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1.Einleitung

1.1. Interstitielle Lungenerkrankungen

Interstitielle Lungenerkrankungen (interstitial lung disease - ILD)
umfassen eine Vielzahl von unterschiedlichen, nicht-tumordsen
Erkrankungen, denen eins gemeinsam ist: die Erkrankung des
Interstitiums, das als Raum zwischen der epithelialen und
endothelialen Basalmembran definiert ist'. Die Erkrankung beruht
auf einer Schiddigung des Interstitiums durch Fibrosierung,
ausgelost durch eine Verletzung des Lungenepithels oder durch
eine Entziindung (z.B. bei der Exogenen Allergischen Alveolitis —
EAA), wobei zwischen Erkrankungen mit bekannter Ursache (z.B.
Erkrankungen aus dem Formenkreis der Kollagenosen und
Vaskulitiden [collagen vascular disease — CVD]) und unbekannter
Ursache  (idiopathische interstitielle = Pneumonien  [IIP])

unterschieden werden kann. Eine Ubersicht zeigt Abbildung 1.1.

1 American Thoracic Society/European Respiratory Society International
Multidisciplinary Consensus Classification of the Idiopathic Interstitial Pneumonias.
This joint statement of the American Thoracic Society (ATS), and the European
Respiratory Society (ERS) was adopted by the ATS board of directors, June 2001 and
by the ERS Executive Committee, June 2001 2002
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Interstitielle Lungenerkrankungen

bekannte Ursache

Medikamente (z.B. Amiodaron)
Umwelttoxine

Kollagenasen (CVD)
z.B. Sklerodermie

granulomatdse Erkrankungen
(z.B. Sarkoidose)

L‘ Rheumatoide Arthrtitis (RA)
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(z.B. Langerhanszell-Histiozytose)
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idiopathisch

Héaufige idiopathische interstitielle
Lungenerkrankungen

Idiopathische interstitielle
Pneumonie (IPF)

Nicht-spezifische interstitielle

‘{ Pneumonie (NSIP)

Desquamative interstitielle
Pneumonie (DIP)
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Pneumonie (COP)
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1.1.1. Idiopathische Interstitielle Pneumonien (IIP)

Die idiopathischen interstitiellen Pneumonien umfassen folgende
Entitdten: idiopathische pulmonale Fibrose (IPF), nicht-spezifische
(NSIP),

Pneumonie (DIP), kryptogen organisierende Pneumonie (COP),

interstitielle  Pneumonie desquamative interstitielle

akute interstitielle Pneumonie (AIP), Bronchiolitis assoziierte



interstitielle Pneumonie (RB-ILD), lymphozytische interstitielle
Pneumonie (LIP) und pleuroparenchymatose Fibroelastose (PPFE),
wobei der Fokus auf die IPF, NSIP und DIP gelegt wird, da aus
diesem Patientenkollektiv die untersuchten Proben stammten.

Die klinische Herangehensweise bei Patienten mit Verdacht auf
eine ILD sollte immer eine ausfiihrliche Anamnese und kdrperliche
Untersuchung beinhalten. Bei der Anamneseerhebung ist vor allem
auf die Exposition gegeniiber Hartmetall-/Holzstduben oder
anderen Umwelteinfliissen, dem Raucherstatus und den moglichen
Hinweisen auf eine Erkrankung aus dem rheumatoiden
Formenkreis zu achten, sowie auch die Symptome und deren
zeitlichen Verlauf zu eruieren. Bei der korperlichen Untersuchung
sollte auf basales Knisterrasseln (,,Sklerosiphonie*), aber auch auf
Trommelschlegelfinger geachtet werden. Im Anschluss sollte eine
Rontgenuntersuchung des Thorax als auch eine

Lungenfunktionsuntersuchung erfolgen'.

1.1.1.1. idiopathische pulmonale Fibrose (IPF)

Die idiopathische pulmonale Fibrose wird als eine spezifische
Form einer chronischen interstitiellen = Pneumonie  mit
fortschreitender Fibrose definiert?, die primér bei dlteren Individuen

auftritt und auf die Lunge beschrdnkt ist, wobei die Ursache

2 Raghuetal. 2011



unbekannt ist. Das mit dieser Erkrankung assoziierte
histopathologische Muster ist das sogenannte ,,Usual Interstitial
Pneumonia“-Pattern (UIP)’, welches dazu genutzt wird, die IPF
von anderen Entitdten der IIP zu unterscheiden, da sich aus dieser
Unterscheidung sowohl prognostische als auch therapeutische
Differenzen ergeben'.

Beziiglich der Inzidenz und Privalenz lassen sich in der Literatur
sehr unterschiedliche Daten finden. Eine gute Ubersicht liefert eine
japanische Publikation®, die die Inzidenzen und Privalenzen
abhingig von der Geographie (USA, Europa, Japan) und den
eingeschlossenen Kriterien darstellt. Als Kriterien fiir eine eher
eingeengte (narrow) Definition einer [PF miissen alle Hautpt- und
Neben- ATS/ERS Kriterien der UIP im HRCT erfiillt werden,
wohingegen bei einer breiter gefassten (broad) Definition bereits
ein mogliches UIP Muster nach ATS/ERS Kriterien im HRCT
geniigt. Fiir die USA kann man die Daten von Raghu und
Mitarbeitern’® heranziehen, die eine Inzidenz von 6,8 (narrow) bzw.
16,3 (broad) pro 100.000 Einwohnern angeben. Fiir die Pravalenz-
Daten wurde ein Review® der bisher veroffentlichen Daten

verwendet, wobei sich hier eine Spanne von 14 — 27,9 Fillen

3 American Thoracic Society. Idiopathic pulmonary fibrosis: diagnosis and treatment.
International consensus statement. American Thoracic Society (ATS), and the
European Respiratory Society (ERS) 2000

4 Nakamura und Aoshiba Kazutetsu 2015

Raghu et al. 2006

6  Nalysnyk et al. 2012
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(narrow) pro 100.000 Einwohnern bzw. 42.7 — 63 Féllen (broad)
pro 100.000 Einwohner fiir die USA ergibt. Fiir Europa werden
linderabhingige Daten (Griechenland, Norwegen, Tschechische
Republik) dargestellt, die der urspriinglichen Publikation* zu
entnehmen sind. Eine gepoolte Pravalenz von 1,6 — 1,7 Féllen pro
100.000 Einwohnern fiir Europa kann man einem Review von
Giinther et al.” entnehmen. Zusammenfassend ldsst sich festhalten,
dass die Inzidenz und Pridvalenz mit zunehmendem Alter steigt und
vor allem Menschen mit iiber 60 Jahren davon betroffen sind
(Altersmedian von 66 Jahren bei Diagnose, Spanne von 55 — 75

Jahren®). Die Erkrankung scheint bei Mannern haufiger zu sein’.

Die Atiologie der IPF ist noch ungeklirt; allerdings werden
inhalative Noxen als Risikofaktoren fiir die chronische Schidigung
des Alveolarepithels angesehen®. Sowohl Rauchen als auch die
Inhalation von Stduben (landwirtschaftlichen Ursprungs, Metall,
Holz, Sand) haben sich als bestdndige Risikofaktoren fiir die
Entwicklung einer IPF gezeigt’. Weitere mogliche Risikofaktoren
sind virale Infektionen (DNA von Herpesviren [z.B. EBV, CMV
HHV-7/8] wurden in iiber 90% der untersuchten IPF-Lungen

nachgewiesen'’),  gastroosophagealer ~ Reflux  (chronische

Giinther et al. 2012
King et al. 2011
Taskar VS

0 Borchers et al. 2011

= O 03



Mikroaspiration  als  Ursache  fir die  wiederholten
Verletzungen/Beschiadigungen der Lunge'') und Diabetes Mellitus
(iiber Hyperinsulinismus verstiarkte Ausschiittung von IGF-1, die
zur reduzierten Autophagie und somit zur beschleunigten Alterung
der Zellen fiihrt'?), wobei nicht geklirt ist, ob diese Risikofaktoren
eine IPF tiber Triggerfaktoren auslosen kdnnen oder lediglich eine
bestehende IPF verschlechtern®. Als prognostisch relevante
Risikokonstellation ist noch das Vorliegen/Entwickeln einer
pulmonalen Hypertonie zu erwdhnen, da der pulmonale arterielle
Druck invers zur DLco" korreliert, sowie das Vorliegen einer
pulmonalen Hypertonie insgesamt ein negativer Prognosefaktor ist,
der mit einer hoheren Mortalitit assoziiert ist'. Als weiterer
Risikofaktor sind noch genetische Faktoren zu nennen, die
zunidchst bei Untersuchungen von familidren interstitiellen
Pneumonien aufgefallen waren, darunter allen voran die Gen-
Mutationen in den Surfactant-Proteinen (SP)- A und -C [SFTPA,
SFTPCJ, die zu missgefalteten Proteinprodukten und dadurch zu
ER-Stress und Apoptose der alveoldren Typ-II-Zellen fiihren', und
die Mutationen in den Telomerase-Genen und anderen Telomer-

assoziierten = Proteinen, die zu  einer  beschleunigten

11 Leeetal. 2010

12 Takasaka et al. 2014
13 Nadrous et al. 2005
14 Caminati et al. 2013
15 Korfei et al. 2008



Telomerverkiirzung fiihren und somit zur vorzeitigen Seneszenz
oder Apoptose der alveoliren Typ-II-Zellen (AECII), welche

Progenitorzellen des Alveolarepithels darstellen'®'”'®.

Alveolarmakrophage alveolare

Typ II-Zelle
O . alveolare
Typ-l-Zelle
- -
l Basalmembran
Fibroblast Fibrozyt

Leukozyt

Abbildung 1.2. Schematische Darstellung der wichtigsten Zellen in einer

gesunden Lunge

Die genaue Pathogenese der IPF ist noch nicht vollstindig geklart.
Die lange Jahre geltende Hypothese, dass eine chronische
Inflammation die Ursache der Lungenfibrose sei, ist Anfang der
90er Jahre verworfen worden, da sich in ultrastrukturellen
Untersuchungen mehrerer Wissenschaftler herausstellte, dass eine
Entziindung nicht das vorherrschende histopathologische Korrelat
in der UIP ist, und dass eine Entzlindung nicht substantiell fiir die
Entwicklung einer Fibrose ist, und vor allem auch deswegen, da

eine anti-inflammatorische Therapie in keinster Weise die Prognose

16 Tsakiri et al. 2007
17 Diaz de Leon et al. 2010
18 Stuart et al. 2015



und das Uberleben der IPF-Patienten verbesserte'. In derselben
Publikation ist darauthin die Hypothese postuliert worden, dass die
Lungenfibrose durch eine Schiddigung des Alveolarepithels, mit
konsekutiver aberranter Wundheilung, ausgelost wird. Dies fiihrt zu
einer Zerstorung des zarten Alveolargeriistes und der
Lungenarchitektur (eine Schemazeichnung der wichtigsten Zellen
und deren Verhiltnis in der gesunden Lunge zeigt Abbildung 1.2.).

Inzwischen besteht ein Konsensus dariiber, dass der Ausloser fiir
die Fibrose die chronische, wiederholte Schadigung der alveolidren
Typ-1I-Zellen (AECII) ist. Hinweise auf den mechanistischen
Zusammenhang zwischen AECII-Beschddigung und daraus
resultierender Fibrose beobachteten Sisson et al.*® in einer
tierexperimentellen Studie. Dennoch konnte die Ursache der
wiederholten Schidigung der AECII, vor allem in den sporadischen
Formen der IPF, bisher nicht eindeutig identifiziert werden®.
Allerdings ist mit der ER-Stress-induzierten Apoptose der AECII
ein generelles Phdnomen bei familidrer und sporadischer IPF?
identifiziert worden. Dabei ergibt sich wiederum eine Vielzahl von
Moglichkeiten, die zu ER-Stress fiihren: Glukose-Mangelzustinde,

erhohte Glykosylierung von Proteinen, Verdnderungen der Redox-

bzw. Ilonenbalance im ER-Lumen, erhohte Proteinsynthese

19 Selman 2001

20 Sisson et al. 2010

21 Blackwell et al. 2014
22 Tanjore et al. 2012



(beispielsweise durch eine Virus-Infektion), unzureichende
lysosomale Degradierung, Genmutationen, die zu missgefalteten
Proteinen fiihren und oxidativer Stress*, sodass abschlieBend nicht
geklart werden kann, warum die AECII von sporadischen IPF-
Patienten eine apoptotische ER-Stress-Antwort und die damit
verbundenen phénotypischen Verdnderungen aufweisen*. Auch ist
der genaue Ablauf der gestorten Wundheilung nur unzureichend
verstanden, denn es scheinen mehrere involvierte Mechanismen
fehlreguliert zu sein. Es gibt Hinweise darauf, dass bei der IPF
bereits die epitheliale Integritit gestort ist, da in Cdil51-
(basolaterales  Oberflichenprotein, das die Bindung des
Alveolarepithels an die Basalmembran unterstiitzt) Knockout-
Maiusen sich altersabhingig Fibrose entwickelt und CD151-positive
alveoldre Typ-II-Zellen in IPF-Patienten signifikant herunter
reguliert sind®”, wobei abschlieBend nicht die Bedeutung dieser
Ergebnisse eruiert werden konnte. Auch wird vermutet, dass die
aberranten epithelialen Reparaturmechanismen (infolge der AECII-
Apoptose) auf der iibermédBigen und fehlregulierten Reaktivierung
von embryonalen Signalwegen beruhen konnte®. AuBerdem
scheinen AECII selbst iiber ihre Zytokin-Produktion ein

profibrotisches Milieu zu schaffen durch die vermehrte Expression

23 Korfei 2016
24 Sakai und Tager 2013
25 Tsujino et al. 2012



von transforming growth factor B (TGF-B), connective tissue
growth factor (CTGF), tissue factor (TF) sowie Faktor VII und X
der Gerinnungskaskade”'’. Interessant ist auch, dass Prostaglandin
E, (PGE,), ein essentieller Faktor in der Kontrolle der Fibroblasten-
Proliferation/Aktivitit und Myofibroblasten-Differenzierung, in
Epithelzellen und Fibroblasten von IPF-Patienten stark herunter
reguliert ist, und auch die Rezeptoren flir dieses Zytokin in den
Myofibroblasten signifikant herunter reguliert sind*®. Hieraus leitet
sich die Hypothese ab, dass die AECII durch die chronische
Beschiddigung und erhdhte Apoptoserate die Kontrolle iiber die
Fibroblasten verlieren, was zu einer unkontrollierten Fibroblasten/
Myofibroblasten-Proliferation und damit zu einer abnormal
gesteigerten Produktion von extrazelluldrer Matrix (ECM) fiihrt’.

Zur Rolle der Myofibroblasten fiir die exzessive Produktion von
ECM-Komponenten und deren Ablagerung herrscht ebenfalls ein
Konsens?, allerdings nicht iiber den Ursprung dieser Zellen. Die
lange favorisierte Hypothese der epithelial-mesenchymalen
Transformation (EMT), die auf Beobachtungen von epithelialen
Zellen mit ko-exprimierenden mesenchymalen Zellenmarkern
beruht®, hat an Bedeutung verloren, da Rock et al.” in einem

tierexperimentellen Setting zeigen konnten, dass die EMT nicht zur

26 Bozyk und Moore 2011

27 Scotton und Chambers 2007

28 Brigham C. Willis, Janice M. Liebler
29 Rocketal. 2011
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Myofibroblastenpopulation beitrdgt. Dennoch kann die Hypothese
nicht vollstaindig verworfen werden, da eine EMT in der
Pathogenese der IPF beim Menschen nicht ausgeschlossen werden
kann und die eventuell unvollstindig differenzierten AECII
mogliche Produzenten von zumindest Zytokinen, wenn nicht sogar
von ECM-Komponenten sein kénnten®. Pleuromesotheliale Zellen
als hauptsidchlicher Ursprung der Myofibroblasten scheinen auch
unwahrscheinlich zu sein®. Als mégliche Ursprungszellen der
Myofibroblasten werden momentan auch zirkulierende Fibrozyten®'
(im Knochenmark produzierte Vorlduferzellen) diskutiert,
angelockt von sterbenden AECII, oder aberrant produzierten
Zytokinen, oder von bereits vorhandenen Mesenchymzellen, iiber
welche die AECII die Kontrolle verloren haben’. AuBerdem werden
Perizyten, spezialisierte Mesenchymzellen, die eine gemeinsame
Basalmembran mit Endothelien teilen®, in Betracht gezogen.
Inzwischen geht man aber bei den zirkulierenden Fibrozyten mehr
von einer unterstiitzenden Funktion fiir die vorhandenen
Fibroblasten aus, durch zum Beispiel die Produktion von
Wachstumshormonen®. In Bezug auf die Myofibroblasten ist noch
zu erwahnen, dass sie nicht nur die Produzenten der zur

Destruktion fiihrenden extrazelluliren Matrix sind, sondern auch

30 Mubarak et al. 2012
31 Phillips et al. 2004
32 Hungetal. 2013
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den urspriinglichen Prozess, ndmlich die Beschidigung und
Apoptose der AECII, weiterhin aufrecht erhalten, indem sie
beispielsweise Wasserstoffperoxid produzieren®. Des Weiteren ist
noch zu bemerken, dass IPF-Myofibroblasten, im Gegensatz zu den
Alveolarepithelzellen, weniger anfillig gegeniiber Apoptose zu sein
scheinen (Apoptoseparadox)*, was eventuell iiber die bereits oben
erwihnte Minderung des PGE,-Signals vermittelt sein konnte®.
Zusammenfassend beruht die Pathogenese der IPF auf folgenden
Faktoren: die chronische Schédigung der alveoldren Typ-II-Zellen,
die zur Apoptose dieser Zellen fiihrt, ruft eine gestorte, aberrante
Wundheilung hervor, die durch eine unkontrollierte Aktivierung
von Fibroblasten und deren Differenzierung zu Myofibroblasten,
sowie durch deren Organisation zu den sogenannten ,,Fibroblasten
Foci“ (=Fibroblasten-Nester) charakterisiert ist, wodurch eine
ungehemmte Produktion und Ablagerung von ECM-Komponenten
erfolgt, die konsekutiv die Lungenarchitektur zerstéren. Diese
Vorginge, reduziert auf die wichtigsten Fakten, sind in Abbildung
1.3. nochmals graphisch dargestellt.

Klinisch manifestiert sich die IPF durch die vorherrschende
Symptomatik einer zunehmenden Dyspnoe und einem anhaltenden,
unproduktiven Husten, der in der Regel nicht auf Antitussiva

anspricht. Die Symptome bestehen meist etwa 6 Monate, bevor ein

33 Waghray et al. 2005
34 Thannickal und Horowitz 2006
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Arzt konsultiert wird. In der korperlichen Untersuchung findet sich
in etwa 80% der Fille ein basal betontes Knisterrasseln und in 25-
50% Trommelschlegelfinger’. In der Lungenfunktionsuntersuchung
zeigt sich ein restriktives Muster, ein herabgesetzter
Diffusionskoeffizient fiir Kohlenmonoxid (DLco) und eine
Hypoxie, die sich bei Anstrengung verschlechtert'.

Der klinische Verlauf ist heterogen, mit einem medianen Uberleben
nach Diagnosestellung von 2,5 — 3,5 Jahren®. Es existieren auch
andere Daten zum medianen Uberleben (2 — 5 Jahre”), allerdings
zeigt sich auch hier deutlich die schlechte Prognose der IPF im
Vergleich zu den anderen Entititen. Hinzu kommt, dass der
klinische Verlauf aufler der langsamen, aber stetig progressiven
Form noch eine beschleunigte Variante, die vor allem ménnliche
Raucher betrifft®, sowie die akute Exazerbation, die eine Inzidenz
von 6-16% aufweist®, beinhaltet.

Die akute Exazerbation ist definiert als akute, klinisch signifikante
Verschlechterung unbekannter Ursache bei einer
zugrundeliegenden IPF. Als diagnostische Kriterien werden die
subjektive Verschlechterung innerhalb von 30 Tagen und neue
bilaterale Verschattungen in der radiologischen Bildgebung, ein
reduzierter Pao, als Hinweis auf einen gestorten Gasaustausch, und

der Ausschluss von Herzinsuffizienz, Lungenembolie, Infektionen

35 Luppi et al. 2015
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und anderen bekannten Ursachen herangezogen. Die Mortalitit ist
hoch (90%; medianes Uberleben: zwei Monate nach Beginn der
akuten Exazerbation, sodass die Exazerbation ein unabhdngiger
Prognosefaktor ist), und es existiert keine effiziente Therapie®.

Um die Diagnose einer IPF zu stellen, miissen folgende Kriterien
erfullt sein: Ausschluss anderer Ursachen, die zu einer
interstitiellen Lungenerkrankung fithren (z.B. Kontakt mit
Holzstaub, Metallstduben etc., Medikamentennebenwirkung,
Kollagenosen usw.), Vorliegen des UIP-Musters im HRCT bzw. die
Kombination eines mdglichen UIP-Musters in der radiologischen
Bildgebung und einer chirurgisch gewonnen Lungenbiopsie’,
sodass hier ein multidiszipilindrer Ansatz mit Kooperation von
Pulmonologen, Radiologen und Pathologen notwendig ist'.

Das radiologische Korrelat des UIP-Musters sind retikulédre
Zeichnungsvermehrung n Kombination mit
Traktionsbronchiektasen und Honigwaben (honeycombing), die vor
allem basal und peripher lokalisiert, aber dort meist uneinheitlich
verteilt sind'. Vor allem das sogenannte honeycombing ist essentiell
bei differentialdiagnostischen Uberlegungen. Honeycombing ist
definiert als das Auftreten von traubenformigen, mehrreihigen
zystischen Luftrdumen, die durchschnittlich 3-10 mm im

Durchmesser aufweisen und vor allem subpleural und paraseptal

36 Collard et al. 2007
37 Travis et al. 2013
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gelegen sind’.

Umwelteinfliisse genetische Pridisposition
- Rauchen - Mutation Surfactant-Protein-Gen (SP-A2, SP-C)
- Virus-Infektionen - Mutation Telomerase-Gen (TERT, TERC, DKC1)
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Beim Vorliegen eines atypischen Musters in der radiologischen
Bildgebung ist eine chirurgisch gewonnene Lungenbiopsie
notwendig'. Das histopathologische Korrelat einer UIP stellt sich
wie folgt dar: pathognomonisch ist die Zerstérung der
Lungenarchitektur mit einer heterogenen Verteilung, bei der sich
sowohl fibrotische Areale mit Gewebenarben und Honigwaben-
Verdnderungen (zystisch fibrotische Luftrdume, umgeben von
Bronchialepithel und gefiillt mit Schleim und Immunzellen) mit
gesunden Arealen ohne Zeichen einer Fibrose abwechseln, und
diese Veranderungen alle zu einem unterschiedlichen Zeitpunkt
entstanden sind. Entziindungszeichen sind meist nur mild
vorhanden (Entziindungszellen konnen in fibrotischen Arealen
beobachtet werden, aber diese Zellen sind nicht in jeder IPF-Lunge
zu finden). Die fibrotischen Zonen zeichnen sich durch dicht
gepackte Kollagenfasern aus, in denen Nester aus proliferierenden
Fibroblasten und Myofibroblasten, die sogenannten ,,Fibroblasten
Foci“, die ein wessenticlles Merkmal des UIP-Musters darstellen,
zu finden sind®.

Trotz dessen, dass die bildgebenden Verfahren sehr wichtig und
essentiell fiir die Diagnosefindung der IPF geworden sind, hat die
Lungenbiopsie weiterhin ihren Stellenwert, denn nur durch sie
kann eine definitive Diagnose erfolgen'. Dies ist gerade im

Hinblick auf die moglichen Differentialdiagnosen wie die
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fibrotische nicht-spezifische interstitielle Pneumonie (fNSIP)
entscheidend, da sich daraus prognostische und therapeutische
Konsequenzen ergeben. Bis heute gibt es keine kausal ausgerichtete
bzw. hinreichend wirksame Therapie fiir die IPF*’. Momentan wird
Nintedanib, ein Tyrosin-Kinase-Inhibitor, oder Pirfenidon
eingesetzt. Die bisherigen Therapieformen, unter anderem die
Kombination von Cortison mit Azathioprin und N-Acetylcystein,
sowie Ambrisentan, ein selektiver Endothelin-Rezeptor Antagonist,

oder Imatinib werden nicht mehr empfohlen™.

1.1.1.2. nicht-spezifische interstitielle Pneumonie (NSIP

Der Begriff ,nicht-spezifische interstitielle Pneumonie* (NSIP),
wie er heute verwendet wird, ist erstmals 1994 definiert worden als
histopathologisches Muster, dass keinem der bekannten,
klassischen idiopathischen interstitiellen Pneumonien (IIP) wie der
UIP, DIP etc. entspricht. Dabei zeigt sich histologisch eine
auffallende Homogenitét, im Gegensatz zu der bemerkenswerten
Heterogenitét bei der UIP, welche mit in die Definition dieser
Entitdt einflieBt. Die wunter diesem histologischen Bild
zusammengefassten Patienten zeigen ein breites Spektrum an
klinischen Krankheitsbildern, wie z.B. Kollagenosen (connective

tissue disease — CTD) oder exogene allergische Alveolitis (EAA =

38 Raghu et al. 2015
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hypersensitvity pneumonitis [HP]), und weisen ein gutes
Ansprechen auf Kortikosteroide® auf. Die NSIP als eigenstindige
Entitdt mit idiopathischer Genese wird im Verlauf ndher erldutert
werden.

Die 1994* vorgenommene Unterteilung der NSIP in 3 Gruppen
anhand dem Vorherrschen von Inflammation oder Fibrose wurde
zugunsten einer Unterteilung in lediglich 2 Gruppen (zelluldres
[cNSIP] vs. fibrotisches Muster [fNSIP]) geéndert, da sich in einer
Untersuchung von Travis et al. zeigte”, dass bei der
Unterscheidung dieser beiden Muster sich unterschiedliche
klinische Charakteristika als auch Uberlebenswahrscheinlichkeiten
ergaben, wobei das zelluldre Muster die bessere Prognose aufwies.
Im Verlauf zeigte sich, dass das histopathologische Muster der
fNSIP sowohl als eigenstindige Entitdt im Rahmen der IIP als auch
im Rahmen verschiedener Grunderkrankungen wie der exogen
allergischen Alveolitis (EAA) oder den Kollagenosen auftrat,
wobei sich die NSIP als hiufigstes histopathologisches Muster
einer CTD zeigte*'.

Kinder et al.** fiihrten eine Studie durch, in der sie zeigen konnten,
dass etwa 80% der NSIP-Patienten die Kriterien fiir die Diagnose

einer UCTD (undifferentiated connective tissue disease; definiert

39 Katzenstein AL 1994

40 William D. Travis, M.D., Kazuhiro Matsui, M.D., Joel Moss, M.D., Ph.D.,
41 Hauber et al. 2011

42 Kinder et al. 2007
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als eigenstindige Erkrankung, bei der die allgemeinen Kriterien fiir
eine bereits definierte CTD nicht zutreffen, aber Anzeichen und
Symptome fiir eine CTD sprechen, sowie positive serologische
Marker iiber ein Jahr lang vorhanden sind*) erfiillen, sodass die
Hypothese, dass die NSIP eine Form einer Autoimmun-
Pneumonitis und weniger die einer idiopathischen interstitiellen
Pneumonie sei, aufgestellt worden ist. Im Gegensatz dazu zeigten
Corte et al.* dass bei einer enger gefassten Definition der UCTD-
Kriterien etwa noch 31% der NSIP-Patienten eine UCTD
aufweisen wiirden — bei der weit gefassten Definition von Kinder
und Mitarbeitern wiren es 71% -, sodass sie diese weit gefassten
Kriterien ablehnten. Des Weiteren konnten sie feststellen, dass sich
kein prognostischer Unterschied ergibt, wenn die Patienten als
UCTD, selbst in Anwendung der enger gefassten Kriterien, oder als
NSIP klassifiziert worden sind. Die Studie von Kinder et al. ist
auch weiterhin kontrovers diskutiert worden® mit dem Vorschlag
eine andere Bezeichnung fiir ein &hnliches Patientenkollektiv,
ndmlich ,lung dominant CTD®, zu wéhlen. Eine weitere
Publikation schldgt als Terminus fiir diese Patienten die

cautoimmune featured ILD*“ vor*. Diese unterschiedlichen

43 Mosca et al. 2006
44 Corte et al. 2012
45 Fischer et al. 2010
46 Vijetal. 2011
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Publikationen werden in einem Review von Fischer und du Bois*
nidher beleuchtet und in den Kontext gesetzt, dass eine
Unterscheidung, ob eine ILD idiopathisch oder mit einer CTD
assoziiert ist, insofern wichtig ist, dass sich daraus unterschiedliche
Prognosen (mit der bedeutend schlechteren Prognose der
idiopathischen Formen) und Therapien ergeben, wobei kein
abschlieBendes Ergebnis aufgrund der unzureichenden Datenlage
formuliert werden konnte.

Ein kiirzlich erschienenes gemeinsames Statement der ERS
(European Respiratory Society) und ATS (American Thoracic
Society)® fasst die verschiedenen postulierten Ansitze zu dem
Terminus ,,interstitial pneumonia with autoimmune features‘
(IPAF) zusammen und tridgt damit der Kontroverse Rechnung, dass
es viele Patienten mit einer IIP gibt, die klinische Anzeichen eines
zugrundeliegenden Autoimmunprozesses zeigen, der aber nicht die
Kriterien der bisher definierten CTD, wie rheumatoide Arthritis,
Sklerodermie etc., erfiillt. Es wird noch einmal kurz
zusammengefasst, dass die Identifizierung einer zugrundeliegenden
Atiologie entscheidend fiir den klinischen Verlauf ist, da sich
hieraus unterschiedliche Therapien als auch Prognosen ergeben,
aber sich dieser Prozess als schwierig gestaltet, da in den Leitlinien

einerseits eine I[IP eigentlich durch den Ausschluss bekannter

47 Fischer und Du Bois 2012
48 Fischer et al. 2015
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Ursachen (somit auch der CTD) definiert ist, andererseits aber eine
interstitielle Pneumonie manchmal die einzige Manifestation einer
okkulten CTD sein kann und die Grenzen von IIP zu CTD-ILD
nicht klar definiert sind. Hieraus ergibt sich jetzt die Gruppierung
der IPAF mit ihren Klassifikationskriterien (diese sind bitte der
Originalpublikation zu entnehmen®), die allerdings nicht als
klinische Leitlinien herangezogen werden sollten, sondern eher die
Plattform fiir neue prospektive Studien bilden soll.

Mit diesen Informationen im Hintergrund ist es bei der heterogenen
Entitdt der NSIP verstidndlich, dass die Daten zur Epidemiologie*
und auch zur Effektivitit von verschiedenen Behandlungsoptionen
sehr begrenzt sind™.

Die Pathogenese der NSIP kann aufgrund ihrer Heterogenitét
unterschiedlich ausfallen. Bei dazu erfolgten Studien zeigte sich
zum einen, dass bei der NSIP eher eine Thl-vermittelte
Immunantwort, die ein Hinweis auf eine autoimmune Komponente
ist, vorherrscht*', und zum anderen, dass die epitheliale Apoptose
im Vergleich zur IPF geringer zu sein scheint™.

Mit der Publikation von Travis et al.”' wird die NSIP erstmals als

eine eigenstiandige Entitdt im Rahmen der IIP wahrgenommen. Die

49 Flaherty und Martinez 2006
50 Poletti et al. 2012
51 Travis et al. 2008
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klinischen Symptome mit Dyspnoe (96%) und Husten (87%),
dhnlich der IPF, zeigen sich vor allem bei fNSIP-Patienten in der
finften bis sechsten Lebensdekade, also etwa 10 Jahre frither im
Vergleich zu [PF-Patienten. Auflerdem sind die Patienten
vornehmlich weiblich und Nichtraucher. In der kdorperlichen
Untersuchung lassen sich, ebenfalls dhnlich der IPF, ein basales
Knisterrasseln feststellen. Allerdings scheint das Auftreten von
Trommelschlegelfingern geringer zu sein im Vergleich zur IPF. In
der Lungenfunktion zeigt sich, dhnlich zur IPF, ein restriktives
Ventilationsmuster, allerdings in etwas milderer Ausprigung'. Die
5-Jahres-Uberlebensrate betrigt 82,3% bzw. 73,2% nach 10
Jahren®, somit eine bedeutend bessere Prognose als die der IPF,
sodass eine Differenzierung zwischen diesen beiden Entititen fiir
den Patienten essentiell ist>. Diese Differenzierung erfolgt iiber
HRCT und/oder Biopsie. Therapeutisch kommen anti-
inflammatorische und/oder immunsuppressive Agenzien zum
Einsatz. Besonders Kortikosteroide haben sich bewéhrt. Diese
werden teilweise noch mit Cyclophosphamid oder Azathioprin
kombiniert. Randomisierte oder Placebo-kontrollierte Studien sind
bisher allerdings nicht erfolgt*'°.

Im HRCT stellt sich die NSIP wie folgt dar: das hdufigste und mit

unter charakteristischste Merkmal ist die beidseitige symmetrische,

52 Du Bois und King 2007
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basale Milchglastriibung (ground-glass opacity) mit peripherer
Lokalisation unter subpleuraler Aussparung in Kombination mit
einer retikuldren Zeichnungsvermehrung, sowie
Traktionsbronchiektasen. Honeycombing und Verdichtungen sind
selten. Vor allem das Vorhandensein der ausgeprigten
Milchglastriibung als auch die subpleurale Aussparung, sowie das
Fehlen von Fibroblast Foci und Honeycombing sind wichtige
Charakteristika, um die NSIP gegeniiber dem UIP-Muster
abzugrenzen™. Die bisherige Genauigkeit in der Unterscheidung
von NSIP zum UIP-Muster via HRCT hat sich zwar gebessert
(einige Studien geben eine Sensitivitdt ~70% und eine Spezifitit
von 63% an**); dennoch muss beachtet werden, dass die Diagnose
einer NSIP ohne Lungenbiopsie ungenau ist, und in etwa ~50% der
Fille nicht erkannt wird*, sodass eigentlich bei dem Verdacht einer
NSIP in der radiologischen Bildgebung, vor allem als
Differentialdiagnose einer moglichen IPF, eine Lungenbiopsie
erfolgen sollte**.

Das histopathologische fNSIP Muster zeigt eine uniforme
Auspragung einer Fibrose im Interstitum der Alveolarwinde,
wobei die alveoldre Lungenarchitektur weitestgehend erhalten ist.
,Fibroblast Foci“, das histopathologische Kennzeichen der IPF,

sind nicht bzw. nur ausgesprochen selten zu finden. Wichtig ist

53 Glaspole und Goh 2010
54 Johkoh 2014
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aulerdem noch, dass das Erscheinungsbild zu keinem der anderen
histologischen Muster einer I[IP (UIP, DIP, COP [cryptogenic
organizing pneumonia], DAD [diffuse alveolar damage], LIP
[lymphiod interstitial pneumonia]) passt'.

Entziindungszeichen sind bei der fNSIP nur in geringer
Auspriagung vorhanden und sind eher im cNSIP-Pattern in den

Alveolarwinden zu beobachten'*.

