert. Die erste Messung der acht Proben ergab einen mittleren NB1-
Prozentsatz von 56,6 + 19,2 %, die Wiederholung zeigte im Mittel 56,2 + 18,8 %
NB1-positive Neutrophile. Abbildung 2 stellt das stabile Messergebnis fir den NB1-
Wert dar.
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o 0 . . . . . . . .
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1. Messung [% NB1-pos. Neutrophile

Abb. 2. Die Messwerte fur den prozentualen Anteil NB1-positiver Neutrophile eines Individuums zeitnah nach der
Blutentnahme sind auf der x-Achse aufgetragen. Dieselben Proben wurden bis zu 24 Stunden spéater nochmals
Fluoreszenz-markiert, im FACS-Gerat ausgewertet und verglichen mit der vorherigen Messung (y-Achse). Der

Graph veranschaulicht die Konstanz der Messergebnisse auch bei langer Lagerung der Blutproben.
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2.5.2 Transport

Es erfolgten sieben Blutentnahmen gesunder Spender einmal im Labor und ein an-
deres Mal im Krankenhaus, um einen Einfluss der Umstande wahrend des Trans-
ports der Blutproben von der Krankenstation zum Labor auszuschlie3en. Die Blut-
proben wurden genauso behandelt wie die von Patienten (gekihlter Transport per
Fahrrad und offentliche Verkehrsmittel). Der Abstand zwischen den Blutentnahmen
betrug 1 Tag bis 2,5 Monate. Der Mittelwert der Messungen, die im Labor vorge-
nommen wurden, betragt 75,0 £ 17,9 % NB1-positive Neutrophile. Unter Einbezie-
hung der Transportverhéltnisse ergab sich ein mittlerer NB1-Prozentsatz von 74,3 +

19 % derselben Individuen.
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[% NB1-pos. Neutrophile]

Blutentnahme im Labor [% NB1-pos.
Neutrophile]

Abb. 3. Sieben Individuen wurde unter Laborbedingungen Blut enthommen und sofort per FACS-Analyse deren
Anteil NB1-positiven Granulozyten bestimmt. Zu einem anderen Zeitpunkt wurde denselben Spendern auswarts
Blut entnommen, dieses ins Labor transportiert und ebenso der NB1-Prozentsatz bestimmt. Die graphische Dar-

stellung der Messpaare zeigt, dass sich FACS-Ergebnisse unabhéngig sind vom Umgang mit den Proben.

2.5.3 Doppelbestimmungen

Nachstehendes Diagramm reprasentiert eine Messreihe, in der gesunden Spendern
zu zwei verschiedenen Zeitpunkten Blut entnommen wurde und auf die NB1-
Membranexpression untersucht wurde. Insgesamt wurden 20 Probanden auf ihren
individuellen NB1-Prozentsatz getestet, der nach einem Zeitraum von 2 Wochen bis

zu 1,5 Jahren auf Stabilitat Gberprift wurde.
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Abb. 4 Veranschaulicht die Bestandigkeit der individuellen NB1-Membranexpression Neutrophiler Granulozyten
unter medizinisch vergleichbaren Gesundheitsbedingungen der Spender: Auf der y-Achse sind Werte fir den
jeweils prozentualen Anteil NB1-positiver Neutrophile eingetragen, die die wiederholten FACS-Analysen
derselben Personen nach unterschiedlich groRen Zeitspannen darstellen.

Die drei Messreihen legen dar, dass der Umgang mit den Laborantien und den Blut-
proben unter gegebenen Transportbedingungen ordnungsgemal ist und keinen Ein-
fluss auf die Messergebnisse hat. Die Messungen am FACS-Geréat sind reproduzier-
bar und verlasslich, da alle Formen der Doppelbestimmungen eindeutig korrelieren
und Abweichungen vernachlassigbar gering sind.

Eine grobe Einflussnahme der Versuchsanordnung und transporttechnische Bedin-
gungen koénnen daher als Stérfaktor weitgehend ausgeschlossen werden. Die Er-

gebnisse der Testungen werden somit als verlasslich angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Ubersicht uber Anteil NB1-positiver Neutrophile und Intensitat der NB1-

Expression

3.1.1 Patienten

3.1.1.1 Anteil NB1-positiver Neutrophiler

Das Patientengut umfasst nach nachtraglichem Ausschluss von sieben Personen,
deren fir die Studie unpassende Anamnesen im Methodikteil geschildert sind, 96
Patienten. Die folgenden Auswertungen analysieren folglich die Daten dieser 96 akut
erkrankten Patienten.

Der in FACS-Analysen ermittelte Anteil der neutrophilen Granulozyten, die das NB1-
Glykoprotein auf ihrer Zellmembran tragen, betragt im Mittel 70,7 + 2,7 %. Der kleins-
te Anteil betragt hierbei ausgenommen der Nicht-Exprimierer 13 %, der Maximalwert
97,7 %, der Median liegt bei 78,6 %. Der berechnete Wert fur die Schiefe (-1,045) im
Shapiro-Wilk-Test deutet auf eine linksschiefe Verteilung hin, sodass eine Nicht-
Normalverteilverteilung besteht (p < 0,05). In der graphischen Darstellung (Abbildung
5a) erkennt man die bevorzugten Klassen von 80 bis 89 % und 90 bis 100 %, in de-

nen insgesamt 47 Patienten beziehungsweise 49 % der Patienten liegen.
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Abb. 5. Anteil NB1-pos. Neutrophile bei Patienten. (A) Verteilung der NB1-Prozentsatze bei 96 Patienten mit
septischem Krankheitsbild. Bei der Unterteilung in 10 Gruppen (0-9%, 10-19% etc. NB1-pos. Neutrophile) erkennt
man das gehaufte Auftreten von Prozentsatzen ab 80% NB1-pos. Neutrophilen der akut Erkrankten. (B) Boxplot
fur die Verteilung des Anteils NB1-pos. Neutrophile in der Patientenkohorte. Erkennbar ist der Median, der bei
knapp 80% liegt, das 1. Quartil bei 52% u. das 3. Quartil bei 91%. Vertretene Werte reichen von 0-100%.

Von n=96 Patienten konnte bei vier Personen das NB1-Glykoprotein nicht nachge-

wiesen werden, dies entspricht 4,2 %.
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Betrachtet man die NB1-Expression getrennt fur mannliche und weibliche Patienten,
fallt eine intergeschlechtliche Differenz von 11,3 Prozentpunkten (66,2 % vs. 75,5 %)
hinsichtlich des Anteils NB1-exprimierender Granulozyten auf (Abbildung 6a), wel-
cher statistisch nicht signifikant ist (p > 0,05). Ebenso wenig unterscheiden sich die
mittleren Fluoreszensintensitdten von méannlichen und weiblichen Patienten (durch-
schnittlich 959,0 vs. 1018,8) voneinander (p > 0,05; s. Abbildung 6b). Somit kann von
einem intergeschlechtlichen Unterschied hinsichtlich der Anzahl der NB1-Molkelle

pro Neutrophilem bei den rekrutierten Patienten abgesehen werden.
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Abb. 6. Geschlechtsspezifische NB1-Expression. (A) Balkendiagramm zur Verdeutlichung der NB1-Prozentséatze
bei M&nnern u. Frauen. Es liegt kein signifikanter Unterschied vor (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,4). (B) Verglei-
chende Darstellung der NB1-Expression pro neutrophilem Granulozyt zwischen weiblichen u. ménnlichen Patien-

ten. Statistisch unterscheiden sich die Gruppen nicht (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,6).

3.1.1.2 Intensitat der NB1-Expression

Die Auswertung der gemessenen Intensitat der NB1-Expression als mittlere Fluores-
zenzstarke (MFI) ergibt einen Mittelwert von 982,7 + 72,1 fir die Patientengruppe.
Der Median der Messergebnisse ist bei 803 zu finden, das Maximum bei 3000. Die
kleinste gemessene Fluoreszenzintensitat der Patienten, die NB1 auf ihren Neutro-
philen exprimieren, betragt 35. Auch hier liegt keine Normalverteilung vor (Shapiro-
Wilk-Test: p < 0,05). Zwei Patienten mit jeweils einer MFI von 3000 sind in der Abbil-
dung 7b als Ausreil3er mit den Nummern 7 (PKZ 7) und 91 (PKZ 98) markiert.
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Abb. 7. (A) Intensitat der NB1- Expression der Patienten. Der Balken der Klasse 600-800 verdeutlicht die verhalt-
nismanRig hohe Auspragung in diesem Bereich. (B) Boxplot der NB1-Expression pro Neutrophilem, dargestellt als
Mittlere Fluoreszenzintensitat. Der Median ist bei 803 zu erkennen. Es liegt eine groRe Spannweite des Wertebe-

reichs vor mit 0 bis 3000. Die Interquartilspanne betragt 888,3.

3.1.1.3 Beziehung zwischen Anteil NB1-positiver Neutrophile und Fluoreszenz-
starke

Das folgende Diagramm (Abbildung 8) stellt die Wechselbeziehung zwischen dem
NB1-Prozentsatz und der Fluoreszenzintensitat, die auf dem Niveau 0,01 signifikant
korreliert, dar. Der Korrelationskoeffizient ergibt 0,7.

Je hoher demnach der Anteil NB1-positiver Neutrophile ist, desto mehr NB1-

Molekdle findet man gleichzeitig auf der Plasmamembran der einzelnen Zellen.
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Abb. 8. Abhéngigkeit der Intensitat der NB1-Expression pro Neutrophilem (MFI) vom Anteil NB1-exprimierender
Granulozyten. Mit steigendem Prozentsatz NB1-positiver Neutrophile erhéht sich entsprechend die parallel ge-

messene Fluoreszenzintensitat.

39



Ergebnisse

3.1.1.4 Zweitbestimmungen der Non-Exprimierer

Unter den Patienten fanden sich vier Individuen, auf deren Zelloberflache der
Neutrophilen kein NB1-Protein per FACS-Analyse nachzuweisen ist. Es wurde je-
weils eine Kontrollmessung im Abstand von ein bis vier Wochen durchgefihrt, um
erneut die NB1-Expression zu prifen. Bei einem von insgesamt zwei Non-
Exprimieren aus der Kohorte der gesunden Spender konnte ebenso eine Kontroll-
messung durchgefihrt werden. Bei keiner der untersuchten Personen kam es im
Verlauf zu einer Oberflachenexpression des Neutrophilenantigens. Die Messwerte

sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 4. Zweitmessungen der Non-Exprimierer. Sowohl ein gesunder Spender (HC) als auch vier
Patienten (PKZ 27 - 68) in unterschiedlichem Gesundheitszustand exprimieren keine NB1-

Glykoproteine auf der Zelloberflache ihrer Neutrophilen im zeitlichen Verlauf.

NBL1% 1) | NB1%2) | MFI1) MFI 2)
HC 0,0 0,0 9,5 9,6
PKZ27 |00 0,0 9.4 10,4
PKZ45 |00 0,0 9,8 10,4
PKZ48 | 0,0 0,0 10,5 10,5
PKZ68 | 0,0 0,0 9,9 9,7
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3.1.2 Patientenkontrollen

Die Messungen fir den Anteil NB1-positiver Neutrophile ergaben als Mittelwert 56 +
3,6 % mit einem kleinsten Anteil von 14,4 % und einem gréf3ten von 94,6 %. Der Me-
dian liegt bei 56,9 %. Personen mit einer NB1-Defizienz wurden nicht beobachtet.
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Abb. 9. Anteil NB1-pos. Neutrophile. (A) Verteilungsmuster der NB1-Prozentwerte der Patientenkontrollen. Mit
insgesamt 57% dominieren die Gruppen 50 - 59%, 60 - 69% und 70 - 79%. Non-Exprimierer wurden unter den
insg. 33 Probanden dieser Kontrollkohorte nicht gefunden. (B) Boxplot fir die Verteilung des Anteils NB1-pos.
Neutrophile der Kontrollkohorte. Der Median liegt bei knapp 60%. Vertretene Werte reichen von 14,4 -94,6%.
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Abb. 10. Intensitat der NB1- Expression der Patientenkontrollen. (A) Haufigkeitsverteilung der mittleren Fluores-
zenzintensitat der Kontrollpatienten, unterteilt in Abstédnden von 100. Die Balken der Klassen 200-400 und 600-
700 verdeutlichen die verhaltnismaRig hohe Auspréagung in diesem Bereich. Werte fir die MFI Giber 700 werden
nur selten registriert. (B) Boxplot fur die Verteilung des Anteils NB1-positiver Neutrophile in der Patientenkohorte.
Erkennbar ist der Median, der bei circa 300 liegt, das 1. Quartil bei knapp 250 und das 3. Quartil bei 515. Vertre-
tene Werte reichen von 40 - 895.
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Die mittlere Fluoreszenzintensitat betragt fur alle 33 Patientenkontrollen 394 + 44,4,
wobei der Median bei 315 zu finden ist. Die kleinste gemessene MFI liegt bei 50, die
grofdte bei 1135. Letztere stellt in der Abbildung 10 den Ausrei3er mit der Nummer
129 dar.

Der Vollstandigkeit halber sind klinische und paraklinische Parameter als Ubersicht in
einer Tabelle (Tabelle 5) gelistet. Auf eine weitergehende Analyse und expliziten
Vergleich mit der Patientenkohorte wird im Einzelnen verzichtet, da dies nicht der

Fragestellung der vorliegenden Arbeit entspricht.

