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Abkurzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS
-Worte sind mit einem Stern(*) gekennzeichnet

A
ACE: Angiotensin convertin enzyme
ANA: antinukleare Antikorper
B
BAL: Bronchoalveolare Lavage
BALF: Bronchoalveolare Lavagenflissigkeit

moo

ELISA: enzyme-linked immuno-sorption assay

IIomm

HR-CT: high-resolution computed tomography
|

IIP: idiopathic interstitial pneumonie

IPF: idiopathic pulmonary fibrosis

ILD: interstitial lung disease

rxXea

LAP: latency-associated peptid

MMP: Metallo-Matrix-Proteine

voZz

PMN: Polymorphkernige neutrophile Granulozyten
Prazipitine: Antikorper die mit den Antigenen als Immunkomplexe ausfallen

Ao

Rheumafaktor: Autoantikorper gegen die Fc-Region menschlicher
Immunglobuline

S
Sarkoidose Typ I-IV: Man teilt die Sarkoidose je nach ihrem Ausmal im
Rontgenbild in 4 verschiedene Typen ein
SMAD-Moleklle: Familie von intrazellularen Transkriptionsfaktoren

—

TIMP: tissue inhibitior of metalloproteinasis

c

UIP: usual interstitial pneumonia

<Xs<



Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS

1.
2.

EINLEITUNG
MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patienten
2.2 Materialgewinnung
2.2.1 BAL-Bronchoalveolare Lavage
2.2.2 Blutproben
2.3 Labormethoden
2.3.1  Vorbereitung, Dialysieren und Lyophilisieren der BAL*
2.3.2 Bestimmung der TGFB 1 in der BALF* und im Serum
2.3.3  Durchfiuhrung des Sandwich ELISA zur quantitativen
Bestimmung des TGFB 1 Gehalts
2.4 Problematik bei der BALF*
2.5 Zusammentragung restlicher wichtiger Patientendaten (re-
Evaluation)
2.6 Statistische Methoden
ERGEBNISSE
3.1 TGFB1
3.1.1  Absolute TGFB 1 Werte verschiedenster diffuser
Lungenparenchymerkrankungen in der BALF*
3.1.2 Relative TGFB 1 Werte in der BALF*(proteinbezogen)
3.1.3 TGFB 1im Serum
3.2 TGFB 1 in der BALF* verglichen mit den Serumwerten
3.3 Zellzahlen
3.3.1  Korrelation zwischen TGF 1 und den Zellzahlen
(prozentual/absolut) innerhalb der Diagnosegruppen
3.3.2 Korrelation zwischen den relativen TGF( 1 Werten und
den Zellzahlen(prozentual/absolut) innerhalb der
Diagnosegruppen
3.3.3 TGFB 1 im Serum und Zellzahlen
3.4 Lungenfunktion

3.4.1  Lungenfunktion verglichen mit TGF( 1 (absolut) in der
BALF* nach Diagnosegruppen aufgeteilt

3.4.2 Lungenfunktion verglichen mit TGF3 1 (relativ)
proteinbezogen in der BALF* nach Diagnosegruppen
aufgeteilt

0 00 N N N O o oo =~

10
12
12
12

15
16
17
18
18

20

21

22
22

23



Inhaltsverzeichnis

4,

5.
6.

DISKUSSION
4.1 Serumwerte
4.2 Der Ablauf bei fibrosierenden Lungenerkrankungen
4.3 Literatur zur IPF (idiopathic pulmonary fibrosis)
4.4 Literatur zur Sarkoidose*
ZUSAMMENFASSUNG

LITERATURVERZEICHNIS

24
24

28
32
34
36






Einleitung 1

1. EINLEITUNG

Unter dem Uberbegriff diffuse Lungenparenchymerkrankungen werden
verschiedenste Lungenerkrankungen  zusammengefasst, an deren
Krankheitsprozess nicht nur das Interstitium, sondern auch die Alveolarsepten
und die Alveolarlumina beteiligt sein kdnnen. Sie ahneln sich in den klinischen
Symptomen. Die einzelnen Erkrankungen sind jedoch z.B. durch ihre Atiologie,
durch ihr radiologisches und histopathologisches Bild, durch den klinischen
Verlauf und durch ihre Prognose voneinander abzugrenzen. Die Untergruppe
der idiopathischen interstitiellen Pneumonie (IIP), deren Atiologie nicht geklart
ist, ist die problematischste Krankheitsgruppe. Man geht heute primar von einer
Ephitelschadigung mit Stérung der normalen Wundheilung aus (14, 15). Durch
ein komplexes Zusammenwirken verschiedenster Faktoren kommt es nach
einem initialen Ausloéser zu einer gestorten Wundheilung (39, 58, 60). Diese
fuhrt eine Fibrogenese mit sich, was eine Veranderung der Zytoarchitektur der
Lunge und eine Zunahme des interstitiellen Bindegewebes mit irreversiblem
Funktionsverlust zur Folge hat. Bei einer starken Progredienz der Erkrankung
kommt es zu einer Destruktion des Lungengeristes und zu einem
generalisierten fibrotischen Umbau.

In meiner Untersuchung  wahle ich unterschiedliche diffuse
Lungenparenchymerkrankungen aus, um diese miteinander vergleichen zu
konnen. Dabei befasse ich mich mit verschiedenen diffusen
Lungenparenchymerkrankungen wie der IPF (idiopathic pulmonary fibrosis) und
der NSIP (non specific interstitial pneunomia), sekundaren
Lungenerkrankungen idiopathischer Genese wie Sarkoidose, Vaskulitis und
Kollagenosen, einer Gruppe, die unter sonstige ILD (interstitial lung disease)
zusammengefasst ist, der EAA (exogen allergische alveolitis) und letztlich mit
einer Kontrollgruppe, die reprasentativ fir den Durchschnittsmenschen ohne

interstitielle Lungenerkrankung steht.

Klinisch typische Beschwerden einer Lungenfibrose sind Belastungs- und in

progredienten Fallen Ruhedyspnoe. Die Patienten klagen Uber unproduktiven
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Husten und gelegentlich Fieberschibe. Oft ist auch eine Gewichtsabnahme zu
beobachten. Des Weiteren sind Trommelschlagelfinger, Uhrglasnagel und eine
Zyanose haufige Begleitsymptome. In progredienten Fallen entsteht ein
pulmonaler Hochdruck mit allen seinen Nebenwirkungen. Es kann sich ein Cor

pulmonale bilden und es besteht die Gefahr des Rechtsherzversagens (7, 51).

Zur Diagnosestellung werden neben den anamnestischen und klinischen
Parametern verschiedene Tests und Untersuchungen hinzugezogen. Zum
Standard gehoren die Lungenfunktionsuberpriufung mit evtl. der Ergospirometrie
und ein Réntgenthoraxbild (14). Zur letzten Abgrenzung und Diagnostik sind
jedoch weitere  Untersuchungen indiziet. Es stehen ausgewahlte
Laborparameter, wie z.B. ANA*, Rheumafaktor*, Prazipitine* und ACE*, high-
resolution computed tomography (HR-CT), bei Verdacht auf IIP (idiopathic
interstitial pneumonie) immer indiziert, Bronchoskopie mit bronchoalveolarer
Lavage (BAL) und in schwer differenzierbaren Fallen eine Entnahme von
Lungengewebe mittels einer video-assistierten Thoraskopie (VATS) zur
Verfugung.

Die derzeitigen Therapieoptionen vieler |IP’s*, besonders der IPF* beruhen
noch auf einer Uberholten Ansicht der Pathogenese der Fibrose. Sie geht davon
aus, dass der durch eine chronische Entzindung im Interstitiellen- und
Alveolarraum entstandene Gewebeschaden und die dadurch wiederholten
Reparationen eine exzessive Narbenbildung und Fibrose verursachen. Deshalb
versucht man als Monotherapie oder Kombination mittels Immunsuppressiva
und/oder Kortikosteroiden diese Entzindung einzudammen (35, 14). Es sei
erwahnt, dass dem Patienten als unterstitzende Malknahme zur
immunsuppressiven Therapie Sauerstoff gegeben werden kann. Als letzte
Instanz bleibt jedoch bei progredienten Formen nur die Lungentransplantation.

Neuere Untersuchungen stellen die Immunsuppression in Frage und gehen
davon aus, dass die Vernarbung des Gewebes von verschiedenen
zusammenwirkenden Faktoren abhangig ist. Nach dieser Hypothese wird die

Vernarbung durch einen sequentiellen Gewebeschaden, eine entzlndliche
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Komponente, die erst durch den Gewebeschaden entsteht, und eine genetische
Komponente ausgeldst (35, 39, 60, 58). Daraus ergibt sich demzufolge das
therapeutische Dilemma. Es wird nur gegen die entzindliche Komponente
vorgegangen, die eventuell in der IPF* nur ein sekundares Problem darstellt,
und das pathologische Verhalten der Fibroblasten und Epithelzellen, die fur die
Entstehung des Narbengewebes verantwortlich sind, wird mittels der
Immunsuppression nicht angesprochen (14, 59). Es wird derzeit nicht gegen
die fortschreitende Fibrose vorgegangen, so dass die Therapie der IPF* oft
versagt und eine Progression der Erkrankung nicht verhindert werden kann.
Dies wird deutlich, wenn man sich die durchschnittliche Uberlebenszeit von
etwa 3 Jahren vor Augen fuhrt. Deshalb versuchen neueste Untersuchungen

und Studien neue Ansatze fur die Eindammung der Fibrose zu bieten.

