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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)

1.1.1 Definition:

Mit der chronisch obstruktiven Lungenkrankheit (COPD) wird eine haufige, vermeid-
bare und behandelbare Erkrankung beschrieben, welche sich durch eine andauern-
de, fur gewohnlich fortschreitende Atemflussbehinderung auszeichnet. Die ,Global
Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD)“ wurde 1997 -in Zusammen-
arbeit mit dem National Heart, Lung, and Blood Institute, den National Institutes of
Health sowie der Weltgesundheitsorganisation (WHO)- initiiert mit dem Ziel der Stei-
gerung der Bekanntheit sowie Verbesserung von Pravention und Therapie der COPD
(www.goldcopd.org).

Patienten mit COPD zeigen charakteristische Symptome, welche die Leistungsfahig-
keit und die Lebensqualitat der Patienten deutlich beeintrachtigen kdnnen. Am hau-
figsten wurde bei etwa % der Patienten Uber Atemnot sowie in einer weiteren Studie
Auswurf berichtet, neben haufig genannten Beschwerden wie chronischer Husten,
Giemen sowie ein Engegefuhl in der Brust (“chest tightness®). Die Beschwerden wer-
den meist morgens als starker empfunden. Zudem wurde von mehr als 60% der Pa-
tienten eine saisonale Variabilitat der respiratorischen Symptome berichtet[1, 2].

Die Erkrankung ist mit einer chronisch entzundlichen Immunantwort in der Lunge und
den Atemwegen auf schadliche Partikel oder Gase vergesellschaftet. Zur Schwere
der Erkrankung des jeweiligen Patienten tragen Exazerbationen und Komorbiditaten
bei (Update der GOLD-Empfehlungen 2014).

Die im Volksmund oftmals als Raucherlunge bezeichnete Erkrankung wird falschli-
cherweise oft mit dem Lungenemphysem oder der chronischen Bronchitis gleichge-
setzt. Diesbezuglich gilt, dass der Begriff des Emphysems eine reine Beschreibung
einer Uberblahung der Lunge ist (die auch bei anderen Erkrankungen auftreten kann)
und die chronische Bronchitis fur die COPD keinesfalls spezifisch ist, da diese auch
bei Rauchern und Nichtrauchern ohne Atemwegsobstruktion auftreten kann.
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1.1.2 Diagnosestellung und Schweregrad

Das fur die Diagnosestellung der COPD notwendige Kriterium ist der anhaltend ein-
geschrankte Tiffeneau-Wert, der Quotient aus FEV1 (forciertes Exspirationsvolumen
der ersten Sekunde) und VC (Vitalkapazitat) in Zusammenschau mit einer typischen
Anamnese (ein eingeschrankter Tiffeneau-Index kann auch bei einem schweren
Asthma bronchiale auftreten). Ein gemessener Tiffeneau-Wert — auch nach Einnah-
me eines Bronchodilatators - von weniger als 0.7 bestatigt die COPD-Diagnose,
wenngleich dies mit der aktuellen Empfehlung beziglich der Definition der Atem-
wegsobstruktion kollidiert. Quanjer et al. definieren den Tiffeneau-Grenzwert als LLN
(lower limit of normal), welches abhangig ist von Alter, Geschlecht, Kérpergroe und
Ethnizitat. Aus Grinden der Praktikabilitdt wird aber weiterhin der generelle Grenz-

wert von 0.7 seitens der GOLD-Autoren empfohlen.[3]

Beziglich des Schweregrads der COPD wird Ublicherweise die alte spirometrische

GOLD-Einteilung oder die neue multifaktorielle (mehrdimensionale) GOLD-Einteilung
(2014) verwendet.

GOLD 1 (leicht) FEV,/FVC < 70% FEV1 2 80%
GOLD 2 (mittel) FEV./FVC <« 70% 50% < FEV1 « 80%
GOLD 3 (schwer) FEV./FVC < 70% 30% < FEV1 « 50%
GOLD 4 (sehr schwer) FEV./FVC < 70% FEV1 < 30%

Tab. 1.1 Schweregradeinteilung der COPD mittels FEV1-Werten(% vom Soll) nach GOLD 2004.

* Nach Gabe eines Bronchodilatators

Die zur Diagnosestellung der COPD bendtigten lungenfunktionellen Parameter, die
allein zur alten GOLD-Klassifikation genugten (Tab. 1.1), missen nicht zwingend mit
der vom Patienten berichteten individuellen Lebensqualitat sowie den Symptomen
des Patienten Ubereinstimmen[4]. Dies flhrte zu einer Erweiterung der GOLD-
Klassifikation (Update der GOLD-Empfehlungen 2011), die den Auspragungsgrad
der Symptome und die jahrliche Exazerbationshaufigkeit berticksichtigen (Abb. 1.1)
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Abb. 1.1 Schweregradeinteilung der COPD nach Lungenfunktion entsprechend der GOLD-
Klassifikation, CAT-Score, mMRC und Exazerbationsrisiko. Abbildung angefertigt in Anlehnung an
Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease. Global Strategy for the Diagnosis, Manage-
ment, and Prevention of COPD. Revised 2011.

Der mMRC-Fragebogen graduiert die Luftnot und erlaubt erganzend zur GOLD-
Klassifikation den Schweregrad der COPD zu bestimmen. Eine Korrelation zwischen
FEV1-Werten und mMRC-Score fand sich hierbei nicht[5]. Der mMRC-Score, alter-
nativ der COPD-Assessment Score (CAT) welcher die Einschatzung und Verlaufsbe-
urteilung der COPD ermdoglicht[6], soll in Kombination mit der jahrlichen Exazerba-
tionshaufigkeit und dem GOLD-Stadium die Einteilung der Patienten in die Gruppen
A-D eine genauere Prognose zulassen, prospektive Daten liegen jedoch noch nicht

Vor.

1.1.3 Epidemiologie und Risikofaktoren

Die COPD ist weltweit einer der Hauptursachen von steigender Mortalitat und Morbi-
ditat. 1990 war es die 6. haufigste Todesursache, 2000 die 4. haufigste und wird laut
WHO-Schatzungen voraussichtlich im Jahr 2020 die 3. haufigste Todesursache
weltweit sein[7]. Die Pravalenz der nach den alten spirometrischen Kriterien ermittel-
ten COPD-Stadien GOLD 2-4 betrug in eine weltweiten Studie durchschnittlich
10.1%I[8], mit grolRen geographischen Unterschieden; so variierte sie fur Frauen mit
GOLD-Stadium 2 von 5,1% in Guangzhou bis 16,7% in Kapstadt; fir Manner fanden
sich hohere Varianzen von 8,5% in Reykjavik bis 22,2% in Kapstadt[9].




EINLEITUNG

Der wichtigste Risikofaktor der COPD ist inhalatives Zigarettenrauchen; bis zu 25%
aller Raucher entwickeln in ihrem Leben eine COPD[10]. Fur die Progredienz der
Erkrankung sind ein niederer BMI (Body Mass Index) als auch das CT-
morphologische Ausmal} des Emphysems mit ausschlaggebend[11].

Neben dem klassischen Zigarettenrauchen fuhrt auch Tabakkonsum in Form von
Zigarren- oder Pfeife-Rauchen vermehrt zu COPD, aber weniger ausgepragt als bei
Zigarettenkonsum. Ein synergistischer Marijuanakonsum fuhrt ebenfalls vermehrt zu
COPD, wahrend dies nicht fur Marijuana allein gezeigt werden konnte[12].

Auch Passiv-Rauchen steigert das Risiko unter Nie-Rauchern an COPD zu erkran-
ken und ist bei starkerer Exposition (z.B. zu Hause und am Arbeitsplatz) sogar ver-
gleichbar mit leichtem Zigarettenkonsum, vor allem bei Jungeren[13].

In Entwicklungslandern ist zunehmend die Exposition gegenuber Innenraumschad-
stoffen (“indoor air pollution®) beim Heizen und Kochen durch die Verbrennung von
Biobrennstoffen fur die COPD-Entstehung verantwortlich[14, 15].

Auch die berufsbedingte Exposition gegenuber Rauch, Stduben und Gasen erhoht
das COPD-Risiko[16].

Der bekannteste genetische Risikofaktor fur COPD ist der hereditare a1-
Antitrypsinmangel, der bei bis zu 3% der COPD-Patienten vorliegt und in Kombinati-
on mit Rauchen das Risiko auf ein panlobulares Emphysem erhoht[17].

Auch wenn inhalatives Zigarettenrauchen der Hauptrisikofaktor fur COPD ist, waren
in Studien etwa %4 der COPD-Patienten im Stadium GOLD 2-4 Nieraucher[18].

Die sogenannten ,childhood disadvantage factors® (Asthma bei den Eltern oder in
der Kindheit, mutterliches Rauchen wahrend der Schwangerschaft, sowie gehaufte
Atemwegsinfektionen in der Kindheit) erhohen das COPD-Risiko [19, 20].

Arztlich diagnostiziertes Asthma flihrt zu einem deutlich hdheren Risiko im weiteren
Verlauf des Lebens an COPD zu erkranken[21]. Bislang ist jedoch unklar, inwieweit
es sich bei diesen Patienten wirklich um COPD handelt oder um eine schwere Form
von Asthma. Jungere Daten bestatigen jedenfalls, dass eine COPD nicht nur auf ei-
nen verstarkten Abfall der Lungenfunktion im Erwachsenenalter, sondern auch auf
dem Nichterreichen der maximalen Lungenfunktion im jungen Erwachsenenalter be-
ruhen kann[22].
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1.1.4 Pathologie und Pathophysiologie der COPD

Wesentliche Eckpfeiler der COPD-Pathophysiologie sind eine chronische Entzun-
dung der kleinen Atemwege und eine chronische, nur teilweise reversible Obstruktion
der Atemwege. Folge dieser chronischen Entzindung und Obstruktion der kleinen
Atemwege ist das Lungenemphysem, welches in unterschiedlicher Auspragung bei
Patienten mit COPD auftritt.

Chronische Entziindung und Immunmechanismen:

Brusselle et al. beschreiben die COPD als Ausdruck abnormal gesteigerter, entzind-
licher Immunreaktionen der Lungen auf toxische Partikel und Gase[23].
Charakteristikum dafur ist die Entwicklung einer chronischen Entzindung in den
Lungen als Folge einer Exposition gegenuber inhaliertem Zigarettenrauch, die bei
Rauchern ohne chronische Lungenkrankheit so nicht nachzuweisen ist. Verstarkend
tragen eine genetische Veranlagung und oxidativer Stress zur Entzindungsreaktion
bei [24]. Eine gestorte Immunregulation im Blut bei COPD-Patienten kann zu extra-
pulmonalen Manifestation der Erkrankung beitragen[25]. Inhalierte Schadstoffe wie
z.B. Zigarettenrauch treffen zunachst auf eine Epithelbarriere der Atemwege, welche
durch mukoziliare Clearance Schadstoffe aus der Lunge entfernen kann, unterstutzt
durch das angeborene und erworbene Immunsystem[26-28].

