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1. Einleitung

Die Idiopathische Lungenfibrose (IPF) ist eine progressiv verlaufende und gleichzeitig die
haufigste Form der idiopathischen interstitiellen Pneumonien (IIP), deren Gruppe
interstitielle Pneumonien unbekannter Ursache beinhaltet (Travis et al. 2013), (American
Thoracic Society und European Respiratory Society 2002). Trotz intensiver Forschung ist
der Pathomechanismus der IPF noch nicht restlos aufgedeckt worden. Aktuell wird von
einem Epithelzellschaden mit nachfolgend gestorter Wundheilung innerhalb einer gestorten
epithelial-mesenchymalen Interaktion ausgegangen (Xu et al. 2014), (Wilson und Wynn
2009). Die Prognose ist mit dem medianen Uberleben von 2,5 - 3,5 Jahren nach
Diagnosestellung schlecht (King et al. 2001) und therapeutisch steht man erst am Anfang
einer zielgerichteten Behandlung. Oft bleibt nur eine Lungentransplantation als Ultima Ratio.
Zur Diagnostik der IPF werden in der allgemeinen Praxis bislang invasive Untersuchungen,
wie zum Beispiel die videoassistierte Thorakoskopie (VATS), die bronchoalveolare Lavage
(BAL) und die hochauflosende Computertomografie (HRCT) durchgefihrt. Der Bedarf an
spezifischen, nicht-invasiven Untersuchungsmethoden ist grof3. Die Vorteile kénnten in
einer friihzeitigen Diagnosestellung mit einer schnelleren Therapieeinleitung begriindet
liegen. AuRerdem bestiinde die Mdglichkeit, respiratorische Erkrankungen einfach, schnell
reproduzierbar und kostengulnstig zu tberwachen. Inshesondere kénnten so dem Patienten
unangenehme  Untersuchungen und deren Risiken, wie zum  Beispiel
Gasaustauschstérungen, Blutungen und Pneumonien, erspart bleiben (Effros et al. 2002).

In der ausgeatmeten Luft werden verschiedene Gase und Molekile transportiert, die
mdglicherweise als Biomarker die pathophysiologischen Veranderungen in der Lunge
widerspiegeln kdnnen. lhren Ursprung nehmen sie aus der alveolar bedeckenden
Flussigkeitsschicht (ALF), die als Abwehrbarriere, Gastransport und Medium fur Botenstoffe
fungiert (Kuban und Foret 2013).

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Frage, ob sich die IPF mit nicht-invasiven
Biomarkern in der Ausatemluft diagnostizieren und gegeniber anderen Entitaten abgrenzen
lasst. Zum einen wurde das Gas Stickstoffmonoxid (NO) untersucht, das bereits bei
Asthmapatienten Kklinisch genutzt wird (Kharitonov et al.), (Franklin et al.), (American
Thoracic Society und European Respiratory Society 2005). Zum anderen wurden

Prostaglandin E 2 und 8-Isoprostan im Atemkondensat untersucht.



1.1 Definition und Klassifikation der interstitiellen
Lungenerkrankungen

Die interstitiellen Lungenerkrankungen (ILD) umfassen eine grolRere Gruppe von
Lungenerkrankungen, die tber eine diffuse Narbenbildung des Lungeninterstitiums zu einer
Fibrose fuhren (Cushley et al. 1999). Diese Gruppe an Erkrankungen wird auch als Diffus
Parenchymatdse Lungenerkrankung (DPLD) bezeichnet.

Je nachdem, ob die zugrundeliegende Ursache bekannt ist oder nicht, kann man die ILDs
dementsprechend gliedern. Die Abbildung 1 soll einen Uberblick tiber die wichtigsten
Entitaten der ILDs vermitteln. In der vorliegenden Arbeit werden alle Entitaten, die klinisch
zur Verfigung standen, mit Hauptaugenmerk auf die IPF erlautert.

Interstitielle Lungenerkrankungen

Bekannte Ursachen: Unbekannte Ursachen:
- Pneumokoniosen - Sarkoidose
- Kollagenosen / Vaskulitiden
- Exogen Allergische Alveolitis (Connective Tissue Disease:
(EAA) CTD-ILD)
- ILDs durch Medikamente IP: - _
und Bestrahlung - IPF »EE[EQ;Zf:nd
-NSIP - W g 6
- ARDS: Acute respiratory distress - AIP | akut/subakut [~ major
Syndrome -COp | verlaufend
- RB-ILD | Zigarettenrauch
-DIP | assoziiert -
-LIP
- Pleuroparenchymale "rare”

Fibroelastosis

-Nicht-klassifizierbare 1IP

Abbildung 1: Interstitielle Lungenerkrankungen: Schematische Abbildung der wichtigsten ILDs.
NSIP: Nicht-spezifische Interstitielle Pneumonie, AIP: Akut Interstitielle Pneumonie, COP: Kryptogen
Organisierende Pneumonie, RB-ILD: Respiratory bronchiolitis ILD, DIP: Desquamativ Interstitielle
Pneumonie, LIP: Lymphozytéare Interstitielle Pneumonie. Modifiziert nach (Travis et al. 2013),
(American Thoracic Society und European Respiratory Society 2002).



1.2 Idiopathisch Interstitielle Pneumonien

Eine heterogene  Gruppe unbekannter Ursache unter den interstitiellen
Lungenerkrankungen bilden die idiopathisch interstitiellen Pneumonien (lIP) (Travis et al.
2013), (American Thoracic Society und European Respiratory Society 2002). Bei den IIP
fuhrt ein inflammatorischer und fibrotischer Umbauprozess zu parenchymatésen Schaden
in der Lunge und letztendlich zu einer Fibrose (Cushley et al. 1999).

Nach der ATS/ERS-Klassifikation 2013 beinhaltet die IIP die folgenden Typen: Die IPF, die
Desquamative Interstitielle Pneumonie (DIP), die respiratory bronchiolitis-ILD (RB-ILD), die
Akute Interstitielle Pneumonie (AIP), die Nicht-spezifische Interstitielle Pneumonie (NSIP)
und die Kryptogen Organisierende Pneumonie (COP) (American Thoracic Society und
European Respiratory Society 2002), (Travis et al. 2013).

Diese sechs Typen gehéren zu den haufigen IIP, der sogenannten "major" Gruppe, die man
wiederum in die chronisch fibrosierenden (IPF und NSIP), in die akut oder subakut
verlaufenden (COP und AIP) sowie in die Zigarettenrauch-assoziierten (RB-ILD und DIP)
gruppieren kann (Travis et al. 2013). In die "rare" Gruppe gehodren die ldiopathische
Lymphozytare Interstitielle Pneumonie (iLIP) und die Idiopathische Pleuroparenchymale
Fibroelastose (iPPFE). Bis auf die DIP und die RB-ILD, die sicher im Zusammenhang mit
Nikotinabusus stehen, haben alle anderen Entitaten eine ungeklarte Atiologie und werden
als idiopathisch bezeichnet (Travis et al. 2013). Zuletzt gibt es noch die nicht-
klassifizierbaren 1IP (American Thoracic Society und European Respiratory Society 2002),
(Travis et al. 2013). Bei allen IIPs wird eine interdisziplinare Zusammenarbeit zwischen
Pneumologen, Radiologen und Pathologen zur Diagnosefindung gefordert (Travis et al.
2013).

1.2.1 Idiopathisch Pulmonale Fibrose

Die IPF ist die haufigste (Coultas et al. 1994) und am schwerwiegendsten verlaufende 1P,
deren histopathologisches  Kennzeichen die  heterogene  Fibrosierung  mit
Fibroblastenzellnestern darstellt (Raghu et al. 2011). Sie ist definiert als eine chronische
Form der interstitiellen Lungenentziindung unbekannter Ursache, die vorzugsweise im
hoheren Lebensalter auftritt (Raghu et al. 2011). In den meisten Fallen schreitet die
Erkrankung kontinuierlich fort (Gross und Hunninghake 2001), wobei der Verlauf variabel

ist. Durch den Progress der chronischen Fibrosierung kommt es zu dem Bild einer



restriktiven Ventilationsstérung mit einer verschlechterten respiratorischen Situation und
einer vermehrten Atemarbeit (Martinez et al. 2000).

Das mittlere Uberleben liegt zwischen drei und sechs Jahren (Douglas et al. 2000), (Gribbin
etal. 2006), (Plessen et al. 2003), (King et al. 2001) und es steht bis jetzt keine ausreichende
Therapie zur Verfigung (Raghu et al. 2011).

Neben der sporadischen IPF wird auch eine seltenere familiare Form der IPF beschrieben,
bei der definitionsgemal zwei oder mehr Mitglieder einer Familie erkrankt sein missen
(Raghu et al. 2011), (Marshall et al. 2000), (Hodgson et al. 2002), (Bitterman et al. 1986).
Einige genetische Mutationen wurden bereits festgestellt (Mutationen in Surfactant Protein
C Wang et al. 2009, Nogee et al. 2001 und A2 Wang et al. 2009 sowie in der Telomerase
Armanios et al. 2007, Mushiroda et al. 2008). In der Regel erkranken die Patienten in einem
friheren Lebensalter, beziglich der klinischen Auspragung konnte jedoch kein Unterschied
festgestellt werden (Marshall et al. 2000), (Ravaglia et al. 2014).

1.2.1.1 Klinische Manifestation, Diagnostik und Therapie

Zu den typischen Klinischen Zeichen der IPF zahlen eine ungeklarte chronische
Belastungsdyspnoe, unproduktiver Husten, bibasildres inspiratorisches Knisterrasseln
(Sklerosiphonie) sowie Uhrglasnégel und Trommelschlegelfinger (Douglas et al. 2000),
(King et al. 2001), (Tukiainen et al. 1983).

Objektivierbar ist die pulmonale Verschlechterung in der restriktiven Lungenfunktion mit
einer verminderten Vitalkapazitat (VC), einer verminderten totalen Lungenkapazitat (TLC)
sowie mit einer eingeschrankten Diffusionskapazitat fur CO (DLCO) (American Thoracic
Society und European Respiratory Society 2002), (Raghu et al. 2011). Auf3erdem sind eine
subjektiv zunehmende Dyspnoe in der Borg-Skala (Schwartz et al. 1994) und eine
verminderte Gehstrecke im Sechs-Minuten-Gehtest (6 MGT) mit verminderter
Sauerstoffsattigung (Sa0O.) messbar (Flaherty et al. 2006). In der Blutgasanalyse (BGA) sind
Veranderungen, wie eine Hypoxie und Hyperkapnie, feststellbar (Nava und Rubini 1999).
Der klinische Verlauf der IPF ist variabel (Collard et al. 2007), (Carrington et al. 1978), (Kim
et al. 2006). Die IPF kann relativ stabil, schleichend progredient oder rasch progredient
verlaufen. Gehaufte Exazerbationen kdénnen zu einer schnellen Krankheitsprogression
fuhren und einen fatalen Ausgang nehmen (Collard et al. 2007). Die Lebensqualitat héngt

am starksten von der Schwere der Dyspnoe ab (Martinez et al. 2000).



Die Patienten versterben an respiratorischem Versagen und / oder Komorbiditaten
(Tukiainen et al. 1983), (Gross und Hunninghake 2001), (Nava und Rubini 1999).
Begleiterkrankungen, wie die Pulmonale Hypertonie mit einer Rechtsherzbelastung, dem
gastro-0sophagealen Reflux (Hershcovici et al. 2011), dem obstruktiven Schlafapnoe
Syndrom (OSAS), Ubergewicht und Emphysementwicklung haben eine wichtige Bedeutung
und kénnen das Uberleben beeinflussen (Raghu et al. 2011), (American Thoracic Society
und European Respiratory Society 2002).

In der evidenzbasierten Richtlinie zur Diagnose und Management der IPF aus dem Jahr
2011 werden folgende Kriterien zur Diagnosestellung formuliert (Raghu et al. 2011):

1. Andere bekannte Ursachen fir eine ILD, wie zum Beispiel berufliche Umwelteinflisse,
systemische Erkrankungen aus beispielsweise dem rheumatologischen Formkreis oder
viralen Ursprungs sowie Medikamente und Bestrahlung, missen ausgeschlossen sein
(American Thoracic Society und European Respiratory Society 2002), (American Thoracic
Society 2000).

2. Im HRCT liegt einwandfrei ein definitives UIP-Muster (usual interstitial pneumonia) vor.
Es existieren drei mogliche Gruppen fir die Wahrscheinlichkeit eines UIP-Musters
(definitiv-mdglich-nicht vereinbar). Ein definitives UIP-Muster prasentiert sich beidseits
subpleural bis basal als retikulares Muster mit Honigwaben (honeycombing) sowie
mdglichen Traktionsbronchiektasen. Bei Patienten mit einem definitiven UIP-Muster im
HRCT ist eine offene Lungenbiopsie zur Diagnosestellung entbehrlich (Johkoh et al. 1999a),
(Raghu et al. 2011).

3. Nachweis eines histopathologischen UIP-Musters, gekennzeichnet durch eine
Komplexfibrosierung mit Aufhebung der Lungenstruktur, welche mit oder ohne Honigwaben
besonders subpleural und paraseptal auftritt. Weiter charakteristisch sind fleckige
Fibrosierungen im Parenchym mit Fibroblastennestern, den sogenannten fibroblast foci, und
das Fehlen anderer Zeichen, die fir andere Diagnosen sprechen wiirden, wie zum Beispiel
hyaline Membranen, Granulome oder eine peribronchiovaskulare Lokalisation (Katzenstein
und Myers 1998), (Travis et al. 2000), (Raghu et al. 2011).

Die Genauigkeit der Diagnose erhdht sich deutlich durch eine interdisziplindre Diskussion
unter Beteiligung erfahrener Pneumologen, Radiologen und Pathologen (Raghu et al.
2011).

Therapeutisch stand lange Zeit kein effizientes Medikament zur Verfiigung. Zunachst

wurden unter der Vermutung einer zugrundeliegenden chronischen Inflammation Steroide



und Zytostatika eingesetzt. Es konnte jedoch kein Uberlebensvorteil beobachtet werden
(Raghu et al. 2011), (Raghu et al. 2012b). Zahlreiche Studien wurden gefiihrt, in denen
versucht wurde, die bei der IPF pathologisch veranderten Signalwege und Effektormolekile
zu blockieren. Eine Beeinflussung der Erkrankungsprogression oder der Mortalitat konnte
jedoch nicht erreicht werden (Inhibition von: Tumornekrosefaktor o (TNFa) (Etanercept)
(Raghu et al. 2008), Endothelin (Bosentan) (King et al. 2011), Thrombin (inhalatives
Heparin) (Markart et al. 2010), (Warfarin) (Noth et al. 2012), platelet derived growth factor
(PDGF) (Imatinib) (Daniels et al. 2010)).

N-Acetyl-Cystein (N-ACC) fungiert als Vorlaufer des Antioxidans Glutathion und greift somit
in den oxidativen Stress der IPF ein (Gillissen und Nowak 1998). In der IFIGENIA-Studie
(Demedts et al. 2005) konnte  eine  signifikante  Abmilderung  der
Lungenfunktionsverschlechterung unter N-ACC in Kombination mit Azathioprin und
Prednisolon beobachtet werden (Demedts et al. 2005), (Raghu et al. 2011). In der
darauffolgenden PANTHER-IPF Studie (Raghu et al. 2012a) wurde ein Studienarm
aufgrund von erhohter Mortalitéat mit dieser Dreierkombination abgebrochen (Albera et al.
2013) und in der Monotherapie mit N-ACC wurde kein signifikanter Unterschied im Hinblick
auf die FVC-Veranderung zum Placeboarm beobachtet (Martinez et al. 2014). Dennoch wird
N-ACC haufig klinisch angewendet, besonders in Kombination mit Langzeitsauerstoff und
Pirfenidon (Cottin 2014).

Erste Erfolge bezlglich des Krankheitsprozesses wurden mit der Substanz Pirfenidon erzielt
(Adamali und Maher 2012), (Arai et al. 2014), (Noble et al. 2011), der eine anti-fibrotische
Wirkung beigemessen wird (Gunther et al. 2012). Die Zulassung hat Pirfenidon 2011 fir die
Behandlung der leichten bis mittelschweren IPF in der Europaischen Union erhalten
(InterMune Deutschland GmbH 15.03.2012) sowie im Oktober 2014 in den USA (Roche
16.10.2014). Die RECAP Studie konnte ein positives Nebenwirkungsprofil auch im
Langzeitverlauf fiir Pirfenidon beobachten (Cottin und Maher 2015).

Neue Therapieansatze zielen auf die gestorten, fibrotischen Wundheilungsprozesse ab, zu
denen unter anderem Nintedanib (BIBF 1120) zahlt (Richeldi et al. 2014b). Dieser
Tyrosinkinasen-Inhibitor blockiert intrazellular die Signalwege von platelet derived growth
factor receptor (PDGFR), vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR) und
fibroblast growth factor receptor (FGFR) (Richeldi et al. 2014a), (Hilberg et al. 2008).
Weitere experimentelle Zielmolekule sind IL-13 (Tralokinumab) (Murray et al. 2014), Integrin
avp6 (STX-100) (Adamali und Maher 2012), PAR1 (Scotton et al. 2009), F X (Scotton et al.
2009), Angiotensin Il (Konigshoff et al. 2007) und DDAH2 (Pullamsetti et al. 2011)).



Unter die nicht-medikamentdse Therapie fallt die Langzeit-Sauerstoff Therapie und die
pulmonale Rehabilitation, die einen positiven Einfluss auf die Gehstreckendistanz im 6 MGT
und die Lebensqualitat nehmen kann (Raghu et al. 2011). Wichtig ist auch die Vermeidung
von Infektionen durch praventive ImpfmafRnahmen und friihzeitige Antibiotikagabe (Raghu
etal. 2011). Auch die Mdglichkeit einer Lungentransplantation sollte bei infrage kommenden
Patienten in Erwagung gezogen werden (Raghu et al. 2011). Das mediane Uberleben nach
einer Lungentransplantation betragt 4,5 Jahre (International Society for Heart & Lung
Transplantation 2014).

1.2.1.2 Epidemiologie

Untersuchungen zur Epidemiologie beruhen zum gréf3ten Teil auf retrospektiven Studien
von Sterberegistern oder ICD Codes. Die Daten sind mit Problemen behaftet, da zum
Zeitpunkt der Studiendurchflihrung meist keine validen Diagnosekriterien vorhanden waren
und damit auch andere IIP untersucht worden sein kodnnten. Die Studien haben sehr
unterschiedliche Populationen untersucht (Lander, wie Mexiko, Finnland, England und die
USA), sodass eine Vergleichbarkeit der Studien schwierig ist.

Am haufigsten erkranken Manner im fortgeschrittenem Lebensalter zwischen dem
sechzigsten und siebzigsten Lebensjahr (Gribbin et al. 2006), (Scott et al. 1990), (Raghu et
al. 2006), (Raghu et al. 2011), (Plessen et al. 2003), (lwai et al. 1994), (Schweisfurth et al.
2003). In der englischsprachigen Literaturtibersicht von Nalysnyk et al. wurden 15 Studien
zur Prévalenz und Inzidenz der IPF untersucht. Dabei wurde eine Pravalenz in den USA
von 14-27,9 pro 100.000 und in Europa von 1,25-23,4 pro 100.000 Einwohner geschéatzt
(Nalysnyk et al. 2012). Die jahrliche Inzidenz liegt in den USA zwischen 6,8-8,8 pro 100.000
und in Europa zwischen 0,22-7,4 pro 100.000 Einwohner (Nalysnyk et al. 2012).

Das mittlere Uberleben nach Diagnosestellung schwankt zwischen 3,9 (Gribbin et al. 2006)
- 4,1 Jahre (Plessen et al. 2003).

1.2.1.3 Pathogenese

Der Name IPF impliziert, dass die Atiologie und der genaue Pathomechanismus der
Erkrankung nicht geklart sind. Die Fibrose resultiert aus der vermehrten Synthese von

extrazellularer Matrix (EZM), hier besonderes einer vermehrten Kollagenansammlung.



Histopathologisch erkennt man die typischen fibroblast foci, die kontraktile Myofibroblasten
beinhalten (Gross und Hunninghake 2001).

Selman et al. haben das Konzept eines alveoldren Schadens mit einer abnormen
Wundheilung etabliert (Selman und King T. E., Pardo A. 2001), (Geiser 2003). In der dabei
vorliegenden gestorten epithelialen-mesenchymalen Interaktion (Selman und Pardo 2002)
kommt es zu einem Nebeneinander von sich in Apoptose befindenden und hypertrophierten
Typ Il Pneumozyten (Glnther et al. 2012). Dazu passend, hat Uhal et al. die Apoptose von
hyperplastischen Epithelzellen beobachtet, die benachbart zu den fibroblast foci liegen
(Uhal et al. 1998). Letztendlich fuhrt die Pneumozyt Il Apoptose Uber verschiedene
Reparatur-Mechanismen zu einer Vielzahl von pro-fibrotischen Antworten (Gunther et al.

2012).
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Abbildung 2: Pathogenese der IPF: Epithelialer Zellschaden durch endogene und exogene
Ursachen mit fibrotischer Antwort. PN: Pneumozyt, EMT: Epithelial-mesenchymale Transmission,
EZM: Extrazellulare Matrix. Modifiziert nach (Camelo et al. 2014), (Wynn 2011).

Wodurch jedoch der Typ Il Pneumozyt in den programmierten Zelltod getrieben wird, bleibt
spekulativ. Endogen kénnte erhéhter und verlangerter endoplasmatischer Retikulum Stress
(ER-Stress) eine Rolle spielen (Glinther et al. 2012). Dieser tritt zum Beispiel aufgrund von
genetischen Mutationen auf, die zum fehlerhaften Prozessieren von Proteinen und zu DNA-

Schaden durch sich verkirzende Telomerasen fihren (Glunther et al. 2012).



In der familidren Form der IPF wurden verschiedene Mutationen beschrieben, wie zum
Beispiel die der Telomerasen (TR) und ihrer Reversetranskriptase (TERT) (Armanios et al.
2007), (Mushiroda et al. 2008). Diese Mutationen fuihren zur stéandigen Verkirzung der
Telomere, was folglich zu einem chronischen DNA-Schaden fuhrt (Alder et al. 2008),
(Armanios et al. 2007). Weitere Mutationen wurden fir die Gene der Surfactant Proteine A
und C (SP-A und SP-C) beschrieben (Wang et al. 2009). Dabei fuihrt die Akkumulation des
mutierten und missgefalteten SP-C im Typ Il Pneumozyten (Nogee et al. 2001) zur
Auslésung von ER-Stress, der durch sekundéare Hits, wie zum Beispiel Virusinfektionen
(Bridges et al. 2006), noch aggraviert werden kann. Dieser chronische ER-Stress treibt die
Typ Il Pneumozyten letztendlich in die Apoptose (Guinther et al. 2012).

Auch bei der sporadischen IPF liegt ein erhdhter ER-Stress vor, der ebenfalls zur Apoptose
der Typ Il Pneumozyten fuhren kann (Korfei et al. 2008). Was aber der auslésende Grund
fur den erhohten ER-Stress in der sporadischen IPF ist, bleibt fraglich. Der Typ Il Pneumozyt
ist durch seine hohe sekretorische Leistung als Surfactant Produzent erhéhtem ER-Stress
ausgesetzt (Korfei et al. 2008). Auch hier kénnten Virusinfektionen ihren Beitrag zu einem
erhdhten ER-Stress leisten (Korfei et al. 2008).

Nicht zu vernachlassigen sind exogene Faktoren, wie Zigarettenrauch, oxidativer Stress
(Cullinan und Diehl 2006), (Kuwano et al. 2003), (Waghray et al. 2005), Viren, inhalierte
Partikel (Camelo et al. 2014) und Gastro-Osophagealer Reflux (Camelo et al. 2014),
(Hershcovici et al. 2011), (Tanjore et al. 2012), (Gross und Hunninghake 2001), (Selman
und Pardo 2006).

Oxidativer Stress ist durch ein Ungleichgewicht zwischen der Produktion von reaktiven
Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies (RNS) sowie anti-oxidativer Abwehr
gekennzeichnet (Robert Koch-Institut 2008). ROS und RNS verursachen einen direkten
Schaden an DNA, Proteinen und Lipiden, sodass die Membranintegritat und -fluiditat
beeinflusst werden (Churg 1996). Myofibroblasten von IPF-Patienten produzieren zum
Beispiel tUber transforming growth factor-g1 (TGF-B1) reichlich Wasserstoffperoxid (H202)
und schadigen damit die Typ Il Pneumozyten (Waghray et al. 2005). Aulderdem werden
weniger Zytokine fur die epitheliale Migration und Proliferation aus dem Fibroblasten
ausgeschittet, wie zum Beispiel der hepatocyt growth factor (HGF) (Marchand-Adam et al.
2006), (Prasad et al. 2014).



Folglich fuhren diese standigen Epithelzellverletzungen zu einem Regenerationsverlust des
Typ Il Pneumozyt. Alternative Reparaturmechanismen werden uber die gestorte epithelial-
mesenchymale Interaktion vermittelt, die zu einer profibrotischen Antwort mit einer
Anhé&ufung von Myofibroblasten fiihren (Xu et al. 2014). Verschiedene Anséatze versuchen
zu klaren, wie es nach dem Typ Il Pneumozyten Schaden beziehungsweise seiner Apoptose
zu einer Fibrose-Antwort kommt (Giinther et al. 2012).

Einerseits kann es zu einer epithelial-mesenchymalen Umwandlung (epithelial
mesenchymal transition: EMT) kommen, bei der unter Einwirkung von TGF-B1 Typ |l
Pneumozyten zu Myofibroblasten transdifferenzieren kénnen (Willis et al. 2005), (Chapman
2011). Dieser Transit wird moglicherweise Uber lokal produzierte Gerinnungsfaktoren, wie
zum Beispiel dem Faktor zehn (FX) (Scotton et al. 2009), Faktor zwei (FIl) (Wygrecka et al.
2013) und sieben (FVII) (Wygrecka et al. 2011), via TGF-f1 und protease-activated
receptors (PAR) reguliert.

Residente Fibroblasten kdnnen sich durch PDGF aus Thrombozyten und TGF-f1 und TNFa.
zu Myofibroblasten differenzieren (Selman und Pardo 2006).

Eine andere Mdglichkeit ist die Invasion von zirkulierenden Fibrozyten in die geschadigte
Lunge durch Zytokine (Moeller et al. 2009), (Phillips et al. 2004).

Allgemein anerkannt ist die Tatsache, dass Typ Il Pneumozyten als eine Art Progenitorzelle
von Epithelzellschaden dienen (Selman und Pardo 2006). Inwieweit der Epithelschaden
durch die Rekrutierung von Progenitorzellen oder BM-MSC (bone-marrow mesenchymal
stem cells) die epitheliale Wundheilung in IPF-Patienten verursacht wird, ist noch fraglich
(Xu et al. 2014), (Camelo et al. 2014), (Rojas et al. 2005).

AulRerdem konnte eine Immortalitdét von Fibroblasten zu einer vermehrten Fibrose mit
gestorter Heilung fuhren (Xu et al. 2014). Dabei handelt es sich wahrscheinlich um eine
Apoptose-Resistenz, die Uber eine Histon-Modifikation mit erniedrigter Fas-Rezeptor-
Expression erfolgt (Huang et al. 2013).

Ein anderer Ansatz ist darauf ausgerichtet, dass durch den Untergang der Typ |l
Pneumozyten das Gleichgewicht zwischen pro-fibrotischen und anti-fibrotischen Mediatoren
gestort wird. Der Fibroblasten kontrollierende Mediator Prostaglandin E 2 (PGE2) ist zum
Beispiel erniedrigt (Okunishi et al. 2011), (Glnther et al. 2012), (Maher et al. 2010). Zu den
pro-fibrotischen Zytokinen gehéren: TGF-B (Gauldie et al. 1999), connectiv tissue growth
factor (CTGF) (Yang et al. 2014), PDGF (Chambers 2008), Faktor zehn (FX) (Scotton et al.
2009), FGFb (Prasad et al. 2014), Angiotensin Il via Angiotensin Rezeptor 2 (Kénigshoff et
al. 2007), FVII (Wygrecka et al. 2011) und Faktor lla (Wygrecka et al. 2013).
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Weitere wichtige Schauplatze der Pathogenese sind Ungleichgewichte des Immunsystems
(Tha/Th2 Antwort) (Wynn 2011), der Koagulation (tissue factor), Fibrinolyse (Plasmin,
Urokinase) und Anti-Fibrinolyse (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor: PAI 1 und 2) (Selman und
Pardo 2002), (Chambers 2008) der Angiogenese (Hanumegowda et al. 2012) sowie des
Auf- und Abbaus der EZM (Matrixmetalloproteinasen: MMP / tissue inhibitors of
metalloproteinasen: TIMP) (Craig et al. 2014), (Selman und Pardo 2002), (Nkyimbeng et al.
2013), (Wynn 2011).

1.2.2 Nicht-spezifische Interstitielle Pneumonie

Katzenstein und Fiorelli haben 1994 fiir nicht genau zuordnungsfahige histopathologische
Befunde die Gruppe der NSIP geschaffen (Katzenstein und Fiorelli, 1994). Diese Form hat
eine bessere Prognose als die IPF und unterscheidet sich von den anderen
histopathologischen Befunden der IIP (Katzenstein und Fiorelli, 1994), (Daniil et al. 1999),
(Travis et al. 2000). Klinisch zeigt sich die NSIP sehr vielfaltig, genauso wie die
histologischen Biopsien, die von leichten Inflammationen bis zur ausgepragten homogenen
Fibrose reichen und damit eine eindeutige Klassifizierung erschweren (Katzenstein und
Fiorelli, 1994), (Travis et al. 2000), (American Thoracic Society und European Respiratory
Society 2002). Hauptsymptome der NSIP sind Dyspnoe, Husten, Fatigue und
Gewichtsverlust. Uhrglasnagel und Trommelschlegelfinger treten weniger haufig auf als bei
der IPF (Cottin et al. 1998). Insgesamt sind die Patienten mit einer NSIP jiunger als die IPF-
Patienten, im Median befinden sie sich zwischen dem 40.-50. Lebensjahr (Daniil et al. 1999).
In der BAL kann sich eine Lymphozytose oder ein gemischtes Bild aus erhthten
Lymphozyten, Neutrophilen und / oder Eosinophilen zeigen (American Thoracic Society und
European Respiratory Society 2002), (Cottin et al. 1998). Im Rontgen-Thorax werden basale
bilaterale fleckige Infiltrate beschrieben (American Thoracic Society und European
Respiratory Society 2002). Im HRCT zeigt sich die NSIP sehr vielgestaltig, wobei die
Haupteigenschaft das symmetrische bilaterale Milchglas subpleural darstellt. Weiter knnen
irregulare Linien, fleckige retikulare Verdichtungen und Traktionsbronchiektasen
vorkommen. Honigwaben und Konsolidationen sind weniger haufig zu finden (American
Thoracic Society und European Respiratory Society 2002), (Cottin et al. 1998).
Histopathologisch kann man die NSIP anhand des Fibrosierungsgrades beziehungsweise

der Zellularitat in einen zellularen oder einen fibrotischen Typ einteilen (Katzenstein und
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Fiorelli, 1994; Travis et al. 2000). Beim zellularen Typ erkennt man zunachst eine milde bis
moderate interstitielle chronische Inflammation mit Lymphozyten und Plasmazellen. In
Bereichen der Inflammation erscheinen Hyperplasien von Typ Il Pneumozyten (Travis et al.
2000). Dieser histologische Typ hat eine ausgezeichnete Prognose (Travis et al. 2000). Die
NSIP vom fibrosierenden Typ fasst Lungenbiopsien zusammen, die ausschlief3lich eine
Fibrose aufweisen und welche fibrosierende Anteile mit zellularer Inflammation zeigen
(Travis et al. 2000). Dieser fibrosierende Typ zeigt eine dichte bis lockere interstitielle
Fibrose, die schwer von der IPF zu unterscheiden ist (Travis et al. 2000). Die
Langzeitprognose des fibrosierenden Typs der NSIP ist wesentlich schlechter, sodass
dieser wichtige Unterschied eine Differenzierung zwischen dem zellularen und
fibrosierenden Typ unabdingbar macht (Travis et al. 2000). Anders als bei der IPF findet
man hier nicht die typischen fibroblast foci (Travis et al. 2000). Falls ein NSIP Muster in der
Biopsie gefunden wird, sollte man grundlich nach den potenziellen Ursachen suchen, denn
die NSIP kann die beginnende Manifestation einer Kollagenose oder einer EAA darstellen
(Cottin et al. 1998). Oftmals ist es schwierig, klinisch zwischen der NSIP und der IPF zu
unterscheiden, sodass man auf eine histologische Sicherung angewiesen ist (Fang et al.
2012). In einer proteomischen Analyse von IPF- und fibrosierenden NSIP-Proben wurden
hohere Schutzmechanismen vor oxidativem Stress und ER-Stress bei der fibrotischen NSIP
beschrieben, welches moglicherweise den entscheidenden Unterschied zwischen den
Entitaten darstellt (Korfei et al. 2013).

1.2.3 Kryptogen Organisierende Pneumonie

Der Name COP wird, anstelle der Bronchiolitisch Obstruierend Organisierenden Pneumonie
(BOOP) bevorzugt verwendet (American Thoracic Society und European Respiratory
Society 2002). Zur Namensgebung hat das histopathologische Bild beigetragen, das sich
durch die Proliferation und Organisation von Bindegewebs-Knospen im Lumen der
Bronchioli auszeichnet (Geddes 1991), (Davison et al. 1983), (Epler et al. 1985), (King
1992), (American Thoracic Society und European Respiratory Society 2002). Die chronische
Inflammationsreaktion der Alveolarwand spiegelt sich in der Infiltration von Lymphozyten,
Plasmazellen, Neutrophilen und Eosinophilen wider (Davison et al. 1983). Die COP kann

als subakute Inflammationsreaktion auf verschiedene Stimuli verstanden werden, wobei in
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den meisten Fallen die Ursache ungeklart bleibt (Geddes 1991). Zu den geklarten Ursachen
zéhlen Erkrankungen aus dem rheumatischen Formkreis und Sekundarreaktionen nach
Infektionen (American Thoracic Society und European Respiratory Society 2002).
Epidemiologisch zeigt sich keine geschlechtliche Tendenz, Nichtraucher sind h&ufiger
betroffen als Raucher (King 1992), (American Thoracic Society und European Respiratory
Society 2002). Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt zwischen dem 50.-60.
Lebensjahr (Cordier et al. 1989), (King 1992). Hauptsymptome sind Husten, Atemlosigkeit,
Gewichtsverlust und der subakute Beginn nach grippedhnlichen Symptomen. In der
Auskultation ist ein Knisterrasseln zu horen, Uhrglasnagel und Trommelschlegelfinger treten
kaum auf (Miller et al. 1987), (Cordier et al. 1989), (King 1992). In der Lungenfunktion zeigt
sich ein restriktives Ventilationsmuster, die DLCO ist vermindert (Mller et al. 1987). In der
Bildgebung erkennt man diffuse und inhomogene Atemwegs-Konsolidationen (Muller et al.
1987), (Cordier et al. 1989), (King 1992), die besonders subpleural und oder
peribronchovaskular ausgebildet sind (Lee et al. 1994). Es kdnnen auch Milchglas-Tribung
und Knotchen auftreten (Lee et al. 1994). In der BAL zeigt sich eine unspezifische
Lymphozytose (King 1992). Es besteht eine gute Ansprache auf eine orale Steroidtherapie,
wobei ein Ruickfall haufig zu verzeichnen ist. Dennoch beinhaltet die COP eine gute
Prognose (King 1992), (Davison et al. 1983).

