
 
DISSERTATION 

 
 

Charakterisierung von neutrophilen Granulozyten und Neutro-
phil Extracellular Traps (NETs) bei Granulomatose mit Polyan-

giitis (GPA) 
Characterization of neutrophil granulocytes and Neutrophil Ex-

tracellular Traps (NETs) in Granulomatosis with polyangiitis 
(GPA)  

 
 

zur Erlangung des akademischen Grades  
Doctor medicinae (Dr. med.) 

 
 
 

vorgelegt der Medizinischen Fakultät  
Charité – Universitätsmedizin Berlin 

 
 
 

von  
 
 

Spyridon Lipka 
 
 
 
 
 

Erstbetreuung: PD Dr. med. Tobias Alexander 
 
 
Datum der Promotion: 30.06.2024 

 



 

 

 

 



 i 

Inhaltsverzeichnis 

Tabellenverzeichnis ........................................................................................................ iii 

Abbildungsverzeichnis .................................................................................................... iv 

Abkürzungsverzeichnis .................................................................................................... v 

Zusammenfassung ........................................................................................................... 1 

1 Einleitung .................................................................................................................. 5 

1.1  Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) .............................................................. 5 

1.2  Pathophysiologie der GPA ................................................................................. 6 

1.2.1  Beitrag des angeborenen Immunsystems .................................................. 6 

1.2.2  Beitrag der B-Zellen als Teil des adaptiven Immunsystems ....................... 8 

1.3  Fragestellung ..................................................................................................... 9 

2 Methodik ................................................................................................................. 10 

2.1  Material ............................................................................................................ 10 

2.2  Patientenpopulation ......................................................................................... 14 

2.3  Zellpräparation ................................................................................................. 15 

2.4  Durchflusszytometrie ....................................................................................... 15 

2.5  NETosis Assay ................................................................................................ 18 

2.6  NET-ELISA ...................................................................................................... 18 

2.7  DNAse1-Assay ................................................................................................ 19 

2.8  Anti-Proteinase-3-ELISA .................................................................................. 19 

2.9  Statistische Analyse ......................................................................................... 19 

3. Ergebnisse .............................................................................................................. 20 

3.1  Phänotypisierung der Zellen ............................................................................ 20 

3.1.1  Untersuchung der absoluten Zellzahlen im Blut ....................................... 20 

3.1.2  Phänotypisierung der NDGs und LDGs .................................................... 22 

3.1.3  Aktivierte dendritische Zellen und erhöhte Level von zirkulierenden 

Plasmablasten in GPA und SLE ............................................................................. 24 



 ii 

3.2  NETose-Kapazität von NDGs und direkte NET-Quantifizierung im Blut .......... 25 

3.4  Degradierung induzierter NETs durch Patientenserum ................................... 27 

3.5  Korrelationen ................................................................................................... 27 

4. Diskussion ............................................................................................................... 30 

4.1  Zusammenfassung .......................................................................................... 30 

4.2  Phänotypisierung von Low Density Granulocytes (LDGs) ............................... 30 

4.3  Rolle von NETs in der Immunpathogenese von GPA ...................................... 31 

4.4  Rolle von mDCs und B-Zellen ......................................................................... 32 

4.5  Limitationen ..................................................................................................... 33 

4.6  Conclusio und Ausblick .................................................................................... 34 

Literaturverzeichnis ........................................................................................................ 36 

Eidesstattliche Versicherung .......................................................................................... 47 

Anteilserklärung an den erfolgten Publikationen ............................................................ 48 

Druckexemplar(e) der Publikation(en) ........................................................................... 50 

Lebenslauf ...................................................................................................................... 70 

Komplette Publikationsliste ............................................................................................ 71 

Danksagung ................................................................................................................... 72 

 

 

 



Tabellenverzeichnis iii 

Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1: Chemikalien S. 10 

Tabelle 2: Pufferlösung und Medien S. 10 

Tabelle 3: FACS-Antikörper S. 11 

Tabelle 4: IFA-Primärantikörper S. 12 

Tabelle 5: IFA-Sekundärantikörper S. 12 

Tabelle 6: Enzyme S. 12 

Tabelle 7: Kits S. 13 

Tabelle 8: Weitere Materialien S. 13 

Tabelle 9: Geräte  S. 14 

Tabelle 10: Software-Programme S. 14 

Tabelle 11: Cell-Count-Panel S. 16 

Tabelle 12: Neutrophilen-Panel S. 16 

Tabelle 13: B-Zell-Panel S. 17 

Tabelle 14: DC-Panel S. 17 

Tabelle 15: Cell Count S. 21 

Tabelle 16: Monozyten, Dendritische Zellen, B-Zellen S. 24 

 

  



Abbildungsverzeichnis iv 

Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1: Neutrophil Extracellular Traps ..................................................................... 8 

Abbildung 2: Quantifizierung von LDGs ......................................................................... 21 

Abbildung 3: Quantifizierung von NDGs ........................................................................ 21 

Abbildung 4: Phänotypische Analyse von LDGs und NDGs .......................................... 23 

Abbildung 5: Quantifizierung von NET-Produktion in vitro ............................................. 26 

Abbildung 6: Quantifizierung von NETs isoliert aus peripherem Blut und DNAse1 assay

 ....................................................................................................................................... 27 

Abbildung 7: Korrelationen ............................................................................................. 29 

 

 



Abkürzungsverzeichnis v 

Abkürzungsverzeichnis 

AAV   ANCA-assoziierte Vaskulitiden 

AK   Antikörper 

ANCA   Anti-neutrophile zytoplasmatische Antikörper 

BVAS   Birmingham Vasculitis Activity Score 

DC   Dendritic cell (dendritische Zelle) 

mDC   myeloide dendritische Zelle 

pDC   plasmazytoide dendritische Zelle 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

GPA   Granulomatose mit Polyangiitis 

HD   Healthy donors (Gesunde Kontrollen) 

LDG   Low Density Granulocytes 

NDG   Normal Density Granulocytes 

NE   Neutrophile Elastase 

NETs   Neutrophil extracellular traps 

PBMCs peripheral blood mononuclear cells (mononukleäre Zellen des pe-

ripheren Blutes) 

RT Raumtemperatur 

SLE   Systemischer Lupus erythematodes 

 

 



Zusammenfassung 1 

Zusammenfassung 

Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) ist eine chronische Autoimmunerkrankung, die 

durch eine Entzündung der kleinen Blutgefäße gekennzeichnet ist und mit Bildung von 

Granulomen in vielen verschiedenen Organsystemen assoziiert ist, einschließlich der 

Lunge und der Nieren. Kennzeichnend für diese Krankheit sind anti-neutrophile zytoplas-

matische Antikörper (ANCAs), die in den meisten Fällen gegen das Antigen Proteinase-

3 (PR3) gerichtet sind. Die genaue Ursache der GPA ist noch nicht vollständig geklärt 

und die zugrunde liegende Immunpathogenese noch nicht vollständig verstanden, aber 

viele Mechanismen des angeborenen sowie des adaptiven Immunsystems scheinen, 

eine wichtige Rolle zu spielen. In den letzten Jahren ist die Rolle von Neutrophil Extracel-

lular Traps (NETs) in den Fokus der Forschung gerückt. NETs sind netzartige Strukturen, 

die aus einem DNA-Gerüst bestehen und verschiedene Proteine, wie Neutrophile 

Elastase (NE) und Myeloperoxidase (MPO), enthalten. Neutrophile Granulozyten wurden 

als Quelle dieser NETs identifiziert. Sobald sie auf Bakterien treffen, setzen Granulozyten 

NETs frei, um die Infektion zu bekämpfen. DNAse1, eine Endonuklease im Blutserum, ist 

u.a. für den Abbau dieser NETs verantwortlich. In einer Vielzahl von verschiedenen 

Krankheiten, einschließlich maligner Erkrankungen, Infektionen und Autoimmunerkran-

kungen, konnte gezeigt werden, dass eine Untergruppe von Neutrophilen, die sog. Low 

Density Granulocytes (LDGs), eine entscheidende Rolle bei der fehlregulierten NETs-

Produktion spielt.  

Ziel dieser Studie war, die Rolle von neutrophilen Granulozyten und NETs in der Entwick-

lung von GPA eingehender zu untersuchen. Wir haben daher zunächst die Oberflächen-

marker von Neutrophilen und anderen Immunzellen mittels FACS charakterisiert und ihre 

Fähigkeit zur Produktion von NETs untersucht sowie die Menge von NETs im Blutplasma 

mittels ELISA gemessen. Zusätzlich wurde die Fähigkeit von Patientenserum zur Degra-

dation von NETs mit Hilfe eines DNAse-Assay quantifiziert, der auf der Fluoreszenzab-

nahme von PicoGreenTM basiert. 

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Patienten mit GPA im Vergleich zu gesunden Spendern 

(HD) deutlich erhöhte Anzahl von LDGs im peripheren Blut aufwiesen. Diese LDGs zeig-

ten einen stärker aktivierten und unreifen Phänotyp verglichen mit gesunden Kontrollen. 

Die Kapazität von Neutrophilen zur Freisetzung von NETs und die Menge zirkulierender 
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NETs im Blut war vergleichbar mit denen gesunder Spender. Allerdings war die Degra-

dation von NETs in vitro bei GPA-Patienten signifikant eingeschränkt, was mit klinischen 

und serologischen Aktivitätsmarkern korrelierte. Zusätzlich konnten wir eine Aktivierung 

von myeloiden dendritischen Zellen (mDCs) mit erhöhter Expression von OX40L und er-

höhte Frequenzen zirkulierender Plasmablasten feststellen, was darauf hinweist, dass 

verschiedene Zelltypen zur Pathogenese von GPA beitragen.  

Zusammenfassend deuten unsere Daten darauf hin, dass neutrophile Granulozyten und 

NETs an der Pathogenese von GPA beteiligt sind. LDGs waren in erhöhter Frequenz im 

peripheren Blut nachweisbar und wiesen einen unreifen und aktivierten Phänotyp auf. 