1.1.1.3. desquamative interstitielle Pneumonie (DIP)

Der Begriff der desquamativen Pneumonie ist zundchst etwas
irrefihrend, denn bei dem markantesten histologischen
Charakteristikum handelt es sich nicht, wie zunidchst angenommen,
um von der Basalmembran abgeldste Epithelzellen, sondern um
intraalveolédr akkumulierte Makrophagen, sodass der Terminus der
,alveolar marcophages pneumonia“ erwogen wurde, aber aufgrund
der Raritiit der Erkrankung verworfen wurde'.

Die grundlegende Atiologie fiir diese Erkrankung ist das Rauchen',
aber auch die Inhalation von anorganischen Partikeln aus der
Umwelt und Medikamente konnen in einer Minderheit der Félle zu
dieser Erkrankung fiihren®’*’.

Klinisch manifestiert sich die DIP vor allem bei Rauchern (60-87%

der betroffenen Patienten®®) in ihrer vierten bis filinften

55 Nair und Hansell 2014
56 Tazelaar et al. 2011
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Lebensdekade, bevorzugt bei Miannern®’, mit Dyspnoe und teils
unproduktivem Husten, welche sich liber Wochen bis Monate
verschlechtern. Trommelschlegelfinger in der kdorperlichen
Untersuchung lassen sich etwa bei der Hailfte der Patienten
feststellen. In der Lungenfunktion zeigen sich eher normale
Lungenvolumina bis hin zu einem milden restriktiven
Ventilationsmuster bei eingeschrinktem DLco'. Die Mortalitéitsrate
liegt zwischen 6-30%, bei einer Zehn-Jahresiiberlebensrate von
70%'.Somit ergibt sich eine bedeutend bessere Prognose als die der
IPF*, und zudem auch noch eine bessere Prognose im Vergleich
zur fibrotischen NSIP*,

Das bestindigste Erscheinungsbild einer DIP im HRCT sind
bilaterale, eher symmetrische Milchglastriibungen, die sich vor
allem in den unteren Lungenabschnitten mit einem eher peripheren
Verteilungsmuster zeigen und mit der Akkumulation von
Makrophagen zu korrelieren scheinen™. Irregulire lineare und
retikuldre Zeichnungsvermehrung als Hinweis auf eine Fibrose sind
eher selten zu beobachten, genauso wie Honigwabenbildung

(honeycombing)"**’

. Es werden allerdings zystische Strukturen
beschrieben, die aber die Architektur der Lunge nicht zerstoren®.

Histologisch zeichnet sich die DIP pathognomonisch durch die

57 Godbert et al. 2013
58 Hansell und Nicholson 2003
59 Ryu et al. 2005
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Akkumulation von Alveolarmakrophagen in den distalen
Luftwegen aus und durch die Verdickung der Alveolarsepten'.
Diese Makrophagen weisen ein eosinophiles Zytoplasma mit
braunen Pigmenten auf (smoker macrophages). Fibroblasten Foci
und Honeycombing lassen sich nicht finden™.

Die Unterscheidung zur ansonsten identisch getriggerten RB-ILD
erfolgt vor allem dariiber, dass die Lokalisation der
Alveolarmakrophagen mehr im bronchioldren anstatt im alveoldren
Kompartiment stattfindet™.

Therapeutisch kommen vor allem Kortikosteroide erfolgreich zum
Einsatz, die meist zur Verbesserung oder zumindest zu einer
Stabilisierung der Symptome und radiologischen Befunde fithren®”

*_ Ein weiterer wichtiger Therapiebaustein ist der Rauchverzicht™.

1.1.2. Eine Auswahl anderer diffuser parenchymatoser
Lungenerkrankungen

1.1.2.1. exogene allergische Alveolitis (EAA)

Eine einheitliche Definition der exogenen allergischen Alveolitis,
auch hypersensitivity pneumonitis (HP), existiert nicht. Im Rahmen
einer Arbeitsgemeinschaft des National Heart, Lung and Blood
Institute ist die EAA als ein komplexes Krankheitsbild mit

variierender Auspridgung, klinischer Prisentation und Verlauf
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charakterisiert worden, welches das Ergebnis einer immunologisch
ausgelosten Entziindungsreaktion als Folgereaktion auf die
Inhalation einer breiten Palette von Antigenen ist®. Die HP Studien
Gruppe®' definiert die EAA als eine Erkrankung der Lunge, die sich
iiber Dyspnoe und Husten duf3ert, welche durch die Inhalation von
Antigenen, auf die der Patient zuvor eine Sensibilitdt entwickelt
hat, ausgelost wird. Folgender Konsens besteht aber: Die EAA ist
eine Erkrankung der Lunge, die systemische Manifestation
aufweisen kann, aber nicht muss; sie wird durch die Inhalation von
Antigenen, auf die der Patient zuvor sensibilisiert worden ist oder
hyperreaktiv reagiert, ausgelost. Dabei liegt als Pathomechanismus
eine Typ II/TV-Immunreaktion zugrunde. Zudem wird die EAA
definiert liber das Vorhandensein einer Exposition mit dem
betreffenden Antigen, eine IgG-Sensibilisierung auf das Antigen
und vor allem die Ausprigung klinischer Symptome®*®,

Beziiglich der Privalenz ist es schwierig, genaue Daten zu erheben,
da dies von der Definition der Erkrankung, der diagnostischen
Herangehensweise, der Art und Intensitit der Antigenexposition,
der  Geographie, den  verschiedenen  Industrie- und

Agrarwirtschaften und den individuellen Risikofaktoren abhéngt.

60 Fink et al. 2005

61 Lacasse et al. 2003

62 Lacasse et al. 2012

63 Spagnolo P, Rossi G, Cavazza A, Bonifazi M, Paladini I, Bonella F, Sverzellati N,
Costabel U. 2015
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Auch muss beachtet werden, dass viele Félle gar nicht oder falsch
diagnostiziert werden®. Allerdings scheint die EAA etwa 4-15%
aller interstitiellen Lungenerkrankungen auszumachen und etwa 0,9
von 100 000 Bewohnern zu betreffen®.

Die Pathogenese an sich ist nur unzureichend verstanden, wobei
von einer Kombination aus einer Typ III und IV Immunreaktion
ausgegangen wird®. Wie bereits erwihnt, ist die Ursache fiir die
Erkrankung die Inhalation von Antigenen, auf die der Patient zuvor
in irgendeiner Weise sensibilisiert worden ist, wobei sich die Frage
stellt, warum eigentlich nur wenige Patienten diese Erkrankung
entwickeln, viele Antigene aber eigentlich allgegenwirtig sind,
sodass eine two-hit Hypothese aufgestellt worden ist: eine zuvor
bestehende genetische Anfélligkeit oder Umweltfaktoren erhéhen
das Risiko, nach einer Antigenexposition eine EAA zu entwickeln,
sodass die Exposition gegeniiber dem Antigen als induzierender
Faktor und die genetische Anfilligkeit als unterstiitzender
Risikofaktor wirkt®, sodass dies zu einer {iberschieBenden
Immunantwort mit einer deutlichen Entziindungsreaktion in der
Lunge fiihrt”. Beziiglich der genetischen Anfilligkeit konnten
bisher keine eindeutigen Mechanismen und Zusammenhénge
herausgearbeitet werden. Was allerdings festgestellt worden ist, ist,

dass in der EAA, im Vergleich zur IPF, Gene, die in die

64 Selman et al. 2012
65 Grunes und Beasley 2013
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Entziindungsreaktion, die T-Zell-Antwort sowie generell in die
Immunantwort involviert sind, vermehrt exprimiert werden®. Es
besteht auch die Vermutung, dass ein Polymorphismus im Major
Histocompatibility Complex (MHC = HLA [human leukocyte
antigen]) II bzw. in den dafiir kodierenden Genen das Risiko, an
einer EAA zu erkranken, erhoht”’. Dennoch bleiben die
Immunprozesse, die zur Persistenz der Erkrankung und zum
Ausbreiten/zum Fortschreiten einer Fibrose fiihren, unklar®, wobei
es mogliche Hinweise auf einen Shift der eigentlich
vorherrschenden Thl-Antwort hin zu einer mehr Th2
dominierenden Immunantwort bei der chronischen Form der EAA
gibt®. Des Weiteren zeigt sich eine eingeschrinkte Funktion von
Twe-Zellen, welche eine Population von T-Zellen darstellen, die
eine entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der Balance
zwischen den Gewebe zerstérenden und protektiven Effekten des
Immunsystems spielen, indem sie Effektor-T-Zellen supprimieren
konnen. Es konnte gezeigt werden, dass Tr,-Zellen aus Lavage von
EAA-Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern nicht in der
Lage waren, die Th-Zell-Aktivierung zu unterdriicken, sodass dies

zu einer uberschieflenden Immunantwort mit klinisch bedeutender

Entziindungsreaktion in der Lunge fiihrte. Dadurch konnte auch die

66 Selman et al. 2006
67 Camarena et al. 2001
68 Barrera et al. 2008
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hohe Anzahl an akkumulierten Lymphozyten in den Lungen von
betroffenen Patienten erklért werden®.

Die auslésenden Antigene sind etwa Sum im Durchmesser und im
wesentlichen organische Partikel, aber auch anorganische
niedermolekulare Verbindungen (wie bspw. das Isocyanat), die
Haptene formen konnen®. Diese Antigene lassen sich grob in fiinf
Kategorien aufteilen: Bakterien, Pilze/Hefen, Mykobakterien,
Tierproteine und Chemikalien®, wobei die hidufigsten Ausldser fiir
eine EAA weltweit das Vogel-Protein (Vogelhalterlunge) und
Bakterien (Saccharopolyspora rectivirgula als Ausloser der
Farmerlunge) sind™.

Der Einfluss des Rauchens auf die EAA ist ambivalent — zum einen
tritt die EAA in Rauchern im Vergleich zu gesunden Nichtrauchern
seltener auf® und weist auch geringere Level der spezifischen
Antikorper auf”'; zum anderen zeigt sich aber, wenn die
Erkrankung bei Rauchern auftritt, dass sich ein eher chronischer,

schwerer Verlauf mit schlechterem Outcome ergibt’'.

Im Allgemeinen wird die EAA als ,akut”, ,subakut® und
,chronisch® klassifiziert, wobei es keine allgemein anerkannten

Kriterien gibt, um diese verschiedenen Stadien zu unterscheiden,

69 Girard et al. 2011
70 Selman et al. 2010
71 Ohtsuka et al. 1995
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sodass eine alternative Klassifikation in nur 2 Clustern — Cluster 1
fiir Patienten mit wiederkehrenden systemischen Symptomen
(entspricht in etwa der akuten Form) und Cluster 2 fiir Patienten,
die vermehrt Trommelschlagelfinger, Hypoxdmie, eine restriktive
Ventilationsstorung und Fibrose aufweisen (entspricht in etwa der
subaktuen und chronischen Form) — vorgeschlagen worden ist,
wobei die Autoren selbst darauf hinweisen, dass dieses
Klassifikationssystem noch prospektiv validiert werden miisste’.

Das diagnostische Curiculum umfasst neben einer ausfiihrlichen
Anamnese mit besonderen Hinblick auf die Exposition gegeniiber
Antigenen, die Suche nach spezifischen, prizipitierten Antikorpern
(Prazipitine — diese beweisen allerdings lediglich eine
Sensibilisierung, sodass diese nur als Marker fiir eine Exposition
verwendet werden sollten®), die umfassende korperliche
Untersuchung, eine Lungenfunktionspriifung mit eventuellem
Provokationstest, eine bronchoalveoldre Lavage (Nachweis der
markanten Lymphozyten-reichen [CD8-dominant] Alveolitis mit
einer Lymphozytenzahl >30% als wichtiges Kriterium zur
Abgrenzung gegeniiber der IPF®) und die radiologische Evaluation
mittels HRCT, sowie eventuell eine chirurgische Lungenbiopsie®.
Es gibt aber auch Vorschldge, die EAA vor allem tiber klinische

Priadiktoren (Exposition gegeniiber dem Antigen, positive

72 Lacasse et al. 2009
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Prizipitine, = wiederkehrende = Episoden  der = Symptome,
inspiratorisches Knisterrasseln, Auftreten der Symptome 4-8h nach
Exposition und Gewichtsverlust) zu diagnostizieren und daher auf
eine Lavage oder Biopsie zu verzichten; allerdings gelten diese
Kriterien nicht fiir die chronische Form™, auf die im Rahmen dieser

Einleitung ein Schwerpunkt gelegt wird.

Die chronische Form der EAA, die sich wahrscheinlich aus einer
wiederkehrenden oder stindig vorhandenen Exposition gegeniiber
dem auslosenden Antigen entwickelt und durch Fibrose
gekennzeichnet ist™, duBert sich klinisch vor allem in
fortschreitender ~ Dyspnoe,  Husten, Fatigue, allgemeines
Unwohlsein und  Gewichtsverlust. In der kdrperlichen
Untersuchung finden sich teilweise Trommelschlegelfinger®. In der
Lungenfunktion zeigt sich ein restriktives Ventilationsmuster mit
verminderten Volumina und mit einem erniedrigtem DLco. Dies
sind Verdnderungen, die nicht spezifisch fiir die EAA sind, sondern
auch auf andere ILD, wie z.B. die fNSIP oder IPF, zutreffen, sodass
der Lungenfunktion die Rolle zukommt, die Schwere der
Einschrankung zum Zeitpunkt der Diagnose, aber auch im Verlauf
der Erkrankung zu dokumentieren®®,

Das radiologische Bild der EAA ist gekennzeichnet vor allem
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durch das Vorhandensein von Milchglastriibung, einer retikuldren
sowie zentrilobuldren, noduldren Zeichnungsvermehrung in
Kombination mit Zeichen der Fibrose, wie z.B. verdickte
Interlobularsepten, Volumenverlust, Traktionsbronchiektasien und
Honeycombing, und dies in einer Verteilung, die vor allem die
mittleren und unteren Lungenfelder betrifft*. Auch hier ist es
moglich, dass diese Ausprigungen eine IPF oder NSIP imitieren®.
Des Weiteren sind in HRCT-Bildern von EAA -Patienten noch
Rundherde zu beachten, die nicht glatt begrenzt sind, vor allem
perilobuldr auftreten und weniger als Smm im Durchmesser
aufweisen®.

Eine Studie von Silva und Mitarbeitern” hat untersucht, welche
HRCT-Merkmale sich eignen, um eine EAA von einer IPF oder
NSIP abzugrenzen. Als Kriterien, um eine EAA sowohl von der
IPF als der NSIP abzugrenzen sind: eine Transparenzminderung in
lappchenférmiger  Ausbreitung, das  Vorhandensein  von
zentrilobuldren  Noduli  sowie die  Abwesenheit einer
vorherrschenden Verteilung der Abnormalititen im unteren
Lungenlappen. Die Abgrenzung der NSIP gegeniiber der EAA
erfolgt liber die relative Aussparung des subpleuralen Raumes, die
Abwesenheit der Transparenzminderung und dem

Nichtvorhandensein von Honeycombing. Die IPF wurde durch das

75 Silva et al. 2008
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Vorherrschen ~ von ~ Honeycombing in  den  unteren
Lungenabschnitten, die Abwesenheit der subpleuralen Aussparung
und das Fehlen der zentrilobuliren Noduli abgegrenzt. Mittels
dieser Charakteristika lieBen sich in etwa 50% der Fille EAA,
NSIP und [IPF definitiv voneinander unterscheiden. Im
Umkehrschluss bedeutet dies aber auch, dass in der anderen Hilfte
der Fille eine eindeutige Unterscheidung nicht moglich war/ist.

Das histologische Muster unterscheidet sich innerhalb der
verschiedenen Formen der EAA, wobei der Nachweis einer Fibrose
mit einer signifikant schlechteren Prognose assoziiert ist gegeniiber
den Formen ohne Fibrose™. Die EAA zeichnet sich vor allem durch
eine chronische interstitielle Entziindungsreaktion aus, welche ein
gutes Differenzierungskriterium gegeniiber der IPF und fNSIP ist.
Diese Entziindungsreaktion besteht vor allem aus Lymphozyten
und ist um die Bronchiolen herum zentriert. Des Weiteren findet
man unregelmifig geformte, nichtnekrotisierende Granulome, die
im Interstitium verteilt sind. Diese Zentrierung der Auffilligkeiten
um die Bronchiolen herum bleibt auch bei einer Ausbreitung der
Erkrankung in das umgebende Parenchym bestehen®.

Wie bereits zuvor erwihnt, wird im Rahmen dieser Einleitung vor
allem die chronische, fibrosierende Form beschrieben werden.
Diese weist drei verschiedene Muster auf: zum einen ein

uneinheitliches Muster einer ausschlieflich peripheren Fibrose mit

34



Zerstorung der Lungenarchitektur und dem Vorkommen von
Fibroblasten-Foci (UIP-dhnlich), zum anderen eine homogene
Fibrose, die dem fNSIP-Muster &hnelt und wiederum eine
irregulire Fibrose, die vor allem um die Bronchien zu finden ist’.
Diese Muster sind auch mit einer jeweils unterschiedlichen
Prognose assoziiert: Patienten mit einem UIP-dhnlichem Muster
wiesen ein medianes Uberleben von 2,8 Jahren, solche mit einem
fNSIP-dhnlichem Muster von etwa 2,1 Jahren, und Patienten mit
dem bronchienzentrierten Typus iiberlebten im Durchschnitt etwa
11,3 Jahre (zum Vergleich: EAA-Patienten ohne Fibrose wiesen ein
medianes Uberleben von 22,4 Jahren auf)”’. Hinweise, dass die
zugrundeliegende Erkrankung am wahrscheinlichsten eine EAA
und nicht eine IPF ist, welches teilweise nur schwer zu
unterscheiden ist bei einem Vorherrschen des UIP-Musters in EAA-
Patienten”, sind vor allem isolierte Riesenzellen, die unregelmiBig
geformten Granulome, Schaumann Korper und die peribronchiale
Verteilung der Fibrose, welche Hinweise auf die chronische
Entziindung sind™.

Die wichtigste therapeutische Mafinahme ist das Vermeiden des
auslosenden Agens®®  wobei die Identifikation des Agens

entscheidend ist, da ein unbekanntes Agens mit einem schlechteren

Uberleben assoziiert ist’°. Medikamentds werden vor allem
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systemische Kortikosteroide eingesetzt, welche zwar die
Rekonvaleszenz fordern, aber anscheinend keine nachgewiesenen
Langezeiteffekte aufweisen®®. Beziiglich der Prognose der EAA
gegeniiber anderen ILD werden unterschiedliche Auffassungen
vertreten: EAA-Patienten mit UIP-Muster scheinen eine dhnliche
Prognose wie die IPF aufzuweisen’’, wohingegen andere Studien
zeigten, dass auch fibrotische EAA-Patienten noch ein besseres

Outcome als IPF-Patienten aufweisen’.

1.1.2.2. Kollagenosen (collagen vascular disease [CVD])

Der Begriff der Kollagenosen umfasst eine Gruppe von
systemischen  Erkrankungen unklarer Atiologie, die das
Bindegewebe betrifft und zu einer autoimmun-vermittelten
Organdysfunktion fiihrt*””®. Im deutschsprachigen Raum zihlen zu
den Kollagenosen: der systemische Lupus erythematodes (SLE),
die Sklerodermie (progressive systemic sclerosis — PSS),
Dermatomyositis/Polymyositis  (DM/PM),  Mischkollagenosen
(mixed connective tissue disease — MCTD) und das Sjogren-
Syndrom”™. Im angloamerikanischen Raum werden die Begriffe
connective vascular disease (CVD) und connective tissue disease

(CTD) synonym verwendet, welche noch die rheumatoide Arthritis

78 Rehbock 2015
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(RA) und das Antisynthetase-Syndrom, sowie die ,,undifferentiated
connective tissue diseases* (UCTD) beinhalten®’.

Die Lunge ist im Rahmen von Kollagenosen héufig betroffen,
wobei alle Kompartimente (Pleura, Alveolen, Interstitium,
GefédBstrukturen etc.) involviert sein kdnnen, das Ausmall der
jeweils  betroffenen  Strukturen aber abhdngig von der
zugrundeliegenden Erkrankung ist”. Zudem ist zu beachten, dass
sich aufgrund der Lungenbeteiligung eine erhohte Morbiditit und
Mortalitdt  ergibt’®”. Dennoch weisen die interstitiellen
Pneumonien im Rahmen einer CVD (CVD-ILD) eine bessere
Prognose als die idiopathischen Formen (IIP) auf*, weswegen bei
jedem Verdacht auf eine IIP gezielt nach Hinweisen auf eine CTD
gesucht werden sollte’”. AuBerdem konnten feine Unterschiede
zwischen einen UIP-Muster in einer CVD und in einer IPF
festgestellt werden: in der histologischen Aufarbeitung zeigten sich
beispielsweise im UIP-Muster einer CVD (CVD-UIP) weniger
,Fibroblasten-Foci“ und Honeycombing im Vergleich zu IPF-UIP,
und in der radiologischen Bildgebung présentiert sich die CVD-
UIP als atypisches UIP-Muster mit weniger honeycombing im
Vergleich zur IPF-UIP®. Eine diagnostisch entscheidende Relevanz

wurde dabei nicht bewertet und erlaubt im Zweifelsfall auch keine
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sichere Differenzierung. Der Antikorperstatus bei einer UIP-IPF
zeigte hingegen keinen Einfluss auf das Uberleben®'.

Im Rahmen dieser Einleitung wird die rheumatoide Arthritis in
einem gesonderten Punkt besprochen, da sich gezeigt hat, dass das
vorherrschende histo-radiologische Muster die UIP ist®. Des
Weiteren wird in dieser Einleitung davon abgesehen, die

Erkrankungen MCTD und UCTD auszufiihren.

Sklerodermie (PSS)

Die Sklerodermie zeichnet sich durch eine exzessive Ablagerung
von Kollagen aus®, die zu einer Verdickung der Haut, und zur
Fibrosierung mit Beteiligung der inneren Organe fiihrt*. Die
Erkrankung betrifft vor allem Frauen (3:1)* zwischen dem 45. und
64. Lebensjahr®. Die pulmonale Beteiligung ist die zweithdufigste
Manifestation der Erkrankung, wovon die interstielle Pneumonie
(ILD) und die pulmonale Hypertonie (PH) die haufigsten Formen
dieser Manifestation sind®. Das mediane Uberleben eines
Sklerodermie-Patienten mit einer ILD liegt bei 5-8 Jahren®, wobei
die beiden héufigsten Todesursachen das Vorliegen einer ILD als

auch einer PH sind®.
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Von allen CTD-Erkrankungen sind Patienten mit Sklerodermie am
haufigsten von einer ILD betroffen (40-80%).

Die Haufigkeit der ILD ist abhdngig von der ethnischen
Zugehorigkeit, dem Ausmall der Hautbeteiligung und dem
Vorliegen von Autoantikorpern, wobei AntikOrper gegen
Topoisomerase (anti-Scl70) stark mit einer ILD assoziiert sind"’.
Klinisch duBert sich die pulmonale Beteiligung iiber Dyspnoe, die
bei Anstrengung zunimmt, und unproduktiven Husten, sowie durch

8485 In der

atypische =~ Brustschmerzen = und  Fatigue
Lungenfunktionsuntersuchung  zeigt sich ein  restriktives
Ventilationsmuster, mit DLco als sensitivsten Parameter®.

Das vorherrschende histopathologisch-radiologische Muster ist die
fibrotische NSIP, wobei das UIP-Muster in 5-10% der Fille’” auch
vorkommen kann***. Im HRCT finden sich bilateral
symmetrische, netzartige retikuldre Zeichnungsmuster mit mehr
oder weniger stark ausgepridgter Milchglastriibung und
Traktionsbronchiektasen, vor allem in den basalen Abschnitten mit
der fiir die NSIP-charakteristischen subpleuralen Aussparung’. Aus
einer Kombination von HRCT-Befunden und FVC (funktionelle
Vitalkapazitidt) ist ein einfacher Score entstanden, um die

Erkrankung in extensiv oder eingeschrinkt zu unterteilen, sodass

daraus eine prognostische Einschitzung beziiglich der Mortalitét
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erfolgen kann®. Das histologische NSIP-Muster zeigt sich dhnlich
wie bereits im Abschnitt 1.1.1.2. definiert: homogene, uniforme
Verdnderung mit vorherrschenden entziindlichen Infiltraten ohne
Destruktion der Lungenarchitektur und mit eher wenig Fibrose®.

Therapeutisch werden neben supportiven Maflnahmen wie
Sauerstofftherapie, pulmonaler Rehabilitation und Therapie des
gastroosophagealen Refluxes vor allem Kortikosteroide und

Immunsuppressiva eingesetzt®

. Hierbei gibt es bisher aber nur zwei
randomisierte Studien, die den Einsatz von Cyclophosphamid
beschreiben, welche zu einer verzdgerten Verschlechterung der
FVC fiihrten*’. Es gibt zudem auch Berichte tiber positive Effekte

von Mycophenolat-Mofetil®.

Dermatomyositis/Polymyositis (DM/PM)

Beide Entititen gehdren zum Formenkreis der idiopathischen
inflammatorischen Myopathien und zeichnen sich durch eine
Muskelschwéche aus, die auf einer entziindlichen, autoimmunen

t90

Schéadigung beruht™. Die Dermatomyositis zeichnet sich zusitzlich
noch durch verschiedenste Hautmanifestationen wie einem
lilafarbenen Erythem des oberen Augenliedes und den Gottron-

Papeln z.B. liber den Kndcheln aus® ™. Etwa 35-40% der Patienten
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bekommen eine ILD, die die Mortalitdt um bis zu 40% erhoht, und
die mit dem Vorliegen von Anti-Jo-1 Antikdrpern (histidyl tRNA-

t90

Synthetase) korreliert”™. Des Weiteren scheint es auBerdem eine

erhohte Rate von Malignomen im Rahmen der ILD zu geben”.
Die Symptome sind vergleichbar mit denen der idiopathischen
Form und &uBlern sich in Husten, Dyspnoe bei Anstrengung und
Fatigue”. Es gibt drei klinische Verlaufsformen: akuter Beginn der
Symptome mit respiratorischem Versagen, dessen
histopathologisches Muster eine DAD (diffuse alveolar damage)
aufweist; progressiver Verlauf, der mit dem histopathologischen
Muster der fNSIP korreliert, und einer Minorform ohne
Symptome™.

Die radiologische Bildgebung zeigt auch in dieser Entitidt wieder
die NSIP als héufigstes Muster. Aber auch das Muster der OP
(organizing pneumonia), das sich durch bilaterale, vor allem basale,
dreieckige bis polygonale Konsolidierungen auszeichnet, die
expandieren und wandern konnen, ist oft vorhanden, teilweise
zusammen mit dem fNSIP-Muster’®*. Histologisch ist ebenfalls
das TNSIP-Muster das héiufigste, gefolgt von UIP und OP*.

Es gibt keine eindeutige Empfehlung fiir die Therapie einer ILD in
Patienten mit Dermato-/Polymyositis, wobei oft hochdosierte

Kortikosteroide zum Einsatz kommen®’.
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Sjogren-Syndrom

Das Sjogren-Syndrom ist durch die Tria Keratokonjunktivitis sicca,
Xerostomie und Arthritis gekennzeichnet. Es ist relativ hiufig, da
es etwa 0,1% der Bevolkerung betrifft’®. Es sind bedeutend
hiufiger Frauen betroffen (9:1), vor allem in der 4. und 5.
Lebensdekade®. Ursiachlich fir die Symptomatik ist eine
lymphozytére Infiltration der exokrinen Driisen, vor allem der
Trinen- und Speicheldriisen®’. Die Lungenbeteiligung liegt
zwischen 9-75% abhingig von der Definition, wobei eine ILD
dabei die hiufigste Manifestation ist®. Die 5-Jahres-Uberlebensrate
bei Patienten mit ILD wird mit 84% angegeben™.

Die histologischen Muster sind vielfdltig und umfassen LIP
(lymphozytisch interstitielle Pneumonie), fNSIP, UIP und OP®,
wobei auch hier die NSIP wieder das hdufigste Muster ist*’. Fast
pathognomonisch scheint aber das Vorliegen des LIP-Musters
(Ilymphocytic interstitial pneumonia) zu sein, das durch eine diffuse
pulmonale follikuldre Hyperplasie mit Betonung des Interstitiums
gekennzeichnet ist®. Im HRCT présentiert es sich durch
Milchglastriibungen, diinnwandige Zysten (als  wichtiges
differentialdiagnostisches Merkmal zur NSIP”® und zu
Lymphomen”), Noduli verschiedenster Grofe und Verdickung der
Septen®.

Therapeutisch kommen verschiedene Regime zum Einsatz, die
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unter anderem Kortison, Azathioprin, Hydroxychloroquin etc.

umfassen®.

Systemischer Lupus Erythematodes (SLE)

Der systemische Lupus erythematodes ist eine systemische
Autoimmunerkrankung, die prinzipiell jedes Organ betreffen kann
und sich somit vielgestaltig in seiner klinischen Ausprigung
prisentiert**®. Die Inzidenz wird mit 1-10 pro 100 000 Einwohner
pro Jahr, und die Privalenz mit 20-70 pro 100 000 pro Jahr
angegeben®. Es sind vor allem Frauen betroffen (9:1), und der
Beginn der Erkrankung ist meist um das 30. Lebensjahr*. Die
Uberlebensrate des SLE ingesamt nach 5 Jahren liegt bei iiber
90%’'. Im Gegensatz zu den anderen Entititen ist eine ILD bei
SLE-Patienten selten (etwa 3%)¥. Bei einem Vorliegen einer ILD
ist die INSIP das haufigste Muster, aber auch die UIP, LIP und OP
sind beschrieben worden®’. Im Gegensatz dazu ist die Pleuritis die
hiufigste Lungenmanifestation des SLE, von der 40-60% der
Patienten betroffen sind”. Als schwerwiegende Komplikation ist
die Lupuspneumonitis mit einer DAD als histologisches Korrelat

zu nennen’s.
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1.1.2.3. Rheumatoide Arthritis

Die rheumatoide Arthritis ist eine chronische Entziindung, die zu
schmerzhaft geschwollenen Gelenken mit Zerstorung der
Gelenksynovia fiihrt, welche sich dann in
Funktionseinschrankungen duBert”. Die genauen
Klassifikationskriterien sind bitte der aktuellen Publikation des
American College of Rheumatology®' zu entnehmen. Die Privalenz
betrigt etwa 0,5-2% der Gesamtbevolkerung und betrifft vor allem
Frauen (3:1). Eine extraartikulire Manifestation der Erkrankung,
die die Mortalitit insgesamt erhoht, tritt in etwa 50% der Fille auf,
wobei die Lunge sehr hiufig betroffen ist”. Prinzipiell konnen alle
Strukturen der Lunge betroffen sein®. Davon ist die ILD die
héufigste Lungenmanifestation und tritt in etwa 4-7,9 % der Fille
von Patienten mit RA auf, wobei sich das Lebenszeitrisiko, eine
ILD als RA-Patient zu entwickeln, auf etwa 10% belduft®. Zu den
Risikofaktoren, eine ILD zu entwickeln, zdhlen Rauchen, hohe
Autoantikorper-Titer (anti-Rheumafaktor [RF] und anti-cyclic
citrullinated peptide [anti-CCP]), eine familidre Vorbelastung; und
in einigen Studien ist das mannliche Geschlecht als Risikofaktor
beschrieben worden®”.

Wie bereits zuvor erwihnt, ist, im Gegensatz zu den anderen CTD-
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Entitdten bei denen die NSIP das hiufigste Muster ist, bei der RA
das hiufigste zugrunde liegende Muster eine UIP, woraus sich
prognostische Konsequenzen ergeben konnen™. Beziiglich der
Prognose gibt es allerdings unterschiedliche Ergebnisse. Eine

Studie von Park et al.®

zeigt, dass eine RA-ILD ein besseres
Outcome hat als eine IPF, wobei es keinen Unterschied im
Uberleben zwischen einer RA-ILD und den anderen CTD-ILD
gibt, obwohl eine RA-UIP nach einer Anpassung von Alter,
Geschlecht und FVC eine schlechtere Uberlebensrate hatte als eine
non-RA-CTD-UIP. Des Weiteren wies eine RA-UIP keine
signifikanten Unterschiede im Uberleben zu einer IPF-UIP auf.
Kim et al.*® untersuchten im HRCT das Vorliegen einer RA-ILD
und wiesen auch hier das UIP-Muster als hdufigstes nach. Auch
hier zeigte sich ein schlechteres medianes Uberleben von RA-UIP
im Gegensatz zu RA-non-UIP (3,2 vs 6.6 Jahre), sowie wiederum
kein Unterschied im medianen Uberleben zwischen RA-UIP und
IPF. Des Weiteren konnten sie im Allgemeinen darstellen, dass das
Vorliegen von Traktionsbronchiektasen und Honeycombing mit
einer schlechteren Prognose assoziiert ist. Dass das Vorliegen, vor
allem von Traktionsbronchiektasen, mit einer schlechteren

Prognose assoziiert ist, konnten Walsh et al. ebenfalls fiir die CTD-
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ILD nachweisen®. Tsuchiya et al.”® untersuchten das Vorliegen der
histologischen Muster bei RA-Patienten (UIP, NSIP, DAD, OP,
Bronchiektasen und Bronchiolitis) und die daraus resultierenden
signifikant unterschiedlichen Uberlebensraten. Das schlechteste
Uberleben insgesamt wiesen Patienten mit einem DAD-Muster auf
(5-Jahres-Uberlebensrate 20%), das lingste Uberleben zeigten
Patienten mit einem NSIP-Muster (5-Jahres-Uberlebensrate
93,8%). Die RA-UIP zeigte im Vergleich zur RA-NSIP eine
schlechtere Prognose (5-Jahres-Uberlebensrate 36,6%).
Zusammenfassend ldsst sich also festhalten, dass die RA-ILD
insgesamt wohl eine bessere Prognose hat als eine IPF*, obwohl
das vorherrschende UIP-Muster eine dhnlich schlechte Prognosen
aufweist wie die IPF selbst*®®, wenn man von gewissen
Unterschieden absieht™.

Klinisch préasentiert sich die ILD im Rahmen einer RA mit
Belastungsdyspnoe,  unproduktiven = Husten und  Fatigue.
Knisterrasseln kann in der korperlichen Untersuchung vorkommen.
Der sensitivste und sich zuerst verindernde Parameter in der
Lungenfunktion ist der DLco, der bei 40% der Patienten verandert
ist und bei Werten unter 54% das Fortschreiten der Erkrankung
anzeigen kann. Ein restriktives Ventilationsmuster mit reduzierter

Total- und Vitalkapazitit trifft erst im Verlauf ein™.
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Die beiden hdufigsten zugrundeliegenden Muster einer ILD sind
das UIP- und fNSIP-Muster, mit dem UIP-Muster als hdufigstes
Pattern. Es zeichnet sich radiologisch, wie bei der IPF, im HRCT
durch  Traktionsbronchiektasen, honeycombing, vor allem
subpleural und basal, sowie dem Fehlen einer Milchglastriibung
aus. Histologisch zeigen sich Areale normalen Lungengewebes
neben Arealen, die durch Umbauzonen mit Zerstérung der
Lungenarchitektur und Narbenbildung gekennzeichnet sind. Die
RA-fNSIP hingegen zeichnet sich im HRCT vor allem durch
Milchglastriibungen und nur geringes honeycombing aus.
Histologisch ist die RA-fNSIP durch das Vorliegen uniformer
Entziindung und Fibrose ohne honeycombing charakterisiert”.