1.2.4 Akut Interstitielle Pneumonie

Die AIP ist eine rasch progressiv verlaufende IIP mit einer sehr hohen Mortalitat, die bei
50% und mehr liegt (Olson et al. 1990), (Katzenstein et al. 1986). Als Erstes beschrieben
wurde diese akut fulminante Form der IIP von Hamman und Rich und wurde folglich als
Hamman-Rich Syndrom bezeichnet (Askin 1990).

Das histopathologische Bild ist bei diffusem alveolarem Schaden (DAD) nicht von dem des
acute respiratory distress syndrome (ARDS), das durch Sepsis oder Schock ausgel6st wird,
zu unterscheiden (American Thoracic Society und European Respiratory Society 2002),
(Katzenstein et al. 1986). Im Unterschied hierzu hat die AIP allerdings keine bekannten
Ursachen (Katzenstein et al. 1986). Histopathologisch betrachtet, handelt es sich beim DAD
um einen akuten Schaden des Alveolarepithels. In der exsudativen Phase kommt es durch
die akute Schadigung zu einer erhghten Permeabilitét, zu einem interstitiellen Odem und
zur Ausbildung von hyalinen Membranen und Thromben in kleinen pulmonalen Arterien. In

der folgenden Organisationsphase treten Fibroblasten-Proliferation ohne wesentliche
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Kollagenablagerung und Typ Il Pneumozyten Hyperplasien auf (Olson et al. 1990), (Johkoh
et al. 1999b), (Katzenstein et al. 1986), (Katzenstein und Myers 1998).

Das geschlechtliche Verhéltnis ist ausgeglichen und das mittlere Erkrankungsalter liegt um
das 50. Lebensjahr (Olson et al. 1990). In der Lungenfunktion zeigt sich eine restriktive
Ventilationsstorung mit reduzierter Diffusionskapazitat. Bei vielen Patienten ist eine
Prodromalsymptomatik erkennbar, bei der folgende Symptome zu beobachten sind:
Dyspnoe, Tachypnoe, Husten und Fieber, welche in nur wenigen Tagen zum
respiratorischen Versagen fuihren (Olson et al. 1990), (Katzenstein et al. 1986), (Katzenstein
und Myers 1998). Eine Hypoxie entwickelt sich schnell und ist meist nicht durch
Sauerstoffsubstitution auszugleichen, sodass die Patienten beatmungspflichtig werden
(Olson et al. 1990). Im Rontgen-Thorax sind bilaterale Infiltrate erkennbar (Olson et al.
1990), auRerdem werden im HRCT Milchglas, Traktionsbronchiektasen und ein verformtes
Lungengerust sichtbar (Johkoh et al. 1999b). Es sind einige wenige Falle beschrieben, bei
denen der initiale alveolare Schaden tiberstanden wird und das Uberleben nicht beeinflusst

wurde (Katzenstein et al. 1986). Bis jetzt gibt es keine etablierte Therapie.

1.2.5 Respiratory bronchiolitis-ILD

Die RB-ILD gehoért zu den 1IP mit dem histopathologischen Bild der respiratorischen
Bronchiolitis. Dieses Krankheitsbild wurde zuerst von Niewoehner et al. 1974 beschrieben
(Niewoehner et al. 1974). Die RB-ILD und die DIP stellen die Nikotin-assoziierten IIP dar.
Bei der RB-ILD treten pigmentierte intraluminale Makrophagen in den Bronchioli respiratorii
auf (Niewoehner et al. 1974), (Myers et al. 1987). Im Unterschied zur DIP sind diese
Makrophagen-Ansammlungen weiter proximal gelegen (Myers et al. 1987). Weiter tritt in der
Submukosa und peribronchial eine Infiltration von Lymphozyten und Histiozyten auf. Eine
milde peribronchiale Fibrose reicht bis in benachbarte Alveolarsepten, die begrenzt sind von
hyperplastischen Typ Il Pneumozyten (American Thoracic Society und European
Respiratory Society 2002). Die DIP stellt eine wesentlich intensivere Form dar. Patienten
mit einer RB-ILD sind zumeist asymptomatisch oder zeigen unspezifische respiratorische
Symptome (Niewoehner et al. 1974). In der Fallbeschreibung von Myers et al. von 1987
zeigt sich das Bild der RB-ILD bei stark aktiven Rauchern (mehr als 30 Packungsjahre)

(Myers et al. 1987). Es handelt sich um eine Erkrankung des jiingeren Menschen mit einem
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mittleren Erkrankungsalter von 36 Jahren, haufiger sind Manner betroffen (Myers et al.
1987), (Katzenstein und Myers 1998). Die haufigsten Symptome sind Husten und Dyspnoe
ohne das Auftreten von Trommelschlegelfinger oder Uhrglasnagel (Myers et al. 1987),
(Katzenstein und Myers 1998). Im Rontgen-Thorax zeigen sich Bronchialwandverdickungen
(Heyneman et al. 1999), diffus fein-retikulare Verdichtungen, bilaterale Pleuraverdickungen
und bibasilare Atelektasen (Myers et al. 1987). Im HRCT zeigen sich zentrilobulare
Knotchen, Milchglas-Tribung und selten eine milde Fibrose (Heyneman et al. 1999). In der
Lungenfunktion kann eine gemischte restriktive/obstruktive Ventilationsstorung sichtbar
werden, genauso wie eine moderate Diffusionsstérung (Myers et al. 1987). Die obstruktive
Komponente kann durch ein meist begleitendes zentrilobuldres Emphysem erklart werden
(Heyneman et al. 1999), (American Thoracic Society und European Respiratory Society
2002). Die Prognose ist sehr gut, die meisten Patienten zeigen nach Beendigung des

Nikotinabusus keine Symptome mehr (Heyneman et al. 1999), (Myers et al. 1987).

1.2.6 Desquamative interstitielle Pneumonie

Liebow et al. beschreiben als Erste die DIP in einem Case Report (Liebow et al. 1965).
Dabei waren sie der Annahme, dass abgeschilferte Typ Il Pneumozyten in den
Alveolarraumen zu finden seien (Liebow et al. 1965). Spater stellten sich diese Zellen als
intraalveolare Makrophagen-Ansammlungen heraus, die besonders alveolar auftreten. Die
Makrophagen beinhalten ein feingranulares braunliches Raucherpigment und es zeigt sich
eine kubische Typ Il Pneumozyten Hyperplasie (Travis et al. 2000), (Katzenstein und Myers
1998). Weitere Charakteristika sind die milde bis moderate fibrotische Verdickung der
Alveolarsepten und die milde lymphozytéare Inflammation (Travis et al. 2000), (Katzenstein
und Myers 1998). In seltenen Fallen kann die DIP auch bei Nichtrauchern auftreten (Craig
et al. 2004), (Travis et al. 2000). Fir einige Autoren sind die DIP und die RB-ILD anatomisch
benachbarte Manifestationen derselben Krankheit (Katzenstein und Myers 1998).

Am haufigsten sind rauchende Manner zwischen dem 40.-50. Lebensjahr betroffen (Liebow
et al. 1965), (Carrington et al. 1978), (Katzenstein und Myers 1998). Klinisch prasentieren
sich folgende langsam einschleichende Symptome: Dyspnoe, Husten und Gewichtsverlust
(Liebow et al. 1965), wobei Trommelschlegelfinger und Uhrglasnégel nur teilweise auftreten

(Carrington et al. 1978), (Katzenstein und Myers 1998). In der Lungenfunktion kann

15



moglicherweise eine leichte Restriktion mit moderat verminderter Diffusionskapazitat
erkannt werden (Katzenstein und Myers 1998), (Liebow et al. 1965). Radiologisch fallt in
den unteren Lungenabschnitten eine Milchglas-Trubung auf (Liebow et al. 1965). Die
Prognose ist generell gut, den Patienten werden Nikotinentzug und eine Steroidtherapie
nahegelegt. Die Zehnjahrestiberlebensrate liegt bei 70 % (Katzenstein und Myers 1998),
(Carrington et al. 1978).

1.2.7 Nicht-klassifizierbare IIP

In der ATS/ERS-Klassifikation von 2002 wird eine Gruppe der nicht-klassifizierbaren IIP
aufgefuhrt, bei der es auch nach ausfihrlicher Diagnostik nicht zu einer zufriedenstellenden
Zuordnung zu einer IIP kommt (American Thoracic Society und European Respiratory
Society 2002), (Travis et al. 2013). Dieser Fall kann dann auftreten, wenn zum Beispiel
wichtige Befunde nicht zur Diagnosestellung herangezogen werden kénnen oder aber eine
grol3e Diskrepanz zwischen den unterschiedlichen Befunden besteht (Ryerson et al. 2013),
(American Thoracic Society und European Respiratory Society 2002), (Travis et al. 2013).

Insgesamt machen sie circa 10 % der ILD aus (Ryerson et al. 2013).

1.3 Andere untersuchte ILD

1.3.1 Sarkoidose

Die Sarkoidose ist eine Multisystemerkrankung, die als Hauptmanifestationsort die Lungen
befallt und deren Ursache nicht geklart ist (lannuzzi und Fontana 2011). Sie gehért zu den
granulomatdsen Erkrankungen und ist gekennzeichnet durch das Auftreten mehrkerniger,
nicht-verkasender Riesenzellgranulome (lannuzzi und Fontana 2011). Die Diagnose
Sarkoidose kann dann gestellt werden, wenn die klinischen und radiologischen Befunde
durch die nicht-verkdsenden Granulome bestéatigt werden und andere Ursachen
ausgeschlossen wurden (Hunninghake et al. 1999).

Als Lofgren-Syndrom wird die akute Sarkoidose bezeichnet, die unter anderem durch eine
Sprunggelenksarthritis, das Erythema nodosum, eine bihilare Lymphadenopathie und eine

hohe Spontanheilungsrate gekennzeichnet ist. Bei der chronischen Form, die recht
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unspezifisch mit Husten, Thoraxschmerz und Dyspnoe verlauft, kann es bis zur Auspragung
einer Lungenfibrose kommen (lannuzzi und Fontana 2011).

Meistens erkranken Frauen zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr daran, wobei auch die
ethnischen Herkunft von Bedeutung ist (Rybicki et al. 1997), (Baughman et al. 2001),
(lannuzzi und Fontana 2011). In der BAL sind eine CD4/CD8-Erhohung (Winterbauer et al.
1993), im Labor ein erhéhter ACE-Spiegel (Lieberman 1975), (lannuzzi und Fontana 2011)
und eine Hyperkalzdmie zu erkennen (Harrell und Fisher 1939), (Baughman et al. 2001). In
der Lungenfunktion werden eine restriktive Ventilationsstorung und eine erniedrigte
Diffusionskapazitat beschrieben (Baughman et al. 2001), (lannuzzi und Fontana 2011). Je
nach Auspragung der Lymphadenopathie wird die Sarkoidose mittels Rontgen-Thorax in
funf Stadien nach Scadding unterteilt (Scadding 1961). Therapeutisch herrscht noch
Uneinigkeit Uber die Dauer und Hohe der Steroidtherapie, sie ist allerdings die primare

Therapie, gefolgt von Methotrexat (lannuzzi und Fontana 2011), (Schutt et al. 2010).

1.3.2 Exogen Allergische Alveolitis

Die EAA ist eine durch eine Vielzahl von organischen Stauben ausgeltste allergische
Erkrankung, die bei suszeptiblen Menschen zur Ausbildung von préazipitierenden IgG (Typ
IIl) und einer zellgebundenen Reaktion (Typ IV nach Coombs und Gell) fiihrt (Calvert et al.
1999), (Bourke et al. 2001). Zu dem Spektrum der auslésenden Partikel gehdren unter
anderem Vogelfedern, Sagespane sowie Pilzsporen aus schimmligem Heu, Késerinde, und
Klimaanlagen. Haufig sind Manner im mittleren Lebensalter betroffen, wobei Raucher
weniger haufig erkranken (Bourke et al. 2001). Die akuten Symptome (circa vier Stunden
nach Exposition und innerhalb von 24-48 Stunden wieder abklingend) sind grippeahnlich
mit Fieber, Abgeschlagenheit, Reizhusten und Dyspnoe (Bourke et al. 2001), (Fink et al.
1968). Auskultatorisch zeigen sich eine bibasildre Sklerosiphonie, im Labor eine
Leukozytose und eine retikulonodulare Zeichnungsvermehrung im Roéntgen-Thorax (Bourke
et al. 2001). In der Lungenfunktion erkennt man eine Reduktion der Volumina sowie in der
BGA einen gestérten Gasaustausch (Kokkarinen et al. 1993). In der BAL stellt man einen
erniedrigten CD4/CD8-Quotienten fest (Barrios et al. 1987). Histologisch erkennt man eine
nicht-verkasende granulomatése Entziindung mit Lymphozyten und mehrkernigen
Riesenzellen in den distalen Lungenabschnitten (Pérez-Padilla et al. 1996). Bei anhaltender

Exposition kann sich eine chronische Lungenfibrose mit einem Cor Pulmonale entwickeln.
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Therapeutisch sollten an erster Stelle die Expositionsprophylaxe stehen und im akuten
Stadium eine Steroidtherapie eingeleitet werden (Bourke et al. 2001).

1.3.3 Fibrosen innerhalb des rheumatoiden Formkreises

Lungenfibrosen, die sich aufgrund einer vorhandenen rheumatischen Erkrankung
entwickeln, bezeichnet man als connective tissue disease-associated ILD (CTD-ILD)
(Fischer und Du Bois 2012).

Die CTD ist durch zirkulierende Antikdrper und einen autoimmunvermittelten Organschaden
charakterisiert (Solomon und Fischer 2013), (Lauretis et al. 2011). Zu dieser heterogenen
Gruppe zahlen die systemische Sklerodemie, Polymyositis/Dermatomyositis, der
systemische Lupus erythematodes, das Sjorgen Syndrom, gemischte Kollagenosen, die
Rheumatoide Arthritis und die Vaskulitiden (Solomon und Fischer 2013). Haufig entspricht
das histopathologische Muster in CTD-ILD dem der NSIP oder dem der UIP (Solomon und
Fischer 2013). Es gibt aber auch CTL-ILD mit organisierender Pneumonie (OP), DAD- und
LIP-Mustern (Lauretis et al. 2011). CTD-ILD sind mit einer besseren Prognose verbunden
als lIP, da hier anti-inflammatorische und immunsuppressive Therapieansatze zu Verfligung
stehen (Vij und Strek 2013).

In den untersuchten Kollektiven traten zwei Kollagenosen (undifferenzierte Kollagenose und
ein systemische Sklerodermie) und zwei Vaskulitiden auf (Wegener-Granulomatose und
eine MPO-Vaskulitis = Mikroskopische Polyangiitis), diese werden fortan mit Koll./Vask.

abgekdrzt.

1.4  Andere chronische Lungenerkrankungen

In der vorliegenden Arbeit wurden auch andere chronische Lungenerkrankungen erfasst.
So zum Beispiel Asthma, COPD, Bronchialkarzinom, Infekte, Pneumokoniose (Steinkohle

Werk) und Patienten mit einer pulmonalen Hypertonie.

Das Allergische Asthma ist eine chronisch inflammatorische Erkrankung des atopischen
Formkreises, welche die Atemwege betrifft. Es kommt bei suszeptiblen Individuen zu einer
reversiblen Bronchialobstruktion mit anfallsartiger Luftnot und gesteigerter bronchialer
Sekretion und Dyskrinie (Buhl et al. 2006). Die Folge der persistierenden
Atemwegsentziindung ist ein airway remodeling mit Verdickung der Bronchialwande sowie

einer Atemwegshyperreagibilitat (Kharitonov und Barnes 2006).
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Die Chronisch Obstruktive Bronchitis ist gekennzeichnet durch eine nicht oder nicht
vollstdndige reversible Bronchialobstruktion, die mafigeblich durch Zigarettenrauch
ausgelost wird (Vogelmeier et al. 2007). Hierbei kommt es zu einer chronischen
Inflammation der Bronchien mit chronischem Husten und Schleimproduktion sowie zum Teil

auch zur Ausbildung eines Emphysems (Kubar und Foret 2013).

Das Bronchialkarzinom ist ein h&ufiger Tumor in Europa, die Inzidenz liegt bei 52 pro
100.000 Personen pro Jahr. Insgesamt sind mehr Manner als Frauen betroffen. Es wird in
einen kleinzelligen und einen nicht-kleinzelligen Typ eingeteilt. Zu dem letztgenannten Typ
zahlen histologisch das Adeno-, das Plattenepithel- und das Grof3zellige-Karzinom. Es ist
besonders durch seine friihe Metastasierung und die spate Diagnosestellung
gekennzeichnet. Es kann anhand der TNM-Klassifikation in vier Stadien eingeteilt werden,
je nach Stadium entscheidet sich dann die Therapie, wobei in den meisten Fallen keine

kurative Therapie mehr moglich ist (Goeckenjan et al. 2011).

1.5 Der Alveolare Lining Fluid (ALF)

Der evolutionare Ubergang vom Wasser zum Land hat zu der Entwicklung einer
verkleinerten und in den Kérper verlagerten Lunge gefiihrt, ein Vorgang, der eine besondere
Herausforderung an den Gasaustausch stellte (Fronius et al. 2012). So entwickelten sich
spezialisierte, metabolisch aktive Typ Il Pneumozyten und die circa 50 pm dinne
Alveolarepithelzell bedeckende Flissigkeitsschicht (Fronius et al. 2012), (Kubarn und Foret
2013). Der ALF besteht hauptsachlich aus einem Plasma Ultrafiltrat und dem von Typ Il
Pneumozyten produzierten Surfactant (Wilson 2005). Die Aufgabe des Surfactant, eines
Gemisches aus Phospholipiden und Proteinen, ist es, die Oberflachenspannung
herabzusetzen und einen Kollaps der Alveolen in der Endexspiration zu verhindern
(Ldllmann-Rauch 2003). Weiter beinhaltet der ALF eine Anzahl an anti-mikrobiellen
Komponenten (Lysozym, Immunglobuline, Surfactant Proteine A und D, Defensin und
Zytokine), die fiir die Abwehr von inhalierten Partikeln und Mikroorganismen zur Verfligung
stehen (Wilson 2005), (Fronius et al. 2012). Eine weitere wichtige Aufgabe des ALF ist der
Schutz vor Austrocknung der Alveolarzellen (Fronius et al. 2012). Somit bilden insgesamt
vier Schichten die Blut-Luft-Schranke von Iluminal nach peripher aufgezahlt: ALF,

Alveolarepithel, Basallamina und Endothelzellen (Fronius et al. 2012).
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1.6 Stellenwert invasiver und nicht-invasiver Untersuchungen
bei Screening und Verlaufsbeobachtung pneumologischer
Erkrankungen

Ein grol3es wissenschaftliches Interesse richtet sich auf die Erforschung von nicht-invasiven
Untersuchungsmethoden der Lunge, die eine einfache und frihzeitige Diagnosestellung
erlauben (Horvéath et al. 2005).

Der ALF enthalt méglicherweise eine Vielzahl an Mediatoren, die eine pathophysiologische
Veranderung anzeigen konnten. Mit den Methoden der BAL, Sputum- und Atemkondensat-
Sammlung (exhaled breath condensate: EBC) wird versucht, diese Veranderungen im ALF
widerzuspiegeln (Kuban und Foret 2013).

Die erwahnten Methoden reprasentieren den ALF allerdings nur indirekt, sodass seine
genaue Zusammensetzung bislang nicht vollstandig erfasst wurde (Kubarn und Foret 2013).
Ziel der gegenwartigen Untersuchung ist es, spezifische Biomarker zu finden, die eine
veranderte Physiologie im ALF anzeigen und im klinischen Alltag einsetzbar sind (Vignola
et al. 2002).

1.6.1 BAL-Gewinnung

Die Gewinnung der BAL ist eine verlassliche und standardisierte Methode, den ALF des
unteren respiratorischen Trakts zu mobilisieren (Jackson et al. 2007), (Costabel und
Guzman 2001), (Haslam und Baughman 1999). Dabei werden zellulare und azellulare
Anteile unterschieden. Die BAL wird unter Lokalanasthesie mithilfe eines flexiblen
Bronchoskops durchgefiihrt und birgt Risiken (Cherniak et al. 1990), (Totsch et al. 2007),
(Effros et al. 2004). Allein die Durchfiihrung der Bronchoskopie und die Installation von
Kochsalzlésung fiihren zu einer Reizung und stellen somit eine invasive Methode dar (van
der Vaart, H. et al. 2006), (Balbi et al. 2007), (Jackson et al. 2007). Die Spilung von sub-
segmentalen Bronchien kann nur relativ unspezifisch den Ort von pathophysiologischen
Prozessen widerspiegeln und beinhaltet einen unbestimmten Verdinnungsfaktor (Balbi et
al. 2007). Die BAL-Gewinnung ist nicht beliebig wiederholbar und sollte im Kontext der
klinischen Daten interpretiert werden (Totsch et al. 2007). Nichtsdestotrotz hat sich die BAL

klinisch etabliert und wird routinemafig bei verschiedenen ILD, wie der Sarkoidose und der
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IPF, angewandt (American Thoracic Society 2000), (Reynolds 2000), (Hunninghake et al.
1999).

1.6.2 Sputum-Gewinnung

Die Sputum-Gewinnung kann schnell durchgefihrt werden, wobei der Patient mit
Bronchodilatatoren und einem hyperosmolaren Kochsalz Aerosol vorbehandelt wird (Raulf-
Heimsoth 2010), (Kubah und Foret 2013), (Kharitonov und Barnes 2001). Anwendung findet
die Sputum-Gewinnung grof3tenteils im mikrobiologischen Bereich (zum Beispiel im
Rahmen der TBC-Diagnostik). Es ist eine sichere Methode, die durch das Vorhandensein
einer Leitlinie standardisiert ist (Djukanovic et al. 2002). Es kann allerdings zu
transitorischen Verénderungen mit einer Erhéhung der Neutrophilen kommen (Holz et al.
1998), die insgesamt eine Reizung der physiologischen Verhdaltnisse darstellt (van der
Vaart, H. et al. 2006), (Balbi et al. 2007), (Holz et al. 1998). In manchen Fallen kommt es
sogar zum Spasmus der Bronchien (Kharitonov und Barnes 2001). Letztendlich bleibt der
Ort der Probenentnahme unspezifisch und die Wiederholbarkeit der Probengewinnung
eingeschrankt (Holz et al. 1998), (Effros et al. 2004). Somit kann man die induzierte Sputum-

Gewinnung eher als semi-invasive Methode bezeichnen.

1.6.3 Atemkondensat

Das Atemkondensat (EBC) wird gesammelt, indem der exhalierte Atem abgekuhlt wird und
in einem Sammelréhrchen kondensiert (Kharitonov und Barnes 2006), (Kuban und Foret
2013). Es besteht die starke Vermutung, dass Veranderungen innerhalb der EBC-
Zusammensetzung pathophysiologische Veranderungen im ALF anzeigen koénnen
(Montuschi 2005), die als Biomarker mit dem EBC transportiert werden (Quirce et al. 2010),
(Horvath et al. 2005).

1.6.3.1 Entstehung und Zusammensetzung des Atemkondensats

Die Hauptbestandteile des EBC stellen kondensiertes Wasser, volatile Molekiile und nicht-
volatile Molekile dar (Horvath et al. 2005). Wéahrend der Exspiration diffundieren volatile
Molekule und Wasserdampf direkt vom epithelialen Flissigkeitsfilm (der Alveolen und der
Atemwege) in die Ausatemluft (Effros et al. 2012), (Liang et al. 2012).
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ALF: Alveolare Flissigkeitsschicht
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Exspiratorischer Atemfluss
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Tropfchen: Nicht-volatile Biomarker
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Volatile Biomarker
\

Abbildung 3: Entstehung des Atemkondensats: Entstehung von volatilen und nicht-volatilen
Anteilen des EBC. Madifiziert nach (Liang et al. 2012) und (Effros et al. 2012).

Die nicht-flichtigen Molekile haben ebenfalls ihren Ursprung im bedeckenden Film der
Atemwege (Effros et al. 2012), (Liang et al. 2012), (Effros et al. 2002), (Davis et al. 2012),
(Gessner et al. 2001) und sind hydrophob (Horvath et al. 2005). Sie gelangen
wahrscheinlich als Tropfchen in die Ausatemluft, indem sie entweder durch die
Ubertragenden Kréfte von Turbulenzen vom ALF abgerissen werden (Davis et al. 2012) oder
beim Wiederdffnen von verschlossenen Alveolen entstehen (Davis et al. 2012), (Holmgren
et al. 2013), (Johnson, G., R. wund Morawska 2009). Die letztgenannte

Entstehungsmdglichkeit wird in der aktuellen Literatur favorisiert.

1.6.3.2 Beurteilung des EBC

Bei der EBC-Sammlung werden weder Flissigkeiten in den Atemtrakt installiert noch grofe
instrumentale Aufwande betrieben, die zu einer Irritation der Atemwege fiihren kénnten. Der
ALF bleibt wahrend der EBC-Sammlung unbeeintrachtigt, wahrend es bei der Lavage zum
abrupten Spulen und Aspirieren des ALF kommt (Effros et al. 1990). Dadurch kann das
Verfahren selbst bei Lungenkranken und beatmeten Patienten angewendet werden
(Horvéth et al. 2005), (Kharitonov und Barnes 2001), (Jackson et al. 2007). Insgesamt ist

das EBC als eine schnelle (Liang et al. 2012), gunstige und komplikationslose Methode
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(Liang et al. 2012), (Horvath et al. 2005) mit einem grof3en Potenzial fur die Diagnosefindung
und Therapiekontrolle zu bewerten (Vignola et al. 2002).

Dennoch bleibt das methodische Verfahren bislang begrenzt (Kubar und Foret 2013). So
fehlen zum Beispiel standardisierte Sammelbedingungen und grofRe Studien, um
Referenzwerte von gesunden Personen zu etablieren (Balbi et al. 2007). Auch eine
Standardisierung des EBC-Gerats ware vonnodten, die das Design, das
Oberflachenmaterial, die Kihlungstemperatur und die Ventilationsparameter vereinheitlicht
(Kuban und Foret 2013).

Die exhalierten Mediatoren haben eine unterschiedliche Stabilitat (Horvath et al. 2005).
Damit sind Schwierigkeiten in der Lagerung und Aufarbeitung der EBC verbunden (Leung
et al. 2006). AulRerdem konnen orale Speichel- oder nasopharyngeale Kontaminationen
beim EBC auftreten (Jackson et al. 2007).

Die Fraktion der nicht-volatilen Tropfchen im EBC scheint von Mensch zu Mensch
verschieden und von vielen Faktoren abhangig zu sein (Balbi et al. 2007), (Jackson et al.
2007). Demnach wird fur die Vergleichbarkeit von EBC-Markern zwischen Individuen nach
einem Verdunnungsfaktor beziehungsweise einem inneren Standard gesucht (Balbi et al.
2007). Dies ist jedoch noch nicht ausgereift, sodass bereits die longitudinale Interpretation
mit der relativen Anderung von EBC-Markern vorgeschlagen wurde (Quirce et al. 2010),
(Balbi et al. 2007).

Beim Nachweis mit kommerziellen Enzym- und Radioimmunassays (EIA und RIA) liegen
viele Biomarker nahe ihres Detektionslimits, sodass der Bedarf an sensitiveren Assays und
Methoden, wie der Massenspektrometrie (MS) und der
Hochleistungsflissigkeitschromatografie (HPLC), gegeben ist (Balbi et al. 2007), (Horvéath
et al. 2005). Diese spezifischeren und sensitiveren Referenzmethoden sind allerdings teuer
und zeitintensiv (Roberts und Morrow 2000). Andere Arbeitsgruppen haben jedoch eine gute
Nachweisbarkeit mit kommerziellen ELISA erhalten, auch die Wiederholbarkeit der
Messergebnisse war gegeben (Jackson et al. 2007).

Die aufgefuihrten Storfaktoren erschweren die Reproduzierbarkeit (Jackson et al. 2007),
(Leung et al. 2006) und Vergleichbarkeit von Ergebnissen, was die Beurteilung schwierig
gestaltet. Trotz seines grof3en klinischen Potenzials und intensiver Erforschung ist das EBC
bis jetzt noch nicht in die klinische Routine gelangt und lasst viele Fragen offen (Quirce et
al. 2010), (Horvath et al. 2005), (Vignola et al. 2002), (Balbi et al. 2007), (Kubar und Foret
2013).
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1.6.4 Lungenfunktionsparameter

Die Lungenfunktionsparameter konnen mit einer kombinierten Spirometrie (Atemvolumina)
und Bodyplethysmografie bestimmt werden. Restriktive Verédnderungen in der
Lungenfunktion sind typisch, aber nicht spezifisch fir die IPF. Ein grofl3er Vorteil der
Lungenfunktion besteht darin, dass sie nicht-invasiv ist. Aul3erdem ist sie schnell
durchzufiihren und in vielen Klinik verfigbar. Nachteilig ist, dass einige Parameter
mitarbeitsabh&ngig vom Patienten sind. Zur Differenzierung zwischen den verschiedenen
ILDs reicht die Lungenfunktionsmessung nicht aus (Chetta et al. 2004), jedoch ist sie in dem
Mal3 hilfreich, dass man respiratorische Verschlechterungen oder eine Abnahme der
Gasaustauschleistung longitudinal bewerten kann, um dann zum Beispiel
Therapieentscheidungen zu treffen (Chetta et al. 2004).

Bei der Progression der Fibrose und Zunahme der Restriktion zeigt sich eine Erniedrigung
der Totalen Lungenkapazitat (TLC) und der Vitalkapazitat (VC) (Chetta et al. 2004). Ein
reduziertes Uberleben ist bei IPF-Patienten dann zu erwarten, wenn die jahrliche Abnahme
der VC groRer als 10 % ist oder die DLCO mehr als 20% abnimmt (Hanson et al. 1995).
Durch Verlust und Verdickung der Gasaustauchflache kommt es zur Abnahme der
Diffusionskapazitat fir CO (DLCO und KCO) und somit zu einem gestérten Gastransport
(Chetta et al. 2004).

Weitere prognostische Aussagekraft liegt in der Gehstreckendistanz und der BGA im 6
MGT. Diese Tests werden haufig als Funktionstests im Zuge der Lungenfunktionsdiagnostik
durchgefuihrt. Mura et al. haben gezeigt, dass die Gehstrecke als relativer Vergleichswert in
% im 6 MGT zum Diagnosezeitpunkt ein wichtiger Faktor fiir das Uberleben darstellt (Mura
et al. 2012).

1.7 Biomarker fir interstitielle Lungenerkrankungen

Es folgt eine Ubersicht tiber die Biomarker, die potenziell zur Diagnostik einer ILD infrage
kommen. Mégliche Kompartimente, diese Biomarker zu untersuchen, sind das periphere
Blut, BALF, EBC und der exhalierte Atem. Aktuell gibt es keine validierten Biomarker, die
routinemanig fir IPF-Patienten benutzt werden (Vij und Noth 2012).
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1.7.1 Exhaliertes Stickstoffmonoxid (NO)

Das fraktionierte exhalierte Stickstoffmonoxid (FeNO) kann mit kommerziell erhaltlichen,
tragbaren Messgeréten detektiert werden. Das chemische Messverfahren beruht auf der
Chemilumineszenz, bei der unter der Reaktion von NO und Ozon Lichtquanten detektiert
werden (Silkoff et al. 2006), (American Thoracic Society und European Respiratory Society
2005).

1.7.1.1 Herkunft und Biochemie des NO

Stickstoffmonoxid besteht aus einem Stickstoffmolekil und einem Sauerstoffmolekul, die
mit einer Doppelbindung miteinander verbunden sind. Es entsteht bei der Umsetzung der
Aminosaure L-Arginin zu L-Citrullin durch die NO-Synthetase (NOS) (Alderton et al. 2001),
(Gustafsson et al. 1991). Die NOS kommen in vielen verschiedenen Zelltypen vor
(Epithelzellen aus den Alveolen und den Atemwegen, Makrophagen, Neutrophile,
Eosinophile, Mastzellen, Endothelzellen und glatte Muskelzellen) (Liang et al. 2012). Es gibt
drei verschiedene Isotypen von NOS, zu denen die endotheliale (eNOS, NOS3), die
neuronale (NNOS, NOS1) und die induzierbare NO-Synthetase (iINOS, NOS2) gehdren
(Moncada et al. 1991). Die beiden erstgenannten NOS werden konstitutiv gebildet, sind
kalziumabhéangig und bilden physiologisch kleine Mengen an NO (Kharitonov und Barnes
2001), (Hansel et al. 2003). Die iINOS stellt dahingegen eine induzierbare Isoform dar und
produziert wahrend einer Inflammationsreaktion groRe Mengen NO (Moncada et al. 1991).
NO ist ein wichtiger physiologischer und pathophysiologischer Botenstoff, der zu den
reaktiven Stickstoffspezies (RNS) zahlt (Moncada 1999). Im pulmonalen System hat NO
vaso- und bronchodilatatorische (Belvisi et al. 1992), neurotransmitterahnliche und
inflammatorische Eigenschaften (Cameli et al. 2014). Im vaskularen System spielt NO als
Regulator des Blutflusses und -drucks eine wichtige Rolle (Hansel et al. 2003), wahrend es
als Teil der nicht-spezifischen Immunantwort von aktivierten Makrophagen ausgeschiittet
wird, um lokal zu einer Vasodilatation und Entziindungsreaktion zu fihren (Moncada et al.
1991). So wird die INOS von Zellen der Abwehr durch Zytokine gebildet (TNFa und
Interferon-y ) (Warner et al. 1995), sodass grof3e Mengen an NO und RNS gebildet werden
(Hansel et al. 2003), (Dworski 2000), (Liang et al. 2012). Hierzu gehoéren Nitrit (NO3’), Nitrat
(NOy), 3-Nitrotyrosin (3-NT) und S-Nitrosothiole (RS-NO) (Kubar und Foret 2013). NO kann
mit reaktiven Sauerstoffspezies reagieren und Peroxylnitrit (ONOO") bilden (Dworski 2000).

Diese RNS fuihren zu einer direkten Zellschadigung, sodass NO als Marker fir oxidativen
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Stress eine Bedeutung hat (American Thoracic Society und European Respiratory Society
2005) und in Zusammenhang mit gestorter Wundheilung steht (Schwentker et al. 2002). Die
Abbildung 4 prasentiert eine Ubersicht tiber die Entstehung von NO und RNS.

NADP* NADPH

RS-NO
<&
/ NOZ- .

Reaktive
L-Arginin L-Citrullin + m NO.- Stickstoff
0, 3 Spezies

(RNS)

n &/ onoo resin_, 5\ |

H,0,

Abbildung 4: Oxidativer und nitrogener Stress: Entstehung von reaktiver nitrogener Spezies
(RNS) und reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). NO als Ausgangsprodukt fir RNS. RS-NO: S-
Nitrosothiole, 3-NT: 3-Nitrotyrosin, NO2: Nitrat, NOsz: Nitrit, Oz Superoxidanion, SOD:
Superoxiddismutase, H202: Wasserstoffperoxid. Modifiziert nach (Kubar und Foret 2013), (Alderton
et al. 2001).

1.7.1.2 Beurteilung von FeNO als Biomarker

Der groRRe Vorteil der FeNO-Messung ist, dass sie komplett nicht-invasiv, kostengunstig,
schnell und einfach durchzuftihren ist. Aul3erdem ist sie intensiv erforscht worden, sodass
ein standardisiertes Vorgehen existiert (American Thoracic Society und European
Respiratory Society 2005), (Silkoff et al. 2006).