Obwohl zirkulierende NETs bei GPA nicht erhöht nachweisbar waren, konnte eine einge-

schränkte Degradierung von NETs nachgewiesen werden. Da NETs spezifische Zielan-

tigene bei GPA enthalten, z.B. PR3, NE oder MPO, könnte eine Exposition von NETs 

eine Quelle von Autoantigenen darstellen, die mit der Produktion von Autoantikörpern 

verbunden sein könnte. 
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Abstract 

Granulomatosis with polyangiitis (GPA) is a chronic autoimmune disease characterized 

by inflammation of the small vessels and associated with the formation of granulomas in 

many different organ systems, including the lung and kidneys. Hallmark of this disease 

are anti-neutrophil cytoplasmatic antibodies (ANCAs), in most cases against the antigen 

Proteinase-3 (PR3). The exact cause of GPA is not yet fully understood and the underly-

ing immunopathogenesis is still unclear, but it appears that many mechanisms from both 

the innate and the adaptive immune system play an important role. In recent years the 

role of Neutrophil Extracellular Traps (NETs) has gained attention. These NETs are web-

like structures composed of a DNA-scaffold and containing different proteins such as 

neutrophil elastase (NE) and myeloperoxidase (MPO). Neutrophil granulocytes have 

been identified as the source of these NETs. Once they encounter bacteria granulocytes 

extrude NETs to combat the infection. DNAse1, an endonuclease found in the blood se-

rum, is i.a. responsible for the degradation of NETs. In a variety of different diseases, 

including malignancies, infectious and autoimmune diseases, one subset of neutrophils, 

the Low Density Granulocytes (LDGs), has been shown to play a vital role in the dysreg-

ulated production of NETs.  

In this study we aimed to examine further the role of neutrophil granulocytes and NETs 

in the development of GPA. Therefore, we identified the surface markers of neutrophils 

using FACS. We also examined the ability of neutrophils to produce NETs and investi-

gated the level of NETs directly in the blood plasma of patients using an ELISA. The NET-

degradation ability of patient sera was also quantified by using a DNAse-Assay, based 

on the quenching of PicoGreenTM.  

Our research shows that individuals with GPA had notably elevated levels of LDGs in 

peripheral blood when compared to healthy donors (HD). These LDGs showed a more 

activated and immature phenotype. The capacity of neutrophils to produce NETs and the 

amount of circulating NETs in the bloodstream were comparable to those of healthy do-

nors. However, the degradation of NETs in vitro in GPA-patients was significantly im-

paired and this correlated with clinical and serological markers. Additionally, we could 

show an activation of myeloid dendritic cells (mDCs) with an elevated expression of 

OX40L and higher frequencies of circulating plasmablasts, indicating that different cell 

types contribute to pathogenesis of GPA. 
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In summary, our data support the notion of neutrophil granulocytes and NETs contributing 

to the pathogenesis of GPA. LDGs were detectable in increased frequency in peripheral 

blood and exhibited an immature and activated phenotype. Although circulating NETs 

were not significantly increased in GPA, a limited degradation of NETs could be demon-

strated. Since NETs contain specific target antigens in GPA, such as PR3, NE, or MPO, 

exposure to NETs could represent a source of autoantigens that may be associated with 

the production of autoantibodies. 
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1 Einleitung 

1.1  Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) 

Die Granulomatose mit Polyangiitis (GPA), früher auch als Morbus Wegener bekannt, ist 

eine Vaskulitis der kleinen und mittleren Blutgefäße (1). Diese Autoimmunerkrankung ge-

hört zur Gruppe der ANCA-assoziierten Vaskulitiden (AAVs), die zurzeit anhand der 

EULAR/ACR-Klassifikationskriterien in drei große Gruppen eingeteilt werden: die Gra-

nulomatose mit Polyangiitis (GPA), die Mikroskopische Polyangiitis (MPA) und die Eo-

sinophile Granulomatose mit Polyangiitis (EGPA) (2). In Deutschland beträgt die Prä-

valenz für AAV ca. 150/Mio (für GPA ca. 58-98/Mio) und die Inzidenz ca. 12/Mio (für GPA 

ca. 6-12/Mio) (3, 4).  

Charakteristisches Merkmal von AAVs ist die Produktion sog. antineutrophiler zytoplas-

matischer Antikörper (ANCA) (5). Bei GPA sind diese fast ausschließlich gegen das An-

tigen Proteinase-3 (PR3), eine Serinprotease in den Granula der neutrophilen Granulozy-

ten (6), gerichtet (5, 7). Ein weiteres Zielantigen ist die Myeloperoxidase (MPO), eine 

Peroxidase in neutrophilen Granulozyten und Monozyten, welche an der Produktion von 

ROS (reactive oxygen species) beteiligt ist und somit einen wichtigen Beitrag zur Be-

kämpfung von Bakterien leistet (8). Erhöhte MPO-ANCA-Titer können nicht nur bei GPA, 

sondern auch bei MPA nachgewiesen werden (7).  

Wie bei allen AAVs können auch bei GPA verschiedene Organe betroffen sein, v.a. die 

oberen und unteren Atemwege (u.a. blutiger Schnupfen, nasale Ulzera, Knorpelbeteili-

gung des Nasenseptums) sowie die Nieren (9). Der Befall verschiedener Organsysteme 

trägt zu einem variablen Krankheitsbild bei. Die Mortalität ist trotz der Einführung von 

Biologika und anderer zielgerichteter Therapien gegenüber der Normalbevölkerung im-

mer noch erhöht (3, 10, 11). Eine gefürchtete Komplikation stellt vor allem die rasch pro-

grediente Glomerulonephritis (RPGN für rapidly progressive glomerulonephritis) dar, die 

zu einem terminalen Nierenversagen führen kann (12, 13, 14).  

Im Verlauf der GPA kommt es zur Bildung von Granulomen, die aus einer Ansammlung 

von entzündlichen Zellen wie Makrophagen und Lymphozyten bestehen (1, 15). Die The-

rapie der AAVs fußt auf einer Behandlungsstrategie mit Immunsuppressiva und immun-

modulierenden Substanzen (z.B. Cyclophosphamid oder Rituximab) (16, 17). 
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1.2  Pathophysiologie der GPA 

Die pathophysiologischen Mechanismen, die der GPA zugrunde liegen, sind noch nicht 

vollständig aufgeklärt. Mehrere Mechanismen werden diskutiert, wobei sowohl Kompo-

nenten des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems beteiligt sind (18). Dabei 

scheinen neutrophile Granulozyten eine zentrale Rolle in der Dysregulation des Immun-

systems bei Patient:innen mit GPA zu spielen (18). Es handelt sich hierbei um weiße 

Blutkörperchen, die normalerweise dazu beitragen, Infektionen zu bekämpfen, indem sie 

Krankheitserreger auf verschiedene Weisen angreifen und eliminieren (19). Außerdem 

scheinen die B-Lymphozyten, als Teil des adaptiven Immunsystems, einen wichtigen Bei-

trag zur Pathogenese der GPA zu leisten (20, 21, 22). 

1.2.1  Beitrag des angeborenen Immunsystems 

Die Neutrophilen als Teil des angeborenen Immunsystems verfügen über eine Reihe von 

unterschiedlichen Bekämpfungsmechanismen, u.a. Apoptose, Nekrose, Pyroptose, Au-

tophagie und NETose (19, 23, 24). Im Rahmen der GPA scheint allerdings die Produktion 

von Neutrophil Extracellular Traps, sog. NETs, eine herausragende Rolle zu spielen (18). 

NETs sind Netze aus DNA, Histonen und Protein, die von neutrophilen Granulozyten frei-

gesetzt werden (24, 25) (vgl. Abbildung 1). Verschiedene Proteine sind Bestandteile die-

ser NETs, u.a. PR3 und MPO (26). Wenn neutrophile Granulozyten mit einem potenziel-

len Krankheitserreger in Kontakt kommen, können sie während eines als NETose be-

zeichneten Prozesses ihre DNA-Stränge und antimikrobiellen Proteine in die Umgebung 

abgeben (24, 27, 28). Immunkomplexe können auch die Produktion von NETs stimulieren 

(29). Für den Abbau der NETs ist die extrazelluläre Endonuklease DNAse1 verantwort-

lich, die sich im Serum befindet (30).  

In den letzten Jahren rückte außerdem eine neue Subgruppe von neutrophilen Gra-

nulozyten in den Fokus, die Low Density Granulocytes (LDGs). Diese weisen eine gerin-

gere Dichte im Vergleich zu den Normal Density Granulocytes (NDGs) auf und werden 

aus der PBMC-Schicht (peripheral blood mononuclear cells) nach Blutzentrifugation auf 

einem Ficoll-Gradienten isoliert (31). Sie scheinen eine wichtige Rolle in der Pathogenese 

verschiedener Erkrankungen, z.B. Infektionen (32, 33) sowie Autoimmunerkrankungen, 

wie dem systemischen Lupus erythematodes (SLE) (34) und der Multiplen Sklerose (35), 

zu spielen. Auch im Rahmen von AAVs wurden sie schon beschrieben (36). Abhängig 

von der untersuchten Krankheit zeichnen sie sich durch einen aktivierten Phänotyp aus 
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(34, 36, 37). Es konnte zudem gezeigt werden, dass LDGs von Patient:innen mit SLE 

und GPA vermehrt NETs produzieren (36, 38) und einen unreifen Phänotyp besitzen (37, 

39, 40, 41). Die Gruppe der LDGs ist allerdings nicht abschließend definiert und ihre Rolle 

bei der Entstehung von Krankheiten nicht abschließend geklärt (42). NETs von AAV-Be-

troffenen konnten außerdem in den Entzündungsherden verschiedener Organe, wie 

Niere (43) und Haut (44), nachgewiesen werden. 