Im menschlichen Lungengewebe kann eine Vielzahl von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren nachgewiesen werden. Da TGFB 1 als profibrotisches
Zytokin eine Schlusselstellung bei den komplexen Vorgangen und Interaktionen
von fibrosierenden Erkrankungen zugeordnet wird, bietet dieses Zytokin einen
viel versprechenden Ansatzpunkt fur neue Therapiemoglichkeiten (3, 37, 38).

Meine Untersuchungen gehen der Hypothese nach, dass der TGFB 1 Spiegel
direkt mit einer Fibrose zusammenhangt. Dies wirde dann einen
unterschiedlich hohen TGFB 1 Wert je nach der Fibrosierungsaktivitat
bedeuten. Eine Krankheit, die wenig Fibrose aufweist, geht somit mit einem
niedrigeren TGFB 1 Wert einher, als eine Krankheit mit viel Fibrose.

Weiterhin bedeutet dies fur die Diagnostik, dass die TGFB 1 Werte einen
einfachen prognostischen Marker fur einen fibrotischen Krankheitsverlauf
bieten.

Ubertragen auf die Ergebnisse meiner Studie fordert die Hypothese, dass die
TGFB 1 Werte bei der Sarkoidose Typ II/lllI* und der IPF* besonders hoch sind,
hingegen bei den kranken Kontrollen und der Sarkoidose Typ I*, die keine

aktive Fibrose mit sich flhren, niedriger anzusiedeln sind.
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Des Weiteren gehe ich den Ansatzen nach, dass die Zellzahlen und die
Lungenfunktionswerte direkt mit den TGFB 1-Werten innerhalb der

Diagnosegruppen zusammenhangen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patienten

In meine Untersuchung nehme ich insgesamt 219 Patienten, im Alter zwischen
9 und 78 Jahren, die sich im Zeitraum vom April 1997 bis August 2003 in der
Pneumologischen Abteilung der Medizinischen Universitatsklinik Wurzburg
einer Bronchoskopie mit einer bronchoalveolaren Lavage (BAL) unterzogen
haben, auf. Ferner wurde ihnen in dem Zeitraum der BAL* eine Blutprobe
enthommen. Neben dem bronchoskopischen Befund wurden auf3erdem noch
klinische, laborchemische, radiologische, zytologisch-histologische und
mikrobiologische Parameter herangezogen, um die Patienten in folgende 7
Diagnosegruppen einzuteilen:

e 61 Patienten mit Sarkoidose* ; davon sind 41 radiologisch dem Typ | und
20 dem Typ Il /Il zugeordnet

e 38 Patienten mit IPF (idiopathic pulmonary fibrosis)

e 9 Patienten mit NSIP (non specific interstitial pneumonia)

o 41 Patienten mit  sonstigen ILD (sonstige interstitielle
Lungenerkrankungen)

e 31 Patienten mit Kollagenose

e 6 Patienten mit Vaskulitis

e 11 Patienten mit EAA (exogen allergische Alveolitis)

e 22 Patienten, bei denen keine interstitielle Lungenkrankheit
nachgewiesen werden konnte, dienen als Kontrollgruppe, d.h. als
einigermassen reprasentativ fir den Durchschnittsmenschen. Dies war
notig, da es bei einem gesunden Patienten keine Indikation flr eine

Bronchoskopie mit BAL* gibt.
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2.2 Materialgewinnung

2.2.1 BAL- Bronchoalveoldre Lavage

Die bronchoalveolare Lavage (BAL) wird im Rahmen einer diagnostischen
Endoskopie mit einem flexiblen Bronchoskop  durchgefihrt. Die
Pramedikamentation erfolgt routinemalig eine halbe Stunde vor der
Untersuchung mit 7,5 mg Hydrocodon-HCI (Dicodid) subcutan als Antitussivum.
2-3 Minuten vor der Bronchoskopie inhalieren die Patienten zur Anasthesie eine
Lésung aus 200 mg Lidocain (1,5%), 0,5 mg Salbutamol und 10 ml 0,9%
Kochsalzlésung. Die Schleimhaut des Rachenraums wird mit einem Pumpspray
mit 1% Oxybuprocain-HCL anasthesiert, ohne dabei die
Untersuchungsergebnisse zu beeinflussen. Ausserdem wird dem Patienten
uber eine Nasensonde Sauerstoff angeboten. Je nach Bedarf wird dem
Patienten im Vorfeld am Untersuchungstag noch =zusatzlich 3-15 mg
Midazolam-HCI fir eine weitere sedierende und  anxiolytische Wirkung
verabreicht; eine Atemdepresssion kann ggf. mit Flumazenil aufgehoben
werden.

Wahrend des Einflhrens des Bronchoskops werden die Schleimheit und die
Stimmbander mit 1% Oxybuprocain in Portionen von 0,5-2 ml  direkt
anasthesiert.

Nach Einfuhren des Bronchoskops (BF 10, Olympus Co. Hamburg) Uber einen
Woodbridge-Tubus wird dieses nach Inspektion des Trachealbaumes bis in ein
Mittellappensegment vorgeschoben und dort lumenverschlieRend (,wedge-
position®) platziert. Im Anschluss erfolgt die Spulung mit 37°C warmer 0,9%
Kochsalzlsung, in Portionen zu jeweils 40 ml, wobei immer die ersten Proben
wegen zu geringer Gute verworfen werden, dabei wird ein maximaler Sog von
0,2-0,4 bar nicht Uberschritten. Es wird ein gesamter Ruckgewinn von 160 ml
BAL*-Flussigkeit (BALF*) angestrebt. Unser Spulvolumen betragt zwischen 120
ml — 200 ml, das Aspirationsvolumen 28 ml - 122 ml. Es wird in einem
Polypropylen-Gefaly aufgefangen und direkt auf plus 4°Celsius heruntergekunhlt,
um u.a. Zelladhasion zu vermeiden. Daraufhin werden unter Einhaltung der

Kuhlkette bestimmte Parameter (Hamoglobintest, Gesamtzellzahl, Vitalitatstest)
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in der Bronchoalveolaren Flussigkeit (BALF) bestimmt. Ein Anteil wird bei 1350
U/min zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und die Aliquots zu je 1 ml bei
minus 75°C eingefroren. Dieses Material stellt die Grundlage fur meine
Untersuchung dar. Zur Verarbeitung im ELISA* wird die BAL* langsam bei
Zimmertemperatur aufgetaut.

2.2.2 Blutproben

Die im Rahmen der bronchoskopischen Untersuchung durchgefuhrten
Blutentnahmen bilden die Grundlage fur unser zweites Untersuchungsmaterial.
Sie werden bei 3000 U/min fur die Dauer von 10 min zentrifugiert, der
Uberstand wird abpipettiert und das dabei gewonnene Humanserum bei minus
75°C eingefroren. Erwahnt sei, dass nicht alle Blutproben im dem Labor der
Pneumologischen Abteilung der Universitatsklinik Wuarzburg abgenommen
wurden, teilweise werte ich auch Blutproben aus anderen Wirzburger
Krankenhauser aus. Zur Verarbeitung im ELISA* wird das Serum langsam bei

Zimmertemperatur aufgetaut.

2.3 Labormethoden

2.3.1 Vorbereitung, Dialysieren und Lyophilisieren der BAL*

Um die Proben ungefahr auf die Konzentration der ELF (epithelial lining fluid) zu
konzentrieren, mussen wir die Proben um den Faktor 10 ankonzentrieren.
Vorher muss sichergestellt sein, dass die Proben nicht von einer 0,9% NacCl
Lésung in eine 9% NaCl Lésung umgewandelt werden und somit den ELISA*

verfalschen, deswegen werden die Proben vor dem Lyophilisieren dialysiert.

Die bei minus 75°C gelagerten Proben werden auf Zimmertemperatur aufgetaut
und danach in Dialysier-Cellophanschlauche ,Spectra/Por 1, Molecularporus

Dialysis Membrane“ (Fa. Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez,
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Californien) einpipettiert und die Schlauche verschlossen. Mit einem
Molekulargewicht cut-off von 6000-8000 Daltons lassen wir die BAL*-Proben
4 Stunden bei plus 4°C gegen destilliertes Wasser diffundieren. Die Temperatur
wird Uber diese Zeitspanne konstant gehalten, nach 2 Stunden wird das
destillierte Wasser gewechselt, um die Diffusion erneut anzuregen.

