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1 Zusammenfassung und Abstract

1.1 Zusammenfassung

Hintergrund: Die Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist eine komplexe
inflammatorische Erkrankung der Lunge, welche mit einer nicht reversiblen Beeintrachtigung der
Lungenfunktion einhergeht. Die steigende Prévalenz der Erkrankung zeigt sich insbesondere auch
in der Zunahme der Krankheitskosten, welche durch haufige Hospitalisationen aufgrund von Exa-
zerbationen verursacht werden. Wiederholte Exazerbationen fihren zudem zu einer deutlich
schlechteren Lebensqualitat und negativen Krankheitsprognose. Daher ist die stetige Suche nach
spezifischen Markern grundlegend, welche eine Krankheitsprognose oder Anfélligkeit gegeniber

Exazerbationen anzeigen und somit zur Pravention einer Exazerbation dienen kénnen.

Die l6sliche Form des Oberflachenproteins CD14, sCD14, wurde bisher als stimulierender und
hemmender Entziindungs- und Immunmarker fir zahlreiche chronische inflammatorische Erkran-
kungen untersucht. Dabei ist insbesondere die Funktion der Lipopolysaccharid-Erkennung, dem
Hauptbestandteil der au3eren Zellwand von Gram-negativen Bakterien, durch sCD14 nachgewiesen
worden. Ziel dieser Studie war es, sCD14 mit klinischen Parametern von COPD-Patienten zu unter-

suchen, um einen moglichen prognostischen Marker fur die Erkrankung zu identifizieren.

Methode: Es wurden 56 Probanden mit diagnostizierter COPD unterschiedlicher GOLD-Stadien an
der pneumologischen Universitatsklinik des Saarlandes im Rahmen der PULMOHOM-Studie rekru-
tiert. Nach Erhebung der anamnestischen und klinischen Daten in einem standardisierten Fragebo-
gen wurden Proben zur Ermittlung des sCD14-und LPS-Serum-Spiegels entnommen. Diese wurden
nach Zentrifugation mittels Fluoreszenz-Immunassay im Human Magnetic Luminex® Screening ana-
lysiert. Im Anschluss wurde die Korrelation der sCD14-Werte mit biologischen Merkmalen der Pro-
banden, dem Rauchverhalten sowie dem Schweregrad der COPD-Erkrankung und der Anzahl an
Exazerbationen untersucht. In der multivariaten Regressionsanalyse wurde die Einflussstarke der

einzelnen Parameter auf den sCD14-Serumspiegel erhoben.

Ergebnis: Insgesamt wurden die Daten von n=24 weiblichen und n=32 méannlichen Probanden aus-
gewertet, wobei bei 60,7% (n=34) ein GOLD-Stadium IV vorlag. Bei den biologischen Personen-
merkmalen korrelierte nur das Alter positiv signifikant mit dem sCD14-Spiegel (r=0,322, p=0,020).
Im t-Test fur Mittelwertvergleiche bei unabhéngigen Stichproben zeigte sich ein signifikanter Unter-
schied des sCD14-Spiegels zwischen den Gruppen mit (n=10) oder ohne Diabetes (n=36). Hierbei
wiesen Probanden mit Diabetes mellitus signifikant hohere sCD14-Werte auf (T(54)= 2.028,
p<0.05). Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Rauchverhalten oder dem
COPD Stadium nach GOLD/ABCD der Probanden und dem sCD14-Spiegel. In der linearen Regres-
sionsanalyse zeigte sich, dass ein niedrigerer sCD14-Spiegel unabhangig vom Schweregrad der
COPD sowie der Lungenfunktion als signifikanter Einflussfaktor mit der Exazerbationshaufigkeit pro
Jahr assoziiert ist (F (7,42) =3,338, p=0,005). Dies stellte sich nicht fir den LPS-Serumspiegel dar.
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Schlussfolgerung: In Zusammenschau der Ergebnisse konnten wir erstmals nachweisen, dass der
sCD14 Serumspiegel signifikant mit der Exazerbationshaufigkeit der COPD-Patienten korreliert. So
zeigten Probanden mit niedrigen sCD14-Werten haufiger Exazerbationen. Zum einen kénnte die
Exazerbations-Anfalligkeit  dieser = COPD-Patienten, durch den  hierbei  verringerten
antiinflammatorischen und protektiven Effekt von sCD14 verursacht sein. Zum anderen besteht die
Mdglichkeit, dass es durch haufige LPS-Kontakte zu Verbrauch von sCD14 und ,Desensibilisierung®

des Individuums gegeniber LPS mit konsekutiv verringerter Immunabwehr kommt.

1.2 Abstract

Background: Chronic obstructive pulmonary disease is a complex inflammatory disease of the lung,
which implicates a non-reversible decrease of lung function. The growing prevalence of the disease
is particularly shown in the increase of the medical expenses, which result from the frequent hospi-
talization caused by exacerbations. Frequent exacerbations lead to reduced quality of life and worse
clinical outcome. Therefore, a constant search for predictive biomarkers is fundamental, which show

a certain susceptibility to exacerbations and may function as a preventive instrument.

sCD14 has been examined as a stimulating and inhibiting inflammation- and immune marker for
many chronic inflammatory diseases. In this context the detecting function of LPS, a surface protein
of gram-negative bacteria by sCD14, is primary. The aim of this study was to investigate the correla-
tion between clinical parameters of COPD patients and their sCD14 serum level in order to

identificate a potential prognostic serum marker.

Methods: We investigated 56 patients with diagnosed COPD in different GOLD stadiums at the
Pneumological University medical center of Saarland within the PULMOHOM study in ambulant and
stationary setting. Besides the elicitation of anamnestic and clinical data, we collected serum sam-
ples to measure the sCD14- and LPS serum-levels. After centrifugation the serum samples were
analyzed by fluorescence-immunassay in the Human Magnetic Luminex® screening tool. Afterwards
the correlation between the sCD14-serum levels and parameters as biological features, the smoking
behavior, the degree of severity of disease and the incidence rate of exacerbations was investigat-
ed. A multivariate logistic regression analysis was performed to measure the strength of influence

among the parameters on the sCD14 serum levels.

Results: In total data from n=24 female and n=32 male patients were analyzed, whereas 60,7 %
(n=34) of the probands classified as GOLD-stadium IV. Among patients’ biological characteristics
only age correlated positively significant with the sCD14 serum level (r=0,322, p=0,020). In the
group comparison performing independent t-test, it is shown that patients with diabetes (n=10) had
significant higher sCD14 serum levels than those without diabetes (n=36) (T(54) = 2.028, p<0.05).
There was no significant correlation between smoking behavior as well as the COPD disease stadi-
um of the probands according to GOLD/ABCD classification and the sCD14 serum level. In the lo-

gistic regression analysis, considering COPD disease stadium and lung function, a significant corre-
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lation between low sCD14 serum levels and high incident rate of exacerbations per year was con-
firmed (F (7,42) =3,338, p=0,005). There was no significant correlation between LPS serum level

and incident rate of exacerbations.

Conclusion: Based on this study we had shown for the first time that the sCD14 serum level signifi-
cantly correlates with the incident rate of exacerbations of COPD patients. Individuals with lower
sCD14 serum levels suffer from exacerbations more frequently. The susceptibility to exacerbations
could be caused by the missing anti-inflammatory and protective effect of sCD14. On the other
hand, frequent LPS exposure could deplete sCD14 in the serum and “desensitize” the individual

against LPS and therefore cause a reduced immune defense.
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2 Einleitung
2.1 Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)

2.1.1 Definition

Die Deutsche Atemwegsliga und die Deutsche Gesellschaft der Pneumologie (DGP) definiert die
COPD als eine progrediente Atemwegsobstruktion, die nach Gabe von Bronchodilatatoren und/ oder
Kortikosteroiden nicht vollstéandig reversibel ist. Die COPD zeigt oft eine abnorme Entziindungsreak-
tion in der Lunge bzw. im gesamten Organismus, die durch die Exposition von inhalativen Noxen

wie Tabakrauch entstanden ist (1).

Die fehlende oder nicht vollstandige Reversibilitdt der Atemwegsobstruktion ist das Hauptkriterium,
das gegen die Diagnose Asthma bronchiale spricht. Jedoch zeichnet sich immer deutlicher ab, dass
eine strikte Trennung zwischen COPD und Asthma nicht immer maoglich ist.

Von der COPD abzugrenzen ist auch die chronische Bronchitis, welche durch produktiven Husten
Uber einen Zeitraum von 3 Monaten tUber mindestens zwei aufeinanderfolgende Jahre beschrieben
ist (3). Die chronische Bronchitis und das Lungenemphysem sind jedoch Teil der COPD und kénnen

bei dieser Erkrankung in unterschiedlich starker Auspragung vorliegen.

Das Lungenemphysem wird wiederum als eine irreversible, distal der Bronchioli terminales lokali-

sierte Erweiterung der Luftraume aufgrund von Destruktion der Wande definiert (1).

Im Jahr 1997 wurde das globale Programm GOLD von der National Institution of Health, USA (NIH)
und der World Health Organisation (WHO) ins Leben gerufen, welches die Pravention und Therapie
der COPD verbessern soll. (4).

2.1.2 Klassifikation
Die COPD wird nach GOLD und DGP-Leitlinien in 4 Schweregrade klassifiziert, welche anhand der
Lungenfunktionsdiagnostik bestimmt werden. Dabei orientiert man sich immer an den Werten nach

erfolgter Bronchodilatation (1).

Schweregrad FEV1 % Soll FEV1/FVC
| 280% des Soll FEV1 <70
Il 50%-79% des Soll FEV1 <70
i 30%-49% des Soll FEV1 <70
v < 30 % des Soll FEV1 <70

Tab. 1: Schweregradeinteilung der COPD nach GOLD- und DGP-Leitlinie 2018(1)
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Neben dieser Einteilung existiert der BODE-Index, dessen Punkte-Score eine bessere Aussage
uber die Gesamtmortalitat und die Mortalitéat der COPD erlaubt als die FEV1 (5).

Eine aktuellere Klassifizierung der COPD-Patienten erfolgt durch das ABCD-Schema im Jahr 2017.
Dieses berucksichtigt neben der Atemwegsobstruktion gemessen am spirometrischen Stadium [-1V
die Exazerbationsrate und die Auspragung der Symptome im Alltag gemessen an den Fragebtgen
MMRC und CAT (4). Diese Klassifizierung korreliert besser mit der gesundheitsbezogenen Lebens-
qualitat und den durch die COPD verursachten Kosten. Sie zeigt zudem deutlich, dass fur die Beur-

teilung des Schweregrades der COPD mehrere Komponenten bertcksichtigt werden muissen (6).
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Abb. 1: Klassifikation der COPD nach ABCD-Schema aus dem Jahr 2017(1)

2.1.3 Epidemiologie und Mortalitéat
Die genaue Pravalenz der COPD ist wegen der relativ schwierigen Definition schwer festzulegen;

zudem ist sie eine deutlich unterdiagnostizierte Erkrankung (7).

In einer 2006 durchgefihrten Metaanalyse wurde die Pravalenz weltweit auf ca. 9-10% bei den tber
40-Jahrigen geschatzt, jedoch wurden dabei vor allem Daten aus Europa und Nordamerika ausge-
wertet (8). Die Universitdt Hannover legte im Rahmen der BOLD-Studie im Jahr 2008 repréasentativ
fur Deutschland folgende Zahlen fur die COPD (ermittelt durch Lungenfunktionswerte) in Deutsch-
land vor; Gesamt- Pravalenz 13,3% (M&anner 18,1%, Frauen 9,3%). Dabei war bei nur 7,7 % die

COPD bereits davor durch einen Arzt diagnostiziert worden (9).
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Im Jahr 2017 starben 32.104 Menschen an der COPD-Erkrankung in Deutschland. In Deutschland
nahm die Zahl der Todesfalle der COPD von 2005 auf 2011 um ca. 25% zu (10).

In Zukunft wird eine noch starkere Zunahme erwartet. Zudem ist ein deutlicher Anstieg der Zahl an
COPD erkrankten und verstorbenen Frauen zu beobachten, was vor allem am zunehmenden Ta-

bakkonsum der Frauen liegt (11).

Diese Entwicklung zeigt sich auch weltweit - lag die COPD im Jahre 1990 auf Platz 6 der Todesur-
sache wird sie im Jahr 2020 Platz 3 der Todesstatistik belegen. Griinde dafir sind zum einen die

abnehmende Mortalitét anderer Erkrankungen und die zunehmende Luftverschmutzung (4).

Aufgrund ihrer Haufigkeit entstehen durch die COPD auch groRe Kosten fur das Gesundheitssys-
tem. In den EU-Landern betrugen 2011 die durch COPD verursachten Gesamtkosten 141,1 Milliar-
den Euro (10). Die direkten und indirekten Kosten der COPD in Deutschland schatzte man bereits
im Jahr 1996 auf 5.471 Milliarden Euro (12).

Fur das Jahr 2012 wurden in Deutschland die direkten Kosten, entstanden durch Medikamente,
Hausbesuche und Krankenhausaufenthalte pro Patient pro Jahr mit 2.595-8.924 Euro berechnet.
Die indirekten Kosten durch Arbeitsausfall und Friihverrentung wurden zwischen 8.621- 27.658 Euro
pro Jahr pro Kopf je nach Schwere der Erkrankung eingeschéatzt. Damit lagen diese noch hoher als
bisher vermutet (13).

Eine Studie von Menn et al. zeigt, dass die Kosten fir stationare Aufenthalte knapp die Halfte der
Gesamtkosten ausmacht (14). Ein weiterer Punkt, der die grof3e Bedeutung der COPD fir das
Gesundheitssystem zeigt, ist die hohe Zahl an Rentenzugangen durch die verminderte Erwerbsfa-
higkeit. Die COPD als eine Erkrankung der alten Menschen machte 2011 insgesamt 67% aller lun-
generkrankungsbedingten Rentenfalle (ICD: J00-J99) aus (10).

2.1.4 Atiologie

Der wichtigste Risikofaktor fur die Entwicklung einer COPD ist der Konsum von Zigaretten. Doch
auch Nieraucher, welche niemals Zigaretten konsumierten, kdnnen COPD entwickeln (15). Daher
werden weitere endogene und exogene Faktoren angenommen, welche im Zusammenspiel oder

einzeln die COPD ausldsen kdnnen.

Exogene Faktoren

Exposition gegeniiber inhalativer Noxen

Unter diesem Punkt lasst sich die Exposition gegeniber aktivem und passivem Tabakkonsum, so-

wie berufsbedingter Noxen und der allgemeinen Luftverschmutzung zusammenfassen.

Das Zigarettenrauchen ist ohne Zweifel der bekannteste Grund fur die Entstehung der COPD.
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Es konnte gezeigt werden, dass bei sogenannten empfanglichen Rauchern die Abnahme der Lun-
genfunktion gemessen am FEV1 Uber der Norm liegt. So nimmt die FEV1 bei gesunden
Nierauchern aufgrund des natirlichen FEV1-Verlustes ab dem dritten Lebensjahrzehnt um ca.
19,6ml/Jahr bei den Mannern und 17,6ml/Jahr bei den Frauen ab. Bei rauchenden Mannern bzw.
Frauen nahm die FEV1 dagegen um 38,2ml/Jahr bzw. 23.9ml/Jahr ab (16).

Es entwickelt jedoch nicht jeder Raucher eine chronische Obstruktion. Laut Kohansal et al. nur 33%
der regelmaRig rauchenden Manner, sowie 24,2% der regelmélig rauchenden Frauen. Im Vergleich
dazu entwickelten bei den Nierauchern nur 7,4% der Manner und 5,6% der Frauen eine Obstruktion.
Es ist noch nicht abschlieRend geklart, warum manche Raucher ,empfanglich® gegeniber der Ob-

struktion sind und andere nicht.

Aulerdem zeigte die Studie, dass Manner und Frauen, die vor dem 30. Lebensjahr mit dem Rau-
chen aufhorten, sich in der Abnahme der FEV1 zu den Nierauchern kaum unterschieden, was den
grofRen Benefit einer frihen Tabakentwohnung zeigt (16).

Doll et al. konnten in einer langjéhrigen Follow-up Studie zeigen, dass die Mortalitéat bei Rauchern
mit COPD gegenuber Nichtrauchern mit COPD erhoht ist (17).

Die Ausbildung der COPD durch Passivrauchen war lange Zeit ein wenig beachtetes Thema. Es
wurde oft nachgewiesen, dass ein schwacher Zusammenhang zwischen Passiv-Rauchen und
Symptomen wie Husten, Auswurf und Dyspnoe besteht. Hagstadt et al. sehen die passive Expositi-
on mit Tabakrauch als einen Risikofaktor fiir eine COPD fur Nieraucher, der den gleichen Einfluss
auf die Entstehung der Krankheit hat wie aktives moderates Rauchen (ca.14 Zigaretten/Tag) (18).

Auch eine von Eisner et al. im Jahr 2005 veréffentlichte Studie zeigt einen Zusammenhang zwi-
schen passiver Exposition gegeniiber Tabakrauch und dem héheren Risiko fir eine COPD. Sie
vermuten, dass einer von elf COPD Fallen aus passiver Rauchexposition zuhause entsteht. Des
Weiteren zeigten sie, dass ein Synergismus zwischen Passivrauchen und eigenem aktivem Rau-
chen zur Entstehung der COPD besteht (19).

Ein sehr wichtiger Risikofaktor fur die Entstehung der COPD sind berufsbedingte inhalative Noxen.
Die American Thoracic Society schatzt, dass das Risiko an COPD zu erkranken fiir die Bevélkerung
mit Exposition gegenilber inhalativen Noxen am Arbeitsplatz ca. 15 % betragt (20). Da dabei vor
allem Zahlen aus Europa und Nordamerika ausgewertet wurden, kann man davon ausgehen, dass

das Risiko in Landern mit schlechtem Arbeitsschutz noch héher ist (4).

Ein weiterer Risikofaktor fiir den COPD charakteristischen Abfall von Lungenfunktionsparametern ist
die Luftverschmutzung durch Verbrennung fossiler Energietrédger. Dabei spielen vor allem Stick-

stoffdioxid, Ozon, Schwefeldioxid und weitere Partikel eine Rolle (21).

