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1. Zusammenfassung
Eine der relevantesten Erkrankungen nicht nur in Deutschland ist angesichts ihrer Pravalenz, Inzidenz
und Mortalitat die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD). Dennoch bestehen immer noch
pathophysiologische Unklarheiten beziiglich der Rollen von systemischer Entziindung und von
Komorbiditaten ebenso wie ein Mangel an validen Parametern zur friihen Diagnostik, zur
Einschatzung der Krankheitsaktivitdat und zur Therapiesteuerung und —entwicklung. Auch kénnen
Phanotypen der Erkrankung nur unzureichend definiert werden. Es wurde viel Forschung im Bereich
von Biomarkern, die in ihrer Vielfalt groRes Potenzial zur Losung der Problematik boten, betrieben,
jedoch bisher noch nicht mit ausreichend Erfolg. In diesem Kontext ist auch die vorliegende Arbeit
einzuordnen. lhr Ziel ist, die beiden Biomarker Osteopontin und sRAGE (soluble Receptor for
Advanced Glycation End products) in ihrer Auspragung bei COPD-Erkrankung zu charakterisieren,
relevante Zusammenhange mit atiologischen Faktoren, klinischem Bild, Stadium, diagnostischen und
prognostischen Parametern herauszuarbeiten und damit zusammen mit bereits bestehender
Literatur zur fundierten Einschatzung einer moglichen klinische Nutzung beizutragen. Beide Marker
sind bereits unter anderem fiir ihre Mitwirkung an entziindlichen Prozessen und ihre Rolle bei
verschiedenen anderen Erkrankungen bekannt.
Zu genannten Zwecken wurden im Rahmen der prospektiven, multizentrischen Kohortenstudie
COSYCONET (COPD and Systemic consequences-Comorbidities Network) mithilfe eines Multiplex-
Partikel-Immunoassays die Biomarkerkonzentrationen in Serumproben von 2481 der insgesamt 2741
Patienten gemessen und eine statistische Querschnittsanalyse zum Zeitpunkt der ersten Visite
vorgenommen. Daraus ergeben sich bereits grundsatzliche Einschrankungen der Studie, bei der ohne
Verlaufsbeobachtung und gesunde Kontrollen gearbeitet wurde. Daneben ist zu bedenken, dass ein
Teil der Daten rein auf anamnestischen Angaben der Patienten beruhte und dadurch
Ungenauigkeiten verursacht werden konnten.
Flr Osteopontin wurde in der Kohorte eine mittlere Konzentration von 5790,44 + 7538,59 pg/ml
(Mittelwert (MW)  Standardabweichung (SA)) bzw. ein Median von 3788,00 pg/ml
(Interquartilsabstand (IQR) = 1958,00-6831,00) bestimmt, die Konzentrationen zeigten sich nicht
normalverteilt. Korrelationen ergaben sich mit dem Alter (r=0,052, p=0,010), dem kardiovaskuldrem
5- und 10-Jahresrisiko (s. 4.1.2.; r=0,052, p=0,017), dem St. George’s Respiratory Questionnaire
(SGRQ; r=0,041, p=0,044), der Gesamtzahl an akuten Exazerbationen in den vorangegangenen 12
Monaten (r=0,057, p=0,004) und dadurch notige Hospitalisierungen (r=0,074, p=0,000), der
Exazerbationshaufigkeit in Gruppen mit 0-1 bzw. 22 Exazerbationen (p=0,012), Interleukin-6 (IL-6;
r=0,068, p=0,001), Interleukin-8 (IL-8; r=0,069, p=0,001), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a; r=0,057,



p=0,005), Diabetes mellitus (p = 0,030), malignen Neoplasien (p-Wert = 0,012), Schlaganfall (p=0,012)
und Hirnleistungsstorungen (p = 0,015). Der Biomarker erwies sich damit als teilweise im Einklang mit
bestehender Literatur, nutzbare Zusammenhange ergaben sich in eingeschranktem Mal3e.

SRAGE trat mit einer Konzentration von im Mittel 856,84 + 362,28 pg/ml bzw. einem Median von
789,08 pg/ml (615,73 - 1022,00) auf, ebenfalls ohne zugrundeliegende Normalverteilung. Korreliert
war sie mit Alter (r=0,110, p=0,000), Raucherstatus (p=0,000), Pack years (r=-0,044, p=0,037), GOLD-
Stadium (r=-0,161, p=0,000), ABCD-Stadium (r=-0,139, p=0,000), BODE-Quartil (s. 3.1.; r=-0,134,
p=0,000), Cardiovascular index (CVI, s. 4.1.2.; r=0,043, p=0,032), Main comorbidity index (MCI, s.
4.1.2.; r=0,068, p=0,001), kardiovaskuldrem 5- und 10-Jahresrisiko (jeweils r=0,056, p=0,010),
Atemnot nach modified Medical Research Council Scale (mMRC-Skala; r=-0,087, p=0,000) und SGRQ
(r=-0,062, p=0,002). Beziiglich Lungenfunktionsparametern (s. 4.1.4.) traten Zusammenhange mit
Tiffeneau-Index (r=0,170, p=0,000), FEV; (r=0,178, p=0,000), FVC (r=0,098, p=0,000), ITGV (r=-0,106,
p=0,000), und TLCO (r=0,157, p=0,000) zutage. Leukozytenzahl (r=-0,094, p=0,000), IL-8 (r=0,081,
p=0,000), TNF-a (r=0,127, p=0,000), Hamoglobin-Wert (r=-0,077, p=0,000), Angina pectoris bzw.
Koronare Herzkrankheit (p= 0,012), Asthma bronchiale (p=0,049), chronische Nierenerkrankung
(p=0,000), Gicht (p=0,037), Eisenmangel (p=0,042) und maligne Neoplasien (p=0,038) erwiesen sich
ebenfalls als korrelierend. sRAGE war somit wie erhofft mit einer Reihe von diagnostischen und
prognostischen Parametern einer COPD assoziiert. Im Vergleich mit Studien aus der bereits grof3en
Datenbasis zu diesem Biomarker zeigten sich die Ergebnisse aus der COSYCONET-Kohorte in vielem
Ubereinstimmend und konnten auch Fakten zu bisher diskutierten oder weniger bearbeiteten
Zusammenhangen liefern, wie z.B. zu SRAGE in Abhangigkeit von Raucherstatus, inflammatorischen
Parametern, BODE-Index und verschiedenen Komorbiditdten bei COPD-Patienten. Gerade in Bezug
auf letztere wurde, im Gegensatz zu nicht an COPD erkrankten Patienten, interessanterweise eine
positive Korrelation des Biomarkers mit dem Vorliegen der genannten Komorbiditaten festgestellt,
wozu bisher wenig bekannt war. Jedoch waren die gefundenen Korrelationen insgesamt nicht stark
genug, um sRAGE allein als eine realistische klinische Alternative zu bisher genutzten Parametern wie
der FEV; ansehen zu kénnen. Eine Rolle spielen konnte der Biomarker aber durchaus in Kombination
mit anderen vielversprechenden Markern, woran auch bereits geforscht wird.

Zusammenfassend wurden durch diese Arbeit vorbestehende Erkenntnisse zu Osteopontin und
SRAGE als Biomarker bei COPD durch die Ergebnisse einer grol8 angelegten Studie in verschiedener
Hinsicht ergdnzt. Beide Biomarker schienen nicht ohne weiteres sinnvoll klinisch nutzbar, jedoch

wurden mogliche Ansatzpunkte flir weiterflihrende Forschung zur Erreichung dieses Ziels sichtbar.



1.1. Abstract

Examination of Osteopontin and sRAGE as biomarkers for disease severity, progression and
comorbidities in patients with chronic obstructive pulmonary disease — results of the multicenter

cohort study COSYCONET

Due to it’s prevalence, incidence and mortality, chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is one
of the most relevant diseases not only in Germany. But still, there are insecurities about the role of
systemic inflammation and comorbidities in it's pathophysiology and disease phenotypes can’t be
defined sufficiently. Also, there is a lack of valid parameters for the early detection, the evaluation of
disease activity and the guiding and development of therapeutic methods. With growing possibilities
in biotechnology, the wide and very promising field of biomarker research was opening up, but in
spite of extensive scientific work, it was not source of many achievements. That’s the context of the
present thesis. It aims at the characterization of the two biomarkers Osteopontin and sRAGE in its
occurrence in COPD patients, at working out relevant associations with aetilogical factors, clinical
picture, stage, diagnostic and prognostic parameters and, brought together with existing literature,
at a contribution to a well-founded assessment of the possible clinical utilization. Both markers are
already known to be involved in inflammatory processes and a number of different other diseases.
By use of a multiplex particle immunoassay, the concentrations of Osteopontin and sRAGE were
measured in 2481 of 2741 serum samples of COPD patients which were enrolled for the prospective
multicenter cohort study COSYCONET (COPD and Systemic consequences-Comorbidities Network). A
statistical cross-sectional analysis at the time of the first appointment followed, generating some
basic limitations by its design without the possibility of follow-up observation and comparison to
healthy controls. Furthermore, it is important to consider that part of the data was based on the
medical history verbally provided by the patients, which maybe caused some inaccuracies.
Osteopontin showed a mean concentration of 5790,44 + 7538,59 pg/ml (mean value * standard
deviation) respectively a median of 3788,00 pg/ml (interquartile range = 1958,00-6831,00), the
concentrations didn’t appear in a normal distribution. Correlations came up in terms of age (r=0,052,
p=0,010), cardiovascular risk over 5 and 10 years (r=0,052, p=0,017), SGRQ (r=0,041, p=0,044), total
number of acute exacerbations in the previous 12 months (r=0,057, p=0,004) and thereby caused
hospitalizations (r=0,074, p=0,000), frequency of exacerbations divided in groups with 0-1 or 22
exacerbations (p=0,012), IL-6 (r=0,068, p=0,001), IL-8 (r=0,069, p=0,001), TNF-a (r=0,057, p=0,005),
diabetes mellitus (p = 0,030), malign neoplasms (p-Wert = 0,012), stroke (p=0,012) and brain
disorders (p = 0,015). The results could partly be seen in accordance with existing literature, usable

correlations werde limited.



SRAGE was present with a mean concentration of 856,84 + 362,28 pg/ml respectively a median of
789,08 pg/ml (615,73 - 1022,00). It correlated with age (r=0,110, p=0,000), smoking status (p=0,000),
pack years (r=-0,044, p=0,037), GOLD stage (r=-0,161, p=0,000), ABCD stage (r=-0,139, p=0,000),
BODE quartile (r=-0,134, p=0,000), CVI (r=0,043, p=0,032), MCI (r=0,068, p=0,001), cardiovascular risk
over 5 and 10 years (jeweils r=0,056, p=0,010), dyspnea corresponding to mMRC-scale (r=-0,087,
p=0,000), and SGRQ (r=-0,062, p=0,002). Concerning parameters of lung function there were
associations with FEV1/FVC ratio (r=0,170, p=0,000), FEV; (r=0,178, p=0,000), FVC (r=0,098, p=0,000),
ITGV (r=-0,106, p=0,000) and TLCO (r=0,157, p=0,000). Also leucocyte count (r=-0,094, p=0,000), IL-8
(r=0,081, p=0,000), TNF-a (r=0,127, p=0,000), hemoglobin value (r=-0,077, p=0,000), angina pectoris
respectively coronary heart disease (p=0,012), asthma (p=0,049), chronic kidney disease (p=0,000),
gout (p=0,037), iron deficiency (p=0,042) and malign neoplasms (p=0,038) showed a correlation with
the biomarker.

So sRAGE showed associations with a number of diagnostic and prognostic parameters that describe
the COPD. Compared to some of the numerous other studies concerning this biomarker, the results
of the COSYCONET cohort were widely consistent and added also some facts to relations which were
still discussed or only little treated, like for example sRAGE depending on smoking status,
inflammatory parameters, bode index and the different comorbidities of COPD patients. Interestingly
and, in contrast to patients not suffering from COPD, the biomarker correlated positively with the
presence of the mentioned comorbidities, which was not extensively documented before. The
significant correlations, however, were not strong enough to consider sRAGE alone as an alternative
clinical marker replacing for example the FEV1, which was used until now. But the biomarker could
indeed play a role in combination with other promising markers, which is already part of current
research.

In summary, this thesis complemented existing literature concerning the biomarkers Osteopontin
and sRAGE in COPD patients by the results of a large-scale study. Both biomarkers did not seem to be
useful in clinical practice without further efforts, but possible starting points for continuing research

appeared.



2. Einleitung

Zum Einstieg in diese Arbeit soll die Aufmerksamkeit zunachst auf ein Zitat gerichtet werden, das

einige Probleme und damit den Handlungsbedarf beschreibt, der eine Grundlage fiir das

wissenschaftliche Interesse und das Engagement hinsichtlich der chronisch obstruktiven

Lungenerkrankung (COPD) ist.

,Die chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (COPD) stellt nach wie vor eine Herausforderung
fiir die medizinische Praxis dar. Die morphologischen und funktionellen Verdanderungen bei der
COPD gehen vielfach tber die Lunge hinaus, und es bestehen klinisch relevante
Komorbiditaten. Der Zusammenhang mit diesen Komorbiditaten und die Wechselwirkungen
mit der Lungenerkrankung sind moglicherweise Gber eine systemische Entziindung vermittelt;
doch ist diese Frage nicht hinreichend geklart. Unklar sind auch die praktischen Konsequenzen
bezlglich des individuellen Krankheitsverlaufs und moglicher Therapieansatze.“

(Jorres et al. 2010, S. 446)

Die Erkrankung, mit der man sich hier auseinandersetzt, ist also komplex und, mit Blick auf

epidemiologische MaRzahlen, gleichzeitig aber zweifellos in Deutschland wie weltweit sehr relevant.