Sobald dieser Vorgang abgeschlossen ist, pipettieren wir 10 ml ab und geben
die FlUssigkeit in Tubes mit speziell perforierten Abdeckungen, Parafim ,M*
(American National Can). Daraufhin geben wir sie zum Lyophilisieren bei minus
4°C Uber einen Zeitraum von 2 Tagen in einen Gefriertrockner, alpha I-5 (Fa.
Christ). Danach werden die gefriergetrockneten Proben wieder bei minus 75°C
eingefroren und fir die ELISA* —Testung bereitgehalten. Am Tag der Testung
werden die Proben dann anstatt in 10 ml nur noch in 1 ml gelost. Es erfolgt
somit eine Ankonzentration um den Faktor 10, ohne jedoch die NaCl-

Konzentration auf 9 % zu erhéhen.

2.3.2 Bestimmung der TGF 1 Werte in der BALF* und im Serum

Die TGFB 1 Werte der BALF* und des Serums wurden quantitativ mittels eines

Quantikine TGFB 1 Immunoassays, sprich eines Sandwich ELISA* ermittelt.

Prinzip des ELISA*

Beim ELISA (enzyme-linked immuno-sorption assay) wird ein Antikdrper gegen
das zu messende Substrat verwendet, der chemisch mit einem Enzym
verknupft ist. Dieses Enzym katalysiert die Bildung eines farbigen Produkts bei
Kontakt mit dem Substrat, das photometrisch gemessen werden kann. Dadurch

kann der Antikérper auch in sehr kleinen Mengen quantitativ bestimmt werden.

2.3.3 Durchfuhrung des Sandwich ELISA* zur quantitativen Bestimmung des
TGFB 1 Gehalts

Durch hydrophobe Wechselwirkungen werden TGFB 1 bindende Rezeptoren
Typ Il am Boden der Napfe einer Mikrotitierplatte gebunden. Durch ein TGFf3 1
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Konjugat (polyklonale Antikorper gegen TGFB 1 verbunden mit Merretich
Peroxidase), das ein unabhangiges Epitop bindet, wird die enzymatische
Nachweisreaktion vermittelt. Mit steigender TGFB 1-Konzentration nimmt die

Menge des gebundenen Konjugats zu.

Dieses Konjugat reagiert in anschlieBender Reaktion unter Zugabe einer
farbgebenden Komponente (stabilisiertes hydrogen Peroxid gemischt mit
stabilisiertem Tetramethylbenzidine) zu einem Substrat, das photometrisch

bestimmt werden kann.

2.4 Problematik bei der BALF*

Im Laufe der Auswertung der BALF* taucht die Frage auf, ob die
zurickgewonnene epitheliale Flussigkeit (ELF) mit den gel6sten Bestandteilen
auch die zellularen Verhaltnisse und pathologischen Vorgange im

Lungeninterstitium wiedergibt.

Es wurde zwar schon durch vergleichende histologische Untersuchungen
verschiedener Arbeitsgruppen eine gute Ubereinstimmung bei interstitiellen
Lungenerkrankungen zwischen Histologie des Lungengewebes und BALF-Be-
funden herausgearbeitet, jedoch gibt es verschiedene Storfaktoren bei der
Gewinnung der BALF*. Die Methodik hat einen nicht unerheblichen Einfluss auf
die Ergebnisse, so dass die Vergleichbarkeit der gewonnenen Ergebnisse
eingeschrankt sein kann. Auch die Quantitat der verbrauchten Spulmenge und
des zurickgewonnenen Materials scheint einen Einfluss auf die Daten zu
haben, da die epitheliale Grenzflissigkeit des Lungensegments durch die
Spulmenge um einen variablen Faktor, der unbekannt ist, verdinnt wird. Man
versucht dies durch Bildung der relativen TGF 1 Werte (TGFB 1 Wert in der
BALF* geteilt durch den Proteingehalt der BALF*) zu korrigieren.

Es sollte immer eine standardisierte Durchfuhrung mit standardisierten
Spulmengen angestrebt werden, um mogliche Fehlerquellen so gering wie
moglich zu halten. In der Literatur wird belegt, dass beim Vergleich der

Verteilung der Zellzahlen, die bei einer BAL* gewonnen werden, mit den
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Zellzahlen, die sich bei einer Lungenbiopsie ergeben, Korrelationen sichtbar
sind (27). Hervorzuheben ist, dass das Differentialbild der Entziindungszellen
aus der BAL* fur die Diagnostik und Aktivitatsbeurteilung interstitieller
Lungenerkrankungen sehr hilfreich ist. Ein groRer Vorteil ist auch, dass der
bronchoalveolare Raum durch die BAL* routinemafigen Kontrollen unterzogen
werden kann, ohne dass er dabei Schaden nimmt. Es kann jederzeit der Grad
der Entzindung und anderer wichtiger Parameter in Bezug auf eine
Fibrosierung im Interstitium wiedergegeben werden, was in Bezug auf den
Verlauf und das Ausmald der Erkrankung wichtig ist. In meiner Untersuchung
sollte somit die Korrelation der relativen TGFB 1 Werte in der BALF* der
Diagnosegruppen (Sarkoidose Typ I*, Typ lI/lII*, IPF, kranke Kontrolle), die der
Korrelation der absoluten Werte bezuglich ihrer Signifikanz bestatigen (3.1.1.
und 3.1.2.).

2.5 Zusammentragen restlicher wichtiger Patientendaten (Re-Evaluation)

Als Grundlage fur diese Arbeit dienen mir samtliche relevanten Patientendaten,
die ich aus den Krankenblattern evaluiere. Des Weiteren nutze ich samtliche
Daten aus dem Lavagenbuch, wie z.B. die Zellzahlen und die Werte fir IL-2
(Interleucin  2) im Serum wund in der BALF*. Auch samtliche
Lungenfunktionswerte, die entweder im Ganzkorperplethmograph des
Pneumologischen Instituts der Universitatsklinik Wdurzburg oder beim
behandelnden Facharzt/Hausarzt in der Regel einen Tag vor dem Eingriff
bestimmt wurden, beziehe ich mit ein. Somit erhalte ich allgemeine und

spezielle Daten Uber die Patienten, die ich miteinander vergleiche.

2.6 Statistische Methoden
Diese retrospektive Studie dient der Beschreibung des Einflusses von TGFf3 1

auf Fibrosierungen in der Lunge und damit einhergehende Erkrankungen. Flr
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die analysierten Messwerte kann man keine Gaul3sche Normalverteilung
annehmen. Daher werden Rangtests verwendet und in den Graphiken werden
Mediane dargestellt. Zu den Medianen werden die 68%-Vertrauensbereiche
des Medians eingezeichnet, in Analogie zum 1-s-Bereich, der ja auch 68%

umfasst.

In den Tabellen wird — wegen der eventuellen Vergleichbarkeit mit Angaben in
der Literatur — neben dem Median der arithmetische Mittelwert mit der

Standardabweichung zur Darstellung der Untersuchungskollektive benutzt.
Folgende Tests kommen zur Anwendung

e Der exakte U-Test nach Mann und Whitney (auch Wilcoxons

Rangsummentest) vergleicht Messwerte zwischen zwei Gruppen.

e Die Rangvarianzanalyse nach Kruskal und Wallis wird verwendet, um
Unterschiede zwischen mehr als zwei Gruppen zu beschreiben. Sie dient
als Ubergeordneter Test, U-Tests werden a posteriori zu

Einzelvergleichen herangezogen.

e Die Rangkorrelation nach Spearman, um die Abhangigkeit zweier
Messwerte voneinander zu beschreiben. Die Spearmansche Korrelation
setzt voraus, dass keine oder fast keine Rangbindungen bestehen, d. h.
dass die Messwerte kontinuierlich sind und keine Werte mehrfach

vorkommen.

e Die Rangkorrelation nach Kendall um die Abhangigkeit zweier
Messwerte voneinander zu beschreiben, wenn die Spearmansche

Rangkorrelation, wegen Rangbindungen nicht anwendbar ist.

Zur vergleichbaren Quantifizierung der Testergebnisse werden p-Werte
angegeben. p-Werte unter 0.05 werden als ,signifikant® bezeichnet und als
wesentlich interpretiert. Wie Ublich werden die p-Werte entsprechend ihrer
Signifikanz durch Stern-Symbole markiert:

p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***,
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3. ERGEBNISSE

3.1.TGFB 1

Da die TGFB 1 Werte in der BALF* stark von einer Gaul3-Verteilung abweichen,
werde ich im Folgenden auch Mediane mit ihrem Konfidenzintervall (68%-
Bereich) angeben und keine parametrischen Tests, sondern Rangtests

verwenden.