Die Immunregulation Iasst sich in ein angeborenes und ein erworbenes Immunsys-
tem einteilen.

Die Aktivierung angeborener Immunmechanismen erfolgt durch die Erkennung ver-
schiedener Mikroben, z.B. anhand verschiedener mikrobenspezifischer “Pathogen-
associated-molecular patterns® (PAMPs), durch “Pattern recognition receptors®
(PRRs) auf Alveolarmakrophagen, dendritischen Zellen und Epithelzellen. Zigaretten-
rauch aktiviert entweder direkt oder durch Verletzung von epithelialen Zellen, die
“‘Damage-associated molecular-patterns® (DAMPs) freisetzen, verschiedene PRRs.
Die DAMPs werden auch durch toxische Substanzen, oxidativen Stress, Infektionen
und Gewebshypoxie induziert.[29] Mit Fortschreiten der COPD zeigte sich eine signi-
fikant erhdhte Expression costimulatorischer Molekule durch die verschiedenen pul-
monalen dendritischen Zellen[30]. Diese verbinden angeborene und erworbene Im-
munmechanismen.

Bei COPD sind die CD8+ T-Zellen im Alveolarraum wie auch in den Atemwegen die
uberwiegenden T-Zellen. lhre Anzahl steigt mit dem Schweregrad der Atemwegsob-
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struktion und des Emphysems[31, 32]. Aktiviert setzen sie proteolytische Enzyme
frei, welche fur Zelltod infolge Apoptose oder Nekrose verantwortlich sind[33]. Auch
die CD4+-T-Zellen sind bei Rauchern mit COPD erhoht; Th1-Zellen bewirken durch
die Produktion von Interferon y eine Vermehrung entzindlicher Zellen in den Lungen,
Th17-Zellen  regulieren die  Gewebsentzindung durch Freisetzen von
Interleukinen[34, 35].

B-Zellen sind bei COPD in den grol3en Atemwegen erhoht, bei fortgeschrittenen Sta-
dien auch in Lymphfollikeln um die kleinen Atemwege[36] und im Lungenparenchym
nachweisbar[37]. Die Rolle der B-Zellen in der COPD-Pathogenese sind moglicher-
weise gegensatzlich, zum Einen konnen sie einer mikrobiellen Besiedlung entge-
genwirken, zum Anderen konne sie potenziell schadlich sein, im Sinne einer Auto-
immunreaktion gegen Lungengewebsantigene[32]. Gestutzt wird diese Annahme
durch den Nachweis verschiedener Autoantikorper bei COPD-Subgruppen, z.B. Anti-
Elastin-Antikorper[38], welcher jedoch von anderen Autoren nicht bestatigt werden
konnte[39]. Zudem existieren Hinweise, dass die pulmonalen Lymphfollikel bei
COPD-Patienten vermehrt B-Zellen-aktivierende Faktoren (“BAFF®) exprimieren,
welche in einer selbstverstarkenden Riickkopplung das Uberleben der B-Zellen so-
wie die Ausbreitung der Lymphfollikel fordern[40, 41].

Obstruktion der kleinen Atemwege

Der wesentliche Anteil der Atemwegsobstruktion wird in den so genannten kleinen
Atemwegen (kleiner 2 mm Durchmesser) generiert[42]. Es ist belegt, dass sich hier
strukturelle Veranderungen in den kleinen Atemwegen bei allen Rauchern finden,
unabhangig vom Vorliegen einer COPD[36, 43, 44]. Bei der COPD kommt es in den
kleinen Atemwegen zu einem Remodeling, welches sich durch eine Volumenzunah-
me des Gewebes der Atemwegswande, z.B. Epithel und glatte Muskulatur au-

Rert[36]. Dies fuhrt zu einer teilweise fixierter Obstruktion der Atemwege[45].

Lungenemphysem

Das Lungenemphysem ist zu einem Teil Folge der Obstruktions-bedingten Ausatem-
Behinderung (“air-trapping®), pathogenetisch kommen jedoch weitere Faktoren hinzu.
So kommt es auch zu einem Ungleichgewicht zwischen Proteasen und Anti-
Protease, welches zur Zerstérung und Uberbldhung des Lungenparenchyms beitragt.
Dabei wird die Extrazellularmatrix durch proteolytische Prozesse, infolge eines Uber-
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gewicht der Serin-Proteasen neutrophile Elastase und Proteinase 3, zerstort[46].
Letztere kdnnen auch per se zu einer Hypersekretion von Mukus fuhren[47]. Neben
angeborenem a1-Antitrypsinmangel (homo- oder heterozygot) kann auch die Inakti-
vierung endogener Antiproteasen infolge von Exposition zu Zigarettenrauch oder
Rauch von Biobrennstoffen zur entzindungsbedingten Emphysementwicklung fuh-
ren[48]. Chronische Rauchexposition stimuliert ebenfalls Alveolarmakrophagen und
den Einstrom vom Neutrophilen in die Lunge sowie von CD8+-T-Zellen. Diese set-
zen neben oben genannten Proteasen auch die Matrix Metalloproteinasen 9 und 12
(MMPs) und Kathepsine frei, die sich gegenseitig verstarken konnen. MMPs sind zu-
dem in der Lage a1-Antitrypsin direkt abzubauen[49]. Funktionell wird zuletzt wegen
des entstandenen Lungenemphysems der maximale Ausatemstrom durch die verrin-

gerte elastische Ruckstellkraft der Lunge weiter reduziert [50].

1.2 Systemische Erkrankung und systemische Biomarker

Patienten mit fortgeschrittener COPD zeigen haufig verschiedene Komorbiditaten,
die fur ihre Prognose und Belastbarkeit im Alltag wichtig sind[51]. So ist ein einge-
schrankter FEV1-Wert bereits ein unabhangiger Risikofaktor fur einen Myokardin-
farkt, unabhangig von Alter, Geschlecht und Zigarettenkonsum[52]. Patienten mit
einer COPD im spirometrischen Stadium GOLD 3-4 zeigten ein deutlich erhohtes
Risiko fur Diabetes und kardiovaskulare Erkrankungen[53]. Ein gehauftes Auftreten
von Osteoporose oder Osteopenie wurde in nahezu 70% bei einer von Jorgensen
untersuchten COPD-Population nachgewiesen, wobei eine Glukokortikoidtherapie
hierfur nicht allein als verantwortlich gesehen wurde[54]. Eine muskulare Schwache,
insbesondere aufgrund der Atrophie der Skelettmuskelfasertypen Ila/llb[55], findet
sich ebenfalls gehauft bei der COPD. Das sogenannte “Muscle Wasting“ hat Auswir-
kungen auf die Lungenfunktion, Alltagsbelastbarkeit und Mortalitat[56]. Bei fortge-
schrittener COPD findet sich in 17-33% der Falle eine Anamie, wahrend eine hypo-
xamisch bedingte Polyzythamie sich nur in 6% findet.[57-59]. In klinisch stabilen
COPD-Patienten zeigt sich in 19-42% der Falle eine behandlungsbedurftige Depres-
sion, depressive Symptome sogar bei bis zu 80% aller COPD-Patienten[60, 61].

Dieses zusatzliche Auftreten extra-pulmonaler Erkrankungen bei COPD Iasst sich
teilweise als Ausdruck eines systemischen Enzindungsprozesses deuten. Auch wa-

re ein Ubertreten der in der Lunge ablaufenden pathologischen Prozesse auf die an-
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deren Organe denkbar.[62, 63] Hinweise fur derartig systemische Entzundungen sind
erhohte Werte fur Zytokine, Akute-Phase-Proteine und Leukozyten, welche bereits
2003, 2004 und 2007 an kleinen Patientenpopulationen beschrieben wurden [62, 64,
65]. 2012 wurde diese Hinweise durch eine gro3e Studie an mehr als 1700 COPD-
Patienten- die in die ECLIPSE-Studie[66] eingeschlossen waren- durch Agusti et al
bestatigt. Er zeigte bei einem Groldteil der COPD-Patienten signifikant erhohte, sys-
temischer Biomarker wie z.B. Leukozyten, CRP, IL-6, IL-8, Fibrinogen und TNF- a.
Zirka 1/3 der untersuchten Patienten zeigten keine erhohten Werte. Patienten mit
konstant erhdhten, systemischen Entzindungswerten zeigen unabhangig von der
Lungenfunktion eine erhdhte Mortalitat und Exazerbationshaufigkeit[67].

Eine Analyse von 92 verschiedenen Biomarkern im Serum von COPD-Patienten
zeigte BDNF (brain-derived neurotrophic factor) neben dem CDA40-Liganden und
EGF (epidermal growth factor) als eines der drei am starksten Uberexprimierten Pro-
teine[68]. 2007 zeigte eine Studie von Pinto-Plata et al., dass BDNF in einem Panel
von 24 Biomarkern bei COPD-Patienten am starksten mit einer reduzierten FEV1
korrelierte[69]. Eine systematische Untersuchung zur Regulation von BDNF bei der
COPD fehlte jedoch bislang.

1.3 BDNF bei obstruktiven Atemwegserkrankungen

Der Begriff Neurotrophin bezeichnet eine Gruppe von strukturell ahnlichen dimeren
Proteinen, welche wesentliche regulatorische Funktionen im Rahmen von neurona-
len Wachstums- und Uberlebensprozessen wahrend der Embryogenese, aber auch
im adulten Organismus ausuben[70]. Zur Gruppe der Neurotrophine gehoren bislang
neben BDNF der Nerve growth factor (NGF), Neurotrophin 3 und Neurotrophin 4/5
sowie NT-6 und NT-7[71]. Neurotrophine lassen sich auch in unterschiedlichen Struk-
turen des Respirationstraktes nachweisen, wie z.B. im Bronchialepithel, in der glatten
Muskulatur, im Gefallendothel und in Fibroblasten[72, 73].