In Vorgriff auf Abschnitt 2.1. dazu bereits einige illustrierende Eckpunkte:

Im Jahr 2013 rangierte die COPD beziglich ihres Anteils an den YLL (years of life lost) weltweit
auf Platz 12, in Deutschland war sie sogar auf Platz 6 zu finden. Sie folgte damit auf die koronare
Herzkrankheit (KHK), das Bronchialkarzinom, den Schlaganfall, die Alzheimer-Krankheit und das
kolorektale Karzinom auf den Rangen 1-5 (vgl. GBD 2013 Mortality and Causes of Death
Collaborators 2015).

Fur das Jahr 2017 wurden durch das Global Burden of Disease Collaborative Network 2018 die in
Tabelle 1 aufgefiihrten Pravalenzen und Inzidenzen herausgegeben. Die COPD war demnach in
Deutschland fiir 4,34% aller Todesfélle verantwortlich und betraf mit einer Pravalenz von 8,98%
etwas mehr als jeden 11. Einwohner. Damit war sie hierzulande mehr als doppelt so hdufig wie
global gesehen. Im Vergleich deutlich niedriger angesiedelt, aber dennoch beachtlich, ist die vom
Robert-Koch-Institut veroffentlichte Gesamt-12-Monatspravalenz der COPD fiir 2017, die bei

5,8% lag (Steppuhn et al. 2017).

Region Anteil aller Todesfille [%] Pravalenz [%] Inzidenz
Gesamt M w Gesamt M w [pro 100.000]
Deutschland 4,34 4,59 4,1 8,98 9,07 8,91 439,39
Weltweit 5,72 5,89 5,51 4,06 3,82 4,3 241,81

Tabelle 1: Epidemiologische MafRzahlen fiir die COPD im Jahr 2017 in Deutschland und weltweit nach dem Institute
for Health Metrics and Evaluation (IHME)
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Abbildung 1: Graphen zu den epidemiologischen MaRzahlen der Pravalenz, dem Anteil an allen Todesfillen sowie der
Inzidenz, die fiir die COPD im Jahr 2017 fur Deutschland und weltweit erhoben wurden
Quelle: Institute for Health Metrics Evaluation. Used with permission. All rights reserved.
(Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME) 2015; Global Burden of Disease Collaborative Network 2018)

Auch in Abbildung 1 wird der absolute Unterschied in den MalRzahlen ebenso wie der
Unterschied im Entwicklungstrend deutlich. In Deutschland ist die Tendenz der Pravalenz und der
Inzidenz steigend, letztere lag vor 20 Jahren noch bei 7,19 % und vor 10 Jahren bei 7,67%
(Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME) 2015).
So soll es zuallererst Gelegenheit geben, die Erkrankung der COPD genauer kennen zu lernen. In der
Ausformulierung der Fragestellung wird sich dann klaren, welchen Beitrag zum Fortschritt im
Umgang mit der Krankheit diese Promotionsarbeit anstrebt, gefolgt von Erlduterungen zu den dafir
genutzten Instrumenten der beiden Biomarker Osteopontin und sRAGE (soluble Receptor for
Advanced Glycation End products). Nach den Kapiteln zu Arbeitsweise und Ergebnissen werden
letztere flr sich und im Vergleich zu bereits existierender Literatur diskutiert werden, sodass eine

Einordnung méglich wird.



2.1. Die Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)

Fir eine kurze Definition der Krankheit geniigt es, an ihren Namen noch einige Begriffe anzufiigen:
sie ist nicht nur eine langfristige und mit Beeintrachtigung des Atemflusses verbundene, sondern
auch eine vermeidbare, meist progrediente, in ihrer die Atemwege obstruierenden Eigenschaft
irreversible Lungenerkrankung, die mit Entziindung der Bronchiolen und Zerstérung von

Lungenparenchym einhergeht (vgl. Vogelmeier et al. 2018, S. 7; Herold 2019, S. 348).

Nachdem bereits Zahlen dazu genannt wurden, sei hier noch einmal betont, dass auch wenn die
Pravalenz der Frauen sich der der Manner zunehmend angleicht, Betroffene derzeit noch mehr
mannlichen als weiblichen Geschlechts sind. Den Boden fiir die Erkrankung bereiten verschiedene
Risikofaktoren (Tabelle 2), wobei Tabakrauchen mit fast 90% den wichtigsten atiologischen Faktor
darstellt (vgl. Herold 2019, S. 348; Vogelmeier et al. 2018, S. 7-8). Aufgrund der genetischen
Pradisposition, die zusatzlich eine Rolle spielt, kommt es umgekehrt gesehen jedoch nur bei 20% der

Raucher zur Erkrankung (Herold 2019, S. 348).

Genuine Faktoren e Genetische Pradisposition (z.B. a;-Antitrypsin-Mangel)
e  Bronchiale Hyperreaktivitat (Asthma)
e  Storungen des Lungenwachstums bzw. der Lungenentwicklung

Exogene Faktoren e Inhalativer Tabakkonsum (auch passiv)

Berufsbedingte inhalative Noxen (verschiedene anorganische und organische Staube,
irritativ wirkende Gase)*

Umweltnoxen (Biomassenexposition, Luftverunreinigung)

Intrauterine und friihkindliche Einwirkungen

Atemwegsinfektionen (in der Kindheit)

Tuberkulose

Sozio6konomischer Status

* COPD als anerkannte Berufskrankheit:
- bei ehemaliger Tatigkeit im Bergbau:
Nr. 4111 bei Steinkohleabbau ab kumulativ 100 Feinstaubjahren,
Nr. 4101/4102 bei Pneumokoniose v.a. durch quarzhaltige Stdube
- Nr. 1315 durch Isocyanate
- Nr. 4302 durch chemisch-irritativ oder toxisch wirkende Stoffe

Tabelle 2: Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer COPD allgemein, daneben speziell aufgefiihrt die Noxen, die in
Definitionen von Berufskrankheiten Beriicksichtigung finden
(in Anlehnung an Vogelmeier et al. 2018, 7, 70-72; Herold 2019, S. 349)

Im Zusammenspiel von verschiedenen der genannten Faktoren beginnt ein pathophysiologischer
Prozess. Dabei |6st die inhalative Noxe eine chronische Entziindung in den kleinen Atemwegen aus,
die zum einen eine vermehrte Schleimsekretion und zum anderen eine Zerstérung von
Lungengewebe durch ein Ungleichgewicht zwischen Proteasen und Proteaseinhibitoren bedingt (vgl.
Herold 2019, S. 349, Vogelmeier et al. 2006). Letzteres kann bei hereditarem al-Antitrypsin-Mangel
auch bereits primér vorliegen. Entziindungsintensitat, Schleimproduktion, Zilienfunktion des

respiratorischen Epithels und genanntes Gleichgewicht werden dabei negativ beeinflusst von
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oxidativem Stress, u.a. ausgehend von in Zigarettenrauch enthaltenen reaktiven
Sauerstoffmetaboliten (vgl. Herold 2019, S. 349, Vogelmeier et al. 2006). Infolge der Destruktion des
Parenchyms finden Umbaureaktionen in Form von Fibrosierung statt und letztlich bleibt ein
Gewebeverlust, der die Lunge in ihrer Stabilitat und in ihrer Funktion fiir den Gasaustausch
beeintrachtigt (vgl. Herold 2019, S. 349, Vogelmeier et al. 2006). Es kommt zunehmend, in
Synergismus mit der Mukushypersekretion und Dysfunktion des Epithels, zur v.a. exspiratorischen
Verlegung der Atemwege mit Lungeniberblahung bzw. —emphysem und zu respiratorischer

Insuffizienz mit Hyperkapnie und Hypoxamie (vgl. Herold 2019, S. 349, Vogelmeier et al. 2006).

Im Laufe dieses Fortschreitens der Erkrankung bleibt diese jedoch nicht auf die Lunge beschrankt,
sondern kann sekundar zur Entwicklung von pulmonaler Hypertonie und Cor pulmonale fiihren
(Herold 2019, S. 349). Daneben, um das Einstiegszitat zu konkretisieren, gibt es eine Reihe an
systemischen Erscheinungen bzw. Krankheiten, die sich assoziiert zeigten, dazu gehéren z.B.
Gewichtsverlust, Muskelabbau, Osteoporose, Atherosklerose, tumordse Erkrankungen und
Depression (Vogelmeier et al. 2006, 893). Wie erwéahnt, ist der Zusammenhang der COPD mit den
Komorbiditdaten und die genaue Rolle der systemischen Inflammation im Krankheitsgeschehen noch
unklar (Vogelmeier et al. 2006, 893). Als mogliche ursachliche Faktoren fir komorbide Erkrankung
kénnen jedoch daneben auch noch das Alter, das Tabakrauchen, chronische Hypoxie mit oder ohne
Hyperkapnie und die Nebenwirkungen einer medikamentdsen Therapie angesehen werden
(Klemmer und Vogelmeier 2015, S. 4-5). Weitere Ausfiihrungen zu den Begleiterkrankungen folgen

im Rahmen der Komplikationen zum Ende dieses Kapitels.

Die pathophysiologischen Vorgange finden ihre Entsprechungen im klinischen Bild der Erkrankung. Es
kann vorausgehend wie begleitend eine chronische Bronchitis auffallen. Diese wurde von der World
Health Organization (WHO) definiert als produktiver Husten wahrend mindestens drei Monaten in
zwei aufeinander folgenden Jahren (Vogelmeier et al. 2018, S. 7), inzwischen jedoch in die Diagnhose
einer COPD mit eingeschlossen und nicht mehr als eigenstandiger Begriff verwendet. Neben diesem
langer bestehenden Husten mit Auswurf ist als drittes Hauptsymptom einer COPD die
Belastungsdyspnoe zu nennen, die mit den o.g. systemischen Auswirkungen zu schneller Ermidung
und verminderter Belastbarkeit fiihrt (Herold 2019, S. 349). Je nach Erkrankungsdauer kann auch ein
typischer Auskultationsbefund mit trockenen Nebengerduschen und verlangertem Exspirium
erhoben sowie inspektorisch z.B. ein Fassthorax oder eine Zyanose sichtbar werden (Vogelmeier et
al. 2018, S. 9-10; Vogelmeier et al. 2006, 893).

Der progressive Verlauf der Erkrankung ist dazu durchsetzt von mehr oder weniger haufig

auftretenden Krankheitsspitzen. Eine akute Exazerbation (AECOPD) ist dabei definiert als , liber [das
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normale] [...] Maf3 der Tagesschwankung hinausgehende (und > 24h anhaltende) Verschlechterung,
die der Intensivierung der Therapie bedarf” (Herold 2019, S. 349-350), meist infektgetriggert und
kann bei mindestens zweimaligem Auftreten pro Jahr als rezidivierend bezeichnet werden

(Vogelmeier et al. 2018, S. 14).

In der aktuellen Leitlinie von Vogelmeier et al. (2018) finden sich klare Empfehlungen zur Diagnostik

bei COPD:

,E1 Die Diagnose COPD soll anhand der Anamnese (einschlieBlich Expositionsanamnese),
charakteristischer Symptome (Belastungsdyspnoe, Husten, Auswurf) und der
Lungenfunktionsprifung vor und nach Bronchodilatation gestellt werden.

E2 Die COPD soll durch Ganzkérperplethysmographie (GKP), Blutgasanalyse (BGA),
Diffusionskapazitat fur Kohlenmonoxid (DLCO), Bildgebung und standardisierte

Belastungstests weiter charakterisiert werden.”

In der primaren, spirometrischen Lungenfunktionsdiagnostik ist dabei vor allem die Erhebung des
Tiffeneau-Indexes bzw. seiner beiden Komponenten, der forcierten Einsekundenkapazitat (FEV:) und
der forcierten Vitalkapazitat (FVC), als Grundlage fir die spatere Einordnung bzgl. des
Krankheitsstadiums von Bedeutung. Beziiglich Bildgebung wird mit Blick auf mogliche
Differentialdiagnosen und Komorbiditdten eine initiale Rontgen-Thorax-Aufnahme in zwei Ebenen
empfohlen. Eine Computertomographie (CT) ist indiziert, falls infolgedessen weitere Abklarung von
Befunden nétig oder eine Operation geplant wird (Vogelmeier et al. 2018, 10, 13-14). Als
Belastungstest kommen schlieRlich noch z.B. der 6-Min.-Gehtest sowie Spiroergometrie zum Einsatz
(Vogelmeier et al. 2018, S. 13) .

Neben diesen Punkten soll im Rahmen von Laboruntersuchungen aufgrund der therapeutischen
Konsequenz bei allen, aber vor allem bei jungen Erkrankten unter 45 Jahren oder bei basalem
panlobuldarem Emphysem auf die Abklarung von hereditdarem a;-Antitrypsinmangel geachtet werden
(Vogelmeier et al. 2018, S. 14). Elektro- (EKG) und Echokardiogramm sind zur Abklarung von
Komorbiditdten bzw. Differentialdiagnosen sowie Folgen der Lungenerkrankung sinnvoll (Vogelmeier

etal. 2018, S. 15).



Mit erfolgter Diagnostik kann der Patient verschiedenen Erkrankungsstadien zugeordnet werden (s.
Abbildung 2). Nach Diagnosestellung durch passende Anamnese, Symptome und einen Tiffeneau-
Index nach Broncholyse von <0,7, wird der Schweregrad der obstruktiven Ventilationsstérung durch

die FEV; separat in die GOLD-Stadien I-IV eingeteilt (Arand 2017, S. 18). Seit 2017 wird dann, was

Spirometrically Assessment of
) Assessment of .
confirmed Rk A symptoms/risk of
X . airflow limitation .
diagnosis ) exacerbations
Exacerbation
history
FEV, =2 i
Post-bronchodilat (% predicted) or 5
?:SEV rirlfco '0""7” GOLD 1 >80 > 1 leading ¢c . D
s GOLD2|  50-79 to hospital ;
GOLD 3 3049 admission Y
GOLD 4 <30 0or1 :
(not leading A i B
to hospital !
admission) ;

mMRC 0-1; mMRC = 2
CAT <10 :1 CAT=10
Symptoms

Abbildung 2: Diagnosestellung und Einstufungsprozess einer COPD mit GOLD-Stadien
I-IV und ABCD-Klassifikation (aus: Vogelmeier et al. 2017, S. 561)

letztlich iber die Therapie entscheidet, die Zugehorigkeit zu einer der vier Gruppen A-D einer
Vierfeldertafel bestimmt, die in ihren Achsen {iber das klinische Bild der Erkrankung definiert wird.
Dazu wurden zum einen Scores aufgenommen, die in ihren Punktewerten verschiedene Symptome
Uber den COPD-Assessment-Test (CAT, Abbildung 3) oder den Schweregrad der Atemnot Giber die
mMRC-Skala (modified Medical Research Council — Skala, Tabelle 3) wiederspiegeln, zum anderen
wird die Exazerbationshaufigkeit mit einbezogen (vgl. Arand 2017, S. 18).

