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Abklrzungsverzeichnis

Anmerkung: In dieser Arbeit wurde hauptsachlich die mannliche Form von
Personengruppen verwendet, wobei stets alle Geschlechter gemeint sind, falls
nicht explizit anders beschrieben.
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LEin leidenschaftlicher Raucher, der immer von der Gefahr des Rauchens fir die
Gesundheit liest, hort in den meisten Fallen auf - zu lesen.”
- Winston Churchill

1. Einleitung

Tabakkonsum stellt eine der haufigsten Abhangigkeitserkrankungen weltweit
dar. Die enthaltenen Schadstoffe lassen Menschen nicht nur kurzer leben,
sondern auch fruher altern und erkranken [1]. Trotz sinkender
Konsumentenzahlen sind circa (ca.) 30 % der deutschen Bevdlkerung durch
aktive oder passive Exposition von den gesundheitlichen Folgen betroffen
(Tabakatlas Deutschland 2015 DKFZ). Diese Schaden sind bekanntermalien
vielfaltig und weitreichend. Neben kardiovaskularen, pulmologischen und
onkologischen Erkrankungen erscheint aus unfallmedizinischer Sicht die
gestorte Wundheilung und erhdhte postoperative Komplikationsneigung von
besonderem Interesse [2]. Besonders die immunzellularen Mechanismen hinter
diesem Problem bleiben noch zu klaren. Im Mausmodell konnten Wong et al.
2015 unter diabetischen Bedingungen eine Kausalitdt zwischen einer
gesteigerten Bildung von Neutrophilen Extrazellularen Fallen (NETose) und
gestorter Wundheilung nachweisen. Eine vermehrte NETose ging dabei mit
erhohter Expression und Aktivitat der Peptidyl-Arginin-Deiminase 4 (PAD4) in
neutrophilen Granulozyten einher [3]. Angesichts der wichtigen Rolle von
neutrophilen Granulozyten bei der Wundheilung und der bekannten
Immundysregulation von Rauchern ist es nun naheliegend hier einen ahnlichen
Zusammenhang wie bei Diabetikern zu untersuchen [4]. Konnte Tabakkonsum
eine gesteigerte Expression/Aktivitat von PAD4 verursachen und so eine

Schlusselrolle in der verzégerten Wundheilung spielen?

1.1 Tabakrauchen

1.1.1 Mechanismen der Abhangigkeit
Der Beginn einer Tabakabhangigkeit wird insbesondere durch das soziale
Umfeld einer Person und dessen Akzeptanz gegenuber dem Rauchen begriundet
[5]. Ein so entstandener regelmaliger Konsum wird durch die verschiedenen als

angenehm empfundenen Effekte des Rauchens positiv verstarkt. Hierbei wirkt
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Nikotin als Transmitter an nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren unspezifisch im
Korper und fordert im Gehirn damit die willkirliche Ausschuttung von Dopamin
an Belohnungszentren des Gehirns [6]. Kurzfristige positiv-belohnende Effekte
werden durch langerfristig-stichtig-machende Effekte verstarkt (genauere
Ubersicht siehe Abb. 1 (= Abbildung)).

Aufgrund von Anpassungen des Korpers, zum Beispiel (z.B.) durch synaptische
Rezeptorreduktion, reichen kdrpereigene Transmitter nicht mehr aus, um eine
Balance zu erreichen. Nun wird die externe Zufuhr von Nikotin zwangslaufig
bendtigt, um eine negative Gefuhlslage zu vermeiden. Auf diesem Weg ist die
korperliche und psychische Abhangigkeit erreicht [7]. All dies begrindet die

enorm hohe Verbreitung des Tabakrauchens.

Tabakindustrie Umweltfaktoren

b

Rauchverhalten Metabolismus
Nikotinwirkung /
im Korper ]

Nikqtinerge ‘ PR — —
Acetylcholin-Rezeptoren Anfalligkeit abhéngig von:
Genetik
l Geschlecht
Freisetzung belohnender ’ Alter
. Psychiatrische Vorerkrankungen
Reduzierte Neurotransmitter Abususverhalten
Toleranz l
Verstarkung:
Verbesserte Leistungsfahigkeit
Stimmungsmodulation —
Gewichtsreduktion
E—
Entzugssymptome

Abbildung 1: Uberblick iiber die Mechanismen der Abhéngigkeitsentwicklung nach Benowitz et al 2010 [7].

1.1.2 Epidemiologie
2015 rauchten weltweit 1,1 Milliarden Menschen Tabak. Uberall sind es deutlich
mehr mannliche als weibliche Raucher. Es existieren enorme regionale
Unterschiede in der Pravalenz und Entwicklung des Tabakkonsums [8].
Auch im gesundheitsbewussten Deutschland fanden sich 2015 trotz fallender
Tendenzen 24,6 % Raucher unter den Uber 14-Jahrigen, wobei ca. 33 % der

Menschen zwischen 15 und 54 Jahren rauchten und der grof3te Raucheranteil
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bei den 21- bis 39-Jahrigen lag [9, 10]. Die Konsummenge betreffend Iasst sich
sagen, dass hier fallende Tendenzen zu sehen sind. So rauchten 1992 noch
knapp 37 % der Jungen und Manner und 21,5 % der Madchen und Frauen.
Wahrend 2013 nur noch 29 % der Jungen und Manner rauchten, wie die
Diagramme von 2013 in Abb. 2 des Tabakatlas 2015 zeigen, blieb der Anteil der
Frauen stabil [6]. Besonders der stark rauchende Anteil mit Gber 20 Zigaretten
pro Tag hat sich innerhalb von 10 Jahren bei beiden Geschlechtern mehr als
halbiert (2003: 30,2 % der mannlichen Raucher < 2013: 12,1 % der mannlichen
Raucher), wahrend der Anteil der Konsumenten mit bis zu 20 Zigaretten pro Tag
stattdessen gestiegen ist [6] (Abb. 2).

In der mittleren bis hoheren Altersklasse (30-64 Jahre) finden sich besonders
viele starke Raucher mit einem Konsum von mehr als 20 Zigaretten pro Tag. In
den jungeren Gruppen (18-29 Jahre) hingegen sind die meisten moderate
Raucher (bis 10 Zigaretten pro Tag) oder Gelegenheitsraucher [6, 11]. Das
durchschnittliche Einstiegsalter des Rauchens ist seit den 1930er Jahren von 21

auf 17 Jahren gesunken [6].

@ @

TATTTATRRATTATT  AERSAREREERAMAEREA

Jungen und Ménner Médchen und Frauen

Anteile von [ll Rauchern ([l tiglich mehr als 20 Zigaretten, [l tiglich bis zu 20 Zigaretten und | gelegentlich),
I Ex-Rauchern und [ll Nie-Rauchern im Alter von 15 Jahren und ilter | Daten: Mikrozensus 2003 und 2013

Abbildung 2: Raucheranteile in Deutschland aus dkfz: Tabakatlas 2015 S. 36 mit Erlaubnis zur Nutzung [6].

1.1.3 Schadliche Effekte
In Deutschland sterben jahrlich 100.000 Menschen an den Folgen des
Tabakrauchens, wobei 3 % der Todesfalle allein dem Passivrauchen verschuldet
sind. Weltweit sterben etwa 6 Millionen Menschen pro Jahr an Folgen des
Rauchens [9, 12].
Die direkten und indirekten finanziellen Schaden, die durch das Rauchen alleine
in Deutschland entstehen, werden auf ca. 97 Milliarden Euro pro Jahr geschatzt,

wobei etwa ein Drittel als direkte Kosten aus dem Sektor der erweiterten
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medizinischen Versorgung stammen [6, 13]. Die verbliebenen zwei Drittel sind
indirekte Kosten aus den Wirtschaftsausfallen durch die um bis zu 77 % erhohte
Arbeitsunfahigkeit [14] und den verfrihten Renteneintritt [6].

Auf gesundheitlicher Seite bietet Tabakkonsum eine Bandbreite von schadlichen
Effekten fur den Korper. Dabei muss zwischen verschiedenen Modalitaten
unterschieden werden: Einerseits direkte Effekte durch toxische und mutagene
Schadigung des Zellmetabolismus und Erbguts und andererseits indirekte
Effekte durch systemische Veranderungen im Hormonstatus, der vaskularen
Gewebsversorgung, der Immunzellaktivitat und der Oxygenierung. Diese Effekte
wirken auf zahlreiche Gewebe des Korpers, u.a. weil nikotinerge Rezeptoren im
Korper weit verbreitet sind (z.B. Gehirn, Lunge, Niere, Muskel, Endothel, Haut)
und Tabak eine gro3e Schadstoffbandbreite enthalt [6, 15, 16]. Dies begrindet
die Vielfalt der Folgeerkrankungen des Tabakrauchens, welche in Abbildung (=
Abb.) 3 zusammengefasst sind.

Far chirurgische Zentren wie die BG Unfallklinik Tulbingen ist die
Beeintrachtigung von Operationserfolgen von besonderem Interesse, da dies mit
teils langwierigen, teuren und belastenden Komplikationen postoperativ
einhergeht [17, 18]. Bekanntermallen ist Tabakkonsum einer der
Hauptrisikofaktoren flr die Entwicklung von postoperativen Komplikationen, wie
Wundheilungsstorungen [17]. Die Gewebsheilung ist ein inflammatorischer
Prozess, weshalb es sinnvoll erscheint, genauer auf die Veranderungen des
Immunsystems durch das Rauchen zu schauen [19]. Die aktuelle Studienlage
zeigt aullerdem, dass Zigarettenrauchen auf verschiedensten Ebenen eine
Immundysregulation, also eine Suppression bei Pathogenbekampfung
(Infektneigung) und eine gleichzeitige Uberreaktion an falscher Stelle
(autoinflammatorische und Autoimmunerkrankungen), auszulosen scheint [20,
21].
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Abbildung 3: Allgemeine gesundheitliche Schdden des Tabakkonsums aus dkfz: Tabakatlas 2015 S.27 mit
Erlaubnis zur Nutzung [6].

1.1.4 Einfluss auf das Immunsystem
Die deutlichen inflammatorischen und immunsuppressiven Veranderungen lokal
an den Atemwegen durch Rauchtoxine wie Nikotin, freie Radikale (ROS),
Cadmium, etc. sorgen bekanntermaf3en fir eine chronische Entzindung und
Metaplasien einerseits sowie fur eine erhohte Infektanfalligkeit andererseits [21,
22]. Daruber hinaus stehen weitere generalisierte Effekte auf das Immunsystem

im Vordergrund der aktuellen Forschung. So konnte bei Patienten welche einen
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Gelenkersatz erhalten haben, gezeigt werden, dass Raucher eine signifikant
supprimierte Immunantwort nach Operation (OP) aufweisen. Diese begunstigten
eine deutlich erhdhte Komplikationsrate bei Operationen durch Infektionen [17].
Tabelle 1 zeigt eine grobe Ubersicht (ber das Spektrum der

immunmodulierenden Mechanismen des Rauchens:

Tabelle 1: Mechanismen der Immundysregulation in Rauchern (nach Costenbader et al. 2006).

Mechanismen Referenz
Gewebsschadigung | e Vermehrte Freisetzung freier Radikale o [23-25]
und erhOhte | e Erhoht die Expression von CD-95 auf Lymphozyten |e  [26]
Apoptose und erhoéht so die Sensitivitat auf apoptotische | e [27]
Signale e [28,29]
e Fihrt zur Freisetzung von MMPs
Immunsuppressiv e Vermindert die Natlrliche Killerzellaktivitat e [30-33]
e Induziert Veranderungen in T-Zellen und unterdriickt | e  [30, 32,
deren Aktivierung 34, 35]
e Serumspiegel von IgG und IgM sind generell |e [32, 33,
erniedrigt 36]

e Proinflammatorische  Zytokine (IL-1B, IL-6 [o [17]
(gegensatzliche Ergebnisse in Literatur), TNF —a,
INF-y (Interferon)) erniedrigt im Serum

Inflammatorisch e Sorgt fiir vermehrtes Fibrinogen im Serum o [37,38]
e Erhoéht die periphere Leukozytenzahl e [25,39]
e Erhoht die Chemotaxis neutrophiler Granulozyten |e [28, 29,
und die Rekrutierung von Monozyten/Makrophagen 40]
e Erhoht die Spiegel von CRP, IL-6 (gegensétzliche | e [35, 41,
Ergebnisse in Literatur), ICAM-1 (Interzellulares 42]
Zelladhasionsmolekiil) und E-Selektin im Serum
Assoziierte ¢ Rheumatoide Arthritis o [43-45]
Autoimmun- e Systemischer Lupus Erythematodes e [46,47]
erkrankungen e Multiple Sklerose o [48, 49]
e Chronisch entzindliche Darmerkrankungen (Colitis | ¢  [50, 51]
ulcerosa v.a. bei ehemaligen Rauchern erhdéht / bei | e  [52, 53]
aktuellen Rauchern allerdings erniedrigt) o [54]

e Primare biliare Zirrhose
e Immunhyperthyreose (Basedow)

Diese Zusammenstellung verdeutlicht den enormen, generalisierten und
tiefreichenden Einfluss des Rauchens auf das systemische Immunsystem des
Korpers. Auch wenn das Rauchen selten alleine fur einen Krankheitsausbruch
verantwortlich ist, so kann davon ausgegangen werden, dass es eine
Risikoerhdhung bewirkt und als Ausldser immunologischer Erkrankungen bei
genetisch pradisponierten Personen fungieren kann [55].

Auffallig ist der vielfache Zusammenhang zwischen dem Rauchen und dem
Ausbruch von Autoimmunerkrankungen [46]. Pathophysiologische Mechanismen
hinter diesem Zusammenhang scheinen v.a. die Beeinflussung der Expression

von genetischen und immunologischen Faktoren durch das Rauchen zu sein
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(z.B. Rheumafaktor, Anti-zyklischen citrullinierten Peptid Antigene (Anti-CCP-
Antikorper), Anti-doppelstrang DNA Antikorper (Anti-ds-DNA-Antikorper)) [46].
Auch die Entstehung pathogener Lymphfollikel aus Lymphozyten wird diskutiert,
welche fur die vermehrte Bildung autoimmuner Antikorper gegen kdrpereigenes
Gewebe verantwortlich sein sollen [21]. An dieser Stelle bedarf es weiterer
Aufklarungsarbeit, da ein frihes Erkennen oder therapeutisches Eingreifen bei
der Entstehung von Autoimmunerkrankungen viel Leidensdruck fur den

Patienten und Kosten flr das Gesundheitssystem ersparen kdonnten.

1.1.5 Rauchen, Rauchstopp und neutrophile Granulozyten

Die neutrophilen Granulozyten (im Folgenden ,Neutrophile® genannt) sind die am
haufigsten vorkommenden angeborenen und omniprasenten Immunzellen. Sie
konnen auf viele Weisen die Heilungsstorung eines Gewebedefektes bedingen
[56] und werden durch Zigarettenrauch dysreguliert [57]. Neueste Studien zeigen
z.B., dass Zigarettenrauchen die bakteriziden Funktionen der Neutrophilen, v.a.
die Phagozytose, die Produktion von TNFo (Tumor-Nekrose-Faktor) und
diversen Wachstumsfaktoren, sowie die allgemeine Viabilitat signifikant
verschlechtert [58-60]. Dadurch tragt Zigarettenrauchen zur Immunsuppression
bei. Andererseits finden sich bei Rauchern in vivo ein erhohter oxidativer Stress
mit systemischer Entzindung und besonderer Belastung fur z.B. das Endothel
[61]. Auch eine vermehrte Neutrophilie, sowie Aktivierung dieser Zellen kann bei
Rauchern gefunden werden, da die neutrophile IL-8 Produktion (starkes
Chemokin der Rekrutierung von Neutrophilen) durch Zigarettenrauch induziert
und der Abbau blockiert wird [62, 63].

Allgemeine Regenerationseffekte des Rauchstopps drehen sich v.a. um die
Verbesserung der Herz-/Kreislauf- und Lungenfunktion, sowie die Senkung des
Krebsrisikos und Erweiterung der Lebenserwartung [64, 65]. Spezieller zum
Immunsystem wurde an gesunden Freiwilligen herausgefunden, dass ein mind.
2-monatiger Rauchstopp die vorher deutlich erniedrigten mRNA Spiegel von
inflammatorischen Proteinen in Neutrophilen (Interleukin (IL)-1B, IL-8, Tumor
Nekrose Faktor (TNF)-a, vascular endothelial growth factor (VEGF) und Matrix
Metalloproteinase (MMP)-8) teils signifikant wieder erhoht [60].

Durch diese Erkenntnisse des Raucheinflusses auf Neutrophile in vitro, in

Mausen und in gesunden Freiwilligen, ergeben sich neue Fragen: Welche
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klinischen Auspragungen bringen diese Veranderungen der Neutrophilen durch
das Rauchen bei Patienten mit sich und falls ja, welche die beeinflussbaren
Faktoren sind? An dieser Stelle wird weitere Aufklarungsarbeit bendtigt,
besonders beim Transfer auf Patienten, wie in dieser Arbeit geplant. Hierzu
erganzend werden im Folgenden die Neutrophilen sowie ihre Rolle bei
Immunpathologien und im Heilungsprozess naher erlautert [66, 67].

1.2 Der neutrophile Granulozyt

Neutrophile Granulozyten sind die am meisten vertretenen Leukozyten. Sie sind
Teil des angeborenen Immunsystems und gehoren haufig zu den ersten
Schritten einer Entzindungsreaktion an einer Gewebslasion. Physiologisch sind
Neutrophile hier essenziell fur die frihe Bekampfung von Pathogenen und somit
Verhinderung von Infekten [68]. Darlber hinaus zeigen neuere Studien immer
mehr, welche modulierenden Effekte Neutrophile auf andere Immunzellen, wie
Lymphozyten und dendritische Zellen, haben und so die bisher angenommene
Komplexitat dieser Zellen Ubersteigen [69-71]. So scheinen neutrophile
Granulozyten auch eine besondere Rolle zu spielen, wenn es um die Entstehung
von Immunpathologien geht [72-74]. Ein Mangel an Neutrophilen kann zu starker
Immunsuppression und fataler Empfanglichkeit fur bakterielle Infektionen fihren
[75].

1.2.1 Funktionen der neutrophilen Granulozyten

Neutrophile wandern chemotaktisch mithilfe von Antigenen pathogener
Mikroben, Zytokinen und Adhasionsmolekilen aus der Blutbahn in einen
Entzindungsherd im Gewebe ein [76, 77]. Nach der chemotaktischen
Annaherung ist der neutrophile Granulozyt einer der ersten Immunzellen bei
einer beginnenden Entzindung und dient zunachst der unspezifischen
Erregerabwehr, um eine ausbreitende Infektion zu verhindern und die Heilung zu
ermaoglichen [69, 78]. Seine antipathogenen Werkzeuge sind die Phagozytose,
die Exozytose antimikrobieller Substanzen, sowie die Bildung von NETs (=
neutrophile extracellular traps), die im Anschluss naher behandelt werden [79,
80].

Die Phagozytose arbeitet Uber die Endozytose von Mikroben und deren

Verdauung mit bakteriziden Stoffen wie reaktiven Sauerstoffspezies (ROS,
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respiratory burst) produziert von der NADPH (Nicotinamid Adenin Dinukleotid
Phosphat) Oxidase [81] sowie antimikrobiellen granularen Proteinen [82]. Jene
primaren und sekundaren Granula mit Enzymen, wie Myeloperoxidase (MPO),
Neutrophile Elastase (NE), Defensine und weitere Proteasen, kbnnen auch mit
Zytokinen und Chemokinen in die Umgebung sezerniert werden und auf diese
Weise ein antimikrobielles Milieu schaffen [83, 84].

Neben solchen direkten antipathogenen Funktionen interagieren neutrophile
Granulozyten auch mit verschiedenen anderen Zellen des erworbenen
Immunsystems. So kdnnen sie uber z.B. Antigenprasentation [85] und Sekretion
von Zytokinen [86] mit dem adaptierten Immunsystem kommunizieren und
modulierend auf die Plasma-/ Gedachtniszellbildung wirken flur eine spezifischere
und langanhaltendere Immunantwort (Crosstalks mit anderen Immunzellen) [87].

Abb. 4 fasst die Grundzuge der antipathogenen Funktionen der Neutrophilen
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Abbildung 4: Ubersicht iiber die Funktionen der neutrophilen Granulozyten aus Mocsai 2013 [69] mit
Erlaubnis zur Nutzung. ROS = Reactive oxygen species.

Auch in Hinblick auf die Gewebsreparatur sind Neutrophile unabdingbar fur die
Defektheilung [88]. Sie phagozytieren nekrotische Zelluberreste aus dem Defekt
[89], sezernieren diverse Wachstums- und Angiogenesefaktoren [90] und
unterstitzen die Auflésung der Inflammation durch Apoptose und Freisetzung
von antiinflammatorischem und wachstumsférderndem Tissue Growth Factor-3
(TGF-B) und Interleukin-10 (IL-10) [91]. Abb. 6 fasst den Beitrag der Neutrophilen

zur Gewebsheilung zusammen.
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Abbildung 5: Ubersicht iiber die gewebsreparierenden Funktionen der Neutrophilen aus Wang 2018 [55] mit
Erlaubnis zur Nutzung. VEGF = Vascular epithelial growth factor. MMP = Matrix-Metalloprotease.

1.2.2 Pathologien

Dysregulationen in Neutrophilen kdnnen zu diversen Immunpathologien, wie z.B.
gestorter Wundheilung (lokal) oder Autoimmunerkrankungen (systemisch),
fuhren [72-74]. Der Beitrag der Neutrophilen zu systemischen
Inflammationspathologien reicht von Autoimmunpathogenesen [92] Uber
dysregulierte Immunantworten bei bakterieller Sepsis [93] bis hin zur Bildung von
Thrombosen, Atherosklerose, Anaphylaxien, metabolischen Erkrankungen und
vielen weiteren entzindlichen Erkrankungen [69, 94, 95]. Die Rolle der NETose
hierbei wird seit einigen Jahren zunehmend aufgedeckt [96]. Da solche
systemischen Pathologien in ihrer Gesamtheit natlrlich komplexe, zu weit
reichende Mechanismen beinhalten, wird sich im Anschluss zunachst auf die
pathologische Rolle der Neutrophilen und der NETose bei defekter Wundheilung
konzentriert.

Wie zuvor bereits erklart, sollen Neutrophile die Bekampfung von Pathogenen im
Wundbett initiieren und die Gewebsreparatur unterstutzen. Dysregulationen in
Neutrophilen konnen allerdings den Heilungsprozess an verschiedenen Stellen
behindern [97].

Einerseits kénnen durch Uberaktivierung der Neutrophilen vermehrt freigesetzte
granulare Proteasen das korpereigene Gewebe schadigen [98-100]. Das so
geschadigte Gewebe kann dann wiederum Uber danger-/pathogen-associated
molecular patterns (= DAMPs/PAMPs) neue Neutrophile rekrutieren [101].

Andererseits kann durch verminderte Aktivierung der Neutrophilen eine

22



Einleitung

insuffiziente Immunaktivierung bis zur Sepsis drohen [102-104]. Allerdings
zeigten Dovi et al. 2003 auch, dass eine Mangel an Neutrophilen die
Reepithelialisierung beschleunigen kann [105]. Wovon die erfolgreiche
Wundheilung bei neutropenen Mausen hier abhing, konnte 2003 nicht geklart
werden. Hingegen wurde vielfach gezeigt, dass fehlende Migration von
Neutrophilen ins Wundgewebe ebenfalls die Heilung verzogert [106, 107].

Nach Erfullung ihrer primaren Aufgaben, gehen Neutrophile oft in die Apoptose
uber, wobei sich auch alternative Schicksale zeigen. Bei der sogenannte
reversen transendothelialen Migration wandern aktivierte Neutrophile vom
Entzindungsort wieder in die Blutbahn, wobei systemische Pathogene eliminiert
werden, aber auch generalisierter Schaden resultieren kann [108-111].
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine verlangerte neutrophile
Reaktion ohne Resolution am Gewebsdefekt eine verbreitete Ursache
chronischer Wunden darstellt [4, 77, 99].

In den letzten Jahren rickte besonders die Rolle der NETs in der Entwicklung
chronischer Wunden in den Fokus der Forschung. Hierbei postulierten Wong et
al. 2015 in Mausen und Fadini et al. 2016 auch in Menschen den kausalen
Zusammenhang von NETose und Bildung von Wundheilungsdefekten bei
Diabetikern aufgrund der Uberexpression von PAD4 als Schliisselenzym der
NETose. Des Weiteren fanden sie heraus, dass die Hemmung der NETose mit
einer physiologischen Wundheilung in den Mausen einherging [3, 112, 113]. Die
Aufklarung der zugrundeliegenden Mechanismen sowie der Transfer auf
bestimmte immundysregulierte Patientengruppen, wie in dieser Studie Raucher,
konnte ein entscheidender Weg flr die Frihdiagnostik und Behandlung von
chronischen Wunden und anderen neutrophilen Immunpathologien von

Risikogruppen darstellen.

1.2.3 Bildung von Neutrophilen Extrazellularen Fallen (NETs)

NETs sind Netzwerke aus dekondensiertem Chromatin von neutrophilen
Granulozyten, die sowohl pathogene Partikel als auch zelleigene bakterizide
Granula mit Proteasen ,fangen” und lokal halten [96, 114] (siehe Abb. 6). Dies
verhindert die Ausbreitung von gewebsschadigenden Pathogenen und
Proteasen und fuhrt zu einer lokalen und somit hdéheren Wirksamkeit der

Immunantwort auf Pathogene [114]. Die bakteriziden und proinflammatorischen
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Komponenten sind dabei neben den granularen Proteinen, auch zitrullinierte

Histone und freie DNA sowie die freigesetzten Zytokine (Ubersicht: [115]) [116].

*

N A

Abbildung 6: Neutrophil Extracellular Traps aus Brinkmann et al. 2004 [114] mit erteilter Nutzungserlaubnis.
E: Hochaufiésende Rasterelektronenmikroskopie von NETs bestehend aus glatten Fasern und globulédren
Doménen. Bar = 500 um. C: Rasterelektronenmikroskopie von Shigella flexneri gefangen in NETs. Bar =
500 nm.

Die relevantesten pathogenen Stimuli fir die Bildung von NETs stellen Bakterien
und deren Lipopolysaccharide (LPS), sowie Viren- und Pilzinfektionen dar,
welche durch NETs bekampft werden sollen [117-121]. Auf humoraler Ebene
finden sich Antikorper, Immunkomplexe und rekrutierende Zytokine, wie IL-8 und
Tumor Nekrose Faktor o (TNFa) [115, 122-124] als ,intrinsische® Ausloser. In
vitro wird meist Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) und Calcium-lonophor zur
NET-Bildung genutzt [125, 126]. Hierbei geht man davon aus, dass der
molekulare Mechanismus und die Proteinbesetzung der gebildeten NETs sich
Stimulus-abhangig andert [127, 128]. Aulierdem sind der pH-Wert, die
Sauerstoffsattigung und die Abhangigkeit zur NADPH Oxidase zu beachten,
wobei genaue Signalwege noch umstritten sind [112, 129-132].