Die Bedeutung des Neurotrophins BDNF in der Pathogenese des Asthma bronchia-
les und unterer Atemwegsinfektionen wurde bereits von Lommatzsch und Kollegen
nachgewiesen. BDNF ist ein bedeutsamer Mediator bei der verstarkten neuronalen
Reagibilitat der Atemwege[74]. BDNF wird physiologischerweise in den glatten Mus-
kelzellen der Atemwege sowie im Epithel der Atemwege exprimiert[72, 75]. Eine ver-
starkte BDNF-Sekretion fuhrt zu bronchialer Hyperreagibilitat in Asthma-
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Modellen[76]. Die systemischen BDNF-Spiegel korrelieren mit dem Ausmal} der
bronchialen Hyperreagibilitat bei Asthma[77-79]. Bei Patienten mit allergischem
Asthma bronchiale fanden sich im Serum und im Plasma erhohte BDNF-
Konzentrationen, verglichen mit einer gesunden Kontrollgruppe. Zudem korrelierten
sie mit dem Ausmal’ der Atemwegsobstruktion und der bronchialen Hyperreagibilitat.
Far TGF-B1, welches wie BDNF in den a-Granula der Thrombozyten gespeichert
wird, fand sich kein signifikanter Unterschied der Konzentrationen zwischen Patien-

ten mit Asthma und Kontrollen[79].

Die Thrombozyten stellen groRe Speicher fur BDNF dar, welches aktiv aufgenommen
und in den alpha-Granula gespeichert wird[80, 81]. Zudem spielen die Thrombozyten
bei Asthma-typischen Veranderungen wie bronchialer Hyperreagbilitdt, Bronchokon-
striktion, Atemwegsentzindung sowie Atemwegsremodeling eine aktive Rolle[82].
Ursache der deutlichen Differenz zwischen hohen BDNF-Serumkonzentrationen und
niedrigen BDNF-Plasmakonzentrationen ist die Degranulation der Thrombozyten im
Rahmen der Serumentstehung[80, 81].

Neben dem Neurotrophin BDNF wird auch TGF-1 in Thrombozyten gespeichert[83],
welches unter anderem fur die Pathogenese von Fibrosierungen und Gewebsum-

bauprozessen eine Rolle spielt[84, 85].

Fragestellung

BDNF ist ein wichtiger systemischer Biomarker bei Patienten mit Asthma, der mit
dem Ausmaly der Atemwegsdysfunktion korreliert. Obwohl es auch bei der COPD
erste Hinweise auf eine systemische Erhohung von BDNF aus Chip-basierten Scree-
ning-Untersuchungen gibt, ist die genaue Regulation von BDNF und der Bezug zur
Erkrankungsschwere bislang unbekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, erstmals die genaue Regulation von
systemischem BDNF bei Patienten mit stabiler COPD zu erforschen.
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1l MATERIAL UND METHODEN

2.1 Ein- und Ausschlusskriterien der Studie
Es wurden Patienten rekrutiert, die sich im Zuge einer elektiven Rehabilitationsmal3-
nahme in der Allergie- und Asthmaklinik Bad Lippspringe und der Klinik Martinusquel-
le Bad Lippspringe befanden.
Rekrutierungskriterien waren:

1. Alter mindestens 18 Jahre

2. Die durch einen Arzt gestellte Diagnose einer COPD

Patienten, die die Rekrutierungskriterien erflllt haben, wurden nach ausfuhrlicher
Anamnese und korperlicher Untersuchung in der Lungenfunktionsabteilung der Aller-
gie- und Asthmaklinik Bad Lippspringe einer Bodyplethysmographie unterzogen.

Des Weiteren wurden folgende Parameter erfasst:

Korpergrofle, Korpergewicht, Body-Mass-Index, Raucherstatus (pack years), Alter,
Allergien, jegliche Begleiterkrankungen sowie die aktuelle Medikation.

Nach Rekrutierung galten als Einschlusskriterium:
1. FEV1/VC < 70% nach Inhalation eines kurzwirksamen Bronchodilatators
2. Ein Anstieg der FEV1 von < 15% nach Inhalation eines kurzwirksamen Bron-
chodilatators
3. Abstand zum letzten Prednisolonstold von mindestens 4 Wochen

Ausschlusskriterien waren:
1. Jegliche maligne Erkrankungen
2. Zeichen einer akuten Infektion
3. Zeichen einer akuten Exazerbation der COPD
4. Einnahme von Thienopyridinen (Clopidogrel, Prasugrel)

Fur die Kontrollgruppe wurden ebenfalls Patienten rekrutiert, welche sich in elektiven
RehabilitationsmalRnahmen befanden, und &hnliche Begleiterkrankungen zeigten.
Exemplarisch hierfur seien arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus Typ 2, kardiale
Erkrankungen sowie Adipositas genannt. Es durften keine COPD sowie andere

Atemwegserkrankungen vorhanden sein. In Anbetracht der Raucheranamnese der
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COPD-Patienten wurde als Rekrutierungskriterium fur die Kontrollgruppe eine Min-
destanzahl von 20 pack years vorausgesetzt. Wie bei der COPD-Gruppe fuhrte eine
Einnahme von Thienopyridinen zum Studienausschluss.
Zusammengefasst die Einschlusskriterien der Kontroll-Gruppe:

1. Alter mindestens 18 Jahre

2. Pack years > 20

3. Ahnliche Begleiterkrankungen wie in der COPD-Gruppe z.B. kardiovaskulare

Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ 2, Adipositas.

Ausschlusskriterien:
1. Einnahme von Thienopyridinen
2. Jegliche malignen Erkrankungen
3. Zeichen einer akuten Infektion
4. Weitere akute wie chronische Atemwegserkrankungen sowie ein FEV1/VC <
70%
5. Systemische Autoimmunerkrankungen

2.2 Studiendesign

Bei Vorliegen aller Rekrutierungs- und Einschlusskriterien und Nichtvorliegen samtli-
cher Ausschlusskriterien wurde den Patienten mittels eines Aufklarungsbogens (Ab-
bildung 2.1) und im Gesprach Inhalt und Durchfuhrung der Studie erlautert. Nach
Unterzeichnung der Aufklarung sowie der Einverstandniserklarung (Abbildung 2.2)
wurden die Patienten in die Studie eingeschlossen. Am Studientag erfolgte nochmal
eine kurze Anamnese und korperliche Untersuchung. Eine Rucktritt von der Studie
war jederzeit ohne Angabe von Grunden moglich. Die Studie wurde im Vorfeld der
Untersuchungen durch die Ethikkommission an der Medizinischen Fakultat der Uni-

versitat Rostock gepruft und ohne Einwande zugelassen.
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Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

die Untersuchungen dieser Studie erfolgen im Rahmen von Forschungsarbeiten Uber sogenannte Neu-
rotrophine, Nervenwachstumsfaktoren, die Bestandteile sowohl des Immunsystems als auch des zent-
ralen und peripheren Nervensystems darstellen. Die Studie soll erforschen, ob diese EiweiBe bei Pati-
enten mit einer Chronisch — obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) im Vergleich zu Gesunden verén-
dert sind. Die Ergebnisse dieser Studie kdnnten in Zukunft zur Entwicklung neuer Therapieverfahren
der Erkrankung beitragen.

Die Studie wird von zwei Arzten (Dr. Paul Stoll und Priv.-Doz. Dr. Marek Lommatzsch) sowie einem
Doktoranden der Medizin (Herr Urs Wiirtemberger) betreut. Sie beinhaltet eine einmalige Untersu-
chung fiir einen Zeitraum von etwa 60 Minuten. Die Studie besteht aus den beiden Teilen einer veno-
sen Blutentnahme und einer Lungenfunktionsuntersuchung (,,Bodyplethysmographie™). Alle Untersu-
chungen stellen Routineverfahren in pneumologischen Abteilungen dar. Die Blutentnahme beinhaltet
die einmalige vendse Punktion und die Enthahme von etwa 25 ml Blut zur Analytik des Blutbildes und
der oben genannten Nervenwachstumsfaktoren. Bei der Lungenfunktionsuntersuchung werden Sie
gebeten, in einer Plexiglas-Kammer bestimmte Atemmandéver durchzufiihren. Durch diese Untersu-
chung kann festgestellt werden, welche Leistungsfahigkeit Ihre Lunge besitzt. Die Lungenfunktionsun-
tersuchung dauert etwa 10 Minuten. Samtliche wahrend der Studie erhobenen Daten werden selbst-
verstandlich streng vertraulich behandelt. Die gewonnenen Informationen unterliegen der arztlichen
Schweigepflicht. Ein Ricktritt von Ihrer Einverstandniserkldarung zur Teilnahme an der Studie kann
jederzeit und ohne Angabe von Griinden erfolgen ohne dass Ihnen hieraus Nachteile erwachsen. Wir
mochten Sie mit dieser Patienteninformation herzlich einladen, an der beschriebenen Studie teilzu-

nehmen.

Dr. med. Paul Stoll PD Dr. med. habil. Marek Lommatzsch Urs Wiirtemberger

Abb. 2.1 Patienteninformationsblatt zur geplanten Studie.
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EINVERSTANDNISERKLARUNG

Studie: Charakterisierung von Neurotrophinen im peripheren Blut bei Patienten mit
stabiler COPD

Ich wurde vollstandig liber Wesen, Bedeutung und Tragweite der klinischen Studie mit dem o0.g. Titel
aufgeklart. Ich wurde Uber die mit der Teilnahme an der Studie verbundenen Risiken informiert. Ich
hatte ausreichend Zeit, mich zur Teilnahme an dieser Studie zu entscheiden und weiB, dass die Teil-
nahme an dieser klinischen Studie freiwillig ist. Ich weiB, dass ich jederzeit und ohne Angabe von

Griinden diese Zustimmung widerrufen kann.

Mir wurde versichert, dass dabei die Grundsatze des Datenschutzes beachtet werden, d.h. meine
personenbezogenen Daten vertraulich behandelt und nicht an andere Personen und Stellen weiterge-
geben werden. Ich erkldre mein Einverstandnis flir die wissenschaftliche Verdffentlichung der For-
schungsergebnisse unter Beachtung der datenschutzrechtlichen Bestimmungen. Ich habe eine Kopie
der Probandeninformation und dieser Einwilligungserklérung erhalten. Ich erklare hiermit meine frei-

willige Teilnahme an dieser klinischen Studie.