Ebenfalls eine Schweregradeinteilung, aber vor allem auch prognostisch bedeutsam, ist der BODE-
Index (Body mass index, Obstruction, Dyspnea, Exercise capacity) (Vogelmeier et al. 2018, S. 18), der

in Abschnitt 3.1. genauer behandelt wird.

0 Ich leide nie unter Atemnot, auRRer bei starker Anstrengung

1 Ich leide unter Atemnot beim schnellen Gehen oder beim
Bergaufgehen mit leichter Steigung

2 Ich gehe beim Gehen in der Ebene wegen Atemnot langsamer als
Gleichaltrige oder bendétige bei selbst gewahlter Geschwindigkeit
Pausen

3 Ich bendtige eine Pause wegen Atemnot beim Gehen in der Ebene
nach ca. 100m oder nach einigen Minuten

4 Ich bin zu kurzatmig, um das Haus zu verlassen oder mich an- und
auszuziehen

Tabelle 3: mMRC-Skala zur Einstufung der Atemnot. Die zu den links aufgefiihrten
Scorewerten gehorigen Beschreibungen sind im Wortlaut der Befragungen im
Rahmen der Studie wiedergegeben.
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Abbildung 3: COPD-Assessment-Test ™ (CAT) (GlaxoSmithKline (GSK) Unternehmensgruppe 2009)

Differentialdiagnostisch gilt es, vor allem gegeniliber dem Asthma bronchiale abzuwéagen - bei nicht
klar zu trennender Symptomatik dieser beiden Kranheitsbilder wird auch von einem Asthma-COPD-
Overlap (ACO) gesprochen (Vogelmeier et al. 2018, S. 21-22). Daneben kénnen dhnliche Symptome
bei u.a. Bronchiektasen, Bronchiolitis obliterans, Sarkoidose, Bronchialkarzinom oder Tuberkulose
moglich sein; extrapulmonal muss hauptsachlich eine chronische Linksherzinsuffizienz, z.B. aber auch
ein gastrodsophagealer Reflux in Betracht gezogen werden (vgl. Vogelmeier et al. 2018, S. 21-22;

Arand 2019, S. 575; Herold 2019, S. 351-352).

Die Therapie der COPD kann primar unterteilt werden in die beiden Bereiche der medikamentdsen
und nicht-medikamentésen Therapie.

Die Pharmakotherapie dient der

,, Linderung der Symptome, [...] Reduktion von Frequenz und Schweregrad der Exazerbationen sowie
[...] Verbesserung des Gesundheitsstatus und der Belastbarkeit. Mit keinem der vorhandenen
Medikamente konnte bislang eindeutig ein Effekt auf den Verlust an Lungenfunktion iber die Zeit

nachgewiesen werden, [...].“ (Vogelmeier et al. 2018, S. 24)
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Die grofSte Rolle spielen unterschiedlich lang wirksame Bronchodilatatoren in Form von

Anticholinergika und B,-Sympathomimetika, wobei in der Dauertherapie langwirksame (LABAs =

long-acting B2-agonist, LAMAs = long-acting muscarinic antagonist) den kurzwirksamen (SABAs =

short-acting B,-agonist, SAMAs = short-acting muscarinic antagonist) Substanzen und, beziglich der

verschiedenen Darreichungsformen, inhalierbare den oralen Praparaten vorzuziehen sind (vgl.

Vogelmeier et al. 2018, S. 24-26; Herold
2019, S. 352-353). Tabelle 4 fuhrt
beispielhaft einige Wirkstoffe auf, die auch
in verschiedenen, festen Kombinationen
angeboten werden.

Damit kdnnen in der Dauertherapie von
schwer erkrankten Patienten mit haufigen
Exazerbationen inhalative Kortikosteroide

(1CS) kombiniert werden, Steroide in oraler

Beispiele verwendeter Medikamente bei COPD
Medikament | Wirkstoff Wirkdauer
SABAs Salbutamol 4-6h
Fenoterol 4-6h

LABAs Formoterol 12h
Salmeterol 12h
Indacaterol 24h

SAMAs Ipratropium 6-8h

LAMAs Aclidinium 12h
Glycopyrronium 24h
Tiotropium 24h
Umeclidinium 24h

ICS Beclometason, Budesonid, Fluticason

Form sollten nur bei der Behandlung einer

Tabelle 4: Beispielhaft aufgefiihrt einige Wirkstoffe zu den im

Text genannten Medikamenten ggf. inkl. Wirkdauer (angelehnt

AECOPD verwendet werden (vgl. Arand

2019, S. 578; Vogelmeier et al. 2018, S. 30).

Welches Medikament bzw.
welche Kombination zum Einsatz
kommt, entscheidet sich fur die
initiale Therapie wie bereits
erwahnt auf der Basis der
Einteilung in die Gruppen A-D,
dargestellt auf Abbildung 4. Fir
die Follow-up-Therapie wurden
Behandlungsalgorithmen flr zwei
Szenarien entworfen: je
nachdem, ob trotz Initialtherapie
unzureichend kontrollierte
Symptome oder haufige

Exazerbationen in Verbindung

an Vogelmeier et al. 2018, S. 33-34)

> 2 moderate
Exazerbationen

oder > 1 mit
Hospitalisierung

< 1 moderate
Exazerbation
(ohne
Hospitalisierung)

C D
LAMA LAMA oder
LAMA + LABA * oder
LABA + ICS **
A B

Bronchodilatator

langwirksamer
Bronchodilatator

(LAMA oder LABA)
MMRC 0-1 bzw. MMRC > 2 bzw.
CAT <10 CAT > 10

* |n Betracht ziehen, wenn hochsymptomatisch
(z. B. CAT > 20)
** |n Betracht ziehen, wenn > 300 Eosinophile /ul

Abbildung 4: Medikamentose Therapie der COPD nach Einteilung in die
Gruppen A-D (angelehnt an Arand 2019, S. 576)

mit hohen oder niedrigen Werten an Eosinophilen die zentrale Rolle spielen, werden Empfehlungen

flr die weitere Behandlung mit Fokus auf verstarkter Bronchodilatation oder auf intensivierter

antiinflammatorischer Therapie ausgesprochen (vgl. Arand 2019, S. 576-578). Zusatzliche
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Substanzen, die dabei im Rahmen von letzterer in bestimmten Fallen verordnet werden kénnen, sind
zum einen der antientziindlich wirksame Phosphodiesterase-4-Inhibitor Roflumilast oder das
Makrolidantibiotikum Azithromycin, dieses vor allem bei ehemaligen Rauchern (vgl. Arand 2019, S.
578; Vogelmeier et al. 2018, S. 30). Vor allem fiir nicht (mehr) rauchende Patienten mit a;-
Antitrypsin-Mangel und einer FEV; 30-60% besteht daneben die Mdglichkeit einer
Substitutionstherapie (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), Inc. 2019, S.
61).

Neben der pharmakologischen Therapie ist eine Reihe von nichtmedikamentdsen
Behandlungsoptionen von Bedeutung, zusammengefasst in Tabelle 5. Die wichtigste, praventive wie
das Fortschreiten der Erkrankung verlangsamende MalBnahme ist dabei die Ausschaltung der
inhalativen Noxen (Vogelmeier et al. 2018, S. 37). Allem voran soll der Verzicht auf das Tabakrauchen
erreicht werden (Vogelmeier et al. 2018, S. 37). Unterstitzen kann eine Verhaltenstherapie in
Kombination mit Nikotinersatzstoffen oder bzw. und die zur Entwéhnung zugelassenen Praparate
Vareniclin und Bupropion, fiir derartige Programme konnte eine Steigerung der Langzeit-

Abstinenzraten gezeigt werden (vgl. Vogelmeier et al. 2018, S. 37-40).

Handlungsfelder: MafBnahmen:
Pravention e Vermeidung der inhalativen Noxe
- durch Raucherentwdhnung
- durch Arbeitsplatzhygiene
e Schutzimpfungen (Influenza, Pneumokokken)
e Sanierung von Infektherden, Therapie von
Komorbiditaten
Nichtmedikamentdse e pneumologische Rehabilitation
Optionen e  Korperliches Training
e Atemphysiotherapie
e Patientenschulung
e  Erndhrungsberatung
e Hilfsmittelversorgung
e Psychosoziale Therapieangebote
Apparitive/operative e Langzeitsauerstofftherapie
Optionen e Nichtinvasive Beatmung (NIV)
e Lungenvolumenreduktion
e Lungentransplantation

Palliative Therapie e Dbei weit fortgeschrittener Erkrankung: Kombination
aus medikamentdsen und nicht-medikamentdsen
Malnahmen zur Symptomkontrolle

Tabelle 5: Zusammengefasste, nichtmedikamentdse Behandlungsoptionen bei COPD
(Tabelle angelehnt an Vogelmeier et al. 2018, S. 38; weiterhin nach Vogelmeier et al. 2018, S.
41-56; Herold 2019, S. 352)

13



Langzeitsauerstofftherapie und nichtinvasive Beatmung (NIV) dienen der symptomatischen Therapie
einer akuten wie chronischen respiratorischen Insuffizienz im Krankheitsverlauf bei bereits optimaler
kausaler Therapie der Grunderkrankung (Vogelmeier et al. 2018, S. 54). Indikation fiir ersteres ware
die hypoxamische Insuffizienz mit einem PaO2 von £ 55 mmHg in Ruhe bzw. von <50-60 mmHg bei
Cor pulmonale oder Polyglobulie sowie einer Hypoxdmie im Schlaf, appliziert werden sollte der
Sauerstoff mindestens 16h pro Tag (Vogelmeier et al. 2018, S. 54). Chronisch hyperkapnisch
insuffiziente Patienten kdnnen zur Abatmung von CO; und Entlastung der Atemmuskulatur von einer
auBerklinischen Maskenbeatmung in 6-8h Intervallen profitieren (vgl. Vogelmeier et al. 2018, S. 53—
57).

Invasive MalRnahmen koénnen, sofern die fiir sie jeweils notwendigen Voraussetzungen und die
Anspriiche an den Gesundheitszustand der Patienten erfillt sind, die Lungenfunktion und die
Symptome verbessern - Moglichkeiten sind dabei die Bullektomie, die operative
Lungenvolumenreduktion, die endoskopische Lungenvolumenreduktion mittels endobronchialen
Ventilen oder Coils sowie eine Lungentransplantation (vgl. Vogelmeier et al. 2018, S. 48-52).
Eingesetzt werden, abgesehen von der Bullektomie, die genannten Verfahren jedoch erst nach
vorherigem Ausschopfen der konservativen Therapiemdglichkeiten (vgl. Vogelmeier et al. 2018, S.
48-52).

Bei dem Auftreten von Komplikationen wie der AECOPD sind diagnostisches und therapeutisches
Management noch einmal gesondert zu betrachten.

Die Symptomatik bei akuter Exazerbation kann von einer leichten Zunahme der o.g. Symptome mit
oder ohne purulentes Sputum bis zu einer akuten respiratorischen Insuffizienz reichen (Herold 2019,
S. 349-350). Je nachdem, auf welcher Stufe Leistungen des Gesundheitssystems gebraucht werden,
wird unterschieden zwischen leichter, mittelschwerer, schwerer und sehr schwerer Exazerbation
(Vogelmeier et al. 2018, S. 58). Eine leichte Exazerbation kann durch Eigenmedikation mit SABAs oder
SAMAs erfolgreich kontrolliert werden, eine mittelschwere erfordert bereits die Verordnung eines
systemischen Steroids und eventuell eines Antibiotikums, spielt sich aber auch noch im ambulanten
Setting ab (Vogelmeier et al. 2018, S. 58). Schwere Exazerbationen erfordern dagegen die stationare
Aufnahme, sehr schwere sogar auf Intensivstation bzw. Intermediate Care Unit (vgl. Vogelmeier et al.
2018, S. 58). Als wichtige Differential- bzw. zusatzliche Diagnosen gilt es, eine akute kardiale
Dekompensation und ein akutes Koronarsyndrom, ebenso wie Pneumonie, Pneumothorax sowie
eine Lungenembolie auszuschlieBen (vgl. Vogelmeier et al. 2018, S. 58).

Therapeutisch setzt man zusatzlich zur Dauertherapie auf den zeitlich limitierten Einsatz von
kurzwirksamen Bronchodilatatoren, von systemischen Steroiden und, in bestimmten Konstellationen
in Bezug auf vor allem Aspekt des Sputums und Schwere der Exazerbation, von Antibiotika (vgl.

Vogelmeier et al. 2018, S. 59—62). Im Rahmen der symptomatischen Therapie ist u.a. auf
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Sauerstoffgabe zu achten, ggf. auch als High-Flow-Sauerstoff (Vogelmeier et al. 2018, S. 64). V.a. bei
hyperkapnischem Atemversagen mit Azidose steht wie bereits genannt die NIV zur Verfligung, in sehr
schweren Fallen kann, soweit moglich, auch auf extrakorporale CO,-Elimination zurlickgegriffen

werden (vgl. Vogelmeier et al. 2018, S. 63—66).