3.1.1 Absolute TGFB 1 Werte verschiedenster diffuser
Lungenparenchymerkrankungen in der BALF*

Diagnose n MW ST| Median  68%-Bereich p
TGFB 1 (n =166)
Sarkoidose | 24 7375 7.342| 5.680 1.575 10.278
Sarkoidose I/l 20 16.637 18.085| 14.425 3.863 21.554
IPF 37 16.377 13.850| 14.180 6.521 26.874
NSIP 9 15,564 10.127| 10450 6.875 26.636
Kollagenose 21 19.050 22.052| 11.240 5.196 28.561 0.010*
Vaskulitis 6 16.940 14.802| 15.620 1.435 32.340
EAA 10 13.017 9.878| 14.710 1.557 21.414
sonstige ILD 26 13.996 20.360| 7.435 1.962 24.239
kranke 13 5.8238 6.581| 2480 1.006 15.220
Kontrollen

Tabelle 1. TGFS 1 und Diagnose. Mittelwert (MW) und Standardabweichung
(ST) sowie Median mit 68%-Konfidenzintervall der Personen. p aus der
Rangvarianzanalyse nach Kruskal und Wallis.
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24 20 37 9 21 6 10 26 13
TGFR 1 [pg/ml]
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Median mit 68%-Bereich flir die Werte des Transforming Growth Factor (TGFS
1) in der BALF bei den Diagnosen S| = Sarkoidose I, Sll/lll = Sarkoidose I/l
IPF= idiopathic pulmonary fibrosis, NSIP = Nonspecific Interstitial Pneumonia,
Kol = Kollagenosen, Vas = Vaskulitis, EAA = exogen allergische Alveolitis, ILD
= sonstige ILD (Interstitial Lung Disease) und kKo = kranke Kontrollen.

Die  Auswertung zeigt signifikante  Unterschiede  zwischen den

Diagnosegruppen.

Die kranken Kontrollen (2,4) und die Sarkoidose Typ I* (5,6) weisen besonders
niedrige Werte auf. Die Vaskulitis (15,6) zeigt die hochsten Werte, dicht gefolgt
von der Gruppe der EAA (14,7), der Sarkoidose Typ IlI/lII* (14,4) und der IPF*
(14,1).

Eine weitere Auffalligkeit ist, dass einige Diagnosegruppen ein groldes
Konfidenzintervall aufweisen, besonders auffallig sind die Vaskulitiden (32,2)

und die Kollagenosen (28,5) davon betroffen.

Betrachtet man die Fallanzahl, so ergibt sich, dass die Gruppe der Vaskulitis
(6), der NSIP (9) und der EAA (10) nicht mehr als 10 Patientenwerte umfassen.
Die grofdte Gruppe ist die IPF* mit 37 Werten.
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Absolute TGF 1 Werte in der BALF* bei ausgewahlten
Lungenparenchymerkrankungen

Da bei meiner Auswertung der Diagnosegruppen manche Gruppen ein
besonders grofles Konfidenzintervall oder eine besonders niedrige Fallzahl
aufwiesen, habe ich mich fur die weitere Auswertung und den anstehenden
Vergleich auf 4 Haupt-Diagnosegruppen beschrankt, um zufallig auftretende

Signifikanzen mdglichst auszuschliel3en.
24 20 37 13
TGFR 1 [pg/ml]
16
14 1
12

10 -+

S| SI/INIPF kKo

Median mit 68%-Bereich fiir die Werte des Transforming Growth Factor
(TGFpB 1) in der BALF bei den Diagnosen SI = Sarkoidose I, Sll/lll =
Sarkoidose l/lll, IPF= idiopathic pulmonary fibrosis und kKo = kranke
Kontrollen.
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Diagnose n MW ST Median 68%-Bereich p

TGFB 1 (n =94)
Sarkoidose | 24 7375 7.342 5680 1.575 10.278
Sarkoidose I/l 20 16.637 18.085 14.425 3.863 21.554 0.0013**
IPF 37 16.376 13.850 14.180 6.521 26.874 '

kranke Kontrollen 13 5.824 6.581 2480 1.006 15.220

Tabelle 2. TGFf 1 und Diagnose. MW = Mittelwert, ST = Standardabweichung,
Bereich = Konfidenzintervall der Personen. p aus der Rangvarianzanalyse nach
Kruskal und Wallis.

Die Signifikanz fur den Wachstumsfaktor TGFB 1 in der BALF* beruht auf dem
Unterschied zwischen Sarkoidose Typ I* und den kranken Kontrollen, die
untereinander keine signifikanten Unterschiede zeigen, einerseits und
Sarkoidose Typ II/III* und der IPF*, die auch untereinander nicht signifikant

verschieden sind, andererseits.

3.1.2 Relative TGFB 1 Werte in der BALF* (proteinbezogen)

n MW ST Median 68%-Bereich
Med.
TGFp 1/Protein
Sarkoidose | 24 45748 56.44 15696 8.719 102.540
Sarkoidose I/l 20 43.638 39.53 27.656 9.356 98.588 0.0089**
IPF 35 72.072 70.33 51.559 20.240 111.309 ’

kranke Kontrollen 13 19.952 17.47 10.431 6.042 33.790

Tabelle 3. Relative TGFB 1 der BALF bezogen auf den Proteingehalt und
Diagnose. p aus der Rangvarianzanalyse nach Kruskal und Wallis.

Bezogen auf die relativen Werte verhalt sich TGFB 1 in der BALF* genauso wie
die absoluten Werte, d.h. die Sarkoidose Typl* und die kranken Kontrollen sind
signifikant unterschiedlich zu Sarkoidose Typll/llI* und IPF*, aber untereinander

jeweils nicht.
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3.1.3 TGFB 1 im Serum

TGFB 1 im Serum [pg/ml]

Diagnose n MW ST Median  68% der Patienten

Sarkoidose | 30 37848.3 12626.0 36234 27202 48601
Sarkoidose Il/IlI 18  44557.5 15219.8 44234 33661 54948
IPF 36  43825.2 12830.7 42881 35010 51627
kranke Kontrollen 15 36213.4 16197.5 30501 22425 50198

Tabelle 4. Serum-TGFg 1 und Diagnosen. Mittelwert mit Standardabweichung und
Median mit 68%-Bereich der Patienten in den Diagnosen bei n = 181 Patienten. p =
0.096 in der Rangvarianzanalyse nach Kruskal und Wallis.

30 19 36 15
TGFR 1 im Serum [pg/ml]

45000 A
40000 -
35000 A
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25000 A

20000
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10000 -

5000

S| SIi/lll IPF kKo

Abbildung 1. Median mit 68%-Bereich fiir die Werte des Transforming Growth
Factor (TGFfS 1) im Serum bei 4 Diagnosen Sa | = Sarkoidose I, Sall/lll =
Sarkoidose Il/lll, IPF= idiopathic pulmonary fibrosis, kKo = kranke Kontrolle.

Die Rangvarianzanalyse findet keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Diagnosegruppen. Da global kein Unterschied zu erkennen ist, habe ich die
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Diagnosen nicht paarweise verglichen, da sonst paarweise durch Zufall

Unterschiede entstehen konnen.

Daneben sei erwahnt, dass sich die niedrigsten Werte des Wachstumsfaktors
im Serum bei den kranken Kontrollen (30501 pg/ml) fanden und auch die Werte
der Patienten mit der Sarkoidose Typ | (36234 pg/ml) niedrig waren.

3.2 TGFB 1 in der BALF* verglichen mit den Serumwerten

Der Gehalt von Wachstumsfaktor TGFB 1 in der BALF* und im Serum korreliert
nicht miteinander (rho = 0.12, p = 0.14 in der Spearmanschen Rangkorrelation).
Auch innerhalb der Diagnosegruppen findet sich keinerlei Beziehung zwischen
TGFB 1 in der BALF* und im Serum.



Ergebnisse 19

3.3 Zellzahlen

3.3.1 Korrelation zwischen TGFB 1 und den Zellzahlen (prozentual/absolut)
innerhalb der Diagnosegruppen

Korrelation mit TGFf3 1

prozentual absolut
n tau p tau p
Sarkoidose | Makrophagen 24 0.0074 0.96 0.2505 0.086
PMN 24 0.1085 0.46 0.1924 0.19
Eosinohphile 24 0.1216 0.41 0.1580 0.28
Lymphozyten 24 -0.0809 0.58 0.0327 0.82
B-Lymphozyten 23 -0.0896 0.55 -0.0200 0.89
T-Lymphozyten 23 0.3020 0.044 ~ 0.0830 0.58
Helferzellen 23 0.2147 0.15 0.0988 0.51
Suppressorzellen 23 -0.0727 0.63 0.0435 0.77
Sarkoidose I/l Makrophagen 20 -0.1984 0.22 0.0532 0.74
PMN 20 0.0217 0.89 0.3093 0.057
Eosinohphile 20 -0.2147 0.19 -0.1344 0.41
Lymphozyten 20 0.1925 0.24 0.2660 0.10
B-Lymphozyten 19 -0.0689 0.68 -0.0758 0.65
T-Lymphozyten 19 0.0301 0.86 0.1479 0.38
Helferzellen 19 0.0000 1.00 0.1243 0.46
Suppressorzellen 19 0.0060 0.97 0.1716 0.30
IPF Makrophagen 35 -0.2913 0.014~ -0.0517 0.67
PMN 35 0.3112 0.0085** 0.1373 0.25
Eosinohphile 35 0.1631 0.17 0.1308 0.28
Lymphozyten 35 -0.0445 0.71 -0.0695 0.56
B-Lymphozyten 33 0.2705 0.027 * 0.1629 0.18
T-Lymphozyten 33 -0.4184 0.0006*** -0.1061 0.39
Helferzellen 33 -0.2541 0.038* -0.1894 0.12
Suppressorzellen 33 -0.0896 0.46 -0.1288 0.29
kranke Makrophagen 13 -0.1842 0.38 0.0129 0.95
Kontrollen PMN 13 0.1457 0.49 0.1419 0.50
Eosinohphile 13 -0.0939 0.65 -0.0302 0.89
Lymphozyten 13  0.1419 0.50 0.0903 0.67
B-Lymphozyten 13 0.0997 0.64 0.1244 0.55
T-Lymphozyten 13  0.2552 0.22 0.0645 0.76
Helferzellen 13 -0.1818 0.39 0.0387 0.85
Suppressorzellen 13  0.1961 0.35 0.1677 0.42

Korrelation zwischen TGFfS 1 und prozentulalen Zellzahlen innerhalb der
Diagnosegruppen. tau und p aus der Kendallschen Rangkorrelation. PMN =
Polymorphkernige neutrophile Granulozyten.
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Bei der Sarkoidose Typ I* ist nur ein Zusammenhang zwischen dem
prozentualen Anteil der T-Lymphozyten und den absoluten TGF 1 Werten zu

erkennen.