Abbildung 2.2 Einversténdniserklédrung.
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2.3 Gewinnung und Verarbeitung der Blutproben

Material

Stauschlauch

Hautdesinfektion Octenisept

Handschuhe

Sterile Wattetupfer

Blutentnahmekantle

Blutentnahmemonovetten

- 1x Monovette EDTA 2,7ml (Sarstedt, NUmbrecht, D)

- 2x Monovette Serum 10ml ohne Additiva (Sarstedt, NUmbrecht, D)

Am Morgen des Studientages wurden einmalig je ein EDTA-ROhrchen sowie 2 Se-
rumrohrchen abgenommen zur Bestimmung des kleinen Blutbildes und zur Serum-
gewinnung. Die Blutentnahme erfolgte im Sitzen nach 2-minutiger Ruhezeit aus der
Vena cubitalis.

Sofort nach Abnahme wurden die Serum-Réhrchen 60 Minuten bei Raumtemperatur
gelagert, um eine vollstandige Gerinnung sowie thrombozytare Degranulation der
Proben zu ermdglichen. Anschlieend erfolgte die Zentrifugation fur 15 min bei 2000
G bei Raumtemperatur.

Die Serumuberstande wurden mittels einer Pipette zu jeweils 500 ul in Eppendorf-
Roéhrchen aliquotiert, wobei sich je nach Uberstand 5-6 Eppendorfréhrchen gewinnen
lieRen. Diese wurden bei -20°C tiefgefroren. Nach Abschluss des Studienzeitraumes
wurden diese unter standiger Kihlung mittels Trockeneis per Zug zur Auswertung in
die Abteilung fur Pneumologie der Uniklinik Rostock gebracht.

Die EDTA-R6hrchen wurden zur Blutbildbestimmung direkt in dem mit der Allergie-
und Asthmaklinik sowie der Klinik Martinusquelle assoziierten Labor untersucht.

2.4 Bodyplethysmographie

Material

Ganzkorperbodyplethysmograph mit Auswertungssoftware ( Fa. Viasys, Wurzburg)
Mundsttck und Nasenklemme ( Fa. Viasys, Wurzburg)

Lungenfunktionspriifung

Diese Methode erlaubt mit hoher Sensitivitat die Bestimmung des Atemwegswider-
standes sowie der statischen Lungenvolumina wie z.B. der Residualkapazitat und
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der totalen Lungenkapazitat. Sie ermoglicht die momentan ausfuhrlichste Moglichkeit
zur Erfassung der Lungenfunktion und ist elementar bei der Diagnostik einer chro-
nisch obstruktiven Lungenerkrankung. Dies geschieht mittels physikalischer Gesetz-
malligkeiten, wonach das Produkt aus Druck und Volumen stets konstant ist. Daraus
folgt dass eine gemessene Druckanderung Ruckschlusse auf das intrathorakale
Gasvolumen ermoglicht. Der Patient sitzt in einer geschlossenen Kabine und atmet
uber ein Mundstuck. Zur Atemstromstarkemessung ist er mit einem Pneumotacho-
graphen verbunden. Wahrend des Atmens andert sich das Korpervolumen und somit
entstehen in der Kammer messbare Druckveranderungen. Diese ergeben ein Druck-
Stromungsdiagramm, mithilfe dessen man Aussagen uber das Verhalten des Stro-
mungswiderstandes wahrend des gesamten Atemzyklus treffen kann. Weiterer Be-
standteil der Bodyplethysmographie ist die Spirometrie, welche mobilisierbare Lun-
genvolumina wie z.B. die FEV1 (das forcierte exspiratorische Volumen in der ersten
Sekunde der Ausatmung) oder den Atemspitzenfluss (Peak-Flow) bestimmt. Somit
ermoglich die Lungenfunktionsuntersuchung mittels Bodyplethysmograph eine um-
fassende Bestimmung der statischen und mobilisierbaren Lungenvolumina.

Zur Messung sitzt der Patient aufrecht in der Kabine des Bodyplethysmographen und
wird mit dem Pneumotachographen verbunden. Mit einer Nasenklemme wird die Na-
se verschlossen. Da die Luft sich nach Schlieen der Kabinentur erwarmt, sollte we-
gen eines moglichen Drifts des Signals einige Minuten gewartet werden, um dies
auszugleichen. Der Patient soll ruhig ein- und ausatmen. Hierbei erfolgt zunachst die
Bestimmung des Atemwegswiderstandes in Ruheatmung. Bei Erreichen der endex-
spiratorischen Atemruhelage wird das Atemrohr verschlossen. Durch Einatmung ge-
gen diesen Widerstand wird das intrathorakale Gasvolumen gemessen. Darauf fol-
gen die spirometrischen Messungen zur Bestimmung der Atemvolumina. Der Patient
wird gebeten maximal auszuatmen, dann so tief wie moglich einzuatmen, und
schlieBlich wieder maximal und so schnell wie moglich auszuatmen, gefolgt von einer

normalen Einatmung.

2.5 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Geréte und Materialien

Multichannel-Pipette (Eppendorf, Hamburg)

Pipette Research 100-1000ul (Eppendorf, Hamburg)
Pipette Research 20-200ul (Eppendorf, Hamburg)
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Waschautomat Amerlite Washer (Amersham Buchler, Braunschweig)
Photometer Anthos ht Ill (Anthos Mikrosysteme, Krefeld)

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 R ( Kendro Laboratory Products, Hanau)
Schuttler The Belly Dancer (Stovall Life Science, Greensboro, USA)
Rundbodenplatten , 96 Wells (Greiner microloan, Frickenhausen)
Pipettenspitzen blau 1000ul (Greiner BioOne, Frickenhausen)
Pipettenspitzen gelb 200ul (Greiner BioOne, Frickenhausen)
PP-Rohrchen 1,3ml (Greiner BioOne, Frickenhausen)

Reagent Reservoir Costar 50ml (Corning Life Sciences, Wiesbaden)
ELISA-Kit DuoSet (R&D Systems, Wiesbaden)

Bovines Serumalbumin BSA (Sigma, Hohenbrunn)

Tween 20 (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn)

Entwickler (R&D Systems)

Color Reagent A: H202; Color Reagent B: Tetramethylbenzidin

Lésungen

10 x PBS: 160,2 g NaCl +28,8 g Na2HPO4 + 4,03 g KCI +4,08 g KH2PO4
Aufgelost in 2000 ml Aqua dest.

pH-Wert eingestellt auf 7,3 ; zum Gebrauch 1:10 verdunnt

Blockpuffer: PBS + 1% BSA + 5%Saccharose + 0,05% NaN3

Reagent Diluent: PBS + 1% BSA

Waschpuffer: PBS + 0,05% Tween 20

Stopp-Ldsung: 2N H2S04

Methode und Durchfiihrung:

Der so genannte ,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) ist ein Verfahren

zur zuverlassigen Bestimmung von Protein-Stoffmengenkonzentrationen. Dem liegt

die Bildung eines Komplexes aus dem gesuchten BDNF, Antikdrpern und einem En-

zym zugrunde, was zu einer enzymatischen Umsetzung des vorhandenen Substrat-

gemisches fuhrt. Die enzymatische Umsetzung bewirkt einen Farbumschlag, welcher

sich nach photometrischer Bestimmung in die Konzentration des interessierenden

BDNFs umrechnen lasst.

Der auf die Mikrotiterplatte aufgetragenen monoklonale Primarantikorper (Capture-

Antibody) wird an diese fest gebunden. Die Probe mit dem interessierenden Protein
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(Antigen) wird nun dazugegeben und eine Zeit lang inkubiert. Wahrenddessen bindet
der Primarantikorper das in der Probe vorhandene Antigen. Die Platte wird gewa-
schen damit ungebundene Bestandteil der Probe entfernt werden. Der nun hinzuge-
fugte polyklonale Sekundarantikorper (Detection-Antibody) erkennt ein anderes
Epitop als der Capture-Antikorper und bindet mit einer seiner zwei Bindungsstellen
ebenfalls an diesen Antigen-Antikorperkomplex. Es entsteht ein Antikdrper-Antigen-
Antikorper-Komplex. Die andere noch freie Bindungsregion fixiert das nun hinzutre-
tende Enzym Stretavidin-Peroxidase, welches in der Lage ist, Tetramethylbenzidin
durch eine Redoxreaktion mit Wasserstoffperoxid in die oxidierte Form zu uberfuh-
ren. Diese Redoxreaktion resultiert in einem blaulich sichtbaren Farbumschlag.
Durch Zugabe von Schwefelsaure entsteht ein Farbumschlag in den gelblichen Be-
reich, welcher in seiner Intensitat quantitativ bestimmt werden kann und mit Hilfe der
mitgefuhrten Standardreihen, mit bekannten absteigenden Konzentrationen in die
Stoffmengenkonzentration des gesuchten BDNFs umgerechnet werden kann.

Die Primarantikorper wurden in PBS auf die gewunschte Konzentration verdunnt und
mit jeweils 50ul pro Well auf die ELISA-Platte Ubertragen. Die mit Parafilm abgedeck-
ten Platten wurden in Dunkelheit bei Raumtemperatur Gber Nacht inkubiert. Am
nachsten Morgen wurden die Platten mit Hilfe des Waschautomaten flinfmal mit
Waschpuffer gewaschen, welcher jedesmal vor Benutzung neu erstellt wurde. Im
Anschluss daran erfolgte das Auftragen von 100ul Blockpuffer pro Well; die Platten
wurden daraufhin in Dunkelheit und bei Raumtemperatur eine Stunde lang inkubiert
und wiederum funfmal gewaschen. Nach dem im Folgenden beschriebenen Schema
wurde nun das Pipettieren der Probenlosungen vorgenommen: In die beiden oberen
Reihen der Platte wurden in die ersten zehn Wells 50ul der Standardverdinnungs-
reihen pipettiert; die beiden letzten Vertiefungen erhielten lediglich 50ul Verdun-
nungslosung und dienten als Negativkontrolle und Blankwert. Die Ubrigen 72 Wells in
den unteren 6 Reihen der Platte wurden durch jeweils 50ul der Probenlosungen be-
legt. Die Proteinkonzentration aller Proben wurde in Doppelbestimmung erfasst. Die
Platten wurden mit Parafilm bedeckt und fur 2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem
Belly Dancer inkubiert. Nach erneutem funfmaligen Waschen wurden pro Well 50ul
des Sekundarantikbpers aufgetragen und mit Parafilm bedeckt, um dann fur weitere
2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem Belly Dancer zu inkubieren, wonach die
Platten dann wiederum funfmal gewaschen wurden. Im Folgenden wurde dann die

Meerrettich-Peroxidase-Stammlosung 1:200 mit Reagent Diluent verdinnt und mit
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einem Volumen von 50ul pro Well appliziert. Daran schloss sich eine Inkubation bei
Dunkelheit und Raumtemperatur von 20 Minuten Dauer an. Die im Verhaltnis 1:1
gemischten Color Reagents A und B wurden nun mit einem Volumen von 50 ul pro
Well auf die Platten aufgetragen und bei Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert.
Nach circa 20 Minuten wurden 50 ul der 1 M Schwefelsaure zum Abstoppen der Re-
aktion hinzu gegeben. Es erfolgte die sofortige Messung der optischen Dichten mit
Hilfe des Anthos HT3 Readers bei 450 nm Wellenlange und einem ReferenZfilter bei
595 nm. Unter Verwendung der mitgefuhrten Standardreihen erfolgte die computer-
gestutze Umrechnung der optischen Dichten in die entsprechenden Konzentrationen.
Fur die Messung von BDNF im Serum wurde Serum 1:50 in PBS verdunnt. Das De-
tektionslimit betrug 8 pg/ml.