Auch eine Art der Komplikation, fir Verlauf und Prognose der Erkrankung sehr bedeutsam und
leitliniengerecht zu therapieren sind die Komorbiditdten bei COPD, denn: ,Die Mehrzahl der
Patienten verstirbt nicht an der COPD, sondern an kardiovaskuldren Erkrankungen und am
Lungenkarzinom.” (Vogelmeier et al. 2018, S. 67) In Zahlen ausgedriickt, spiegelt sich das in einem
2,5-fach hoheren Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen und einem 2- bis 6-fach héheren Risiko fiir
ein Bronchialkarzinom bei COPD-Patienten wider (Vogelmeier et al. 2018, S. 68). Doch wie bereits in
den Ausfiihrungen zur Pathophysiologie erwahnt, sind das bei weitem nicht die einzigen assoziierten
Erkrankungen. Divo et al. stellten 2012 einen Mittelwert von allg. 6 Begleiterkrankungen pro COPD-
Patient fest, und fir 12 Krankheitsentitaten konnte im Rahmen dieser Studie eine Erhéhung des
Sterberisikos nachgewiesen werden. Das wurde fir die Bildung des Komorbiditdtsindex COTE (COPD
specific comorbidity test) genutzt (s. Tabelle 6), der vor allem ab einer Anwendung tGber mind. 18
Monate Beobachtungszeit positiv mit dem Sterberisiko korreliert, quantifizierbar auf das 2,2-fache
Risiko ab einem Wert von mindestens 4 Punkten (Divo et al. 2012, S. 156). Der COTE-Index kann
neben dem BODE-Index (siehe Abschnitt 3.1.), oder noch besser in Kombination mit letzterem (Divo
et al. 2012, S. 158), also auch ein Mittel der Prognoseeinschatzung sein und verdeutlicht noch einmal

die Rolle der Komorbiditaten.

Comorbidity Hazard Ratio Point Assignment
Lung, esophageal, pancreatic, =2.00 6
and breast* cancer
Anxiety* 13.76 <]
All other cancers 2
Liver cirrhosis 1.68 2
Atrial fibrillation/flutter 1.56 2
Diabetes with neuropathy 1.54 2
Pulmonary fibrosis 1.51 2
Congestive heart failure 133 1
Gastric/duodenal ulcers 132 1
Coronary artery disease 1.28 1
Hazard ratio <1.5 =1, =1.5 = 2, and 6 for lung, pancreatic, esophageal, and
breast cancer, similar to the value assigned in the Charlson Comorbidity.
*Valid on the female population only.

Tabelle 6: Die signifikant mit einem erhohtem Sterberisiko
korrelierenden Komorbiditdten bei COPD und die Punktewerte, mit
denen sie in den COTE-Index eingehen (Divo et al. 2012, S. 159)
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2.2. Biomarker

2.2.1. Definition des Begriffs und Einblick in die Studienlage zur bisherigen Rolle von
Biomarkern in der Forschung zur COPD

Nach der Definition der FDA-NIH Biomarker Working Group aus dem Jahr 2016 kann unter einem

Biomarker folgendes verstanden werden:

A defined characteristic that is measured as an indicator of normal biological processes,
pathogenic processes, or responses to an exposure or intervention, including therapeutic
interventions. Molecular, histologic, radiographic, or physiologic characteristics are types

of biomarkers.”

Es handelt sich um einen objektiv und reproduzierbar quantitativ messbaren Parameter, der ohne
zwingende Ubereinstimmung mit der subjektiven Verfassung oder den Symptomen des Patienten
Rickschliisse auf biologische Abldufe erlaubt (Strimbu und Tavel 2010). Damit finden sich in der
Vielfalt der eingeschlossenen Merkmale zum Beispiel Zellzahlen, Proteine, Nukleinsduren und andere
Molekiile in verschiedenen Medien wie Plasma oder Serum, Ausatemluft, Sputum, Flissigkeit der
Bronchioalveolaren Lavage oder bioptischem Material (vgl. Stockley 2014, S. 174). Genauso kdnnen
darunter aber auch ein klinisch erhobener Parameter wie ein Lungenfunktionswert, Scorewerte oder
Befunde und Messwerte aus bildgebenden Verfahren verstanden werden (vgl. Stockley 2014, S. 174).
Der gewahlte Marker sollte daneben eine Reihe von Anforderungen erfiillen — er sollte nicht nur
sicher, prazise und unabhéangig von Faktoren wie Alter oder Geschlecht, sondern auch 6konomisch
und technisch umsetzbar in der Bestimmung sein und mit dem Therapieerfolg korrelieren (Hollander
etal. 2017, S. 455—-456). SchlielRlich muss er fir den klinischen Einsatz auch einen Mehrwert
gegenlber bisherigen Methoden mit sich bringen sein und das Outcome der Patienten verbessern

(Hollander et al. 2017, S. 455-456).

Fir die COPD, angesichts der genannten Unklarheiten beziiglich der Pathophysiologie und des
Zusammenhangs mit Komorbiditaten, den verschiedenen Phanotypen der Erkrankung und dem
Mangel an nutzbaren validen Parametern zur frilhen Diagnostik, Einschatzung der Krankheitsaktivitat
und zur Therapiesteuerung und -entwicklung, barg und birgt dieses Konzept Potenzial (Sin et al.
2015, S. 1162-1163). Denn bis dato ist der einzige dafiir gebrauchte Biomarker und Angelpunkt der
Lungenfunktionswert der FEV; (Cherneva und Kostadinov 2018, S. 352). Dieser spiegelt jedoch unter
anderem zu wenig den tatsachlichen Zustand des Lungenparenchyms, die Krankheitsaktivitat und —

progression und die Lebensqualitat der Patienten wider und bericksichtigt nicht die Last der
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Komorbiditdten (vgl. Cherneva und Kostadinov 2018, S. 352; Stockley et al. 2018). Leider stehen
bisher den groRen Aufwendungen (iber die letzten 20 Jahre noch wenige hinzugewonnene, klinisch
nutzbare Erkenntnisse gegeniiber - trotz der groRen Zahl an Forschungsarbeiten hat mit der
Eosinophilenzahl im Blut nur ein Marker Eingang in den klinischen Alltag gefunden (vgl. Sin et al.
2015, S. 1162-1163; Stockley et al. 2018, S. 2). Daneben wurde Plasma-Fibrinogen 2015 von der
amerikanischen Food & Drug Administration (FDA) bzw. dem COPD Foundation Biomarker
Qualification Consortium (CBQC) zu einem sogenannten , Drug Development Tool“ erklart, einem
prognostischen Biomarker zur Entwicklung von neuen Medikamenten fiir die COPD (Miller et al.
2016). Es folgte die Anerkennung des St. George’s Respiratory Questionnaire (SGRQ, ndheres siehe
4.1.3) und des 6-Minuten-Gehtests, fiir die Qualifikation von sRAGE als Emphysemmarker miissen
zundachst noch die technischen Voraussetzungen fiir standardisierte Tests geschaffen werden (COPD
Foundation 10.01.2017). Die European Medicines Agency (EMA) folgte lediglich in der Anerkennung
von Fibrinogen als prognostischem Marker (Cherneva und Kostadinov 2018).

Probleme bei der Entwicklung eines neuen Biomarkers stellten unter anderem dar (vgl. Stockley et al.

2018; Sin et al. 2015; Hollander et al. 2017, S. 455):

e Trotz signifkanter Unterschiede kann es zu groRen Uberschneidungsbereichen bei den
Messergebnissen in COPD- und Kontrollgruppen auftreten, was die diagnostische Qualitat
verschlechtert.

e Wenn auch statistisch signifikante Zusammenhange mit einzelnen Biomarkern, die oft Teil
komplexer biologischer Funktionskreislaufe sind, festgestellt werden, ist moglicherweise ihre
Starke fir eine weitergehende Nutzung nicht ausreichend.

e Daneben kann es aufgrund des Studiendesigns an Reproduzierbarkeit der Ergebnisse mangeln,
z.B. bei kleinen Kohorten, bei Verwendung von Untersuchungsmaterialien, fir die es wenig
standardisierte Messmethoden gibt, oder bei der Wahl vielfaltig beeinflusster Merkmale als
priméare Endpunkte.

e Gegebenenfalls ist der zusatzliche Nutzen im Vergleich zu einfacher erhebbaren Parametern zu

gering oder die klinische Anwendbarkeit allgemein nicht gegeben.

Die in Bezug auf die COPD mit am haufigsten untersuchten Biomarker sind nach Stockley et al. Club
cell protein 16 (CC-16), Surfactant protein D (SP-D), soluble Receptor for Advanced Glycation End
products (sRAGE), C-reaktive Protein (CRP), Fibrinogen und Interleukin 6 (IL-6). Wenn sich auch
bisher auRRer der Eosinophilenzahl kein Biomarker fir sich genommen als tauglich fir die klinische

Praxis erwiesen hat, so sind doch fiir viele theoretisch nutzbare Zusammenhénge fiir Diagnostik und
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Einschatzung der Krankheitsentwicklung nachgewiesen worden und so sieht Mannino in seiner
Ubersichtsarbeit 2019 mégliche Erfolge fiir die Zukunft unter anderem in der Kombination von
serologischen Markern. Erprobt wurde das fir verschiedene klinische Endpunkte z.B. bereits 2017
von Zemans et al. auf der Basis von zwei grofen multizentrischen Kohortenstudien, COPDGene
(Genetic Epidemiology of COPD)und ECLIPSE (Evaluation of COPD Longitudinally to Identify Predictive
Surrogate End-points). Daneben scheinen Parameter aus dem Bereich der Bildgebung mittels
hochauflésender Computertomographie vielversprechend, deren Erhebung jedoch u.a. aufgrund von
Strahlenbelastung und Kosten bisher lediglich im wissenschaftlichen Rahmen stattfand. Dabei geht es
zum Beispiel um die Erfassung und Charakterisierung frither Veranderungen im Lungenparenchym
wie auch des spateren Emphysemtyps, Bronchiektasen und Verkalkungen der Koronarien, oder die
Messung von bekannten wie neu konzipierten Werten in Bezug auf die Wanddicke, den Durchmesser
oder die Stabilitat der Atemwege (Mannino 2019, S. 146—147; Cherneva und Kostadinov 2018, S.
352-353).

2.2.2. Hintergriinde der untersuchten Biomarker Osteopontin und sRAGE

2.2.2.1. Osteopontin

Mit Osteopontin wurde ein Protein ausgewahlt, das aufgrund vielfaltiger Modifikationsmoglichkeiten
in ebenso vielfdltigen Formen wie Funktionen auftritt — nach Wolak handelt es sich dabei eher um ein
,compound arrangement of multiple peptides that includes splice variants and several active
proteolytic cleavage products, with immune regulatory and other functions” (Wolak 2014, S. 330).
Osteopontin ist daher auch unter verschiedenen Namen bekannt, unter anderem wird es auch als
Early T-lymphocyte activation 1 (ETA-1), Secreted phosphoprotein 1 (SPP-1) oder Bone sialoprotein 1
(BSP-1) bezeichnet (Wolak 2014, S. 328). Grundsatzlich findet sich Osteopontin ubiquitar verteilt und
auch in Korperflissigkeiten, wird jedoch vor allem von Zellen des Knochens (z.B. Osteoblasten, -
klasten, -zyten), des Immunsystems (z.B. Makrophagen, T-Zellen, natirlichen Killerzellen (NK)) und
Tumorzellen sowie in Fibroblasten, Epithel-, Endothel-, glatten Muskel- und Nervenzellen exprimiert
(Gressner und Arndt 2013, S. 1029; Castello et al. 2017, S. 3). Dabei kann es sowohl als 16sliches
Zytokin, als Teil der extrazellularen Matrix wie auch intrazelluldar vorkommen (vgl. Lund et al. 2009, S.
311-313; Wolak 2014, S. 328). Die folgende Darstellung der Struktur des Glykoproteins kann zur
besseren Verstandlichkeit anhand von Abbildung 5 nachvollzogen werden.

Osteopontin gehort zur auf Chromosom 4 codierten Proteinfamilie der SIBLINGs (Small Integrin-
Binding Ligand N-linked Glycoproteins) und erreicht je nach Modifikation eine GroRRe zwischen 45
und 75kDa (vgl. Lund et al. 2009, S. 312). Daneben kann es den sogenannten Intrinsically disordered

proteins (IDPs) zugerechnet werden, deren Organisation maximal das Niveau von Sekundarstruktur
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erreicht, und sowohl in flexibler, lang gestreckter, wie auch in stabiler, globularer Form vorliegen
(Kurzbach et al. 2013, S. 5167). Es entsteht mit OPN-a, -b und —c in bereits drei mdglichen Splice-
Varianten, die dann mit Glykosylierung, Phosphorylierung, Sulfatierung, proteolytischer Spaltung
durch z.B. Thrombin oder Matrix-Metalloproteinasen und Crosslinking verschiedene Prozesse
posttranslationaler Modifikation durchlaufen kénnen, wodurch die Vielfalt an moglichen
Osteopontin-Molekiilen mit jeweils unterschiedlichen Aufgaben und Auswirkungen zustande kommt
(vgl. Wolak 2014, S. 328; Lund et al. 2009, S. 312). Mégliche Bindungs- bzw. Interaktionspartner sind
dann u.a. verschiedene Integrine, CD44-Isoformen, Calcium-lonen, Heparin, sowie extrazelluldre
Matrixproteine wie Fibronektin und Kollagen Typ | (vgl. Wolak 2014, S. 335; Lund et al. 2009, S. 312;
Castello et al. 2017, S. 4). Bei den erstgenannten Integrinen, Gber die sehr viele der Funktionen des
Osteopontins vermittelt werden und die auch namensgebend fiir die SIBLINGs sind, handelt es sich
um Transmembranproteine zur Bindung von Zellen untereinander bzw. von Zellen an extrazelluldre
Matrix (Gressner und Arndt 2013, S. 728). lhre Bindungsaffinitat ist dabei variabel bzw. Uber die Zelle
steuerbar und durch intrazelluldre Konnexion mit Zytoskelett und Signaltransduktionsketten
ermoglichen sie mechanische Verbindung wie auch Beeinflussung zellularer Prozesse (Gressner und
Arndt 2013, S. 728-729). Reguliert wird die Expression von Osteopontin auf genetischer Ebene tber
Polymorphismen in seiner Promotorsequenz und verschiedene Abschnitte zur Bindung von
Transkriptionsfaktoren, Einflussfaktoren sind daneben zahlreiche inflammatorische Zytokine (z.B. IL-
1B, IL-5, IFN-y, TNF-a), Hormone (z.B. Ostrogene, Angiotensin |l, Glukokortikoide, Cholecalciferol),
Platelet-derived growth factor und oxidiertes LDL (vgl. Castello et al. 2017, S. 3; Lund et al. 2009, S.
314).