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass NETs von Makrophagen internalisiert wer-

den (45) und dendritische Zellen über TLR7 und TLR9 aktivieren (46), was zu einer er-

höhten Produktion von Interferon-alpha (IFN-a) (47), u.a. bei SLE, führt (48). Dendritische 

Zellen (DCs) sind Immunzellen, welche in der Lage sind, Antigene aufzunehmen, zu ver-

arbeiten und auf ihrer Oberfläche zu präsentieren (49). Zwei wichtige Gruppen sind die 

plasmazytoiden DCs (pDCs) und die myeloiden DCs (mDCs) (50). Die pDCs exprimieren 

das Molekül CD123 (51) und sind bekannt für ihre Fähigkeit, große Mengen an Typ I 

Interferonen zu produzieren (52, 53), auch im Rahmen von Autoimmunerkrankungen 

(54). Insbesondere beim SLE ist eine erhöhte Produktion von IFN-a bekannt. Diese IFN-

a produzierenden pDCs sind in der Lage, eine Entzündungsreaktion im Körper auszulö-

sen und Autoantikörperproduktion zu fördern (55, 56, 57).  

Die mDCs exprimieren das Molekül CD11c und MHC-II-Komplexe (58, 59, 60). Sie stellen 

ein wichtiges Bindeglied zwischen dem angeborenen und adaptiven Immunsystem dar, 

indem sie T-Lymphozyten aktivieren können (60). Diese T-Lymphozyten produzieren da-

raufhin Interferon-gamma (IFN-g) (61). Außerdem induzierten Immunkomplexe beste-

hend aus RNA, welche vermehrt in NETs vorkamen, die Expression von OX40L auf 

mDCs in SLE (62). Die Beimpfung von gesunden Mäusen mit NET-geladenen mDCs 

resultierte in einer PR3- und MPO-ANCA-Produktion (44). 
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Abbildung 1: Neutrophil Extracellular Traps. Neutrophile Granulozyten nach Stimulation mit 
PMA setzen Neutrophil Extracellular Traps (NETs) frei.  

Quelle: eigene Darstellung 

1.2.2  Beitrag der B-Zellen als Teil des adaptiven Immunsystems 

B-Lymphozyten und Plasmablasten spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung von 

Autoimmunerkrankungen, u.a. durch die Produktion von Autoantikörpern und weiterer 

Mediatoren (63, 64). B-Lymphozyten sind spezialisierte Zellen des Immunsystems, die in 

der Lage sind, spezifische Antigene zu erkennen und nach Differenzierung in Plasmazel-

len Antikörper zu produzieren, um diese zu bekämpfen (65). 

Plasmablasten sind kurzlebige Plasmazellen, die aus B-Lymphozyten entstehen und 

große Mengen an Antikörpern produzieren können (66). Sie spielen eine wichtige Rolle 

bei der Immunantwort, können aber auch im Rahmen von Autoimmunerkrankungen Au-

toantikörper produzieren, was zu Entzündungen und Gewebeschäden führen kann (67, 

68).  

In der Pathogenese der GPA konnte die Rolle von B-Lymphozyten nachgewiesen werden 

(69, 70, 71, 72). Ein wichtiger Pathomechanismus ist die Produktion von Autoantikörpern 

(ANCAs) gegen die Antigene Proteinase-3 (PR3) oder Myeloperoxidase (MPO) (73). Die 

Bindung von ANCA an die entsprechenden Antigene kann zu einer Aktivierung von 

neutrophilen Granulozyten und der Freisetzung von NETs führen (43, 74, 75). Es konnte 

allerdings auch gezeigt werden, dass DNA-Sequenzen die Produktion von ANCAs zur 

Folge haben kann (73). 
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Somit scheinen NETs ein gemeinsames Bindeglied zwischen den neutrophilen Gra-

nulozyten und den B-Zellen – zwischen dem angeborenen und adaptiven Immunsystem 

– darzustellen.  

1.3  Fragestellung 

Trotz der vielen Erkenntnisse ist die Rolle der einzelnen Zelltypen und Mechanismen, 

welche zur Entstehung der GPA beitragen, nicht abschließend geklärt. Ein Problem in 

der schon publizierten Literatur liegt häufig in der mangelhaften Unterscheidung zwischen 

GPA und AAVs – ein Begriff, unter den mehrere Krankheitsentitäten fallen. Diese Arbeit 

beschränkt sich deshalb auf eine definierte Krankheit (Granulomatose mit Polyangiitis). 

Gleichzeitig wurde versucht die unterschiedlichen Eigenschaften von NDGs und LDGs 

und ihren Beitrag in der Immunpathogenese zu beleuchten. Ausgehend von den oben 

angeführten Überlegungen zu dem vielschichtigen Beitrag sowohl des angeborenen 

(Neutrophile Granulozyten, dendritische Zellen, NETs) wie auch des adaptiven Immun-

systems (B-Zellen) wurden folgende Ziele für diese Arbeit formuliert: 

1. Die Phänotypisierung folgender Immunzellen: NDGs, LDGs, DCs und B-Zellen. 

2. Ausgehend vom Konzept der NETose, als potentielle Antigenquelle für die diag-

nostisch wichtigen ANCAs: die Quantifizierung von NETs direkt aus dem Plasma 

erkrankter Personen.  

3. Die Untersuchung der NETose-Kapazität neutrophiler Granulozyten, frisch isoliert 

aus dem Vollblut. 

4. Die Kapazität des Serums erkrankter Personen, die NETs abzubauen. 

Als Kontrollgruppe dienten dabei gesunde Personen. Als zweite Vergleichsgruppe wur-

den Personen herangezogen, die an SLE litten.  
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2 Methodik 

2.1  Material 

Tabelle 1: Chemikalien 

Chemikalie Firma 

4‘, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) Thermo Fisher Scientific 

ABTS Merck 

DMSO Sigma-Aldrich 

Ethanol Merck 

FcR blocking reagent, human Miltenyi Biotec 

eBioscience™ 1-step Fix/Lyse Solution (10X) Invitrogen 

Histopaque® 1119 Sigma-Aldrich 

Hoechst 33342 (Verdünnung 1:500) Thermo Fisher Scientific 

HSA, GibcoTM Thermo Fisher Scientific 

PFA (Paraformaldehyd) Sigma-Aldrich 

PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) Sigma-Aldrich 

Percoll® Cytiva 

Tween-20 Sigma-Aldrich 

Eigene Darstellung 

Tabelle 2: Pufferlösung und Medien 

Pufferlösungen Bestandteile 

ELISA wash buffer PBS, 0.05 % Tween-20 

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-

ethansulfonsäure (Merck) 

IFA blocking buffer PBS, 3 % (v/v) donkey serum, 3 % (v/v) cold 

water fish gelatine, 1 % (w/v) BSA , 0,5 % 

Tween 20 (v/v) 
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IFA Medium RMPI 1640 Medium (without phenol red), 

10mM Hepes, 0,2 % HAS 

IFA permeation buffer PBS, 0,5 % TritonX-100 

MACS buffer PBS, 0,2 % (w/v) HSA, 5 mM EDTA 

PBS Dulbecco's PBS (Thermo Fisher) 

RMPI 1640 Medium (without phenol red) Thermo Fisher Scientific 

Eigene Darstellung 

Tabelle 3: FACS-Antikörper 

Antikörper Fluorochrom Klon Verdünnung Firma 

CD3 APC-Vio770  BW264/56 1:50 Miltenyi Biotec 

CD3 PerCP BW264/56 1:50 Miltenyi Biotec 

CD4 VioBlue REA623 1:50 Miltenyi Biotec 

CD8 PE REA734 1:50 Miltenyi Biotec 

CD10 PerCP-Cy5.5 HI10a 25μg/mL BD Pharmingen 

CD11c VioBlue  MJ4-27G12 1:50 Miltenyi Biotec 

CD14 APC-Vio770  TÜK4 1:50 Miltenyi Biotec 

CD14 FITC TÜK4 1:50 Miltenyi Biotec 

CD15 PE-Vio770  VIMC6 1:50 Miltenyi Biotec 

CD16 VioGreen  REA423 1:50 Miltenyi Biotec 

CD19 APC  REA675 1:50 Miltenyi Biotec 

CD19 APC-Vio770 REA675 1:50 Miltenyi Biotec 

CD19 VioBlue REA675 1:50 Miltenyi Biotec 

CD20 PE-Vio770  REA780 1:50 Miltenyi Biotec 

CD24 PerCP-Vio700  REA832 1:50 Miltenyi Biotec 

CD27 PE  M-T271 1:50 Miltenyi Biotec 

CD33 FITC  REA775 1:50 Miltenyi Biotec 

CD38 APC  IB6 1:50 Miltenyi Biotec 
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CD45 FITC  REA747 1:50 Miltenyi Biotec 

CD56 APC-Vio770 REA196 1:50 Miltenyi Biotec 

CD56 PE-Vio770 REA196 1:50 Miltenyi Biotec 

CD62L VioBlue  145/15 1:50 Miltenyi Biotec 

CD63 PE  REA1055 1:50 Miltenyi Biotec 

CD66b APC  REA306 1:50 Miltenyi Biotec 

CD123 PerCP/Cy5.5 6H6 5μl/Test Biolegend 

CD252/OX40L APC 159403 10μl/Test R&D Systems™ 

HLA-DR VioGreen  REA805 1:50 Miltenyi Biotec 

Anti-FCeRIa APC-Vio770 CRA1 1:50 Miltenyi Biotec 

IgD FITC  IgD26 1:11 Miltenyi Biotec 

Siglec-1 PE 7-239 5μl/Test Biolegend 

Eigene Darstellung 

Tabelle 4: IFA-Primärantikörper 

Primärantikörper Herkunft Verdünnung Firma 

anti-PL2-3 mouse 1:200 Made in house 

anti-NE rabbit 1:500 Calbiochem 

Eigene Darstellung 

Tabelle 5: IFA-Sekundärantikörper 

Sekundärantikörper Herkunft Fluorochrom Verdünnung Firma 

Anti-mouse Alexa568 goat Alexa Fluor 

568 

1:400 Thermo Fisher Sci-

entific 

Anti-mouse Alexa488 goat Alexa Fluor 

488 

1:400 Thermo Fisher Sci-

entific 

Eigene Darstellung 

Tabelle 6: Enzyme 

Enzym Firma 

DNAse1 New England Biolabs  
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DNAse1 reaction buffer  New England Biolabs  