Die Messungen von TGF-B1 und Serotonin erfolgten im Institut fur Klinische Chemie
und Labormedizin der Universitat Rostock. Die Serotoninbestimmung im Serum er-
folgte mittels HPLC unter Nutzung eines kommerziell erhaltlichen Reagenz-Systems

(Chromosystems, Munchen). TGF-31 wurde ebenfalls mittels ELISA bestimmit.

2.6 Statistik

Die Daten wurden mittels SPSS (Chicago, IL, USA) analysiert, wobei sich zeigte,
dass bei den Ergebnissen die meisten Parameter nicht normalverteilt waren. Deshalb
war es notig, die Korrelationsanalysen mit dem Spearman-Korrelations-Koeffizienten
durchzufuhren. Die Parameter wurden als Medianwerte (Minimum — Maximum) dar-
gestellt. Die Lungenfunktionsparameter und die BDNF-, TGF-1- und Serotoninkon-
zentrationen wurden mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fur verbundene Stich-
proben verglichen. Irrtumswahrscheinlichkeiten von p < 0.05 wurden als statistisch
signifikant angesehen.

18



ERGEBNISSE

1ll. ERGEBNISSE

3.1 Charakteristika der Studienteilnehmer:

Es wurden ursprunglich 67 Patienten mit einer arztlich diagnostizierten sowie lungen-
funktionell mithilfe einer Bodyplethysmographie bestatigten chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung COPD fur die Studie gewonnen. 4 Patienten mussten aufgrund
bestehender Ausschlusskriterien ausgeschlossen werden, sodass letztendlich 63
Patienten (mannlich: 39, weiblich: 24) eingeschlossen und ausgewertet werden
konnten (Tab. 3.1). In der Tabelle 3.1. sind diese 63 Patienten als Gesamtgruppe
aufgefuhrt und zusatzlich getrennt nach spirometrischen COPD-Schweregraden. Im
spirometrischem Stadium Il waren 22 Patienten (mannlich: 12, weiblich: 10), im spi-
rometrischem Stadium |ll 28 Patienten (mannlich: 19, weiblich: 9) und im spirometri-
schem Stadium IV 13 Patienten (mannlich: 8, weiblich: 5). Kein Patient konnte dem
Stadium | zugeordnet werden.

Fur die Kontrollgruppe wurden 20 Patienten rekrutiert, von denen 3 Patienten auf-
grund bestehender Ausschlusskriterien ausgeschlossen werden mussten, sodass 17
Patienten (mannlich: 12, weiblich: 5) in die Studienauswertung eingeschlossen wer-
den konnten (Tab.3.1).
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COPD Kontrollen p
alle GOLD 2 GOLD 3 GOLD 4 COPD
(alle)
VS.
n =63 n=22 n=28 n=13 n=17 Kontrolle
Alter 64.0 67.0 63.0 62.0 62.0 0.96
(Jahre) [43..79] [45...78] [43...76] [51...79] [51...73]
BMI 24.8 29.4 23.4 23.8 27.4 0.40
(kg/m?) [13.6...46.5] [19.3...39.7] [13.6...46.5] [15.8...32.0] [22.9...57.1]
pack years 40.0 41.5 42.0 34.0 25.0 < 0.001
[0...100] [0...100] [18...75] [20...60] [20...40]
Hamoglobin 14.4 14.3 14.7 13.8 11.6 < 0.001
(mg/1) [10.3...16.9] [10.3...16.4] [10.4...16.9] [11.6...16.8] [9.6...14.8]
Hamatokrit 42.4 42.4 42.8 42.0 35.7 < 0.001
(%) [31.1...49.9] [31.1...47.4] [31.1...49.9] [37.6...49.4] [27.8...41.6]
Thrombozyten 292 239 322 293 289 0.56
(10°/1) [145...787] [172...417] [154...787] [145...504] [177...569]
Leukozyten 8.6 8.1 9.4 8.7 8.7 0.69
(10°/1) [6.1...18.3] [6.2...11.9] [6.1...18.3] [6.8...17.8] [6.4...11.6]
FEV, 1.13 1.46 1.11 0.69 2.32 < 0.001
() [0.45...2.34] [0.96...2.34] [0.76...1.76] [0.45...0.91] [1.33..4.24]
FEV, % Soll 42.6 58.2 41.1 27.4 76.1 < 0.001
(%) [16.3...76.2] [38.2...76.2] [30.0...48.5] [16.3...29.7] [55.2...145.8]
FEV, % VC 46.9 57.8 45.3 34.5 83.3 < 0.001
(%) [22.2...67.0] [41.7...67.0] [30.2...63.8] [22.2...49.3] [71.0...99.7]
MEF25 0.25 0.31 0.25 0.17 1.02 < 0.001
(I/s) [0.10...0.62] [0.13...0.62] [0.12...0.38] [0.10...0.36] [0.36...4.58]
MEF25 % Soll 18.8 24.7 17.5 12.9 62.3 < 0.001
(%) [7.3..41.4] [10.9...41.4] [8.8...32.1] [7.3...30.0] [29.6...286.0]
RV 4.46 3.62 4.76 6.05 2.60 < 0.001
() [2.27...8.48] [2.72..5.37] [2.27...8.48] [3.66...8.26] [1.12..3.76]
RV % Soll 200.6 158.5 203.6 273.7 113.9 < 0.001
(%) [101.9...376.8] [114.0...240.1] [101.9...376.8] [204.5...317.5] [48.1...146.8]
TLC 7.09 6.17 7.21 8.46 5.40 < 0.01
() [4.1...14.09] [5.1...8.9] [4.1..11.7] [5.0....14.1] [3.0...8.2]
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TLC % Soll 1168 1111 1168 1358 845 <0.001
(%) [715..179.2] | [833..149.1] | [71.5.169.5] | [107.5..179.2] | [52.3..111.0]
RV % TLC 648 57.4 65.2 735 50.1 <0.001
(%) [45.1..86.2] [45.1.70.6] | [52.3..73.6] [65.4..86.2] | [26.5..63.5]
TLCO  / VA 0.69 0.84 0.64 0.37 1.03 <0.001
(el ) [0.01...1.72] [0.37...1.72] [0.13...1.27] [0.01..0.90] | [0.72..1.91]
TLCO / VA % 29.0 603 423 27.8 776 <0.001
() [0.95..105.4] | [256..1054] | [8.0..89.1] [0.95..68.6] | [57.3..138.5]

Tabelle 3.1 Gesamtiibersicht der Studienteilnehmer, die Ergebnisse werden als Mediane dargestellt
[Minimum.. .Maximum]

Abkiirzungen: BMI (Body Mass Index), FEV1 (Forciertes expiratorisches Volumen in der ersten Se-
kunde), MEF25 (Mittlerer exspiratorischer Fluss nach Ausatmung von 25% der Vitalkapazitdt), RV
(Residualvolumen), TLC (Totale Lungenkapazitét), TLCO/VA (Krogh-Faktor)

Der Altersmedian der Patienten lag bei 64 Jahren, die Altersspanne zwischen 43 und
79 Jahren.

Im Vergleich der Kontrollen zu den COPD-Patienten zeigten Alter, BMI, Thrombozy-
ten und Leukozytenzahl keine signifikanten Unterschiede, wahrend alle Ubrigen er-
hobenen Parameter (pack years, Hamoglobinwert, Hamatokrit und alle erhobenen
Lungenfunktionsparameter) sich hochsignifikant unterschieden.(p<0,01 — 0,001).

Ein signifikanten Unterschied zwischen den COPD GOLD-Gruppen 2, 3 und 4 zeigte
lediglich der Body Mass Index fir GOLD 2 gegenuber GOLD 3 und GOLD 2 gegen-
uber GOLD 4 (p<«0,02), sowie die Thrombozytenzahlen zwischen COPD GOLD 2
(239 x 10% und COPD GOLD 3 (322 x 10°, p<0,05).
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3.2 BDNF-Konzentration im Serum:

In der Gesamtgruppe der COPD-Patienten zeigte sich ein signifikant erhohter BDNF-
Gehalt im Serum, verglichen mit dem BDNF-Gehalt der Kontrollgruppe: 27.5 vs. 22.7
ng/ml, p<0.001 (Abb.3.1). Auch war fur jede einzelne COPD GOLD-Gruppen der
BDNF-Spiegel im Serum signifikant hoher als in der Kontrollgruppe : COPD GOLD I
(27.4 ng/ml, p<0.01), COPD GOLD lll (28.4 ng/ml, p<0.01) ,COPD GOLD IV (27.5
ng/ml, p<0.05), Kontrollgruppe (22.7 ng/ml). Zwischen den verschiedenen COPD
GOLD-Gruppen lieRen sich keine signifikanten Unterschiede in der BDNF-

Konzentration im Serum nachweisen. (Abb. 3.1.)
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Abbildung 3.1. Gezeigt werden der BEFND-Gehalt im Serum der COPD-Patienten der Stadien GOLD 2-
4 sowie der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse sind als Boxplot dargestellt, wobei die Linie innerhalb der
Box dem Median entspricht, der Abstand zwischen oberer und unterer Boxkante entspricht dem Inter-
quartilenabstand. Die vertikale Linie entspricht den Werten, deren Bereich weniger als 1,5 Interquarti-
lenabstdnde vom oberen oder unteren Boxenrand entfernt sind. Die schwarzen Punkte entsprechen
AusreilRer-Werten, die mehr als den 1,5-fachen Interquartilenabstand von den Boxrandern entfernt
sind.
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3.3 BDNF-Konzentration in den Thrombozyten:

Die auf Basis der Thrombozytenzahl berechneten BDNF-Konzentrationen in Throm-
bozyten wiesen ebenfalls Unterschiede beziglich signifikant hoherer BDNF-
Konzentrationen bei der Gruppe der COPD-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen:
102.1 vs. 73.3 pg/10° Thrombozyten, p<0.01 (Abb. 3.2). Fiir die COPD-GOLD 2 und
GOLD 3-Patienten lieB sich ein signifikant hdherer BDNF-Gehalt der Thrombozyten
nachweisen, nicht aber flir Patienten mit COPD GOLD 4 im Vergleich zur Kontroll-
gruppe: 76.7 pg/10® Thrombozyten vs 73.3 pg/10° Thrombozyten, p=0.21. Seitens
der Medianwerte zeigte sich eine Tendenz zur Abnahme der BDNF-Konzentration in
Thrombozyten von GOLD-Stadium II zu GOLD-Stadium IV (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2. Gezeigt werden die BDNF-Beladung der Thrombozyten bei COPD-Patienten der Stadien
GOLD 2-4 sowie der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse sind als Boxplot dargestellt, wobei die Linie in-
nerhalb der Box dem Median entspricht, der Abstand zwischen oberer und unterer Boxkante ent-
spricht dem Interquartilenabstand. Die vertikale Linie entspricht den Werten, deren Bereich weniger
als 1,5 Interquartilenabstande vom oberen oder unteren Boxenrand entfernt sind. Die schwarzen
Punkte entsprechen AusreiRer-Werten, die mehr als den 1,5-fachen Interquartilenabstand von den

Boxrandern entfernt sind.
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3.4 TGF-B1.Konzentration im Serum:

Fur die TGF-B1-Konzentrationen im Serum der COPD-Patienten im Stadium GOLD
2 liel® sich eine signifikante Erhdhung der Serumkonzentrationen (43.3 ng/ml) im
Vergleich zu den TGF-B1-Serumkonzentrationen der Kontrollgruppe nachweisen
(33.7 ng/ml, p<0.05 ) (Abb.3.3.). Bei den COPD-Patienten im Stadium GOLD 3 zeig-
ten sich ebenfalls signifikant hohere TGF-B1-Konzentrationen im Serum (49.3 ng/ml)
im Vergleich zu der Kontrollgruppe (p<0.01). Es zeigte sich ferner eine Tendenz zu
einem weiteren, statistisch nicht signifikanten Ansteigen der TGF-B1-Konzentration
bei COPD GOLD 4-Patienten mit einem Medianhochstwert von 53.9 ng/ml.
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Abb. 3.3. Gezeigt werden die TGF-B1-Konzentrationen im Serum der COPD-Patienten der Stadien
GOLD 2-4 sowie der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse sind als Boxplot dargestellt, wobei die Linie in-
nerhalb der Box dem Median entspricht, der Abstand zwischen oberer und unterer Boxkante ent-
spricht dem Interquartilenabstand. Die vertikale Linie entspricht den Werten, deren Bereich weniger
als 1,5 Interquartilenabstande vom oberen oder unteren Boxenrand entfernt sind. Die schwarzen
Punkte entsprechen AusreiRer-Werten, die mehr als den 1,5-fachen Interquartilenabstand von den

Boxrandern entfernt sind.
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3.5 Serotoninkonzentration im Serum

Zudem zeigten sich mit Anstieg der GOLD-Schweregrade 2-4 tendenziell ansteigen-
de Serotonin-Serumkonzentrationen, ausgehend von einem Medianwert von 73,9
ng/ml in der Kontrollgruppe. Ein signifikanter Unterschied war nur fur die COPD
GOLD 3-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisbar (p=0,018), nicht aber
fur die COPD GOLD-Gruppe 2, GOLD-Gruppe 4 und fur die COPD-Gesamtgruppe
(Abbildung 3.4)
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Abb. 3.4. Gezeigt werden die Serotonin-Konzentrationen im Serum bei COPD-Patienten der Stadien
GOLD 2-4 sowie der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse sind als Boxplot dargestellt, wobei die Linie in-
nerhalb der Box dem Median entspricht, der Abstand zwischen oberer und unterer Boxkante ent-
spricht dem Interquartilenabstand. Die vertikale Linie entspricht den Werten, deren Bereich weniger
als 1,5 Interquartilenabstande vom oberen oder unteren Boxenrand entfernt sind. Die schwarzen
Punkte entsprechen AusreiRer-Werten, die mehr als den 1,5-fachen Interquartilenabstand von den

Boxrandern entfernt sind
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3.6 Korrelation der Serumkonzentrationen von BDNF, TGF-81 und Serotonin
miteinander

Fur die Serumkonzentrationen von BDNF und TGF-31 fand sich eine Korrelation bei
den COPD-Patienten (r=0.41, p<0.01) und bei der Kontroligruppe (r=0.57,
p<0.05)(Abb.3.5). Die BDNF-Konzentrationen im Serum korrelierte mit der Serotonin-
Konzentration bei den COPD-Patienten (r=0.43, p<0.001), nicht aber in der Kontroll-
gruppe(r=0.26, p<0.32). Fur Serotonin und TGF-B1 im Serum fanden sich ebenfalls
Korrelationen bei den COPD-Patienten (r=0.59, p<0.001) wie auch bei der Kontroll-
gruppe (r=0.7, p<0.01).

30



ERGEBNISSE

— 304
o 00
E E
o o
£ E
w w | 251
z z
[a] Q
m m
1 1
£ £
2 5| 201
(%] ° (7]
10+ 2 r=041 r=057
p =0.001 o R o p=0.017
o
20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 60 70
Serum — TGF-p; (ng/ml) | Serum — TGF-B (ng/ml) |
50- ] 30
— — @ o o
E £
()] jo)]
£ £
T w
z z
[a] Q
m m
1 [
£ £
2 2
(] (]
(%] (7]
o
104 °
r=0.43 — r=0.26
p <0.001 o ° p=032
]
0 100 200 300 400 500 0 50 100 150 200
Serotonin (ng/ml) | Serotonin (ng/ml) |

Abb. 3.5.Gezeigt werden die Korrelationen von BDNF-Konzentrationen im Serum mit den Serotonin-
und TGF-B1-Konzentrationen bei COPD- und Kontrollgruppe. Die Linie stellt die anhand von SPSS
berechnete Regressionslinie dar. Der Spearman-Korrelationskoeffizient (r) wie auch die Signifikanz (p)

sind jeweils im rechten Unterfeld der Grafiken angegeben.
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3.7 Korrelationen von BDNF, TGF-B1 und Serotonin mit der Lungenfunktion

Bei der COPD-Gesamtgruppe konnte keine Korrelation des FEV1-Wertes mit den
Serumspiegeln der Thrombozytenmediatoren BDNF und TGF-B1 nachgewiesen
werden. (Abbildung 3.6). Bei der Analyse der Korrelationen in den COPD-
Subgruppen zeigte sich eine negative Korrelation zwischen den Serum-BDNF-
Konzentrationen und dem FEV1-Wert nur in der Gruppe der Patienten im spirometri-
schen Stadium Il (r=-0.41, p<0.05).

Die Thrombozytenmediatoren TGF-31 und Serotonin zeigten keine signifikanten Kor-
relationen mit der Lungenfunktion in den einzelnen Subgruppen. Bei der gemeinsa-
men Betrachtung der spirometrischen COPD-Stadien Il und Il zeigte sich eine signi-
fikante Korrelation der FEV1 nur mit TGF-31, aber nicht mit BDNF oder Serotonin.
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Abb.3.6.Gezeigt werden die Korrelationen von BDNF-Konzentrationen im Serum sowie TGF-R1 im
Serum mit den FEV1-Werten bei der gesamten COPD-Gruppe, der COPD GOLD 3-Gruppe und der
COPD GOLD 2+3-Untergruppe. Die Linie stellt die anhand von SPSS berechnete Regressionslinie
dar. Der Spearman-Korrelationskoeffizient (r) wie auch die Signifikanz (p) sind jeweils im rechten

Oberfeld der Grafiken angegeben.
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Abb. 3.7.Gezeigt werden die Korrelationen von thrombozytdrer BDNF-Beladung sowie Serotonin im
Serum mit den FEV1-Werten bei der gesamten COPD-Gruppe, der COPD GOLD 2+3-Gruppe und der
COPD GOLD 3-Gruppe. Die Linie stellt die anhand von SPSS berechnete Regressionslinie dar. Der
Spearman-Korrelationskoeffizient (r) wie auch die Signifikanz (p) sind jeweils im rechten Oberfeld der

Grafiken angegeben
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Iv. DISKUSSION

4.1 Neurotrophine bei obstruktiven Atemwegserkrankungen

Es finden sich zunehmend Hinweise darauf, dass die Gruppe der Neurotrophine eine
bedeutsame Rolle in der Pathogenese obstruktiver Atemwegserkrankungen ein-
nimmt[69, 74, 79]. So wurde nachgewiesen, dass bei Patienten, die an allergischem
Asthma bronchiale leiden, ein Zusammenhang zwischen den erhdhten systemischen
BDNF-Konzentrationen und den Lungenfunktionsparametern besteht. Die systemi-
schen TGF-B1-Konzentrationen waren hingegen im Normbereich [79, 86]. Die hier
vorliegende Dissertationsschrift ist die erste Studie, welche systematisch die BDNF-
Serumspiegel bei der COPD untersucht. Es wurde gezeigt, dass - im Gegensatz zu
Asthma - die COPD durch eine gleichzeitige Erhdhung der BDNF- und TGF-B1-
Konzentrationen gekennzeichnet ist. Zusatzlich konnte auch gezeigt werden, dass
eine Stadien-abhangige Korrelation zwischen diesen Thrombozytenmediatoren und
den spirometrischen GOLD-Stadien bei der COPD existiert.

Fur das Neurotrophin BDNF wurde eine Rolle als Schlisselmediator der neuromus-
kularen Plastizitat beschrieben[78, 79, 87]. Fur TGF-B1 wurde eine wesentliche
Funktion in der Pathogenese des Bindegewebs-Remodellings beziehungsweise fib-
rosierender Prozesse nachgewiesen[84, 85]. BDNF und TGF-B1 werden in den al-
pha-Granula der menschlichen Thrombozyten gespeichert, und hieraus durch
Degranulation nach Aktivierung freigesetzt[80]. Eine erhohte thrombozytare Aktivitat
wurde sowohl bei COPDI[88] als auch bei Asthma bronchiale[89] nachgewiesen;
nichtsdestotrotz sind die Vorgange, die Thrombozyten-Mediatoren bei obstruktiven
Atemwegserkrankungen regulieren, immer noch nicht vollstandig nachvollzogen. Wie
bereits vorher erwahnt, sind die BDNF-Konzentrationen im Serum und in den Throm-
bozyten bei Asthma erhoht, wohingegen TGF-B1 unverandert ist. Die BDNF-
Konzentrationen korrelierten mit dem Ausmal} der Atemwegsobstruktion sowie der
bronchialen Hyperreagibilitat[79]. Diese klinischen Daten werden untermauert durch
die in Tier-Modellen gewonnenen Erkenntnisse zum allergischen Asthma bronchiale,
in denen BDNF eine wichtige Rolle in der Pathogenese der bronchialen Hyperreagi-
bilitat und der Atemwegsobstruktion spielt[76, 90].