Fir die Therapie einer RA-ILD existieren keine Ergebnisse von
randomisierten, placebo-kontrollierten Studien, und auch kein
Konsensus iiber die Therapiemdglichkeiten. Momentan wird
Kortison, teilweise in Kombination mit zytotoxischen Substanzen
wie Azathioprin, Cyclophosphamid und Mycophenolat-Mofetil,
eingesetzt. Zudem scheint das zugrundeliegende pathologische
Muster Einfluss auf das Therapieansprechen zu nehmen, denn RA-
fNSIP-Patienten zeigen ein besseres Ansprechen und somit auch

eine besseres Prognose als RA-UIP”.
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1.1.2.4. Sarkoidose

Die Sarkoidose ist eine Multisystemerkrankung unbekannter
Ursache, die vor allem die Lunge und das Lymphsystem betrifft.
Fiir die Diagnose ist es notwendig, dass das klinisch-radiologische
Bild durch den histologischen Nachweis von nicht-verkdsenden
Granulomen bestdtigt wird, sowie der Ausschluss anderer
granulomatoser Erkrankungen (z.B. Berryliose) erfolgt®”.

Die Sarkoidose tritt weltweit auf und betrifft alle Geschlechter,
Rassen und Personen jeglichen Alters, wobei allerdings vor allem
Personen unter 40 Jahren, insbesondere zwischen dem 20. und 29.
Lebensalter, betroffen sind. Die Epidemiologie genau zu erfassen,
gestaltet sich schwierig aufgrund einer mangelnden prézisen
Falldefinition, einer unterschiedlichen Methodik zur Fallerfassung,
einer variablen Ausgestaltung der klinischen Présentation und dem
Fehlen sensitiver und spezifischer Tests, sodass es zu
Fehldiagnosen und/oder nicht erfassten Fillen kommen kann”. Die
Unterschiede in Pridvalenz und Inzidenz resultieren aus den
Faktoren der  geographischen  Herkunft (z.B. hochste
Erkrankungsrate Europas ist in Schweden im Vergleich zur

niedrigsten Erkrankungsrate in Spanien — [,,Nord-Siid-Gefille“]'"),

99 Statement on sarcoidosis. Joint Statement of the American Thoracic Society (ATS),
the European Respiratory Society (ERS) and the World Association of Sarcoidosis
and Other Granulomatous Disorders (WASOG) adopted by the ATS Board of
Directors and by the ERS Executive Committee, February 1999 1999

100 Pabst et al. 2012
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der ethnischen Zugehorigkeit (Afroamerikaner weisen neben den
Schweden und Dinen die hochste Privalenz auf''; auBerdem
zeigen Afroamerikaner hdufiger einen schweren Verlauf im
Vergleich zu Kaukasiern™), des Geschlechtes (Frauen sind etwas
hiufiger betroffen”) und des Alters (70% der Patienten sind 25-45
Jahre'®), sodass sich Privalenzen von 4,7-64 pro 100 000
Einwohnern und eine Inzidenz von 1,0-35,5 pro 100 000
Einwohnern ergeben'®.

Wie bereits erwihnt, ist die Atiologie der Sarkoidose unbekannt.
Die momentane Hypothese ist, dass die Sarkoidose ein Resultat
einer chronischen immunologischen Antwort ist, die mit einer
genetische Empfinglichkeit sowie mit spezifischen infektiosen

und/oder Umweltfaktoren assoziiert ist'®

. Die Immunopathogenese
ist nicht vollstdndig verstanden, aber es wird vermutet, dass sie
dhnlich den bei anderen granulomatdsen Erkrankungen bekannter
Ursache verlduft: die in den Korper eindringenden Antigene
werden von  antigenprisentierenden  Zellen phagozytiert,
prozessiert, und den Effektor-T-Zellen, vor allem CD4+-Zellen, via
MHC-Klasse II Molekiil prasentiert, die darauthin aktiviert werden,

wodurch eine Thl-vermittelte Immunantwort in Gang gesetzt wird

und schlieBlich zur Formierung der sarkoiddsen Granulome durch

101 James DG 1994
102 Valeyre et al. 2014
103 Nunes et al. 2007
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Rekrutierung,  Proliferation und Differenzierung  weiterer
Immunzellen fiihrt'®,

Beziiglich der moglichen Antigene werden momentan pathogen-
assoziierte Molekularmuster = (PAMPs — pathogen-associated
molecular pattern; hier vor allem der ,,Cord* Faktor der Zellwand)
von getdteten bzw. teilweise schon abgebauten Mykobakterien und
Proprionibakterien favorisiert, da sich Hinweise auf diese
Organismen bei Sarkoidose-Patienten finden lassen und diese durch
thren zelluliren Aufbau mit einem hohen Fettanteil in ihrer
Zellmembran schlecht in Makrophagen abgebaut werden kdnnen
und dort persistieren. Hieraus ergibt sich die Hypothese, dass durch
die von Mikroorganismen ausgeloste Immunantwort die
Aggregation und Persistenz von nicht abbaubaren Antigenen
gefordert wird und diese wiederum einen Ausgangspunkt fiir die
Formierung eines Granuloms bilden, was durch eine
iiberschieBende Immunantwort mit sich gegenseitig bedingender
Stimulation von Makrophagen und T-Zellen verursacht wird'®.
Diese iiberschiefende Immunantwort wird durch verschiedene
Faktoren bedingt, die wahrscheinlich aufgrund einer genetischen
Anfilligkeit bestehen. Hierbei ist sich vor allem auf das
Zusammenspiel von Antigen, MHC-Komplex und T-Zell-Rezeptor

konzentriert worden®', wobei festgestellt worden ist, dass Gen-

104 Baughman et al. 2011
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Mutationen/Genvarianten, die fiir den MHC-Komplex codieren,
den Phédnotyp und auch das Outcome positiv oder negativ
beeinflussen'”. In einer Genom-weiten Studie sind auBerdem
BTNL?2 (Butyrophilin—like 2) und Annexin AIll als mogliche
,Sarkoidose-Empfanglichkeitsgene* identifiziert worden'”. Es gibt
aber auch Hinweise auf ein ganzes Genexpressions-Netzwerk, das
von STATI (signal transducer and activator of transcription-1)
reguliert wird, was insofern interessant ist, da es ein Signal-Ziel
von Interferon-y (IFN-y) ist, welches wiederum entscheidend fiir
die Th1-Immunantwort ist'*.

Die Thl-Antwort wird durch antigenpridsentierende Zellen und
Makrophagen vermittelt. Diese weisen bei Sarkoidose-Patienten
eine sehr grofle Kapazitit zur Antigenprisentation aufgrund einer
gesteigerten Expression von MHC-Molekiilen im Vergleich zu
Gesunden auf'®, was zu einer effektiven Stimulation der T-Zell-
Aktivierung fiihrt, wohingegen Alveolarmakrophagen gesunder
Patienten die T-Zell-Aktivierung nicht unterstiitzen oder sogar
hemmen'®. Die hierbei vermittelte Thl-Antwort fiihrt zu einer
verstirkten Produktion von IFN-y, IL-2 (Interleukin-2) und TNF-a
(tumor necrosis factor a), auf das die Makrophagen bei Sarkoidose-
Patienten verstdrkt reagieren, sodass sich hieraus eine

102
tO

wechselseitige Verstarkung der Immunanwort ergibt ™, zumal die

105 Miiller-Quernheim et al. 2009
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Twe-Zellen bei Sarkoidose-Patienten zwar zahlreich vorhanden,

aber funktionell eingeschrinkt oder ,,erschopft* sind '%'*,

Die klinische Priasentation der Multisystemerkrankung Sarkoidose
ist abhidngig von Ethnizitit, der Dauer der Erkrankung, dem/n
betroffenen Organ/en und dem Ausmal} des Befalls sowie der
Aktivitit des granulomatdsen Prozesses”. Die hiufigsten
klinischen Manifestationen umfassen: respiratorische Symptome
(mit chronischem, trockenem Husten als hdufigste Auspriagung),
extrathorakale Lokalisationen (vor allem Lymphknoten, Haut und
Augen sind betroffen), Allgemeinsymptome (Fieber, Fatigue,
Gewichtsverlust) und das Erythema nodosum'®. Eine spezielle,
benigne Form der Sarkoidose ist das Lofgren-Syndrom, das durch
einen akuten Beginn mit Erythema nodosum, bihilidrer
Lymphadenopathie, Polyarthritis und Fieber definiert ist”.

Der Verlauf der Sarkoidose ist sehr variabel. Spontane Remissionen
werden bei etwa zwei Drittel der Patienten beobachtet, wohingegen
die Chronifizierungsrate bei etwa 10-30% liegt. Insgesamt
entwickeln 20% der Patienten eine Lungenfibrose'”’. Die
Gesamtmortalitit liegt bei 1-5%", wobei dies meist aus der

Beteiligung des Herzens, des Nervensystems oder des

106 Nunes et al. 2005
107 Criado et al. 2010
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respiratorischen  Versagens aufgrund einer Lungenfibrose
resultiert'”™. Im Rahmen dieser Einleitung wird allein auf die
Sarkoidose mit Lungenbeteiligung, insbesonders auf die
Auspriagung einer Lungenfibrose eingegangen.

Die Lunge ist in 90% aller Fille bei Sarkoidose betroffen®'”. Die
klinische Symptomatik umfasst Husten, Pfeifen, Dyspnoe, Stridor,
Himoptysen, Fatigue und Odeme®, wobei nicht-produktiver
Husten, Dyspnoe und Brustschmerzen bei 30-50% der Patienten
auftreten'’.  Dennoch konnen 50% der Fille asymptomatisch
verlaufen, obwohl sich Hinweise auf Sarkoidose im Rontgen-

Thorax ergeben'”’

. Die klinische Untersuchung ist eher unauftillig,
denn Trommelschlegelfinger sind selten und Knisterrasseln findet
sich nur bei etwa 20% der Patienten'’. 1In der
Lungenfunktionsuntersuchung  zeigt sich ein  restriktives
Ventilationsmuster mit verminderten Volumina sowie verminderter
Diffusionskapazitit, wobei diese Verdnderungen mit der Schwere
der Erkrankung zunehmen. Ein obstruktives Ventilationsmuster
lasst sich in 5,7% der Falle beobachten und ist assoziiert mit einer
schlechteren Prognose, die eine erhohte Morbiditdt, eine erhohte
Wahrscheinlichkeit flir respiratorische Symptome als auch das

t103’107.

Stadium IV in der radiologischen Bildgebung bedeute

108 Iannuzzi 2011
109 Baughman et al. 2012
110 J.P. Lynch 3rd, E.S. White 2005
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Die Rontgen-Thorax-Untersuchung ist in 80% der Fille auffillig,
wobei die bihilidre Lymphadenopathie die hdufigste (vorhanden in
50-85% der Fille) charakteristische Normabweichung darstellt.
Das Lungenparenchym ist in 25-50% der Félle betroffen, und zwar
vor allem die zentralen Regionen und die oberen Lungenfliigel'"’.
Anhand des Musters von Lymphadenopathie und Lungeninfiltraten
ist in den 1960er Jahren ein Staging-System von Scadding et al.
vorgeschlagen worden, dass in seiner modifizierten Form heute
noch in Gebrauch ist'*: Stadium 0 zeigt keine Lymphadenopathie,
Stadium I weist die alleinige Lymphadenopathie auf, Stadium II
zeigt sowohl die Lymphadenopathie als auch pulmonale Infiltrate,
Stadium III ist durch pulmonale Infiltrate in Abwesenheit einer
Lymphadenopathie definiert, und Stadium IV umfasst die

Fibrose'”

. Dieses System hat insofern prognostische Relevanz, da
eine spontane Remissionsrate bei Stadium I etwa 60-90% betrigt,
hingegen in Stadium IV 0%'*""°, Dennoch sollte beachtet werden,
dass eine hohe Diskrepanz zwischen einzelnen Untersuchern
vorliegen kann und die radiologischen Befunde nur schwach mit
der Ausprigung der Dyspnoe korrelieren'®'”, Im HRCT sind die
weitldufig, vor allem entlang der Lymphgefile verteilten
Mikronoduli mit einer vorherrschenden Prasentation im oberen und
103,107

mittleren Lungenfeld charakteristisch fiir eine Sarkoidose

Hinweise auf eine Fibrose sind beispielsweise eine lineare
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Zeichnungsvermehrung, honeycomb-dhnliche Zysten,
Traktionsbronchiektasien und die Zerstorung der Architektur in
einer fleckformigen Ausbreitung vor allem in den oberen und
mittleren Lungenabschnitten'”’.

Wie zuvor erwihnt, wird fiir die Diagnose einer Sarkoidose der
Nachweis der nicht-verkdsenden Granulome benétigt. Diese
konnen mittels Biopsie aus dem betroffenen Organ gewonnen
werden. Im Bereich der Lunge konnte die Trefferquote
transbronchialer Biopsien durch die Ausdehnung der Ultraschall-
gestlitzten Biopsie mediastinaler Lymphknoten (EBUS) so erhoht
werden, dass eine bis dato praktizierte Mediastinoskopie oder gar
eine chirurgischen Lungenbiopsie nur noch selten notwendig ist'"”.
Pathognomonisch sind die histologisch nachweisbaren nicht-
verkidsenden Epitheloidzell-Granulome®. Diese bestehen im Kern
aus Makrophagen, Epitheloidzellen und Riesenzellen, und sind
unmittelbar von CD4+-T-Zellen umgeben, wohingegen sich
CD8+T-Zellen am Rand des Granuloms befinden, umlagert von
Fibroblasten, Mastzellen und Kollagen'”’. Die Verteilung der
Granulome ist charakteristisch entlang der Lymphgefaf3e vor allem
im Interstitium der Bronchien und GeféBe*'"".

Weitere Hinweise auf die Erkrankung kann man mittels

bronchoalveoldrer Lavage gewinnen, denn es liegt in 80% der

Patienten eine Lymphozytose mit einer CD4:CD8 Ratio von >3,5 in
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50% der Fille vor'®. Auch sind verschiedene Serum-Marker in
Verwendung — der bekannteste ist ACE (angiotensin converting
enzyme), wobei dieser aber nicht ausreichend fiir die Diagnose
ist'” und auch nicht mit der Erkrankungsschwere korreliert®. Als
neue Marker werden der 16sliche Interleukin-2-Rezeptor, Neopterin
und Chitotripsidase diskutiert'”.

Bei einer Erkrankung mit recht hoher Spontanremission fillt die
Entscheidung, wann eine Therapie wirklich notwendig ist, schwer.
Eine Therapie sollte bei einer schweren Dysfunktion oder Gefahr
von bleibenden Schédden des Organs mit eventueller Lebensgefahr
und bei Fortbestehen von beeintrichtigenden Allgemeinsymptomen
erwogen werden. Zwingend therapiert werden sollte bei Befall des
Herzens, des Nervensystems und der Niere, sowie bei einer
refraktédren, topischen Therapie des Auges und dem Vorliegen einer
Hyperkalzidmie. Medikamentds werden vor allem systemische
Glukokortikoide eingesetzt, die zwar auf kurze Zeit Vorteile
bringen, aber fiir deren Benefit bei langerer Einnahme keine
Evidenz besteht'®. Auch konnte nie bewiesen werden, dass die
Therapie mit Glukokortikoiden tatséchlich die Manifestation einer
Fibrose verhindert'®. Um Kortison einzusparen, werden unter
anderen Methotrexat und Azathioprin verwendet. Des Weiteren gibt

es vielversprechende Ansitze mit TNFa-Blockern'®.
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1.2. oxidativer Stress

Oxidativer Stress ist definiert als ein Ungleichgewicht, bei dem die
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS — reactive oxygen

t'!'". Diese

species) die Kapazitit, diese zu neutralisieren, iibersteig
konnen sowohl exogen (z.B. Zigarettenrauch) als auch endogen
(Atmungskette in den Mitochondrien oder aktivierte Phagozyten)
produziert werden, wobei die wichtigsten ROS-Molekiile
Superoxidanionen (0y), Hydroxylradikale (OH)),
Stickstoffmonoxid (NO) und  Wasserstoffperoxid  (H»0,)
umfassen''?. Thre biologische Reaktivitit beruht auf der Instabilitit
des ungepaarten freien Elektrons, welches zur Oxidation fiihrt'?,
wobei  beispielsweise =~ DNA-Schiden, Lipid-  und

Proteinperoxidation die Folge sein kénnen'"®. Eine Ubersicht iiber

die Metabolisierung von ROS zeigt Abbildung 1.4.

endogen: )
+ Cytokine (z.B. TGF-B) CuZnSOD OH)
« Entziindungszellen MnSOD /v o
* Fibroblasten \ ECSOD - l
. l .
@ ) Gza Zelltoxizitit/
4 - Zellschiidigung
///
exogen: / R
 Zigarettenrauch s Ka.tal:;se. H,0
* Hyperoxie eroxiredoxine
* Ozone Glutathion-

Peroxidase

Abbildung 1.4. Produktion und Metabolisierung der Reaktiven
Sauerstoffspezies

111 Wauyts et al. 2013
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113 Kuwano et al. 2003

57



Die Pathogenese der IPF und anderer IIP ist bislang nur
unzureichend verstanden, wobei die momentane Hypothese ist,
dass die Fibrose aus einem komplexen Mechanismus der
wiederholten Schidigung von alveoldren Typ-II-Zellen mit daraus
resultierender Apoptose sowie durch fehl-regulierte Interaktion von
Epithelzellen mit Fibroblasten mit konsekutiv — gestorter
Wundheilung resultiert'!. Dabei existiert bereits lange die
Hypothese, dass ein oxidatives/antioxidatives Ungleichgewicht ein
moglicher Mechanismus der Lungenschédigung sein konnte'"*. Fiir
die erhohte oxidative Belastung gibt es verschiedenste Hinweise.
Cantin et al.'"” zeigten bereits 1987, dass Entziindungszellen von
IPF-Patienten spontan groe Mengen von Superoxidanionen und
Wasserstoffperoxid freisetzen, und dass sich eine erhdhte
Konzentration von Myeloperoxidase in ELF (epithelial lining fluid)
von IPF-Patienten detektieren lie. Dieselbe Arbeitsgruppe wies
auch signifikant erniedrigte Glutathion (GSH)-Spiegel bei IPF-
Patienten nach (hier in ELF — um das vierfache erniedrigt im
Vergleich zu gesunden Probanden)'®, was auch durch andere
Arbeitsgruppen reproduziert werden konnte (beispielsweise zeigten
Beeh und Mitarbeiter!” iiber das vierfach erniedrigte GSH-Spiegel

in Sputum und Serum von IPF-Patienten im Vergleich zu gesunden

114 W MacNee 1995
115 Cantin et al. 1987
116 Cantin et al. 1989
117 Beeh et al. 2002
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Probanden). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass 8-
Isoprostan, welches bei der Lipidperoxidation entsteht, und einen
zuverldssigen Marker fiir oxidativen Stress/oxidierte Biomolekiile
darstellt, in IPF-Patienten erhoht ist'™*!'"°. Daniil et al."”® konnten
sogar eine Korrelation zwischen erhohtem oxidativem Stress im
Serum von IPF-Patienten mit klinischen Parametern (FVC, DLCO,
MRC- [medical research council] Dyspnoe-Score) feststellen.
Oxidativer Stress resultiert, wie bereits erwdhnt, aus dem
Ungleichgewicht zwischen der Produktion von ROS und den
antioxidativen Defensivmechanismen, die dann nicht mehr in der
Lage sind, die Konzentration von ROS unterhalb eines toxischen
Niveaus zu senken. Die Ursache dieses Ungleichgewichts ist
entweder die erhohte Produktion von ROS und/oder der Verlust der
antioxidativen Verteidigungsmechanismen'?'. Eine Ubersicht zeigt
Abbildung 1.4.

Biologische Systeme produzieren im physiologischen Bereich
bereits ROS, vor allem um sich gegen Mikroorganismen zu
verteidigen, und setzen sich dabei auch den schidlichen Effekten
dieser Verbindungen aus'’. Die Generation der freien Radikale
erfolgt in der Atmungskette der Mitochondrien, bei enzymatischen

Reaktionen und bei der Aktivierung von Leukozyten iiber die

118 Montuschi et al. 1998
119 Rahman et al. 1999
120 Daniil et al. 2008

121 Bargagli et al. 2009
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NADPH-Oxidase (NOX)'2. Mitochondrien sind dabei eine der
groBten Quellen der intrazelluldren ROS-Produktion, da 1-2% ihres
verbrauchten Sauerstoffes in ROS umgewandelt werden'*'%,
Trotzdem sind sie Angriffspunkte fiir hohe ROS-Level, welche z.B.
zu einer oxidativen Schddigung der mitochondrialen DNA mit
resultierender Apoptose fiihren kann'®. Diese oxidative
Beschadigung der mitochondriellen DNA ist auch in IPF-Patienten

beschrieben'"

. Auch interagieren ROS mit Proteinen, die fiir die
Membranpermeabilitit der Mitochondrien zustdndig sind, und
konnen so zur Aktivierung der intrinsischen Apoptosekaskade (z.B.
iiber die Translokation von Cytochrom C ins Zytosol) fiihren'”.
Dabei ist zu beachten, dass es Hinweise darauf gibt, dass eine
Assoziation  zwischen  der  erhohten  Produktion  von
mitochondrialem ROS und der Apoptose von Alveolarepithelien in

IIP-Patienten vorhanden ist'"®

, da die Expression von mitochondrial
freigesetzter Caspase-3, -8, -9 und Cytochrom C bei IIP-Patienten
im Vergleich zu Gesunden signifikant erhdht war'**.

Aber auch das endoplasmatische Retikulum (ER) und Peroxisomen
produzieren freie Radikale'”'. Hierbei ist interessant, dass
missgefaltete Proteine, die auch durch oxidativen Stress bedingt

sein kénnen (z.B. durch die Bildung von Protein-Carbonylen®), die

122 Kliment und Oury 2010
123 Circu und Aw 2010
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unfolded protein response (UPR), als Antwort auf den ER-Stress,
auslosen, die wiederum tiiber die oxidative Faltungsmaschinerie
ROS-Produktion und oxidativen Stress hochreguliert, was zur
Induktion von Apoptose fiihrt”’. Die Verkniipfung von oxidativen
Stress und ER-Stress wird auch dadurch deutlich, dass
Antioxidantien wie GSH und NAC (N-Acetylcystein) imstande
sind, ER-Stress zu verhindern und die Proteinfaltung zu fordern'®.
Des Weiteren sind oxidativer Stress und ER-Stress iiber den PERK/
NRF2-Signalweg verkniipft, welcher Gene, die zytoprotektiv
wirken und fiir die antioxidativen Defensivmechanismen (z.B.
Peroxiredoxin-Gene, Glutathion Peroxidase, Katalase etc.)
verantwortlich sind, in Reaktion auf erhohte ROS-Spiegel und
oxidativen Stress induziert”. Eine Erhéhung der Expression des
antioxidativen Transkriptionsfaktors NRF2 ist zudem in AECII von
IPF-Lungen nachgewiesen worden'®. Daraus ergibt sich der
Gedankengang, dass eine Hochregulation der antioxidativen
Defensivmechanismen unter schwerem ER- und oxidativem Stress
bei der IPF stattfindet, aber offensichtlich nicht mehr in der Lage
ist, den oxidativen Stress aufzuldsen oder einzudimmen®.

Eine weitere wichtige Quelle reaktiver Sauerstoffspezies sind
aktivierte Leukozyten, die durch Enzyme wie NADPH-Oxidase,

Myeloperoxidase und Eosinophilen-Peroxidase generiert werden.

125 Malhotra und Kaufman 2007
126 Markart et al. 2009
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Dabei kommt den NADPH-Oxidasen (NOX) eine bedeutendere
Rolle in der Pathogenese der IPF zu'**; wobei weniger die NOX-2,
die fiir die Generierung von ROS in Immunzellen verantwortlich
ist'?’. sondern vielmehr eine andere Isoform, nimlich NOX-4,
aktuell interessant ist. Diese konnte in hyperplastischen alveoldren
Typ-II-Zellen von IPF-Patienten nachgewiesen werden'®.
AuBlerdem zeigte sich in Tierversuchen, dass bei Nox-4-
depletierten primdren Alveolarepithelien die von TGF-f ausgeldste
ROS-Produktion geringer war und dies vor Apoptose schiitzte'**.
Aber nicht nur in Alveolarepithelzellen ist NOX-4 nachgewiesen
worden, sondern auch in Fibroblasten von IPF-Patienten'”. Auch
konnte demonstriert werden, dass die Expression von NOX-4
mRNA als einzige Isoform von TGF-f hoch-reguliert wird, und
dass die ROS-Produktion durch NOX-4 fiir die TGF- induzierte
Myofibroblasten-Differenzierung und ECM-Generierung
notwendig ist'?’. Des Weiteren gibt es Hinweise, dass es ein
Wechselspiel zwischen Mitochondrien und NADPH Oxidasen gibt,
da die mitochondrial erzeugten ROS zur gesteigerten NOX-
Expression, ausgelost durch TGF-B, beitragen und wiederum die
durch NOX erzeugten ROS eine Mitochondriendysfunktion mit

erhohter mitochondrialer ROS-Produktion hervorrufen'.
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Transforming growth factor-B (TGF-B) ist wohl das stdrkste
profibrotische Zytokin und somit in der Pathogenese einer Fibrose
entscheidend. Es ist fiir die Aktivierung von bereits vorhandenen
Fibroblasten, fiir die Apoptose von epithelialen und endothelialen
Zellen, der Induktion einer epithelialen-mesenchymalen
Transformation, der Produktion von Proteinen der extrazelluldren
Matrix (ECM) und fiir die Unterdriickung der Auflosung der ECM
verantwortlich'®. Mit den ROS herrscht ein wechselseitiges,
aktivierendes Interagieren, da TGF-B die Produktion von ROS
erhoht und gleichzeitig die Produktion von antioxidativen Enzymen
unterdriickt, was zu einem oxidativen Ungleichgewicht fiihrt. Im
Gegenzug aktiviert ROS wiederum TGF-f und viele der fibrogenen
Effekte, welches dieses Zytokin herbeifiihrt'’. TGF-B wird
entweder direkt iiber die oxidative Modifikation seines
Bindeproteins (latency associated protein — LAP) aktiviert,
wodurch dieses die TGF-B Bindungskapazitit verliert, oder auch
indirekt iber die Spaltung von LAP durch
Matrixmetalloproteinasen ~ (MMPs).  Matrixmetalloproteinasen
wiederum konnen durch ROS aktiviert werden, bzw. die
Inhibitoren der MMPs werden durch ROS inaktiviert''.

Des Weiteren haben ROS, wie kurz angedeutet, einen Einfluss auf

die extrazellulire Matrix. Diese kann entweder iiber enzymatische

131 Kinnula et al. 2005
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(MMPs, Hyaluronidasen etc.) oder oxidative Wege abgebaut

122 Dabei konnen Spaltprodukte entstehen, die wiederum

werden
proinflammatorisch und profibrotisch wirken konnen'??. Auch ist
dabei zu beachten, dass ROS iiber den sogenannten ,.cysteine
switch® MMPs aktivieren, wobei in IPF-Lungen erhdhte Level von
MMP2 und -9 in Arealen mit apoptotischen Alveolarepithelzellen
und beschidigten Basalmembranen beobachtet wurden'*.

Aus diesen Betrachtungen ergeben sich somit verschiedene
mogliche Ansatzpunkte, dass oxidativer Stress an der Pathogenese
der IPF beteiligt ist: zum einen induziert oxidativer Stress eine
Schéadigung und Apoptose des Alveolarepithels, zum anderen
beeinflusst oxidativer Stress iiber ein Ungleichgewicht zwischen
Proteasen/Antiproteasen (z.B. Aktivierung von
Matrixmetalloproteinasen) die Degradation der extrazelluldren
Matrix. AuBBerdem erhoht oxidativer Stress die Freisetzung und
Aktivierung von inflammatorischen Cytokinen und
Wachstumsfaktoren (z.B. TGF-B)'*.

Um sich gegen Schiden durch oxidativen Stress zu schiitzen, gibt
es verschiedene Mechanismen zur Abwehr: niedermolekulare
Antioxidantien wie  Glutathion wund Vitamine, Muzine,
metallbindende  Proteine  wie  z.B. Transferrin ~ und
Superoxiddismutase, H,O,-reduzierende Enzyme, darunter z.B.

Katalase und PRDXI1, redoxregulierende Thiolproteine wie
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Glutathion-Peroxidase und Glutaredoxin, sowie Enzyme zur
Herstellung von niedermolekularen Antioxidantien (z.B. GSH
durch die Glutathion-S-Transferase)"".

Eines der wichtigsten enzymatischen Antioxidantien ist die
Superoxiddismutase (SOD), da es das einzige enzymatische System
ist, dass Superoxidanionen in Wasserstoffperoxid {iiberfiihren
kann'*, Bei Sdugetieren gibt es drei verschiedene Formen der
Superoxiddismutase: eine intrazellulire Form (CuZnSOD), eine
mitochondriale Form (MnSOD) und eine extrazellulire Form
(ECSOD = SOD3)"?. Diese extrazellulire Form ist insofern
interessant, da sie sich besonders stark exprimiert in der Lunge
findet, vor allem im Interstittum der Luftwege, sowie in

BlutgefdBen, aber auch in den Alveolarsepten'.

Da einer der
Charakteristika der pulmonalen Fibrose der erhohte Umsatz der
extrazelluldren Matrix ist, ist es moglich, dass der primére vor der
Fibrose schiitzende Effekt von SOD3 darin liegt, die oxidative
Modifizierung und den Abbau der Komponenten der ECM zu
verhindern, da beispielsweise Kollagen Typ I und IV anfillig
gegeniiber dem Abbau durch ROS sind'*. Die daraus entstehenden
Spaltprodukte sind insofern proinflammatorisch, da sie

Immunzellen anlocken und diese aktivieren. Um bereits die

Spaltung des Kollagens zu verhindern, weist SOD3 eine

132 Kinnula und Crapo 2003
133 Fei Gao, Vuokko L. Kinnula, Marjukka Myllarniemi, and Tim D. Oury 2008
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spezifische Bindungsstelle fiir Kollagen auf und scheint durch diese
die Kollagene vor dem oxidativen Abbau zu schiitzen, sodass erst
gar nicht die proinflammatorischen Spaltprodukte entstehen'®.
Durch den die ECM schiitzenden Eftekt wird auch die oxidative
Aktivierung von TGF-B unterdriickt'”. Interessanterweise ist die
SOD3-Expression gerade in den fibrotischen Arealen und den
,,Fibroblasten Foci“ bei IPF-Patienten niedrig bis nicht vorhanden,
im Vergleich zu den weniger beschidigten, nicht-fibrotischen
Arealen'™. Des Weiteren hat man festgestellt, dass die Serum-
Konzentration der CuZnSOD in IPF-Patienten im Vergleich zu
gesunden Probanden erhoht waren. Ebenso wurde beobachtet, dass
die Expression von MnSOD in alveoldren Typ-II-Zellen und
Makrophagen von IPF-Patienten erhoht war'?'.

Das aus der Reaktion mit SOD entstehende Wasserstoffperoxid
wird anschlieBend mittels Katalase und Glutathion-Peroxidase in
Wasser umgewandelt'?. Hierbei ist zu erwihnen, dass sich ein
Regelkreis ergibt, da CuZnSOD durch erhohte
Wasserstoffperoxidspiegel inaktiviert wird, sodass Katalase und
Glutathion-Peroxidase durch den Abbau des Wasserstoffperoxides
die Inaktivierung von SOD verhindert, sowie SOD durch den
Abbau der Superoxidanionen die Inaktivierung von Katalase und

Glutathion-Peroxidase verhindert'?. Des Weiteren ist zu beachten,

134 Kinnula et al. 2006
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dass Fibroblasten aus IPF-Lungen Wasserstoffperoxid produzieren
konnen, welches zum Tod der in der Nihe befindlichen alveoldren
Typ-1I-Zellen fiihrt, was aber durch Katalase verhindert werden
kann®. Glutathion-Peroxidase hingegen katalysiert nicht nur die
Umwandlung von Wasserstoffperoxid in Wasser, sondern auch die
Reduzierung von Hydroperoxiden wie Lipidperoxiden'”. Im
Rattenmodell der Hyperoxie-induzierten Lungenschadigung
konnte die extrazelluldre Glutathion-Peroxidase
Alveolarepithelzellen beschiitzen'?.

Peroxiredoxine (PRDX), von denen es bei Sdugetieren sechs
Isoformen gibt, wobei PRDX6 durch seine 1-Cys-Konfiguration
eine Sonderstellung inne hat'*®, sind ebenfalls in der Lage,
Lipidperoxide und Wasserstoffperoxid zu reduzieren'”’. Diese
Fahigkeit, Phospholipidhydroperoxide umzusetzen, ist ein
entscheidender  antioxidativer =~ Defensivmechanismus  von
PRDX6'. In Tierversuchen konnte auBerdem gezeigt werden, dass
Prdx-1-knockout Méuse im Vergleich zu Wildtyp-Miusen
sensitiver auf eine Bleomycin-induzierte Lungenfibrose reagieren
mit verkiirzter Uberlebenszeit und signifikant erhohten Level an 8-
Isoprostan als Marker fiir oxidativen Stress'®. Bei Miusen

hingegen, die Prdx6 iiberexprimieren, konnte gezeigt werden, dass

135 Ross Vlahos 2013

136 Manevich und Fisher 2005

137 Yan Wang, Sheldon I. Feinstein, and Aron B. Fisher 2008
138 Kikuchi et al. 2011
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sie weniger anfillig fiir Hyperoxie-induzierte Lungenschiden sind,
was die bedeutende Funktion von PRDX6/Prdx6 als antioxidatives
Enzym in der Lunge hervorhebt'*.

In einer komparativen Proteomanalyse von IPF- und fNSIP-
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden von Korfei et al.'*
konnte gezeigt werden, dass bestimmte Antioxidantien wie PRDX1
und PRDX6 in beiden Entititen herauf reguliert waren. Dabei
konnte in immunhistochemischen Farbungen demonstriert werden,
dass eine PRXD1-Expression in hyperplastischen alveoldren Typ-
II-Zellen in fibrotischen Alveolarsepten von f{NSIP-Patienten
vorlag, wohingegen sich ein solches Verhalten bei gesunden
Spendern als auch IPF-Patienten nicht nachweisen lief3. Dies kann
so ausgelegt werden, dass die vermehrte Expression von PRDX1
ein Versuch ist, das Mikromilieu so zu beeinflussen, dass ein
Uberleben der Zelle wahrscheinlicher wird. Beziiglich des PRDX6
konnte gezeigt werden, dass es Unterschiede in dessen Gehalt
abhingig von der Entitdt gibt: die gesunden Probanden wiesen die
hochsten Level und die IPF-Patienten die niedrigsten Level an
PRDX6 auf, wobei bei fNSIP-Patienten der PRDX6-Gehalt im
Vergleich zu den gesunden Spendern zwar reduziert war, aber

immer noch hoher als der von IPF-Patienten. Daraus ergeben sich

Hinweise, dass diese Antioxidantien auch im Menschen von

139 Wang et al. 2006b
140 Korfei et al. 2013
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Bedeutung sind.
Eine graphische Ubersicht — reduziert auf die wichtigsten Punkte —
zeigt Abbildung 1.5.
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Abbildung 1.5. oxidativer Stress in der Pathogenese der IPF
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3. Ziel der Arbeit

Wie bereits zuvor erwihnt, ist fiir die endgiiltige Sicherung einer
Diagnose der IPF eine offene Lungenbiopsie notwendig. Zwar
haben sich groBe Fortschritte im Bereich des HRCT entwickelt,
sodass hier bereits teilweise eine Differenzierung zwischen einer
IPF und den anderen ILDs getroffen werden kann. Dennoch ist es
gerade bei einem atypischen UIP-Muster im HRCT eine
Lungenbiopsie notwendig, da sich aus den histologischen Befunden
therapeutische und prognostische Konsequenzen ergeben. Da die
IPF aber vor allem éltere Individuen betrifft, liegt hier bereits oft
eine Konstellation an Komorbidititen vor, die der Durchfiihrung
einer Lungenbiospie entgegen stehen. Aus diesem Grund wire ein
Biomarker in einer mdglichst leicht zu gewinnenden
Korperfliissigkeit wiinschenswert.