Eigene Darstellung 

Tabelle 7: Kits 

Kit Firma 

Quant-iTTM PicoGreenTM dsDNA Assay-Kit  Thermo Fisher Scientific 

Elastase, Human, ELISA Kit HycultBiotech 

Cell Death Detection ELISAPLUS Roche 

Eigene Darstellung 

Tabelle 8: Weitere Materialien 

Material Firma 

24-Well-Platen Sarstedt 

96-Well-Platen Sarstedt 

Cover glasses 13 mm Thermo Fisher Scientific 

Eppendorfgefäße Eppendorf 

FACS tubes BD 

Falcons (50ml, 15ml) Corning 

Microscope slide Marienfeld 

Vacuette® Plasma K3EDTA (3 ml) greiner bio-one 

Vacuette® Lithium Heparin (9 ml) greiner bio-one 

Vacuette® Serum (5 ml) greiner bio-one 

Pipetten Eppendorf 

Pipettenspitzen 10 μl Thermo Fischer Scientific 

Pipettenspitzen 200 μl Corning 

Pipettenspitzen 1000 μl Corning 

TrucountTM tubes  BD Biosciences 

Vacuette® Sicherheitsblutentnahmeset greiner bio-one 

Eigene Darstellung 
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Tabelle 9: Geräte 

Gerät Firma 

Casy Cell Counter OMNI Life Science 

Centrifuge 5415D Eppendorf 

EVOS FL Auto2 Thermo Fisher Scientific 

MACS Quant Miltenyi Biotec 

Multifuge 3S-R Thermo Fisher Scientific 

NanoDrop2000 Thermo Fisher Scientific 

Sonopuls Sonicator Bandelin 

Versa Max microplate readerTM Molecular devices 

Victor X Light Luminescence Reader  Perkin Elmer 

Eigene Darstellung 

Tabelle 10: Software-Programme 

Name Version Firma 

GraphPad PRISM 8.0.2 GraphPad Software  

MACS Quantify 2.11 Miltenyi Biotec  

FlowJo 10.6.1 FlowJo 

ImageJ 1.52c National Institute of Health, USA  

Eigene Darstellung 

2.2  Patientenpopulation 

Zum Zwecke dieser Studie wurden 21 gesunde Kontrollen, 21 Patient:innen mit SLE und 

12 Patient:innen mit GPA rekrutiert. Nach ausführlicher Aufklärung wurde jeder einzelnen 

Person ca. 50 ml Vollblut abgenommen (5 x Heparin-, 1 x EDTA-Plasma-, 1 x Serum-

röhrchen). Die Patient:innen wurden aus der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Rheu-

matologie und Klinische Immunologie sowie der Rheumatologischen Fachambulanz re-

krutiert. Angaben zum Patientenkollektiv (u.a. Alter, Geschlecht, Symptome und medika-

mentöse Behandlung) sind in (76), Table 1, S. 3 beschrieben. 
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2.3  Zellpräparation  

Die Gewinnung der einzelnen Zellpopulationen (neutrophile Granulozyten, B- und T-Lym-

phozyten, dendritische und NK-Zellen) folgte einem in der Literatur bekannten Separati-

onsprotokoll (77, 78). Dabei wurde das Vollblut aus Heparinröhrchen auf Histopaque® 

1119 in einem Verhältnis von 1 zu 1 geschichtet und bei 800 g für 20 min zentrifugiert. 

Histopaque® 1119 ist ein von der Firma Sigma-Aldrich produziertes steriles, endotoxin-

geprüftes Medium mit einer Dichte von 1,119 g/mL, welches aus Polysaccharose und 

Natriumditrizoat besteht (79). Nach der Auftrennung in verschiedene Zellschichten wurde 

das Plasma (oberste Schicht) entsorgt. Die nachfolgenden Schichten der Neutrophilen 

und der PBMCs wurden getrennt und in gesonderten Falcons aufbewahrt. Es folgte ein 

Waschschritt mit DPBS, einem Waschpuffer bestehend aus sterilem PBS (phosphatge-

pufferte Salzlösung) und 0.2 % Humanalbuminserum. Nach einem zusätzlichen Zentrifu-

gationsschritt (bei 300g für 10 min) wurden die PBMCs in 20 ml DPBS resuspendiert, 

deren Anzahl mit Hilfe des CASY cell counters (OMNI Life Science) bestimmt wurde. Die 

Neutrophilen wurden nach dem Waschen mit DPBS zusätzlich mittels einer Dichtegradi-

entenzentrifugation gereinigt. Für die Erstellung der Dichtegradienten wurde Percoll®, ein 

Medium aus Kieselpartikeln und nicht-dialysierbarem Polyvinylpyrrolidon, von der Firma 

Cytiva verwendet (80). Nach Durchführung der Gradientenzentrifugation (bei 800g für 20 

min) wurde die wolkige Schicht mit den Neutrophilen separiert und mit DPBS abermals 

gewaschen. Schließlich wurden die Neutrophilen in 10 ml DPBS resuspendiert und mit 

Hilfe von CASY gezählt. 

2.4  Durchflusszytometrie 

Die absoluten Zellzahlen wurden im Vollblut mittels des Kits BD TrucountTM tubes be-

stimmt. Es wurde nach dem im Kit beiliegenden Protokoll verfahren, wobei die mit Anti-

körpern markierten Zellen mit eBioscience™ 1-step Fix/Lyse Solution (10X) fixiert und 

die Erythrozyten lysiert wurden.  

Um den Phänotyp der einzelnen Zellpopulationen zu bestimmen, bediente man sich der 

Durchflusszytometrie (engl. FACS – Fluorescence Activated Cell Sorting) mit dem MACS 

Quant Durchflusszytometer (Miltenyi Biotec). Dabei wurden verschiedene Panels (s. Ta-

belle 11 - Tabelle 14) mit unterschiedlichen Antikörpern festgelegt. Anhand dieser Panels 

wurden entsprechend Antikörpermischungen angesetzt. Für die NDGs wurden die Zellen 
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aus der Neutrophilenschicht gefärbt. Um die LDGs zu bestimmen, wurden zudem Zellen 

aus der PBMC-Schicht gefärbt (gleiches Panel wie für die NDGs). Die B-Zellen und die 

dendritischen Zellen wurden auch aus der PBMC-Schicht gefärbt. 

Es erfolgte die Behandlung der Zellen mit den entsprechenden Antikörpern und einem 

FcR-blocking Reagens für 30 min auf Eis im Dunkeln. Es wurde immer eine Negativkon-

trolle ohne Antikörperfärbung geführt. Bei jeder FACS-Messung wurden die Neutrophilen 

und die PBMCs mit dem eBioscience™ Fixierbarer Viabilitätsfarbstoff eFluor™ 780 (LD-

Färbung) behandelt, um die Vitalität der Zellen sicherzustellen. Dieser Farbstoff strahlt 

im selben Wellenbereich (633 nm) (81) wie das Fluorochrom APC-Vio770 (640 nm) (82), 

weshalb dieses als dump-Kanal verwendet wurde, um die für das jeweilige Experiment 

nicht zu untersuchenden Zellen auszusortieren.  

Tabelle 11: Cell-Count-Panel 

Antigen Fluorochrom 

CD3 PerCP 

CD4 VioBlue 

CD8 PE 

CD14 APC-Vio770 

CD16 VioGreen 

CD19 APC 

CD45 FITC 

CD56 PE-Vio770 

Eigene Darstellung 

Tabelle 12: Neutrophilen-Panel 

Antigen Fluorochrom 

CD10 PerCP-Cy5.5 

CD15 PE-Vio770 

CD16 VioGreen 

CD33 FITC 

CD62L VioBlue 
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CD63 PE 

CD66b APC 

dump (CD3/14/19/56)/LD APC-Vio770 

Eigene Darstellung 

Tabelle 13: B-Zell-Panel 

Antigen Fluorochrom 

CD19 VioBlue 

CD20 PE-Vio770 

CD24 PerCP-Vio770 

CD27 PE 

CD38 APC 

HLA-DR VioGreen 

IgD FITC 

dump (CD3/14)/LD APC-Vio770 

Eigene Darstellung 

Tabelle 14: DC-Panel 

Antigen Fluorochrom 

CD11c VioBlue 

CD14 FITC 

CD56 PE-Vio770 

CD123 PerCP/Cy5.5 

CD252/OX40L APC 

HLA-DR VioGreen 

Siglec-1 PE 

dump(CD3/19)/LD APC-Vio770 

Eigene Darstellung 
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2.5  NETosis Assay 

Zur Bestimmung der NETose-Kapazität von NDGs wurde einer in der Literatur beschrie-

benen Methode bedient (83). Dabei hat man 6 x 106 Neutrophilen in einem 15 ml Falcon 

zentrifugiert (bei 300 g für 10 min) und nach der Entfernung des Überstandes in 3 ml IFA-

Medium (500 ml RPMI 1640 Medium ohne Phenolrot + 10 mM Hepes + 0.2 % HAS) 

resuspendiert. In eine 24-Well Platte wurden 13 mm große Glassplättchen in 10 Wells 

eingesetzt, nachdem diese mit EtOH und PBS gewaschen wurden. In 5 Wells wurden 

250 μl IFA-Medium pipettiert und in die restlichen 5 Wells 250 μl PMA-Lösung (Stock-

solution: 20 μM, Verdünnungsfaktor 1:200, sodass 2,5 μl PMA/Well). PMA ist ein Protein-

kinase-C-Aktivator (84), der zur Stimulation der NETose eingesetzt wird. Zum Schluss 

wurden in jedes Well 250 μl Zellsuspension pipettiert. Die Zellen wurden für 0 min, 1 h, 2 

h, 3 h, 4 h inkubiert (bei 37 °C, 5 % CO2) und mit 2 % PFA fixiert. Nachdem die Glasplätt-

chen mit PBS gewaschen worden waren, erfolgte die Permeation der Zellen mit 200 μl 

TritonX-100/PBS für 5 min. Blockiert wurde mit einem Blocking buffer für 30 min bei RT.  

