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I. Einleitung

1.1 Uberblick Interstitielle Lungenkrankheiten

Interstitielle Lungenerkrankungen sind eher seltene Erkrankungen, die jedoch
oft mit schweren und therapierefraktaren Verlaufen einhergehen. Fir den
Kliniker stellen sie eine groBe Herausforderung dar, da bereits die
Diagnosestellung schwierig ist.

Die Anamnese kann wenig aussagekraftig sein und diagnostische Mittel wie
radiologische Bildgebung und invasive chirurgische Eingriffe missen
ausgeschopft werden. Genaue Richtlinien zur optimalen Behandlung
interstitieller Lungenkrankheiten fehlen oder zeigen eine geringe Ansprechrate.
Aus diesen Grinden und wegen gefahrlicher Nebenwirkungen unter der
Therapie mit Immunsuppressiva werden neue Therapieansatze gesucht. Diese

beziehen sich unter anderem auf neue Erkenntnisse in der Pathogenese.

Im Vordergrund dieser Studie steht die Entwicklung einer Fibrose. Zwei
Krankheiten, die im Endstadium jeweils in einer irreversiblen Lungenfibrose
resultieren und Gegenstand unserer Arbeit wurden sind die idiopathische
Lungenfibrose und die pulmonale Sarkoidose. Nach Klassifikation durch die
American Thoracic Society ordnet man sie den diffusen parenchymatdsen
Lungenkrankheiten zu (DPLD, Abb.1).
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Abb.1 Diffuse Parenchymatése Lungenkrankheiten, modifiziert nach (4)

1.2 ldiopathische Lungenfibrose

Die idiopathische Lungenfibrose (IPF) gehért zum Formenkreis der
idiopathischen interstitiellen Pneumonien. Sie ist auf die Lunge beschrankt und
wird histologisch durch den Typ UIP (usual interstitial pneumonia) definiert (3).
Nach neuester Klassifikation der American Thoracic Society und European
Respiratory Society im Jahre 2001 (4) bildet die IPF (syn. UIP oder CFA-
cryptogenic fibrosing alveolitis) eine eigenstandige Krankheitsgruppe. Dem
gegenuber stehen die idiopathischen interstitiellen Pneumonien anderer
Ursache (siehe Abb.1). Diese schlieBen die nonspecific interstitial pneumonia
(NSIP), cryptogenic organizing pneumonia (COP), acute interstitial pneumonia
(AIP), desquamative interstitial pneumonia (DIP), lymphocytic interstitial
pneumonia (LIP) und respiratory bronchiolitis-associated interstitial lung disease
(RB-ILD) ein. Trotz intensiver Forschungsarbeit ist die Ursache der IPF noch

immer unbekannt.



Die Pravalenz der IPF liegt bei 6-14,6 /100.000 (4). Die Erkrankten sind meist
alter als 50 Jahre, etwas héaufiger sind Méanner betroffen (44,26). Das
Initialsymptom ist eine langsam fortschreitende Dyspnoe, oft kommt ein
unproduktiver Husten hinzu. In der Lungenfunktionsanalyse sind eine reduzierte
totale Lungenkapazitat (TLC) und Vitalkapazitat (VC), ein reduzierter arterieller
Sauerstoffpartialdruck (pO2) und Diffusionskoeffizient fiir Kohlenmonoxid (DCO)
typisch. Eine restriktive Ventilationsstérung mit Diffusionsstérung pragt
dementsprechend das Bild. Der Verlauf ist durch ein allm&hliches Fortschreiten
der Erkrankung charakterisiert. Die Patienten versterben an respiratorischer
Insuffizienz, komplizierten  pulmonalen Infekten oder Folgen der
Rechtsherzinsuffizienz. Die mittlere Uberlebenszeit der Erkrankten betragt im
Durchschnitt 2,5 bis 3,5 Jahre nach Diagnosestellung (3,38). Die Mortalitatsrate
liegt bei 68% (27).

Die Diagnosestellung sowohl der IPF, als auch der Sarkoidose, erfordert eine
interdisziplinare Zusammenarbeit von Pulmologen, Radiologen und Pathologen.
In einer ausfihrlichen Anamneseerhebung muss nach Auslésern wie
inhalativen Noxen, Medikamenten, ionisierenden Strahlen,
Autoimmunerkrankungen und Mikroorganismen gefahndet werden, um
Differentialdiagnosen auszuschlieBen. Es folgen eine klinische Untersuchung,
Lungenfunktionsanalysen, Bronchoskopie sowie eine radiologische Bildgebung
(R6-Thorax, HR-CT). Dabei wird die Bronchoskopie vor allem zum Ausschluss
einer Sarkoidose benétigt.

Im Roéntgenbild der idiopathischen Lungenfibrose sind peripher typische streifig-
retikulare  Zeichnungen, im Endstadium basal gelegene zystische
Veranderungen als Ausdruck einer Wabenlunge zu sehen (Abb.2). Im Verlauf
schrumpft die Lunge und das Zwerchfell tritt héher. Charakteristisch fur
Computertomographieaufnahmen sind Bronchiektasien, Zysten und die
ungleichméaBige Verteilung der Fibrose, die vor allem basal und peripher zu
sehen ist (Abb.3). Wenn keine Kontraindikationen vorliegen, sollte eine
chirurgische Lungenbiopsie, zum Beispiel wahrend einer videoassistierten
Thorakoskopie, gewonnen werden. Obwohl eine groBBe Anzahl von Diagnosen
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ohne Lungenbiopsie gestellt werden kann, ist eine definitive Diagnose nur
mithilfe der Biopsie mdglich (4).

Abb.2: Rontgen-Thoraxaufnahme eines Abb.3: Irreversible Lungenfibrose im Thorax-
Patienten mit IPF CT

zu Abb.2/3: Hans-Holger Jend, update 10.08.2008, ,Die Lunge im Netz‘, Sammlung

fibrosierender Lungenkrankheiten, entnommen am 15.10.2008 aus

http://www.mevis-research.de/~hhj/Lunge/SammIFibFr.html

Histopathologische Merkmale einer UIP sind unregelmaBig verteilte
Veranderungen im Interstitium, bestehend aus Fibrose, milder
Entziindungsreaktion, Zysten (Wabenlunge) und normalem Gewebe (27).
Schon bei schwacher VergréBerung kann man diese histologischen
Variationen, typisch fur UIP, erkennen. Die vermehrte Kollagenablagerung fiihrt
zu einer Verdickung der Alveolarsepten mit Narbenbildung. Die vergréBerten
Alveolen werden umsaumt von Bronchialepithel, Lymphozyten, Plasmazellen
und hyperplastischen Typ IlI- Pneumozyten. Sie sind meist mit eingedicktem
Muzin gefillt. Typisch fir eine UIP sind auBerdem sogenannte Fibroblast- Foci
(Abb.4). Dies sind Ansammlungen von aktiv proliferierenden Myofibroblasten
und Fibroblasten (13). Sie repréasentieren Zonen mit aktiver Fibrose im
Gegensatz zu den Zonen mit alten inaktiven Kollagenablagerungen. Fibroblast-

Foci kommen in entzlindeten, fibrotischen und zystischen Arealen vor. Obwohl



sie nicht pathognomonisch fir die UIP sind, ist ihr histologischer Nachweis fir

die Diagnosestellung essentiell (27).

Abb.4: Histopathologisches Praparat einer UIP mit charakteristischen Fibroblast- Foci,

entnommen aus (26)

Ein Problem in der Behandlung der interstitiellen Lungenerkrankungen sind
fehlende Richtlinien. Momentaner Goldstandard der Therapie von IPF ist der
Einsatz von Kortikosteroiden. Der richtige Zeitpunkt des Therapiebeginns, die
Dosis und die Dauer einer Therapie mit Kortikosteroiden muss jedoch
individuell herausgefunden werden und stellt sicherlich fir viele Pulmologen
eine Herausforderung dar. Trotz geringer Ansprechraten von 15-30% bei IPF
empfehlen die meisten Fachéarzte eine Behandlung der IPF gleich nach
Diagnosesicherung (2). Von einem Nicht-Ansprechen auf die Kortison-
behandlung spricht man bei fehlender Verbesserung nach drei Monaten (7). Da
dies eine Verbesserung der Symptome auch unter langerer Therapiedauer
unwahrscheinlich macht, wird eine Umstellung auf andere Immunsuppressiva
empfohlen. Besonders Azathioprin oder Cyclophosphamid werden in
Kombination mit Kortison oder allein verabreicht. Auch sie heilen die
Krankheiten nicht aus, kénnen aber unter anderem eine Dosiseinsparung von

Prednisolon bewirken. Ultima ratio ist die Lungentransplantation.



1.3 Sarkoidose

Die Sarkoidose ist eine systemische granulomatése Erkrankung unbekannter
Ursache, die vorwiegend die Lunge und das lymphatische System des
Menschen betrifft.

Im Gegensatz zur Lungenfibrose erkranken an Sarkoidose meist Menschen
unter 40 Jahren, mit einem Anstieg unter den 20-29 Jahrigen (9). Die Pravalenz
wird auf 1- 40 Félle pro 100.000 geschatzt, wobei das weibliche Geschlecht
etwas haufiger erkrankt (2). Regionale Unterschiede und Rassenunterschiede
sind berichtet worden. So scheinen Skandinavier, Iren und die schwarze
Bevolkerung in den USA am meisten betroffen zu sein (22). Obwohl die
Sarkoidose eine systemische Erkrankung ist, duBert sie sich zu 90 % mit
Symptomen, die die Lunge betreffen ((9), pulmonale Sarkoidose). Dabei kommt
es zu einer restriktiven und obstruktiven Ventilationsstérung. Haufig wird Gber
Dyspnoe, trockenen Husten und retrosternalen Brustschmerz geklagt.
Unspezifische Symptome wie subfebrile Temperaturen, Gewichtsverlust und
Schwéche kdénnen hinzukommen. Extrapulmonale Manifestationen betreffen
unter anderem das Lymphsystem, Herz, Leber, Haut mit Erythema nodosum,
Augen und das Nervensystem. Der Verlauf der Sarkoidose ist unterschiedlich.
Er variiert von selbst-limitierend, chronisch bis progressiv, kann auf ein Organ
begrenzt sein oder multisystemisch auftreten. Die Gesamtmortalitat betragt 1-5
% (9).

Die Sarkoidose (syn. Morbus Boeck, Lymphogranulomatosis benigna) wird oft
zuféllig im Rahmen einer Routine- Réntgenuntersuchung entdeckt (Abb.5).
Anhand des Rontgen- Thorax kann man die pulmonale Sarkoidose in
Réntgentypen einteilen. Typ 1 zeigt neben einer mediastinalen oder bilateral
hiliaren Lymphadenopathie keine Infiltrate der Lunge. Im Typ 2 weisen die
Patienten eine Lymphadenopathie, im Typ 3 Infiltrate der Lunge auf. Typ 4 wird
definiert durch eine pulmonale Infiltration oder Fibrose ohne Adenopathie. Das

Endstadium einer Sarkoidose kann dem Bild einer Lungenfibrose &hneln.
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Abb. 5: Das Réntgenbild zeigt eine bihilare Lymphadenopathie, die héaufig im Rahmen einer
Routineuntersuchung auffallt (Sarkoidose Réntgentyp 1).

Hans-Holger Jend, update 10.08.2008, ,Die Lunge im Netz‘, Sammlung fibrosierender
Lungenkrankheiten, entnommen am 15.10.2008 aus

http://www.mevis-research.de/~hhj/Lunge/SammIFibFr.html

Bei Verdacht auf das Vorliegen einer Sarkoidose, oder um diese
auszuschlieBen, wird oftmals eine Bronchoskopie mit Entnahme von
bronchoalveolarer Lavage-Flissigkeit (BALF) durchgefiihrt und eine Biopsie
endo- oder transbronchial entnommen. Die Verdachtsdiagnose wird dann
bestatigt, wenn nichtverkdsende Granulome, vor allem im Interstitium,
nachgewiesen werden (siche Abb.6). Diese Granulome bestehen aus
hochdifferenzierten mononukledren Epitheloid- und Riesenzellen, Makrophagen
und Lymphozyten (meistens CD4'T-Zellen; (2)). Abgesehen von den
perigranulomatésen Alveolarsepten, die von Lymphozyten und Fibroblasten
infiltriert sind, sind die Alveolarsepten im Wesentlichen unverandert. Zu Beginn
der Erkrankung besteht wahrscheinlich eine Entziindung (Alveolitis, (36)).
Danach folgt die Entstehung von Granulomen. Im Endstadium findet man
fibrotische und zystische Veranderungen als Ausdruck einer Parenchymfibrose
und Wabenlunge.



Abb. 6: Histopathologisches Praparat einer Sarkoidose. Dargestellt ist ein nicht-verkdsendes
Granulom, entnommen aus (11).

Die Behandlung der pulmonalen Sarkoidose scheint in einigen Fallen nicht
angemessen: Im Stadium 1 der Sarkoidose ist die Wahrscheinlichkeit fur eine
Spontanremission relativ hoch (60-90%). Deshalb sollte Kortison erst einmal
nicht eingesetzt werden (11). Auch Patienten im Endstadium mit Fibrose ohne
Entziindungsaktivitat sollten nicht therapiert werden, da das Risiko-Nutzen-
Verhéltnis gering ist (31).

SchlieBlich ist die Mehrheit der Puimologen der Meinung, dass symptomatische
Patienten in fortgeschrittenem Stadium behandelt werden sollten (2). In Studien
von 1986 (Turner-Warwick et al, (43)) und 1967 (James et al, (23)) variieren die
objektiven Ansprechraten auf Kortison von 60-100%, wobei der Anteil an
Personen im Anfangsstadium und eine damit verbundene erhohte
Remissionsrate unklar ist. Nach Weglassen der Therapie erleiden tber 75% der
chronisch Erkrankten einen Ruckfall (25). Diese Feststellung fuhrt zu
kontroversen Ansichten Uber eine Langzeittherapie mit Kortikosteroiden. Es ist
also unklar, in wieweit Kortison das Fortschreiten der Erkrankung verhindern
kann. Erganzend zu Steroiden kénnen weitere Immunsuppressiva eingesetzt

werden. Die Ultima Ratio im Endstadium bleibt eine Lungentransplantation.