Die geringe Tagesvariabilitat, die gute Durchflhrbarkeit und die Wiederholbarkeit der
Methode (Kharitonov et al. 2003), (Kharitonov 2004) machen die FeNO Messung zu einem
validierten klinischen Werkzeug (Balbi et al. 2007). FeNO wird zur Diagnose von
eosinophiler Atemwegsinflammation (Silkoff et al. 2006), (Dweik et al. 2011) und zur
Bestimmung der Steroidansprache bei chronischer Atemwegsinflammation empfohlen,
hierbei liegt der Schwerpunkt auf dem Erkennen unndtiger Steroidtherapien (Dweik et al.
2011). Im klinischen Alltag wird es als zusatzlicher nitzlicher Test angesehen, um bei

Asthmapatienten den Inflammationsprozess sowie die Therapiekontrolle zu tGberwachen
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(Smith et al. 2004), (Kharitonov und Barnes 2006), (Beck-Ripp et al. 2002). Es besteht die
Maoglichkeit, dass der Patient selbststandig im h&uslichen Setting die Messungen durchfuhrt
(Kharitonov 2004), (Silkoff et al. 2006). Es wurden bereits Studien vertffentlicht, die
Referenzwerte angeben (Travers et al. 2007), jedoch werden Cut-off-Werte fir die
Interpretation bevorzugt verwendet (Dweik et al. 2011).

Nichtdestotrotz bleibt es fraglich, ob die Anwendung von FeNO als Biomarker auf weitere
Atemwegserkrankungen tbertragbar ist (Kharitonov und Barnes 2001), (Silkoff et al. 2006),
(Quirce et al. 2010). Im Hinblick auf den Gebrauch bei ILDs sind einige Untersuchungen
bereits durchgefiihrt worden, so konnten zum Beispiel erhdhte FeNO-Werte bei EAA- und
IPF-Patienten nachgewiesen werden (Guilleminault et al. 2013), (Paredi et al. 1999).

1.7.2 Mogliche Biomarker im EBC - Arachidonsé&ure-Derivate

Die Arachidonsaure ist eine mehrfach ungesattigte Omega-6-Fettsaure, die sich zwischen
den Phospholipiden der Zellmembran befindet und einen hydrophoben Charakter hat. Sie
wird durch die Aktivitat der Phospholipase A freigesetzt und durch die Cyclooxygenase
(COX 1 oder 2) oder die 5-Lipoxygenase umgesetzt (siehe Abbildung 5) (Tesfaigzi et al.
2001), (Kawahara et al. 2014). Auf dem erstgenannten Weg entstehen so die folgenden
Prostaglandine: Thromboxan A; (TXAy), Prostazyklin (PGI,) und PGA,, PGD,, PGE; und
PGF,,. Diese Prostaglandine setzen uUber einen G-Protein gekoppelten Rezeptorweg
verschiedene biologische Wirkungen um. Im Gegensatz dazu sind Isoprostane Isomere der
Prostaglandin (Roberts und Fessel 2004), die auf nicht-enzymatischem Weg mittels
Peroxidation entstehen (Roberts und Morrow 1996). Uber den Lipoxygenaseweg entstehen
Leukotriene (Tesfaigzi et al. 2001), (Kawahara et al. 2014).
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Abbildung 5: Arachidonsaure-Wege: Arachidonsaurederivate aus der Phospholipiddoppelschicht.
Moadifiziert nach (Liang et al. 2012), (Morrow et al. 1990) und (Tesfaigzi et al. 2001).

1.7.2.1 8-Isoprostan

Das 8-Isoprostan ist, chemisch betrachtet, relativ stabil, es entsteht in vivo und ist ein
spezifischer Marker fiir oxidativen Stress (Pratico et al. 2001), (Janssen 2001). Es unterliegt
kaum taglichen Schwankungen (Wang et al. 1995) und hat eine Halbwertszeit von wenigen
Minuten (Basu 1998).

Ist der Korper oxidativem Stress ausgesetzt, entsteht durch Peroxidation der
Arachidonsaure 8-Isoprostan. Ursachlich sind radikale Sauerstoffspezies (wie zum Beispiel
RNS, siehe 1.7.1.1 Herkunft und Biochemie des NO), die unabhangig vom COX-Weg zu
der Peroxidation fihren (Morrow et al. 1990), (Montuschi et al. 1999), (Pratico et al. 2001),
(Janssen 2001).

Das 8-Isoprostan kann entweder aus freier Arachidonsaure oder aber an Phospholipiden
der Zellmembran Uber Ester gebunden sein. Die Letztgenannten bilden die Mehrheit der 8-
Isoprostane (Morrow et al. 1992). Der oxidative Stress beeinflusst damit direkt die Membran-
FlieReigenschaft und die Zellintegritat tber die Membranzusammensetzung (Morrow et al.
1992), (Montuschi et al. 2004). Das gebundene 8-Isoprostan kann dann uber die

Phospholipase A, abgetrennt und in den Blutkreislauf gelangen und moglicherweise als
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langer anhaltender Marker fur oxidativen Stress dienen (Janssen 2001), (Morrow et al.
1992). Um das totale 8-Isoprostan zu bestimmen, ist es deshalb nétig, die Proben zuvor mit
einer Base (Kaliumhydroxid: KOH) von den Lipiden zu I6sen (Cayman Chemical Company
2011) (siehe Kapitel 3.2.9.2 Totales 8-lsoprostan und Aufreinigung Uber
Festphasenextraktion).

Das 8-Isoprostan hat seine biologische Aktivitat als pulmonaler (Kang et al. 1993) und
renaler (Morrow et al. 1990) Vasokonstriktor. Weiter konnte nachgewiesen werden, dass es
menschliche glatte Muskelzellen aus der Lunge in vitro kontrahiert (Kawikova et al. 1996)
und die Thrombozyten-Aktivitat erhdht (Patrono und FitzGerald 1997).

8-Isoprostan kann in vielen Medien festgestellt werden, zum Beispiel im Plasma, Urin,
(Morrow et al. 1990) EBC (Liang et al. 2012) und in der BALF (Montuschi et al. 1998),
(Janssen 2001). Normale 8-Isoprostan Werte im EBC liegen im ng/Liter Bereich (Horvath et
al. 2005) und stellen eine Schwierigkeit fur die Messverfahren dar (Janicka et al. 2010).
Lyophilisierung und Aufreinigungsschritte werden deshalb haufig angewandt (Janicka et al.
2010).

Bezlglich des 8-Isoprostans bei ILD-Patienten wurden schon einige Studien durchgefihrt,

jedoch bleibt seine Bedeutung als Marker von oxidativem Stress experimentell.

1.7.2.2 Prostaglandin E2

Prostaglandine und Isoprostane haben Ahnlichkeiten, so besitzen beide einen Zyklopentan-
Ring und zwei Kohlenstoffketten (Kawahara et al. 2014).

Prostaglandine wirken auf vier verschiedene Prostaglandin-Rezeptoren (EP1-EP4) und
fuhren Uber gekoppelte intrazellulare Wege zu vielfaltigen Reaktionen (Kawahara et al.
2014), die proinflammatorische und antiinflammatorische Wirkungen haben kbénnen
(Zastona et al. 2014). Das in der Arbeit untersuchte PGE2 stellt mit der Bindung an den
EP2-Rezeptor und mit seiner antiinflammatorischen Wirkung ein wichtiges Produkt des
COX-Weges in der Lunge dar (Barnes et al. 2009), (Churchill et al. 1989). Die Konzentration
im ALF liegt bei 5 x 10 Mol/l und damit nahe an seiner biologischen Aktivitatskonzentration
(Ozaki et al. 1987). Die Aussagekraft von PGE2 im EBC ist noch nicht abschlieRend geklart
(Kuban und Foret 2013). In der Pathogenese der IPF wird eine Erniedrigung des PGE2, das
Fibroblasten-kontrollierende Eigenschaften besitzt, angenommen, die eine Folge der in

Apoptose gehenden Typ Il Pneumozyten ist (Okunishi et al. 2011), (Gunther et al. 2012).
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1.7.3 Andere Biomarker bei ILD

Im folgenden Abschnitt werden kurz weitere potenzielle Biomarker erwéahnt, die allerdings

nicht in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden.

H.0,, Wasserstoffperoxid, ist ein starker Oxidationspartner und kann als ROS angesehen
werden (Conner et al. 2002). Im EBC stellt es ein nicht-stabiles und volatiles Molekul dar
(Horvéth et al. 2005). Es wird zum einen eine schlechte Wiederholbarkeit mit relativ grof3er
Messvariablilitdt beschrieben, zum anderen sind die Nachweismethoden noch nicht
ausgereift, sodass die Ergebnisse nahe am Detektionslimit liegen (Horvéath et al. 2005), (Van
Beurden, W. J. et al. 2002). Dementsprechend wird die Empfehlung formuliert, sensitivere
Methoden in weiteren Studien zu entwickeln (Horvath et al. 2005), (Van Beurden, W. J. et
al. 2002). In Bezug auf die IPF wurde in einer Studie erhdhtes H,O»im Atemkondensat von
IPF-Patienten festgestellt (Psathakis et al. 2006).

SP-A und SP- C sind Surfactant assoziierte Proteine, die als mogliche Biomarker im Blut
bei IPF-Patienten Bedeutung haben kdénnen. So sind erhdhte SP-A und -C Spiegel im Blut
von IPF-Patienten nachgewiesen worden, welche mit einer schlechteren Prognose
assoziiert wurden (Greene et al. 2002), (Kinder et al. 2009). Erhohte SP-A Werte in der BAL
scheinen ebenfalls eine schlechte Prognose anzuzeigen (Kinder et al. 2009). Damit haben
beide Marker mdglicherweise das Potenzial, als diagnostischer und prognostischer Marker

eingesetzt zu werden (Vij und Noth 2012).

Hohe Blutwerte von Krebs der Lungen 6 Antigen (KL-6) (Glykoprotein, das bei Regeneration
von Typ Il Alveolarzellen produziert wird, auch MUC-1 genannt) sind mit [IP assoziiert
(Zhang und Kaminski 2012), (Ishikawa et al. 2012). Es ist chemotaktisch wirkend und
vermittelt die Proliferation und Uberleben von Fibroblasten (Ohshimo et al. 2005). Es kann
im Blut und in der BALF nachgewiesen werden (Kohno et al. 1993). Die Ubersichtsarbeit
von Ishikawa et al. zeigt, dass KL-6 ein geeigneter Marker fir die Diagnose, die Beurteilung

und Vorhersage von IIP sein kann (Ishikawa et al. 2012).

Serum CC Chemokine Ligand 18 (CCL18) ist ein chemotaktisch wirkendes Protein (Vij und
Noth 2012), das von Alveolarmakrophagen gebildet wird und vermehrt im Serum und BAL
von ILD-Patienten nachzuweisen ist (Prasse et al. 2006), (Vij und Noth 2012). CCL18 hat
maglicherweise einen prognostischen Charakter, so sind Werte Gber 150 ng/ml mit einer

erhohten Mortalitat bei IPF-Patienten assoziiert (Prasse et al. 2006).
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Die Matrix Metalloproteinasen (MMP) scheinen mit der Pathogenese der IPF assoziiert zu
sein (Zhang und Kaminski 2012). Als zinkabhangige Protease ist ihre Aufgabe der Ab- und
Umbau von extrazellularer Matrix (LUllmann-Rauch 2003). Die MMP1, 7, (Rosas et al. 2008)
8 (Craig et al. 2014) und 13 (Nkyimbeng et al. 2013) werden vermehrt im Lungengewebe
von Fibrosepatienten exprimiert und haben mdglicherweise einen diagnostischen Nutzen.

Das BNP (brain natriuretic peptide) wird in der Herzinsuffizienz Diagnostik genutzt, da es
vermehrt im Blut nachweisbar ist, wenn eine Volumenbelastung des Ventrikels besteht.
Auch in der IPF, die bei fortgeschrittener Erkrankung zu einem pulmonalen Hochdruck mit
konsekutiver Rechtherzbelastung fiihrt, konnten erhéhte BNP-Werte im peripheren Blut
nachgewiesen werden (Corte et al. 2010). Erhéhte BNP-Werte scheinen hierbei im
Zusammenhang mit erhéhter Sterblichkeit zu stehen (Vij und Noth 2012), (Corte et al. 2010).

VGEF (vascular endothelial growth factor) ist als Biomarker schwierig zu beurteilen, da die
Angiogenese sicherlich ihren Anteil an der Entstehung von fibrotischen
Lungenerkrankungen hat, aber ihr Zusammenhang zur IPF noch nicht bis ins Detail geklart
worden ist (Hanumegowda et al. 2012), (Vij und Noth 2012), (Ando et al. 2010). Es scheint
ein Ungleichgewicht aus Angiogenese férdernden und hemmenden Chemokinen zu

bestehen (Hanumegowda et al. 2012).

YKL-40, ist ein Chinikinase-ahnliches Protein, das in Verbindung mit Inflammation und
Zellproliferation gebracht wird (Vij und Noth 2012). Es ist nicht spezifisch fur die IPF, jedoch
konnten erhéhte Werte in der BALF und im Serum gefunden werden (Furuhashi et al. 2010).
AuBerdem wurde es in der Immunhistochemie vermehrt festgestellt und scheint eine

wesentliche Funktion im interstitiellen Umbau zu besitzen (Furuhashi et al. 2010).

Osteopontin ist ein Glykoprotein, das vermehrt im Lungengewebe von IPF-Patienten
exprimiert wird (Pardo et al. 2005). Es konnte bei Patienten mit ILD erhoht in BALF und im
Plasma festgestellt werden (Pardo et al. 2005), (Kadota et al. 2005). AufRerdem flhrt
Osteopontin zu einer Proliferation und Migration von Fibroblasten und Zellen des
Alveolarepithels (Pardo et al. 2005). Durch seinen Einfluss auf MMP und TIMP scheint

Osteopontin eine Bedeutung fiir die Pathogenese der IPF zu haben (Pardo et al. 2005).
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Verschiedene Zytokine konnen im profibrotischen Prozess vermehrt exprimiert werden.
Besonders kommt hier TGF-B1 zum Tragen, welches in der Pathogenese der IPF
hochreguliert zu sein scheint (Gauldie et al. 1999). Das Interleukin 13 (IL 13) induziert
profibrotische Mediatoren (TGF-b1, PDGF, Insuline like growth factor 1, MMP9, CCL 18,
Fibronektin). Dies konnte bereits erhoht in der BALF nachgewiesen werden (Hancock et al.
1998). Auch hier ist die Bedeutung als Biomarker nicht abschlie3end geklart.
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2. Fragestellung

Die Problematik der raschen Progression bei der IPF und das Risiko des Eingriffs der
offenen Thorakoskopie machen haufig eine histologische Sicherung nicht moglich. Mithilfe
der vorgestellten nicht-invasiven  Methoden kdnnen im  klinischen  Alltag
Verlaufsveranderungen moglicherweise einfach und kostenguinstig festgestellt werden,
wodurch dem Patienten eine sichere Diagnose und schnellere Therapieeinleitung
ermdglicht werden kdnnten.

Unter Berucksichtigung des aktuellen Kenntnisstandes zur Pathogenese, Diagnosekriterien
und den therapeutischen Mdglichkeiten bei der Idiopathischen Lungenfibrose wurden in der

vorliegenden Dissertation die folgenden Fragestellungen bearbeitet:

- Stellen die FeNO-Messung und die Analyse der Atemkondensate eine nicht-invasive
Untersuchungsmethode dar, um sicher zwischen ILD zu unterscheiden und den
Krankheitsverlauf zu bestimmen?

- Kann mittels exhalativer FeNO-Messung zwischen einer Exazerbation und einer
Progression der IPF beziehungsweise anderen ILD unterschieden werden?

- Inwieweit beeinflusst die Medikamenteneinnahme den FeNO-Wert bei Patienten?

- Kaorreliert der FeNO-Wert mit Lungenfunktionsveranderungen?

- Inwieweit unterliegen FeNO-Werte intraindividuellen Schwankungen?

- Konnen die Eicosanoide Prostaglandin E2 und 8-Isoprostan im Atemkondensat und in
der bronchoalveoldaren Lavage nachgewiesen werden und gibt es Unterschiede in der
Konzentration bei verschiedenen ILDs?

- Inwieweit kann das EBC die BAL widerspiegeln beziehungsweise neue Informationen
liefern?

- Wie verhalten sich die Eicosanoide in Bezug auf den klinischen Verlauf der ILD und
kann fur die IPF ein bestimmtes Biomarkerprofil erkannt werden?

- Inwieweit spiegelt das freie 8-Isoprostan das totale 8-Isoprostan wider?
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate

* TURBO-DECCS (Transportable Unit for Research on Biomarkers Obtained from
Disposable Exhaled Condensate Collection Systems) ItalChill, Parma, Italien

* NIOX Mino, Aerocrine, Bad Homburg, Deutschland

* Pneumotachograph, EcoVent, CareFusion, Jaeger, Wirzburg, Deutschland

* Vortex Vibrax VXR basic, IKA, Staufen, Deutschland

* ELISA-96-well-Plattenlesegeréat, Spectra Fluor Plus mit Auswertungs-Software:
Magellan 2, Tecan, Crailsheim, Deutschland

» Shaker OV3, Biometra, Gottingen, Deutschland

* Multipipette plus, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

» Einkanalpipette, 0,5-10 pl, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

» Einkanalpipette, 10-100 pl, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

* Einkanalpipette, 100-1000 pl, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

3.1.1.1 Gerate der Lungenfunktion

Standort: Lungenfachklinik Waldhof Elgershausen:
* Power Cube — Body, Ganshorn, Niederlauer, Deutschland

* ADbI9O0 flex, Radiometer, Brgnshgj, Danemark

Standort: Universitatsklinikum Gief3en und Marburg (UKGM)
* Master Screen Body, Jaeger, Wirzburg, Deutschland
+ Software Lab. Manager V.5.3.0

3.1.1.2 Konzentrierung der Proben

Zum flinffachen Aufkonzentrieren wurde die Vakuumzentrifuge benutzt.

* UniVapo 150H, UniEquip, Twyford Berkshire, England
* Chemie-HYBRID-Pumpe RC 6, Vacuubrand, Wertheim, Deutschland
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3.1.1.3 Festphasenextraktion

+ C-18 Rohrchen, Cayman, Michigan, USA
« Evaporator EVA2-EC 2, VLM, Bielefeld, Deutschland
» Glas-Auffangbecken mit Réhrchen-Aufsatz

3.1.1.4 ELISA

Verwendet wurden kommerzielle ELISA:

» 8-Isoprostan EIA Kit Cayman Chemical Company, Michigan, USA:
» 8-Isoprostan EIA- Antiserum
» 8-Isoprostan AChE Tacer
» 8-Isoprostan EIA Standard
» EIA Buffer Konzentrat (10 x)
* Waschpufferkonzentrat (400 x)
» Polysorbat 20: ist eine grenzflachenaktive Substanz
* Maus Anti-Kaninchen IgG beschichtete Platte
* Ellman‘s Reagenz
» EIA Tracer Farbung
* EIA Antiserum Farbung

» Prostaglandin E2 EIA Kit Cayman Chemical Company, Michigan, USA:
» Prostaglandin E2 monoklonaler Antikorper
» Prostaglandin E2 AChE Tracer
» Prostaglandin E2 EIA Standard
+ EIA Buffer Konzentrat (10 X)
* Waschpufferkonzentrat (400 x)
» Polysorbat 20: ist eine grenzflachenaktive Substanz
+ Ziegen Anti-Maus IgG beschichtete Platte
* Ellman‘s Reagenz
* EIA Tracer Farbung
* EIA Antiserum Farbung


http://de.wikipedia.org/wiki/Grenzfl%C3%A4chenaktive_Substanzen
http://de.wikipedia.org/wiki/Grenzfl%C3%A4chenaktive_Substanzen

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

+ DECCS (Disposable Exhales Condensate Collection System) ItalChill, Parma,
Italien

* NIOXMino Einwedfilter (Aerocrine, Bad Homburg, Deutschland)

» Combitips advanced, 5 ml, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

* Pipettenspitzen, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

* 1,5 ml Reaktionsgefal3e, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

* 50 ml Falcon-R6hrchen, BD Medical, Franklin Lakes, USA

» Pasteur-Einmalpipetten (Glas 230 mm), VWR International, Darmstadt, Deutschland

* Hochreines Wasser (Ultra-pure water: UPW)

* NacCl (0,9 %), B. Braun AG, Melsungen, Deutschland

* Agquadest., B. Braun AG, Melsungen, Deutschland

* LNoa: Flussiger Stickstoff, Messer, Griesheim, Deutschland

* Trockeneis

+ Ethanol (99,8 %) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

» Ethylacetat mit Methanol (1 %)

* Methanol (1 %)

+  KOH (15 %)

* 1 molare Kalium-Phosphat Puffer-Losung (1M KH2PO.,)

» Essigsaure (30 %)

3.2 Methoden

3.2.1 Europaisches IPF Register (eurlPFreg)

Die Europaische Union hat das ,European IPF Network (eurlPFnet): Natural Course,
Pathomechanisms and Novel Treatment Options in Idiopathic Pulmonary Fibrosis“ als
europaisches Verbundprojekt im Jahr 2008 im siebten Rahmenprogramm (FP7) geférdert,
um neue Therapien fur die IPF zu finden und die diagnostischen Mdglichkeiten zu
verbessern (Glnther und Mller 2008), (Europaische Kommission-CORDIS), (Giinther et al.
2008). Aus dem eurlPFnet ging das europdische IPF-Register (eurlPFreg) mit Biobank
hervor. Das eurlPFreg hat sich in Europa zur fihrenden internetbasierenden Datenbank zur
kontinuierlichen Datenerhebung von IPF-Patienten entwickelt (Gunther et al. 2008). In das

Register sind im April 2014 insgesamt 1450 Patienten, darunter 760 mit einer IIP sowie
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Patienten mit anderen Formen einer Lungenerkrankung als Kontrollen, eingeschlossen
worden. Neben klinischen Daten umfasst es auch eine Biomaterialsammlung, die es
ermoglicht, die IPF, IIP sowie andere chronisch pulmonale Erkrankungen zu erforschen,
praziser zu diagnostizieren sowie neue Therapiemdglichkeiten zu etablieren (eurlPFreg
2008), (Gunther 2011).

3.2.2 Einverstandniserklarung und Datensicherung

Fur die Teilnahme am européischen IPF Register unterschrieben alle Patienten die
Einwilligung (informed consent), nachdem sie diese in ihrer Muttersprache durchlesen
konnten und Zeit hatten, offene Fragen mit einem Arzt zu Kklaren. Aus
datenschutzrechtlichen Grinden werden die erhobenen medizinischen Daten in
pseudonymisierter Form gespeichert, die eine nicht-autorisierte Rickverfolgung auf den
Patienten nach dem aktuellen Stand der Technik unmdglich macht. Die Patienten-
Identifikationsdaten werden von den klinischen Daten getrennt und an zwei verschiedenen
Orten gespeichert. Fur die identifizierenden Daten wird eine Pseudonym-Nummer (PID)
generiert, die mit den Klinischen Daten in GielRen aufbewahrt werden. Die
personenidentifizierenden Daten werden zusammen mit der PID von der Ludwig-
Maximilian-Universitdt Minchen verwaltet. Die zugehdrigen Biomaterialien sind mit einer
lab-1D im eurlPFreg registriert (Gunther und Muller 2008), (eurlPFreg 2013).

Ein entsprechend positives Votum der Ethikkommission der Justus-Liebig-Universitat

GieRen (Aktenzeichen 111/08) und des hessischen Datenschutzes liegen vor.

3.2.3 Untersuchte Patientenkollektive

Im Zuge dieser klinisch-experimentellen Doktorarbeit sind zwischen 2011 bis 2014
insgesamt 120 Patienten in das europaische IPF-Register aufgenommen worden. Im
Rahmen der Routinebehandlung sind klinische Daten sowie biologische Proben an den
Standorten Klinik Waldhof Elgershausen und in der Fibroseambulanz des UKGM, Standort
GielRen gesammelt worden.

Als Einschlusskriterien wurden Patienten mit Lungenerkrankungen ausgewahlt, welche die
Einwilligungserklarung unterschrieben haben. Die Diagnosestellung der 1IPs erfolgte
anhand der ATS-Kriterien (American Thoracic Society 2000). Das Kontrollkollektiv umfasst

Patienten ohne pulmonale Vorerkrankungen mit unterschriebener Einwilligungserklarung.
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Ausgeschlossen wurden solche Patienten, bei denen keine Einwilligung vorlag und deren
respiratorische Situation eine EBC-Sammlung nicht méglich machte.

Nachfolgend wird in tabellarischer Form eine Charakterisierung der Patientenkollektive
vorgenommen. Unter a wurde in den Tabellen das Hauptkollektiv mit zusammengefassten
ILDs beschrieben, wahrend unter b eine genauere Betrachtung der ILD-Untergruppen
vorgenommen wurde. Die Tabelle 1 beschreibt das FeNO-Kollektiv. In der Tabelle 2 werden
die Patienten charakterisiert, bei denen zum selben Zeitpunkt gesammelte EBCs und BALs
mittels ELISA untersucht wurden, dabei waren die EBCs mittels Vakuumzentrifuge
konzentriert worden. Die Tabelle 3 beschreibt das BALF ELISA-Kollektiv, bei dem zusétzlich

das totale 8-Isoprostan bestimmt wurde.
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Tabelle 1 a: Hauptpatienten-Kollektiv FeNO: Vergleich von klinischen und funktionellen Parametern. Die Daten sind angegeben in Median
(Interquartilsbereich) oder in n (%). Als ILDs sind die nicht-klassifizierbaren 1IPs, RB-ILD, COP, EAA, Sarkoidose und CTD-ILDs zusammengefasst.
Falls Daten nicht von allen Patienten vorhanden waren, ist die Anzahl (n) angegeben. Berechnung p mit Kruskal-Wallis Test. #: Chi2-Test, °: Mann-

6€

Whitney-U Test, ns.: nicht-signifikant.

Gesund IPF ILD COPD BC p-Wert
n =20 n=11 n=23 n=24 n=16

Alter in Jahren 30 (25-49) 70 (66-73) 68 (49-73) 68 (61-74) 65 (58-70) < 0.0001 b
Geschlecht (2/3) 19/1 2/9 [10/13 [10/14 3/13 <0.0001 # | **=*
Aktive Raucher, n (%) 8 (40) 1(9) 2(9) 4(17) 2 (13)
Nie Raucher, n (%) 10 (50) 3(27) 8(35) 4(17) 0 (0) <0.0001 # | **=*
Ex Raucher, n (%) 2 (10 7(64) 13 (57) 16 (67) 14 (88)
CRP (mg/dl) 0,5(0,3-1,3) 0,5(0,2-1,3) 0,7 (0,43-1,4) 0,5(0,15-1,08) 0,29 ns.
BAL: Recovery (ml) 50 (17-69), n: 8 68 (58-76), n: 20 0,0336 ° *
Makrophagen % 58 (35-81),n: 8 72 (48-83), n: 20 0,3870 ° ns.
Neutrophile % 24 (12-30), n: 8 5,5 (2-11,75), n: 20 0,0040 ° i
Eosinophilen % 3(0,3-5,8),n: 8 1,5 (0-3,75), n: 20 0,4033 ° ns.
Lymphozyten % 8 (5-25), n: 8 16,5 (8-33), n: 20 0,3732° ns.
CD4/CD8 1,7 (0,85-4,55), n: 5 (2,2 (1,1-4,9), n: 15 0,6941 ° ns.
VCin % Soll 102 (87-112) |75 (47-83) 77 (55-92) 68 (46-81), n: 23 79 (66-87) < 0.0001 b
FVC% Soll 97 (83-110) 68 (45-88) 83 (47-97) 57 (40-72), n: 22 76 (62-87) < 0.0001 i
TLC% Soll 103 (94-108) |57 (47-75) 78 (62-98) 87 (78-119),n: 22 (85 (79-97) < 0.0001 i
FEV1% Soll 95 (87-109) 90 (57-95) 84 (57-109) 53 (43-66), n: 23 78 (67-91) < 0.0001 b
FEV1/VCin % Soll 99 (91-106) 112 (109-138) 113 (104-131) 83 (68-104) 106 (92-110) 0,0003 b
ITGV% Soll 99 (91-112) 64 (50-90) 88 (66-109) 113 (93-170), n: 23 |91 (77-114) 0,0015 ki
RV% Soll 104 (91-124) |50 (24-80) 89 (57-121) 140 (86-197), n: 22 |98 (84-133) 0,0012 ki
RV/TLC% Soll 104 (93-112) (60 (50-142) 110 (78-124) 147 (120-172), n: 23 |112 (95-137) 0,0008 b
R tot kPa x s/l 0,23 (0,21-0,29) |0,32 (0,25-0,65) 0,34 (0,26-0,43) 0,61 (0,5-0,8), n: 23 0,43 (0,33-0,54) |< 0.0001 i
DLCO % Soll 91 (79-108) 38 (26-54), n: 10 |57 (37-74), n: 17 20 (16-31), n: 7 40 (31-52), n: 6 |< 0.0001 i
KCO% Soll 88 (77-99) 53(33-62), n: 10 |67 (65-93), n: 15 22,5 (13-32), n: 20,0003 i
Sa0, in % 97 (95-98), n:10|94 (94-95) 96 (95-97) 94 (92-95) 95 (94-96) 0,0048 ki
pO, (MmHg) 80 (71-89), n:10|73 (69-75) 81 (74-87) 69 (63-76,5) 75,5 (69-83) 0,0952 ns.
pCO, (MmHg) 34 (33-37), n:10|41 (36-46) 39 (37-42) 42 (40-48,25) 39 (37-44,25) 0,0147 *
O, Bedarf Anzahl, n (%) 0(0) 3(27) 3(15) 8(33,3) 2(12,5) 0,0416 # *
Gehstrecke in Metern 270 (120-360) 360 (293-480), n: 10 |360 (270-360), n: 4 |300, n: 1 0,1557 ns.
VO, max (ml/kg/min) 13 (11,5-21,5), n: 5 |19 (14-25), n: 7 17, n: 1 18 (14-22), n: 2 [0,6404 ns.
Digital Clubbing, n (%) 0(0) 9(82) 5(22) 2(8,3) 0(0) < 0.0001 # ok
Sklerosiphonie, n (%) 0(0) 10 (91) 4(17) 2(8,3) 0(0) < 0.0001 # s
NSAR, n (%) 0 (0) 6 (55) 9 (39) 8(33,3) 8 (50) 0,0055 # *
PP, n (%) 0(0) 5 (45) 10 (43) 14 (58) 12 (75) <0.0001# | ***
Steroide systemisch, n (%) (0 (0) 8(73) 15 (65) 19 (79) 7 (44) < 0.0001 # okk
Steroide inhalativ, n (%) 0(0) 3(27) 4 (20) 4(16,7) 0(0) 0,0706 # ns.
Pirfenidon, n (%) 0(0) 5 (45) 0 (0) 0 (0) 0(0) nicht méglich
Verstorbene, n (%) 0(0) 3(27) 2 (10) 4(16,7) 5(31,25) 0,0620 # ns.




oy

Tabelle 1 b: ILD-Patientenkollektiv FeNO: Vergleich von klinischen und funktionellen Parametern fir das ILD-Patientenkollektiv. Die Daten sind
angegeben in Median (Interquartilsbereich) oder in n (%). Falls Daten nicht von allen Patienten vorhanden waren, ist die Anzahl (n) angegeben.

Berechnung p mit Kruskal-Wallis Test, # Chi2-Test, ns.: nicht-signifikant.

Nichtklass. IIPs RB-ILD COP EAA Sarkoidose CTD-ILD p-Wert
n=2 n=2 n=28 n=>5 n=3 n=3

Alter in Jahren 75 (69-81) 39 (34-43) 71 (65-76) 69 (50-74) 50 (42-68) 62 (44-67) 0,1026 |ns.
Geschlecht (9/3) 2/0 2/0 2/6 2/3 0/3 2/1 0,0977 # |ns.
Aktive Raucher, n (%) 0(0) 2 (100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

Nie Raucher, n (%) 2 (100) 0(0) 3(398) 2 (40) 1(33) 0 (0) 0,0014 # | **
Ex Raucher, n (%) 0(0) 0(0) 5 (63) 3 (60) 2 (67) 3(100)

CRP (mg/dI) 1,8 (0,3-3,3) 0,95(0,7-1,2) [0,35(0,23-2,03) 0,5 (0,15-2,75) 0,8 (0,3-1,2) 0,1 (0-22,6) 0,9348 |ns.
BAL: Recovery (ml) 70 (55-85) 80,n:1 68 (56-72) 73 (65-84), n: 4 60 (55-65) 73 (73-73),n: 2 0,3243 |ns.
Makrophagen % 50 (45-55) 93,n:1 78 (62-89) 51 (17-76), n: 4 72 (45-72) 71 (57-85), n: 2 0,2726  |ns.
Neutrophile % 20 (2-37) 6,n:1 4 (1-9) 4(2-7),n: 4 11 (4-13) 20 (10-30), n: 2 0,3619 (ns.
Eosinophilen % 7,5 (7-8) on1 1,5(0-3,8) 2(0,5-5,8),n:4 0(0-1) 1(0-2),n: 2 0,2202 |ns.
Lymphozyten % 23 (11-35) 1Ln1l 13 (6-26) 39 (18-79),n: 4 24 (16-42) 8 (3-13),n: 2 0,1631 |ns.
CD4/CD8 58,n:1 1,65 (0,45-3,85), n: 6 1,9 (0,65-2,63), n: 4 (1,8 (1,8-7,5) 50, n: 1 0,2890 |ns.
\VCin % Soll 62 (40-83) 64 (35-92) 87 (64-103) 61 (38-97) 71 (63-96) 74 (55-108) 0,8230 |ns.
FVC% Soll 67 (42-92) 61 (31-90) 83 (48-104) 65 (42-100) 83 (71-97) 83 (67-112) 0,8450 |ns.
TLC% Soll 72 (63-80) 84 (64-104) 83 (65-98) 78 (44-95) 64 (58-102) 62 (49-114) 0,9376 |ns.
FEV1% Soll 81 (52-109) 57 (29-84) 91 (58-104) 82 (50-113) 82 (80-111) 103 (80-110) 0,8677 |ns.
FEV1/VCin % Soll 135 (134-136) (89 (84-93) 108 (97-115) 129 (104-131) 115 (112-124) 136 (108-153) 0,0348 *
ITGV% Soll 85 (84-86) 108 (96-119) |91 (65-132) 88 (46-105) 87 (66-92) 108 (48-127) 0,7328 |ns.
RV% Soll 95 (89-100) 127 (124-129) |88 (58-113) 72 (49-129) 49 (49-120) 80 (10-134) 0,6192 |ns.
RV/TLC% Soll 133 (108-157) (140 (122-158) (104 (69-122) 113 (87-138) 79 (70-110) 113 (18-122) 0,3513 |ns.
R tot kPa x s/l 0,33 (0,31-0,34) |0,19 (0,11-0,26) |0,33 (0,25-0,48) 0,41 (0,27-0,69) 0,37 (0,23-0,42) |0,34 (0,28-0,45) 0,5887 |ns.
DLCO % Soll 37 (17-57) 65 (49-81) 61 (33-73), n: 3 43 (28-68) 74 (61-89) 53,5 (41-66),n:2 |0,3518 |ns.
KCO% Soll 65, n: 1 79,5 (66-93) 66 (35-94), n: 3 65 (46-86) 92,5 (67-118), n: 2 (81 (67-95), n: 2 0,4987 |ns.
Sa0, in % 93,5 (91-96) 96,5 (96-97) 95,5 (92,5-96,75) 96 (94,5-97,5) 97 (96-98) 96 (95-97) 0,4846 |ns.
pO, (MmHg) 68,5 (56-81) 88,5 (87-90) 75 (65,25-83,5) 82 (72,5-90,5) 84 (79-89) 86 (74-91) 0,3282 |ns.
pCO, (mMmHg) 36,5 (36-37) 41 (39-43) 39 (38,25-41,75) 37 (34,75-38,5) 41 (40-45) 44 (37-44) 0,0549 |ns.
O, Bedarf Anzahl, n (%) 1(50) 0 (0) 1(13) 1(20) 0 (0) 0 (0) 0,5751 # |ns.
Gehstrecke in Metern 215 (120-310) {600, n: 1 480, n: 1 360 (270-450), n: 4 420 (360-480), n: 2 (0,1853 |ns.
VO, max (ml/kg/min) 18,n:1 14 (12-25),n: 3 22 (19-28) 0,3679 |ns.
Digital Clubbing, n (%) 1 (50) 1 (50) 1(12,5) 0 (0) 1(33,3) 1(33,3) 0,5291 # |ns.
Skleosiphonie, n (%) 1(50) 0(0) 0(0) 1(20) 1(33,3) 1(33,3) 0,4574 # |ns.
NSAR, n (%) 0 (0) 1 (50) 3(37,5) 1(20) 1(33,3) 3(100) 0,2304 # |ns.
PPI, n (%) 1(50) 1(50) 2 (25) 2 (40) 2 (66,6) 2 (66,6) 0,7738 # |ns.
Steroide systemisch, n (%) |1 (50) 1 (50) 7 (87,5) 3(60) 2 (66,6) 1(33,3) 0,6133 # [ns.
Steroide inhalativ, n (%) 1 (50) 1 (50) 2 (25) 0(0) 0(0) 0(0) 0,3472 # [ns.
\Verstorbene, n (%) 1 (50) 0 (0) 1(12,5) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,3885 # [ns.