Phosphorylation sites

MMP3/7 MMP3/7

|
N g
AYGLR S [ \
{ A Calcium-binding

| —

"

Calcium-binding site

Ir.\nsglnlamlnatiun site

Integrin-binding sites

Abbildung 5: Der Aufbau von Osteopontin schematisch dargestellt in einer Grafik von Castello et al. (2017, S.5): zu sehen
sind die wichtigsten Bestandteile und Bindungsdomanen des Proteins, blau markierte Bereiche binden Integrine, rosa
Bereiche CD44-Antigene, griine Bereiche Calcium. Pfeile markieren Stellen fiir proteolytische Spaltung. Als Beispiele fiir
posttranslationale Modifikationen wurden dazu in Gelb Phosphorylierungen sowie in rot und griin Glykosylierungen
dargestellt.
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Zusammengefasst nimmt Osteopontin ,eine wesentliche Rolle im Knochenstoffwechsel, in der
Wundheilung, bei Entziindungen, bei der Gewebekalzifizierung, beim Tumorwachstum, der
Tumorprogression und —metastasierung” (Gressner und Arndt 2013, S. 1029) ein. Die jeweilige
physiologische oder auch pathologische Aktivitat wird, wie bereits angedeutet, bestimmt durch Ort

und Modifikationsstatus:

e Osteopontin bindet neben Calcium auch Hydroxylapatit und spielt damit im Knochen, wo es stark
exprimiert wird und auch fiir die Funktion von Osteoblasten und —klasten nétig ist, eine Rolle fiir
Mineralisierung und Knochenumbau, in anderen Geweben entsprechend fiir ektope bzw.
GefaBkalzifizierung (vgl. Lund et al. 2009, S. 317; Wolak 2014, S. 328). Zusammen mit seiner im
nachsten Punkt erlduterten Bedeutung flr inflammatorische Prozesse und Remodeling, ergibt
sich eine Verbindung zwischen Osteopontin und Atherosklerose bzw. KHK: sein Einfluss auf die
Bildung wie auf die Stabilitdt von Plaques und Korrelationen zu u.a. Vorhandensein und AusmaR
der Erkrankungen waren in verschiedenen Studien nachweisbar (vgl. Wolak 2014).

e Eine wichtige Rolle spielt Osteopontin auferdem in Bezug auf das Immunsystem und wird stark
an Orten von Entziindung und Gewebeumbau exprimiert (vgl. Wolak 2014, S. 328; Lund et al.
20009, S. 311). Seine proinflammatorische Wirkung findet ihre Umsetzung tber den Einfluss auf
zahlreiche Zellarten, wie in Abbildung 6 dargestellt. Als chemotaktisches Molekil bringt es
Monozyten bzw. Makrophagen, neutrophile Granulozyten und natdrliche Killerzellen zur
Migration und zum Verbleib an Schaupldtzen von Entziindungsreaktionen und Gewebereparatur
(vgl. Castello et al. 2017, S. 2; Lund et al. 2009, S. 313—-315). Erstere werden dadurch auRerdem in
Differenzierung, Zytokinproduktion und Phagozytose geférdert (vgl. Castello et al. 2017, S. 2;
Lund et al. 2009, S. 313—-315), und nach Induktion durch o.g. Einflussmolekiile wird Osteopontin
selbst zu einem ihrer ,,Hauptprodukte” (Lund et al. 2009, S. 314). NKs erfahren zusatzliche
Aktivierung (Castello et al. 2017, S. 2), und dendritische Zellen werden ebenfalls in Migration,
Reifung und Zytokinproduktion beeinflusst (Lund et al. 2009, S. 316). Auch in aktivierten T-Zellen
findet eine starke Produktion statt und auch diese werden von Osteopontin geleitet bzw. in
Proliferation und Differenzierung unterstiitzt (vgl. Castello et al. 2017, S. 2; Lund et al. 2009, S.
315-316). Insgesamt wird, unter anderem durch Veranderung des produzierten Zytokinprofils
der Immunzellen in Form von vermehrt IL-12, TNF-a und INF-Y sowie weniger IL-10, eine
Differenzierung von T-Helferzellen (TH) zu TH; und damit eine vorwiegend zellulare
Immunantwort geférdert, pathogenetisch wichtig ist fir autoimmune bzw. chronisch
entzlindliche Erkrankungen daneben die ebenso induzierte Entstehung von THy7 (vgl. Castello et

al. 2017, S. 2; Lund et al. 2009, 313, 316). Krankheiten, fir die letztgenannter Zusammenhang
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Abbildung 6: Zusammenfassende Darstellung des Einflusses von Osteopontin auf verschiedene Zellen des
Immunsystems mit dem jeweiligen Effekt von Castello et al. (2017, S. 3), DC = dendritische Zellen, NK = natiirliche
Killerzellen, TH = T-Helferzellen

von Bedeutung ist, sind zum Beispiel Multiple Sklerose, Lupus erythematodes, Psoriasis,
rheumatoide Arthritis oder chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (vgl. Lund et al. 2009, S.
311; Rittling und Singh 2015, S. 1639).

Die letzten in o.g. Zitat genannten Punkte sind dem Thema der Tumorbiologie zuzuordnen,
womit pathologische Auswirkungen von Osteopontin zur Sprache kommen. Osteopontin wird in
verschiedenen Tumoren stark exprimiert und begiinstigt das Uberleben der Tumorzellen durch
Immunevasion und antiapoptotische Wirkung, ihre Proliferation, auBerdem Invasion,
Neoangiogenese und Metastasierung (vgl. Gressner und Arndt 2013, S. 1029; Castello et al. 2017,
S. 1-2; Lund et al. 2009, S. 317). Grundlage dafiir ist unter anderem die Fahigkeit des
Osteopontins zur Rekrutierung von Zellen des Immunsystems wie auch von Endothel- oder
mesenchymalen Zellen, daneben kénnen durch das Protein Fibroblasten und Makrophagen in
tumorassoziierte Zelltypen mit veranderter Funktion umprogrammiert werden (vgl. Castello et al.
2017, S. 8-9).

Auffallig wurde die Rolle des Osteopontins zum Beispiel bereits bei Mamma-, Bronchial-,

hepatozelluldrem -, Prostata-, und kolorektalem Karzinom sowie beim malignem Melanom
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(Castello et al. 2017, S. 3). Verschiedene Arten maligner Tumoren wurden bereits auf nitzliche
Korrelationen mit Osteopontin untersucht und eine Nutzung als diagnostischer oder
prognostischer Biomarker bzw. zur Therapiesteuerung wird in Betracht gezogen (vgl. Castello et
al. 2017, 3,6), gerade auch fiir das Bronchialkarzinom bei COPD-Patienten bieten sich hier

interessante Moglichkeiten (vgl. Petta et al. 2018).

Nahere Ausfiihrungen zu ausgewahlten Komorbiditaten finden sich auch in Abschnitt 5. An dieser
Stelle soll jedoch noch kurz die bisherige Rolle von Osteopontin in Bezug auf die COPD zur Sprache
kommen. Die Datenbasis dafiir ist gerade im Vergleich zu sSRAGE noch deutlich schmaler, jedoch wird
das Interesse am Protein aufgrund seiner méglichen Mitwirkung an Entziindungsprozessen im
Rahmen einer COPD und aufgrund seiner gesteigerten Expression auch bei anderen
Lungenerkrankungen (vgl. O’Regan 2003) deutlich. Bisher wurde unter anderem gezeigt, dass
Osteopontin bei COPD-Patienten, wenn auch nicht immer signifikant, in hoherer Konzentration
vorliegt, als bei nicht-Erkrankten (vgl. Papaporfyriou et al. 2014; Lee et al. 2014) und dass ein
Zusammenhang mit akuten Exazerbationen (vgl. Ma et al. 2011; Lee et al. 2014) und

Emphysementwicklung besteht (Shan et al. 2012).

2.2.2.2. SRAGE

Das neben Osteopontin im Mittelpunkt stehende Protein sRAGE stellt eine |6sliche Form des
membranstdandigen Rezeptors RAGE dar und ist mit ihm funktionell verbunden, daher sollen im
Folgenden beide Molekiile gleichermallen im Fokus stehen.

Der Receptor for Advanced Glycation End products ist ein bereits 1992 von Schmidt et al. erstmals
beschriebener und nach einer Gruppe seiner Liganden benannter Rezeptor, der in der Membran

zahlreicher Zellarten des Korpers gefunden

werden kann. Zum Beispiel kommt er auf der SRAGE
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Paul 2018, S. 296; Xie et al. 2013, S. 2186; Vazzana et al. 2009, S. 397; Oczypok et al. 2017, S. 41).
Zugehorig zur Immunglobulin-Superfamilie und 35kDa schwer, ist seine membrangebundene Form
(mRAGE) aufgebaut aus einer variablen Bindungsdomane, zwei konstanten Domanen, einer
Transmembranhelix und einer zytosolischen Domane zur Signaltransduktion und ist in ihrer Struktur
definiert auf Chromosom 6 (vgl. Oczypok et al. 2017, S. 40—-41; Xie et al. 2013, S. 2186; Palanissami
und Paul 2018, S. 296). Zwei l6sliche Varianten entstehen durch alternatives Splicing im Falle des
endogenous secretory RAGE (esRAGE), das anstelle von Transmembran- und zyotosolischer eine
veranderte C-terminale Domane besitzt, oder durch proteolytische Spaltung des Rezeptors an der
Membran durch Matrix-Metalloproteinasen (vgl. Yonchuk et al. 2015, S. 786; Xie et al. 2013, S. 2186;
Palanissami und Paul 2018, S. 296; Selvin et al. 2013, S. 2116), wie noch einmal illustriert in
Abbildung 7. Da sich Angaben in der Literatur beziglich der zahlreichen Subtypen von
membranstandigem wie |6slichem RAGE in Beschreibung und Nomenklatur unterschieden, sei an
dieser Stelle lediglich auf die bereits 2008 von Hudson et al. dokumentierte Existenz von 20 Splice-
Varianten verwiesen und fiir diese Arbeit sSRAGE als zusammenfassender Begriff fiir die genannten
|6slichen Formen definiert.

RAGE wird unter physiologischen Bedingungen vermehrt im Zuge der Embryonalentwicklung und im

Alter exprimiert (vgl. Yonchuk et al. 2015, S. 786). Im Erwachsenenalter findet normalerweise keine

oder gewebsspezifisch nur geringe Produktion statt, aulRer in der Lunge — dort wird RAGE auch dann

noch stark exprimiert (Oczypok et al. 2017, S. 41). Das Vorkommen von sRAGE ist ebenfalls abhangig

vom betrachteten Gewebe und steht in einem Verhaltnis von 0,59-1,79 zu RAGE (Xie et al. 2013, S.

2186). Bei Bindung von Liganden wird, als ein resultierender Effekt aus der intrazellularen

Signaltransduktionskette, die Produktion von RAGE hochreguliert (Xie et al. 2013, S. 2186). Mogliche

Bindungspartner sind unter anderem (vgl. Palanissami und Paul 2018, S. 296; Vazzana et al. 2009, S.

390; Yonchuk et al. 2015, S. 786; Xie et al. 2013, S. 2186):

e Advanced Glycation End Products (AGEs), die ,,Endprodukte der nicht-enzymatischen Reaktion
von reduzierenden Zuckern mit Aminogruppen von Peptiden, Lipiden oder Nukleinsduren”
(Gressner und Arndt 2013, S. 23). Durch sog. Maillard-Reaktionen werden dabei kurz- wie
langlebige organische Verbindungen irreversibel glykiert, also kovalent mit Zuckermolekiilen
verbunden, wobei auch ihr gesamter Aufbau verdandert und ihre urspriingliche Funktion
beeintrachtigt wird (Gressner und Arndt 2013, S. 23). Das kann einem normalen
Alterungsprozess entsprechen, bekommt jedoch bei vermehrtem Auftreten pathologische
Bedeutung und spielt unter anderem eine groRe Rolle bei den Komplikationen eines Diabetes
mellitus sowie der Entwicklung von Atherosklerose und malignen Tumoren (vgl. Gressner und
Arndt 2013, S. 23; Bierhaus und Nawroth 2002; Palanissami und Paul 2018, S. 297). Angesichts

nachgewiesenermaRen vermehrter Entstehung von AGEs im hyperglykdmen und unter
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oxidativem Stress stehenden Milieu eines malignen Tumors mit pathogener Wirkung und
vermehrter Expression von RAGE bei verschiedenen Krebsarten, wurde von Palanissami und Paul
sogar die These aufgestellt, ,that this receptor-ligand axis provides the molecular link between
certain pre-existing states [...] and onset of cancers.” (Palanissami und Paul 2018, S. 295).

e DAMPs (damage-associated pattern molecules), darunter HMGB-1 (high-mobility group protein
1, Amphoterin) und S100/Calgranulin. Ersteres spielt u.a. eine Rolle in Tumor- und ZNS-
Entwicklung, zweiteres bei autoimmunen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis, Multipler
Sklerose, chronisch entziindlichen Darmerkrankungen sowie Atherosklerose.

e [-Faltblatt-Strukturen, mit Bedeutung bei Amyloidose allgemein oder speziell in Form von B-
Amyloid bei der Alzheimer-Erkrankung.

e (C3aals Teil des Komplementsystems.

e Advanced oxidation protein products (AOPPs).