Eine im Jahr 2011 durchgefihrte Studie aus Ddnemark fand heraus, dass ein Zusammenhang zwi-
schen der Inzidenz der COPD und der Langzeit-Exposition gegenuber Luftverschmutzung durch
Verkehr besteht (22). Ebenso wiesen Abbey et al. nach, dass eine Abnahme der Lungenfunktion bei

Nichtrauchern mit erhdhten Partikelzahlen in der Umwelt assoziiert ist (23). Jedoch zeigt sich in vie-
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len Studien auch, dass die Luftverschmutzung allein nicht als Ursache gesehen werden kann, da oft

viele Kofaktoren mit einwirken und eine klare Abtrennung schwierig ist.

Soziobkonomischer Status

Der soziodkonomische Status umfasst unter anderem Einkommen, Bildung, Arbeits- und Wohnsi-
tuation (24). Es besteht laut der Copenhagen City Heart Studie ein reziproker Zusammenhang zwi-
schen den Faktoren Einkommen und Bildung in Bezug auf die Abnahme der Werte von FEV1 be-
ziehungsweise FVC. Des Weiteren sei die Indikation fur stationare Aufnahmen aufgrund von COPD
mit dem niedrigsten sozio6konomischen Status dreimal héher als bei der Gruppe mit dem hochsten
Status (25). Jedoch wirde der Zusammenhang zwischen soziobkonomischen Status und COPD
auch aufgrund der mit schlechtem sozioékonomischem Status verknUpften Faktoren wie Luftver-

schmutzung in der Umgebung, Infektionen und schlechter Ernahrung bestehen (4).

Endogene Faktoren

Unter den endogenen Faktoren werden die genetischen oder erworbenen Faktoren des Patienten

zusammengefasst, welche fur die Entstehung der COPD bedeutend sind.

Geschlecht und Lebensalter

Jahrelang wurde angenommen, dass Manner ein groReres Risiko fur COPD besitzen als Frauen,
was an der héheren Zahl an rauchenden Méannern gelegen haben wird. Jedoch lagen die Todeszah-
len der COPD bei den Frauen im Jahr 2000 erstmals Uber der Zahl der Manner (26). Gold et al.
zeigten, dass Madchen eine hdhere Vulnerabilitdt gegenltiber Lungenschaden nach Tabakexposition
zeigten als Jungen (27). Diese Ergebnisse einer hoheren Anfalligkeit der Frauen fiir Lungenschéaden

und schwerere Krankheitsverlaufe bestétigten Sorheim und Mitarbeiter (28).

COPD ist in der Regel eine Erkrankung der zweiten Lebenshalfte, somit steigt das Risiko mit dem
Alter. Es sei jedoch unklar, ob die Alterungsprozesse an sich oder der Effekt an kumulativen Jahren
gegenuber Noxen der tatsachliche Grund seien (4).

Genetik

Die bekannteste genetische Ursache fir ein erhohtes Risiko fir COPD ist der vererbte schwere
Mangel an alpha-1-Antitrypsin, einem Serin-Protease-Inhibitor (29). Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass zum Beispiel Varianten in den Matrix-Metalloproteinase 12 (MMP12) codierenden Ge-

nen das Risiko an COPD zu erkranken positiv oder negativ beeinflussen konnen (30).

Dass eine genetische Komponente bei der Entwicklung einer COPD eine Rolle spielt, konnten auch
McCloskey und Kollegen zeigen, indem sie vermehrtes Auftreten von COPD in der nichtrauchenden

Verwandtschaft von schwer erkrankten COPD Patienten nachwiesen (31).
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Lungenentwicklung und respiratorische Erkrankungen im Kindesalter

Schéadliche Einflisse, die intrauterin das Geburtsgewicht und die Lungenreifung stbren, verringern
beim Kind die Lungenfunktion beziehungsweise erhéhen dadurch das Risiko an COPD zu erkranken
(32). Eine Studie von Svanes et al. konnte zeigen, dass negative Einflisse im Kindesalter wie mut-
terliches Rauchen, Infektionen des Respirationstrakts in der Kindheit sowie kindliches Asthma das
Risiko fir COPD gleichermalR3en erhéhen wie spateres starkes Rauchen (33). Asthmatiker an sich
haben bei gleichem Tabakkonsum ein beinahe dreizehnmal hdéheres Risiko an COPD zu erkranken
als Nicht-Asthmatiker (34).

2.1.5 Pathogenese der COPD

Die COPD ist eine chronisch entziindliche Erkrankung, bei der vor allem drei Pathomechanismen
eine Rolle spielen: chronisch obstruktive Bronchitis, Emphysembildung und vermehrte
Mucussekretion. Diese Pathomechanismen beruhen auf einer komplexen Aktivierungskaskade von
verschiedenen Entziindungszellpopulationen sowie der Freisetzung erkrankungsspezifischer Media-

toren (35), welche im folgenden Abschnitt nur angeschnitten werden kénnen.

Durch Zigarettenrauch und andere Noxen werden Alveolarmakrophagen aktiviert und setzen unter
anderem Interleukin 8 und Leukotrien B4 frei. Der Mediator Interleukin 8 fuhrt zur Infiltration von
neutrophilen Granulozyten, welche dann zusammen mit angelockten CD8+- Zellen im Rahmen des
Entziindungsprozesses vermehrt Elastasen freisetzen. Eine grof3e Zahl an Elastasen wie
Serinprotease, Protease C, Kathepsin und Matrix-Metalloproteasen fiihrt zu einem Proteasen-
Antiproteasen-Ungleichgewicht. Dies setzt eine Elastolyse in Gang, welche eine Instabilitdt der
Bronchioliwand zur Folge hat und nach expiratorischem Kollaps letztlich ein Lungenemphysem im
Resultat hat. Die in den kollabierten Bronchioli festgesetzte Luft fihrt zu Gasaustauschstérungen
und zu der meist typischen Hyperkapnie/Hypoxie-Konstellation (4).

Die vermehrte Mucusproduktion wird durch den freigesetzten Wachstumsfaktor EGFR, welcher zu-
vor von TGFa aktiviert wurde, bedingt. Diese grof3e Menge an Mucus verschlimmert die Obstruktion.
Durch die stimulierten Alveolarmakrophagen wird zudem TGF-1B freigesetzt, welches schlussend-
lich eine Fibrosierung und Verdickung der Bronchialwénde zur Folge hat (35). Die Zunahme der
Wanddicke bestimmt dabei am meisten die Flusslimitation und damit den Progress der Krankheit
(36).

Doch nicht nur in der Lunge kommt es zu entziindlichen Prozessen. Es konnte gezeigt werden, dass
bei COPD-Patienten eine systemische Entziindung vorliegt, welche sich durch erhéhte Werte von
Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 8 (IL-8), Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) und C-reaktives Protein
(CRP) auliert. Dieser Punkt der systemischen Entziindung ist bedeutend fur die Entstehung von
Arteriosklerose und dadurch verbundenen Erkrankungen wie koronare Herzkrankheit und zerebraler
Insult (37). Des Weiteren fihrt die systemische Entziindung zu Kachexie, Osteoporose,

normozytarer Anamie und zum metabolischen Syndrom (4).

11



Einleitung

Eine groRe Rolle in der Pathogenese der COPD spielt zudem oxidativer Stress durch eine
Imbalance zwischen Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Antioxidantien in der Lunge der Er-
krankten (38). Neue Erkenntnisse im Bereich oxidativer Stress und COPD bieten Mdglichkeiten fir

erweiterte Therapien zum Beispiel mittels oraler N-Acetylcystein-Substitution als Radikalfanger (39).

2.1.6 Therapie der COPD

Die Therapie der COPD richtet sich laut DGP- und GOLD-Leitlinien 2017 nach einer Stadien-
Therapie, welche sich an Ausmald der Symptomatik und Exazerbationsanamnese orientiert. Wichtig
ist dabei zu erwahnen, dass keine der bereits bekannten Pharmakotherapie-Malinahmen die pro-
grediente Abnahme der Lungenfunktionsparameter verhindern kann, sondern nur zur
Symptomlinderung, Verbesserung der Lebensqualitat und Verminderung der Exazerbationsfrequenz
fuhrt (2).

Oberstes Ziel ist immer die Raucherentwéhnung, wobei im Rahmen der Nikotinersatztherapie fir

Nikotinnasensprays die hochste Effektivitat gezeigt wurde (1).

Zunachst sollte mit einer Bedarfsmedikation von inhalativen kurzwirksamen Bronchodilatatoren wie
32-Sympathomimetika und Anticholinergika begonnen werden. Dabei soll die Inhalationstechnik zu

Beginn hinreichend erklart und im Therapieverlauf regelmaRig Uberpruft werden.

Bei bestehenden Symptomen soll dann eine regelmaRige Gabe langwirksamer Bronchodilatator
(B2-Agonist, Anticholinergikum) erfolgen. Bei wiederkehrenden Exazerbationen wird die bestehende
Therapie mit einem inhalativen Kortikoid kombiniert. Es wird jedoch von einer Langzeit-
Monotherapie mit inhalativen Kortikoiden aufgrund von erhodhter Gefahr von Pneumonien und Kno-

chenbruchen abgeraten und die effektivere Kombinationstherapie empfohlen (4).

Auch von der Langzeittherapie mit oralen Kortikosteroiden wird abgeraten, jedoch sind sie zur Be-

handlung akuter Exazerbationen nutzlich.

Der Einsatz von Theophyllin wird erst empfohlen nachdem die Moglichkeiten der verschiedenen

Kombinationstherapien ausgeschopft wurden.

Zu Phosphodiesterase-Hemmern wie Roflumilast als Zusatz zur Therapie mit Bronchodilatatoren
wird erst bei schwererkrankten COPD-Patienten mit FEV1<50% und h&ufigen Exazerbationen gera-
ten (1).

Neue Therapieansatze mittels Immunmodulator aus Bakterienkulturen des unteren Respirations-
trakts sind Gegenstand aktueller Studien. Es konnte bereits gezeigt werden, dass sie die Schwere
von Exazerbationen und dadurch das Risiko der Krankenhauseinweisung senken kdnnen, jedoch

wird ihr Einsatz aufgrund noch fehlender Evidenz derzeit nicht empfohlen (40).

Neben der Pharmakotherapie besitzen die nichtmedikamentésen MalRnahmen einen hohen Stellen-
wert. So wird die Impfung gegen Pneumokokken und gegen Influenza zur Verringerung von

Atemwegsinfektionen, welche Exazerbationen ausldsen kénnen, bei allen bronchopulmonalen Er-
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krankungen empfohlen. Das Stichwort ,Pulmonale Rehabilitation“ spielt ebenfalls eine wichtige Rol-
le. Darunter versteht man ein multidisziplinares Betreuungsprogramm, welches die physischen und
psychischen Leiden des Patienten lindern soll und die bestmdgliche Lebensqualitat erwirkt. Neben
der Tabakentwdhnung, Patientenschulung, kérperlichem Training und Ernahrungsberatung spielt
auch die psychosoziale Betreuung eine Rolle. Es konnte ein klinisch signifikanter Nutzen flr
Symptomkontrolle und Lebensqualitat der Patienten durch die Rehabilitation hachgewiesen werden
(41).

Die Leitlinien der Deutschen Atemwegsliga empfehlen die Langzeitsauerstofftherapie bei
hypoxamischen Patienten mit oder ohne Hyperkapnie bei Ruhe-paO2 <55mmHg. Das Ziel ist dabei
den arteriellen Sauerstoffpartialdruck auf Werte tber 60mmHg zu erhéhen, um eine ausreichende
Gewebeversorgung und Entlastung der Atemmuskulatur zu erwirken (1). Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Langzeitsauerstoff-Therapie bei COPD-Patienten mit chronisch respiratorischer
Insuffizienz mit Anwendungszeiten von tiber 15 Stunden pro Tag das Uberleben verbessert (41).

Zu den chirurgischen Therapieoptionen z&hlt neben der chirurgischen Lungenvolumenreduktion,
welche durch Entfernung von stark emphysematts veranderten Lungenarealen die Uberblahung
reduzieren soll, die endoskopische Lungenvolumenreduktion. Die chirurgische Alternative bringt
dabei gegeniuber der Medikation vor allem Patienten mit apikalem Lungenemphysem und geringer
Belastbarkeit einen Benefit in der Belastbarkeit und Prognose (42). Die endoskopische Variante
(eLVR) durch Implantation durch Ventilsysteme verbessert moderat vor allem bei Patienten mit star-
ker Flusslimitation (FEV1<15-45%) und Uberblahung die Lungenfunktionsparameter, die Belastbar-
keit und Symptomschwere, jedoch auf Kosten von haufigeren Exazerbationen, Pneumonien und

Hamoptysen (43).

2.1.7 Exazerbationen

Das Ereignis einer Exazerbation im Verlauf der COPD-Erkrankung wird von der Deutschen Liga flr
Atemwegserkrankungen definiert durch eine tégliche Schwankungen Uberschreitende Veranderung
der Dyspnoe, des Hustens und/oder des Auswurfs fir mindestens zwei Tage. Dadurch wird eine
Anderung der Medikation notig —welche einige Autoren bereits in der Erhoéhung der
Bronchodilatatoren- Dosis, andere erst mit der Notwendigkeit von Glukokortikoid- und/ oder Antibio-
tika-Therapie sehen. Exazerbationen treten geh&auft in den Wintermonaten auf und fiihren in dieser
Zeit sechsmal haufiger zu Krankenhauseinweisungen wegen akuter Exazerbation im Vergleich zu

den Sommermonaten (1).

Ursachen fir die akute Verschlechterung der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung sind eine
entziindlich bedingte vermehrte Bronchokonstriktion und/oder Schleimproduktion mit Uberblahung.
In 50% der Falle ist dies durch respiratorische Infektionen bedingt; 30% werden durch unbekannte

Ausldser und 10% durch saison- und ortsabhéangige Luftverschmutzung verursacht (44).
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Zum haufigen Erregerspektrum fir Exazerbationen z&hlen u.a. Haemophilus influenza,
Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarhalis sowie virale Erreger (z.B. Infuenzaviren,

Respiratory Syncitial Virus und Adenoviren) (1).

Klinisch stellt sich der Patient haufig mit zunehmender Atemnot, vermehrtem Husten und erhdhter
Sputummenge bzw. Sputumkonversion vor. In besonders schweren Féllen treten eine progrediente
zentrale Zyanose, Einsatz der ,Atemhilfsmuskulatur‘ und periphere Odeme auf. Durch die Blutgas-
analyse sollte der Sauren-Basen-Haushalt bestimmt werden, um gegebenenfalls eine intensivmedi-
zinische Betreuung mit nichtinvasiver oder invasiver Beatmung einzuleiten. Bei leichten Féllen reicht
oft ambulant eine Intensivierung der Bronchodilatatorendosis oder Gabe eines systemischen
Glukokortikoid, bzw. bei Verfarbung des Sputums die Therapie mittels Antibiotika (v.a.
Aminopenicilline, Tetrazykline oder Oralcepahlosporine) aus. Bei alten Patienten mit Komorbiditaten
und vorbestehender schlechter Lungenfunktion (FEV1 <30%) sollte dabei immer eine stationare
Aufnahme in Betracht gezogen werden (1).

Zur Préavention der Exazerbation empfiehlt die GOLD Organisation in ihren Leitlinien 2018 die
Rauchentwohnung, die Impfung gegen Infuenzaviren und Pneumokokken sowie eine Therapie mit
langwirksamen Bronchodilatoren mit oder ohne inhalativer Glukokortikoid-Therapie. Zudem kdénnen
Phosphodiesterase-4-Hemmer die Exazerbationsrate senken (4).

Die Graviditdat des Problems Exazerbation bei COPD wird an den Zahlen einer prospektiven
Kohortenstudie von Connor et. al deutlich; unter den eingewiesenen Patienten mit schwerer Exazer-
bation bei fortgeschrittener COPD starben 11% bereits wahrend des Krankenhaltaufenthaltes und
43% nach Entlassung im ersten Jahr danach. Das Uberleben hing dabei von der Schwere der Er-
krankung, dem Body Mass Index, dem Alter sowie den Komorbiditaten wie Herzinsuffizienz und Cor

pulmonale ab (45).

Soler-Cataluna et al. konnten erstmals zeigen, dass haufige schwere akute Exazerbation mit Kran-
kenhauseinweisung ein unabhangiger Einflussfaktor auf die Mortalitat der Patienten ist. Sie konnten
damit die Schlussfolgerung widerlegen, dass nicht wie bisher angenommen die héhere Mortalitat
nach einer Exazerbation hauptsachlich durch ein fortgeschrittenes Stadium der Grunderkrankung

und schwere Begleiterkrankungen zu erklaren ist (46).

Doch nicht nur die erh6hte Mortalitdt gegentber dem stabilen Krankheitszustand ist eine Gefahr der
Exazerbation. So konnte gezeigt werden, dass Patienten mit moderater bis schwerer COPD die
haufiger exazerbieren einen rascheren Abfall der Lungenfunktion erfahren. So hatten Patienten mit
>2,92 Exazerbationen pro Jahr einen FEV1-Abfall von 40mi/Jahr im Vergleich zum Patientenkollek-

tiv mit <2,92 Exazerbationen, welche eine Abnahme des FEV1-Werts von 32ml/Jahr zeigten (47).

Zudem wirken sich haufige Exazerbationen stark auf die Lebensqualitat der Patienten aus. So ga-
ben 54% der Patienten sechs Monate nach Krankenhausaufenthalt wegen akuter Exazerbation an,
dass sie bei mindestens einer hauslichen Téatigkeit Hilfe bendtigen wirden und 49% der Patienten

beschrieben ihren Gesundheitszustand als schlecht (48).
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Es wurde mittlerweile der Phanotyp des ,frequent exacerbator” definiert, welcher anfalliger flr Exa-
zerbationen scheint, als andere Patienten mit demselben Erkrankungsstadium und diese Anfélligkeit
auch stabil Uber die beobachtete Zeit von drei Jahren beibehielt. Dabei wurde eine Anzahl von 22

Exazerbationen pro Jahr als ,frequent” angesetzt (49).