In der hier vorliegenden Doktorarbeit wurden signifikant erhohte Serum-
Konzentrationen von BDNF bei Patienten mit COPD nachgewiesen. Diese Befunde
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passen gut zu den bereits experimentell gewonnenen Erkenntnisse in einem COPD-
Modell der Ratte, welches ebenfalls eine systemische Uberproduktion von BDNF bei
COPD =zeigte[91]. Eine Kkurzlich erschienene Studie untersuchte die Serum-
Konzentrationen von 92 Serum-Parametern bei COPD-Patienten und identifizierte
BDNF als einen der drei am starksten erhohten Entzindungsmediatoren. Die weite-
ren beiden genannten Entzindungs-Mediatoren waren der CD40-Ligand wie auch
der Epithelial Growth Factor[68].

Es fand sich eine Korrelation der BDNF-Serumspiegel mit den Thrombozytenmedia-
toren TGF-B1 und Serotonin bei den Patienten mit COPD. Diese Erkenntnis bestatigt
die Ansicht, dass BDNF im Serum aus den Thrombozyten stammt. Es gilt ferner zu
beachten, dass in der vorliegenden Doktorarbeit keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Anzahl der Thrombozyten in der COPD- und der Kontrollgruppe be-
standen. Somit ist wahrscheinlich, dass die in der COPD-Gruppe gefundenen erhoh-
ten BDNF-Konzentrationen nicht auf zahlenmafige Unterschiede der Thrombozyten
im peripheren Blut zurtickgefuhrt werden konnen. Stattdessen scheint eine gestei-
gerte BDNF-Konzentration in den Granula der Thrombozyten die wahrscheinlichste
Ursache der erhdhten BDNF-Serumkonzentrationen zu sein.

4.2 BDNF und langwirksame Beta-Sympathomimetikas (LABA)

Die uberwiegende Mehrheit der Patienten (94%) in der vorliegenden Studie wurde
mit lang-wirksamen Beta-Sympathomimetikas (LABAs) behandelt, bei der Kontroll-
gruppe niemand. Folglich kann nicht ausgeschlossen werden, dass die unterschiedli-
chen BDNF-Werte in Fall- und Kontrollgruppe auf eine Therapie mit LABAs zuruck-
gefuhrt werden konnen, da eine Therapie mit dem LABA Salmeterol einen Anstieg
der Serum-BDNF-Konzentration zur Folge haben kann[86]. So kdnnte BDNF zu den
ungunstigen Effekten einer Monotherapie mit inhalativen R2-Agonisten in der Be-
handlung des Asthma bronchiale beitragen[92]. Eine medikamentdése Monotherapie
bei Asthma-Patienten mit dem langwirksamen 32-Sympathomimetikum Salmeterol
fuhrte zu signifikant erhohten systemischen BDNF-Konzentrationen. Die erhohten
BDNF-Konzentrationen korrelierten mit der Verschlechterung der bronchialen Hyper-
reagibilitat unter Salmeterol-Monotherapie[86]. Die erhohten BDNF-Konzentrationen
sowie die Verschlechterung der bronchialen Hyperreagibilitdit wurde durch eine
gleichzeitige Therapie mit Fluticason reduziert[86]. Dies bestatigt auch fruhere Unter-
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suchungen, welche eine Unterdrickung der BDNF-Produktion durch Kortikosteroide
nachweisen konnten[79, 93].

Trotzdem gibt es mehrere Hinweise darauf, dass die Therapie mit LABAs nicht allein
fur die erhohten Serum-BDNF-Werte bei den COPD-Patienten verantwortlich ist. Ein
erster Beleg hierfur sind die im Rahmen eines COPD-Tiermodells experimentell ge-
wonnene Ergebnisse, wo auch ohne Vorhandensein einer LABA-Therapie erhohte
systemische BDNF-Konzentrationen gemessen wurden[91]. Zusatzlich ist festzustel-
len, dass bei den COPD-Patienten weder bei zu inhalierenden wie auch oral einzu-
nehmenden Kortikosteroiden ein Einfluss auf die Konzentration der Serum-BDNF-
Konzentrationen nachweisbar war. Dies verhalt sich somit gegensatzlich zu den Be-
funden bei Asthma bronchiale[86], sodass ein unterschiedliches BDNF-
Reaktionsverhalten auf die medikamentose Behandlung zwischen COPD- und Asth-
ma-Patienten zu vermuten ist. SchlieRlich stellt die medikamentdose LABA-
Monotherapie eine sichere therapeutische Option in der Behandlung von COPD-
Patienten dar, wohingegen die LABA-Monotherapie bei Asthma-Patienten nachteilig
sein kann[86]. Somit haben wir die Hypothese aufgestellt, dass die erhdhten BDNF-
Konzentrationen bei den COPD-Patienten nicht auf die medikamentése Therapie
zuruckzufuhren sind, sondern ein Charakteristikum der COPD darstellen.

4.3 Andere medikamentdse Interaktionen

Es gibt Hinweise aus Tiermodellen, die darauf hindeuten, dass auch Medikamente
wie Anti-Depressiva[94] und Phosphodiesterase-4-Hemmer[95, 96] einen Anstieg der
BDNF-Produktion verursachen konnen. Im Gegensatz hierzu wurde fur Kortikosteroi-
de eine Abnahme der BDNF-Produktion postuliert[79, 93]. Wahrend in der Kontroll-
gruppe kein Patient mit Kortikosteroiden, Anti-Depressiva oder dem PDE4-Hemmer
Roflumilast behandelt wurde, fand sich in der COPD-Gruppe ein geringer Anteil der
Patienten unter medikamentoser Therapie mit Anti-Depressiva (8%), oralen Korti-
kosteroiden (21%) sowie Roflumilast (8%). Obwohl sich keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den BDNF-Konzentrationen der mit Kortikosteroiden, Roflumilast
sowie Anti-Depressiva medikamentds therapierten COPD-Patienten und der Kon-
trollgruppe fanden, lasst sich feststellen, dass im Hinblick auf die moglichen Einflisse
unterschiedlicher Klassen von Anti-Depressiva, Roflumilast oder oralen Kortikostero-
iden die vorliegende Studie nicht genugend aussagekraftig ist. Weitere Studien mit
einem COPD-Patientengut, welches einen hdoheren Anteil derart therapierter (Anti-
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Depressiva, orale Kortikosteroide, Roflumilast) Patienten enthalt, mussen dieser Fra-
gestellung nachgehen.

4.4 Korrelation von BDNF-Konzentration mit dem Schweregrad der COPD
Interessanterweise werden die hochsten BDNF-Konzentrationen bei den COPD-
Patienten nicht bei den Patienten mit dem schwersten Erkrankungsgrad gemessen;
die hochsten BDNF- Konzentrationen zeigten Patienten im spirometrischen Stadium
GOLD 3. Zu beachten ist auch, dass in dieser Untergruppe von COPD-Patienten ei-
ne signifikante, negative Korrelation zwischen den FEV1-Werten und den Serum-
BDNF-Konzentrationen vorhanden war. Eine vergleichbare Korrelation zeigte sich bei
Asthma bronchiale[79]. Die fehlende Korrelation zwischen Serum-BDNF-
Konzentrationen und FEV1-Wert in der Gruppe mit dem hochsten Schweregrad
(GOLD 4) konnte 3 verschiedene Ursachen haben:

(1)Es ist wahrscheinlich, dass die FEV1 durch die Uberbléahung erheblich beeinflusst
ist. Zuerst gilt es zu betonen, dass die eingeschrankten FEV1-Werte bei COPD durch
zweierlei pathophysiologische Veranderungen bedingt sind. Diese Veranderungen
sind einerseits die Atemwegsobstruktion und Atemflusseinschrankung, andererseits
auch die emphysematdsen Veranderungen. So zeigten sich in der untersuchten
COPD-Population ab GOLD Stadium 4 Residualvolumina, welche groRer als 200%
der Sollwerte waren. Dies lasst die Vermutung zu, dass ein schweres Emphysem
einen bedeutsamen Einflussfaktor auf die bei der GOLD 4-Untergruppe ermittelten
reduzierten FEV1-Werte darstellt. Im Unterschied hierzu fanden sich bei der Patien-
ten-Untergruppe im spirometrischen Stadium 3 signifikant niedrigere Residualvolumi-
na, sodass daraus ableitbar ware, dass dessen relativer Anteil an den reduzierten
FEV1-Werten in der GOLD 3-Untergruppe geringer ist als in der GOLD 4-
Untergruppe. Somit ist wahrscheinlich, dass die nicht nachweisbare Korrelation von
BDNF-Konzentration im Serum und den FEV1-Werten im Stadium GOLD 4 sich aus
der Dominanz des Emphysems bei den Patienten dieser Untergruppe begrindet.
Somit ist die FEV1 in diesem Stadium ein wenig geeigneter Parameter zur spezifi-
schen Beurteilung der Obstruktion.

(2)Die maximale Produktion von BDNF und damit auch die durch BDNF ausgel6sten
Effekte konnten bei Patienten im spirometrischen GOLD-Stadium 3 stattfinden. Es
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wurde bereits gezeigt, dass wichtige Quellen von BDNF inflammatorische Zellen wie
Lymphozyten und Monozyten sind[79]. Die Anzahl der Lymphfollikel, welche wichtige
Marker der Entzundung kleiner Atemwege bei COPD darstellen ist in den Wanden
der Atemwege bei Patienten im spirometrischen Stadium GOLD 3 am hdchsten[36].
Somit ist es denkbar, dass BDNF in diesem COPD-Stadium am starksten in den
Atemwegen von den Immunzellen produziert wird.

Durch das schwergradige Emphysem konnte das Ausmal} der Atemwegsentzindung
trotz niedriger FEV1 im Stadium 4 geringer sein[97].

(3)Bei Patienten mit Depression kommt es zu erniedrigten BDNF-Serumspiegeln[98].
Daher konnten die gemessenen BDNF-Konzentrationen im Serum durch begleitende
depressive Erkrankungen beeinflusst und/oder verfalscht sein.