1.4 Probleme des Managements

Das Management beider Krankheiten kdénnte einerseits verbessert werden,
wenn es bestimmte Marker gébe, die eine schnellere Diagnosestellung
bewirken. Damit kénnten die Krankheiten eher entdeckt und somit eher
behandelt werden. Des Weiteren ist es noch nicht méglich, einzuschéatzen, bei
welchen Personen die Sarkoidose selbstlimitierend ist und bei welchen sie
chronisch progredient fortschreitet. Demzufolge werden Marker gesucht, die
helfen, den Verlauf der Krankheit vorherzusagen. Patienten, die auf eine
immunsuppressive Therapie ansprechen, muissten von jenen unterschieden
werden koénnen, bei denen die Behandlung nur zuséatzliche Risiken mit sich
bringt. Indem auf der einen Seite Patienten rechtzeitig und ausreichend mit
Immunsuppressiva behandelt werden und auf der anderen Seite Non-
Responder von einer doch durchaus aggressiven Therapie verschont bleiben,
kénnte die Lebensqualitat der Betroffenen verbessert werden.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine immunsuppressive Behandlung
der idiopathischen Lungenfibrose und progressiven pulmonalen Sarkoidose
nutzlich sein kann, die Ansprechraten auf Kortison aber nicht befriedigend sind.
Dies ist ein Grund flr die Suche nach neuen Therapieanséatzen, die sich unter
anderem auf neueste Erkenntnisse in der Fibrogenese beziehen.

Bisherige Uberlegungen zur Pathophysiologie erklarten die Lungenfibrose als
Folge einer chronischen Entziindungsreaktion mit vermehrter
Kollagenproduktion und -ablagerung an den Alveolarsepten und im Interstitium
(38). Die ursachlich postulierte Inflammation des Lungengewebes ist bei der
idiopathischen Form jedoch nur schwach ausgepragt und auch bei der
Sarkoidose kein typisches histologisches Kriterium. Auch die Tatsache, dass
die Ansprechraten auf Immunsuppressiva sehr gering sind, war entscheidend

fur die Aufstellung einer neuen Hypothese.



1.5 Neue Erkenntnisse in der Pathogenese der Lungenfibrose

Die Forschung beschéftigt sich seit einiger Zeit mit bestimmten zellularen
Signalstoffen. Diese Botenstoffe regulieren netzwerkartig die interzellulare
Kommunikation. Sie haben Einfluss auf Proliferation und Funktion von
benachbarten Zellen. In der Lunge fungieren sie als Mediatoren zwischen
Epithel und den beweglichen Zellen, wie beispielsweise Entzindungszellen und
Fibroblasten. Zu diesen Botenstoffen gehdéren neben Interleukinen,
Tumornekrosefaktor- alpha (TNF-o), Interferon- gamma (IFN-y), Granulozyten-
Monozyten- Koloniestimulierender Faktor (GM-CSF), Transforming-growth-
factor (TGF-B), Platelet-deriving-growth-factor (PDGF) auch  Matrix
Metalloproteinasen (32).

Letztgenannten wurde vielfach eine Beteiligung an der Pathogenese
fibrosierender Krankheiten zugeschrieben. Unter den Lungenkrankheiten
wurden Matrix Metalloproteasen bereits in Zusammenhang mit der Entstehung
von idiopathischen interstitiellen Lungenkrankheiten, chronisch obstruktiven
Lungenerkrankungen (COPD), Asthma bronchiale, Tumoren, Metastasen,
zystischer Fibrose und infektiéser Pneumonie gebracht. Gonzales et al.
beschrieben erstmals 2001 eine Beteiligung dieser Proteasen auch an kardialer
und pulmonaler Sarkoidose (17). Uber die Bedeutung der Metalloproteasen ist
man sich jedoch zum jetzigen Zeitpunkt noch unklar. Es bleibt zu klaren, ob sie
ursdchlich fir die Krankheitsentstehung sind oder im Verlauf eines
Krankheitsprozesses (sekundar) auftreten.

Matrix Metalloproteinasen (MMPs) sind eine Familie von mindestens 24
zinkabhangigen Proteasen. Aktuell sind im Menschen 24, in Mausen 25
unterschiedliche MMPs entdeckt worden. Sie besitzen die Fahigkeit,
extrazellulare Matrix (ECM) abzubauen, wobei verschiedene MMPs
unterschiedliche Substratspezifititen besitzen. Sie werden in sechs Gruppen
eingeteilt. Dazu gehéren: Kollagenasen (MMP-1, -8, -13), Stromelysine (MMP-
3, -10, -11), Matrilysine (MMP-7), Membrantyp- MMPs (MT1-MMP, MT2-MMP,
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usw.), Elastasen (MMP-12), Gelatinase A (MMP-2) und Gelatinase B (MMP-9)
(33). Freigesetzt als Proenzyme kénnen sie in vivo via Enzymkaskade aktiviert
werden. Sie werden unter anderem von spezifischen Inhibitoren (TIMPs =
tissue inhibitor of matrix metalloproteinases) gehemmt.

In den vergangenen Jahren konnten mehrere Studien zeigen, dass Matrix
Metalloproteinasen und deren spezifische Inhibitoren an dem Gewebsumbau
(Remodeling) bei idiopathischer Lungenfibrose mafBgeblich beteiligt sind
(19,14,41,20). Entgegen der frlheren Auffassung, dass eine chronische
Entziindung am Anfang der Ausbildung einer Fibrose steht, scheinen nach
neuesten Erkenntnissen Kommunikationsstérungen zwischen Epithel und
Fibroblasten vordergriindig zu sein. Aufgrund von noch unbekannten Auslésern
werden die epithelialen Basalmembranen in der Lunge geschéadigt (15). Eine
daraufhin stattfindende fokale Fibroblastenproliferation fuhrt zu einer
vermehrten Produktion und Deposition von extrazellularer Matrix (41). Das
Missverhéltnis von Matrixaufbau und Matrixabbau ist ein bedeutender Faktor in
der Pathogenese der IPF. Es kann durch Wirkung und Dysregulation von
erwéhnten Proteasen und Inhibitoren verursacht sein und ist Gegenstand dieser

Studienarbeit.

1.6 MMP-9 und TIMP-1

In unserer Studie untersuchten wir die humane Matrix Metalloproteinase-9 und
deren spezifischen Inhibitor TIMP-1. MMP-9 ist eine Kollagenase mit einem
Molekulargewicht von 92 kD (auch Gelatinase B genannt). Da
Basalmembranen eine Form von extrazellularer Matrix darstellen und vor allem
aus Kollagen Typ IV bestehen, ist fir das Verstandnis der Pathogenese vor
allem diese Kollagenase von Relevanz. Die katalytische Aktivitat richtet sich
gegen extrazellulare Matrixbestandteile einschlieBlich denaturiertes Kollagen
(Gelatin), Typ IV-, V- und IX- Kollagen, Elastin und andere Bestandteile von
11



Basalmembranen (45). MMP-9 wird wahrend der Reifung im Knochenmark von
Neutrophilen synthetisiert und in Granula gespeichert. Neutrophile sezernieren
MMP-9 entweder allein, oder in Verbindung mit Lipocalin (5). Wahrend es die
Wirkung von benachbarten Zellen und Botenstoffen modifiziert, kann es
gleichzeitig wiederum von jenen Zellen beeinflusst werden. So kann Interleukin-
8 Neutrophile stimulieren, gespeichertes MMP-9 freizusetzen (42). Durch
Wirkung proinflammatorischer Typ | Zytokine wie TNF-o. und Interleukin-1p3,
kann die Produktion zuséatzlich in anderen Zellen einsetzen (37,48). In vivo wird
MMP-9 meistens als Proenzym freigesetzt und mittels Enzymkaskade aktiviert.
Dabei gehen etwa 10-20 kDa des Molekulargewichts verloren, was auf die
Abspaltung der Prodoméne zurlckzufiihren ist. Diese Prodoméne kann von
MMP-3, MMP-2 oder MMP-1 gespalten werden (34), wobei MMP-3 der
effektivste Aktivator sein soll (16). Der starkste zirkulierende Inhibitor von MMP-
9 ist ap-Makroglobulin. Eine weitere extrazellulare Kontrolle tGber die MMP-9-
Aktivitdt wird durch eine spezielle Familie von Inhibitoren geleistet, die tissue
inhibitors of metalloproteinases (TIMPs). Zur Zeit sind vier Subtypen
beschrieben worden: TIMP-1, -2, -3, und —4. Zwar haben alle TIMPs eine
Affinitat zu MMP-9, meistens wird jedoch MMP-9 von Zellen in einem
nonkovalentem Komplex mit TIMP-1 sezerniert (5). AuBer an TIMP-1
gebunden, kann es als latentes Enzym, als aktiviertes Enzym, an Lipocalin
gebunden, oder als Homodimer vorkommen.

Normalerweise werden Metalloproteinasen-9 in der gesunden Lunge nicht von
lokalen Zellen produziert. Studien konnten jedoch zeigen, dass unter
bestimmten Umstanden viele Zellen der Lunge diese Signalstoffe exprimieren
kénnen. Dazu gehéren Bronchialepithelzellen, Clarazellen, Alveolarzellen Typ
Il, Fibroblasten, Makrophagen, Leukozyten, Mastzellen, Lymphozyten und
Eosinophile (5). So vielfaltig wie die Substrate fir die Protease sind, so
verschieden sind auch die Wirkungen. Neben der Spaltung von
Basalmembranen kann es die kollagenolytische Aktivitat von MMP-13 (12) und
Fibroblasten in Kollagengels (50) erh6hen. Durch Spaltung von IL-8 potenziert
es die chemotaktische Wirkung von IL-8 auf Neutrophile um das zehnfache
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(42). Indem es a4-Antitrypsin degradiert, schitzt es die Neutrophilen Elastase-
Aktivitat (30).

1.7 Ziel der Studie

Wéhrend sich ein GrofBteil der bisherigen Arbeiten mit der Expression von
MMPs und ihrer Wirkung auf zellularer Ebene beschéftigten, wollten wir die
Bedeutung von MMP-9 und deren spezifischen Inhibitor TIMP-1 fiir den
klinischen Alltag herausfinden.

Da die Entnahme von bronchoalveolarer Lavage fir den Pulmologen ein
routiniertes Verfahren ist und in vielen Féllen im Prozess der Abklarung von
Symptomen einer Lungenerkrankung durchgefliihrt wird, verwendeten wir als
Untersuchungsmedium die BALF. Sie kann auBerdem die Veranderungen, die
am Ort des Geschehens, also in der Lunge stattfinden, besser widerspiegeln,
als das Serum als Medium.

Ziel unserer Arbeit war es, Konzentrationen von MMP-9 und TIMP-1 in der
BALF von Patienten mit IPF und Sarkoidose sowie Gesunden zu messen und
Unterschiede herauszuarbeiten.

Wir wollten klaren, ob die Bestimmung der Proteasen eine klinische Relevanz
hat, indem wir Korrelationen zu diagnostischen Parametern, wie zum Beispiel

Lungenfunktionswerten, untersuchten.
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Il. Material und Methoden

2.1 Studienpopulation

An der Medizinischen Klinik der Universitdt Wdurzburg, Schwerpunkt
Pneumologie, untersuchten wir 115 Patienten, die sich im Zeitraum von Marz
1999 bis April 2004 zur Abklarung von Symptomen einer Lungenerkrankung
einer diagnostischen Bronchoskopie mit bronchoalveolarer Lavage (BAL)
unterzogen hatten. Alle Patienten gaben in Anwesenheit mehrerer Zeugen bei
der taglichen Visite ihr Einverstéandnis.

Folgende Einteilung in Diagnosegruppen wurde vorgenommen:

IPE

Die IPF-UIP Gruppe bestand aus 32 Patienten, 18 Manner und 14 Frauen,
deren Durchschnittsalter 61 Jahre betrug. Die Diagnose, in allen Fallen die
Erstdiagnose, wurde aufgrund von Kiinik, Lungenfunktionsanalysen, Réntgen-
Thorax und HR-CT, BALF-Parametern, sowie histopathologischen Kriterien
gestellt. Es musste in der Lungenbiopsie, die transbronchial oder durch
videoassistierte Thorakoskopie gewonnen wurde, eine fur die UIP
charakteristische Histologie nach Katzenstein und Myers vorliegen. Infektiése
Ausléser konnten durch mikrobiologische Untersuchungen ausgeschlossen
werden. Keiner der Patienten erhielt zum Zeitpunkt der Biopsie Steroide oder
andere Immunsuppressiva. Jeder Erkrankite bekam fir die ersten sechs
Wochen ein Steroid (Prednisolon 1mg/kgKG/d) verabreicht. Daraufhin folgte
eine Reevaluation mit Réntgen-Thoraxubersicht und Lungenfunktionsprifung.
Bei Ansprechen auf Kortison wurde dieses langsam reduziert und parallel dazu
Azathioprin (Imurek®, 2-3 mg/ kgKG/ d) tber 18 Monate verabreicht. Bei
14



Nichtansprechen auf Kortison therapierte man mit Cyclophosphamidsté3en

(Endoxan i.v.) einmal monatlich in steigender Dosis.

Sarkoidose

Die Sarkoidose- Gruppe setzte sich aus 60 zum Zeitpunkt der Bronchoskopie
unbehandelten Patienten zusammen. Darunter befanden sich 30 Manner und
30 Frauen. Das Alter der Erkrankten variierte von 21 bis 75 Jahre, im
Durchschnitt 47 Jahre. Die Diagnose wurde auf Basis typischer klinischer,
radiologischer und histologischer Kriterien gestellt. Bei Indikationsstellung fiihrte
man eine transbronchiale Lungenbiopsie, in finf Fallen zusatzlich eine
videoassistierte Thorakoskopie durch. In der BAL fanden sich meist erhéhte
CD4/CD8 T-Lymphozytenraten sowie im Serum erhdhte ACE- Spiegel.
Charakteristische Befunde im HR-CT unterstitzten die Diagnose. Dabei
unterteilten wir in drei prognostisch unterschiedliche Gruppen, &hnlich der
bekannten Einteilung in Réntgentypen 1, 2+3 und 4. Die Therapie erfolgte mit
Glucokortikoiden (1mg/kgKG/d).