Neben der Mitwirkung an zelluldren Prozessen wie Proliferation, Apoptose, Autophagie und
Zellmigration, spielt RAGE eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit Entzlindungsreaktionen (Xie et
al. 2013, S. 2185) und damit, wie sich auch bereits in der Auffiihrung der Liganden andeutete, bei
einer Reihe an Erkrankungen. Die meisten seiner Liganden entstehen bereits im Rahmen einer
Immunreaktion, RAGE vermittelt ihre proinflammatorische Wirkung Gber verschiedene, komplexe,
intrazelluldre Signalwege und kann damit entziindliche Reaktion triggern, unterhalten und verstarken
(vgl. Xie et al. 2013, S. 2186; Yonchuk et al. 2015, S. 786). Letztlich wird dabei die Produktion von
RAGE selbst, die einiger seiner Bindungspartner sowie die anderer inflammatorischer Zytokine
gesteigert (Xie et al. 2013, 2186, 2192). Abbildung 8 bietet einen umfassenden grafischen Uberblick
dazu. sRAGE bindet seinerseits ebenfalls Liganden, was aber keinerlei weitere Reaktion nach sich
zieht —im Gegenteil wird durch dieses Abfangen von Mediatoren eine weitere Aktivierung von RAGE
verhindert und die entziindliche Reaktion gedampft (vgl. Xie et al. 2013, S. 2186; Yonchuk et al. 2015,
S. 786). Da nachgewiesen werden konnte, dass eine sehr hohe sRAGE-Konzentration oder eine RAGE-
Blockade Entziindungen gegeniber protektive Wirkung haben und ihre Ausbreitung stoppen kann,
wurde der Rezeptor als mogliches Ziel therapeutischer Intervention bei verschiedenen chronisch
entzlindlichen Erkrankungen interessant (vgl. Yonchuk et al. 2015, S. 786; Vazzana et al. 2009, S.
390).

SchlieBlich wurden RAGE und sRAGE auch bereits ausfihrlich im Zusammenhang mit der COPD
erforscht. Dabei stellte sich heraus, dass sowohl RAGE-Liganden wie auch RAGE selbst bei den
Erkrankten in erh6hten Konzentrationen auftreten (vgl. Yonchuk et al. 2015, S. 787). Patienten, die

bestimmte Unterschiede in ihren RAGE-kodierenden Gensequenzen aufwiesen, waren auch
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verschieden in ihrer Lungenfunktion, ihrer Krankheits- und Emphysemauspragung (vgl. Yonchuk et al.
2015, S. 788). sRAGE zeigte sich signifikant vermindert und dabei vor allem eng verbunden mit dem
AusmaR eines Emphysems (vgl. Yonchuk et al. 2015, S. 789; Cheng et al. 2013, S. 949), weitere
Ausfihrungen dazu in Kapitel 5. Dementsprechend werden dem Rezeptor und seiner l6slichen Form
groRe Relevanz beziiglich der Entwicklung einer COPD und der eines Emphysems zugesprochen (vgl.

Yonchuk et al. 2015, S. 790).
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Abbildung 8: Eine Ubersicht zu Aufbau, Entstehung und Funktion von RAGE von Yonchuk et al.. Leider kann an
dieser Stelle nicht weiter auf die einzelnen Signalwege eingegangen werden, daher folgen lediglich die in der
genannten Arbeit verwendeten Abkiirzungen:

ADAM10 = a disintegrin and metalloproteinase 10; AGEs = advanced glycation end products; AGER = AGE receptor; C1
and C2 = constant extracellular RAGE domains; CD40L = CD40 ligand; ERK1/2 = extracellular signal-regulated
kinase 1/2; eSelectin = endothelium-specific selectin; esRAGE = endogenous secretory RAGE; HMGB1 = high-mobility
group box-1; ICAM-1 = intercellular adhesion molecule-1; IKKa/b = IkB kinase a/b; IkBa = inhibitor of nuclear factor-kB,
a; JAK = Janus kinase; JNK = c-Jun N-terminal kinase; Mac-1 = macrophage antigen-1; MCP-1 = monocyte chemotactic
protein-1; mDial = mammalian diaphanous-1; MMP9 = matrix metalloproteinase 9; mtDNA = mitochondrial DNA; NF-
kB = nuclear factor-kB; P13K = phosphatidylinositol 3-kinase; SR-A = macrophage scavenger receptor class A; STAT =
signal transducer and activator of transcription; TFAM = mitochondrial transcription factor A; TM = RAGE
transmembrane domain; TNF = tumor necrosis factor; V = RAGE variable domain; VCAM = vascular cell adhesion
molecule; VEGF = vascular endothelial cell growth factor (Yonchuk et al. 2015)
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2.3.

Fragestellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Bedeutung der Biomarker Osteopontin und sRAGE fiir das Ziel

eines besseren Verstdandnisses der COPD und einer differenzierteren Einordnung von Patienten

hinsichtlich Schweregrad, Krankheitsaktivitat, Prognose und Therapiemoglichkeiten geprift werden.

Materialien der COSYCONET-Studie, genauer gesagt anamnestisch und klinisch erhobene Daten

sowie gewonnene Blutproben von COPD-Patienten zum Zeitpunkt der ersten Visite, boten dabei eine

umfassende Grundlage fiir eine Querschnittsanalyse der Markerkonzentrationen und moglicher

Zusammenhdnge mit epidemiologischen, dtiologischen und Risikofaktoren, klinischem Bild, Stadium

und diagnostischen Parametern. Insbesondere interessierte dabei die Kldarung der folgenden Fragen:

Bestehen signifikante Korrelationen zwischen der Biomarkerkonzentration und dem
Krankheitsstadium, der Exazerbationshaufigkeit und der klinischen Situation, erfasst z.B.
Uber die mMRC-Skala betreffend die Atemnot der Patienten oder Giber den SGRQ
betreffend die alltagliche Einschrankung? Kénnen Zusammenhange zwischen einem
Biomarker und der Lungenfunktion in Form von Parametern wie dem Tiffeneau-Index,
FEV1, FVC, ITGV oder TLCO hergestellt werden?

Stehen Osteopontin und sRAGE mit den Komorbiditaten der Patienten, entzlindlicher
Aktivitat und kardiovaskularem Risiko in Verbindung?

Stehen die gefunden Zusammenhinge in Ubereinstimmung mit bisherigen Ergebnissen
zu den untersuchten Markern und wo liegen gegebenenfalls Differenzen?

Erscheint eine klinische, patientenorientierte Nutzung der Biomarker in Anbetracht der

hier gewonnenen Ergebnisse als sinnvoll?
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3. Material und Methodik

3.1. Die COSYCONET-Studie

Beziglich aller anamnestischen und klinischen Daten sowie untersuchten Blutproben liegen dieser
Arbeit Erhebungen im Rahmen der Studie COSYCONET (COPD and Systemic consequences-
Comorbidities Network) des Kompetenznetz Asthma und COPD (AsCoNet) zugrunde.

Das Fundament des Projektes COSYCONET bildet eine prospektive, multizentrische Kohortenstudie,
in die insgesamt 2741 Patienten eingingen. Die Rekrutierung erfolgte von September 2010 bis
Dezember 2013 in 31 Studienzentren in Deutschland. (vgl. Karch et al. 2016, S. 29-31). Die Patienten

entsprachen folgenden Kriterien:

Einschlusskriterien: Ausschlusskriterien:
e mannlich oder weiblich e  Zustand nach lungenchirurgischem Eingriff
e Alter 40 Jahre oder mehr (z.B. Lungenvolumenreduktion,
e Diagnose einer COPD gemaR den GOLD- Lungentransplantation)
Richtlinien e Mittel- bis schwergradige Exazerbation in
e  Schriftliches Einverstandnis vor Einschluss den letzten 4 Wochen vor Einschluss (orale
e Fshigkeit, die Anforderungen des Kortikosteroide, Antibiotika und/oder
Studienprotokolls physisch und geistig zu Krankenhausaufnahme erforderlich)
erfullen e Nachweis einer Tumorerkrankung der Lunge
e Voraussichtliche Verfiigbarkeit (iber die und diesbezugliche Behandlung
Studiendauer von 18 Monaten und
Bereitschaft zu insgesamt 3 Visiten

Tabelle 7: Ein- und Ausschlusskriterien fiir die Patienten der COSYCONET-Studie (Biertz et al. 0.J.a)

Sie wurden nach dem initialen Einschluss erneut zu den Zeitpunkten 6, 18, 36 und 54 Monate spater
in umfangreichen Visiten untersucht. Dazu gehoérte unter anderem eine ausfiihrliche Anamnese, die
wichtige Punkte wie die Exposition gegeniber Risikofaktoren fiir eine Lungenerkrankung, die
klinische Manifestation ihrer COPD, in Anspruch genommene medizinische Beratung und Therapie
sowie Komorbiditdten einschloss. Des Weiteren wurden Blut- und Urinproben gewonnen und breit
gefacherte Untersuchungen der Lungen- und Herz-Kreislauffunktion durchgefiihrt (u.a. Spirometrie,
Bodyplethysmographie, Elektro- und Echokardiographie, Messung von Knéchel-Arm-Index und
Karotiden-Intima-Media-Dicke), es erfolgten anthropometrische und Bioimpedanz-Analysen,
Blutgasanalysen und computertomographische Bildgebung. Daneben wurde klinisch und mithilfe von
Fragebogen die Belastbarkeit der Patienten geprift sowie Beeintrdachtigung im Alltag auch im
Hinblick auf psychische Belastung (Karch et al. 2016, S. 30; J6rres et al. 2010, S. 449).

Mithilfe all dieser erhobenen Daten und gewonnenen Materialien sollten mehrere Ziele erreicht
werden. Als priméres Studienziel wurde das , Quantifizieren der Bedeutung extrapulmonaler

Organmanifestationen und Stérungen fir den Verlauf der COPD“ (J6rres et al. 2010, S. 447)
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formuliert. Auch in gegenteiliger Richtung ist der Einfluss von progredienter COPD auf die
extrapulmonalen Komorbiditdaten von Interesse, ebenso inwiefern systemische Entziindungsaktivitat
einen Mediator zwischen beidem darstellt. Als abbildenden Wert wdhlte man den Parameter des
BODE-Index zur Beschreibung des klinischen Zustands und der Mortalitat der Patienten und
definierte einen Anstieg um einen Punkt als Krankheitsprogression und primaren Endpunkt (vgl.
Karch et al. 2016, S. 28-31; Jorres et al. 2010, S. 447). Inwiefern sich der klinische Zustand der
Patienten im Index wiederfindet, kann bei Blick auf die eingehenden Variablen mit der jeweiligen
Bewertung nachvollzogen werden (siehe Tabelle 8). Die Summe der Punkte erlaubt eine Einstufung in
vier Quartile bzw. Risikogruppen von 0-2, 3-4, 5-6 und 7-10 Punkten. Den Einsatz zur Einschatzung
der Sterblichkeit rechtfertigt ein Zusammenhang zwischen dem , Aufstieg” in eine hdhere
Risikogruppe und einer héheren Mortalitat, der von Celli et al. 2004 nachgewiesen werden konnte.
Eine Erh6hung des Summenwertes um einen Punkt war auBerdem mit einer Hazard Ratio von 1,34
fir den Tod gleich welcher Ursache bzw. von 1,62 fiir einen Tod aus respiratorischen Griinden
verbunden (Celli et al. 2004, S. 1009). In Beobachtungen lber 3 Jahre mit wiederholten
Bestimmungen des BODE-Index konnte auch von Ko et al. 2011 (S.270-271) gezeigt werden, dass vor

allem der initial bestimmte Wert positiv mit Sterberisiko und Krankenhausaufnahmen korrelierte.

PUNKTE
0 1 2 3
Body-Mass-Index (BMI) [kg/m?] >21 <21
Obstruction: FEV; [% Soll] >65 50-64 36-49 <35
Dyspnea: mMRC Dyspnoe 0-1 2 3 4
Exercise capacity: 6-Min-Gehtest [m] >350 250-349 150-249 <149

Tabelle 8: Variablen und zugehorige Punktewerte zur Bestimmung des BODE-Index (vgl. Vogelmeier et al. 2018, S. 18)

Als sekundare Studienziele wurden gesetzt (Jorres et al. 2010, S. 447):

,Erfassen des méglichen Einflusses von Geschlecht und Lebensstilfaktoren auf den Verlauf der COPD

e Bestimmen der kombinatorischen Muster extrapulmonaler Stérungen bei COPD unterschiedlicher

Schweregrade

e Erfassen des gemeinsamen Effekts der extrapulmonalen Stérungen, des Geschlechts und der

Lebensstilfaktoren auf die Krankheitsausprdgung und Sterblichkeit von Patienten mit COPD

e Analyse der Beziehung zwischen dem Schweregrad einer COPD und dem Auftreten sowie zeitlichen

Verlauf extrapulmonaler Stérungen. Gibt es typische Sequenzen des Auftretens der verschiedenen

Organstérungen?

e Erlaubt es die Kombination funktioneller Indizes, systemischer Marker und klinischer Diagnosen,

bislang unbekannte Phdnotypen der COPD zu definieren, die evtl. einer unterschiedlichen

Verlaufskontrolle und Therapie bediirfen?”
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In insgesamt 13 Teilprojekten bilden sich noch weitere, umfassende Untersuchungen im Rahmen der

COSYCONET-Studie ab (vgl. Karch et al. 2016, S. 28; Jorres et al. 2010, S. 447).

Die Leitung des Projekts liegt bei einem zentralen Komitee unter Prof. Dr. med. Claus Vogelmeier,
Abteilung fir Innere Medizin mit Schwerpunkt Pneumologie an der Philipps-Universitdt Marburg. Die
zentrale Datenbank befindet sich an der Medizinischen Hochschule Hannover, deren Institut fir
Biometrie auch die referenzgebende statistische Auswertung zur Visite 1 und 3 vornahm. Die auch
flr die vorliegende Arbeit genutzte Biobank wurde an der Universitdt des Saarlandes in Homburg
(Saar) angesiedelt, die Bilddatenbank an der Universitat Heidelberg (vgl. Biertz et al. 0.).b, 0.J.c).
Die Studie COSYCONET wurde unter Clinical-Trials.gov (ID: NCT01245933) und GermanCTR.de (ID:
DRKS00000284) registriert und von den zustdndigen Ethikkommissionen der beteiligten Zentren
genehmigt. Eine Forderung erfolgte durch das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
(Forderkennzeichen 01 Gl 0881) sowie durch nicht zweckgebundene Zuschiisse vonseiten der
AstraZeneca GmbH, Bayer Schering Pharma AG, Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG,
Chiesi GmbH, GlaxoSmithKline, Grifols Deutschland GmbH, MSD Sharp & Dohme GmbH,
Mundipharma GmbH, Novartis Deutschland GmbH, Pfizer Pharma GmbH sowie der Takeda Pharma
Vertrieb GmbH & Co. KG (vgl. Karch et al. 2016, 28, 35).