Tabelle 5. Laborchemische Werte sowie ITS-Scores der Patientenkontrollen

i/listgelwert Minimum Maximum

CRP [mg /dI] 2,6 £3,7 0,06 141
Leukozyten [/nl] 12,2+43 5,7 24,1
Thrombozyten [/nl] 215+ 68,4 107 376
Hamoglobin [g /dl] 12,1+2,3 7,5 16,3
Kreatinin [mg /dl] 25+23 0,53 8,66

INR 1,1+0,2 0,89 2,2
APACHE II-Score 16,6 £ 8,1 7 38
SOFA-Score 3,75+23 0 6

3.1.3 Gesundkontrollen

Die GroRe der Subpopulation NB1-exprimierender Neutrophiler betragt im Mittel 57,1
+ 2 %, wobei der Median bei 61 % liegt. Der kleinste ermittelte Anteil NB1-positiver
Granulozyten der Gesundkontrollen ergab 20,4 %, der grof3te 91%. Bei drei Perso-
nen von insgesamt 101 untersuchten gesunden Spendern wurde eine NB1-Defizienz
festgestellt werden. Dies entspricht 3 %. Die Graphik (Abbildung 11) veranschaulicht
die im Vergleich zu den anderen bevorzugte NB1-,Klasse® von 60 bis 69 %, in der 22
Personen oder 21,4 % der gesunden Probanden anzusiedeln sind. Die Hélfte (50,5
%) der Probanden liegen summarisch in dem Prozentbereich von 40 bis 69 %.
Mannliche mit durchschnittlich 56 % und weibliche Testpersonen mit 59 % unter-
scheiden sich hinsichtlich der Grof3e der NB1-positiven Subpopulation nicht signifi-

kant.
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Abb. 11. Verteilung der NB1-Prozentséatze der 103 gesunden Spender. Bei der Unterteilung in 10 Gruppen (0-9
%, 10-19% etc. NB1-positive Neutrophile) erkennt man die Hauptverteilung bei Prozentsatzen zwischen 40 und
69%, in denen die Halfte der Gesundkontrollen aufgeteilt ist.

Die mittlere Fluoreszenzstarke der gesunden Probanden ergibt 267 + 20,5, der Me-
dian 198. Abgesehen von den nicht-Exprimierenden fand sich ein Minimum 32 und
eine Maximalwert fur die MFI von 1000. Drei Spender sind im Boxplot in Abbildung

12 (B) als Ausreil3er dargestellt mit einer jeweiligen MFI von 779, 785 und 1000.
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Abb. 12. Intensitat der NB1- Expression der Gesundkontrollen. (A) Haufigkeitsverteilung der mittleren Fluores-
zenzintensitaten, die bei der Analyse im FACS-Gerét fiir die einzelnen gesunden Probanden gemessen wurden.
Wahrend bei septischen Patienten eine hohe Auspragung um den Bereich 600 - 800 und Maximalwerte um 3000
registriert wurden, konzentrieren sich die MFI-Werte bei dieser Kohorte im unteren Bereich. Die Halfte der Fluo-
reszenzintensitaten ist bis 300 verteilt. (B) Boxplot der mittleren Fluoreszenzintensitat der insgesamt 103 Ge-
sundkontrollen. Der Median liegt bei 198, der Interquartilsabstand betragt etwa 250. Die insgesamt drei AusreiRer
sind mit der Ziffer 228 (HC Nr. 98, MFI: 779), 184 (HC Nr. 54, MFI: 785), und 181 (HC Nr. 51, MFI:1000) kenntlich
gemacht.
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3.2 Vergleich der Kohorten

3.2.1 Vergleich der NB1-Expression zwischen Patienten und Kontrollkohorten
Die statistische Testung ergab jeweilig, dass die Grof3e der Subpopulation NB1-
exprimierender Neutrophiler bei Patienten mit schweren Infektionen hdchst signifikant
gesteigert ist im Vergleich zu gesunden Spendern und zu Kontrollpatienten (p <
0,001). Hingegen unterscheiden sich die Mittelwerte der Patienten- und Gesundkon-
trollen fir den prozentualen Anteil NB1-positiver Granulozyten statistisch nicht (p =
0,77).
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Abb. 13. Vergleichende Boxplot-Darstellung der drei Kohorten. Die Verteilung des prozentualen Neutrophilenan-
teils, der das NB1-Antigen exprimiert, ist bei septischen Patienten deutlich im oberen Bereich gelegen. Statistisch
sind die Werte fir diese Kohorte signifikant héher im Vergleich zu den Patientenkontrollen und gesunden Pro-
banden (jeweils p <0,001)
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Abb. 14. Verteilung des NB1-Werts in den drei Kohorten als kombiniertes Balkendiagramm. NB1-Prozentsatze
sind in 10 Gruppen (0 - 9 %, 10 - 19 % etc.) unterteilt. Die schwarzen Balken reflektieren die Werte der septi-
schen Patienten, die im Gegensatz zu beiden Kontrollkohorten im Bereich 80 - 100 % gipfeln. Die héchste Dichte
der NB1-Prozentsatze der Kontrollpatienten sowie gesunder Probanden findet sich im Bereich 50 - 70 % wieder
und kommen eher einer Normalverteilung nahe. Auch rechnerisch ist der Mittelwert der Patientengruppe im Ver-
gleich zu beiden Kontrollgruppen statistisch hdchst signifikant erhéht (jeweils p < 0,001).

Die statistische Prufung ergab weiterhin, dass sich die mittlere Fluoreszenzintensitat
der Patientenkohorte (982,7 = 72,1) gegenuber der Gruppe der Patientenkontrollen
(394 + 44) und der gesunden Probanden (267 + 20,5) hochst signifikant unterschei-
det (jeweils p < 0,001). Die mittlere Fluoreszenzintensitat der Kontrollpatienten ist

sehr signifikant hoher (p = 0,006) als die der gesunden Spender.
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Abb. 15. Vergleichende Boxplot-Darstellung der Verteilung der mittleren Fluoreszenzintensitat der drei Studien-
gruppen. Median und Gesamtverteilung der Patientenkohorte (linke Box) liegen graphisch und statistisch in signi-
fikant héheren Bereichen als bei den Patientenkontrollen (mittlere Box) und gesunden Probanden (rechte Box);
jeweils p < 0,001.
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Tabelle 6. Ubersicht der Mittelwerte zum prozentualen NB1-positiven Neutrophilenanteil und mittleren Fluores-

zenzintensitat (MFI) der drei Studiengruppen.

Ergebnisse

Patienten Patientenkontrollen Gesunde Spender
NB1% MW + SEM 70,7 £2,7% 56 + 3,6 % 57,1+£2%
MFI MW + SEM 982,7+72,1 394 +44.4 267 + 20,5

3.2.2 Ausgewahlte klinische Parameter zum Vergleich der Patienten und Pati-
entenkontrollen

Beim Vergleich der Entziindungsparameter der Kohorten féllt eine hochst signifikante
Differenz im CRP auf, das bei den Patienten mit 22,5 + 11,3 mg/ dl im Mittel deutlich
hoher ist als bei den Patientenkontrollen (Mittelwert 2,6 + 3,7 mg/ dl; p < 0,001), dem
gegeniber ist der Unterschied bei den Leukozytenzahlen nicht signifikant (14,5 /nl £
8vs. 12,2 + 4,3 /nl; p = 0,34). Die Werte fur Hamoglobin (9,8 £+ 1,5 g/ dl vs. 12,1 £ 2,3
g/ dl; p < 0,001) und den INR (1,6 £ 0,7 vs. 1,1 + 0,2; p < 0,001) unterscheiden sich
statistisch signifikant zwischen den Kohorten.

3.3 Zweizeitige Messungen der Patienten
Insgesamt war bei zwei Drittel (63 von 96 Personen beziehungsweise 66,7 %) der
Patienten eine wiederholte Uberprifung der NB1-Expression und Laborwerte mog-
lich. Die restlichen 32 Patienten sind entweder verstorben, wurden in periphere Kran-
kenhauser verlegt oder entlassen, bevor eine erneute Testung sinnvoll war (ein Zeit-
raum von einer Woche wurde als Mindestabstand zwischen zwei Blutentnahmen vo-
rausgesetzt).
Um zu Uberprifen, ob die Expression des NB1-Glykoproteins und der Anteil NB1-
exprimierender Neutrophile mit Anderung des Gesundheitszustands eines Individu-
ums alteriert, wurden die weiterhin beobachteten Patienten bei offensichtlicher Ver-
anderung des Allgemeinzustands erneut auf ihre NB1-Expression Uberprift und je
nach Besserung oder Verschlechterung ihres Zustands in Gruppen unterteilt. Kinnen
bei einem Patienten wahrend eines langeren Verlaufs verschiedene Gesundheitszu-
stdnde mit mehr als zwei Blutentnahmen koordiniert werden, so wird dieser auch in
jeweils beide Analysegruppen aufgenommen; in der vorliegenden Arbeit trifft dies auf
14 Patienten zu.
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3.3.1 Patienten mit klinischer Besserung des Gesundheitszustands

Von den Patienten, bei denen im Verlauf die Durchfiihrung mindestens einer weite-
ren Blutentnahme maoglich war, konnten 33 durch das klinische Erscheinungsbild und
fallende Entziindungsparameter der Phase der Genesung zugeordnet werden. NB1-
non-Exprimierer werden hierbei nicht betrachtet, da keine Veranderung der Expres-
sion zu erwarten ist. Deutlich macht der fallende durchschnittliche CRP-Wert dieser
Gruppe von initial 21,8 mg/ dl auf 3,5 mg/ dI (entspricht - 84 %) bei der letzten Blut-
entnahme, dass sich die Personen in Rekonvaleszenz befinden. Daneben verringer-
ten sich auch die Leukozyten von 11,8 /nl auf 8,6 /nl (- 27 %). Unter diesen Bedin-
gungen konnte ein mittlerer NB1-Prozentsatz von 65 % in der Remissionsphase der
Patienten registriert werden, der eingangs durchschnittlich 73,2 % betrug. Dies
kommt einer Verringerung um 11,5 % gleich. Die Fluoreszenzstéarke fallt um 52,3 %
von 950,4 auf 453,4.

An dieser Stelle mdchte ich zur Unterstitzung dieser Daten einen Beispielpatienten
darstellen. Der Patient mit der PKZ 16 wurde im septischen Zustand, invasiv beatmet
und katecholaminpflichtig in die Studie aufgenommen. Die FACS-Analysen ergaben
fur den NB1-Prozentsatz 90,8 %, fur die MFI 578. In der sich anschlie3enden Be-
obachtungsphase wurde eine zweite Messung nach 10 Tagen und eine dritte nach
insgesamt 17 Tagen vorgenommen, die 76,6 % NB1-positive Neutrophile, eine MFI
von 364,3 erbrachten beziehungsweise 52,4 % und 140,9. Das CRP fiel von initial 33
mg/ dl auf 23 mg/ dl beziehungsweise 16 mg/ dl. Auch klinisch besserte sich der Ge-
sundheitszustand des Patienten bis zur Verlegung auf eine periphere Station nach
39 Tagen ITS-Aufenthalt. Bei einem anderen Patienten (PKZ 71) verringerte sich der
Anteil NB1-positiver Neutrophile von 47 % auf 39,1 %, die MFI von 1145 auf 265 in-
nerhalb von acht Tagen. Gleichzeitig verringerte sich das CRP von 32,7 mg/ dl auf
1,5 mg/ dl. Auch hier erkennt man die Parallelitat von inflammatorischem Geschehen
und NB1-Expression.
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Abb. 16. Veranderung der Werte fiir den NB1-positiven Neutrophilenanteil (NB1) , die mittlere Fluoreszenzstarke
(MFI), C-reaktives Protein (CRP) und Leukozytenzahl bei Patienten, die mit einer Rekonvaleszenz aus der Studie
entlassen wurden (dunkelgraue Balke = Werte bei Aufnahme, hellgraue Balke = Werte bei Entlassung). Zum
Vergleich sind NB1- und MFI-Hohe der gesunden Kontrollgruppe als weie Balken mit abgebildet. Der Uber-
sichtlichkeit wegen ist die mittlere Fluoreszenzstarke um eine Zehnereinheit gekirzt angegeben.

3.3.2 Patienten mit anhaltender Krankheitsaktivitét

In diese Kategorie fallen Patienten, die unter Exazerbation ihrer Erkrankung oder in
persistierend kritisch physischem Zustand einer neuerlichen Uberpriifung ihrer NB1-
Expression unterzogen wurden. Unter dieser Konstellation summiert sich die Anzahl
der Patienten auf 27.

Die mittleren CRP-Werte von 23,1 mg/ dl bei Studienaufnahme und 20,2 mg/ dI bei
wiederholter Blutentnahme spiegeln den anhaltenden schweren Krankheitszustand
wider. Ebenso zeigen die Leukozytenzahlen diesen Trend an: im Durschnitt 15,8 /nl
in der ersten Untersuchung und 14,2 /nl bei weiterer Beobachtung.

Betrachtet man die Ergebnisse aus den FACS-Analysen fir den Prozentsatz der
NB1-Expression und die Fluoreszenzintensitat, fallt eine dezente Zunahme der Be-
trage auf. In der ersten Bestimmung bilden NB1-exprimierende Granulozyten im Mit-
tel 70,2 % der Neutrophilen der Patienten. Der Anteil erh6ht sich um 3,4 % auf 72,6
%. Eine @hnliche Steigerung (3 %) ist bei der Fluoreszenzstarke zu verzeichnen mit
Erhdéhung von initial 933 auf 961.