Der Grund warum manche COPD-Erkrankte haufiger als andere eine Exazerbation erleiden, konnte
noch nicht vollstandig geklart werden. Jedoch zeigten Patel und Kollegen, dass Patienten mit erhdh-
ter Kolonisation von Bakterien im stabilen Stadium haufiger exazerbieren (50). AuRerdem zeigten
die ,frequent exacerbator auch im stabilen Stadium Zeichen einer verstarkten Entzlindung, was
sich durch eine erhdhte Menge den Zytokinen Interleukin-8 und Interleukin-6 im Sputum auferte.
Diese verstarkte Entziindung hatte keinen Einfluss auf die Lungenfunktion in der stabilen Phase, ist
jedoch auf eine groRere Anzahl an Raucherjahre zuriickzufihren. Die Menge an Zytokine im Spu-

tum liel3 aber keine Vorhersage tber die Schwere der Exazerbation zu (51).

Sakae et al. fanden zudem einen Zusammenhang zwischen der gastrodsophagealer
Refluxkrankheit und der Haufigkeit von Exazerbationen. Patienten mit Symptomen dieser Erkran-
kungen neigten haufiger zu Exazerbationen als Patienten ohne beziehungsweise mit behandelter
Erkrankung (52). Zudem wirkt sich das Vorliegen von Komorbiditaten wie kardiovaskulare Erkran-
kungen und Asthma verstarkend auf die Anzahl an Exazerbationen aus (53).

Ein weiterer wichtiger Einflussfaktor auf die Anfalligkeit fir Exazerbationen ist die Schwere der
COPD-Erkrankung an sich; so exazerbieren Patienten mit schlechter Lungenfunktion deutlich haufi-
ger. Hurst et al. identifizierten zudem die Anzahl an Exazerbationen in der Vorgeschichte des Pati-
enten als wichtiger Vorhersagewert flr kinftige Exazerbationen. So zeigte sich der Phanotyp des
Jirequent exacerbator in ihren Untersuchungen Uber drei Jahre kohédrent in seiner
Exazerbationshaufigkeit. Des Weiteren konnten sie eine unabhangige signifikante Assoziation des
Phanotyps mit einer schlechteren Lebensqualitat und einer erhéhten Zellzahl an Leukozyten nach-

weisen (54).

Letztendlich bedarf es weiterer Studien, um die Ursachen und Pathogenese der ,frequent
exacerbator” zu untersuchen und zusatzliche Mdglichkeiten zur Pravention der Exazerbationen zu

finden.

2.2 Biomarker und CD14

2.2.1 Definition Biomarker

Die Arbeitsgruppe ,Biomarker Definition“ des National Institut of Health definiert 1998 den Begriff
Biomarker, Abkirzung fur Biologischer Marker, als ein objektiv gemessenes Charakteristikum, wel-
ches als Indikator fir normale physiologische und pathologische Prozesse, sowie das pharmakolo-
gische Ansprechen auf therapeutische Interventionen dient. Darunter fallen neben Blutdruck, Puls

und Standard-Laborwerten auch komplexe Parameter aus Blut und Gewebe (55). Dabei kdnnen die
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Biomarker in ihrer Verwendung unterschieden werden. Neben den diagnostischen Biomarkern, die
zur Erkennung und Abgrenzung einer Erkrankung dienen, kann zwischen pradiktiven und prognosti-
schen Biomarkern unterschieden werden. Dabei zeigen pradiktive Biomarker das Risiko fur eine
Erkrankung oder das voraussichtliche Ansprechen auf eine Therapie an. Prognostische Biomarker
ermdglichen hingegen Aussagen Uber Krankheitsverlauf oder Heilungschancen. Einige Biomarker

kénnen jedoch beiden Kategorien zugeteilt werden (56).

Zusatzlich kann zwischen ,trait* und ,state® Biomarkern differenziert werden. Dabei werden trait-
Marker als unveranderliche Merkmale definiert, wie beispielweise Genomverdnderungen. State-
Marker hingegen geben Informationen Gber den gegenwartigen Status der Erkrankung, zum Beispiel

Enzymkonzentrationen (57).

2.2.2 Membrangebundenes CD14 (mCD14) und lésliches CD14 (sCD14)

Das auf Chromosom 5 lokalisierte Gen CD14 (cluster of differentation 14) kodiert fir das Differenzie-
rungsantigen CD14, welches als Pattern recognition receptor (PRR) ein wichtiger Teil der angebo-
renen Immunabwehr ist (58). Es liegt in zwei unterschiedlichen Formen vor. Zum einen als ein an
einen Glycosylphosphatidylinostitol-Anker gebundenes Oberflachen-Protein (53kDa), das sogenann-
te membrangebundene CD14 (mCD14), und zum anderen als lésliches Protein, soluble CD14
(sCD14) (59,60). Das mCD14-Oberflachenprotein findet sich hauptséchlich auf Monozyten und zu
geringem Teil auf neutrophilen Granulozyten. In den vergangenen Jahren stellte sich heraus, dass
auch B-Zellen, Chondrozyten, Dendritische Zellen und Keratinozyten den Oberflachenmarker
mCD14 aufweisen (61). Funda et. al fanden heraus, dass zudem enterale Endothelzellen zum einen

mCD14-Oberflachenproteine exprimieren kénnen und zum anderen sCD14 freisetzen kénnen (62).

Die losliche Form sCD14 wird entweder von mCD14 proteolytisch oder lipolytisch abgespalten
(48kDA) oder direkt von intrazellularen Vesikeln aus Leber und Monozyten (56kDA) freigesetzt
(63,64). Das eine vom Oberflachenprotein mCD14 unabhéngige Entstehung von sCD14 bestehen
muss, zeigte sich bei GPI-defiziente Patienten mit Paroxysmaler nachtlicher Hamoglobinurie (PNH),

welche normal hohe sCD14-Werte trotz mangelndem mCD14 zeigten (65).

sCD14 lie sich bisher im Serum, im Urin niereninsuffizienter Patienten sowie in der Bronchiallavage
bei Patienten mit acute respiratory distress syndrom (ARDS) nachweisen (66). Zudem detektierten
Labeta und Kollegen sCD14 in der Muttermilch, was eine entscheidende Rolle im Aufbau der ge-
sunden Immunabwehr im Darm des Neugeborenen spiele (67). Die Konzentration von sCD14 im
Serum bei gesunden Individuen betrégt laut Landmann et al. 2-3 ug/ml (66). sCD14 ist vor allem bei
entzindlichen Erkrankungen wie beispielsweise dem Kawasaki-Syndrom (68), atopischer Dermatitis
(69) sowie bei Patienten mit Polytrauma und Verbrennungen (70) erhoht. Bas et. al bewiesen, dass
sCD14 als Akute-Phase Protein der Klasse 2 angesehen werden kann, dessen Freisetzung aus der

Leber hauptsachlich von Interleukin 6 getriggert wird (61). Vor allem im Rahmen einer akuten Sepsis
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zeigten laut Hiki und Kollegen Patienten stark erhohte sCD14-Spiegel im Vergleich zu gesunden
Individuen (65).

2.2.3 Lipopolysaccharid (LPS)
Lipopolysaccharid (LPS) ist ein Glykoprotein, welches sich als Hauptkomponente in der Zellwand
von gramnegativen Bakterien finden lasst. Das klassische LPS setzt sich aus drei Teilen zusammen.

Erstens dem Lipid A —Teil, welcher LPS in der Zellwand verankert und hauptsachlich fir die
proinflammatorische Wirkung des LPS verantwortlich gemacht wird (71).

Zweitens der Kernzone, welche sich aus einem verbindenden &ufReren und inneren Teil zusammen-
setzt und zusatzlich zur Integritat der Zellwand beitragt; sowie drittens den O-spezifischen Seitenket-

ten, welche stammspezifisch sind und so zur grof3en Varietét der Antigene beitragen (72).

LPS selbst induziert erst nach Erkennung durch den Wirtsorganismus eine Immunantwort, was zum
einen Uber Stimulation der Proliferation des Makrophagen- und Monozyten-System Uber den colony-
stimulierenden-Faktor (CSF) vermittelt wird (73).

O antigen

Quter Core

Inner Core

Abb. 2: Strukturaufbau von LPS (Mike Jones, Overview of LPS structure, 2010) This file is licensed
under the Creative Commons Attribution-Share Alike 3.0 Unported license.
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2.2.4 Funktionen von mCD14 und sCD14

CD14 wird eine entscheidende Rolle bei der Erkennung des Oberflaichenantigen

Lipopolysacchariden (LPS) zugesprochen. Gemeinsam als Ko-Rezeptor mit toll-like Rezeptor 4
(TLR4) und dem Myeloid differentiation protein 2 (MD2) setzt mCD14 eine intrazellulare Kaskade
zur Immunabwehr in Gang. Daflir bindet es in der Anwesenheit von Lipopolysaccharid-binding-
protein (LBP) an LPS und Ubertragt es mittels sogenannten ,lipid rafts“ an den TLR4/MD-2-Komplex
auf der Zelloberflache. Uber TLR4 erfolgt dann tiber den TIRAP-MyD88-abhangigen Signalweg eine
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB, was schlussendlich zu einer Zyktokin-Freisetzung und
vermehrten Expression von Immunzellen fuhrt. Es findet anschlieBend eine Internalisierung des ge-
samten LPS/CD14/TLR4/MD-2-Komplexes in das Zellinnere der Monozyten statt und von dort wird

er in die Endosomen Uberfihrt (74).

In den Endosomen wird dann der TRAM-TRIF-Signalweg initiiert. Dieser zweite wichtige Signalweg
fuhrt Gber die Aktivierung von IRF3 und ebenfalls NFkB zur Produktion von Typ-I Interferon und dem
Zytokin CCL5 (75). Hingegen induziert der MyD88-abhangige Weg die Produktion von TNFalpha
und IL6 und IL12 (76). Lange Zeit wurde angenommen, dass die Signalkaskade tber CD14 eine
dringende Voraussetzung fur die zellulare Immunantwort auf LPS sei. Jedoch zeigte Haziot et al,
dass bei CD14-defizienten M&ausen bei hohen LPS-Konzentrationen ebenfalls eine Immunantwort
stattfand (77). Sie konnten zudem zeigen, dass CD14-und TLR4-defiziente Mause nach LPS- oder
Escheria-coli-Injektionen eine frihere Infiltration von neutrophilen Granulozyten aufwiesen und da-

durch schneller die Bakteriamie beseitigen konnten (78).

Watanabe und Kollegen zeigten, dass via LPS-Liposomen, welche direkt durch Clathrin-vermittelte
Endozytose in die Endosomen aufgenommen wurden, der TRAM-TRIF-Signalweg unabhéngig von
CD14 aktiviert werden konnte (76).

Zanoni et al. bestatigten ebenfalls, dass CD14 zum einen fir die Bindung an den TLR4/MD2-
Rezeptor notig sei, welche aber bei hohen LPS-Konzentrationen jedoch auch ohne CD14 mdglich
sei. Zum anderen sei CD14 an der Internalisierung des Rezeptorkomplexes in die dendritischen
Zellen entscheidend beteiligt, wobei diese Funktion nicht durch hohe LPS-Konzentrationen ersetzt
werden kénne. Somit sei CD14 fur die Produktion von Typl-Interferon Uber den TRAM-TRIF-
Signalweg essentiell, welche nicht durch Endozytose der LPS-Liposomen bei Abwesenheit von
CD14 erfolge (79).

Eine weitere Funktion des mCD14 neben der Erkennung infektioser Partikel liege in der Funktion als
Regulator der Apoptose — eine Induktion der Expression des Rezeptors schitze die Zelle vor

Apoptose, eine Downregulation fuhre zur Induktion der Apoptose der Monozyten (80).

Wahrend mCD14 vor allem in der Erkennung von LPS und Aktivierung einer Entzindungsreaktion
eine Rolle spielt, wurden fir die l6sliche Form sCD14 verschiedene teils gegensatzliche Funktionen
beschrieben (81).
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Zum einen konne sCD14 ebenfalls eine stimulierende Wirkung auf die Kaskade der Zellaktivierung
austben. Dies konne einmal durch Abgabe von LPS-Monomeren an mCD14 erfolgen (82) oder
durch direkte Ubertragung von LPS-Monomeren an den TLR4/MD2-Rezeptorkomplex auf Zellen wie

glatten Muskelzellen, auf welchen bisher keine Exprimierung von mCD14 nachweisbar war (83).

Zum anderen habe sCD14 aber ebenso eine hemmende Wirkung auf die Immunantwort, indem es
durch Bindung von LPS die Bildung von TNFa verhindere (84). Kitchens et al zeigten, dass sCD14
die LPS-Erkennung und Immunantwort der Monozyten durch Abtrennung von LPS von mCD14 um-

gehe. Dies erfolge durch Bindung von LPS an Plasma-Lipoproteine tber sCD14.

Dabei seien normale beziehungsweise leicht erhdhte sCD14-Spiegel von 2,5ug/ml ausreichend.
Erniedrigte sCD14-Spiegel unter 2ug/ml wiederum erhdhten die Zytokin-Ausschittung und hatten
dabei einen proinflammatorischen Effekt. Dabei gehen sie davon aus, dass erniedrigte sCD14-
Spiegel lokal hilfreich fir die Immunabwehr seien, und systemisch erhéhte sCD14 den Organismus
vor einer UberschieBenden Immunantwort schiitzen (85). In Abbildung 3 ist dieser Mechanismus
schematisch dargestellt.

ACTIVATION LBP INACTIVATION

— &
LPS

L
4 = '”*

. i \ / Lipoproteins
¢
L

sCD14 —
MD-2/TLR4 O—»
Mediators

LPS-clearance

Abb. 3: Inhibitorische Mechanismen von sCD14 auf die Immunaktivierung, Abbildung nach Kitchens,
R. L., & Thompson, P. A. (2005). Modulatory effects of sCD14 and LBP on LPS-host cell interac-
tions. Journal of Endotoxin Research, 11(4), 225-229.)
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Gluck und Kollegen konnten nachweisen, dass sich erhdhte sCD14-Spiegel wahrend einer gramne-
gativen Sepsis positiv auf die Uberlebensrate auswirkten und eine Heilungstendenz anzeigten, wo-
hingegen eine Downregulation von mCD14 fir schwere Krankheitsverlaufe sprache (86). Dass er-
hohte sCD14-Werte protektiv fir den Organismus im Rahmen einer Sepsis wirken, bestatigten auch
Jacque et al. So konnten gentechnisch veranderte Mause mit mehreren Kopien des CD14-Gens
zehnfach hoéhere Mengen an sCD14 ausschitten und so letale LPS-Dosen besser neutralisieren
und folglich Gberleben (87). Fillip et al konnten nachweisen, dass natives und rekombinantes sCD14
das Wachstum und die Differenzierung von B-Lymphozyten in vitro stimuliere und den Immunglobu-

lin-Spiegel in neonatalen Mausen dadurch steigere (88).

Desweitern konnte durch Cauwels und Kollegen gezeigt werden, dass durch Injektionen von rekom-
binanten sCD14 in den Liquor im Rahmen einer bakteriellen Meningitis die Zytokinausschittung
erhoht wurde. Dies lasst sie schlussfolgern, dass im extravaskuldaren Raum, eine Erhéhung des
sCD14-Spiegels einen proinflammatorischen Effekt zeigt (89).

Neben seiner Rolle in der Erkennung von LPS gramnegativer Bakterien, konne sCD14 auch eine
Funktion als Rezeptor fur Peptidoglycan, dem Hauptbestandteil in der Zellwand grampositiver Bak-
terien einnehmen (90). Hierbei konnten Jorgensen und Kollegen zeigen, dass durch Stimulation mit
Peptidoglycan die CD14-Expression von Monozyten gesteigert werde. Hingegen werde durch anhal-
tende LPS-Stimulation die CD14-Expression im Verlauf verringert. Daher gehe man von zwei unter-
schiedlichen Mdglichkeiten der Monozytenaktivierung je nach Bakterienart aus (91). Dessing et al.
gehen davon aus, dass das grampositive Bakterium Streptoccocus pneumonia sCD14, unabhangig

von TLR-Mechanismen, zu invasiven Infektionen im unteren Atemweg nutzte (92).

2.3 Fragestellung der Studie

Im Anbetracht der zunehmenden Relevanz der COPD-Erkrankung fur die Weltbevélkerung und das
Gesundheitssystem sowie der Notwendigkeit zur Pravention von Exazerbationen ist es wichtig, Mar-
ker zu erforschen, welche eine Aussage Uber die Anfalligkeit gegeniber solchen Exazerbationen

machen kdnnen.

Zudem wird weiterhin versucht, ein verbessertes Klassifikationssystem der COPD-Stadien zu erstel-
len, welches die Schweregrade der Erkrankung abgesehen von Lungenfunktionsparametern beur-
teilt. Dies ist durch die ABCD-Klassifikation bereits schrittweise gelungen, kénnte jedoch eventuell

durch weitere klinische Parameter oder Biomarker erganzt werden.

Aufgrund der bisher bekannten immunstimulierenden und immunhemmenden Funktionen von CD
14 in der Immunkaskade gegen gramnegative Pathogene interessierte uns insbesondere der Ein-
fluss von haufigen (Infekt)-Exazerbationen auf den sCD14-Serumspiegel. Hierzu ist insbesondere
die enge Verknupfung von Lipopolysaccharid (LPS), einem Bestandteil von gramnegativen Bakteri-

en, und CD14 in dieser Kaskade interessant.
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Die vorgelegte Arbeit hatte zum Ziel erstmals die Korrelation des sCD14-Serumspiegel von Patien-

ten mit COPD auf verschiedene klinische Parameter zu untersuchen. Konkret sollten folgende Fra-
gen untersucht werden:

¢ Welchen Einfluss haben persoénliche Merkmale, Komorbiditaten und das Rauchverhalten der
Probanden auf den sCD14-Spiegel?

o Wird der sCD14 durch den Schweregrad der COPD und die Exazerbationsrate beeinflusst?

e Eignet sich der sCD14- und LPS Serumspiegel als Biomarker fir COPD-Patienten?
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign PULMOHOM

Die PULMOHOM-Studie ist eine prospektive Kohorten-Studie. Sie schlie3t neben der COPD weitere
Patienten mit Lungenerkrankungen wie Bronchialkarzinom, Pulmonale Hypertonie sowie Mukoviszi-
dose ein, welche in der Robert-Koch-Klinik betreut werden. Die Studie umfasst zum einen die klini-
sche Datenerhebung mittels Fragebdgen sowie das Sammeln von Biomaterialen wie Sputum oder
Blut flir ein grof3es Biobank-Register.