Sarkoidose-Gruppe 1

40 Personen, darunter 18 mannliche, bildeten die Sarkoidose-Gruppe 1 und
zeigten neben einer mediastinalen oder bihiliaren Lymphadenopathie im HR-CT
keine Infiltrate der Lunge (Rontgentyp 1). Das Durchschnittsalter betrug 45

Jahre.

Sarkoidose-Gruppe 2

Die Gruppe 2 bestand aus 14 Patienten - neun Manner und flnf Frauen - die
radiologisch eine Lymphadenopathie und Infiltrate der Lunge, jedoch keine
Zeichen einer Fibrose aufwiesen (Roéntgentypen 2+3). Im Durchschnitt waren
sie 46 Jahre alt.

Sarkoidose-Gruppe 3
15



Nur sechs Personen, drei davon ménnlich, hatten zum Zeitpunkt der
Bronchoskopie den Réntgentyp 4 mit einer pulmonalen Infiltration oder Fibrose
ohne Adenopathie erreicht. Sie bildeten die Sarkoidose- Gruppe 3. Das mittlere
Alter der Betroffenen lag bei 60 Jahren. Aufgrund der geringen Fallzahl in

dieser Gruppe haben wir nachfolgend die Gruppe 2 und 3 zusammengefasst.

Kontrollgruppe

In die Studie eingeschlossen wurden 23 Personen, bei denen sich der Verdacht
auf eine interstitielle Lungenerkrankung nach Durchfiihrung der Bronchoskopie
und Beurteilung der BALF und Biopsie nicht bestétigen konnte. Diese Patienten
werteten wir als Kontrollpersonen, da Daten von gesunden Personen aus
ethischen Griinden nicht verfligbar waren. Unter ihnen waren 16 Manner und
sieben Frauen. Sie waren im Durchschnitt 52 Jahre alt. Folgende Erkrankungen
wurden diagnostiziert: chronisches Asthma bronchiale, Tuberkulose, Cor
pulmonale, respiratorische Globalinsuffizienz, Lymphknotengranulomatose,
unklare Autoimmunerkrankung. Personen mit tumordsen Erkrankungen wie
Bronchialkarzinom, Pleuramesotheliom, Lymphangiosis carcinomatosa oder

Lymphom wurden ausgeschlossen.

In Tabelle 1 sind demografische Daten zusammengetragen.

IPF_ Sarkoidose 1 Sarkoidose 2  Sarkoidose 3~ Kontrolle|

Patienten (n) 32 40 14 6 23

Alter 61+2 45+ 2 46+ 3 60+7 52+3

Geschlecht 18: 14 18:22 9:5 3:3 16:7
m:w

Ro6- Typen 1 2+3 4

Tab. 1

! nachfolgend werden beide Gruppen zusammengefasst
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2.2. Lungenfunktionsanalysen

Lungenfunktionsprifungen wurden mit einem Ganzk&rperplethysmographen,
einem Pneumotachographen, CO2- und O2-Analysegerdten und einem
Blutgasanalysegerat meist am Vortag der Bronchoskopie in der Ambulanz der
Universitatsklinik durchgefihrt. Patienten mit IPF und Sarkoidose im
Réntgentyp 2+3 und 4 blieben im Follow- up. Bei diesen flihrte man regelmaBig
Kontrolluntersuchungen durch. Lungenfunktionsanalysen 1 und 2 Jahre (+ 4
Monate) nach Diagnosestellung konnten dann, wenn vorhanden, zur Bewertung
des Krankheitsverlaufs herangezogen werden. Einige Patienten waren nicht
mehr in universitdrer Behandlung. In diesem Falle kontaktierten wir den
weiterbehandelnden Facharzt. Es wurden demzufolge Lungenfunktions-
analysen unterschiedlicher Geratehersteller verwendet. Als aussagekraftigste
Parameter einer interstitiellen Lungenerkrankung wie der IPF und Sarkoidose
erschienen uns vor allem die Vitalkapazitat (VC), die totale Lungenkapazitat
(TLC), die Diffusionskapazitdt fir Kohlenmonoxid (DCO) und der partiale
Sauerstoffdruck (PO,). Angaben wurden in Absolutwerten und in Prozent (%)
des patientenbezogenen Sollwertes gemacht, um eine interindividuelle
Vergleichbarkeit zu ermdglichen. Nicht immer lagen bei den Patienten alle
Messparameter vor. Die Anzahl der Patienten, bei denen der untersuchte Wert

vorhanden war, ist mit (n) angegeben.

2.3 Bronchoalveolare Lavage

Die Bronchoskopie mit BAL flihte man in der Pneumologie der

Universitatsklinik Wurzburg standardméasig durch.

Am Abend erhielt der Patient ein langwirksames Diazepam-Praparat. 0,5 mg

Atropinsulfat und 7,5 mg Hydrocodon- HCI (Dicodid) als Antitussivum wurden
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am Morgen vor der Untersuchung gespritzt. Bei Bedarf verabreichte man 5- 10
mg Midazolam i.v. Nach Anéasthesie des Rachens bis zu den Plicae Vocales mit
4%iger und der Trachea mit 1%iger Lidocainlésung fihrte der untersuchende
Arzt einen Tubus (Woodbridge 8,5) (ber das flexible Bronchoskop (BF,
Olympus Co. Hamburg) in den rechten Mittellappenbronchus ein. Nach einer
Routine-Inspektion okkludierte man diesen zunéchst, spllte ihn mit 40 ml
Aliquot einer 37 C warmen, sterilen 0,9%igen Natri umchloridldsung und saugte
eine erste Portion BAL FlUssigkeit mit einem Druck von maximal —0,4 mbar in
ein Polypropylen-Tube. Dieses Gefal3 stand in Eiswasser und enthielt einen
Gazefilter (zwei Lagen sterile Verbandsgaze). Nachdem die erste Portion
verworfen wurde, spllte man vier- bis finfmal mit 40 ml Natriumchloridlésung,
um ein Aspirationsvolumen von mindestens 120 ml zu gewinnen. Eine
transbronchiale Biopsie wurde anschlieBend vorgenommen. Die BALF wurde
auf 4° Celsius heruntergekuhlt und noch am selben T ag verarbeitet. Fir die
Zellzdhlung, in die nur Entziindungszellen, keine Erythrozyten und
Epithelzellen, eingingen, wurden 20 ul Lavageflussigkeit in eine Fuchs-
Rosenthalkammer gefullt und ausgezéhlt. Es folgten eine Vitalitdtsprifung und
Epithelienzahlung. Fiir Zytokin-, EiweiB- und Lysozymmessungen wurde die
Flussigkeit bei 4C und 1350 U/min fir 10 Minuten z entrifugiert, der Uberstand
abpipettiert und in 1 ml Aliquots bei —80C tiefgef roren.

2.4 ELISA

Konzentrationen an humanem MMP-9 und TIMP-1 in BALF wurden mittels
kommerzieller ELISAs (Quantikine®, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA)
gemessen. Die Untersuchungsmethode benutzt die quantitative Sandwich-
Enzym-Immunoassay-Technik, bei der ein monoklonaler Antikdrper, der

spezifisch flr das zu messende Zytokin ist, auf einer Mikrotiterplatte haftet.
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Da ein Mol MMP-9 von einem Mol TIMP-1 (1:1) nicht- kovalent gebunden wird,
wurden die Konzentrationen der Zytokine in unserer Arbeit in nmol/pl

angegeben.

humanes MMP-9

Der verwendete ELISA erkannte rekombinantes und aktives humanes MMP-9.
Die Nachweisgrenze fur MMP-9 wurde durch den Hersteller mit 0,156 ng/ml
angegeben. Fir die Durchfihrung der Immunoassays wurden BAL- Proben
unmittelbar vor Gebrauch bei Raumtemperatur aufgetaut und Gefrierkristalle
aufgelést. Fast immer mussten die Proben in Calibrator Diluent verdinnt
werden, da erste Ergebnisse auBerhalb des Messbereichs lagen. Folgende
Verdiinnungen wurden angefertigt: 1:10; 1:20; 1:50.

Wir legten bei jeder Messung Standardeichkurven an. Dazu wurde eine
Verdinnungsreihe mit rekombinantem MMP-9 hergestellt. Der hochste
Standardwert lag bei 20 ng/ml, als Nullstandard diente Calibrator Diluent. In die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurde 100 pl Assay Diluent vorgelegt. Dann
pipettierte man 100 ul der Proben, des Nullstandards und der
Standardverdinnungsreihe dazu, jeweils im Doppel. Nach einer Inkubationszeit
von zwei Stunden wurde das in dem untersuchten Material vorhandene MMP-9
von seinen wandstandigen Antikdrpern gebunden. Vier Waschvorgange
entfernten nichtgebundene Substanzen. Im Anschluss gaben wir 200 ul eines
polyklonalen Antikérpers hinzu. Nach einer Stunde Inkubation bindete dieser an
das zuvor immobilisierte MMP-9. Waschvorgénge wurden erneut vorgenommen
und eine Substratlésung zugefiigt, die eine Farbreaktion bewirkte. Nach Zugabe
von Stoplésung konnten wir die optische Dichte bei 450 nm messen (ELISA-
Reader, Fa. Behring, Mannheim). Die ermittelten Extinktionswerte der
Standardproben trugen wir auf logarithmischem Papier Uber den
entsprechenden Konzentrationen auf und zeichneten eine Standardkurve als
Ausgleichsgerade ein. Die Extinktion verhielt sich proportional zu dem Gehalt
an MMP-9. Die Mittelwerte aus den Doppelbestimmungen wurden berechnet
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und mit Hilfe der Standardeichkurve die Konzentration an MMP-9 in den Proben
ermittelt. Zum Schluss wurden die Ergebnisse mit den jeweiligen

Verdinnungsfaktoren multipliziert.

humanes TIMP-1

Die minimal nachweisbare Konzentration von TIMP-1 lag laut Herstellerangabe
bei 0,08 ng/ml. Die Vorbereitung des ELISA beinhaltete unter anderem das
Auftauen der BAL- Proben sowie eine Verdinnung mit Calibrator Diluent um
den Faktor 10 oder 20. Eine TIMP-1 Standardlésung wurde angefertigt und mit
Hilfe dieser eine Standardverdinnungsreihe von 10 ng/ml bis 0 ng/ml
hergestellt. Wir pipettierten 100ul Assay Diluent RD1X und je zweimal 50 pul des
Standards und der BAL- Probe in die Mikrotiterplatte. Nach zweistlindiger
Inkubation wurde die Platte dreimal mit einem Waschpuffer ausgewaschen. 200
ul einer Konjugatlésung, die einen polyklonalen Antikérper gegen TIMP-1
enthielt, wurde hinzugegeben und wiederum eine Stunde vor Licht geschitzt
inkubiert. Danach erfolgten drei Waschvorgange. Eine anschlieBend
aufgetragene Substratlésung reagierte mit den vorhandenen TIMP-1
Komplexen. Nach 30 Minuten Inkubation musste eine Stoplésung pipettiert und
sofort die optische Dichte bei 450 nm mittels ELISA- Readers abgelesen
werden. Dies war mit Hilfe der graphischen Erstellung einer Standardeichkurve
mdglich. Von den Doppelbestimmungen wurden die Mittelwerte gebildet und die

Endkonzentrationen unter Einbeziehung der Verdiinnungsfaktoren berechnet.

20



2.5 Evaluation der Krankenblatter

Wichtige Informationen flr die Studie erbrachte die Aufarbeitung der
Krankenblatter. Parameter, wie zum Beispiel Alter, Geschlecht, Rauchverhalten
sowie Nebendiagnosen der Patienten, wurden herausgearbeitet. Klinische,
histologische und radiologische Befunde wurden gesammelt und dienten als
Basis fur die Gruppeneinteilung der Patienten. Einige Patienten erschienen
nach Diagnosestellung nicht mehr in der Uniklinik und wurden von
niedergelassenen Pulmologen weiterbetreut. Hierzu gab die Patientenakte
Aufschluss. Durch Kontaktaufnahme mit dem weiterbehandelndem Allgemein-
oder Lungenfacharzt konnten wir Lungenfunktionsparameter auch ein und zwei

Jahre nach Diagnosestellung gewinnen.

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte auf einem PC mithilfe der
Datenverarbeitungsprogramme Excel und SPSS. Die Ergebnisse wurden als
arithmetische Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Aufgrund fehlender
Normalverteilung  verwendeten  wir  nichtparametrische  Tests.  Fur
Gruppenvergleiche arbeiteten wir mit dem U-Test nach Mann- Whitney. Dabei
sprach man erst von einer statistischen Signifikanz, wenn p<0,05 war. Die
Korrelationsanalyse erfolgte mittels des Rangkorrelationstests nach Spearman.

Aussagekraftig erschienen uns Werte von |r] > 0,5.
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lll. Ergebnisse

3.1 Lungenfunktionsanalysen

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung

IPF

Diese Patientengruppe fallt durch deutlich geringere Lungenvolumina und
Gasaustauschparameter auf. Die Vitalkapazitat betragt im Durchschnitt 63 %
und ist, verglichen mit Kontrollen (86%), Sarkoidose- Gruppe 1 (92%) und
Sarkoidose- Gruppe 2/3 (89%) signifikant reduziert. Die Totale Lungenkapazitat
der IPF- Patienten betragt in unserer Studie durchschnittlich 62%. Sie ist um
30% signifikant geringer als in der Kontroll- und Sarkoidose 1- Gruppe und um
26% geringer als in der Sarkoidose 2/3. AuBerdem sind der
Diffusionskoeffizient fir CO (DCO, 72%) und der partiale Sauerstoffdruck (69

mmHg) signifikant niedriger im Vergleich zu anderen Gruppen.

Sarkoidose

Die Vitalkapazitit sowie die Totale Lungenkapazitat von Patienten im
Sarkoidose- Stadium 1 betragt 92 % des Sollwertes. Damit besitzen sie die
gréBten  Lungenvolumina unter allen Studienteiinehmern. In einem
fortgeschrittenerem Stadium (Rdntgentyp 2+3 und 4 zusammengefasst) ist die
VC um 4 % und die TLC um 3 % vermindert.