Exemplarisch fur diese Gruppe sei Patient Nummer 80 genannt. Dieser unterlag tber
10 Tage einem septischen Krankheitsgeschehen mit durchgehend hohen Infektpa-
rametern um 30 mg/ dl CRP und verstarb letztlich. Der Prozentsatz an NB1-positiven

Neutrophilen stieg dabei von 87,8 % auf 95 % bei der zweiten Untersuchung:
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Abb. 17. Veranderung der Werte fir den NB1-positiven Neutrophilenanteil (NB1) , die mittlere Fluoreszenzstarke
(MFI), C-reaktives Protein (CRP) und Leukozytenzahl bei Patienten, die eine klinische Verschlechterung erfuhren,
und im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe fir die ersten beiden Parameter.

Der Ubersichtlichkeit wegen ist die mittlere Fluoreszenzstarke um eine Zehnereinheit gekiirzt dargestellt.

3.3.2.1 Ausbildung einer Sepsis

Ein Proband der Kontrollpatientenkohorte (Nummer DC 17) wurde nach Reanimation
bei Kammerflimmern in die Studie eingeschlossen mit einem CRP von 0,07 mg/ dl.
FACS-Analysen ergaben einen NB1-Prozentsatz von 52,3 % und eine MFI von 390.
Bei der ersten Verlaufskontrolle nach sechs Tagen wies der Patient steigende Infekt-
parameter auf (CRP: 8,54 mg/ dl), zeitgleich erhdhte sich der NB1-positive Neutro-
philenanteil auf 74 %, die MFI auf 803. Nach weiteren 11 Tagen Krankenhausaufent-
halt war selbiger Patient im septischen Zustand anzutreffen mit weiterhin steigenden
Infektparametern (CRP 33,7 mg/ dl; Procalcitonin 49 ug/ I) bei einer gesicherten
E.coli-Pneumonie mit Pleuraempyem und einem konsekutiv gemessenen NB1-
Prozentsatz von 83,4 % und einer mittleren Fluoreszenzintensitat von 1098. Nach
Anschlagen der antiinfektiosen Therapie verringerte sich der Anteil NB1-positiver
Granulozyten des Patienten auf knapp 58 %, die MFI auf 440.

Es zeigt sich somit entsprechend zur Entwicklung der klinischen und laborchemi-
schen Infektion ein kongruenter NB1-Prozentsatz und eine gleichsam veranderte

Fluoreszenzstarke (MFI) in den FACS-Messungen.

49



Ergebnisse

Abbildung 18 und 19 zeichnen den Krankheitsverlauf des Patienten mit zugehdrigen

Ergebnissen der FACS-Analysen nach:
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Abb. 18. Verlauf des NB1-Prozentsatzes und der MFI bei einem Patienten der Krankkontrollgruppe, der im Ver-
lauf seines Krankenhausaufenthalts eine Sepsis entwickelte (Tag 17). Parallel dazu waren ein steigender Anteil

NB1-positiver Neutrophile (schwarze Balken) und eine zunehmende Fluoreszenzintensitat (graue Balken) mess-

bar. Mit Abklingen der Infektion naherten sich beide Werte wieder dem Ausgangsniveau.
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Abb. 19. FACS-Analysen des Patienten zum Zeitpunkt der Studienaufnahme Tag 0 mit 52,3 % NB1-pos.
Neutrophilen (A), im Zeitraum steigender Infektparameter Tag 6 mit 74 % (B) und im septischen Krank-

heitszustand Tag 17 mit weiterhin gestiegenem NB1-positivem Neutrophilenanteil von 83,4 % (C).
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3.4 Stimulierungsversuche

Die im Labor durchgefuihrte ex vivo-Inkubation von Neutrophilen gesunder Spender
in Vollblut und isolierten Neutrophilen (PMNs) mit TNF-a erwirkte eine Zunahme der
Fluoreszenzintensitaten in der FACS-Messung. Aus einer Reihe von 6 Versuchen
konnten im Gesamtdurchschnitt Werte fur die MFI bei Neutrophilen aus dem Vollbut
von 572 vor dem Priming gemessen werden, die sich nach der Behandlung mit TNF-
a auf 1191,5 erhohten. Dies entspricht einer Zunahme um durchschnittlich 120 %.
Die Inkubation von purifizierten Neutrophilen der gleichen Blutprobe ergab eine Er-
héhung der Fluoreszenzintensitat (MFI) von im Mittel 433,3 auf 1052 nach Priming
mit TNF-a, was einer prozentualen Steigerung um circa 174 % gleichkommt.

Anhand der FACS-Analysen ist ersichtlich, dass sich nur die MFI der NB1-positiven
Subpopulation hin zu héheren Werten verschiebt, wahrend bei den NB1-negativen
Neutrophilen keine Veranderung wahrzunehmen ist.

Der Prozentsatz an NB1-positiven, anti-NB1-FITC-markierten Neutrophilen bleibt
auch bei Aktivierung der Immunzellen durch das Zytokin konstant. Die folgende Ab-

bildung veranschaulicht ein reprasentatives Exempel der Messreihe.
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Abb. 20. (A) Kombinierte Darstellung einer FACS-Analyse von anti-NB1-FITC-markierten Neutrophilen vor (helle
Kurve) und nach Priming mit TNF-a (dunkle Kurve). Man erkennt eine Anhebung der Intensitat der NB1-
Expression (MFI), ersichtlich an der nach rechts verschobenen dunkleren Kurve. Der prozentuale Anteil NB1-
positiver Neutrophile ist hingegen konstant und liegt bei diesem Individuum bei circa 80%. Die Neutrophilen wur-
de im Vollblut mit TNF-a angeregt und in einem weiteren Schritt abzentrifugiert. (B) Kombinationsansicht einer
FACS-Analyse von zuvor extrahierten, purifizierten Neutrophilen (PMNs) desselben Spenders. Auch hier sieht

man eine Zunahme der MFI, wohingegen der Prozentsatz NB1-pos. Neutrophile gleich bleibt.
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3.5 Kaorrelationen zwischen NB1-Expression und medizinischen Parametern

Um eine Abh&ngigkeit zwischen der NB1-Expression und medizinischen Laborpara-
metern (siehe 3.5.1) sowie klinischer Beurteilung (siehe 3.5.2) abzuschatzen, werden
Korrelationen nach Spearman auf Signifikanz erfasst und mégliche Abhéngigkeiten
in einem Punktdiagramm dargestellt. Zusatzlich wird die Patientenkohorte geteilt in
eine Gruppe 1 mit einer NB1-Membranexpression von tber 70 % der Neutrophilen, in
die 59 Patienten einzuordnen sind, und eine Gruppe 2 mit unter 70 %. In Letztere

fallen die restlichen 37 Patienten.

3.5.1 Paraklinik

Dieser Unterpunkt umfasst typische Laborparameter der klinischen Routinediagnos-
tik, die in vier verschiedenen Testungen auf die Beziehung zur NB1-Expression un-
tersucht werden. Diese beinhalten die Prufung des jeweiligen Laborwerts, der einmal
zum Zeitpunkt der Blutentnahme sowie als Maximalwert wéhrend des Krankenhaus-
aufenthalts (,peak”) notiert und getestet wurde, auf Korrelation zum Anteil NB1-
positiver Neutrophile. Uberdies wird jeder Parameter in den zwei NB1-Gruppen, die
die Kohorte in eine Fraktion mit mehr beziehungsweise weniger als 70 % NB1-
exprimierende Neutrophile trennt, untersucht. Schlie3lich werden die Laborwerte zur
Fluoreszenzstéarke, also der mittleren NB1-Expression pro Granulozyt, ins Verhaltnis

gesetzt.

3.5.1.1 Beziehung zwischen CRP und NB1-Expression

Der Mittelwert fur das CRP fur die gesamte Kohorte betragt 22,5 + 11,3 mg/ dl (Mini-
mum 1,6; Maximum 50,2).

Anhand der Berechnung des Spearman-Korrelationskoeffizienten (r = 0,03; p = 0,78)
und einer graphischen Darstellung der CRP-Werte der einzelnen Patienten in Ab-
hangigkeit von der Grof3e der NB1-positiven Subpopulation stellt sich keine Bezie-
hung zwischen den Parametern heraus (Abbildung 21(A)). Bei Aufteilung der Kohorte
zeigt der CRP-Wert keine Unterschiede zwischen den zwei Gruppen (Abbildung

21(B): p = 0,71; Gruppe 1 mit = 70 % NB1: mean 22, £ 11,27 mg/ dl; Gruppe 2 mit

<70 % NB1: mean 22,1 £ 11,7 mg/ dl).
Mit Erfassen der hochsten gemessenen CRP-Werte eines jeden Patienten und Auf-

tragen gegen die jeweiligen NB1-Werte ergibt sich ebenso kein statistischer Zusam-
52



Ergebnisse

menhang: Der Korrelationskoeffizient betragt 0,072 bei einem p von 0,54 (Abbildung
21(C)).

Es besteht ein signifikanter, positiver Zusammenhang zwischen der Hohe der mittle-
ren Fluoreszenzstarke (MFI) und der Hohe des CRPs. Der berechnete Korrelations-
koeffizient r von 0,224 deutet auf eine eher als gering zu beurteilende, dennoch posi-
tive Korrelation hin (Abbildung 21(D)).
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Abb. 21. Korrelation zwischen NB1-Expression und CRP. (A) Das Auftragen des NB1-Prozentsatzes gegen den
CRP-Wert zum Zeitpunkt der Blutentnahme ergibt keine Wechselbeziehung der Parameter (Spearman-
Korrelationskoeffizienten: 0,03; p = 0,78). (B) Vergleicht man den mittleren CRP-Wert der Patientengruppe mit
mehr als 70 % NB1-pos. Neutrophilen mit selbigem der Patientengruppe unter 70 %, stellt sich kein Unterschied
heraus (p = 0,71). (C) Dargestellt ist auf der y-Achse der jeweils hochste CRP-Wert, der wahrend des Kranken-
hausaufenthalts des Patienten gemessen wurde. Der Wert fur den Anteil NB1-pos. Neutrophile bezieht sich auf
die Messung bei der initialen Blutentnahme. Auch hier stellt sich keine Abhangigkeit des CRP vom Prozentsatz
heraus (r = 0,072; p = 0,54). (D) Je hoher die MFI eines Individuums, desto hdher stellte der Wert fur den Entzin-
dungsmarker CRP heraus. Diese Beziehung weist eine schwache positive, statistisch signifikante Korrelation auf
(r=0,224; p < 0,05).
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3.5.1.2 Beziehung zwischen Leukozytenanzahl und NB1-Expression

Wie vorangehend im Methodikteil dargelegt, werden bei Auswertungen, die die Leu-
kozyten betreffen, neun Patienten von den Berechnungen ausgeschlossen. Diese
weisen durch Erkrankungen und notwendige Therapien eine Myelosuppression mit
ausgepragt verminderten Leukozytenzahlen auf, die mogliche Korrelationen manipu-
lieren wirden.

Es ergibt sich eine mittlere Leukozytenzahl von 14,5 + 8 /nl fur die Gesamtheit der
ausgewahlten Patienten. Der Median liegt bei 12,8 /nl, der kleinste und gréf3te Wert
1,44 beziehungsweise 40,3 /nl.

Je hoher der NB1-Prozentsatz der rekrutierten Patienten ist, desto niedriger scheinen
die Leukozytenwerte auszufallen: Abbildung 22(A), die Wertepaare zwischen dem
NB1- und Leukozytenwert darstellt, und Abbildung 22(B), in der beide Patienten-
gruppen miteinander verglichen werden, veranschaulichen die Beobachtung. Beide
Untersuchungen liefern jedoch keine signifikanten Resultate (jeweils p > 0,05), so-
dass von einem zufalligen Effekt ausgegangen werden muss.

Der Versuch, einen Zusammenhang zwischen der Hohe des NB1-Prozentsatzes und
den grof3ten Leukozytenzahlen beziehungsweise dem MFI und dem zeitgleich erstell-
ten Leukozytenwert herauszustellen, ist in der Abbildung 22(C) beziehungsweise
22(D) demonstriert. Es stellt sich keine signifikante Korrelation heraus (p = 0,48 be-

ziehungsweise 0,15).
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Abb. 22. Korrelation zwischen Leukozytenzahl und NB1-Expression. (A) Bei einem Grof3teil der Patienten mit
héheren NB1-Prozentwerten wurden tendenziell niedrige Leukozytenzahlen registriert. Die Beobachtung entzieht
sich jedoch einer statistischen Signifikanz (p = 0,28). Der Korrelationskoeffizient betragt -0,12. (B) Die Aufteilung
in NB1-Hoch- und Niedrigexprimierer mit dem Cut off-Wert von 70% reflektiert die obige Beschreibung, schlief3t
aber ebenso wenig auf eine statistische Relevanz (p = 0,072). (C) veranschaulicht, dass die hdchsten Leukozy-
tenwerte des Krankenaufenthalts, aufgetragen auf der y-Achse, nicht mit einer hohen bzw. niedrigen Fluoresenz-
starke, MFI auf der x-Achse, gleichgerichtet sind (r = 0,076, p = 0,48). (D) Zwischen der Leukozytenzahl und der
MFI besteht kein fassbarer Zusammenhang, die Irrtumswahrscheinlichkeit p liegt mit 0,145 deutliches auRerhalb
des Signifikanzniveaus, der Korrelationskoeffizient betragt -0,157.