Tabelle 2 a: Hauptpatienten-Kollektiv ELISA von BALF und EBC derselben Patienten zum gleichen Zeitpunkt. Vergleich von Parametern fir
jedes Kollektiv. Die Daten sind angegeben in Median (Interquartilsbereich) oder in n (%). Als ILDs sind die klinischen nicht-klassifizierbaren IIP, COP,
DIP, EAA, Sarkoidose, CTD-ILD und Pneumokoniose zusammengefasst. Falls klinische Daten nicht von allen Patienten vorhanden waren, ist die
Anzahl (n) angegeben. Berechnung p mit Kruskal-Wallis Test, #: Chi2-Test, °: Mann-Whitney-U Test, ns.: nicht-signifikant.
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Gesunde IPF ILDs p-Wert
n=14 n=4 n=12

Alter in Jahren 39 (24-51) 65 (48-72) 75 (53-77) 0,0010 ok
Geschlecht (9/3) 13/1 1/3 4/8 0,0182 # *
Aktive Raucher, n (%) 7 (50) 1(25) 3(25)
Nie Raucher, n (%) 6 (43) 1(25) 2(17) 0,0827# | ns.
Ex Raucher, n (%) 1(7) 2 (50) 7 (58)
CRP (mg/dl) 1,15 (0,4-1,9) 2,6 (0,2-6,5) 0,5828 ° ns.
BAL: Recovery (ml) 99 (90-127) 84 (62-108) 0,1816 ° ns.
Makrophagen % 82 (46-88) 65 (36-87) 0,6274° ns.
Neutrophile % 8 (3-46) 18 (7-50) 0,3313° ns.
Eosinophilen % 7 (5-8) 2 (1-4) 0,0120° *
Lymphozyten % 2(2-4) 4(3-12) 0,1691 ° ns.
VCin % Soll 100 (85-117), n: 11 (65 (53-68) 67 (40-77) 0,0001 ok
FVC% Soll 67 (59-71) 47 (33-72),n: 7 (0,4466 ° ns.
TLC% Soll 102 (92-111), n: 10 |76 (73-83) 83 (73-90) 0,0049 o
FEV1% Soll 95 (88-106), n: 11 |69 (65-78) 71 (34-77) 0,0003 ok
FEV1/VCin % Soll 95 (90-103) 111 (101-134) |96 (93-114) 0,1228 ns.
ITGV% Soll 100 (90-114), n: 10 (144 (103-184)  |105 (90-136) 0,4661 ns.
RV% Soll 95 (88-125), n: 10 |100 (86-123) 134 (79-158) 0,4961 ns.
RVITLC% Soll 104 (91-110), n: 10 (129 (109-141) |135(103-198) |0,0991 ns.
R tot% Soll 79 (59-116), n: 10 |59 (46-75) 90 (64-125) 0,1871 ns.
DLCO % Soll 97 (91-119) 44 (36-48) 39 (25-49), n: 11 |10,0001 ok
KCO% Soll 89 (77-100), n: 11 |66 (23-79) 62 (39-81), n: 11 |0,0066 b
Sa0, in % 97 (97-98), n: 10 |97 (96-97) 94 (93-95) 0,0005 ik
pO, (MmHg) 80 (73-89), n: 10 |77 (69-81) 64 (57-77) 0,0366 *
pCO, (mMmHg) 36 (33-39), n: 10 |42 (41-42) 39 (35-42) 0,0208 *
O, Bedarf Anzahl, n (%) |0 (0) 1(25) 5 (42) 0,0290 # *
Gehstrecke in Metern 360 (180-363) (315 (150-360) (0,4511° ns.
VO,max (ml/kg/min) 17,5 (15-20),n: 2|12 (11-14), n: 2 |< 0.0001 ° | ***
NYHA (V) 3(2-3),n:3 2,n:3 nicht még.
Digital Clubbing, n (%) 0 (0) 3(75) 4 (33) 0,0043 # b
Skleosiphonie, n (%) 0(0) 4 (100) 6 (50) 0,0003 # il
NSAR, n (%) 0 (0) 1(25) 1(8) 0,2005 # ns.
PPI, n (%) 0(0) 0 (0) 9 (75) <0.0001 # | ***
Steroide systemisch, n (%)|0 (0) 0(0) 5(42) 0,2445 # ns.
Steroide inhalativ, n (%) |0 (0) 0(0) 1(8) nicht mog.
Pirfenidon, n (%) 0(0) 2 (50) 0(0) nicht mog.
Verstorbene, n (%) 0(0) 0(0) 0(0) nicht még.




A%

Tabelle 2b: ILD-Patientenkollektiv ELISA von BALFund EBC derselben Patienten zum selben Zeitpunkt. Vergleich von klinischen Parametern
fur das ILD-Patientenkollektiv. Die Daten sind angegeben in Median (Interquartilsbereich) oder in n (%). Falls klinische Daten nicht von allen Patienten
vorhanden waren, ist die Anzahl (n) angegeben. Berechnung p mit Kruskal-Wallis Test, #: Chi2-Test, ns.: nicht-signifikant.

Nichtklass. IIPs COP DIP EAA Sarkoidose [ Pneumokoniose |CTD-ILD p-Wert
n=2 n=2 n=1 n=4 n=1 n=1 n=1

Alter in Jahren 61 (47-74) 68 (60-75) 41 75 (56-78) 7 80 76 0,0182 *
Geschlecht (2/3) 0/2 11 1/0 0/4 1/0 0/1 1/0 0,1356 # ns.
Aktive Raucher, n (%) 1(50) 0 (0) 1(100) |1 (25) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Nie Raucher, n (%) 0(0) 0(0) 0(0) |0(0) 1 (100) 0(0) 1(100) |0,1551# ns.
Ex Raucher, n (%) 1 (50) 2 (100) 0(0) |3(75) 0(0) 1 (100) 0(0)
CRP (mg/dl) 3,55 (0,1-7) 2,75(1,3-42) (4,9 4,85(0,45-9,48) 0,1 0,4 37 0,7961 ns.
BAL: Recovery (ml) 62 96 (85-106) (50 86 (69-105) 115 45 108 0,1613 ns.
Makrophagen % 91 (88-93) 30 (18-42) 67 71 (51-86) 20 34 84 0,1802 ns.
Neutrophile % 12 (4-20) 62 (55-68) 29 8(6-27) 77 15 8 0,2891 ns.
Eosinophilen % 3(2-9) 1(0-2 0 3(2-3) 0 5 6 0,1684 ns.
Lymphozyten % 3 (2-4) 8 (3-12) 4 7 (2-35) 3 45 2 0,5523 ns.
VCin % Soll 49 (39-58) 75 (67-83) 34 72 (48-77) 88 34 67 0,1949 ns.
FVC% Soll 47,n: 1 33 68 (63-72),n:2 |93 33 37 0,3170 ns.
TLC% Soll 89 (86-91) 108 (84-132) |73 73 (47-84) 111 73 76 0,2443 ns.
FEV1% Soll 44 (31-56) 74 (71-76) 31 76 (48-91) 7 32 73 0,3423 ns.
FEV1/VCin % Soll 87 (80-94) 101 (90-112) (96 110 (98-119) 92 96 114 0,3624 ns.
ITGV% Soll 129 (113-144)  |144 (103-184) |104 (81 (45-111) 163 104 86 0,5082 ns.
RV% Soll 177 (142-212) 169 (115-223) (158 64 (48-112) 148 158 98 0,2845 ns.
RV/TLC% Soll 182 (141-223) 126 (130-161) (210 90 (81-129) 130 210 128 0,2170 ns.
R tot% Soll 151 (148-153) 101 (91-111) |44 84 (64-120) 97 44 82 0,1981 ns.
DLCO % Soll 32 (25-39) 49, n: 1 20 53 (38-70) 45 32 24 0,2624 ns.
KCO% Soll 51 (39-62) 81, n:1 27 79 (64-97) 53 35 50 0,1923 ns.
Sa0, in % 94 (94-94) 95 (94-95) 94 93 (90-97) 92 95 93 0,8085 ns.
pO, (MmHg) 59 (52-65) 70 (62-77) 81 66 (55-89) 61 72 60 0,7182 ns.
pCO, (mmHg) 39 (39-39) 33 (31-34) 43 35 (35-48) 40 39 42 0,3172 ns.
0, Bedarf Anzahl, n (%) |2 (100) 1(50) 0(0) |1(25) 0(0) 0(0) 1(100) |0,3343 # ns.
Gehstrecke in Metern 270 (240-300) [120 360 360 330 360 240 0,3860 ns.
VO, max (ml/kg/min) 14 10,5 nicht mégl.
NYHA (I-IV) 2,nl |2,n:4 2,n1 nicht mégl.
Digital Clubbing, n (%) 2 (100) 0 (0) 1(100) |1 (25) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,1958 # ns.
Skleosiphonie, n (%) 1(50) 0 (0) 1(100) [3 (75) 0(0) 0(0) 1(100) |0,3208 # ns.
NSAR, n (%) 0 (0) 0 (0) 0(0) |1(25) 0 (0) 0(0) 0 (0) nicht mégl.
PPI, n (%) 2 (100) 1(50) 0(0) |4 (100) 1 (100) 0(0) 1(100) |0,1557 # ns.
Steroide systemisch, n (%)(1 (50) 1 (50) 1(100) [0 (0) 0(0) 1(100) 1(100) (0,2466 # ns.
Steroide inhalativ, n (%) 0(0) 0(0) 0(0) |1(25) 0(0) 0(0) 0(0) nicht magl.
Pirfenidon, n (%) 0(0) 0(0) 0(0) |0(0) 0(0) 0(0) 0(0) nicht magl.
Verstorbene, n (%) 0(0) 0(0) 0(0) [0(0) 0(0) 0 (0) 0(0) nicht magl.




Tabelle 3 a: Hauptpatienten-Kollektiv des BALF-ELISA: Vergleich von klinischen und funktionellen Parametern. Die Daten sind angegeben in
Median (Interquartilsbereich) oder in n (%). Als ILDs sind die NSIP, EAA und Sarkoidose zusammengefasst. Falls Daten nicht von allen Patienten
vorhanden waren, ist die Anzahl (n) angegeben. Berechnung p mit Kruskal-Wallis Test, °: Mann-Whitney-U Test, #: Chi2-Test, ns.: nicht-signifikant.

ey

Gesunde IPF ILD p-Wert
n=20 n=21 n=31

Alter in Jahren 30 (25-58) 60 (55-65) 55 (43-67) 0,0027 *
Geschlecht (2/3) 11/9 [6/15 17/14 0,1263# | ns.
Aktive Raucher, n(%) 1(5) 1(1) 1(8)
Nie Raucher, n(%) 1(5) 2(9,5) 12 (39) 0,7711# | ns.
Ex Raucher, n(%) 3 (15 12 (57) 10 (32)
LDH (U 157 (125-195), n: 11 |245 (203-313), n: 20 (238 (186-298), n: 29 |0,0001 ik
CK (Ul 78 (65-96), n: 8 74 (49-98) 77 (51-118), n:26 0,9146 ns.
CRP (mg/dl) 2,5(0,8-4),n:8 2(1,3-6,6) 4 (1,6-6) 0,3312 ns.
BAL: Recovery (ml) 98 (87-104), n: 8 100 (80-110) 98 (80-113) 0,9322 ns.
Makrophagen % 89 (83-94), n: 8 84 (69-90) 65 (41-82) 0,0031 hid
Neutrophile % 35(1-5),n:8 5(2,5-9,5) 4 (2-19) 0,5202 ns.
Eosinophilen % 1(0-1),n:8 3(1-4) 1(0-2,25), n: 30 0,0155 *
Lymphozyten % 55(4,25-12),n:8 (6 (2,5-14,5) 19 (6-36) 0,0133 *
CD4/CD8 4,3,n:1 23(1,4-46),n:11 [4,8(0,9-9), n: 23 0,4706 ns.
VCin % Soll 95 (91-116), n: 8 64 (54-72), n: 20 71 (55-92) 0,0035 hid
FVC% Soll 97 (84-119), n: 6 67 (53-75) 70 (56-94), n: 30 0,014 *
TLC% Soll 103 (95-126), n: 8 |69 (56-82), n: 20 89 (71-105) 0,0001 ok
FEV1% Soll 98 (89-109), n: 8 71 (55-77), n: 20 74 (59-87) 0,003 hid
FEV1/VCin % Soll 107 (97-112), n: 8 |110 (102-118), n: 20 {104 (98-110), n: 30 0,2606 ns.
ITGV% Soll 104 (88-129), n: 6 |67 (55-87),n: 20 (85 (72-108) 0,0015 hid
RV% Soll 139 (110-148), n: 8 |75(66-100), n: 20 (111 (92-148) <0.0001 | ***
RVITLC% Soll 117 (97-137),n: 6  |110(98-122), n: 20 (133 (109-146), n: 30 |0,0293 *
R tot% Soll 88 (80-103), n: 8 86 (69-100) 110 (93-133) 0,01 **
DLCO % Soll 69 (63-75), n: 2 43 (34-52), n: 19 55 (44-83), n: 27 0,01 *
KCO% Soll 77, n:1 65 (59-81), n: 20 82 (61-97), n: 26 0,3105 ns.
Sa0, in % 95 (95-95), n: 3 94 (93-96), n: 20 94 (92-95), n: 30 0,6495 ns.
pO, (MmHg) 77(72-92),n: 5 70 (66-74), n: 19 67 (60-75), n: 26 0,0489 *
pCO, (MmHg) 37 (34-41),n: 5 38 (36-41), n: 19 38 (35-41), n: 26 0,7014 ns.
O, Bedarf Anzahl, n(%) |0 (0) 4 (20) 6 (19) 0,0003# | ***
Gehstrecke in Metern 405 (352-477) 406 (314-454), n: 26  |0,6377 °© ns.
VO,max (ml/kg/min) 13,7 (12,2-18), n: 15 (16,4 (13,4-20,4), n: 21 |0,2414 ° ns.
NYHA -V 3(2-3),n:15 2(2-3),n:15 0,1551° ns.
BORG im 6MGT 3(2-6), n: 19 1(1-3),n: 25 0,0400 ° *
Digital Clubbing, n(%) 0(0) 10 (14) 4 (31) 0,0003 # | ***
Sklerosiphonie, n(%) 0 (0) 17 (24) 17 (55) < 0.0001 # | ***
NSAR, n(%) 0(0) 4 (19) 8 (26) 0,0510# | ns.
PPI, n(%) 2 (10) 3 (14) 11 (35) 0,0594 # | ns.
Steroide systemisch, n(%)|0 (0) 7 (33) 8 (26) 0,0211 # *
Steroide inhalativ, n(%) |4 (20) 1(5) 7(23) 0,2140# | ns.
Verstorbene, n(%) 0 (0) 8 (38) 2 (15) 0,0006 # | ***




Tabelle 3 b: ILD-Patientenkollektiv des BALF-ELISA: Vergleich von klinischen und funktionellen Parametern fir das ILD-Kollektiv. Die Daten sind
angegeben in Median (Interquartilsbereich) oder in n (%). Falls die Daten nicht von allen Patenten vorhanden waren, ist die Anzahl (n) angegeben.
Berechnung p mit Kruskal-Wallis Test, #: Chi2-Test, ns.: nicht-signifikant.
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NSIP EAA Sarkoidose p-Wert

n=5 n=13 n=13
Alter in Jahren 68 (30-71) 62 (48-69) 44 (37-58) 0,0555 ns.
Geschlecht (2/3) 2/3 7/6 8/5 0,7099# |ns.
Aktive Raucher, n(%) 0(0) 0(0) 1(8)
Nie Raucher, n(%) 1(20) 8 (62) 3(23) 0,459 # ns.
Ex Raucher, n(%) 2 (40) 5 (38) 3(23)
LDH (U/)) 196 (182-303) 288 (214-316), n: 12 (207 (176-289), n: 12 [0,1334 ns.
CK (ufl) 32 (30-137) 71(67-128),n: 11 |96 (47-118), n: 10 0,4783 ns.
CRP (mg/dl) 13,4 (2,3-27,1) 2,5(1,3-5,6) 4,15(1,5-7,1),n: 12 |0,3992 ns.
BAL: Recovery (ml) 85 (66-119) 100 (91,5-115,5) 93 (79-106,5) 0,4153 ns.
Makrophagen % 62 (38-88) 54 (32,5-71,5) 78 (56-92,5) 0,0906 ns.
Neutrophile % 4 (2-52) 13 (3,5-29,5) 2(1-3),n: 12 0,0073 o
Eosinophilen % 0 (0-4,5) 2(0,25-3), n: 12 0(0-1) 0,1517 ns.
Lymphozyten % 9 (3-24) 26 (10,5-43) 15 (4,5-41) 0,338 ns.
CD4/CD8 09,n:1 2,15 (0,5-3,75), n: 10 (8,75 (6,6-15), n: 12 |0,0025 **
VCin % Soll 59 (34-79) 60 (47-73) 92 (78-105), n: 20 0,0017 ki
FVC% Soll 58 (34-80) 57 (46-73) 95 (78-108), n: 12 0,0021 ki
TLC% Soll 75 (33-86) 72 (62-90) 102 ( 93-112) 0,002 ki
FEV1% Soll 66 (38-79) 63 (51-74) 87 (78-98) 0,0052 o
FEV1//Cin % Soll 105 (101-123) 109 (101-119) 100 (89-107), n: 12 |0,0601 ns.
ITGV% Soll 76 (61-109 80 (69-104) 94 (84-114) 0,2426 ns.
RV% Soll 77 (42-181) 96 (91-140) 128 (109-152) 0,0903 ns.
RV/TLC% Soll 124 (73-199) 142 (128-149) 125 (104-139), n: 12 |0,1071 ns.
R tot% Soll 108 (77-181) 120 (94-152) 102 (91-118) 0,4341 ns.
DLCO % Sall 44 (40-79),n: 3 49 (30-51),n: 11 83 (72-95) 0,0021 *x
KCO% Soll 63 (40-117),n:3 |64 (45-79), n:10 95 (82-100) 0,0122 *
Sa0, in % 95 (90-97) 92 (90-94) 95 (93-96), n: 12 0,0643 ns.
pO, (MmHg) 70 (57-86) 63 (57-69), n: 12 74 (63-82), n: 9 0,235 ns.
pCO, (MmHg) 35 (33-48) 38 (35-41),n: 12 38 (34-40),n: 9 0,9347 ns.
O, Bedarf Anzahl, n(%) 2 (40) 4 (31) 0(0) 0,9331# |ns.
Gehstrecke in Metern 370 (198-472) 387 (312-417),n: 12 |424 (390-472),n: 9  |0,2347 ns.
VO,max (ml/kg/min) 18,8 (7,8-26,1), n: 4 |14,4 (14-17,9), n: 7 |15,8 (12,4-20,4),n: 10 |0,8732 ns.
NYHA -V 3(2-3),n:3 2,5 (2-3),n: 8 2(1,25-2,75),n: 4 0,4951 ns.
BORG im 6MGT 4 (2-8) 1,5 (1-3), n: 12 1(0,2-1),n: 8 0,0264 *
Digital Clubbing, n(%) 0(0) 4 (31) 0(0) 0,0416# | *
Sklerosiphonie, n(%) 4 (80) 11 (85) 2 (15) 0,0009 # [ ***
NSAR, n(%) 3(60) 2 (15) 3(23) 0,1465# |ns.
PPI, n(%) 3 (60) 4 (31) 4 (31) 0,4572# |ns.
Steroide systemisch, n(%) |3 (60) 3(23) 2 (15) 0,1465# |ns.
Steroide inhalativ, n(%) 1(20) 3(23) 3(23) 0,9887 # |[ns.
\erstorbene, n(%) 0 (0) 2 (15) 0 (0) 0,2276 # [ns.




3.2.4 Klinische Datenerhebung

Die meisten klinischen Daten konnten im Rahmen des Routineaufenthalts der Patienten
erhoben werden beziehungsweise retrospektiv aus dem Archiv und dem Krankenhaus-
Informationssystem nachgetragen werden. Im Waldhof wird mit der Software ORBIS (Agfa
HealthCare, Bonn, Deutschland) und im UKGM mit der Software KAOS (Citrix, Fort
Lauderdale, USA) gearbeitet. Zu der klinischen Datenerhebung gehéren: Alter, Geschlecht,
Krankheitsverlauf, Medikamenteneinnahme, Nikotinabusus, Blutgasanalysen in Ruhe /
Belastung, Dyspnoe-Angabe (Borg Skala) (Borg 1982) und Gehstrecke im 6 MGT (hach
ATS-Richtlinien durchgefihrt) (American Thoracic Society 2002) sowie Spiroergometrien,
Bronchoskopiebefunde, BAL-Zytologien (die nicht &lter oder nicht jinger als sechs Monate
zur EBC- bzw. FeNO-Messung sind) und VATS-Befunde.

3.2.5 Lungenfunktionsmessung

Die Bodyplethysmografie wurde im Klinikalltag mit den Geraten Master Screen Body
(Jaeger, Wirzburg, Deutschland) und dem Power Cube-Body (Ganshorn, Niederlauer,
Deutschland) nach den ATS-Empfehlungen durchgefihrt. Eine Nasenklemme wurde bei
allen Messungen benutzt.

Durch die Single-breath-Methode wird die Diffusionskapazitdt der Lunge flr
Kohlenstoffmonoxid (CO) bestimmt. Hierbei wird ein Gasgemisch in festgelegter
Konzentration inhaliert und fir zehn Sekunden der Atem angehalten. Aus der ausgeatmeten
CO-Fraktion kénnen dann die DLCO und unter Bertcksichtigung des Korrekturfaktors ftr
Hamoglobin die KCO errechnet werden (Waldhof: 0,25% CO, 18% Helium sowie 17% O-,
Rest Stickstoff. Giel3en: 0,2% CO- und 8% Helium-Gasgemisch).

3.2.6 FeNO-Messung

Die FeNO-Messung erfolgte mit dem Gerat NIOX Mino (Aerocrine, Bad Homburg,
Deutschland). Bei allen Patienten wurden eine Nasenklemme benutzt und der NIOX Mino-
Einwedfilter (Aerocrine, Bad Homburg, Deutschland) vor jeder Messung gewechselt. Es
wurde im Standard-Modus gemessen, das heil3t, dass in der Inspiration mindestens - 3
cmH20 und in der Exspiration flr zehn Sekunden ein Druck von 10-20 cmH,O erreicht
werden. Der exspiratorische Fluss liegt bei 50 £ 5 ml/s (BTPS) (American Thoracic Society

und European Respiratory Society 2005).
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Der Patient wird aufgefordert, zunachst auszuatmen, dann tief bis zur totalen
Lungenkapazitat durch den Filter einzuatmen und dann langsam unter gleichmafligem
Druck durch den Filter auszuatmen. Das Atemmandver wird zunachst erklart und dann mit

einem Spiegel zur Selbstkontrolle durchgefiihrt (Aerocrine 2006).

3.2.7 Gewinnung der bronchoalveolaren Spulflussigkeit (BALF)

Die Bronchoskopien sind im Rahmen der Diagnostik in der Klinik Waldhof Elgershausen und
im UKGM durchgefiihrt worden (nicht bei jedem Patientenkollektiv, denn es wurde eine
Abwéagung zwischen Nutzen und Risiko vorgenommen). Alle Patienten sind hierfir
mindestens vierundzwanzig Stunden zuvor aufgeklart worden. Zur kontinuierlichen
Uberwachung wurden die Messungen des Blutdrucks, der Sauerstoffsattigung mittels
Pulsoxymetrie und der Elektrokardiografie durchgefuhrt. Es erfolgten das Legen eines
peripher ventésen Zugangs und die Lokalandsthesie mit Xylocain-Rachenspray. Zur
Sedierung bei der flexiblen Bronchoskopie wurde Propofol fraktioniert (intravends) gegeben.
Bei einer bekannten Obstruktion erfolgte au3erdem eine Prednisolon-Gabe. Das flexible
Brochoskop konnte dann Uber einen Beil3ring eingeftihrt werden und die lokale Anasthesie
der Stimmbéander mit Oxybuprocainhydrochloridlésung 0,05 % durchgefiihrt werden.

In der Regel wurde der Mittellappen mit 120 bis 150 ml 0,9%iger vorgewarmter NaCl-Ldsung
gespult (Waldhof 160 ml, UKGM 150 ml). Falls eine Bronchoskopie des Mittellappens nicht
mdglich war, wurde der rechte Unterlappen gespllt. Die Spulflissigkeit wurde dann wieder
abgesaugt und durch eine sterile Kompresse filtriert, um sie von groben Verunreinigungen
zu reinigen. Danach wurde sie bei 300 g fur zehn Minuten und 4°C zentrifugiert, damit sich
der zellulare vom fliissigen Anteil trennte. Der Uberstand (BALF) wurde abpipettiert und bei
-80°C tiefgefroren (eurolPFreg 2013).

3.2.8 Gewinnung des Atemkondensats

Die EBC-Sammlung erfolgte nach den Empfehlungen der Arbeitsgruppe ATS/ERS (Horvéath
et al. 2005) mit dem TURBO-DECCS Gerét (ItalChill, Parma, Italien) (Abbildung 6). Das
TURBO-DECCS Geréat besitzt ein thermoelektrisches Modul, das Uber den Peltier-Effekt
funktioniert. Der Atemstrom des Patienten wird liber Einweg-Polyethylen-R6hrchen in das
Sammel-Tube des Gerats geleitet und dort abgekihlt. Dieses Rohrsystem besteht aus
einem Mundstick, einem Einwegventil, einem Speichelfanger und einem 50 ml Sammel-

Tube. Das DECCS-Polyethylen-Réhrchen System (ltalChill, Parma, Italien) wurde bei jedem
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Patienten gewechselt. Die Sammeltemperatur wurde auf - 5°C eingestellt und gewartet, bis
die Zieltemperatur erreicht wurde. Dabei sollte der Proband den
Mund vor der Durchfihrung ausspilen und einige Stunden
Nahrungs- und Nikotinkarenz eingehalten haben (falls dies nicht
zutraf, wurde dies entsprechend notiert). Eine Nasenklemme

kam zum Einsatz, um eine Verunreinigung durch die

/' : Nasenschleimhaut zu verhindern. Der Patient sollte ruhig und
/ gleichméaRig tiber das Mundstiick ein- und ausatmen.
= =i Der Pneumotachograf (EcoVent, CareFusion, Jaeger,
Wirzburg, Deutschland) wurde in das Polyethylen-Rohrsystem
- ! _D zwischengeschaltet, damit die Atemvolumina standardisiert bei

150 Liter bestimmt werden konnten (Gessner et al. 2001). Diese
Sammelbedingungen ergeben dann ein EBC-Sammelvolumen
| von circa 1-3 ml. Dabei wurde darauf geachtet, dass nur ein
/— - geringer Kontakt zur Raumluft bestand. Nach der Sammlung

Abbildung 6: EBC- wurde das EBC zlgig in ReaktionsgefaRe gefullt und bei - 80 °C

Sammelgerat : TURBO- tiefgefroren.
DECCS, eigenes Foto.

3.2.9 PGE2/8-Isoprostan Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA (Cayman Chemical Company, Michigan, USA) ist ein monoklonaler kompetitiver
Assay, der fur den quantitativen Nachweis von PGE2 und 8-Isoprostan in Biomaterialien
verwendet wird. Er beruht auf dem enzymatischen Immunadsorbtionsverfahren (EIA-
Prinzip), wobei es zu einer Antikdrper-Antigen Reaktion und zu einer enzymatischen
Farbreaktion der Acetylcholinesterase kommt, die mit einem Photometer bestimmt werden
kann (Abbildung 7).

Es wurden der EIA-Puffer, der Waschpuffer und die Standards vorbereitet und die Tracer
und die Antikérper mit einem Farbstoff gefarbt. Die 96-well-Mikrotiterplatte ist mit einem
Antikbrper (PGE2: Ziegen-Anti-Maus-Antikbrper,  8-Isoprostan:  Maus-Anti-Hasen
Antikdrper) vorbeschichtet. Die Plattenbelegung erfolgte mit EIA-Puffer, 50 ul
Standard/Proben, 50 ul Tracer und 50 pl Antikérper. Danach wurde die Platte mit einem
Plastikfilm bedeckt und fur 18 Stunden bei 4°C inkubiert. In dieser Zeit konnten die freien
monoklonalen Antikérper das Substrat (Antigen: PGE2 /8-Isoprostan) beziehungsweise den

Tracer (PGE2 / 8-Isoprostan mit Acetylcholinesterase verbunden) binden. Diese Antigen-

47



Antikdrperkomplexe konnten dann wiederum Uber ihren Fc-Teil von dem festen Antikdrper
auf der Mikrotitierplatte fixiert werden. Die Konzentration des Tracers bleibt bei diesem
Verfahren konstant, wahrend die des Probenmaterials variiert und somit der Tracer mit dem

Biomaker um die Antikdrper konkurriert.

B=Thio=2-Nitrobenzon Saure

Acetylcholinesterase
verbundenes Antigen
(Tracer)

Nachzuweisendes Antigen

in der Probe

(PGE 2 oder 8-Isoprostan)
Spezifischer monoklonaler Antikérper
Fixierter Antikérper bindet den

Fc-Teil des detektierenden Antikérpers

IgG-Antikérper beschichtete 96-well-Mikrotitierplatte

Abbildung 7: ELISA: Prinzip eines kompetitiven ELISA, modifiziert nach Cayman (Cayman Chemical
Company 2011).

Am Folgetag wurde zunachst das Ellman‘s Reagenz mit 20 ml UPW hergestellt. Damit nicht
gebundene Antikérper und Antigene sowie Tracer von der Mikrotitierplatte entfernt werden
konnten, wurde die Platte geleert und fiinf Mal mit 300 pl Waschpuffer gewaschen (Cayman
Chemical Company 2011). In jedes well wurden 200 ul Ellman‘s Reagenz und 5 ul Tracer
in das well total activity hinzugefigt. Dann wurde die Platte wieder mit dem Plastikfilm
abgedeckt und mit Aluminiumfolie abgedunkelt und im Shaker OV3 (Biometra, Géttingen,
Deutschland) fur 60-90 Minuten (PGE2) beziehungsweise 90-120 Minuten (8-Isoprostan)
inkubiert. Es erfolgte die enzymatische Farbreaktion der antikérpergebundenen
Acetylcholinesterase des Tracers mit dem im Ellman‘s Reagenz befindlichen
Acetylthiocholiniodid. Letztendlich entstand dabei 5-Thio-2-nitrobenzoesaure, welches eine
starke Extinktion bei 412 nm hat. Das Lesen der Platte und somit der quantitative Nachweis
der gelben Farbreaktion des Tracers erfolgten bei 405-420 nm photometrisch im ELISA-
Reader (maximale Bindung (B0O) zwischen 0,3-1,0). Die Detektionslimits betrugen fir PGE2
15 pg/ml und fur 8-Isoprostan 2,7 pg/ml.
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3.2.9.1 Totales 8-Isoprostan und Aufreinigung uUber Festphasen-Extraktion

Fur den dritten ELISA wurde ein Aufreinigungsschritt durchgefihrt, um das totale 8-
Isoprostan in den BAL-Proben zu bestimmen. Da 8-Isoprostan haufig an Lipide verestert
vorliegt, wurde es von diesen durch Hydrolyse geldst. Dazu wurden 50 pl KOH-Ldsung (15
%) zu 100 pl Probenvolumen gegeben und fiir 60 Minuten bei 40 °C inkubiert. Danach wurde
mit 400 ul Kaliumphosphat-Puffer auf pH 7-7,4 neutralisiert.

Zur Aufreinigung wurden die C-18 Solid Phase Extraction (SPE)-S&ulchen mit 5 ml Methanol
(1 %) aktiviert und anschlieend mit 5 ml Aqua dest. gewaschen. Als Nachstes wurden die
Proben auf die Sdulen gegeben und dann mit 5 ml UPW und anschlieRend mit 5 ml Hexanen
gewaschen und die Saulen getrocknet. Die Elution des gebundenen 8-Isoprostans erfolgt
mit 5 ml eines Gemisches aus Ethylacetat und Methanol (99:1). Danach wurde das
Ethylacetat im Stickstoffstrom getrocknet und anschlieZend mit 500 pl EIA-Puffer wieder in

Ldsung gebracht.

3.2.9.1 Konzentrierung der Atemkondensate

Um eine verbesserte Nachweisbarkeit der EBCs zu erreichen, wurden die Proben fur die
ELISA-Bestimmungen funffach konzentriert. Hierzu wurden 600 pl Probe in der
Vakuumzentrifuge lyophilisiert. Danach wurde das Lyophilisat mit 120 pl NaCl (0,9 %)
aufgenommen und fur den jeweiligen ELISA 50 pl eingesetzt.

In manchen Fallen, in denen kein ausreichendes Volumen fir eine Konzentrierung
vorhanden war, erfolgte eine vierfache (450 ul lyophilisiert und mit 125,5 ul NaCl 0,9 %
aufgenommen) beziehungsweise dreifache Konzentrierung (350 pl lyophilisiert und mit
116,7 pl NaCl 0,9 % aufgenommen).

3.2.10 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden mit dem Programm GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La
Jolla, USA) ausgewertet und als Median mit Interquartilsabstanden angegeben.

Danach wurden fir mehr als zwei Gruppen der H-Test (Kruskal-Wallis Test) bzw. bei zwei
Stichproben der zweiseitige, nicht-parametrische Mann-Whitney-U Test angewandt. Bei

nominal verteilten Merkmalen kam der Chi?-Test zum Einsatz. Fur die Darstellung im
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zeitlichen Verlauf wurden eine lineare Regressionsanalyse durchgefiihrt und der
Korrelationskoeffizient nach Spearman bestimmit.

Falls die ELISA-Ergebnisse unterhalb des Detektionslimits (PGE2: 15 pg/ml, 8-Isoprostan:
2,7 pg/ml) lagen, wurde das Ergebnis kleiner als der minimale Standard gewa&hlt (8-

Isoprostan: 11,1 pg/ml im EBC). Die Ergebnisse mit einem p < 0,05 werden als statistisch
signifikant angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1 FeNO-Ergebnisse

4.1.1 FeNO-Werte in den verschiedenen Kollektiven

Wie in der Abbildung 8 veranschaulicht wird, sind insgesamt 94 FeNO-Messungen an den
verschiedenen Kollektiven durchgefuhrt worden. Als ILDs wurden die nicht-klassifizierbaren
IIP, RB-ILD, COP, EAA und Sarkoidosen zusammengefasst und sind noch einmal separat
in Blau dargestellt.
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Abbildung 8: FeNO-Werte in den verschiedenen Kollektiven. Darstellung von Medianen mit
Interquartilsbereichen. Als andere ILDs wurden die nicht-klassifizierbaren [IP, RB-ILD, COP, EAA,
Sarkoidose und CTD-ILD zusammengefasst. Diese sind einzeln noch einmal blau dargestellt. Eigene
Abbildung.