Das Projekt wurde durch die Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes bewilligt, jeder Pa-

tient willigt in die Studienteilnahme in schriftlicher Form ein.

3.2 Patientenkollektiv

Im Zeitraum von Januar 2014 bis Juli 2015 rekrutierten wir 65 kaukasische Patienten aus dem saar-
landischen Raum, welche die Ambulanz der Klinik fir Innere Medizin V zu Kontrollterminen oder

Aufklarungsgespréachen fir eine endoskopische Lungenvolumenreduktion (eLVR) aufsuchten.

Die Studie sollte eine Aussage Uber den Einfluss des sCD14-Serumspiegels auf die klinischen Pa-
rameter sowie den Krankheitszustand bei stabilen COPD-Patienten treffen, daher war der stabile

Krankheitszustand ein Haupteinschlusskriterium.

Der stabile Krankheitszustand wurde festgelegt als Abwesenheit aller exazerbationstypischer Zei-
chen wie eine verschlechterte Dyspnoe, Sputumkonversion und Medikationsdnderung sowie keine
aktuelle Antibiotika-Behandlung.

Die eingeschlossenen Patienten mussten folgende Kriterien erfllen:
e Alter Uber 40 Jahren
e Gesicherte COPD durch Spirometrie FEV1/VC<70%
e Keine Anzeichen einer akuten Exazerbation

e Keine weiteren Lungenerkrankungen wie Bronchialkarzinom, Mukoviszidose, alpha-

Antitrypsin-Mangel
e Patienten mit oder ohne Z.n. endoskopischer Lungenvolumenreduktion (eLVR)

Da von den 65 rekrutierten Patienten bei neun Zeichen einer akuten Exazerbation vorlagen, wurden
sie nachtraglich wieder aus der Studie ausgeschlossen. Das Patientenkollektiv verkleinerte sich da-

durch auf 56 Patienten.
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3.3 Materialien

3.3.1 Fragebdgen fur klinische Datenerhebung

Fur die PULMOHOM- Studie wurde ein standardisierter Erhebungsbogen ,CRF PULMOHOM® er-
stellt. Der Erhebungsbogen erfasst zum einen Grunddaten wie Alter, Geschlecht und KérpergroRe/-
gewicht. Zum anderen wurden neben der Anamnese der Komorbiditaten und der aktuellen Medika-

tion eine ausfiihrliche COPD- und Raucheranamnese durchgefihrt.

Es wurde erfasst welche GOLD-Klassifikation die Patienten besitzen, ob sie eine Sauerstofftherapie
erhalten und ob der alpha-Antitrypsin-Status bekannt ist. Zudem wurde durch die Fragebtgen erho-
ben, wie haufig die Patienten pro Jahr eine Exazerbation ohne oder mit Arztkonsultation und Klinik-
einweisung erleiden. Des Weiteren wurde erfragt, ob sie eine chirurgische oder endoskopische Lun-

genvolumenreduktion erhalten haben.

Bezliglich des Nikotinkonsums wurde die packyear-Zahl, die Exposition gegenuber Tabakrauch am
Arbeitsplatz und im Haushalt sowie die Raucheranamnese der Eltern erfasst.

Desweitern wurden subjektive Patientenfragebdgen wie der COPD Assesment Test (CAT), die
modified MRC Dyspnoe Skala (MMRC), die COPD-spezifische Version des St. Georges
Respiratory-Questionnaire (SGRQ-C) und dem deutschen Clinical COPD Questionnaire (CCQ Ger-

man) verwendet.

Der CAT und MMRC erlauben eine validierte und reproduzierbare Aussage des aktuellen Gesund-
heitszustandes der Patienten bzgl. Lebensqualitdt und Dyspnoe. Die im CAT festgehaltene
Symptomschwere ermdoglicht jedoch eine bessere Aussage Uber zukilnftige Exazerbationen und
dadurch entstehende Kosten als der MMRC (93). Der CCQ ermdglicht ebenfalls eine gute Evaluati-
on des Gesundheitszustandes mit einer hohen individuellen Validitat. Zudem spiegelt der CCQ laut
der Patienten besser ihr subjektives Krankheitsgefiihl wider als der CAT und wird deswegen von

ihnen bevorzugt (94).

Dem Fragebogen wurden eine ausflihrliche Patienteninformation Uber die Studie und ein Einwilli-

gungsbogen fir das Forschungsprojekt angehangt.

Der gesamte Bogen wurde pseudonymisiert, indem die Labornummer (LAB-ID) der Blutproben als

neue ldentifikationsnummer der Patienten festgelegt wurde.

3.3.2 Erhebung klinischer Parameter

Neben den anamnestischen Daten wurden im Rahmen des Klinikbesuches zudem zahlreiche klini-
sche Parameter erhoben. Zum einen wurde bei einem Grol3teil der Probanden die aktuelle Lungen-
funktion mittels Spirometrie und Bodyplethysmographen in der Ambulanz der Lungenklinik bestimmt.
Dabei wurde die Standardempfehlung der Deutschen Atemwegsliga 2015 fir diese Verfahren ein-
gehalten (95). Des Weiteren wurde eine kapillare Blutgasanalyse aus dem Ohrlappchen der Patien-

ten entnommen.
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Zudem erfolgte der Test der 6-min-Gehstrecke nach ATS Guidelines 2002 mit Erhebung der emp-

fundenen Atemnot mittels Borg-Skala (96).

3.3.3 Blutentnahme-Rohrchen

Die verwendeten Probeentnahme-Rohrchen stellte das Medizintechnologie-Unternehmen BD, die
Firma SARSTEDT sowie Thermo Scientific zur Verfugung. Die noch nicht benutzten Réhrchen wur-
den bei max. 25°C gelagert und vor direkter Sonneneinstrahlung geschiitzt. Eine regelmalRige Tem-
peraturkontrolle wurde durch die Studiensekretérinnen Frau Seibert und Frau Weingard gewéhrleis-
tet.

Probenart Bezeichnung Rohrchen Volumen (ml) Artikelnummer
Serum BD Vacutainer Serumréhrchen 10 367896
Na-Citrat BD Vacutainer Citrat Réhrchen 6 366575

EDTA BD P100 Roéhrchen 8,5 366448
PAXgene PAXgene Blood RNA Tube 8,5 366448
Sekundéarrohrchen SARSTEDT 7 60.550.109

Reagenzréhrchen transparent

Kryo Thermo Scientific Nunc 4,5 337516

Sekundarrohrchen transparent

Tab. 2: Ubersicht tiber die verwendeten Blutentnahme-Réhrchen.

3.3.4 Messung Biomarker sCD14 im Labor

Zur Detektion des Biomarkers sCD14 im Serum wurde das Human Magnetic Luminex® Screening
Assay der Firma R&D Systems Europe Ltd. verwendet (Artikelnr. LXSAHM). Die Detektionsgrenze
lag dabei bei 39,6pg/ml. Das Assay ist ausschlief3lich flr Forschungszwecke indiziert und nicht fir

den Gebrauch von diagnostischen Verfahren.

Die multiplexe Quantifizierung wurde durch das Instrument Luminex MAGPIX® (Artikelnr. MAGPIX-
XPONA4.1-CEIVD) der Firma Luminex Corporation, Austin, Texas, USA. ausgefihrt.

Die Messung und vorlaufige Analyse der Werte erfolgte mittels der Software xPonent® von Merck
Millipore, Billerica, Massachusetts, USA, die finale Auswertung und Berechnung dann mit dem

Milliplex Analyst® von VigeneTech Inc., Carlisle, Massachusetts, USA.
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3.3.5 Weiteres Zubehor und Geréate

Fur die Blutentnahme wurde das BD Vacutainer Safety-Lok™ Blutentnahmeset mit Halter der Firma
BD (Artikelnr. 368652) verwendet.

Die Proben wurden in die Sekundarréhrchen tberflhrt mittels der Transferpipette, steril, SARSTEDT
(Artikelnr. 861171001).

Die Zentrifugation der Proben erfolgte in der Kiihlzentrifuge Hettich, Typ Rotixa P 4201 (Kalibrierung
im Sinne DIN ISO 9000ff).

3.4 Methoden

3.4.1 Studienablauf

Vorbereitung

In der Vorbereitung wurden fiir jeden Patienten neun der beschriebenen Réhrchen mit Barcode und
Labornummer beklebt und jedem Roéhrchen eine unverwechselbare 7-stellige Labornummer zuge-
teilt. Diese Nummer setzt sich aus den ersten beiden Ziffern AB, welche der PULMOHOM-Studie
zugewiesen sind, und einer fortlaufenden 3-stelligen LAB-ID, welche rein patientenbezogen ist, zu-
sammen. Die letzten beiden Ziffern der Labornummer kommen durch die darin enthaltende Proben-

art zustande, z.B. PAXgene ist Probenart 09.

Des Weiteren wurde ein CRF mit der passenden LAB-ID beklebt, um die Biomaterialien den klini-

schen Daten zuordnen zu kdnnen.

Durchfiihrung der Datenerhebung

Die Patienten wurden bei einem ambulanten Routinebesuch in der Inneren Medizin V durch einen
Arzt Uber die Studie aufgeklart und erklarten dann durch Signatur ihre Einwilligung im beiliegenden
Bogen.

Daraufhin wurde den Patienten der Fragebogen ausgehandigt und der zu ergdnzende Datensatz
wie die aktuelle Lungenfunktion/Spiroergometrie, das Routinelabor und den Wert der 6-Minuten-

Gehstrecke, aus dem SAP der Robert-Koch-Klinik entnommen.

Im Anschluss daran erfolgte die Blutentnahme unter Routinebedingungen durch die Kranken-

schwestern oder die Doktorandin.
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Die Entnahme wurde in der Reihenfolge gemaf? dem Clinical and Laboratory Standards Institute

(CLSI) durchgefihrt.

1. Routinelabor

2. Natrium-Citrat (2x 6ml)

3. Serumréhrchen (2x 10ml)
4. EDTAI&II (1x je 6 ml)
5. P100 (1x 8,5ml)
6. PAXgene (Ix 2,5ml)

Weiterverarbeitung der entnommenen Blutproben

Die Verarbeitung der Blutproben wurde anhand der Allgemeinen Arbeitsanweisungen (SOP) von Fr.
Weingard (Stand 22.11.2013) durchgefihrt.

Die Rohrchen EDTA | und PAXgene wurden 8-10-mal vorsichtig geschwenkt und anschlieend so-
fort bei -80°C zwischengelagert.

Die beiden Serumréhrchen wurden 30min zur Probengerinnung stehen gelassen, anschlieRend er-
folgte die Zentrifugation bei 1300xg fir 10min bei 20°C. Daraufhin wurden das abgesetzte Plasma in
die vorbereiteten Sekundarréhrchen Uberfihrt und die Priméarréhrchen samt Pellet verworfen. Beide

Sekundarréhrchen wurden anschlieend bei -80°C zwischengelagert.

Die Rohrchen EDTA II, beide Citrat-Plasma-Proben und die P100-Probe wurden fir 20min bei
2500xg und 20°C zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand des EDTA II- Réhrchens mittels
Transferpipette in ein Sekundarréhrchen lberflihrt und das verbleibende EDTA I1l-Pellet bei -80°C
eingefroren. Bei beiden Citrat-Plasma-Proben wurde der Uberstand in Sekundarréhrchen pipettiert,
anschlie3end bei -80°C gelagert und der restliche Inhalt verworfen. Der durch den mechanischen
Plasmaseperator getrennte P100 Uberstand wurde in das spezielle Kryo-Sekundarréhrchen iiber-

fihrt und ebenfalls bei -80°C eingefroren.
Die Verarbeitung aller Proben erfolgte innerhalb der vorgeschriebenen Zeitstunde.

Fur alle eingefrorenen Proben wurde ein Versandschein fur das Labor angelegt, in dem Datum, Art
der Proben und Doktorand vermerkt wurden. Nach 4 Wochen Zwischenlagerung erfolgte dann der

Transport auf Trockeneis zur Biomaterialbank (BMB).

26



Material und Methoden

3.4.2 Auswertung der Biomarker im Labor
Die Auswertung der Blutproben erfolgte im Labor der Inneren Medizin V des Universitatsklinikum

des Saarlandes mittels Fluoreszenz-Immunassay durch Herrn Dr. rer. physiol. Christan Herr.

Nach Erhalt der gefrorenen Proben durch das Labor wurde zur Untersuchung der sCD14-
Konzentration im Serum das Human Magnetic Luminex® Screening Assay nach Anleitung durchge-
fuhrt. Hierbei wurden zur Vorbereitung der Serumproben zunachst jeweils 10ul des Patientenserums
mit 90ul der gepufferten Proteinlésung Calibrator Diluent RD6-52 vermengt. Daraufhin wurden 10pl
der nun verdiinnten Probe mit weiteren 190ul Calibrator Diluent RD6-52 Lésung zusammengefihrt

und somit eine 1:200- Verdinnung der Probe hergestellt.

Zudem erfolgte die Vorbereitung der Waschpuffer-Lésung und der Standardldsungen. Dabei wurde
zunachst 20ml des Wasch-Puffer-Konzentrats mit destilliertem Wasser vermengt, um 500ml Wasch-

Puffer-Losung herzustellen.

Zur Herstellung der Standardlésung 1 wurden jeweils 100ul des gelieferten Standardcocktails mit
900ul Proteinlosung Calibrator Diluent RD6-52 vermischt. In funf weitere Polypropylene-Réhrchen
wurden jeweils 200ul Calibrator Diluent RD6-52 pipettiert und mit den Namen Standardldsung 2-6
gekennzeichnet.

Es wurde dann eine Verdunnungsreihe hergestellt, indem zuerst 100ul von Standardlésung 1 in
Standardldsung 2 gegeben wurden, von welchem nach vorsichtigem Schitteln daraufhin 100pl in
das Rohrchen der Standardldsung 3 gegeben wurde.

Im Anschluss wurde dann aus Standardlésung 3 100ul entnommen und in Standardlésung 4 Uber-
fihrt. Diese Schritte wurden weitere zwei Male wiederholt bis Standardlésung 6 entstanden war.

Dabei diente Standardlésung 1 als oberer Maf3stab und Calibrator Diluent RD6-52 als ,Blanko®.

Zur Vorbereitung des Mikropartikel-Cocktails wurde dieser zunéchst fir 30 Sekunden (sec) bei
1000x g zentrifugiert bevor der Kappenverschluss entfernt wurde. Dann erfolgte eine Durchmi-

schung der Partikel durch vorsichtiges vortexen. Daraufhin wurden 500l des Mikropartikel-Cocktails
mit 5ml der Losung Diluent RD2-1verdiinnt. Die Vorbereitung erfolgte innerhalb der vorgeschriebe-

nen 30min vor Gebrauch des Mikropartikel-Cocktails.

Mit dem gleichen Verfahren von Zentrifugation, Vortexen und Verdinnung mit Diluent RD2-1 erfolg-

te die Vorbereitung des Biotin Antikorper-Cocktalils.

Im Anschluss daran wurde der Fluoreszenz -Farbstoff Streptavidin-PE unter Lichtschutz vorbereitet.
Zuerst wurde er dafur vor Entfernung des Kappenverschlusses fir 30sec bei 1000xg zentrifugiert
und anschlieend vorsichtig gevortext. Daraufhin wurden 220ul des Streptavidin-PE Konzentrates

mit 5,35ml Waschpuffer-Losung verdunnt.

Die Einstellung des Luminex Magpix® Analyzer erfolgte nach Anleitung. Die zu messende Mikropar-
tikel-Region von CD14 war Nummer 29, es wurden 50 Events/Bead festgestellt mit Probengrdl3en

von 50pl. Als zu messender Faktor wurde die Mediane Fluoreszenz-Intensitat (MFI) eingestellt.
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Zur Durchfiihrung des Assays wurden dann jeweils 50l des Mikropartikel-Cocktails in die isolierten
Néapfchen (,wells) der Mikrotiterplatte gegeben. Dazu wurden dann jeweils 50ul der vorbereiteten
Proben oder Standardldsungen 1-6 gegeben und mit einer Folien-Abdichtplatte abgedeckt. Bei
Raumtemperatur erfolgte dann die Inkubation fir zwei Stunden auf einem horizontalen Orbitalschutt-
ler mit 800£50rpm.

Im Anschluss wurde die magnetische Trennplatte unterhalb der Mikrotiterplatte angebracht und
nach einer Minute die FlUssigkeit aus den wells entfernt. Dann wurde jeder well mit 200ul Wasch-
Puffer-Losung beflllt, um nach einer Minute erneut die Flissigkeit aus den wells zu entfernen. Die-

ser Waschprozess wurde weitere drei Male durchgefiihrt.

Als nachstes wurden in jedes well 50l des verdiinnten Biotin-Antikorper-Cocktail gegeben und nach
Verschluss mit einer Folien-Abdichtplatte fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem horizontalen
Orbitalschdttler mit 800+£50rpm inkubiert. Der oben beschriebene Waschprozess wurde dann wie-
derholt.

Jedes well wurden daraufhin mit jeweils 50ul der verdinnten Streptavidin-PE befllt, mit der Folien-
Abdichtplatte abgedeckt und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf der Schittelplatte inkubiert.
Nach einem erneuten wie bereits oben beschriebenen Waschprozess wurde dann in jedes well je-
weils 100ul Waschpuffer-Losung gegeben und fur zwei Minuten auf die Schuttelplatte gestellt. Dies
sollte zur erneuten Durchmischung der Mikropartikel dienen, um im Anschluss innerhalb von 90 Mi-

nuten die Auslesung mittels Luminex Magpix® zu starten.

Die Werte wurden dann mit der Software xPonent® von Merck Millipore gemessen und analysiert.
Die Berechnung der Standardkurve und abschlieRende Ergebnisdarstellung erfolgte mit der Soft-

ware Milliplex Analyst® von VigeneTech Inc.

Dokumentation der Ergebnisse

Die ausgefilliten CRFs wurden im Anschluss in das Open Clinica Software Programm (OpenClinica
LLC Waltham, MA USA) Ubertragen. Das Programm erlaubt eine digitale Sicherung der Daten und

ermdglicht den direkten Transfer in das SPSS-Programm.

Es erfolgte eine weitere Anonymisierung der Patienten in Open Clinica, da dort fiir jeden Patienten
eine spezielle Kennung durch einen webbasierten Pseudonymisierungsdienst (Mainzelliste, Univer-

sitdt Mainz 2013) generiert wurde.