3.5.1.3 Beziehung zwischen Hohe des Hamoglobins und NB1-Expression

Eine gegenlaufige Korrelation zwischen dem NB1-Wert und der Hohe des Hamoglob-
ins der Patienten zum Zeitpunkt der Blutentnahme, die gemittelt 9,8 + 1,5 mg/ dl be-
tragt, konnte nicht bestatigt werden: r = -0,033, p > 0,05 (Abbildung 21(A)).

Die Hamoglobinkonzentration der Gruppen 1 und 2 unterscheiden sich nicht, (p =
0,6; Abbildung 23(B)).
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Auch beim Betrachten der jeweils niedrigsten gemessenen Werte fir Hamoglobin der
Patienten wéahrend ihres aktuellen Klinikaufenthalts sticht keine Wechselbeziehung
zum NB1-Prozentsatz hervor (p > 0,05; r = -0,007; siehe Abbildung 23(C)).

Die Mdglichkeit einer statistischen Korrelation zwischen dem MFI und dem Hamo-
globinwert der Patienten wird nicht angenommen, da p deutlich auRerhalb des Signi-
fikanzniveaus von 0,05 und r bei 0,016 liegt (Abbildung 23(D)).
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Abbildung 23. Korrelation zwischen Hamoglobinkonzentration und NB1-Expression. (A) Die graphische Darstel-
lung zwischen dem Betrag des Hamoglobinwerts der Patienten (y-Achse) und deren Anteil NB1-positiver Neutro-
phile (x-Achse) legt keinen Zusammenhang zwischen den Parametern nahe. Die rechnerische Uberpriifung die-
ser Gegebenheit ergibt einen aulRerst kleinen Korrelationskoeffizienten von r = -0,033, der p-Wert ist grof3er als
das Signifikanzniveau. (B) Zwischen den beiden Patientengruppen ist keine Differenz zwischen deren mittleren
Hamoglobingehalt feststellbar (p > 0,05). (C) Zwischen dem Anteil NB1-positiver Neutrophile (x-Achse) und der
niedrigsten erfassten Hamoglobinkonzentration wéhrend der Krankenhausverweildauer der jeweiligen Patienten
(y-Achse) besteht keine Korrelation. (D) Das Punktdiagramm, in welchem die Fluoreszenzintensitat (MFI) der
Patienten auf der x-Achse zum dazugehérigen Hamoglobingehalt auf der y-Achse dargestellt wurde, gibt sichtlich
wieder, dass beide Parameter nicht in einer gegenseitigen Wechselbeziehung stehen; erkennbar sind eine Punk-

tewolke und eine Trendlinie, die nahezu parallel zur x-Achse verlauft.
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3.5.1.4 Beziehung zwischen Thrombozytenanzahl und NB1-Expression

Die durchschnittliche Hohe der Thrombozyten betragt 144 + 90 /nl fur die Grundge-
samtheit der Patienten. Aus der graphischen Darstellung des Verhaltnisses zwischen
der Thrombozytenanzahl und dem NB1-Prozentsatz der Kohorte, unter Berlicksichti-
gung eines negativen Korrelationskoeffizienten r = -0,174 geht eine schwache umge-
kehrte Beziehung hervor (siehe Abbildung 24(A)). Statistisch ist diese jedoch nicht
signifikant, da der p-Wert gro3er ist als 0,05.

Der Trend spiegelt sich ebenfalls im Balkendiagramm wider, dass die Patienten in
zwei Gruppen mit Uber oder weniger 70% NB1-positive Neutrophile aufteilt: Die Pati-
enten mit einem héheren NB1-Wert haben eine geringere Thrombozytenanzahl (135
/nl fur Gruppe 1 vs. 159 /nl fir Gruppe 2). Die Differenz zwischen den Gruppen ist
allerdings nicht signifikant (p = 0,29; Abbildung 24(B)).

Auch bei den jeweils niedrigsten Thrombozytenzahlen, die wahrend des Krankenauf-
enthalts der Patienten ermittelt werden konnten, resultiert rechnerisch keine Korrela-
tion: r = -0,094, p = 0,392, Abbildung 24(C).

Mit dem errechneten Spearman-Korrelationskoeffizienten fir die Wechselbeziehung
zwischen Anzahl der Thrombozyten der Patienten und den mittleren Fluoreszenz-
starken (MFI) von 0,03 und einem dazugehdrigen p-Wert von 0,77 kann man eine

statistische Korrelation zuriickweisen: Abbildung 24(D).
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Abb. 24. Korrelation zwischen Thrombozytenzahl und NB1-Expression. (A) Die leicht fallende Trendlinie unter-

streicht die Hypothese, dass je hdher der Anteil NB1-positiver Granulozyten (x-Achse) ist, die Thrombozyten eher

fallen. Statistisch steht dies jedoch in keinem Zusammenhang. (B) Auch die Mittelwerte der Blutplattchenkonzent-

ration unterscheiden sich nicht zwischen Patienten, die insgesamt einen héheren (> 70 %) oder geringeren (> 70

%) Anteil NB1-positiver Neutrophile besitzen. (C) Das Streudiagramm zeichnet die Wertepaare zwischen den

niedrigsten registrierten Thrombozytenkonzentrationen der Patienten und deren NB1-Wert ab. Eine Abhangigkeit

ist nicht erkennbar. (D) Tragt man die Fluoreszenzintensitat der FITC-NB1-markierten Granulozyten der Patienten

auf der x-Achse und die dazugehérigen Thrombozytenzahlen auf der y-Achse ab, erhélt man ein Streudiagramm,

das eine Abhangigkeit beider Parameter ausschlief3t.

3.5.1.5 Beziehung zwischen Kreatinin und NB1-Expression

Die Berechnung des mittleren Kreatinins fir die Gruppe ergibt 1,96 + 1,5 mg/ dl.

Die einzelnen Kreatininwerte scheinen nicht mit dem Anteil NB1-positiver Neutrophile

zu korrelieren, da sich die p-Werte sowohl in der Darstellung der Messpaare als

Punktediagramme (siehe Abbildung 25(A)) als auch bei der Aufteilung der Patienten-

kohorte in eine hoch und in eine niedrig exprimierende Gruppe (Abbildung 25(B))

eindeutig aufl3erhalb des Signifikanzniveaus von 0,05 bewegen.
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Abb. 25. Korrelation zwischen Kreatinin und NB1-Expression. (A) Zwischen den auf der y-Achse aufgetragenen
Werten fur Kreatinin und dem prozentualen Anteil von Neutrophilen, die NB1 auf ihrer Oberflache aufweisen (x-
Achse) ist kein Zusammenhang herauszustellen: der Korrelationskoeffizient betragt -0,11 und der Test auf Signi-
fikanz eines mdglichen Zusammenhangs ergab einen p-Wert von 0,293. (B) Gruppe 1, die alle Patienten mit
einem Anteil von mindestens 70 % NB1-pos. Neutrophilen umfasst, hat gemittelt eine Kreatinkonzentration von
1,9 mg/ dl. Gruppe 2 mit weniger als 70 % NB1-pos. Neutrophilen weist eine Kreatinkonzentration von 2,0 mg /dI
im Mittel auf. Beide Patientengruppen unterscheiden sich nicht in ihrem mittleren Kreatininwert (p= 0,533). (C) Die
fur die Patienten hdchsten Kreatininwerte sind auf der y-Achse gegen deren NB1-positiven Anteil von Neutrophi-
len auf der x-Achse aufgetragen. Es ergibt sich statistisch keine Relevanz zwischen den Parametern (p= 0,765).
(D) Je groRer der Betrag fur die mittlere Fluoreszenzintensitéat der Person ist, desto niedriger erscheint deren

Kreatininkonzentration (r= -0,186). Ein statistischer Zusammenhang konnte nicht ermittelt werden (p= 0,074).

Der wahrend des Patientenaufenthalts erfasste hochste Kreatininwert wurde eben-
falls ermittelt und auf eine mdogliche Wechselbeziehung zum Anteil NB1-positiver
Neutrophile rechnerisch sowie graphisch Uberprift (siehe Abbildung 25(C)). Mit ei-
nem Korrelationskoeffizienten r = -0,031 und einem im Signifikanztest ermittelten p-
Wert, der deutlich gréf3er ist als 0,05, ist diese nicht evident:

In der grapischen Anordnung zwischen der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) und

dem dazugehdrigen Kreatininwert der Abbildung 25(D) erkennt man einen schwach

59



Ergebnisse

negativen Zusammenhang (r = -0,2), der aber Uber dem Signifikanzlevel von 0,05

bleibt und somit statistisch nicht signifikant ist.

3.5.2 Klinische Parameter

Der folgende Teilabschnitt eruiert moégliche statistische Zusammenhange zwischen
dem NB1-Wert und klinischen Angaben beziehungsweise MalRnahmen. Ziel ist es,
Korrelationen zwischen dem Anteil NB1-positiver Neutrophile und der Schwere der

Erkrankung herauszustellen.

3.5.2.1 Beatmungspflichtigkeit

Von den insgesamt 96 ausgewahlten Patienten wurden 65, entsprechend 68 %, in-
vasiv beatmet im Sinne einer Uberdruckbeatmung mittels oralem oder nasalem Tu-
bus. Die restlichen 31 Patienten oder 32 % erhielten eine nicht-invasive Beatmungs-
form, unter die beispielsweise die Maskenbeatmung und O,-Brille fallen.

Teilt man die Patientenkohorte in zwei Gruppen und vergleicht die Werte, fallt auf,
dass bei mehr Patienten in Gruppe 1 mit tiber 70 % NB1-positiven Neutrophilen eine
invasive Beatmung appliziert wird als in Gruppe 2: 74,6 % in Gruppe 1 gegenuber
56,8 % in Gruppe 2. Die Berechnung der Irrtumswahrscheinlichkeit ergab ein p von
0,07, sodass ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Patientengruppen

auf dem Signifikanzniveau von 5 % zuriickgewiesen wird.

3.5.2.2 Katecholaminbedarf

Wie im Methodikteil beschrieben, ist die applizierte Menge an Katecholaminen in den
folgenden Berechnungen auf die Substanz Noradrenalin bezogen.

Der Graph in Abbildung 26(A) lasst einen sehr schwachen positiven Zusammenhang
(r = 0,14) vermuten, der allerdings mit p > 0,05 statistisch nicht belegt ist. In ahnlicher
Weise veranschaulicht das Balkendiagramm der Abbildung 26(B), dass die Patien-
tengruppe mit einem Anteil von Uber 70 % NB1-positiven Neutrophilen eine hdhere
durchschnittiche Menge an Katecholaminen benétigte. Dem Unterschied von 0,46
mg /h Noradrenalin zwischen den Gruppen konnte jedoch keine statistische Signifi-
kanz zugeschrieben werden (p = 0,3) und beruht daher eher auf einem zufalligen

Effekt.
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Ebenso wenig findet sich ein statistisch erkennbarer Zusammenhang beim Auftragen
von MFI der Patienten gegen die Noradrenalinmenge (r = 0,047; p = 0,648; siehe
Abbildung 26(C)).
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Abb. 26. Korrelation zwischen Katecholaminbedarf und NB1-Expression. (A) Erkennbar im Punktdiagramm ist,
dass die Katecholaminmenge, die zum Zeitpunkt der Aufnahme der Patienten in die Studie angewendet wurde,
mit dem Anteil NB1-positiver Neutrophile nicht im Verhéltnis steht.

(B) Im Vergleich der beiden Patientengruppen, die auf Basis ihres unterschiedlich grof3en Anteils NB1-positiver
Granulozyten verteilt wurden, zeigt sich nach statistischer Priifung eine Divergenz (p > 0,05). (C) Eine Abhangig-
keit der erforderlichen adrenergen Substanzen zur Aufrechterhaltung stabiler Kreislaufparameter (abgebildet auf
der y-Achse) vom NB1-Prozentsatz der jeweiligen Patienten ist nicht feststellbar. Eine Linearitat ist mit einem

Korrelationskoeffizienten r von 0,047 und einem p von 0,65 ausgeschlossen.

3.5.2.3 Nierenersatzverfahren
Unter dieser Fragestellung werden die Patienten hinsichtlich ihrer Dialysepflichtigkeit
untersucht. Insgesamt musste bei 18,8 % der Kohorte, entsprechend 18 Personen,

eine Dialyse angewendet werden.

61



Ergebnisse

Dieser Anteil steigt bei den Patienten, die mehr als 70 % NB1-positive Neutrophile
aufweisen auf 23,7 % (14 von 59 Personen). Im Gegensatz dazu liegt der Einsatz
von Nierenersatztherapien in Gruppe 2 mit weniger als 70 % NB1-positiven Neutro-
philen bei 10,8 % (4 von 37 Personen). Die Abweichung der Haufigkeit von ange-
wendeten Nierenersatzverfahren zwischen Gruppe 1 und 2 ist statistisch nicht signifi-
kant (Chi-Quadrat-Test: p > 0,05).