Ein vereinfachter Mechanismus der NETose kann wie folgt beschrieben werden:
Im Fall der Aktivierung von Neutrophilen kommt es zum Anstieg des
intrazellularen Calcium-Spiegels aus dem endoplasmatischen Retikulum,
wodurch die Protein Kinase C aktiviert wird und folglich die NADPH Oxidase in
den Mitochondrien vermehrt reaktive Sauerstoffspezies (ROS) produzieren
[115]. ROS und Calcium selbst aktivieren ihrerseits die Peptidyl-Arginin-
Deiminase 4 (PAD4), welche die Seitenketten von Arginin z.B. an Histonen
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citrullinieren  [114]. Die konsekutive  Strukturanderung bewirkt die
Dekondensierung des Chromatins, wodurch ein lockeres DNA-Netz entsteht.
Uber die Aktivierung der MPO und der NE schwillt der Nucleus an und die
Zellmembran lysiert, sodass das ,klebrige“/“fangende” DNA-Netzwerk aus der
Zelle freigesetzt wird [115, 123, 129]. Die Freisetzung der NETs kann, abhangig
vom Stimulus und Timing, in einer suizidalen oder vitalen NETose enden [133-
135].

Physiologisch stellen NETs einen wichtigen Bestandteil der angeborene
Immunabwehr dar, ohne deren Wirken die Bekampfung vieler Pathogene
erschwert bis insuffizient wird [112, 114]. Einige Bakterien, wie z.B.
Streptococcus pneumoniae, sind jedoch Uber endogene DNasen in der Lage,
sich vor NETs zu schitzen [136, 137]. Trotz ihrer immunologischen Wichtigkeit
bleibt eine baldige Auflosung/Resolution der NETs nach der akuten Inflammation
durch DNasen und Makrophagen fiur die Verhinderungen von Schaden durch
NETs elementar [138].

1.2.4 NETopathien

UbermaRige Bildung von NETs oder auch deren verzégerter Abbau kénnen tber
Interaktionen mit dem umliegenden Gewebe und Immunsystem z.B. uUber
Immunzellrekrutierung inflammatorisch schadigend wirken [139]. So kénnen die
antimikrobiellen Histone und Peptide in den NETs direkte zytotoxische Effekte
auf verschiedene Gewebe (z.B. Endothel, Epithelien, etc.) verursachen und
entsprechend auch die Wundheilung behindern [3, 113, 140]. Daruber hinaus
sind diverse inflammatorische Systemerkrankungen bekannt, in denen eine
fehlgesteuerte NETose pathogenetisch relevant ist. Dazu zahlen diverse
Autoimmunerkrankungen, atherosklerotische und thrombotische Erkrankungen,
sowie Krebsentstehung- und metastasierung [141-144].

Wichtige grundlegende Mechanismen in der Autoinflammation durch NETs
scheinen die Stimulierung von plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDC), sowie
B- und T-Lymphozyten Uber die freigesetzten DNA-/Histonkomplexe und
neutrophilen granularen Proteinen (z.B. Cathelicidin) zu sein. Dies resultiert in
einer gesteigerten IFN-1 Produktion und Autoantikdrpersynthese durch die
Bildung pathologischer Lymphfollikel [141, 145-147], welche entscheidend fur die
Pathogenese von Autoimmun-/Inflammationserkrankungen sind [148, 149].

25



Einleitung

Weitere grundlegende, inflammatorisch rickkoppelnde Mechanismen stellen die
DAMPs

Inflammasomaktivierung dar [150, 151]. NET-assoziierte Erkrankungen werden

Komplementaktivierung, ihre Interaktionen  mit und der

teilweise bereits als NETopathien bezeichnet und sind in Tabelle 2 aufgelistet:

Tabelle 2: Liste der relevantesten Netopathien mit pathogenetischer Beteiligung der NETs. Weitere in

Tabelle 17 im Anhang.

NET-assoziierte
Erkrankung

Pathogenetische Rolle der NETs

Referenz

Chronische
diabetische
Wunden

Menge an NE und citH3 korrelieren mit Schwere der
Wundheilungsstérung und der Amputationsrate
Diabetiker mit chronischen Wunden zeigen erhoéhte
PAD4 Expression und Aktivitat, welche flir schadliche
NETose lokal verantwortlich ist

PAD4 Knockout und DNase-Behandlung kann im
Mausmodell eine regelhafte Wundheilung bewirken

Im  Menschen korrelieren  zirkulierende  NET-
Komponenten (v.a. NE) mit Wundinfektionsneigung.

In menschlichen diabetischen Wunden waren NET-
Komponenten stark erhéht

[3, 113,
152, 153]

Chronic obstructive
pulmonary disease
(COPD)

NETose korreliert mit der Schwere der COPD und der
Haufigkeit der Exazerbationen

Erhéhte PAD4 Genexpression und Proteinspiegel in
COPD Lungen

NETs induzieren epithelialen/endothelialen Zelltod
Proteasen aus NETs kénnen pulmonale
Strukturproteine wie Kollagen und Elastin spalten

[154-
160]

Rheumatoide
Arthritis (RA)

Pathologie korreliert mit Akkumulation von DNA-MPO
Komplexen und Antikérpern gegen zitrullinierte Histone
(= NET-Marker)

NETs v.a. auch in entziindeten Gelenken

PAD4 Aktivitat korreliert mit NET-induzierten
Autoantikérper wie anti-citrullinated protein antibodies
(ACPA) und mit Krankheitsschwere.

Vermehrte anti-PAD4-Antikdrper

Im Mausmodell fir RA hat die Injektion von Chloramidin
die PAD4-vermittelte Hypercitrullinierung gehemmt ->
Linderung der Krankheitsaktivitat.

[161-
170]

Sepsis

Vermehrt zirkulierende NETs sind assoziiert mit
Multiorganversagen und schlechtem Outcome.
Mediatoren fur Krankheitsschwere durch Zellschaden
und Entzindung kdnnen aus NET stammende Histone,
zellfreie DNA, ROS-Produktion und inflammatorische
Zytokine sein.

NETs von septischen Patienten scheinen keine
antibakteriziden Funktionen zu erflllen.

PAD4 defiziente Mause zeigen eine abgemilderte
endotoxische Entzindungsreaktion ohne die
Bakteriamie zu erhéhen.

[171-
177]

Systemischer
Lupus
erythematodes

Bildung von NETSs korreliert mit Krankheitsaktivitat
SLE (Auto-)immunkomplexe triggern Uber
Rezeptoren NETose

Extrazelluldre neutrophile Histone, DNA und Proteine
stimulieren u.a. pDC und autoreaktive B-Zellen zur
Produktion von Autoantikérper und INF-1

Fc-

[178-
185]
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e Verzdgerung des NET-Abbaus geht mit der Schwere
einer Lupus Nephritis einher

e Allgemeine NET Schaden: Endothelschadigung,
proinflammatorische Verstarkung v.a. durch Lupus-
typische ,low-density granulocytes”

e PAD4 Inhibierung zeigt eine Linderung

Tumorprogress e NETs gelten als essenziell, um ruhende Tumorzellen zu | [143,

und aktivieren 186-197]

Metastasierung e NETs verstirken das Wachstum von Melanomen,
Magenkarzinomen, Mammakarzinomen,

hepatozellularen Karzinomen, etc.

e PAD4 wirkt als Co-Repressor far das
Tumorsuppressorgen p53 und fiir p21

e Sowohl PAD4-Defizienz als auch fehlende G-CSF
Freisetzung hemmen Tumorwachstum

¢ Neutrophile granulare Proteasen, wie NE und MMP-9,
unterstitzen Tumorzellen sich aus dem Zellverband zu
Idsen = Metastasierung

Venose e NETs binden auch Erythrozyten und Thrombozyten [198-
Thrombose/ e Neutrophile Elastase in NETs inaktiviert den tissue | 204]
Thromboembolie factor pathway inhibitor (TFPI)

e PADA4-citrullinierte Histone sind elementar fur die
Thrombosebildung in Mdusen - prokoagulatorisch

e NETs verstarken Fibrinablagerung
- Thrombozytenadhésion/-aktivierung/-aggregation

e Aggregierte Thrombozyten verstarken ihrerseits wieder
die NETose durch TLR4

1.2.5 Rauchen und NETose

Fur auffallend viele der NETopathien stellt das Rauchen einen Risikofaktor dar.
Wahrend kardiovaskulare [205, 206], pulmonale [207, 208] und
Krebserkrankungen [209-211] in Rauchern bereits lange und breit untersucht
wurden, weill man Uber die Immunsystemdysregulationen, wie chronische
Wunden [212] und Autoimmunerkrankungen, z.B. RA [213], SLE [214] und
Morbus Crohn [215] durch das Rauchen weit weniger.

Wie Rauchen die NETose dysreguliert und ob exzessive Bildung von NETs die
treibende Kraft in der Ausbildung von NETopathien in Rauchern darstellt, bleibt
zu klaren. Nikotin stellt jedenfalls einen potenten NET Stimulus dar und
Neutrophile von Rauchern weisen vermehrt spontane Bildung von NETs auf
[216]. Im Mausmodell verstarkten Nikotin-induzierte NETs eine bereits
bestehende Arthritis und die Behandlung mit Antagonisten am nikotinergen
Acetylcholin-Rezeptor inhibierten die NETose durch Nikotin und milderten die
Erkrankung [216]. Auferdem wurde auch an menschlichen peripheren
Neutrophilen gezeigt, dass Nikotin dosis-korrelierend ROS-unabhangig, dafur
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aber Protein Kinase B und PAD4 abhangig, NETs mit hypercitrullinierten
Histonen bildeten [217].

Nikotin ist nicht mit Zigarettenrauch gleichzusetzen, aber auch fir
Zigarettenrauchextrakt (CSE) konnte im Mausmodell und in vitro gezeigt werden,
dass NETose schneller induziert und gebildete NETs nur ineffektiv abgebaut
werden konnen. Hierbei konnte aullerdem die Stimulierung von pDC und T-
Zellen durch CSE-induzierte NETs gezeigt werden. Dies lasst NETs abermals als
als pathogenetische Schlliisselkomponente von immunologischen Erkrankungen
bei Rauchern erscheinen [20, 218]. In White et al. 2018 war die stimulierte
NETose nach Vorbehandlung mit CSE und anderen
Zigarettenrauchkomponenten inhibiert, wahrend eine vermehrte spontane
NETose beobachtet werden konnte [219]. Eine Dysregulation auf diese Weise ist
sowohl mit einer Immunsuppression bei Erregerkontakt als auch mit einer
Uberregulation an falscher Stelle vereinbar. Speziell bei der COPD, die
hauptsachlich durchs Rauchen verursacht ist, besitzt die NETose eindeutige
pathogenetische Beteiligung [154, 207], vermutlich auch weil die Schaden des
Rauchens in der Lunge am besten untersucht sind. In anderen Geweben und
deren Erkrankungen ist die pathogenetische Rolle der NETs beim Rauchen nicht
so einfach zu klaren, jedoch nicht weniger wichtig. Sinnvoll bleibt es nicht nur in
die einzelnen Krankheitsbilder zu schauen, sondern auch auf grundlegender
Ebene zu untersuchen, ob wichtige Regulatoren der Nikotin-/CSE-induzierten
NETose, wie das viel untersuchte PAD4 [217, 220], durch das Rauchen

systemisch verandert werden.

1.3 PAD4
Das Enzym Peptidyl-Arginin-Deiminase Typ 4 wird hauptsachlich in CD34+

Zellen des Knochenmarks, wie Neutrophilen, aber auch anderen Immunzellen,
sowie Krebszelllinien gebildet [197]. Wie der Name bereits vermittelt, katalysiert
PAD4 die Deiminierung von Argininresten zu Zitrullin an Substraten, wie den
Histonen 2, 3 und 4, sowie Vimentin und p300 [220-222]. Damit nimmt es Einfluss
auf die Transkription von Genen [221, 222], die Apoptose [196, 223] und, am
prominentesten, die angeborene Immunitat v.a. Uber die NETose [3, 112, 217,
224].
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Mehrere Studien zeigten, dass die Aktivitat von PAD4 uber Histoncitrullinierung
und folgender Chromatindekondensierung direkt mit dem Auftreten von NETs
kausal im Zusammenhang steht und in diesen Experimenten sogar als
Schlusselenzym fungiert [225-228]. Eine PAD4 Inhibition konnte die NETose
durch verschiedenste getestete Stimuli verhindern, was die Wichtigkeit dieses
Enzyms fur die NETose unterstreicht [112, 123].

Darlber hinaus ist eine pathophysiologische Rolle der dysregulierten PAD4
Expression aulRerhalb der NETose durchaus denkbar: Zahlreiche Studien zu
PAD4 Inhibitionen zeigten konsekutive Besserungen von entzundlichen
Erkrankungen in Mausen, wie diabetischer Wundheilungsstorung, RA, MS,
Lupus-Schaden der Haut, Nieren und Gefalde sowie Kolitis und assoziiertem
Kolonkarzinom [113, 170, 204, 229-231]. Zudem konnte gezeigt werden, dass
PAD4 in den Sera von Tumorpatienten oft erhdht nachweisbar ist und in
zahlreichen v.a. malignen Tumoren an Wachstum und Metastasierung [175, 232,
233] beteiligt sein kann. Andere PAD4 assoziierte Pathologien sind
Atherosklerose und Herzinfarkt [234, 235], die Alzheimer Demenz [236], das
Multiple Myelom [237], die tiefe Beinvenenthrombose [204] und die zystische
Fibrose [238]. Dies verdeutlicht die weitreichende Beteiligung des hier
untersuchten Enzyms.

Bisher bekannte Einflussfaktoren auf die PAD4 Aktivitat bzw. Expression sind
folgende: Stimuli fir PAD4 sind diverse bakterielle Kontakte [114, 123, 226],
sowie Zytokine (GM-CSF, IL-8, TNF-a, f-MLP) [123, 239, 240] und sonstige
chemische Molekule, wie Calciumionen, H202, lonomycin, und PMA [114, 227,
239]. Ostrogen erhdhte in vitro die PAD4 Expression [241], weshalb Experimente
bezlglich der PAD4 Expression Einflussfaktoren wie das Geschlecht und das
Alter beachten sollten. Uber andere in vitro Einflisse ist wenig bekannt.
PAD4-Inhibitoren zielen zumeist auf das intrazellulare Calcium ab, da dieses als
notwendiges Coenzym die Enzymaktivitat ermoglicht und steigert [242]. GSK199
und GSK484 sind hierbei reversible und Chlor- und Flouramidin irreversible
Inhibitoren Uber Calciumionenentzug [224]. Auch bereits eingesetzte
Medikamente, wie das Zytostatikum Paclitaxel [243] und die Antibiotika
Streptomycin und Chlorotetracyclin [244], gelten als potente PAD4 Inhibitoren.

Relevanter im Vorfeld bleibt jedoch, dass sich eine erhohte lokale und teilweise
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auch systemische (zirkulierende Neutrophile) Expression von PAD4 bei diversen

inflammatorischen Erkrankungen findet.

Tabelle 3: Erkrankungen mit erh6hter PAD4 Expression.

Erkrankung PAD4 Expression PAD4 Expression Quelle
lokal erhoht systemisch erhoht
Alzheimer Demenz Ja ? [236]
Chronische diabetische Ja Ja [3, 113]
Wunden
Maligne Ja Ja [197]
Tumorerkrankungen
Multiple Sklerose Ja Ja [240, 245]
Rheumatoide Arthritis Ja Ja [246]
RA-assoziierte Ja ? [247, 248]
Lungenerkrankungen bei
Rauchern
Rauchen Ja (Lunge) ? [249, 250]
Sepsis Ja [251]
SLE/Lupus-Nephritis Ja Ja [252, 253]
Tiefe Venenthrombose Ja Ja [254]
Zystische Fibrose Ja Ja [238, 255]

Eine Verbindung zwischen Zigarettenrauchen und PAD4 wurde bisher nur
vereinzelt und der Einfluss des Rauchens auf die PAD4 Expression in
Neutrophilen zum jetzigen Kenntnisstand noch gar nicht untersucht. Die wenigen
zu findenden Quellen werden in der Diskussion ab Kapitel 5.3.1 im
Zusammenhang mit den hiesigen Ergebnissen diskutiert. Aufgrund der kurzlich
entdeckten Relevanz von PAD4 bei verzogerter Wundheilung, wurde beim
Studienkollektiv ebenfalls auf die Entwicklung ahnlicher postoperativer

Komplikationen geachtet [3].

1.4 Postoperative Komplikationen an der BGU Tubingen

1.4.1 Pravalenzen und Risikogruppen

Komplikationen bei primiren Komplikationen bei
Gelenkersitzen Revisionseingriffen

Abbildung 7: Prévalenz der Komplikationen bei priméren und Revisionsgelenkersatzoperationen an der BG
Unfallklinik Tiibingen nach Ehnert et al. 2019 [17]. Orange = mit Komplikation; Blau = ohne Komplikation.
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Allgemein gultige Zahlen fur die Entwicklung postoperativer Komplikationen gibt
es, aus oben genannten Grunden der Vielfalt von Einflussfaktoren, nicht.
Pravalenzen lassen sich v.a. auf bestimmte Patientengruppen und bestimmte
Eingriffe formulieren. Die Pravalenz der postoperativen Komplikationen an der
BG Unfallklinik Tubingen lag in der reprasentativen Studie von Ehnert et al. 2019
bei primaren Gelenkersatzeingriffen bei ca. 15 %, wahrend sich
Revisionseingriffe mit knapp 28 % deutlich komplikationsreicher zeigen. Bei
Primareingriffen waren die Hauptkomplikationen verzogerte Wundheilung (5,4
%), Infektionen (2,8 %) und notwendige Revisionseingriffe (1,2 %). Bei
Revisionseingriffen, also einer operativen Sanierung einer vorbestehenden
Komplikation, hingegen waren vor allem die Rate an Infektionen (6,5 %) und
notwendigen Revisionseingriffen (8,3 %) deutlich hoher. Als zusatzliche
Risikofaktoren fur eine Komplikationsentwicklung zeigten sich neben
Mangelernahrung und regelmafligem Alkoholkonsum, vor allem auch der
Zigarettenkonsum (Abb. 8).

A NRS score B alcohol consumption c cigarette consumption
(primary TJA) in patients with primary TJA in patients with primary TJA
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Abbildung 8: Ergebnisse zu Risikofaktoren fiir postoperative Komplikationen (w/ = mit Komplikationen; w/o
= ohne Komplikationen) aus Ehnert et al. 2019 [17]. A) & D): Boxplots mit Nutritional Risc Screening (NRS)
bei primérer (links) und Revisionsoperation (rechts) nach Gelenkersatz (TJA). B) & E) = Kuchendiagramm

mit Alkoholkonsum bei primérer (links) und Revisionsoperation (rechts) nach TJA. C) & F) =
Kuchendiagramm mit Zigarettenkonsum bei primérer (links) und Revisionsoperation (rechts) nach TJA.

Das Risiko der Entwicklung einer Komplikation war nach Ehnert et al. bei
Revisionseingriffen deutlich erhéht. Mégliche Grinde waren z.B. die erhdhte

Infektionsrate in diesen Wunden, die in mehr als doppelt so hoch war verglichen
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mit Primareingriffen [17, 256]. Zudem betrifft eine Komplikation haufiger durch
Risikofaktoren chronisch vorbelastete Patienten. Diese Krankheitsfaktoren
wirken logischerweise auch bei den spateren Revisionseingriffen. In der
Revisionsgruppe und der Primargruppe mit Komplikation war der Manneranteil
jeweils 2/3, wahrend in den komplikationslosen Eingriffen die Geschlechter
ausgeglichen waren [17, 257]. Hier scheinen Ostrogene eher férderlich und
Testosteron-Derivate eher schadlich auf die Wundheilung zu wirken [258, 259].
Des Weiteren korrelierte ein Risiko flr eine Mangelernahrung, welche tber den
Nutritional Risk Score ermittelt wurde, positiv mit einer Komplikationsentwicklung.
Bei Mangelzustanden des Ernahrungsstatus kann die Heilung und Immunabwehr
nur unzureichend stattfinden [260-262].

Taglicher Alkoholkonsum stellt einen entscheidenden Risikofaktor fir die
Entwicklung postoperativer Komplikationen dar. Der gewohnte Alkoholkonsum
war bei Patienten mit Revisionseingriffen allgemein erhoht. Mit steigendem
Alkoholkonsum  korreliert auch ein  schlechterer  Allgemeinzustand,
Mangelernahrung und Krankheitsneigung [263, 264]. Biochemisch werden
neben der Kollagensynthese und Reepithelialisierung vor allem die Angiogenese
gestort [265-267].

Der von Ehnert et al. als am gravierendsten ermittelte Risikofaktor fur
Komplikationen war das starke Rauchen ab 20 PY. Die immunologischen,
vaskularen, hypoxischen sowie toxischen Probleme des Rauchers schranken die
Wundheilung sicherlich auf vielen Ebenen ein [17, 18, 268-270].
Interessanterweise war in keiner der Studiengruppen der Exraucher-Anteil
signifikant unterschiedlich, was suggeriert, dass ein Rauchstopp das
Komplikationsrisiko normalisieren konnte [17, 271].

AuBerhalb der Studie von Ehnert et al. lassen sich noch einige weitere relevante
Risikofaktoren nennen und erklaren: So wurde vielfach bei Diabetikern eine
erhdhte Komplikationsneigung postoperativ und eine verzdogerte Wundheilung
insbesondere beim diabetischen Fuldisyndrom festgestellt [272-276].

Daruber hinaus wurden in dieser Studie aus allen Fachrichtungen der BGU
Tubingen verschiedene Patienten mit verschiedenen Beschwerden
aufgenommen und kategorisiert. Zwischen diesen Richtungen und OPs

herrschen unterschiedliche Komplikationsraten, wobei die meisten sicherlich in
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der Unfallchirurgie sowie der septischen Chirurgie zu sehen sind [277, 278],
wohingegen z.B. Arthroskopien als komplikationsarm gelten [279].

Eine starke Korrelation der Komplikationen nach einer Operation findet sich mit
dem Alter des Patienten, wobei mit steigendem Alter die Anzahl der relevanten
Erkrankungen, die Malnutrition und die Gebrechlichkeit zunehmen. Die
Regenerationsgeschwindigkeit nimmt analog zum Stoffwechsel mit dem Alter ab
[280].

Viele weitere Faktoren, die kaum alle auszugleichen sind in einer Fall-Kontroll-
Studie, spielen daruber hinaus eine Rolle bei verzogerter Wundheilung, Infektion
und weiteren Komplikationen. Der Ubersichtlichkeit halber und weil diese
ohnehin in dieser Studie nicht beachtet werden konnten, werden sie nicht alle
ausfihrlich aufgezahlt (Ubersicht siehe Tabelle 4). Eine gute Zusammenfassung
uber zellulare Grundlagen bietet Makrantonaki et al. 2017 [280] und Uber
detailliertere Ursachen einer verzogerten Heilung unter anderem Beyene et al.
2020 und Guo et al. 2010 [281-283].

Tabelle 4: Systemische Risikofaktoren fiir postoperative Komplikationen.

Risikofaktoren aus Starke des Risikos nach Ehnert et al. 2019 (+ = Quelle
Ehnert et al. 2019 niedriges; ++ = maBiges; +++ = hohes Risiko)
Revisionseingriffe +++ [17]

Mannliches + [17]
Geschlecht
Malnutrition it [17]
Alkoholkonsum ++ [17, 265]
Praoperative i [17]
Ubelkeit/Erbrechen
Rauchen ++ [17]

Weitere Risikofaktoren:

Stress [284]
Diabetes Mellitus [272, 285]
Septische Patienten & Unfallpatienten [277, 278]
Hohes Alter [286]
Fettleibigkeit [287, 288]
Bewegungsmangel [289, 290]
Spate postoperative Mobilisation [291]
Multimorbiditat [286]
Immunsuppression [292-294]
Medikamente [293-296]

(Glucocorticoide, Nicht-steroidale Antirheumatika (= NSAR),
Chemotherapie)

33



Ziele der Studie

2. Ziele der Studie

Neutrophile gehoren zu den ersten Immunzellen in der Entzindungsreaktion
einer Wunde [128]. Diverse Stimuli sorgen fur die Aktivierung von PAD4 und der
NETose [123]. Die Idee dieser Studie beruht auf den Ergebnissen von Wong et
al. 2015, die im Mausmodell Ubermalig viele NETs und PAD4 in chronischen
Wunden bei diabetischen Mausen fanden. Bei Knockout oder anderer
Inhibierung [297] des Enzyms PAD4 blieben diese chronischen Wunden genau
wie die NETose sowohl bei diabetischen als auch Kontrollmausen aus [3].
Daraus schloss man, dass Diabetes durch erhohte PAD4 Expression und
ubermalige NETose zur Bildung chronischer chronischen Wunden beitragt. Von
Fadini et al. 2016 wurden ahnliche Ergebnisse teilweise auf den Menschen
ubertragen. Die spontane NETose war bei diabetischen Neutrophilen erhdht
allerdings schlechter auslésbar durch natarliche Stimuli [113]. Dies erklart die
diabetische Immunsuppression bei gleichzeitig verstarkter NETose.

Da auch Raucher ein stark dysreguliertes Immunsystem aufweisen, die
Pravalenz von einigen ,NETopathien® bei ihnen erhoht ist und sie auRerdem zu
verzogerter Wundheilung und postoperativen Komplikationen neigen, ist es
naheliegend die Rolle von PAD4 in dieser Pathogenese klinisch zu untersuchen
[17]. Aus diesen Zusammenhangen ergeben sich die Ziele der hier
durchgefuhrten Studie:

Primar sollte herausgefunden werden, ob Raucher im Vergleich zu Nichtrauchern
PAD4 in Neutrophilen quantitativ unterschiedlich exprimieren. Sekundar sollte
herausgefunden werden, ob bei Rauchern ein Zusammenhang der PAD4
Expression zu einer erhéhten Komplikationsrate, analog zu Wong et al. 2015 und
Fadini et al. 2016 nach (elektiver) Operation in der BG Unfallklinik TUbingen
besteht.
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3.1 Studiendesign und Ablauf

Die vorliegende Studie wurde als eine prospektive Kklinisch-experimentelle
Beobachtungsstudie designet. Nach der Aufklarung zur Studienteilnahme
wurden folglich eingeschlossene Patienten bezlglich ihres Rauchstatus
prinzipiell in Nichtraucher und Raucher eingeteilt und zur Minimierung von
Einflussfaktoren gematcht (siehe Kapitel 3.3.3). Die Sammlung des 15 ml
Vollblutes in EDTA-R6hrchen erfolgte praoperativ peripher vends im Rahmen
einer standardmafigen (studienunabhangigen) Venenpunktion
(Ethikkommission: 666/2018B0O2).

Hieraus wurden die Neutrophilen, die peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) und das Plasma isoliert. Fur diese Studie waren nur die Neutrophilen
relevant, die innerhalb von maximal 3 h nach Abnahme lysiert wurden. Die
Proteine wurden sofort extrahiert und zusammen mit den restlichen Lysaten auf
-80 °C konserviert. Mittels Dot Blot wurden die Proteine aufgetragen und der
PAD4 Gehalt jeder Probe relativ zu den anderen Proben ermittelt. Hierbei wurde
auf B-Actin normalisiert. Die RNA wurde aus den aufgetauten Lysaten isoliert und
in cDNA umgeschrieben. Diese wurde Uber eine konventionelle PCR einmal
kontrolliert. Daraufhin wurde Uber eine gPCR die relative PADI4 Expression,
normalisiert auf ribosomal protein L13 (RPL13a) und elongation factor 1a
(EF1a), ermittelt. Diese Housekeeping Gene (HKGs) wurden vor Beginn der
Probensammlung an gesunden Freiwilligen als am interindividuell stabilsten fur
Neutrophile gepruft. Wahrend des stationaren Aufenthaltes wurde so bald wie
moglich nach der Blutenthahme mithilfe der Fragebdgen eine ausfuhrliche
Patientenanamnese durchgeflihrt, um die Laborergebnisse einordnen zu
kdénnen.