Die Sarkoidose im fortgeschritteneren Stadium Il/11I* weist keine signifikanten

Zusammenhange zwischen den Zellzahlen und TGF 1 auf.

Bei der IPF* sind mehrere Zusammenhange zwischen den prozentualen
Zellzahlen und TGFB 1 sichtbar. Je mehr PMN* vorhanden sind, desto hoher ist
der TGFB 1 Spiegel. Je mehr TGFB 1 jedoch vorhanden ist, desto weniger
Makrophagen, T-Lymphozyten und Helferzellen sind festgestellt worden.
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3.3.2 Korrelation zwischen den relativen TGF3 1 Werten und den
Zellzahlen (prozentual/absolut) innerhalb der Diagnosegruppen

Korrelation mit TGFp 1 - proteinbezogen

prozentual absolut
n tau p tau p
Sarkoidose | Makrophagen 24 0.1285 0.38 0.2899 0.047 *
PMN 24 -0.0373 0.80 0.1087 0.46
Eosinohphile 24 -0.0717 0.62 -0.0305 0.83
Lymphozyten 24 -0.1064 0.47 0.0362 0.80
B-Lymphozyten 23 0.0560 0.71 0.0520 0.73
T-Lymphozyten 23 0.2523 0.092 0.0751 0.62
Helferzellen 23 0.1909 0.20 0.0909 0.54
Suppressorzellen 23 0.0162 0.91 0.0514 0.73
Sarkoidose I/l Makrophagen 20 -0.0371 0.82 0.0842 0.60
PMN 20 0.0538 0.74 0.1741 0.28
Eosinohphile 20 -0.0837 0.61 -0.0363 0.82
Lymphozyten 20 0.0212 0.90 0.0737 0.65
B-Lymphozyten 19 -0.2316 0.17 -0.2872 0.086
T-Lymphozyten 19 -0.1131 0.50 -0.0409 0.81
Helferzellen 19 0.0235 0.89 -0.0526 0.75
Suppressorzellen 19 -0.0529 0.75 -0.1228 0.46
IPF Makrophagen 35 -0.0915 0.44 -0.0267 0.82
PMN 35 0.2058 0.082 0.1337 0.27
Eosinohphile 35 -0.0138 0.91 -0.0077 0.95
Lymphozyten 35 -0.1745 0.14 -0.1301 0.28
B-Lymphozyten 33 0.2755 0.024 * 0.1553 0.20
T-Lymphozyten 33 -0.4642 0.0001***  -0.1439 0.24
Helferzellen 33 -0.2273 0.063 -0.1591 0.19
Suppressorzellen 33 -0.1964 0.11 -0.1894 0.12
kranke Makrophagen 13 -0.3530 0.093 -0.2308 0.27
Kontrollen PMN 13 0.3159 0.13 0.1026 0.63
Eosinohphile 13 -0.0778 0.71 -0.0750 0.72
Lymphozyten 13 0.2564 0.22 0.0513 0.81
B-Lymphozyten 13 0.2147 0.31 0.1648 0.43
T-Lymphozyten 13 0.2669 0.20 0.0769 0.71
Helferzellen 13 -0.0129 0.95 0.1026 0.63
Suppressorzellen 13 0.0260 0.90 0.1282 0.54

Korrelation zwischen proteinbezogenem TGFf 1 und prozentualen bzw.
absoluten Zellzahlen innerhalb der Diagnosegruppen. tau und p aus der
Kendallschen Rangkorrelation. PMN = Polymorphkernige neutrophile
Granulozyten.
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Bei den relativen TGFB 1 Werten besteht in der Gruppe der Sarkoidose Typ I*

nur bei den absoluten Werten der Makrophagen ein Zusammenhang.

Innerhalb der Gruppe der Sarkoidose Typ Il/lIII* ist kein Zusammenhang

zwischen TGFf 1 und den Zellzahlen zu erkennen.

Die relativen TGFB 1 Werte in der Gruppe der IPF* weisen eine positive
Signifikanz zu den prozentualen Zellzahlen der B-Lymphozyten und eine

negative Signifikanz zu den T- Lymphozyten auf.

3.3.3 TGFB 1 im Serum und Zellzahlen

Die TGFB 1 Konzentration im Serum korreliert kaum mit den Zellzahlen. Bei
hoherem Anteil PMN* ist TGFB 1 erhoht (tau = 0.16, p = 0.017*) und bei
hoherem Anteil von T-Lymphozyten ist TGFB 1 niedriger (tau = -0.11, p =

0.024*, beides in der Kendallschen Rangkorrelation).

Aufgeteilt nach Diagnosen bleibt die Korrelation zwischen PMN* und TGF( 1 in
der Gruppe mit Sarkoidose Typl* erhalten (tau = 0.31, p = 0.017) und bei den
kranken Kontrollen bleibt die negative Korrelation zwischen den T-Lymphozyten
und TGFB 1 bestehen (tau = -0.42, p = 0.028*, beides in der Kendallschen

Rangkorrelation).
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3.4 Lungenfunktion

3.4.1 Lungenfunktion verglichen mit TGFf1 (absolut) in der BALF* nach
Diagnosegruppen aufgeteilt

Korrelation mit TGFB1 in der BALF

Diagnose Lungenfunktion n rho p
Sarkoidose | VC% 20 0.1768 0.55
TLC% 20 -0.0722 0.80
DCO% 15 0.1929 0.49
PO2 18 0.0176  0.95
Sarkoidose I/l VC% 18 -0.0662 0.83
TLC% 18 -0.1286 0.67
DCO% 16 0.1357 0.67
PO2 18 -0.1417 0.64
IPF VC% 28 -0.0452 0.82
TLC% 28 0.0665 0.74
DCO% 21 0.0623 0.79
PO2 27 0.1609 0.42
kranke Kontrollen VC% 8 0.2143 0.62
TLC% 8 0.2143 0.62
DCO% 7 0.5946 0.16
PO2 8 0.3095 047

Korrelation der TGFpS 1 mit normierten Parametern der Lungenfunktion
innerhalb der Diagnosegruppen. Lungenfunktion. rho und p aus der
Spearmanschen Rangkorrelation.

Vergleiche innerhalb der Diagnosegruppen lassen keinerlei Zusammenhang

zwischen TGFB1 und den Lungenfunktionsparametern erkennen.
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3.4.2 Lungenfunktion verglichen mit TGF@ 1 (relativ) proteinbezogen in
der BALF* nach Diagnosegruppen aufgeteilt

Korrelation mit TGF 1 proteinbezogen

Diagnose Lungenfunktion n rho p
Sarkoidose | VC% 20 -0.0075 0.98
TLC% 20 -0.1203 0.68
DCO% 15 0.2071 0.46
PO2 18 0.0879 0.77
Sarkoidose I/l VC% 18 0.1311 0.67
TLC% 18 -0.0176 0.95
DCO% 16 0.4059 0.22
PO2 18 -0.2301 0.45
IPF VC% 28 0.1281 0.52
TLC% 28 0.2280 0.24
DCO% 21 0.0221 0.92
PO2 27 0.2971 0.13
kranke Kontrollen VC% 8 0.0952 0.83
TLC% 8 -0.0238 0.96
DCO% 7 0.6667 0.10
PO2 8 0.1190 0.78

Korrelation der proteinbezogenen TGFpS 1 mit normierten Parametern der
Lungenfunktion innerhalb der Diagnosegruppen. Lungenfunktion. rho und p
aus der Spearmanschen Rangkorrelation.