Zwischen den drei Gruppen sind die aufgezahlten Unterschiede wegen groBer

Streubreite nicht signifikant (siehe Tabelle 2).
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Kontrollgruppe
In der Vergleichsgruppe weisen die Patienten im Durchschnitt eine

Vitalkapazitdt von 86% des Sollwertes auf. Sie ist niedriger als in der

Sarkoidosegruppe.

Tabelle 2 gibt einen Uberblick (iber die Lungenfunktionsparameter zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung innerhalb der Patientengruppen.

Sarkoidose 1 | Sarkoidose2+3 Kontrolle

VC % 63+3*(29) 92+36(33) 89 +37(18) 86 + 6 (16)

TLC % 62+£2429) 92+24(33) 88 +3,3 (18) 92 + 53 (16)

DCO % 72 +45*(26) 102 +£5,2 (24) 87 +6(16) 108 + 10 (13)

PO,

mmHg 69 +1,7*(28) 79 +1,6 (29) 75 +2,2 (18) 74 +2 (16)

Tab. 2: Lungenfunktionswerte bei Diagnosestellung
Werte sind Mittelwerte + Standardfehler
(n) entspricht der Anzahl der untersuchten Patienten

*p< 0,05 vs. Kontrolle, Sarkoidose1 und Sarkoidose 2/ 3

Nach zwei Jahren

Von 32 Personen mit idiopathischer Lungenfibrose blieben 13 im Follow- up.
Die restlichen entzogen sich einer weiteren Verlaufskontrolle, zwei verstarben.
Aus der Sarkoidosegruppe 2/3 konnten von initial 20 Personen sieben Uber
zwei Jahre beobachtet werden (Abb.7). Es verstarb ein Patient im
fortgeschrittenem Stadium.
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Patienten
I

[ I 1
Idiopathische Lungenfibrose keine DPLD-> Kontrolle Sarkoidose
n=32 n=23 n=60

[

Gruppe 1 Gruppe 2| | Gruppe 3
n=40 n=14 n=6

1 Jahr

2 Jahre

Abb. 7 Anzahl der Patienten, die im Follow- Up blieben, aufgeteilt in IPF und Sarkoidose-
Gruppe 2 und 3

Die Lungenfunktionsparameter waren im Vergleich zu den Vorwerten innerhalb
der jeweiligen Patientengruppe nicht signifikant vermindert. Jedoch zeigte sich
erneut eine Signifikanz zwischen beiden Diagnosegruppen. Tabelle 3 gibt eine
Ubersicht iiber die Lungenfunktionswerte zwei Jahre nach Diagnosestellung.

Sarkoidose2+3

2J.-VC % |58 +4*(13) 83+7(7)

Tab. 3: Lungenfunktionswerte zwei Jahre

2J.-TLC % |57 +3* (13) 87 +4(7) nach Diagnosestellung
Werte sind Mittelwerte + Standardfehler

oZ/J.-DCO 54 + 5% (12) 79 +8(6) (n) entspricht der Anzahl der untersuchten
° Patienten

2J.-PO; *p< 0,05 vs. Sarkoidose 2/ 3

mmHg 67 +2(12) 73+4(6)
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3.2 BALF- Zellanalyse

Polymorphkernige Neutrophile in der BAL waren in der Fibrosegruppe
signifikant erhéht.

Einen charakteristischen Anstieg der Lymphozytenkonzentration verzeichneten
wir in allen Stadien der Sarkoidose (p<0,05 vs. Kontrolle; p<0,05 vs. UIP-
Gruppe).

Alveolarmakrophagen waren in UIP und Sarkoidose 1 signifikant erniedrigt im
Vergleich zu Nicht- Erkrankten.

Der Gehalt an Eosinophilen in Prozent erlangte in UIP héchste Werte. In
Kontrolle und Sarkoidose 1 ergab sich eine signifikante Reduktion der
Eosinophilen (p<0,05 vs. UIP).

Die Gesamtzellzahl unterschied sich in den einzelnen Diagnosegruppen nicht
wesentlich voneinander.

Die Proteinspiegel in der UIP-, Sarkoidose1 - und 2/3- Gruppe waren signifikant
héher als in der Kontrollgruppe (p<0,05). In Tabelle 4 sind alle Ergebnisse
veranschaulicht.

\ IPF Sarkoidose 1 Sarkoidose 2/3 Kontrolle]

GsZz/ml (+10%) 29 +2 24+3 25+4 29+5

Protein g/l 0,29 £ 0,04* 0,28 + 0,04~ 0,46 + 0,09* 0,18 + 0,02

PMN % 22 + 2%/ °° 11 £1 12+£2 12+£3
Lymphozyten % 13+2 26+ 3% " 26+ 44" 14+2
AM % 63 + 3* 63 £+ 3* 6214 74+ 4
Eosinophile % 1,7 +£0,5%/ ° 0,4+0,1 0,8+0,2 0,5+0,2

Tab. 4: BALF- Zellen in UIP (n= 32), Sarkoidose-Gruppe1 (n= 40), Sarkoidose- Gruppe 2/ 3
(n=20) und in Kontrollgruppe (n= 23)
* p< 0,05 vs. Kontrolle; * p< 0,05 vs. UIP; ** p< 0,005 vs. UIP

° p< 0,05 vs. Sarkoidose 1 ; °° p< 0,001 vs. Sarkoidose 1 und 2/3
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3.3 Konzentrationen der untersuchten Zytokine in BALF

MMP-9

MMP-9 Konzentrationen konnten wir in der Lavageflissigkeit von 104 Patienten
messen. Bei den Ubrigen Patienten lagen nach wiederholten Messungen MMP-
9 Konzentrationen nicht in dem vorgeschriebenen Wertebereich. Fir weitere
Messungen war das Untersuchungsmaterial nicht ausreichend. Deshalb
reduziert sich die Anzahl der Ergebnisse in der Kontrollgruppe um zwei, in der

Fibrosegruppe um sechs und in der Sarkoidosegruppe um drei Personen.

In IPF ist MMP-9 im Vergleich zu den Kontrollpatienten signifikant erhéht (p<
0,005). In der Kontrollgruppe sind die Kollagenase-Spiegel mit durchschnittlich
0,04 nmol/pl am niedrigsten. Dabei bewegen sich die Werte zwischen dem
Minimum von 0,007 und dem Maximum von 0,186 nmol/ul. Die hdchste
Durchschnitts-Konzentration ist in der IPF- Gruppe mit 0,22 nmol/ul zu
verzeichnen. Die Einzelwerte variieren von 0,034 bis 0,971 nmol/ul. Wie sich
herausstellte, sind auch im Stadium 1 und Stadium 2/3 der Sarkoidose MMP-9-
Spiegel (0,13 nmol/ul) signifikant erhéht, verglichen mit Kontrollpersonen (p <
0,05). Betrachtet man das Stadium 2 separat, so liegt der Durchschnittswert fur
MMP-9 bei 0,10 nmol/pl. Im Stadium 3 errechnet sich eine MMP-9
Konzentration von durchschnittlich 0,23 nmol/ul, die der in der UIP- Gruppe
ahnelt. Sie ist folglich héher als in Sarkoidose 1 und 2. Im Gruppenvergleich,
d.h. zwischen IPF und Sarkoidose 1, IPF und Sarkoidose 2/3, sowie zwischen
Sarkoidose 1 und Sarkoidose 2/3 ergeben sich keine signifikanten Unterschiede
(Abb.8).
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Abb. 8: MMP-9 Konzentrationen in BALF in IPF (n=26), Sarkoidose- Stadium 1 (n=39),
Sarkoidose- Stadium 2/3 (n=18) und Kontrollgruppe (n=21)

* p< 0,05 vs. Kontrolle

** p< 0,005 vs. Kontrolle

TIMP-1

Insgesamt wurden TIMP-1 Konzentrationen in der BALF von 107 Patienten
mittels ELISA gemessen (Abb.9). In acht Fallen war zu wenig
Untersuchungsmaterial vorhanden, nachdem erste Messungen auBBerhalb des
angegebenen Bereichen lagen. Folglich verringert sich die Zahl der
untersuchten Patienten in der UIP- Gruppe um flnf und in der Sarkoidose-

Gruppe um drei.

Die héchsten Spiegel an TIMP-1 besitzen Patienten mit idiopathischer
Lungenfibrose. Sie liegen im Durchschnitt bei 1,03 nmol/ul und sind signifikant
héher - um ca. 36 % - als bei Patienten in der Kontroll- und Sarkoidose 1-
Gruppe (p< 0,05). Die Durchschnitts-Konzentration an TIMP-1 in der Kontrolle
betragt 0,37 nmol/ul und weicht nur gering von der in der Sarkoidose- Gruppe 1

mit 0,38 nmol/ul ab. In einem fortgeschrittenerem Stadium der Sarkoidose (2/3)
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ist der Mittelwert mehr als doppelt so hoch - 0,89 nmol/pl- verglichen mit dem
Anfangsstadium der Sarkoidose und den Kontrollpersonen (p<0,05). Stellt man
die Ergebnisse der Fibrosegruppe denen der Sarkoidose- Gruppe 2/3
gegenlber, so differieren sie kaum. Betrachtet man die Stadien 2 und 3 der
Sarkoidose separat, dann ergibt sich ein Durchschnittswert fir TIMP-1 von 1,03
nmol/pl in Stadium 2 und 0,53 nmol/ul in Stadium 3. Im Mann-Whitney Test
bestétigen sich die Unterschiede zwischen den Gruppen jedoch nicht (p>0,05).

nmol/yl  */° *°
1,4
1,2

1
0,8
0.6 -l TIMP-1
0,4
> .:

0

Sark 1 Sark2/3 Kontrolle

Abb. 9: TIMP-1 Konzentrationen in BALF in IPF (n=27), Sarkoidose- Stadium 1 (n=39), 2/3
(n=18) und in Kontrollgruppe (n=23)

* p< 0,05 vs. Kontrolle

° p<0,05 vs. Sarkoidose 1
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Molares Verhaltnis MMP-9/ TIMP-1

Nachdem die Konzentrationen fur MMP-9 und TIMP-1 ermittelt wurden,
berechneten wir das molare Verhaltnis beider Enzyme zueinander (Ratio). Da
ein Mol MMP-9 von einem Mol TIMP-1 (1:1) nicht- kovalent gebunden wird,
wurden die Konzentrationen der Enzyme in nmol/pyl angegeben. Somit lassen
sich beide Enzyme tatséchlich vergleichen. Von 104 Patienten liegen uns
sowohl Werte der MMP-9 - als auch der TIMP-1- Konzentrationen in der Lavage
vor (Abb.10).

Die im Durchschnitt niedrigste MMP-9/TIMP-1 Ratio findet sich in der
Kontrollgruppe mit 0,18. Bemerkenswert ist der Mittelwert in der Lungenfibrose
mit durchschnittlich 0,32, der als einziger das Signifikanzniveau mit p<0,05 vs.
Kontrolle erreicht. Im Stadium 1 der Sarkoidose ist der Mittelwert etwas
niedriger (0,29) als in IPF. Im Stadium 2/3 verzeichnen wir einen Mittelwert von
0,21. Teilt man Sarkoidose 2/3 auf, so errechnet sich ein Verhaltnis von MMP-9/
TIMP-1 in Stadium 2 von 0,12 + 0,02 und in Stadium 3 von 1,59 + 1,07.

0,5 -

0,4

0,3

T OMMP/TIMP

0,2 T

IPF Sark 1 Sark2/3 Kontrolle

Abb.10 : Molare Ratio MMP-9/ TIMP-1 in BALF in IPF (n=26), Sarkoidose- Stadium 1 (n=39),
2/3 (n=18) und in Kontrollgruppe (n=21)
* p< 0,05 vs. Kontrolle
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Die Ergebnisse aller Zytokinmessungen sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

\ IPF Sarkoidose 1  Sarkoidose 2/3  Kontrolle |

MMP-9 0,22 £0,05* 0,13 +0,04* 0,13 +£0,03" 0,04 £ 0,09

TIMP-1 1,03+ 0,26*° 0,38 +0,07 0,89 £0,23%° 0,37 £0,07
MMP-9/TIMP-1 0,32 + 0,06* 0,29 + 0,06 0,21 £ 0,07 0,18 +£0,03
Tab.5

* p< 0,05 vs. Kontroligruppe
** p< 0,005 vs. Kontrollgruppe
° p<0,05 vs. Sarkoidose 1

3.4 Korrelation von MMP-9 mit TIMP-1

Von 104 Personen wurden sowohl MMP-9 als auch TIMP-1 Konzentrationen
gemessen.

Jeder MMP-9- Messwert wurde seinem dazugehdrigem gemessenem TIMP-1-
Wert gegenlibergestellt. Nach statistischer Analyse ergibt sich eine signifikante
positive Korrelation flr beide Zytokine mit p< 0,001. Der Korrelationskoeffizient
betragt rs= 0,6 fur alle Proben. Betrachtet man die Diagnosegruppen einzeln,
zeigen sich allerdings Differenzen im Verhaltnis zwischen MMP-9 und TIMP-1.
Innerhalb der Lungenfibrosegruppe ist die Korrelation von MMP-9 mit TIMP-1
am hdchsten mit rs = 0,64 (p<0,01; n= 26). Im Sarkoidose Stadium 1 betragt der
Korrelationskoeffizient 0,56 (p<0,005, n= 39), im Stadium 2/3 ist rs niedrig (0,39;
n.s.; n= 18). Mit rs = 0,5 zeigt die Korrelation in der Kontrollgruppe einen
mittelguten Zusammenhang auf (p<0,05; n= 21).
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3.5 Zusammenhang mit BALF-Parametern

3.5.1 MMP-9

In IPF

Bei Patienten mit Lungenfibrose zeigt sich eine signifikante negative Korrelation
von MMP-9 mit dem prozentualen Anteil an Alveolarmakrophagen (rs=-0,69;
p<0,01; n=26). AuBerdem korreliert der prozentuale Lymphozytenanteil mit
MMP-9, dabei betragt rs=0,56 (p<0,01). Die absolute Zahl der Lymphozyten
korreliert mit rs=0,47 (p<0,05). Deutlich wird auch der Zusammenhang zwischen
MMP-9 und Neutrophilen. Zum prozentualen Anteil korreliert es mit rs= 0,46, zur
absoluten Neutrophilenzahl mit rs= 0,47 (p< 0,05). Der Proteingehalt in der
Lavage korreliert mit MMP-9 Konzentrationen, rs= 0,57 (p<0,01).