Die Mediane von Gesunden (13 ppb), COPD-Patienten (14,75 ppb), Erkrankten mit
Bronchialkarzinom (11,5 ppb) und IPF-Patienten (13,5 ppb) lagen allesamt in einem
ahnlichen Bereich. Der Median der ILD-Gruppe war mit 10 ppb etwas geringer im Vergleich
zur IPF. Innerhalb der ILD-Gruppe liegen die Patienten mit nicht-klassifizierbarer 1IP (9,25

ppb), COP (11 ppb) und EAA (10 ppb) in einem nahen Bereich, wahrend die RB-ILD (6 ppb)
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und die CTD-ILD (8 ppb) niedrigere FeNO-Mediane und die Sarkoidose (14 ppb) héhere
zeigte. In den Haupt- und ILD-Untergruppen war kein signifikanter Unterschied festzustellen.
Als Ausreil3er fallen in der COPD- und der IPF-Gruppe jeweils ein Patient mit relativ hohen
FeNO-Werten (IPF: 207 ppb, COPD: 100 ppb) auf, die beide gesondert in 4.1.4 betrachtet

werden.

4.1.2 Korrelationen von FeNO-Werten mit klinischen Parametern

Zur Uberprifung, inwieweit FeNO-Werte mit dem klinischen Progress der Lungenfibrose
korrelieren, wurden fur IPF und andere ILDs FeNO-Werte mit Parametern der
Lungenfunktion, der Blutgasanalyse und der Spiroergometrie korreliert und eine lineare
Regressionsanalyse durchgefihrt.

Wahrend die Vitalkapazitat (VC), die totale Lungenkapazitat (TLC), das intrathorakale
Gasvolumen (ITGV), die relative Uberblahung (RV/TLC), der Sauerstoff- und
Kohlenstoffdioxidpartialdruck (pO2und pCO;) praktisch nicht mit dem FeNO-Wert bei IPF-
Patienten korrelierten (r < 0,3), zeigte sich eine positive Korrelation fiir die DLCO (r = 0,57,
p = 0,09) und die KCO (r = 0,67, p = 0,04). Demnach wurde ein erniedrigter FeNO-Wert auf
eine erniedrigte DLCO und KCO hinweisen.

Bei den anderen ILD-Erkrankten zeigt sich diese Verteilung nicht. Auch hier sind fur die
meisten lungenfunktionellen Parameter (VC, TLC, DLCO, KCO, pO; und pCO) nur
schwache Korrelationen zum FeNO-Wert zu finden. Allerdings zeigen sich eine inverse,
signifikante Korrelation von FeNO zur ITGV (r = - 0,44, p = 0,03) und eine inverse, hdchst
signifikante Korrelation zwischen FeNO und RV/TLC (r = - 0,69, p = 0,0003).
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Abbildung 9: Korrelation mit linearer Regressionsgerade von Lungenfunktionsparametern mit
FeNO-Wert fir das IPF-Kollektiv. VC= Vitalkapazitdt, TLC= Totale Lungenkapazitat, ITGV=
Intrathorakales Gasvolumen, RV/TLC= Relative Uberblahung, DLCO= Diffusionskapazitat fiir CO,
KCO= um das alveolare Volumen Kkorrigierte DLCO, pO2= Sauerstoffpartialdruck, pCO2=
Kohlendioxidpartialdruck. r = Korrelationskoeffizient nach Spearman. Eigene Abbildung.
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Abbildung 10: Korrelation mit linearer Regressionsgerade von Lungenfunktionsparametern
mit FeNO-Wert fir das ILD-Kollektiv. VC= Vitalkapazitat, TLC= Totale Lungenkapazitat, ITGV=
Intrathorakales Gasvolumen, RV/TLC= Relative Uberblahung, DLCO= Diffusionskapazitat fir CO,
KCO= um das alveolare Volumen korrigierte DLCO, pO2= Sauerstoffpartialdruck, pCO2=
Kohlendioxidpartialdruck. r = Korrelationskoeffizient nach Spearman,* p < 0,05, *** p < 0,0005.
Eigene Abbildung.
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Um den Zusammenhang zwischen der Sauerstoffaufnahme und der kérperlichen Belastung
zu Uberprifen, wurden die FeNO-Werte mit den Gehstrecken des Sechs-Minuten-Gehtests
und der VO,max der Spiroergometrie korreliert. Aufgrund der geringen Verfiuigbarkeit von
Untersuchungen und den daraus resultierenden geringen Fallzahlen sind in der Abbildung
11 zum einen IPF-Patienten alleine und zum anderen IPF-Patienten mit allen anderen
Patienten dargestellt, um eine hohere Gruppenanzahl zu erhalten, wobei die
Korrelationsanalyse offensichtlich sehr stark durch einen Ausreil3er beeinflusst wird.

Es ist keine Korrelation des FeNO-Werts zur Gehstrecke im 6 MGT feststellbar.

Fur die maximale Sauerstoffaufnahme der VO;max in der Spiroergometrie ist eine positive
Korrelation zum FeNO-Wert fur die IPF (r = 0,6) und fir alle Patienten (r = 0,02) erkennbar,

die jedoch nicht signifikant miteinander korrelierten.
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Abbildung 11: Korrelation der Gehstrecke im Sechs-Minuten-Gehtest (6 MGT) und der
maximalen Sauerstoffaufnahme (VO:max) in der Spiroergometrie zum FeNO-Wert. Lineare
Regressionsgerade eingezeichnet, r = Korrelationskoeffizient nach Spearman. Eigene Abbildung.
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4.1.3 Beeinflussende Faktoren auf die FeNO-Messung bei allen Patienten

Zur Klarung der Frage, inwieweit das Rauchverhalten und die Medikamenteneinnahme den
FeNO-Wert beeinflussen, wurde der FeNO-Wert fir alle Patienten getrennt nach
Raucherstatus (nie, aktiv, ehemalig), NSAID-, Steroid- und Protonenpumpen-Inhibitoren-
Einnahme (PPI) analysiert.

Patienten mit einem aktiven Rauchverhalten (Median: 8 ppb) sind durch signifikant
niedrigere FeNO-Werte als ehemalige Raucher gekennzeichnet (Median: 14 ppb) und Nie-
Raucher (Median: 13 ppb).

Der Median des FeNO-Werts bei NSAID-Einnahme (Median: 14 ppb) ist nicht signifikant
hoher als ohne Einnahme (Median: 12 ppb). Ebenso konnte bei den Variablen

Steroideinnahme und PPI-Einnahme kein Unterschied auf den FeNO-Wert beobachtet
werden.
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Abbildung 12: Beeinflussende Faktoren auf den FeNO-Wert bei allen Patienten: Darstellung des
Raucherstatus, der Steroid-, der NSAID- und der PPI-Einnahme im Zusammenhang mit dem FeNO-
Wert fir alle Patienten. Median mit Interquartilsbereich, * p < 0,05, ** p < 0,01 (Kruskal-Wallis Test
und Mann-Whitney Test). Eigene Abbildung.

4.1.4 Intraindividueller FeNO-Verlauf

Die FeNO-Messung erfolgte im Rahmen eines stationaren Aufenthalts, dabei wurde die
intraindividuelle Variabilitdt durch wiederholte Messungen bestimmt. Zwischen den

verschiedenen Zeitpunkten lagen ein bis elf Tage. Es werden exemplarisch das IPF- und
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das COPD-Kollektiv in Abbildung 13 dargestellt. Es zeigte sich insgesamt eine gute
Wiederholbarkeit der FeNO-Messungen.

In der Gruppe der COPD gab es einen Ausreil3er, der zunachst einen FeNO-Wert von 13
ppb hatte und dann im Verlauf FeNO-Werte von 151 und 137 ppb zeigte. Recherchen
ergaben eine Infektexazerbation mit erhohter Korpertemperatur und verfarbtem Sputum,
sodass eine Antibiotika-Therapie eingeleitet wurde.

In der Gruppe der IPF gab es einen Ausreil3er, der tiber mehrere Tage hinweg Werte um
die 200 ppb zeigte. Als Komorbiditaten wurde eine rheumatoide Arthritis angegeben, die mit
Prednisolon und Leflunide behandelt wurde. Der Rheumafaktor war mit 141 1U/ml erhght. In
der BAL zeigte sich eine eosinophile Begleitreaktion (5 % eosinophile Zellen in der BAL-
Zytologie). Es konnten keine Exazerbation, Asthma bronchiale oder Churg-Strauss-
Vaskulitis nachgewiesen werden (normwertige Bluteosinophilen, gesamt IgE, p-und c-
ANCA). Der Patient befand sich zur Sicherung der IPF in stationérer Behandlung.
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Abbildung 13: Intraindividueller FeNO-Verlauf: Unterschied der FeNO-Messung anhand des IPF-
und des COPD-Kaollektivs wahrend eines stationaren Aufenthalts. Eigene Abbildung.

415 FeNO-Werte in Exazerbation

Inwieweit der FeNO-Wert eine Inflammationsreaktion beziehungsweise eine Exazerbation
widerspiegeln kdnnte, wurde fir alle Patienten (Abbildung 14) und fur die COPD-Patienten
(Abbildung 15) dargestellt (die Steroid-Einnahme fiir die Gesamtheit findet sich in der

Abbildung 12). Ob eine Exazerbation vorlag, wurde anhand von vier Kriterien (Diagnose in
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der Patientenakte, Sputumverfarbung, Antibiotika-Einnahme und mikrobiologischer
Keimnachweis) beurteilt und Gruppen gebildet, deren FeNO-Werte miteinander verglichen
wurden.

Es zeigten sich leicht hohere FeNO-Mediane bei der Stratifikation nach dem
Exazerbationsstatus im Brief (13,5 ppb) und den verfarbten Sputum (13,5 ppb), wahrend
diejenigen mit einer antibiotischen Behandlung (10 ppb) und positivem Keimnachweis (9
ppb) etwas niedrigere FeNO-Mediane zeigten als die Nichtexazerbierten. Jedoch wurde in
keinem Vergleich ein signifikanter Unterschied festgestellt.
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Abbildung 14: Darstellung der FeNO-Werte aller Patienten, stratifiziert nach klinischen
Parametern: Exazerbation, Sputumverfarbung, Keimnachweis im Sputum und Antibiotika-
Einnahme. AB= Antibiotika-Einnahme. Median mit Interquartilsbereich. Eigene Abbildung.

Bei der COPD kommt es im Verlauf der Erkrankung haufiger zu einer Infekt assoziierten

Exazerbation, weshalb oftmals eine stationarer Aufenthalt vonnédten ist und eine
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antibiotische und anti-obstruktive (Steroid-) Therapie begonnen wird. Bei den COPD-
Patienten zeigte sich lediglich bei der Aufteilung der FeNO-Werte nach verfarbten Sputen
leicht héhere Mediane (17 ppb versus 10 ppb), wahrend die Ubrigen Stratifikationen
geringere FeNO-Mediane im Vergleich zu den Nichtexazerbierten zeigten. In keinem
Vergleich wurde ein signifikanter Unterschied festgestellt.
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Abbildung 15: Darstellung der FeNO-Werte von COPD-Patienten, stratifiziert nach klinischen
Parametern: Exazerbation, Sputumverfarbung, Keimnachweis im Sputum, Antibiotika-Einnahme
und Steroidbehandlung (inhalativ oder systemisch). Median mit Interquartilsbereich. Eigene
Abbildung.

4.2  Freies 8-lsoprostan im EBC

Das Eicosanoid 8-Isoprostan wurde mit einem kommerziellen ELISA (Cayman) im nativen
Atemkondensat detektiert. Insgesamt lagen die Werte aber im unteren Bereich der
Standardkurve, wobei zwei Einzelmesswerte von 30 Doppelbestimmungen unterhalb des
kleinsten Standards lagen (nicht abgebildet).

Um auch EBCs mit einem geringen 8-Isoprostangehalt messen zu kénnen, wurden die

Proben durch Lyophilisierung aufkonzentriert und mit diesen der ELISA durchgefuhrt.
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Allerdings blieb auch hierbei eine Probe unterhalb des kleinsten Standards. In der Abbildung
16 zeigt die IPF den hiéchsten Median (8,3 pg/ml), gefolgt von den Gesunden (6,05 pg/ml)
und den ILD (4,11 pg/ml). Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
in Bezug auf das freie 8-Isoprostan.

Freies 8-Isoprostan

1007
3
10+ ° _", _
— + 0
?Em .o. UL
o
_g, d ....
0 2
l- PS
n=14 n=3 n=12
0.1 T T T
Gesund IPF ILD

Abbildung 16: Freies 8-Isoprostan im EBC: Konzentrierte EBC-Proben wurden eingesetzt, die
Ergebnisse wurden anschlie3end wieder um den Konzentrationsfaktor korrigiert. Als ILDs wurden die
nicht-klassifizierbaren 1IP, EAA, DIP, COP, Sarkoidose, CTD-ILD und Pneumokoniose
zusammengefasst. Median mit Interquartilsbereich. Eigene Abbildung.

43 PGE2imEBC

Im nativen Atemkondensat war PGE2 nur schwer zu detektieren und lag mit 26 Einzelwerten
aus den 30 Doppelbestimmungen unterhalb des kleinsten Standards, sodass eine
Konzentrierung der Proben als sinnvoll erachtet wurde.

Das Konzentrieren der Proben erfolgte mittels Lyophilisierung. In der Abbildung 17 wurden
diese konzentrierten EBC-Proben zur PGE2-Bestimmung eingesetzt, von denen fir PGE2
alle messbar waren. Die Gesunden zeigten den hochsten PGE2-Median (9,9 pg/ml),
wéhrend die IPF (7,03 pg/ml) und die ILD (6,61 pg/ml) etwas geringere Mediane aufwiesen.
Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
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Abbildung 17: PGE2 im EBC: Konzentrierte EBC-Proben eingesetzt, die Ergebnisse wurden
anschlieBend wieder um den Konzentrationsfaktor korrigiert. Als ILDs wurden die nicht-
klassifizierbaren 1IP, EAA, DIP, COP, Sarkoidose, CTD-ILD und Pneumokoniose zusammengefasst.
Median mit Interquartilsbereich. Eigene Abbildung.

4.4  Freies und totales 8-lsoprostan in der BALF

Der Frage nachgehend, inwieweit die Eicosanoide in der BALF nachweisbar sind, wurden
aus BALF-Proben das 8-Isoprostan und PGE2 bestimmt und mit klinischen Daten tber den
zeitlichen Verlauf korreliert, um einen moglichen Krankheitsprogress aufzuzeigen. Hierbei
wurde zuséatzlich zum freien 8-Isoprostan tber einen weiteren Schritt das totale 8-Isoprostan
bestimmt. Als ILD wurden die NSIP, EAA und Sarkoidose zusammengefasst, eine

detaillierte Abbildung (differenziert nach einzelnen Kollektiven) befindet sich im Anhang
(Abbildung 29).
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Freies 8-Isoprostan Totales 8-Isoprostan
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Abbildung 18: Darstellung des freien und des totalen 8-Isoprostans aus der BALF der gleichen
Patienten. Als ILDs wurden die NSIP, EAA und Sarkoidosen zusammengefasst. Darstellung als
Median mit Interquartilsbereich, * p < 0,05, ** p < 0,01 (Kruskal-Wallis Test und Mann-Whitney Test).
Eigene Abbildung.

In der BALF waren fur alle Proben Messwerte oberhalb des kleinsten Standards
nachweisbar. In Bezug auf das 8-Isoprostan erkennt man, dass das freie 8-lsoprostan
(Mediane zwischen 3-6 pg/ml) in geringerer Konzentration in der BALF vorlag als das totale
8-Isoprostan (Mediane zwischen 30-40 pg/ml). Auffallig ist allerdings, dass das freie 8-
Isoprostan eine viel breitere Streuung zeigte als das totale 8-Isoprostan.

Die IPF (6,1 pg/ml) und die ILD (5,67 pg/ml) zeigten signifikant héhere Mediane als die
gesunde Kontrollgruppe (3,19 pg/ml) fir das freie 8-Isoprostan. Dieser Unterschied zeigte
sich im totalen 8-Isoprostan, bei dem die Mediane alle in einem nahen Bereich lagen, nicht
(Gesund: 32,48 pg/ml, IPF: 37,39 pg/ml und ILD: 34,63 pg/ml).

Betrachtet man die ILD-Untergruppe detailliert, so hat die NSIP fiir das freie 8-Isoprostan
den geringsten Median (4,19 pg/ml) und unterscheidet sich damit nicht von den Gesunden,
wahrend die EAA (5,67 pg/ml) und die Sarkoidose (26,5 pg/ml) sich signifikant von der
gesunden Kontrollgruppe unterscheiden (Abbildung 29 im Anhang).

In der genaueren Betrachtung des totalen 8-Isoprostans zeigt die EAA (31,29 pg/ml) den
geringsten Median, gefolgt von der NISP (34,63 pg/ml) und der Sarkoidose (41,11 pg/ml)
(Abbildung 29 im Anhang).
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4.5 Zusammenhang zwischen freiem und totalem 8-lsoprostan

8-Isoprostan gilt als Biomarker fir oxidativen Stress, der COX-unabhéngig entsteht. Dabei
kann 8-Isoprostan verestert an Fettsauren oder nach Abspaltung tber die Phospholipase
A, frei vorkommen (Summe vom freien und veresterten entspricht dem totalen 8-
Isoprostan). Um den Zusammenhang zwischen dem freien und dem totalen 8-Isoprostan
darzustellen, wurden alle vorhandenen Werte in die Korrelationsanalyse einbezogen. Im
Anhang befindet sich die Abbildung fur die einzelnen Kollektive noch einmal detailliert
(Abbildung 30). Es zeigte sich eine positive Korrelation zwischen dem freien und dem totalen

8-Isoprostan mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,44 der hochst signifikant war.

r = 0,44, p = 0,0001 ***
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log totales 8-Isoprostan in pg / ml
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1 10 100
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Abbildung 19: Zusammenhang zwischen freiem und totalem 8-lsoprostan: Korrelation mit
linearer Regressionsgerade zwischen freiem und totalem 8-lsoprostan. r = Korrelationskoeffizient
nach Spearman. Eigene Abbildung.

4.6 PGE2in der BALF

In der BALF war PGE2 in allen Proben nachweisbar. Insgesamt lagen die Mediane fiir die
Gesunden (22,08 pg/ml), IPF-Patienten (23,34 pg/ml) und ILD-Patienten (24,51 pg/ml) nahe
beieinander, sodass es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen gab.

Betrachtet man sich die ILD-Untergruppen genauer (Anhang: Abbildung 29), so weist die
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NISP (27,33 pg/ml) den héchsten PGE2-Mediane auf, gefolgt von der EAA (24,51 pg/ml)
und der Sarkoidose (22,18 pg/ml). Jedoch besteht auch hier kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 20: PGE2 in der BALF: Darstellung des PGE2 aus der BALF. Als ILD wurden die NSIP,
EAA und Sarkoidosen zusammengefasst. Darstellung als Median mit Interquartilsbereich, (Kruskal-
Walllis Test und Mann-Whitney Test). Eigene Abbildung.

46.1 Zeitlicher Verlauf von klinischen Parametern und Korrelation mit 8-
Isoprostan- und PGE2-Spiegeln aus der BALF

Um zu Uberprifen, inwieweit 8-lsoprostan- und PGE2-Spiegel aus BALF-Proben den
Krankheitsprogress wiedergeben, wurden sich zeitlich verdndernde klinische Parameter mit
den ELISA-Ergebnissen korreliert. Die Steigung der FVC jedes Patienten wurde in einer
Korrelationsanalyse mit linearer Regressionsgerade zu den ELISA-Ergebnissen
aufgetragen.

Eine Ubersicht tber die Haufigkeitsverteilung des zeitlichen Verlaufs der klinischen
Parameter befindet sich jeweils links als Summenhéaufigkeitsdiagramme. Fir diese

Auswertung wurden IPF und ILD zusammengefasst. Die Gruppe der ILD umfasst die NSIP,
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EAA und Sarkoidose. Eine detaillierte Betrachtung der IPF und der ILD befindet sich im
Anhang (Abbildung 31-37).

Bekanntlich wird bei fibrosierenden Lungenerkrankungen im Verlauf der Erkrankung eine
restriktive Ventilationsstoérung ausgebildet. In der Abbildung 21 wurde dementsprechend die
forcierte Vitalkapazitat (FVC) naher betrachtet. Es ist ersichtlich, dass circa 20 % der IPF-
und ILD-Falle einen Abfall der FVC % Soll pro Jahr zeigten.

Es ergaben sich keine signifikanten Korrelationen. Mit der zeitlichen Veranderung der FVC
% Soll ergaben sich ein negativer Korrelationsindex fur PGE2 (r = - 0,12) und das totale 8-
Isoprostan (r = - 0,05), wahrend das freie 8-Isoprostan (r = 0,01) kaum korrelierte. Im Anhang
befindet sich die Abbildung, getrennt fir IPF und ILD (Abbildung 31) sowie fir die VC
(Abbildung 32).
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Abbildung 21: Berechnete jahrliche Veranderung der forcierten Vitalkapazitat (FVC) in % Soll.
In dem linken Summenhaufigkeitsdiagramm ist die zeitliche Veranderung der FVC anhand der
Haufigkeit aller IPF- und ILD-Patienten zusammengefasst. r = Korrelationskoeffizient nach
Spearman. Eigene Abbildung.

Inwieweit die bestimmten Biomarker aus der BALF mit den typischen

Gasaustauschstorungen (Verminderung von DLCO und KCO) der IPF und ILD korrelieren,
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wurde in den Abbildungen 22 und 23 aufgezeigt. Die meisten Patienten zeigten kaum eine
zeitliche Veranderung in der relativen Diffusionskapazitat von CO (DLCO % Soll), nur einige
wenige (unter 10 % der Falle) hatten einen starken Verlust der DLCO % Soll zu verzeichnen.
Ein Teil der Patienten war sogar durch eine Verbesserung der DLCO gekennzeichnet, dies
waren ausnahmslos keine IPF-Patienten, wie dies in der getrennten Betrachtung der IPF
und ILD im Anhang zu erkennen ist (Abbildung 33).

PGE2 und das freie 8 Isoprostan korrelieren nicht signifikant mit der DLCO % Soll. Nur das
totale 8-Isoprostan (r = - 0,29) korreliert signifikant invers mit der DLCO % Soll.
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Abbildung 22: Berechnete jahrliche Veranderung der Diffusionskapazitéat fir CO (DLCO) in %
Soll. In dem linken Summenhaufigkeitsdiagramm ist die zeitliche Veranderung der DLCO % Soll
anhand der Haufigkeit aller IPF- und ILD-Patienten zusammengefasst. r = Korrelationskoeffizient
nach Spearman. Eigene Abbildung.

Fur die korrigierte Diffusionskapazitat (KCO) zeigten ebenfalls nur wenige Patienten eine
rasante Abnahme der KCO % Soll liber die Zeit. In der Korrelationsanalyse zeigte sich fir
die untersuchten exhalativen Marker keine signifikante Korrelation zur zeitlichen

Verédnderung der KCO % Soll. Die wenigen Patienten, die eine Verbesserung der KCO %
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Soll / Jahr zeigten, waren keine IPF-Patienten, wie dies in der getrennten Betrachtung der
IPF und ILD im Anhang zu erkennen ist (Abbildung 34).

Weiter zeigt sich, dass die IPF, einzeln gesehen, eine wesentlich hdhere inverse Korrelation
aufweist als die Gruppe der ILD. Die IPF zeigt fir PGE2 (r = - 0,56, p = 0,0108) und fiir das
totale 8-Isoprostan (r = - 0,52, p = 0,0191) eine signifikante, inverse Korrelation, wahrend
das freie 8-Isoprostan (r = - 0,27, p = 0,25) nicht signifikant korreliert. Fir die ILD bestehen
keine signifikanten Korrelationen (PGE2 r = - 0,17, freies 8 Iso r = - 0,26 und totales 8 Iso r
=-0,32).
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Abbildung 23: Berechnete jahrliche Veranderung der um das Alveolarvolumen korrigierten
Diffusionskapazitat fir CO (KCO) in % Soll. In dem linken Summenhaufigkeitsdiagramm ist die
zeitliche Veranderung der KCO % Soll anhand der Haufigkeit aller IPF- und ILD-Patienten
zusammengefasst. r= Korrelationskoeffizient nach Spearman. Eigene Abbildung.

Typischerweise kommt es mit dem respiratorischen Progress auch zu einem Verlust der
Gehstrecke im Sechs-Minuten-Gehtest. In der Abbildung 24 erkennt man, dass circa 25 %
der IPF- und ILD-Patienten einen messbaren Verlust der Gehstrecke aufwiesen, wahrend

andererseits ungefahr 10 % der Patienten eine Verbesserung der Gehstreckendistanz
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zeigten (genauer betrachtet, handelt es sich bei den Patienten mit
Gehstreckenverbesserung um andere ILDs als IPF, siehe Abbildung 35).

In der Korrelationsanalyse resultierte kein signifikanter Zusammenhang zwischen den
exhalativen Markern und der Gehstrecke. Die Isoprostane (freies 8 Iso r = - 0,10, totales 8
Iso r=-0,08) stiegen invers zu der Gehstrecke an, wahrend PGE2 (r = 0,17) sich gleichzeitig
mit der Gehstrecke anderte. Mit einem Verlust der Gehstrecke gehen also scheinbar eine
Erniedrigung des PGE2 und eine Erh6hung des freien und totalen 8-Isoprostan einher.
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Abbildung 24: Berechnete jahrliche Veranderung der Gehstrecke in Metern / Jahr. In dem linken
Summenhaufigkeitsdiagramm ist die zeitliche Veranderung der Gehstrecke im Sechs-Minuten-
Gehtest anhand der Haufigkeit aller IPF- und ILD-Patienten zusammengefasst. r =
Korrelationskoeffizient nach Spearman. Eigene Abbildung.

Eine objektivierbare Methode, den respiratorischen Progress und den damit
einhergehenden korperlichen Leistungsabfall festzustellen, ist die Messung der maximalen
Sauerstoffaufnahme (VO2max) in der Spiroergometrie. Die VO2max gibt an, wie viel Milliliter
Sauerstoff der Kdrper im Zustand der Ausbelastung maximal pro Minute verwerten kann.
Die Anzahl der verwendeten Patienten ist durch die Berechnung der Steigung zu

mindestens zwei unterschiedlichen Zeitpunkten sehr gering. Einzelne Spiroergometrien

68



wurden nicht bertcksichtigt (befinden sich jedoch in einer separaten Abbildung im Anhang,
Abbildung 38).

Man erkennt, dass fast 70 % der Patienten einen Abfall der VO.max und circa 30 % eine
Verbesserung zeigten. In der getrennten Betrachtung von IPF und ILD (Anhang, Abbildung
37) zeigte die IPF nur Verluste der VO.max, wahrend die anderen ILDs weniger schwere
Abfalle aufwiesen und fur die 30 % der Falle verantwortlich waren, die eine Verbesserung
in der VO;max zeigten. Die Mediane der beiden Gruppen unterschieden sich hoch
signifikant voneinander (IPF: - 2,3 ml / kg / min / Jahr, ILD: 0,1 ml / kg / min / Jahr, p=
0,0038).

In der Korrelationsanalyse ergibt sich keine Signifikanz zwischen den untersuchten
Biomarkern und der zeitlichen Veranderung der VO.max / Jahr (PGE2 r = - 0,19, freies 8
Isor=-0,11, totales 8 Iso r = - 0,02). Differenzierter sieht es bei der einzelnen Betrachtung
der IPF aus (Anhang, Abbildung 37). PGE2 (r = - 0,82, p = 0,03) korrelierte signifikant invers
zum Abfall der VO.max / Jahr. Das freie und das totale 8-Isoprostan korrelieren weiterhin
nicht. Die ILD alleine zeigte nur schwach positive bis keine Korrelationen (PGE2: r = 0,08,
freies 8 Iso: r = 0,14, totalen 8 Iso: r = 0,25) ohne Signifikanz. Schaut man sich die ILD-
Gruppe genauer an, hat auch die NSIP einen negativen Median, wahrend die EAA und die
Sarkoidose einen positiven haben (nicht dargestellt). Mdglicherweise spiegelt dies so die
Progression der Erkrankungen der IF und NSIP wider. Die EAA und die Sarkoidose nehmen
zumeist einen positiven Verlauf, dies zeigt sich auch in der Zunahme der VO2max Uber die
Zeit.
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Abbildung 25: Berechnete jahrliche Veranderung der maximalen Sauerstoffaufnahme in der
Spiroergometrie. In dem linken Summenhaufigkeitsdiagramm ist die zeitliche Veranderung der
VOz2max anhand der Haufigkeit aller IPF- und ILD-Patienten zusammengefasst r =
Korrelationskoeffizient nach Spearman. Eigene Abbildung.

Zur Beurteilung der Dyspnoe wurde die Borg-Skala entwickelt. Anhand von Zahlenwerten
(1: keine; 10: maximale Dyspnoe) kann der Patient seine Dyspnoe subjektiv bewerten. Im
Anhang wurde auch eine Korrelationsanalyse zu den sich verandernden Angaben in der
Borg-Skala gemacht, bei der jedoch das unterschiedliche subjektive Empfinden von
Dyspnoe bei verschiedenen Patienten beriicksichtigt werden sollte. Dabei zeigte PGE2 (r =
- 0,47, p = 0,0069) eine inverse und hoch signifikante Korrelation zur Zunahme der Borg-
Skala (Anhang, Abbildung 36).
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4.6.2 Vergleich der ELISA-Ergebnisse von EBCs und BALFs von Patienten
wahrend des gleichen stationdren Aufenthalts

Der Frage nachgehend, ob das EBC ein mogliches Abbild der BALF darstellt, wurden in
dieser Versuchsreihe tiefgefrorene EBCs und BALFs von Patienten des gleichen stationéren
Aufenthalts zusammengetragen und gemeinsam analysiert.

Um auf eine fur die Auswertung ausreichend hohe Gruppengréf3e zu kommen, wurden
folgende Erkrankungen zusammengefasst: IPF, ILD (Nicht-klassifizierbare 1IP, EAA, DIP,
COP, Sarkoidose, CTD-ILD, Pneumokoniose), COPD und Asthma (insgesamt 17
zeitgleiche EBCs und BALFs).

PGE2
in EBC und BALF

Freies 8-Isoprostan
in EBC und BALF

r=-0,07,ns.

r=0,57 *
301 301
— 20 ° — 20
E E
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o’ .
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Abbildung 26: Korrelationsanalyse von BALF und EBC-Ergebnissen. r = Korrelationskoeffizient
nach Spearman, * p < 0,05. Eigene Abbildung.

In der Abbildung 26 wurde der Zusammenhang zwischen der Konzentration von PGE2 und
8-Isoprostan im EBC und in der BALF bestimmt. Fiur das freie 8-Isoprostan erkennt man
eine signifikante und positive Korrelation (r = 0,57, p = 0,0177), sodass hier gilt: Je hdher
die Konzentration in der BALF ist, desto hoher ist auch die Konzentration im EBC.

Fur das PGE2 im EBC und in der BALF konnte keine Korrelation festgestellt werden (r = -
0,07).

Vergleicht man die Mediane miteinander, so ist das PGE2 in der BALF (Median: 34,27 pg/ml,
IQB 32,06 - 38,91) um den Faktor funf héher als im EBC (Median 6,61 pg/ml, IQB 4,59 -
8,16) und das freie 8-Isoprostan (32,85 pg/ml, IQB 25,09 - 36,56) um den Faktor sieben
hoher als im EBC (Median: 4,48 pg/ml, IQB 2,51- 6,27).
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5. Diskussion

In der Arbeit soll die Bedeutung der exhalativen Biomarker fir die Differenzierung und
Prognose von ILD und anderen chronischen Lungenerkrankungen untersucht werden. Die
Messung des FeNO und der Nachweis von PGE2 und 8-Isoprostan im EBC mittels ELISA

wurden hierzu mit klinischen Parametern verglichen.

5.1 FeNO-Ergebnisse

5.1.1 Methodik der FeNO-Messung

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde NO bei einer Flussrate von 50 ml/s bestimmt, wie
es von den ATS-Leitlinien empfohlen wird (American Thoracic Society und European
Respiratory Society 2005). Die FeNO-Messung bezieht sich auf die Plateau-Phase des NOs
in der Exhalation (Silkoff et al. 2006).

Experimentelle FeNO-Messungen zu mehreren Flussraten verfolgen einen neuen
methodischen Ansatz. So konnten einige Arbeitsgruppen bei NO-Messungen zu mehreren
Flussraten (z.B. 10, 50, 100, und 200 ml/s) zwischen einer bronchialen und einer alveolaren
NO-Konzentration unterscheiden und somit unterschiedlich hohe NO-Werte bei bronchialen
und alveolaren Erkrankungen nachweisen (Tsoukias, N., M. und George, S., C. 1998),
(Lehtimaki et al. 2000), (Lehtimaki et al. 2001), (Silkoff et al. 2000), (Schildge 2011). Die
Uberlegungen beruhen auf dem Zwei-Kompartiment-Modell von Tsoukias und George
(Tsoukias, N., M. und George, S., C. 1998), welches in der Abbildung 27 erklart wird. Um
auf den methodischen Unterschied einzugehen, wird das Zwei-Kompartiment-Modell nun
detailliert erlautert. Es wird zwischen dem Alveolar-Raum (Kompartiment 1) und den
Atemwegen (Kompartiment 2) differenziert. Die Variablen charakterisieren die Atemwege
(Dawno: Diffusionskapazitat der Atemwege, J'awno: Maximale Flussrate in den Atemwegen)
und die Alveolen (Cano: Alveolare NO-Konzentration) (Silkoff et al. 2000), (Silkoff et al.
2006), (Schildge 2011). Dawno beschreibt den bronchialen NO-Fluss und hangt von der NO-
Diffusionskapazitat und dem Konzentrationsgefalle zwischen Bronchialwand und Lumen ab
(Lehtimaki et al. 2001). Der bronchiale NO-Fluss beschreibt die Gesamtheit des NOs, das
von der Bronchialwand ins Lumen pro Zeiteinheit Ubertritt (Lehtimaki et al. 2001). Die
alveolare und die bronchiale NO-Konzentration kdnnen geschétzt werden, indem man

exhaliertes NO zu verschiedenen Flussraten misst und das NO gegen die Flussrate
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aufzeichnet (Tsoukias, N., M. und George, S., C. 1998), (Lehtimaki et al. 2001). Die Steigung
entspricht der alveolaren NO-Konzentration und der Achsenabschnitt der bronchialen NO-
Konzentration (Lehtimaki et al. 2001).

Zum Beispiel konnten Brindicci et al. erhdhtes peripheres Cano von COPD-Patienten auf die
Schwere der kleinen Atemwegsinflammation zurtickfuhren (Brindicci et al. 2005). Eine
finnische Studie konnte zwischen erhéhtem Cano fur Fibrosepatienten (IPF und EAA) und
bronchialem NO in Asthmapatienten differenzieren (Lehtiméaki et al. 2001).