Bei dem Vergleich ergeben sich keine signifikanten Zusammenhange zwischen

TGFB1 (relativ) proteinbezogen und der Lungenfunktion.
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4. DISKUSSION

4.1 Serumwerte

In meiner Untersuchung laldt sich die Tendenz feststellen, dass die TGF 1
Werte im Serum von dem Fibrosierungsgrad, bzw. von dem Vorhandensein
einer Fibrose abhangig sind. Fur eine eindeutige Aussage, die eine Signifikanz
in der Rangvarianzmethode voraussetzt, sind meine Werte nicht aussagekraftig
genug. In der Literatur wird von Anscher et al. eine derartige Korrelation
zwischen den TGFB 1 Werten im Serum mit dem Auftreten interstitieller
Pneumonotiden bei Patientinnen, die sich aufgrund eines Mammakarzinoms
einer autologen Knochenmarkstransplantation, einer Hochdosis Chemotherapie
und einer Radiatio unterzogen (3), beschrieben. Von anderen Autoren wird
jedoch eine Unabhangigkeit der Serumkonzentration von TGFB 1 mit
Lungenfibrosen beschrieben. Dabei wird die Lungenfibrose als eine auf das
Organ  beschrankte  Erkrankung, ohne feststellbare  systemische
Veranderungen, angesehen. Die profibrotischen Faktoren, wie z.B. TGFB 1,
verlassen dabei die Lunge nicht in Serumkonzentration verandernden Mengen
(47).

Da sich bei meiner Untersuchung insoweit keine signifikanten Zusammenhange

ergeben, unterstitzen meine Ergebnisse die 2. Hypothese.

Bei signifikanten Korrelationen waren Ansatze fur eine Erleichterung in der
Fruhdiagnostik und Verlaufsuntersuchung von fibrotisierenden Erkrankungen
gegeben. Man konnte somit sogar auf eine BAL* initial oder ganz verzichten

und sich auf eine simple Blutentnahme flr die Diagnostik beschranken.

4.2 Der Ablauf bei fibrosierenden Lungenerkrankungen
Es kann zu einer fibrosierenden Lungenerkrankung aus verschiedenen

Grinden kommen. Bisher sind zahlreiche bekannte Ausloser, wie z.B. ein
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weites Spektrum von Mikroorganismen, inhalativen Noxen (z.B. Asbest, Silikate
oder Ozon) und Medikamenten (z.B. Bleomycin oder Amiodaron), aber auch
ionisierende Strahlen (Radiatio zur Therapie bei Karzinomen) und
Autoimmunerkrankungen (z.B. Sklerodermie oder chronische Polyarthritis) als
Ursache fur eine Lungenfibrose bekannt. Sie kann auch sekundar im Rahmen
anderer Multisystemerkrankungen wie z.B. Sarkoidose, Kollagenosen oder
Vaskulitis, ausgelést werden. Es gibt jedoch viele fibrosierende
Lungenerkrankungen, bei denen die Atiologie der progressiven Vernarbung des
Gewebes ungeklart bleibt. Derzeit werden diese Erkrankungen unter dem
Uberbegriff idiopathische interstitielle Pneumonie (IIP) zusammengefasst (14).
Sie betragen etwa 30-40% der Falle der diffusen
Lungenparenchymerkrankungen (42). Man kann sie in sieben Subgruppen
unterteilen, die IPF-UIP (idiopathische pulmonale Fibrose — usual interstitial
pneumonia), NSIP (non specific interstitial pneunomia), OP (organisierende
Pneumonie), DAD (diffuse alveolar damage), RB (respiratorische Bronchiolitis),
DIP (Desquamative interstitiele Pneumonie) und LIP (Lymphozytare
interstitielle Pneumonie) (14).

Allen fibrotisierenden Lungenerkrankungen gemeinsam ist eine durch
uberschielende Narbenbildung progrediente Destruktion von Gewebe mit
irreversiblem Funktionsverlust, die sich im Alveolarraum und Interstitium
abspielt. Eine massive Fibrose kann durch eine respiratorische
Globalinsuffizienz oder durch eine respiratorische Insuffizienz mit pulmonaler
Hypertonie und einem dekompensierten Cor pulmonale lebensbegrenzend sein
(7, 51).

Bei der Fibrosierung geht man von folgendem Ablauf aus (65). Nach einem
Reiz ist eine initiale Erhéhung von proinflammatorischen Zytokinen, wie z.B.
Interleukin-1, Interleukin 6 oder Tumor necrosis factor alpha, also eine initiale
Entzindungsreaktion zu beobachten. Diese ist verbunden mit einer verstarkten
Einwanderung von Granulozyten und Lymphozyten (Entzindungszellen) aus

den BlutgefalRen ins Interstitium, um dem Immunsystem dabei zu helfen, die
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vom Organismus als Fremdkorper angesehenen Stoffe zu eliminieren. Im
Anschlul} daran limitieren u.a. sogenannte profibrotische Zytokine, wie z.B.
Transforming growth factor-B, connective tissue growth factor und platelet-
derived growth factor (65), die Entzindungsreaktion und reparieren den
entstandenen Gewebeschaden. Unter physiologischen Bedingungen und zur
Wahrung der Organintegritat sollte sich dieser Vorgang der Eliminierung und
Reparation im Gleichgewicht befinden. Er wird durch ein komplexes
Zusammenwirken von verschiedensten Faktoren, wie z.B. Zytokinen und
Proteasen geregelt. Einer der Schliusselfaktoren in dem komplexen
Zusammenwirken von Mediatoren bei fibrosierenden Erkrankungen ist das
pluripotente  Zytokin  TGFB, was  verschiedenste Modelle und
immunhistochemiche Untersuchungen an humanem Gewebe bei Lungen-,
Leber- und Nierenfibrose zeigten (3, 11, 38, 49). Dies wird auch auf Grund der
Tatsache verdeutlicht, dass Wunden des Fetus, die ohne Narbenbildung
abheilen, niedrigere TGFB 1 Werte aufweisen als Verletzungen von
Erwachsenen. Meine Ergebnisse unterstutzen die Hypothese, dass TGF( 1
eine zentrale Rolle zukommt, da bei der IPF*, die eine irreversible
pathologische Schadigung des Lungenparenchyms beschreibt, die TGF( 1
Konzentrationen in der BALF* wesentlich erhdht ist. Das deutet darauf hin, dass
ein erhohter TGFB 1 Spiegel in der BALF* immer ein Zeichen der progredienten

irreversiblen Schadigung der Lunge in Form der Fibrosierung ist.

Man geht derzeit von der Hypothese aus, dass eine Iinitiale
Entzindungsreaktion nicht nétig ist und ein ungeklartes pathologisches
Verhalten der Epithelzellen und Fibroblasten als Stoérfaktoren fir das

physiologische Gleichgewicht gelten (58, 65).

Aus den verschiedenen Atiologien gehen unterschiedliche Uberlebenszeiten
und verschiedene sinnvolle Therapiemdglichkeiten hervor. Deshalb ist es
wichtig, jeden Erkrankten der richtigen Diagnosegruppe zuzuordnen, um ihn

optimal therapieren zu kdnnen.
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In der normalen Lungenentwicklung, der physiologischen Funktion der Lunge
und in der Entstehung von Lungenkrankheiten spielt TGF 1 eine wichtige Rolle
(5, 45). In meiner Untersuchung war bei jedem Patienten, auch den ,kranken
Kontrollen® ohne Lungenfibrose, TGFB 1, sowohl im Serum, als auch in der
BALF* nachzuweisen, was die Rolle von TGFB 1 in der physiologischen
Regulation der Homeostase der Lunge unterstreicht. Es gibt TGFB in 3
verschiedenen Isoformen (B1, B2, B3), deren strukturelle Merkmale in einer 60-
80 prozentigen sequentiellen Homologie Ubereinstimmen. Viele biologische
Aktivitaten sind gleich oder unterscheiden sich nur in der Intensitat des Effekts,

jedoch wurden auch einige unterschiedliche Eigenschaften gefunden.

Alle 3 Isoformen sind wahrend der physiologischen Lungenentwicklung in hoher
Konzentration vorhanden und fir eine regelrechte Uberlebenszeit notwendig.
Sie sind u.a. fur die Morphologie der Lungenaufzweigungen und die epitheliale

Zelldifferenzierung mit Entwicklung der Surfactant-Proteine zustandig (5, 42).

Da TGFB 1 die praedominante Form zu sein scheint, habe ich meine

Untersuchungen auf diese Isoform beschrankt (11).

Aktives humanes Transforming growth factor-B 1 (TGFB 1) ist ein 25 kDa
schweres, uber Disulfid-Bricken gebundenes, nicht glycolisiertes Homodimer
(1, 16, 43). Es wird normalerweise als inaktiver oder latenter Komplex
sezerniert (52). Um biologisch aktiv wirken zu kdnnen, mul} das Zytokin aktiviert
werden und ein sogenanntes ,latency associated peptide“ (LAP) vom latenten
Komplex abgetrennt werden; man geht derzeit von einer oxidativen,
proteolytischen oder integrin-vermittelten Abspaltung des ,latency associated
peptide“ (LAP) aus. Des Weiteren mussen spezifische TGFB 1 Rezeptoren
exprimiert sein und das Signal muss intrazellular mittels sogenannter SMAD*-
Molekule weitergeleitet werden (5, 33, 60).

TGFB 1 kann von den meisten Zellen gebildet werden und seine Rezeptoren
kénnen auch von allen Zellen exprimiert werden. In der Lunge sind es zumeist

Makrophagen, Epithelzellen und Fibroblasten.