IPF

1,200

1,000

0,800 -

IR a4

0,600

MMP-9

0,400 +

0,200 + -,
r4 0& %o

0,000 : : : ekl
0 20 40 60 80 100

Makrophagen %

Abb. 11 Negativer Zusammenhang zwischen MMP-9 und Makrophagenanzahl innerhalb

der Lungenfibrosegruppe
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Abb. 12 Positive Korrelation von MMP-9 zum Lymphozytengehalt
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Abb. 13 Korrelation zwischen MMP-9 und Neutrophilengehalt

In Sarkoidose 1
Zur absoluten Neutrophilenzahl korreliert MMP-9 signifikant mit einem
Korrelationskoeffizienten rs von 0,51. Zur Prozentzahl korreliert es jedoch nur

mit rs= 0,44 (p<0,01; n=39).
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In Sarkoidose 2/3

In einem fortgeschrittenem Status der Sarkoidose korreliert MMP-9 deutlich
bezuglich der Polymorphkernigen Neutrophilenzahl in Prozent mit r,=0,68 und
p<0,05 (n=18). Ein ebenfalls hoher Zusammenhang besteht zum prozentualen
Makrophagengehalt mit rs=-0,68 und p<0,05 (n=18). Dies bestétigt sich auch in
der Berechnung mit der absoluten Zellzahl. Andere aussagekraftige
Zusammenhénge lassen sich nicht erkennen.

Sarkoidose 2/3
0,600
0,500 - *
0,400 —*—¢
i
a
£ 0,300 4
=
0,200 -
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* %
0,100 —o¢g
0,000 —% T T T T
0 20 40 60 80 100

Neutrophilen %

Abb. 14 Positiver Zusammenhang zwischen MMP-9 Titern und Neutrophilengehalt
innerhalb der Sarkoidose- Gruppe 2/3



Sarkoidose 2/3
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Abb. 15 Negative signifikante Korrelation von MMP-9 zum Makrophagengehalt

In der Kontrollgruppe

Am starksten korreliert der prozentuale Makrophagengehalt in BALF mit MMP-9
(rs=-0,71; p<0,01; n=21). Ein &hnlich aussagekraftiger Wert ergibt sich fir die
prozentuale Lymphozytenkonzentration (rs=0,7; p<0,01; n=21). Auch in dieser
Diagnosegruppe findet sich ein Zusammenhang zur Neutrophilenzahl in
Prozent (rs=0,50; p<0,05).

Kontrolle
0,200
.
0,150
(=2
] .
o 4
4 0100
H
. .
0,050 ¢ o
. .
. L 4 ;00
0,000 : : : *
0 20 0 60 80 100

Makrophagen %

Abb. 16 Korrelation von MMP-9 zur Makrophagenanzahl in der Kontrolle
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Abb. 17 Korrelation von MMP-9 zur Lymphozytenzahl

Kontrolle
0,200
*
0,150
a .
o
= 0,100
=
*
0,050 o
k S
0,000 T T T T

0 20 40 60 80 100
Neutrophilen %

Abb. 18 Korrelation von MMP-9 zum Neutrophilengehalt

In allen Patienten

Wir fihrten anschlieBend eine Korrelationsanalyse zwischen Lavageparametern
aller untersuchten Personen und MMP-9 Konzentrationen durch. Dabei besteht
bei allen Personen ein deutlicher Zusammenhang zwischen Polymorphkernigen
Neutrophilen und MMP-9 (fir PNM %: rs= 0,64; fur PNM absolut: rs = 0,57;

p<0,01; n=104).
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Auch zu den Makrophagen in BALF besteht insgesamt ein negativer
Zusammenhang (fur AM %: rs= -0,579; p<0,01; n=104).

3.5.2 TIMP-1

In IPF

Bemerkenswerte Zusammenhange zwischen Konzentration an TIMP-1 in der
BALF und typischen Lavageparametern lassen sich innerhalb der
Lungenfibrose- Gruppe ermitteln. Sehr hoch korreliert TIMP-1 mit der
Lymphozytenkonzentration. Fur den Prozentwert betragt rs= 0,71 und fir den
absoluten Wert rs=0,72 (p<0,01; n=27). Eine weitere signifikante, jedoch
negative Korrelation besteht zu dem prozentualen Makrophagengehalt in BALF.
Der Korrelationskoeffizient ist rs= -0,55 (p<0,01; n=27). Wie schon MMP-9-, so
korrelieren auch TIMP-1-Werte in UIP mit dem Proteingehalt in der Lavage
(r=0,7; p<0,01; n=27).

IPF (n=27)
6,000
5,000 +
4,000 -
1 .
£ 3,000 -
=
2,000 .
*
1,000 1 o 3"0
RS *e
0,000 A ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100
Lymphozyten %

Abb. 19 Zusammenhang zwischen TIMP-1 und Lymphozytenzahlen innerhalb der

Lungenfibrosegruppe
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In Sarkoidose 1

Im Anfangsstadium der Sarkoidose lassen sich keine aussagekraftigen
Zusammenhéange der TIMP- Konzentrationen mit Lavageparametern feststellen.
Eine schwache signifikante Beziehung besteht zu dem Anteil an Makrophagen
in Prozent ( r=-0,4; p<0,05; n=39) und dem an Polymorphkernigen Neutrophilen
in Prozent ( r=0,36; p<0,05; n=39).

In Sarkoidose 2/3

Der Gehalt an TIMP-1 in BALF hangt mit dem Proteingehalt zusammen. Rs
betragt 0,5 (p<0,05; n=18).

In Kontrollgruppe

Bei der Analyse von Lavagewerten der Vergleichsgruppe konnten wir lediglich
einen Zusammenhang von TIMP-1 Konzentrationen mit dem Proteingehalt
feststellen (r=0,52; p<0,5; n=22).

In allen Patienten

Zu den Polymorphkernigen Neutrophilen korreliert TIMP-1 nur maBig (fir PNM
%: rs= 0,433; fir PNM absolut: rs = 0,404; p<0,01; n=107).
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3.5.3 molares Verhéltnis MMP-9/TIMP-1

In IPF

Es ergeben sich Zusammenhénge zwischen dem molaren Verhéltnis von MMP
zu TIMP und der absoluten Makrophagenzahl mit rs= -0,56 (p<0,01; n=26) und
dem prozentualen Neutrophilengehalt mit rs=0,48 (p<0,05; n=26).

In Sarkoidose 1

Die molare Ratio MMP-9/TIMP-1 korreliert im Anfangsstadium der Sarkoidose
schwach mit dem Gehalt an Neutrophilen. Der Faktor nach Spearman betragt
0,41 (p<0,01, n=39).

In Sarkoidose 2 und 3

Ein negativer Zusammenhang zu dem Makrophagengehalt besteht (rs=-0,6 zu
dem Prozentwert, mit rs =-0,53 zum Absolutwert; p<0,05; n=18).

In Kontrollgruppe

Die signifikant niedrige molare Ratio in der Lavage von Kontrollpatienten
korreliert nicht signifikant und nur schwach (|rs|< 0,5) mit den untersuchten
Parametern.

In allen Patienten
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Es bestehen keine aussagekraftigen Zusammenhéange zwischen dem molaren

Verhaltnis beider Zytokine und den Parametern in der BALF- Analyse.

3.6 Zusammenhang der untersuchten Zytokine mit Lungenfunktionswerten

3.6.1 zum Zeitpunkt der Diagnosestellung

MMP-9

In IPF, Sarkoidose 1, Sarkoidose 2/3

In der Korrelationsanalyse zwischen MMP-9 Konzentrationen und
Lungenfunktionswerten (Vitalkapazitat, totale Lungenkapazitat,
Diffusionskoeffizient fir Kohlendioxid und Sauerstoffpartialdruck) ergaben sich
keine Signifikanzen und keine aussagekréftigen Zusammenhange (siehe
Tabellen 6,7,8).

MMP-9
Sig. (2-
Korrelationskoeffizient seitig) n

Ve 0217 | 0309 | 24

VC% -0,045| 0,835 24

Tle 0,189 | 0377 | 24

TLC% 0,177 | 0409 | 24

DCO% 0092 | 0677 23 Tab. 6: IPF- Gruppe ohne Zusammenhang

Po, 0,048 | 0,823 24 | zwischen MMP-9 und Lungenfunktionswerten
Ve - absolute Vitalkapazitat VC% - prozentuale Vitalkapazitat
Tlc - absolute Totale Lungenkapazitat TLC% - prozentuale Totale Lungenkapazitat
DCO% - prozentualer Diffusionskoeffizient fir Kohlendioxid
Po2 - Sauerstoffpartialdruck Sign. - Signifikanz- zweiseitig
) - p<0.05 (**) - p<0.01
n - Anzahl der Patienten
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MMP-9
Sig. (2-
Korrelationskoeffizient seitig) n
Ve 0224 | 0217 | 32
VC% 0,274 | 0,129 | 32
Tle 0175|0339 32| 1ap 7 Innerhalb der Sarkoidose 1 gibt es
TLC% 0,232 | 0,200 | 32 ) . .
DCO% 0036 | 0g70| 23 keine Zusammenhénge zwischen
Po, 0,313 | 0,098 29 | Lungenfunktionswerten und MMP-9
MMP-9
Sig. (2-
Korrelationskoeffizient seitig) n
Ve -0,041| 0880 | 16
VC% 0,465 | 0070 | 16
Tle 0,050 | 0,854 16 .
TLC% 0440| 0088| 16 Tab. 8: Innerhalb der Sarkoidose 2/3 fehlen
DCO% 0,341 | 0233 | 14| aussagekraftige Zusammenhange zwischen
Po2 0035| 0897 | 16| MMP-9 und Lungenfunktionen

In Kontrollgruppe

In unserer Kontrollgruppe besteht ein signifikant hoher Zusammenhang
zwischen MMP-9 und der Diffusionskapazitat fiir Kohlendioxid in Prozent (DCO
%,; rs=0,78; p<0,01; n=14). Fir die Ubrigen Lungenfunktionswerte ergaben sich
keine Zusammenhange mit MMP- Titern.

MMP-9
Sig. (2-
Korrelationskoeffizient seitig) n

Ve 0,114 | 0,685 15

VC% 0,382 | 0,160 15

Tic 0,198 | 0,478 15

TLC% 0,064 | 0,820 15

DCO% 0,775(**) | 0,001 14

Pos 0,161 | 0,567 15| Tab. 9: Kontrollgruppe
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In allen Patienten

In der Gesamtkorrelation von MMP- Titern und Lungenfunktionswerten aller
Patienten konnten keine aussagekréftigen Zusammenhange ermittelt werden.
Schwach negative und signifikante Korrelationen bestehen zur Vitalkapazitat
(VC) und Totalen Lungenkapazitat (TLC) bei Diagnosestellung (fir VC %: rs=
-0,3; flr TLC %: rs= —0,32, p<0,05; n=87; siehe Tabelle 10).

MMP-9
Sig.
Korrelationskoeffizient (2- n
seitig)
Ve -,287(**) ,007 87
VC % -,300(**) ,005 87
Tle -,326(**) ,002 87
TLC % -,319(**) ,003 87
DCO% 102 ,386 74 . ) )
Po, -239( 029 84 Tab. 10: Korrelation aller MMP-9 Titer mit

entsprechenden Lungenfunktionsparametern

TIMP-1
In IPF, Sarkoidose 1 und Kontrollgruppe
Lungenfunktionswerte  korrelieren  nicht  aussagekraftig mit  TIMP-1

Konzentrationen innerhalb der Fibrose-, Sarkoidose-1 und Kontrollgruppe. Dies
wird in nachfolgenden Tabellen 11-13 veranschaulicht.

TIMP-1
Sig. (2-
Korrelationskoeffizient seitig) n

Ve 0,229 | 0,271 25

VC% 0,038 | 0855 25

Tic 0,143 | 0,495 25

TLC% 0,230 | 0,269 25

DCO% 0132 | 0538 | 24| o 44 \PF
Po2 0,153 | 0,466 25
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TIMP-1
Sig. (2-
Korrelationskoeffizient seitig) n
Ve 0,181 | 0323 | 32
VC% 0,260 | 0,151 | 32
Tic 0,109 | 0553 | 32
TLC% 0234 | 0197 | 32
DCO% -0,066 | 0,764 | 23
Po2 0,064 0,742 29 | Tab. 12: Sarkoidose 1
TIMP-1
Sig. (2-
Korrelationskoeffizient seitig) n
Ve 0,141 | 0,602 16
VC% 0,165 | 0,542 16
Tic 0,163 | 0,545 16
TLC% 0,009 | 0974 | 16
DCO% 0,039 | 0,889 15| Tab. 13: Kontroligruppe
Po2 0171 | 0528 | 16

In Sarkoidose 2/3

Mit re= -0,59 besteht ein signifikanter negativer Zusammenhang zwischen der
TIMP- Konzentration und der DCO % bei 14 erkrankten Patienten. Das
Signifikanzniveau ist erreicht p<0,05 (Tabelle 14).

TIMP-1
Sig. (2-
Korrelationskoeffizient seitig) n

Ve 0,156 | 0,564 16

VC% 0,221 | 0,412 16

Tie -0,006 | 0,983 16

TLC% -0,381 | 0,146 16

DCO% -0,591(") | 0,026 | 14| Tab. 14: Sarkoidose 2/3
Po2 0,215 | 0,425 16
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In allen Patienten

Im Vergleich aller TIMP-1 Messungen mit den Lungenfunktionsparametern des
jeweiligen Patienten erbrachte die Korrelationsanalyse keine aussagekraftigen
Ergebnisse.

Schwach negative, signifikante Korrelationen bestehen auch hier zur
Vitalkapazitat (VC) und Totalen Lungenkapazitat (TLC) bei Diagnosestellung
(fir VC %: rs=-0,3; fur TLC %: rs=-0,35 (p<0,01; n=89, Tabelle 15).

TIMP-1
Korrelationskoeffizient Sig.‘ .(2' n
seitig)

Ve -0,223(*) | 0,036 89
VC % -0,302(**) | 0,004 89
Tic - e .