Der Grundstein flir die Arbeit ist durch die komparative
Proteomanalyse von Korfei et al.'*’ gelegt worden, denen es
moglich war, in einer begrenzten Probenzahl von IPF- und fNSIP-
Patienten sowie gesunden Spendern erhohte Proteinspiegel von
enzymatischen Antioxidantien und speziellen Proteasom-
Untereinheiten (mit der Funktion der Degradierung von oxidativ
modifizierten und somit missgefalteten Proteinen) in fNSIP-
Patienten im Vergleich zu IPF-Patienten darzustellen, welche auch

positiv mit den Lungenfunktionsparametern DLco und FVC
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korrelierten. Hieraus ergibt sich eine mogliche Erkldrung fiir die
bessere Prognose der fNSIP-Patienten im Vergleich zu den IPF-
Patienten und eine mdgliche Nutzung dieser Antioxidantien als
Biomarker.

Daher sind in der abgegebenen Dissertation die folgenden
enzymatischen Antioxidantien und Proteasom-Untereinheiten
ausgewahlt worden, um diese in Lavage und Serum von
verschiedenen ILD-Entitdten (IPF, NSIP, CTD, DIP, EAA, RA und
Sarkoidose) im  Vergleich zu gesunden Spendern zu

charakterisieren:

* enzymatische Antioxidantien:
» Katalase
» Glutaredoxin 1
» Glutathion Peroxidase 1 (GPX1)
» Peroxiredoxine 1, -2, -6 (PRDX1/2/6)
» Superoxiddismutase 3 (SOD3)

* Proteasom-Untereinheiten (welche speziell oxidativ modifizierte
Proteine degradieren)
» Proteasom Aktivator Komplex Untereinheit 1 (PSME1) =
PA28a
» Proteasom Untereinheit beta Typ-9 (Psmb9) = low molecular
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mass protein 2 (LMP2)

* antifibrotische Molekiile
» Serum Amyloid Komponente P (SAP)

In der vorgelegten Arbeit konnten mittels Western-Blot und ELISA
verschiedene Antioxidantien in unterschiedlichen
Korperfliissigkeiten ~ charakterisiert ~ werden,  wobei  sich
vielversprechende Ergebnisse fiir PRDX6 und PRDX2 darstellen
lieBen. Zudem konnten die untersuchten Antioxidantien mittels
IHC in Lungenschnitten ausgesuchter Entititen im Vergleich zu
gesunden Spendern dargestellt werden.

Die dargestellten Ergebnisse stiitzen die Theorie eines
Ungleichgewichtes zwischen Oxidantien und Antioxidantien
(zugunsten der Oxidantien) als einer der Schliissel-Mechanismen in
der Pathogenese der IPF und konnten den Grundstein fiir einen

moglichen Biomarker bilden.
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2. Material und Methoden

2.1. Labortechnische Gerite

96-well-Mikrotiterplatte

Chemilumineszenz-Imager Intas Chemostar
Electrophoresis Power Supply EV231
Gelelektrophorese Laufkammer Mini Protean

Tetra System

Glasplatten Gelelektrophorese Mini Protean 3

System
e Short Plates

» Spacer Plates mit 1,5 mm Spacer

Heizblock

Inkubator:
¢ Function Line UT6

e Heracell 1501

Magnetriihrer:
* IKA RH basic 2
* MR 2002
« MAXIMI

Mikroskop Axiovert 25
Mikrotestplatten Reader

Mikrowelle 900 & Grill

Nano Zoomer

Perfection 1660 Photo

pH Meter Seven Compact
Pipetten 1000 — 200 — 100 — 10
RMS5 (Schiittler)

Sarstedt
Intas

Consort
BIO-RAD

BIO-RAD

HLC; Ditabis

Heracus
Instruments
Thermo Scientific

IKA Werke
Heidolph
IKA Werke

Zeiss

Tecan; infinite
M200 pro

Severin
Hamamatsu
Epson

Mettler Toledo
Eppendorf

RMS5 (Schiittler)



Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
Univapo 150H (Speed Vac)
Versiegelungsfolie fiir Mikrotitertplatte

Vortexer:
¢ JKA Vibrax VXR
e Vortex Genie 2

Waagen:
e AB54
 PB8&01
Zentrifugen:
* Heraeus PICO 21
*  Mini Star

BIO-RAD
UniEquip

Thermo Scientific

IKA Werke

Scientific Industries

Mettler Toledo
Mettler Toledo

Thermo Scientific

VWR

2.2. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

2-Propanol
Albumin Fraktion V
APS (Ammoniumperoxidisulfat)
Blot-Papier:
* “Extra thick blot paper”
*  Whatman Blotpapier GB005

*  Whatman 3mm
Bromphenolblau
Zitronensidure Monohydrat
Coomasssie Brilliant Blue R250
D(+)Saccharose
Di-natrium-hydrogenphosphat Dihydrat
Eisessig/Essigsdure 100%

Ethanol:
e 100% (v/v)
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Sigma Aldrich
Roth
Roth

BIO-RAD
Schleicher &
Schuell

GE Healthcare

Merck
Roth
Serva
Roth
Merck
Merck

Otto Fischer



* 96% (v/v)
e 70% (v/v)

Glycergel Mounting Medium

Glycin

Haemalaun, sauer, nach Mayer

Immobilon (Chemoluminescent HRP

Substrat)
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Methanol
Milchpulver
Natriumchlorid

Natriumzitrat tribasisch, Dihydrat

Natriumhydroxid

Nitrocellulose Membran:

e Bio Trace NT

e Roti-NC

PageRuler Prestained Protein Ladder
Pipettenspitzen 1000 — 100 — 10
PVDF-Membran: Immobilon P Western Blot

Membran
Rotiphorese Gel 30
Salzsdure 37%
SDS-Pellets
TEMED

Tinte Konigsblau
Tris

Tween 20

Xylol

(4001)
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Otto Fischer
SAV LP GmbH

Dako
Roth

Waldeck GmbH &
CoKG

Millipore

Merck

Merck

Roth

Roth

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Pall
Roth

Thermo Scientific
Sarstedt
Millipore

Roth

Roth

Roth

Roth

Pelikan

Roth

Sigma Aldrich
VWR



B-Mercaptoethanol

2.3. Antikorper

2.3.1. Primérantikorper

pro-Kaspase-3 + aktivierte Kaspase 3 (anti-
human; rabbit polyclonal)

Katalase (anti human; rabbit polyclonal)

Forkhead Box Protein J1
e FOXIJ1
« FOXJ1

Glutaredoxin 1 (anti-human; mouse

monoclonal)

Glutathion Peroxidase 1 — GP1 (anti-human;

rabbit monoclonal)

Low molecular mass protein — LMP2 =
Proteasome subunit beta type-9 (PSMB9)
(anti-human; rabbit polyclonal)

N-epsilon-carboxymethyl-Lysin (anti-human;

rabbit polyclonal)

Peroxiredoxin 1 - PRDX1 (anti-human; rabbit

polyclonal)

Peroxiredoxin 1 - PRDX1 (anti-human; rabbit

polyclonal)

Peroxiredoxin 2 — PRDX2 (anti-human;

mouse monoclonal)

Peroxiredoxin 2 — PRDX2 (anti-human,;

mouse monoclonal)

Peroxiredoxin 6 - PRDX6 (anti-human;

mouse monoclonal)

proSP-C (anti-human; rabbit polyclonal)
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Sigma

cell signalling
(#9662)

abcam (ab1877)

abcam (ab40869)
Millipore (05-837)
abcam (ab55059-
100)

abcam (ab108427)

abcam (ab3328-
100)

abcam (ab30922-
50)

abcam (ab59538-
100) fiir IHC

abcam (ab59538)
fir WB

abcam (ab140936)
fiir [HC

abcam (ab50862)
fiir WB

abcam (ab16947)

Millipore



Proteasom activator subunit 1:
* PSME 1 (anti-human; rabbit
polyclonal)
* PA28alpha (anti-human; rabbit
polyclonal)
Serum Amyloid P - SAP (anti human; rabbit
monoclonal)
CD68 (anti human; mouse monoclonal)
Superoxiddismutase 2 — SOD2 (anti-human;
rabbit polyclonal)
Superoxiddismutase 3 - SOD3 (anti-human;
rabbit polyclonal)
Uteroglobin — CC10 = Clara cells 10kDa
secretory protein (anti-human; rabbit
polyclonal)

2.3.2. Sekundirantikorper

Schwein anti-Kaninchen-IgG, HRP-gekoppelt

Kaninchen anti-Maus-IgG, HRP-gekoppelt

2.4. Verwendete Kits

8-Isoprostan EIA Kit
Human Peroxiredoxin 6 ELISA

Pierce BCA Protein Assay Kit
TBARS Assay Kit

Zytochem-Plus HRP-AP Kit
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(AB3786)

Thermo Scientific
(PA1-1961)

Santa Cruz (sc-
135512)

abcam (ab45151)

abcam (ab955-500)
abcam (ab13533)

abcam (ab21974-
200)

abcam (ab40873)

Dako (P0217)
Dako (P0260)

Cayman (516351)

Abfrontier (LF-
EK0206)

Thermo Scientific
(#23227)

Cayman
(10009055)

Zytomed Systems



(HRP-S-008RED)

Zytochem-Plus HRP-DRB Kit Zytomed Systems
(HRP-008DRB)

2.5. Verwendete Proben

2.5.1. Bronchoalveolire Lavage

Die untersuchten humanen Lavagen sind mittels Bronchoskopie im
Rahmen der Diagnostik gewonnen worden, wobei nicht zur
Diagnostik verwendetes Material fiir die Forschung verwendet
werden durfte (sieche Ethikvoten Nr. 84/93 , Biochemische,
pharmakologische und morphologische Studien an
bronchoalveolidren Lavagen®). Die Gewinnung der Proben bei den
gesunden Spendern (healthy volunteers [HV] genannt) verlief nach
dem gleichen Prozedere, nur dass dies ausschlieBlich fiir
wissenschaftliche Zwecke erfolgt ist. Detaillierte Daten zu den
eingeschlossenen Patientenkollektiven finden sich in der

nachfolgenden Tabelle 2.1.

1 ive | Healthy s | IPFIUIP (n=23) | NSIP (n=6) | CVD (n=13) | DIP (n=5) | EAA (n=11) | RA(n=8) | Sarkoidose
(HV, n=18) (n=13)

Alter (mean years £ SD) | 26.5346.12" | 6339889 | 5216171 |55.60£15.19| 47.549.78 |54.18 £ 12.54| 685 11.74 | 51.08 %1303
Geschlecht (m/f) 6/97 | 418195 4192 131910 13192 | d5/96 197 5/98
* nicht vollstindig verfiigbar )

Tabelle 2.1. ei i ive fiir die ver BALF- und

Zur Gewinnung der Lavage wurde ein flexibles Fiberbronchoskop

(Firma Olympus) genutzt. Dieses wurde nach Lokalandsthesie des
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Mund-Rachenraums mittels Oxybuprocainhydrochlorid iiber den
Mund oder eines endotracheal gelegenen Beatmungstubus so weit
eingefilhrt, um eines der beiden Lingulasegmente oder den
Mittellappen zu erreichen. In wedge position (Okklusionsstellung)
wurde anschlieBend eine bronchoalveoldre Lavage mit 10x 20ml
steriler physiologischer Kochsalzlosung (0,9% NaCl) durchgefiihrt.
Nach jeder verabreichten ,,NaCl-Portion“ wurde diese durch
schnelle Aspiration wieder entfernt, die Materialgewinnung der
Ausgangsmenge in % (recovery) ermittelt und bei +4°C gepoolt.
Um den Mukus aus der so erhaltenen Lavagefliissigkeit
abzutrennen, wurde diese durch sterile Gaze gefiltert und
anschliefend bei 300x g und +4°C fir 10 min zentrifugiert, um
zelluldre Bestandteile zu entfernen. Der entstandene Uberstand
wurde unter  sorgfiltigem  Riihren aliquotiert,  mittels
Fliissigstickstoff tiefgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei
-80°C gelagert.

Teile der Lavagefliissigkeit wurden mit 0,01% Butylhydroxytoluol
(BHT) als Antioxidans versetzt.

2.5.2. Lungengewebe
Fir die Analyse der Proteinexpression durch Immunhistochemie
stethen dem UGMLC explantierte Lungen von Patienten mit

unterschiedlichen IIP (IPF, fNSIP, EAA, DIP, RA-ILD, Sarkoidose)
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durch die Kooperation mit dem Klinikum der Stadt Wien
(Thoraxchirurgie, Prof. Dr. med. Walter Klepetko) zur Verfiigung.

Die Diagnosen werden zusdtzlich nochmals in Gieen klinisch wie
histopathologisch bestétigt (Prof. A. Giinther, Prof. L. Fink). Als
gesunde Kontrollen dienen nicht-utilisierte Spenderlappen oder
(selten) ganze Lungen, die aufgrund von GroéBeninkompatibilitéit
zwischen Spender und Empfianger oder akuter Infektion des
moglichen Empfiangers nicht eingesetzt wurden. Zusitzlich wurde
auch histologisch ,,gesundes“ Lungengewebe in die Kontroll-
Kollektive inkludiert, welches im Rahmen einer Tumorresektion
aufgrund eines Lungentumors entnommen worden war. Die hier
durchgefiihrten immunhistochemischen Untersuchungen an IIP-
Patienten und Spenderlungen sind durch das entsprechende Votum der
Ethikkommission der Justus-Liebig-Universitdt Gielen abgedeckt (Nr.
111/08 ,Europdisches IPF-Register [eurIPFreg]). Detaillierte

Patientendaten finden sich in der Tabelle 2.2.

Untersuchungskollektive | Healthy volunteers | IPF/UIP NsIP CVvD EAA Sarkoidose | Transbronchial-
(HV, n=4) (n=11) (n=5) (n=3) (n=4) (n=1) biopsie
Sarkoidose (n=4)
Alter (mean years + SD) 42 £11.98 54.00+865(54.4+25/47.33+£579 47.25+7.98 35 39.25+5.08
Geschlecht (m/f) 32192 39192 | 32/93 | d1/92 24 3 42792

Tabelle 2.2. Patientenkollektive der zur Verfiigung Lungengewebeproben

2.6. Proteinbestimmung

Da die gewonnen Proben von einzelnen Individuen stammten und

somit interindividuelle Unterschiede bestehen als auch methodische
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Fehler bei der Gewinnung (unterschiedliche Untersucher und
Techniken etc.) unterlaufen sein konnten, musste zunichst die
Proteinkonzentration der einzelnen Lavage-Proben bestimmt
werden, um nachher die einzelnen Entititen quantitativ vergleichen
zu konnen. Dafiir wurde das kommerziell erhiltliche Pierce™ BCA
Protein Assay Kit von Thermo Scientific verwendet. Die zugrunde
gelegte Detektionsmethode beruht auf der Biuret-Methode, wobei
in einem alkalischen Medium Cu®" durch die in der Losung
vorhandenen Proteine zu Cu’ reduziert wird und darauthin einen
Komplex mit Bicinochinsdure (BCA) formt, welche hochspezifisch
Cu’ bindet. Der Komplex aus zwei Molekiilen BCA und einem
Molekiil Cu" bildet ein violettes Reaktionsprodukt, welches ein
charakteristisches Absorptionsmaximum bei 562nm zeigt, wobei
die Absorption sich nahezu linear zu der Proteinkonzentration
verhdlt. =~ Anhand  einer  Standardreihe  aus  bekannter
Proteinkonzentration (verwendet wurde Rinderserum-Albumin),
kann dann die Proteinkonzentration der einzelnen Proben bestimmt
werden.

Diese Art der Proteinbestimmung mittels Bicinochinsédure ist 1985

von P. K. Smith veroffentlicht worden'!.

Die Standardreihe wird mit 2% (w/v) BSA (bovine serum albumine

141 Smith et al. 1985
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= Rinderserum-Albumin) mit der Ausgangskonzentration von
2000pg/ml hergestellt, wobei 1500pg/ml, 1000pg/m, 750pg/ml,
500pg/ml, 250pg/ml, 125ug/ml, 62,5ug/ml, 31,25ug/ml, 15,625ug/
ml und 7,81ug/ml die absteigende Standardkurve bilden, und die
ersten 3 Reihen der 96-Well-Platte mit 50ul/Well im Sinne einer
Doppelbestimmung pro Konzentration beladen werden.

Von den zu untersuchenden Lavage-Probe wurden pro Well jeweils
50 ul in Doppelbestimmung pipettiert. Die Serum-Proben wurden
1:200 mit destillierten Wasser verdiinnt und von dieser Verdiinnung
ebenfalls 50 pl pro Well eingesetzt. Danach wurde jeweils 200ul
Arbeitslosung des Kits bestehend aus 20 ml Reagenz A, welches
die Bicinochinsdure enthilt, und 400ul Reagenz B, bestehend aus
einer Kupferionenlosung, dazu pipettiert. Die Platte wurde mit
einer Folie verschlossen und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Danach
wurde die Absorptionsmessung mittels einem Mikrotiter-Platten-

Reader (TECAN infinitepro200M) durchgefiihrt.

2.7. Vorbereitung der Proben

Um die Lavage-Proben fiir den Western-Blot einsetzen zu kdnnen,
mussten diese erst durch einen Speed-Vakuum-Konzentrator
eingeengt werden. Dazu wurde das Volumen, das Spg (fiir PRDXG6,
Catalase, SAP) bzw. 10ug (PRDX2, Glutathion Peroxidase 1)

Gesamtprotein entsprach, in ein frisches Eppendorf-Cup pipettiert
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und mittels der ,,Speed Vac* iiber 2-3 Stunden eingeengt.
Danach wurden die Proben mit 2X reduzierendem SDS-

Probenpuffer versetzt und bei 99°C fiir 12 min 30 sec denaturiert.

e 4x nicht-reduzierender SDS-Probenpuffer:
= 25% (v/v) 0,625M Tris/HCI, pH6,8
= 40% (v/v) Glycerin
= 5% (w/v) SDS
= 0,002% (w/v) Bromphenolblau (Spatelspitze)

e 2x reduzierender SDS-Probenpuffer:
= 45% 4x (v/v) nicht-reduzierender Probenpufter
* 5% B-Mercaptoethanol
= 50% aqua dest.

Die Serum-Proben mussten nicht eingeengt werden, da bei diesen
Proben pro pl bedeutend mehr Protein enthalten ist. Deswegen
wurden die Serum-Proben 1:1 mit 4x reduzierendem SDS-
Probenpuffer versetzt, sodass ein Ansatz aus jeweils 50ul Serum
und 50ul Probenpuffer bestand. Dieses Mischungsverhéltnis wurde
verwendet, da bei einem Mischungsverhiltnis Probenpuffer zu
Probe von 1:3 (15ul+45ul) die Probe nach dem Kochen gestockt

war und daher nicht mehr auf das SDS-Gel aufgetragen werden
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konnte. Nach dem Mischen von Serum mit Probenpuffer wurde der

Ansatz bei 99°C fiir 15 min gekocht.

2.8. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht

2 in einer vertikalen

erfolgte mittels der Methode nach Lammli
Gelapperatur. Das zu verwendende Gel setzt sich aus 2
Komponenten zusammen: dem Sammelgel, um die Proteine zu
fokussieren und dem Trenngel, wobei hier die Konzentration des
Acrylamids an die Grof3e des zu untersuchenden Proteins angepasst
wird — hochprozentige Gele fiir Proteine mit kleinem
Molekulargewicht (bspw. ein 12%-Gel fiir Proteine bis ca. 25 kDa),
bzw. niedriger prozentige Gele fiir Proteine mit gréerem
Molekulargewicht (bspw. ein 9%-Gel fiir Proteine um 60 kDa).
Eine Ubersicht, welches Gel fiir welches Molekulargewicht genutzt

werden sollte, zeigt Abbildung 2.1.

Es folgt das Pipettierschema fiir die verschiedenen Gele:

142 Laemmli 1970
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Trenngel (10 ml) Sammelgel
(10ml)
8% | 9% | 10% | 12% | 15% 4%
30% Acrylamid | 2,66 [3,0 ml| 3,33 |4,0ml|5,0ml| 1,33 ml
0,8 & N,N- ml ml
Bisacrylamid
H,O dest. 3,871 3,53 |32ml| 2,53 | 1,53 | 6,57 ml
ml ml ml ml
10% (w/v) SDS| 100 [ 100 pl| 100 pul|{ 100 pl| 100 pul| 100 pl
ul
Trenngelpuffer | 3,33 | 3,33 | 3,33 | 3,33 | 3,33 /
ml ml ml ml ml
Sammelgelpuff| / / / / / 2 ml
er
10% (w/v) APS| 50 | 50 ul | 50 ul | 50 pl | 50 ul 100 pl
ul
TEMED 10 | 10l | 10 pul | 10 pul | 10 ul 10 pl
ul

e Trenngelpuffer:

1,125 M Tris/HCI pH 8,8

30% (w/v) D(+)Saccharose
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e Sammelgelpuffer:

= (0,625 M Tris/HCI pH6,8

% Acrylamide
6% &% 1074 12% 15%

200 kDia
100 kDia
a0 kDa
&0 kDa
70 kDa
&0 kDa
50 kDa
40 kDa
30 kDa
20 kDa
10 kDa
0 kDa

Abbildung 2.1. SDS-Gel Konzentration in Abhéngigkeit des
Molekulargewichtes

Das auspolymerisierte Gel wurde anschlieBend in

eine

Lautkammer (BIORAD Mini Protean TetraCell) eingespannt, mit

den Proben und einem ProteingroBenstandard beladen und die

Kammer mit Elektrodenpuffer gefiillt. Im Sammelgel erfolgt die

Konzentrierung der Proteine bei konstanten 12,5 mA pro Gel, im

Trenngel erfolgt die Auftrennung der Proteine nach deren Grofe

bei konstanten 15 mA.

e Elektrodenpuffer:
= 25 mM Tris
* 192 mM Glycin
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= 0,1% (w/v) SDS

Da bedeutend mehr Proben zu testen waren, als eine Gelplatte
Lauftaschen hatte, wurden pro Gel 2 Proben eines Patienten oder
Spenders in gleicher Beschaffenheit und Konzentration als interner

Standard aufgetragen.

2.9. Immunologischer Nachweis von Proteinen in

humanen Lavagen mittels Western Blot Methodik

Beim Western Blot — durchgefiihrt in Anlehnung an Kyhse-
Andersen'* — werden die im Gel aufgetrennten Proteine in einem
Halbtrockenblotverfahren auf eine PVDF-Membran oder eine
Nitrocellulose-Membran  transferiert. =~ Dabei  bleibt  die
gelelektrophoretische Auftrennung erhalten und es ist moglich, das
gewlinschte Antigen/Protein mit einem spezifischen
Primédrantikdrper zu detektieren und zu identifizieren. Fir die
Detektion wird ein HRP-konjugierter —Sekundirantikorper
verwendet, der dem Primérantikdrper bindet und eine Briicke
zwischen dem Primérantikorper und dem Rezeptorenzym bildet,
welches  zur  Visualisierung  mittels ECL  (Enhanced-
Chemiluminescence) gebraucht wird. Es wurden ausschlielich

Sekundirantikdrper verwendet, die mit Meerrettichperoxidase

143 Kyhse-Andersen 1984
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(HRP-) gekoppelt sind. Dieses reagiert mit dem in der ECL-
Entwicklerlosung (Immobilon/Millipore) vorhandenen Luminol,
wobei dieses oxidiert wird. Wenn das oxidierte Luminol in seinen
Grundzustand zuriickkehrt, wird Licht emittiert, welches mittels

hochsensitiver Kamera (Intas Imager) aufgenommen werden kann.

Die Durchfiihrung gestaltete sich folgendermaBen: Die PVDF-
Membran — zugeschnitten auf die Grofie des Gels — wurde fiir ~1
Minute in 100 %-igem Methanol aktiviert und anschlielend bis zur
weiteren Verwendung in Transferpuffer wippend gelagert. Bei
Verwendung einer Nitrocellulose-Membran musste diese nicht
aktiviert werden, und konnte deshalb direkt in den Transferpuffer
gegeben werden. Die Gele wurden ebenfalls fiir mind. 10 Minuten

in Transferpuffer wippend equilibriert.

e Transferpuffer:
= 20 mM TRIS
* 150 mM Glycin
= 20% (v/v) Methanol

Weiterhin wurde Blotpapier — ebenfalls in Grofe des Geles
zugeschnitten - mit Transferpuffer getrinkt und anschlieBend auf

die Graphitanode der Transferapperatur gelegt. Darauf wurde
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luftblasenfrei die Membran gelegt und ebenfalls luftblasenfrei das
Gel aufgebracht. Dieses wurde dann wiederum mit einer weiteren
Lage Blotpapier bedeckt und mit der Graphitkathode bedeckt und
geschlossen. Der Transfer erfolgte bei konstanten 75 mA/pro 54
cm?® Gel in der Blotapperatur fiir 1 Stunde 30 min. AnschlieBend
wurden die Blots in einer Losung aus 1x TBS/T mit 5%
Milchpulveranteil inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen fiir
den Primirantikérper zu minimieren. Daraufhin konnte die
Membran mit dem Primérantikdrper, der in einer spezifischen
Verdiinnung in der Milchpulverldsung (die spezifische Verdiinnung
fiir den jeweiligen Antikorper ist Tabelle 2.3. zu entnehmen)

angesetzt wurde, unter Schiitteln bei 4°C {iber Nacht inkubiert

werden.

Antikdrper PRDX6 PRDX2 GPx1 Katalase SAP
Probe Lavage/Serum 5ug / 500ug 10pg / 500ug 10pg / 600ug 5 ug / 700pg 5 ug / 300pg
Gel Lavage/Serum 12% 1 12% 12% /1 12% 12% 1 12% 9% / 8% 10% / 10%
Konzentration 1:1000 1:500 1:750 1:1000 1:10.000

Tabelle 2.3. eingesetzte Antikdrper und ihre Verdiinnungen fiir die BALF- und Serumproben

e TBS/T:
= 20 mM Tris/HCl pH 7,5
= 50 mM NaCl

= 0,5% (w/v) Tween 20
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Am darauffolgenden Tag wurden die Blots mit 1x TBS/T fiir 3% 10
Minuten gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem HRP-
gekoppelten Sekundérantikdrper in einer Verdiinnung von 1:1000
in der Milchpulverlosung fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur unter
standiger Bewegung mittels Schiittler. Abhdngig vom verwendeten
Primédrantikdrper wurden gegen Kaninchen-IgG (hergestellt im
Schwein) bzw. gegen Maus-IgG (hergestellt im Kaninchen)
gerichtete Sekundérantikorper verwendet. Anschliefend wurden die
Blots wieder 3x fiir 10 min mit 1x TBS/T gewaschen. Nun war es
moglich, Zielproteine auf der Western-Blot Membran mittels ECL-
Entwicklerreagenz und Chemilumineszenz-Imager zu visualisieren.
Die ermittelten Signalintensititen wurden als JPEG-Image

aufgenommen.

Da die Proteinproben aus Lungen-Lavagen stammen und insgesamt
eine sehr niedrige Protein-Konzentration aufwiesen, war das
Strippen des Blots sowie die erneute Imkubation mit einem anderen
Primédrantikdrper nicht moglich. Da es sich bei Lavage um
extrazelluldre Fliissigkeit handelte, war es zudem nicht moglich,
die Membran mit Antikorper gegen B-Aktin, GAPDH oder Tubulin
anzufirben, da es sich bei diesen Ladungskontrollen um
intrazelluldre Proteine handelt. Deswegen wurden die PVDF-

Membranen mit Coomassie gegengefiarbt bzw. wurden
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Nitrocellulose-Membranen mit Tinte gefdrbt, um ein Bandenmuster
mit gleicher Ladung zu demonstrieren. Im Anschluss wurden die

gefarbten Western-Blots eingescannt.

e Coomassie-Firber:
= 50% (v/v) Methanol
* 5% (v/v) Eisessig
= 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250

e Coomassie-Entfarber:
= 28% (v/v) 2-Propanol
" 5% (v/v) Eisessig

Fiir die Coomassie-Farbung wurde die Membran etwa 5-10 min in
der Farbelosung geschwenkt und im Anschluss mit Entfarber bis
zur gewlinschten Farbintensitdt entfarbt, und danach noch kurz in
Aqua dest. geschwenkt.

Fir Nitrocellulose-Membranen wurde eine Tintenfairbung
verwendet. Dabei verblieb die Membran fir 5 min in der
Tintenlésung, um danach kurz mit Aqua dest. abgewaschen zu

werden. Die Tintenlosung konnte max. 2 mal verwendet werden.

e Tintenlosung:
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*  1-2% (v/v) Tinte Konigsblau
* 1% (v/v) Eisessig

In den Abbildungen im Ergebnisteil ist bei den Serumproben auf

eine  Coomassie- bzw.

Tintenfarbung  verzichtet
wurden, da bei diesen das

Bandenmuster  quantitativ

kaum UL BT

abgegrenzt werden kann

Abbildung 2.2. Coomassie-Farbung eines
Gels mit aufgetrennten Serumproteinen

Coomassie gefarbtes Gel in Abbildung 2.2.)

(siehe reprisentatives mit

2.10. Proteinnachweis mittels Immunhistochemie
(IHO)

Die verwendeten Gewebeproben stammten aus Explantationen von
ganzen Lungen oder Lungenlappen, die in der Thoraxchirurgie in
Wien entnommen worden waren. In Wien selbst sind bereits
peripher lokalisierte Gewebeproben aus einzelnen Lappen
entnommen und sofort in 4% (w/v) Phosphat-gepuffertem para-
Formaldehyd (PFA, pH 7,0) iiberfiihrt worden.

Nach dem Transport nach Gieflen an das UGMLC wurden durch

den Lungendienst zusétzlich subpleural und hildr lokalisierte
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Gewebeproben nach einem bestimmten Schema entnommen und
auch in 4% (w/v) PFA fixiert. Nach einer Fixationsdauer von in der
Regel 12-24 Stunden wurden die fixierten Lungenproben in
Einbettkassetten tberfiihrt, mit PBS gewaschen und iiber Nacht
entwissert, um danach in Paraffin eingebettet zu werden.

Nach der Aushértung des Paraffins war es moglich, mittels eines
vollautomatischen Rotationsmikrotoms (RM 2165, Leica) 3 pm
dicke Schnitte in Serie (7 serielle Schnitte) anzufertigen. Diese
werden nach kurzer Inkubation im 40°C warmen Paraffinstreckbad
auf Objekttrager (Super Frost Plus, Langenbrinck) aufgezogen, um

danach auf einer 40°C erwédrmten Heizplatte getrocknet zu werden.

Der Nachweis der Proteine erfolgte mit Hilfe der Streptavidin-
Biotin-Technik. Dabei wurde das gewiinschte Protein im
Lungenschnitt mit einem spezifischen Primérantikdrper markiert,
an den ein biotinylierter Sekundérantikorper gebunden wird, um
das gewiinschte Protein zu detektieren. Das Biotin bindet mehrere
Molekiile eines  Konjugates aus Streptavidin =~ mit
Meerrettichperoxidase (HRP) oder Alkalischer Phosphatase (AP),
welches mittels Enzym-Substrat-Reaktion in Gegenwart einer
farbgebenden Komponente — in dieser Arbeit Fast Red, welches ein
rotes Reaktionsprodukt bildet — sichtbar gemacht wird. Im Fall des
HRP/DAP-Kits entsteht stattdessen ein braunes Reaktionsprodukt.
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Nach Mdoglichkeit wurden 2-3 unterschiedliche Proben pro Entitét
bzw. gesundem Spender in seriellen Schnitten gefarbt. Dabei wurde
darauf geachtet, die betreffenden Schnitte sowohl der Entititen als
auch der gesunden Spender jeweils parallel mit einem spezifischen
Antikorper zu farben.

Zunichst wurden die Schnitte bei 60°C fiir etwa 90 min inkubiert,
um eine bessere Entparaffinisierung zu ermdglichen. Darauf
erfolgte die chemische Entparaffiniserung in einem 10 miniitigen
Xylolbad mit anschlieBender Rehydrierung in einer absteigenden
Alkohlreihe (100% - 96% - 80% - 70% - 50%), wobei die Schnitte
fir jeweils 3 Minuten in der Alkohollésung verweilten, um
daraufthin bis zur weiteren Verwendung in Aqua dest. zu ruhen.

Um den Primérantikdrpern das Gewebe zuginglich zu machen
(sog. Antigendemaskierung), wurden die Schnitte in 10 mM
Zitratpuffer in der Mikrowelle bei 800 Watt zum Kochen gebracht,
um danach noch weitere 5 min zu kochen. Anschlieend erfolgte
eine 25 miniitige Abkiihlphase bei Raumtemperatur. Dieser Koch-
und Abkiihlvorgang wurde danach noch 2 Mal wiederholt.

e Zitratpufter:

= 18 ml Losung A (100 mM Zitronensaure-
Monohydrat)
= 82 ml Losung B (100 mM Natrium-Zitrat-
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Dihydrat)
= Auffiillen mit Aqua dest auf 11

Anschlieend wurden die Schnitte in 1x PBS fiir 2 min gewaschen
und danach mit der Blockierldsung aus dem ZytoChem-Plus AP Kit
(Zytomed Systems) fiir 5 min beschichtet, um unspezifische
Bindungsstellen fiir den Primérantikdrper zu maskieren. Im Fall
des DAB/HRP-Kits musste zuvor noch ein 10 miniitiges Abblocken
mit 10% H,O, (,,Peroxidblock®) erfolgen, und anschlieBend wurde
wie beim AP Kit verfahren.

Nach 3 Waschschritten in 1x PBS 4 2 min wurden die Schnitte mit
dem Primérantikorper, verdiinnt in 2% BSA in 1x PBS, fiir 2

Stunden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert.

e 10x PBS:
= 160,2g NaCl
= 4g KCI

u 28,4g NazHPO4 X 2 Hzo
(Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat)
= 5,4g KH,PO, (Kaliumhydrogenphosphat)

= mit 0.5 M NaOH auf pH7,4 einstellen und
mit Aqua dest. auf 2 Liter auffiillen

Nach der Inkubation des Primérantikdrpers (die jeweilige
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Verdiinnung des Primérantikorpers ist Tabelle 2.4. zu entnehmen)
wurden die Schnitte in 0,1% (w/v) BSA in PBS 3 Mal fiir jeweils 2
Minuten gewaschen, um anschlieend fiir 20 min in einer feuchten
Kammer mit dem biotinylierten Sekundirantikorper des Kits
inkubiert zu werden. Auch hier schlossen sich wieder 3
Waschschritte 4 2 min mit 0,1% (w/v) BSA in 1x PBS an.
Daraufhin wurden die Schnitte mit dem vom Kit bereitgestellten
Streptavidin-Alkalische-Phophatase-Komplex beschichtet und fiir
20 min in einer feuchten Kammer gelagert. Hier schlossen sich

wieder 3 Waschschritte 4 2 min mit 1x PBS an.