TGFB 1 wirkt bei zahlreichen physiologischen Vorgangen mit. Es ist ein

pluripotentes Zytokin mit breitem Wirkspektrum. Im Folgenden sind die
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fundamentalen Aufgaben aufgezeigt. TGFB 1 wirkt beim (Ephithel-)
Zellwachstum antiproliferativ, was eine Epithelschadigung mit sich zieht, des
Weiteren wird es mit der Apoptose von Epithelzellen in Verbindung gebracht
(41). Es lockt auf chemotaktiem Weg Fibroblasten an und fordert ihre
Umwandlung in Myofibroblasten, aul’erdem fordert es die Vermehrung der
Synthese und die Inhibition des Abbaus der extrazellularen Matrix durch die
Veranderung des Gleichgewichts von Kollagenasen (Matrix Metalloproteinasen-
MMP*) und Kollagenase-Inhibitoren (tissue inhibitor of metalloproteinasis-
TIMP*) (49, 21). Diese multiplen Faktoren fuhren zu einer Vermehrung von
extrazellularer Matrix, insbesondere Kollagen und Fibronectin. Dieses wurde in
verschiedenen Gen-Transfer-Modellen gezeigt. Kolb et al z.B. induzierten durch
adenoviral Uberproduzierten TGFf 1 eine massive Lungenfibrose in vivo(37),
des Weiteren zeigt er dieses anhand eines erhohten TGFB 1 Wertes bei
Mauselungen, die aufgrund einer Bestrahlung eine deutliche Lungenfibrose

zeigen (38).

Als weiterer wichtiger Punkt wird TGFB 1 eine lebensnotwendige
immunosuppressorische  Wirkung zugesagt, die wu.a. akut-entzindliche
Prozesse limitiert (43). TGFB 1 kann die Zell-Matrix-Verbindungen durch die
Expression von sogenannten ,Zell-Matrix Adhasions Protein Komplexen®
regulieren. Als letzten Punkt dieser vielfaltigen komplexen Auswirkungen ist an
dieser Stelle zu erwahnen, dass TGFB 1 behandelte Zellen eine hohere Affinitat
zu Matrix Komponenten, wie Fibronectin, Kollagen und Laminin haben (28, 30).
AbschlieRend sei dazu gesagt, dass die genaue Wirkungsweise von TGFf3 1
immer von dem Entwicklungszustand der Zellen und der Zellumgebung

abhangig ist.

4.3 Literatur zur IPF (idiopathic pulmonary fibrosis)

IPF* stellt als eine von den sieben IIPs* die haufigste histologische Variante
dar. Sie weist mit einem mittleren Uberleben von etwa 3 Jahren die
schlechteste Prognose auf. Die IPF* kann nur durch eine integrierte klinische,
radiologische und histo-pathologische Untersuchung eindeutig von den anderen

[IPs* abgegrenzt werden. Bei einer offenen Lungenbiopsie ist das histologische
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Muster der UIP (usual interstitial pneumonia) ein conditio sine qua non fur die
Entitdt der IPF*. Da ein histologisches UIP* Muster auch bei anderen
fibrotischen  Lungenerkrankungen, wie  Asbestose, strahlen— und
arzneimittelinduzierter Pneumonie, Kollagenosen oder Spatstadien einer EAA
(exogen allergischen Alveolitis) auftreten kann, verlangt die Diagnose bei einer
chirurgischen Biopsie mit UIP* Muster jedoch einige weitere Kriterien, um

eine IPF* zu diagnostizieren.

Es missen also initial andere Atiologien, wie toxische Arzneimittelreaktionen,
bekannte Exposition gegenuber inhalativen Umweltnoxen und Kollagenosen,
ausgeschlossen werden. Des Weiteren sollten pathologische
Lungenfunktionsbefunde mit Hinweis auf Restriktion und/oder
Gasaustauschstorung und charakteristische Veranderungen im Rontgenthorax
oder im HR-CT* vorhanden sein (14, 51).

Die IPF tritt im mittleren bis hdherem Lebensalter auf, d.h. 2/3 der Patienten
sind Uber 60 Jahre alt. Der Verlauf wird durch langsam progrediente Atemnot
bei Belastung charakterisiert, so dass ein akutes Auftreten die Erkrankung
ausschlief3t. Fieber wird bei der IPF* nicht beobachtet, diese Falle sind eher der
BOOP (kryptogen organisierende Pneumonie) zuzuordnen. In tber 90 Prozent
der Falle ist bei der Auskultation der Lunge ein beidseitig basales
inspiratorisches Knisterrasseln zu héren. Weitere klinische Befunde sind in bis

zu 70 Prozent Uhrglasnagel und Trommelschlagelfinger (7, 14).

Im Rontgenthoraxbild ist eine scharfe Begrenzung zwischen Zwerchfellschatten
und Herzkontur meist nicht mehr vorhanden. Periphere und basal betonte
retikulare Veranderungen, oft auch sogenannte Honigwaben, sind zu erkennen.
Diese sind im HR-CT* noch deutlicher zu beobachten. Weiterhin wird die
Krankheit durch ein retikulares Verschattungsmuster, mit Honigwabenbildung
und Traktionbronchiektasen charakterisiert. Innerhalb der Areale mit retikularen
Verdichtungen kénnen auch milchglasartige Verdichtungen zu sehen sein. Bei
einem Drittel der Erkrankten fehlen diese typischen Veranderungen im HR-CT™.
Wenn die Klinik und das HR-CT* nicht charakteristisch sind, besteht die

Indikation zur chirurgischen Lungenbiopsie. Eine transbronchiale Biopsie kann
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nur zum Ausschluld anderer ahnlicher Krankheitsbilder dienen. Histologisch
zeigt sich die IPF* besonders durch ein zeitlich heterogenes Erscheinungsbild
mit Bezirken normaler Lunge, interstitieller zellularer Infiltration, Fibrose und
Honigwabenbildung aus. Es befinden sich Fibroblastenherde im Randbereich
fibrotischer Narben. Der Lungenbefall ist herdformig, mit peripherer Verteilung

im Lobulus und in der Gesamtlunge zu beobachten.

In Zweifelsfallen ist, im Hinblick auf den zu erwartenden Verlauf, ein IPF*
typisches HR-CT* Muster einer anders lautenden Histologie Uberlegen, da
selbst die chirurgische Lungenbiopsie nur wenige Prozent der gesamten Lunge
sondieren kann, wahrend das HR-CT* die morphologische Analyse der
Gesamtlunge bietet (14, 51, 7).

Die bisher gultige Hypothese, dass sich die Lungenfibrose bei der IPF* aus
einer chronischen Entzundung entwickelt, wird zunehmend angezweifelt.
Vielmehr geht man derzeit von einer neuen Hypothese aus. Diese betont, dass
die IPF* aus einer ,epithelial-fibroblastaren® und nicht einer primar

entzandlichen Komponente entsteht (15, 35).

Die IPF* zeichnet sich durch Auf- und Umbau der extrazellularen Matrix aus.
Dies fuhrt zur irreversiblen Zerstorung der Lungenarchitektur. Ein besonders
histopathologisches Merkmal ist die Auspragung von multiplen, herdférmigen,
fibroblastaren Herden (,fibroblast foci), welche ein Ausdruck fur die vermehrte
aktive Kollagenproduktion sind. Die Ursache wird dabei einer Epithelschadigung
mit einer Storung der physiologischen Wundheilung zugeschrieben, so dass
das homoostatische Gleichgewicht zwischen Aufbau und Abbau von Kollagen
gestort ist. Entzindliche Veranderungen sind dabei vermutlich nur von
sekundarer Natur (58, 40, 60), da in Experimenten mit strahleninduzierter
Fibrose gezeigt werden konnte, dass sich Fibroblasten nach anfanglicher
Stimulation im Sinne einer ,autokrinen Selbststimulation durch profibrotische
Faktoren, wie TGFB 1, verselbststandigen kbnnen und unabhangig von einem
initialen Reiz von AufRen oder des Immunsystems eine Progression der Fibrose

verursachen konnen (38).
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So wie meine Ergebnisse beschreiben auch Salez et al. eine Abhangigkeit der
TGFB 1 Werte von dem Fibrosierungsgrad, da sie auch einen signifikanten
Unterschied der TGFB 1 Werte in der BALF* zwischen den kranken Kontrollen
und der IPF* herausgefunden haben (57).

TGFB 1 hat antiinflammatorische Wirkungen (11, 43), dabei besteht die
Hypothese, dass es die Proliferation und Differentiation der T-Zellen hemmt (44,
61). In meiner Untersuchung wird die Hemmung der Proliferation der T-Zellen
durch die negative Korrelation der absoluten und relativen TGF-1 Werte in der
BALF* zu den T-Lymphozyten ausgedruckt, die Hemmung der Differentiation

durch die negative Korrelation der absoluten TGF 1 Werte zu den Helferzellen.

TGFB 1 hat verschiedene Effekte auf die B-Zellen, z.B. soll es die IgA
(Immunglobulin A) Produktion anregen(44, 46), in der IPF* scheint TGFB 1 nach
meinen Ergebnissen die B-Zellproliferation anzuregen.

Fir PMN ist TGFB 1 potentiell chemoattraktiv (13, 50), in den Ergebnissen der
IPF* in meiner Untersuchung findet diese Hypothese auch Anwendung, da bei
einem hohen TGFB 1 Wert auch die Anzahl der PMN* in der BALF* erhdht sind.