3.4.3 Statistik
Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Statistical Package for Social Science (SPSS) 23
(SSPS Incorporated, Chicago, USA).



Material und Methoden

Fur die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen kategorialen Parametern und des sCD14-
Spiegels wurde der t-Test fur unabhangige Stichproben angewandt. Zum Mittelwertvergleich zwi-

schen mehr als zwei Gruppen erfolgte die einfaktorielle Varianzanalyse (univariate ANOVA).

Anhand der Produkt-Moment-Korrelation nach Pearson wurde der lineare Zusammenhang zwischen

sCD14 und stetigen Variablen wie der Exazerbationsanzahl auf Signifikanz Gberprift.

Mittels multipler linearer Regressionsanalyse wurde dann die Beziehung zwischen den unabhangi-
gen Variablen (Alter, packyears, Geschlecht) und der abhangigen Variable (sCD14) untersucht. Um
die Verwendung von kategorialen Variablen in der Regressionsanalyse zu ermdéglichen, wurden

diese zuvor ,Dummy* codiert.
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4 Ergebnisse

Wir untersuchten in unserer Studie die Korrelation des Serummarkers sCD14 sowie LPS in Bezug
auf klinische Parameter von COPD-Patienten. Dabei wurde die sCD14- Serumkonzentrationen von
56 COPD- Patienten gemessen und diese in Zusammenhang mit verschiedenen Einflussfaktoren
wie Personenmerkmale, Komorbiditaten, Rauchverhalten sowie Schweregrad der Erkrankung und
Exazerbationsrate gestellt.

Aufgrund der engen Verbindung von sCD14 als Rezeptor fur LPS, erhoben wir ebenfalls den LPS-
Serumspiegel der Probanden, um mdgliche Einflisse und Interaktionen der Werte besser beurteilen

zu kénnen.

4.1 Einfluss von Biologischen Personenmerkmalen auf den sCD14- und
LPS-Serumspiegel

Die Anzahl an eingeschlossenen Patienten umfasste n=65. Alle Patienten waren kaukasischer Eth-

nie. Da anamnestisch bei n=9 eine akute Exazerbation nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde

die Anzahl an Studienpatienten auf n=56 reduziert. Eine Ubersicht tber die Patientenmerkmale

findet sich in Tabelle 3.

Ein Grofdteil der 56 Patienten hatte eine fortgeschrittene COPD-Erkrankung im GOLD-Stadium 3
(15) und 4 (34). Bei 33 Patienten kann von ,frequent exacerbators® gesprochen werden mit = 2 Exa-
zerbationen pro Jahr. Die Halfte der 56 Patienten hatte eine eLVR in der Vergangenheit durchfiihren

lassen (n=28).

Geschlecht (m / w) 32/24

Alter (in Jahren; Mittelwert £ SD) 62,84 (= 8,97)
Raucher/ Ex-Raucher/Nieraucher 7/48/1

Packyears (Mittelwert £ SD) 44,92 (x27,22)
FEV1in L (Mittelwert + SD) 0,95 (x 0,53)
GOLD 1/2/3/4 1/6/15/34

ABCD 21512147

CAT (Mittelwert +SD) 22,21 (x 7,87)
MMRC (Mittelwert +SD) 2,68 (x 0,81)
Exazerbationen (<2 / 22) 23/33
6-Minuten-Gehstrecke (in m; Mittelwert £ SD) | 291,66 (+103,31)
St.n. eLVR 28

Tab. 3: Ubersicht der Patientenmerkmale

Es wurde fur n=56 der sCD14-Wert mittels Human CD14 Luminex Assay bestimmt. Dieser lag dabei

im Mittel bei 79,53 pg/ml (9,82 pg/ml). Zudem wurde der LPS-Serum-Spiegel von n=53 Patienten
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bestimmt. Dieser lag im Mittel bei 0,3930 EU/ml (£0,7767). Es zeigte sich keine signifikante Korrela-
tion zwischen dem sCD14-Spiegel und dem LPS-Wert der Probanden.

Insgesamt wurden die Daten von n=24 weiblichen und n=32 mannlichen Probanden ausgewertet.
Es zeigte sich im t-Test fur Mittelwertvergleiche bei unabhéngigen Stichproben kein signifikanter

Unterschied des sCD14- oder LPS-Spiegels zwischen Mannern und Frauen.

Das mittlere Alter der Studienteilnehmer lag bei 62,84 (£8,97) Jahren. Es stellte sich hier eine signi-
fikante positive Korrelation zwischen Lebensalter und sCD14-Spiegel der Probanden dar (r=0,320,
p=0,016). Diese Assoziation zwischen Lebensalter und sCD14-Spiegel bestétigte sich in der multip-
len linearen Regressionsanalyse F (5,44) =4.783, p=0,001 unter Einbezug Parameter Kdrpergréi3e,
der Lungenfunktionsparameter FEV1, FEV1/VC und RV, packyears und der Exazerbationsanzahl
pro Jahr. Somit steigt der sCD14-Wert signifikant (p= 0,041) mit zunehmendem Lebensalter an un-

abhéngig der Schwere der Erkrankung (Abb.2).

Der LPS-Serumspiegel zeigte keine signifikante Korrelation mit Alter, Korpergewicht oder Grof3e.

R2 Linear = 0,110

100,00

50,00

50,00

70,00

sCD14-Serumspiegel in pgiml

£0,00

50,00 T T T T | T
40 a0 &0 70 a0 =}

Lebensalter in Jahren

Abb. 4: Korrelation mit Anpassungslinie und Konfidenzintervall des sCD14-Serumspiegel in pg/ml
und Lebensalter der Probanden in Jahren (p <0.05).
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4.2 Einfluss der Komorbiditaten auf den sCD14- und LPS-Serumspiegel

Im PULMOHOM-Fragebogen wurden unterschiedliche vorbekannte Komorbiditaten der Probanden

erhoben, wobei bei ausschliel3lich n=2 Studienteilnehmern keine Komorbiditaten vorlagen.

Maximal lagen 12 Komorbiditaten gleichzeitig vor, dies traf bei n=2 Probanden zu. Im Mittel lag die

Anzahl an Komorbiditaten bei n=5,57 (x2,95) Komorbiditdten pro Probanden.

Die nachfolgende Tabelle 4 dient zur Ubersicht der erhobenen Komorbiditaten der Studienteilneh-

mer.

Komorbiditat Ja=1 Nein=0 | Gesamt Fehlend
Hypertonus 23 33 56 0
Koronare Herzkrankheit 12 44 56 0
Z.n. Myokardinfarkt 6 50 56 0
Z.n. Schlaganfall 1 55 56 0
pAVK 11 44 55 1
Ulcus ventriculi/duodeni 29 27 56 0
Hypothyreose 12 42 54 2
Hyperthyreose 3 50 53 3
Osteoporose 19 36 55 1
Karzinomerkrankungen 12 43 55 1

(ausgeschlossen Bronchial-Ca)

Varikosis 11 45 56 0
Thrombose 5 50 55 1
Leberzirrhose 3 53 56 0
Hepatitis 5 50 55 1
Choledocholithiasis 9 47 56 0
Diabetes mit und ohne Insulin 10 46 56 0
Blutfette 16 39 55 1
Gicht 7 49 56 0
Eisenmangelandmie 5 50 55 1
Nierenbeckenentziindung 3 52 55 1
Nierenkoliken 1 54 55 1
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Arthrose 14 39 53
Arthritis 7 47 54
Epilepsie 1 55 56
Parkinson 0 56 56
Allergien 23 33 56

Tab. 4: Erhobene Komorbiditaten der Studienteilnehmer
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Wir fassten die Komorbiditaten in verschiedenen Ubergruppen nach Organsystemen und Atiologie
zusammen. So wurden Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems wie Koronare Herzkrankheit, Hy-
pertonie, Z.n. Schlaganfall, Z.n. Myokardinfarkt und pAVK als Gruppe Kardiovaskulare Erkrankun-
gen zusammengefasst. Bei n=29 Patienten der Studienteilnehmer war zu diesem Zeitpunkt eine

oder mehrere kardiovaskulare Erkrankungen bekannt.

Beim t-Test fur unabhangige Stichproben zeigte sich kein signifikanter Unterschied des sCD14-
Spiegels bei den Gruppen ,eine oder mehr kardiovaskulare Erkrankungen® (n=29) oder ,keine

kardiovaskularen Vorerkrankungen® (n=27).

Die Erkrankungen Ulcus duodeni und Ulcus ventriculi wurden zusammengefasst zu Ulcus-
Erkrankungen des Gastrointestinal Traktes. Hierbei gab es keinen Unterschied des sCD14-Spiegels

zwischen den Probanden mit Ulcus-Erkrankungen (n=29) und ohne Erkrankung (n=27).

Zudem wurden Erkrankungen wie Leberzirrhose, Hepatitis und Cholezystitis dem Krankheitskom-
plex Leber und Galle (n=17) zugeordnet, was jedoch keinen Einfluss auf den sCD14-Spiegel hatte.

Wenn bei den Patienten ein Diabetes mit oder ohne Insulinpflichtigkeit vorlag, wurde dies zur Uber-
gruppe Diabetes zusammengefasst. Die traf bei n=10 Patienten zu.

Hier konnte gezeigt werden, dass im t-Test fur Mittelwertvergleiche bei unabhangigen Stichproben
ein signifikanter Unterschied des sCD14-Spiegels zwischen den Gruppen mit oder ohne Diabetes
bestand. Die Varianzen Homogenitéat wurde zuvor mittels Levene-Test gepruft. So lag bei den Pati-
enten mit Diabetes der mittlere sCD14-Wert bei 85,09 (+9,13) pg/ml, wohingegen Patienten ohne
Diabetes einen Mittelwert von 78,32 (£9,64) pg/ml aufwiesen (T (54) = 2.028 p<0.05)) (Abb.3). Keine
signifikante Korrelation fand sich zwischen der Haufigkeit an Exazerbationen und dem Vorliegen von

Diabetes.
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Abb. 5: Vergleich des sCD14-Serumspiegels in pg/ml bei Patienten mit Diabetes und ohne Diabetes
mit Fehlerbalken (p=0.049)

Eine Unter- und Uberfunktion der Schilddriise wurde zu der Komorbiditat Schilddriisenerkrankungen
zusammengefasst. Auch hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen mit

(n=15) und ohne Schilddriisenerkrankung (n=41) auf den sCD14-Spiegel.

Zu der Komorbiditat Allergien wurden Allergien wie Heuschnupfen sowie gegen Nahrungsmittel,
Tierhaare, Metalle, Hausstaub und andere gezahit. Bei 23 Studienteilnehmern lag die Komorbiditat
Allergie vor. Hier stellte sich im sCD14-Wert kein signifikanter Unterschied zu der Gruppe ohne
Komorbiditat Allergie dar (n=33).

Bei 12 Studienteilnehmer war zum Zeitpunkt der Erhebung anamnestisch eine kurativ behandelte
oder stabile Karzinomerkrankung auferhalb der Lunge bekannt, wobei diese Gruppe mit
Komorbiditat Karzinom keinen signifikanten Unterschied des sCD14-Wertes zu der Gruppe ohne

Karzinomanamnese (n=43) zeigte.

Letztendlich konnte kein Zusammenhang zwischen der Gesamtanzahl der Komorbiditaten der Pro-

banden und dem sCD14-Spiegel nachgewiesen werden.

Der LPS-Serumspiegel zeigte keine signifikanten Korrelationen mit den Komorbiditdtengruppen

Kardiovaskulare Erkrankungen, Ulcuserkrankungen des Gastrointestinaltraktes, Erkrankungen von
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Leber und Galle, Diabetes mit oder ohne Insulinpflichtigkeit, Schilddriisenerkrankungen Allergien

oder Karzinomerkrankungen.

Zusammenfassend konnte nur ein signifikanter Unterschied der Gruppen mit oder ohne

Komorbiditét Diabetes der COPD-Patienten bezlglich des sCD14-Siegels dargestellt werden.

4.3 Einfluss des Rauchverhaltens auf den sCD14-und LPS-Spiegel
Um den Einfluss des Rauchverhaltens auf den sCD14-und LPS-Spiegel zu untersuchen, wurde mit-
tels des PULMO-Fragebogens die Aktivitat und Intensitat des Nikotinkonsums sowie der Genuss

von weiteren Tabakprodukten der Probanden erfragt.

Von 56 Studienteilnehmern gaben n=55 an, jemals in ihrem Leben geraucht zu haben. Lediglich n=1

Studienteilnehmer war Nieraucher.

Von den 55 Ex-/Rauchern hatten n=7 Probanden in den letzten vier Wochen geraucht. Bei diesen 7
Rauchern lag der Nikotinkonsum aktuell im Mittel bei 16,86 (+ 9,13) Zigaretten/ Tag. Es zeigte sich
kein signifikanter Unterschied des sCD14-Spiegels im t-Test fir unabhangige Stichproben zwischen
der Gruppe, die in den letzten vier Wochen geraucht hatte (Mittelwert sCD14: 80,21+ 7,77 pg/ml),
und der Gruppe, die die letzten vier Wochen nicht geraucht hatte (Mittelwert sCD14: 79,66+ 9,83
pg/ml) (Tab.4). Der sCD14-Spiegel wird folglich nicht vom aktuellen Rauchverhalten beeinflusst.
Auch zeigten Probanden, die zuletzt geraucht hatten, keine vermehrte Tendenz zu Exazerbationen.

Bei den LPS-Serumwerten zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe,
welche in den letzten vier Wochen geraucht hatte, und der Gruppe, die nicht geraucht hatte.
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Rauchen in den letzten vier N Mittelwert Standardabweichung
Wochen
CD14 | 0 49 79,66 +9,83
1 7 80,21 +7,78
LPS |0 46 0,38 + 0,80
1 7 0,45 +0,63

Tab. 5: Mittelwerte des sCD14- in pg/ml und des LPS-Spiegels in EU/ml im Vergleich der
Gruppen ,in den letzten vier Wochen geraucht” (ja=1/ nein=0)(p>0.05)

Des Weiteren gaben n=53 von 55 ex-/rauchenden Studienteilnehmer an regelméafig zu rauchen
bzw. geraucht zu haben, bei n=2 Studienteilnehmer wurde nur gelegentlicher Nikotinkonsum ange-
geben.

Bei den 47 Ex-Rauchern lag der Mittelwert der maximalen Anzahl an gerauchten Zigaretten pro Tag
bei 27,81 (x17,75) (min. 4 Zig. /Tag, max. 100 Zig. /Tag). Es zeigte sich keine signifikante Korrelati-
on zwischen der Anzahl der gerauchten Zigaretten pro Tag und dem sCD14-Wert. Ebenso liel3 sich
keine signifikante Korrelation zwischen dem LPS-Spiegel und der Anzahl an pro Tag gerauchten
Zigaretten zeigen. Des Weiteren zeigten unsere Daten keinen Zusammenhang zwischen der Anzahl

an gerauchten Zigaretten und der Haufigkeit an Exazerbationen.

Bei n=54 der 55 ex-/rauchenden Studienteilnehmern konnte das Alter bei Rauchbeginn eruiert wer-
den, dies lag im Mittel bei 17,22 (+ 4,19) Jahren (min. 6 Jahre, max. 30 Jahre).

Durch die Erhebung des Alters bei Rauchbeginn und zusatzlich des Datums der zuletzt gerauchten
Zigarette sowie der gerauchten Anzahl der Zigaretten pro Tag, lieR® sich die Zahl der ,pack-years*
(pys) bei n=52 Probanden errechnen. Diese lag im Mittel bei 44,92 (x 27,22) pys (Tab. X2). Es liel
sich keine signifikante Korrelation zwischen der Anzahl an ,packyears® und dem sCD14- sowie dem

LPS-Spiegel eruieren.
Insgesamt zeigt die Intensitat des Tabakkonsums also keinen Einfluss auf den sCD14-Serumwert.

Bei n=23 von 56 Probanden lag eine passive Rauchbelastung durch rauchende Personen im Haus-
halt vor. Dabei wurden im Mittel 20,29 (£22,85) Zigaretten/Tag (min. 4 Zig./Tag, max. 100 Zig./TagQ)

geraucht. Dies ist in der nachfolgenden Tabelle 6 aufgefiihrt.

Des Weiteren gaben n=48 der Probanden an, dass an Ihrem Arbeitsplatz geraucht wird/wurde. Zu-
dem rauchten bei n=31 der Probanden ein Elternteil in der Kindheit, bei n=11 Studienteilnehmern

beide Elternteile.

Insgesamt waren n=11 der 56 Probanden zusatzlichem Passivrauchen in Kindheit, Arbeitsplatz und

Haushalt ausgesetzt. Es zeigte sich jedoch kein signifikanter Einfluss des Passivrauchens auf den
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sCD14- und LPS- Spiegel im Vergleich zu der Gruppe, die nicht dreifach Passivrauch ausgesetzt

waren.

Den zusatzlichen Konsum von Zigarren, Zigarillos und Pfeife gaben n=8 Probanden an. Hier zeigte
sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem sCD14-Spiegel und der Exazerbationsrate im
Vergleich zu den nicht konsumierenden Probanden. Diese Ergebnisse zeigten sich ebenfalls beim
LPS-Spiegel.

Anzahl an aktiven Rauchern in den letzten vier Wochen N=7

Anzahl an Probanden, die jemals geraucht hatten N=55

Mittleres Alter bei Rauchbeginn in Jahren 17,22 (= 4,19)
Mittlerer maximaler Zigarettenkonsum pro Tag 27,81 (x17,75)
Mittlere Anzahl an packyears 4492 (£ 27,22)
Anzahl an Probanden mit Konsum von Zigarren, Pfeife, Zigarillos N=8

Anzahl an Probanden mit Passivrauchen im Haushalt N=23

Anzahl an Probanden mit Passivrauchen am Arbeitsplatz N=48

Anzahl an Probanden mit Passivrauchen in der Kindheit N=31

Tab. 6: Ubersicht des Rauchverhaltens der Studienteilnehmer
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4.4 Zusammenhang des Schweregrades der COPD und dem sCD14-

Spiegel

4.4.1 Zuordnung GOLD und ABCD-Klassifikation

Zur Untersuchung des Einflusses der Schwere der Erkrankung auf den sCD14-und LPS Spiegel

wurden die Probanden mittels Lungenfunktion den GOLD-Klassifikationen zugeteilt.