Antikdrper PRDX6 PRDX2 PRDX1 GPx1 Katalase | SOD3 CML proSPC [ coes FoxJ1
Konzentration 1:500 1:100 1:200 1:100 1:100 1:100 1:40 1:750 1:200 1:1000

Tabelle 2.4 eil ikd und ihre ] fur die

Danach erfolgte die Farbreaktion, bei der die Schnitte parallel
gefarbt wurden und die Enzymreaktion der AP (alkalische
Phosphatase) mit Naphthol-AS-bisphosphat und dem Chromogen
Fast Red zu einem roten Reaktionsprodukt fiihrte. Abhéngig vom
Primédrantikdrper ergaben sich unterschiedliche Farbezeiten. Die
Intensitdit  wurde  wihrend des  Firbevorgangs  mittels
Lichtmikroskop bestimmt, und bei gewiinschter Intensitdt wurde
die Reaktion abgestoppt, indem die Schnitte in Aqua dest. iiberfiihrt

wurden.

96



Anschliefend erfolgte die Gegenfiarbung mit Haemalaun (sauer,
nach Mayer) fir 90 sec, und im Anschluss die Bliduung der
Gegenfarbung in Leitungswasser liber 4 min. Danach konnten die
Schnitte mit auf ~90°C erwédrmten Glycergel (Dako) eingedeckelt
werden. Nachdem das Medium getrocknet war, wurden die
Schnitte mit dem Nano Zoomer Scanner von Hamamatsu
eingescannt.

Im Anschluss wurden die gescannten Lungenschnitte mit Hilfe der
,INDP.viewer2-Software* ausgewertet und Fotos mit 10x, 20x und

40x Vergroflerung hergestellt.

2.11. Immunologischer Nachweis von Proteinen mittels

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

2.11.1. 8-Isoprostan

Mittels eines ELISA ist es moglich, eine quantitative Bestimmung
des gewlinschten Proteins in den unterschiedlichen Proben zu
vollziehen. Das hierzu verwendete Kit war von Cayman Chemicals.
Der diesem Kit zur Detektion zu Grunde liegende Mechanismus ist
die Konkurrenz von freiem 8-Isoprostan und einem Konjugat aus
8-Isoprostan mit Acetylcholinesterase (=Tracer), um eine begrenzte
Anzahl von 8-Isoprostan-spezifischen Bindungsstellen im
Kaninchen-Antiserum. Da die Konzentration des Tracers konstant

gehalten wird, die Konzentration in den Proben aber variiert, ist die

97



Menge des gebundenen Tracers antiproportional zur der in der
Probe vorhandenen Menge — d.h: bei einer hoheren Konzentration
von freiem 8-Isoprostan in der Probe bindet vor allem dieses freie
Isoprostan an die Bindungsstelle im Kaninchen-Antiserum, sodass
Tracer vermehrt nicht gebunden wird. Da die Menge an Tracer
bekannt ist, kann anhand der (nicht) gebundenen
Tracerkonzentration auf die freie Menge an 8-Isoprostan in der
Probe geschlossen werden.

Diese Komplexe — entweder freies 8-Isoprostan gebunden an das
Kaninchen-Antiserum oder Tracer gebunden an das Antiserum —
binden an Maus anti-Kaninchen IgG, mit denen die Wells gecoated
sind. Beim Waschen der Platte werden alle ungebundenen
Reagenzien entfernt. AnschlieBend wird Ellmanns Reagenz
hinzugefiigt, welches mit der Acetylcholinesterase reagiert,
worauthin ein gelbes Reaktionsprodukt entsteht, was ein
Absorptionsmaximum bei 412 nm hat. Die spektrophotometrische
ermittelte Farbintensitét ist proportional zur Menge an gebundenem
Tracer, was wiederum antiproportional zu der in der Probe
vorhandenen Menge an freiem 8-losprostan ist - folglich bedeutet
eine geringe Absorption eine hohe Konzentration an freien 8-

Isoprostan in der Probe.

Um die Lavageproben fiir den Kit verwenden zu konnen, mussten
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diese eingeengt werden. Hierfiir wurde das Volumen, welches 10ug
entsprach, in ein frisches Eppendorf-Gefd3 pipettiert und
anschlieend mittels Speed Vac-Konzentrator eingeengt. Abhingig
von dem Volumen der Probe dauerte dies zwischen 1-2 Stunden,
wobei maximal ~300ul Probe verwendet worden sind.
Anschliefend wurde das Pellet aus Protein und Salzen mit 120pul —
um Pipettierungenauigkeiten auszugleichen - Reinstwasser (= ultra
pure water) gelost. Bis zur weiteren Verwendung wurden die

Proben bei 4°C gelagert.

Die weiteren

Vorbereitungen fiir

den Kit bestanden
daraus, EIA Puffer

anzusetzen. Vom ’ ‘ v ‘ ‘ ‘

Kit wird dafir ein

vy

128 5.1 20 08
pa/ml pg/mi pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/mi pg/ml

10x Konzentrat zur Abbildung 2.3. Standard-Konzentration fiir den 8-
Isoprostan ELISA

Verfiigung  gestellt,
dass in 90ml Reinstwasser gelost wird. Dieser Puffer wird benoétigt,
um sowohl Antiserum, Tracer als auch den mitgelieferten Standard
zu losen. Tracer und Antiserum wurden mit jeweils 6 ml Puffer
gelost und anschlieBend fiir bessere Sichtbarkeit mit einem

bereitgestellten Farbstoff (orange fiir Tracer; blau fiir Antiserum),
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in einer Verdiinnung von 1:100, eingefarbt.

Der im Kit enthaltene Standard hatte eine Konzentration von 50ng/
ml. Davon wurden 100ul benotigt und mit 900ul Reinstwasser
versetzt. Von dieser Stocklosung (5ng/ml) wurden 100l mit 900ul
EIA Puffer gemischt, sodass eine Konzentration von 500pg/ml
entstand, welche Standard 1 reprisentierte. Von Standard 1 wurden
500 pl in das ndchste Gefal tiberfiihrt und mit 750ul EIA Puffer
verdiinnt, sodass in Standard 2 eine Konzentration von 200 pg/ml
enthalten war. Aus Standard 2 wurden wiederum 500ul entnommen
und mit 750ul EIA Puffer versetzt. Diese Verdiinnungsreihe wurde
bis Standard 8 fortgesetzt. Daraus ergaben sich die in Abbildung

2.3. gezeigten Konzentrationen fiir den Standard 1-8.

Nachdem alle
10 11 12

R'eagenzwn und | 4 @@@OOOOOO OOO
die Proben auf g .@ @OOOOO OOOO
Raumtemperatur | @@@OOOOOOOOO
gebracht wurden, |D @ @OOOOO OOOO
komte die 96- |E GEEOOOOOOO00O0O
well  Plae |F GEEO0O0O000000
bestiickt werden. |G @@OOOOOOOOO
Hierbei wurden 2 |H @..OOOOOOOOO

Blanks (BIk) Abbildung 2.4. AuftragEtle_sl.gnema des 8-Isoprostan
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benoétigt, die vollkommen leer blieben, 2 Non-Specific-Binding
(NSB), die lediglich mit 100ul EIA Puffer und 50ul Tracer versetzt
wurden, um unspezifische Bindungen zwischen Tracer und Puffer
beriicksichtigen zu kénnen, und 3 Wells B, die jeweils 50ul Tracer,
Puffer und Antiserum enthalten, um die maximale Bindung
zwischen Tracer und Antiserum zu bestimmen. Das letzte Well
diente als Total Activity (TA), welches erst beim
Entwicklungsschritt mit 5Sul Tracer bestiickt wurde, um als
Testkontrolle zu dienen. Weiterhin wurde die Standardreihe als
Duplikat aufgetragen, als auch jede Probe zweimal in vertikaler
Reihenfolge. AnschlieBend wurden jeweils 50ul Tracer sowie
Antiserum hinzugefiigt und die Platte mit einer Folie verschlossen.
Dieser Ansatz inkubierte fiir etwa 18 Stunden bei 4°C. Das
Auftrageschema ist in Abbildung 2.4. nochmals graphisch
dargestellt.

Nach der Inkubation wurden die Wells geleert und 5x mit
Waschpuffer gewaschen. Der Waschpuffer war als Konzentrat
(400%) im Kit enthalten und musste nur noch mit 21 Reinstwasser
und Iml Polysorbat 20 (= Tween 20), welches aufgrund seiner
Viskositdt mit einer Spritze aufgezogen werden musste, geldst
werden. Dann wurden alle Wells mit 200ul Ellmanns Reagenz

bestiickt, welches aus dem im Kit bereitgestellten Konzentrat mit
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20 ml Reinstwasser angesetzt wurde. Zu dem Well TA (total
activity) wurden 5Sul Tracer hinzugefiigt und die Platte wieder mit
einer Folie verschlossen. Zur Verbesserung der Entwicklung wurde
die Platte bei Raumtemperatur mit Alufolie abgedeckt und auf
einem Orbitalriittler fiir 90-120 min inkubiert. AnschlieBend konnte
der ELISA mit dem Mikrotiter-Platten Reader (TECAN)

ausgelesen werden.

2.11.2. Peroxiredoxin 6 (PRDX6) ELISA

Der zur genaueren Quantifizierung des Peroxiredoxin 6 (PRDX6)-
Gehaltes — im Vergleich zur Western Blot Methodik — verwendete
ELISA Kit wird von Abfrontier hergestellt und von Holzel
vertrieben.

Dieser Assay basiert auf einem klassischen ELISA. Die zur
Verfiigung gestellte Mikrotiterplatte ist mit monoklonalen
Antikorpern, spezifisch gegen humanes PRDX6, beschichtet. Nach
dem Zugeben der Proben und anschlieBendem Waschen, um nicht
gebundenes PRDX6 und andere unspezifische Komponenten zu
entfernen, wird ein monoklonaler Sekundirantikorper, der gegen
den auf der Mikrotiterplatte gebundenen PRDX6-Antikorper
gerichtet ist, hinzugefiigt. Dieser verfiigt iiber eine Bindestelle fiir
Streptavidin-Meerrettichperoxidase (HRP), sodass der Gehalt von

PRDX6 quantitativ erfasst werden kann. Nach dem Hinzufligen
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von  Tetramethylbenzidin (TMB) entsteht ein  blaues
Reaktionsprodukt, das nach einer vorgeschriebenen Zeit mit 2N
Schwefelsdure abgestoppt wird, sodass ein Farbumschlag auf Gelb
erfolgt. Dieses Endprodukt kann bei 450 nm photometrisch
ausgelesen werden. Die Absorption ist direkt proportional zur

gebundenen Menge an PRDX6.

Das Assay wurde sowohl fiir Serum- als auch Lavage-Proben
verwendet, wobei die Serum-Proben mit dem bereitgestellten
Probenpuffer 1:100 verdiinnt werden mussten, um eine optimale
Absorption zu erreichen. Damit die generell schwach
konzentrierten Lavageproben nicht unnétig verdiinnt wurden, aber
dennoch der Probenpuffer eingesetzt werden sollte, um den
Matrixfehler klein zu halten, wurden 4 Volumenteile Lavage mit

einem Volumenteil des Probenpuffers versetzt.

Der vom Assay bereitgestellte Standard enthélt 20ng/ml und wird
lyophilisert geliefert, sodass dieser zundchst mit 1 ml
Standard/Probenpuffer unter sanften Schiitteln fiir 5 min gelost
werden muss. Aus diesem Ansatz wird eine absteigende
Verdiinnungsrethe ~ von ~ 600pg/ml ~ (30ul  auf  970ul
Standard/Probenpuffer) {iiber 300pg/ml, 150pg/ml, 75pg/ml,
37,5pg/ml, 18,75pg/ml bis 9,375pg/ml hergestellt.
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Der sekundére Antikorper sowie der Streptavidin-HRP Komplex
werden beide in einer 100-fachen Konzentration mitgeliefert,
sodass 150ul des Konzentrates mit 14,85ml des Sekundér-
Antikorper/Streptavidin HRP- Verdiinnungspuffer gelost werden
miissen (sowohl der Sekunddrantikdrper als auch der Streptavidin-
HRP Komplex werden mittels dieses Verdiinnungspuffer geldst!).
Entweder kann das zu Beginn erfolgen und muss bei 4°C gelagert
werden bis zur weiteren Verwendung, oder die Losungen werden
frisch kurz vor dem Einsatz angesetzt.

Der mitgelieferte Waschpuffer muss bei Raumtemperatur
equilibriert werden, um alle Salze zu l6sen, wobei mit einer
kompletten Einheit Konzentrat 500ml Waschpuffer hergestellt

werden konnen.

Nachdem die Mikrotiterplatte mit der absteigenden Standardreihe
mit Probenpuffer als Blank sowie den Proben mit jeweils 100ul pro
Well bestiickt wurde, wobei in der letzten Reihe der 600er Standard
aufgetragen wurde, um das korrekte Zeitintervall zu bestimmen,
wurde diese mit Folie abgedeckt und bei 37°C fiir 2 Stunden
inkubiert. Nach 3 Waschschritten wurden pro Well 100ul des
Sekundérantikdrpers hinzugefiigt und wieder abgedeckt fiir 1
Stunde bei 37°C inkubiert. Danach erfolgten wieder 3
Waschschritte. Im Anschluss wurde die Platte mit 100ul pro Well
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mit der Streptavidin-HRP Losung beladen und abgedeckt fiir 30min
bei 37°C inkubiert. Hierauf erfolgten wieder 3 Waschschritte,
wobei zundchst nur die letzte Reihe, die komplett mit dem 600er
Standard bestiickt war, vollstindig gewaschen wurde. Nur in diese
Reihe wurde jetzt das TMB-Subtrat pipettiert und dann jeweils
nach 5, 8, 10 und 12 Minuten mit der Stopp-Losung das blaue in
das gelbe Reaktionsprodukt iiberfiihrt. Jetzt erfolgte die
Ausmessung. Abhingig von der Absorption wurde entschieden,
welches Zeitintervall gewéhlt wird, wobei der Kit in seiner
Anleitung tiiber eine Tabelle fiir die optimale Absorption verfligte.
SchlieBlich wurde auch die restliche Platte gewaschen und mit dem
vorher bestimmten Zeitintervall bei Raumtemperatur inkubiert, wie
zuvor die letzte Reihe, und im Anschluss mit einem Mikrotiter-

Platten Reader (TECAN) ausgelesen.

2.12. Densitometrische Auswertung der Immunoblots
und statistische Methoden

Zur Auswertung der Ergebnisse der Immunoblots wurde zunichst
eine densitometrische Auswertung der Bandenintensitit mit der
Computer-Software Image] (Version 1.46r, Freeware vom NIH,
USA) durchgefiihrt. Dabei wurden die Proben auf einen internen
Standard, der auf jeden Gel doppelt mitlief, gesetzt, sodass mehrere

Gele miteinander verglichen werden konnten. AnschlieBend
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wurden die erhaltenen Intensitdts-Werte in Form von Box-Plot/bzw.
,Box- and Whisker*- Diagrammen dargestellt und im Anschluss
statistisch ausgewertet; beides konnte mit dem Programm
,GraphPad Prism“, Version 5.02, durchgefiihrt werden. Die
ELISA-Ergebnisse wurden analog analysiert und ausgewertet. Bei
der Statistik wurde eine Normalverteilung der Ergebnisse nicht
angenommen. Fir den statistischen Vergleich von > 3
Versuchsgruppen wurde der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-
Test durchgefiihrt, um alle Gruppen untereinander vergleichen zu
konnen. Fiir den statistischen Vergleich zweier Entititen wurde der
nicht-parametrische Mann-Whitney Test verwendet. Statistisch
signifikante Ergebnisse sind im Ergebnisteil folgendermallen

dargestellt: * p<0,05, ** p<0,01 und *** p<0,001.
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3. Ergebnisse

3.1. Peroxiredoxin 6 (PRDX6)

3.1.1. Allgemeines

Peroxiredoxin 6 (PRDX6) ist ein bifunktionales, 25 kDa grofBes
Protein und das einzige Mitglied der Gruppe der Peroxiredoxine
bei Sdugetieren, welche insgesamt die Peroxiredoxine 1-6 umfasst,
das eine 1-Cys Formation aufweist, im Gegensatz zu den anderen
Formen, die alle 2-Cys konfiguriert sind.

AuBerdem verfiigt es liber eine Glutathionperoxidase- sowie eine
Phospholipase A,-Aktivitit, im Gegensatz zu den anderen
Peroxiredoxinen, die  Thioredoxin als  Elektronendonor
verwenden'*,

Es metabolisiert H,O, und andere Hydroperoxide; darunter sind vor
allem die Phospholipid-Hydroperoxide zu nennen, die eine zentrale
Rolle im Kontext des oxidativen Stresses und Zellschadens spielen.
Gerade diese Funktion der Reduktion von Phospholipid-
Hydroperoxiden scheint ein zentraler Mechanismus fiir die

Effektivitit von PRDX6 als Antioxidans zu sein'’.

3.1.2. Bestimmung des PRDX6 Gehaltes in humanen Lavagen
von verschiedenen Lungenfibrose-Entititen und von gesunden
Spendern (HV) mittels Western Blot- Methodik und ELISA

Die densitometrisch ausgewerteten FErgebnisse des PRDX6-
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Gehaltes in humanen Lavagen von verschiedenen Entititen und
gesunden Spendern sind in Abbildung 3.1. dargestellt. Graphik A
demonstriert die Western-Blot Ergebnisse mit exemplarischem und
reprasentativem Immunoblot sowie dazugehoriger Coomassie-
Farbung der Blot-Membran; in Graphik B sind die ELISA
Ergebnisse dargestellt.

Unterschiede zwischen den Entititen und den gesunden Spendern
sind mittels Kruskal-Wallis-Test analysiert worden, wobei sich ein
hochsignifikantes Ergebnis (p=0,0008) darstellt. Die gesunden
Spender (HV, n=20) zeigten sich in ihrem Median als die Gruppe
mit dem hochsten Gehalt an PRDX6, neben NSIP-Patienten (n=5).
Den niedrigsten Gehalt an PRDX6 im Median wiesen IPF-
Patienten (n=22) und Sarkoidose Patienten (n=9) auf. Die anderen
Entitdten zeigten ein eher gleichformiges Verhalten mit dhnlichen
Medianen bei ca. 200 densitometrischen Einheiten auf.

Beim Vergleich zweier Gruppen untereinander wurde der Mann-
Whitney-Test eingesetzt. Es zeigten sich v.a. beim Vergleich der
gesunden Spender zu den Entititen bis zu hoch signifikante
Ergebnisse. Besonders hervorzuheben ist dabei das hoch
signifikante Ergebnisse beim Vergleich gesunder Spender zu IPF-

Patienten (p<0,0001).
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Abbildung 3.1. PRDX6-Gehalt in humanen Lavagen von Patienten mit
unterschiedlichen Lungenfibrose-Entitdten und von gesunden Spendern
(HV) im Vergleich
In Graphik A wurden die Ergebnisse des Western-Blots mit einem reprasentativen
Immunoblot sowie der dazugehérigen Coomassie-Farbung dargestellt, wobei sich im

Kruskal Wallis Test ein hochsignifikantes Ergebnis (p = 0,0008) zeigte.

In Graphik B sind die mittels ELISA gewonnenen Ergebnisse aufgezeigt, bei denen der
Kruskal Wallis Test ein hochsignifikantes Ergebnis (p<0,0001) ermittelte.

Zusatzlich wurden statistische Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen durch
den Mann-Whitney-Test analysiert. Signifikante Ergebnisse sind mittels schwarzer
Klammern dargestellt.

Aufgrund der Ubersichtlichkeit sind folgende Ergebnisse des Mann-Whitney-Tests nicht
graphisch dargestellit:

Western-Blot: IPF vs DIP *; DIP vs Sarc **

ELISA: IPF vs CVD **; NSIP vs RA*, NSIP vs Sarc *.

Da sich im Western Blot bereits Hinweise auf signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten, wurde ein ELISA
durchgefiihrt, um eine eventuell sensitivere Testmethode zusétzlich
zu bieten.

Auch hier zeigte sich mittels Kruskal-Wallis Test ein
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hochsignifikantes Ergebnis. Die Tendenz, dass IPF-Patienten
(n=22) offenbar die niedrigsten PRDX6-Spiegel aufweisen, zeigte
sich hier deutlicher als im Western Blot. Die hochsten Spiegel
fanden sich sowohl bei gesunden Spendern (n=18) als auch bei
NSIP-Patienten (n=5), wie zuvor auch im Western Blot beobachtet.
Die anderen Entitdten zeigten auch hier, wie im Western Blot, eine
breitere Streuung des PRDX6 Gehaltes, allerdings mit geringeren
Medianen.

Erneut konnten signifikante Unterschiede v.a. im Vergleich von
gesunden Spendern zu den anderen Fibrose-Entitdten festgestellt
werden. Zudem konnte das hochsignifikante Ergebnis beim
Vergleich von gesunden Spendern zu IPF-Patienten reproduziert
werden (p<0,0001). AuBerdem lie} sich in dieser Untersuchung
beim Vergleich von IPF- zu NSIP-Patienten ein sehr signifikanter

Unterschied (p=0,0041) feststellen.

3.1.3. Bestimmung des PRDX6-Gehaltes in humanen Serum-
Proben von verschiedenen Lungenfibrose-Entititen und von
gesunden Spendern (HV) mittels ELISA

In einer Voruntersuchung mittels Western Blot (nicht gezeigt)
ergaben sich Hinweise auf signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen, sodass auch die Serum-Proben mittels ELISA

untersucht wurden. In Abbildung 3.2. sind die Ergebnisse
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dargestellt.
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Abbildung 3.2. PRDX6-Gehalt in humanen Serum-Proben von Patienten mit
unterschiedlichen Lungenfibrose-Entitaten und freiwilligen, gesunden
Spendern (HV=healthy volunteer) im Vergleich
Beim Vergleich aller Gruppen untereinander mittels Kruskal-Wallis Test zeigte sich ein

signifikantes Ergebnis (p=0,0151).
Beim Vergleich zweier Gruppen untereinander zeigte der Mann-Whitney Test mehrere
signifikante Ergebnisse, die mittels schwarzer Klammer dargestellt wurden.

Alle Gruppen wurden untereinander wieder mit dem Kruskal-
Wallis-Test verglichen, wobei sich ein signifikantes Ergebnis
(p<0,0151) darstellte.

Erneut lieBen sich signifikante Unterschiede, v.a. beim Vergleich
der gesunden Spender zu den Entititen darstellen, allerdings nicht

so ausgepragt, wie sie sich in der Lavage-Untersuchung darstellten.

Leider lieB sich kein signifikanter Unterschied zwischen gesunden
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Spendern und IPF-Patienten feststellen.

3.14. Immunhistochemie @ (IHC) fiir PRDX6 in
Lungengewebsschnitten von normalen Spenderlungen und
Patienten mit verschiedenen Lungenfibrose-Entititen
Peroxiredoxin 6 ist in allen Organen vorhanden, aber besonders
ausgeprigt ist es in der Lunge. Hier findet es sich in alveoldren
Typ-1I-Zellen, Clara Zellen, im ziliierten Bronchialepithel und in
Makrophagen*®"¥’.  Dies konnten wir ebenfalls in der
Immunhistochemie von gesunden Spenderlungen darstellen (siehe
Abbildung 3.3.).

Es zeigten sich allerdings kleine Unterschiede in der Expression
von PRDX6 in den verschiedenen Krankheitsentitdten
untereinander als auch im Vergleich zu den gesunden Spendern
(siche Abbildung 3.4.). Zunichst zeigte sich bei allen Entitdten,
dass Makrophagen weniger stark angefarbt wurden im Vergleich zu
Makrophagen gesunder Spender. Besonders bei NSIP- und EAA-
Patienten fiel auf, dass hier so gut wie keine Reaktion stattfand. Vor
allem akkumulierte Makrophagen sind von diesem Férbeverhalten
betroffen. Ein 4dhnliches Phidnomen zeigte sich auch bei

Sklerodermie und systemischen Lupus erythematodes (nicht

gezeigt).
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Abbildung 3.3. Lokalisation von Peroxiredoxin 6 (PRDX6) in gesunden
Spenderlungen (Donor)

Reprasentative Immunhistochemie fir proSP-C (A,B) zur Kennzeichnung von alveolaren
Typ-lI-Zellen (AECII), Forkhead Box Protein J1 (FoxJ1) zur Identifizierung von ziliilerten
Bronchialzellen (E,F) und CD68 als Oberflachenantigen von Makrophagen (l,J). Dazu im
Vergleich gesetzt sind serielle Schnitte, die mit PRDX6 gefarbt sind (C,D,G,H,K,L). Die
Pfeile indizieren die Kolokalisation im jeweiligen Zelltyp.

Es zeigte sich, dass PRDX6 in alveolaren Typ II-Zellen, in Makrophagen und im
Bronchialepithel exprimiert wird.

Des Weiteren zeigte sich eine stirkere Hintergrundreaktion, vor
allem im Bereich von fibrotischen und umgebauten Arealen. Diese
verstiarkte Hintergrundreaktion lief3 sich vor allem bei der NSIP und
EAA beobachten.

Beim Férbeverhalten von alveoldren Typ-II-Zellen zeigte sich unter
den verschiedenen dargestellten Entitdten kein groBer Unterschied.
Die Farbintensitdten variierten nur minimal. Auch die Haufigkeit
der Kolokalisation von PRDX6 in proSP-C-positiven alveoldren

Typ-1I-Zellen war bei den dargestellten Entitéiten relativ dhnlich.
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Allerdings war auffdllig, dass bei der Sklerodermie die
Kolokalisation doch seltener zur Darstellung kam (Abb.3.4. P, Q,
R). Im Vergleich zu den gesunden Spendern ergaben sich insgesamt
keine ausgepriagten Unterschiede.

Die bereits im gesunden Spender nachgewiesene Anfarbbarkeit von
Bronchialepithel wurde in allen Entititen gleichermalen

beobachtet und ist exemplarisch bei der IPF in Abb. 3.4. S, T

gezeigt.
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Abbildung 3.4. Lokalisation von Peroxiredoxin 6 im Lungengewebe
verschiedener Entitdten im Vergleich zu gesunden Spendern
Reprasentative Immunhistochemie fur gesunde Spender (A-C) im Vergleich zur IPF (D-I,

S, T), NSIP (J-L), EAA (M-O) und Sklerodermie (P-R).

Die weniger haufige Kolokalisation von PRDX6 in Makrophagen bei den Entitaten ist in H
(IPF), K(NSIP) und N (EAA) jeweils mit einem Doppelpfeil markiert.

Die gute Kolokalisation von PRDXG6 in proSP-C positiven alveolaren Typ-ll-Zellen bei der
IPF ist in E mit einem Pfeil markiert. Im Vergleich dazu ist die mangelnde Kolokalisation
von PRDX6 und proSP-C bei der Sklerodermie in Q mit einem entsprechenden Pfeil
markiert.

In den Bildern S und T ist exemplarisch die Lokalisation von PRDX6 in ziliertem
Bronchialepithel von IPF-Lungen (markiert mittels FoxJ1 — S) dargestellt, die sich bei
allen Entitaten findet.
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Von Sarkoidose-Patienten standen sowohl Transbronchialbiopsien
als auch Proben von Explantat-Lungen zur Verfiigung, sodass diese
aufgrund ihrer Féarbereaktion im Bereich der Granulome separat
dargestellt werden.

Dabei zeigte sich eine sehr gute und anschauliche Kolokalisation
von PRDX6 mit CD68-positiven Regionen. Vor allem in der
Ubersicht der Transbronchialbiopsien (Abb. 3.5. A-B) zeigte sich
sehr eindeutig die PRDX6-Verteilung in den epitheloiden
Granulomen. In der Detailansicht kann man erkennen, dass keine
strenge Kolokalisation zu den CD68-positiven Zellen bestand,
sondern das Granulom an sich gefarbt wurde, teilweise invers zu
den CD68-positiven Zellen. Ein dhnliches Bild zeigte sich auch in
den Explantat-Lungen von Sarkoidose-Patienten (Abb. 3.5. E-H).

500pm 50um 500um 50um

PRDX6

CD68

Abbildung 3.5. Lokalisation von PRDX6 in Transbronchialbiopsien als
auch Explantaten von Sarkoidose-Patienten

In Abbildung A-D ist die Lokalisation von PRDX6 in Granulomen in einer
Transbronchialbiopsie bei gesicherter Sarkoidose dargestellt.
Die Granulome enthielten viele CD68-positive Makrophagen, die wenig oder gar nicht
PRDX6 exprimierten. PRDX6 farbte das Granulom an sich.
In Abbildung E-H ist ein Gewebsschnitt einer explantierten Lunge eines Sarkoidose-
Patienten gefarbt. Auch hier ist eine dhnliche Lokalisation von PRDX6 zu erkennen.
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3.1.5. Korrelation von PRDX6 mit DLCO

Mit dem grundlegenden Ziel, einen moglichen Biomarker zur
Differenzierung der unterschiedlichen Fibrose-Entititen durch die
Charakterisierung von antioxidativen Enzymen zu finden, ist auch
die Uberlegung eingeflossen, die ermittelten Ergebnisse mit dem
klinischen gut bewertbaren Parameter der DLCOsg zu korrelieren,
mit dem gewiinschten Ergebnis, dass geringe PRDX6-Level mit
einem schlechten Gasaustausch korrelieren.

Hier lie sich leider keine Korrelation zwischen dem Gehalt an

PRDX6 und der Lungenfunktion feststellen (nicht gezeigt).

3.2. Peroxiredoxin 2 (PRDX2)

3.2.1. Allgemeines

Peroxiredoxin 2 (PRDX2) ist ein 22kDa groBes, 2-Cys-
konfiguriertes Mitglied der Peroxiredoxin-Familie, das Thioredoxin
als  Elektronendonor verwendet, wobei das Haupttarget
Wasserstoffperoxid zu sein scheint. Uber die Regulation der H,O,-
Konzentration ist PRDX2 auch in intrazelluldre Signalwege vor
allem von spezifischen Wachstumsfaktoren wie z.B. PDGF'

beteiligt.

144 Choi et al. 2005
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3.2.2. Bestimmung von PRDX2-Gehalt in humanen Lavagen
von verschiedenen Lungenfibrose-Entititen und von gesunden
Spendern mittels Western Blot Methodik

Die densitometrisch ermittelten FErgebnisse des PRDX2-
Immunoblots sind graphisch in Abbildung 3.6. dargestellt.
Desweiteren ist dort ein reprdsentativer Immunoblot sowie der
dazugehorige Tintenstain abgebildet.

Es zeigte sich, dass die gesunden Spender (n=13) den hochsten
Gehalt an PRDX2 aufwiesen, gefolgt von NSIP-Patienten (n=5)
(dhnlich wie bei Peroxiredoxin 6 — siehe dort). IPF-Patienten
(n=14) wiesen mit den niedrigsten Gehalt an PRDX2 auf. Weitere
Entititen mit geringen PRDX2-Leveln waren CVD-(n=10), RA-
(n=7) und Sarkoidose-Patienten (n=9). EAA-Patienten (n=9)
zeigten ein dhnliches Muster wie NSIP-Patienten.

Alle Gruppen wurden mittels Kruskal-Wallis Test untereinander
verglichen, wobei sich ein hoch-signifikantes Ergebnis zeigte
(p<0,0001).

Beim Vergleich zweier Gruppen untereinander mittels Mann-
Whitney Test zeigten sich mehrere, teilweise hoch signifikante
Ergebnisse, v.a. beim Vergleich gesunder Spender zu den Entitdten.
Lediglich im Vergleich gesunder Spender zu NSIP- bzw. EAA-

Patienten lieB3 sich kein signifikanter Unterschied feststellen.
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Abbildung 3.6. PRDX2-Gehalt in humanen Lavagen von Patienten mit
verschiedenen Lungenfibrose-Entititen und von gesunden Spendern (HV)
Graphisch dargestellt sind die densitometrisch ermittelten Ergebnisse, sowie ein
exemplarischer Immunoblot mit dazugehdériger, reprasentativer Tintenanfarbung. Es zeigte
sich im Kruskal Wallis Test ein hochsignifikantes Ergebnis (p=<0,0001).

Mittels Mann-Whitney-Test lieRen sich mehrere, teils hoch signfikante Unterschiede v.a.
zwischen gesunden Spendern und den Entitaten darstellen. Diese sind mittels schwarzer
Klammer markiert.

Um eine gewisse Ubersichtlichkeit zu gewahrleisten, sind folgende Ergebnisse nicht
graphisch dargestellt:

HV vs DIP *; NSIP vs CVD *, NSIP vs RA *, NSIP vs Sarc *; EAA vs CVD*, EAAvs RA*,
EAAvs Sarc *.

3.2.3. Bestimmung von PRDX2-Gehalt in humanem Serum von
verschiedenen Lungenfibrose-Entititen und von gesunden
Spendern mittels Western Blot Methodik

Die densitometrisch ermittelten Ergebnisse fiir Serum-PRDX2 sind
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graphisch in Abbildung 3.7. mit einem reprisentativen Immunoblot
dargestellt.

Den anndhernd hochsten Gehalt zeigten hier NSIP-Patienten (n=3),
den niedrigsten Gehalt wiesen gesunde Spender (n=11) und
Sarkoidose-Patienten (n=5) auf. Die IPF-Patienten (n=7) wiesen
sogar hohere PRDX2-Spiegel auf im Gegensatz zu den gesunden
Spendern. DIP- (n=6), EAA- (n=6) und RA-Patienten (n=3) zeigten
ein dhnliches Verteilungsmuster.

Auch hier zeigt sich im Kruskal-Wallis-Test ein signifikantes
(p=0,0163) Ergebnis bei Vergleich aller Gruppen untereinander.
Unter Anwendung des Mann-Whitney-Testes zeigten sich mehrere
signifikante Unterschiede, dieses Mal v.a. im Vergleich der
Entitidten untereinander. Es lieB sich aber auch ein signifikanter
Unterschied (p=0,0297) zwischen gesunden Spendern und IPF-

Patienten feststellen.
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Abbildung 3.7. PRDX2-Gehalt in humanem Serum verschiedener
Lungenfibrose-Entitaten und gesunder Spender (HV)

Graphisch dargestellt sind die densitometrisch ermittelten Ergebnisse sowie ein
exemplarischer Immunoblot. Beim Vergleich der Gruppen untereinander ergab sich mittels
Kruskal Wallis-Test ein signifikantes Ergebnis (p=0,0163).

Beim Vergleich zweier Gruppen untereinander wurde der Mann-Whitney Test eingesetzt.
Hierbei zeigten sich einige signifikante Unterschiede, welche mittels schwarzer Klammer
dargestellt wurden.

Um eine gewisse Ubersichtlichkeit zu gewahrleisten, sind folgende Ergebnisse nicht
graphisch dargestellt:

Sarc vs NSIP *, Sarc vs CVD *.