R 0,277(") | 0,009 81 Tab. 15 Korrelation aller TIMP-1-
TLC % -0,348(**) | 0,001 89 . . .
DCO % .0,322(*) | 0,005 76 | Konzentrationen mit Lungenfunktionspara-
Po, -0,192 | 0,076 86 | metern

molares Verhaltnis MMP-9/ TIMP-1

In IPF, Sarkoidose 1 und Kontrollgruppe

In den folgenden Tabellen 16-18 sind Ergebnisse der Korrelationsanalyse
zwischen molarer Ratio und Lungenfunktionsparametern zusammengefasst.

Dabei lasst sich kein signifikanter Zusammenhang herausstellen.



molare Ratio
Sig. (2-

Korrelationskoeffizient seitig) n
Ve 0,049 | 0821 | 24
VC% 0,087 | 0,688 | 24
Tie 0,001 | 0,997 | 24 . .

o Tab. 16: Fehlende Korrelationen zwischen
TLC% 0,085 | 0,692 | 24 ) .
DCO% 0077 | 0727| 23| Molarer Ratio und Lungenfunktionswerten
Po2 0,053 | 0,806 | 24| innerhalb der Lungenfibrosegruppe
molare Ratio
Sig. (2-

Korrelationskoeffizient seitig) n
Ve 0,016 | 0930 | 32
VC% 0,143 | 0436 | 32
Tie 0,008 | 0966 | 32
TLC% 0,069 | 0,709 | 32
DCO% 0,117 | 059 | 23 sarkoi
Po2 0416¢) | 0,025 | 29 Tab. 17: Sarkoidose 1

molare Ratio
Sig. (2-
Korrelationskoeffizient seitig) n

Ve 0,032| 0909| 15
VC% 0,132 | 0639| 15
Tlc 0,052 | 0854 | 15
TLC% 0,057 | 0840 | 15
DCO% 0280 | 0,333| 14
Po2 0329 | o0232| 15| Tab.18:Kontroligruppe

In Sarkoidose 2/3

Bei den untersuchten Patienten in einem fortgeschrittenem Stadium der
Sarkoidose berechneten wir einen Zusammenhang zur Lungenfunktion bei
Diagnosestellung (Tab.19). Nach Spearman betragt der Korrelationskoeffizient
fur die prozentuale Vitalkapazitat 0,58 (p<0,05) und fir die Totale
Lungenkapazitat 0,64 (p<0,01). Mit dem Diffusionskoeffizienten fir CO korreliert
die molare Ratio mit rs= 0,72 (p<0,01).
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molare Ratio
Sig. (2-
Korrelationskoeffizient seitig) n
Ve 0,162 | 0549 | 16
VC% 0,576(*) | 0,019 | 16
Tie 0,032 | 0905| 16
TLC% 0,640(**) | 0,008 | 16
DCO% 0,723(**) | 0,003 | 14
Po2 0,165 | 0542 | 16

In allen Patienten

Tab. 19: Sarkoidose 2/3

Zwischen Lungenfunktionswerten bei Diagnosestellung und molarer Ratio in der

BALF aller Patienten besteht kein Zusammenhang.

Tab. 20: Die Korrelation aller Verhéltnisse

von MMP/TIMP mit entsprechenden

Lungenfunktionsparametern erbrachte

molare Ratio
Korrelationskoeffizient Sig. (2- | n
seitig)
Ve -0,152 0,159 87
VC% -0,102 0,345 87
Tlc -0,089 0,410 87
TLC% -0,027 0,803 87
DCO% 0,090 0,448 74
Po, -0,189 0,085 84

keine Signifikanz.

3.6.2 Zusammenhang der untersuchten Zytokine mit Lungenfunktionspara-

metern nach zwei Jahren

MMP-9

Fir MMP-9- Konzentrationen finden sich keine signifikanten Zusammenhénge

mit Lungenfunktionsparametern nach zwei Jahren. Dies stellten wir fir jede

einzelne Diagnosegruppe fest, sowie in der Analyse aller Patienten.
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MMP-9

Sig.
Korrelationskoeffizient (-
seitig)
2J.-Ve -0,247 0,309 19
2J.-VC% -0,396 0,093 19
2J.-Tle -0,123 0,616 19
2J.-TLC% -0,353 0,139 19
2J.DCO0% -0,404 0,107 17
2J.- Poy -0,171 0,527 16
MMP-9
Sig. (2-
Korrelationskoeffizient seitig) n
2J.-Ve -0,032 0,923 12
2J.-VC% -0,112 0,729 12
2J.-Tle 0,175 0,587 12
2J.- TLC% 0,063 0,846 12
2J.-DCO% -0,064 0,853 11
2J.- Poy -0,227 0,502 11
MMP-9
Sig. (2-
Korrelationskoeffizient seitig) n
2J.-Ve -0,429 0,337 7
2J.-VC% -0,250 0,589 7
2J.-Tle 0,071 0,879 7
2J.- TLC% -0,429 0,337 7
2J.-DCO% -0,486 0,329 6
2J.- Po. 0,100 0,873 5
TIMP-1

Zwischen TIMP-1-Konzentrationen der Patienten

Tab. 21: Fehlende Korrelation zwischen
MMP-9

Lungenfunktionsparametern nach 2 Jahren

Titern und den

in der Gesamtanalyse aller Patienten

Tab. 22: Aufteilung in IPF- Patienten

Tab. 23: Patienten  mit

fortgeschrittener Sarkoidose (Stadium 2/3)

Aufteilung in

im Follow-Up und den

entsprechenden Lungenfunktionsparametern nach zwei Jahren bestehen keine

Zusammenhange. Dies bestatigte auch die Aufteilung in IPF- und Sarkoidose

2/3 — Gruppen.
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TIMP-1

Tab. 24: Fehlende Korrelation zwischen
TIMP-1 Titern und den
Lungenfunktionsparametern  nach  zwei
Jahren in der Gesamtanalyse aller

Patienten im Follow- Up.

Tab. 25: Aufteilung in IPF- Patienten

Korrelationskoeffizient Sslgmg)
2J.-Ve 0,145 0,541 20
2J.-VC% 0,150 0,527 20
2J.-Tle 0,035 0,885 20
2J-TLC% -0,084 0,724 20
2J- DCO% -0,015 0,951 18
2J.- Po, 0,120 0,646 17
TIMP-1
Sig. (2-
Korrelationskoeffizient seitig) n
2J.- Ve 0,228 0,453 13
2J.-VC% 0,143 0,642 13
2J.-Tle 0,214 0,482 13
2J.-TLC% -0,060 0,845 13
2J.- DCO% -0,007 0,983 12
2J.- Po2 0,161 0,618 12
TIMP-1
Sig. (2-
Korrelationskoeffizient seitig) n

2J.-Ve 0,071 0,879 7
2J.-VC% 0,536 0,215 7
2J.-Tle -0,250 0,589 7
2J.-TLC% -0,179 0,702 7
2J.-DC0% -0,200 0,704 6
2J.- Po2 -0,100 0,873 5

Tab. 26: Aufteilung in Patienten mit
fortgeschrittener ~ Sarkoidose  (Stadium
2/3)

molares Verhaltnis MMP-9/ TIMP-1

Von 19 Personen - sieben mit fortgeschrittener Sarkoidose und 12 mit IPF -

liegen Lungenfunktionsparameter nach zwei Jahren vor (siehe Tabelle 3). Diese

sind jeweils schlechter im Vergleich zum Beginn der Studie. Dies driickt einen

prozentualen Abfall der Lungenfunktion im Laufe des Krankheitsgeschehens

aus.

Wir haben

in unseren Messungen einen Zusammenhang des molaren

Verhéltnisses MMP-9/ TIMP-1 zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und der

Vitalkapazitat nach zwei Jahren feststellen kénnen (Abb.20).

Der Spearmansche Korrelationskoeffizient betragt fir VC % sowie fir VC/I -

0,583. Das Signifikanzniveau ist kleiner als 5 %.

47



alle Patienten (n=19)

molare ratio
o
[

0,5

0,3 4

0,0 T

VC % nach 2 J.

Abb. 20 Korrelation zwischen dem Verhéltnis MMP/TIMP zur Vitalkapazitat nach zwei Jahren
bei Patienten mit fortgeschrittener Sarkoidose und idiopathischer Fibrose im Follow- Up

Von sieben Patienten mit Sarkoidose im fortgeschrittenem Stadium liegen
Lungenfunktionsanalysen zwei Jahre nach Diagnosestellung vor. Mit der VC %
nach zwei Jahren korreliert die molare Ratio MMP-9/ TIMP-1 negativ mit rs=
-0,64 und mit der VC/ | mit rs= -0,53. Die Ergebnisse sind jedoch nicht
signifikant.

Innerhalb der Lungenfibrosegruppe besteht kein Zusammenhang zwischen

molarer Ratio und den Lungenfunktion nach zwei Jahren. Alle Ergebnisse der

Korrelationsanalyse waren | rs| kleiner 0,5 und nicht signifikant.
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IV. Diskussion

Die Entstehung einer irreversiblen Fibrosierung der Lunge ist der limitierende
Faktor im Krankheitsgeschehen der progressiven pulmonalen Sarkoidose und
idiopathischen Lungenfibrose. Geringe Therapieerfolge und eine relativ hohe
Mortalitdt machen ein tiefgriindiges Erforschen der Pathogenese erforderlich.
Bis heute sind Ursache und Entstehungsmechanismen beider Krankheiten
weitgehend unklar.

Die Schadigung der epithelialen Basalmembranen in der Lunge wird dabei als
Schllisselereignis angesehen (15,6). Durch diese entstandenen Defekte im
Alveolarepithel und in den Basalmembranen kénnen Zellen vom Interstitium in
den Alveolarraum migrieren (6). Dazu gehéren inflammatorische Zellen,
exsudative Faktoren und interstitielle Zellen (15). Die Fibrosierung ist
charakterisiert durch einen erheblichen Fibroblastenanstieg und einen
komplexen Umsatz von extrazellularer Matrix (ECM) (39). Das Missverhaltnis
von Matrixsynthese und deren Degradation scheint dabei besonders relevant zu
sein. In den vergangenen Jahren konnten viele Studien einen Zusammenhang
zwischen Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und deren Inhibitoren (TIMPs) an
der Entstehung einer Lungenfibrose aufweisen. Sie scheinen im

Lungenremodeling eine entscheidende Rolle zu spielen (19,14,41,20).

4.1 Bedeutung der Zytokine

MMP-9

In der IPF- Gruppe waren die im Durchschnitt hdéchsten MMP-9
Konzentrationen aller untersuchten Patienten zu verzeichnen. Dabei wurde ein
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signifikanter Anstieg der MMP-9 Werte bei Patienten mit Lungenfibrose
verglichen mit Kontrollpatienten deutlich (siehe Abb.8). Einen &hnlichen
Studienaufbau hatten Henry et al. (20), die den Gehalt an proMMP-9 in der
BALF mittels ELISA bei Patienten mit IPF und Sarkoidose untersuchten. Auch
sie fanden bei Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose die héchsten Werte,
wobei sie aber keine signifikanten Unterschiede zu Kontrollpatienten
feststellten. Der von uns verwendete ELISA erkannte latentes (proMMP-9) und
aktives Zytokin, konnte jedoch dazwischen nicht differenzieren und spiegelte
somit den Gesamtgehalt an MMP-9 wider. Die tatséchliche Aktivitat an MMP-9
bestimmten u.a. Suga et al. (41), sowie Selman et al. (39). Sie fanden mittels
Zymographie in den Praparaten mit histologisch gesicherter Diagnose IPF vom
Typ UIP eine signifikant héhere Expression an MMP-9 im Vergleich zu
Kontrollpraparaten von gesunden Personen. Diese Ergebnisse stehen in
Einklang mit unserem Fund. Ein MMP-9 Anstieg in BALF ist jedoch nicht
spezifisch fir eine idiopathische Lungenfibrose, denn wie unsere Arbeit zeigen
konnte, ist MMP-9 auch in der BALF von Sarkoidosepatienten signifikant zu
Kontrollpatienten erhéht. Obwohl zu erkennen war, dass bei Patienten mit IPF
die Titer hoéher waren, als bei denen mit Sarkoidose, konnten im
Gruppenvergleich keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden. Ein Grund
daftr kénnte sein, dass nur in der IPF Gruppe die Lungenfunktion signifikant zur
Kontrolle erniedrigt war. Wenn MMP- Konzentrationen von dem Ausmaf3 der
Beeintrachtigung der Lungenfunktion abhangen, kann die fehlende Signifikanz
der Gruppenunterschiede dadurch bedingt sein.

Im Vergleich der verschiedenen Stadien der Sarkoidose untereinander wurde
deutlich, dass die Enzymkonzentration nahezu identisch ist. Patienten im
Anfangsstadium hatten demnach im Durchschnitt &hnlich hohe Spiegel wie
Patienten in einem fortgeschrittenem Stadium. Als mdgliche Ursache dafir
kann man die Ergebnisse der BALF- Zellanalyse (siehe Tab.4/ Ergebnisse)
sehen. Diese konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Zellzusammensetzung erkennen lassen. Auch die Lungenfunktionsanalysen
erbrachten keine signifikanten Differenzen (siehe Tab.2/ Ergebnisse).
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Demzufolge kdnnten sich ahnliche klinische Parameter der Sarkoidosegruppen
in &hnlich hohen MMP-9 Konzentrationen widerspiegeln.

Betrachtet man die Sarkoidose mit Rontgentyp 4 separat, so lasst sich
erkennen, dass die Titer &hnlich hohe Werte wie in IPF erreichen.

Dass MMP-9 Titer in Sarkoidosepatienten im Vergleich zu Gesunden erhéht
sind, ergab auch die Studie von Henry et al. (20). Sie postulierten, dass die
Titer mit der Ausprégung des radiologischen Typs der Sarkoidose bzw. des
fibrotischen Ph&notyps zunehmen. Dabei waren MMP-9 Werte in Réntgentyp 1
und 2+3 nahezu gleich niedrig, im Réntgentyp 4 waren sie jedoch viermal héher
(n.s.). Auch sie verzeichneten die hdchste Konzentration bei Patienten mit IPF.
Nach unserem Wissen sind sie bisher die einzigen, die ebenfalls MMP-9
Messungen in der BALF von Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose und
pulmonaler Sarkoidose durchfiihrten.