Bei der Mehrzahl (n= 32) der 56 Probanden lag eine COPD GOLD-Klassifikation Grad 4 vor. Nach
der neueren ABCD-Klassifikation, welche zusatzlich die Ergebnisse der CAT-, mMRC-Fragebtgen

und die Exazerbationsrate berticksichtigt, lag bei n=46 eine COPD der Klasse D vor. Die nachfol-

gende Tabelle soll zu Ubersicht tiber die Einteilung der Probanden dienen. (Tab.7).

GOLD Klasse 1 2 3 4 Gesamt
n= 1 6 14 35 56
Prozent 1,8% 10,7% 25% 62,5% 100%
ABCD Klasse A B C D

n= 2 5 2 46 55
Prozent 3,6% 9,0% 3,6% 83,8% 100%

Tab. 7: Zuordnung der Studienteilnehmer in GOLD- und ABCD-Klassifikation

Abb. 6: Kreisdiagramm Zuordnung in COPD- und ABCD-Klassifikation der
Probanden

GOLD_STAC
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In der einfaktoriellen Varianzanalyse zeigte sich im Mittelwert-Vergleich zwischen den GOLD-
Gruppen kein signifikanter Unterschied des sCD14-Spiegels. Auch in der Einteilung in die ABCD-
Klassifikation zeigte sich im Vergleich der sCD14-Spiegel-Mittelwerte zwischen den Gruppen kein

signifikanter Unterschied.

Die gemessenen LPS-Werte zeigten ebenfalls keine signifikante Korrelation mit den GOLD-Stadien,

jedoch zeigte sich bei der Einteilung in die ABCD-Klassifikation ein Zusammenhang zum LPS-Wert.

100,00

30,00 J_

60,00

40,00

sCD14-Serumspiegel in pgiml

20,00

0o T T T
1 2 3 4

COPD-Stadium nach GOLD-Klassifikation

Abb. 7: Vergleich der sCD14-Mittelwerte der Studienteilnehmer in den GOLD-Stadien der COPD
(p>0.05)

Da der Hauptteil der Patienten der Klassifikation D zugerechnet werden konnte, wurden diese Pro-
banden der Gruppe D (n=46) denjenigen der Gruppe ABC (n=9) gegenibergestellt. Da mittels
Levene-Test Varianzheterogenitat festgestellt wurde, erfolgte der Welch-Test. Hier zeigte sich ein
signifikanter Unterschied (p= 0,038) zwischen den LPS-Mittelwerten dieser beiden Gruppen. So lag
der LPS- Mittelwert der Probanden mit der COPD-Klassifikation D bei 0,46 (+0,84) EU/ml und bei
den Probanden der COPD-Klassifikation ABC bei 0,12 (+0,26) EU/ml (Abb. 6). Probanden der
Gruppe D zeigten also signifikant hthere LPS-Werte als Probanden in milderen Stadien der Gruppe
ABC.

Dieser Zusammenhang konnte zwischen den Gruppen ABC und D fir den sCD14-Spiegel nicht ge-

zeigt werden.
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Abb. 8: Vergleich LPS-Mittelwert in EU/ml der COPD-Klassifikation Gruppe ABC und COPD-
Klassifikation Gruppe D (p<0.05)
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4.4.2 Analyse der Lungenfunktionsparameter

Bei Betrachtung der Lungenfunktionsparameter der Probanden lag bei den 56 Studienteilnehmern
die Einsekundenkapazitat FEV1 im Mittel bei 0,95 (+0,53) | und die Einsekundenkapazitét in Prozent
FEV1% bei 34,50 (x14,92) %. Der Mittelwert der relativen Einsekundenkapazitat FEV1/VC wurde
mit 44,16% (+14,31%) ermittelt. Tabelle 8 gibt eine Ubersicht der Lungenfunktionsparameter, Er-

gebnisse der CAT und mMRC-Fragebdgen sowie der 6-min-Gehstrecke der Studienteilnehmer.

Anzahl | Minimum | Maximum | Mittelwert | Standardab-
weichung

FEV1inL 55 0,34 2,77 0,96 + 0,50
FEV1in % 49 12 76 34,81 +1491
FEV1/VCin % 49 21,80 78,30 44.47 + 14,28
RVinL 49 2,20 8,81 5,24 +1,40
TLCOinL 47 3,09 11,25 7,20 +1,81
paO2in mmHg 41 37 78 70,34 + 9,27
paCO2 in mmHg 41 32 55 37,99 + 3,68
6-Min.-Gehstrecke in m 47 55 485 290,95 + 104,31
CAT-Score 55 5 40 22,38 +7,84
MMRC-Grad 55 1 4 2,67 +0,81

Tab. 8: Ubersicht Lungenfunktionsparameter, CAT-Score und MMRC-Grad sowie der 6min-
Gehstrecke der Probanden.

Der Mittelwert des Residualvolumens RV lag bei 5,22 (£1,39) I. Dabei zeigte sich, dass mit zuneh-
mendem Residualvolumen der Probanden der sCD14-Wert signifikant abnahm (r=-0,318, p=0,024)
(Abb.9). In der multiplen linearen Regressionsanalyse konnte sich unter Einbezug des Alters,
Exazerbationsanzahl sowie von FEV1/VC der Einfluss des Residualvolumens auf den sCD14-
Spiegel bestatigen, F (5,44) =4.783, p=0,012. Patienten mit fortgeschrittenem Emphysem zeigten
also eine Abnahme des sCD14-Wertes. Dieser Zusammenhang lie? sich flir das Residualvolumen
und LPS nicht darstellen.

Wir konnten ebenfalls keine weiteren signifikanten Korrelationen zwischen dem sCD14 Serumspie-

gel und den dbrigen Lungenfunktionsparametern darstellen.
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Abb. 9: Korrelation mit Anpassungslinie und Konfidenzintervall zwischen dem Residualvolumen in |
und dem sCD14-Spiegel der Probanden in pg/ml (p<0.05).

4.4.3 6-min-Gehstrecke und CAT/mMRC-Fragebdgen

Im Test der 6-min-Gehstrecke erreichten die Probanden im Mittel eine Strecke von 291,61 (+103,31)
m. Die zuruckgelegte Entfernung im 6-min-Gehstrecke-Test liel3 keinen Zusammenhang mit dem
sCD14-oder LPS-Wert erkennen.

Zur Bewertung der subjektiven Schwere der COPD wurden der CAT-Score sowie der MMRC-Grad
erhoben. Die erhobene CAT-Summe lag im Mittel bei 22,04 (+8,048) Punkten. Es zeigte sich, dass
ein hoher CAT-Summen-Wert positiv mit der Anzahl an Exazerbationen in den letzten 12 Monaten
korreliert (r=0,345, p<0,01). Kein Zusammenhang konnte zwischen dem sCD14-und LPS-Spiegel

und der CAT-Summe ermittelt werden.

Bei der mMRC-Einteilung der Dyspnoe in vier Schweregrade bei COPD lag bei der Mehrzahl (n=32)
der Patienten ein mMMRC-Grad 3 vor. Hier lieR sich kein signifikanter Unterschied in der
einfaktoriellen Varianzanalyse zwischen den Gruppen beziiglich der Exazerbationsrate oder zu den
sCD14- und LPS-Werten darstellen.
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4.4.4 Kapillare Blutgasanalyse

Eine kapillare Blutgas-Analyse aus dem Ohrlappchen war bei n=42 Probanden erfolgt. Hier lag der
Sauerstoffpartialdruck pO2 im Mittel bei 70,52 (£9,239) mmHg und der mittlere Kohlendioxidpartial-
druck pCO2 bei 37,99 (+3,636) mmHg.

Der Datensatz lie3 keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem kapillarem Sauerstoffpartial-
druck pO2 sowie dem Kohlendioxidpartialdruck pCO2 und dem sCD14-Wert darstellen. Der LPS-
Spiegel zeigte ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang zu den Blutgas-Werten der Proban-

den.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass ein fortgeschrittenes Emphysem gemessen am Resi-
dualvolumen mit niedrigeren sCD14-Spiegels assoziiert ist. Es konnte jedoch kein Zusammenhang
zwischen der Schwere der COPD-Erkrankung, welche sich durch die héhere gemessene GOLD-
Klassifikation und Abnahme von FEV1% sowie FEV1/VC zeigt, dargestellt werden. In Bezug auf den
LPS-Serumwert fanden wir heraus, dass dieser bei Probanden mit fortgeschrittener COPD-
Erkrankung in der Gruppe D im Rahmen der ABCD-Klassifikation signifikant erhéht ist im Vergleich
zu der zusammengefassten Gruppe ABC.

4.5 Zusammenhang zwischen der jahrlichen Exazerbationsrate und dem
sCD14-Spiegel
Fur die Auswertung unserer Fragestellung hinsichtlich der Aussagekraft des sCD14-Spiegels im
Zusammenhang mit der Haufigkeit der Exazerbation der Probanden wurde die Exazerbationsrate
anamnestisch erhoben. Dabei wurden die Patienten dartber aufgeklart, dass eine Exazerbation eine
die taglichen Schwankungen Uberschreitende akute Verdnderung der Dyspnoe, des Hustens
und/oder des Auswurfs ist, wodurch eine Anderung der Medikation nétig wird. Die gesamte Anzahl
an Exazerbationen in einem Jahr pro Probanden lag im Mittel bei 3,04 (+3,203) Exazerbationen.
Das Maximum lag dabei anamnestisch bei 15 Exazerbationen pro Jahr. Dieser Proband wurde als
Ausreil3er aus der statistischen Berechnung ausgeschlossen. Die maximale Anzahl an eingeschlos-

senen Werten lag daher bei 13 Exazerbationen pro Jahr.

Im Mittel wurde bei 2,29 (£3,137) der Exazerbationen/Jahr eines Probanden ein Arztbesuch not-
wendig. Eine stationare Aufnahme in ein Krankenhaus war anamnestisch bei 1,56 (+2,767) Exazer-
bationen/ Jahr erfolgt (Tab. 9).
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N Minimum Maximum Mittelwert Standardabweichung
Exazerbationen 55 | 0 13 3.04 £3.203
gesamt/Jahr
Exazerbationen mit
Arztbesuch/ Jahr 55 10 13 2,29 3,137
Exazerbationen mit
Krankenhausaufenthalt/ | 55 | O 12 1,56 12,767
Jahr
AusreilRer 1 15
Gesamt 56

Tab. 9: Exazerbationshaufigkeiten pro Jahr der Probanden im Gesamten, mit Aufsuchen eines Arz-
tes und einem stationaren Krankenhaus-Aufenthalt.

Zwischen der Anzahl an Exazerbationen gesamt pro Jahr und dem sCD14-Spiegels der Probanden
zeigte sich eine signifikante Korrelation (r=-0,412, p=0,002). Je haufiger ein Proband eine Exazerba-
tion in den letzten 12 Monaten anamnestisch angegeben hatte, desto niedriger zeigte sich der
sCD14-Serumspiegel (Abb.10).

In der multiplen linearen Regressionsanalyse bestétigte sich, dass ein niedrigere sCD14-Spiegel
sich unabhangig der Lungenfunktionsparameter (FEV1, FEV1/VC und RYV), Zigarettenkonsum und
Alter sowie KdrpergroRe als signifikanter Einflussfaktor auf die Exazerbationshaufigkeit pro Jahr
auswirkt, F (7,42)=3,338, p=0,005.

Es lie3 sich hingegen kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Exazerbationsrate pro Jahr

und dem LPS-Spiegel der Patienten darstellen.
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Abb. 10: Korrelation mit Anpassungslinie und Konfidenzintervall zwischen der Gesamtanzahl an
Exazerbationen pro Jahr und dem sCD14-Wert der Probanden in pg/ml (p<0.01)

Es lie3 sich ebenfalls eine signifikante negative Korrelation von sCD14 mit der Anzahl an Exazerba-
tionen pro Jahr mit Arztbesuch (r= -0,476, p<0,01) und stationdrem Krankenhausaufenthalt (r=-
0,469, p<0,01) darstellen.

Die Serum-LPS-Werte der Probanden zeigten hingegen keinen signifikanten Zusammenhang mit
der Anzahl an Exazerbationen gesamt, mit Arztbesuch und Krankenhausaufenthalt.
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Abb. 11: Korrelation mit Anpassungslinie und Konfidenzintervall zwischen der Anzahl an Exazerba-
tionen pro Jahr mit Arztbesuch und dem sCD14-Wert der Probanden in pg/ml (p<0.01)
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Abb. 12: Korrelation mit Anpassungslinie und Konfidenzintervall zwischen der Anzahl an Exazerba-
tionen pro Jahr mit Krankenhausaufenthalt und dem sCD14-Wert der Probanden in pg/ml (p<0.01)
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Unsere Ergebnisse lassen sich also wie folgt zusammenfassen:

Zunehmendes Lebensalter ist mit einem signifikant hoheren sCD14-Spiegel assoziiert.
Das Rauchverhalten zeigte keinen Einfluss auf den sCD14-Spiegel

Ein groReres Residualvolumen ist mit geringen sCD14-Serumspiegeln assoziiert.
Haufige Exazerbationen sind mit einem signifikant niedrigeren sCD14-Spiegel assoziiert.

Bei Probanden mit fortgeschrittener COPD-Erkrankung in der Gruppe D im Rahmen der
ABCD-Klassifikation ist der LPS-Serumspiegel signifikant erhdht im Vergleich zu der zu-
sammengefassten Gruppe ABC.
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5 Diskussion

Das Ziel unserer Studie lag darin, sSCD14 und LPS als Biomarker im Zusammenhang mit klinischen
Parametern bei COPD-Patienten zu untersuchen. Hierbei sollte analysiert werden, durch welche
Faktoren der Wert beeinflusst sein konnte. Dabei untersuchten wir Einflisse wie Personenmerkma-
le, Komorbiditaten, Rauchverhalten, Schwere der COPD-Erkrankung sowie Anzahl der Exazerbatio-
nen in Bezug auf den sCD14-Spiegel.

Im Folgenden sollen nun die verschiedenen Ergebnisse der Studie besprochen werden.

5.1 sCD14-Spiegel steigt im Alter an

Wir konnten zeigen, dass der sCD14-Spiegel signifikant mit dem Alter der Probanden anstieg. Dies
steht den Ergebnissen von Sack et al. gegentber, welche nachwiesen, dass der sCD14 Spiegel im
Serum von gesunden Kindern im Alter zwischen drei und 17 Jahren signifikant héher liege, als bei
gesunden Erwachsenen und somit eine Abnahme von sCD14 mit dem Lebensalter vermuten lasst
(97). Da es sich in unserer Studie jedoch um chronisch erkrankte Patienten handelt, ist hier keine

klare Gegentberstellung méglich.

Generell ist mit Zunahme des Lebensalters im Rahmen der ,Immunoseneszenz” von einer Verande-
rung beziehungsweise von einer Dysregulation der Immunantwort auszugehen. Zum einen kommt
es zu einer Abschwéachung des Immunsystems, was sich durch eine erhdhte Morbiditat und Mortali-
tat im Alter gegentber Infekten zeigt (98). Sansoni und Kollegen konnten eine altersbedingte
Lymphopenie nachweisen, welche sich in der Abnahme von T- und B-Lymphozyten im peripheren
Blut zeigt. Zudem kommt es zu einer Zunahme von unspezifischen Natirlichen Killerzellen (NK-
Zellen) (99).

Auf der anderen Seite steht die Zunahme der Anzahl von Makrophagen und Monozyten im Alter
(100). Hier konnte durch Seidler et al. nachgewiesen werden, dass in erster Linie eine Veranderung
innerhalb der Subtypen der Monozyten stattfand. So stieg der Anteil an den ,nicht-klassischen®
CD14+CD16+-Monozyten, welchen im Vergleich zu den ,klassischen* CD14++CD16-, vor allem
eine stark proinflammatorische Funktion zugeschrieben wird. Diesem Prozess kdnnte eine Gegen-
regulation des Immunsystems zugrunde liegen mit dem Ziel, seine Funktionalitat im Alter zu erhalten
(101).

Ebenso zeigten Fagiolo und Kollegen, dass in zwei Vergleichsgruppen von gesunden Probanden
mit dem Durchschnittsalter von 80,2 Jahren und 26,8 Jahren die Produktion von TNF-alpha, IL6 und
IL1- beta nach Stimulation von Monozyten in der Gruppe der Alteren signifikant erhoht wurde. Diese
Erhéhung von proinflammatorischen Zytokinen im Alter kdnne auch eine Rolle bei verschiedenen

Erkrankungen, wie Osteoporose, Arteriosklerose und Demenz spielen (102).
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Zudem konnten Qu et al. zeigen, dass vor allem bei gebrechlichen Menschen im Alter von 72-94
Jahren, welche Muskelschwache, verlangsamte Mobilitdt, Gewichtsverlust und verringerte korperli-
che Aktivitat zeigten, durch LPS-Stimulation von CD14+-Monozyten ex vivo eine verstarkte Hochre-
gulation von sieben Entziindungsgenen beobachtet werden konnte. Diese wirden wiederum die
Produktion von Zytokinen und Glukokortikoid-Rezeptoren aktivieren (103). Diese Ergebnisse von
Fagiolo und Qu unterstutzen die Hypothese des ,Inflammaging® (Entziindungsaltern), welches durch
einen chronischen pro-inflammatorischen Status im Alter zum Alterungsprozess an sich beitrage

sowie chronisch-entzindliche Erkrankungen triggere (104).

Im Gegensatz dazu stehen die Beobachtungen von Metcalf und Kollegen, welche bei Probanden
Uber 65 Jahren im Vergleich zu einer Gruppe von unter 40-Jahrigen nach LPS-Stimulation von peri-
pheren Monozyten eine verspatete Immunantwort und dadurch verminderte Produktion von
Zytokinen wie TNFa, IL-6 und IL1-beta beschreiben. Diese Widerspriche kdnnten durch unter-
schiedliche Messverfahren und Kohorten-Gruppen erklart werden (105).