Zwecks Färbung inkubierte man die Zellen mit 50 μl Primärantikörper (anti-PL2-3 und 

anti-NE) für 1 h bei RT. Nach einem weiteren Waschgang fügte man die Sekundäranti-

körper (anti-mouse Alexa568, anti-rabbit Alexa488) und Hoechst 33342 hinzu (30 min bei 

RT). Die Plättchen wurden dann auf ein Mikroskopieträger gebracht und mit Mowiol über 

Nacht behandelt. Die Immunfluoreszenzmikroskopie erfolgte dann am Mikroskop EVOS 

FL Auto2. Zu den Mikroskopeinstellungen und der Berechnung der NETosis-Rate sei auf 

die ursprüngliche Publikation (83) und (76), S. 4 verwiesen. 

2.6  NET-ELISA 

Zur direkten Bestimmung von NETs im Plasma der Patient:innen kam ein von der Ar-

beitsgruppe entwickelter Sandwich-ELISA zum Einsatz (85). Dafür verwendete man das 

Elastase, Human, ELISA Kit (HycultBiotech), mit Anti-NE-AK auf einer stationären Phase 

und als zweiten Antikörper: Anti-DNA-POD-AK (Cell Death Detection ELISAPLUS, Roche). 

ABTS diente als Waschlösung und 5 % H2SO4 zur Blockierung. Als Materialquelle diente 

EDTA-Plasma. Zur genauen Quantifizierung der NETs im Blut wurde außerdem eine 

Standardkurve (mit NETs isoliert von gesunden Kontrollen, quantifiziert mittels Nano-

Drop2000) als Triplikat geführt. Gemessen wurde am Victor X Light Luminescence Rea-

der (Perkin Elmer). Die genauen Behandlungsschritte sind in (85) beschrieben. 
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2.7  DNAse1-Assay 

Mit Hilfe dieses Assays wurde die NET-Degradation von SLE-Seren beschrieben (30). Er 

wurde modifiziert eingesetzt, um die NET-Degradation von GPA-Seren zu untersuchen. 

Grundlage hierfür bildete das Quant-iTTM PicoGreenTM dsDNA Assay-Kit (Thermo Fisher 

Scientific). Die Methode wurde ausführlich in (76), S. 4 und beschrieben. Zusammenfas-

send wurden 0.4 μg NETs (isoliert von gesunden Kontrollen) mit 50 μl inkubiert (in Tripli-

katen). Als Positivkontrolle diente DNAse1 und als Negativkontrolle unbehandelte NETs. 

Man verfuhr nach Anleitung des Herstellers; nach einer Inkubationszeit von (t1=)4,5 h und 

(t2=)21 h wurde die Abnahme der Fluoreszenz (Quenching) am Versa Max microplate 

readerTM (Molecular devices) gemessen.  

2.8  Anti-Proteinase-3-ELISA 

Die Quantifizierung von IgG-Antikörpern gegen Proteinase-3 wurde vom Labor Berlin 

durchgeführt. Dafür wurde ein ELISA-Kit verwendet (ORG 618, Anti-PR3 hs, ORGEN-

TEC Diagnostika, Germany). 

2.9  Statistische Analyse  

Für die Durchführung der statistischen Analyse wurde das GraphPad Prism 8.0.2 (San 

Diego, CA) verwendet. Die statistischen Untersuchungen erfolgten mit dem Kruskal-Wal-

lis-Test mit der Dunn-Korrektur bzw. der Spearman-Korrelation. Hierbei wurde ein p-Wert 

≤ 0,05 als signifikant angesehen. Die Ergebnisse wurden als Median ± Interquartilabstand 

(IQR) angegeben.  
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3. Ergebnisse 

3.1  Phänotypisierung der Zellen 

3.1.1  Untersuchung der absoluten Zellzahlen im Blut 

Anhand des Cell-Count-Panels im sogenannten Trucount-Verfahren lässt sich die abso-

lute Anzahl von Zellpopulation im Blut der Patient:innen bestimmen. Hierbei ließen sich 

zwar keine signifikanten Unterschiede in der absoluten Anzahl von CD16+ NDGs und 

LDGs zwischen den Gruppen feststellen (s. Abbildung 2B und Abbildung 3B). Allerdings 

war die relative Anzahl von LDGs, definiert als CD15+SSChi Zellen in der PBMC-Schicht, 

bei GPA-Patient:innen signifikant erhöht im Vergleich zu gesunden Kontrollen (s. Abbil-

dung 2A). Zusätzlich wiesen GPA-Patient:innen eine signifikant erniedrigte Anzahl von 

CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten und Monozyten auf. Die SLE-Kohorte wiederum zeigte 

eine erniedrigte Anzahl an CD4+ Lymphozyten, NK und NKT-Zellen auf (s. Tabelle 15). 

Die B-Lymphozyten wiesen auch keinen signifikanten Unterschied auf (s. Tabelle 15). 

 

Abbildung 2: „Quantifizierung von LDGs. Prozentangabe (A) und absolute Zahlen (B) der 
LDGs im peripheren Blut (HD, n=12; GPA, n=12; SLE, n=21). LDGs wurden als CD15+SSChi in 
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der PBMC-Schicht von mit Percoll aufgetrenntem Blut mit Hilfe von FACS definiert (…). Pati-
ent:innen, die mit ≥ 20 mg Prednisolon täglich behandelt wurden (…), werden als Dreiecke dar-
gestellt. Die Balken repräsentieren den Median, die Fehlerbalken den Interquartilabstand. Die 
Daten wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test analysiert (a = 0.05), *p<0.05, **p<0.01. Repräsen-
tative Abbildungen für die Detektion von LDGs bei einer gesunden Kontrolle (C) und einem 
GPA-Erkrankten (D) werden dargestellt.“ (Übersetzung durch den Autor)  

Quelle: Lipka et al. 2023, S. 6 (76) 

 

 

Abbildung 3: „Quantifizierung von NDGs. (A) NDGs-Frequenzen (…) und (B) absolute Zah-
len von NDGs wurden durch Durchflusszytometrie bestimmt (HD, n=21; GPA, n=12; SLE, n=21) 
mit Hilfe der Trucount-Methode. NDGs wurden als CD16+SSC+ Zellen im Vollblut identifiziert. 
(…) Patient:innen, die mit ≥ 20 mg Prednisolon täglich behandelt wurden (…), werden als Drei-
ecke dargestellt. Median ± IQR werden dargestellt. Die Daten wurden mit dem Kruskal-Wallis-
Test analysiert, keine signifikanten Unterschiede wurden festgestellt.“ (Übersetzung durch den 
Autor)  

Quelle: Lipka et al. 2023, aus Supporting Information (76) 

 

Tabelle 15: Cell Count 

 
Zelltyp 

 
HD GPA SLE 

Adjustierter P -
Wert 

C
el

l c
ou

nt
 (Z

el
-

le
n/

μ l
) 

B cells 22.69 

(15.14-

32.61) 

12.98 

(8.24-

37.64) 

11.93 

(3.36-

29.13) 

HD vs. GPA P>0.999 

HD vs. SLE P=0.194 

CD16+ Neutrophils 266.5 (165-

364.1) 

304.1 

(144.1-

410.5) 

289.3 

(196.6-

420.1) 

HD vs. GPA P>0.999 

HD vs. SLE P>0.999 



Ergebnisse 22 

CD4+ T cells 82.32 

(43.82-

101.9) 

37.01 

(21.02-

55.2) 

34.52 

(18.37-

56.23) 

HD vs. GPA P=0.018 

HD vs. SLE P<0.001 

CD8+ T cells 30.75 

(17.16-

39.71) 

16.8 (9.99-

22.88) 

23.26 

(17.27-

29.85) 

HD vs. GPA P=0.035 

HD vs. SLE P=0.544 

Monocytes 19.3 

(11.53-

28.71) 

6.8 (3.07-

10.77) 

14.83 

(5.88-

25.90) 

HD vs. GPA P=0.011 

HD vs. SLE P=0.537 

NK cells 18.21 

(7.23-

27.51) 

9.22 (4.31-

22.35) 

5.7 (3.12-

12.02) 

HD vs. GPA P=0.291 

HD vs. SLE P=0.001 

NKT cells 6.58 (3.27-

15.79) 

3.34 (1.72-

5.96) 

2.17 (0.76-

3.68) 

HD vs. GPA P=0.107 

HD vs. SLE P<0.001 
Eigene Darstellung: Median ± IQR, Abkürzungen: NK, Natürliche Killer-Zellen; NKT, Natürliche Killer-T-

Zellen, Statistische Analyse: Kruskal-Wallis-Test 

3.1.2  Phänotypisierung der NDGs und LDGs 

Sowohl LDGs als auch NDGs von GPA-Patient:innen zeigten eine niedrigere Expression 

von CD10 (s. Abbildung 4A) und eine erhöhte Expression von CD66b (s. Abbildung 4F) 

– bei NDGs auch eine niedrigere CD16-Expression – was auf einen unreifen, aktivierten 