3.5.2.4 Aufenthaltsdauer auf Intensivstation

Von allen Patienten wurde die reine ITS-Aufenthaltsdauer in Tagen notiert und ver-
glichen, Aufenthalte auf Normalstation wurden nicht berticksichtigt. Die unterhalb des
Abschnitts gelisteten Abbildungen und Tabelle 2 stellen alle Daten zusammen.
Betrachtet man die gesamte Kohorte (Abbildung 27(A)) kommt man auf eine durch-
schnittliche Aufenthaltszeit von 20 Tagen mit einem Minimum von einem Tag und
einem Maximum von 114 Tagen.

Fur eine bessere Bewertung der Ergebnisse werden fur eine Analyse zuerst nur
Uberlebende Patienten herangezogen, da das Versterben die Aufenthaltsdauer zu-
satzlich limitiert. So erhé@lt man fir die 42 Personen, die nicht verstorben sind, eine
mittlere ITS-Verweilzeit von 15,6 Tagen. Der kirzeste Aufenthalt betragt hierbei zwei
Tage, der langste 50 Tage.

Teilt man die Uberlebenden in zwei Gruppen, die mit einem Anteil NB1-positiver
Neutrophile tiber 70 % (Gruppe 1) und unter 70 % (Gruppe 2) definiert sind, so erhalt
man fur Gruppe 1, die 25 Patienten umfasst, eine mittlere Aufenthaltsdauer von 16,8
Tagen mit einem Minimum von zwei Tagen und einem Maximum von 50 Tagen. Die-
se betragt in Gruppe 2 durchschnittlich 13,8 Tage und umfasst 17 Personen; der
Mindestaufenthalt liegt bei 3 Tagen, die langste Verweildauer bei 30 Tagen. Die Dif-
ferenz in der Aufenthaltsdauer zwischen beiden Gruppen ist statistisch nicht signifi-
kant (p > 0,05; vgl. Abbildung 27(B)).

Uberlebende und wahrend der Studienzeit Verstorbene unterscheiden sich nicht sig-
nifikant in der mittleren Anwesenheitsdauer (p > 0,05; Abbildung 27(C)).
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Abb. 27. Korrelation zwischen ITS-Aufenthaltsdauer und NB1-Expression. (A) Lage und Streuung der Verteilung
der ITS-Aufenthaltsdauer aller Patienten ist als Boxplot dargestellt. Der Median (13 Tage) wird als horizontaler
Strich in der Box, die 50 % der Wertauspréagungen der Variablen definiert, dargestellt Die mit einem Kreis ge-
kennzeichneten Datenpunkte, die weiter entfernt von den Grenzen der Box liegen, sind als Ausrei3er ausgewie-
sen. Datenpunkte mit einem Abstand von mehr als drei Interquartilsabstanden sind als Extremwerte mit einem
Stern gekennzeichnet. (B) Vergleich der beiden Patientengruppen Uber eine gepaarte Boxplot-Darstellung. Die
nach ihrem NB1-Prozentsatz aufgeteilten Patienten unterscheiden sich nicht in ihrer mittleren Aufenthaltsdauer.
Dargestellt sind nur Patienten, die wahrend ihrer intensivmedizinischen Behandlung nicht verstorben sind. Der mit
der Ziffer 180 gekennzeichnete Ausreiler entspricht der PKZ 59 mit 50 Tagen ITS-Aufenthalt. (C) Im Boxplot
werden Patienten, die noch wahrend der intensivmedizinischen Betreuung verstorben sind (linke Box), den uber-
lebenden gegenibergestellt. Insgesamt ergibt sich bei den Verstorbenen mit 23,4 Tagen Durchschnittsverweil-
dauer und einem Interquartilsabstand von 27 Tagen eine gréRere Spannweite (insg. 113 Tage) der ITS-
Aufenthaltsdauer als bei Patienten, die die Akutphase ihrer Erkrankung uberlebt haben (Spannweite 48 Tage,
Interquartilsabstand 15 Tage). Die Ausreil3er bei verstorbenen Patienten haben die PKZ 99 mit 114 Tagen (hier
mit 219 beziffert) und PKZ 2 (hier: 189) mit 98 Tagen, bei den Uberlebenden die PKZ 59 (hier: 207, 50 Tage) und
PKZ 103 (hier: 221, 45 Tage).
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Tabelle 7 Ubersicht tiber die Aufenthaltsdauer auf der Intensivstation.

Mittlerer ITS- | Standard- Minimum | Maximum

Aufenthalt (d) | abweichung | (d) (d)
Patienten gesamt | 20 19,9 1 114
Verstorbene 23,4 23,9 1 114
Uberlebende 15,6 12 2 50
Uberlebende  mit

16,8 14 2 50
>70 % NB1+
Uberlebende  mit

13,8 8,5 3 30
<70 % NB1+

3.5.2.5 Exitus

Uber die Dauer des Beobachtungszeitraums der einzelnen Patienten, welcher sich
zumeist bis zur Entlassung von Normalstation oder bis zum Eintritt des Todes im
Subakut- oder Akutstadium der Erkrankung erstreckt, sind summarisch 54 von 96
Personen gestorben, dies entspricht 56,3 %. Die Verstorbenen haben einen mittleren
NB1-positiven Anteil Neutrophiler von 71,4 * 3,6 % (Spannweite 0 - 99,97 %). Der
Mittelwert der Mean Fluorescence Intensity betragt 961,4 + 91,5 (10,5 - 3000). Da-
hingegen weisen Patienten, die bis zum Ende der Studie am Leben waren, einen
Mittelwert von 69,8 *+ 4,2 % (0 - 99,7 %) NB1-positiven Neutrophilen und 1010,1 +
116,5 (9,7 - 3000) Fluoreszenzintensitat auf. Beide Fraktionen zeichnen sich nicht
durch einen statistisch signifikanten Unterschied im NB1-Prozentsatz und in der mitt-
leren Fluoreszenzintensitat aus (jeweils p > 0,05).

Betrachtet man wiederum die nach ihrem Anteil NB1-positiver Neutrophile separat
untersuchten Patientengruppen, ist keine erhdhte Sterberate in einer der Gruppen zu
verzeichnen (p >0,05): Von den 59 Personen, deren Neutrophile zu mindestens 70 %
das NB1-Antigen aufweisen, verstarben 34. Dies entspricht einer Sterbequote von 57
%. Bei den ubrigen 37 Patienten mit unter 70 % NB1-positiven Neutrophilen endete
der Beobachtungszeitraum fur 20 Personen mit dem Tod, was einer Rate von 54 %
gleichkommt. Das Relative Risiko zu versterben bei akut erkrankten Studienteilneh-

mern, die mehr als 70 % NB1-positive Granulozyten besitzen, betragt 1,1 im Verhalt-
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nis zu Patienten mit einem kleineren NB1-Prozentsatz. Somit ist das Risiko des To-
des in beiden Gruppen vergleichbar.

Bei der vorliegenden Studie umfasst der mittlere Zeitraum bis zum Todeseintritt 33,3
+ 42,1 Tage in Gruppe 1, in Gruppe 2 ergeben sich durchschnittlich 19,6 + 14,6 Tage
fur verstorbene Patienten. Auch damit ist kein Unterschied zwischen den Kohorten
feststellbar (p = 0,5).

Nachfolgendes Diagramm (Abbildung 28) entspricht der Analyse der Todesfalle im
Kaplan-Meier-Verfahren als nicht parametrische Schatzung der Uberlebensfunktion
im Rahmen der Ereigniszeitanalyse. Hierbei spiegelt die Graphik die 30-Tage-

Mortalitat wider.

1.0 Gruppen nach

L= MNB1-Expression
I_'_‘_L L M1<70% NB1+
=70% MNB1+
- >70% NBE1+
08 Lﬁ—H  zensiert
=70% MNB1+
E ] zensiert
o ‘l—'—\_l
© 06 L
z :
]
w
@
=
= |
8 04
E
=3
o
0,24
0,0

I T T T I ] T
0 5 10 15 20 25 30

Zeit nach Aufnahme in Studie [d]

Patienten unter Risiko:

0,

>N7B°1f 59 53 46 41 39 36 31
0,

<NT301:0 37 33 28 25 23 19 18

Abb. 28. Veranschaulichung der 30-Tage-Mortalitat fir beide Expressionsgruppen als Kaplan-Meier-Kurven. In
der zeitlich begrenzten Uberlebensanalyse, die die Akutphase und priméare Auswirkung der septischen Erkran-
kung widerspiegelt, zeigt sich kein Unterschied zwischen den Patienten, die nach GroRe ihrer NB1-positien
Neutrophilenfraktion in zwei Gruppen geteilt wurden (p = 0,97). Innerhalb der ersten 30 Tage nach Studienauf-
nahme der einzelnen Patienten sind in Gruppe 1 (>70 % NB1-positive Neutrophile, n = 59) kumulativ 23 Perso-
nen, entsprechend 61 %, verstorben. In Gruppe (n = 37) stehen dem 14 Todesfélle gegeniiber, was 62 % gleich-

kommt.
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Als zensierte und als solche graphisch markierte Ereignisse gelten Todesfélle, die
nicht durch das aktuellen Krankheitsgeschehen bedingt waren sowie Personen, die
nicht der Nachverfolgung beibehalten werden konnten. Wenn der Eintritt des Todes
nicht innerhalb der Beobachtungszeit eintrat, wird dies ebenso als zensierter Fall be-
wertet.

Die Untersuchung der unterteilten Patientenkohorte ergab demnach, dass weder Pa-
tienten mit mindestens 70 % NB1-positiven Neutrophilen noch Personen mit einem
geringeren Expressionsprofil einen Uberlebensvorteil im Zuge einer akut-infektiosen

Erkrankung haben.

3.5.2.6 Intensivmedizinische Scores

In Tabelle 3 sind die zusammenfassenden Ergebnisse fur die intensivmedizinischen
Scoresysteme SOFA und APACHE Il dargestellt. Jeweils 92 gultige Werte wurden
bei der Analyse erfasst.

Ein Unterschied zwischen Patienten mit einem Anteil von mehr als 70 % NB1-
positiven Neutrophilen und den geringer Exprimierenden besteht hinsichtlich der
Scoresysteme nicht.

Im Gegensatz dazu differieren die Angaben zum SOFA und APACHE Il zum Auf-
nahmezeitpunkt zwischen Uberlebenden und Verstorbenen deutlich und mit statisti-
scher Signifikanz. Deren hdohere Werte unterstreichen den kritischen Krankheitszu-
stand.

Tabelle 8. Ubersicht iiber die Punktanzahl der intensivmedizinischen Scoresysteme SOFA und APACHE I, die
bei den Patienten mit Eintritt in die Studie zu Beginn ihres ITS-Aufenthalts erhoben wurden.

SOFA APACHE Il
Mittelwert + SD gesamt 10,01 +4,8 26,75+ 11
Median ges. 10 27,5
Minimum ges. 0 0
Maximum ges. 22 58
Unterschied zw. Gruppe 1 (>70% n.s..p>0,05 n.s.:p>0,05
NB1+)u. 2 (<70% NB1+) (10,3 vs. 9,6) (26,8 vs. 26.7)
Unterschied zw. Verstorbenen u. Signifikant: p < 0,05 Signifikant: p
Uberlebenden (12,1 vs. 7,4) <0,001(29,2 vs. 23,5)
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3.5.2.7 Erregerspektrum

Um festzustellen, ob die Art des fir das septische Krankheitsbild verantwortlichen
Erregers die Auspragung des NB1-Glykoproteins beeinflusst, wurden die Mittelwerte
des prozentualen NB1-positiven Neutrophilenanteils sowie die mittlere Fluoreszenz-
starke auf der einen Seite fur gesicherte bakterielle Infektionen (n = 34) und auf der
anderen fur eine gemischte Gruppe aus viralen beziehungsweise Pilz-Erregern (n =
15). Die Prufung auf einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Patientengruppen mittels Man-Whitney-U-Test ergab keine Relevanz (p > 0,5). Hier-
bei liegt der NB1-Wert fur bakterielle Erreger bei 76,6 % und fir systemische Myko-
sen und Pilzinfektion bei 63,1%, die mittlere Fluoreszenzstarke bei 1128 und 917,5.
Unterteilt man die Bakterien wiederum gemalR ihrem Farbeverhalten, ergeben sich
bei Patienten mit septischem Krankheitsbild durch grampositive Erreger (n = 19) ein
NB1-Prozentsatz von 77,8 %, bei Patienten mit mikrobiologisch gesicherten gramne-
gativen Bakterien (n = 13) 73,5 %. Fur die Fluoreszenzstarken erhalt man fur Erstere
1005, fur Letztere 937,7. Da jeweils ein p-Wert von Uber 0,05 errechnet wurde, liegt
kein Unterschied in den beiden Analyseparametern zwischen Patienten vor, deren

Sepsis durch grampositive oder gramnegative Bakterien hervorgerufen wurde.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Analyse der NB1-Expression bei Pati-
enten mit schweren bakteriellen Infektionen im Vergleich zu Kontrollkohorten. Es
wurde untersucht, ob eine hdhere Expression des Neutrophilen-spezifischen Anti-
gens mit laborchemischen und klinischen Parametern und mit einem schlechteren
Outcome der Patienten korreliert.

Es fand sich:

1) eine signifikant héhere NB1-Expression in der Patientengruppe in Bezug auf die
NB1-positive Neutrophilenfraktion und mittlere Fluoreszenzintensitat gegentber den
Kontrollkohorten.