Maniar-Hew et al. untersuchten die Wirkung von LPS auf Kulturen bronchialer Epithelzellen von Af-
fen verschiedener Altersstufen in vitro. Hierbei konnten sie zeigen, dass die IL-8 Produktion in den
Kulturen der alteren Affen erhoht war im Vergleich zu den jungen Affen, wohingegen die IL-6-
Produktion bei den jungeren Affen erhéht war. Sie gehen von einer Reifung des Immunsystems in
der Zytokinausschittung in den bronchialen Epithelzellen aus, welche von Umweltfaktoren beein-
flusst wird und die Anfalligkeit in jungen Lebensjahren gegeniber der Entwicklung von Atemwegser-
krankungen wie Asthma bronchiale erklaren kénnte (106).

Da die Rolle von sCD14 als potenzieller Aktivator oder Regulator der Immunantwort nicht endgltig
geklart ist, konnte sCD14 im Rahmen der chronischen Entziindung bei Alteren als
proinflammatorisches Agens die ,Inflammaging“-Hypothese stitzen. Jedoch kénnte seine Rolle als
hemmender Faktor auf die Immunantwort im Alter die UberschieRende Immunkaskade und Entziin-

dungsreaktionen reduzieren und somit ein Gegenspieler mit Benefit fir den Organismus bedeuten.

Unsere Studie zeigte als Erste die Zunahme des sCD14-Spiegels mit den Lebensjahren unabhangig
von der Schwere der COPD-Erkrankung. Da die Probanden ein Durchschnittsalter von 62,66 (£9,02)
Jahren hatten, bedarf es weitere Untersuchungen des sCD14-Spiegels zwischen verschiedenen
Altersgruppen und gesunden Probanden. AuRerdem sollte die Funktion von sCD14 als pro-

inflammatorischer oder hemmender Faktor in der Immunkaskade weiter abgeklart werden.

5.2 sCD14 bei Probanden mit Diabetes mellitus erhdht

Im Rahmen unserer Studie erfolgte die Auswertung der verschiedenen Komorbiditaten der Studien-
teilnehmer. Hierbei wollten wir den Einfluss weiterer Erkrankungen auf den sCD14-Spiegel der
COPD-Patienten untersuchen. Dabei konnten wir nur bei den Gruppen Diabetes mellitus mit und
ohne Insulinbehandlung und kein Diabetes mellitus einen signifikanten Unterschied zwischen den
sCD14-Werten darstellen. So war der sCD14-Spiegel in der Gruppe der Patienten mit sCD14 signi-

fikant erhoht (p<0,05). Diese Ergebnisse lassen sich mit bisherigen Studien vereinbaren.
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De Courten und Kollegen fanden heraus, dass tibergewichtige Personen mit Durchschnitts-BMI von
33.45+3.2 kg/m? eine signifikant h6here sCD14-Konzentration im Serum als nicht-tibergewichtige
Probanden (BMI 26+5 kg/m?) aufwiesen. Dabei korrelierte bei den nicht-Ubergewichtigen Personen
der sCD14-Spiegel negativ mit der Insulin-Sensitivitat, wobei bei den stark Gibergewichtigen Proban-
den eine positive Korrelation zwischen sCD14-Spiegel und Insulinsensivitat vorlag. Somit kénne

sCD14 grundsétzlich ein wichtiger Faktor in der Modulation der Insulinsensitivitat sein (107).

Ebenso konnten Fernandez-Real und Kollegen zeigen, dass die CD14-Gen Expression in
Adipozyten von stark Ubergewichtigen Probanden (BMI 45.9 + 4.1 kg/m2) erhéht war im Vergleich
zu normalgewichtigen Probanden ((BMI 22.3 + 1.7 kg/m2), was einen entscheidenden Einfluss auf
inflammatorische Aktivitdten in den Fettzellen und letztendlich auf die erhéhte Insulinresistenz habe
(108).

Passend dazu wiesen Mo et al. signifikant erhohte sCD14-Werte bei neu diagnostizierten Diabetes-
mellitus-Typ (DM2) - Patienten, insbesondere bei den Ubergewichtigen Probanden, nach. Dabei
habe vor allem sCD14 einen wichtigen Einfluss auf den Serumspiegel des Iéslichen Adhasionsmo-
lektl (CAM) sE-Selektin, welches Interaktionen von Leukozyten mit Endothelzellen von Blutgefal3en
erma@glicht. Dies sei ein wichtiger Beitrag in der Entstehung von Gefaflischaden und Plaquebildung
im Rahmen der Diabetes Komplikationen (109).

Dass sCD14 einen wichtigen Einfluss auf die Pathogenese kardiovaskularer Komplikationen hat,
zeigten auch Overhagen et al. im Rahmen ihrer Untersuchung ber den Einfluss von sCD14 auf die
kontraktile Funktion von Kardiomyozyten. Das epikardiale Gewebe von Patienten mit Diabetes melli-
tus Typ2 zeigt eine verstarkte Infiltration von Monozyten und eine erhdhte sCD14-Freisetzung. Sie
konnten nachweisen, dass sCD14 ohne Anwesenheit von LPS konzentrationsabhangig die Kontrak-
tilitat der Sarkomere und Insulinsensivitat der Kardiomyozyten verringerte und somit vermutlich eine

Rolle bei der Entstehung von kardiometabolischen Konsequenzen spiele (110).

Des Weiteren liege die sCD14-Konzentration in der Glaskorper-Flissigkeit bei Diabetes mellitus-
Patienten hoher als bei Nicht-Diabetikern. sCD14 verstarke die VEGF-Produktion im Glaskdrper,
wobei auch hier von einem wichtigen Einfluss von sCD14 auf die Pathogenese von Diabetischer

Retinopathie ausgegangen werden kann (111).

Hieraus lasst sich schlieRen, dass sCD14 eine wichtige Rolle in der Pathogenese des Diabetes mel-
litus Typ2 und seinen Komplikationen einnimmt. Jedoch nicht nur in der Pathogenese des Diabetes
selbst ist sCD14 eine Schlusselfigur. Es konnte auch eine Verbindung zwischen den Komorbiditaten
COPD und DM2 darstellen.

Bisher ist nachgewiesen worden, dass eine Verbindung zwischen dem Auftreten von COPD und
DM2 besteht. So tritt Diabetes mellitus gehéauft unter COPD-Patienten auf und insgesamt o6fter als in
der Allgemeinbevolkerung (112). Lin et. al konnten zeigen, dass die Erkrankung COPD mit oder

ohne Exazerbationen sogar ein unabhangiger Risikofaktor fur die Entwicklung von DM2 sei (113).
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So kdnne vor allem auch der oxidative Stress durch Reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) als Risiko-

faktor fur Diabetes mellitus gesehen werden. (114)

Als Erklarung fur den Zusammenhang zwischen COPD und DM2 wurde bereits die Hypothese der
,chronisch systemischen Entziindung®“ angenommen, welche als mdgliche gemeinsame Pathogene-
se die Entstehung der beiden Erkrankungen beglnstige. Hierbei wurde vor allem die Verbindung
von erhohten Entzindungsmarkern wie TNFa, IL-6 und IL-1 und CRP in den zwei Erkrankungen
beobachtet, welche die Krankheitsverlaufe gegenseitig moduliere. So wirden der Metabolismus und
die Insulinresistenz zum einen durch die Entziindungsmarker beeinflusst, zum anderen wirde die

Hyperglykamie auch Einfluss auf den bronchialen Tonus nehmen (115).

Laut Fabbri und Kollegen kénne man die Diagnose des Syndroms der ,chronische systemische Ent-
zindung® stellen, wenn drei der folgenden sechs Kriterien zutreffen wirden: Alter>40 Jahre, Kon-
sum von mehr als 10 Packungen Zigaretten pro Jahr, abnorme zu COPD passende Lungenfunktion,
chronische Herzinsuffizienz, metabolisches Syndrom und erhdhtes CRP (116). Diese Kriterien tref-
fen bei einem Hauptteil der Probanden dieser Studie zu. Daher konnte der erhdohte sCD14-
Serumwert bei Diabetikern im Rahmen der COPD ein Anzeichen fur das Syndrom der chronischen
systemischen Entzindungsaktivitat des Korpers, unabhangig von der LPS-Einwirkung, sein.

Zusammenfassend zeigt sich ein komplexer Zusammenhang der Pathogenese zwischen den
Komorbiditaten COPD und Diabetes. Da die meisten Probanden unserer Studie gleichzeitig unter
zahlreichen weiteren Komorbiditaten leiden, konnte der Zusammenhang zwischen dem sCD14-
Spiegel und Diabetes verfalscht sein. Uns lagen keine Werte beziglich der Schwere des Diabetes
und der Diabetesmedikation vor. Es bedarf weitere Untersuchungen, um die Aussagekraft des Mar-
kers sCD14 in der Verbindung der beiden Erkrankungen und im Rahmen der chronischen systemi-

schen Entziindung zu klaren.

Unsere Studie konnte keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem sCD14-Serumwert und
dem Vorliegen von Allergien nachweisen. Jedoch wurde in mehreren Studien ein Zusammenhang

zwischen Erkrankungen des atopischen Formenkreises und sCD14 beschrieben.

So wiesen Tomita und Kollegen nach, dass sich Monozyten/Makrophagen von Asthma bronchiale-
Patienten in einem aktivierten Zustand befanden und vermutlich bei der Koordination der Immunre-
aktionen bei Asthma eine wichtige Funktion einnehmen (117). Kusunoki et al. konnten zeigen, dass
der sCD14-Serumspiegel bei Patienten mit Asthma und Atopischer Dermatitis signifikant erhéht war.
Daraus schliel3en sie ebenfalls auf eine entscheidende Rolle von Makrophagen und Monozyten in
Entziindungsgeschehen von allergischen Erkrankungen, was auf eine von infektiosen Geschehen

unabhangige Regulation von sCD14 hinweisen kénnte (118).

Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse von Zdolsek und Kollegen, welche bei Kindern mit ato-
pischen Erkrankungen signifikant niedrigere sCD14-Werte als bei gesunden Kindern in der Ver-

gleichsgruppe nachweisen konnten. Sie vermuten, dass der erniedrigte sCD14-Wert seinen Ur-
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sprung in der familidren Vererbung von Atopischen Erkrankungen hat, jedoch auch als Zeichen der

reduzierten Moglichkeit von Allergikern auf bakterielle Signale adaquat zu reagieren (119).

Die Schwéache unserer Studie im Zusammenhang mit Allergien und sCD14 kdnnte darin liegen, dass
die Diagnose Allergische Erkrankung nur anamnestisch erfragt wurde. Es lagen uns keine Daten zu
mittels Haut oder Provokationstestung gesicherten allergischen Reaktionen vor. Auf3erdem wurde
ein Grofteil der Patienten im Rahmen ihrer COPD-Therapie mit Glukokortikoiden behandelt, was
ebenfalls den Verlauf der allergischen Erkrankung beeinflusst. Somit kénnte eine eventuell vorlie-

gende Korrelation zwischen Allergie und sCD14 eventuell maskiert worden sein.
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5.3 Zusammenhang zwischen dem Rauchverhalten und dem sCD14-
Spiegel

In unserer Studie sollte der Einfluss des Rauchverhaltens auf den sCD14-Serumspiegel der Pro-
banden untersucht werden. Wir konnten dabei keinen signifikanten Unterschied des sCD14-
Spiegels zwischen den Gruppen, die in den letzten vier Wochen geraucht hatten, und denjenigen,
die in den letzten vier Wochen nicht geraucht hatten, darstellen. Diese Beobachtung ist passend zu
den Untersuchungen von Hockertz und Kollegen, welche den kurzfristigen Einfluss auf das Immun-
system von akutem aktiven Zigarettenkonsum und Exposition gegentber passivem Zigarettenrauch
untersuchten. Hierbei konnten sie keine signifikante Veranderung des sCD14-Spiegels vor und nach
aktivem und passivem Raucheinfluss detektieren (120). Tabakrauch-Exposition auf kurze Sicht

scheint also keinen modulierenden Effekt auf den sCD14-Spiegel zu haben.

Jedoch ist durch zahlreiche Studien bekannt, dass langjahriger Tabakkonsum einen Einfluss auf die
angeborene und erworbene Immunantwort nimmt. Qui und Kollegen kommen zu der Schlussfolge-
rung, dass Tabakrauch die Immunantwort zum einen schwécht, zum anderen autoimmune Prozesse
fordert. Dies erklaren sie dadurch, dass durch verlangerte Infektionen bei schwacher Immunabwehr

eine Kreuzreaktivitat zwischen Pathogen und Gewebe ermdglicht wird (121).

Im Zusammenhang mit der angeborenen Immunabwehr zeigte sich, dass Rauchen die Ausschiit-
tung von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-8 durch Makrophagen signifikant erhoht (122). Zu-
dem konnte durch Metcalf und Kollegen gezeigt werden, dass Zigarettenrauch die durch TLR- Re-
zeptoren vermittelte Immunantwort von Alveolarmakrophagen, Uber welche auch die LPS-

Erkennung stattfindet, verminderte (123).

Ein weiterer negativer Effekt des Zigarettenrauchens zeigt sich in der verminderten Fahigkeit zur
Phagozytose durch die Makrophagen, wodurch das Uberleben von Bakterien begiinstigt werde
(124). Insgesamt kann also von einer ,Downregulation® der Leistung des Immunsystems durch Ziga-

rettenrauch trotz vermehrter proinflammatorischer Prozesse ausgegangen werden.

Wir konnten allerdings keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der Intensitat des Tabakkon-
sums und dem sCD14-Spiegel beziehungsweise der Exazerbationshaufigkeit darstellen. Dies kdnn-
te jedoch daran liegen, dass nur noch 7 Probanden zum Studienzeitpunkt aktive Raucher waren und
der Hauptteil des Patientenkollektives seit Jahren rauchfrei lebte. Passend dazu konnten Shiels et
al. zeigen, dass sich die Werte von Entziindungsmarkern wie CRP und zahlreichen Zytokinen wie
IL-15, IL-1B, IL-1RA nach Jahren der Rauchabstinenz nahezu an die Werte der Nieraucher annéher-
ten. Das Immunsystem erholt sich also nach Jahren ohne Rauchexposition. Sie bestatigten auch
unsere Ergebnisse, indem sie keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der Intensitat, also der
Anzahl an gerauchten Zigaretten pro Tag, und der H6he der Entziindungsmarker nachweisen konn-
ten (125). Jedoch bestand auch ihr wie unser Patientenkollektiv aus Probanden mit langjahriger

Raucheranamnese und so kann keine Aussage uUber die Einwirkung auf das Immunsystem bei
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Rauchbeginnern getroffen werden. Folglich bedarf es weiterer Studien, welche die sCD14-Werte

gesunder und COPD-erkrankter Patienten vergleicht.

5.4 Schweregrad der COPD korreliert nicht mit sCD14-Serumspiegel

Der Schweregrad der COPD-Erkrankung, welchen man anhand einer hdheren GOLD- oder ABCD-
Klassifikation zuordnen kann, korreliert nach unseren Ergebnissen nicht mit dem sCD14-Spiegel.
Passend dazu korrelierte der sCD14-Spiegel nicht mit den Lungenfunktionsparametern wie FEV1
oder FEV1/VC. Mit zunehmender Uberblahung gemessen am Residualvolumen konnten wir jedoch
eine Abnahme des sCD14-Spiegels nachweisen. Des Weiteren zeigten Probanden, die nach der
ABCD-Klassifikation der Gruppe D zugeordnet wurden, signifikant héhere LPS-Spiegel, als Proban-
den der Gruppe ABC.

Wir kdnnen die Hypothese nicht bestéatigen, dass chronisch inflammatorische Prozesse im Rahmen
der meist jahrelangen progredienten COPD-Erkrankung eine zunehmende Minderung der Funktio-
nalitat der Immunantwort und dadurch erniedrigte sCD14-Spiegel bedeuten. Es liegen aktuell noch
wenige Studien vor, welche sCD14 im Zusammenhang mit der COPD untersuchten. Zudem erfolg-
ten die bisherigen sCD14-Messungen h&ufig in der bronchoalveolaren Lavage (BAL) und nicht im

Serum.

So zeigten Requiero und Kollegen als Erste, dass sCD14 in der BAL von stabilen COPD-Patienten
und Rauchern mit normaler Lungenfunktion im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant erhoht
ist. Zwischen Rauchern und COPD-Patienten fanden sie jedoch keine unterschiedlichen Werte
(126). Sie differenzierten zudem nicht nochmal innerhalb der verschiedenen COPD-Klassen und der

Lungenfunktion.

Eine Studie von Sahlander et al. untersuchte die Auswirkung von regelmafiger LPS-Exposition auf
den sCD14-Spiegel in der BAL bei gesunden Farmarbeitern, welche haufig zur Entwicklung von
chronischer Bronchitis tendieren. Dabei setzten sie Farmer und eine Kontrollgruppe aus Nicht-
Farmern einmal einem dreistiindigen Aufenthalt in einer Schweinescheune aus und lieRen sie au-
Berdem ein LPS-haltiges Aerosol inhalieren. Hierbei konnten sie nachweisen, dass Farmer im Ver-
gleich zu Nicht-Farmern signifikant weniger Makrophagen in der BAL aufwiesen. Insgesamt war
auch die sCD14-Konzentration in der BAL der Farmer geringer. Hieraus schlieen Sahlander und
Kollegen, dass eine chronische LPS-Exposition zu einer Veranderung der Immunantwort fuhrt und
ein ,Verbrauch® von sCD14 durch Bindung mit LPS stattfindet, wodurch die erniedrigten gemesse-

nen sCD14-Konzenrationen zustande kommen kdnnten (127).

Generell ist durch zahlreiche Studien belegt, dass eine reduzierte Lungenfunktion mit erhéhten Ent-
ziindungsparametern wie IL-6, CRP und Fibrinogen im Serum einhergeht (37). Eine Untersuchung
der Lungenfunktion und dem sCD14- Serumspiegel wurde jedoch erstmals von Levan und Kollegen
durchgefiuhrt, welche bei Farmarbeitern mit COPD-Erkrankung eine negative Korrelation dieser Pa-

rameter feststellten. So fanden sie bei niedrigen FEV1/VC Werte erhdhte sCD14-Werte im Serum
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(128). Diese Ergebnisse konnten wir in unseren Beobachtungen nicht bestatigen, jedoch wurde bei
Levan et al. ein eingeschranktes Kollektiv an ménnlichen Landarbeitern untersucht, welche téglich
einer gewissen LPS-Exposition in organischen Stauben ausgesetzt sind. Es erfolgte keine Messung
des aktuellen LPS-Serumwertes. Dies kdnnte in lhrem Fall eine akute Hochregulation des sCD14-
Spiegels durch mogliche hohe LPS-Spiegel erklaren. In unserem Kollektiv waren zum Messzeit-
punkt bei 60% der Studienteilnehmer keine und ansonsten sehr geringe LPS-Konzentrationen im
Serum nachweisbar. Man kann also davon ausgehen, dass keine aktive Stimulation der CD14-

Synthese stattfand.