In der hier vorliegenden Arbeit konnte fiir IPF- bzw. ILD-Patienten keine Unterscheidung
anhand des FeNO-Werts vorgenommen werden. Inwieweit eine FeNO-Messung bei
mehreren Flussraten Unterschiede zwischen den Kollektiven erbracht héatte, liel3 sich nicht
sicher beantworten. Die Ergebnisse der hier durchgeflihrten Messung bei einer Flussrate
sprechen allerdings gegen eine relevante Anderung der bronchialen bzw. alveolaren NO-
Freisetzung bei IPF und anderen ILDs. Eine vielversprechende Methode scheint die

beschriebene NO-Sammlung zu mehreren Flussraten zu sein.

Alveolar Region: Kompartiment 1 Atemwege: Kompartiment 2

Jawyp = J'awyg - DawyoCho

J'awyg

> FeNO

Dawyo * Cyo

Abbildung 27: Das Zwei-Kompartiment-Modell wird vereinfacht benutzt, um die NO-dynamischen
Prozesse in den Kompartimenten der Alveolen und der leitenden Bronchien zu beschreiben. Dabei
ist das FeNO die Summe aus alveolarem und bronchiolarem NO, die abhangig sind von drei
flussunabhéngigen Variablen: Dem maximalen Fluss durch die Bronchialwand (Jawno,), der
Diffusionskapazitdt von NO in den Atemwegen (Dawno) und der steady-state alveolaren
Konzentration (Cano). Jawno ist der totale Fluss des NOs zwischen Gewebe und Gasphase in den
Atemwegen. Abbildung modifiziert nach (Silkoff et al. 2006), (Gelb et al. 2012), (Tsoukias, N., M. und
George, S., C. 1998).
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Bei der Interpretation von FeNO-Messungen sollten immer die individuell beeinflussenden
Faktoren betrachtet werden. In der vorliegenden Arbeit konnte ein Zusammenhang
zwischen Rauchverhalten und FeNO-Erniedrigung beobachtet werden (Abbildung 12).
Diese Abhangigkeit wurde bereits von einigen Autoren festgestellt (Kharitonov et al. 1995a),
(Olin et al. 2006).

Weitere Beeinflussungen konnten bei den ILDs nicht festgestellt werden, lassen sich aber
anhand zahlreicher Literaturnachweise vermuten und werden zum Teil kontrovers diskutiert.
Hierzu zéhlen die unterschiedliche NO-Konzentrationen, bezogen auf das Geschlecht
(Olivieri et al. 2006) (Olin zeigte keinen Zusammenhang: Olin et al. 2006) in Bezug auf das
Alter (Franklin et al. 1999), (Franklin et al. 1999), (Olin et al. 2006) und die KérpergroRe
(Olin et al. 2006).

Bei Kindern konnte einheitlich festgestellt werden, dass der FeNO-Wert vom Alter
beziehungsweise von der Grol3e der respiratorischen Oberflache abhéangt (Pedroletti et al.
2003). Bei Erwachsenen wurde eine positive Korrelation zwischen der Hohe des FeNO-
Werts (Olin et al. 2006) beziehungsweise des FeNO und der Cano (Gelb et al. 2011) zum
Alter beobachtet. Widersprichliche Ergebnisse zeigen sich bezliglich der geschlechtlichen
Beeinflussung. Olivieri et al. weisen hohere FeNO-Werte bei Mannern auf (Olivieri et al.
2006), wahrend Olin et al. keinen Unterschied feststellen kénnen (Olin et al. 2006). Die
meisten Studien zeigen eine Beeinflussung der Korpergréf3e auf die FeNO-Werte (Olin et
al. 2006).

Weitere exogene Beeinflussungsmaoglichkeiten stellen Virusinfektionen (Kharitonov et al.
1995b), (Sanders et al. 2004) und die Aufnahme von nitrathaltigen Nahrungsmitteln
(Zetterquist et al. 1999) dar, die den FeNO-Wert erhéhen sollen.

Inwieweit die Steroid-Einnahme die FeNO-Werte beeinflusst, wird in der Literatur
unterschiedlich diskutiert und scheint von der zugrundeliegenden Erkrankung mit ihren
Pathomechanismen abzuhangen. In dieser Arbeit wurde jedoch keine signifikante
Veranderung durch eine Steroid-Einnahme Uber alle Kollektive hinweg beobachtet
(Abbildung 12).

Wahrend Steroide in Nagetierzellen die INOS direkt erniedrigen, geschieht dies bei
menschlichen Alveolarepithelzellen auf unbekanntem indirektem Weg (Donnelly und Barnes
2002). Mehrere Studien konnten bei Asthmapatienten eine Ansprache auf Steroide
beobachten (Baraldi et al. 2003b), (Baraldi et al.), (Lehtimaki et al. 2001). Lehtimaki et al.
haben nachgewiesen, dass der Effekt der Steroidbehandlung bei Asthmapatienten nur die

bronchiolar erhéhte NO-Freisetzung erniedrigt und damit die Lokalisation in den leitenden
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Atemwegen unterstreicht (Lehtiméki et al. 2001). Ebenso zeigen Alveolitis-Patienten (IPF
und EAA) anscheinend eine Steroidansprache im Cano (Lehtimaki et al. 2001).

Bei COPD-Patienten konnte kein Unterschied zwischen der iNOS-Expression bei
Steroideinnahme beobachtet werden, sodass man von einer steroidresistenten iINOS-
Inflammation bei COPD-Patienten ausgeht (Brindicci et al. 2010). In einer anderen Studie
wurden eine Abnahme von Jawno und eine Symptomverbesserung auf Steroidgabe
beobachtet (Lehtiméki et al. 2010). In der vorliegenden Arbeit zeigen Steroid negative
COPD-Patienten leicht hohere FeNO-Werte als mit Steroid Behandelte (Abbildung 15),
sodass diese Ergebnisse mit denen von Lehtimaki et al. ibereinstimmen.

Trotz der Summe dieser methodischen Unsicherheiten kam zum Vorschein, dass die FeNO-
Methode Uber eine hohe Reproduzierbarkeit verfligt und eine geringe Tages-Variabilitat bei
gesunden und asthmatischen Kindern und Erwachsenen hat (Kharitonov et al. 2003). Auch
in der aktuellen Arbeit konnte eine gute Wiederholbarkeit der FeNO-Ergebnisse aufgezeigt
werden (Abbildung 13), wobei zu bertcksichtigen ist, dass der interindividuelle Unterschied
innerhalb einer Erkrankung grof3 sein kann. Zudem wird zur Interpretation der FeNO-Werte
von Asthmapatienten die klinische Handhabung mit sogenannten Cut-off Werten empfohlen
(Dweik et al. 2011). FeNO-Werte von gesunden Nichtrauchern weisen eine rechtsschiefe
Verteilung auf und Gberschneiden sich dadurch haufig mit anderen FeNO-Kollektiven, wie
zum Beispiel mit Asthmapatienten (Dweik et al. 2011) (Normalverteilung von 27-57 ppb,
abhangig vom Geschlecht Olin et al. 2007, cut-off point von > 47 ppb flr positive
Steroidansprache Smith et al. 2005). Bei anderen Lungenerkrankungen bedarf es noch
weiterer Studien, um verlassliche Interpretationen vornehmen zu kénnen. Beziglich der
Entwicklung einer interstitiellen Lungenbeteiligung wurde bei systemischer Sklerose ein
Cano-Wert von 4,3 ppb ermittelt (Tiev et al. 2009).

Insgesamt wurde die bereits bekannte NO-Erniedrigung bei Rauchern bestatigt. Weitere
Beeinflussungsfaktoren auf die NO-Messung stellen Medikamente, wie zum Beispiel
Antibiotika, Steroide und PPI (siehe unten), dar. Eine sichere Interpretation der FeNO-Werte
ist bei der Vielzahl an Beeinflussungsmaoglichkeiten und den neuen Messmethoden (Zwei-

Kompartiment Modell) schwierig.
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5.1.2 Einordnung der FeNO-Werte in die Literatur

In dieser Arbeit wurden die FeNO-Werte an 20 gesunden Probanden/innen bestimmt. Mit
einem Median von 13 ppb (IQB 8-18,25) entspricht die Verteilung den bisherigen
Studienbeobachtungen, bei denen FeNO-Werte von Gesunden in einem Bereich zwischen
4 bis 20 ppb lagen (Olin et al. 2006), (Olivieri et al. 2006), (Balbi et al. 2007).

5.1.2.1 NO im IPF-Kollektiv

In der vorliegenden Arbeit konnten keine signifikanten gruppenspezifischen FeNO-
Unterschiede festgestellt werden (Abbildung 8). Andererseits gibt es in der Literatur
Hinweise auf veranderte NOS-Expressionen, sodass NO als ein volatiler Biomarker infrage
kommt.

Studien konnten zu diesem Aspekt zeigen, dass in IPF-Patienten die eNOS herunter- und
die INOS hochreguliert sind (Saleh et al. 1997), (Choi et al. 2009). Im frihen bis mittleren
Fibrosierungsprozess befindliche IPF-Patienten haben immunhistochemisch einen héheren
Nachweis von iNOS in alveolaren Epithelzellen und inflammatorischen Zellen als Patienten
mit einer end-stage Fibrose (Saleh et al. 1997). Anhand dieser Ergebnisse wird vermutet,
dass der kleine Anteil des konstitutiv produzierten NOs (im Wesentlichen Uber die eNOS)
wichtig fur die Aufrechterhaltung der Lungenhomdoostase ist (Saleh et al. 1997). Detaillierter
konnte gezeigt werden, dass in den fibroblast foci die Myofibroblasten eine geringe iINOS-
und eine hohe eNOS-Expression aufzeigen, wahrend die umgebenden Epithelzellen eine
erhdhte INOS-Expression aufweisen (Choi et al. 2009).

Der protektive Effekt von NO auf die Lungenarchitektur konnte in Studien nachgewiesen
werden. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass mit inhaliertem NO die Sterbeinzidenz von
Neonaten mit Bronchopulmonaler Dysplasie (BPD) erniedrigt werden kann (20 ppm
inhalatives NO flr 48 bis 96 Stunden) (Ballard et al. 2006). AuRerdem wiesen beatmete
Primaten, die NO inhalierten (5 ppm), weniger Myofibroblasten und weniger
Elastinablagerungen in den Alveolen als Kontrolltiere auf (McCurnin et al. 2005). Weiter fuhrt
die eNOS-Uberexpression in genetisch veranderten Mausen zu geringeren
beatmungsassoziierten Schaden mit ebenfalls geringerer Fibroseentwicklung (Takenaka et
al. 2006). In der Studie von Vyas-Read et al. wurde gezeigt, dass endogenes NO die Typ I
Pneumozyten vor der epithelial-mechenchymalen Umwandlung zu Myofibroblasten schiitzt
und damit wichtig fur die Wahrung des epithelialen Phanotyps zu sein scheint (Vyas-Read

et al. 2007). Zudem stellten sie fest, dass TGF-p1 die eNOS-Aktivitdt und Expression in Typ
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I Pneumozyten erniedrigt, jedoch nicht die der INOS und uber diese Wirkung
maglicherweise die Myofibroblasten-Ansammlungen und die Interstitielle Fibrose initiiert
werden (Vyas-Read et al. 2007). Dazu passend, konnte in einer in vitro Studie erkannt
werden, dass NO die Synthese von TGF-f1 in humanen Alveolarepithelzellen hochreguliert
(Bellocq et al. 1999), wéhrend TGF-B1 in Fibroblasten von Rattenlungen die iINOS-
Expression erniedrigt (Zhang und Phan 1999). Dementsprechend scheint das
Zusammenspiel von TGF-B1 mit den unterschiedlichen NOS-Isoenzymen in Typ |l
Pneumozyten und Lungenfibroblasten eine wichtige Rolle zu spielen.

Im oberen Respirationstrakt wird NO in héheren Konzentrationen (> 100 ppb) als in den
tieferen Atemwegen gebildet (Silkoff et al. 2006), (Kharitonov et al. 1996), (Baraldi et al.
1999), (Thomas et al. 2000). Erklart wird die erhohte Konzentration als
Abwehrmechanismus (Lundberg et al. 1995) und als wichtiger Mediator der mukoziliaren
Funktion (Runer et al. 1998).

Bei IPF-Patienten kommt es im Bereich der Alveolen zur erhéhten iINOS-Expression und
folglich zur vermehrten Bildung von NO (Saleh et al. 1997). Dies konnte ein Teil der
fibrosierenden Pathogenese sein und zu einer kompensatorischen Herunterregulierung der
eNOS fiihren (Saleh et al. 1997). Das NO bildet mit Superoxidionen Peroxynitrit, das als
starkes Oxidans fungiert und fir oxidativen Zellschaden steht (Saleh et al. 1997). Dies fuhrt
konsekutiv zu einer NO-Erniedrigung (Saleh et al. 1997). Damit scheinen die INOS-
Expression und erhthte NO-Werte durch den aktiven Fibrosierungsprozess mit
entziindlicher Komponente hervorgerufen zu werden.

Insgesamt sind die NOS abhangigen Regulationsverdnderungen komplex und noch nicht
abschlieRend fir die IPF erforscht. Eine Schwierigkeit kann in der unterschiedlichen
Beobachtungsperspektive begriindet liegen. Die oben erwahnten theoretischen Grundlagen
beruhen auf Expressionsmustern auf Zellebene (NOS-Isoenzyme in Fibroblast/Typ I
Pneumozyt), wahrend die FeNO-Messung rein quantitativ im ppb Bereich erfolgt. Weitere

Studien sind nétig, um genau diese Zusammenhange zu klaren.

Es folgt die Einordnung der gemessenen FeNO-Werte in die Literatur. Einige Studien
konnten eine Unterscheidung zwischen Kollektiven anhand des NOs darstellen. So gelang
es Paredi et al., erhdhte FeNO-Werte bei IPF-Patienten (MW mit SD: 11,2 £ 1 ppb) im
Vergleich zu gesunden Nichtrauchern (6,9 = 0,5 ppb) aufzuweisen (Flussrate: 5 I/min = 83,3
ml/s) (Paredi et al. 1999). Die FeNO-Werte fur IPF-Patienten stimmen mit den hier
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festgestellten Werten von 13,5 ppb Uberein, die allerdings nur marginal tber denen der
Kontrollen lagen (Abbildung 8).

Im Gegensatz hierzu zeigten die IPF-Patienten von Guilleminault et al. einen Median von
22 ppb (IQB: 17-30 ppb, Flussrate: 50 ml/s) und liegen damit wesentlich hoher als die hier
untersuchten IPF-Patienten (Guilleminault et al. 2013). Dies ist méglicherweise auf einen
Geréateunterschied (Belgien Hypair FeNO, Medisoft) zurickzufihren, denn in der Studie von
Guilleminault wurden generell hohere FeNO-Werte gemessen (IPF: 22 ppb, chronische
EAA: 51 ppb, medikamenteninduzierte Fibrosen: 19 ppb, CTD-ILD: 25 ppb).

In Bezug auf das Zwei-Kompartiment Modell (Abbildung 27) wurden auch Studien mit
mehreren Flussraten durchgefiihrt. Zum Beispiel hat Schildge NO-Werte zu mehreren
Flussraten an 83 ILDs und 17 Kontrollpatienten bestimmt und diese mit Klinischen
Parametern korreliert (Schildge 2011). Die dabei untersuchten IPF-Patienten (n: 14) zeigten
bei einer Flussrate von 50 ml/s FeNO-Mittelwerte von 27,6 ppb und unterschieden sich nicht
signifikant von den restlichen Kollektiven (Schildge 2011). Die Mittelwerte fir Cano lagen bei
4,37 ppb und fur J awno bei 1463 pl/sec. (Schildge 2011). In der Kontrollgruppe von Schildge
(Patienten, bei denen eine Computertomografie eine interstitielle Lungenerkrankung nicht
ausschlieBen konnte, Spiroergometrie, Bronchoskopie, BAL und transbronchiale
Lungenbiopsie jedoch keine pathologischen Befunde zeigten) wurden FeNO-Mittelwerte
von 23,6 ppb, Cano von 2,05 ppb und J awno von 1440 pl/sec gemessen. Er schlussfolgert
hiernach, dass IPF-Patienten im Vergleich zu der Kontrollgruppe héhere FeNO-, Cano- und
J awno-Werte aufweisen.

Insgesamt unterschieden sich die FeNO-Mittelwerte und die Mittelwerte fir die maximale
NO-Flussrate aus der Atemwegswand (J awno) aller untersuchten Gruppen nicht signifikant
(Schildge 2011). Nur die Mittelwerte fur die NO-Konzentration in der Atemwegswand
(Cawno), fur die steady-state Konzentration von NO in den Alveolen (Cano) und fiur die
Diffusionskapazitat fir NO in den Atemwegen (Dawno) unterschieden die Gruppen

signifikant untereinander (Schildge 2011).

Cameli et al. haben in ihrer Studie die FeNO-Werte von IIP- (22 IPF- und 8 NSIP- Patienten)
und gesunden Kontrollpatienten (n: 30) bei verschiedenen Flussraten miteinander
verglichen (Cameli et al. 2014). Dabei wurde auch eine Messung zu 50 ml/s durchgefihrt
und fur die IPF-Patienten &hnlich hohe Werte (MW + SD: 22,3 + 8,4 ppb) wie von Schildge

festgestellt (Cameli et al. 2014). Cameli et al. konnten signifikant hohere FeNO-Werte bei
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der 1IP-Gruppe (IPF und NSIP) im Vergleich zu der gesunden Kontrollgruppe zu
verschiedenen Flussraten feststellen (Flussrate: 50, 100 und 150 ml/s, p: < 0,0001) (Cameli
et al. 2014).

Ahnlich wie Schildge konnte die Arbeitsgruppe von Cameli et al. auch einen signifikanten
Unterschied der IIP (IPF: 11,5 ppb, NSIP: 12,6 ppb) zu der Kontrollgruppe (4,7 ppb) fur
Cano, aber nicht fur J'awno (IPF: 42,6 nl/min., NSIP: 40,3 nl/min., Kontrolle: 45,3 nl/min.)
feststellen.

Die FeNO-Werte von Cameli et al. sind mit denen von Guilleminault vergleichbar, beide
Studien wurden mit demselben FeNO-Gerat durchgefihrt (Hypair FeNO, Medisoft). Es
wurde bereits festgestellt, dass absolute FeNO-Messungen von technischen Unterschieden
der Messgerate abhangen, sodass regelmaRig etwas niedrigere Werte fir das
Chemilumineszenz-Verfahren (NIOX Mino, Aerocrine) im Vergleich zum elektrochemischen

Verfahren (Hypair FeNO, Medisoft) gemessen werden (Boot et al. 2008).

In der hier vorliegenden Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den IPF-
Patienten und dem gesunden Kollektiv festgestellt werden, die Mediane waren fast identisch
(13 versus 13,5 ppb). Man erkennt allerdings eine viel breitere Streuung der Gesunden (IQB:
8-18,25 ppb) als bei den IPF-Patienten (IQB: 11-15,5 ppb).

In den verfugbaren Studien zum NO-Wert von IPF-Patienten wird im Wesentlichen von
einem erhohten Cano ausgegangen, der iber die iINOS-Uberexpression im alveolaren
Kompartiment und die verminderte Diffusionsfahigkeit erklart wird. Cameli et al. konnten
zeigen, dass das Cano von IPF-Patienten gegeniber der gesunden Kontrollgruppe erhéht
ist, wahrend kein Unterschied zwischen den Gruppen flr J"awno festzustellen war (Cameli
et al. 2014). Dabei wurde zu unterschiedlichen Flussraten (50, 100 und 150 ml/s) gemessen
und die erhdhten NO-Werte auf eine verminderte Diffusionskapazitat durch die
Fibrosierungsprozesse und auf eine erhdhte iINOS-Expression zuriickgefiihrt (Cameli et al.
2014), (Pullamsetti et al. 2011), (Janssen et al. 2013), (Saleh et al. 1997), (Lehtimaki et al.
2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Korrelationsanalyse von FeNO-Werten und

Lungenfunktionsparametern durchgefiihrt, um der Frage nachzugehen, inwieweit der
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FeNO-Wert mit lungenfunktionellen Parametern korreliert und somit prognostisch relevant
nutzbar sein koénnte.

Im IPF-Kollektiv konnte keine Korrelation zwischen dem FeNO-Wert und
Lungenfunktionsparametern (VC % Soll, TLC % Soll, ITGV % Soll, RVITLV % Soll)
beziehungsweise den Blutgasen (pO. und pCO;) festgestellt werden (Abbildung 9).
Einschrankungen in der Interpretation ergeben sich durch die Grol3e der Kollektive und die
Abhangigkeit der Korrelation von einem Extremwert. So zeigte sich eine fraglich positive
Korrelation zwischen FeNO und der DLCO % Soll und der KCO % Soll. Diese Ergebnisse
stehen zudem im Widerspruch zu den Beobachtungen der wissenschaftlichen Literatur, bei
denen ein inverses Verhéltnis von DLCO % Soll und KCO % Soll zur Cano festgestellt wurde
(Lehtimaki et al. 2001), (Cameli et al. 2014). Demnach sei das inverse Verhaltnis von
DLCO % zum Cano auf die Abnahme der Diffusionskapazitét fir CO und einen verminderten
Fluss von NO von alveolar nach kapillar durch den Fibrosierungsprozess zuriickzufiihren
(Lehtimaki et al. 2001).

AuRerdem konnte in dieser Analyse (Abbildung 9) auch keine negative Tendenz fir die
TLC %, DLCO % und KCO % gezeigt werden, dies wurde in der Literatur bisher so
beschrieben (Lehtimaki et al. 2001), (Cameli et al. 2014). Cameli et al. zeigten eine inverse
Korrelation zwischen Cano zur DLCO %, TLC % zur Gehstrecke und dem SpO, im 6 MGT
(Cameli etal. 2014). Lehtim&ki et al. haben ebenfalls eine inverse Korrelation zwischen Cano
und der DLCO % sowie den Lungenvolumina feststellen kénnen (Lehtimaki et al. 2001).

In der hier vorliegenden Arbeit kann die Vermutung, dass FeNO mit einer verminderten
VC % Soll einhergeht, weder fur die IPF (Abbildung 9), noch fiir die Gesamtheit der ILDs
(Abbildung 10) bestatigt werden. Es findet sich in beiden Gruppen eine leicht positive
Korrelation (ohne Signifikanz) vom FeNO zur VC % Soll. Dies wirde auf einen protektiven
Charakter des NOs hindeuten.

Bezlglich der Blutgase (pCO- und pO) konnte keine signifikante Korrelation des FeNOs flr
die IPF und die ILDs beobachtet werden. In der Pathophysiologie der IPF wird der
Gasaustausch fir Sauerstoff Uber die gestorte fibrosierende Lungenarchitektur negativ
beeinflusst.

Als Komplikation beziehungsweise Begleiterkrankung besteht bei IPF-Patienten haufig eine
pulmonale Hypertonie. Bei Lungenfibrose-Patienten ist eine verminderte korperliche
Belastung unter anderem im 6 MGT (verkirzte Gehstrecke und verminderte

Sauerstoffsattigung mit verlangerter Erholungszeit) und der Spiroergometrie bekannt. Diese
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Veranderungen gehen mit einer Einschrankung des taglichen Lebens und einer
verminderten Lebensqualitat einher.

Es konnte gezeigt werden, dass bei IPF-Patienten einige epitheliale Mediatoren wéhrend
korperlicher Belastung einen pulmonalen Hochdruck vermitteln, wé&hrend die NO-
Applikation den pulmonalen Widerstand erniedrigt, ohne den Gasaustausch zu beeinflussen
(Blanco et al. 2011). Die Bedeutung des NOs wird auch in seinem therapeutischen Einsatz
in der pulmonalen Hypertonie sichtbar (Kharitonov und Barnes 2006). Ein bekanntes
Beispiel ist Sildenafil, welches ein Phosphodiesterase-5-Hemmer (PDE5) ist und den Abbau
des NO-Effektor-Molekils cGMP (zyklisches Guanosinmonophosphat) vermindert (Dweik
2002). Bei PH-Patienten wird von einem erniedrigten FeNO-Wert ausgegangen, der sogar
als longitudinaler Biomarker zur Therapiekontrolle dienen kénnte (Machado et al. 2004).

In dieser Arbeit wurde der FeNO-Wert in Zusammenhang mit der Gehstrecke im 6 MGT und
der VOz;max betrachtet. Dies geschah zunachst gesondert fir das IPF-Kollektiv und dann
fur alle Patienten (Abbildung 11). Die Korrelationsgerade verlief in beiden Gruppen fur die
relative maximale Sauerstoffaufnahme (VO:max) positiv, jedoch ohne Signifikanz.
Moglicherweise gehen erniedrigte FeNO-Werte mit einer Abnahme der Fahigkeit zur
Sauerstoffaufnahme einher. Dabei ist die VO.max ein sehr objektiver Parameter, jedoch gilt
bei der Auswertung die geringe Fallzahl und den Ausreil3er zu beriicksichtigen. Die
Gehstrecke der IPF-Patienten korrelierte nicht mit dem FeNO (r = 0,06), wobei die
Gehstrecken-Messung auch mitarbeitsabhéangig und fehleranfallig ist.

Die Arbeitsgruppe von Cameli et al. konnte eine belastungsabhangige Veranderung der NO-
Werte beobachten. Sie zeigten eine inverse Korrelation zwischen Cano zur Gehstrecke (r =
- 0,73, p <0,0001) und dem SpO; im 6 MGT (r =- 0,54, p < 0,01) (Cameli et al. 2014). Fur
die FeNO 50, 100, 150 und Jawno konnte Cameli et al. jedoch keine signifikanten
Korrelationen zur Gehstrecke im 6 MGT messen (Cameli et al. 2014), dieses Ergebnis deckt
sich mit den hier gemachten Beobachtungen.

In den Untersuchungen von Cameli et al. zeigten sich nach dem 6 MGT eine Erniedrigung
des Cano und eine NO-Erhdhung in den zentralen Atemwegen (J"awno und FeNO bei 50
mi/sec.) (Cameli et al. 2014). Eine koérperliche Belastung kdnnte durch die verédnderte
Ventilation zu einem alveolaren Auswaschen (erniedrigtes Cano) und einem erhdhten Fluss
fur NO in den Atemwegen (erhthtes FeNO und J'awno) fihren (Cameli et al. 2014).
Andererseits konnte die belastungsinduzierte Hypoxie bei IPF-Patienten zu einem gestérten
Oxidans-Antioxidans-Gleichgewicht fiihren, welches die NO-Konzentration beeinflusst
(Cameli et al. 2014).
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Das Rauchverhalten wurde in der vorliegenden Arbeit als signifikantes Patientenmerkmal
auf die FeNO-Messung identifiziert (Abb.12). BekanntermalRen erniedrigt Zigarettenkonsum
die NO-Konzentration in der Ausatemluft (Kharitonov et al. 1995a), (Olin et al. 2006).
Schildge konnte den Zigarettenkonsum als flussunabhéangige Einflussparameter auf die
FeNO 50 ml/sec. nachweisen (Schildge 2011).

Bereits in seiner Kollektivbeschreibung wird ein signifikanter Unterschied beim Merkmal
Raucherstatus in Pack-years beschrieben (33 Sarkoidosen, 14 IPF, 10 EAA, 12 CTD, 8
COP, 6 RB-ILD und 17 Kontrollpatienten, p < 0,001) (Schildge 2011).

In der oben erwahnten Studie von Cameli et al. ergab sich in der Kollektivbeschreibung (22
IPF, 8 NISP und 30 Kontrollen) kein signifikanter Unterschiede hinsichtlich des
Patientenmerkmals Nikotinkonsum, es wurde auch kein signifikanter Unterschied beziglich
der NO-Messungen zwischen Nichtrauchern und ehemaligen Rauchern festgestellt (Cameli
et al. 2014). Dies Ergebnis spiegelt nicht den herrschenden Konsens in der Literatur einer
NO-Erniedrigung durch Nikotinkonsum wider. Dies kdnnte der relativ kleinen Kollektivgré3e

von Camelie et al. geschuldet sein.

Zusammenfassend konnten anhand des FeNO-Werts keine eindeutigen Korrelationen des
FeNO-Werts zu lungenfunktionellen Veranderungen mit entsprechend fehlender
Signifikanzen gefunden werden. Diese Ergebnisse stlitzen also nicht die Interpretationen
friherer Untersuchungen bei IPF-Patienten und anderen ILD, denen zufolge NO ein
wichtiger Marker fir die Beurteilung der Erkrankungsschwere darstellt (Cameli et al. 2014),
(Tiev et al. 2013), (Lehtimaki et al. 2001).

Mit der FeNO-Messung steht also eine noninvasive Untersuchungsmethode zur Verfligung,
deren Nutzbarkeit zur sicheren Differenzierung verschiedener ILDs und zur

Prognoseabschatzung insgesamt zweifelhaft erscheint.

51.2.1.1 Neue Aspekte des NOS-ADMA-DDAH-Weges

Im Pathomechanismus der IPF hat, wie oben schon einmal erwéhnt, die Regulation der
NOS-Isoenzyme eine mdglicherweise wichtige Bedeutung. Dabei werden die NOS-

Isoenzyme von Inflammationsreaktionen und den verschiedenen Zytokinen beeinflusst. So
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werden bei einer Inflammationsreaktion die COX2 und iNOS zusammen exprimiert
(Swierkosz et al. 1995). NO hat einen modulierenden Effekt auf die COX und damit auch
auf die PGE2-Synthese (Landino et al. 1996), (Watkins et al. 1997), (Kharitonov et al. 1998).
In einer Studie wurde gezeigt, dass die NO-Synthese NADPH-abhangig ist, wahrend dies
bei der PGE2-Synthese nicht der Fall ist (Nakagawa et al. 2012). In der Abbildung 28 werden
die aktuell vermuteten Regulationsmechanismen des NOS-ADMA-DDAH Weges
beschrieben.

Die NOS wird durch die Verfigbarkeit der Aminosaure L-Arginin und verschiedene
Inhibitoren beeinflusst. Zu diesen Inhibitoren zéhlt das asymmetrische Dimethylarginin
(ADMA), das ein kompetitiver endogener NOS-Inhibitor ist (eNOS und nNOS, weniger der
iINOS) (Forstermann und Sessa 2012), (Janssen et al. 2013). Das ADMA entsteht durch die
Methylierung von Argininresten in Proteinen durch die Protein-Arginin-Methyltransferase
(PRMT) (Palm et al. 2007). ADMA wird Uber die Dimethylarginin Dimethylaminohydrolase
(DDAH) metabolisiert, die in zwei verschiedenen Isoformen vorliegt (DDAH1 und 2) (Leiper
et al. 1999) und somit auch die Bioverfigbarkeit von NO reguliert (Janssen et al. 2013),
(Palm et al. 2007).

L-Ornithin
Arginase Harnstoff ——

/' Proline

Kollagen
Synthese

8-Isoprostan

Oxidativer
Stress

Peroxynitrit

\ 0, +H,0,
PPI

Pneumozyt | Uberexpression
Typ Il IL-6, TGF b

Abbildung 28: Der NOS-ADMA-DDAH Weg: Die NO-Konzentration wird (ber die DDAH-
Expression, den NOS-Inhibitor ADMA und die Verfiigbarkeit von L-Arginin reguliert. Die Inhibition der
ADMA uiber die Uberexpression von DDAH von Typ Il Pneumozyten fiihrt wahrscheinlich zu erhéhten
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NO-Werten in IPF-Patienten. Die DDAH scheint eine zentrale Rolle in der Inhibition der NOS zu
spielen und entscheidend an der Pathogenese der IPF mitzuwirken. Modifiziert nach (Ghebremariam
et al. 2013), (Janssen et al. 2013), (Pullamsetti et al. 2011), (Forstermann und Sessa 2012), (Wells
et al. 2009), (Palm et al. 2007), (Nakagawa et al. 2012).

ADMA wird mit verschiedenen klinischen Erkrankungen in Verbindung gebracht, wie zum
Beispiel der Arteriosklerose (Miyazaki et al. 1999), Diabetes mellitus (Lin et al. 2002),
pulmonaler Hypertension (Gorenflo et al. 2001), chronischer Niereninsuffizienz (Matsumoto
et al. 2007) und Hyperhomozysteindmie (Stihlinger et al. 2003).

Wells et al. konnten im Mausmodell eine vermehrte Kollagenablagerung in der Lunge nach
der Infusion von ADMA nachweisen (Wells et al. 2009). Dies geschieht wahrscheinlich Gber
die Metabolisierung von Arginin Uber die Arginase (Wells et al. 2009). Damit spielt ADMA
moglicherweise eine wichtige Rolle in dem Gleichgewicht zwischen Arginase und NOS
(Wells et al. 2009). Uber die Arginase wird Ornithin hergestellt, welches wiederum fir die
Herstellung von Polyaminen und L-Prolin n6tig und letztlich wichtig fir die Kollagensynthese
ist (Wells et al. 2009). Ein erhéhtes ADMA spielt somit eine wichtige Rolle bei der Synthese
der extrazellularen Matrix und dem Remodeling bei chronischen Lungenerkrankungen. In
einigen Studien konnte die profibrotische Eigenschaft von ADMA auch in anderen
Organsystemen gezeigt werden und weist damit auf seine systemische Wirkung hin
(Matsumoto et al. 2007), (Jacobi et al. 2008), (Hasegawa et al. 2007).

Wells et al. postulieren einen vermehrten Arginase-Weg mit Kollagenablagerung und
Remodeling als einen moglichen Teilaspekt in der Pathogenese des Asthmas, bei dem es
zu einem NO-Mangel durch eine erhthte Arginase-Aktivitdt kommen soll (wobei dies
allerdings mit den Ublich erhéhten NO-Werten bei Asthmatikern schwierig in Einklang zu
bringen ist) (Wells et al. 2009), (Meurs et al. 2002). Sie zeigten in vivo, dass nach ADMA-
Infusion NO erniedrigt und die Atemwegs-Hyperreagibilitat (AHR) erhoht sind (Wells et al.
2009). Auch bei der idiopathischen pulmonalen Hypertension (iPAH) sind erniedrigte NO-
Werte feststellbar, die mdglicherweise durch eine vermehrte Arginaseaktivitat und / oder ein
vermindertes Substrat L-Arginin verursacht werden (Xu et al. 2004).

Pullamsetti et al. konnten im Bleomycin-Mausmodell und in Typ Il Pneumozyten von IPF-
Patienten sowohl eine vermehrte INOS- als auch eine erhthte DDAH-Expression
nachweisen (Pullamsetti et al. 2011). Die DDAH2 wird durch die profibrotischen Zytokine
TGF-B1 und IL-6 hochreguliert (Pullamsetti et al. 2011). Weiter konnte diese Arbeitsgruppe
zeigen, dass die Inhibierung von DDAH die Fibroblasten induzierte Kollagenablagerung
reduzierte (ADMA-unabhéngig) und eine abnormale Epithelproliferation verringerte (ADMA

abhangig) und somit in den Bleomycin behandelten Mausen die Ausbildung einer
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Lungenfibrose weitestgehend verhindert werden konnte (Mause zeigten nahezu normale
Lungenfunktionen) (Pullamsetti et al. 2011). Dies lasst vermuten, dass DDAH regulierend
auf den epithelialen Zellschaden, die EMT und die fibrotische Reaktion von IPF-Patienten
wirken kdnnte (Pullamsetti et al. 2011). Der Zusammenhang zwischen ROS und RNS bei
der IPF konnte durch die sensible Reaktion der DDAH auf den oxidativen Stress erklart
werden (Palm et al. 2007). Damit stellen DDAH-Inhibitoren moglicherweise eine neue
therapeutische Option fir IPF-Patienten dar (Pullamsetti et al. 2011).