Die Datenerhebung des Fragebogens lief zumeist im stationaren Verlauf ab,
wahrend der Follow-Up-Fragebogen telefonisch ungefahr 6 Monaten nach der

OP und Uber das Kliniksystem Medico erfolgte.
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PBMC lIsolation = SNP Analyse
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Rauchverhalten i
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Abbildung 9: Ubersicht iiber die Arbeitsschritte.

3.2 Begutachtung durch die Ethikkommission

Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Eberhard Karls Universitat
Tdbingen prifte die Studie am 20.09.2018 unter der Projekt-Nummer
666/2018B0O2 und genehmigte ihre Durchflhrung.

Die Probengewinnung erfolgte auf Station mit Blutabnahme am OP-Morgen beim
i.v. Zugang legen oder in der Pramedikationsambulanz der Anasthesisten bei der
routinemaRigen praoperativen Blutentnahme. Da die Blutenthahme im Rahmen
einer anasthesiologisch notwendigen Venenpunktion durchgefuhrt wurde, gab es
keinen relevanten zusatzlichen Schaden durch die Studienteilnahme. Nach
einigen Screeningfragen zur Studienkompatibilitat, war die Grundvoraussetzung
fur die Teilnahme die freiwillige Einwiligung sowie die unterschriebene
Einverstandniserklarung. Im Vorhinein wurden die Studienteilnehmer ausfuhrlich
uber die Ziele, den Ablauf, die Dauer, den wissenschaftlichen Nutzen sowie den
Datenschutz informiert, bevor die Einverstandniserklarung unterzeichnet wurde
und in Kopie mit Kontaktadresse mitgegeben wurde. Dartber hinaus wurde die
Maglichkeit eines flexiblen Studienausstiegs ohne Folgen betont. Die Probanden
wurden nach Einwiligung zur Teilnahme Uber eine individuelle
Identifikationsnummer (ID) verschllsselt und so fur Dritte unkenntlich gemacht.
Zugang zu unverschlisselten Patientendaten haben nur die Doktormutter, die
Betreuerin und der Doktorand. Samtliche Studienteilnehmer wurden uber die
Datenschutzbestimmungen aufgeklart.
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3.3 Studienpopulation

Die Patientenakquirierung lief vom 02.09.2019 bis zum 17.09.2020, wobei die
letzten telefonischen Follow-Up-Gesprache im Dezember 2020 gefuhrt wurden.
Eine notige PopulationsgroRe von je mindestens 36 Probanden bei
Nichtrauchern und Rauchern wurde vorher statistisch ermittelt. Eine statistische
Beratung durch Herrn Dr. Blumenstock (Stellvertretender Leiter des Instituts fur
Klinische Epidemiologie und angewandte Biometrie Tubingen) ist erfolgt. Alle
Probanden wurden an der BGU Tubingen rekrutiert.

3.3.1 Studiengruppen
Grundsatzlich wurden fur die primare Hypothese der Studie (der Einfluss des
Rauchens auf die PAD4 Expression in Neutrophilen) Raucher und moglichst
ahnliche Nichtraucher jeglicher Abteilung (praoperativ) gesucht. Raucher und
Nichtraucher stellten die Hauptstudiengruppen dar, sodass hierfir die vorher
ermittelte Mindestgruppengrofle von 36 erreicht und Ubertroffen wurde. Zur
naheren Differenzierung unterschied man bei den Rauchern bei tiefergehenden
Analysen weiter zwischen moderaten und starken Rauchern, wobei die typische
Einheit der Packungsjahre, oder auch Pack Years (PY) als Parameter der

Rauchbelastung verwendet wurde [298]. PY berechnen sich folgendermalden:

Anzahl gerauchter Zigaretten pro Tag
20

PY = X Konsumjahre [299].

Zu den Nichtrauchern zahlten alle mit 0 PY und solche, die maximal 3 PY jemals
geraucht haben und dabei seit mindestens 10 Jahren gar nicht mehr rauchten.
Diese stellten die Kontrollgruppe dar. Alle anderen wurden bis zu einer
Rauchbelastung von 20 PY den moderaten Rauchern und alle tber 20 PY den

starken Rauchern zugeordnet.

3.3.2 Subgruppen
Auch wenn fur gewisse Subgruppenanalysen die Probandenanzahl zu niedrig ist,
gibt es dennoch relevante Faktoren, bei denen ein Einfluss auf die PAD4
Expression wahrscheinlich ist. Hier ware z.B. der Einfluss eines Rauchstopps vor
relevant langer Zeit zu nennen, weshalb bei den Kontrollen auch eine kleine
Rauchbelastung vor langer Zeit toleriert wurde. Hingegen sind in den
Rauchergruppen ohne weitere Unterscheidung ehemalige Raucher genauso wie

aktuelle Raucher betrachtet, da es einige Hinweise gibt, dass diese ahnliche
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Beeintrachtigungen bei postoperativen Komplikationen erleiden wie aktuelle
Raucher [17]. Fur eine weitere Subgruppenanalyse, bei der aktuelle und
ehemalige Raucher differenziert betrachtet wurden (Kapitel 5.2.5), ist hier also
auch die Einheit der Jahre seit Rauchstopp (,Years since quitting“ = YSQ)
relevant.

Aulerdem erscheint der Vergleich der Geschlechter hinsichtlich der PAD4
Expression sinnvoll, da Manner auffallig hdhere Komplikationsraten postoperativ
aufweisen als Frauen und allgemein Unterschiede in der Immunantwort
anzunehmen sind [17].

Daruber hinaus durfte der Vergleich von jungeren zu alteren sowie gesunderen
zu krankeren Patienten interessant werden, da in dieser Hinsicht ebenfalls
Komplikationsraten und Immunsystem deutlich verschieden sind und beide
Charakteristika im Matching bertcksichtigt wurden.

BMI und Ernahrungszustand sind ebenfalls starke Einflussfaktoren auf die
Wundheilung bzw. Komplikationsneigung und wurden deshalb ebenfalls
probatorisch hinsichtlich der PADI4 Expression analysiert [17].

Da konkrete Einflussfaktoren in diesem Setting noch nicht untersucht sind, bleibt
es sinnvoll diese heterogene Patientengruppen in den Ubergruppen Raucher und
Nichtraucher zu unterteilen und hinsichtlich mdglichst vieler Faktoren ahnlich zu

halten.

3.3.3 Best Possible Matching

In dieser Studie wurden keine gesunden Freiwilligen, sondern Patienten
untersucht. Auch wenn durch die strikten Ausschlusskriterien versucht wurde,
immundysregulierte Patienten weitgehend auszuschlieen, so ist doch wenig
uber die Variablen der Expression des Enzyms PAD4 bekannt, sodass
Einflussfaktoren wahrscheinlich bleiben. Zur bestmdglichen Isolierung des
Faktors Rauchen wurde also versucht, die Kontrollen mdglichst passend
hinsichtlich bestimmter Charakteristika zu den untersuchten Rauchern zu
wahlen. Die Kategorien nach denen dieses bestmogliche Matching entschieden
wurde, waren das Alter, das Geschlecht, der BMI und die Anzahl der
systemischen Erkrankungen. Mit jedem weiterem Kriterium des Matchings wird
die Auswahl passender Kontrollen weiter eingeschrankt. Daher hat man weitere

mogliche  Einflussfaktoren, wie dem Vorhandensein = wahrscheinlich
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beeinflussender Erkrankungen (z.B. Diabetes Mellitus [3]) versucht, zwischen
den Gruppen in der Summe ahnlich zu halten. In das individuelle Matching
konnten diese Faktoren, aus oben genannten Grinden, jedoch nicht mit

einflielRen.

3.3.4 Ausschlusskriterien
Da die untersuchte Studienpopulation maglichst reprasentativ sein sollte, wurden
gewisse Ausschlusskriterien fur Patienten formuliert. Hier flossen die folgenden
Charakteristika mit ein:
e Verweigerung der Studienteilnahme
Ein Alter unter 30 oder Uber 75 Jahren

¢ Vorhanden sein von PAD4 beeinflussten Erkrankungen nach Tabelle 3:
Erkrankungen mit erhohter systemischer PAD4 Expression

¢ Einnahme von Chemotherapeutika oder Immunsuppressiva

e Vorhandensein chronischer Infektionserkrankungen: HIV, chronische
Hepatitis B/C, etc.

e Akute Infektion mit eindeutig erhohten Entzindungsparametern im Labor
(kombinierte Erhéhung von CRP (>5 mg/l) und Leukozyten (>10.000/pl))

e Grobe Verschiebungen der Laborparameter (erhebliche Abweichung von
mehr als 4 Laborparametern, z.B. bei Panzytopenie)

e Unfahigkeit der logischen verbalen Kommunikation

3.3.5 Definition der postoperativen Komplikation
Postoperative Komplikationen werden in dieser Studie als allgemein
unerwunschte postoperative Ereignisse verstanden, die direkt auf die OP zurlck
zu fuhren sind und die Heilung so beeintrachtigen, dass eine medizinische
Handlungskonsequenz entsteht. Hierzu zahlen zur Haupteinteilung Kategorien,
die unter Ehnert et al. 2019 bereits Anwendung fanden [17]: Tod, Infektion und
Wundheilungsstérung der OP Wunde, sowie eine nicht geplante Folgeoperation
aufgrund derselben Ursache/Misserfolg der ersten OP, eine Thrombose und
sonstige  Komplikationen, die anders nicht erfasst wurden. Die
Komplikationsentwicklung hangt stark von vielen externen und internen
Faktoren, wie z.B. die Ursache und Art der OP, akut gegen elektiv, Primar- gegen

Revisionseingriff oder auch die kérperlichen Konstitutionen der Patienten ab [17,
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283, 300, 301]. In dieser Studie stellte die klinische Korrelation der ermittelten
PAD4 Expressionen zur Komplikationsentwicklung lediglich das sekundare Ziel
dar. Deshalb wurde nicht nur eine OP-Art, sondern viele verschiedene OPs
gemischt kategorisiert, zwischen den Gruppen mdglichst ausgeglichen und

miteinander verglichen. Dies sollte bei der Ergebnisbewertung beachtet werden.

3.4 Fragebdgen zur Datenerhebung

Bei der Befragung wurden vorgefertigte und standardisierte Fragebdgen
verwendet. Diese bestehen aus 9 Seiten und enthalten 7 Teile, die unten weiter
erlautert werden. Jeder Abschnitt beleuchtet ein anderes Gebiet der
Patientenanamnese, wodurch ein umfassendes Bild der allgemeinen
Gesundheit/Erkrankungen, der  Genussmittelkonsum, wie z.B. das
Rauchverhalten, die physischen und psychischen Madoglichkeiten und
Gewohnheiten sowie die Ernahrung und die Entwicklung nach der OP erfasst.
Fehlende Informationen zu Vorerkrankungen oder Medikation sowie Laborwerte

wurden aus dem Klinikinformationssystem der BGU Tubingen erganzt.

3.4.1 Aligemeiner Teil

Zunachst erhielt jeder Patient eine personliche ID zur Anonymisierung.
Begonnen wurde mit der Nummer 0001 und dann fortlaufend aufsteigend den
Teilnehmern zugewiesen. Fur die Nachbefragung nach 6 Monaten wurden die
Telefonnummern ermittelt. Am Anfang des Fragebogens wurden allgemeine
Patienteninformationen wie das Alter, die KorpergroRe und das Gewicht (zur
Berechnung des Body Mass Index (BMI)) erfragt.

Daruber hinaus wurden die Lebensumstande vor der stationaren Aufnahme (bei
traumatologischen Patienten vor dem Unfall) abgebildet. Dazu zahlen die
Wohnverhaltnisse, der Grad der Selbststandigkeit bei der Nahrungsbeschaffung,
die Mobilitat und der Pflegestatus.

Im Anschluss wurden regelmallig eingenommene Medikamente sowie der
Genussmittelkonsum ermittelt. Zudem wurde nach dem aktuellen Status des
Magen-Darm-Traktes (Appetitlosigkeit, Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall, Kau- oder
Schluckstorungen, vermehrtes Husten nach dem Schlucken, Vorhandensein
einer Zahnprothese) gefragt. Des Weiteren wurden Vor- und

Nebenerkrankungen, vorausgegangene Krankenhausaufenthalte und bisherige
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Operationen erfasst. Auch der Beruf und die dazugehorige REFA-Klassifizierung
wurden notiert. Diese Klassifizierung bewertet die korperliche Arbeitsschwere,
sowie die Umstadnde und Haltung der Arbeit [302]. Zudem wurde das
Aktivitatsniveau erfragt, welches von Hochleistungssport Uber Vereinssport und
Gelegenheitssport bis zu keinem Sport reichte. Zusatzlich wurde das aktuelle
Schmerzempfinden mit Hilfe der Numerischen Rating Skala (NR-Skala) von 0 bis
10 erfasst. 0 entsprach Schmerzfreiheit, 10 hingegen dem am starksten
vorstellbaren Schmerz [303]. Schliel3lich wurden noch der Nutritional Risk Score

und der SF-36 Fragebogen erhoben

3.4.2 Nutritional Risk Score (NRS 2002)

Ein Abschnitt des allgemeinen Fragebogens stellt der Nutritional Risk Score
(NRS) 2002 dar, welcher als standardisiertes Screening-Werkzeug zur
Fruherkennung und Risikoabschatzung einer Mangelernahrung erstellt wurde
[304]. Der NRS ist im Anhang als Abb. 31 im Detail zu sehen. Das Screening ist
in Vor- und Hauptscreening unterteilt, wobei das Vorscreening 4 Fragen zum
Gewicht und zur allgemeinen Gesundheit umfasst und das Hauptscreening ein
mogliches Ernahrungsrisiko und die vorliegende Krankheitsschwere aufzeigt. In
dieser Studie wurde immer das vollstandige Screening durchgefuhrt. Der
ermittelte NRS ist somit die Summe aus den Punkten des Hauptscreenings und
einem Extrapunkt bei Alter iber 70 Jahren. Bei einer Gesamtzahl unter 3 Punkten
besteht eher kein Risiko fur Mangelernahrung, wobei Werte ab 3 auffallig sind
[304, 305].

3.4.3 Short Form 36 Items (SF-36)
Der Short Form 36 ltems (SF-36) Fragebogen wurde angewandt, welcher bei
Patienten oft zur Therapiekontrolle und Verlaufsbeurteilung genutzt wird. Er setzt
sich aus Fragen fur verschiedene Dimensionen der gesundheitsbezogenen
Lebensqualitat zusammen. Die Dimensionen beinhalten die korperliche
Funktionsfahigkeit, die korperliche Rollenfunktion, die kdrperlichen Schmerzen,
die Vitalitat, die soziale Funktionsfahigkeit, die emotionale Rollenfunktion, das
psychische Wohlbefinden, sowie die subjektive allgemeine Gesundheit [306,
307]. Auch hier ist der genaue Fragebogen im Anhang als Abbildung 33 zu

finden.
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3.4.4 Rauchverhalten
Der fur diese Studie wichtigste Abschnitt galt als Zusatz fur aktuelle und
ehemalige Raucher. Hier wurde zunachst nach dem Rauchstatus, inklusive der
Kategorie Gelegenheitsraucher, gefragt. Ehemalige Raucher sollten dann die
Jahre anzugeben, seit denen nicht mehr geraucht wurde (Years since quitting
(YSQ)). Auch die Exposition durch Passivrauch wurde erfragt. Zusatzliche
Informationen zu den Rauchgewohnheiten beinhalteten, auf welche Art
(Zigaretten, Zigarillos, Zigarren, Pfeife) und welche Tabakmarke geraucht wurde,
sowie die Anzahl der Zigaretten pro Tag und die Anzahl der Jahre, in denen
geraucht wurde. So konnten die PY errechnet werden. Neben der Frage, wie
viele Sporteinheiten (mindestens 30 min) der Proband pro Woche austbte,
wurde auch nach der Anzahl der Versuche des Rauchstopps gefragt. Dazu
gehorend folgte die Frage nach dem Grund, wieder angefangen zu haben.
SchlieBlich wurde auf bisherige Erfahrungen mit Nikotinersatzprodukten, wie E-
Zigaretten, eingegangen und welche davon erfolgreich das Rauchverlangen

unterdrickt hatten.

3.4.5 Daten aus dem Krankenhausinformationssystem
Als Grundlage dieses Abschnittes sollten nur Daten aus dem
Krankenhausinformationssystem ,Medico“ dienen, die im Laufe des stationaren
Aufenthaltes anfielen. Zuerst wurde die aufnehmende Fachabteilung
nachgeschaut (Traumatologie, Endoprothetik, Alterstraumatologie,
Sporttraumatologie, septische Chirurgie und Wirbelsaulenchirurgie). Neben der
Angabe der zugehdrigen Versicherung (Berufsgenossenschaft (BG) oder
Gesetzliche Krankenversicherung (GKV)), wurde auch die Aufnahmediagnose
mit ICD-10 Code erfasst. Zur Einordnung der Aufnahmediagnose wurde das
Ausmal} (Polytrauma, Mehrfachverletzung, Monoverletzung), sowie die Art
(Fraktur, Arthrose, Immobilisierende Schmerzen, Sonstige) und die Lokalisation
(Obere oder untere Extremitat, Becken, Wirbelsdule) der Lasion ermittelt.
Daruber hinaus wurde zwischen operativer und konservativer Therapie
unterschieden, wobei alle Probanden eine Operation erhalten sollten, da
eventuelle Komplikationen postoperativ zur Studienfrage gehorten. Also wurde
bei allen Teilnehmern weiter unterschieden zwischen elektiv und akut, sowie

zwischen Primar- und Sekundareingriff. Auch der Zeitraum von der stationaren
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Aufnahme bis zur OP (in Tagen) sowie die Art der OP wurden erfasst. Weiterhin
wurden die Dauer des stationaren Aufenthaltes (in Tagen) und, falls angegeben,
die poststationare Versorgung (stationare Rehabilitation, Alten-/Pflegeheim,
anderes Krankenhaus, Entlassung nach Hause) nachgeschaut. Besonderen
Wert hatten Komplikationen (Tod, Infektion, Wundheilungsstérung, notwendige
Folgeoperation, Thrombose, sonstige Komplikation), die noch wahrend dieses
stationaren Aufenthaltes aufgetreten sind. Zuletzt wurde noch die
physiotherapeutische Mobilisierung aulerhalb des Bettes (in  Tagen)
dokumentiert. AuRerhalb des Fragebogens sollte zudem noch ein praoperatives
Blutbild gespeichert werden.

3.4.6 Erhebungsbogen ,,Follow Up“ nach 6 Monaten
Beim Follow Up Erhebungsbogen wurde versucht, die Probanden nach etwa 6
Monaten postoperativ telefonisch zu erreichen. Aufgrund diverser Grinde, wie
sehr schwierige Erreichbarkeit oder dem spaten Einschluss der letzten
Probanden, konnte bei einigen Patienten nicht die 6 Monate exakt eingehalten
werden. Es ging beim Follow Up vor allem um den Heilungsverlauf,
anamnestisch postoperative Komplikationen und die Alltagsbewaltigung. Von
besonderem Interesse waren mogliche Unterschiede im Vergleich zur
Ausgangssituation. Zunachst wurde sichergestellt, dass der Patient noch an der
Studie teilnehmen mdchte und wenn ja, ob ein erneuter stationarer Aufenthalt
notwendig gewesen ist. Auch das Datum der Befragung wurde notiert. Auflerdem
wurden wieder die allgemeinen Daten wie das Alter, Korpergewicht, Korpergrolie
und BMI ermittelt. Es wurde nach dem Vorliegen der postoperativen
Komplikationen nach Ehnert et al. 2019 (Tod, Infektion, Wundheilungsstorung,
notwendige Folgeoperation, Thrombose, sonstige Komplikation), die nach dem
stationaren Aufenthalt aufgetreten sind, gefragt. Darlber hinaus wurde, falls
relevant, nach der Knochenbruchheilung (Uber das Réntgen kontrolliert) gefragt.
Es wurde das subjektive Globalurteil des Patienten Uber den Heilungsverlauf
(sehr gut, gut, maRig, schlecht, sehr schlecht) erfasst, und ob eine
Arbeitsunfahigkeit nach wie vor bestinde bzw. wie viele Wochen diese
bestanden hatte. Dazu passend wurde eine eventuell notwenige berufliche
Veranderung oder Umschulungsmallnahmen am Arbeitsplatz wegen der

ursprunglichen Aufnahmediagnose erfragt, sowie eine ggf. veranderte REFA-
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Klassifikation. Folgende Befunde aus der Erstbefragung wurden wieder erneut
evaluiert: Mobilitat, Aktivitatszustand und Schmerzbewertung, NRS 2002, SF-36,
(FOOD 2013 Score).

Hiernach war die Fragebogenerhebung beendet und die Ergebnisse wurden in

die vorgefertigte excel Tabelle Ubertragen.

3.5 Identifikation des stabilsten Housekeeping Gens

Der erste experimentelle Schritt im Labor fand noch vor der Akquisition der ersten
Probanden statt. Da das Hauptziel der Studie die Quantifizierung der PADI4
Expression mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qPCR) war, wurde das
interindividuell stabilste, am wenigsten regulierte Housekeeping Gen (HKG) fur
Neutrophile zur Normalisierung bendtigt [308]. Durch die Normalisierung des
Zielgens auf diese stabilen HKGs werden Einflussfaktoren, wie z.B.
Verdunnungsfehler der Proben und generell unterschiedliche
Expressionsmengen von mRNA und Proteinen relativiert und die Messungen des
Zielgens zwischen den Personen erst vergleichbar. Die Regulationsstarke und
damit auch die Eignung eines Gens zur Normalisierung ist gewebsspezifisch und
variiert, weshalb die Suche nach dem stabilsten HKG fur neutrophile
Granulozyten sinnvoll ist [309]. Es wurden Neutrophile aus dem Vollblut von
gesunden Freiwilligen isoliert und daraus mittels Phenol-Chlorophorm Extraktion
die mRNA isoliert. Die mRNA wurde photometrisch quantifiziert und Uber eine
Gelelektrophorese auf Integritat geprift. Aus dieser wurde dann komplementare
DNA (cDNA) synthetisiert. Die zu verwendende cDNA-Menge fur die qPCR
wurde in der konventionellen PCR ermittelt. Mittels SYBR Green-basierte gqPCR
wurden die Threshold Cycles (,Schwellenzyklen®) (Ct-Werte) und damit die
Expressionsmengen der HKGs in den jeweiligen Proben ermittelt. Zur
Identifizierung der stabilsten HKGs wurden etablierte Programme (geNorm [310,
311], BestKeeper [312], Normfinder [313], 2-Delta-Ct-Methode [314]) genutzt,
welche die Ct-Werte der HKGs der verschiedenen Proben miteinander
vergleichen. Je geringer die Abweichung, desto stabiler und damit besser

geeignet als HKG.
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3.6 Ablauf der Probengewinnung zur PAD4 Analyse

3.6.1 Blutabnahme
Nach der oben beschriebenen Aufklarung, Patientenzustimmung und
Fragebogenerhebung, wurden dem Patienten entweder Uber den i.v.
Anasthesiezugang oder bei Abnahme des praoperativen Blutbildes, vendses Blut
in 2 x 9 ml EDTA-RAhrchen abgenommen. Auf eine korrekte Abnahmetechnik
sowie nicht zu langem Venenstau wurde geachtet, um die Blutzellen vor grolRem
mechanischem Stress und Hamolyse zu schutzen und so eine eventuelle
Aktivierung der Neutrophilen zu vermeiden [315]. Die Proben wurden stets
innerhalb von 3 Stunden nach Abnahme im Labor verarbeitet, lysiert und bei -80

°C konserviert.

3.7 Isolation von neutrophilen Granulozyten und Zelllyse

Zur Isolierung der neutrophilen Granulozyten mittels
Dichtegrandientenzentrifugation [316] wurde zunachst in drei 15 ml Tubes je 5 ml
Lympholyte Poly Dichtegradientenmedium pipettiert. AnschlieBend wurden
vorsichtig 5 ml des in EDTA-Rohrchen gelagerten Vollblutes (Verhaltnis 1:1) auf
das Dichtegradientenmedium geschichtet, sodass noch keine Durchmischung
der beiden FlUssigkeiten stattfand. Daraufhin wurden die Reaktionsgefale fir
35 min auf 500 G mit ausgeschalteter Bremsfunktion und 90° Ausschwenkung
zentrifugiert.  Hiernach  ergaben sich  verschiedene Schichten der

Vollblutbestandteile, die anhand ihrer Dichte voneinander getrennt wurden.

——— Plasma

EDTA-Vollblut [—— PBMCs

Erythrozyten-Pellet

Granulozyten mit Neutrophilen

Abbildung 10: Schichten bei der Neutrophilenisolation mittels Lympholyte Poly; PBMCs = Peripheral blood
mononuclear cells; angelehnt an Cedarlane Laboratories' Protokoll [316]

Die oberste Phase ist hierbei eine plasmaahnliche gelbliche Flussigkeit, wahrend

sich darunter 2 lockere weillliche Ringe in durchsichtigem Medium formen. Der
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obere Ring besteht aus den PBMCs, welche alle Immunzellen mit Ausnahme der
Granulozyten, also Monozyten/Makrophagen und Lymphozyten, darstellen. Der
untere Ring enthalt die polymorphnukledren Granulozyten (insbesondere die
Neutrophilen [97]). Ganz unten als dunkelrotes Sediment liegt der Hauptteil der
Erythrozyten an den Boden gepresst. Die einzelnen Phasen wurden mittels
Pipette voneinander getrennt und so die (neutrophilen) Granulozyten isoliert und
in 3 weitere Reaktionsgefalle Uberfuhrt. AnschlieRend wurden die Zellen
zweifach mit PBS-L6sung gewaschen und wieder zentrifugiert (10 min, 400 G,
Beschleunigung und Entschleunigung herabgesetzt). Bis hierher fanden alle
Schritte bei Raumtemperatur statt. AnschlieRend wurden nach dem letzten
Waschschritt die granulozytaren Pellets auf Eis gelegt und so auf ca. 4 °C
gekuhlt. Ein Drittel der Zellen wurde mittels RIPA-Puffer-Losung zur
Proteinisolierung lysiert und auf 4 °C 10 min lang bei 13.000 G zentrifugiert [317].
Der proteinhaltige Uberstand wurde bei -80 °C gelagert. Die anderen 2 Drittel der
Zellen wurden zur RNA-Isolation genutzt. Hierbei wurden die enthaltenen
(neutrophilen) Granulozyten mit je 125 pl TriFast pro Reaktionsgefald lysiert, in
ein Mikroreaktionsgefal Uberfuhrt und bei -80 °C gelagert. Die Zeit von der
Blutabnahme bis zur Zelllyse dauerte nie langer als 4 h, wobei die meisten

Proben innerhalb von 3 h lysiert und die Zellaktivitaten gestoppt wurden.