Bisher wurde der sCD14-Wert zudem hauptséachlich in Bezug auf akute pulmonale Geschehen wie
beim acute-respiratory-distress-syndrom (ARDS) gemessen, wobei er sich hier in der BAL erhoht
zeigte (129). Auch in akuten inflammatorischen Prozessen, wie sie im Rahmen einer Pneumonie
auftreten, wurden bei schweren Verlaufen héhere sCD14-Werte im Serum beobachtet als bei weni-
ger schweren. Hierbei wurde sCD14 zudem als vielversprechender Marker im Zusammenhang mit

der Schwere und dem Outcome von ambulant erworbenen Pneumonien bewertet (130).

Ebenso beschreiben Marcos und Kollegen sCD14 als potenten Biomarker zur Erkennung von bakte-
riellen Infekten der Lunge. So wiesen sie signifikant hohere sCD14-Werte im Serum bei Kindern mit
Pneumonie im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe nach. Zudem zeigten sie, dass Kinder mit
Zystischer Fibrose, dessen Lungen h&ufig chronisch bakteriell besiedelt sind, tberraschenderweise
vergleichbare sCD14-Werte wie die gesunde Kontrollgruppe aufwiesen (131).

Diese Beobachtung passt wiederum zu unseren Ergebnissen, dass bei langjahrigen Krankheitsver-
laufen und chronischen Entziindungsgeschehen mit einer Abnahme des sCD14-Spiegel zu rechnen
ist. Dazu wiirde passen, dass wir bei erhhtem Residualvolumen und folglich Uberblahung der Lun-
ge im Rahmen der COPD, signifikant niedrigere sCD14-Spiegel fanden. Es konnte bereits nachge-
wiesen werden, dass chronische LPS-Exposition Uber apoptotische Prozesse zu Strukturverande-
rungen des Lungengewebes flhren kann, insbesondere zum Emphysem (132). Dieser Weg wird
dabei Uber den TLR4-Rezeptor des Lungengewebes vermittelt, welcher maRgeblich fir das Gleich-

gewicht von Sauerstoffradikalen sowie Antioxidantien als auch Proteasen verantwortlich ist (133).

Ein erhohter Spiegel an Proteasen wiederum kann ebenso zu niedrigeren sCD14-Spiegeln fuhren.
Der vollstandige Mechanismus hinter dieser Annahme ist jedoch bisher ungeklart, allerdings konn-
ten LeBarillec et al. als Erste zeigen, dass eine durch neutrophile Granulozyten freigesetzte Serin-
Protease, die humane Leukozyten Elastase (HLE), mCD14 in vitro proteolytisch zersetzt. Dadurch
sei die durch mCD14-vermittelte TNFa-Produktion nach LPS-Exposition verringert. Dies treffe je-
doch nur bei niedrigen LPS-Dosen zu. Bei hdherer LPS-Konzentration sei die TNFa-Produktion Gber
CD14-unabhangige Wege wie beispielsweise Uber den Oberflachenrezeptor L-Selektin gesichert.
Die abgeldsten mCD14-Anteile wiederum seien in derart kleine Fragmente zersetzt, dass sie im

extrazellularen Raum nicht durch ELISA-Methoden detektierbar waren (134)

Ein vermehrtes Auftreten von neutrophilen Granulozyten in der Lunge ist auch in der Pathogenese

von COPD-Patienten bekannt, somit kdnnte dies auch eine Erklarung unserer Messergebnisse dar-
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stellen. Aufgrund der Zersetzung von mCD14 auf Makrophagen/ Monozyten durch vermehrte
Proteasen in kleine Fragmente ist der Freisetzungsweg von sCD14 durch Abspaltung von mCD14

verringert und daher der Wert im Serum vermindert.

Unsere Untersuchungen konnten zeigen, dass Probanden mit fortgeschrittener COPD im Rahmen
der ABCD-Klassifikation in Gruppe D erhdhte LPS-Werte aufwiesen im Vergleich zu Probanden der
Gruppe ABC. Bisher wurde hauptsachlich der Einfluss von inhalativem LPS auf die Lungenfunkti-
onswerte und als Ausléser flr akute Exazerbationen untersucht (135). Nach unserem Wissen liegen
zum aktuellen Zeitpunkt keine Studien vor, welche LPS als Biomarker im Serum von COPD-
Patienten bewerten. Ob LPS im Serum dauerhaft valide erhdht ist bei fortgeschrittenen Stadien der
stabilen COPD, muss Gegenstand zukunftiger Forschungen sein. Hierbei sollte vor allem auf eine

ausgeglichene Untersuchungskohorte bezlglich der Krankheitsstadien geachtet werden.

Wir konnten erstaunlicherweise keine signifikante Korrelation zwischen dem sCD14-Wert und der
LPS-Konzentration trotz bekannter Interaktion nachweisen, jedoch war bei der Mehrzahl unserer
Probanden im stabilen Zustand kein LPS im Serum nachweisbar. Im Rahmen der PULMOHOM-
Studie konnte bereits gezeigt werden, dass im Rahmen der akuten Exazerbation der LPS-Spiegel
signifikant hoher ist, als bei stabilen COPD Patienten.

Insgesamt mussten zur endgultigen Beurteilung zwischen COPD-Grad und sCD14-Spiegel weitere
Studien mit einem Patientenkollektiv erfolgen, in welchem eine gleichméRige Prasenz der GOLD-
Stadien vorliegt. Eine Schwéache unserer Studie ist, dass hauptsachlich Probanden der GOLD-Stufe

4 eingeschlossen wurden.

Neben der Messung von sCD14 und LPS im Serum ware es zudem interessant, die Konzentration
von sCD14 und LPS zeitgleich in der BAL zu bestimmen, um zwischen systemischen und lokalen

Effekten zu unterscheiden.

5.5 Probanden mit haufiger Exazerbationsrate zeigen verringerte sCD14
Spiegel

Eine der Haupterkenntnisse unserer Studie liegt darin, dass COPD-Patienten, die haufiger Exazer-

bationen in den letzten zwolf Monaten erfahren hatten, signifikant geringere sCD14-Konzentrationen

zeigten als COPD-Patienten, die wenige bis keine Exazerbationen hatten.

Eine mdgliche Ursache dafir kdnnte in der Hypothese liegen, dass durch anhaltende LPS Expositi-
on eine so genannte LPS-Toleranz eintritt, welche zu einer geminderten Immunantwort tiber mCD14

und folglich zu verminderten TNFa-Spiegeln fuhrt.

So konnten Matic und Kollegen bereits 1991 zeigen, dass isolierte Monozyten in vitro nach 24-
stindiger LPS-Exposition bei erneuter LPS-Gabe geringere Mengen an TNFa ausschiitteten als

Monozyten, welche einmalig mit LPS stimuliert wurden (135).
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Labeta et al. untersuchten 1993 die Rolle von CD14 bei der Entstehung der LPS-Toleranz. Sie
inkubierten Monozyten der Zelllinie Mono-Mac-6 jeweils mit hohen, mittleren und niedrigen LPS-
Dosen uber 48 Stunden und mafRen im Anschluss nach erneuter LPS-Exposition die TNFa-
Ausschittung. Dabei konnten sie zum einen ebenfalls nachweisen, dass nach 48 stindiger LPS-
Inkubation von Mono-Mac-6 Zellen eine weitere Stimulation mit LPS insgesamt zu einer verringerten
TNFa-Ausschittung fuhrte. Dabei reagierten jedoch die in niedrigen LPS-Dosen inkubierten Mono-
Mac-6-Zellen mit der hdchsten TNFa-Ausschittung im Vergleich zu den Zellen, welche in mittlerer

oder hoher LPS-Dosis inkubiert worden waren.

Zum anderen konnten sie in Bezug auf die CD14-Oberflachenexpression der Mono Mac-6-Zellen,

welche in den drei verschiedenen LPS-Medien inkubiert worden waren, folgendes nachweisen:

Anfangs stieg die CD14-Oberflachenexpression abhéangig vom LPS-Gehalt im Serum proportional
an. Dann fielen die Werte nach flnf weiteren Tagen wieder bis auf den Ausgangswert. In allen Me-
dien hatten sich dann fur drei weitere Tage die CD-14-Expressionen nicht unterschieden, jedoch
zeigte sich am achten Kulturtag eine Umkehrung der Anfangssituation. Mono-Mac-6-Zellen aus dem
Medium mit hohem LPS-Gehalt zeigten die niedrigste mCD14-Expression und auch sCD14-
Synthese, wohingegen die Zellen aus dem Medium mit niedrigem LPS-Gehalt die héchsten CD14-
Expressionen und sCD14-Freisetzung zeigten. Diese ,Desensibilisierung® der Makrophagen auf
LPS konnte nur durch CD14-blockierende Antikérper aufgehoben werden, was die entscheidende
Rolle von CD14 bei der Entwicklung der Toleranz gegeniiber LPS zeige (136).

Unsere Ergebnisse konnten leider keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem LPS-Spiegel
und dem sCD14-Spiegel nachweisen, jedoch malRen wir nur einen einzelnen LPS-Wert zu einem
Zeitpunkt. Probanden, die anamnestisch haufige Exazerbationen in den letzten 12 Monaten erfahren
hatten, kdnnten durch haufige hohe LPS-Spiegel bei Atemwegsinfektionen ebenfalls eine ,Immunto-
leranz“ gegeniiber LPS entwickelt haben. Dies stellt sich folglich in einer erniedrigten CD14-

Exprimierung und einem niedrigerem sCD14-Serumspiegel dar.

Eine weitere Erklarung fir den Zusammenhang zwischen Exazerbationsanfalligkeit und sCD14-
Spiegel konnte auch die Schltsselrolle von CD14 im Rahmen der Apoptose geben. CD14 nimmt
hierbei verschiedene Funktionen ein, auf der einen Seite als Oberflachenmarker von apoptotischen
Zellen, welche durch Downregulation von mCD14 die Apoptose initiieren, auf der anderen Seite in
der Erkennung von anderen apoptotischen Zellen und deren Phaozytose. Alveolarmakrophagen von
COPD-Patienten exprimieren weniger pro apoptotische Oberflachenrezeptoren wie CD14, wodurch
eine gestorte Efferocytose resultiert (137). Dies wiederum konnte zu einer sekundéren Nekrose fih-
ren, wodurch die Entziindungssituation der COPD-Patienten zusatzlich verschlimmert wirde (138).
Eine erhthte Neigung zu Entziindungsgeschehen, auch unabhéngig von LPS, wére die Folge. Hier-
bei kénnte ein erniedrigter sCD14-Serumspiegel die eingeschrankte ,Clearance“-Funktion des Or-

ganismus anzeigen.

Zudem konnte die Anfélligkeit gegeniber Exazerbation bei niedrigem sCD14-Serumspiegel durch

die immunmodulierende Funktion von sCD14 erklart werden. So kann sCD14 durch Bindung von
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LPS an Lipoproteine die LPS-Immunantwort der Monozyten verringern und dadurch einen
antiinflammatorischen Effekt bewirken. Ein erniedrigter sCD14-Spiegel auf lokaler Ebene wirde laut
Kitchens und Kollegen dadurch positiv die Entziindungskaskade begunstigen, systemisch wirde ein

erhodhter Spiegel von sCD14 den Kdrper vor einer Gberschielenden Immunantwort schiitzen (85).

Es ist hierbei fraglich, ob der niedrige sCD14-Spiegel im Serum auch einen niedrigen sCD14 Spie-
gel in der Lunge bedeutet oder ob es zu einer Umverteilung wahrend der Infektion kommt. Laut Mar-
tin und Kollegen gelangt sCD14 entweder bei erhdhter entziindlicher Membranpermeabilitat durch
Einstrom aus dem Serum in die Lunge oder durch Abspaltung von der Membran von
Alveolarmakrophagen (139). Im Rahmen von Pneumonien bei Kindern konnte bereits nachgewiesen
werden, dass die Menge von sCD14 in der BAL mit der im Serum der Kinder im akuten Entzin-
dungsgeschehen korreliert (140). Um dies bei COPD-Patienten zu untersuchen, misste neben der

Serumuntersuchung ebenfalls eine Bronchoskopie mit BAL erfolgen.

Ein weiterer Grund, der die Anfalligkeit gegentber Infektionen bei manchen COPD-Patienten eben-
falls erklaren konnte, wurde bei Kindern mit der chronischen Lungenerkrankung Cystischer Fibrose
(CF) durch Martin et al. nachgewiesen. Hierbei infizierten sich solche Kinder, die einen gewissen
Polymorphismus im CD14-Promotergen und dadurch niedrigere sCD14-Spiegel aufwiesen, friher
mit dem Keim Pseudomonas aeruginosa. Sie gehen daher von einem genetisch bedingten erhdhten
Risiko gegeniber Infektionen bei Kindern mit CF und Genotyp CD14 -159CC aus (139).

Die nach unserem Wissen bisher einzige Studie, die einen Zusammenhang zwischen dem CD14-
Promotergen und COPD untersuchte, wurde durch Haibou und Kollegen durchgefiihrt. Sie konnte
nachweisen, dass der jeweilige CD14- Genotyp der Person Auswirkung auf die Ergebnisse in der
Lungenfunktion hat. So war der CD14-159TT-Genotyp bei moderatem Rauchverhalten mit schlech-
teren Lungenfunktionen assoziiert. Jedoch bestimmten sie weder sCD14 im Serum oder in der BAL
(141). Es bedarf folglich zuklnftig weiterer Forschungen bei COPD-Patienten, welche die Auswir-
kungen des Genotyps auf die CD14-Expression und die dadurch entstehende mogliche Anfalligkeit

gegenuber Infektionen untersuchen.

Letztendlich kdnnten sich die durch uns nachgewiesenen niedrigen sCD14-Spiegel bei Probanden
mit haufigen Exazerbationen in den letzten 12 Monaten auch durch Verbrauch des Proteins erkla-
ren. Jedoch ist dies bisher eher im Rahmen von sehr akuten Geschehnissen wie in den ersten
Stunden nach groRRer abdominaler Chirurgie oder kurz nach erfolgtem Polytrauma gezeigt worden
(142,143). Es konnte jedoch auch eine Umverteilung und Translokation des sCD14 aus der Periphe-
rie in die Lunge vorliegen, welches durch invasivere Verfahren wie die BAL bestatigt werden muss-

te.

Es sollte Gegenstand weiterer Forschung sein, welche Rolle sCD14 genau im Rahmen der Exazer-
bation spielt. Hierbei musste auch untersucht werden, ob der sCD14-Spiegel der anfélligen COPD-
Patienten in der akuten Exazerbation im Serum angemessen ansteigt. Eine Schwéche unserer Stu-
die ist neben dem kleinen Patientenkollektiv zudem, dass die Exazerbationsanzahl anamnestisch

erfragt wurde. Zuklnftig sollten eventuell nur sicher dokumentierte Arzt- oder Krankenhauseinwei-
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sungen mit Exazerbation bertcksichtigt werden, um die Ergebnisse nicht zu verfalschen. Zudem
musste genauer dokumentiert werden, wann das letzte Exazerbationsereignis stattgefunden hat, um

besser einschéatzen zu kénnen, ob ein kirzlicher ,Verbrauch® als plausible Erklarung dienen kann.

60



Schlusswort

6 Schlusswort

In der von uns durchgefiihrten PULMOHOM-Studie untersuchten wir unter Einschluss von 56 Pati-
enten mit COPD-Erkrankung zum ersten Mal den Einfluss des sCD14-Serumspiegels von COPD-
Patienten auf klinische Parameter. Wir konnten zum einen zeigen, dass der sCD14-Spiegel signifi-
kant positiv mit dem Lebensalter korreliert. Zum anderen konnten wir nachweisen, dass COPD-
Patienten mit Diabetes mellitus signifikant h6here sCD14-Spiegel aufwiesen, als COPD-Patienten
ohne Diabetes mellitus.

Hierbei bedarf es vor allem weiterer Forschung im Bereich der ,chronischen systemischen Entzin-
dung®, bei welcher sCD14 eine Rolle in der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen wie Diabetes
mellitus und COPD einnehmen kdnnte. Das metabolische Syndrom wird unabhéngig vom Rauch-
verhalten mit einer Pravalenz von 30% unter COPD-Patienten angegeben (144). Inwiefern ein er-
hohter sCD14-Spiegel die gemeinsame Entstehung dieser beiden Erkrankungen triggert sollte Ge-

genstand weiterer Forschung sein.

AuBerdem konnten wir erstmalig nachweisen, dass sCD14 bei Probanden, die haufiger
exazerbieren, signifikant erniedrigt ist. sSCD14 kodnnte folglich als vielversprechender Biomarker flr
die Anfalligkeit eines COPD-Erkrankten gegentiber Exazerbationen dienen. Es ist ratsam die Validi-
tat des Biomarkers flachendeckend in weiteren Studien mit longitudinalem Design und gréfl3eren
Kohorten (ber mehrere Jahre zu Uberprifen. Zudem sollte die Erhebung der
Exazerbationsanamnese besser objektiviert werden, indem nur arztlich dokumentierte Exazerbatio-
nen eingeschlossen werden. Ebenfalls ware es interessant durch ein Sputum oder eine BAL zeit-
gleich den sCD14 Spiegel in der Lunge zu erheben, um Daten Uber die lokale Regulation der Im-

munabwehr zu erfassen und die Pathomechanismen letztendlich besser zu verstehen.

Konkret kénnten dann COPD-Patienten, deren CD14-Spiegel erniedrigt sind, engmaschiger tber-
wacht werden, um das Ereignis einer Exazerbation zu verhindern. Es ware hierbei auch spannend in
naher Zukunft eventuelle Therapiemdglichkeiten zu untersuchen, welche beispielweise die Entwick-
lung der Immuntoleranz gegeniber LPS verhindern und damit eine effektive Immunantwort der Pati-

enten ermdglichen.
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