3.24. Immunhistochemie @ (IHC) fiir PRDX2 in
Lungengewebsschnitten von normalen Spenderlungen und
Patienten mit verschiedenen Lungenfibrose-Entititen

Fir PRDX2 ist beschrieben, dass es in der Lunge sowohl im

Bronchial- als auch im Alveolarepithel sowie in Makrophagen
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exprimiert wird'”, wobei sich in der vorgelegten Untersuchung
Unterschiede zwischen den gesunden Spendern und den einzelnen
Fibrose-Entitéten feststellen lieBen.

Zur Kennzeichnung von alveoldren Typ-II-Zellen ist wie zuvor
proSP-C und zur Kennzeichnung von Makrophagen CD68
eingesetzt worden.

In der gesunden Spenderlunge wurde kaum eine Kolokalisation von
PRDX2 mit proSP-C-positiven Typ-II-Zellen beobachtet. Auch
Makrophagen in Spender-Lungen zeigten keine PRDX2-
Expression. Dagegen fand sich bei [PF-Patienten eine
auBlerordentlich starke Kolokalisation von PRDX2 mit proSP-C-
positiven Typ-II-Zellen mit starker Farbeintensitdt (siche
Abbildung 3.8. C, D mit einem Pfeil markiert), die sich teilweise
auch bei Sklerodermie-Patienten zeigte (Abb. 3.8. L, M). Auch lieB3
sich bei IPF-Patienten eine gute Kolokalisation von PRDX2 mit
CD68-positiven Makrophagen beobachten.

Eine Hintergrundreaktion war im Interstitum von IPF-Patienten
vorhanden, aber nicht so stark ausgeprigt, wie es bei NSIP- bzw.
EAA-Patienten der Fall war. Hier zeigte sich regelrecht eine starke
Anfarbung des Interstitiums/von interstitiellen Zellen, wodurch die
vorhandene Kolokalisation von PRDX2 mit proSP-C-positiven
Zellen (Abb. 3.8. NSIP F.G; EAA I, J mit Pfeilen markiert)

145 Vuorinen et al. 2008
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schwerer zu erkennen war. Sowohl in NSIP- als auch EAA-
Patienten wurde ebenfalls eine Kolokalisation der PRDX2-

Expression mit CD68 positiven Makrophagen beobachtet.
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Abbildung 3.8. Inmunhistochemie — Lokalisation von PRDX2 in Lungen
von gesunden Spendern und von Patienten mit verschiedenen
Lungenfibrose-Entitaten
Dargestellt sind immunohistochemische Farbungen fir PRDX2 in Lungengewebsschnitten
von gesunden Spendern (A, B) und von Patienten mit IPF (C-E), NSIP (F-H), EAA (I-K)
und Sklerodermie (L-N). In Parallelschnitten sind mittels proSP-C-Antikérper alveolare Typ-
11-Zellen und mittels CD68-Antikdrper Makrophagen gefarbt und dadurch gekennzeichnet.
In Donoren wurde keine Kolokalisation der PRDX2-Expression mit proSP-C-positiven Typ-
II-Zellen beobachtet (A, B). Es zeigte sich aber bei IPF-Patienten eine eindeutige
Kolokalisation der PRDX2-Expression mit proSP-C-positiven Typ-lI-Zellen mit starker
Farbeintensitat (C, D; mit Pfeilen markiert.) Eine dhnliche Kolokalisation fand sich auch bei
Sklerodermie-Patienten. Bei NSIP- und EAA-Patienten zeigt sich ebenfalls eine
Kolokalisation von PRDX2 mit proSP-C positiven Zellen, allerdings zeigten auch
interstitielle Zelle eine starke Anfarbung in der PRDX2-Immunohistochemie.

Makrophagen wurden in allen Entitdten ahnlich angefarbt.

PRDX2-Expression wurde zudem in allen Fibrose-Entititen
regelrecht im Bronchialepithel beobachtet (nicht dargestellt).
Bei der Untersuchung sowohl von Transbronchialbiopsien als auch

von Explantaten von Sarkoidose-Patienten zeigte sich deutlich die
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Lokalisation von PRDX2 in den Granulomen (dargestellt in Abb.
3.9.). Das Granulom an sich zeigte eine recht homogene Expression

von PRDX2.
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Abbildung 3.9. Lokalisation von PRDX2 in Transbronchialbiopsien und
Explantaten von Sarkoidose-Patienten
In Abbildung A-D ist die Kolokalisation von PRDX2 zu CD68-positiven Zellen in einer
Transbronchialbiopsie bei gesicherter Sarkoidose dargestellt.
In Abbildung E-H ist ein Gewebsschnitt einer explantierten Lunge eines Sarkoidose-
Patienten gefarbt. Auch hier ist die Kolokalisation von PRDX2 mit CD68-positiven Zellen
erkennbar.

3.3. Peroxiredoxin 1 (PRDX1)

3.3.1. Allgemeines

Peroxiredoxin 1 (PRDX1) ist ein 22kDa grof3es Protein und gehort
zur Familie der Peroxiredoxine, die in der Lage sind,
Lipidhydroperoxide und Wasserstoffperoxid abzubauen und zu
neutralisieren, wobei hierfir Thioredoxin als Elektronendonor
genutzt wird — zumindest in den PRDX-Isoformen I-V'"2,

In der Lunge findet sich PRDX1 vor allem im Bronchialepithel und
in Alveolarmakrophagen. Aber auch in Alveolarepithel und

GefiBepithel ldsst es sich nachweisen''?.

3.3.2. Immunhistochemie @~ (IHC) fiir  PRDX1 in
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Lungengewebsschnitten von normalen Spenderlungen und
Patienten mit verschiedenen Lungenfibrose-Entititen

In Parallelschnittserien wurden gesunde Spenderlungen (A-C),
Lungen-Explantate von IPF- (D-G), NSIP- (H-K), EAA- (L-O) und
Sklerodermie-Patienten (P-S) untersucht. Um alveoldre Typ-II-
Zellen darzustellen, wurde proSP-C-Antikérper verwendet;
Makrophagen wurden mit CD68-Antikorper gekennzeichnet. In
Abbildung 3.10. sind repréasentative Ausschnitte dargestellt, und die
exemplarische Lokalisation der PRDX1-Expression ist mit Pfeilen
markiert.

Es zeigte sich, dass alle untersuchten Patientenkollektive eine
deutliche und auch sehr hdufige Kolokalisation von PRDX1 mit
CD68-positiven ~ Makrophagen aufwiesen. Es gab keine
nennenswerten Unterschiede in der Farbintensitidt der PRDX1-IHC
beim Vergleich der verschiedenen Entititen mit den gesunden
Spender-Lungen.

Auch zeigte sich in allen Kollektiven eine deutliche Expression von
PRDX1 im Bronchialepithel — vorzugsweise in zilliierten
Bronchialzellen. Exemplarisch ist dies fiir die einzelnen Entitdten

in Abb. 3.10., G, K, O, S dargestellt.

124



250um 125um 100um 100um

proSP-C

PRDX1

CD68

PRDX1

fa . ol

Donor IPF NSIP EAA Sklerodermie

Abbildung 3.10. Lokalisation von PRDX1 in gesunden Spenderlungen und
Lungen-Explantaten von Patienten verschiedener Fibrose-Entitidten

Es sind reprasentative Ausschnitte aus Parallelschnitten von gesunden Spendern (A-C),

IPF- (D-G), NSIP- (H-K), EAA- (L-O) und Sklerodermie Patienten (P-S) dargestellt. Zur

Kennzeichnung von alveoléren Typ-ll-Zellen wurde eine proSP-C-IHC durchgefiihrt;

Makrophagen wurden durch eine CD68-IHC markiert.

Es zeigte sich in allen untersuchten Gruppen, dass es eine deutliche und sehr haufige

Kolokalisation der PRDX1-Expression mit CD68-positiven Makrophagen gab (mit Pfeilen

markiert). Auch lief sich in allen Gruppen PRDX1 im Bronchialepithel nachweisen (Abb.

3.9,G, K, 0O,S).

Eine Kolokalisation von PRDX1 mit proSP-C-positiven Typ-ll-Zellen wurde in dieser

Arbeit in keiner der Untersuchungsgruppen beobachtet.

Eine Kolokalisation von PRDX1 mit proSP-C-positiven Typ-II-
Zellen und damit eine Expression von PRDX1 in diesem Zelltyp
wurde generell nicht beobachtet.

Die PRDX1-Expression ist ebenfalls in Transbronchialbiopsien
(Abb. 3.11. A-D) und Explantaten (Abb. 3.11. E-H) von
Sarkoidose-Patienten untersucht worden. Dabei zeigte sich eine
sehr deutliche Lokalisation von PRDX1 in den Granulomen, auch
wenn eine etwas stirkere Reaktion mit dem umgebenden

Interstitium auftillig war. Hierbei schien die Kolokalisation von
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PRDXI1 mit den CDG68-positiven Zellen stirker zu sein als im
Vergleich zu der Untersuchung der PRDX6-Expression in

Sarkoidose-Patienten.

Explantaten von Sarkoidose-Patienten
In Abbildung A-D ist die Kolokalisation von PRDX1 zu CD68-positiven Zellen in einer
Transbronchialbiopsie bei gesicherter Sarkoidose dargestellt.
In Abbildung E-H ist ein Gewebsschnitt einer explantierten Lunge eines Sarkoidose-
Patienten gefarbt. Auch hier ist die gute Kolokalisation von PRDX1 mit CD68-positiven
Zellen erkennbar.

3.4. Glutathion Peroxidase 1 (GPX1)

3.4.1. Allgemeines

Glutathion-Peroxidase 1 (GPX1) gehort zur Glutathion-Peroxidase-
Familie, bestechend aus sechs Subformen bei Sdugetieren, die
Selen-abhingige und -unabhingige antioxidative Enzyme sind.
Alle Subformen sind der Lage, Wasserstoffperoxide (H,O,) unter
Verbrauch von Glutathion (GSH) in Wasser und Sauerstoff
umzuwandeln. AuBlerdem konnen noch andere Hydroperoxide und
auch Lipidperoxide, in Wasser und die dazugehdrigen Alkohole
umgewandelt werden, sodass Zellmembranen und andere

Zellkomponenten effektiv gegen oxidativen Stress geschiitzt
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werden konnen',

In der Lunge finden sich klassische zelluldre, als auch
extrazellulare  Glutathion-Peroxidasen, wobei  GPX1 die
vorherrschende zytosolische Form ist. Sie findet sich in der Lunge

unter anderem im Bronchialepithel und in Alveolarmakrophagen'?’.

3.4.2. Bestimmung des GPX1-Gehaltes in humanen Lavagen
von verschiedenen Lungenfibrose-Entititen und von gesunden
Spendern mittels Western Blot Methodik

In Abbildung 3.12. sind die densitometrisch ermittelten Ergebnisse
der GPX1-Immunoblots graphisch dargestellt mit einer Abbildung
eines repriasentativen Immunoblot und der dazugehdrigen
Tintenfarbung der Membran.

Es zeigte sich, dass RA- und DIP-Patienten den niedrigsten Gehalt
an GPX1 aufwiesen. Den hochsten Gehalt an GPX1 zeigten
gesunde Spender; aber auch Patienten mit EAA wiesen
betrachtliche GPX1-Proteinspiegel in ihren Lavagen auf.

Alle Gruppen wurden untereinander mit dem Kruskal-Wallis Test
verglichen, wobei sich ein sehr signifikantes Ergebnis zeigte

(p=0,0115).

146 Toppo et al. 2009
147 Ross Vlahos 2013
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Abbildung 3.12. GPX1-Gehalt in humanen Lavagen von gesunden
Spendern (HV) und Patienten mit unterschiedlichen Lungenfibrose-
Entitaten.

Dargestellt sind die densitometrisch ermittelten Ergebnisse mit einem reprasentativen

Immunoblot und dazugehdériger Tintenfarbung.

Mittels Kruskal-Wallis Test ergibt sich ein sehr signifikantes Ergebnis (p=0,0115) fur den
Vergleich der 8 Gruppen untereinander.

Bei Vergleich mehrerer Gruppen untereinander zeigte der Mann-Whitney-Test mehrere
signfikante Ergebnisse, die in der Graphik mittels schwarzer Klammern verdeutlicht
werden.

Bei Vergleich zweier Gruppen untereinander zeigte der Mann-
Whitney Test mehrere signifikante Ergebnisse, vor allem der
Vergleich gesunder Spender zu den Entitdten: gegeniiber RA-
Patienten zeigte sich ein sehr signifikantes Ergebnis (p=0,0085);
aber auch der Vergleich zu DIP-Patienten (p=0,03) oder
Sarkoidose-Patienten (p=0,0416) ergab ein signifikantes Ergebnis.
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Der Vergleich von gesunden Spendern zu IPF-Patienten ergab ein
nahezu fast signifikantes Ergebnis (p=0,06), weswegen es ebenfalls
graphisch dargestellt wurde.

Zudem zeigte sich ein signifikantes Ergebnis beim Vergleich von

IPF-Patienten zu EAA-Patienten (p=0,0287).

3.4.3. Immunhistochemie (IHC) fiir GPX1 in
Lungengewebsschnitten von normalen Spenderlungen und
Patienten mit verschiedenen Lungenfibrose-Entititen

Wie bereits erwidhnt, ist GPX1 ein Antioxidans, das sich in
Makrophagen und im Bronchialepithel (nicht dargestellt) finden
lasst. Dies zeigte sich auch in unseren immunhistochemischen
Farbungen. In Abbildung 3.13. sind reprisentative Ausschnitte von
gesunden Spendern und verschiedenen Entitdten dargestellt.
Sowohl in allen Lungenfibrose-Entititen als auch in normalen
Spenderlungen konnte eine sehr gute Kolokalisation von GPX1 mit
CD68-positiven Makrophagen beobachtet werden, wobei sich bei
den Spenderlungen eine eher geringere Farbintensitit zeigte. Die
Entitdten untereinander unterschieden sich nicht in der
Kolokalisation von GPX1 mit CD68-positiven Makrophagen.
Lediglich bei Sklerodermie-Explantaten erschien die Farbintensitét

in den Makrophagen geringer auszufallen.
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Abbildung 3.13. Zelluldre Lokalisation von GPX1 in
Lungengewebsschnitten von gesunden Spendern und Patienten mit
unterschiedlichen Lungenfibrose-Entititen
Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte aus Lungenexplantaten von gesunden
Spendern (A-D), IPF- (E-H), NSIP- (I-L), EAA- (M-P) und Sklerodermie Patienten (Q-T), die
als Parallelschnitte konfiguriert sind, wobei mit proSP-C (A, E, I, M, Q) alveolare Typ-II-

Zellen und mit CD68 (D, H, L, P, T) Makrophagen markiert wurden.

Sowohl in allen Entitaten als auch im gesunden Spenderlungen lieR sich eine sehr gute
Kolokalisation von GPX1 mit CD68 positiven Zellen darstellen, wenn auch beim Spender in
etwas geringerer Farbintensitat.

Eine Expression von GPX1 in proSP-C-positiven Typ-ll-Zellen lieR} sich gleichermalen in
allen Entitaten beobachten, nicht jedoch nur in geringem Umfang in normalen Typ-ll-Zellen
gesunder Spenderlungen.

In gesunden Spenderlungen (A-D) lieB sich nur wenig
Kolokalisation von GPX1 mit proSP-C-positiven Typ-II-Zellen
beobachten. Bei IPF-Patienten (E-H) fand sich allerdings eine
eindeutige Kolokalisation von GPX1 mit proSP-C-positiven Typ-
II-Zellen, allerdings war die Farbintensitit meistens eher gering.

Ahnlich verhielt es sich in NSIP-Lungen (I-L), auch wenn hier

zwischenzeitlich stirkere Farbintensititen in den Typ-II-Zellen
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beobachtet werden konnten. In EAA-Lungen (M-P) zeigte sich
ebenfalls eine Kolokalisation von GPX1 mit proSP-C positiven
Typ-1I-Zellen, marginal seltener als bei IPF- oder NSIP-Lungen,
wobei hier die Farbintensitit am geringsten ausfiel. Auch in
Sklerodermie-Patienten (Q-T) zeigte sich eine sehr geringe
Farbintensitdt der GPX1-IHC in Makrophagen, dhnlich der in IPF-

Patienten.

3.5. Katalase
3.5.1 Allgemeines

Die Katalase ist ein 60kDa groBes antioxidatives Enzym, das
Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauerstoff umwandeln kann und
sich in allen aeroben Zellen, gehduft aber in der Leber und in
Erythrozyten, findet, wobei es vor allem in Peroxisomen und im
Zytoplasma lokalisiert ist. In der Lunge wird es vor allem in
alveoldaren Typ-II-Zellen und Makrophagen exprimiert. Durch

Hyperoxie, Oxidantien und Zytokine lisst es sich induzieren''?.

Auch fiir Katalase wurden Voruntersuchungen mit Serum-Proben
durchgefiihrt. Die Detektion von Katalase-Protein in Serum-Proben
gestaltete sich allerdings schwierig, da trotz Einsatz von 700ug

Gesamtprotein und einem 8%-igem SDS-Gel, das bis zum
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Herauslaufen der 25kDa-Bande gefahren wurde, es immer noch zu
einer starken Uberlagerung von Katalase mit etwa 70kDa groBen
Proteinen (wahrscheinlich Serumalbumin) gekommen war und die
Banden nur schlecht zu detektieren waren, sodass auf die

Darstellung der Ergebnisse verzichtet wurde.

3.5.2. Bestimmung des Katalase-Gehalt in humanen Lavagen
von verschiedenen Lungenfibrose-Entititen und von gesunden
Spendern mittels Western Blot Methodik

In Abbildung 3.14. sind die densitometrisch ermittelten Ergebnisse
des Katalase-Gehaltes in humanen Lavagen von gesunden
Spendern und von Patienten mit verschiedenen Lungenfibrose-
Entitdten mit einem repridsentativen Immunoblot sowie der
dazugehorigen Coomasie-Farbung der Membran dargestellt.

Es zeigte sich, mit Ausnahme der DIP-Patienten, die den
niedrigsten Gehalt an Katalase aufwiesen, ein recht uniformes Bild
mit &dhnlich gelagerten Medianen, wobei Lavagen von IPF-
Patienten nahezu den hochsten Gehalt an Katalase zeigten. Es liel3
sich im Kruskal-Wallis Test zudem ein signifikantes (p=0,0388)

Ergebnis ermitteln.
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Abbildung 3.14. Katalase-Gehalt in humanen Lavagen von Patienten mit
verschiedenen Lungenfibrose-Entitdten und von gesunden Spendern (HV)
Es sind die densitometrisch ermittelten Ergebnisse graphisch dargestellt sowie ein
exemplarischer Immunoblot mit dazugehériger Coomassie-Farbung. Es ergibt sich im
Kruskal Wallis Test ein signifikantes Ergebnis (p=0,0388).

Mittels Mann-Whitney-Test sind erneut 2 Gruppen untereinander verglichen worden. Die
Ergebnisse sind mittels schwarzer Klammer gekennzeichnet worden.

Im Mann-Whitney Test ergaben sich sehr signifikante Ergebnisse,
wenn DIP-Patienten mit gesunden Spendern (p=0,0024), IPF-
Patienten (p=0,0034) bzw. mit NSIP-Patienten (p=0,0095)
verglichen wurden. Beim Vergleich von gesunden Spendern zu
IPF- oder NSIP-Patienten ergab sich leider kein signifikantes
Ergebnis; auch beim Vergleich der beiden Entitdten IPF und NSIP

nicht.
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3.5.3. Immunhistochemie @ (IHC) fiir Katalase in
Lungengewebsschnitten von normalen Spenderlungen und
Patienten mit verschiedenen Lungenfibrose-Entititen

In Abbildung 3.15. sind repriasentative IHC-Farbungen aus
Explantaten von gesunden Spendern (A-C), IPF- (D-F), NSIP- (G-
I) und EAA-Patienten (J-L) gezeigt. Alveoldre Typ-II-Zellen
wurden wieder durch proSP-C-IHC markiert. Zur Darstellung von
Makrophagen wurde eine CD68-IHC durchgefiihrt.

In allen untersuchten Lungengewebsschnitten wurde immer eine
Hintergrundreaktion des Katalase-Antikdrpers mit dem Interstitium
beobachtet, wobei diese Reaktion in fibrotischen Arealen
ausgepragter zu sein schien (nicht explizit dargestellt).

In gesunden Spenderlungen lieB sich keine Kolokalisation von
Katalase mit proSP-C-positiven Typ-II-Zellen oder mit CD68-
positiven Makrophagen feststellen. Lediglich wurde eine
Expression von Katalase in Bronchialepithel (Abb. 3.15., M)
festgestellt. Dies wurde auch in den anderen untersuchten
Lungenfibrose-Entitéten beobachtet und ist exemplarisch bei einem

IPF-Patienten gezeigt (Abb. 3.15., N).
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Abbildung 3.15. Lokalisation von Katalase in Lungengewebsschnitten von
gesunden Spendern und von Patienten verschiedener Lungenfibrose-
Entitaten
Dargestellt sind immunohistochemische Farbungen fiir Katalase in gesunden
Spenderlungen (A-C) und den Entitdten IPF (D-F), NSIP (G-l) und EAA (J-L). In
Parallelschnitten sind mittels proSP-C alveolare Typ-II-Zellen und via CD68 Makrophagen

markiert.

Im Donor lasst sich keine Kolokalisation von Katalase mit proSP-C-positiven Typ-II-Zellen
darstellen. Dafir zeigte sich in den untersuchten Entitadten eine gute Kolokalisation von
Katalase mit proSP-C-positiven Typ-II-Zellen, wobei sich hierin die Entitdten untereinander
kaum unterschieden.

Eine Kolokalisation von CD68-positiven Makrophagen mit Katalase lieR sich in allen
Entitadten mit ahnlicher Haufigkeit und Farbintensitat beobachten.

In allen untersuchten Schnitten lieR sich Katalase in Bronchialepithel finden, wobei es
exemplarisch bei einem gesunden Spendern (M) und einem IPF-Patienten (N) gezeigt ist.

Im Gegensatz zu den gesunden Spendern wiesen die
Lungenfibrose-Entititen eine recht hdufige Kolokalisation von
Katalase mit proSP-C-positiven Typ-II-Zellen auf, wobei kaum
Unterschiede zwischen den einzelnen Entititen auszumachen
waren. Interessanterweise schien lediglich in IPF-Patienten die

Farbintensitit der Katalase-Expression in Typ-II-Zellen etwas
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geringer zu sein als im Vergleich zu NSIP- und EAA-Patienten.

Eine Kolokalisation mit CD68-positiven Makrophagen wurde
ebenfalls in den verschiedenen Entitdten beobachtet, wobei sich die
Férbeintensitat kaum innerhalb der untersuchten

Patientenkollektive, die allseits eher schwach war, unterschied.

3.6. Superoxiddismutase 3 (SOD3)
3.6.1 Allgemeines

Superoxiddismutase 3 (SOD3) représentiert eine extrazelluldre
Form der Superoxiddismutase und ist am stérksten vor allem in
Saugetierlungen vertreten. Es ist ein tetrameres Glykoprotein, das
fiir seine Redoxfunktion Zink und Kupfer benétigt. Dieses Enzym
ist in der Lage, das freie Radikal Superoxid-Anion (O) in das
weniger pathogene Wasserstoffperoxid umzuwandeln, denn freie
Sauerstoffradikale fiihren iiber Oxidation von Lipiden und
Proteinen zur Inaktivierung vieler proteomer Enzyme. SOD3 findet
sich vor allem in der extrazelluliren Matrix (ECM), in
Alveolarmakrophagen, im Bronchialepithel und GefdBendothel,

sowie alveoldren Typ-II-Zellen'".
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3.6.2. Immunhistochemie (IHC) fiir SOD3 in
Lungengewebsschnitten von normalen Spenderlungen und
Patienten mit verschiedenen Lungenfibrose-Entititen

In Abbildung 3.16. sind repriasentative Ausschnitte von gefarbten
Lungengewebsschnitten von Explantaten von gesunden Spendern
und IPF-, NSIP-, und EAA Patienten gezeigt. Alveoldre Typ-II-
Zellen sind durch proSP-C-IHC gekennzeichnet, Makrophagen
durch CD68-IHC.

In gesunden Spenderlungen (A-C) lieB sich weder eine
Kolokalisation von SOD3 mit proSP-C-positiven Typ-II-Zellen
noch mit CD68-positiven Makrophagen feststellen. [PF-Patienten
(D-F) zeigten eine Expression von SOD3 in proSP-C-positiven
Typ-II-Zellen, aber mit eher geringer Farbintensitdt, die in den
apikalen Zellanteilen etwas verstarkt schien. In Makrophagen fand
sich nur eine sehr geringe Expression von SOD3. Ahnlich sah es
bei NSIP- (G-I) und EAA-Patienten (J-L) aus. Auch hier zeigte sich
eher nur eine moderate Expression von SOD3 in Typ-II-Zellen, die
in der EAA unter allen Entititen am schwichsten ausgepriagt war.
Makrophagen von EAA- und NSIP-Lungen wiesen keine oder nur
eine geringe SOD3-Expression auf.

In allen untersuchten Entititen konnte SOD3-Expression im

Bronchialepithel detektiert werden (nicht dargestellt).
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Abbildung 3.16. Imnmunhistochemie Lokalisation von SOD3 in Explantaten
von gesunden Spendern und von Patienten mit verschiedenen
Lungenfibrose-Entitaten
Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte aus immunhistochemischen Farbungen von
Lungenexplantaten von gesunden Spendern (A-C) und IPF- (D-F), NSIP- (G-I) und EAA-
Patienten (J-L). Es sind Parallelschnitte geférbt worden, wobei mittels proSP-C-IHC

alveolare Typ-II-Zellen und mittels CD68-IHC Makrophagen gekennzeichnet wurden.
In gesunden Spendern lieR sich keine Kolokalisation von SOD3 mit proSP-C- oder CD68-
positiven Zellen darstellen. In IPF-Patienten zeigte sich eine maRig haufige Kolokalisation
von SOD3 in proSP-C-positiven Typ-lI-Zellen, wohingegen die Kolokalisation mit CD68-
positiven Makrophagen noch seltener war und wenn, dann nur mit sehr geringer
Farbintensitat. In NSIP- und EAA-Lungen wurden ahnliche Beobachtungen gemacht.

3.7. N-(Carboxymethyl-Lysin) [CML]-oxidativ
modifizierte Proteine

3.7.1. Allgemeines
N-(Carboxymethyl)-Lysin ~ (=CML) stellt eine oxidative
Proteinmodifikation dar, die nur unter oxidativem Stress beobachtet

wird. Die Akkumulation von CML-modifizierten Proteinen stellt
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ein MaB fiir oxidative Proteinschiddigung dar, und kann leicht
immunologisch mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers gegen
CML durch Western Blot, ELISA oder IHC detektiert werden.
CML-Protein-Addukten wird eine Beteiligung an unterschiedlichen
Alterserkrankungen zugeschrieben, wie z. B. Diabetes mellitus Typ

IIMS.

3.7.2. Immunhistochemie (IHC) fiir N-(Carboxymethyl-) Lysin
[CML] in Lungengewebsschnitten von normalen
Spenderlungen und Patienten mit verschiedenen
Lungenfibrose-Entitiiten

Alveoldre Typ-II-Zellen wurden durch proSP-C-IHC markiert.
Représentative Ausschnitte dieser IHC-Farbungen an gesunden
Spenderlungen und explantierten Lungen von IPF-, NSIP-, EAA-
und Sklerodermie-Patienten sind in Abbildung 3.17. dargestellt.

Es zeigte sich deutlich, dass im Donor (A, B) so gut wie gar keine
CML- modifizierten Proteine in proSP-C-positiven Typ-II-Zellen
detektierbar waren. Dagegen zeigten Typ-I1I-Zellen von IPF-Lungen
(C, D) eine deutliche Akkumulation von CML-modifizierten
Proteinen. Interessanterweise wurden in alveoldren Typ-II-Zellen
von Patienten mit den Fibrose-Entititen NSIP, EAA und
Sklerodermie kaum CML-Protein-Addukte detektiert, was

148 Onorato et al. 1998
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eindeutig zeigt, dass offensichtlich nur IPF-Typ-II-Zellen diese
oxidative Proteinschidigung aufweisen.

50um 50um 50um 50um 50um

S N k] e Y6 :

proSP-C

N-epsilon
Lysine

4

Donor IPF NSIP EAA Sklerodermie

Abbildung 3.17. Expression und Lokalisation von N-(Carboxymethyl)-Lysin
[CML]- oxidativ modifizierten Proteinen in normalen Spenderlungen und
Lungen von Patienten mit IPF, NSIP, EAA und Sklerodermie
ProSP-C exprimierende Typ-lI-Zellen von normalen Donorlungen (A, B) zeigten keine
signifikante Anfarbung mit dem CML-Antikérper. Dagegen wiesen Typ-ll-Zellen von IPF-
Lungen (C, D) eine signifikante Akkumulation von CML-Protein-Addukten auf (siehe rote

IHC-Anfarbung von proSP-C-positiven Typ-ll-Zellen in D).

Dagegen zeigten Typ-ll-Zellen von Patienten anderer Fibrose-Entitaten (NSIP [E, F], EAA
[G, H] und Sklerodermie [I, J]) nur eine sehr geringe Immunreaktivitdt und Anfarbung duch
CML-Antikorper, die nahezu oft undetektierbar erschien und sich eigentlich kaum von den
Donor-Typ-ll-Zellen unterschied. Sklerodermie-Patienten zeigten dabei im Vergleich zu
NSIP- und EAA-Patienten eine starkere Haufung von CML-modifizierten Proteinen in ihren
Typ-lI-Zellen.

Die Kolokalisation von CML-modifizierten Proteinen mit proSP-C-positiven Typ-ll-Zellen ist
durch Pfeile dargestellt.

3.8. Serum Amyloid P-component (SAP)

3.8.1. Allgemeines

Serum Amyloid P-component (SAP) ist ein 25kDa grof3es Protein
und Mitglied der Pentraxin Familie, zu der auch C-reaktives

Protein (CrP) gehort. Es wird in der Leber synthetisiert und
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zirkuliert als wesentlicher Bestandteil im Plasma als Pentamer'®.
SAP hat groBBen Einfluss auf das angeborene Immunsystem: SAP
verringert die Neutrophilenadhision, reguliert Makrophagen-
Aktivitdt, erhoht die Phagozytose von Zelltrimmern, aktiviert das
Komplementsystem'*’ und inhibiert die
Fibrozytendifferenzierung'®, sodass viele pathogene Ausloser, die
zu Entziindung und Fibrosierung fiihren konnen, geddmpft werden;
somit kann SAP als anti-fibrotisch agierendes Molekiil angesehen

werden'*,

3.8.2. SAP Gehalt in humanen Lavagen von verschiedenen
Lungenfibrose-Entititen und von gesunden Spendern mittels
Western Blot Methodik

In Abbildung 3.18. sind die densitometrischen Ergebnisse
graphisch dargestellt sowie ein repriasentativer Immunoblot mit der
dazugehorigen Tintenfarbung.

Den hochsten Gehalt an SAP wiesen gesunde Spender und
Patienten mit exogen-allergischer Alveolitis auf, gefolgt von IPF-
Patienten. Den niedrigsten Gehalt an SAP zeigten DIP-Patienten.
Wurden alle Gruppen untereinander mit dem Kruskal Wallis Test
verglichen, ergab sich ein signifikantes Ergebnis (p=0,0306).
Mittels Mann-Whitney Test lieBen sich leider keine signifikanten

149 Cox et al. 2014
150 Pilling et al. 2003

141



Ergebnisse beim Vergleich gesunder Spender versus IPF- oder
NSIP-Patienten darstellen. Es zeigte sich allerdings ein
signifikantes Ergebnis beim Vergleich von DIP-Patienten mit

gesunden Spendern (p=0,0169) bzw. mit IPF-Patienten (p=0,0138).
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Abbildung 3.18. SAP-Gehalt in humanen Lavagen von Patienten mit
verschiedene Lungenfibrose-Entitaten und von gesunden Spendern (HV)
Es sind die densitometrisch ermittelten Ergebnisse graphisch dargestellt sowie ein
exemplarischer Immunoblot mit der dazugehérigen Tintenfarbung.

Im Vergleich aller Gruppen untereinander ermittelte der Kruskal-Wallis- Test ein

signifikantes Ergebnis (p=0,0306).
Die Ergebnisse eines Mann-Whitney-Tests sind mittels schwarzer Klammer dargestellt.
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4. Diskussion

Die Grundlage fiir diese Arbeit ist die komparative Proteomanalyse

von Korfei et al.'*

, in der gezeigt werden konnte, dass zwar die IPF
und die fNSIP auf Proteomebene nahezu gleichartig sind, was auf
eine dhnliche Pathogenese und Erkrankungsverlauf schlieBen ldsst,
es aber dennoch Unterschiede, vor allem im Bereich der
allgemeinen Stress-Abwehr, gibt. So konnte gezeigt werden, dass
bestimmte Antioxidantien wie PRDX1 und PRDX6 in der NSIP
versus IPF herauf reguliert waren.

In immunhistochemischen Farbungen konnte eine PRXDI
Expression in hyperplastischen AECII in verdickten Alveolarsepten
auBlerhalb der fibrotischen Zone von fNSIP-Patienten demonstriert
werden, wohingegen sich ein solches Verhalten bei gesunden
Spendern als auch bei IPF-Patienten nicht nachweisen lief3. Dies
wurde so ausgelegt, dass die vermehrte Expression von PRDX1 ein
Versuch der Beeinflussung des Mikromilieus hin zu einer
gesteigerten Uberlebenswahrscheinlichkeit der Zellen sein kdnnte.
In der damaligen Arbeit zeigten sich Unterschiede im PRDX6-
Gehalt in BALF-Proben abhédngig von der Entitit: die gesunden
Probanden wiesen die hochsten Level und die IPF-Patienten die
niedrigsten Level an PRDX6 auf, wobei bei NSIP-Patienten der
PRDX6-Gehalt im Vergleich zu den gesunden Spendern zwar

reduziert war, aber immer noch hoher als der von IPF-Patienten.

143



Daraus ist folgende Hypothese postuliert worden: die erhohte
antioxidative Kapazitit korreliert positiv mit einem verlédngertem
Uberleben sowie einer besseren Prognose, wohingegen ein Verlust
der antioxidativen Kapazitit mit einem Fortschreiten der

Erkrankung zusammenhéngt (siche Abbildung 4.1.).

Triggermechanismen
- Apoptose der
Epithelzellen

Erkrankungsauspragung beeinflusst
durch oxidativen Stress/[ROS

T PRDX1, PRDX6, PSME1 | PRDX1, PRDX6, PSME1

Uberleben der ACEIIl Apoptose der ACEII

Abbildung 4.1 Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und
antioxidativen Defensivmechanismen in fNSIP und IPF

Da sich bereits bei der Untersuchung des PRDX6-Gehaltes in der
BALF von IPF, fNSIP und gesunden Spendern ein Unterschied
zwischen diesen Gruppen abzeichnete, die Probenzahl aber
eventuell zu gering war, um ein signifikantes Ergebnis zu erzielen,
wurde beschlossen, den Gehalt verschiedener Antioxidantien und
Proteasom-Untereinheiten, die bei der Degradierung von oxidativ

modifizierten Proteinen involviert sind, in Lavage- und Serum-
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Proben von Patienten mit verschiedenen ILD-Entitéten (IPF, {NSIP,
CVD, EAA, RA, Sarkoidose) im Vergleich zu gesunden Spendern
zu untersuchen und zu eruieren, ob der Gehalt dieser
Antioxidantien/Proteosom-Untereinheiten sich zur Differenzierung
der verschiedenen Entititen (mit dem Schwerpunkt auf der
Differenzierung zwischen IPF und NSIP) eignet, was den
Grundstein fiir einen moglichen Biomarker legen konnte.