3.2. Konzentrationsbestimmung der Biomarker Osteopontin und sRAGE

Zur Konzentrationsbestimmung der Biomarker Osteopontin und sRAGE in den Serumproben der
Patienten wurde fir diese Arbeit der Magnetic Luminex ® Screening Assay verwendet. Dabei handelt
es sich um einen Multiplex-Partikel-lImmunoassay. Die Hintergriinde dieses Messverfahrens sollen im

Folgenden genauer erlautert werden.

3.2.1. Hintergrund der Bestimmungsmethode

Ein Immunoassay bezeichnet allgemein

,Bestimmungsmethoden [...], die unter Einsatz von Antigen-Antikdrper-Reaktionen zur Bildung
von Immunkomplexen fihren, die entweder als Triibung [...] oder Lichtstreuung

[...] direkt gemessen werden, oder die wegen der zusatzlichen Bindung von radioaktiven,
fluoreszierenden, lumineszierenden Substanzen oder Enzymen (die lumineszierende Substanzen
aktivieren oder aus Substraten Farbstoffe bilden) indirekt durch Detektion von radioaktiver oder

Lichtstrahlung gemessen werden” (Gressner und Arndt 2013, S. 709)
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Diesem Nachweisverfahren liegt dementsprechend die immunologische Reaktion der Bindung eines
Antikorpers mit der Region des Paratops an das qualitativ oder quantitativ nachzuweisende Antigen
an der Struktur des Epitops und der Nachweis des daraus entstehenden Komplexes zugrunde
(Gressner und Arndt 2013, S. 452). Je nachdem, ob nach Bindung eine Trennung von markierten und
nicht-markierten Antigenen erfolgen muss, kann in homogene und heterogene Immunoassays
unterschieden werden (Luttmann et al. 2014, S. 117; Gressner und Arndt 2013, S. 711). Auf
letztgenannte soll hier ndher eingegangen werden. Sie kdnnen auch als Festphasen-Immunoassays
bezeichnet werden, da ein Komplexpartner, oft der antigenspezifische Antikérper, an eine feste
Phase wie z.B. eine Rohrchenwand, eine Mikrotiterplatte oder Mikropartikel (sog. Beads) fixiert
vorliegt und damit im Ablauf des Messverfahrens Waschschritte zur Abtrennung von lberschissigen
markierten oder unmarkierten Molekilen ermoglicht werden (vgl. Luttmann et al. 2014, S. 104-107;
Gressner und Arndt 2013, S. 709-712). Zu diesem Antikérper werden in fester Konzentration
markiertes Antigen und in zu bestimmender Konzentration unmarkiertes Antigen gegeben, welche
um die Bindung am Antikorper konkurrieren- dann handelt es sich um einen sogenannten
kompetitiven Assay, bei dem abnehmende Detektion der Markierung auf steigende Menge des
Analyten in der Probe schlieRen ldsst (vgl. Luttmann et al. 2014, S. 104-107; Gressner und Arndt
2013, S. 709-712). Alternativ kann in immunometrischen, auch sogenannten Two-site- oder
Sandwich-Assays, das Antigen am fixierten Antikorper gebunden und Giber einen zweiten, markierten
Antikorper an einer weiteren Bindungsstelle nachgewiesen werden (vgl. Luttmann et al. 2014, S.
104-107; Gressner und Arndt 2013, S. 709-712). Hierbei korrelieren Nachweissignal und
Konzentration des Analyten in der Probe positiv miteinander (vgl. Luttmann et al. 2014, S. 104-107,;
Gressner und Arndt 2013, S. 709-712). Zur grafischen Verdeutlichung der verschiedenen Konzepte
siehe Abbildung 9.

Markiertes Markierter
Antigen Antikorper

\
\

Nachzuweisendes

Antigen \

Fixierter
— Antikdrper —

[ FESTE PHASE ] [ FESTE PHASE ]

Abbildung 9: Verbildlichung der Konzepte eines kompetitiven (links) und eines Sandwich-
Immunoassays (rechts) (in Anlehnung an Gressner und Arndt 2013, S. 709)

Wie oben bereits angesprochen, kann auf verschiedene Moglichkeiten zurlickgegriffen werden, die

Stoffkonzentration in eine ihr proportionale, messbare Variable zu (ibersetzen. Bei Markierung eines

30



Bindungspartners mit einem radioaktiven Isotop wie zum Beispiel dem Y-Strahler ?°| wird die
vorhandene Radioaktivitdt gemessen und es handelt sich um einen Radioimmunoassay (RIA) (vgl.
Gressner und Arndt 2013, S. 1155).

Bei Kopplung mit einem Enzym werden solche genutzt, deren katalysierte Reaktion mit dem Umsatz
von optisch messbaren Farbstoffmolekiilen verbunden ist (EIA, Enzymimmunoassay; als heterogener
Immunoassay ELISA, Enzyme-linked Immunosorbent Assay) (Gressner und Arndt 2013, S. 449). Zur
Markierung verwendet werden auBerdem z.B. Fluorophore als Molekiile, die auf verschiedene
Weisen zugefiihrte Energie in Form von Licht wieder emittieren (FIA, Fluoreszenzimmunoassay)
(Gressner und Arndt 2013, S. 505-507; Luttmann et al. 2014, S. 74-78). Dessen Messung kann unter
anderem mittels Fluoreszenzspektrometrie oder Durchflusszytometrie erfolgen. (vgl. Gressner und
Arndt 2013, S. 1241-1242; Luttmann et al. 2014, S. 74-78).

Bei letzterer werden Zellen einzeln durch einen Laserstrahl geflihrt und dabei Streuung des Lichts
bzw. emittierte Strahlung detektiert (vgl. Gressner und Arndt 2013, S. 419; Luttmann et al. 2014, S.
74-78). Dadurch werden Zdhlung, Beschreibung bzgl. GroRe und Granularitat und Charakterisierung
von Oberflachen- oder auch intrazelluldren Antigenen ermoglicht (vgl. Gressner und Arndt 2013, S.
419; Luttmann et al. 2014, S. 74-78).

Im Falle der Immunoassays ist die Durchflusszytometrie vor allem fir den Partikel-Immunoassay (PIA)
bedeutsam. Diese Bezeichnung steht flir den bereits oben genannten Immunoassay, bei dem
Antikorper auf Mikropartikeln verankert sind. Das hebt den PIA insofern von den Immunoassays mit
anderen festen Phasen ab, da die Beads aus verschiedenen Materialien bestehen und mit vielfaltigen
Eigenschaften versehen werden kénnen wie verschiedenen GroRen, Farbstoffen und an die
Oberflache gekoppelten Molekilen- das erlaubt zum Beispiel nicht nur Singleplex-, sondern auch
Multiplex-Analysen (vgl. Luttmann et al. 2014, S. 120-124; Reslova et al. 2017, S. 1-2). Darunter
versteht man die Konzentrationsbestimmung mehrerer Antigene in einem Reaktionsansatz (auch:
Luminex® xMAP technology, wobei x fiir den Analyten, MAP flr Multi-Analyte Profiling steht)
(Luttmann et al. 2014, S. 121). Fluoreszenzbasierte Nachweismethoden spielen hierbei eine
entscheidende Rolle: es kénnen in einer Messung sowohl die verschiedenen Farbungen der
Mikropartikel unterschieden werden, als auch die Emissionen der zur Markierung des Analyten

verwendeten Fluorophore (vgl. Luttmann et al. 2014, S. 120-124; Reslova et al. 2017, S. 1-2).

Der genannte homogene Immunoassay lduft ebenfalls nach einem kompetitiven Prinzip ab,
markiertes und zu messendes, nicht-markiertes Antigen konkurrieren dabei um einen Antikérper
(vgl. Gressner und Arndt 2013, S. 711). Durch die Bindung stellt sich eine Veranderung im Verhalten
des Signalmolekiils ein - bei Enzymen wire das z.B. deren Aktivitat, bei fluoreszierenden Farbstoffen

deren Emission (vgl. Gressner und Arndt 2013, S. 711). Fir den Nachweis missen ungebundene
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Antigene hier nicht abgetrennt werden. Der homogene Immunoassay wurde fiir diese Arbeit nicht

verwendet und wird hier daher auch nicht weiter ausgefiihrt.

1 2 3 ® 4 5
9832 22 RS

a0s 4

A = Analyt ‘ = Streptavidin gekoppelt an Phycoerythrin
2 = antigenspez. Antikorper, gebunden an 2 = biotinylierter, antigenspez. Antikdrper
Beads mit entsprechender Farbcodierung

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips des Magnetic Luminex® Screening Assay (angelehnt
an Bio-Techne, R&D Systems, Inc. 2019b): Im ersten Schritt werden verschiedenfarbige, mit antigenspezifischen
Antikorpern beladene Beads zu den unterschiedlichen Molekiilen gegeben, die detektiert werden sollen. Nach
Bindung werden erneut passende Antikorper, diesmal gekoppelt an Biotin, hinzugefiigt (2). SchlieBlich bindet als
drittes Streptavidin mit angehdngtem Phycoerythrin (PE) an Biotin (3-4). Der Nachweis des jeweiligen Analyten,
codiert durch die Farbe des Beads, sowie dessen Menge, codiert durch die Stdrke an PE-Signal, erfolgt nach Anregung
durch zwei verschiedene Laser im Analysegeradt anhand der darauf folgenden Lichtemission (5).

3.2.2. Der Magnetic Luminex ® Screening Assay

Der Magnetic Luminex® Screening Assay arbeitet nach dem Prinzip eines Multiplex-Partikel-
Immunoassays. In Abbildung 10 kann der Prozess visuell nachverfolgt werden.

Als feste Phase dienen Polystyrol-Mikropartikel (MagPlex®, 6,5 um), die durch Einfarbung mit
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen als Messinstrumente jeweils eigenstandiger
Nachweisreaktionen unterscheidbar gemacht und auf denen Antikérper gegen die quantitativ
nachzuweisende Substanz fixiert werden (Reslova et al. 2017, S. 2-3). Fir den Ansatz, auf dem diese
Arbeit basiert, wurden Bead-Populationen mit Antikbrpern gegen Angiopoietin-like-4 (ANGPTL4),
dem Growth differentiation factor-15 (GDF-15), Osteopontin und dem soluble Receptor for Advanced
Glycation End products (sRAGE) verwendet. Zusatzlich sind die Mikropartikel zur Abtrennung der
festen Phase wahrend den Waschschritten und fir den finalen Messvorgang mit magnetischen
Eigenschaften versehen, was durch den Einbau einer Magnetit-Schicht erreicht wird (Reslova et al.
2017, S. 2-3). Nach Zugabe von Probenmaterial, Bindungsprozess von gesuchtem Molekil an
immobilisierten Antikérper und ersten Waschschritten folgt die Zugabe und Bindung der zweiten, mit
Biotin gekoppelten Antikorper. Nach weiteren Waschschritten und dem Hinzufligen von Streptavidin,

welches mit dem Nachweisfarbstoff Phycoerythrin (PE) gekoppelt ist, bindet Biotin den Streptavidin-
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PE-Komplex (Reslova et al. 2017, S. 2—3; Bio-Techne, R&D Systems, Inc. 2019b; USA & Canada | R&D
Systems, Inc. und UK & Europe | R&D Systems Europe, Ltd 2014, S. 1). Das Streptavidin-Biotin-
System dient letztlich zur Erhéhung der Sensitivitat des Nachweisverfahrens: durch vier
Bindungsstellen des Streptavidins fiir Biotin und eine hochaffine Bindung zwischen den beiden
Molekiilen lasst sich eine Signalverstarkung bewirken (Gressner und Arndt 2013, S. 261; Luttmann et
al. 2014, S. 125; Bio-Techne, R&D Systems, Inc. 2019a).

Nach letzten Waschschritten und Suspendierung in Pufferlésung kann nun der Messvorgang im
Luminex MAGPIX® Analyzer erfolgen. Bei der Verwendung magnetischer Beads und dem MAGPIX®-
Gerat handelt es sich nicht um ein durchflusszytometrisches Verfahren, bei dem die Mikropartikel
einzeln nacheinander analysiert werden. Sie werden stattdessen durch einen Magneten in eine
Schicht gebracht und gleichzeitig ausgewertet (Reslova et al. 2017, S. 2). Durch Anregung mit einem
roten Laser (635nm) und Registrierung des infolgedessen emittierten Lichtspektrums werden die
Bead-Populationen identifiziert, nach Anregung mit einem griinen Laser (525-532 nm) kann das
Emissionssignal des Markerfarbstoffs aufgezeichnet werden (bei PE mit einem Peak bei 578nm) und
ist der Stoffkonzentration des Analyten in die Probe proportional (vgl. Bio-Techne, R&D Systems, Inc.

2019a; Reslova et al. 2017, S. 2; Gressner und Arndt 2013, S. 1186).

3.2.3. Methodisches Vorgehen

In einer vorbereitenden Phase wurden Serumproben von Patienten, deren Entnahme zum Zeitpunkt
der ersten Visite erfolgte, aus der Biobank entnommen und in jeweils drei Anteile aliquotiert. Davon
diente ein Teil fur die Messungen im Rahmen dieser Arbeit. Die Proben wurden vorher wie nachher
stets bei -80°C gelagert.