Interessant ist auch der Zusammenhang von 8-Isoprostan und NO, die beide Marker des
oxidativen Stresses sind. In pulmonalen Arterien wurde unter anderem die Mitbeteiligung
von COX und NOS bei der 8-Isoprostan-Entstehung nachgewiesen (Jourdan et al. 1997).
Montuschi et al. konnten eine Korrelation von NO und 8-Isoprostan fir IPF-Patienten, jedoch
nicht fur systemische Sklerose-Patienten zeigen (Montuschi et al. 1998). Er schliel3t daraus,
dass bei den Erkrankungen zwei verschiedene Arten von oxidativem Stress eine Rolle
spielen, zum einen die Lipid-Peroxidation von Phospholipiden der Zellmembranen fur 8-
Isoprostan und die verschiedenen Expressionen der NOS-Isoenzyme fir NO (Montuschi et
al. 1998). Dieser Unterschied konnte dementsprechend auch der Grund flir die
unterschiedlichen Prognosen der beiden fibrosierenden Alveoltiden sein (Montuschi et al.
1998). Mdglicherweise stellen die kombinierte alveolare NO-Messung und die 8-Isoprostan-
Messung bei IPF-Patienten eine genauere Methode dar, den oxidativen Stress zu

beurteilen.

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass die Einnahme von PPI Einfluss auf die DDAH-
ADMA-NOS Achse austibt. Zum Beispiel wurde in einem Mausmodell gezeigt, dass PPI die
DDAH direkt inhibiert und damit zu einer Erhéhung von ADMA fiihrt (Ghebremariam et al.
2013). Dies wiederum inhibiert die NOS (vorzugsweise die eNOS und nNOS) und fihrt zum
erniedrigten NO (Ghebremariam et al. 2013). In einer in vitro Studie konnte gezeigt werden,
dass aktivierte Maus-Makrophagen vermehrt PGE2 und NO produzieren, welches mit
Lansoprazol (PPI) Uber die Inhibition von COX und iNOS verhindert wurde (Nakagawa et al.
2012). Dementsprechend werden PPI in gewisser Weise antiinflammatorische Effekte
zugeschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wurde nur eine sehr geringe, inverse, scheinbar
konzentrationsabhangige, aber nicht signifikante Korrelation zwischen der PPI-Einnahme
und dem FeNO-Wert erkannt (Anhang, Abbildung 40). Zudem konnte Uber alle Kollektive
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hinweg kein signifikanter Unterschied der FeNO-Konzentration in Abhangigkeit von der
Einnahme von PPIs festgestellt werden. In der Summe lasst sich auf der Basis der hier
vorgestellten Ergebnisse die Aussage von Ghebremariam et al. nicht unterstitzen. Dies
schliet nicht aus, dass bei seriellen intraindividuellen Messungen ein solcher
Zusammenhang darstellbar sein kdnnte.

Im vaskularen System wurde die Vermutung aufgestellt, dass es bei PPI-Einnahme Uber
den oben genannten Weg zu einem Abfall des NOs mit einer vermehrten endothelialen
Inflammations- und Thromboseneigung kommen kann (Ghebremariam et al. 2013). So sei
die PPI-Einnahme mit einem erhéhten Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse bei Patienten
mit instabilen Koronarsyndrom assoziiert (Ghebremariam et al. 2013).

In einer anderen Studie von Nakagawa et al. wurde der Effekt von PPI auf eine
Makrophagen-Zelllinie getestet (Nakagawa et al. 2012). Dabei wurde festgestellt, dass PPI
die INOS-, COX-, NO- und PGE2- Produktion in den Makrophagen erniedrigt (Nakagawa et
al. 2012). Sie schlussfolgern daraus, dass PPIs anti-inflammatorische Effekte besitzen
(Nakagawa et al. 2012). Demzufolge scheint die Dokumentation der PPI-Einnahme sinnvoll
zu sein und bei der Interpretation der FeNO-Werte berlcksichtigt zu werden.
Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass der NOS-ADMA-DDAH-Weg bei der
Pathogenese der IPF beteiligt ist, jedoch weitere Untersuchungen notwendig sind, um
mdgliche Biomarker zu diesem Signalweg klinisch zu etablieren. Nach den hier erhobenen
Daten scheint FeNO kein geeigneter Parameter zu sein, um flr IPF-Patienten prognostisch

relevante Entscheidungen treffen zu kénnen.

5.1.2.2 NO in den verschiedenen ILD-Gruppen

In der Gruppe der ILDs wurden die nicht-klassifizierbaren 1IP, RB-ILDs, COP, EAA,
Sarkoidosen und CTL-ILDs zusammengefasst. Insgesamt zeigt sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen. Die FeNO-Spannweite der ILD-Gruppe ist wesentlich
breiter als die der IPF. Zurlckzufihren ist dies mdglicherweise auf die Heterogenitat der
verschiedenen ILD-Untergruppen, die sich hinsichtlich Art und Persistenz des Triggers (z.B.
chronische Entziindung) unterscheiden. In der vorliegenden Arbeit wurden die
verschiedenen ILD-Untergruppen zunadchst zusammengefasst und dann gesondert
betrachtet (siehe Anhang). Innerhalb der ILD-Subgruppen ergeben sich keine signifikanten
gruppenspezifischen FeNO-Unterschiede. Im Anhang befindet sich die Tabelle 4 mit den

Medianen und IQB der verschiedenen ILDs. Die Werte der Kollektive Giberschneiden sich
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zum grof3en Teil. Das Sarkoidose-Kollektiv fallt mit einem etwas héheren Median (14 ppb)
im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (13 ppb) auf, alle anderen ILDs liegen darunter.
Des Weiteren wird nun genauer auf die Pathologie der ILD-Untergruppen eingegangen und
es werden Vergleiche zwischen den hier festgestellten FeNO-Werten und denen in der
Literatur beschrieben. Zu berlcksichtigen ist dabei, dass es insgesamt wenig
wissenschaftliche Untersuchungen zu einzelnen ILD-Gruppen gibt.

Wie schon angedeutet, spielen der Ort der Pathologie und die damit verbundene NO-
Bildung eine wichtige Rolle, dies sollte bei den einzelnen ILDs beachtet werden.
Beispielsweise verursachen bei der EAA kleinere Partikel von < 3 pm, die wahrend der
Inhalation weit in distale Lungenabschnitte gelangen, eine Immunantwort mit 1IgG-Bildung
(Calvert et al. 1999). Dahingegen sind die Partikel bei allergischem Asthma grél3er und
sorgen in proximalen Lungenabschnitten fir eine IgE-Immunantwort und eine zentraler
gelegene Inflammation (Calvert et al. 1999).

Cameli et al. konnten zeigen, dass das Cano von NSIP-Patienten (MW: 12,6 ppb) gegeniber
der gesunden Kontrollgruppe (MW: 4,7 ppb) erhoht ist, wahrend keine Unterscheidung
zwischen den Gruppen flr J'awno festzustellen war (Cameli et al. 2014). In der einfachen
FeNO-Messung zu 50 ml/s zeigten die NSIP-Patienten ebenfalls erhéhte Werte (21 ppb
versus 15,8 ppb in der Kontrollgruppe) (Cameli et al. 2014). Sehr &hnliche NO-Ergebnisse
zeigte die mit untersuchte IPF-Gruppe, sodass eine signifikante Unterscheidung anhand der
NO-Messwerte nicht méglich war. Dabei wurden zu unterschiedlichen Flussraten (50, 100
und 150 ml/s) gemessen und erhdéhte NO-Werte auf die verminderte Diffusionskapazitét
durch die Fibrosierungsprozesse und auf die erhthte iINOS-Expression zurlickgefihrt
(Cameli et al. 2014). In dem ILD-FeNO-Kollektiv der vorliegenden Arbeit gab es keine NSIP-
Patienten, sodass kein Vergleich zur Literatur vorgenommen werden kann.

In der Studie von Schildge wurden FeNO-Mittelwerte von 19,5 = 6,09 ppb fir das COP-
Kollektiv festgestellt (Schildge 2011), diese sind damit wesentlich hdher als der Median von
11 ppb in der hier vorliegenden Arbeit. Problematisch ist zudem die unterschiedliche Wahl
der Ergebnisdarstellung, zum einen werden Mittelwerte angegeben, wahrend andere
Arbeitsgruppen die Darstellung von Medianen mit Interquartilsbereichen vorziehen. Die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse bleibt dadurch eingeschrankt.

Fur die Entwicklung einer COP nach einer Knochenmarkstransplantation wurden ebenfalls
erhohte NO-Werte festgestellt und als ein Marker fur die chronische Graft versus Host

Disease (GvHD) vorgeschlagen (Kanamori et al. 2002). In einer anderen Studie wurden
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Anzeichen fir erhthtes exhaliertes NO und vermehrte iINOS-Expression fir eine
Entwicklung einer COP nach einer Lungentransplantation gefunden (Gabbay et al. 2000).
Bei DIP-Patienten wurde genauso wie bei IPF-Patienten eine erhdhte Expression von iNOS
in inflammatorisch aktiven, jedoch nicht in fibrotisch aktiven Lasionen gefunden (Choi et al.
2009). In der Studie von Schildge zeigte die RB-ILD FeNO-Mittelwerte von 14,9 + 6,08 ppb
und einen Cano von 2,52 ppb (Schildge 2011), auch in diesem Kollektiv sind seine Werte
wesentlich hoher als die Werte der vorliegenden Arbeit (6 ppb).

In der Gruppe der CTD-ILD konnten fiir die systemische Sklerose schon in einigen Studien
erhohte FeNO-Werte aufgezeigt werden (Tiev et al. 2009), (Paredi et al. 1999). Bei diesen
Patienten bestand eine positive Korrelation zwischen erhéhtem FeNO zu einer Flussrate
und vermehrter inflammatorischer Zellzahl in der BAL (Paredi et al. 1999). Paredi et al.
haben bei diesen Patienten erhohte FeNO-Werte (MW + SD: 9,8 ppb = 1 ppb) im Vergleich
zu gesunden Nichtrauchern (6,9 ppb + 0,5 ppb) nachgewiesen (Paredi et al. 1999)
(Flussrate: 5-6 I/min = 83-100 ml/s). Dieser FeNO-Wert liegt somit auch sehr nahe an den
hier festgestellten CTD-ILD Werten (Median: 8 ppb). Tiev et al. haben gezeigt, dass erhdhte
Cano-Mediane (6,2 ppb versus 2 ppb) fir die Detektion der Inflammation und der Schwere
der Erkrankung von systemischen Sklerodermie-Patienten geeignet sind (Tiev et al. 2007).
In der aktuelleren Studie aus dem Jahr 2012 konnten Tiev et al. allerdings keine
signifikanten Unterschiede im FeNO-Medianen bei 50 ml/s Flussgeschwindigkeit zwischen
systemischen Sklerose-Patienten (14,7 ppb, 1QB: 9,3-19,6 ppb) und gesunder
Kontrollgruppe feststellen (11,2 ppb, IQB: 10-12,5 ppb) (Tiev et al. 2013). Auch in der
vorliegenden Arbeit war kein signifikanter Unterschied zwischen ILD und Gesunden zu
erkennen. In der Studie von Tiev et al. wurden erst bei genauerer Betrachtung erhéhte Cano-
Werte (Mediane: 7,3 ppb versus 3,2 ppb) festgestellt, wahrend sich die J"'awno-Werte nicht
signifikant in den Gruppen unterschieden (Tiev et al. 2013). Diese Ergebnisse stimmen mit
denen von Schildge lberein. Dieser weist zudem darauf hin, dass die Cano hoher sind als
in den Vergleichsgruppen (Schildge 2011). Tiev et al. konnten weiterhin zeigen, dass
erhdhtes Cano (> 8,5 ppb) bei systemischen Sklerose-Patienten eine Ansprache auf eine
Cyclophosphamid-Therapie wahrscheinlich macht und ein Hinweis auf den aktiven
Inflammationsprozess sein kann (Tiev et al. 2014).

Guilleminault et al. wiesen hohere FeNO-Werte bei CTD-ILDs nach (Median: 25 ppb, 1QB:
17-37 ppb) (Guilleminault et al. 2013). Dies ist mdglicherweise wieder auf einen
Gerateunterschied (Belgien Hypair FeNO, Medisoft) zuriickzufiihren, denn diese Studie

wies generell hbhere Werte auf (Mediane: IPF: 22 ppb, chronische EAA: 51 ppb,
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medikamenteninduzierte Fibrosen: 19 ppb, CTD-ILD: 25 ppb, keine gesunde
Kontrollgruppe).

In einer anderen Studie waren bei Asbestosepatienten die FeNO-Werte geringfiigig héher
(MW mit SD: 9,67 ppb £ 3,26 ppb) als in der gesunden Kontrollgruppe (7,57 ppb + 1,86 ppb)
(Flussrate von 250 ml/s, um das alveoldre Kompartiment naher zu untersuchen) (Chow et
al. 2009).

Recht hohe Werte zeigten sich auch bei medikamenteninduzierten Fibrosen mit einem
Median von 19 ppb (diese Studie wurde bei 50 ml/s gemessen) (Guilleminault et al. 2013).

Bei Sarkoidose-Patienten wurde in anderen Studien kein signifikanter Unterschied zu
gesunden Nichtrauchern in der FeNO-Messung gefunden (Choi et al. 2009), (Wilsher et al.
2005), (O'Donnell et al. 1997). Wilsher et al. haben einen FeNO-Median von 6,8 ppb in
Sarkoidose-Patienten versus 6,3 ppb bei der gesunden Kontrollgruppe festgestellt (Wilsher
et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit wurden wesentlich héhere Werte flr Sarkoidose-
Patienten gemessen (Median: 14 ppb). Dies kénnte an den unterschiedlichen Flussraten
liegen (50 ml/s versus 15 I/min = 250 ml/s). Schildge konnte in der FeNO-Messung bei 50
ml/s einen Mittelwert von 19,8 ppb mit einer Standardabweichung von 11,5 ppb und fir die
Cano einen Mittelwert von 2,79 ppb feststellen (Schildge 2011).

Wilsher et al. konnten fur die Sarkoidose auch keine Korrelation des FeNO-Werts zum
HRCT-Befund oder zu lungenfunktionellen Parametern feststellen (Wilsher et al. 2005).
Choi et al. haben jedoch eine negative Korrelation von Cano zur FVC % und zur DLCO %
festgestellt (Choi et al. 2009).

Die granulomatése Erkrankung wird unter anderem durch die Interaktionen der
Alveolarmakrophagen, CD4+-T-Helferzellen und Zytokinen aufrechterhalten (Nunes et al.
2005). Die Aktivitat von inflammatorischen Zellen, wie Alveolarmakrophagen, kénnte
mdglicherweise die INOS induzieren und so zu héheren FeNO-Mengen fuhren (Choi et al.
2009). Choi et al. konnten immunhistochemisch eNOS- und iINOS-Expressionen in den
Epitheloidzellen der Granulome nachweisen (Choi et al. 2009). Eine Erhéhung der iNOS
gelang hierbei in entzindlich aktiven, nicht aber fibrotisch umgewandelten Lungenarealen
von Sarkoidosepatienten (Lakari et al. 2002).

Zusammenfassend konnte in keiner der aufgefiihrten Studien ein wesentlicher Anstieg der

FeNO-Konzentration bei Sarkoidose-Patienten festgestellt werden.
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Guilleminault et al. haben erhdhte FeNO-Werte bei Patienten mit chronifizierter EAA
(Median: 51 ppb, 1QB: 36-74 ppb) nachweisen kdnnen und die FeNO-Messung als mogliche
Screening-Methode postuliert (Flussgeschwindigkeit: 50 ml/s) (Guilleminault et al. 2013). Es
konnten keine Korrelationen zwischen FeNO und Ilungenfunktionellen Parametern
festgestellt werden (Guilleminault et al. 2013), jedoch zeigten sich signifikant héhere FeNO-
Werte bei Patienten, die auch im HRCT vermehrte Fibroseanzeichen aufwiesen
(Guilleminault et al. 2013). In einem japanischen Fallbericht konnten bei einem EAA-
Patienten erhdhte FeNO- und Cano-Werte bestimmt werden. Dieser Effekt liel3 sich auch
nach der erneuten Antigen-Exposition nachvollziehen, sodass das alveolar generierte Cano
als ein Akute-Phase-Reaktionspartner bei EAA-Patienten vorgeschlagen wurde (Shirai et
al. 2010). Diese hohen Werte konnten in der vorliegenden Arbeit bei EAA-Patienten nicht
beobachtet werden. Zu bertcksichtigen ist hierbei, dass 3 von 5 Patienten unter einer
systemischen Steroidtherapie standen (siehe Tabelle 1 b). In einer anderen Arbeit wurden
FeNO-Werte (50 ml/s) von 24,7 ppb + 8,7 ppb (MW £ SD) gemessen (Schildge 2011), die
damit immer noch wesentlich hdher lagen als die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fiir die
EAA. Schildge stellte einen Cano-Mittelwert von 4,23 ppb fest (Schildge 2011). In der Studie
von Lehtimaki et al. wurden IPF- und EAA-Patienten zu einer Alveolitis-Gruppe
zusammengefasst, ihr Cano-Mittelwert lag bei 4,1 ppb und war im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe (MW: 1,1 ppb) hoéher (Lehtiméki et al. 2001). Lakari et al. haben
immunhistochemisch in verschiedenen Lungenfibrosebiopsien die iINOS und eNOS
nachgewiesen (Lakari et al. 2002). Dabei wurde fir die beiden granulomatésen Entitaten
(EAA und Sarkoidose) jeweils positive iINOS-Expressionen in den Riesenzellen der

Granulome und die eNOS in den Epitheloidzellen festgestellt (Lakari et al. 2002).

Wie in der vorherigen Studie wurde auch hier versucht, einen Zusammenhang zwischen
Lungenfunktionsparametern und FeNO-Werten der ILD-Patienten herzustellen. Das ILD-
Kollektiv zeigt eine inverse, signifikante Korrelation vom FeNO zu ITGV % und eine inverse,
hochst signifikante Korrelation zwischen FeNO und RV/TLC % (Abbildung 10).
Dementsprechend kénnte man niedrige FeNO-Werte bei ILD mit einem erhdhten
intrathorakalen Volumen und einer vermehrten relativen Uberblahung interpretieren. In
dieser Betrachtung gab es eine wesentlich héhere Gesamtanzahl und keine Extremwerte,
sodass diese Korrelation im Vergleich zur IPF als konsistenter bewertet werden kann. Im
ILD-Kollektiv kommt die Vermutung auf, dass FeNO mdglicherweise eine protektive

Funktion haben konnte. Ein moéglicher Erklarungsansatz fur reduziertes FeNO bei
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Uberblahten ILDs stellt der Verbrauch von NO bei der Bildung von Peroxynitrit dar. Dieser
Vorgang wurde bei COPD-Patienten beobachtet (Gelb et al. 2012). Oxidativer Stress
generiert Superoxidanionen und in der Kombination mit NO fiihrt dies zu dem hoch reaktiven
Peroxynitrit, welches bei COPD-Patienten erhoht im EBC nachweisbar ist (Osoata et al.
2009). Diese Bildung von Peroxynitrit fihrt zur kompensatorischen Abnahme des NOs in
der Gasphase, sodass seine Konzentration in den Atemwegen bei oxidativem Stress, der
typisch bei COPD-Patienten ist, abnimmt (Gelb et al. 2012).

Zusammenfassend kann anhand des FeNO-Werts kein Unterschied innerhalb des ILD-
Kollektivs aufgezeigt werden. Die Rolle der verschiedenen NO-Ursprungsorte ist dabei noch
nicht abschlieend geklart und fordert unter anderem die Weiterentwicklung der NO-

Messung zu verschiedenen Flussraten sowie die Etablierung von Interpretationsrichtlinien.

5.1.2.3 NO-Werte bei COPD-Patienten

Die COPD st eine chronische inflammatorische Erkrankung der kleinen und groRRen
Atemwege mit irreversibler Destruktion, die hauptsachlich Uber Zytokine und Interleukine
der Neutrophilen vermittelt wird (Barnes et al. 2006).

In der Literatur werden fuir die COPD normal bis leicht erhéhte NO-Werte (Messung zu einer
Flussrate) beschrieben (Maziak et al. 1998), (Barnes et al. 2010). Bei der Messung zu
mehreren Flussraten zeigt sich, dass J awno erniedrigt bis normal sein kann (Brindicci et al.
2005) und das Cano normal (Lehtimaki et al. 2010) bis erhéht (Brindicci et al. 2005) sein
kann. Es wird auRerdem eine negative signifikante Korrelation von Cano zur FEV1 % und
FEV1/FVC % bei COPD-Patienten beschrieben, die eine Inflammation und periphere
Restriktion der vornehmlich kleinen Atemwege widerspiegeln kdnnte (Brindicci et al. 2005).
Bezlglich der Steroidansprache von COPD-Patienten liegen widerspriichliche Ergebnisse
vor. In der vorliegenden Arbeit konnte keine Abhangigkeit von der Steroid-Einnahme erkannt
werden, jedoch zeigen steroidnegative COPD-Patienten leicht hohere FeNO-Werte als mit
Steroid behandelte (Median: 18 ppb versus 12 ppb) (Abbildung 15). Eine Beeinflussung des
Cano durch inhalative Steroide (ICS) oder Nikotin scheint nicht zu bestehen (Brindicci et al.
2005). In COPD-Patienten konnte zumindest kein Unterschied zwischen der INOS-
Expression wahrend einer Steroideinnahme beobachtet werden, sodass man von einer
steroidresistenten iINOS-Inflammation bei COPD-Patienten ausgeht (Brindicci et al. 2010).
Andererseits haben Lehtiméki et al. eine Abnahme des J awno bei ICS-Gabe beobachtet,

sodass diese J'awno-Abnahme eine Steroidansprache anzeigen konnte (Lehtimaki et al.
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2010). Brindicci et al. gehen von einer erhohten nNOS-Expression und -Aktivitat bei
Patienten mit fortgeschrittener COPD aus (Brindicci et al. 2010). Sie nehmen eine relativ
periphere Inflammation und damit den Ursprung des NOs in den sehr kleinen Atemwegen
und im Parenchym an, die mit der Cano detektiert werden konnte (Brindicci et al. 2005),
(Brindicci et al. 2010).

Je hoher die J’awno bei ehemalig rauchenden COPD-Patienten war, desto groRer war die
Verbesserung nach Bronchodilatatorgabe in der FEV1/FVC (Lehtiméki et al. 2010).

Bei COPD- und Asthma-Erkrankten, die eher eine eosinophile statt einer neutrophilen
Inflammationsreaktion zeigen, scheint die Ansprache auf ICS wahrscheinlicher zu sein
(Meijer et al. 2002), (Leigh et al. 2006). Dies spiegelt sich in der ATS-Leitlinie 2011 zum
klinischen Gebrauch von FeNO wider, es wird die FeNO-Messung empfohlen, um COPD-
Patienten, die auf eine Steroid-Therapie ansprechen, ausfindig zu machen (Dweik et al.
2011), (Lehtim&ki et al. 2010).

Im Folgenden werden die Pathogenese der COPD auf Zellebene genauer betrachtet und
der Zusammenhang zu NO als mdglicher Biomarker hergestellt. Brindicci et al. konnten
zeigen, dass die INOS-mRNA im frihen Erkrankungsstadium (Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease: GOLD 1-2) erhéht und im weiteren Verlauf (GOLD 3-4) erniedrigt
ist (Brindicci et al. 2010). Die iINOS-Proteinexpression zeigte sich hingegen tber alle GOLD-
Stadien erhéht (Brindicci et al. 2010). In einer anderen Studie von Seimetz et al. wurde
ebenfalls die Rolle der iINOS in der Pathogenese der COPD, insbesondere deren
Komplikationen bei fortgeschrittenem Krankheitsverlauf untersucht (Seimetz et al. 2011).
Diese Arbeitsgruppe konnte eine Abnahme des rauchinduzierten Emphysems und der
pulmonalen Hypertonie durch einen iNOS-Inhibitor im Mausmodell erzielen (Seimetz et al.
2011).

Die eNOS-mRNA und -Proteinexpression ist lediglich bei der schweren COPD erniedrigt
(Brindicci et al. 2010). Hier geht man von der fortschreitenden Destruktion der Alveolarzellen
durch das sich bildende Emphysem aus (Brindicci et al. 2010). Die nNOS in der
menschlichen Lunge wird hauptsachlich in den Kapillargefal3en der Alveolarsepten
exprimiert und spielt mdglicherweise eine Rolle in der Regulation der Kapillarpermeabilitat
als Modulator von cholinergen Nerven und als Thrombozytenhemmer (Lihrs et al. 2002).
Die nNOS war besonders bei den schwer fortschreitenden COPD-Patienten erhéht und
korrelierte mit der Erkrankungsschwere (Brindicci et al. 2010). Diese nNOS-Uberexpression
konnte in Alveolarzellen durch RNS und ROS sowie inflammatorische Zytokine induziert

werden (Brindicci et al. 2010). Der erhéhte nitrogene und oxidative Stress in den peripheren
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Atemwegen bei COPD-Patienten fuhrt moglicherweise zu der erh6hten nNOS-Expression
in den Alveolarzellen und damit zu erhéhtem Cano (Brindicci et al. 2010). Aus dieser Studie
lasst sich moglicherweise schlieRen, dass am Anfang der COPD die Cano-Erhdhung durch
die iINOS und bei schwereren COPD-Erkrankungen durch die nNOS zu erklaren sind. Es
wurde auch gezeigt, dass die nNOS durch die RNS und damit durch die Nitration eher in
ihrer Aktivitat stabilisiert wird, wahrend dies bei der eNOS nicht der Fall ist (Brindicci et al.
2010).

In der vorliegenden Arbeit zeigt die COPD-Gruppe einen FeNO-Median von 14,75 ppb (IQB:
7,12-23,50 ppb) und ist damit insgesamt geringgradig hoéher als in der gesunden
Vergleichsgruppe (Abbildung 8). Ein Grund fir relativ niedrige FeNO-Werte ist
madglicherweise auf das Rauchverhalten zuriickzufihren. In dem untersuchten COPD-
Kollektiv waren 17 % aktive Raucher (4 aktive Raucher von 24 COPD-Patienten). In
mehreren Studien konnte eine Erniedrigung des FeNO-Werts durch Zigarettenkonsum
gezeigt werden (Maziak et al. 1998), (Olin et al. 2006). Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass aktive Raucher erniedrigte FeNO-Werte im Vergleich zu Nichtrauchern und
ehemaligen Rauchern haben. Ein signifikanter Unterschied beziglich FeNO fand sich
zwischen aktiven und ehemaligen Rauchern (Abbildung 12). Schlief3t man die vier aktiven
Raucher aus dem COPD-Kollektiv aus, dann erhéht sich der FeNO-Median (14,75 ppb
versus 16,25 ppb). Zum einen kdnnte bei Rauchern die endogene NO-Produktion durch die
hohe NO-Konzentration im Zigarettenrauch gehemmt werden (Rengasamy und Johns
1993), zum anderen kénnte der vermehrte Anfall von NO zu einer vermehrten Peroxynitrit-
Bildung und somit zum Verbrauch von NO filhren (Osoata et al. 2009), (Gelb et al. 2012).
Moglicherweise hat eben dieses erniedrigte NO seine Bedeutung bei der Pathogenese und
der Exazerbation der COPD. So ist NO wichtig fur die mukoziliare Clearance (Jain et al.
1993) und die Phagozytose-Aktivitat (Moncada und Higgs 1993). Zum Beispiel kommt es zu
einer erhohten Infektanfalligkeit bei erniedrigtem NO, diese Symptome sind typisch fir
COPD-Patienten und Raucher (Maziak et al. 1998).

In mehreren Studien wurde bereits gezeigt, dass mit dem erhéhten FeNO-Wert eine
Erfassung von Exazerbationen von COPD-Patienten mdglich sei (Maziak et al. 1998),
(Laurentiis et al. 2008). Bei Patienten mit starker Krankheitsaktivitat Ubersteigt
mdglicherweise der Anstieg des NOs den pathologisch erniedrigten NO-Wert (Maziak et al.
1998), sodass eine Infektexazerbation mit hohen FeNO-Werten detektiert werden kdnnte.
In der statistischen Auswertung von FeNO-Werten in Bezug zum Exazerbationsstatus

konnte allerdings weder in der COPD-Gruppe (Abbildung 15) noch in der Gruppe aller
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Patienten (Abbildung 14) ein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Lediglich fir
einen Patienten (ehemaliger Raucher) konnte im longitudinalen Verlauf bei Vorliegen einer
Exazerbation ein Anstieg der FeNO-Werte von initial 16 ppb auf 151 ppb festgestellt werden
(Abbildung 13). Berticksichtigt werden sollte, dass es schwierig ist, generell verlassliche und
objektivierbare  Kriterien fur eine Exazerbation festzulegen. Inwieweit der
Exazerbationsstatus im Brief und der mikrobiologische Befund im Sputum eine echte
Exazerbation widerspiegelt, bleibt ungewiss. Auch sollte bedacht werden, dass bereits die
Einnahme von Antibiotika und anti-obstruktiven Medikamenten (widersprichliche Daten zur
Steroideinnahme, siehe oben) einen Einfluss auf die Inflammationsreaktion ausiiben kann
und an sich den FeNO-Wert verandern kann. Am schlissigsten scheint die pflegerische
Dokumentation der Sputumverfarbung zu sein, die einen leicht erh6hten Median in der
Gruppe der verfarbten Sputen zeigt.

Insgesamt bedarf es weiterer Forschung, um die NO-Messung fur das Screening von

COPD-Patienten auf eine Infekt-Exazerbation zu benutzen.

5.1.2.4 NO in Bronchialkarzinom-Patienten

Die BC-Patienten zeigten in der vorliegenden Arbeit einen Median von 11,5 ppb (IQB 8,25
ppb -14 ppb), dieser ist damit geringfligig niedriger als der in der gesunden Kontrollgruppe.
In der Literatur gibt es verschiedene Ergebnisse zu NO als prognostischer Marker
beziehungsweise als Therapieansatz.

In der Studie von Liu et al. wurden héhere FeNO-Werte (MW von 16,9 ppb + 0,9 ppb) bei
Patienten mit einem primaren Lungentumor gegeniiber den hier gewonnenen Daten
festgestellt. Die Daten von Liu et al. erwiesen sich auch gegentber der Kontrollgruppe
signifikant erhéht (MW 6,0 ppb £ 0,5 ppb) (Liu et al. 1998). Diese Arbeitsgruppe konnte eine
erhdohte Expression von iNOS in Alveolarmakrophagen verschiedener Tumorzelltypen
feststellen (Liu et al. 1998). Dabei scheint der Einfluss der NO-Konzentration und der Zellart,
die es herstellt, abhangig zu sein (Masri 2010). AuBerdem wird berichtet, dass NO eine
duale Wirkung auf die Tumorgenese haben kann: Bei hohen Konzentrationen eher eine anti-
kanzerogene und bei niedrigen Konzentrationen eher eine pro-kanzerogene (Wink et al.
1998), (Jenkins et al. 1995).

NO hat moglicherweise Metastase fordernde Eigenschaften Uber seine Wirkung auf die
Angiogenese (Masri 2010), (Pignatelli et al. 2001). Weiter beeinflusst es die Kanzerogenese
Uber Tumorsuppressor-Gene (p53), die Nitration von Plasmaproteinen und das anti-

oxidative Potenzial der Lunge (Masri 2010), (Pignatelli et al. 2001). NO kann méglicherweise
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die Zell-Zell-Interaktionen von Tumorzellen erhéhen und somit eine Anoikis-Resistenz
darstellen (Powan und Chanvorachote 2014). Anoikis ist die getriggerte Apoptose durch den
Verlust von Zell-EZM-Kontakten (Powan und Chanvorachote 2014). Weiter konnte NO eine
wichtige Rolle in der mesenchymal-epithelialen Transition (MET) von Tumorzellen spielen
(Powan und Chanvorachote 2014).

Andererseits gibt es Anséatze fur iINOS-Gentherapien, bei denen man von einer erhéhten
Ansprechrate von Cisplatin-Chemotherapie ausgeht, wenn das iNOS-Gen in vitro und in
vivo (Mausmodell) tberexprimiert wird (Ye et al. 2013).

Es gibt Hinweise, dass NO zur Tumorkontrolle wahrend der Radiotherapie beitragt und
maglicherweise auch in der Chemotherapie tber einen erhdhten DNA-Schaden beteiligt ist
(Sagar et al. 1995). In einer Studie wurde der Effekt von drei Chemotherapien unabhangig
vom histologischen Tumorzelltyp anhand des NO-Werts vorher (MW: 9,8 ppb = SD: 2,1 ppb)
und danach (7,7 ppb £ 1,6 ppb) beobachtet (Kallianos et al. 2013). Es zeigte sich eine
Abnahme des NO-Werts nach drei durchgefihrten Chemotherapien (Kallianos et al. 2013).
In der vorliegenden Arbeit konnte der Einfluss der Chemotherapie auf die NO-Werte nicht
untersucht werden, da sich die Patienten in unterschiedlichen Zyklen der Chemotherapie
befanden.

NO spielt aulRerdem eine Rolle in der strahleninduzierten Pneumonitis (Sagar et al. 1995):
So konnten erhdhte FeNO-Werte bei Patienten festgestellt werden, die nach einer
Bestrahlungstherapie eine Strahlen-Pneumonitis entwickelten (Inoue et al. 1997), (Inoue et
al. 2001).
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5.2 ELISA-Ergebnisse der Eicosanoide

5.2.1 Methodische Schwierigkeiten von 8-Isoprostan und Prostaglandin E2

Insgesamt waren die ELISA-Messungen im EBC und in der BALF durchfihrbar, jedoch
waren die Konzentrationen der Biomarker im nativen EBC sehr gering. Insbesondere fir
das PGE2 lagen viele Werte unterhalb des kleinsten Standards (Detektionslimit: PGE2 15
pg/ml, 8-lsoprostan 2,7 pg/ml). Auch das Konzentrieren der EBC-Proben zeigte in einem
weiteren Durchgang nicht den gewinschten Effekt (es wurden sogar geringere
Probenkonzentrationen gemessen), was maoglicherweise auf die chemische Instabilitdt des
PGE2 und des 8-Isoprostans hinweist. Erst in den weiteren ELISA-Durchlaufen, bei denen
der Sammel-Analyse-Abstand geringer war, und bei der Untersuchung von BALFs zeigten
sich konsistente Ergebnisse.

Bei der Arbeit mit Atemkondensaten gibt es einige Storfaktoren, die auch in dieser Arbeit
nicht auszuschlielBen waren. Zum anderen gibt es immer noch ungeklarte Fragen beztiglich
des anatomischen Ursprungs des EBCs.

Die Fraktion der aerosolierten Partikel, die vom ALF abgeldst werden, den sogenannten
droplets, scheint interindividuell verschieden zu sein und einer intraindividuellen Tages- und
Proben-Variabilitdt zu unterliegen (Davis et al. 2012), (Balbi et al. 2007), (Jackson et al.
2007). Wie hoch die Konzentration von Biomarkern in den droplets ist, hangt von den
molekularen Eigenschaften, wie zum Beispiel der Wasserldslichkeit, der Fluchtigkeit und
der elektrischen Ladung, sowie von den Transportmechanismen und pathophysiologischen
Veranderungen ab, wobei diese Einflussfaktoren bis ins Detail noch nicht geklart sind
(Jackson et al. 2007). Demzufolge sind die relativen Anteile von Biomarkern aus
verschiedenen anatomischen Trakten des Respirationstrakts noch nicht geklart (Jackson et
al. 2007), (Kuban und Foret 2013), (Horvath et al. 2005).