Die tendenziell héhere Konzentration von MMP-9 in IPF und Sarkoidose ist
vereinbar mit der Pathogenese der Lungenfibrose. Diese ist assoziiert mit
chronischer Inflammation und der unregelméBigen Verteilung von aktiv
proliferierenden Fibroblasten, sogenannten Fibroblast Foci. MMP-9 degradiert
Basalmembranen, ein Mechanismus, der fur die Migration von Fibroblasten in
den Alveolarraum von Bedeutung ist und die anschlieBende Fibrosierung
beglnstigt. Abgesehen davon kann MMP-9 die Aktivitat vieler Proteasen und
Zytokine modulieren. So spaltet es unter anderem o4-Antitrypsin (30), welches
die Elastase von neutrophilen Granulozyten in Schach halt. Durch das
entstehende Ungleichgewicht an Proteasen-Antiproteasen kdnnten ebenfalls
vermehrt Lungenstrukturen abgebaut werden. Wenn man bedenkt, dass die
Elastase ihrerseits pro- MMPs durch proteolytische Spaltung der Prodoméne
aktivieren kann (18), so erkennt man eine synergistische Potenzierung der
Wirkung dieser Enzyme. Wenn es an CD-44 gebunden ist, kann MMP-9
auBerdem latentes TGF-B freisetzen (49). Auch Uber diesen Weg kénnte MMP-
9 eine verstdrkte Fibrogenese bewirken, da TGF-B seinerseits die
Zellwanderung mesenchymaler Zellen stimuliert und die Differenzierung zu

Myofibroblasten bewirkt.
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Ob die Zytokinmessung eine Bedeutung im Alltag hat, ist in der Literatur bislang
nicht ausreichend beschrieben. Wie wir zeigen konnten, zeichnet sich eine
diagnostische Relevanz der Zytokinbestimmung in unserer Studie ab. Wir
konnten demonstrieren, dass MMP-9 am Krankheitsgeschehen der
idiopathischen Lungenfibrose und der pulmonalen Sarkoidose maBgeblich
beteiligt ist. Nach unserer Studie kann ein hoher MMP-9-Wert in der Lavage
einen ersten Hinweis geben, dass es sich um eine interstitielle fibrosierende
Lungenkrankheit, in diesem Fall eine idiopathische Lungenfibrose handelt.
Niedrige Konzentrationen sprechen eher gegen eine Fibrose. Ein Ziel ware es,
anhand der MMP-9 Konzentrationen Lungenkrankheiten voneinander
differenzieren zu kénnen. Damit wirde sich der umfangreiche diagnostische
Prozess verkirzen und man kdnnte eventuell rechtzeitiger eine Therapie
einleiten.

Betrachtet man die einzelnen Ergebnisse aus den Patientengruppen, so
Uberschneiden sich einige Werte (Abb.21). Zum Beispiel variieren innerhalb der
Kontrollgruppe MMP-9 Konzentrationen von 0.007 bis 0.186 und in der IPF
Gruppe von 0.034 bis 0.971 nmol/ul. In dem Bereich zwischen 0.034 und 0.186
kann man demzufolge keine definitive Einteilung zu einer Patientengruppe
vornehmen. Fir den klinischen Alltag brduchte man aber einen Schwellen- bzw.
Grenzwert, der bei Uberschreiten oder Unterschreiten eine diagnostische

Aussage zulésst.
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Abb.21 MMP-9 Ergebnisse der Fibrose- und Kontrollgruppe
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TIMP-1

Wie wir beweisen konnten, hangt der Gehalt an MMP-9 in der Lunge auch von
der Konzentration an TIMP-1, dem spezifischen Inhibitor dieser Protease, ab.
Deshalb bestimmten wir zusatzlich die Konzentration von TIMP-1 in BALF und
das molare Verhaltnis von MMP zu TIMP. Anders als in der Arbeit von Henry et
al. (20), bei denen der spezifische Inhibitor in der IPF- und Sarkoidose- Gruppe
3 nicht signifikant erhéht war, waren TIMP-1 Spiegel in unserer Fibrose- und
Sarkoidose 2/3- Gruppe signifikant erhdéht, sowohl im Vergleich zur
Kontrollgruppe, als auch zur  Sarkoidose 1. Die  hdéchsten
Durchschnittskonzentrationen an TIMP-1 fanden sie in der
Lungenfibrosegruppe, was auch unsere Untersuchungen ergaben. Das lasst
vermuten, dass auch der spezifische Inhibitor von MMP-9 an dem
Krankheitsprozess von Sarkoidose und idiopathischer Lungenfibrose beteiligt
sein koénnte.

Genauso wenig wie man sich in der Literatur Uber das Verhaltnis von Protease
zu Inhibitor einig ist, ist man sich auch nicht Gber die Bedeutung beider Zytokine
im Klaren. So kénnte TIMP-1 nicht nur Inhibitor sein, sondern auf anderem
Wege das Remodeling der Lunge beglinstigen. Wie Ramos et al. (35)
vermuten, kénnte ungebundenes TIMP das Uberleben von Fibroblasten
begulinstigen und damit eine profibrogene Wirkung besitzen.

Zwischen dem Stadium 1 der Sarkoidose und der Kontrollgruppe konnten wir
keine signifikanten Unterschiede feststellen, denn die Konzentrationen waren
fast identisch. Tatsachlich erwarteten wir einen niedrigeren Gehalt an TIMP-1 in
der Kontrollgruppe. Wie aber im Methodenteil beschrieben wurde, besteht die
Kontrollgruppe nicht aus gesunden Probanden, sondern aus Personen mit
Symptomen einer Lungenerkrankung. Aus diesem Grund kénnte der TIMP-1-
Spiegel erhéht sein. In der immunhistochemischen Untersuchung normaler
Lungen konnte von Selman et al. (39) keine Farbung des Inhibitors beobachtet
werden. Die Interpretation der Rolle von TIMP bleibt schwierig. Henry et al.

verzeichneten sogar eine signifikante Reduktion an TIMP-1 in BALF von
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Patienten im Stadium 1 und 2 der Sarkoidose, verglichen mit Kontrollen.
Bedenkt man, dass die Wahrscheinlichkeit der spontanen Remission im
Roéntgentyp 1 der Sarkoidose am gréBten ist, so sollte die Rolle des Inhibitors in
folgenden Arbeiten weiter untersucht werden, um sich dessen Bedeutung in der

Pathogenese klarer zu werden.

Molares Verhaltnis MMP-9/TIMP-1

Ein Uberschuss an TIMP-1 zu MMP-9 war in der BALF aller Patientengruppen
zu verzeichnen. Bei der Berechnung des molaren Verhaltnisses MMP-9/TIMP-1
(Ratio) war es im Gruppenvergleich bei Fibrosepatienten signifikant héher als
bei Kontrollpersonen (siehe Abb.10). Wir schlussfolgern aus unseren
Beobachtungen, dass eine erhohte MMP-9/TIMP-1 Ratio im
Krankheitsgeschehen der idiopathischen Lungenfibrose beteiligt ist. Inwieweit
sie reflektorisch mit dem AusmaB der Krankheit ansteigt, oder urs&chlich fir die
Krankheitsentstehung ist, muss in weiteren Arbeiten untersucht werden. Das
fehlende Ansteigen innerhalb der Sarkoidose- Gruppe 2/3 verglichen zur
Sarkoidose- Gruppe 1 ist schwierig zu interpretieren.

Eine Ursache daflr kénnte die schwache Korrelation von MMP-9 zu TIMP-1
innerhalb unserer fortgeschrittenen Sarkoidosegruppe sein. Wahrend in allen
Ubrigen Patientengruppen beide Enzyme signifikant mit einem Koeffizienten von
mindestens 0,5 zueinander korrelierten, ist dieser mit 0,39 in Sarkoidose 2/3
nicht signifikant. Diese Gruppe weist jedoch auch die kleinste Fallzahl auf, so
dass sich Messfehler besonders stark auf das Endergebnis auswirken.

Es sollten sich daher Untersuchungen an einem gréBeren Kollektiv
anschlieBen, um mogliche Messfehler gering zu halten.

Am geringsten war die molare Ratio bei Kontrollpersonen. Zusammenfassend
kann man sagen, dass in der Diagnosegruppe mit der schlechtesten Prognose
(IPF) die Balance zwischen Protease und deren Inhibitor am stérksten
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zugunsten von MMP-9 verschoben ist. Deshalb nehmen wir an, dass weniger
TIMP-1, sondern vielmehr MMP-9 einen profibrogenen Effekt besitzt.

Ein im Vergleich zu gesunden Patienten erh6htes MMP-9 : TIMP-1 Verhaltnis in
der BALF fand auch Henry et al., im Stadium 3 der Sarkoidose war es sogar
signifikant erhéht. Dennoch verzeichneten sie das hdchste Verhaltnis in der
Fibrosegruppe, es war allerdings wegen des hohen Standardfehlers nicht
signifikant.

In der Literatur gibt es keine weiteren Studien, die das molare Verhéltnis von
MMP-9 : TIMP-1 in der BALF von Patienten mit Sarkoidose oder Lungenfibrose
untersuchten. Viele Arbeiten beschéftigten sich mit immunhistochemischen
Fragen. Gonzales et al. (17) konnten in den pulmonalen und kardialen
Granulomen von Patienten mit Sarkoidose nur eine geringe TIMP-1- Farbung
mittels immunhistochemischer Analyse beobachten, wobei MMP-9 in diesen
stark exprimiert wurde. Die kardialen Granulome stammten von Patienten im
fortgeschrittenem Stadium und die pulmonalen Granulome von Patienten in
einem friihen Stadium der Sarkoidose. Sie unterschieden sich kaum in dem
Vorhandensein beider Zytokine. Gonzales et al. vertreten daraufhin die Ansicht,

dass die Balance bei Sarkoidose zugunsten von MMP-9 verschoben ist.

4.2 Zusammenhang zu BALF-Parametern

MMP-9 korreliert in jeder unserer Diagnosegruppen positiv. mit dem
Neutrophilengehalt in der BALF; im Durchschnitt mit rs= 0,64. Diesen
Zusammenhang beschrieben auch Suga et al. (41), die unter IPF- Erkrankten
eine signifikante, positive Korrelation der MMP-9- Aktivitdt mit dem
prozentualen Neutrophilengehalt in der Lavage fanden (rs =0,53 vs. 0,47 in
unserer Arbeit). Die héhere Korrelation kann daher rihren, dass Suga et al.
mittels Zymographie die tatsachliche MMP-9- Aktivitdt bestimmten und der
Gehalt an Neutrophilen in der Lavage der Patienten unterschiedlich war. In der
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von ihnen durchgefiihrten immunhistochemischen Analyse der Lungen der an
IPF erkrankten Personen zeigte sich, dass MMP-9 intensiv von Neutrophilen
exprimiert wird. Auch Selman et al. (39) fanden mittels Immunhistochemie in
fast allen Préparaten mit IPF die starkste MMP-9-Farbung in intravaskularen
und interstitiellen Neutrophilen. Da wir in unserer Arbeit keine Féarbung
durchfihrten, d.h. BALF- Zellen nicht auf MMP-9 angefarbt haben, kann die
Frage nach der Herkunft dieser Protease nicht ausreichend von uns
beantwortet werden. Wir kénnen nur vermuten, dass Neutrophile an der
Produktion beteiligt sind. Um alleinige Quelle fir MMP-9 zu sein, ist die
Korrelation jedoch zu gering.

Besonders die von uns gefundene Korrelation zum Lymphozytengehalt in der
BALF von IPF- und Kontroligruppe lasst vermuten, dass MMP-9 in diesen
Gruppen auch von Lymphozyten stammt. Weeks et al. (46) konnten zeigen,
dass Lymphozyten unter bestimmten Umstanden MMP-9 synthetisieren. In vitro
untersuchten Leppert und Mitarbeiter (29) die Migration von T-Lymphozyten
durch ein Basalmembrané&quivalent. Dabei exprimierten T-Zellen MMP-9. Dass
Lymphozyten MMP-9 abhangig von ihrem Aktivierungsgrad sezernieren, der
durch Zytokine oder chemotaktische Faktoren verandert wird, fanden andere
Forscher (47,24). Den Zusammenhang zur Anzahl der Lymphozyten in BALF
konnten Suga et al. (41) in ihrer Studie nicht nachweisen. In ihrer
durchgefuhrten Immunhistochemie zeigte sich keine MMP-9 Féarbung in
Lymphozyten, was auch Selman (39) berichtet.

In vielen immunhistochemischen Analysen wurde beobachtet, dass
Makrophagen MMP-9 produzieren kénnen (41,39). Laut Lemjabbar sind
Alveolarmakrophagen die Hauptakteure im Entzindungsgeschehen der IPF
und koénnen spontan profibrotische Zytokine freisetzen (28). Dazu gehdren
neben MMP-9 auch PDGF, TGF-f und chemotaktische Faktoren, die wiederum
Neutrophile rekrutieren. Auch in der Pathogenese der Sarkoidose spielen die
Alveolarmakrophagen eine zentrale Rolle (8). Durch ihre Fahigkeit, das
auslésende Agens den Lymphozyten zu prasentieren, sowie Zytokine zu
produzieren und zu sezernieren, kommt ihnen eine wichtige Funktion zu. Der
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Alveolarmakrophagenabhangige- Fibroblast- Growth- Factor aktiviert pulmonale
Fibroblasten und Fibronectin, die wiederum fir die Lungenfibrose
mitverantwortlich sind.

Interessanterweise korrelieren die MMP-9 Konzentrationen unserer Patienten
signifikant negativ mit dem prozentualen Alveolarmakrophagengehalt. Die
Kontrollgruppe hatte in der Zellanalyse den durchschnittlich hdochsten
Makrophagengehalt und erreichte auch die strengste Korrelation zu MMP-9. Je
mehr Alveolarmakrophagen in der BALF vorkommen, desto geringer sind die
Spiegel an profibrotischem MMP. In diesem Fall wirde den Makrophagen ein
protektiver Effekt zukommen, verdeutlicht am Kontrollkollektiv.