Von den zundchst ausgewéhlten Antioxidantien/Proteasom-
Untereinheiten erwiesen sich leider nicht alle als praktikabel, da sie
entweder mit den verwendeten Antikdrpern gar nicht/unzureichend
oder mit einem falschen Bandenmuster detektiert wurden, sodass in
BALF-Proben schliefllich PRDX2, -6, Glutathion Peroxidase 1,
Katalase und SAP charakterisiert worden sind. In den Serum-
Proben lieBen sich nur PRDX6 und PRDX2 in grofen Proben
reproduzierbar darstellen. Die detaillierte Untersuchung von GPX1,
Katalase und SAP wurde nach unzureichenden Voruntersuchungen
unterlassen.

Dennoch lieBen sich zumindest noch PRDX1 und SOD3 mittels
IHC darstellen. Des Weiteren ist noch die oxidative
Proteinmodifikation = N-(Carboxymethyl)-Lysin (=CML), als
Marker fiir oxidativen Stress in immunhistochemischen Farbungen
dargestellt worden. Ein Nachweis mittels Western Blot gelang trotz

mehrerer Versuche leider nicht. Auch ein ELISA mit 8-Isoprostan
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als Marker fir oxidativen Stress ist in BALF- und Serum-Proben
ausgetestet worden, allerdings war dieser ungemein storanfillig,

sodass auf die Darstellung dieser Ergebnisse verzichtet worden ist.

Auf Grundlage der postulierten Arbeitshypothese, dass eine durch
oxidativen Stress ausgeloste Schidigung und eine Abnahme der
antioxidativen Kapazitét Schliisselelemente in der Pathogenese der
fNSIP und IPF sind und die Prognose beeinflussen konnen'®’, und
den bereits vorausgegangenen Beobachtungen, liegt die Erwartung
nahe, dass gesunde Spender die hochsten Antioxidans-Spiegel
(Ausnahme sind natiirlich induzierbare Antioxidantien) und IPF-
Patienten die niedrigsten aufweisen sollten. fNSIP-Patienten sollten
laut der Arbeitshypothese zumindest hohere Level an Antioxidans
im Vergleich zu IPF-Patienten aufweisen. Exakt dies konnte in der
Untersuchung der Lavageproben gesunder Spender im Vergleich zu
Patienten verschiedener ILD-Entitdten fiir PRDX6 und PRDX2, als
auch in eingeschranktem Umfang fiir GPx1, beobachtet werden. In
der Untersuchung der Serumproben lieB sich dieses Phidnomen
leider nicht nachvollziehen.

Bei der Diskussion dieser Ergebnisse ist zu beachten, dass aufgrund
der angewandten Methodik zwar signifikante Unterschiede
beziiglich der Expression der untersuchten Proteine dargelegt

werden konnen, diese aber keine Aussage beziiglich eines kausalen
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Zusammenhanges erlauben. Fiir die Ursache der Verdnderungen
konnen auf Basis der publizierten Daten lediglich Hypothesen und
Vermutungen aufgestellt werden.

Im folgenden sollen die einzelnen, untersuchten Proteine getrennt

voneinander diskutiert werden.

4.1. Peroxiredoxin 6

Dass PRDX6 ein wichtiges Antioxidans ist, haben bereits mehrere
tierexperimentelle Studien und Versuche mit Zelllinien belegt.
Experimente in einer humanen Zelllinie zeigten, dass PRDX6
Zellen gegen oxidativ induzierte Membranschédden schiitzen kann,
da die PRDX6 {iberexprimierenden Zellen H,O, schneller
metabolisieren konnten, als auch eine geringere TBARS
(thiobarbituric acid reactive substances) -Konzentration bei
Exposition gegeniiber OH-induzierenden Systemen zeigten"'.
Zudem konnte beobachtet werden, dass es bei einer Antisense-
Mutation im PRDX6-Gen mit erniedrigter Expression des
Antioxidans zu spontaner Lipidperoxidation, Membranschidden und

Apoptose kommt'?

. Auch im Mausmodell konnte die signifikante
Bedeutung von PRDX6 nachgewiesen werden: Prdx6(-/-)-Méuse

entwickeln sich zwar normal, weisen aber eine erhdhte Anfilligkeit

151 Manevich et al. 2002
152 Pak et al. 2002
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gegeniiber oxidativen Stress auf, denn sie zeigten bereits bei
gleichen Verhiltnissen ohne Hyperoxie geringere Uberlebensraten,
schwerere Gewebeschiddigungen und erhdhte Konzentrationen
oxidierter Proteine im Vergleich zum Wildtyp'”. Bei einer
Uberexpression von Prdx6, vermittelt durch ein adenovirales
Plasmid, zeigte sich ein protektiver Effekt bei einer Exposition
gegeniiber 100 % Sauerstoff mit einem lingeren Uberleben und
niedrigeren Konzentrationen an TBARS und Proteincarbonylen

4

gegeniiber dem Wildtyp"™*. Dagegen weisen Prdx6 Knockout-
Miuse bei Hyperoxie eine verringerte Uberlebenszeit mit
schwereren Gewebeschiidigungen (vermehrtes alveolires Odem,
Zellnekrosen etc.) auf'>. Diese Prdx6 (-/-)-Miuse zeigten auch eine
erhohte Sensibilitdt gegeniiber Paraquat™®. Der positive Effekt
einer Prdx6 Uberexpression ist hingegen auch noch einmal in
transgenen Méusen nachgewiesen worden'”’.

In einer Studie von Wang et al."™® ist der direkte Vergleich von
Wildtyp-Méusen gegeniiber Prdx6(-/-)-Miusen, sowie transgenen,
Prdx6 iberexprimierenden Méusen unter gleichen Verhéltnissen

erfolgt. Hierbei zeigten die Prdx6(-/-)-Méuse das schlechteste
Uberleben mit signifikant erhdhter Lipidperoxidation im Vergleich

153 Wang et al. 2003
154 Wang et al. 2004b
155 Wang et al. 2004a
156 Wang et al. 2006a
157 Wang et al. 2006b
158 Wang et al. 2008
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zu Wildtyp-Midusen und Tg-Prdx6-Méusen, wobei letztere die
geringsten oxidativ ausgelosten Schiden in AECII zeigten und das
lingste Uberleben aufwiesen. Hierbei konnte auBerdem beobachtet
werden, dass Prdx6 eher eine untergeordnete Rolle im H,O,-
Metabolismus der AECII spielt und somit dieser Mechanismus eher
unwahrscheinlich fiir die Bedeutung von Prdx6 als Antioxidans ist.
Vielmehr scheint die Fahigkeit von Prdx6, Zellmembranschiden,
ausgelost durch Lipidperoxide, welche zu einer erhohten
Zellpermeabilitdt und einer konsekutiven Apoptose fiihren, zu
reparieren, entscheidend zu sein'”®. Denn aufler Prdx6 weist
lediglich GPx4 (Glutathion Peroxidase 4) die Féhigkeit zur
Reduzierung von Lipidperoxiden (-PLOOH) auf'’. Dies scheint
aber eher weniger bedeutend zu sein, da die Peroxidase-Aktivitét
mit PLOOH als Substrat insgesamt in Prdx6 Knockout-Médusen um
bis zu 96 % reduziert war'*’, sodass Prdx6/PRDX6 eine bedeutende
Rolle in der Verteidigung der Zelle gegeniiber oxidativen Stress zu

haben scheint.

4.1.1. Lavage-Ergebnisse
In der durchgefiihrten Untersuchung der Lavageproben von
gesunden Spendern und Patienten mit verschiedenen ILD-

Erkrankungen auf den Gehalt von PRDX6 zeigte sich, dass

159 Maiorino et al. 1995
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gesunde Spender mit die hochste Konzentration an diesem
Antioxidans aufwiesen, im Gegensatz zu IPF-Patienten, die die
niedrigsten Level aufwiesen, was sich besonders deutlich in der
ELISA-Untersuchung (Abbildung 3.1. Graphik B) darstellte,
sodass diese Ergebnisse die Arbeitshypothese stiitzen. Dieser
Unterschied zwischen gesunden Spendern und IPF-Patienten lie3
sich als hoch signifikant (p<0,0001) mittels Mann-Whitney-Test
darstellen. Die fNSIP-Patienten wiesen, wie aufgrund der
Arbeitshypothese erwartet, hohere Level an PRDX6 im Vergleich
zu IPF-Patienten auf. Der Unterschied erwies sich allerdings als
nicht signifikant im Mann-Whitney Test.

Aber auch bei den anderen ILD-Entitéten verhielt sich der PRDX6-
Gehalt in Ubereinstimmung mit unserer Hypothese, dass eine hohe
antioxidative Kapazitit mit einer besseren
Uberlebenswahrscheinlichkeit einher geht: CVD-Patienten wiesen
dhnlich hohe PRDX6-Konzentrationen auf wie fNSIP-Patienten.
Dieses Kollektiv weist allgemein eine bessere Prognose als eine
IPF” auf, was eventuell damit zusammenhingen konnte, dass das
NSIP-Muster das vorherrschende histopathologische Muster bei
CVD-Patienten ist, wenn auch gelegentlich das prognostisch
schlechtere UIP Muster vorkommen kann®. Aufgrund des
dhnlichen histopathologischen Musters ist es auch nicht

ungewohnlich, dass NSIP- und CVD-Patienten &hnliche
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Antioxidans-Konzentrationen aufwiesen.

Das prognostisch eher ungiinstige UIP-Muster ist das
vorherrschende histologische Muster bei RA-Patienten mit
Lungenfibrose®, welche in dieser Arbeit ebenfalls signifikant
erniedrigte PRDX6-Konzentrationen im Vergleich zu gesunden
Spendern aufwiesen. Der Gehalt an PRDX6 war dem der IPF-
Patienten dhnlich, aber dennoch etwas hoher, wahrscheinlich da
auch hier die UIP zwar das vorherrschende, aber nicht das alleinige
Muster ist®. Dennoch sollte beachtet werden, dass eine RA-ILD
eine dhnlich schlechte Prognose aufweisen kann wie eine IPF*.
EAA-Patienten wiesen hingegen nur maBig erniedrigte Level an
PRDX6 im Vergleich zu gesunden Spendern auf. Da an sich das
Patientenkollektiv der EAA insgesamt eher heterogen war und auch
nur bei einem Patienten eine Histologie gewonnen worden ist, 14sst
sich fiir diese Gruppe der untersuchten EAA-Patienten keine
eindeutige, zu erwartende Prognosetendenz abschdtzen und somit
auch nur unzureichend mit dem PRDX6-Gehalt vergleichen, da das
Vorliegen einer Fibrose sowie das histologische Muster die
Uberlebenswahrscheinlichkeit beeinflussen’, wobei bei Patienten
mit der chronischen Verlaufsform am héaufigsten ein UIP-Muster
gefunden werden kann™. Diese Uberlegung gilt auch fiir alle
anderen untersuchten Antioxidantien. Trotzdem schienen EAA-

Patienten = zumindest im  Rahmen der  durchgefiihrten
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Untersuchungen keine stark eingeschrinkte antioxidative Kapazitét
aufzuweisen, welche mit einer besseren Prognose gegeniiber der
IPF assoziiert sein konnte.

Bei Sarkoidose-Patienten miissen dhnliche Uberlegungen angestellt
werden, da auch hier ein heterogenes Patientenkollektiv vorlag,
woraus sich erneut Schwierigkeiten bei einer Abschitzung der zu
erwartenden Prognose im Vergleich zu IPF-Patienten ergaben.
Dennoch sollte beachtet werden, dass in der Literatur die hdufigste
Todesursache von Sarkoidose-Patienten das respiratorische

Versagen ist'®

, wobei gezeigt werden konnte, dass bei verstorbenen
Sarkoidose Patienten in etwa 1-9 % der Félle die Lungenfibrose
eine dem Tod beitragende Ursache war'®. In der hier
durchgefiihrten Untersuchung zeigten die Sarkoidose-Patienten im
direkten Vergleich mit gesunden Spendern einen erniedrigten
Gehalt an PRDX6 (sehr signifikantes Ergebnis im Mann-Whitney-
Test, sowohl mittels Western Blot als auch ELISA). Hieraus wiirde
sich die Uberlegung, laut der Arbeitshypothese, ergeben, dass
Sarkoidose-Patienten nur eine unwesentlich bessere Prognose
aufweisen wiirden als IPF-Patienten. Wie aber bereits zuvor
erwihnt, ldsst sich dies in der untersuchten, heterogenen Gruppe

schlecht abschétzen, zumal in Erwigung zu ziehen ist, dass EAA

und Sarkoidose sich &tiologisch deutlich von einer IPF

160 Kouranos et al. 2015
161 Swigris et al. 2011
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unterscheiden (detaillierte Ausfithrungen beziiglich Atiologie und
Therapie sind bitte den Abschnitten 1.1.1.1. sowie 1.1.2.1. und
1.1.2.4. zu entnehmen).

DIP-Patienten wiesen bei einem kleinen Patientenkollektiv ein
breites Spektrum des PRDX6-Gehaltes auf. Dies hidngt eventuell
damit zusammen, dass der Faktor Rauchen, welcher der
entscheidende Faktor in der Pathogenese der DIP ist”, in das
antioxidative Defensivsystem eingreift'®* und dies interindividuell
unterschiedliche Ausmalle annehmen kann. Zudem schienen, bis
auf eine Person, alle eingeschlossenen Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnostik noch aktive Raucher gewesen zu sein.

Gerade die Ergebnisse der gesunden Spender im Vergleich zu den
IPF-Patienten als auch der Vergleich von fNSIP-Patienten zu IPF-
Patienten unterstiitzten unsere Hypothese, dass ein hoheres Mal} an
Antioxidantien auch mit einer besseren Prognose assoziiert sein
konnte. Auch die erhobenen Ergebnisse bei CVD- und RA-
Patienten gaben weitere Hinweise in diese Richtung. Lediglich die
Ergebnisse bei den EAA- und Sarkoidose-Patienten waren
aufgrund der Heterogenitit der Kollektive und des grundsitzlich
anderen Pathomechanismus schwerer zu bewerten. Ebenfalls nicht
eindeutig zuzuordnen, waren die Ergebnisse bei DIP-Patienten

aufgrund ihrer geringen Anzahl.

162 Sundar et al. 2010
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Eine Korrelation des PRDX6-Gehaltes in Lavagen von gesunden
Spendern und Patienten verschiedener ILD-Entititen mit dem
klinischen Parameter DLco ist vorgenommen worden, wobei sich
hier keinerlei Signifikanz darstellen liel (nicht gezeigt). Allerdings
waren die zugéinglichen DLco-Werte reine Momentaufnahmen ohne
einen Verlauf, welcher sich als wichtiger Prognosefaktor erwiesen
hat’, sodass auf eine Darstellung sowie eine weitere Untersuchung
der Korrelation der klinischen Parameter mit dem Antioxidantien-

Gehalt verzichtet worden ist.

4.1.2. Serum-Ergebnisse

In Voruntersuchungen mittels Western Blot ergaben sich viel
versprechende Ergebnisse, sodass auch die Serum-Proben mittels
ELISA untersucht worden sind. Die in dieser Untersuchung
beobachteten Unterschiede waren allerdings nicht so stark
ausgepragt wie in der Lavageuntersuchung von PRDX6. Es zeigte
sich zwar auch hier ein signifikantes Ergebnis beim Vergleich aller
Gruppen mittels Kruskal-Wallis-Test, dennoch ergaben sich nicht
so eindeutig signifikante Unterschiede beim Vergleich zweier
Gruppen mittels Mann-Whitney-Test, wie dies bei der
Lavageuntersuchung der Fall war. Bei dem Vergleich von gesunden
Spendern und IPF-Patienten, sowie beim Vergleich von IPF-

Patienten zu NSIP-Patienten zeigten sich signifikante Ergebnisse
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(p<0,05). Hierbei war allerdings interessant, dass zwar die
gesunden Spender wieder mit die hochsten Antioxidans-
Konzentrationen im Serum aufwiesen, aber die NSIP-Patienten mit
die geringsten (entgegengesetzt zu unserer Hypothese, wofiir sich
leider keine Erkldrung eruieren lie). Dabei sollte allerdings
beachtet werden, dass die Serum-Proben mutmalBlich alle
Kompartimente des Organismus abbilden, wodurch das Ergebnis
durch eine Vielzahl von unbekannten Variabeln beeinflusst werden
kann. Im Gegensatz dazu diirften die Lavageuntersuchungen,
lediglich das bronchoalveolie Kompartiment widerspiegeln'®,
Dennoch konnte auch bei der Serumanalyse eine reduzierte
antioxidative Kapazitit der IPF-Patienten gegeniiber gesunden
Spendern  gezeigt werden, welches die Hypothese der
oxidativen/antioxidativen Imbalance bei IPF-Patienten (mit einer
Verminderung der antioxidativen Kapazitéit aufgrund einer erhohten
oxidativen Belastung''®) bestirkt.

Fir die anderen ILD-Entitdten zeigte sich mittels Mann-Whitney
noch ein signifikanter (p<0,05) Unterschied zwischen gesunden
Spendern und RA-ILD-Patienten, sowie zwischen gesunden
Spendern und Sarkoidose-Patienten. Als mogliche Erklarung fiir
die erniedrigten Antioxidans-Spiegel der RA-ILD-Patienten wird

wieder auf das UIP-Muster als hdufigstes histologisches Muster mit

163 Walters und Gardiner 1991
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seiner schlechteren Prognose verwiesen. Die niedrige PRDX6-
Konzentration der Sarkoidose-Patienten konnte durch das
vorliegende heterogene Patientenkollektiv erklart werden. Dennoch
stimmten die geringeren PRDX6-Konzentrationen im Serum der
Sarkoidose-Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern mit den
zuvor beobachteten geringeren PRDX6-Konzentrationen in der
Lavage tliberein. Des Weiteren sollte beachtet werden, dass auch bei
Sarkoidose-Patienten ein erhohter Level an oxidativen Stress zu
bestehen scheint, da diese u.a. vermehrt carbonylierte Proteine
aufwiesen, dhnlich der IPF, im Vergleich zu gesunden Proben'®,
Bei den EAA-Patienten zeigte sich, in Analogie zu den
Lavageergebnissen, nur ein gering erniedrigter Gehalt an PRDX6
im Vergleich zu den gesunden Spendern. Der Serum-PRDX6-
Gehalt war bei DIP-Patienten nur sehr eingeschriankt zu beurteilen,

aufgrund der geringen Stichprobe.

4.1.3. Immunhistochemie-Ergebnisse

Das bisher publizierte Expressionprofil von PRDX6, dargestellt
mittels IHC, in AECII, Alveolarmakrophagen und Bronchialepithel
bei gesunden Probanden'®, sowie IPF- und fNSIP-Patienten'* 14sst
sich in der hier ausfiihrlicher angestellten IHC-Untersuchung

ebenfalls beobachten. Zudem konnten in weiteren ILD-Entitédten

164 Rottoli et al. 2005
165 Kinnula 2002
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ebenfalls dhnlich geartete Expressionsmuster beobachtet werden.
Dennoch war ein kleiner Unterschied zwischen den gesunden
Spenderlungen und den Lungen der ILD-Entititen beobachtet
worden: die Alveolarmakrophagen waren nicht so oft und nicht so
stark angefdrbt worden. Eine kausale Ursache kann anhand der hier
rein deskriptiven Analyse nicht ermittelt werden. Als mdgliche
Erklarung des Phinomens kann in Analogie eine Untersuchung von
Ye et al.'* herangezogen werden, in der eine reduzierte Expression
von Hdmoxygenase-1 in Alveolarmakrophagen von IPF-Patienten
beobachtet werden konnte.

Interessant ist noch die geringere Farbereaktion von PRDX6 in
AECII von Sklerodermie-ILD-Patienten im Vergleich zu gesunden
Spendern. Dass oxidativer Stress in der Pathogenese dieser
Erkrankung eine wichtige Rolle zu spielen scheint, konnte bereits
mehrfach demonstriert werden'?''*"'® Hierbei kann allerdings nur
spekuliert werden, warum ausgerechnet in AECII von
Sklerodermie-Patienten als einzige der untersuchten Entititen die
PRDX6 Expression vermindert ist. Eine Untersuchung von Iwata
und Mitarbeitern'® hat allerdings Auto-Antikorper gegen PRDX1
bei Sklerodermie-Patienten identifizieren konnen, welche die

enzymatische Aktivitit von PRDXI inhibieren konnten. Des

166 Ye et al. 2008

167 Gabrielli et al. 2008
168 Gabrielli 2012

169 Iwata et al. 2007
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Weiteren korrelierten die gebildeten anti-PRDX1-Antikorper mit
der Schwere der Erkrankung. Eventuell konnten auch inhibierenden
Antikorper gegen PRDX6 gebildet werden, da PRDX1 und PRDX6
dhnliche quartire Strukturen aufweisen koénnen'”, sodass iiber die
inhibierenden Antikdrper der geringere Nachweis von PRDX6
erklart werden konnte.

Die Untersuchung von PRDX6 in Sarkoidose-Patienten zeigte
dhnliche Ergebnisse wie bereits von Kinnula et al.'®® dargestellt: die
Granulome wurden sowohl mit PRDX1 als auch PRDX6 angefarbt.
Zudem zeigte diese Analyse erstmals, dass auch PRDX2 in

Granulomen exprimiert wird.

4.2. Peroxiredoxin 2

Peroxiredoxin 2 (PRDX2) gehort in der Familie der Peroxiredoxine
zur Subgruppe der ,klassischen® 2-Cys Peroxiredoxine, wie auch
PRDXI1, und findet sich abundant im Zytosol'”!. Mit PRDXI
zusammen macht es dabei etwa 0,1-0,8 % der 16slichen Proteine
aus'’'. In seiner Funktion, der Reduzierung von Peroxiden, hat
PRDX2 eine dhnliche Effizienz wie Katalase und Glutathion-

171

Peroxidase'”?, sowie eine hohere Affinitit zu H,O,'”'. Bei dem

170 Poole et al. 2011
171 Rhee et al. 2005
172 Hall et al. 2010
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Vergleich von kinetischen Analysen konnte sogar gezeigt werden,
dass PRDX2 sogar prinzipiell fast 100% des zytoplasmatischen

H,0, umsetzen konnte'”

. Dennoch scheint die Aufgabe von 2-Cys
Peroxiredoxinen nicht nur im Bereich der Abwehr von oxidativen
Stress zu liegen, sondern auch darin, H,O,, als wichtiges
Signalmolekiil z.B. in  der  Signaltransduktion  von
Wachstumsfaktoren, zu regulieren'™. Im Besonderen ist dies fiir
PRDX2 und PDGF (platelet-derived growth factor) von Choi et
al.'"** gezeigt worden. Des Weiteren scheinen Peroxiredoxine aber
auch als H,O,-Sensor zu fungieren'”. Interessant ist auch die
mogliche Chaperon-Funktion von Peroxiredoxinen, wie sie bereits
in Hefe nachgewiesen ist'’®. Inwiefern dies allerdings fiir hohere
Organismen relevant ist, konnte bisher nicht abschlieBend eruiert

werden'”"8,

4.2.1. Lavage-Ergebnisse

Der Arbeitshypothese entsprechend zeigten die gesunden Spender
die hochste Konzentration an PRDX2, und IPF-Patienten wiesen,
neben den CVD-ILD-Patienten, den niedrigsten Gehalt an PRDX2

auf. Es lieBen sich beim Vergleich gesunder Spender zu IPF-

173 Winterbourn 2008
174 Kang et al. 2005
175 Rhee et al. 2012
176 Jang et al. 2004

177 Perkins et al. 2015
178 Sue Goo Rhee 2016
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Patienten dabei sogar sehr signifikante Unterschiede mittels Mann-
Whitney-Test ermitteln. Etwas &hnliches, ndmlich einen geringeren
Gehalt von PRDX2 bei IPF-Patienten im Vergleich zu gesunden
Probanden, konnten bereits Vuorinen und Mitarbeiter'*’
beobachten, allerdings ohne signifikante Unterschiede.

Der PRDX2-Gehalt in NSIP-Patienten war hoher als der von IPF-
Patienten, dennoch etwas niedriger als bei gesunden Spendern, in
Einklang mit der Arbeitshypothese. Leider lieBen sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen NSIP-Patienten und gesunden
Spendern sowie zwischen NSIP- und IPF-Patienten ermitteln.

In dieser Untersuchung zeigten RA-ILD-Patienten, wie zuvor auch
in der Untersuchung von PRDX6, einen erniedrigten Gehalt an
pRDX2. Im Vergleich zu den gesunden Spendern ergab sich dabei
ein hoch signifikanter Unterschied. Hierbei wird erneut darauf
verwiesen, dass der RA-ILD oft ein UIP-Muster zugrunde liegt®.
Auch die EAA- und Sarkoidose-Patienten wiesen ein dhnliches
PRDX2-Konzentrationsmuster wie zuvor schon bei PRDX6 auf:
die EAA-Patienten zeigten kaum erniedrigte Antioxidans-Spiegel
im Vergleich zu gesunden Spendern, hingegen lieBen sich bei
Sarkoidose-Patienten deutlich erniedrigte Level an PRDX2
beobachten (der Unterschied zu gesunden Spendern stellte sich als
sehr signifikant dar). Hierbei wird auf die Uberlegungen zu den

Patientenkollektiven, wie sie bereits bei PRDX6 gemacht worden
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sind (siehe Abschnitt 4.1.1.), verwiesen.

Warum ausgerechnet die CVD-ILD-Patienten einen erniedrigten
Gehalt von PRDX2 aufwiesen, konnte nicht erklirt werden.
Erwartet worden ist, dass die CVD-ILD-Patienten zumindest einen
dhnlich hohen Gehalt wie fNSIP-Patienten aufweisen wiirden, da ja
das vorherrschende Muster bei CVD-Patienten eine NSIP ist”. Das
wieder recht breit gefiachterte Ergebnis der DIP-Patienten, bei einer
kleinen Probenanzahl, ldsst sich nur schlecht einordnen, da der

Storfaktor Rauchen auch hier moglich ist.

4.2.2. Serum-Ergebnisse

Leider lie} sich im Serum der PRDX2-Gehalt nur eingeschrinkt in
recht kleinen Probenzahlen darstellen. Hier zeigte sich fiir einige
Entitdten ein inverses Bild: die gesunden Spender wiesen mitunter
den niedrigsten Gehalt an PRDX2 auf, wohingegen die CVD-ILD-
Patienten, die in der Lavageuntersuchung mit die niedrigsten
PRDX2-Konzentrationen aufwiesen, sich hier mit nahezu den
hochsten Spiegen darstellten. Die IPF-Patienten wiesen sogar einen
hoheren Gehalt an PRDX2 auf im Vergleich zu den gesunden
Spendern, welcher sich im Mann-Whitney-Test als signifikant
prasentierte. Eine zufriedenstellende Erkldrung lie sich leider
nicht ermitteln.

Die Kohorte der NSIP-, DIP-, und RA-Patienten lie3 sich aufgrund
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der geringen Probenanzahl (n=3) nur sehr eingeschréankt beurteilen,
wobei hier eine dhnliche Tendenz wie zuvor in den
Lavageuntersuchungen beobachtet werden kann. Die Sarkoidose-
Patienten wiesen ebenfalls, wie zuvor in der Lavageuntersuchung,
einen niedrigen Gehalt an PRDX2 auf. Allerdings gab es keine
Unterschiede zu den gesunden Probanden, die ebenfalls durch recht
niedrige PRDX2-Spiegel gekennzeichnet waren. Die EAA-
Patienten wiesen dhnliche Spiegel an PRDX2 auf wie die gesunden

Probanden.

4.2.3. Immunhistochemie-Ergebnisse

In unserer Untersuchung zeigte sich nur eine sehr schwache, bis
kaum vorhandene PRDX2-Expression in Alveolarmakrophagen
und im Alveolarepithel von Lungen gesunder Spender. Ahnliches
konnten Kinnula und Mitarbeitern'®® beobachten, wobei sie die
beobachtete Reaktion in Makrophagen und Epithelzellen als
schwach positiv beschreiben. Dammeyer et al.'” hingegen
beobachteten allerdings eine starke Expression von PRDX2 in
Makrophagen und Pneumonzyten von humanen Lungen, wobei in
dieser Untersuchung die zugrunde gelegten Patientenkollektive
nicht detailliert dargestellt wurden.

Die angestellte Untersuchung in verschiedenen Fibrose-Entititen

179 Dammeyer und Arnér 2011
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zeigte eine starke Expression von PRDX2 in AECII, vor allem in
IPF-Patienten, was auch Vuorinen und Mitarbeiter'*® insbesondere
in hyperplastischen AECII beobachteten konnten. Aber auch in
NSIP- und EAA-Patienten lieB sich eine PRDX2-Expression in
AECII feststellen, wenn auch nicht ganz so intensiv wie in den IPF-
Lungen. Das Bronchialepithel wurde hingegen in allen Fibrose-
Entitdten gleichmiBig vom PRDX2-Antikorper angefarbt. Aber
auch in Alveolarmakrophagen fand sich in der angestellten
Untersuchung eine PRDX2-Expression.

Im Gegensatz zu Kinnula et al.'® konnten wir eine PRDX2-
Expression in den Granulomen von Sarkoidose-Patienten
detektieren. Die PRDX2-Expression ist hier nahezu ausschlieBlich
auf die Granulome beschrinkt, wobei die dort beobachtete,
homogene Expression das Granulom an sich betrifft. Auch zeigte
sich eine ausgesprochen gute Kolokalisation von PRDX2 mit
CD68-positiven Zellen. Da Kinnula und Mitarbeiter'® vor allem
Parenchymbiopsie von Sarkoidose-Patienten verwendet haben und
auch die Detektionsmethoden vor gut 10 Jahren eventuell nicht
sensitiv genug waren, ldsst sich daraus moglicherweise der

Unterschied zwischen den beiden Untersuchungen erkléren.
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4.3. Peroxiredoxin 1

PRDX1 gehort ebenfalls zur klassischen 2-Cys Peroxiredoxin

1

Subgruppe'”’. Auch fiir dieses Peroxiredoxin ist neben seiner
antioxidativen Funktion eine Chaperon-Funktion prinzipiell
moglich'. Des Weiteren konnte von Ha und Mitarbeitern'® eine
Beteiligung von humanem PRDXI1 in der Regulation von TGF-f1
induzierter EMT (epithelial-mesenchymaler Transformation)
dargestellt werden, wobei eine PRDX1 Uberexpression zu einer
verstarkten TGF-B1 induzierten EMT fiihrte.

Prdx]  Knockout-Miuse zeigten zudem eine  verkiirzte
Uberlebenszeit im Vergleich zu Wildtyp-Miusen, wobei als
Haupttodesursachen eine hémolytische Andmie und maligne
Tumoren ermittelt worden sind''. Des Weiteren konnten erhohte
Basalraten von ROS sowie erhohte ROS-Spiegel in Reaktion auf
Wasserstoffperoxid in den Erythrozyten der andmischen Knockout-
Miuse beobachtet werden. AuBerdem war die Anfilligkeit von
Geweben gegeniiber einer Entwicklung von Krebs erhoht, aufgrund
einer erhohten Sensitivitit gegeniiber Oxidantien und erhohten
Level an ROS, sowie oxidativen DNA-Schiden'®'.

Im Bleomycin-Maus-Modell der Lungenfibrose konnte gezeigt
werden, dass Prdxl Knockout-Miuse ebenfalls eine verkiirzte

Uberlebensrate  gegeniiber Wildtyp-Miusen aufwiesen sowie

180 Ha et al. 2012
181 Neumann et al. 2003
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erhohte Spiegel von 8-Isoprostan'®. Die erhohte Anfilligkeit von
Prdx]l Knockout-Méusen gegeniiber der durch Bleomycin
induzierten Entziindung und Fibrose der Lunge konnte durch die
erhohte Last an Oxidantien sowie erhohter Aktivitit von
macrophage migration inhibitery factor (Mif) erklért werden'®,

Leider war es auch nach mehrmaligen Versuchen und der
Benutzung zweier verschiedener Antikorper nicht moglich, den
Gehalt von PRDX1 zuverldssig in BALF- und Serum-Proben zu
detektieren. Eine immunhistochemische Detektion in Lungen von
verschiedenen Fibrose-Entitdten und gesunden Spendern ist

dennoch gelungen.

4.3.1. Immunhistochemie-Ergebnisse

Die von Kinnula et al.'® beobachtete starke Expression von
PRDX1 vor allem in Alveolarmakrophagen wund im
Bronchialepithel bei gesunden Probanden konnte in dieser
Untersuchung ebenfalls reproduziert werden, und auch in den
Fibrose-Entitdten. Die ebenfalls bereits bei den gesunden
Probanden beobachtete schwache, bis fehlende Reaktion von
PRDX1 im Alveolarepithel'® zeigte sich ebenfalls in dieser
Untersuchung. Diese Beobachtungen lieen sich auch bei den

Fibrose-Entititen anstellen, wobei es keinen merklichen

182 Kikuchi et al. 2011
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Unterschied zwischen den Fibrose-Entitdten untereinander, als auch
im Vergleich der Fibrose-Entititen zu den gesunden Spendern, gab.
Die Untersuchung in Sarkoidose-Patienten zeigte, analog der
Untersuchung von Kinnula und Mitarbeitern'®, eine starke
Anreicherung in den Granulomen mit einem homogenen
Verteilungsmuster und einer méBig guten Kolokalisation mit

CD68-positiven Zellen.

4.4. Glutathion Peroxidase 1

Glutathion Peroxidase 1 (GPx1), auch zytosolische Glutathion-
Peroxidase, ist eine von 6 Isoformen, die im Menschen
nachgewiesen sind"’. Aufgrund ihrer Fahigkeit, Hydroperoxide
unter Glutathion- (GSH) Umsatz in den korrespondierenden
Alkohol umzuwandeln, gehdren sie zu den antioxidativen

'8 Dabei scheint vor allem GPx1 in die Metabolisierung

Enzymen
von H,O, involviert zu sein'*.