Phänotyp hindeutet. Weitere Marker (CD16, CD33, CD62L und CD63) allerdings zeigten 

keine signifikant veränderte Expression (s. Abbildung 4B, C, D, E). LDGs von SLE-Pati-

ent:innen zeigten wiederum keine veränderte Expression ihrer Oberflächenantigene. Nur 

die SLE-NDGs wiesen eine erhöhte CD63-Expression auf (s. Abbildung 4E), was auf 

vermehrte Degranulation hindeutet. 
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Abbildung 4: „Phänotypische Analyse von LDGs und NDGs. Oberflächenmarker, die mit 
(A,C) Reifung (CD10, CD33), (B,F) Aktivierung (CD16, CD66b), (D) Adhäsion (CD62L) und (E) 
Degranulation (CD63) assoziiert sind, wurden auf LDGs und NDGs gemessen (HD, n=21; GPA, 
n=12; SLE, n=21) mit Hilfe der Durchflusszytometrie. Patient:innen, die mit ≥ 20 mg Predniso-
lon täglich behandelt wurden (…), werden als Dreiecke dargestellt. Repräsentative Histo-
gramme von LDGs mit respektiver FMO-Kontrollfärbung (graugefüllte Kurve) für eine gesunde 
Kontrolle (graue Linie) und einem GPA-Erkrankten (blaue Linie) werden angezeigt. (…) Median 
± IQR werden dargestellt. Die Daten wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test analysiert (a = 0.05), 
*p<0.05, **p<0.01.“ (Übersetzung durch den Autor)  

Quelle: Lipka et al. 2023, S. 7 (76) 
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3.1.3  Aktivierte dendritische Zellen und erhöhte Level von zirkulierenden Plasmablasten 

in GPA und SLE 

NETs können dendritische Zellen über Toll-like Rezeptor (TLR)-Signalwege aktivieren 

(46) und zu einer gesteigerten Produktion von IFN-a führen (47). Außerdem konnte eine 

vermehrte Expression von OX40L auf mDCs in SLE nachgewiesen werden, induziert 

durch Immunkomplexe (62). Wir haben in unseren Analysen daher zunächst den Phäno-

typ von dendritischen Zellen mittels FACS untersucht. Wir fanden eine erhöhte Expres-

sion von OX40L auf mDCs von GPA-Patient:innen, aber nicht bei SLE, was auf eine Ak-

tivierung dieser Zellen hindeutet. Eine erhöhte IFN-I-Aktivität, gemessen an einer gestei-

gerten Expression von SIGLEC-1 auf mDCs, wurde wiederum nur bei SLE gefunden, was 

die Schlüsselrolle von IFN-I bei SLE bestätigt (86, 87). Im Hinblick auf B-Zell-Subpopula-

tionen konnte eine erhöhte Frequenz zirkulierender Plasmablasten sowohl bei GPA als 

auch bei SLE nachgewiesen werden. Bei beiden Erkrankungen war auch eine erhöhte 

Frequenz von IgD/CD27 doppelt-negativen (DN) B-Zellen nachweisbar, welche Vorläufer 

pathogener AK-produzierender Zellen darstellen und somit die erhöhte humorale Aktivität 

bei beiden Erkrankungen widerspiegelt (s. Tabelle 16). 
Tabelle 16: Monozyten, Dendritische Zellen, B-Zellen 

 
Zelltyp 

 
HD GPA SLE 

Adjustierter P -
Wert 

M
on

oz
yt

en
 SIGLEC-1 expres-

sion (rel. MFI) 

2.7 (1.73-

3.33) 

1.85 (1.31-

2.61) 

66.93 

(29.37-

110.3) 

HD vs. GPA P>0.999 

HD vs. SLE P<0.001 

D
en

dr
iti

sc
he

 Z
el

le
n  

pDCs (% CD123+ 

cells among CD3-

CD19-HLA-DR+) 

9.60 (8.12-

11.93) 

 

5.19 (1.98-

8.18) 

 

5.69 (2.56-

8.56) 

 

HD vs. GPA P=0.006 

HD vs. SLE P=0.014 

SIGLEC-1 expres-

sion on pDCs (rel. 

MFI) 

1.98 (1.51-

2.66) 

1.29 (1.01-

1.84) 

 

2.08 (1.76-

2.51) 

 

HD vs. GPA P=0.064 

HD vs. SLE P>0.999 

mDCs (% CD11+ 

cells among CD3-

CD19-HLA-DR+) 

37.05 

(29.03-

49.10) 

30.20 

(21.30-

58.18) 

32.30 

(10.75-

52.35) 

HD vs. GPA P=0.982 

HD vs. SLE P=0.838 
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SIGLEC-1 expres-

sion on mDCs (rel. 

MFI) 

2.88 (2.11-

3.47) 

 

1.94 (1.61-

4.34) 

 

15.57 

(6.41-

24.20) 

HD vs. GPA P>0.999 

HD vs. SLE P<0.001 

OX40L expression 

(rel. MFI) 

1.53 (1.28-

2.54) 

5.88 (2.15-

24.73) 

2.33 (1.74-

2.97) 

HD vs. GPA P=0.003 

HD vs. SLE P=0.144 

B
 L

ym
ph

oz
yt

en
 

CD19+ B cells 

(cells/μl) 

22.69 

(15.13-

32.61) 

12.98 

(8.23-

37.64) 

11.93 

(3.36-

29.13) 

HD vs. GPA P>0.999 

HD vs. SLE P=0.195 

Plasmablasts (% 

CD38+CD24- among 

CD19+ B cells)  

1.55 (1.06-

2.95) 

 

7.17 (3.76-

8.83) 

 

4.65 (1.55-

7.81) 

 

HD vs. GPA P=0.002 

HD vs. SLE P=0.019 

Transitional B cells 

(% CD38+CD24+ of 

CD19+ B cells) 

2.84 (1.99-

5.34) 

 

10.10 

(4.23-18.4) 

 

8.89 (4.71-

14.15) 

 

HD vs. GPA P=0.012 

HD vs. SLE P=0.004 

Switched memory B 

cells (% CD27+IgD- 

of CD19+ B cells) 

21.90 

(18.25-

24.67) 

19.70 

(14.7-26.2) 

 

19.50 

(17.05-

28.95) 

HD vs. GPA P>0.999 

HD vs. SLE P>0.999 

Unswitched memory 

B cells (% 

CD27+IgD+ of CD19+ 

B cells) 

11.60 

(10.09-

19.4) 

3.67 (1.99-

7.95) 

 

7.11 (3.36-

11.7) 

 

HD vs. GPA P=0.001 

HD vs. SLE P=0.012 

naive B cells (% 

CD27-IgD+ of CD19+ 

B cells) 

49.75 

(37.72-

57.25) 

28.80 

(11.9-51.7) 

 

42.50 

(20.35-

53.95) 

HD vs. GPA P=0.041 

HD vs. SLE P=0.122 

Double negative B 

cells (% CD27-IgD- of 

CD19+ B cells) 

10.04 

(8.15-

12.42) 

17.20 

(14.65-

37.8) 

15.00 

(12.6-20.4) 

 

HD vs. GPA P<0.001 

HD vs. SLE P=0.003 

Eigene Darstellung: Median ± IQR, Abkürzungen: pDC, plasmazytoide Dendtitische Zellen; mDC, myeloide 

Dendritische Zellen, Statistische Analyse: Kruskal-Wallis-Test 

3.2  NETose-Kapazität von NDGs und direkte NET-Quantifizierung im Blut 

Um die Kapazität von Granulozyten zur NETose zu untersuchen, wurden isolierte NDGs 

mit oder ohne PMA stimuliert und die Menge an NETs mittels Immunfluoreszenzmikro-

skopie quantifiziert (83). Wir fanden dabei keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

verschiedenen Gruppen (s. Abbildung 5). Zusätzlich wurden mit Hilfe eines NE-basierten 

ELISA die Spiegel zirkulierender NETs gemessen. Es fanden sich hierbei keine erhöhten 
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NET-Spiegel im EDTA-Plasma von Patient:innen, weder bei GPA noch bei SLE im Ver-

gleich zu gesunden Proband:innen (s. Abbildung 6A). 

 

Abbildung 5: „Quantifizierung von NET-Produktion in vitro. Frisch isolierte NDGs wurden 
entweder (A) nicht behandelt oder (B) mit 100 nM PMA für 2 bzw. 4 Stunden stimuliert. Die Fä-
higkeit von NDGs NETs zu produzieren, wurde mit Hilfe von Immunfluoreszenz und einer semi-
automatischen Quantifizierung bei HD (n=9), GPA (n=10) und SLE (n=14) vorgenommen. (…). 
Median ± IQR werden dargestellt. Die Daten wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test analysiert (a 
= 0.05).“ (Übersetzung durch den Autor)  

Quelle: Lipka et al. 2023, S. 8 (76) 
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Abbildung 6: „Quantifizierung von NETs isoliert aus peripherem Blut und DNAse1 assay. 
(A) NET-Konzentrationen wurden mit Hilfe eines NET-ELISA in EDTA-Plasma bestimmt (HD, 
n=21; GPA, n=12; SLE, n=21). NET-Degradierungsaktivität von DNAse1 im Serum wurde nach 
t1=4,5 h (B) und t2=21 h (C) (…) bestimmt. Median ± IQR werden dargestellt. Die Daten wurden 
mit dem Kruskal-Wallis-Test analysiert (a = 0.05), *p<0.05, **p<0.01.“ (Übersetzung durch den 
Autor)  

Quelle: Lipka et al. 2023, S. 9 (76) 

3.4  Degradierung induzierter NETs durch Patientenserum 

Um die Degradierung von NETs durch die im Blut befindliche Endonuklease DNAse1 (30) 

zu bestimmen, wurden induzierte NETs von Granulozyten gesunder Kontrollen mit Pati-

entenseren inkubiert und anschließend die NETs-Menge fluoreszenzoptisch unter Ver-

wendung von PicoGreenTM gemessen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Seren 

der GPA-Kohorte die NETs signifikant schlechter abbauten als die der gesunden Kohorte, 

während zwischen der SLE- und HD-Kohorte keine signifikanten Unterschiede zu ver-

zeichnen waren (s. Abbildung 6B und C). 