Wenn man von der Korrelationsanalyse auf die Produktionsquelle des Zytokins
schlieBen kdnnte, dann wirde MMP-9 in unserer Studie vermutlich nicht von
Makrophagen stammen. Vielmehr waren es neben Neutrophilen auch Zellen,
welche nicht von der BALF- Analyse erfasst werden. So berichtete man Uber
MMP-9 positive subepitheliale Myofibroblasten (19,14,39) und
Alveolarepithelzellen (39) in [IPF- Praparaten, Uber MMP-9 positive
multinukledre Riesenzellen und Epitheloidzellen (17) in Sarkoidosegranulomen.
Diese und weitere Zellarten konnten fir die Produktion der Matrix

Metalloproteinasen mit verantwortlich sein.

Die von uns gefundene Korrelation zwischen der MMP-9 Konzentration und
dem Gesamteiwei3 in der BALF von Lungenfibrosepatienten kann auf den
moglichen Zusammenhang mit einer bestehenden Blut- Lungen-
Schrankenstérung hinweisen, wie sie Agostini (1) aufgrund einer massiven
Rekrutierung von polymorphkernigen Neutrophilen beschreibt. Durch den
Ubertritt von Zytokinen von der Blut- auf die Alveolarseite kdnnten hohere
Konzentrationen bei Fibrosepatienten zu messen sein. In der Sarkoidose- und
Kontrollgruppe ermittelten wir keinen Zusammenhang. Es scheint, dass die

Zytokinproduktion hier lokal stattfindet und keine Schrankenstérung vorliegt.
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Der Fund, dass TIMP-1 nicht mit inflammatorischen Zellen aus der BALF-
Analyse korreliert, steht in gutem Einklang mit den Ergebnissen fruherer
Studien. Diese zeigten, dass TIMP-1 vor allem in interstitiellen Zellen vorkommt
(39). Eine Ausnahme stellte die idiopathische Lungenfibrose dar, in der wir eine
positive Abhéngigkeit der TIMP-1 Konzentrationen von dem Lymphozytengehalt
und einen negativen Zusammenhang zum Alveolarmakrophagengehalt fanden.
Daraus koénnte man schlussfolgern, dass in den IPF- Lungen TIMP-1
wahrscheinlich nicht von Alveolarmakrophagen, sondern zu einem Teil von
Lymphozyten stammt und auch von Zellen, die nicht mittels BALF- Analyse
erfasst werden (Fibroblasten, Epithelzellen). Selman et al. zeigten in der
immunhistochemischen Analyse von Lungenpréparaten mit IPF, dass TIMP-1 in
Arealen dichter Narben, vor allem in interstitiellen Makrophagen, und auch in
Fibroblasten/Myofibroblasten vorkommt (39). Auch in der
immunhistochemischen Analyse von Sarkoidosegranulomen berichteten
Gonzales et al. Uber positive TIMP-1 Farbung in Riesenzellen, Epitheloid- und
Endothelzellen, sowie in Fibroblasten (17). Diese Erkenntnisse unterstitzen
unsere Vermutung.

Zum Proteingehalt der BALF korrelierte TIMP in der IPF-, Sarkoidose 2/3 -, und
Kontrollgruppe. Diese Interpretation als Ausdruck einer gestdrten Blut-
Lungenschranke ist fraglich, da der Korrelationskoeffizient innerhalb der
Sarkoidose 2/3 -, und Kontrollgruppe relativ niedrig ist (r=0,5). Die héhere
Korrelation bei Lungenfibrosepatienten (r=0,7) und die Feststellung, dass auch
MMP mit dem GesamteiweiBgehalt der BALF Kkorreliert, bestatigt unsere
Annahme, dass bei der idiopathischen Lungenfibrose eine Blut- Lungen-

Schrankenstérung im Sinne Agostinis (1) vorliegen kann.
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4.3 Zusammenhang zu Lungenfunktionswerten

Erstmals wurde in der vorliegenden Studie untersucht, ob ein Zusammenhang
zwischen Lungenfunktion und MMP-9 bzw. TIMP-1 in der Lavageflissigkeit von
Sarkoidose- und Lungenfibrosepatienten besteht. Relevant schien uns die
Frage, ob die Titer mit den Kklinischen Parametern Vitalkapazitat, Totale
Lungenkapazitat, Diffusionskoeffizient fir CO und dem Sauerstoffpartialdruck
einhergehen.

Innerhalb der verschiedenen Diagnosegruppen lieBen sich keine einheitlichen
und aussagekraftigen Zusammenhange zwischen MMP-9 oder TIMP-1 und der
Lungenfunktion des jeweiligen Patienten ermitteln (bei Diagnosestellung, ein
Jahr und zwei Jahre spéter). Eine Studie von Beeh et al. (7), die den MMP-9
Gehalt aus dem Sputum von IPF- Patienten (n=15) in Beziehung zur
Vitalkapazitat setzte, konnte ebenfalls keine aussagekraftige Korrelation
aufzeigen (rs=-0,3, n.s.).

Die in der Kontrollgruppe gefundene positive Korrelation zwischen MMP-9 und
DCO sowie die negative zwischen TIMP-1 und DCO bei Sarkoidose- Patienten
im Stadium 2/3 lassen keine weiteren Riickschllsse zu.

In der Gesamtanalyse stellten wir jedoch fest, dass MMP-9 und TIMP-1 Spiegel
signifikant negativ. mit Lungenfunktionsparametern bei Diagnosestellung
korrelieren, wenn auch nicht aussagekraftig, d.h. r<0,5 (Tab.10, Tab.15). Das
bedeutet, dass eine hohe MMP-9 Aktivitat bei Patienten mit einer schlechteren
Lungenfunktion gemessen wurden.

Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass ein Zusammenhang nur in einer
hinreichend groBen Untersuchungsgruppe zu erkennen ist und die Fallzahlen
der einzelnen Diagnosegruppen zu gering sind. Studien mit gréBeren Fallzahlen
missten sich anschlieBen, um unsere Hypothese zu bestatigen. Demnach
kénnten hohe MMP- bzw. TIMP Konzentrationen in der Lavage mit reduzierten

Lungenfunktionsparametern einhergehen.
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Da eine Funktion der Metalloproteinase-9 die Spaltung von Basalmembranen
ist, kann eine gesteigerte Aktivitdt dieser Protease in Alveolardestruktion
resultieren, die sich wiederum in einer Reduktion der
Lungenfunktionsparameter ausdriickt. TIMP-1 Konzentrationen kdénnten
reflektorisch mit einer MMP-9 Zunahme ansteigen und Ausdruck einer
gesteigerten Destruktion von Lungengewebe sein.

Suga (41) und Choi (10) untersuchten mithilfe der Zymographie MMP-9-
Konzentrationen in progressiver IPF. Suga (41) teilte in seiner Studie IPF-
Patienten in eine langsam progressive (n=19) und eine schnell progressive
(n=7) Gruppe ein. Letztere schloss die Patienten ein, die innerhalb von drei
Jahren nach Diagnosestellung starben. Die Lungenfunktion wurde nur zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung erfasst und war deutlich schlechter, als in der
langsam progressiven Gruppe. Er fand eine wesentlich héhere MMP-9 Aktivitat
in der schnell progressiven Gruppe. Dies wiederum steht in Einklang mit
unserem Ergebnis, dass eine hohe MMP-9 Aktivitat bei Patienten mit einer
schlechteren Lungenfunktion gemessen wurde.

Unsere Berechnungen eines Zusammenhangs zwischen molarer Ratio und
Lungenfunktion in der IPF- Gruppe ergaben kein einheitliches Ergebnis.
Innerhalb der dbrigen Diagnosegruppen korrelierte die molare Ratio nicht
aussagekraftig mit Lungenfunktionsparametern. Auch in der Gesamtanalyse
aller Patienten wurde dieser Zusammenhang nicht deutlich.

Es ergab sich aber noch folgender Fund:

Die Vitalkapazitdt von Patienten im Follow- Up - 7 mit Sarkoidose im Stadium
2/3 und 12 mit IPF- korrelierte signifikant negativ mit dem molaren Verhéltnis
von MMP zu TIMP (rs=-0,53) zu Beginn der Erkrankung. Das kénnte bedeuten,
dass Patienten mit einer héheren molaren Ratio eine signifikant schlechtere
Vitalkapazitat nach zwei Jahren aufweisen, als Patienten mit einer niedrigen
Ratio (siehe Abb.20/ Ergebnisse).

Trotz des Uberschusses an Inhibitoren, wiirde eine verhéltnismaBige Zunahme

von profibrotischem MMP zu einer Verschlechterung der Lungenfunktion
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fuhren. Kénnte demnach die molare Ratio dann als prognostischer Marker fur
den Krankheitsverlauf dienen?

Da wir nur die Verlaufsdaten von 19 Patienten besaf3en, ist es mdglich, dass
die Korrelationsfaktoren in einer gréBeren Fallgruppe bessere Werte
annehmen. Der Zusammenhang musste sich dann auch flr die einzelnen
Diagnosegruppen  bestatigen, denn wir haben Sarkoidose- und
Lungenfibrosepatienten aufgrund der geringen Fallzahl zusammengefasst. Eine
weitere Fehlermdglichkeit ergibt sich aus der Therapie innerhalb der zwei Jahre
nach Diagnosestellung. Zwar wurden Erkrankte mit einem &hnlichen
Behandlungsschema therapiert (siehe Methoden), dennoch gab es
interindividuelle Unterschiede in der Therapie, die sich auf die Lungenfunktion
auswirken konnten. In erneuten Untersuchungen wéare es denkbar, dass sich

die Ergebnisse dann wegen anderer Medikation nicht wiederholen.

4.4 Ausblick

MMP-9 und TIMP-1 wirken auf ganz unterschiedliche Zellsysteme und werden
von zahlreichen Zellen aufgrund unterschiedlicher Reize synthetisiert. Sie
dienen der Zell- Zell Kommunikation, spalten verschiedenste Substrate und
modulieren die Aktivitat anderer Proteasen und Zytokine. Uber die Bedeutung
fur die Fibrogenese und vor allem fiir den klinischen Alltag wei3 man bislang
nur wenig. Da MMP-9 bzw. TIMP-1 Konzentrationen aber vermutlich nur
Moment-Konzentrationen sind und sich im Krankheitsgeschehen &ndern, sollten
Verlaufskontrollen bei ein und dem selben Patienten durchgefihrt werden. Erst
dann kann man Rickschlisse auf die mdgliche Beteiligung und Rolle der
untersuchten Zytokine in diesem dynamischen Krankheitsprozess ziehen.
Problematisch bleibt der Einfluss von Storfaktoren, die soweit wie mdglich
ausgeschalten werden missen, um die Messungen untereinander vergleichbar
zu machen. In Zukunft miussen weitere Untersuchungen an gréBeren
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Patientengruppen durchgefiihrt werden, um herauszufinden, ob sich die
gemessenen Enzyme aus der Lavage als Marker fir den Verlauf der Krankheit

eignen.

V. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurden Konzentrationen von MMP-9, TIMP-1 und
deren molares Verhéltnis in der Lavageflissigkeit von Patienten mit
idiopathischer ~ Lungenfibrose  (IPF),  pulmonaler  Sarkoidose  und
Kontrollpersonen mittels ELISA gemessen und miteinander verglichen. Ein
mdglicher Zusammenhang zu Lavageparametern sollte geklart werden. Ziel
unserer Arbeit war es, herauszufinden, inwieweit die Bestimmung dieser
Enzyme mit dem AusmaB und dem Verlauf der Erkrankungen korreliert. Dazu
wurden Enzymkonzentrationen von allen Patienten mit Lungenfunktions-
parametern zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, ein und zwei Jahre spater

korreliert.

MMP-9 und TIMP-1 Werte waren in der IPF- Gruppe am héchsten, gefolgt von
Sarkoidose im fortgeschrittenen Stadium und Sarkoidose im Anfangsstadium.
Die niedrigste Konzentration an MMP-9 lag in der Kontroligruppe vor, ebenso
die von TIMP-1. Bis auf TIMP- Spiegel der Sarkoidose- Gruppe 1 waren alle
Werte signifikant héher, als in der Kontrollgruppe. Die Unterschiede zwischen
IPF- und Sarkoidosegruppen erreichten kein Signifikanzniveau. Eine
Beteiligung an der Fibrogenese konnte dementsprechend sowohl fir MMP-9,
als auch fiur TIMP-1 bestatigt werden. Weiter vermuten wir, dass die
Konzentrationen mit der Starke des fibrotischen Umbaus in der Lunge

ansteigen.
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Die molare Ratio von Fibrosepatienten war signifikant héher als bei Kontrollen.
Eine Imbalance zwischen beiden Enzymen zugunsten von MMP scheint in der

Pathogenese der IPF eine wichtige Rolle zu spielen.

MMP-9 korrelierte in der Gesamtanalyse signifikant sowohl zur prozentualen
Anzahl der polymorphkernigen Neutrophilen, als auch negativ zur prozentualen
Anzahl der Makrophagen. TIMP-1 korrelierte mit dem Proteingehalt, innerhalb
der IPF- Gruppe mit Lymphozyten und negativ mit Makrophagen. Die molare
Ratio korrelierte negativ. mit  Alveolarmakrophagen bei IPF- und
Sarkoidosepatienten. Unsere Ergebnisse verdeutlichen, dass vermutlich
Neutrophile und Lymphozyten an der Produktion der Enzyme beteiligt sind.
Eine weitere Quelle scheinen Zellen zu sein, die nicht mit der BALF erfasst
wurden, wie zum Beispiel Fibroblasten und Epithelzellen.

Es stellte sich keine Beziehung zwischen MMP-9 bzw. TIMP-1 und dem
klinischen Ausmaf der Erkrankung, gemessen an den Lungenfunktionswerten,
heraus.

Die molare Ratio von Patienten mit Sarkoidose im fortgeschrittenem Stadium
und denen mit IPF korrelierte jedoch signifikant negativ mit deren Vitalkapazitat
nach zwei Jahren. Aufgrund dieser Ergebnisse kamen wir zu der
Schlussfolgerung, dass eine hdhere Ratio mit einer Verschlechterung der
Lungenfunktion im Verlauf einhergehen kénnte. Wenn dies in weiteren Studien
bestatigt werden konnte, hatte die Bestimmung von MMP-9/TIMP-1 eine
prognostische Bedeutung im Klinikalltag.
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