3.8 Quantifizierung der relativen PAD4-mRNA Expression

3.8.1 RNA-Isolation, Konzentrationsmessung und Integrity Check
Aus dem TriFast-Lysat wurde die RNA gemal} des Standardprotokolls zur
Phenol-Chlorophorm Extraktion von mRNA isoliert. Hierfur wurden die Proben
bei 4 °C vollstandig aufgetaut und bei 12.000 G fur 10 min bei 4 °C zentrifugiert
um Zelldebris zu entfernen. Der Uberstand wurde in ein steriles
Mikroreaktionsgefald Ubertragen und 100 uyl Chloroform je 500 pl TriFast, in
diesem Fall also 50 ul Chloroform, hinzugegeben. Danach wurde die Suspension
sorgfaltig gemischt, bis eine homogene weil’e Farbe erschien. Auf Eis wurde
dann etwa 10 min inkubiert. Eine weitere Zentrifugation bei 14.000 G fur 10 min
bei 4 °C folgte. Die klare, obere Phase enthielt die RNA und musste in ein neues
steriles Mikroreaktionsgefaly transferiet werden. Dieses wurde bereits

vorbereitet mit halb so viel Isopropanol wie TriFast. In diesem Fall also 125 pl.
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Die MikroreaktionsgefalRe wurden zur Durchmischung invertiert und Uber Nacht
bei -20 °C gelagert, um die RNA-Ausbeute zu erh6hen. Am nachsten Tag wurden
die Proben zunachst bei 4 °C 10 min lang inkubiert und dann wieder bei 14.000 G
und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig vom RNA-Pellet
am Boden des Gefalles getrennt und verworfen. Das Pellet wurde zweimal mit
1 ml 70 %-igem Ethanol gewaschen, wobei wieder bei 14.000 G und 4 °C 10 min
lang zentrifugiert und der Uberstand verworfen wurde. AnschlieRend wurde das
Mikroreaktionsgefald fir ca. 10 min gedffnet stehen gelassen, um weiteres
Verdampfen von Ethanol zu ermdglichen. Das Pellet wurde mit 30 pl DEPC H20
resuspendiert. Nach vollstandiger Auflosung wurde das Gefald abermals fur
weitere 20 min zur finalen Evaporation von Ethanol gedffnet gelassen [318].

Zur Messung der RNA-Konzentration wurde die optische Dichte (OD) der L6sung
mittels Omega Plate Reader und LVis Plate gemessen. Diese Platte besitzt 16
mogliche Messfenster, wobei nur diejenigen beladen wurden, bei welchen im
zuvor durchgefuhrten Dust Check mit DEPC H20 eine OD von unter 0,03
gemessen wurde. Im Anschluss an den Dust Check wurde mit den DEPC H20
befullten Messfenstern der Bezugswert fur die Konzentrationsmessung ermittelt.
Im Folgenden wurden die Messfenster mit 2 yl der zu messenden Proben
beladen und erneut die OD gemessen. Neben der errechneten RNA-
Konzentration erhielt man auch die Wellenlangenverhaltnisse 260 nm/280 nm
und 260 nm/230 nm. Im Fall von Patientenproben sollen diese Werte, die die
Reinheit der RNA (Abwesenheit von Salzen, Proteinen, unerwunschte

Ldsungen) widerspiegeln immer Uber 1,5 liegen.
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Abbildung 11: Absorptionsspektren verschiedener RNA-Proben unterschiedlicher Reinheit/Qualitdt [319].

Zur Kontrolle der Integritat der RNA wurde danach ein Integrity Check der Proben
mittels Elektrophorese durchgefuhrt. Dafur wurden rechnerisch jeweils 400-
500 ng der Proben in Extragefalde mit DEPC H20 auf ein Gesamtvolumen von
10 pl verdinnt. Zuletzt wurde Loading Buffer (5X) im Verhaltnis 1:5 zu den
verdunnten Proben hinzugegeben, hier also 2,5 pl. Anschlielend musste das Gel
fur die Elektrophorese hergestellt werden. Hierfur wurden 1,5-2 % Agarose mit
1X TBE in der Mikrowelle erhitzt und mit 7 pl Ethidiumbromid gemischt. Auf
besonderen Kontaktschutz wurde geachtet. Das hei3e Gel wurde in eine Form
gegossen und nach Abkuhlung und Aushartung in die mit TBE geflllte
Gelkammer gelegt. In die einzelnen Geltaschen wurden nun die 10 ul der
praparierten Proben bzw. 1,5yl eines pUC19-Markers pipettiert. Die
Gelelektrophorese lief bei 80 V fur 45 min. Die fluoreszierenden Signale der so
aufgetrennten Probe wurden unter UV-Licht im INTAS Science Imaging System
fotografiert. Hierbei war auf das Vorhandensein zweier Banden (18S und 28S)
pro Probe zu achten, um sicherzustellen, dass die RNA nicht degradiert war. Ein
reprasentativer Integrity Check ist in Abb. 14 zu sehen.

3.8.2 cDNA-Synthese und konventionelle PCR zur Kontrolle

Tabelle 5: Verwendete PCR-Primer [Primer BLAST].

Gen Genbank Primer Forward Primer Reverse Liange | Annea-
(Protein) | -nummer des ling
Ampli | Tempe-
con ratur
[bp] [°C]
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SActin | NM_0011
01.3
B2M | NM_0040
48.2
EF1a | NM_0014
02.5
GAPDH | NM_00
2046.4
GAPDH | NM_0020
46.3
HPRT1 | NM_0001
94.2
HPRT1 | NM_0001
94.2
PADI4 | NM_0123
87.2
RPL 13a = NM_0124
23.3
18S | NR_0032
86

Intakte MRNA konnte nun via Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben
werden. Hierfir wurde das First Strand cDNA Synthese Kit von ThermoFisher

nach Gebrauchsanleitung des Herstellers [319] genutzt. Das Kit nutzt eine M-

CGACAACGGCTCCG
GCATGT
AGATGAGTATGCCT
GCCGTG
CCCCGACACAGTAG
CATTTG
GTCAGTGGTGGACC
TGACCT
TGCACCACCAACTG
CTTAGC
CCCTGGCGTCGTGA
TTAGTG
CCTGGCGTCGTGAT
TAGTGA
AGAGGTGACCCTGA
CGATGA
AAGTACCAGGCAGT
GACAG
GGACAGGATTGACA
GATTGAT

GCACAGTGTGGG
TGACCCCG
GCGGCATCTTCAA
ACCTCCA
TGACTTTCCATCC
CTTGAACC
AGGGGTCTACATG
GCAACTG
GGCATGGACTGT
GGTCATGAG
GAGCACACAGAG
GGCTACAA
CGAGCAAGACGTT
CAGTCCT
CAGGTCTTCGCTG
TCAAGCA
CCTGTTTCCGTAG
CCTCATG
AGTCTCGTTCGTT
ATCGGAAT

461

105

98

420

87

190

137

310

100

111

MuLV

doppelstrangigen DNA durch komplementare Basenanlagerung erganzt. Vor

PCR-Beginn mussten die Komponenten in zwei Mastermischungen kombiniert

werden:

reverse Transkriptase,

Tabelle 6: Bestandteile der Mastermischungen fiir die cDNA-Synthese.

64

60

56

56

59

58

58

56

56

56

die die einzelstrangige RNA zu einer

Bestandteil

| Volumen

| Finale Konzentration

Mastermischung 1 (fir jede Probe einzeln)

Hg/pl)

RNA-Probe 4,5 yl Maximal 2500 ng RNA in
DEPC auf 4,5 ul verdinnt

Primer oligo dT (0,5 pg/ul) 0,5 yl 15-20 pmol

Primer random hexamer (2 | 0,5 pl 15-20 pmol

Mastermischung 2 (Volumina

multipliziert mit Probenanzahl u

nd Pipettierfehler von 10 %)

Transkriptase (20 U/ul)

5X reaction buffer 2yl 1X
RiboLock Rnase Inhibitor (20 | 0,5 pl 10U
U/ul)

10 mM dNTP-Mix 1l 1mM
M-MULV Reverse | 1 yl 20U

Der Thermocycler wurde auf das folgende Programm eingestellt:
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5 min 3

Mastermischung 2 hinzugeben

Abbildung 12: Programm des Thermocyclers fiir die cDNA-Synthese. Angelehnt an die Gebrauchsanleitung
des Herstellers [318]. Einheiten der Zahlen (iber der Linie [°C]/Zahlen unter der Linie [Minuten].

Man ist bei der cDNA-Synthese davon ausgegangen, dass 100 % der RNA-
Proben in cDNA umgesetzt wurden. Im Anschluss an die cDNA-Synthese wurden
die Proben auf 10 ng/pl verdinnt, und es fand eine PCR zur Erfolgskontrolle mit
einem der spater genutzten Housekeeping Gene statt. Fur die PCR wurde
ebenfalls eine Mastermischung erstellt, der aus den folgenden Komponenten
bestand:

Tabelle 7: Ansatz der Kontroll-PCR auf das Housekeeping Gen EF1a.

Bestandteil Volumen (Volumina  multipliziert — mit
Probenanzahl und Pipettierfehler von 10 %)

DEPC-Wasser 4,5 pl

RedTaq PCR MasterMix Biozym 7,5 pl

Forward Primer EF1a 0,75 pl

Reverse Primer EF1a 0,75 pl

Die Zutaten wurden gut vermischt und zu 1,5 pl cDNA (= 15 ng) Probe ins PCR-
Tube pipettiert. Das passende Programm im Thermocycler sah folgendermalien

aus:

95° C 95° C

2min 15 sec 2 c 7z c
56" C 30 sec 10 min

15 sec

— _/ )
~

25 Zyklen

Abbildung 13: Einstellung der Thermocycler fiir die Kontroll-PCR der synthetisierten cDNA mit dem
Housekeeping Gen EF1¢; °C = Grad Celsius; min = Minuten; sec = Sekunden. Annealing temperature = 56
°C fir EF1a.

Nach der PCR wurde eine Gelelektrophorese nach demselben Prozedere (2 g
Agarose, 7 pl Ethidiumbromid, 3 yl pUC19-Marker, 80V, 85 min) wie beim
Integrity Check durchgefuhrt, nur dass statt der praparierten RNA (mit Loading
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Buffer) direkt 6,5 pl der PCR-Proben genutzt wurden. Mithilfe des INTAS Science
Imaging Gerates wurde kontrolliert, dass alle fluoreszierenden Banden

vorhanden sind und bis hierhin keine Fehler aufgetreten sind.

| <-pUC-19 Marker ->

|
l
I
1
l
l
|

Integrity Check PCR mit EFla

Abbildung 14: Aufnahme des INTAS Science Imaging Gerétes einer PCR und eines Integrity Checks. Im
Integrity Check stellt der linke Strich den gré8eren 28S-Anteil und der rechte Strich den kleineren 18S-Anteil
dar. Wenn beide Striche in dieser Anordnung zu sehen sind, gilt die RNA als intakt.

3.8.3 Relative Quantifizierung der Genexpression mit Real-Time qPCR
SYBR Green

In der cDNA befinden sich die Mengen und Sequenzen der gesamten mRNA
zum Zeitpunkt des Zelltodes des Neutrophilen. Um nun die Expression eines
bestimmten Gens relativ (bezogen auf ein Normalisierungsgen) zu quantifizieren,
braucht es eine Echtzeit quantitative PCR (Real-Time gPCR) mit den Zielgenen.
Das Prinzip der gPCR lauft zusammengefasst wie folgt ab: Das Ziel-Gen in der
cDNA wird mit einer spezifischen Primersequenz und einer hitzeresistenten
Polymerase, wie bei der konventionellen PCR, amplifiziert, hier jedoch bis in die
Sattigung (40 Zyklen). Hierbei interkaliert ein fluoreszierender Farbstoff (SYBR
Green) an doppelstrangige DNA (PCR-Produkte), dessen Signal proportional mit
der Menge der PCR-Produkte detektiert werden kann. Der Zeitpunkt/Zyklus, in
dem die Amplifikationsfluoreszenz erstmals signifikant Uber den Schwellenwert
der Hintergrundfluoreszenz steigt, wird Cycle Threshold (,Zyklus-Schwelle®; Ct)
genannt. Je fruher die Grenze erreicht wird, also je kleiner der Ct, desto grof3er
ist die Menge des untersuchten Gens in der cDNA. Das fluoreszierende Signal
ist nicht spezifisch fur ein bestimmtes PCR-Produkt, sodass auch Primer-Dimere

falschpositive Signale senden kdnnen. Zur Differenzierung wird am Schluss der
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gPCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgeflhrt, wobei kontinuierlich die
Temperatur erhoht und dabei die Fluoreszenz gemessen wird. Je hoher die
nodtige Temperatur ist, desto langer die Nukleinsaurekette [320, 321]. Um die
Ergebnisse der einzelnen Proben zu vergleichen, werden die Ct-Werte des
untersuchten Gens (hier PADI4) mit dem Ct-Wert des interindividuell moglichst
stabilen Housekeeping Gens subtrahiert [322]. Daraus entsteht der ACt-Wert. Im
Fall dieser Studie wurde zur weiteren Absicherung die beiden stabilsten
Housekeeping Gene ausgewahlt, die im Vorfeld flir Neutrophile gefunden
wurden. Dies hat das Ziel, Regulationen auf dieser Ebene moglichst
auszugleichen. Aus den Ct-Werten der beiden HKGs wurde das geometrische

Mittel errechnet und zur Normalisierung verwendet.

ACty = Ctpaps — V(Ctgrr X Clrprizae)
Rechnerisch wurde weiterhin jeder ACt-Wert mit dem Mittelwert aller ACt-Werte

subtrahiert, um die relative Expression als AACt jeder Probe zu erhalten:

ACt; + ACt, + ACts + ... + ACt,
n

Um im Endergebnis keine negativen Werten zu erhalten und die Unterschiede

AACt, = ACt, —

der AACt-Werte deutlicher zu machen (ein AACt-Unterschied von 1 zwischen
zwei Proben bedeutet bereits eine doppelte Genmenge), wurden alle AACt-
Werte als negativer Exponent zur Basis 2 gesetzt, also mit der folgenden Formel
umgerechnet:
27AACt = Vergleichswert

Diese Vergleichswerte wurden folglich den Studiengruppen und im Verlauf der
Studie auch anderen Charakteristika der Population nach geordnet und
ausgewertet. Alle Werte wurden im Duplikat gemessen, woraus der Mittelwert
errechnet wurde. Fur die einzelne gPCR wurden folgende Ansatze erstellt:

Tabelle 8: Komponenten pro Well in der qPCR; HKG = Housekeeping Gen, PADI4 = Peptidyl-Arginin-
Deiminase 4.

Komponente Volumen (pro Well)

SYBR Green Master Mix 2x High Rox 10 ul

Forward Primer 0,5 ul

Reverse Primer 0,5 ul

DEPC Wasser Bei HKGs: 7 ul Bei PAD4: 1 pul

cDNA Bei HKGs: 2 pl (20 ng) | Bei PAD4: 8 pl (80 ng)
Alle Ansatze im Duplikat, mit Negativprobe fir jeden Primer und beim Erstellen eines
Hauptgemisches Pipettierfehler von 10% beachten.

Das StepOnePlus Real Time qPCR System wurde folgendermal3en eingestellt:
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Abbildung 15: Einstellung des StepOnePlus gPCR Systems fiir die gPCR mit den HKGs EF1« und RPL13a;
die Temperaturen in den Zonen waren fiir EF1a und RPL13a 56 Grad Celsius und fiir PADI4 60 Grad
Celsius; min = Minuten; sec = Sekunden.

3.9 PAD4 Quantifizierung auf Proteinebene

Die in RIPA lysierten Neutrophilen dienten, wie in Kapitel 3.7 beschrieben, der
Proteinisolierung. Nach dem Auftauen musste die Protein-Konzentration der
RIPA Lysate mittels Lowry Assay bestimmt werden [323].

Hier wurde auf einer 96-Well-Platte in Triplikaten 2 pyl eines bovinen Serum
Albumin (= BSA) Standards in den Konzentrationen 10, 8, 6, 4, 2, 1, 0 pg/ul
untereinander aufgetragen. In die Ubrigen Wells wurden 2 pl der Proteinproben
im Triplikat pipettiert. Im Folgenden wurden pro Well 150 pl der Lésung A
hinzugegeben und schuttelnd fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend gab man pro Well 30 ul der Losung B hinzu und wartete 1 h bis die
bei Die
Proteinkonzentrationen errechnete man Uber die gemessene optische Dichte
anhand der Standardkurve der BSA-Verdunnung [323].

Absorption mittels Plate Reader 750 nm gemessen wurde.

Die Proteinlésungen wurden auf eine gemeinsame Konzentration und das
gleiche Volumen verdinnt und die Proteine dann Uber den Dot Blotter auf eine
Nitrocellulose Membran zu Uubertragen. Der Dot Blot dient der relativen
Quantifizierung eines spezifischen Proteins, in diesem Fall des PAD4 und des
Housekeepers B-Actin, aus einer Proteinisolierung z.B. mittels RIPA-Puffer. Auf
einer Protein-bindenden Nitrocellulose Membran werden Proteine immobilisiert.
Anschlielend werden die freien Bindungsstellen der Membran Uber BSA
geblockt, damit im Folgenden spezifische Antikorper flr das Target Protein mit
ihrer Fab-Region nur an den korrekten Proteinantigenen binden konnen. Im
zweiten Inkubationsschritt binden der sekundare Antikorper spezifisch an die Fc-

Regionen der Target Antikorper. Diese sekundaren Antikdrper sind wiederum an
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ihrer Fc-Region mit einem Enzym gekoppelt, welches bei Luminolkontakt zu einer
proportional messbaren Chemilumineszenz fihrt. So wird eine relative
Proteinquantifizierung moglich. Der Aufbau und Ablauf sahen wie folgt aus:

Im Dot Blotter lag unten das Whatman Paper und darlber die Nitrocellulose
Membran. Oben auf setzte man den Deckel des Gerates, der die Locher zur
Probenladung beinhielt. Der Boden und der Deckel des Gerates mussten luftdicht
verschlossen werden, da im Boden des Gerates am Auffangbecken eine Pumpe
Uber einen geeigneten Schlauch angeschlossen wurde, welches die RIPA-
Proteinlésungen aus den Lochern des Deckels durch die Membran und das
Papier absaugen sollte [324]. Die geladenen Proben mussten dasselbe Volumen
und denselben Proteingehalt aufweisen und die Versuche im Duplikat stattfinden.

Letztlich wurden 20 pg, verdunnt auf 100 pl, jeder Probe pro Durchgang geladen.

Abbildung 16: A) Dot Blotter T790.1 von Carl Roth. B) Dot Blot Membran nach Proteinladung (iber Dot Blotter
und Férbung mit Ponceau-S-Lésung.

Nach Abschluss des Dot Blots uberprifte man mit Hilfe einer 5-minttigen
Inkubation in Ponceau-Lésung das Gesamtprotein auf der Membran. Nach
fotografischer =~ Dokumentation musste Ponceau mit Leitungswasser
ausgewaschen werden [325]. Nach kurzer Waschung in TBS-T wurde die
Membran fur 1 h mit 5 % BSA in TBS-T inkubiert und so die nicht beladenen
Stellen der Membran blockiert. AnschlieBend wurde erneut mit TBS-T
gewaschen und mit dem primaren Antikérper von zunachst PAD4 (1:500
Verdinnung in TBS-T) bei 4 °C schuttelnd Uber Nacht inkubiert. Danach wurde
die Membran weitere 3 mal 10 min in TBS-T gewaschen und mit dem sekundaren
Antikérper anti-Mouse (1:10.000 Verdinnung in TBS-T) fir 2h bei
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Raumtemperatur schuttelnd inkubiert. Die Membran wurde weitere 3-mal mit
TBS-T gewaschen, wahrend die enhanced chemoluminescent (ECL)-Losung
vorbereitet wurde. Die Membran wurde mit ECL-L6sung bedeckt und fir 1 min
lichtgeschitzt inkubiert [326]. Die Proteinsignale wurden mit dem INTAS
ChemoCam System bei mdoglichst optimaler Belichtungszeit und Pixelanzahl
detektiert. Danach wurde die Membran von den genutzten Antikdrpern Uber
Proteinstripping befreit. Daflir wurde die Membran 1min lang in
demineralisiertem Wasser, dann 1 min in 200 mM NaOH, gefolgt von wieder
1 min in demineralisiertem Wasser und schlieBlich 1 min in TBS-T schuttelnd
inkubiert [317, 325]. Nach erneutem blockieren wurde die Membran nun mit den
Housekeeper B-Actin Antikorper (1:10.000 Verdunnung in TBS-T) in derselben
Weise inkubiert wie bereits bei PAD4 erlautert. Im Anschluss an die nachtliche
Inkubation bei 4 °C wurde nun allerdings als sekundarer Antikdrper anti-Rabbit

Antikorper genutzt. Sonst blieb die Prozedur dieselbe wie beim PAD4 Antikorper.

Tabelle 9: Verwendete Antikérper.

Protein Isotyp Konzentration Hersteller No. GrolBe
(in TBS-T) [kDa]
B-Actin rabbit 1:10000 Cell Signaling 4970 45
PAD4 mouse 1:500 Santa Cruz Sc-365369 75
Biotechnology
Mouse IgG horse 1:10000 Cell Signaling 7076 -
Rabbit IgG goat 1:10000 Cell Signaling 7074 -

3.9.1 Dot Blot Datenauswertung
Zur Messung der Dot-Intensitat und damit der Target-Proteinmenge wurden die
aufgenommenen Bilder des INTAS ChemoCam Systems mit Hilfe der Software
Imaged analysiert. Die ermittelten Werte der Dot Intensitat (= Helligkeit der
Punkte) bei PAD4 wurden auf die Intensitaten bei -Actin normalisiert und auf die
Gesamtheit relativiert. Die relativen Proteinmengen wurden den Studiengruppen
zugeteilt und ausgewertet. Die Proteinladung und -messung wurden im Duplikat
durchgefuhrt und ausgewertet. Aufgrund zu groRRer Probenzahl wurden
Referenzproben ausgewahlt, die auf allen Membranen mitgeladen wurden, um

alle Intensitaten vergleichen zu konnen.

3.10 Statistische Auswertung

Die Daten wurden Uber das Statistikprogramm GraphPad Prism (Version 8, MA,

USA) ausgewertet. Ergebnisse wurden als Tabellen, Box Plots (Box und
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Whiskers — Tukey), Kuchendiagramme und Venn-Diagramm dargestellt. Die
jeweilige Probandenzahl einer Gruppe (N) und die Replikate (n) sind in der
Abbildungslegende aufgefihrt. Generell galt, dass bei den Werten nicht von einer
Gausschen Verteilung ausgegangen wurde, da die Gruppengrolde hierflr zu klein
war. Um zwei Gruppen zu vergleichen, die zueinander gematcht wurden und
damit, nach Rucksprache mit der statistischen Beratung, als verbundene
Stichproben galten, nutzte man den Wilcoxon Test. Beim Vergleich zweier
Gruppen ohne Matching wurde der Mann-Whitney U-Test angewandt. Bei der
Analyse mehrerer Variablen wurde der Kruskal-Wallis one-way ANOVA mit
Dunn’s multiplen Vergleichstest genutzt. Der Bezug eines Messwertes zu zwei
Variablen gelang mit der Gruppenanalyse two-way ANOVA. Zur Feststellung
einer Korrelation zwischen Variablen, nutzte man den Spearman r Test, wobei 2
zeigt, wie viele der Werte auf der Trendlinie liegen und durch den
Zusammenhang erklart werden konnen. Beim Signifikanztest wurde das
Signifikanzniveau auf p < 0,05 festgelegt. Die statistische Auswertung dieser
Arbeit wurde von Frau Serna-Higuita unter der Leitung von Prof. Martus des
Instituts fur Medizinische Biometrie Tubingen beraten und begutachtet.
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4. Ergebnisse

4.1 Stabilste Housekeeping Gene fiur Neutrophile sind EF1«a
und RPL13a

Zur Testung des stabilsten Housekeeping Gens zur gPCR-Normalisierung von
PAD4 wurden die Neutrophilen von gesunden Freiwilligen isoliert und auf die
folgenden Ublich genutzten Housekeeping Gene gepruft: EF1¢, S-Actin, RPL13a,
HPRT, B2M, 18S und GAPDH.

Die genutzten Auswertungsprogramme zeigten, wie in Abb. 17 zu sehen, im
Schnitt EF1a, RPL13a und HPRT als die stabilsten HKGs an. Zur weiteren
Sicherheit vor zufalligen individuellen Regulationen wurde das geometrische
Mittel aus den beiden stabilsten HKGs verwendet. Da HPRT in der
konventionellen PCR nur extrem schwach detektierbar war, entschied man sich
fur die Kombination EF1a und RPL13a.

18S B2M ®:EFla HPRT RPL13a
dcT
5

4

.
.
.......
.
e

-
......

NormFinder 2 - BestKeeper

------
...........
.......
. .
------
.
ad
o
e

GeNorm

Abbildung 17: Ranking der gepriiften Housekeeping Gene hinsichtlich der interindividuellen Stabilitét in
Neutrophilen durch die excel templates Normfinder, GeNorm, BestKeeper und deltaCt. Die Graphik bildet
von innen nach aullen die Ranking Stufen 1-5 ab. 1 stellt das interindividuell stabilste und somit beste
Housekeeping Gen dar.
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4.2 Patientenkollektiv

Insgesamt erklarten sich 117 Patienten bereit, an der Studie teilzunehmen.
Davon sind 84 Patienten in die Endauswertung eingeflossen. Grunde fur den
nachtraglichen Ausschluss waren zum Beispiel, dass keine brauchbaren Proben
erlangt werden konnten oder dass Patienten, trotz Screeningfragen zur
Kompatibilitat, im Nachhinein nicht die Einschlusskriterien erflllten. Auch das
Fehlen eines passenden Matchings aus der jeweils anderen Gruppe fluhrte zum
nachtraglichen Ausschluss eines Probanden. Die 84 eingeschlossenen
Patienten waren bezlglich ihres Rauchstatus prinzipiell in Nichtraucher und
Raucher einzuteilen und wurden entsprechend hinsichtlich Alter, Geschlecht,
BMI, sowie Anzahl von Erkrankungen und regelmallig eingenommener
Medikamente gematcht. Die Zusammensetzung sowie die Charakteristika des

Kollektivs werden nachfolgend geschildert.

4.2.1 Nachtraglicher Ausschluss von Patienten

FUr das Hauptziel der Quantifizierung der PADI4 mRNA Uber gPCR galt
folgendes: In den meisten Fallen wurden Patienten, die Ausschlusskriterien
aufwiesen, gar nicht erst eingeschlossen. Bei 10 Patienten war nach
Studieneinschluss keine oder nicht gentgend Blutprobe zu gewinnen. 17
Probanden mussten nachtraglich ausgeschlossen werden, da sich beim Erheben
des Fragebogens oder bei der Kontrolle im Kliniksystem Ausschlusskriterien
zeigten, die vorab nicht erfasst wurden. 6 Patienten blieben zum
Studienabschluss ohne passenden Matching-Partner und wurden deshalb im
Endergebnis nicht bericksichtigt (Abb. 18).

58



Ergebnisse

Aufgenommene
Probanden

(N=117)
Keine Blutabnahme
oder Probenverlust

(N=11)
Analysierte

Proben

(N =106)
Ausgeschlossen (N = 16)
Fehlendes Match * Krebs im letzten Jahr (N = 5)
(N =6) * Akute systemische Infektion

. wahrend Blutentnahme (N = 7)
Eingeschlossene
Probanden * PAD4 erhdhende Erkrankung
(N = 84) (N=3)
* Grobe Laborverschiebung
(N=1)
Nichtraucher Raucher
(N =42) (N =42)
Moderate Starke
Raucher Raucher
(N=17) (N = 25)

Abbildung 18: Flow Chart zum Ausschluss von Patienten.

Fir die Auswertung der Dot Blot Ergebnisse kam es durch experimentell bedingte
Fehler, wie hamolytischen Proben, die mit der ECL-L6sung reagierten oder der
mangelnden Proteinkonzentration geschuldet, zum weiteren Probenverlust. Im
ersten Durchgang des Dot Blots konnten 80 Proben ausgewertet werden, im

zweiten noch 72.