Allein aus diesem Grund scheint fir die Vergleichbarkeit von EBC-Markern zwischen
Individuen ein Verdinnungsfaktor beziehungsweise ein innerer Standard sinnvoll zu sein
(Balbi et al. 2007). Dieser Verdinnungsfaktor muisste im Serum eine bekannte
Konzentration haben und in den ALF diffundieren sowie im EBC nachweisbar sein, ohne
dass er in der Lunge synthetisiert wird (Horvath et al. 2005). Bis jetzt konnte jedenfalls noch
nicht gezeigt werden, dass sich Daten, die mit einem Verdiinnungsfaktor (zum Beispiel auf
der Basis von Harnstoff) korrigiert wurden, besser reproduzieren lassen (Horvath et al.
2005), sodass der Verdlnnungsfaktor haufig vernachlassigt wird (Kuban und Foret 2013)

beziehungsweise eine longitudinale Interpretation mit der relativen Anderung von EBC-

96



Markern vorgeschlagen wird (Quirce et al. 2010), (Balbi et al. 2007), (Davis et al. 2012).
Eine andere Moglichkeit ist es, den Biomarkergehalt auf das exhalierte Atemvolumen zu
beziehen (Reinhold et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde das Atemkondensat nach
dem Atemvolumen gesammelt (150 Liter). Ein weiteres Problem ist, dass sich das
Atemmuster nicht standardisieren lasst. Das Atemmuster beeinflusst die Entstehung der
aerosolierten Partikel, beispielsweise kann durch vertieftes Atmen (Schwarz et al. 2010) und
Atemanhalten in Exspiration (Holmgren et al. 2013) eine Erh6hung der droplets erreicht
werden.

Einen gewissen Einfluss hat auch die Auswahl des EBC-Sammelgerats (Leung et al. 2006),
(Kuban und Foret 2013), das neben verschiedenen Analysemethoden zu einer schlechten
Wiederholbarkeit und Vergleichbarkeit fihren kann (Rosias et al. 2008), (van Hoydonck et
al. 2004). AuRerdem scheinen das Oberflachenmaterial des Testtubes sowie die
Sammeltemperatur einen wichtigen Einfluss auf die Effizienz der EBC-Sammlung
auszuiiben (Kuban und Foret 2013), (Horvath et al. 2005).

Durch die Lagerung werden die Mediatoren mdglicherweise in ihrer Konzentration
beeinflusst (Horvath et al. 2005), (Kuban und Foret 2013). So ist zum Beispiel die Stabilitat
von gefrorenem PGE2 nicht bekannt, méglicherweise kann in vitro PGE2 aus PGH und PGD
entstehen (Kostikas et al. 2003b), (Barnes et al. 2009), (Finley et al. 1995). Wahrend der
Lagerung von lipidhaltigen Proben kann es zur Autooxidation mit Erhéhung des 8-
Isoprostans kommen (Morrow et al. 1990), (Roberts und Fessel 2004). AuRerdem wird
beschrieben, dass sich variierende pH-Werte im EBC auf die Biomarker-Konzentrationen
auswirken kdnnen (Davis et al. 2012). Auch die weitere Aufarbeitung (Lyophilisierung) kann
zu Konzentrationsschwankungen fuhren (Horvath et al. 2005). Der Standard des
kommerziellen ELISA sollte so ahnlich wie méglich zur EBC-Matrix gewahlt werden (EIA-
Standard benutzt) (Davis et al. 2012), (Horvath et al. 2005).

Zur Wiederholbarkeit von Biomarkern in EBCs herrschen verschiedene Meinungen (Rosias
et al. 2008), (van Hoydonck et al. 2004). Die unterschiedlich hohen Eicosanoid-Spiegel in
verschiedenen Studien sind unter anderem auf die unterschiedlichen Analysemethoden
(Gaschromatografie, Massenspektrometrie, Radioimmunassay und Enzym Assay)
zurtickzuflihren (Montuschi et al. 1999), (Liang et al. 2012). Die meisten Studien verwenden
kommerzielle EIA (Baraldi et al. 2003a), allerdings ist es vonnoten, sensitivere
Messmethoden (zum Beispiel Gaschromatografie und RIA) (Kuban und Foret 2013),

(Horvéth et al. 2005) und Standards fur den Umgang mit EBCs zu etablieren.
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5.2.2 Spiegeln die Ergebnisse der Eicosanoid-Bestimmung im EBC die des
BALFs beziehungsweise des ALFs wider?

Vergleicht man die EBC-Ergebnisse mit denen der BALF von denselben Patienten
miteinander, so stellt sich eine nahezu gleichbleibende Tendenz dar (Abbildung 26, Anhang:
Tabelle 5, Abbildung 41 und 42). Erwartungsgemald wurde eine wesentlich geringere
Konzentration in dem EBC im Vergleich zur BALF nachgewiesen.

Jackson et al. stellten in der ersten in vivo Vergleichsstudie von BALF und EBC fest, dass
kommerzielle ELISA zur EBC-Messung einfach anwendbar sind und moglicherweise den
klinischen Verlauf anzeigen kénnen (Jackson et al. 2007). Sie zeigten héhere 8-Isoprostan-
Werte im EBC als im BALF (EBC 8-Isoprostan-Werte von 3,85 ng/ml + 1,27 ng/ml und in
der BALF 0,03 ng/ml £ 0,01 ng/ml) (Jackson et al. 2007). Jackson et al. sammelten das EBC
tiber zehn Minuten, wahrend in den meisten Studien nach Atemminutenvolumen gesammelt
wird (Jackson et al. 2007). Angaben zum BALF-Volumen wurden nicht gemacht, es wurde
lediglich das installierte Volumen von 240 ml kristalloider Losung angegeben (Jackson et al.
2007). Die BALF-Recovery hat jedoch Einfluss auf die Konzentration der Eicosanoide in der
BALF, sodass dieser methodische Unterschied zu den differierenden Ergebnissen flhren
konnte.

Diese Ergebnisse sind grundsatzlich anders als die aus der vorliegenden Arbeit, bei der
geringe Konzentrationen in den EBCs und hohere Konzentrationen in den BALFs
nachgewiesen wurden. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen werden auch in der
Literatur nur sehr geringe Konzentrationen von Biomarkern im EBC angenommen
(Kharitonov und Barnes 2001), da es sich bei dem Hauptteil des Kondensats um
Wasserdampf handelt (Horvéath et al. 2005).

Jackson et al. konnten keine Korrelation der gleichen Biomarker zwischen dem EBC und
der BALF feststellen (Jackson et al. 2007). Sie schlussfolgerten daraus, dass das EBC nicht
unbedingt die Information liefert, wie es die BAL tut (Jackson et al. 2007). In dieser Arbeit
wurde hingegen eine signifikante Korrelation zwischen dem EBC und der BALF fir 8-
Isoprostan feststellt (Abbildung 26). Dementsprechend scheint mithilfe des EBC eine
Abbildung der Konzentration der BALF moglich zu sein. Zusammenfassend scheint mit der
EBC-Messung eine kurzfristige und nicht-invasive Methode zur Verfligung zu stehen, um
pathophysiologische Veranderungen innerhalb der alveolar-bedeckenden
Flissigkeitsschicht aufzuzeigen und mit weiterer Erforschung sich als zuséatzliche

Untersuchung neben der Bronchoskopie etablieren zu kénnen.
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Inwieweit mit dem EBC Unterschiede zwischen Kollektiven aufgedeckt werden kénnen, ist
eine interessante Frage und wird im Folgenden anhand der zwei Biomarker betrachtet.
Einen Uberblick liefert die Tabelle 5 im Anhang.

5.3 PGE2

In den durchgefihrten ELISA zu PGE2 im EBC und BALF konnten keine signifikanten
Gruppenunterschiede zwischen der IPF, ILD und Gesunden festgestellt werden. AulRerdem
gelang es nicht, einen Zusammenhang zwischen EBC und BALF innerhalb derselben
Kollektive darzustellen. Selbst in dem Patientenkollektiv, das sich sowohl einer EBC- als
auch einer BALF-Sammlung unterzogen hat, konnte keine zufriedenstellende Korrelation
zwischen der Hohe der PGE2-Konzentration im EBC versus BALF gefunden werden. Dies
durfte wohl am ehestem der sehr geringen Konzentration von PGE2 selbst in konzentrierten
EBCs geschuldet sein. Die hier erhobenen Messwerte beziglich PGE2 im EBC dirfen
daher nur mit grof3ter Zuriickhaltung interpretiert werden.

Unklar bleibt, ob die IPF eine reduzierte oder erhthte PGE2-Konzentration im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe in der BALF aufweist (siehe Tabelle 5). Leider gab es zu den
Kontrollen keine parallel durchgefihrte BALF, sodass kein direkter Vergleich auf BALF-
Ebene stattfinden kann. Aber auch in der BALF konnten keine eindeutigen beziehungsweise
signifikant unterschiedlichen Werte fur PGE2 zwischen den verschiedenen Kollektiven
festgestellt werden (Anhang, Tabelle 5).

AuRerdem sind die exogenen Beeinflussungsfaktoren auf die PGE2-Konzentration noch
nicht hinreichend geklart. Die Rolle von Medikamentengaben, wie zum Beispiel von COX-
Inhibitoren, Antibiotika, und Nikotinkonsum sind anhand von COPD- und Asthma-Patienten
bereits beschrieben. So kann es bei exazerbierten COPD-Patienten durch nicht selektive
COX-Inhibitoren zu einer PGE2-Erniedrigung kommen (Montuschi et al. 2005), wahrend
sich PGE2 unter Antibiotika-Gabe nicht signifikant veréandert (Antczak et al. 2012). Es
besteht der Verdacht, dass ein Nikotinkonsum zu einer Erhéhung von PGE2 bei
Asthmapatienten filhrt (Kostikas et al. 2003b), (Baraldi et al. 2003b). Mdglicherweise
stimuliert Zigarettenrauch die PGE2-Synthese in Alveolar-Makrophagen (Kostikas et al.
2003b), (Hwang et al. 1999).

Ob diese Beeinflussungsfaktoren auch fir Gesunde und diffus parenchymattse

Lungenerkrankungen anzunehmen sind bleibt Gegenstand der Forschung.
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Es besteht die Vermutung, dass PGE2 bei IPF-Patienten herunterreguliert ist und die
Ausbildung einer Lungenfibrose begunstigt (Wilborn et al. 1995), (Okunishi et al. 2011),
(Gunther et al. 2012). PGE2 entfaltet seine Wirkung Uber vier verschiedene EP-Rezeptoren:
Die Wirkung Uber den EP2-Rezeptor ist anti-inflammatorisch und anti-fibrotisch, wahrend
die restlichen EP-Rezeptoren eher eine pro-inflammatorische und immunmodulierende
Wirkung haben (Narumiya et al. 1999). Der PGE2-EP2-Signalweg lauft Gber die Erhdhung
des zytosolischen cAMP und die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) ab und fihrt zur
verringerten Expression von Matrixproteinen und zur Hemmung der Fibroblasten-
Proliferation (Moore et al. 2005), (Huang et al. 2007).

Bei der IPF wird ein erniedrigter PGE2-Spiegel Uber eine gestorte COX2 (Maher et al. 2010),
(Wilborn et al. 1995) beziehungsweise die mikrosomale-PGE-Synthetase-1 (MPGES-1)
(Wei et al. 2014) angenommen. Im Verlauf der IPF-Erkrankung scheint es zu einer PGE2-
Resistenz, die in Typ Il Pneumozyten zu einer vermehrten Apoptose und in Fibroblasten zu
einer Proliferation fuhrt, zu kommen (Maher et al. 2010). Maher et al. konnten anhand von
aus IPF-Patienten isolierten Fibroblasten und Typ Il Pneumozyten zeigen, dass die
verringerte Kapazitat, PGE2 zu produzieren, zu einer erhdhten Sensitivitdit vom Typ |
Pneumozyten gegentber dem Fas-Liganden fihrt, die dann in Apoptose gehen, wahrend
dies in Fibroblasten zu einer Fas-Resistenz und einem verlangerten Uberleben fiihrt (Maher
et al. 2010).

Im Bleomycin-Mausmodell wurde die mPGES-1, die PGH2 in PGE2 umwandelt, untersucht
und ihr ein wichtiger protektiver Effekt auf die Entwicklung einer Lungenfibrose
zugeschrieben (Wei et al. 2014). Die mPGES-2 wird konstitutiv und mPGES-1 hauptsachlich
in der Inflammationsphase der rheumatoiden Arthritis exprimiert (Kojima et al. 2002),
(Stichtenoth et al. 2001). Knock-out Mause ohne mPGES-1 entwickeln eine gravierendere
Lungenfibrose als Wildtyp-Mause (Wei et al. 2014). Sie zeigten weiter, dass die Bleomycin-
Behandlung der Mause zu einer Reduktion des EP2- und EP4-Rezeptors, aber nicht der
EP1- und EP3-Rezeptoren in den Lungen fuhrte (Wei et al. 2014). Diese Ergebnisse
unterstreichen, dass die Inhibition der mPGES-1-PGE2-EP2/EP4-Signalkette eine wichtige
Rolle im Bleomycin Modell der Lungenfibrose spielt (Wei et al. 2014).

In einer humanen Lungenfibroblastenzelllinie konnte gezeigt werden, dass ein Ausschalten
der mPGES-1 zu einer Erh6hung von TGF-B1 fuhrt. Dieser Effekt konnte mit einer PGE2-
Behandlung und einem selektiven EP2-Agonisten umgekehrt werden (Wei et al. 2014).
Trotz der vielen Hinweise in der Literatur konnte Uberwiegend aufgrund messtechnischer

Probleme beziehungsweise des Konzentrationsbereiches im EBC kein signifikanter PGE2-
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Spiegel-Unterschied zwischen der IPF, ILD und der gesunden Kontrollgruppe gefunden
werden. Im Vergleich mit den anderen ILD-Untergruppen scheint die IPF nicht die
geringsten PGE2-Werte im EBC zu haben. Patienten mit einer EAA, Sarkoidose, COP, DIP
und Pneumokoniose zeigten deutlich niedrigere PGE2 Werte im EBC. Nur die nicht-
klassifizierbaren IIPs und die CTD-ILD zeigten deutlich h6here PGE2-Werte als die IPF und
die gesunde Kontrollgruppe im EBC, sodass mdglicherweise eine differenziertere
Betrachtungsweise innerhalb des heterogenen ILD-Kollektivs in weiteren Studien notig ist.

Um ein mdglicherweise relevantes PEG2-Signal auf der Basis der Krankheitsprogression,
das der Entitat nicht zugrunde liegt, nicht zu Gbersehen, wurden die PEG2-Messwerte der
BALF zudem mit dem Verlauf relevanter Parameter der Lungenfunktion und des
Gasaustausches korreliert. Mit Ausnahme der KCO konnten auch bei dieser Analyse keine
signifikanten Korrelationen zwischen PGE2 und klinischem Verlauf erhoben werden. Eine
Ubertragung der oben genannten Erkenntnisse auf diesen Messansatz gelingt also in dieser
Studie nicht.

Zukunftig sollten nicht nur die PGE2-Konzentration in der BALF, sondern auch im EBC und
die parallele Rezeptor-Konzentration untersucht werden. Zudem wére es von Interesse, die
PGE2-Konzentration in den verschiedenen ILD-Subgruppen in gréRerer Fallzahl zu

untersuchen.

5.4 8-lsoprostan

Freies und totales 8-Isoprostan sind Marker fiir die durch oxidativen Stress ausgeléste Lipid-
Peroxidation. Erhdhte Konzentrationen des freien 8-lsoprostans wurden als Marker flr
oxidativen Stress bei Asthma (Baraldi et al. 2003a), (Baraldi et al. 2003b), (Montuschi et al.
1999), COPD (Makris et al. 2008), pulmonaler Sarkoidose (Psathakis et al. 2004), ILD
(Montuschi et al. 1998) und IPF (Psathakis et al. 2006) gefunden.

Oxidativer Stress kann durch eine Vielzahl von Ursachen entstehen und ist bei der
Pathogenese von mehreren Erkrankungen beteiligt. Moglicherweise kommen hier viele
Einflussfaktoren zum Tragen, wie zum Beispiel der Raucherstatus und die
Medikamenteneinnahme. So wirkt sich das Rauchverhalten von COPD-Patienten
anscheinend stark auf den 8-Isoprostan-Wert aus (Montuschi et al. 2000), (Kostikas et al.
2003a). Dies weist auf den kontinuierlichen oxidativen Stress und die Inflammationsreaktion

von Rauchern mit COPD hin (Turato et al. 1995). Es wird kontrovers diskutiert, ob Steroide
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einen Einfluss auf die 8-Isoprostan-Werte im Atemkondensat nehmen (Baraldi et al. 2003a),
(Montuschi et al. 1999). Einige Studien berichten, dass die Antibiotika-Einnahme den 8-
Isoprostan-Wert in exazerbierten COPD-Patienten erniedrigt (Antczak et al. 2012),
(Biernacki et al. 2003).

Es werden unterschiedlich hohe 8-Isoprostan-Werte fur Gesunde angegeben. In einer
Ubersichtsarbeit von Balbi et al. wurden EBC-Werte von gesunden Kontrollgruppen
zusammengetragen (Balbi et al. 2007), die fir 8-Isoprostan Normwerte von 0-20 pg/ml im
EBC erhoben (Montuschi et al. 2000), (Ko, F. W. S. et al. 2006), (Carpagnano et al. 2004),
(Rosias et al. 2008). Damit liegen die in dieser Arbeit gemessenen 8-Isoprostan-Mediane

der Gesunden fir die EBCs in den oben genannten Grenzen.

Um eine bessere Vergleichbarkeit der 8-Isoprostan-Messwerte mit denen aus der Literatur
zu erreichen, werden die hier erhobenen Messwerte zum Teil in Mittelwert mit
Standardabweichung angegeben (nicht dargestellt).

Montuschi et al. beschreiben erhohte 8-Isoprostan-Mittelwerte in der BALF von IPF-
Patienten (47,7 £ 7 pg/ml IPF versus 9,6 + 0,8 pg/ml Gesund) (Montuschi et al. 1998). In
der vorliegenden Arbeit ist der Mittelwert des freien 8-Isoprostans (31,07 pg/ml) in der BALF
von IPF-Patienten mit den Mittelwerten von Montuschi et al. vergleichbar.

Im Atemkondensat zeigte eine andere Studie signifikant erhéhte Werte von freiem
8-Isoprostan bei IPF-Patienten im Vergleich zu den in dieser Arbeit gemessenen Werten
(MW (95%CI): 74 pg/ml (38-110) versus Gesunde 33 pg/ml (28-39)) (EBC-Sammelgerét:
RHES Jager, Deutschland, gleicher EIA) (Psathakis et al. 2006). In dieser Studie war der
Mittelwert des freien 8-Isoprostans fur IPF-Patienten wesentlich geringer (9,18 pg/ml) und
wahrscheinlich aus methodischen Unterschieden und aufgrund der geringen GruppengrofRe
nicht mit denen von Psathakis et al. vergleichbar. Dennoch zeigte sich auch in der hier
durchgefiihrten Studie die Tendenz, dass das freie 8-Isoprostan im EBC bei IPF-Patienten
hoher war als bei Gesunden (7,85 pg/ml) und damit moglicherweise erhéhten oxidativen

Stress widerspiegelt.

Auffallig ist, dass mit dem Progress der klinischen Kernparameter das freie und das totale
8-Isoprostan zumeist nur schwach invers korrelieren. Nur in der KCO korrelierte das totale
8-Isoprostan der IPF mit der Abnahme der A KCO % Soll (r = - 0,52) signifikant invers.

Auch in anderen Studien konnten keine Korrelationen zwischen 8-Isoprostan und

Lungenfunktionsparametern in IPF-Patienten (Psathakis et al. 2006), Asthmakindern
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(Baraldi et al. 2003b) und COPD-Patienten (Antczak et al. 2012) nachgewiesen werden. Fur
die Sarkoidose wurde ebenfalls keine Korrelation zu Lungenfunktionsparametern gefunden
(Psathakis et al. 2004). Die fehlende Korrelation kénnte Uber die unterschiedliche
Suszeptibilitat far oxidativen Stress und die damit verbundene interindividuell
inflammatorische Antwort erklart werden (Baraldi et al. 2003b). Eine andere Erklarung ware,
dass die punktuell gemessenen Biomarkerkonzentrationen aktuelle Veranderungen des
ALFs darstellen, wahrend die Lungenfunktion sich eher auf vorherige Lungenschadigungen
bezieht (Psathakis et al. 2004), (Montuschi et al. 1998), (Montuschi et al. 1999).

Das totale 8-Isoprostan spiegelt moglicherweise die Gesamtheit aller oxidativen Prozesse
wider, die sich innerhalb des ALFs abspielen.

In der Abbildung 19 erkennt man, dass in der BALF das totale 8-Isoprostan hoher als das
freie 8-Isoprostan nachweisbar ist. Das Verhaltnis zueinander entspricht etwa 1:6, wobei in
der genaueren Betrachtung (Anhang: Abbildung 30) die Sarkoidose den steilsten Anstieg
und die IPF den flachsten Anstieg vom freien zum totalen 8-Isoprostan zeigen.

In der BALF und im EBC zeigen sich die gleichen Verhéltnisse vom freien zum totalen
8-Isoprostan, also die hochsten Werte in der IPF, gefolgt von den ILDs und den Gesunden.
Jedoch sind nur im freien 8-Isoprostan signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
sichtbar, die im totalen 8-Isoprostan nicht auffallen.

Es lasst sich die Tendenz erkennen, dass im EBC und in der BALF die IPF hohere Werte
im freien und im totalen 8-Isoprostan aufweist als die ILDs und die Gesunden.

In der differenzierteren Betrachtung der ILD-Untergruppen fur das freie und das totale 8-
Isoprostan zeigte die Sarkoidose héhere Werte als die anderen ILDs und weist damit auf
erhéhten oxidativen Stress hin. Bereits in verschieden Studien konnten erhohte 8-
Isoprostan-Mittelwerte fur die Sarkoidose in der BALF (12 £ 0,7 pg/ml versus 9,6 + 0,8 pg/mi
Gesunde) (Montuschi et al. 1998) und im EBC (aktive pulmonale Sarkoidose: MW mit IQB:
64,23 pg/ml (37-91,46) versus Gesunde 20,75 pg/ml (16,06-25,44) (Psathakis et al. 2004)
festgestellt werden. Es konnte sogar die Erkrankungsaktivitat von Sarkoidose-Patienten
anhand des 8-Isoprostan-Werts im EBC unterschieden werden (Psathakis et al. 2004). In
der vorliegenden Arbeit konnten diese Werte nicht im EBC erzielt werden, sie waren
wesentlich geringer und wurden nicht in aktive und inaktive Sarkoidosen unterschieden
(Mittelwert Gesunde: 7,85 pg/ml, Mittelwert Sarkoidose-Patienten: 2,51 pg/ml und
methodische Unterschiede: EBC-Gerét: RHES, Jéager, Deutschland, und 80 L/min
Flussrate, gleicher EIA).
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Fir die CTD-ILD wurden extrem hohe freie 8-Isoprostan-Werte im Vergleich zu den
Gesunden in der BALF festgestellt. In der vorliegenden Arbeit zeigte der CTD-ILD-Patient
sowohl in dem EBC als auch in der BALF recht hohe freie 8-Isoprostan-Werte. Auch
gegeniber den IPF-Patienten waren sie héher und weisen damit maglicherweise auf hohen
oxidativen Stress hin. Die hier gemessenen 8- Isoprostan-Werte in der BALF liegen damit
hoher als Vergleichswerte aus der Literatur (43,3 pg/ml (MW) versus den hier untersuchten
78,25 pg/ml (MW)) (Montuschi et al. 1998).

Die anderen untersuchten ILDs zeigten keine besonderen Verdnderungen im Vergleich zu
der IPF.

Insgesamt konnte das 8-lsoprostan tatsédchlich den oxidativen Stress bei bestimmten
Erkrankungen (IPF, Sarkoidose und CTD-ILD) widerspiegeln und im Zusammenhang mit
der Schwere des oxidativen Stresses und der Lungenschadigung stehen (Montuschi et al.
1998). Es korrelierte in der vorliegenden Studie das freie mit dem totalen 8-Isoprostan,
sodass auch nur einer der beiden bestimmt werden muss. Inwieweit 8-Isoprostan dennoch
ein sicherer prognostischer Parameter ist, kann anhand der hier vorliegenden Daten nicht

abschlielRend beurteilt werden.

104



6. Zusammenfassung

Die Idiopathische Lungenfibrose ist eine schwerwiegende Lungengeristerkrankung, die
unter allen ILDs die kiirzeste Uberlebenszeit aufweist. Die Pathogenese ist bis ins Detail
noch nicht sicher gekléart, doch wird von einer gestérten Interaktion der Typ Il Pneumozyten
und Fibroblasten ausgegangen, die letztendlich zu einer grof3en Ablagerung von
Kollagenfasern im Lungeninterstitium fuhrt. Nicht-invasive Methoden und neue Biomarker
werden dringend bendtigt, um die Diagnosefindung zu erleichtern, somit teure, risikoreiche
Eingriffe flr Patienten zu reduzieren und um die Ansprache auf medikamentdse Therapien
besser erfassen zu kdnnen. Vor diesem Hintergrund sind die klinische Erprobung und
Bedeutung von exhalierten NO und volatilen Biomarkern im Atemkondensat von grof3em
wissenschaftlichem Interesse.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, inwieweit Patienten mit IPF (n = 36),
Patienten mit anderen Formen der ILD (n = 66), anderen Lungenerkrankungen (COPD n =
24, BC n = 16) sowie Gesunde (n = 54) diagnostisch verwertbare Unterschiede des
exhalierten NOs (FeNO) sowie der Eicosanoide PGE2 und 8-Isoprostan im exhalativem
Atemwegskondensat (EBC) und in der bronchoalveolarer Lavage (BALF) aufweisen.
Mittels FeNO konnte in der vorliegenden Arbeit keine eindeutige Unterscheidung zwischen
der IPF, ILD und Gesunden gemacht werden. Zwar zeigten einzelne untersuchte Personen
stark erhohte FeNO-Werte, bei denen in einem Fall auch eine Exazerbation detektiert
wurde. Generell konnte der FeNO-Wert weder zur Differenzierung der zugrunde liegenden
Erkrankung noch zur Detektion einer Exazerbation herangezogen werden. Die ebenfalls
durchgefiihrten Korrelationsanalysen zwischen FeNO und lungenfunktionellen Parametern
lieferten keine Uberzeugenden Ergebnisse.

Die untersuchten Arachidonsaure-Derivate waren nur schwer (PGE2) beziehungsweise
verlasslich (8-Isoprostan) im Atemkondensat, jedoch gut in der BALF nachweisbar.
Gruppenspezifische Unterschiede zeigten sich nur beim freien 8-lsoprostan, das
mdglicherweise auf die Schwere des oxidativen Stresses hinweist.

Zusammenfassend ist beziglich der FeNO-Messung auf der Basis der hier ermittelten
Daten kein diagnostischer Nutzen bei ILDs beziehungsweise der IPF erkennbar. Gleiches
gilt fur das per ELISA im EBC gemessene PGE2 und 8-lsoprostan. Die in der BALF
messbaren Unterschiede hinsichtlich 8-Isoprostan dirften im Sinne eines noninvasiven

Ansatzes klinisch eher unbedeutend sein.

105



7. Summary

The idiopathic pulmonary fibrosis is a very serious parenchymal lung disease, with the
shortest survival time of all interstitial lung diseases. The pathogenesis has not been
understood in detail, but it is assumed that a disturbed interaction of type Il pneumocytes
and fibroblast finally leads to a massive deposition of collagen fibers in the lung interstitium.
Non-invasive methods and new biomarkers are urgently required to facilitate diagnosis
finding, thus reducing the complex and high-risk interventions for patients and facilitating the
monitoring of medical treatment. In light of the above, the clinical testing and the significance
of exhaled NO and volatile biomarkers in EBC is of great scientific interest.

In this study we investigated, if patients with IPF (h=36), other ILDs (n=66) and other lung
diseases (COPD n=24, BD n= 16) as well as healthy subjects (n = 54) have diagnostically
usable differences of exhaled NO (FeNO) as well the eicosanoids PGE2 and 8-isoprostane
in exhaled breath condensate (EBC) and bronchoalveolar lavage (BALF).

There was no significant difference in the FeNO measurements of IPF, ILD and healthy
subjects, although, some patients showed highly elevated FeNO, in one case an
exacerbation was detected. Generally, it was neither possible to differentiate between the
causing disease nor detect exacerbation on basis of FeNO values. Also the correlation
analysis between FeNO values and lung function parameters did not show convincing
results.

The investigation of arachidonic acid derivate in breath condensate was difficult (PGE2) or
unreliable (8-isoprostane), but worked well in BALF. Group-specific differences were
observed only in free 8-isoprostane, which could indicate the severity of oxidative stress.

In conclusion, the FeNO-measurement give no diagnostic benefit for ILDs or IPFs on basis
of these results. The same is valid for the measured PGE2 and 8-isoprostane in EBC by
ELISA. The differences measured in BALF regarding 8-isoprostane appear insignificant for

the clinical use as a non-invasive tool.
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12. Anhang

Tabelle 4: FeNO-Werte der einzelnen ILD-Untergruppen: Mediane und Interquartilsbereiche.
Eigene Abbildung.

Median QB
Gesamt ILDs 10 7-14
Nichtklassifizierbare |IP 9,25 9-9,5
RB-ILD 6 5-7
CoP 1 6,5-13,75
EAA 10 6,5-16,5
Sarkoidose 14 13-19
CTD-ILD 8 6-21

Tabelle 5: Vergleich von PGE2 und 8-Isoprostan im EBC und im BALF. Mediane. Blau hinterlegt
sind die unterschiedlich untersuchten ILD-Gruppen. Eigene Abbildung.

PGE2 pg/ml [Gesund| IPF| ILD| EAA Sarkoidose| COP|Nichtklass. IIP| CTD-ILD| DIP|Pneumokoniose
EBC konz. 9,9 7,03] 6,61 5,66 6,82 2,5 10,3 20,35| 6,58 6,63
BALF 36,96 34,27| 34,91 36,87| 44,84 32,83 29,45 31,93
8-1so pg/ml | Gesund IPF| ILD| EAA Sarkoidose| COP| Nichtklass. IIP| CTD-ILD| DIP|Pneumokoniose
EBC konz. 6,05 83| 4,11 3,58 2,51 4,11 5,38 25,8( 2,54 2,21
BALF 36,78| 28,63| 26,02 32,36| 30,44 29,71 78,25 24,93
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Abbildung 29: Darstellung des PGE2, des freien und totalen 8-Isoprostans aus der BALF der
gleichen Patienten. Darstellung als Median mit Interquartilsbereich, * p < 0,05 zur gesunden

Kontrolle (Kruskal-Wallis Test und Mann-Whitney Test). Eigene Abbildung.
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Abbildung 30: Zusammenhang von freiem zu totalem 8-Isoprostan. Korrelation mit linearer
Regressionsgrade vom freiem zum totalen 8-Isoprostan. Die ILD-Untergruppen wurden detailliert

aufgefihrt. r = Korrelationskoeffizient nach Spearman, **p < 0,01. Eigene Abbildung.
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Abbildung 31: Berechnete jahrliche Veranderung der forcierten Vitalkapazitat (FVC) in % Soll,
getrennt fur IPF und ILD. In der linken Spalte erkennt man das Summenhaufigkeitsdiagramm, das
die Veranderung der FVC anhand der Haufigkeit aller Félle zeigt. r = Korrelationskoeffizient nach
Spearman. Eigene Abbildung.
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Abbildung 32: Berechnete jahrliche Veranderung der Vitalkapazitat (VC) in % Soll. Oben fur IPF
und ILD zusammen und unten getrennte Darstellung. In der linken Spalte erkennt man das
Summationsdiagramm, das die Veranderung der VC anhand der Haufigkeit aller Falle zeigt. r=
Korrelationskoeffizient nach Spearman. Eigene Abbildung.
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Abbildung 33: Berechnete jahrliche Veranderung der Diffusionskapazitat fur CO (DLCO) in %
Soll, getrennt fur IPF und ILD. In der linken Spalte erkennt man das Summationsdiagramm, das die
Veranderung der DLCO anhand der Haufigkeit aller Falle zeigt. r= Korrelationskoeffizient nach

Spearman. Eigene Abbildung.
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Abbildung 34: Berechnete jahrliche Veranderung der um das Alveolarvolumen korrigierten
Diffusionskapazitat fiir CO (KCO) in % Soll, getrennt fiir IPF und ILD. In der linken Spalte erkennt
man das Summationsdiagramm, das die Veranderung der KCO anhand der Haufigkeit aller Falle
zeigt. r= Korrelationskoeffizient nach Spearman. Eigene Abbildung.
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Abbildung 35: Berechnete jahrliche Veranderung der Gehstrecke in Metern / Jahr, getrennt fur
IPF und ILD. In der linken Spalte erkennt man das Summationsdiagramm, das die Veranderung der
Gehstrecke anhand der Haufigkeit aller Félle zeigt. r= Korrelationskoeffizient nach Spearman. Eigene
Abbildung.
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Abbildung 36: Berechnete jahrliche Veranderung der subjektiven Dyspnoe anhand der Borg-
Skala Angaben im 6 Minuten-Gehtest / Jahr. Eine negative x- Achse bedeutet eine Zunahme der
Borg-Skala Uber die Zeit und damit eine Verschlimmerung der Dyspnoe. Oben fir IPF und ILD
zusammen und unten flir beide Gruppen getrennt. In der linken Spalte erkennt man das
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Summationsdiagramm, das die Verédnderung der Borg-Skala Angaben anhand der Haufigkeit aller
Falle zeigt. r= Korrelationskoeffizient nach Spearman. Eigene Abbildung.
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Abbildung 37: Berechnete jahrliche Veranderung der maximalen Sauerstoffaufnahme in der
Spiroergometrie, getrennt fir IPF und ILD. In der linken Spalte erkennt man das
Summationsdiagramm, das die Veranderung der VO2max anhand der Haufigkeit aller Falle zeigt. r=
Korrelationskoeffizient nach Spearman. Eigene Abbildung.
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Abbildung 38: VO.max in zeitlicher Nahe zur Bronchoskopie (+/- 6 Monate), getrennt fur IPF
und ILD. Median mit IQB, Mann-Whitney Test. Daneben die Korrelationsanalyse mit linearer
Regressionsanalyse von VOzmax und den ELISA-Ergebnissen. r= Korrelationskoeffizient nach
Spearman. Eigene Abbildung.
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Abbildung 39: CRP zum Zeitpunkt der Bronchoskopie. Median mit IQB, Mann-Whitney Test.

Daneben der Bezug vom CRP zum ELISA-Ergebnis in der linearen Regressionsanalyse. Eigene
Abbildung.

20- r=- 0,3323, p= 0,3487 40- r=-003p=08
[ J
]
30 304 ° o
[ J
2 g . * :
o o [}
g 20 g 201 ° ° '
[7] [ [ 3
. L F -
101 ] 101 $ s
! .
0 T T T 0 T T T
0 20 40 0 20 40
PPI-Emnﬁ:I:?e in mg PPI-Einnahme in mg

Alle Patienten

Abbildung 40: Beeinflussung der FeNO-Werte durch PPI-Einnahme. Die Patienten mit einer
taglichen PPI-Einnahme von 40 mg hatten geringere FeNO-Werte als diejenigen mit nur 20 mg
Einnahme pro Tag, jedoch konnte keine signifikante Korrelation gefunden werden. Bei den IPF-
Patienten scheint dieser Zusammenhang ausgepragter zu sein (r = - 0,33) als bei allen Patienten (r

=-0,03). r = Korrelationskoeffizient nach Spearman. Eigene Abbildung.
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Abbildung 41: Unterschied EBC- und BALF Konzentrationen. Die Konzentrationen von PGE2
und 8-Isoprostan waren in der BALF signifikant hoher als im EBC. Eigene Abbildung.
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Abbildung 42: Intraindividuelle Differenz des EBCs und der BALF. Der
Konzentrationsunterschied im intraindividuellen Vergleich war sehr homogen. Eigene Abbildung.
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