2) eine signifikante Korrelation zwischen mittlerer NB1-Fluoreszenzstarke und Hohe
des C-reaktiven Proteins der Patienten.

3) eine Anderung der NB1-Expression konkordant zum Gesundheitszustand der Pa-
tienten, so dass bei Patienten nach klinischer und laborchemischer Besserung im
Mittel kleinere NB1-positive Neutrophilensubpopulation und eine verringerte MFI ver-

zeichnet wurde im Vergleich zur initialen Untersuchung.

4.1 Eignung der Patientenkohorte

Zusatzlich zu den Auswabhlkriterien vor der Blutentnahme vor Ort beschreiben Klini-
sche GroRRen und die etablierten intensivmedizinischen Scoresysteme SOFA und
APACHE I, angewandte physikalische Therapien (maschinelle Beatmung, Kihlung,
Nierenersatzverfahren) und bewéahrte Entziindungsparameter wie CRP den Gesund-
heitszustand der Kohorte. Mit einem durchschnittlichen CRP-Wert von 22,5 mg/dl,
einer mittleren Leukozytenzahl von 14,5 /nl, einer Quote fur invasive Beatmungs- und
Katecholaminpflichtigkeit von 68 % beziehungsweise 79,2 % ist die Gesamtheit der
Patientenkohorte als schwer krank zu bewerten. Die Diagnose einer Sepsis respekti-
ve eines septischen Schocks wurde in 88,3 % der Falle gestellt. In 34 Féllen (35 %)
wurde ein bakterieller Erreger mikrobiologisch gesichert. Pilz- und Virusinfektionen (n
= 15; 16,6%) stellen untergeordnete Ursachen dar. Zudem unterstreichen die Betra-
ge des SOFA-Scores von 10 (Skala von 0 bis 24 Punkte, ein hoheres Ergebnis geht
mit erhdhter Organdysfunktion und Mortalitat einher) und des APACHE II-Scores von
27 (0 bis max. 71 Punkte, héhere Punktzahl ist mit herabgesetzter Uberlebenswahr-
scheinlichkeit assoziiert, z.B. 5 - 9 Punkte: = 8 % Todesrate, 25 - 29 Punkte: = 55 %

Todesrate) die kritischen Krankheitsbilder. Damit setzt sich die Kohorte vornehmlich
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aus Patienten zusammen, die im Rahmen einer schweren Infektion unter einer Sep-

sis leiden und entspricht damit den Einschlusskriterien der Forschungsarbeit.

4.2 Expression des NB1-Glykoproteins

4.2.1 Gesunde Spender

Diese Kohorte dient als Vergleichsgruppe, um Veranderungen im Expressionsmuster
des NB1-Gens bei schweren Infektionen abzuleiten.

In der vorliegenden Studie konnte ein durchschnittlicher Anteil NB1-exprimierender
Neutrophile von 57,1 + 2,0 % festgestellt werden, was im Bereich des in der Literatur
angegeben MittelmaRes von 45 - 65 % liegt>*®. 97 % der getesteten Personen ex-
primieren NB1 auf ihren Neutrophilen. Offizielle Angaben fur die Antigenfrequenz
betragen 89 - 97 % bei gesunden Individuen® 8. Folglich kann die untersuchte
Stichprobe als reprasentativer Teil der Gesamtheit einer gesunden Bevolkerung an-
genommen werden.

Die Arbeitsgruppe um Matsuo postuliert einen signifikant hoheren Anteil NB1-
positiver Neutrophile bei Frauen (durchschnittlich 63,1 %) als bei Mannern (53,1
%)%, Hingegen wird bei Goldschmeling et al. keine signifikante Differenz zwischen
den Geschlechtern angegeben®®. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte kein signifi-
kanter geschlechterabhéngiger Unterschied im Anteil NB1-exprimierender Gra-
nulozyten festgestellt werden.

Trotz der groRRen interindividuellen Variabilitat der NB1-Expression der hier unter-
suchten Probanden (Minimum 0 - Maximum 91 %) konnte durch wiederholte Mes-
sungen zum einen die Reliabilitdt der Bestimmung und zum anderen die Stabilitat
des NB1-positiven Anteils Neutrophiler eines Individuums demonstriert werden. Dies
deckt sich mit Angaben einer im Allgemeinen konstanten NB1-Expression in der Lite-
ratur und unterstreicht die schon lange angenommene genetische Grundlage der

NB1-Expression® 3,

4.2.2 Kontrollpatienten
Diese Gruppe wurde als Krankheitskontrollgruppe erfasst. Die Patienten leiden unter
einem ischamischen Insult unterschiedlicher Genese mit dadurch bedingter steriler

Inflammation, um Uber das Gegenstiick und den Vergleich zu einer systemischen,
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bakteriellen Infektion zu verfigen. Wie im Ergebnisteil detailliert beschrieben, unter-
scheiden sich die Kontrollpatienten von den septischen Patienten in Diagnose, gerin-
gen Entzundungsparametern (v.a. CRP und Leukozyten), stabilen, im Normbereich
befindlichen Thrombozyten- und Hamoglobinwerten und wesentlich geringeren Punk-
ten im SOFA- und APACHE Ill-Score. Eine Entziindungskomponente in betroffenen
Organen, insbesondere im Myokard, ist durch die Anamnese des ischamischen Er-
eignisses gegeben. Der Anteil NBl-positiver Neutrophile ist mit 55,9 £ 3,6 % ver-
gleichbar mit dem gesunder Spender: Die statistische Prifung ergab keinen Unter-
schied zwischen diesen Kohorten. Daher kann die Gruppe ebenfalls zum Vergleich
und der Untersuchung einer mdglichen veradnderlichen NB1-Expression unter der

Bedingung einer schweren Infektion herangezogen werden.

4.2.3 Patienten mit schweren Infektionen

Wie einleitend erwéhnt, sind neutrophile Granulozyten elementarer Bestandteil der
angeborenen Abwehr und nehmen eine relevante Stellung in der Pathogenese einer
Entztindungsreaktion und Sepsis ein. Um eine weitergehende Bedeutung und Regu-
lation des Neutrophilen-Antigens NB1 darzulegen, wurde die Expression des Gly-
koproteins im Blut von Patienten mit schweren Infektionen untersucht. Es zeigte sich,
dass die untersuchten Patienten einen signifikant héheren Anteil an NB1-positiven
neutrophilen Granulozyten aufweisen als die gesunde Bevélkerung und die hier un-
tersuchten Kontrollpatienten. Diese Feststellung deckt sich mit den Untersuchungen
anderer Arbeitsgruppen um Mastuo et al.®® und Géhring et al.°®. Im Weiteren fand
sich eine vielfach hohere Fluoreszenzstarke auf Neutrophilen der Patienten im Ver-
gleich zu beiden Kontrollgruppen, was auf eine gesteigerte Expression des Glykopro-
teins pro Zelle hindeutet. Abbildung 8 verdeutlicht, dass der Anteil NB1-positiver
Neutrophilen mit der gemessenen MFI korreliert. Dieses konnte durch einen Stimu-
lus, der gleichzeitig sowohl die Rekrutierung der NB1-positiven Subpopulation als
auch den Einbau des Proteins in die Plasmamembran bahnt, erklarbar sein. Bei Pati-
enten, die in der initialen Typisierung kein NB1-Glykoprotein auf ihren Neutrophilen
aufwiesen, kam es konform zu in der Literatur beschriebenen Versuchen zu keiner
Anderung der Expression nach erneuten Messungen. Dieses Ergebnis bestarkt die
Annahme, dass der NB1l-negative Phanotyp auf einem Defekt der Genexpression im

Rahmen der Translation beruht®’.
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4.3 Zusammenhang des Ausmales der NB1-Expression mit paraklinischen
und klinischen Parametern
Neben der vergleichenden Analyse zwischen Gesunden und Patienten mit schweren
Infektionen war die Untersuchung, ob die NB1-Expression mit dem Erkrankungsver-
lauf korreliert, Ziel dieser Studie. Zu den erprobten laborchemischen Kenngréf3en, die
die Schwere einer Sepsis beschreiben, zéhlen CRP, Leukozyten- und Thrombozy-
tenzahl, Hamoglobin und Kreatinin. Weitere Werte wie ALT, AST, Bilirubin, Glucose,
pH, Temperatur, und INR, die weniger relevant sind bei der Beschreibung der Sep-
sis, wurden zwar auf statistische Korrelationen Uberprift, auf eine Darstellung der
allesamt nicht signifikanten Resultate wurde allerdings verzichtet. Grund hierfur ist
die weitreichende Beeinflussung dieser Parameter durch gleichzeitig bestehende
Erkrankungen und durch den Effekt von Medikamenten wie die angestrebte Senkung
der Korpertemperatur durch Paracetamol oder physikalische Kihlung. Anstelle eines
Vergleichs des mittleren Blutdrucks der Patienten wird an spaterer Stelle auf die Ka-
techolaminzufuhr eingegangen.
Es zeigt sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem prozentualen
Anteil NB1-positiver Neutrophile sowie der mittleren Fluoreszenzintensitat und der
Hohe des C-reaktiven Proteins. Den starksten Stimulus fir einen Anstieg des Akute-
Phase-Proteins, welcher zudem zur Beurteilung des Schweregrads einer akut-
entzindlichen Erkrankung herangezogen werden kann, bilden bakterielle Infektionen.
Die auf der Intensivstation akquirierten Patienten sind mit einem CRP-Betrag um 20
mg /dl als schwer erkrankt einzuordnen. In allen anderen Féllen konnte keine eindeu-
tige Korrelation zwischen dem Anteil NB1-exprimierender Neutrophile respektive der
Fluoreszenzintensitat und ausgewahlten Laborparametern aufgezeigt werden.
Lediglich die Leukozyten-, Thrombozytenzahl und Kreatinin lassen erkennen, dass
mit steigender NB1-Expression bei schweren Infektionen eine tendenzielle Abnahme
dieser Werte einhergeht. Ein hoher Anteil an Granulozyten, die das NB1-
Glykoprotein auf ihrer Zelloberflache tragen, kénnte demnach potentiell Organkom-
plikationen im Rahmen einer septischen Entziindungsreaktion widerspiegeln. Diese
sind unter anderem durch eine Thrombozytopenie, arterielle Hypoxamie oder arteriel-
le Hypotension mit Einsatz adrenerger Substanzen gekennzeichnet. Eine Reduzie-
rung des Hamoglobins, wie sie bei schweren septischen Verlaufen vorkommen kann,

wird in den vorliegenden Daten nur sehr schwach reflektiert.
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Abgesehen von laborchemischen Parametern dienen auch klinische Kenngrof3en
und Therapiemallnahmen der Analyse eines denkbaren Zusammenhangs mit der
NB1-Expression. So erfolgte bei Patienten mit einem Anteil von tGber 70 % NB1-
positiven Neutrophilen haufiger eine invasive Beatmungsform. Zudem erkennt man
mit steigender NB1-Expression eine leicht angehobene Inzidenz der Katechola-
minapplikation und der ITS-Aufenthaltsdauer. Die beschriebenen Verhéltnisse beru-
hen jedoch nicht auf statistischer Signifikanz.

In der Patientenkohorte besteht mit 56,3 % Verstorbenen eine hohe Mortalitat. Dabei
findet sich jedoch weder beim mittleren Prozentsatz noch beim MFI ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Verstorbenen und Uberlebenden. Ebenso-
wenig unterscheidet sich die durchschnittliche Zeitspanne bis zum Eintritt des Todes
zwischen Patienten, die mehr als 70 % NB1-positive Granulozyten aufweisen, von
denjenigen mit weniger als 70 %. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass sich der
Anteil der NB1-positiven Zellen nicht unmittelbar auf das Outcome hinsichtlich des
Uberlebens auswirkt. Dementsprechend kann in dieser Arbeit nicht auf einen negati-
ven Einfluss einer hohen NB1-Expression auf das Uberleben bei schweren bakteriel-
len Infektionen geschlossen werden.

Im Kontrast zur publizierten Literatur findet sich jedoch in der aktuellen Untersu-
chung, dass sich der Prozentsatz der NB1-Expression bei den Patienten dynamisch
verandern kann. Bei Patienten, deren Gesundheitszustand sich gebessert hat, findet
sich ein Abfall des NB1-Prozentsatzes. Der durchschnittiche Wert kurz nach Auf-
nahme dieser Patienten auf ITS betragt 73,2 %, welcher nach klinischer und labor-
chemischer Besserung auf 65 % NB1-positiven Neutrophilen fallt. Parallel dazu sinkt
die MFI dabei um die Halfte von im Mittel 950 auf 450 bei der letzten Blutentnahme.
Komplementar zeigen Patienten ohne klinische oder laborchemische Besserung kei-
ne Anderung der Expression: Der Anteil von Granulozyten mit dem NB1-Antigen er-
hoht sich hier leicht von 70,2 % auf 72,6 %.