4.2.2 Ausgeglichene Zusammensetzung der Studiengruppen
Grundsatzlich wurde darauf geachtet, dass flr jeden untersuchten Raucher eine
passende Kontrolle aufgenommen wird. Da die Raucher in manchen
Ergebnissen weiter aufgeteilt wurden in moderate (1-20 PY) und starke (>20 PY)
Raucher, enthalt die gemeinsame Kontrollgruppe am meisten Probanden

(Kontrollgruppe: 42; moderate Raucher: 17; starke Raucher: 25).
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Zur Minimierung der Einflussfaktoren und Verbesserung der Vergleichbarkeit der
Gruppen wurden die Probanden entsprechend des vorher erklarten Matchings
ausgewahlt. Die Charakterisierung der Hauptgruppen zeigt eine ausgeglichene
Geschlechterverteilung mit je 20 Frauen und 22 Mannern bei Rauchern und
Nichtraucher. Alter, BMI, die Anzahl systemischer Erkrankungen und regelmafig
eingenommener systemischer Medikamente waren ebenfalls ahnlich. Auffallig

ist, dass Raucher im Schnitt mit 54,5 Jahren diskret junger waren (Nichtraucher:
55, 8 Jahre) und einen leicht niedrigeren BMI (R: 27,0 <> NR: 28,1 %) aufwiesen.

Trotz dessen litten sie an etwas mehr Erkrankungen (R: 2,05 < NR: 1,86) und
nahmen mehr systemische Medikamente regelmalig ein (R: 1,95 < NR: 1,89;
siehe Tabelle 16). Diese Erkenntnisse waren jedoch aufgrund des sorgfaltigen
Matchings nicht signifikant.

Im Anhang findet sich als Tabelle 16 zusatzlich die Beschreibung des
Patientenkollektivs, wenn man moderate (1-20 PY) von starken (>20 PY)
Rauchern getrennt betrachtet. Moderate Raucher zeigten namlich ein auffallig
(aber nicht signifikant) niedrigeres Alter (ca. 6,5 Jahre), weniger Erkrankungen
(durchschnittlich 0,7 Krankheiten weniger) und auch deutlich weniger regelmalig
eingenommene Medikamente (durchschnittlich 1,6 Medikamente weniger) als
starke Raucher. Auch im Vergleich zu den Nichtrauchern unterschieden sich die
moderaten Raucher bezlglich des Alters deutlich (ca. 6 Jahre),
interessanterweise aber nicht so stark in der Anzahl der Erkrankungen. Auch in
der Geschlechterverteilung ergaben sich Unterschiede zwischen moderaten und
starken Rauchern angesichts der unterschiedlichen Pravalenzen des starken
Rauchens zwischen den Geschlechtern. So dominierten bei den moderaten
Rauchern etwas die Frauen, wahrend mehr Manner bei den starken Rauchern
zu finden waren (Tab. 10).

Tabelle 10: Allgemeine Beschreibung der Studiengruppen; mit Durchschnitt, Standardabweichung und die
Reichweiten in Klammern Kursiv.

Studiengruppen Nichtraucher Raucher Niedrigster
p-Wert
Geschlecht Q:20 Q: 20
4:22 4. 22
@ Alter [Jahre] 55,8 £ 11,3 54,5+ 11,1 0,46
(74 — 32) (74 — 33)
@ Body Mass Index 28,1+3,8 27,0+ 3,6 0,22
(BMI) [%] (21,5-36,9) (21,3 -37,7)

60



Ergebnisse

@ Anzahl 1,86 + 1,67 2,05+ 2,02 0,86
systemischer (0-7) (0-9)
Erkrankungen
@ Anzahl regelmaRig 1,89+ 2,71 1,95+ 2,98 0,82
eingenommener (0-13) (0-13)
Medikamente
NRS 0,43 £ 0,62 0,67 £ 0,92 0,4
(0-2) (0-3)
SF-36 K6Fu: 63 71,3 0,11
K6Ro: 41,5 49,4 0,3
Schmerz: 43,3 50,5 0,2
Vitalitat: 59,8 52,6 0,16
SoFu: 90,9 92,7 0,34
EmRo: 85,4 77,1 0,61
Psyche: 81 78,6 0,37
AGes: 70,6 70,6 0,74
Gesamt 42 42

Zusétzliche Erkldrungen: NRS = Nutritional Risk Score; SF-36 = Short Form 36 ltems; K6Fu = Kérperliche
Funktionsfdhigkeit; K6Ro = Kérperliche Funktionsféhigkeit; EmRo = Emotionale Rollengfunktion; Ages =
Allgemeine Gesundheit. Mann-Whitney-Test zur Berechnung der p-Werte.

4.2.3 Verteilung an die aufnehmenden Fachabteilungen unterscheidet
sich zwischen Rauchern und Nichtrauchern

Da zwischen verschiedenen Fachabteilungen unterschiedliche
Komplikationsraten bestehen, wurde beim Gruppenausgleich, Raucher und
Nichtraucher, versucht, ein ahnliches Verhaltnis der aufnehmenden
Fachabteilungen zwischen den Gruppen herzustellen. Wie Abb. 19 zeigt, kam
der Hauptteil der Patienten aus der Endoprothetik, da hier die Neigung zu
postoperativen Komplikationen (wie in Ehnert et al. 2019 [17]) einen besonderen
Stellenwert flr Patienten, Gesundheitssystem und Wirtschaft besitzt, der
objektiver erscheint als die teils sehr verschiedenen Trauma- und septischen
Operationen. Zwischen den Hauptgruppen Nichtraucher versus Raucher waren
die Verteilungen grofdtenteils ausgeglichen. Bei den Rauchern gab es einige
Arthroskopien (R: 12; NR: 5) mehr und einige Gelenkersatzoperationen
(Endoprothetik) (R: 16; NR: 21) weniger als bei den Nichtrauchern.

Innerhalb der Raucher existieren bei der weiteren Differenzierung zwischen
moderaten und starken Rauchern groRere Unterschiede. Bei den moderaten
Rauchern waren deutlich mehr Arthroskopien (Narthroskopie = 8) statt
endoprothetischen Operationen (Nendoprothetik = 3) zu finden als bei den starken
Rauchern (Narthroskopie = 4; NEndoprothetk = 13). Wahrend moderate Raucher
aullerdem mehr aus der Traumatologie (NTraumatologie = 3) kamen, stammten mehr
starke Raucher auch aus kleineren Fachern der BG Unfallklinik, die unter

»~oonstiges” zusammengefasst wurden (Nsonstige = 3).
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A) Nichtraucher B) Raucher

== Endoprothetik
Arthroskopie

== Endoprothetik
Arthroskopie

== Traumatologie == Traumatologie
Septische Chirurgie Septische Chirurgie
s HPRV = HPRV
Sonstige
Total=42 Total=42
c) Moderate Raucher D) Starke Raucher

== Endoprothetik
Arthroskopie

== Traumatologie
Septische Chirurgie

m= HPRV
Sonstige

== Endoprothetik
Arthroskopie

== Traumatologie
Septische Chirurgie

= HPRV

Total=17 Total=25
Abbildung 19: Verteilung der Probanden an die Fachabteilungen. C) und D) zeigen die Aufteilung der

Raucher in moderate und starke Raucher. HPRV = Hand-, Plastische, Rekonstruktive,
Verbrennungschirurgie. Sonstige = Wirbelsdulenchirurgie, Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie.

4.3 qPCR - PADI4 mRNA Expression ist bei Rauchern erhoht

Das primare Ziel dieser Studie war es, die neutrophile PADI4 Expression von
Rauchern und Nichtrauchern zu vergleichen. Die Auswertung im
Gruppenvergleich zeigt eine signifikant héhere relative PADI4 Expression (p =
0,04) in Neutrophilen von starken Rauchern (>20 PY) gegentber Nichtrauchern.
Auch wenn keine signifikanten Unterschiede zwischen der Gesamtheit an
Rauchern bzw. milden Rauchern gegenuber Nichtrauchern festgestellt wurden,
sind die Tendenzen des héheren PADI4 eindeutig zu erkennen (p = 0,06). Die
Korrelationsanalyse ergibt eine positive Korrelation zwischen den gerauchten
PYs und der relativen PADI4 Expression (Steigung = 0,05), wobei Spearman r =
0,35 signifikant (p = 0,02) ist. Diese Daten verdeutlichen, dass Rauchen einen

Risikofaktor fur erhdhte neutrophile PADI4 Expression darstellt.
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Abbildung 20: A) & B): Relative PADI4 mRNA Expression im Gruppenvergleichen: NR = Nichtraucher (N =
42), R = Raucher (N = 42). Wilcoxon Test. MR = Moderate Raucher (N = 17); SR = Starke Raucher (N =
25). Kruskal-Wallis Test. C) Korrelationsanalyse innerhalb der Rauchergruppe: Pack Years gegen relative
mRNA-Expression von PAD4 (N = 42). Spearman r = 0,35, p = 0,02, Steigung = 0,05.

4.4 DotBlot - Relative PAD4 Protein Expression zeigt keine

Unterschiede im Gruppenvergleich
Zur Komplettierung der Expressionsanalyse von PADI4 wurden ebenfalls die
relativen PAD4 Protein Spiegel der Neutrophilen mittels Dot Blot ermittelt. Bei der
Detektion der relativen PAD4 Protein Spiegel ergaben sich einige Probleme mit
sehr schwachen Signalen und hohem Hintergrundsignal, die dazu fuhrten, dass
die Blots einige Male wiederholt werden mussten und dies niedrig konzentrierte
RIPA-Proteinproben aufbrauchte. Zudem zeigte sich durch Hamolyse einiger
Proben eine falschliche Reaktion des Hamoglobins mit der ECL-Lésung, sodass

diese Proben nicht in das Endergebnis einflossen. So kam es zum Verlust einiger

63



Ergebnisse

Proben. Insgesamt zeigen die Dot Blot Daten, dass es keinen nennenswerten

Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern in der neutrophilen

Proteinexpression von PAD4 gab. Auch die Korrelationsanalyse mittels

Spearman Rho ergab innerhalb der Raucher keine signifikante Korrelation der

gerauchten PYs und der relativen PAD4 Proteinexpression.
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Abbildung 21: A) & B): Relative PAD4 Protein-Expression im Dot Blot im Gruppenvergleich. NR =
Nichtraucher (N = 40, n = 2); R = Raucher (N = 40). MR = Moderate Raucher (N = 16, n = 2); SR = Starke
Raucher (N = 24, n = 2). Kruskal-Wallis Test. C) Korrelationsanalyse innerhalb der Rauchrgruppe: Pack
Years gegen relative Protein Expression von PAD4 (N = 40, n = 2). Spearman r =-0,0036, p = 0,97, Steigung

=-0,009.
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4.5 Mehr postoperative Komplikationen bei Rauchern — keine

Verbindung zur PADI4 Expression erkennbar

Die sekundare These der Studie basiert auf der Arbeit von Wong et al. 2015 [3]
die zeigte, dass eine erhdhte PADI4 Expression in diabetischen Wunden mit
verschlechterte Wundheilung korreliert. Um zu untersuchen, ob ein ahnlicher
Zusammenhang bei Rauchern besteht, wurden die Verlaufsuntersuchungen im
Kliniksystem bis 12 Monate nach ihrer Operation in der BGU Tubingen kontrolliert
und 6 Monate postoperativ ein Folow Up Telefonat wu.a. zur
Komplikationserfassung gefuhrt. 14 von 84 eingeschlossenen Probanden
(16,7 %) entwickelten innerhalb von 12 Monaten nach ihrer OP eine Komplikation
entsprechend der oben genannten Definition. Kombinationen von
Komplikationen, wie im Venn-Diagramm unter Abbildung 22 D) gezeigt, waren
ublich.  Am

Wundheilungsstorung und konsekutiven Folgeoperation zur Sanierung (N = 6).

haufigsten war die Kombination aus einer Infektion,
Abb. 22 A) zeigt, dass Probanden mit einer postoperativen Komplikation eine
diskret hohere relative PADI4 mRNA Expression im Vergleich zu Probanden
ohne Komplikation aufwiesen. Wenn man Abb. 22 B) und Tabelle 11 hinzuzieht,
erkennt man, dass von 14 Komplikationen 11 betroffene Probanden von den 42
Rauchern (26,2 % der Raucher) stammten. Bei den Nichtrauchern waren es
gerade einmal 3 von 42 (7,1 % der Nichtraucher). Das Odd’s Ratio betrug 4,61.
Abb. 22 C) zeigt, dass die relative PADI4 mRNA Expression bei Rauchern und
Nichtrauchern mit Komplikationen nur marginal erhoht war im Vergleich zu
Rauchern und Nichtrauchern ohne Komplikation. Dahingegen zeigten abermals
Raucher im Vergleich zu Nichtrauchern, scheinbar unabhangig von der

Komplikationsentwicklung, eine deutlich hdhere PADI4 Expression.

Tabelle 11: Quotenverhéltnisse des Rauchstatus zur Komplikationsentwicklung. In Klammern kursiv stehen
die Prozentwerte. Odd's Ratio = 4.61. Contingency Test.

84 Probanden (100 %) Raucher Nichtraucher Gesamt
Mit Komplikation 11 (13,1 %) 3 (3,6 %) 14
Ohne Komplikation 31 (36,9 %) 39 (46,4 %) 70
Gesamt 42 42 0Odd’s Ratio: 4,61
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Abbildung 22: Postoperative Komplikationen: A) Relative PADI4 mRNA Expression von Patienten mit (N =
14) und ohne (N = 70) Komplikationsentwicklung. Mann-Whitney Test. B) Kuchendiagramm mit Anteilen der
Raucher (= R) und Nichtraucher (= NR) mit und ohne Komplikation (R mit: N = 11; NR mit: N = 3; R ohne:
N = 31; NR ohne: N = 39) an der gesamten Population (N = 84). C) Sdulendiagramm mit relativer PADI4
mRNA Expression zwischen Rauchern und Nichtrauchern mit und ohne Komplikation. 2way Anova Analyse.
D) Venn-Diagramm zur ndheren Beschreibung der Komplikationen. In Klammern kursiv die Anteile der
Jeweiligen Komplikationen an der Gesamtpopulation.

4.6 Subgruppenanalysen

4.6.1 Ehemalige Raucher haben keine erhdhte PADI4 Expression
Viele Publikationen, wie auch Ehnert et al. 2019 [17], zeigten, dass es bezlglich
vieler Risiken, wie dem der postoperativen Komplikationsentwicklung, keine
Unterschiede zwischen aktuellen und ehemaligen Rauchern gibt.
Dementsprechend wurden in dieser Studie die ehemaligen mit den aktuellen
Rauchern zur groRen Gruppe der Raucher zusammengefasst. Wie Abb. 23
jedoch zeigt, scheinen ehemalige Raucher sich in Bezug auf die neutrophile
PADI4 Expression eher den Nichtrauchern anzunahern. Von den hier extra

dargestellten ehemaligen Rauchern stammten 7 von den moderaten Rauchern
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(1-20 PY) und 6 von den starken Rauchern (> 20 PY). Auch wenn der gezeigte
Unterschied nicht signifikant ist, ist die Tendenz deutlich. Ehemalige Raucher als
eigene Gruppe zu betrachten, vernachlassigt das Matching zu den anderen
Gruppen. Also kdnnen hier andere Faktoren, wie Alter, BMI, Erkrankungen, etc.

ebenfalls eine Rolle spielen. Die Raucher waren im Schnitt 3,2 Jahre alter, hatten
einen um etwa 1 % niedrigeren BMI, 0,5 Krankheiten weniger und nahmen ca.

0,9 Medikamente weniger ein als die 13 ehemaligen Raucher (mannlich: 8,
weiblich: 5). Dieses sekundare Ergebnis zeigt, dass eine gesonderte Betrachtung
ausschlieBlich aktueller Raucher mit ihren nichtrauchenden Matchingkontrollen
sinnvoll scheint. Hier zeigt die Analyse uber den Wilcoxon Test einen
signifikanten Unterschied der PAD/4 mRNA Expression im Gruppenvergleich
trotz deutlich niedrigerer Probandenzahl.
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Abbildung 23: A) Relative neutrophile PADI4 mRNA Expression in Bezug auf den aktuellen Rauchstatus.
NR = Nichtraucher (N = 42); ER = Exraucher (N = 13); R = Raucher (N = 29). Kruskal-Wallis Test. B) PADI4
mRNA Expression im Gruppenvergleich unter Ausschluss von ehemaligen Rauchern und deren Kontrollen.
Matching in Auswertung beachtet. NR = Nichtraucher (N = 29); R = Raucher (N = 29).Wilcoxon Matched
Pairs-Test.

4.6.2 Geschlechter zeigen keine wesentlichen Unterschiede bei der
neutrophilen PADI4 Expression

Das Geschlecht stellte nicht nur ein Matchingkriterium dar, sondern spielt auch

bei der Entwicklung von Wundheilungsstérungen auf der einen Seite und der

Pravalenz von Autoimmunerkrankungen auf der anderen Seite eine wichtige

Rolle [17, 327, 328]. Grundsatzlich ist ein moglicher Einfluss des Geschlechts

beim Hauptgruppenvergleich  Nichtraucher gegen Raucher hier zu
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vernachlassigen, da in beiden Gruppen wegen des Matchings genau gleich
verteilt wurde. Bei der Differenzierung der Raucher in moderate und starke
Raucher fallt auf, dass mehr Frauen in den moderaten und mehr Manner bei den
starken Rauchern zu finden sind. Darlber hinaus zeigte sich allerdings im

Geschlechtervergleich insbesondere bezuglich der relativen PADI4 mRNA
Expression keinen Unterschied.

A) B) C)
Nichtraucher Moderate Raucher Starke Raucher
M weiblich M weiblich M weiblich
Il mannlich Il mannlich B mannlich
Total =42 Total =17 Total =25
D) p=0,64
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Abbildung 24: A) - C) zeigen die Verteilung der Geschlechter im detaillierten Gruppenvergleich. Die
Gesamtgruppe der Raucher haben dieselbe Geschlechterverteilung wie Nichtraucher (Weiblich: N = 20;
Ménnlich: N = 22). M = ménnlich (N = 44), W = weiblich (N = 40). D) PADI4 mRNA Expression im
Geschlechtervergleich. M: Ménnlich (N = 44). W: Weiblich (N = 40). Mann-Whitney Test.

4.6.3 Altere haben hiufiger erhdhte PAD4 Expression
Das Alter eines Patienten spielt allgemein in der Gesundheitsversorgung und
speziell auch beim Risiko einer postoperativen Komplikationsentwicklung eine
grolde Rolle [17, 329-332]. Umso auffalliger ist der mittlere Altersunterschied der
Subgruppe der moderaten Raucher zu den starken Rauchern sowie
Nichtrauchern (ca. 6-7 Jahre). Aus diesem Grund erscheint eine Analyse der
relativen PADI4 mRNA Expression in Abhangigkeit vom Alter sinnvoll. Hier

zeigen der Altersgruppenvergleich und die Korrelationsanalyse, dass ein
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diskreter, aber nicht signifikanter Zusammenhang zwischen diesen beiden
Faktoren besteht. Die Korrelationsanalyse in Abb. 25 B) zeigt zudem auf, dass
die meisten Uberdurchschnittlich hohen PADI4 AACt-Werte bei Patienten im
hdheren Alter ab 50 Jahren gemessen wurden. Die ermittelte Korrelationsstarke
(Steigung, Spearman r) war jedoch nicht signifikant, da auch bei alteren
Patienten niedrige PADI4 Werte haufiger sind als hohe.
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Abbildung 25: Zusammenhang des Alters mit der relativen PADI4 mRNA Expression. A) Boxplot mit
altersabhéngigen Gruppen: 30-49 Jahre: N = 24; 50-60 Jahre: N = 36; 61-75 Jahre: N = 26. Kruskal-Wallis
Test. B) Korrelationsanalyse Alter gegen relative mRNA-Expression von PAD4 (N = 84). Spearman r = 0,09,
p = 0,43, Steigung = 0,093.

4.6.4 Umgekehrte Korrelation des BMI mit der PADI4 Expression
Der Body Mass Index (BMI) als MaR von Uber- oder Untergewicht stellte in dieser
Studie ebenfalls ein Matchingkriterium dar und hat, wie das Alter auch, einen
wichtigen Einfluss auf die Morbiditat eines Patienten. Insofern wurde auf einen
mdglichen Zusammenhang zwischen BMI und der relativen PADI4 mRNA
Expression geschaut. Wie man in Abb. 26 A) erkennt, zeigt sich ein Trend von
hoheren relativen Expressionen des Enzyms mit niedrigerem BMI (20-25,9 vs.

>30 [%]: p = 0,48). Zusatzlich fiel durch Abb. 26 B) auf, dass Raucher mit mehr

PYs), also hoherer Rauchbelastung, tendenziell einen niedrigeren BMI

aufwiesen. Diese Zusammenhange waren jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 26: A) Abhéngigkeit der relativen PADI4 mRNA Expression vom Body Mass Index (BMI) der
Probanden. Einheit des BMI: kg/m?). 20-25,9: N = 31; 26-30: N = 32; >30: N = 21. Kruskal-Wallis Test B)
Korrelationsanalyse BMI gegen gerauchte PY (N = 84). Spearman r = -0.13, p = 0,23, Steigung = -0,46.

4.6.5 Hohere PADI4 Expression bei kardiovaskuldrer und allgemeiner
Multimorbiditat

Multimorbiditat spielt ohne Zweifel fir das Gesundheitssystem und die
Disposition fur weitere Erkrankungen wie Wundheilungsstérungen und
Infektionen eine grofle Rolle [283, 333]. Zudem wiesen die rauchenden
Probanden, speziell die starken Raucher (>20 PY, siehe Anhang), verglichen mit
allen Nichtrauchern mehr systemische Erkrankungen auf und nahmen mehr
systemische Medikamente regelmaliig ein. Diese beiden Faktoren werden hier
als allgemeine Indikatoren der Multimorbiditat gewertet. Insofern ist eine
Auswertung der relativen PADI4 mRNA Expression in Abhangigkeit der
Morbiditat (Anzahl der Erkrankungen und Medikamente), wie in Abb. 27 A) und
B), interessant.

Die Daten zeigen einen gewissen positiven Zusammenhang zwischen der
Morbiditat und den PADI4 mRNA Spiegeln, insbesondere bei den Probanden mit
mehr als 4 Erkrankungen und Medikamenten. Multimorbide Patienten (Definition
in dieser Studie: Probanden mit >4 systemischen Erkrankungen) scheinen also
eine hohere PADI4 Expression in Neutrophilen aufzuweisen. Schllusselt man
multimorbide Probanden weiter in Raucher und Nichtraucher auf, so fallt auf,
dass hohe PADI4 Werte vor allem durch rauchende Multimorbide verursacht

wurden und weniger durch Nichtraucher (Abb. 27 C).
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Wie im Hintergrund zu Krankheiten mit PAD4 Beteiligung in Tabelle 4 gezeigt,
spielt das Enzym auch bei der Pathogenese von Atherosklerose eine Rolle.
Daher wurden die kardiovaskular Vorgeschadigten (mit koronarer Herzkrankheit,
Z.n. Herzinfarkt, Herzinsuffizienz oder peripherer arterieller Verschlusskrankheit;
reine arterielle Hypertonie wurde nicht gewertet) mit der Restpopulation in der
relativen PADI4 mRNA Expression verglichen. Kardiovaskular vorgeschadigte
Probanden (N = 10) hatten signifikant héhere PADI4 AACt Werte als die
Restpopulation (Abb. 27 D). Auch bei dieser naheren Differenzierung der
kardiovaskular Vorgeschadigten fiel auf, dass Raucher die Mehrheit der hohen
PADI4 Expressionen ausmachten (Abb. 27 E).

A) B)
p=0,47
1 =
25 _ 254 — P 0,08
i 15 15
c 10 v T 3 10 T » ~
o o ,
ﬁ .‘7’ 8,
g g
o o
® s 24
) © o
(4 el [Y5] (S (4 -7a ! v J
0 1 2 34 >4 0o 1 2 34 >4
Anzahl Erkrankungen Anzahl Medikamente
C) D) E)
p=0,015 p=0,015
154 - 257 | — 10 | —
- -
[$) p=0,22 O,
> | — 20- s
c c c
2 10+ ] o
2 3 15- 2 6
e e e
a a g
g i 10 & 4]
[+ [ [+
2 > >
g g 57 E 2
4 | @ & ——
NR R Gesund Krank NR R
Multimorbide Kardiovaskular Kardiovaskular Kranke

Abbildung 27: Abhéngigkeit der relativen PADI4 mRNA Expression von der Anzahl der A) systemischen
Erkrankungen und B) systemischen Medikamente der Probanden. A) Kruskal-Wallis Test. C)
Aufschliisselung der Multimorbiden (Probanden mit >4 systemischen Erkrankungen) in Raucher (R: N = 4)
und Nichtraucher (NR: N = 3) und Abhéngigkeit zur relativen PADI4 mRNA Expression. Mann-Whitney Test.
D) Abhéngigkeit der relativen PADI4 mRNA Expression von kardiovaskuldren Vorschédden (reine arterielle
Hypertonie nicht inbegriffen). Gesund: N = 74, Krank: N = 10. Mann-Whitney Test. E) Aufschliisselung der
kardiovaskuladr Vorgeschédigten in Nichtraucher (NR: N = 3) und Raucher (R: N = 7). Mann-Whitney Test.
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4.6.6 Mehr Malnutrition bei Komplikationsverlaufen und Rauchern

Das Nutritional Risk Screening/Score wurde als Instrument zur Detektion von
Mangelernahrung bereits vielfach in Hinblick auf den klinischen Outcome von
Patienten getestet. Je hoher dieser ausfallt, desto hdher das Risiko flr
prognostisch ungunstige Mangelernahrung [17, 334, 335]. Aufgrund seiner
Aussagekraft auch in Bezug auf das Risiko einer Komplikationsentwicklung nach
orthopadischen Operationen [17, 336], wurde das NRS auch in dieser Studie
miterfasst (siehe Anhang Abb. 31).

Wie Abb. 28 A) und B) zeigen, fand sich sowohl bei Patienten mit Komplikationen
(@ mit Komplikation: 0,86 < @ ohne Komplikation: 0,49) als auch bei Rauchern
(9 R: 0,66 & & NR: 0,42) ein hoherer durchschnittlicher NRS und somit ein
erhdhtes Risiko fur eine Mangelernahrung in diesen Gruppen.

Weiterhin zeigt Abb. 28 C), dass durchaus ein Trend von héheren PADI4 AACt
Werten bei hoherem NRS zu sehen ist, insbesondere bei einem NRS ab 2. In
dieser Studiengruppe schienen also durch Mangelernahrung gefahrdete
Patienten auch hoch-/dysregulierte PADI4 Expression in Neutrophilen (mit dem

entsprechenden immunologischen Risiko) aufzuweisen.
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Abbildung 28: A) Scatter dot plot: Nutritional Risk Screening (NRS) im Gruppenvergleich. NR = Nichtraucher
(N = 42); R = Raucher (N = 42). Mann-Whitney Test. B) Boxplot: NRS in Abhéngigkeit zur
Komplikationsentwicklung. Mit Komplikation (N = 14), Ohne Komplikation (N = 70). Mann-Whitney Test. C)
Boxplot: Abhédngigkeit der relativen PADI4 mRNA Expression vom NRS. 0: N = 52; 1: N = 20; 2-3: N = 12.
Kruskal-Wallis Test.
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5. Diskussion

Klinisch chirurgische Relevanz erhielt PAD4 vor allem durch die Assoziation beim
Diabetiker mit verzogerter Wundheilung und Entstehung chronischer Wunden [3,
113]. Aufgrund der Analogie von Immunveranderungen der Raucher zu
Diabetikern, wurde hier die Verbindung des Rauchens zu PAD4 weiter untersucht
und daruber hinaus ein mdglicher Zusammenhang zu postoperativen
Komplikationen, analog zu Wong et al. 2015 und Ehnert et al. 2019, getestet [3,
17].