TGFB 1 hat auch auf Monozyten einen chemoatraktiven Effekt (2, 66, 67), wenn
sich diese jedoch in Makrophagen umwandeln, werden sie durch TGF( 1
gehemmt (12, 26), was auch meine Ergebnisse fir die IPF bestatigen. Bei
einem hohen TGFB 1 Spiegel in der BALF* sind die Makrophagen signifikant

erniedrigt.

Das schlechte Ansprechen der derzeitigen Standarttherapie, d.h.
Kortikosteroide als Monotherapie oder kombiniert mit Immunsuppressiva mit nur
10-15 Prozent der Falle, erweist sich als besonders schwierig (32, 55, 63).
Nach der neuen Hypothese der Pathogenese der IPF* ergibt sich das
therapeutische Dilemma. Mittels der derzeitigen Therapie werden nur
sekundare entzindliche Einflusse der Pathogenese angesprochen. Fur die
Hemmung des Primarereignisses der Fibroblastenaktivierung stehen noch

keine wirksamen zugelassenen Medikamente zur Verfugung.
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Das Ziel der Therapie sollte primar die Suppression der profibrotischen

Faktoren, wie TGFB 1, bzw. die Entkopplung ihrer Wirkungsweise sein.

Erste Bemuhungen in dieser Richtung zeigten bereits Kolb et al, die in
Tierversuchen eine TGFB 1 induzierte Lungenfibrose durch das Proteoglykan
Decorin in vivo wesentlich eindammen konnten (36, 37). Asakura et al (4)
berichten in diesem Zusammenhang, dass niedrige TGFB 1 Konzentrationen in
alteren fibrosierten Bereichen mit einem hohen Vorhandensein an Decorin
zusammenhangen. Decorin soll dabei ein negatives Feedback-Signal in Bezug
auf TGFB 1 sein. Des Weiteren wurden Moglichkeiten aufgezeigt, spezielle
TGFB 1 Rezeptoren zu blockieren und somit eine Progression der Fibrose in
Tiermodellen aufzuhalten (8). Weitere Ansatze flr eine adaquate Therapie
bietet die intrazellulare Signalweiterleitung von TGFB 1 durch so genannte
SMADs*. In Tierversuchen wurde gezeigt, dass eine Ausschaltung
verschiedener SMADs* durch sog. Knock-Out Versuche ebenfalls eine

Progression der Fibrose verhinderten (9).

4.4 Literatur zur Sarkoidose

Bei der Sarkoidose (Morbus Besnier-Boeck-Schaumann, benigne
Lymphogranulomatose) handelt es sich um eine primar generalisierte
Systemerkrankung des mesenchymalen Gewebes, die mit einer
granulomatdsen Entzindungsreaktion in den betroffenen Organen, zumeist der
Lymphknoten (95-98%) und der Lunge (ca. 90%) einhergeht (15). Aufgrund
eines unbekannten Stimulus werden Alveolarmakrophagen und Lymphozyten
aktiviert, es kommt zur Kumulation von immunkompetenten Zellen. Die das
Krankheitsbild charakterisierenden nichtverkasenden Granulome bestehen aus
Epitheloidzellen, Riesenzellen, Makrophagen und vor allem aktivierten T-
Lymphozyten, die zur Freisetzung verschiedener Mediatoren angeregt werden
(69). Neben der Ausbildung von Granulomen kann diese zellulare
Immunreaktion zu Veranderungen der normalen Lungenstruktur (Fibrosierung)
und zu Funktionsstorungen der Lunge fuhren. Die genaue Pathogenese der
Granulombildung ist nicht geklart (22, 48, 54, 68). Als charakteristische

Blutwerte konnen das Angiotensin konvertierende Enzyme (ACE), das von den
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Epitheloidzellen des Granuloms freigesetzt wird und somit ein Marker fur die
Granulomlast des Korpers ist, der zirkulierende IL-2-Rezeptor (Interleucin-2-
Rezeptor), der als Mal} fur die Aktivierung der T-Lymphozyten gilt, und der
Kalziumwert, da die mononuklearen Zellen der Granulome 1,25-Dihydroxy-
Vitamin D produzieren, was mit einer Hyperkalzamie und Hyperkalziurie
einhergeht, bestimmt werden. Diese Blutwerte sind jedoch nicht spezifisch flr

die Diagnose der Sarkoidose (7, 51).

In meiner Studie zeigt sich, dass bei einer Sarkoidose Typ I*, die noch keine
Lungenfibrose aufweist und eine Heilung meist spontan erfolgt, die TGFp 1
Werte nicht signifikant anders sind, als bei denen der ,kranken Kontrollen®.
Dieses Ergebnis wird auch von Salez et al in ihren Untersuchungen
beschrieben (57). Bei der Sarkoidose des Typs Il/llI*, die von einer
irreversiblen pathologischen Beteiligung des Lungengewebes ausgeht, sind die
TGFB 1 Konzentrationen in der BALF* in meiner Untersuchung signifikant
erhoht. Salez et al finden bei Inren Bemuhungen auch einen erhohten TGFf 1
Wert bei Sarkoidosepatienten mit verschlechteter Lungenfunktion. Daraus kann
die Schlussfolgerung gezogen werden, dass ein erhohter TGF( 1 Spiegel in der
BALF* ein Zeichen fur die progrediente irreversible Schadigung der Lunge in
Form der Fibrosierung ist. Des Weiteren wird die Bedeutung von TGFB 1 als
profibrotisches Zytokin gestiutzt. Auch andere Untersuchungen haben schon
impliziert, dass ein erhdhter TGF 1 Spiegel mit einer erhdohten Gefahr der
Lungenfibrose einhergeht (19, 24). Kontrovers dazu ist das Ergebnis einer
Forschungsgruppe, welche einen hohen TGFB 1 Wert bei Sarkoidose Patienten
finden, die dann spontan ausheilen (70), was vermutlich mit den
immunmodulierenden Eigenschaften dieses Faktors in Zusammenhang steht.

Die TGFB 1 Werte in der BALF* kdnnen mdglicherweise als Aktivitatskontrolle
in Bezug auf die begleitende Lungenfibrose verwendet werden, wobei ein hoher

TGFB 1 Spiegel fur eine aktive Fibrose steht.



Zusammenfassung 35

6. ZUSAMMENFASSUNG

In meiner retrospektiven Studie nahm ich 219 Patienten mit diffusen
Lungenparenchymerkrankungen auf. Dabei fokussierte ich mich auf 61
Sarkoidose Patienten, wobei ich 41 radiologisch dem Typ | und 20 dem Typ II/IlI
zuordnete, sowie 38 IPF* Patienten und 22 aus einer Kontrollgruppe ohne
interstitielle Lungenkrankheit. Mittels eines Sandwich ELISA*-Tests aus der

BALF* und dem Serum ermittelte ich die jeweiligen TGFB 1 Konzentrationen.

Bei einem Vergleich der Serum TGFB 1 Werte ergaben sich keine
bedeutsamen Unterschiede zwischen den Diagnosegruppen, woraus zu
schliessen ist, dass das Zytokin die Lunge nicht in ausreichender Menge
verlasst. Deshalb ist der TGFB 1 Wert im Serum nicht geeignet, eine
charakterisierende Aussage in Bezug auf interstitielle Lungenkrankheiten zu

treffen.

Bei der Auswertung der TGFB 1 Werte aus der BALF* zeigten sich indessen
signifikante Ergebnisse. In weniger fibrotischen Erkrankungen wie der
Kontrollgruppe ohne ILD* und der Sarkoidose mit dem radiologischen Typ |
waren signifikant niedrigere TGFB 1 Werte vorhanden als bei starker
fibrotischen Erkrankungen wie der IPF* und der Sarkoidose mit dem
radiologischen TYP Il/lll. TGFB 1 hangt also von dem Fibrosierungszustand ab
und ist nicht krankheitsspezifisch, sondern charakterisiert einen fibrotischen

Phanotyp.

Die TGFB 1 Werte in der BALF* und in dem Serum korrelierten nicht signifikant
mit der Lungenfunktion der Patienten.

Bei Vergleichen der TGFB 1 Werte der BALF* mit den Zellzahlen in der IPF*
zeigte sich eine positive Korrelation zu den B-Lymphozyten und den
Polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN*), jedoch eine negative
Korrelation zu den T-Lymphozyten, den Helferzellen und den Makrophagen.
Dies unterstreicht die komplexe Wirkungsweise des Zytokins TGFB 1 bei

fibrosierenden Vorgangen.
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Das Zytokin TGFf 1 eignet sich gut als Angriffspunkt fur eine die Fibrose
hemmende Begleittherapie bei Erkrankungen mit einem stark ausgepragtem
fibrotischen Phanotyp. Ob eine Verminderung bzw. Normalisierung des TGF[ 1
Spiegels in der BALF* mit einer verlangerten Uberlebenszeit oder sogar einer
vollkommenen Heilung einer Erkrankung einhergeht, bleibt jedoch noch offen.
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