Schliel3lich konnten auch die bei Patienten mit schwersten COPD-Stadien haufigen
Depressionen[99] eine Ursache fur die Reduktion der Serum-BDNF-Konzentration
bei schwerster COPD sein. Depressionen senken die Serum-BDNF-Konzentration
bei Menschen[94]. Folglich ware es denkbar, dass eine die COPD begleitende De-
pression eine entziundungsbedingte Erhdhung der BDNF-Serumspiegel bei Patienten
mit schwerer COPD maskieren kann. Die vorliegende Dissertationsarbeit wurde aber
nicht bezuglich der Eruierung einer moglichen Assoziation von verschiedenen BDNF-
Konzentrationen mit moglichen Komorbiditaten z.B. depressiven Begleiterkrankun-
gen bei den verschiedenen COPD-Stadien konzipiert. Diesbezlglich sind daher wei-
tere Studien notwendig.

4.5 Die Rolle und Regulation von TGF-81 bei der COPD

Im Gegensatz zu den Befunden bei Patienten mit Asthma bronchiale[79] zeigte sich
bei COPD-Patienten ein Anstieg der TGF-B1-Konzentrationen im Serum im Vergleich
zu gesunden Kontrollen. Dieser Befund passt zu einer Studie, in der die TGF-f1-
Konzentrationen auch im Plasma von COPD-Patienten erhoht waren[100]. Daruber
hinaus fand sich bei den COPD-Patienten eine Korrelation von BDNF mit TGF-1,
ein Umstand, der bei Asthma nicht nachzuweisen war[79]. Folglich erscheint es, dass
eine COPD durch einen Anstieg beider Thrombozyten-Mediatoren BDNF und TGF-
B1 charakterisiert ist. Bemerkenswerterweise fanden sich aber die hochsten Median-
werte der BDNF-Konzentrationen bei Patienten im Stadium GOLD 3, die hoéchsten
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Medianwerte der TGF-B1-Konzentrationen hingegen bei Patienten im spirometri-
schen GOLD-Stadium 4.

TGF-B1 zeichnet sich durch eine Vielzahl von Einflissen auf den Organismus aus.
HierfUr zu nennen sind beispielsweise ein immunsuppressiver Effekt. So wird die In-
terleukin-2-Produktion und die Proliferation und Differenzierung von T-Zellen ge-
hemmt[84]. Eine weitere Wirkung von TGF-31 ist die Regulation der extrazellularen
Ablagerung von Kollagen[101]. Bei COPD-Patienten zeigt sich ein erhdhtes Vor-
kommen von TGF-B1 in den Atemwegen, vergesellschaftet mit einem verstarkten
fibrotischen Remodeling der Atemwege[102]. Zusatzlich gibt es Erkenntnisse dar-
Uber, dass bei COPD-Patienten die erhohten TGF-B1-Spiegel Uberwiegend Gefal3-
assoziiert in der retikularen Basalmembran der Bronchien zu finden sind[103]. Fur die
Pathogenese der COPD und des Emphysems sind nicht nur die erhdhte Bildung von
TGF-B1 verantwortlich; auch verschiedene Polymorphismen und eine erhohte Sig-
nalaktivitat von TGF-B1 werden als Mitspieler bei den pathogenetischen Prozessen
angesehen[104, 105].

In der vorliegenden Studie lieRen sich mit zunehmendem Schweregrad der COPD
steigende Median-TGF-B1-Serumkonzentrationen nachweisen. Dies unterstitzt die
Annahme, dass TGF-B1 eine Rolle in den Vorgangen des Atemwegs-Remodelings
bei COPD einnimmt. Es lie sich jedoch keine signifikante Vergesellschaftung von
den Serum-Konzentrationen des TGF-B1 mit Emphysemmarkern wie dem Residual-
volumen oder der CO-Diffusionskapazitat nachweisen. Dies spricht fur eine komple-
xere Rolle des TGF-31 in der Pathogenese der COPD.

4.6 Serotonin und COPD

Ferner liel3 sich eine Tendenz zu erhéhten Serum-Konzentrationen von Serotonin (5-
HT) bei den COPD-Patienten feststellen, verglichen mit der Kontrollgruppe. Fur die
Patienten-Untergruppe im spirometrischen GOLD-Stadium 3 waren die erhohten
Konzentrationen sogar statistisch  signifikant. Bezlglich der Serotonin-
Konzentrationen im Plasma, welche ausschlief3lich das zirkulierende Serotonin und
nicht das nach Serum-Praparation aus den Thrombozyten freigesetzte Serotonin wi-
derspiegelt, konnte eine Studie erhdhte Serotonin-Plasmakonzentrationen bei Pati-
enten mit stabiler COPD nachweisen[106]. In der oben genannte Studie mit Seroto-
nin-Plasmakonzentrationen wie auch in der hier vorliegenden Arbeit mit gemessenen

Serotonin-Serumkonzentrationen konnten keine signifikanten Korrelationen zwischen
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den Serotonin-Konzentrationen und Lungenfunktionsparametern nachgewiesen wer-
den. Somit ist die Bedeutung erhohter Serum-Konzentrationen von Serotonin noch

vollig unklar.

4.7 Unterschiede und Gemeinsamkeiten von COPD und Asthma

Es besteht seit langer Zeit eine lebhafte Diskussion tUber die Gemeinsamkeiten und
Unterschiede von Asthma und COPDI[107].

So besagt die sogenannte ,Dutch hypothesis®, dass beide Erkrankungen gemeinsa-
me genetische Faktoren sowie Risikofaktoren zeigen[108]. Diese Vermutung stellt
die COPD und das Asthma als Teil des gleichen klinischen und pathophysiologi-
schen Spektrums dar. Je nach Starke genetischer sowie umweltbedingter Risikofak-
toren werden die Phanotypen obstruktiver Lungenerkrankungen entweder in Rich-
tung Asthma oder in Richtung COPD gepragt[109, 110].

Aktuelle klinische Daten scheinen die ,Dutch hypothesis® zu bestatigen. Die lange
Zeit als Abgrenzungskriterium zur COPD beschriebene Reversibilitat der Atem-
wegsobstruktion nach Inhalation eines Bronchodilatators[111] ist nicht mehr als ein-
deutiges Abgrenzungskriterium zur COPD geeignet, da auch COPD-Patienten eine
partielle Reversibilitat auf Bronchodilatatoren zeigen konnen[112-114]. Zudem wurde
in einer Follow-Up-Studie auch bei Asthma-Patienten teilweise eine Entwicklung zu
einer irreversiblen Atemwegsobstruktion nachgewiesen, neben der COPD-typischen
Reduktion des Transferkoeffizienten[115]. Auch wenn die Obstruktion der ,small
airways” als typisch fur die COPD gilt, existieren jedoch auch Hinweise auf diese Pa-
thologie bei Asthmatikern[116], wenngleich hier geringere Schweregrade der Ob-
struktion vorliegen[117].

Im Gegensatz dazu postuliert die sogenannte ,British hypothesis® einen grundsatzli-
chen Unterschied zwischen beiden Erkrankungen. Die Argumente beziehen sich auf
wesentliche Unterschiede in den pathologischen Veranderungen, klinischer Symp-
tomatik sowie der Reaktion auf medikamentdse Therapie[118]. Neueren Genomana-
lysen zufolge liegt kein gemeinsamer genetischer Hintergrund vor[119].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit demonstrieren, dass sowohl Unterschiede
wie auch Gemeinsamkeiten zwischen den beiden Krankheiten bestehen. Einerseits
zeigen sowohl COPD wie auch Asthma eine systemische Hochregulierung von
BDNF, welches ein Marker neuromuskularer Dysfunktionen der Atemwege ist. Ande-
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rerseits zeigt nur die COPD eine systemische Hochregulierung von TGF-31, welches
zum Remodelling der Atemwege und extrazellularen Kollagenablagerung fuhrt.

4.8 Schlussfolgerung

Die vorliegende Dissertationsarbeit zeigt erstmalig, dass die COPD im Gegensatz zu
friher berichteten Befunden bei Asthma bronchiale, sowohl durch erhohte Konzent-
rationen von BDNF als auch von TGF-B1 im Serum charakterisiert ist, wahrend
Asthma nur erhdhtes BDNF im Serum aufweist. Der Stadien-abhangige Zusammen-
hang mit den Lungenfunktionsparametern unterstiutzt die Hypothese, dass diese bei-
den Thrombozyten-Mediatoren eine Rolle in der Pathogenese der COPD spielen.
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THESEN

XI.

THESEN

. Die chronische obstruktive Lungenkrankheit (COPD) ist eine Volkserkrankung,

deren Pravalenz und gesundheitsokonomische Bedeutung weiter zunimmt.
Die Pathophysiologie dieser Erkrankung ist jedoch weiterhin nur wenig ver-
standen.

. Neben einer chronischen Entziindung kommt es bei der COPD zu einem er-

heblichen ,Remodeling” der Atemwege, mit Veranderungen der Strukturzellen
und der Matrixproteine.

. Der Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) kann nachhaltig die neuronale

und muskulare Funktion regulieren, und wird in groen Mengen in Thrombozy-
ten gespeichert. Transforming Growth Factor 31 (TGF-31) ist ebenfalls in
Thrombozyten gespeichert, und spielt unter anderem eine Rolle bei der extra-
zellularen Kollagenablagerung. Die Speicherung von BDNF und TGF-31 in
Thrombozyten schlagt sich in erheblichen Serumspiegeln dieser Mediatoren
beim Menschen nieder.

. Die Regulation von BDNF und TGF-31 im Serum von Patienten mit COPD ist

jedoch unbekannt. Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals, dass die COPD, im
Gegensatz zu fruher berichteten Befunden bei Asthma bronchiale, mit einer
erhohten Serumkonzentration von TGF-31 einhergeht.

. Wie bei Asthma zeigte sich eine systemische Hochregulierung von BDNF, als

moglicher Hinweis auf eine neuromuskulare Dysfunktion bei der COPD.

. Die vorliegende Promotionsschrift zeigt, dass ein stadienabhangiger Zusam-

menhang zwischen den Thrombozytenmediatoren BDNF und TGF-31 sowie
den Lungenfunktionsparametern besteht, so dass die Mediatoren mdglicher-
weise in unterschiedlichen Stadien eine pathogenetische Rolle spielen.

. Die Erkenntnisse dieser Arbeit werden zum weiteren Verstandnis der Patho-

physiologie des ,Remodelings” der Atemwege bei der COPD beitragen.
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