5.1 Einflussfaktoren auf die PADI4 Expression

Trotz der zahlreichen Berichte Uber die Gefahren einer Dysregulation von PAD4
und konsekutiv der NETose, ist wenig uber die Ursachen dieser PAD4 Storungen
bekannt [112, 232, 235, 251, 337]. Speziell bei Nikotinabusus assoziierten
Pathologien finden sich auffallig viele Ahnlichkeiten mit so genannten
NETopathien (siehe Tabelle 2, Kapitel 1.2.4). Da bereits flr Diabetiker ein
ahnlicher immunologischer Zusammenhang hinsichtlich PAD4, NETose und
Wundheilung gefunden wurde, war es das Ziel dieser Studie, die grolde
Risikogruppe der Raucher ebenfalls auf ihnre PAD4 Expression zu untersuchen
[3, 17, 113]. Die Identifikation von Einflussfaktoren auf die PAD4
Expression/Dysregulation ist auch uber diese Studie hinaus aus verschiedenen
pathogenetischen und potenziell therapeutischen Grinden fur assoziierten
Krankheiten (Tabelle 2 & 3) relevant.

Die in der gPCR ermittelten relativen PADI4 mRNA Expressionen in den
untersuchten 84 Probanden ergaben eine grol3e Streuung, was vermuten lasst,
dass dieses Enzym eine vielseitig beeinflusste Stellschraube im neutrophilen
Granulozyten darstellt. Besonders bei starker Rauchbelastung lagen
hochregulierte PADI4 mRNA Spiegel vor, was zeigt, dass Nikotinabusus direkt
oder indirekt Einfluss auf die Regulation dieses Schlusselenzyms hat. Diese
Erkenntnis deckt sich mit bisherigen Arbeiten, in denen gezeigt wurde, dass
Nikotin ein starker Induktor der NETose in einem PAD4 abhangigen Muster ist
[217]. Aufgrund der Heterogenitat auch innerhalb der starken Raucher ist eine
lineare direkte Verbindung unwahrscheinlich. VermitteInde Effekte konnten dabei
jedoch eine Rolle spielen, bspw. dass Rauchen bei einigen Menschen einen
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gewissen Effekt (z.B. Endothelentzindung bei kardiovaskularer Schadigung und
konsekutiver Aktivierung von Neutrophilen (vergleiche Abb. 28 D)) auslost und
dieser dann direkt die PADI4 Expression bedingt [225, 338]. Eine weitere
Erklarung fur die stark unterschiedlichen Spiegel ware, dass eine genetische
Disposition bendtigt wird und dann durch schadigende exogene Einflisse, wie
dem Rauchen, im Sinne eines Two-Hit-Modells, es zu einer starken
Dysregulation des Enzyms kommt, welche durchaus pathogen sein kann (siehe
Tabelle 3). Daflr spricht die Assoziation besonders hoher PAD4 Spiegel mit einer
wachsenden Bandbreite bestimmter ,single nucleotide polymorphisms‘ (= SNPs)
[339]. Auf diese Weise kdnnten Risikopatienten tber SNP-Analyse in Hinblick auf
PAD4 assoziierte Pathologien (siehe Tabelle 3) identifiziert werden.
Zusammenfassend bedarf es hier sicherlich noch einiges an Aufklarungsarbeit,
um genaue Regulationen zu verstehen. Die Identifikation von Risikogruppen, wie
den Diabetikern und Rauchern ist dennoch klinisch vorerst die relevantere
Aufgabe. Wahrscheinliche Einflisse, die in den Ergebnissen gezeigt wurden,

werden im Folgenden diskutiert.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Gruppenkollektiv und qPCR Daten

Der Vergleich der Hauptgruppen zeigte durch ein erfolgreiches Matching keine
grolReren Unterschiede in den dargestellten Charakteristika, sodass beim
Vergleich der relativen PADI4 mRNA Expression dieser beiden Gruppen
Einflussfaktoren minimiert wurden und von einem validen Ergebnis ausgegangen
werden kann (siehe Tabelle 10). Raucher haben also eine erhdhte PADI4
Expression in neutrophilen Granulozyten. Ein signifikanter Bezug zur
postoperativen Komplikationsentwicklung konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden. Abb. 20 B) zeigt, dass hauptsachlich die starken Raucher (>20 PY) die
hohen PADI4 mRNA AACt-Werte ausmachten. Daher scheint ein Blick auf die
Charakteristika von moderaten gegenlber starken Rauchern im Vergleich
sinnvoll (siehe Tabelle 16 im Anhang).

Hier ist der Altersunterschied sehr prominent. Moderate Raucher waren deutlich
junger als die beiden anderen Gruppen. Dies wurde bereits in Ehnert et al. 2019

beobachtet, dass rauchende Patienten mit ahnlichen Erkrankungen aber
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aufgrund schlechterer Knochenqualitat und -heilung im Schnitt ca. 5 Jahre friher
behandelt wurden als die nichtrauchende Kontrollgruppe [17, 340]. Der hier
entdeckte Altersunterschied kann fur eine diskrete Differenz in einigen weiteren
Kategorien verantwortlich gemacht werden: Dem Geschlecht (die meisten
starken Raucher sind mannlich [6]), der Anzahl von Erkrankungen und
Medikamenten (Altere haben mehr Erkrankungen) und der Verteilung an die
entsprechenden Fachrichtungen (Altere bekommen mehr
Gelenkersatzoperationen gegenuber Arthroskopien bei Jingeren [341]) (Tabelle
16). Eine mogliche Erklarung fur den Altersunterschied zwischen moderaten und
starken Rauchern ware, dass moderate Raucher durch persistierendes Rauchen
im Laufe der Zeit 20 PYs erreichen werden und damit aus der Gruppe der
moderaten Raucher zu den starken Rauchern ubergehen. Mit zusatzlichen
Jahren erhohen sich gleichermal3en das Alter und die PY's. Dies kann das hohere
Alter der starken Raucher erklaren.

Die Kontrollen lagen in den meisten deskriptiven Charakteristika zwischen den
moderaten und starken Rauchern. Eine logische Erklarung ist die Mischung von
Matching Partnern von moderaten und starken Rauchern in eine gemeinsame
Gruppe. Ein Matching Partner eines starken Rauchers wies normalerweise
immer noch ein hdéheres Alter und damit etwas mehr Krankheiten und
Medikamente auf als ein moderater Raucher. Auffallig ist ebenfalls, dass, obwohl
die moderaten Raucher durchschnittich & Jahre junger waren als die
nichtrauchenden Kontrollen, sie bereits eine annahernd gleiche Anzahl an
Erkrankungen aufwiesen — im Schnitt auch mehr als ihre direkten Matching
Partner. Diese Erkenntnis bestatigt ebenfalls vorherige Ergebnisse aus Ehnert et
al. 2019, bei denen die durchschnittlich 5 Jahre jungeren Raucher bereits gleich
viele Erkrankungen aufwiesen als die alteren Kontrollen [17].

Auch in Bezug auf die Operationsindikationen und -arten ergaben sich durch den
Altersunterschied Differenzen: Bei moderaten Rauchern gab es weniger
Endoprothetik-(Gelenkersatz-) Patienten als bei den alteren Kontrollen und
starken Rauchern. Ebenfalls passend zum Altersunterschied fanden sich bei
moderaten Rauchern relativ gesehen deutlich mehr arthroskopische
Operationen, die haufig endoprothetischen Eingriffen vorausgehen, als in den

anderen beiden Gruppen. Das mittlere Alter bei Patienten der Endoprothetik war
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61,7 Jahre versus 48,1 Jahre bei Patienten mit Arthroskopie. Traumatologische
Patienten waren nochmal etwas junger. Diese typischen Altersunterschiede sind
aus der Literatur vorbekannt und logisch: Die Kohorte fur
Gelenkersatzoperationen war in Fang et al. 2015 im Mittel 60,5 Jahre und in
Friberger Pajalic et al. 2018 fur Arthroskopien sogar nur 39 Jahre alt [341, 342].
Die Konsequenz dieser Unterschiede ist, dass der Gruppenvergleich besonders
hinsichtlich postoperativer Komplikationsentwicklung mit Differenzierung der
Raucher in moderat und stark, trotz passendem Matchings vorsichtig zu
betrachten ist. Gewisse Charakteristika, allen voran das Alter, waren
naturlicherweise zu verschieden und nahmen so Einfluss.

Des Weiteren war die hohe Variation der ermittelten PADI4 Werte auch zwischen
Probanden mit ahnlichen Charakteristika auffallig. Die Korrelationsanalyse aus
Abb. 20 C) zu PYs mit relativer PADI4 mRNA Expression zeigt eine schwache
Korrelation, hohe Variabilitdt und viele UbermaRig hohe PADI4 AACt Werte bei
steigenden PYs gegenulber einer mehrheitlichen Baseline. Diese Beobachtung
lasst, wie weiter oben bereits beschrieben, auf eine multifaktorielle Beeinflussung
der Regulation des Enzyms mit Beteiligung einer individuellen genetischen
Disposition vermuten. Die Reviews von Rohrbach 2012 und Liu et al. 2021 und
Tabelle 3 dieser Thesis zeigen auf molekularer (Calcium-lonen, Bicarbonat,
ROS, lonomycin, etc.) und klinischer Ebene (RA, SLE, Diabetes, Sepsis,
Thrombose, etc.) diverse Einflussfaktoren und Gefahren der PAD4 Regulation
[225, 343]. Selbst auf genetischer Ebene konnten bereits PAD4 SNPs als
Varianten bei einigen Individuen gefunden werden, die Uber Hypercitrullinierung
durch PAD4 mit RA in Verbindung stehen [339, 344]. Die vorhin erwahnte
Theorie einer genetischen Pradisposition mit Dekompensation durch exogene
Noxen erscheint auf diese Weise wahrscheinlicher.

Abschliel3end lassen sich die hier gefundenen Ergebnisse der PADI4 Erhohung
durch das Rauchen gut mit einigen Erkenntnissen aus der Literatur in Einklang
bringen: So wurde an menschlichen peripheren Neutrophilen gezeigt, dass
Nikotin dosis-korrelierend ROS-unabhangig, dafir aber Protein Kinase B und
eben PAD4 abhangig NETs mit hypercitrullinierten Histonen bilden [217]. Des
Weiteren hat eine PAD4 Inhibierung zuverlassig die NETose bei diversen Stimuli

inklusive des Zigarettenrauchs verhindert [123]. So kommt auch die relevante
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Verbindung des Rauchens zu den pathogenetisch viel diskutierten NETs und
ihren NETopathien auf.

5.2.2 Dot Blot nicht aussagekraftig
Zur Komplettierung der Expressionsanalyse wurde neben der PADI4 mRNA
Quantifizierung auch die relativen PAD4 Proteinspiegel im Dot Blot ermittelt. Wie
in Abb. 29 zu sehen, korrelierten selbst die beiden Replikate untereinander nicht
miteinander. Das verdeutlicht, dass der Dot Blot, zumindest bei einem der beiden
Durchlaufe, wahrscheinlich methodische Schwierigkeiten enthielt, die die
Ergebnisse einiger Proben auf Proteinebene eingeschrankt haben. Hierbei sei
erwahnt, dass die Aufnahmen des 2. Durchlaufs tendenziell von besserer
Qualitat waren. In der Bildentwicklung fielen, wie in Abb. 30 B) zu sehen, teils
schwache Signale mit hohen Hintergrundsignalen auf, insbesondere fir die
mehrfache Nutzung derselben Membranen fur das Housekeeping Protein -
Actin. Die hier gezeigte Aufnahme der Chemilumineszenz nach
Antikorperinkubation mit PAD4 fand stets als erste statt und war von deutlich
besserer Qualitat. Neben den hohen Hintergrundsignalen gaben einige Proben
sehr intensive Signale ab, wobei von einer Reaktion des Hamoglobins mit der
ECL-LOsung und somit falsch positiven Signalen ausgegangen werden kann.
Diese u.a. forensisch genutzte Chemilumineszenz von Luminol,
Wasserstoffperoxid und Hamoglobin ist proportional zur Menge der jeweiligen
Komponenten und hat bei hamolytischen Proben in dieser Studie zu Ausreifl’ern
mit falsch hohen Signalen und verfalschten Ergebnissen gefuhrt [345]. Deshalb
wurden Proben mit einer Dot Intensitdit von mehr als der doppelten
Standardabweichung nicht in die Auswertung eingeschlossen. Weitere
Fehlerquellen flir eben genannte Probleme kbénnten auch zu hohe
Antikdrperkonzentrationen, zu niedrige Antigenkonzentrationen bei relativ zu
wenigem Waschen in TBS-T sein [346]. Zusatzlich kam es auf Proteinebene zum
Probenverlust: Die mehrfache Adjustierung der Einstellungen des Verfahrens
verbrauchte gewisse Mengen der Proben, die daruber hinaus teils niedrige
Konzentrationen aufwiesen, sodass die Ladungsmenge der Proteine im Duplikat
sehr begrenzt war (20 pug pro Durchlauf). Bei einigen niedrigkonzentrierten
Proben ergab sich nicht genug Volumen fur das Duplikat. Auch die hamolysierten
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Proben konnten aus oben genannten Grunden als verloren angesehen werden,
da die PADA4-/B-Actin-Signale Uberdeckt wurde und nicht isoliert messbar waren.
Eben genannte Faktoren fuhrten zu Ungenauigkeiten der Methode in dieser
Studie. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass die qPCR weitaus validere
Ergebnisse lieferte. In der Literatur wurde auRerdem beschrieben, dass hdohere
PADI4 mRNA Spiegel auch eine hohere NETose Rate bedingen. Somit besitzt
die ermittelte PADI4 mRNA Uberregulation bei Rauchern durchaus klinische
Relevanz [347]. Aus diesen Grinden wurden die meisten Ergebnisse mit der
relativen PADI4 mRNA Expression dargestelit.

2 3 Nichtraucher

EA Moderate Raucher
BEm Starke Raucher

Relative Proteinexpression

Abbildung 29: Gruppierte Boxplots der replizierten relativen PAD4 Proteinexpression im 1. Durchlauf (= Run)
(N = 80) und 2. Durchlauf (N = 72) des Dot Blots. Nichtraucher 1. Run: N = 40; 2. Run: N = 36. Moderate
Raucher 1. Run: N = 16; 2. Run: N = 14. Starke Raucher 1. Run: N = 24; 2. Run: N = 22. Kruskal-Wallis
Test.

Abbildung 30: Aufnahmen der Dot Blots: A) In Ponceauférbung zum qualitativen Nachweis von Proteinen.
B) Représentative Fluoreszenzaufnahme nach Antikérperinkubation von PAD4 und Zugabe von ECL-
Lésung im ChemoCam. Auffallend hohe Hintergriinde und hell leuchtende hdmolytische Proben. Mal3stab:
1 Dot = 3,2 mm.
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5.2.3 PADI4 Expression und Komplikationsentwicklung

Das sekundare klinische Ziel der Studie war es, zu untersuchen, ob erhohte
PADI4 Expressionen auch mit einer erhéhten postoperativen Komplikationsrate
vergesellschaftet sind. Abb. 22 A) zeigte eine hdhere relative PADI4 mRNA
Expression bei Patienten mit postoperativer Komplikation, wobei Abb. 22 B)
aufzeigt, dass fast 4-mal so viele Raucher wie Nichtraucher in der
Komplikationsgruppe waren (konform mit der Literatur [17]). Vorher wurde
gezeigt, dass Raucher eine deutlich héhere relative PADI4 mRNA Expression
aufwiesen. Abb. 22 C) bewies dann auch bei der Differenzierung der
Komplikationsgruppe in Raucher und Nichtraucher, dass die hohen PADI4
MRNA Expressionen innerhalb der Komplikationsgruppe vor allem durch das
Rauchen zu begrinden war und der Faktor Komplikationsentwicklung
nebensachlich schien. Der hohe Anteil von Rauchern mit hohen PADI4 mRNA
Spiegeln innerhalb der Komplikationsgruppe fiel dennoch stark auf, angesichts
der Tatsache, dass viele komplikationslose Raucher auch nicht erhdhte Level
aufwiesen. Die Daten suggerieren also, dass hohe PADI4 mRNA Expressionen
einen Risikofaktor bei Rauchern fur die Komplikationsentwicklung darstellte.

In Wong et al. 2015 wurde eine deutlich beschleunigte Reepithelialisierung bei
PADA4-defizienten Mausen in diabetischen Verhaltnissen gezeigt, weshalb
postuliert wurde, dass Diabetes mit erhdhter PADI4 Expression, konsekutiver
exzessiver NETose und daraus resultierender verlangerter Wundheilung
einherging [3]. Ahnliches ist also auch bei Rauchern anzunehmen, sollte jedoch
spezifischer Uberprift werden. Um eindeutige Aussagen, Uber den
Zusammenhang zwischen hoher PADI4 mRNA  Expression und
Komplikationsentwicklung treffen zu konnen, braucht es einheitliche Operationen
und eine allgemein groRere Stichprobe, um auch die Population in der
Komplikationsgruppe zu erhéhen. Auch die Untersuchung auf NETs und PAD4
in chronischen Wunden selbst wirde einen direkteren klinischen Bezug
beweisen. Gleichzeitig konnte durch den Einsatz von PAD4 Inhibitoren sowie
auch DNasen zum NET-Abbau therapeutische LOsungsansatze untersucht
werden, ebenfalls analog zu Wong et al. 2015 [3, 224, 348]. Das Venn Diagramm
aus Abb. 22 D) spiegelt die haufige Kombination der Komplikationen Infektion
der OP-Wunde, daraus resultierender Wundheilungsstorung und einer notigen

Folgeoperation wider. Dies reprasentiert eine umfassende Immunstorung mit
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gestorter Immunabwehr und Gewebsregeneration. Im Vergleich hierzu zeigte
Ehnert et al. 2019 an einer weitaus groReren Population Wundheilungsstorungen
als Hauptursache gefolgt von gerade einmal halb so vielen Infektionen.
Kombinationen von Komplikationen, wie hier pradominierend, stellten eher die
Ausnahme dar [17]. Ursache hierfur kdonnte sein, dass in Ehnert et al. 2019 nur
Patienten mit Gelenksersatzoperationen betrachtet wurden, wahrend in der
vorliegenden Studie viel unterschiedlichere Operationen betrachtet wurden, auch
wenn die Endoprothetik den Hauptteil ausmachte. Angesichts der in Ehnert et al.
2019 entdeckten Suppression proinflammatorischer Zytokine von Rauchern,
ergibt die hier beobachtete postoperative Anfalligkeit fur Wundinfekte ebenfalls
Sinn [17].

Bei der Betrachtung der Komplikationsentwicklung muss allgemein die
eingeschrankte klinische Aussagekraft beachtet werden. Bei solch
unterschiedlichen Operationen der Probanden spielten verschiedenste nicht
bertcksichtigte Faktoren sicherlich eine Rolle bei der Komplikationsentwicklung.
So zeigten Suda et al. 2014 in septisch orthopadischen Operationen folgende
Faktoren als wichtig: Das Ausmal’ und die Lokalisation des Gewebsschadens,
offene gegenuber geschlossenen Frakturen, chirurgisch elektiver gegenuber
traumatisch bedingtem Schaden, die Keimbelastung der Wunde sowie
eventuelle Fremdmaterialimplantation [277, 280, 283]. In Folge dessen ergeben
sich verschiedenste Komplikationsraten zwischen Endoprothetik, Traumatologie,
septischer Chirurgie und Arthroskopie. Hierbei fiUhren die septische Chirurgie und
Traumatologie mit durchschnittlich bis zu 29 % Komplikationen [277, 278],
wahrend Arthroskopien mit nur ca. 5 % deutlich komplikationsarmer verlaufen
[279]. Im Vergleich der Daten von Suda et al. 2014 mit der vorliegenden Studie
waren die hochsten Komplikationsraten ebenfalls aus der septischen und
traumatologischen Chirurgie, namlich 23 %, gefolgt von endoprothetischen
Operationen mit 16,2 % [277]. Ehnert et al. 2019 zeigte flr endoprothetische
Operationen insgesamt eine Komplikationsrate von 20 % und damit auch
vereinbar mit den vorliegenden Funden [17]. Aus diesen Erkenntnissen lasst sich
also schlieen, dass es zu viele Einflussfaktoren gab, u.a. weil die Operationen
zu unterschiedlich waren und so die Vergleichbarkeit eingeschrankt und die

Vereinheitlichung der Komplikationen erschwert wurden.
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Auch wenn darauf geachtet wurde, dass die Verteilung an die verschiedenen
Fachrichtungen ungefahr ausgeglichen ist (siehe Tabelle 16: Beschreibung der
Studiengruppen), bleiben dennoch Unterschiede auch innerhalb der
aufnehmenden Fachabteilungen und erst recht zwischen den Gruppen stehen,

weshalb die Ergebnisse mit Vorsicht zu betrachten sind.

5.2.4 Kein Einfluss des Geschlechts auf die PAD4 Expression

Frauen und Manner weisen Unterschiede im Immunsystem, speziell bei ihren
Neutrophilen auf. Gupta et al. 2020 zeigten eine Ostrogen-abhangige
ubermalige Responsivitat der Neutrophilen von Frauen zu INF-1. Dies sei Tell
der  unterschiedlichen Entzindungsreaktion und Pravalenz  von
Autoimmungeschehen zwischen Mannern und Frauen [349]. Auch in Bezug auf
NETs zeigte Yuan 2018 eine negative Korrelation zwischen Testosteron und NET
Freisetzung unter Calcium lonophor Stimulation, wobei fur alle weiteren Stimuli,
inklusive den physiologischen NET Stimuli, keine geschlechtsabhangigen
Unterschiede festgestellt wurden [350]. Dies steht im Kontrast mit Ergebnissen
von Blazkova et al. 2017, bei denen junge, nicht-schwangere Frauen reifere und
responsivere Neutrophile mit hoherer Kapazitat/Neigung zur NETose aufwiesen
als Schwangere, altere Frauen und Manner [351]. Auch Giaglis et al. 2016
postulierten einen ,pro-NETotischen Effekt* von erhdhten Leveln an Ostrogen
und G-CSF, wobei diese Arbeitsgruppe, im Gegensatz zu Blazkova et al. 2016
der Schwangerschaft eine besondere Neigung zur NETose zusprach [352].

Bei genauer Betrachtung der Zusammensetzung der moderaten und starken
Raucher in der vorliegenden Studie ist aufgefallen, dass bei starken Rauchern
der Hauptteil mannlich war (angesichts der deutlich héheren Pravalenz des
starken Rauchens bei Mannern in Deutschland ist dies nicht verwunderlich
[353]). Zum vollstandigen Geschlechterausgleich der Hauptgruppen waren also
mehr Frauen bei den moderaten Rauchern zu finden. Angesichts der erwahnten
Literatur konnte diese Imbalance durchaus einen verzerrenden Effekt auf die
PADI4 Expressionen der Gruppen gehabt haben.

Auch in Dong et al. 2008 hat Ostrogen in vitro die PADI4 Expression in MCF-7-
Zellen erhdht [241], was im Einklang war mit den Ergebnissen von Yasuda et al.
2019, bei denen Ostrogenderivate in Neutrophilen-ahnlichen HL-60-Zellen die
PADI4 Expression mit konsekutiver Citrullinierung und NETose steigerte [354].
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Im Kontrast zu diesen Ergebnissen konnte in dieser Studie kein Unterschied in
der PADI4 mRNA Expression zwischen den Geschlechtern festgestellt werden
(siehe Abb. 24). Mogliche Grunde flr Ungenauigkeiten in der hiesigen Studie
waren Fehlen eines Matchings zwischen den Geschlechtern. Verschiedene
Einflussfaktoren ohne Matching konnten also einen Ostrogen-bedingten
Unterschied verschleiert haben. Eine weitere Ungenauigkeit ist die fehlende
Erfassung des Zeitpunktes im Menstruationszyklus wahrend der Blutentnahme,
sowie die fehlende Trennung von klimakterischen zu fertilen Patientinnen. Das
durchschnittliche Alter der Teilnehmerinnen dieser Studie lag bei uber 50 Jahren.
Somit befanden sich die meisten Probandinnen im Klimakterium mit stark
erniedrigtem  Ostrogen zum  Untersuchungszeitpunkt, —weshalb die
Ostrogenwirkung vermutlich nicht reprasentativ abgebildet wurde [355-358]. Eine
Schwache der in vitro Studien, wie Yasuda et al. 2019, ist dagegen stets die
eingeschrankte Ubertragbarkeit einer Zelllinie auf den gesamten Menschen aus
zytologischer und pharmakodynamischer sowie —kinetischer Sicht. In vivo zeigte
Ostrogen erst ab hohen Spiegeln (z.B. wahrend der Schwangerschaft) einen pro-
NETotischen Effekt [352], wohingegen die Ergebnisse von Yuan 2018, im
Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie, keinen Unterschied
hinsichtlich der NETose-Neigung zwischen den Geschlechtern feststellte [350].
Eine Studie zur spezifischen PAD4 Messung bei gesunden, gematchten Frauen
und Mannern in Abhangigkeit zu miterfassten Ostrogenspiegeln kénnte hilfreich

sein.

5.2.5 Regeneration der PAD4 Regulation nach Ilangjahriger
Rauchabstinenz?
In Ehnert et al. 2019 wurde zwischen ehemaligen und aktuellen Rauchern nicht
unterschieden und alle in die Gruppe der Raucher eingeschlossen. Das
Verhaltnis von aktiven zu ehemaligen Rauchern war hier in allen Gruppen
interessanterweise gleich (Primare Gelenkersatzoperationen mit und ohne
Komplikationen, sowie Revisionseingriffe mit und ohne Komplikationen) [17].
Dies deutet darauf hin, dass aktive gegenuber ehemaligen Rauchern ahnliche
Raten an postoperativen Komplikationen (und ggf. immunologischen
Veranderungen) aufweisen. Nach diesem Vorbild wurden in der vorliegenden

Studie ehemalige und aktuelle Raucher ebenfalls zusammen betrachtet. Im
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Kontrast dazu finden sich jedoch einige andere Risiken, wie das Krebsrisiko nach
Rauchstopp deutlich reduziert im Vergleich zum persistierenden Rauchen. Das
kardiovaskulare Risiko kann sich nach einigen Jahren der Rauchabstinenz sogar
dem Risiko der Nichtraucher angleichen [64, 65, 359], weshalb eine allgemeine
Beachtung der YSQ bei der Bewertung der Nikotinbelastung (PY) von Patienten
uberlegt werden sollte. Wong et al. 2012 fanden zudem heraus, dass ein
temporarer Rauchstopp einige Wochen vor einer Operation das Risiko fur die
Entwicklung einer postoperativen Komplikation senkt [271], wobei dies, nach
Gonzalez et al. 2018, fur Infektionsraten von primaren Gelenkersatzoperationen
erst nach 1 Jahr Rauchabstinenz galt [360].