3.5  Korrelationen 

Die gemessenen Daten der NETose und der NET-Degradierung wurden anschließend 

mit klinischen und serologischen Parametern verglichen. Dabei konnte eine schwache 

Korrelation zwischen einer gestörten NETs-Degradierung bei GPA-Patient:innen mit dem 

klinischen Aktivitätsscore BVAS (Birmingham Vasculitis Activity Score) festgestellt wer-

den (s. Abbildung 7A). Außerdem korrelierte diese auch mit der Konzentration an ANCA 

(IgG gegen Proteinase-3) im Serum, gemessen mittels ELISA (ORG 618, Anti-PR3 hs, 

ORGENTEC Diagnostika, Germany) (s. Abbildung 7A). Weitere Parameter (z.B. Level 
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der zirkulierenden NETs im Blut) zeigten keine Korrelation mit den klinischen oder sero-

logischen Daten (s. Abbildung 7B-D). 
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Abbildung 7: „Korrelationen. (…) Spearman-Korrelationen von (A) NETs-Degradierungsakti-
vität nach 21 h Inkubationszeit, (B) NET-Konzentration im peripheren Blut gemessen mit ELISA, 
(C) Frequenz der NET-Formation von NDGs nach 2 h PMA-Stimulation und (D) LDG-Levels im 
peripheren Blut mit BVAS, anti-PR3-Serumtiter, sowie tägliche Prednisolondosis. (…) Korrelati-
onskoeffizient und P-Wert sind in den Abbildungen entsprechend gekennzeichnet (a=0.05).“ 
(Übersetzung durch den Autor)  

Quelle: Lipka et al. 2023, S. 10 (76) 
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4. Diskussion 

4.1  Zusammenfassung 

Die Pathophysiologie der Granulomatose mit Polyangiitis ist komplex und verschiedene 

zelluläre und lösliche Mediatoren des Immunsystems tragen dazu bei. NETs scheinen 

dabei eine zentrale Rolle zu spielen (88). In dieser Arbeit richteten wir unser Augenmerk 

auf die Rolle der Neutrophilen Granulozyten, ihren Phänotyp und ihre Kapazität, NETs 

zu produzieren. Außerdem wurden NETs direkt im Blut von GPA-Erkrankten quantifiziert 

sowie die Fähigkeit der GPA-Seren NETs zu degradieren untersucht. Parallel dazu wur-

den Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems durchflusszytometrisch phä-

notypisiert. Zusammenfassend ließ sich feststellen, dass die Frequenzen von LDGs bei 

GPA-Erkrankten signifikant erhöht waren und einen unreifen, aktivierten Phänotyp auf-

wiesen im Vergleich zu gesunden Kontrollen und zu NDGs (niedrige CD10-Expression, 

erhöhte CD66b-Expression). Parallel dazu war eine erhöhte Frequenz zirkulierender 

Plasmablasten und doppelt-negativer (DN) B-Zellen nachweisbar und eine Aktivierung 

von mDC mit erhöhter Expression von OX40L. 

Funktionell konnte in Stimulationsassays mit PMA keine erhöhte NETose in NDGs bei 

Patienten mit GPA induziert werden. Auch die Quantifizierung von zirkulierenden NETs 

aus Patientenplasma zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Al-

lerdings konnte nachgewiesen werden, dass die Degradierung von NETs bei GPA-Pati-

ent:innen signifikant eingeschränkt war. Dies korrelierte mit klinischen sowie serologi-

schen Parametern, z.B. dem BVAS und ANCA-Titer im Serum, was die Relevanz der 

Untersuchungsergebnisse unterstreicht.  

4.2  Phänotypisierung von Low Density Granulocytes (LDGs) 

Bereits frühere Studien haben sich mit der Rolle von LDGs beschäftigt. Bei SLE-Erkrank-

ten konnten Denny et al. LDGs aus der PBMC-Schicht mittels negativer Selektion isolie-

ren und zeigen, dass diese eine eigenständige Untergruppe von neutrophilen Granulozy-

ten darstellen und einen proinflammatorischen Phänotyp aufweisen (34). Zusätzlich 

konnte gezeigt werden, dass LDGs mikroskopisch eher unreifen Granulozyten ähneln, 

obwohl die Expression von CD33, einem Marker für zelluläre Unreife, nur sehr schwach 

ausgeprägt war und nach Stimulation mit PMA vermehrt TNF-a und IFN-I produzieren. 
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Villanueva et al. haben außerdem gezeigt, dass LDGs bei SLE nach Stimulation mit PMA 

vermehrt NETs produzieren (38).  

Bei AAV konnte gezeigt werden, dass LDGs spontan mehr NETs produzieren als NDGs. 

Eine Korrelation mit klinischen Parametern, z.B. ANCA-Titern, war nicht nachweisbar 

(36). Hervorzuheben ist, dass noch kein spezifischer Marker auf LDGs verfügbar ist, auf 

dessen Grundlage die Zellen mit hoher Sicherheit und Reinheit isoliert werden können. 

Deshalb behalf man sich in dieser Studie mit einem bekannten Antikörper (CD66b), der 

gegen NDGs gerichtet ist. In einer Übersichtsarbeit von Ning et al. wurden die Eigen-

schaften von LDGs zusammengefasst: LDGs weisen eine hohe Variabilität im Phänotyp 

auf, abhängig von der zugrundeliegenden Krankheitsursache. Bei einigen Krebserkran-

kungen und entzündlichen Erkrankungen haben LDGs immunsuppressive Eigenschaf-

ten, während in vielen immunvermittelten Erkrankungen LDGs proinflammatorische Ei-

genschaften zeigen (89).  

Korrelierend zu Voruntersuchungen deuten unsere Daten darauf hin, dass LDGs in GPA 

einen unreifen (niedrige CD10-Expression) und einen aktivierten (erhöhte CD66b-Ex-

pression) Phänotyp aufweisen und untermauern somit die zentrale Rolle von LDGs in der 

Immunpathogenese der Erkrankung. Interessanterweise zeigen die Expressionsmuster 

weiterer Antigene (CD33, CD16, CD62L und CD63) keinen signifikanten Unterschied zu 

den HDs, was auf einen einzigartigen Phänotyp der LDGs hindeuten könnte.  

Darüber hinaus war die relative Anzahl der LDGs erhöht, was frühere Ergebnisse bestä-

tigt (36). Die absolute Anzahl der LDGs war allerdings nicht erhöht. Ein möglicher Grund 

dafür könnte die erniedrigte Anzahl von CD4+ und CD8+ T-Zellen sein, was allerdings im 

Widerspruch zu den Ergebnissen von London et al. steht, die erhöhte T-Zell-Zahlen mes-

sen konnten (90). Die T-Zellen müssten näher bestimmt werden, um einen genauen Ver-

gleich ziehen zu können. 

4.3  Rolle von NETs in der Immunpathogenese von GPA  

Die Rolle der NETs in der Pathophysiologie der GPA ist nicht abschließend geklärt. Un-

sere Daten weisen zwar eine gestörte Degradierung von NETs bei GPA nach, allerdings 

konnten keine erhöhten Level zirkulierender NETs im Plasma nachgewiesen werden. Au-

ßerdem konnte keine erhöhte NETose-Kapazität von GPA-NDGs im Vergleich zu HD-

NDGs nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse stehen teilweise im Widerspruch zu den 
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Ergebnissen anderer Studien. Akiyama et al. haben z.B. gezeigt, dass NDGs von GPA-

Erkrankten mit einem Kopf-Hals-Befall im Vergleich zu gesunden Kontrollen und GPA-

Patient:innen mit systemischem Befall vermehrt NETs produzieren (91). Diese Diskre-

panz zu unseren Ergebnissen könnte zum einen in der Heterogenität der Patienten-

gruppe, zum anderen in der angewandten Methodik liegen. Darüber hinaus haben Wand 

et al. erhöhte NETs, definiert als DNA/MPO-Komplexe, im Serum von AAV-Erkrankten 

gemessen (92). Kessenbrock et al. wiederum konnten erhöhte NET-Abbauprodukte, de-

finiert, als Nukleosom/MPO-Komplexe, in Seren von Patient:innen mit aktiver AAV nach-

weisen (43). Demgegenüber wurde ein verminderter Abbau von NETs durch SLE-Seren 

beobachtet (30), während Bruschi et al. eine gestörte DNAse-Aktivität, gemessen an der 

Abbaukapazität von dsDNA, nur bei SLE-Patient:innen mit Nierenbeteiligung feststellten. 

Sie konnten aber vermehrt NET-Abbauprodukte als DNA/MPO-Komplexe im Blutserum 

von SLE-Erkrankten nachweisen (93). Dies deutet darauf hin, dass alternative Mechanis-

men für die NETs-Degradierung aktiviert sein könnten, die möglicherweise zur Pathologie 

beitragen, wie z.B. die NET-Clearance durch Makrophagen oder myeloide dendritische 

Zellen (45). Außerdem könnte diese Diskrepanz durch die Akkumulation von NETs in 

entzündeten Gewebeläsionen, wie sie in der Niere oder Lunge von Patienten mit GPA 

beobachtet wurden, erklärt werden (94, 95). Dagegen konnten erhöhte NET-Spiegel in 

Plasmen von Malaria-Erkrankten gemessen werden (85). Dieser Unterschied könnte 

auch auf die unterschiedliche Pathogenese der Krankheiten (autoimmun vs. infektions-

bedingt) und mithin der unterschiedlichen Entstehung der NETs zurückzuführen sein. Zu-

sätzliche Forschungsarbeiten sind erforderlich, um diese Hypothesen zu bestätigen oder 

zu widerlegen. 