Allerdings zeigten Studien mit Knockout-Mausen, dass Gpx1 nicht
essentiell fiir die Entwicklung von Mausen unter physiologischen
Bedingungen ist, da die Knockout-Miuse weder Auffilligkeiten,
noch eine verkiirzte Uberlebenszeit oder eine erhohte Belastung

durch oxidativen Stress (dhnliche Level von Proteincarbonylen und

183 Brigelius-Flohé 2006
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Lipidperoxiden von Gpx/ Knockout-Médusen im Vergleich zum

184

Wildtyp) aufwiesen . Auch zeigten diese Knockout-Méduse keine

1% Dennoch konnte bei

erhohte Sensitivitdt gegeniiber Hyperoxie
GpxI Knockout-Miusen eine erhohte Anfilligkeit gegeniiber
Paraquat demonstriert werden'®,

18 hat das Verhalten von

Eine Studie von Liu und Mitarbeitern
GpxI- und Prdx6 Knockout-Miusen unter oxidativen Stress
verglichen und dabei festgestellt, dass Gpx/-Knockout-Miuse
kaum signifikante Unterschiede zum Wildtyp zeigten (somit
dhnliche Ergebnisse, wie bereits von Ho et al.'™ demonstriert),
wohingegen Prdx6-Knockout-Miuse z. B. in der Uberlebensrate
einen signifikanten Unterschied zu den Gpx/-Knockout-Méusen
zeigten. Es zeigte sich auch ein signifikant erhohter Gehalt von
TBARS in Lungenhomogenaten der Prdx6-Knockout-Méuse im
Vergleich zu den GpxI-Knockout-Mdusen. Dennoch konnte in
dieser Studie demonstriert werden, dass die Aktivitit mit dem
Substrat H,O, in GpxI/-Knockout-Mausen um 90% erniedrigt war.
Dies zeigt, dass Gpxl fiir etwa 90% der GSH-abhingigen
Reduktion von H,O, zustindig ist, dies aber anscheinend nicht

entscheidend ist bei erhohtem oxidativen Stress.

184 Ho et al. 1997
185 Haan et al. 1998
186 Liu et al. 2010
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4.4.1. Lavage-Ergebnisse

In der Untersuchung der Lavage-Proben von gesunden Spendern
und verschiedenen Fibrose-Entititen zeigte sich im Kruskal-Wallis-
Test ein signifikantes Ergebnis beim Vergleich aller Gruppen
untereinander.

Gemal unserer Hypothese zeigten auch bei diesem Antioxidans die
gesunden Spender den hochsten Gehalt an GPx1. Allerdings waren
die zuvor bei PRDX6 oder PRDX2 beobachteten Unterschiede
zwischen den Entitdten nicht mehr so deutlich. Es zeigte sich aber
dennoch, dass IPF- und RA-Patienten wieder dhnlich niedrige
GPx1-Konzentrationen aufwiesen. Reduzierte GPx1-Spiegel waren
bereits ebenfalls im Bleomycin-Fibrose-Modell in der Maus
nachgewiesen worden'"’. Im Vergleich von gesunden Spendern mit
IPF- und RA-Patienten zeigte sich bei IPF-Patienten ein nahezu
signifikantes Ergebnis (p=0,06) und bei den RA-Patienten sogar ein
hoch-signifikantes Ergebnis (p=0,0085) (siehe Abbildung 3.10.).
Dieses dhnliche Verhalten konnte sich wieder aufgrund des oft
gemeinsamen UIP-Musters ergeben haben.

NSIP- und CVD-ILD-Patienten zeigten in dieser Untersuchung
wieder dhnliche Antioxidans-Konzentrationen, jedoch ergab sich
dabei bei diesen Entititen im Vergleich mit gesunden Probanden

kein signifikanter Unterschied.

187 Santos-Silva et al. 2012
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EAA-Patienten wiesen, wie zuvor schon bei PRDX6 und PRDX2,
kaum erniedrigte Antioxidans-Konzentrationen auf. Unter der

1'% ist dies zu

Berticksichtigung der Ergebnisse von Liu et. a
erwarten gewesen.

Die Sarkoidose-Patienten zeigten ebenfalls erneut erniedrigte Level
an Antioxidans im Vergleich zu den gesunden Spendern. Generell

erniedrigte anti-oxidative Schutzmechanismen konnten bereits fiir

188 1189

Sarkoidose-Patienten demonstriert werden *°. Lenz et al'®” konnten
zudem eine erniedrigte mMRNA-Expression von GPxl bei
Sarkoidose-Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern
darstellen.

Dass DIP-Patienten mit den niedrigsten Gehalt von GPxl1
aufwiesen, ist insofern interessant, da bei Patienten mit COPD,

t'7, sich

deren Pathogenese fest mit dem Rauchen verkniipft is
allerdings eine hochregulierte Expression von GPx zeigt". Ob
diese beiden Erkrankungen vergleichbar sind, ist allerdings
fraglich.

Zusammenfassend zeigten sich zwar kleine Unterschiede zwischen
den verschiedenen Entititen im Vergleich zu den gesunden
Probanden, allerdings sind diese Unterschiede nicht so bedeutend

im Vergleich zu den Peroxiredoxinen.

188 Jasmina IvaniSevic et al.
189 Lenz 2004
190 Bentley et al. 2008
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4.4.3. Immunhistochemie-Ergebnisse
Die  bereits  bekannte  Expression = von  GPxl in

Alveolarmakrophagen''

ist in dieser Untersuchung sowohl in den
gesunden Spendern als auch in allen Fibrose-Entitdten reproduziert
worden. Dabei zeigten sich nur marginale Unterschiede zwischen
den untersuchten Gruppen. Hingegen zeigte sich eine gute
Kolokalisation von GPx1 mit proSP-C-positiven Zellen in allen
Fibrose-Entitdten, nicht jedoch bei den gesunden Spender-Lungen.
Zwischen den verschiedenen Fibrose-Entititen zeigte sich
allerdings kein Unterschied in der GPx1-Expression.

Aus dieser Beobachtung lie3 sich zumindest ableiten, dass GPx1 in
AECII von Fibrose-Entititen exprimiert wird, was bei gesunden
Probanden wohl nicht der Fall zu sein scheint. Somit scheint GPx1
zumindest in irgendeiner Form an einer Lungenfibrose bzw. dem
Schutz davor beteiligt zu sein, da es vermutlich als
Defensivmechanismus aufgrund von oxidativen Stress in den
AECII von ILD-Patienten induziert wird. Ein weiterer Hinweis fiir
diese Beteiligung zeigte eine Studie, bei der in einem Mausmodell
der Serum GPx-Gehalt invers mit dem Auftreten einer
Lungenfibrose nach Bestrahlung korreliert'””. Die genauen
Mechanismen der GPx-Beteiligung an der Fibroseentstehung/-

entwicklung sind allerdings unbekannt.

191 Avissar N, Finkelstein JN, Horowitz S, Willey JC, Coy E
192 Kunwar und Haston 2014
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4.5. Katalase

Katalase findet sich in nahezu allen Zellen von Siugetieren'”*, vor
allem in Peroxisomen'” und Kkatalysiert die Reaktion von

Wasserstoffperoxid zu Sauerstoff und Wasser'””.

In der Lunge
findet es sich vor allem in alveoliren Typ II-Zellen und
Makrophagen'®.

Die Bedeutung seiner antioxidativen Funktion ist noch nicht
vollstindig dargelegt. Zwar erwies sich eine Uberexpression von
Katalase als protektiv gegeniiber durch oxidativen Stress
ausgelosten  Gewebeschidden'”, dennoch zeigten Katalase
Knockout-Méuse keine Auftilligkeiten in der Entwicklung oder
erwiesen sich als anfdlliger fiir eine Hyperoxie-induzierte

% Dennoch konnte

Lungenschidigung im Vergleich zum Wildtyp
demonstriert werden, dass AECII aus Rattenlungen, die in ihren
Mitochondrien Katalase {liberexprimieren, eine signifikant erhdhte
Uberlebensrate aufwiesen, verglichen mit dem Wildtyp'”’. Auch
konnte demonstriert werden, dass Katalase, durch das Senken des
steady-state Levels von H,O,, welches von TGF-B1 stimulierten
IPF-Myofibroblasten = produziert — wurde, Alveolarepithelien

schiitzen kann®*.

193 Deisseroth A 1970

194 Kinnula, V. L., J. D. Crapo, and K. O. Raivio 1995
195 Ye-Shih Ho, Jean-Luc Magnenat, Mary Gargano 1998
196 Ho et al. 2004

197 Arita 2006
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4.5.1. Lavage-Ergebnisse

Katalase ist von den untersuchten Antioxidantien das einzige, bei
dem der Gehalt in den Lavagen von gesunden Spendern nicht mit
zu den hochsten, sondern eher zu den niedrigeren gehort. Den
hochsten Gehalt zeigten IPF-Patienten, wie auch NSIP- und CVD-
ILD-Patienten.

Eine bereits veroffentlichte Studie'® hat den Katalase-Gehalt in
Lungenhomogenaten von Fibrose-Entitdten und gesunden
Spendern untersucht und dabei einen erniedrigten Spiegel an
Katalase bei der Fibrosegruppe im Vergleich zu den Gesunden
festgestellt — im Gegensatz zu der hier vorgestellten Untersuchung,
bei dem die Fibrose-Entitéten eher einen erhohten Katalase-Gehalt
aufwiesen. In der angesprochenen Studie war allerdings nicht
zwischen den eingeschlossenen Fibrose-Gruppen (UIP, NSIP und
CVD) unterschieden worden, im Gegensatz zu der hier dargelegten
Untersuchung. Auch waren Lungenhomogenate und keine
Lavageproben untersucht worden, woraus sich der dargestellte
Unterschied ergeben konnte. Allerdings kann auch eine Induktion
von Katalase in den Alveolarepithelien als Reaktion auf oxidativen
Stress unter fibrotischen Bedingungen nicht ausgeschlossen
werden, wodurch die erhohten Antidoxidans-Spiegel in der

vorgelegten Untersuchung erklédrt werden konnten.

198 Odajima et al. 2010
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Wiederum wiesen auch in dieser Untersuchung RA-ILD-Patienten
eine dhnliche Konzentration an Katalase auf wie die IPF-Patienten.
Dabei wird auch hier wieder das zugrundeliegende UIP-Muster fiir
die Ahnlichkeit der beiden Entitéiten herangezogen.

Die EAA-Patienten wiesen einen nur marginal erniedrigten Gehalt
an Katalase im Vergleich zu den gesunden Spendern auf.
Sarkoidose-Patienten wiesen bei Katalase einen dhnlichen Gehalt
wie gesunde Spender auf. Eine mogliche Erkldarung fiir diesen
hoheren Gehalt an Katalase ldsst sich eventuell dadurch erklaren,
dass auch die Katalase-Produktion durch  Mycobacterium
tuberculosis catalase—peroxidase (mKatG) mitbestimmt wurde.
Etwa 50% der Sarkoidose-Patienten weisen Antikorper gegen diese
Mycobacterium tuberculosis catalase—peroxidase (mKatG) auf'®’.
Inzwischen geht man davon aus, dass mKatG ein pathogenes

Antigen in der Atiologie der Sarkoidose ist*”

. Moglicherweise
resultierten daraus die im Vergleich mit den anderen Antioxidantien
,,erhohten® Katalase-Konzentrationen.

DIP-Patienten wiesen die niedrigsten Werte an Katalase auf, wofiir

aber keine Erklarung eruriert werden konnte.

4.5.3. Immunhistochemie-Ergebnisse

Die Expression von Katalase in AECII und Alveolarmakrophagen

199 Song et al. 2005
200 Morgenthau und Tannuzzi 2011
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ist schon ldnger bekannt'*. Eine neuere Untersuchung demonstriert
die Expression von Katalase in gesunden Spendern und einigen

Fibrose-Entititen®"!

. Die dort demonstrierten Ergebnisse konnten in
der angestellten Untersuchung nur teilweise nachvollzogen werden.
In der dargelegten Untersuchung zeigte sich bei den gesunden
Spendern keine Expression von Katalase in AECII, wohingegen
Lakari et al.”**' eine solche Expression demonstrieren konnten. Die
schwache Reaktion in Alveolarmakrophagen bei gesunden
Spendern konnte in der hier durchgefiihrten Untersuchung
ebenfalls nicht beobachtet werden. Bei der Expression von
Katalase in Bronchialepithel stimmen die Ergebnisse der beiden
Untersuchungen aber iiberein. Diese Expression von Katalase im
Bronchialepithel konnten Lakari und Mitarbeiter®' auch bei UIP-,
Sarkoidose- und EAA-Patienten beobachten, was in der
angestellten Untersuchung auch fiir fNSIP-Patienten ebenfalls
demonstriert werden konnte. Ebenfalls {ibereinstimmend ist die
gute Expression von Katalase in AECII-Zellen von UIP-,
Sarkoidose- und EAA-Lungen. In der dargestellten Untersuchung
ist dies auch noch fiir fNSIP-Patienten dargestellt. Auch in der
moderaten Expression von Katalase in Alveolarmakrophagen
stimmen beide Untersuchungen {berein. Diese moderate

Expression in Alveolarmakrophagen konnte in der vorgelegten

201 Lakari et al. 2000
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Untersuchung auch fiir NSIP-Patienten gezeigt werden.
Zusammenfassend deuten die IHC-Untersuchungen an, dass die
Katalase vermutlich durch oxidativen Stress unter fibrotischen

Bedingungen erhoht wird.

4.6. Superoxiddismutase 3

Die Verteilung von Superoxiddismustase 3 (SOD3), auch
extrazellulire Superoxiddismustase, ist gewebespezifisch und

2 im extrazelluliren Raum>®.

findet sich vor allem in der Lunge®
Durch die Katalyse der Reaktion von Superoxidanionen in
Wasserstoffperoxid spielt SOD3 eine wichtige Rolle in der

antioxidativen Verteidigung der Lunge'®

. Dies zeigt sich auch in
Sod3-Knockout-Mausen, die sich zwar normal entwickeln, aber bei
Hyperoxie eine signifikant kiirzere Uberlebensrate mit einem
fritheren Auftreten eines schweren Lungenddems im Vergleich zum
Wildtyp aufweisen®*.

Die wichtige antioxidative Funktion von Sod3 konnte auch im
Bleomycin-Lungenfibrose-Modell demonstriert werden: Mause,

die Sod3 iiberexprimieren, zeigten signifikant weniger Fibrose mit

kleineren  Fibroblasten-Nestern im  Vergleich zu den

202 Marklund 1984a
203 Marklund 1984b
204 Carlsson LM, Jonsson J, Edlund T, Marklund SL 1995
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Wildytypmédusen®”, wohingegen Sod3-Knockout-Méuse —eine
schwere Auspriagung der Fibrose zeigten im Vergleich mit dem
Wildtyp*®.

Der protektive Effekt von SOD3 beruht wahrscheinlich auf dem
Schutz der ECM vor Degradierung, da SOD3 spezifisch an
Bestandteile der ECM, wie zum Beispiel Kollagen I und IV, bindet,
und diese vor oxidativen Abbau schiitzen kann, wodurch keine
chemotaktischen  Spaltprodukte entstehen, die wiederum
Entziindungszellen anlocken und zu einer Entziindungsreaktion
fiihren wiirden'”. Durch seinen die ECM stabilisierenden Effekt

verhindert SOD3 des weiteren die Aktivierung von TGF-B1'%.

4.6.1. Immunhistochemie-Ergebnisse

Die bekannte Lokalisation von SOD3 in der extrazelluldren
Matrix®”’ lieB sich in allen untersuchten Lungen in mehr oder
weniger dhnlicher Expression beobachten. Die mittels mRNA
nachgewiesene Expression von SOD3 in AECIl und
Alveolarmakrophagen®”®, sowie auch die immunhistochemische

4 konnte in der

Darstellung von SOD3 in diesen Zellen"
vorgestellten Untersuchung nicht nachvollzogen werden. Nur die

Lokalisation von SOD3 im Bronchialepithel lie3 sich eindeutig

205 Bowler et al. 2002

206 Fattman et al. 2003

207 Oury TD, Chang LY, Marklund SL, Day BJ, Crapo JD 1994
208 Su et al. 1997
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beobachten.

In den verschiedenen Fibrose-Entitéten lief§ sich hingegen teilweise
eine Anfiarbung von proSP-C positiven AECII-Zellen beobachten,
wobei dies vor allem auf die apikalen Bereiche dieser Zellen
beschriankt war, was wohl darauf zuriickzufiihren ist, dass SOD3
durch seine Heparin-bindene Domine mit den Heparansulfaten auf
Zelloberflichen interagieren kann®”.

Bei IPF-Patienten zeigte sich in der dargestellten Untersuchung
eine méBig gute Kolokalisation von SOD3 mit proSP-C positiven
AECII. Dies steht zumindest nicht in Widerspruch zu der von
Kinnula und Mitarbeitern'** durchgefiihrten Untersuchung, die
ebenfalls eine Expression von SOD3 in AECII nachgewiesen
haben. Die von Kinnula et al.”* demonstrierte Expression von
SOD3 in Alveolarmakrophagen und interstitiellen Mastzellen ist in
der vorgestellten Untersuchung nicht beobachtet worden.

Die Expression von SOD3 ist bei den untersuchten EAA- und
NSIP-Patienten recht schwach ausgeprigt und dhneln mehr den
Beobachtungen in den gesunden Lungen als denen der IPF-

Patienten, was Rahman und Mitarbeiter in ihrer Arbeit andeuten''?.

209 Fattman et al. 2001
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4.7. N- (Carboxymethyl-Lysin)-oxidativ modifizierte

Proteine

N-(carboxymethyl)-Lysin (CML)-Addukte gehéren zu den
sogenannten ,advanced glycation end products“ (AGE) und
resultieren aus der nicht-enzymatischen Glykierung und Oxidation

von Proteinen und Lipiden®"

. Die Ausbildung von AGE spielen
eine wichtige Rolle bei Pathophysiologien, die mit dem Altern und
Diabetes assoziiert sind, wie Arthritis, Arteriosklerose, chronische
Niereninsuftfizienz, Morbus Alzheimer, Nephropathie, Neuropathie
und Katarakt*'. Aufgrund dessen, dass diese spezielle
Proteinmodifikation wahrscheinlich vor allem in einem Glukose-
unabhédngigen Prozess unter oxidativen Stress entstehen konnen,
beispielsweise durch aktivierte, H,0,-produzierende

Phagozyten*'**">, konnen sie als Biomarker fiir oxidativen Stress

eingesetzt werden'*®.

4.7.1. Immunhistochemie-Ergebnisse

Die Lungen gesunder Spender wiesen in der dargelegten
Untersuchung kaum eine Expression von CML-modifizierten
Proteinen in proSP-C positiven Zellen auf. Dies konnten auch

Morbini et al.?® beobachten. Des Weiteren konnten sie eine

210 Anderson et al. 1999

211 Muthenna et al. 2012

212 Anderson und Heinecke 2003

213 Morbini P, Villa C, Campo I, Zorzetto M, Inghilleri S, Luisetti M 2006
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moderate  Expression in  Alveolarmakrophagen und im
Bronchialepithel demonstrieren. Dies ist auch in der vorgestellten
Untersuchung aufgefallen (nicht dargestellt), allerdings sind keine
korrespondierenden Schnitte mit CD68 zur Markierung von
Makrophagen gefarbt worden, sodass diese Beobachtung nicht
validiert werden konnte.

Morbini und Mitarbeiter*'* haben ebenfalls Lungen mit einem UIP-
Muster untersucht und dabei eine verstirkte Expression von CML-
modifizierten Proteinen vor allem in hyperplastischen Epithelzellen
in unmittelbarer Ndhe der Fibroblasten Foci festgestellt. Diese
hyperplastischen  Epithelzellen sind in der vorgelegten
Untersuchung als AECII identifiziert worden. Die Expression in
den Fibroblasten Foci ist nicht explizit untersucht worden.
Interessant an der vorgestellten Untersuchung ist, dass bei den IPF-
Patienten relativ deutlich eine erhohte Expression von CML-
modifizierten Proteinen, als Marker fiir oxidativen Stress,
beobachtet werden konnte. Im Gegensatz dazu zeigten die anderen
Fibrose-Entititen nur eine moderate Expression von CML-
modifizierten Proteinen, dhnlich dem Expressionmuster, das auch

bei den gesunden Spenderlungen beobachtet werden konnte.
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4.8. Serum Amyloid P
Serum Amyloid P (SAP, APCS) gehort zur Familie der Pentraxine

und wird kontinuierlich von der Leber synthetisiert, wobei es vor
allem eine Rolle in der Regulierung der Neutrophilen- und
Makrophagenfunktion spielt'®”. Besonders interessant ist hingegen,
dass dem SAP eine antifibrotische Wirkung zugeschrieben wird.
Dies konnte erstmals von Pilling et al.””* demonstriert werden, die
SAP als den Faktor isolierten, der eine Fibrozyten-Differenzierung
im Plasma inhibierte. Aullerdem beobachteten sie, dass Seren von
Sklerodermie- und MCTD (mixed connective tissue disease) -
Patienten weniger gut in der Lage waren, die Fibrozyten-
Differenzierung zu inhibieren, und dass diese Seren auch einen
geringeren SAP-Gehalt aufwiesen.

Die antifibrotische Wirksamkeit von SAP ist auch in dem
Bleomycin-Lungenfibrose-Modell der Maus und der Ratte

nachgewiesen worden®"

. Die Injektion von SAP fiihrte zu einer
geringeren Auspridgung der Fibrose mit signifikant reduziertem
Kollagengehalt, signifikant geringerer Level an a-SMA, und einer
reduzierten Leukozyten-Infiltration im Vergleich zu Méausen und
Ratten, die nur eine Kochsalzinjektion nach der Bleomycin-Gabe
erhalten hatten®'*. Dagegen zeigten Apcs-Knockout-Miuse eine

ausgepragtere Entziindungsantwort mit vermehrter Fibrose im

214 Pilling et al. 2007
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Vergleich zum Wildtyp*"”.

Aufgrund  dieser  Eigenschaften wird SAP als eine
Therapiemoglichkeit fiir IPF-Patienten in Betracht gezogen®'°. Die
Vertraglichkeit von rekombinanten humanen SAP (PRM-151)

7

scheint gegeben zu sein’’’. Auch gibt es Hinweise auf eine

Verbesserung klinischer Marker*'’ sowie einer Reduktion der

1218

Fibrozytenanzahl“'®. Die Effektivitit dieses neuen Therapieansatzes

muss nun in einer klinischen Studie beurteilt werden?'”.

4.8.1. Lavage-Ergebnisse
Durch seine FEigenschaften als antifibrotisch wirksames

150214215 mit bereits beschriebenen Unterschieden im Serum

Protein
von IPF-Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern®”® und auch
in Einklang mit der Arbeitshypothese sind hohe SAP-Spiegel fiir
gesunde Probanden und signifikant erniedrigte SAP-Level fiir IPF-
Patienten erwartet worden.

Dies lieB sich in der vorgelegten Untersuchung leider nicht
reproduzieren. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen

gesunden Spendern und IPF-Patienten. Uberhaupt lieB sich mittels

Mann-Whitney Test kaum ein signifikanter Unterschied zwischen

215 Pilling et al. 2014

216 Gomer 2013

217 van den Blink et al. 2016
218 Dillingh et al. 2013

219 Murray et al. 2011
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den gesunden Spendern und den Fibrose-Patienten ermitteln.
Lediglich zwischen DIP-Patienten und gesunden Probanden gab es
einen signifikanten Unterschied (p=0,0169), dieser ist aber
aufgrund der geringen Probenanzahl der DIP-Patienten vorsichtig
Zu interpretieren.

Zwar deuten Pilling et al.'® an, dass die Unterschiede im SAP-
Gehalt im Serum zwischen gesunden und an einer Fibrose
erkrankten Patienten nur gering zu sein scheinen, um Auswirkung
auf die Fibroseentstehung zu nehmen. Dennoch ist fraglich, ob sich
diese Annahme auf Lavage-Untersuchungen {iibertragen lassen,
zumal in einer spiteren Serum-Untersuchung signifikant geringere
SAP-Konzentrationen bei IPF-Patienten im Vergleich zu gesunden

Spendern beobachtet werden konnten?".
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4.9. Zusammenfassung

Die zuvor postulierte Arbeitshypothese, dass eine verringerte
antioxidative Kapazitit mit einer schlechteren Prognose
vergesellschaftet ist, lie sich gut mit den dargestellten Lavage-
Ergebnissen der Antioxidantien PRDX2 und PRDX6 in Einklang
bringen. Hier zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen
gesunden Spendern, mit dem hdchsten Gehalt an Antioxidans, und
IPF-Patienten, mit einem der niedrigsten Antioxidans-
Konzentrationen. NSIP-Patienten zeigten gegeniiber IPF-Patienten
in der Regel erhohte Konzentrationen an Antioxidantien. Die
anderen untersuchten Entitdten demonstrierten, dass auch auf sie
die Arbeitshypothese angewendet werden kann. Die einzige
Ausnahme ist das Ergebnis der CVD-Patienten in der PRDX2-
Lavageuntersuchung, dessen Ursache aber nicht eruiert werden
konnte.

Bei den anderen untersuchten Antioxidantien (Glutathion
Peroxidase 1, Katalase) sowie Serum Amyloid P liefen sich zwar
Tendenzen erkennen, die fiir die Arbeitshypothese sprechen;
allerdings konnte bei diesen oft kein signifikanter Unterschied
ermittelt werden.

Interessant ist, dass zwar alle Antioxidantien eine Rolle in der
Abwehr von oxidativen Stress haben, diese aber von

unterschiedlicher Relevanz zu sein scheinen: Katalase-'"® und
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Glutathion Peroxidase 1-Knockout Méiuse'®'® zeigten keine
erhohte Anfalligkeit gegeniiber Hyperoxie, wohingegen Prdx6-
Knockout-Méuse'> bereits unter normoxdmischen Bedingungen
eine kiirzere Uberlebensrate aufwiesen im Vergleich zum Wildtyp.
Aus diesen Beobachtungen lésst sich eventuell ein plausibler Grund
konstruieren, warum sich gerade bei PRDX6 solche signifikanten
Unterschiede zwischen den verschiedenen Fibrose-Entititen und
den gesunden Spendern beobachten lief3en.

Das erhoffte Ziel der Charakterisierung dieser Antioxdantien in
verschiedenen Korperfliissigkeiten von Fibrose-Patienten im
Vergleich zu gesunden Probanden war, einen moglichen Biomarker
zu finden, der vor allem bei der Differentialdiagnose von IPF und
NSIP helfen wiirde. Wie bereits erwihnt, kann eine IPF eigentlich
nur mittels chirurgischer Lungenbiopsie definitiv diagnostiziert
werden'. Da oft aber éltere und somit oft Patienten mit Ko- und
Multimorbiditdten betroffen sind, wéire ein Biomarker aus einer
leicht zu gewinnenden Kdrperfliissigkeit wiinschenswert.

Dies ist in dieser Arbeit nur in einem kleinen Umfang gelungen.
Zwar konnten wir zumindest fiir PRDX6 und PRDX2 signifikante
Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen darstellen,
allerdings konnte eine Korrelation mit klinischen Parametern
(DLco, FVC) nicht durchgefiihrt werden, da diese nicht vollstindig

zuginglich waren, und die erhobenen Lungenfunktionswerte
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lediglich eine Momentaufnahme darstellten, die zu einem
unbekannten Zeitpunkt im Krankheitsverlauf erfolgt waren. Auch
stellten sich die untersuchten Patientenkollektive fir EAA- und
Sarkoidose-Patienten eher heterogen dar. Leider ist auch eine
Korrelation mit bekannten Markern fiir oxidativen Stress (8-
Isoprostan, TBARS) nicht gelungen, da dies an der Durchfithrung
verschiedener, nur bedingt zuverldssiger Testsysteme scheiterte,
sodass hier leider keine Hinweise auf einen kausalen
Zusammenhang zwischen erniedrigten Antioxidans-Spiegeln bei
erh6htem oxidativen Stress gegeben werden konnte.

Fiir einen validen Biomarker wire eine prospektive Studie mit
einem dhnlichen oder noch grofleren Patientenkollektiv notwendig,
bei dem unter standardisierten Bedingungen die
Korperfliissigkeiten zu einem  definierten Zeitpunkt im
Erkrankungsverlauf gewonnen werden. Auch wire eine weitere
Probenentnahme im Verlaufe der Erkrankung als sinnvoll zu
erachten. Des Weiteren sollten die klinischen Parameter, die fiir die
Korrelation mit dem Biomarker herangezogen werden, im
Krankheitsverlauf wiederholt standardisiert erfasst werden.
Nichtsdestotrotz gibt die vorgestellte Arbeit weitere Hinweise
darauf, dass in der Pathogenese einer Lungenfibrose ein
Ungleichgewicht zwischen Oxidantien und Antioxidantien

(zugunsten der Oxidantien) zu beobachten ist.
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Zusammenfassung

Die idiopathische pulmonale Fibrose (IPF) ist eine chronisch
fortschreitende Erkrankung der Lunge, die innerhalb weniger Jahre
zum Tode fiihrt und fiir die momentan keine kausale Therapie zur
Verfligung steht. Fiir eine definitive Diagnose dieser Erkrankung ist
eine chirurgische Lungenbiopsie notwendig, um vor allem die IPF
gegeniiber der Differentialdiagnose einer nichtspezifischen
interstitiellen Pneumonie (NSIP) abzugrenzen, welche eine
bedeutend bessere Prognose aufweist und ein vielversprechendes
Ansprechen auf Immunsuppressiva zeigt. Da vor allem aber dltere
Patienten von dieser Erkrankung betroffen sind, liegen oft Ko- oder
Multimorbidititen vor, die einen solchen Eingriff verhindern.
Deshalb wire ein Biomarker aus einer moglichst leicht zu
gewinnenden  Korperfliissigkeit ~ wiinschenswert, um  die
Wahrscheinlichkeit der Diagnose einer IPF zu erhérten, ohne die
Patienten einer rein diagnostischen Lungenbiopsie aussetzen zu
mussen.

Die dieser Arbeit zugrundeliegende Hypothese geht davon aus,
dass eine erniedrigte antioxidative Kapazitdt mit dem Fortschreiten
der Erkrankung und einer schlechteren Prognose vergesellschaftet
ist, wohingegen Erkrankungen, die einen erhohten bzw. im
Vergleich zu gesunden Probanden nicht erniedrigten Gehalt an

Antioxidantien aufweisen, eine bessere Prognose haben.
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Im Rahmen dieser Arbeit sind unterschiedliche Antioxidantien in
BALF- und Serumproben verschiedener Lungenfibrose-Entititen
im Vergleich zu gesunden Spendern charakterisiert worden. Die
eingeschlossenen Fibrose-Entitdten umfassten: IPF, NSIP, CVD
(collagen vascular disease), DIP (desquamative interstitielle
Pneumonie), EAA (exogene allergische Alveolitis), RA
(rheumatoide Arthritis) und Sarkoidose.

Dabei zeigten sich vor allem in den BALF-Untersuchungen der
Antioxidantien Peroxiredoxin 2 (PRDX2) und Peroxiredoxin 6
(PRDX6) teils sehr bis hoch signifikante Unterschiede zwischen
gesunden Probanden und IPF-Patienten. Im Falle von PRDX6
liesen sich auch signifikante Unterschiede zwischen IPF- und
NSIP-Patienten ermitteln. Aber auch die anderen eingeschlossenen
Entitdten wiesen Antioxidans-Spiegel auf, die die Arbeitshypothese
unterstutzten.

Leider konnte keine Korrelation mit klinischen Parametern oder

oxidativen Stress-Markern erfolgen.
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Abstract

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic progressive lung
disease, which leads to death within a few years without any casual
therapy.

It is necessary to perform a surgical lung biopsy in order to confirm
a definite diagnosis of IPF — especially then there is a possibility of
the differential diagnosis fibrotic non-specific interstitial
pneumonia (fNSIP), which has a better prognosis and often a good
response to anti-inflammatory drugs. IPF often occurs in older
adults, so there is a higher probability of co- and multimorbidities,
which determines the possibility to perform a surgical lung biopsy.
Because of these circumstances it would be preferable to have
access to a biomarker, which can be extracted from an easily
obtained body fluid.

The underlying hypothesis of this study is that a decline in
antioxidative capacity is associated with progression of the fibrotic
lung disease and worse prognosis - on the contrary, an increased or
rather not reduced antioxidative capacity in comparison to healthy
individuals is associated with a good prognosis.

In this study, several antioxidants were examined in BALF- and
serum samples from patients with pulmonary fibrosis in
comparison to healthy volunteers. Those pulmonary fibrosis

entities were: IPF, NSIP, CVD (collagen vascular disease), DIP
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(desquamative interstitial pneumonia), EAA (exogenic allergic
alveolitis), RA (rheumatoid arthritis) and sarcoidosis.

Especially PRDX2 and PRDX6 showed significant (p<0,01 up to
p<0,001) differences between healthy volunteers and IPF-patients
in BALF-investigations. In case of PRDX6, there were also
significant (p<0,05) differences between IPF- and fNSIP-patients.
Even the other investigated entities revealed antioxidant levels,
which supported the working hypothesis.

Unfortunately, no correlation between antioxidant levels and

clinical features or oxidative stress markers could be detected.

189



Abkiirzungsverzeichnis

ACE
AECII
AIP
AGE
anti-CCP
ATS
Blk
BSA
BTNL2
Ccop
CTD
CTGF
CuZnSOD
CVD
DAD
DIP
DLco
DM
EAA
ECM
ECSOD
ELF
EMT
ERS
FoxJ1
FVC
GPx1
GSH
HLA
HP
HRCT
HRP

angiotensin converting enzyme
alveolére Typ-II-Zellen

akute interstitielle Pneumonie
advanced glycation end products
anti-cyclic citrullinated peptide
American Thoracic Society

blank

bovine serum albumine
Butyrophilin-dhnliches 2-Gen
kryptogen organisierende Pneumonie
connective tissue disease

connective tissue growth factor
intrazelluldre Form von Superoxiddismutase
collagen vascular disease

diffuse alveolar damage
desquamative interstielle Pneumonie
Diffussionkoeftizient Kohlenmonoxid
Dermatomysositis

exogene allergische Alveolitis
extrazelluldre Matrix

extrazelluldre Superoxiddismutase
epithelial lining fluid
epitheliale-mesenchymale Transformation
European Respiratory Society
Forkhead Box Protein J1

funktionelle Vitalkapazitit

Glutathion Peroxidase 1

Glutathion

human leukocyte antigen
hypersensitivity pneumonia
high-resolution computer tomography
horseradisch peroxidase
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HV
IGN-y
IHC
1P
IL-
ILD
IPAF
IPF
LAP
LIP
MCTD
MIF
MHC
MMP
MnSOD
NAC
NOX
NSB
NSIP
OP
PAMP
Pao,
PGE,
PH
PM
PPFE
PRDX
PSS

RB-ILD

ROS
SLE
SOD
STAT

healthy volunteer

Interferon vy

Immunhistochemie

idiopathische interstitielle Pneumonien
Interleukin

interstitial lung disease

interstitial pneumonia with autoimmune features
idiopathische pulmonale Fibrose

latency associated protein
lymphozytische interstielle Pneumonie
mixed connective tissue disease
Makrophagenmigrationsinhibtorfaktor
major histocompatibility complex
Matrixmetalloproteinasen
mitochondriale Superoxiddismustase
N-Acetylcystein

NADPH-Oxidase

non-specific binding

nicht-spezifische interstitielle Pneumonie
organizing pneumonia
pathigen-associated molecular pattern
partial-aterieller Druck Sauerstoff
Prostaglandin E,

pulmonale Hypertonie

Polymyositis

pleuoparchenymatose Fibroelastose
Peroxiredoxin

progressive systemic sclerosis
rheumatoide Arthritis

Bronchiolitis assoziierte interstitielle Pneumonie
Rheumafaktor

reactive oxygen species

systemischer Lupus erythematodes
Superoxiddismutase

signal transducer and activator of transcription-1
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TA total activity

TBARS Thiobarbituric acid reactive substances
TF tissue factor

TGF-B transforming growth factor 3

TMB Tetramethylbenzidin

TNF-a tumor necrosis factor o

UCTD undifferentiated connective tissue disease
uUIP usual interstitial pneumonia

UPR unfolded protein response

WB Western Blott
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