So ahnlich scheint es auch in Bezug auf die neutrophile PADI4 Expression zu
sein. In dieser Studie konnte ein deutlicher Unterschied in der relativen PADI4
mRNA Expression zwischen aktuellen und ehemaligen Rauchern gefunden
werden, wahrend ehemalige Raucher sich den Nichtrauchern anglichen (siehe
Abb. 23). Unter Ausschluss der ehemaligen Raucher von den aktuellen Rauchern
ergaben sich trotz geringerer GruppengrofRe deutlichere, sogar signifikante
Unterschiede zwischen Rauchern und Nichtrauchern in ihrer PADI4 mRNA
Expression. Auffallig war hier, dass die Gruppe der ehemaligen im Vergleich zu
den aktuellen Rauchern im Schnitt 3 Jahre jinger waren und auffallig weniger
Erkrankungen und Medikamenteneinahmen aufwiesen (R = 2,2 < ER = 1,7;
nicht signifikant) und sich so hinsichtlich ihrer Gesundheitsbelastungen wieder
den Nichtrauchern annaherten. Diese anzunehmende Regeneration des
Immunsystems nach Rauchstopp wurde bereits 1983 immunologisch von Hersey
et al. festgestellt Uber eine erhdohte Aktivitat der naturlichen Killerzellen und einen
Anstieg von Immunglobulinen [33]. Meliska et al. bestatigten diese Funde spater
[361]. Morozumi et al. 2004 zeigten ahnlich wie Ehnert et al. 2019 eine
Herunterregulation diverser proinflammatorischer Zytokine in Rauchern und eine
Regeneration nach Rauchstopp [60]. Angesichts solcher immunologischer
Veranderungen und erhdhten Infektneigungen diverser Arten durch das Rauchen
(respiratorisch [362, 363], digestiv [364], bakteriamisch-septisch [365], sowie
erhdhten postoperativen Infektionsraten [17]) erscheint eine Regeneration der
NETose bzw. ihrer Enzyme durch Abstinenz durchaus logisch. Ein Rauchstopp
scheint zusammenfassend, die PADI4 Expression normalisieren zu konnen in

Koharenz mit der bekannten Regeneration des Korpers.
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5.2.6 Im Alter hohere PADI4 Expression und mehr Raucher unter den
Multimorbiden

Eine gewisse Korrelation zwischen dem Alter und der relativen PADI4 mRNA
Expression wurde entdeckt. Hierbei ist besonders auffallig, dass fast alle
besonders hohen AACt-Werte (>5) ab einem Alter von 50 Jahren aufgetreten
sind und auch die basalen PADI4 AACt-Werte im fortgeschrittenen Alter hoher
waren als bei jungeren Probanden. Nun wurde im Hintergrund dieser Arbeit
sowie in einigen Publikationen, wie Lee et al. 2017 und Qiu et al. 2017 [20, 141],
die Vermutung aufgestellt, dass Rauchen die NETose dysregulieren konnte und
vielleicht so die Autoimmun-/Autoinflammationserkrankungen, die mit dem
Rauchen vergesellschaftet sind, entstehen lassen kdénnte. Wenn man auf das
durchschnittliche Alter bei Erstdiagnose vieler NET-/PAD4-assoziierter
Erkrankungen schaut, stellt man fest, dass beides im hoheren Alter (>50 Jahre)
vermehrt auftritt. Beispiele sind die spate Form der Multiplen Sklerose [366], die
Rheumatoide Arthritis [367], Lungenkrebs und andere Krebserkrankungen [368]
sowie Atherosklerose und Thrombose [369]. Insofern erscheint der hier
festgestellte Zusammenhang des hoheren Alters und hoherer PADI4 mRNA
Expression passend.
Die Assoziation von hohen PADI4 Spiegeln zu Multimorbiditat und vor allem
kardiovaskularen Vorschaden innerhalb der Studienpopulation konnte auf die
erhohte Dichte an starken Rauchern in diesen Subgruppen zuruckgefuhrt
werden. Multimorbide und kardiovaskular Kranke, die nicht geraucht haben,
zeigten eine auffallig niedrigere PADI4 mRNA Expression, auch wenn die
Fallzahlen fur solche Subanalysen sehr gering waren und kein Matching griff.
Dennoch passt diese Assoziation gut zu bestehender Literatur, wie Knight et al.
2014 und Liu et al. 2018, in denen im Mausmodell PAD4 ausgeloste NETose
kardiovaskulare/atherosklerotische Schaden verursachten und PAD4 Inhibition
die Schaden verhinderten [348, 370, 371].

5.2.7 Mangelernahrung durch Rauchen verstarkt die
Komplikationsneigung

Folgende Erkenntnisse lassen sich aus den Ergebnissen zum BMI (Kapitel 4.6.4)

und NRS (Kapitel 4.6.6) in Verbindung mit dem Rauchstatus und der PADI4

Expression gewinnen: Rauchen stellt bekanntermal3en einen Risikofaktor auf

84



Diskussion

vielen verschiedenen Ebenen fur eine gestorte Wundheilung dar [17, 18]. Auch
wenn vielfach bewiesen wurde, dass Mangelernahrung ein entscheidender
Risikofaktor flr postoperative Komplikationen ist, wurde bisher wenig Uber
Mangelernahrung als entscheidende Ursache fir die postoperative
Komplikationsneigung bei Rauchern berichtet [17, 334, 335]. Harris et al. 2016
fasste als Review die vielfaltigen metabolischen Effekte des Rauchens fundiert
zusammen [372]: Im Zentrum steht hierbei die Appetit stillende Komponente des
Nikotins sowie die daraus folgende erhdhte Gefahr der Mangelernahrung im Alter
mit konsekutiver Gebrechlichkeit und korperlichem Verfall bei Rauchern [17,
372]. Die vorliegenden Ergebnisse aus Kapitel 4.6.4, dass Raucher dieser Studie
einen niedrigeren BMI aufwiesen, decken sich also mit den Erkenntnissen aus

friheren Arbeiten, wie Williamson et al. 1991, bei denen aktuelle Raucher einen
>1 % niedrigeren BMI aufwiesen als Nicht- und Exraucher [373]. Auch dass

Raucher hinsichtlich Mangelernahrung ein erhohtes Risiko aufweisen (siehe
Kapitel 4.6.6), bestatigt das bisher gultige Wissen der Literatur: Silva et al. 2015
zeigte Uber eine multivariate Analyse die Hauptrisikofaktoren fur Malnutrition,
wobei aktuelles und ehemaliges Rauchen neben niedrigem Sozialstatus und
einem Alter ab 60 Jahren wesentlichen Risikofaktoren darstellten [374]. Sowohl
Rauchen als auch Mangelernahrung fuhren alleine bereits zu einem erhohten
operativen Risiko [17, 336, 375], kumuliert jedoch sicherlich nochmals starker.
Also lohnt es sich, angesichts der vorliegenden Ergebnisse, einerseits bei
Rauchern besonders auf die Prophylaxe einer Mangelernahrung zu achten.
Andererseits sollte weitere Forschung bezuglich Veranderungen des
PAD4/NETose Systems von Mangelernahrten betrieben werden, da in dieser
Studie tatsachlich ein niedrigerer BMI und erhdhter NRS mit gesteigerter PADI4
Expression einherging. Studien zu diesem Zusammenhang sind zu diesem
Zeitpunkt noch nicht zu finden. Ob hier ein echter Zusammenhang besteht oder
ob die erhéhten PADI4 mRNA Werte nur durch die Mehrheit an Rauchern in der
Gruppe mit NRS >1 (nnrs>1 = R+ NR =9 + 3) begrindet sind, bleibt offen. Kénnte
die erhohte Komplikationsneigung von Mangelernahrten ebenfalls durch
vermehrte PAD4 Expression und NETose entstehen?
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5.3 Klinische Erkenntnisse

Aktuell existieren in der Literatur nicht viele Quellen, die speziell den
Zusammenhang des Rauchens und dem neutrophilen Enzym PAD4 behandeln.
Es gibt jedoch starke Hinweise darauf, dass PAD4 in Rauchern und ihren
assoziierten Erkrankungen eine wichtige Rolle spielen kénnte. Durch diese
Hinweise wird den hier gefundenen Ergebnissen einer Hyperregulation von

PADI4 in Neutrophilen durchs Rauchen einen klinischen Kontext verliehen.

5.3.1 PAD4 als mogliches Therapietarget von Inmundysregulationen bei
Rauchern? — ein klinischer Ausblick

Die uUberregulierten PADI4 Expressionen lassen sich als hyperinflammatorische
Fehlregulation beschreiben. Einige Publikationen sprechen von einer generellen
Immunsuppression von Rauchern, die fur die erhohte Komplikationsneigung
verantwortlich zu machen waren [17, 376, 377]. PAD4 ist kein typischer
Inflammationsmarker und doch eine wichtige Stellschraube in einem viel
beteiligten, angeborenen proinflammatorischen Immunmechanismus. Hier
scheint also eine gewisse Diskrepanz zwischen den Funden einer generellen
Suppression vieler entziindlicher Zytokine und der Uberregulation des ebenfalls
proinflammatorischen Enzyms PAD4 bei Rauchern zu geben. Ein erklarender
Kompromiss ist das Konzept einer Immundysregulation statt generellen
Immunsuppression. Das Immunsystem ist also an unangebrachter Stelle, (z.B.
den eigenen durch Schadstoffe veranderten Korper) Uberaktiv (= autoimmun
und autoinflammatorisch) und an bendtigter Stelle unteraktiv (2>
Immunsuppression und Infektneigung) [113, 378] (siehe hierzu Tabelle 1).

Die Rolle und Relevanz von PAD4 in der Bildung von NETs ist eines der
umstritteneren Themen in der Literatur. Wahrend Gruppen wie Li et al. (und
andere) PAD4 als grundlegend fir die NETose und die angeborene
Immunabwehr bewiesen [112, 224, 225, 227, 229, 370, 379, 380], zeigten andere
Gruppen, teils uber PADI4 (-/-) Mause, PAD4 unabhangige NETose hinsichtlich
spezieller Trigger, wie Influenza, Klebsiella, polybakterielle Sepsis (infektios) und
Lupus Nephritis (nicht-infektios) [177, 381-383]. Trotzdem kann die
Uberexpression von PAD4 zu exzessiver NETose filhren [228, 251, 384].
Umgekehrt fuhrt die Hemmung von PAD4, artifiziell meist durch Chloramidin, zur
Hemmung der NETose trotz PMA-Stimulierung [123, 228, 251]. Zudem
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publizierten Hawez et al. 2019 die eindeutige Korrelation zwischen der
microRNA-155 (miR-155), der PADI/4 mRNA Expression und der konsekutiven
NETose durch PMA [347]. Dies verdeutlicht nicht nur die Relevanz von PADA4 flr
die NETose, sondern daruber hinaus auch den Einfluss der PAD/4 mRNA
Expression, wie sie in dieser Studie untersucht wurde, auf die NETose. Hier
bedarf es insgesamt noch Aufklarungsarbeit Uber genaue Mechanismen und
Abhangigkeiten dieses scheinbar omniprasenten Verteidigungsmechanismus.
Von einer guten Aussagekraft der Ergebnisse der vorliegenden Studie auf die
NETose bei Rauchern kann jedoch ausgegangen werden. In Nikotin und
Zigarettenrauch induzierter NETose spielt PADI4 namlich eine entscheidende
Rolle: Hosseinzadeh et al. 2016 zeigten an isolierten Neutrophilen von Menschen
und Mausen, dass Nikotin Uber nikotinerge Acetylcholinrezeptoren NETose
dosiskorrelierend und vor allem PAD4-abhangig triggert [217]. Hierbei kann die
Vermutung aufkommen, dass die bei Rauchern erhohte ROS vermittelnd auf die
erhdhte NETose wirken kdnnte [385]. Interessanterweise wurde eine Beteiligung
von intrazellularer ROS bei der Nikotin-induzierten NETose noch in derselben
Studie von Hosseinzadeh et al. 2016 widerlegt [217, 386]. Die Rolle von
extrazellularer ROS bleibt noch unklar.

Daruber hinaus bewiesen Tatsiy und McDonald 2018, dass eine PAD4-Inhibition
die NETose hinsichtlich aller getesteten/physiologischen Stimuli suffizient
inhibiert hat, was dieses Enzym als essenziell fur die physiologische NETose
darstellt [123, 217]. Des Weiteren erkannten Qiu et al. 2017 das Rauchen als
Trigger der NETose, die pDC zur INF-1 Synthese Uberaktivierten und so Th1-
und Th17-Zellen stimulierten. Dies flhrte zur Bildung pathologischer,
autoimmuner Lymphfollikel und Autoantikorpersynthese [20]. Angesichts der
neuen Erkenntnis, dass Rauchen die neutrophile PADI4 Expression erhoht,
scheint es durch diese Erkenntnisse naheliegend zu sein, dass PAD4 ein
entscheidender Vermittler bei der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen
durch das Rauchen sein konnte. Die genauere Untersuchung von PADA4
Regulationen in bestimmten Patientenfelder bleibt auch deshalb sinnvoll, weil
Wong et al. 2015 und Fadini et al. 2016 fur diabetische Verhaltnisse explizit die
Chloramidin-vermittelte Unterdriickung dieses Enzyms mit dem erfolgreichen
Ausbleiben von zirkulierender sowie wundstandiger NETose und konsekutiven
Wundheilungsstorungen fur diabetische Verhaltnisse korreliert haben [3, 113].
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Also gilt es, PAD4 im Kontext der (diabetischen) Wundheilungsstérungen als
unentbehrlichen Teil der NETose zu sehen.

Dartber hinaus kann PAD4 auch als extrazellularer, NETose-unabhangiger
Treiber von Immunkrankheiten wirken und als Target gesehen werden. Bisherige
Berichte Uber eine extrazellulare Hypercitrullinierung von Proteinen ist z.B. fur die
Rheumatoide Arthritis beschrieben, die u.a. Uber pulmonale PAD Expression
durch das Rauchen ausgel6st werden kann [43, 249, 387]: Autoantikdrpern
gegen citrullinierte Proteine, wie ACPA, korrelieren mit der Krankheitsaktivitat,
wobei in Mausen die Schwere der RA durch eine PAD4 Hemmung gemildert
wurde [388-390]. Auch bei der Sepsis und im hamorrhagischen Schock sind
zirkulierte Histone wichtige Schadensmediatoren. Hierbei konnte Biron et al.
2018 durch eine PAD4 Defizienz den Organschaden reduzieren und das
Uberleben von septischen Mausen verbessern [174, 251]. Da PAD4 darliber
hinaus die p21 Expression und die Apoptose p53-abhangig
(Tumorsuppressorgene) hemmt, liegt eine pathogenetische Beteiligung bei
gewissen Karzinomen nahe [196], wobei insbesondere Lungenkarzinomzellen
interessanterweise viel PAD4 exprimieren [248]. Zudem korreliert in den Lungen
von Rauchern mit COPD uberaktives PAD4 mit erhohter Infektneigung [250].
SchlieBlich auch in der Thromboseentstehung scheint Plasma-PAD4 das
antikoagulatorische ADAMTS13 (= A disintegrin and metalloprotease with
thrombospondin-1-like domain) zu hemmen und so eine prothrombotische Rolle
zu spielen [391]. Diese Beispiele von NETose-unabhangiger PAD4 Aktivitat
zeigen die besondere Notwendigkeit der Entwicklung nicht blof3 eines NETose-
Inhibitors, sondern speziell eines klinisch anwendbaren PAD4-Hemmers [220,
343]. Welche weiteren Kontexte fur PAD4 bestehen, ob es sich auf systemische
(Auto-)Inflammation/(Auto-)iImmunitat oder sogar Tumorentstehung/-
metastasierung ausweiten lasst, bleibt klinisch-experimentell zu prifen.

PAD4 ist sicherlich nicht generell ,schlecht”. Es ist zu erwarten, dass ein
allgemeines Inhibieren/Senken des PAD4 nicht jede Wundheilungsstorung,
Autoimmunerkrankung oder Krebsmetastasierung verhindern kann und damit,
universell angewendet, sicher nicht sinnvoll bzw. sogar schadlich sein kénnte.
Trotz der vielfaltigen Beteiligung von dysreguliertem PAD4 konnte u.a. Li et al.
2010 zeigen, dass ein PAD4 Knockout mit konsekutivem Ausbleiben der NETose
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die Anfalligkeit und Schwere fur Infektionen im Mausmodell bei der
nekrotisierenden Fasziitis erhdhen kann, in dem die Wundflache in PAD4 (-/-)
Mausen ca. 4 mal grof3er wurde als bei PAD4 (+/+)-Mausen [112]. In derselben
Arbeit wurde jedoch auch herausgefunden, dass extrazellulares PAD4, das
immunologisch wirksame Histone citrulliniert, durchaus entbehrlich fur die
Erregerabwehr war [112]. Unter Einsatz von DNasen wiesen beide Mausarten
wieder die gleiche Erregerabwehr auf, was darauf hindeutet, dass nur die
NETose durch den PAD4 Knockout eingeschrankt wurde und die Neutrophilen
sonst funktionell erhalten blieben [112]. Kongruente Ergebnisse zeigten Saha et
al. 2019 mit der gastrointestinalen Infektion von PAD4 (-/-)- und (+/+)-Mausen
durch Citrobacter rodentium [392]. Dadurch wird verdeutlicht, dass die PAD4
abhangige NETose (korrekt reguliert), sowie eine physiologische PAD4
Expression an sich, wichtige Komponenten des angeborenen Immunsystems
darstellen und nicht nur Krankheitswert, sondern auch protektiven Wert besitzen
[112, 392]. Interessanterweise zeigte sich in 2 Studien eine lokale
Uberexpression von PAD4 in speziellen Malignomen sogar als therapeutisch
natzlich, um diese auf bestimmte Therapeutika zu sensibilisieren [393, 394].
Folglich kdnnte es sein, dass allgemein eine ,baseline PAD4 Expression®, wie
bei den meisten Patienten dieser Studie, regelrecht und wichtig ist. Hingegen
entwickeln einige Menschen mit evtl. entsprechender Disposition und exogener
Belastung (wie dem Rauchen) stark Uberregulierte Werte, die zu den PAD4/NET-
assoziierten Pathologien fihren kdnnen [228, 347] (siehe Tabelle 3 und 5). Eine
PAD4 senkende/inhibierende Therapie konnte als Teil der individualisierten
Medizin fur solche Patienten mit deutlich Uberregulierter Expression interessant
sein und sollte in zukunftigen klinischen Studien Uberpruft werden [220, 337,
395]. Momentan sind solche Forschungen, vor allem fur eine PAD4 Hemmung
bei der rheumatoiden Arthritis ausgelegt [337, 389, 390, 396]. Eine Erweiterung
der Bereiche ware sinnvoll.

Weiteres Forschungspotenzial beherbergt die Genetik mit bestimmten Single
Nucleotide Polymorphisms (= SNPs) im menschlichen Genom, die teils mit
erhdohter PAD4 Expression auftreten [339]. Der PAD4 Polymorphismus 104 C/T
beispielsweise wurde bei einer asiatischen Population mit einem stark erhohtem
Risiko fur das Auftreten von RA korreliert [397]. Suzuki et al. zeigten bereits 2003,
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dass gewisse PADA4-Risikohaplotypen fur RA eine erhohte ACPA-Produktion mit
Krankheitsverschlechterung bedingen [398]. Die Detektion der Risikopatienten
weiterer PAD4 assoziierter Pathologien, wie verzoégerter Wundheilung und
Autoimmunerkrankungen (neben RA) bietet eine interessante, bisher ungeklarte
Moglichkeit der Pravention, Friherkennung und Behandlung.

Als direkte Anschlussarbeit an die hiesige Studie ware die Untersuchung
chronischer Wunden von Rauchern auf NETs und PAD4 Spiegel bzw. lokale
PAD4 Marker, wie hypercitrulliniertem Histon 3, sowie der therapeutische

Versuch der PAD4 Inhibition und DNase Einsatz von Interesse [3].

5.4 Limitierungen der Arbeit

Jede Studie hat Schwachen. Sie zu erkennen, ist zur Ergebniseinordnung und
zukinftigen Verbesserung nétig. In der vorliegenden Studie ergaben sich drei
hauptsachliche Probleme, die die Aussagekraft einschranken: Erstens wiesen
die hier gezeigten Auswertungen und Identifikationen anderer Einflussfaktoren
auf die PADI4 Expression, abgesehen vom Rauchen, kein valides Matching
zwischen den Gruppen auf, sodass Einflussfaktoren eine Rolle spielten. Dies galt
bei den Vergleichen von Patienten mit und ohne Komplikation, sowie dem
Geschlecht, dem Alter, dem BMI, der Mangelernahrung und der Morbiditat. Hier
konnte in grolBer angelegten Querschnittsstudien eine validere, multivariate
Analyse erfolgen. Die hier gezeigten Abhangigkeiten erhdhter PADI4
Expressionen (Rauchen, Rauchabstinenz, Alter, Mangelernahrung, Morbiditat,
etc.) sollten in zukunftigen klinischen Studien zu PAD4 und NETose adaquat
beachtet werden.

Zweitens ergaben sich, wie weiter oben angesprochen, Einschrankungen in der
klinischen Aussagekraft der Studie durch den Vergleich verschiedenster OP-
Arten bzgl. Komplikationsentwicklung. Zwar bestatigte sich das Rauchen als
wichtiger, allgemeiner Risikofaktor fur allgemein komplikative Verlaufe, doch war
der Zusammenhang mit den PADI4 Expressionen keinesfalls unbeeinflusst. An
dieser Stelle sind Studien mit Untersuchung chronischer Wunden und anderer
postoperativer Komplikationen auf NETose und PAD4 unersetzlich.

Drittens zeigt sich methodisch, ebenfalls wie zuvor diskutiert, die Limitierung,
dass die Dot Blots teilweise sehr schwache Signale mit hohen

Hintergrundsignalen zeigten. Wenn man sich die grof3en Unterschiede der
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beiden Replikate hinsichtlich ihrer relativen PAD4 Proteinexpressionen anschaut
(siehe Abb. 29), wird deutlich, dass die Diskrepanz sehr wahrscheinlich
methodischer Natur ist. Ein weiteres Problem ergibt sich hier mit hamolytischen
Proben, bei denen viel freies Hamoglobin vorliegt, welches bei der
Bildentwicklung mit dem Luminol der ECL-LOsung reagiert [345]. Hier konnte
durch kolorimetrische Detektion der Signale Abhilfe geschaffen werden, wobei
hier von einer geringeren Sensitivitat als bei der Lumineszenz-basierten
Detektion ausgegangen werden muss. Auf Proteinebene ist also das Ergebnis
stark eingeschrankt, wobei laut Hawez et al. 2019 die PAD4 mRNA Expression
sehr gut mit der NETose Rate korreliert, weshalb von einer guten klinischen
Aussagekraft der hiesigen mMRNA Messungen ausgegangen werden darf [347].

SchlieRlich fiel bei der Erhebung der Fragebdgen auf, dass die Interpretation der
Fragen nicht nur zwischen den Probanden, sondern auch beim selben
Probanden longitudinal (bei Aufnahme gegenuber Follow Up) unterschiedlich
sein konnte. Ein Beispiel war das Passivrauchen, das zunachst oft verneint
wurde, wobei die Frage nach dem Rauchen in Raumen bejaht wurde. Eine
Losung hierfir ware die verbale Vereinfachung, Konkretisierung und

Standardisierung der mundlichen Fragenformulierung.
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6. Zusammenfassung

PADA4 ist ein Schlusselenzym der NETose in neutrophilen Granulozyten, welches
bei Dysregulation an verschiedenen Erkrankungen beteiligt sein kann. Die
vorliegende Fall-Kontroll-Studie beschaftigte sich mit der praoperativen Messung
der relativen PAD4 Expression in peripher-vendsen Neutrophilen und der
Korrelation einer moglichen Dysregulation mit dem Rauchen. An der BG
Unfallklinik Tubingen wurden hierfir 84 Patienten, 42 Raucher und 42
Nichtraucher eingeschlossen. lhnen wurde praoperativ Blut abgenommen und
hieraus neutrophile Granulozyten isoliert. In diesen Zellen wurde die relative
Expression von PAD4 in Abhangigkeit des Rauchstatus untersucht. Die Messung
der Enzymexpression erfolgte in der gPCR auf mRNA-Ebene und im Dot Blot auf
Proteinebene. Sekundar galt das klinische Ziel, eine mdgliche Korrelation der
PAD4 Expression mit der Neigung zu postoperativen Komplikationen zu
detektieren. Analog zur Blutentnahme und Granulozytenisolierung wurden uber
einen  Fragebogen die wichtigsten Patientencharakteristika  sowie
Konsumverhalten, Lebensstil und kdrperliche Méglichkeiten erfasst. Uber das
Kliniksystem und einem Follow Up Telefonat wurde 6 Monate nach der OP der
Heilungsverlauf erfasst. Die Patienten wurden entsprechend der
Einschlusskriterien balanciert ausgewahlt und dabei auf ein best possible
Matching zwischen Rauchern und Nichtrauchern geachtet, um Einflussfaktoren
Zzu minimieren.

Die qPCR-Ergebnisse zeigten deutlich hohere PADI4 mRNA Expressionen bei
Rauchern gegenuber Nichtrauchern. Besonders hohe Expressionen fanden sich
bei starken Rauchern, wobei die Varianz grol3 war. Auf Proteinebene, bei der
keine Gruppenunterschiede erkennbar waren, schrankten methodische Fehler
die Aussagekraft deutlich ein. Raucher entwickelten deutlich mehr postoperative
Komplikationen gegenuber Nichtrauchern, wobei hierdurch auch die diskret
hdhere PADI4 mRNA Expression in der Komplikationsgruppe zu erklaren waren.
Bei der Suche nach Einflussfaktoren auf die PADI4 Expression fiel auf, dass
ehemalige Raucher, die der Rauchergruppe zugeteilt waren, sich hinsichtlich
ihrer PADI4 Expression den Nichtrauchern anglichen, weshalb von einer
Regeneration der Expression ausgegangen wurde. Zudem fanden sich vor allem

ein hoheres Alter, ein niedrigerer BMI/hdherer NRS und scheinbar die (kardiale)
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Multimorbiditat als Einflussfaktoren, wobei hier, ahnlich wie bei den
Komplikationen, diejenigen mit sehr hoher Expression geraucht haben. Welcher
Faktor hier den anderen bedingt hat, blieb offen. Zusammenfassend erhdht
Rauchen also das Risiko einer Hyperexpression von PADI4 und kann damit als
potenzieller Risikofaktor fur diverse PAD4- und einige NET-assoziierte
Pathologien gesehen werden. Bezuglich postoperativer Komplikationen konnte
in dieser Studie kein Zusammenhang zu erhohter praoperativer PADI4 mRNA
oder Protein Expression festgestellt werden. Bei zuklnftigen Studien um das
Enzym und den Immunmechanismus muss vor allem das Rauchen als wichtiger

Einflussfaktor beachtet werden.

,Mit dem Rauchen aufzuhoren, ist kinderleicht. Ich habe es schon hundertmal

geschafft.“ — Mark Twain
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7. Anhang

7.1 Material und Gerate

7.1.1 Chemikalien
(gelagert bei ...°C)

Tabelle 12: Verwendete Chemikalien (Lagerbedingungen).