4.4  Rolle von mDCs und B-Zellen 

Bei Mäusen können myeloide dendritische Zellen (mDCs) PR3 und MPO aus NETs auf-

nehmen, und die Injektion dieser mit NETs beladenen mDCs führte zur Bildung von MPO- 

und PR3-ANCA und zur Entwicklung einer AAV-ähnlichen Erkrankung (44). Ähnlich wie 

bei SLE, bei der Immunkomplexe die Expression von OX40L auf myeloiden dendritischen 

Zellen (mDCs) stark induzierten (62), zeigten unsere phänotypischen Analysen eine 

Hochregulierung von OX40L auf mDCs bei GPA, was auf eine Verbindung zwischen 

NETs und zellulären Komponenten des angeborenen Immunsystems hindeutet. Es sind 

aber weitere funktionelle Untersuchungen erforderlich, um die Rolle dendritischer Zellen 
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in der komplexen Pathogenese von GPA zu entschlüsseln. Darüber hinaus wurde nach-

gewiesen, dass ANCA Neutrophile aktivieren können, um NETs zu induzieren (43), was 

auf einen circulus vitiosus hindeutet, bei dem NETs als Brücke zwischen Komponenten 

des angeborenen und des adaptiven Immunsystems fungieren können, um pathogene 

ANCAs zu produzieren. In Übereinstimmung mit diesen Vorstellungen beobachteten wir 

erhöhte Konzentrationen von zirkulierenden Plasmablasten und eine Korrelation zwi-

schen der NET-Abbaufähigkeit und klinischen (BVAS-Score) und serologischen (c-

ANCA) Markern der Krankheitsaktivität. 

4.5  Limitationen 

Die Arbeit weist gewisse Limitationen auf. Die Anzahl der Probanden war zu gering, um 

einen Test auf Normalverteilung durchzuführen. Um die Ergebnisse zu validieren und um 

verallgemeinernde Aussagen zu treffen, bedürfte es einer größeren Anzahl von Pati-

ent:innen. Allerdings konnte man in der Literatur schon beschriebene Ergebnisse repro-

duzieren, u.a., dass die LDGs einen unreifen Phänotyp aufweisen.  

Eine weitere Störvariable könnte die medikamentöse Behandlung der Patient:innen mit 

immunmodulierenden Substanzen darstellen. Gleichwohl gestaltete sich die Suche nach 

unbehandelten Personen als äußerst schwierig, da im Falle einer Erstdiagnose die Er-

krankten hierzulande rasch einer Therapie zugeführt werden. Um dieses Problem zu 

kompensieren, wurden hauptsächlich Patienten mit klinischer Aktivität eingeschlossen. 

Die verfügbare Literatur beinhaltet zumeist Studien mit behandelten Personen, was einen 

Vergleich dieser mit der hiesigen Arbeit erlaubt.  

Die Auftrennung des Vollblutes in seine Bestandteile könnte außerdem einen Effekt auf 

den Aktivitätsstatus der Zellen haben. Obwohl die in der Methodik beschriebene Vorge-

hensweise einen Standard darstellt, sollten mögliche Einflüsse bedingt durch die Zentri-

fugation nicht außer Acht gelassen werden. Dieser Einfluss ließe sich z.B. dadurch erfas-

sen, dass man direkt gefärbte Zellen im Vollblut mit den separierten Zellen vergleicht. 

Allerdings könnte man dann schwer den Beitrag der LDGs erfassen, da noch spezifische 

Antigene, die sie von den NDGs unterscheiden ließen, nicht bekannt sind. Allgemein stellt 

die Untersuchung LDGs eine Herausforderung dar. Obwohl die Isolierung von LDGs in 

vitro schon beschrieben worden ist (34), konnten ähnliche Versuche im Rahmen dieser 

Arbeit jene Ergebnisse nicht reproduzieren. Die Erfassung pathognomonischer LDG-An-

tigene könnte hier eventuell Abhilfe schaffen.  
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Ein bedeutendes Hindernis stellte die Komplexität der Pathophysiologie dieser Erkran-

kung dar. Während der Fokus dieser Arbeit auf die Rolle des angeborenen Immunsys-

tems, insbesondere auf neutrophile Granulozyten, gerichtet war, sollte der Beitrag des 

adaptiven Immunsystems nicht außer Acht gelassen werden. Um die Interaktion der bei-

den Teile des Immunsystems zu beleuchten, wurden hier primär B-Zellen phänotypisiert 

und die Ergebnisse bestätigen eine begleitende humorale Aktivität. Daneben sind aber 

auch Hinweise auf die Rolle von T-Zellen in der Pathogenese bekannt (96), die in Folge-

studien einbezogen werden sollten. 

4.6  Conclusio und Ausblick 

Die Mortalität der GPA bleibt trotz Zulassung neuer biologischer und zielgerichter Thera-

pien hoch (10). Ein großes Problem stellt vor allem die Gefahr einer Nierenbeteiligung 

dar, was oft eine Dialyse und die damit verbundenen Komplikationen für die Betroffenen 

nach sich zieht (12, 13, 14). Die derzeit verfügbaren Therapieoptionen sind begrenzt und 

basieren zum größten Teil auf breitwirkenden immunsupprimierenden und immunmodu-

lierenden Medikamenten (sog. DMARDs: disease modifying antirheumatic drugs) (17). 

Neue Ansätze beinhalten eine Depletion von B-Zellen (Rituximab) oder Inhibition des 

Komplementsystems (Avacopan). Weitere Therapieansätze sind in Entwicklung, basie-

rend auf neuen Forschungsergebnissen. 

NETs oder deren Abbau durch DNAse1 könnten ebenfalls als zukünftiges medikamentö-

ses Target in Frage kommen. So könnte die verstärkte NETose therapeutisch durch die 

Verabreichung von DNase1 inhibiert werden, was sich bei SLE-Patienten bereits als si-

cher und verträglich erwiesen hat (97) und als potenzielles Behandlungsziel bei AAV dis-

kutiert wird (98). O’Sullivan et al. schlagen in ihrer Studie (98) potenzielle Wirkstoffe mit 

unterschiedlichen Angriffszielen vor, z.B. die NE-Hemmer Alvelestat und BAY 85-8501 

oder Anti-Histon-Antikörper. 

In dieser Arbeit haben wir versucht, die Rolle der neutrophilen Granulozyten und der NE-

Tose in der Immunpathogenese der GPA genauer zu beleuchten. Wir konnten vorpubli-

zierte Ergebnisse bestätigen sowie die Rolle der neutrophilen Granulozyten in der Patho-

genese von GPA untermauern. Trotzdem lassen sich unsere Daten nur unter Vorbehalt 

verallgemeinern und nicht ohne weiteres auf die gesamte Patientenpopulation übertra-

gen. Ein zentrales Hindernis dabei stellt die Heterogenität der Erkrankung dar. In der 
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Literatur findet sich u.a. der Vorschlag, die AAVs anhand ihres ANCAs-Status zu definie-

ren (99). Unabhängig davon sind Folgestudien erforderlich, um die komplexe Interaktion 

zwischen LDGs, NETose und NETs-Degradierung mit Komponenten des adaptiven Im-

munsystems zu untersuchen. Diese Untersuchungen könnten langfristig zu einem weite-

ren Verständnis der Pathophysiologie der GPA beitragen und neue Targets für zielge-

richtete Therapieansätze identifizieren. 
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NDGs für die Bestimmung der NETose-Kapazität mittels Immunfluoreszenzmikroskopie, 

Durchführung der Experimente: NET-ELISA und DNAse-Assay. 

Datenakquisition: Ich sammelte Daten mit Hilfe der Datenbank SAP. Dazu gehörten 

neben den klinischen Daten (Symptome, Therapie, Komplikationen) auch laborchemi-

sche Daten (Serologie, Antikörperlabor). Dies erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn PD 

Dr. med. Tobias Alexander.  

Datenauswertung und statistische Analyse: Ich habe mit Hilfe des Programms Graph-

Pad Prism die statische Auswertung der Daten vorgenommen. Für etwaige Fragen stan-

den mir Herr Dr. rer. nat. Falko Apel und PD Dr. med. Tobias Alexander zur Verfügung. 

Dateninterpretation: Die Dateninterpretation erfolgte durch mich in Zusammenarbeit 

und Superversion von Herrn Dr. rer. nat. Falko Apel und PD Dr. med. Tobias Alexander.  

Literaturrecherche: Die Literaturrecherche erfolgte primär durch mich. Hilfreiche Anre-

gungen bekam er durch PD Dr. med. Tobias Alexander. 

Erstellung der Publikation: Das Manuskript der Publikation (76) wurde von mir verfasst. 

Die Abbildung 1 habe ich mithilfe des Programms GraphPad PRISM 8.0.2 (Fig. 1A und 

B) und mithilfe des Programms FlowJo 10.6.1 (Fig. 1C und D) erstellt. Die Figures 2-5 

und S1 habe ich mithilfe des Programms GraphPad PRISM 8.0.2 erstellt. Die Formatie-

rung der Figures 1-5 wurde gemeinsam mit PD Dr. med. Tobias Alexander festgelegt. 

Fig. S2 habe ich selbst erstellt, ohne dass eine Formatierungshilfe von PD Dr. med. 

Tobias Alexander nötig war. Die Tables 1 und S2 stammen von mir. PD Dr. med. Tobias 

Alexander hat mir dabei bei der Berechnung der P-Values von Age (median, IQR) und 
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Female (n, %) geholfen. Das mehrfache Korrekturlesen erfolgte wesentlich durch mich 

in Zusammenarbeit mit PD Dr. med. Tobias Alexander und Herrn Dr. rer. nat. Falko Apel.  
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Lebenslauf 

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen Version 

meiner Arbeit nicht veröffentlicht. 
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