Diese Resultate deuten darauf hin, dass die NB1-Expression im Rahmen eines hoch-
inflammatorischen Milieus dynamisch reguliert wird und entgegengesetzt zur publi-
zierten Literatur keinen stabilen Marker darstellt. Es zeigt sich, dass sowohl die An-
zahl der NB1-Oberflachenmolekiile als auch der Anteil der NB1-positiven Neutrophi-
len bei systemischen Infektionen zunehmen und mit dem Schweregrad der Inflamma-

tionsreaktion korrelieren.
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4.4 Regulation der NB1-Expression

Der Ergebnisteil zum Vergleich der NB1-Expression zwischen den untersuchten Ko-
horten zeigt eine vermehrte Expression bei Patienten mit schweren, akuten Infektio-
nen. Dabei sind sowohl mehr NB1-Molektile pro Granulozyt, was sich in der gestei-
gerten Fluoreszenzintensitat (MFI) abzeichnet, als auch ein gesteigerter Prozentsatz
NB1-positiver Neutrophile vorhanden. Grundsatzlich kann dieses durch zwei Mecha-
nismen erklarbar sein: Zum einen kdnnte ein hoherer Prozentsatz in Verbindung mit
einer starken Fluoreszenzintensitat einen Risikofaktor fur die Ausbildung einer
schweren Verlaufsform einer systemischen Immunreaktion darstellen, die mit einem
sogenannten septischen Cytokine-Storm™ zur Auspragung kommt. Andererseits liegt
es nahe, dass Patienten einen hoheren Prozentsatz und MFI infolge dieses Entzun-
dungsmilieus entwickeln. In Betracht kommen Zytokine wie G-CSF, IL-8 oder IFNy,
sowie Leukotrien B4 und Komplementfaktor C5a, die mit Auslésen einer Immunreak-
tion gegen Pathogene ausgeschittet werden, und fMLP als Bakterienbestandteil, die
zirkulierende Granulozyten stimulieren®. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte ex-
perimentell gezeigt werden, dass eine in vitro-Aktivierung von Neutrophilen, die hier
mit dem proinflammatorische Zytokin TNF-a vorgenommen wurde, zu einer messba-
ren Steigerung der Fluoreszenzintensitat fuhrt. In diesen in vitro Versuchen zeigt sich
jedoch keine Anderung des NB1-Prozentsatzes, so dass zwei parallel ablaufende
Prozesse stattfinden: Zum einen erfolgt durch das Zytokinmilieu eine schnelle
Translokation von intrazellularem NB1 auf die granulozytare Oberflache (ohne Ande-
rung des Prozentsatzes), zum anderen muss ein Stimulus bestehen, der unabhangig
davon eine Hochregulation der ansonsten stabilen NB1-Expression stimuliert. Ein
Anhaltspunkt fur diese Hypothese stellt der Patient der Krankkontrollgruppe dar, der
im Verlauf eine Sepsis entwickelte, und bei dem parallel zum Krankheitsverlauf ein
steigender Anteil NB1-positiver Neutrophile sowie eine zunehmende MFI gemessen
wurde.

Im Speziellen gehe ich an dieser Stelle auf das bei akuten bakteriellen Infektionen
und Sepsis endogen stark erhéhte Zytokin G-CSF ein, dessen Einfluss auf die NB1-

81-83  G.CSF wirkt sowohl auf zirkulierende

Expression bereits aufgezeigt wurde
Neutrophile als auch auf den Granulozyten-Teilungspool im Knochenmark. Bei ge-
sunden Spendern ist nach systemischer Verabreichung von G-CSF ein Anstieg so-
wohl der Fluoreszenzintensitéat als auch des Prozentsatzes der anti-NB1-markierten

Neutrophilen zu verzeichnen % ¢ 84 Einen weiteren Hinweis auf die dominierende
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Wirkung von G-CSF ergaben Versuche, bei denen nach G-CSF-Gabe ein additiver
Einfluss von simultan sezernierten Zytokinen nicht beobachtet wurde®.

Zwei Erklarungen kommen fir die G-CSF-vermittelte Erhohung der NB1-Expression
in Betracht: 1) Die erhohte NB1-Oberflachenprasentation der peripheren Neutrophi-
len koénnte durch die Translokation der in den sekundaren Vesikeln verbliebenden
Glykoproteine in die Zellmembran bei Aktivierung geschehen. Die Stimulation durch
G-CSF initiiert eine intrazellulare Signaltransduktionskaskade, die unter anderem zu
einer Vesikelausschittung fuhrt. Auch NB1-haltige Vesikel kdnnten so zur Zellober-
flache verlagert werden, was bewirkt, dass das Neutrophilen-spezifische Antigen
vermehrt in die Zellmembran integriert wird. Dieses fuhrt aber nicht zu einem Anstieg
des Prozentsatzes.

2) G-CSF konnte die Gentranskription von NB1 mit konsekutiver Vermehrung der
Gesamtproteinmenge stimulieren. Ein vormals beschriebener Zuwachs an NB1-
mRNA unter G-CSF-Administration weist darauf hin®2. Zudem zeigte eine kiirzlich
publizierte Studie, dass in septischen Patienten im sogenannten Zytokine-Storm NB1
das am starksten regulierte Gen darstellt*'®. Die vorliegende Arbeit beinhaltet jedoch
keine Daten zur Transkription um diese Aussage zu stitzen.

Um neben der MFI, welche die NB1-Oberflachenexpression pro Granulozyt be-
schreibt, auch peripher den Anteil NB1-tragender Neutrophiler, zu verandern, ist eine
langerfristige Einflussnahme auf teilungsfahige, granulozytare Vorlauferzellen im
Knochenmark nétig. In Betracht kommt 1) eine beschleunigte Teilungsrate NB1-
positiver Vorlaufer- und Stammzellen. Ubertragt man Erkenntnisse aus der Pathoge-
nese der Polyzythamia vera, konnte die erhohte NB1-Subpopulation auf eine Uber-
empfindlichkeit der neutrophilen Vorlauferzellen gegeniber Wachstumsfaktoren zu-
riickgefiihrt werden®. 2) Daneben ist eine verstarkte Mobilisierung ruhender, NB1-
exprimierender Neutrophile denkbar. Durch G-CSF konnte die Rekrutierung solcher
von den GefalRinnenwanden postkapillarer Venolen veranlasst werden. Da sich 90 %
des gesamten Neutrophilenpools im Knochenmark befinden, ist insbesondere die G-
CSF-vermittelte Ausschwemmung NB1-positiver Neutrophile aus den Sinusoiden des
Knochenmarks annehmbar. Um diese These zu untermauern, sind jedoch weitere
Untersuchungen notig.

Hypothetisch wére die relative Verschiebung der Neutrophilen-Subpopulationen auch
durch die vermehrte Abwanderung intravasaler NB1-defizienter Neutrophile ins Ge-

webe zu erklaren, die somit nicht mehr aus den Blutproben extrahierbar sind. Eine
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Untersuchung Uber die Interaktion von NB1 mit endothelialem PECAM-1, die zeigte,
dass NB1-positiven Neutrophilen auf diese Weise die transendotheliale Migration
vielmehr erleichtert wurde, spricht jedoch gegen die oben genannte Hypothese als
Erklarung fur die Verschiebung der Subpopulationen im Blut.

Von einem Beitrag der NB1-negativen Subpopulation zum gesteigerten Prozentsatz
mittels Verlagerung von intrazellular gespeichertem NB1 an die Zelloberflache oder
Aktivierung der CD177-Genexpression kann abgesehen werden, da die NB1-
Defizienz dieser Neutrophilenfraktion auf einem Transkriptionsdefekt beruht. Durch
die genetische Grundlage der NB1-Nonexpression sind NB1-negative Neutrophile
NB1-exprimierender Individuen folglich grundsatzlich nicht in der Lage, das CD177-
Genprodukt zu bilden®.

Die im Ergebnisteil dargestellte Korrelation zwischen CRP und der MFI, also im ge-
wissen Mal3 der Quantitdt der NB1-Membranexpression, wirft die Frage auf, ob C-
reaktives Protein die NB1-Expression regulieren kann. Das Akute-Phase-Protein
CRP spielt eine elementare Rolle im angeborenen Immunsystem, die Uber die ge-
brauchliche Laborkontrolle als Verlaufsparameter hinausgeht. CRP bindet und opso-
niert spezifisch Phosphocholin, das Bestandteil bakterieller Membranen ist und auch
bei apoptotischen oder beschadigten Korperzellen als Ligand verfugbar ist. Die direk-
te Interaktion mit dem Komplementfaktor C1qg aktiviert das Komplementsystem und
stimuliert die Phagozytose der Pathogene beziehungsweise des Areals der Gewebe-
schadigung®’. Dariiber hinaus wurde demonstriert, dass CRP mit den Immunglobu-
linrezeptoren FcyRI und FcyRIl (CD32) interagiert®®. Eine Isoform des FcyRIl befin-
det sich auch auf der Oberflache von Neutrophilen, der bei Bindung seiner Liganden
durch eine calciumabhangige Signaltransduktion eine Zellaktivierung, heraufgesetzte
Phagozytoseaktivitat, das Auslosen des Respiratory Burst und eine Degranulation
herbeifiihrt®®. Folgerichtig ist es mdglich, dass CRP iiber den FcyRIl an Neutrophile
bindet, diese stimuliert und entweder durch eine gesteigerte Gentranskription oder
Fusion NB1-haltiger Vesikel mit der Plasmamembran die Expression des Neutrophi-
len-spezifischen Antigens anhebt.

In der Literatur wird auf den mutmaRlich regulatorischen Effekt von Ostrogenen ver-
wiesen. Mehrere Arbeitsgruppen gaben eine signifikant hdhere NB1-Expression mit
einer gréBeren positiven Neutrophilen-Subpopulation auf Zellen der Nabelschnur®®,

65, 90 64, 91

bei Neugeborenen und wéhrend der Schwangerschaft an. Zudem zeigten

Frauen gegeniiber Mannern eine signifikant hthere NB1-Expression ®* % °1 Unter
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den beschriebenen Konditionen werden angehobene Spiegel an weiblichen Sexual-
hormonen gemessen. Im Gegensatz dazu zeigen jedoch die Ergebnisse der vorlie-
genden Studie anhand des Expressionsvergleichs zwischen weiblichen und mannli-

chen Probanden keinen statistischen Unterschied.

Zusammenfassend stellt sich somit ein Zusammenhang zwischen der Intensitat der
NB1-Expression und dem Entztindungsmilieu dar. In dem inflammatorischen Milieu
kommt es zudem zur Stimulation verschiedener immunkompetenter Zellen der ange-
borenen Abwehr, die folgend auch Neutrophile in ihrer Aktivitat regulieren. Dazu ge-
horen unter anderem Mastzellen. Diese schitten bei Komplement-abhangiger Akti-
vierung unter anderem IL-1 und TNF-a aus und steuern so die Chemotaxis im
Neutrophilen-Recruitment®?. Dies stellt einen nétigen Schritt der protektiven Immun-
antwort bei bakteriellen Infektionen dar und kdnnte ebenfalls das Verhaltnis von NB1-
positiven und -negativen Neutrophilen zugunsten der NB1-exprimierenden Subpopu-
lation beeinflussen.

Daneben kommt der wechselseitigen Interaktion zwischen TH17-Zellen und Neutro-
philen eine relevante Stellung zu. Neuere Einsichten demonstrieren eine direkte
chemotaktische Wirkung auf Neutrophile mittels der Freisetzung von IL-8. Zudem
besteht eine indirekte Regulierung tber die IL-17-induzierte Produktion von IL-6, IL-8
und G-CSF durch Fibroblasten und epitheliale Zellen®®. Da TH17-Zellen somit tiber
freigesetzte Mediatoren in der Lage sind, die Granulopoese mit nachfolgender
Proliferation und Akkumulation Neutrophiler am Ort des Entziindungsgeschehens zu
bahnen, kdnnte man sie als einen weiteren indirekten Einflussfaktor der NB1-
Regulation in Betracht ziehen.

Zusammenfassend zeigen die bisherigen Erkenntnisse zur Regulation der NB1-
Expression zusammen mit den Ergebnissen dieser Arbeit, dass unter dem Einfluss
von Zytokinen im Zuge einer systemischen Immunantwort auf eine schwere Infektion
die Oberflachenexpression von NB1 verstarkt wird. Daneben scheint der Anteil der
Granulozyten, die das Neutrophilen-spezifischen Antigen auf ihrer Zellmembran tra-
gen, durch ein vermutlich selektives Recruitment erhéht. Der signifikant groRere MFI-
Betrag und Prozentsatz der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patientenkohorte
gegenuber den gesunden Testpersonen und auch der Patientenkontroligruppe legt
die Grundlage fiur die These. Ein im Rahmen dieser Studie vorgenommenes in vitro-

Priming von Neutrophilen ergab eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat und kann
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als weiterer Anhaltspunkt fur eine Hochregulation der NB1-Expression im Entzin-
dungsmilieu angenommen werden. Bei dem aus der Kontrollkohorte stammenden
Patienten konnte neben einer ansteigenden Fluoreszenzintensitat auch ein wach-
sender Anteil NB1-positiver Neutrophile parallel zur Ausbildung einer Sepsis gemes-
sen werden. Damit stellt sich die Hypothese, dass im physiologischen Entziindungs-
milieu NB1-positive Neutrophile Uber die vermehrte Integrierung des Glykoproteins in
die Zellmembran die MFI erh6hen und dass in vivo ein Recruitment peripherer NB1-
positiver Neutrophile stattfinden kdénnte, welches die Verschiebung der Subpopulati-

onen bewirkt.