Chemikalien

Hersteller

2 M NaOH (20°C)
2-Mercaptoethanol (4°C)

Agarose (20°C)

Borsaure (20°C)

Bromphenolblau (20°C)

BSA (Bovine serum albumin) (4°C)
Chloroform 100 % (20°C)

Kupfersulfat-pentahydrat (Cu.SO.*5 H,0)

(20°C) (lichtgeschutzt)
Demineralisiertes Wasser (ddH-0)
DEPC (Diethlypyrocarbonat) (4°C)
DMSO (Dimethylsulfoxid) (-20°C)
Desoxycholsaure (20°C)

EDTA (Ethylenediaminetetraacetat)
(20°C)

Ethanol 70 % (20°C)
Ethidiumbromid (4°C)

First Strand cDNA synthesis Kit (-20°C)

Folin Reagenz (20°C)
Wasserstoffperoxid (H202) 30 % (4°C)
Isopropanol 100 % (20°C)

Leupeptin (-20°C)

Luminol (-20°C)

p-Cumarsaure (20°C)

Pepstatin A (-20°C)

TriFast TM (4°C)

Guanidinthiocyanat (20°C)
Ammoniumthiocyanat (20°C)
Natriumacetat (20°C)

Glycerol (20°C)

Roti Aqua Phenol (4°C)

PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluorid) (-
20°C)
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Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Genaxxon, Ulm, Germany

Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Apotheke UKT

Carl Roth, Karlsruhe, Germany
ThermoFisher, USA
Sigma-Aldrich, MO, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Germany
VWR, PA, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Sigma-Aldrich, MO, USA
Sigma-Aldrich, MO, USA
Ehemals Peqglab Biotechnology GmbH,
Erlangen, Germany

Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Sigma-Aldrich, MO, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Sigma-Aldrich, MO, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
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Dulbecco’s Phosphate-buffered saline
(DPBS) Pulver (20°C)

Phosphate-buffered saline (PBS) Lésung

(20°C)

Ponceau S (20°C)

pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker (4°C)
RedTaq PCR Mastermix (-20°C)
Methanol (20°)

Natriumcarbonat (Na>CQs) (20°C)
Natriumchlorid (NaCl) (20°C)
Natriumfluorid (NaF) (20°C)
Natrium-Orthovanadat (Na3VO,) (-20°C)
Natrium-Kalium-Tartrat (Na-K-Tartrate)
(lichtgeschutzt) (20°C)

SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) (20°C)
Tergitol Typ NP40 70 % (20°)

Tris (hydroxymethyl) aminomethane
(4°C)

Tris Base (20°C)

Tween-20 (20°C)

SYBR Green Master Mix 2x High Rox
(500nM), Cat#: M3052 (-20°C)
Lympholyte Poly Medium (CL5070)
(20°C) (lichtgeschutzt)

7.1.2 Puffer und Losungen

Tabelle 13: Verwendete Puffer und Lésungen.

Puffer/Lésungen

Biochrom, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany
Sigma-Aldrich, MO, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Genaxxon, Ulm, Germany / Biozym
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Sigma-Aldrich, MO, USA
Sigma-Aldrich, MO, USA

Sigma-Aldrich, MO, USA
Sigma-Aldrich, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Genaxxon, Ulm, Germany

Cedarlane Laboratories, Canada

Bestandteile

Selbstgemachtes TriFast (4°C)
(lichtgeschutzt)

TBE (Tris/Borate/EDTA) Puffer (20°C)

PBS (Phosphate buffered saline) (20°C)
TRIS pH 8.8 (20°C)

1 M TRIS pH 6.8 (20°C)

Tris 100 mM (20°C)

RIPA (Radio Immuno Precipitation
Assay) Puffer (-20°C)

0.8 M Guanidinthiocyanat, 0.4 M
Ammoniumthiocyanat, 0.1 M
Natriumacetatlésung, 5 % Glyceroal, in
ddH.0, 38 % Phenol

TRIS 0.89 M, Borsaure 0.89 M, 20 mM,
pH 8.3

Gibco, Thermo Fisher Scientific (USA)
1.5 M Tris in ddH20O, pH 8.8

1 M Tris in ddH-0, pH 6.8

100 mM TRIS in ddH0, pH 8.5

10 mM TRIS Base, 100 mM NacCl, 0.5 %
Tergitol, 0.5 % DOC, 10 mM EDTA,
folgende kurz vor Verwendung
hinzugeben: 1 ug/mL Pepstatin A, 5
pg/mL Leupeptin, 1 mM PMSF, 5 mM
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Tris 10 mM ungepuffert (20°C)
TBS 10x (Tris buffered saline) (20°C)

1 % Essigsaure-Losung (20°C)
Sulforhodamine B Working Solution

p-Cumarsaure Losung (-20°C)
Luminol Lésung (-20°C)
Dot Blot ECL Lésung

PCR Loading Buffer 5x (4°C)

200 mM NaOH (20°C)

Ponceau S Lésung (20°C)

TBS (Tris Buffered Saline) -10X (20°C)
TBS-T (20°C)

BSA Blocking Buffer fir Dot Blot (4°C)
Lowry Losung A

Lowry Lésung B

7.1.3 Gerate

Tabelle 14: Verwendete Gerite.

NaF, 1 mM Natrium- Orthovanadat, 10
mM DMSO, pH 7.6

10 mM Tris in ddH2O, pH 10-10.5

100 mM TRIS, 1.5 M NaCl in ddHz0, pH
7.6

1 % Essigsaure in ddH,O

0.4 % Sulforhodamine B in 1 % Acetic
Acid

90 mM p-Coumaric Saure in DMSO

250 mM Luminol in DMSO

100 mM TRIS mit 0.06 % H202, 1.25 mM
Luminol, 0.2 mM p-Coumaric Acid

300 mM Tris pH 6.8, 50 % Glycerol, 5
mM EDTA, 10 % SDS, 0.05 %
Bromphenol Blau, 12.5 % 2-
Mercaptoethanol

10 % 2 M NaOH in ddH20O

0.1 % Ponceau S in 1 % Essigsaure

100 mM TRIS, 1.5 M NacCl, in ddH20, pH
7.6

10 % TBS 10x, 0.1 % Tween-20 in
ddH>0O

5% BSA in TBS-T

0.02 % Na-K-Tartrat, 0.01 % CUSO4, 2%
N32C03, 100 mM NaOH

33 % Folin Reagenz in ddH,O

Gerate Hersteller
Kleine Zentrifuge Thermo Fisher Scientific, MA, USA
Grolde Zentrifuge Heraeus Fresco 21, Thermo Fisher

Thermocycler, Arktik

Thermocycler, Veriti

StepOnePlus, Real-Time PCR System
Agarose Gel Kammer

Tubes (0.5 mL, 1 mL, 1.5 mL, 2 mL)
Tubes (15 mL, 50 mL)

PCR Tubes

Schuttler

Whatman Papier
Nitrocellulose Membran

Scientific, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, MA, USA
Bio-Rad, CA, USA

Sarstedt, NUmbrecht, Germany
Greiner Bio-One, Kremsmiunster, Austria
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
LTF Labortechnik GmbH & Co. KG,
Wasserburg, Germany

Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
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Chemocam Imager 3.2

INTAS Science Imaging

Plate Reader
Pipetten

Dot Blotter T790.1

7.1.4 Softwares

INTAS Science Imaging Instruments

GmbH, Géttingen, Germany

INTAS Science Imaging Instruments

GmbH, Géttingen, Germany

Omega plate reader, BMG Labtech,
Ortenberg, Germany

Corning, New York, USA; Eppendorf,
Hamburg Germany

Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Tabelle 15: Verwendete Software.

Software Hersteller Version
Endnote Claritave Analytics (USA) Endnote X9
Microsoft Word Microsoft Inc., Redmond (USA) Microsoft Word 2021

Microsoft Excel

Microsoft Inc., Redmond (USA)

Microsoft Excel 2021

Microsoft PowerPoint

Microsoft Inc., Redmond (USA)

Microsoft PowerPoint 2021

GraphPad Prism

GraphPad Software, Inc. (USA)

GraphPad Prism 8

ImageJ

Laboratory for Optical
Computational

University of Wisconsin (USA)

and | ImageJ 1.52g
Instrumentation,

7.1.5 Deskriptive Statistik mit Unterteilung in 3 Gruppen

Tabelle 16: Allgemeine Beschreibung des Patientenkollektivs in 3 Gruppen differenziert; mit Durchschnitt,
Standardabweichung und die Reichweiten in Klammern kursiv. Bei den Komplikationen lagen hé&ufig
kombinierte Komplikationen vor. Diese sind hier einzeln aufgefiihrt. PY = Pack Years; Endo = Endoprothetik;
ASK = Arthroskopie; Trauma = Unfallchirurgie; SEP = Septische Chirurgie; HPRV = Hand-, Plastische,
Rekonstruktive, Verbrennungschirurgie; Sonst, = Sonstige (z.B. Wirbelsédulenchirurgie, Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie); NRS = Nutritional Risk Score; SF-36 = Short Form 36 Iltems; K6Fu = Kérperliche
Funktionsfahigkeit; K6Ro = Kérperliche Funktionsféhigkeit; EmRo = Emotionale Rollengfunktion; Ages =
Allgemeine Gesundheit. Kruskal-Wallis-Test zur Berechnung der p-Werte.

Studiengruppen Kontrollen 1-20 PY >20 PY Niedrigster p-
Wert
Geschlecht Q:20 Q:10 Q:10
d:22 3:7 3:15
J Alter [Jahre] 55,8 £ 11,3 50,7 £ 11,8 57,2+9,8 0,28
(74 - 32) (73 -33) (74 —38)
& Body Mass Index | 28,1+ 3,8 27,4 +3,4 26,7 + 3,7 0,45
(BMI) [% (21,5-36,9) (21,6 — 32,9) (21,3-37,7)
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4] Anzahl | 1,86 + 1,67 1,65+ 1,28 2,32 + 2,36 >0,99
systemischer (0-7) (0-4) (0-9)
Erkrankungen
@ Anzahl regelmaRig | 1,89 + 2,71 1+£1,32 2,6 + 3,56 0,51
eingenommener (0-13) (0-16) (0-13)
Medikamente
Komplikationen Tod: 0 Tod: 0 Tod: 0 Nur als VENN-
Infektion: 1 Infektion: 2 Infektion: 3 Diagramm
Wundheilungs- | Wundheilungs- Wundheilungs-
stérung: 2 stérung: 2 stérung: 6
Nétige Nétige Nétige
Folgeoperation | Folgeoperation: | Folgeoperation
12 3 :5
Thrombose: 0 | Thrombose: 0 Thrombose: 0
Sonstiges: 0 Sonstiges: 1 Sonstiges: 0
NRS 0,43 £ 0,62 0,41+ 0,81 0,84 £ 0,92 0,17
(0-2) (0-3) (0-3)
SF-36 KoFu: 63 747 69,2 0,24
Ko6Ro: 41,5 54,7 46 0,78
Schmerz: | 43,3 61,3 43,5 0,04
Vitalitat: | 59,8 52,5 52,6 0,61
SoFu: 90,9 84,4 98 0,34
EmRo: 85,4 77,1 92 0,72
Psyche: | 81 77,3 79,5 >0,99
AGes: 70,6 76,1 67 0,37
Gesamt 42 17 25

7.1.6 Weitere NETopathien

Tabelle 17: Weitere NETopathien, ergdnzend zu Tabelle 2. Fiir detailliertes Quellenverzeichnis bitte Autor
kontaktieren.

NET assoziierte | Pathogenetische Rolle der NETs Referenz
Erkrankung

Anti-Neutrophil e NET-Formationen zirkulierend, an kleinen | [181, 183,
Zytoplasmatische GefaRen, in der Niere und in Hautlasionen | 399-404]

Antikorper (ANCA) korrelieren mit Krankheitsaktivitat

- assoziierte e V.a. suizidale NET Formation

Vaskulitis, e NET-Formation abhangig von ROS und PAD
Kawasaki Enzymen, angereichert mit citrullinierten
Vaskulitis Histonen
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Vermehrte spontane NETose bei ANCA-
Induktion umstritten, aber vermutet

ANCAs gegen Proteinase 3 und MPO in 90 %
der AAV-Patienten

DNase 1-Mangel wird angenommen -
verzdgerter NET-Abbau

Vermehrte NETs Uben Endothelzellschaden
aus und aktivieren Komplementsystem -

proinflammatorisch/-koagulatorisch

Atherosklerose/-

thrombose

NETs induzieren die Aktivierung von
Endothelzellen, Antigen-présentierenden
Zellen und Thrombozyten

Verstarkung der Schaumzellbildung
Plaquedestabilisierung  durch  neutrophile
Proteasen

PAD4 Inhibierung mildert Erkrankung
drastisch ab

Induktion der Gerinnungskaskade

- proinflammatorisch und -koagulatorisch

[142, 235,
405-407]

Asthma

Eher Eosinophile extrazellulare Fallen (EET),
einige Patienten auch mit NETs (neutrophiles
Asthma = schwerwiegender mit
Steroidresistenz)

Im neutrophilen Asthma sind IL-8, die
Neutrophilenanzahl und NETs erhoht

NETSs aktivieren proinflammatorische
Molekiile TLR4 und “nuclear factor ,kappa-
light-chain-enhancer* of activated B-cells”(NF-
KB)

NETs kénnen in der Lunge Uber Proteasen
und proinflammatorische Zytokine das Epithel
und Endothel schadigen

NETSs triggern Mucinhypersekretion und
erhéhen dessen Viskositat => obstruktiv
Genauere Pathomechanismen noch nicht
untersucht

[139, 159]

Acute respiratory

distress syndrome

Krankheitsverlauf korreliert mit exzessiver
NETose in Lungenmikrozirkulation, Interstitium

und Alveolarraum

[408{Grégoire,
2018 #58,
409, 410]
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CoV-19

(ARDS),  SARS-

Krankheitsschwere und -mortalitat korrelieren
mit systemischem Priming zur NETose,
vermehrte zirkulierende NETs und
verzogertem NET-Abbau

Allgemeine alveolare NET-Schaden durch freie
Histone, DNA, Peptide: Endothel- und
Epithelschadigung, Mucinhypersekretion und -
eindickung, systemische und lokale
proinflammatorische Verstarkung -> Gefahr
des Zytokinsturms

NETs scheinen an der Thromboseneigung von
ARDS- und SARS-CoV-19 Patienten beteiligt
zu sein

Mausmodell: Partielle PAD4 Defizienz und
DNase-1 Behandlung reduzierten NETs und
Lungenschaden (vollstandige PAD4 Defizienz
lie den Infektions-assoziierten Schaden

steigen)

Chronisch

entzindliche

(CEDs)

Darmerkrankungen

NETs in Colitis ulcerosa und Morbus Crohn v.a.
an Entzindungsherden aktiv

Colitis  ulcerosa: NETs im Kolon mit
exazerbierter Inflammation vergesellschaftet
- proinflammatorische Wirkung

NET assoziierte Proteine im entzindeten
Kolon Uberexprimiert auch im Vergleich zu
Crohn-Patienten

Freigesetzte MPO und NE schadigen die
epitheliale Barriere (induzierte Apoptose von
Epithelzellen, Spaltung von E-Cadherinen und
Tight Junctions)

NETs wirken prothrombotisch in CEDs
NETose und Proteinexpression sind abhangig
von TNF-a-> Erfolgreiche Therapie mit anti-
TNF-a oder DNase 1 reduzierte in Patienten

den NET assoziierten Schaden

[411, 412]

Typ1/Typ2
diabetische

Komplikationen

Diabetes Mellitus

und

NETose kann durch Hyperglykamie induziert
werden, aber auch in normoglykdmen

Diabetikern scheint die Bildung erhdht.

[413, 414]
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Typ 1: |Inhibition der NETose lindert
Krankheitsentwicklung

Typ 1. Inhibierung von PAD4 Kkonnte
Diabetesentstehung praventiv verhindern
PAD4 - Zitrullinierung im Pankreas -
Autoantikdrper > B-Zell-Zerstdrung
Pankreatischer B-Zelltod korreliert mit NETose
Uber induzierende dsDNA-spezifische I1gGs
Vermehrte NET-Peptide (v.a. NE und
Proteinase 3) und verschiedene freie DNA-
Molekile aktivieren pDC zur IFN-a Produktion
- Autoimmunitat

Typ 2: NET-Produkte stark erhéht; Erhdhte
Spiegel an zellfreier DNA hangt mit
kardiovaskularen, retinalen und
Nierenerkrankungen des Diabetikers

Zusammen

Gallensteinbildung

NETs werden fir die Gallensteinbildung
bendtigt

Inhibierung von PAD4 und ROS-Produkten
verhindert Gallensteinbildung in vivo

NETSs sorgen fur den Zusammenschluss der

Kristalle zu grofieren Konkrementen

[415]

Gicht

NETose, induziert durch Harnsaurekristalle,
scheint hier eine anti-inflammatorische Rolle
zu spielen = Freisetzung lytischer Enzyme, die
inflammatorische Zytokine am
Entziindungsherd spalten - NETs kdnnten die
Entwicklung einer chronischen Gichtattacke

verhindern

[416]

Multiple  Sklerose
(MS)

Erhohte PAD4 Spiegel und erhdhtes TNF-a
verstarkt die Zitrullinierung von Myelin Basic
Protein > Destabilisierung der
Myelinmembran in der weilen Substanz

Patientenserum zeigte geschlechtsabhangig
erhohte Spiegel von MPO-DNA-Komplexen,
aber keine Korrelation zur Krankheitsaktivitat
- ggf. geschlechtsspezifische Unterschiede in

der Pathogenese

[230, 240]
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Praeklampsie (PE)

Schwangere mit PE  weisen hohe
Plasmaspiegel an dsDNA, MPO und Histonen
auf > vermehrte NETose

Hohe DNA Spiegel korrelieren bei PE mit
erhdhter Koagulation

PE-Plasma  stimuliert  Neutrophile  von
Kontrollen zur NET Bildung

Zirkulierende Mikropartikel aus geschadigtem
Endothel scheinen der Hauptausloser fir die
NETose zu sein

weniger plazentare Stérungen bei PAD4
defiziente Mause

[417]

Psoriasis

NETs sind an der Entwicklung der
Autoimmunitat beteiligt (zitrullinierte Histone
und Peptide als Autoantigene)

Neutrophile werden zu Psoriasis-Lasionen
rekrutiert, um Mikroabszesse zu bilden und
proinflammatorische Zytokine (IL-6, IL-8, IL-17)
zu produzieren - Erhohte Expression von IL-
37, welches NETose in der Haut auslost
Korrelation mit  Pathologie, auch in
Abwesenheit einer Infektion

NETs verstarken die Entziindung Uber die
Aktivierung des epidermalen Crosstalks
(TLR4/IL-36R-abhangig)

[418]

Sjégren-Syndrom

Erhéhte PAD-Antikorperspiegel im Serum
von Patienten nachweisbar

Vermehrt Autoantikdrper gegen PAD4 und
zitrulliniertes Histon 1

[419, 420]

Zystische Fibrose

Grolse Mengen an freier DNA aus NETSs sind
im Patientensputum nachweisbar - erhéhen
Viskositat

DNase-1 reduziert Viskositat in Patienten
Patienten haben weniger Surfactant Protein-
D, das wichtig ist fiir den Abbau der NETs in
der Lunge > Korrelation mit Entziindung
durch NET-Akkumulation

NETSs induzieren epithelialen und

endothelialen Schaden in der Lunge

[140, 421-425]
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Abb. 3: Screening auf Mangelerndhrung im Krankenhaus

Nutritional Risk Screening (NRS 2002)
nach Kondrup J et al., Clinical Nutrition 2003, 22: 415-421
Empfohlen von der Europaischen Gesellschaft fur Klinische Erndhrung und Stoffwechsel (ESPEN)

Vorscreening:

» Ist der Body Mass Index < 20,5 kg/m?® 7 ja nein
+ Hat der Patient in den vergangenen 3 Monaten an Gewicht verloren? ja nein
= War die Nahrungszufuhr in der vergangenen Woche vermindert? ja nein
+ Ist der Patient schwer erkrankt? (z.B. Intensivtherapie) ja nein

= Wird eine dieser Fragen mit ,,Ja" beantwortet, wird mit dem Hauptscreening fortgefahren

= Werden alle Fragen mit ,,Nein" beantwortet, wird der Patient wochentlich neu gescreent,

= Wenn fiir den Patienten z.B. eine grofle Operation geplant ist, sollte ein praventiver Ernahrungs-
plan verfolgt werden, um dem assoziierte Risiko vorzubeugen.

Hauptscreening:

Storung des Erndhrungszustands Punkte Krankheitsschwere Punkte
Keine 0 Keine 0
Mild 1 Mild 1

Gewichtsverlust > 5%/ 3 Mo. oder Nahrungs-
zufuhr = 50-75% des Bedarfes in der
vergangenen Woche

MaRig 2
Gewichtsverlust > 5%/ 2 Mo. oder BMI 18,5-
20,5 kgim?

und reduzierter Allgemeinzustand (AZ)
oder Nahrungszufuhr 20-60% des Bedarfes
in der vergangenen Woche

z.B. Schenkelhalsfraktur, chronische Erkran-
kungen besonders mit Komplikationen:
Leberzirrhose, chronisch obstruklive
Lungenerkrankung, chronische Hamodialyse,
Diabetes, Krebsleiden

MiRig 2

z.B. grofle Bauchchirurgie, Schlaganfall,
schwere Pneumonie, hdmatologische
Krebserkrankung

Schwer 3
Gewichtsverlust> 5% /1 Mo. (=15% / 3 Mo.)
oder BMI <18,5 kg/m® und reduzierter Allge-
meinzustand oder Nahrungszufuhr 0-25%
des Bedarfes in der vergangenen Woche

Schwer 3

z.B. Kopfverletzung, Knochenmarktrans-
plantation, intensivpflichtige Patienten
(APACHE-II =10)

-+ | 1 Punkt, wenn Alter = 70 Jahre

= 3 Punkte
< 3 Punkte

Ernahrungsrisiko liegt vor, Erstellung eines Emahrungsplanes
wochentlich wiederholtes Screening. Wenn fur den Patienten z.B. eine grofie

Operation geplant ist, sollte ein praventiver Ernahrungsplan verfolgt werden, um das

assoziierte Risiko zu vermeiden

Abbildung 31: NRS = Nutritional Risk Screening 2002 [303].
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Anhang

3. SF-36 Fragebogen

Score 1 2 3 4 5
1. Wie wiirden Sie lhren Gesundheitszustand Ausge- 2
beschreiben? Sishnat Sehr gut Gut 'Weniger gut| Schlecht
2. Im Vergleich zum vergangenen Jahr, wie wirden Sie | Jetzt viel |Jetztetwas| Wie vor |Jetztetwas | Jetzt viel
Ihren derzeitigen Gesundheitszustand beschreiben? besser besser | einem Jahr | schlechter | schlechter

Im Folgenden sind einige Tatigkeiten beschrieben, die Sie vielleicht an einem normalen Tag ausuben. Sind Sie durch
Ihren derzeitigen Gesundheitszustand bei diesen Tatigkeiten eingeschrankt? Wenn ja, wie stark?

Score 1 3
3a. anstrengende Tatigkeiten: schnell laufen, schwere o 3
Gegenstﬁnc?e heben gnslrengenden Sport treiben, etc. Ja, stark.... Ja, etwas... Nein, gar nicht...
3b. mittelschwere Tatigkeiten: einen Tisch verschieben, 7 "
staubsaugen, kegein, Et,StJIf spielen, etc. Ja, stark... Ja, etwas. . Nain, gar nicht...
3c. Einkaufstaschen heben oder tragen Ja, stark... Ja, etwas... Nein, gar nicht... i
3d. mehrere Treppenabsatze steigen Ja, stark... Ja, etwas... Nein, gar nicht... ;c':hrélg'nkt
3e. einen Treppenabsatz steigen Ja, stark... Ja, etwas... Nein, gar nicht... |
3f. sich beugen, knien, biicken Ja, stark.. Ja, etwas... Nein, gar nicht...
3g. mehr als 1 Kilometer zu Ful gehen Ja, stark. Ja, etwas... Nein, gar nicht...
3h. mehrere StralBenkreuzungen weit zu Full gehen Ja, stark. Ja, etwas... Nein, gar nicht...
3i. eine StraRenkreuzung weit zu FuB gehen Ja, stark... Ja, etwas... Nein, gar nicht...
| 3j. sich baden oder anziehen Ja, stark... Ja, etwas... |Nein, gar nicht...

Hatten Sie in den vergangenen 4 Wochen aufgrund lhrer kérperlichen Gesundheit irgendwelche Schwierigkeiten bei der
Arbeit oder anderen alltaglichen Tatigkeiten im Beruf bzw. zu Hause?

Score 1 2
4a. Ich konnte nicht so lange wie Ublich tatig sein Ja Nein
4b. Ich habe weniger geschafft als ich wollte Ja Nein
4c. Ich konnte nur bestimmte Dinge tun Ja Nein
4d. Ich hatte Schwierigkeiten bei der Ausfiihrung Ja Nein
Hatten Sie in den letzten 4 Wochen aufgrund seelischer Probleme irgendwelche Schwierigkeiten bei der Arbeit oder
anderen alltdglichen Tatigkeiten im Beruf bzw. zu Hause (z.B. weil Sie sich niedergeschlagen oder angstlich fiihiten)?
Score 1 2

5a. Ich konnte nicht so lange wie {blich tatig sein Ja Nein
5b. Ich habe weniger geschafft als ich wollte Ja Nein
5c. Ich konnte nicht so sorgfaltig wie Uiblich arbeiten Ja Nein

Score 1 2 3 4 5
6. Wie sehr haben ihre korperlichen Gesundheit 0. seelischen Uberhaupt
Probleme in den vergangenen 4 Wochen |hre Kontakte zu nicht Etwas Magig Ziemlich Sehr
Familie, Freunden, Nachbarn oder Bekannten beeintrachtigt?

Score 2 3 4 5 6

Z'e:g;;;amﬁ:z: é’r"re Sehmarzeninden Scmg‘;en Sehr leicht|  Leicht MaRig Stark | Sehr stark

Score 1 2 3 4 5
8. Inwieweit haben die Schmerzen Sie in den vergangenen 4 Uberhaupt Ein
Wochen bei der Ausiibung lhrer Alltagstatigkeiten zu Hause nicht Bisschen Magig Ziemlich Sehr
und im Beruf behindert?

In diesen Fragen geht es darum, wie Sie sich fiihlen und wie es Ihnen in den vergangenen 4 Wochen gegangen ist.

(Bitte kreuzen Sie an was |hrem Befinden am ehesten entspricht). Wie oft waren sie in den letzten 4 Wochen...
Score 1 2 3 4 5 6

9a. ...voller Schwung? Immer Meistens Oft Manchmal Selten Nie
9b. ...sehr nervés? Immer Meistens Oft Manchmal Selten Nie
9c. ...so niedergeschlagen, dass Sie nichts q :
autheitern konnte Immer Meistens oft Manchmal | Selten Nie
9d. ...ruhig und gel 1? Immer Meistens Oft Manchmal Selten Nie
9e. ...voller Energie? Immer Meistens Oft Manchmal Selten Nie
9f. ...entmutigt und traurig? Immer Meistens Oft Manchmal Selten Nie
9g. ...erschopft? Immer Meistens Oft Manchmal Selten Nie
9h. ...gllcklich? Immer Meistens Oft Manchmal Selten Nie
9i. ...mide? Immer Meistens Oft Manchmal Selten Nie

Score 1 2 3 4 5
10. Wie haufig haben lhre kérperliche Gesundheit 0. seelischen
Probleme in den vergangenen 4 Wochen lhre Kontakte zu Immer | Meistens |Manchmal| Selten Nie
anderen Menschen (Besuche der Freunden, etc.) beeintrachtigt?
Inwi it trifft jede der folgenden At 1 auf Sie zu?

Score 1 2 3 4 5 6

11a. Ich scheine etwas leichter als i Trifft weitge- P Trifft weitge- | Trifft gar -
andere krank zu werden Trifft ganz zu hend zu Weils nicht hend nicht zu|  nicht zu Trifft ganz zu
11b. Ich bin genauso gesund wie alle & Trifft weitge- Pt Trifft weitge- | Trifft gar %
anderen, die ich kenne Trifft ganz zu hend zu Weit nicht hend nicht zu|  nicht zu Trifft ganz zu
11c. Ich erwarte, dass meine " Trifft weitge- " Trifft weitge- |  Trifft gar x
Gesundheit nachlsst Trifit ganz 2u) “hendzy | WeIB NCAt |ong nightzu| nichtzu | Tt 9anz2u
11d. Ich erfreue mich ausgezeichneter . Trifft weitge- — Trifft weitge- |  Trifft gar :
Gesundheit Trifft ganz 2u hend zu olinicht hend nicht zu|  nicht zu UL

Abbildung 32: SF-36 = Short Form - 36.
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