4.5 Mdgliche Funktionen des NB1-Glykoproteins

Die physiologische Funktion des NB1-Antigens konnte bis zum gegenwartigen Zeit-
punkt nicht definiert werden. Wie vorangestellt ausfuhrlich diskutiert, findet sich eine
Korrelation der CD177-Expression mit akuten infektiosen Erkrankungen. Daher kénn-
te NB1 eine potentielle Bedeutung in der Neutrophilen-vermittelten Wirtsabwehr spie-
len. In Zusammenhang mit der angeborenen Immunantwort sind folgende Funktio-

nen und funktionelle Teilaspekte vorstellbar:

» Adhasion und Transmigration

Die Arbeitsgruppe um Sachs et al. demonstrierte unlangst, dass NB1 zur Adh&sion
am Endothel und damit zur darauffolgenden Transmigration zum infizierten Gewebe
Neutrophiler beitragt. Durch direkte Interaktion mit dem Adhasionsmolekil PECAM-1
der Endothelzellen wird die NBl-exprimierende Subpopulation als eine besonders
potente Neutrophilenfraktion in Zusammenwirken mit dem aktivierten Endothel defi-
niert’’. Es zeigte sich eine schnellere und effektivere Transmigration in vitro als bei
den NB1-negativen Granulozyten. Ob dieser Effekt unter physiologischen Bedingun-
gen auch in vivo relevant ist, ist noch unklar. Zumindest wiirde man eine verringerte
Anzahl NB1-positiver Neutrophile in der Blutbahn erwarten, falls diese schneller aus
der Zirkulation treten als NB1-negative. In der vorliegenden Arbeit und in bereits er-
wéahnten Untersuchungen trifft das entgegengesetzte Verhaltnis zu. Als Erklarung
waére anzunehmen, dass 1) die Freisetzung von NB1-positiven Neutrophilen aus dem
Knochenmark den Abzug durch das Endothel hindurch Ubersteigt; 2) eine oftmals auf
Intensivstationen durchgefuhrte arterielle Blutentnahme den ,neuen®, stark NB1-

exprimierenden Neutrophilenpool widerspiegelt im Gegensatz zu vendsen Blutent-
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nahmen nachdem vor allem NB1-exprimierende Granulozyten in postkapillaren
Venolen die Blutbahn verlie3en; 3) oder aber bei septischen Geschehen mit Erreger-
nachweis die Pathogene intravasal vorkommen, sodass NB1-positive Granulozyten

eher in der Blutbahn verbleiben.

* Interaktionspartner mit thrombozytarem PECAM-1

Aus der funktionellen Interaktion von NB1 mit endothelialem PECAM-1 liegt die
Schlussfolgerung auf eine gleichwertige Funktionsweise mit PECAM-1-Molekiilen der
Thrombozyten nahe. Thrombozyten Uben ebenfalls eine proinflammatorische Rolle
aus, indem sie an GefaBwande und auch an Neutrophile adharieren kénnen, diese
Uber sezernierte Mediatoren aktivieren und so das Neutrophilen-Recruitment zum Ort
des infizierten Gewebes begiinstigen®. Interessanterweise ergaben entsprechende
Versuchsanordnungen, dass NB1 weder bei der Aggregation zwischen Neutrophilen
und Thrombozyten noch bei der Neutrophilen-Transmigration zwischen adhérierten
Thrombozyten hindurch von Bedeutung ist*®. Interaktionen zwischen Plattchen und
Neutrophilen im Rahmen der Wirtsabwehr, die eine Adhé&sion zwischen den beiden
Zelltypen voraussetzen, ist demnach nicht durch Assoziation von NB1 mit Throm-
bozyten-PECAM-1 vermittelt.

» Phagozytose

NB1 vermittelt die Membranprasentation von PR3. Die Neutrophilen-spezifische Ser-
inprotease ist das Hauptautoantigen in ANCA-assoziierten Vaskulitiden wie der GPA
(ehemals M.Wegener) und spielt eine potentielle Rolle in der Pathogenese dieser
Autoimmunerkrankung’®. Daneben gibt es Hinweise, dass die enzymatische Aktivitét
von PR3 ebenfalls einen wesentlichen Faktor in der Neutrophilen-Transmigration
darstellt, da die Diapedese sowohl durch Anti-NB1-, PECAM-1-blockierende Antikor-
per als auch durch PR3-spezifische Inhibitoren herabgesetzt ist®®. Uberdies stellte
sich kurzlich heraus, dass membrangebundener Proteinase 3 auch die Funktion ei-
nes nicht-opsonierenden Phagozytoserezeptors bei bakteriellen Infektionen zu-
kommt®’. Dieser Prozess wird wahrscheinlich tiber die Aktivierung von PAR2 (Pro-
tease activated receptor 2) in Neutrophilen vermittelt. Die physiologische Assoziation
von NB1 und PR3 auf der Oberflache Neutrophiler Granuloztyen betont die Mdglich-

keit, dass NB1 in Prozesse der Phagozytose und Transmigration involviert ist.

« ,Don’t eat me* —Signal
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Maoglicherweise kann die Wirkung von PR3 als ,dont eat me® —Signal, welches die
Phagozytose der exprimierenden Zellen durch Makrophagen hemmt, auf seinen as-
soziierten Partner NB1 ubertragen werden®®. Damit wiirden NB1-positive Neutrophile
langer funktionell prasent sein als NB1-Negative. Zudem wurde berichtet, dass die
homophile Bindung von PECAM-1-Molekilen auf Makrophagen und Leukozyten
ebenso die phagozytische Aufnahme durch Makrophagen verhindert®™. Da NB1 ein
Bindungspartner von PECAM-1 ist, wird die These, wonach das Neutrophilen-
spezifische Antigen die Phagozytose verzdgert, bekraftigt. Damit wirde das NB1-
Glykoprotein die von neutrophilen Granulozyten ausgehende inflammatorische Reak-

tion potenzieren.

* Rolle wéahrend Fetalperiode und Schwangerschatft

Die Steigerung der NB1-Expression in der Schwangerschaft, in Granulozyten des
Nabelschnurbluts und bei Neugeborenen deutet auf eine gesonderte Stellung in der
fetalen Periode hin. Im Rahmen der NB1-vermittelten Adhéasion wird eine pathophy-
siologische Stellung bei der Praeklampsie und Thrombophilie in der Schwangerschaft

diskutiert®* 2.

* NB1 als Rezeptor
Neuere Daten deuten auf eine Rezeptorfunktion von NB1 hin. Zum einen vermittelt

NB1 als Rezeptor die Membranexpression von PR3, wodurch diese Neutrophilen-

71,100 anderer-

|50, 69, 70, 101

subpopulation durch PR3-ANCA und Priming aktiviert werden kann
seits verursachen Antikdrper gegen NB1 Immunneutropenien und TRAL
Indes bewirkt eine Interaktion von NB1 mit endothelialem PECAM-1 als komplemen-
tarer Rezeptor eine gesteigerte Adhasion von Neutrophilen am Endothel’’. Da NB1
per GPI-Verankerung in die Plasmamembran integriert ist und somit keine Trans-
membrandomane fir die Signaltransduktion aufweist, misste von einem NB1-PR3-
Signalkomplex ausgegangen werden. In der Tat wurde vor kurzem das [B-Integrin
Mac-1 (CD11b/ CD18) als funktioneller Rezeptor in diesem Signaltransduktionsweg
deklariert, dessen CD11b- und CD18-Ketten an der Degranulation und ROS-Bildung
NB1/PR3-positiver Neutrophilen bei Stimulation mit PR3-ANCA beteiligt sind. NB1
und Mac-1 interagieren dabei raumlich und in funktioneller Weise auf der Zellmemb-
ran. Zudem stellt sich heraus, dass NB1, Mac-1 und PR3 gemeinsam in sogenannten
Jlipid rafts“ der Neutrophilenmembran vorkommen, die eine hohe Lateralitat aufwei-

sen und Signalproteine dynamisch regulieren kénnen*%.
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Demzufolge ist NB1 in der Lage, als Rezeptor in einem Signalkomplex intrazellulare
Signalwege auszuldsen, die zur Aktivierung Neutrophiler Granulozyten fihren ein-
schliel3lich einer verbesserten Adhasion am aktivierten Endothel, der Degranulierung

und Bildung reaktiver Sauerstoffspezies.

* Proliferative Wirkung

Die CD177-Uberexpression und dessen pathophysiologische Rolle in myeloprolifera-
tiven Erkrankungen, die gleichzeitige Steigerung der Neutrophilenzahlen und der
NB1-Expression bei Sepsis, nach Gabe von G-CSF und in der Schwangerschatft er-
hebt die Annahme, dass NB1, &hnlich anderen Mitgliedern der Ly-6-Familie, eine
pro-proliferative Wirkung und Funktion in der Differenzierung hamatopoetischer Zel-
len aufweist’®*!%*. Da in der vorliegenden Arbeit nur gezeigt werden konnte, dass
eine erhohte Expression von NB1 bei septischen Infektionen vorliegt ohne eine
Ubersicht der Neutrophilenzahlen anhand eines Differentialbild zur Verfiigung zu stel-
len, kann die Studie nur als unterstitzender Anhalt fir die physiologische proliferative

Funktion von NB1 gelten.

* Verzdgerung der Apoptose Neutrophiler

Die Hypothese, dass NB1-positive Neutrophile durch eine verzégerte Induzierung der
Apoptose langer zur Verfigung stehen als NB1-Negative, wurde durch die Studien-
ergebnisse aufgestellt, die zeigen, dass mit Gabe von G-CSF die Apoptose Neutro-
philer gehemmt wird'®. Gleichsame Beobachtungen wurden von Mnjoyan et al. ge-
macht, die einen erhdhten Anteil nekrotischer Zellen unter der NB1l-negativen Sub-
population feststellten®®. Der erhhte Prozentsatz NB1-exprimierender Neutrophile
unter septischen Bedingungen kdnnte hierdurch begriindet werden. Allerdings konn-
te mit der bis dato vorliegenden Literatur kein konkreter physiologischer Zusammen-
hang zwischen dem NB1-Glykoprotein und der Apoptose von Neutrophilen nachge-

wiesen werden, sodass weitere Untersuchungen notwendig sind.

Da sich experimentell zeigte, dass NB1-exprimierende Neutrophile einen kompetiti-
ven Vorteil haben bei der Migration durch das Endothel gegentber NB1-negativen

Neutrophilen desselben Individuums’” 1%

, Wwirde man eine herabgesetzte Transmig-
rationsféahigkeit der Neutrophilen von Personen, die Uberhaupt kein NB1-Protein ex-
primieren, annehmen. Uberraschenderweise konnte bei Neutrophilen dieser Non-
Exprimierer kein Transmigrationsdefekt nachgewiesen werden, sodass Kompensati-

onsmechanismen fiir entsprechende NB1-Interaktionen existieren miissen®.
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4.6 Klinische Bedeutung und Implikationen

Die oben ausfuhrlich diskutierten Befunde zeigen, dass NB1 eine Potenzierung der
inflammatorischen Immunantwort bewirken kann.

NB1 kann potentiell zu einer immunkompetenten Abwehr gegen bakterielle Erreger
beitragen, auf der anderen Seite aber auch die Gegenregulation und Auflésung einer
proinflammatorische Situation herabsetzen. In der vorliegenden Arbeit zeigen Patien-
ten mit einem Prozentsatz von uber 70% NB1-positiven Neutrophilen einen hoheren
Anteil Nierenersatzverfahrens- und Beatmungspflichtiger. Zudem zeigt sich eine Kor-
relation von CRP und der mittleren Fluoreszenzintensitat. Daneben findet sich eine
Korrelation zwischen der Dynamik der NB1-Expression und dem klinischem Verlauf.
Letztendlich stellt sich jedoch kein Unterschied in der Mortalitat der Patienten dar.

Die erfassten klinischen Werte lassen infolge der multiplen Einflussfaktoren und He-
terogenitat der Patientenkohorte keine unmittelbare Erkenntnis hinsichtlich einer phy-
siologischen Funktion von NB1 zu.

Mit der nicht endgultig identifizierten physiologischen Rolle des Neutrophilen-
spezifischen Antigens NBL1 ist es daher nicht zweckmafiig, spezielle medikamentdse
Therapien fur den Klinikalltag zu entwickeln, die etwa als Agonist oder Inhibitor in die
Mechanismen der NB1-Interaktionen eingreifen.

Auch als diagnostischer Marker fur eine schwere bakterielle Infektion oder Sepsis
erscheint NB1 als wenig sinnvoll, da eine Erhdéhung des Anteils NB1-positiver
Neutrophile durch G-CSF-Einfluss erst mit einigen Tagen Verzdégerung einsetzt®’.
Zudem setzt ein vergleichender Anstieg der NB1-Expression einen bereits bekannten
Ausgangswert fur den Anteil NB1-positiver Neutrophile mit dazugehdériger Fluores-
zenzintensitat fir den Patienten im gesunden Zustand voraus. Im Verhaltnis zum
Nutzen ware eine solche generelle Typisierung vieler Personen aus technischer und
monetarer Sicht zu aufwendig.

Im Gegensatz dazu konnten mehrmalige Uberprifungen der NB1-Expression zur
Verlaufs- und Therapiekontrolle einer schweren, systemischen Infektion in Ergan-
zung zu Routineparametern dienen. Voraussetzung fur die Bestimmung von NB1 in
der klinischen Routine sind etablierte und vereinfachte Messverfahren und die Ent-
wicklung von Richtwerten.

Die zugrundelegenden Mechanismen der in dieser Arbeit dargestellter dynamischen
Regulation der NB1 Expression sollten in weiteren Untersuchungen néher untersucht

werden.
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