Die Messung wurde mit folgenden Materialien und entsprechend den Vorgaben aus den Datasheets
der Test-Kits der Firma R&D Systems® (Bio-Techne®) durchgefiihrt (USA & Canada | R&D Systems,
Inc. und UK & Europe | R&D Systems Europe, Ltd 2014):

e Im Kit enthalten: vorgemischter Mikropartikel-Cocktail, vorgemischter Antikorper-Cocktail,
Streptavidin-PE-Konzentrat, Standard-Cocktails C, D, H, und J, Diluent RD2-1 und Calibrator Diluent
RD6-52, Waschpuffer, Mikrotiterplatte, Abklebefolie, MischgefaRe

e Daneben bendtigte Materialien: destilliertes Wasser, MischgefalRe, manuelle und elektronische

Einkanal- bzw. Mehrkanalpipetten sowie u.g. Gerate

Der Versuchsablauf begann mit dem Auftauen der zu messenden Proben in einem
Inkubationsschiittler. Eine Messung ermdoglichte die simultane Bearbeitung von 81 Proben. Bis sich
letztere in den MikroreaktionsgefaRen wieder vollstandig verflissigt hatten, konnten die

Komponenten aus dem vorschriftsmaRig kiihl gelagerten Kit vorbereitet werden.
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Zur Vorbereitung des Waschpuffers wurden 20ml des Konzentrats zu 480ml destilliertem Wasser
gegeben.

Fiir die Standardreihe wurden Standard C, D, und H jeweils mit 250ul, Standard J mit 200ul Calibrator
Diluent RD6-52 versetzt und durchmischt. In sechs MikroreaktionsgefalRen wurden weiterhin einmal
600p! und flinfmal 200ul Calibrator Diluent vorgelegt. In das erste GefaR mit 600ul wurden nun je
100ul der Standardlésungen zugegeben, sodass ein Gesamtvolumen von 1000ul vorlag. Nach
Durchmischung wurden 100ul entnommen und in das zweite Gefald gegeben, es wurden wiederum
durchmischt und 100ul in den dritten transferiert. Diese Schritte wurden wiederholt bis zu GefaR 6.
Fir die Aufbereitung der Mikropartikel und der Antikorper wurden in zwei mitgelieferte
Mischbehalter jeweils 5ul Diluent RD2-1 pipettiert. Nach kurzem Aufmischen wurden in einen
Behalter 500l Bead-Cocktail gegeben, in den zweiten 500ul Antikérper-Cocktail. In beiden
Flaschchen wurde wiederum durchmischt. Fiir den markierenden Farbstoff wurden 5,35 ml
Waschpuffer in ein zum Schutz vor Licht mit Alufolie umwickeltes Falcon-Zentrifugenréhrchen
gegeben. Dazu kamen 220pl Streptavidin-PE, es folgte wiederum Durchmischung.

Die aufgetauten Proben konnten nun aus dem Schiittler entnommen werden und wurden auf Eis
gelagert. In einer 96-Well Mikrotiterplatte wurden in jeden Probenplatz 50ul Calibrator Diluent
vorgelegt. Nach kurzem Aufmischen folgten manuell je 50ul Probe je Well entsprechend der spateren
Anordnung in der Mess-Mikroplatte.

In letztere, ebenfalls mitgelieferte 96-Well Platte wurden nun wiederum nach Aufmischen mittels
elektronischer Mehrkanal-Pipette 50ul der Mikropartikel-Losung in jedes Well pipettiert. In die
Felder A1 und B1 wurden lediglich 50pl

Calibrator Diluent zugegeben (Blank- sa

Messung), fiir die Felder D1-H1 sowie A2-F2

v
«

folgten jeweils 50l in zwei Wells fur jeden

(%)
v

der sechs Standardansatze. In den restlichen

Wells kamen nun 50yl der vorbereiteten 81

(%
a

Patientenproben hinzu. Well 96 blieb frei. Zur

200000 - -

Visualisierung der Anordnung siehe auch

Abbildung 11. Die Platte wurde nun mit Folie Abbildung 11: Besetzung der Wells zur Messung. B bzw.

grau hinterlegtes Feld = Blank, S bzw. griin = Standard,
gelb = Patientenproben, weiB = leer (in Anlehnung an USA

auf einem Schiittler belassen. In dieser Phase & Canada | R&D Systems, Inc. und UK & Europe | R&D
Systems Europe, Ltd 2014, S. 10)

abgeklebt und bei ca. 700 rpm zwei Stunden

erfolgte die Bindung der Biomarker an die

Antikorper auf den Mikropartikeln.
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Als nachstes folgte im Protokoll ein Waschzyklus, welcher aus folgenden Schritten bestand: die
Mikroplatte wurde vom Schittler auf eine Magnetplatte montiert. Nach einer Minute wurden Folie
und Uberstand entfernt. Es wurden 100ul Waschpuffer in jedes Well pipettiert und unter Abdeckung
wurde erneut eine Minute aufgeschiittelt.

Nun konnte nach Aufmischen 50ul des vorbereiteten Antikdrper-Cocktails in jedes Well gegeben
werden. Erneut wurde die Platte mit Folie abgeklebt. Fir die Bindung der biotinylierten Antikérper
wurde sie eine Stunde auf den Schiittler gestellt.

Vor der dritten Bindungsetappe durchliefen die Proben erneut den oben beschriebenen
Waschzyklus. Nach Aufmischen wurden 50ul Streptavidin-PE in die Wells pipettiert. Unter Folie
wurde erneut 30 Minuten auf dem Schiittler durchmischt, in dieser Phase erfolgte die Bindung des
Farbstoffs an Biotin. Zum Abschluss wurde erneut der Waschzyklus durchgefiihrt, anschlieBend
wurden mit 100ul Waschpuffer in jedem Well zwei Minuten aufgeschiittelt. Nun konnte die Platte in
den wahrend der Pausen bereits vorbereiteten MAGPIX® 4.2. gestellt und die Messung gestartet
werden. Die Vorbereitung des Gerats umfasste neben Wartungs- und Kalibrationsschritten die
Einstellung der Software xPONENT® auf die aktuelle Messung, dazu wurden eine neue Messdatei
angelegt und die Informationen zu den einzelnen Wells darin hinterlegt, sodass die Messergebnisse
direkt der Patienten-ID der jeweiligen Probe zugeordnet werden konnten. Die Messung selbst
dauerte ca. 90 Minuten, im Anschluss folgte lediglich noch die fachgerechte Entsorgung aller im
Ablauf gebrauchter Komponenten und erneute Wartungsschritte des MAGPIX®. Die Messwerte, als
absolute Konzentrationen der Biomarker, wurden aus der Messdatei exportiert und konnten fiir den
nachsten Schritt der statistischen Auswertung zu den anderen, bereits vorliegenden Daten aus Visite

1 hinzugefiigt werden.

3.3. Statistische Auswertung

Die klinisch und experimentell erhobenen Daten wurden mit IBM ® SPSS @ Statistics Version 24.0.0.0
(© Copyright IBM Corporation and its licencors 1989, 2016) fiir Windows ausgewertet. Tabellen und
Grafiken wurden ebenfalls mit IBM ® SPSS @ Statistics oder Microsoft Word 2010 erstellt, sofern nicht

im Abbildungs- bzw. Tabellenverzeichnis oder in Beschriftungstexten anderweitig angegeben.

Im Rahmen der deskriptiven Statistik (v.a. Abschnitte 4.1. und 4.2.) wurden dabei absolute und
relative Haufigkeiten sowie statistischen Kennzahlen zu den Merkmalen und ihren Verteilungen
berechnet (u.a. Mittelwerte, deren Konfidenzintervalle, Mediane, Standardabweichungen,

Varianzen, Minimae, Maximae, Spannweiten, Schiefe, Kurtosis; Signifikanzen nach Kolmogorov-

Smirnov- und Shapiro-Wilk-Test) und an passender Stelle Visualisierungen der entsprechenden
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Sachverhalte eingefligt (Balken- und Kreisdiagramme, Box-Plots, Histogramme, Q-Q-Plots).

Weiterflihrende Analysen (v.a. Abschnitt 4.3.) erfolgten je nach Skalenniveau der betreffenden

Variablen:

Der Vergleich der Ausprdagung der metrischen Variable einer Biomarkerkonzentration in
verschiedenen Gruppen einer kategorial oder ordinal skalierten Variable erfolgte initial zur
Ubersicht z.B. mithilfe von Box-Plots und statistischen Kennzahlen der Subgruppen, dann wurde
Uber Mann-Whitney-U- und Kruskal-Wallis-Test je nach Gruppenzahl auf eine mogliche Differenz
der Mediane und die dazugehdorige Signifikanz geprift. Bei signifikantem Ergebnis im Kruskal-
Wallis-Test wurden paarweise Vergleiche mit Bonferroni-Korrektur der Signifikanzen
angeschlossen. Bei ordinal skalierten Variablen konnte zur Uberpriifung der Richtung und Stirke
eines monotonen Zusammenhangs auch der Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho
angewendet werden.

Zur Untersuchung und Quantifizierung von Zusammenhangen einer Markerkonzentration mit
einem weiteren quantitativen Merkmal wurde zunachst optisch mit Streudiagrammen ein
Uberblick geschaffen, dann wurde der Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho wiederum zur
Feststellung von Richtung und Starke einer Korrelation genutzt sowie mit dem dazugehérigen p-

Wert die Signifikanz des Ergebnisses gepriift.

Bei den genannten statistischen Testverfahren handelt es sich um nicht-parametrische Tests, auf die

aufgrund von nicht normalverteilten Daten zurlickgegriffen wurde. Da parametrische Testverfahren,

die eine Normalverteilung voraussetzen, gegebenenfalls umfassender den in den Datensatzen

vorhandenen Informationsgehalt ausnutzen sowie auch mehr Informationen daraus ziehen kénnen

(vgl. Weiss und Rzany 2008, S. 219-221), wurde, wie in Abschnitt 4.2. ausgefiihrt, eine logarithmische

Transformation versucht. Die Transformation erfolgte durch Anwendung des natiirlichen

Logarithmus auf jeden Konzentrationswert x (1), dementsprechend wiirde die Ricktransformation

(2) durch Setzen des logarithmischen Wertes y als Exponent der Euler’schen Zahl erfolgen (Weiss und

Rzany 2008, S. 153):

(1) y=In(x) (2)x=e'

Letztlich konnten jedoch dadurch die Werte der Markerkonzentrationen nicht in die erhoffte

Normalverteilung liberflihrt werden.

Flr Zusammenhange, die sich bis zu diesem Punkt der Auswertung herausgestellt hatten, wurde

mittels Regressionsanalysen nach sie beschreibenden, linearen Modellen gesucht. Dazu wurden

Konstante und Koeffizienten flir eine Regressionsgleichung berechnet und anschlieBend die Giite des

Modells mittels des BestimmtheitsmaRes R? bewertet.
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4. Ergebnisse

4.1. Deskription der Studienpopulation

Zunachst soll die Kohorte der COSYCONET-Studie ndher beschrieben werden, um einen Rahmen zur

Einordnung der Ergebnisse beziiglich der Biomarker zu schaffen.

4.1.1. Allgemeine Charakteristika

Wie in 3.1. aufgefiihrt, wurden COPD-Patienten mannlichen und weiblichen Geschlechts mit einem
Alter von mindestens 40 Jahren in die Studie aufgenommen. Beziiglich der Geschlechterverteilung
konnte festgestellt werden, dass mit 59,07% etwas mehr Manner als Frauen eingeschlossen wurden

(siehe Abbildung 12, links).

1.200=

1.121
40,908 [
1.000=
2S00 1 820
!
3 29.92%
)
Weiblich = 500 552 |
el 20.50%
I

1.122
40,9%%

400=
1519 147 ag
59,07 5,18% 3,47%
S 1

0,04%

I T T T I I
40-43 50-53 60-63 70-73 3083 =230

Alter (in Jahren)

Abbildung 12: Anteile der Geschlechter (links) und Altersstruktur in der Kohorte der COSYCONET-Studie (rechts)

Bezliglich des Alters zum Zeitpunkt der ersten Visite stellte die Altersklasse der Patienten zwischen
60 und 69 Jahren mit 40,90% den groRten Anteil, gefolgt von den angrenzenden Jahrzehnten der 70-
79-Jahrigen mit knapp 30% und den 50-59-Jahrigen mit 20,50% (siehe Abbildung 12, rechts).

Die korperliche Konstitution der Patienten wird in Abbildung 13 deutlich. Nur etwas mehr als ein
Drittel der Erfassten ist normalgewichtig. ZahlenmaRig am groften ist mit 36,58% die Gruppe der
praadipdsen Patienten, insgesamt ein Viertel der Patienten kann als adipds bezeichnet werden. Mit

3,25% wiesen im Vergleich nur sehr wenige Beteiligte zu wenig Gewicht auf.
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Abbildung 13, links: Korperliche Konstitution der Patienten zum Zeitpunkt von V1 eingestuft nach BMI. Zur Definition der
Kategorien siehe rechts Tabelle 9 (in Anlehnung an Herold 2019, S. 717)
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m
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pee Risikofaktor fiir die Entwicklung einer
500
28 HI COPD” (Vogelmeier et al. 2018) ist. Die
. | | Ergebnisse zeigen Abbildung 14 sowie
L T ] T
Niemals  Ex-Raucherfin  Aktuell Tabelle 10. Es stellte sich heraus, dass zum
geraucht Raucherfin
Status bzgl. Nikotinkonsum Zeitpunkt der Visite 1 der groRte Anteil

der eingeschlossenen Patienten von
Abbildung 14: Angaben der Patienten zu ihrem Nikotinkonsun . .
zum Zeitpunkt von V1 aktuellen Nicht-, aber ehemaligen
Zigarettenrauchern gebildet wurde. Unter
den 75,67% der momentanen Nichtraucher hatten nur 8,00% niemals geraucht. Mit 24,31% noch
knapp ein Viertel der befragten Patienten rauchte weiterhin Zigaretten, darunter bezeichnete sich

die absolute Mehrheit von 91,74% als regelmaRig rauchend.

Aktuell Raucher/in = Zigarettenkonsum in den letzten 4 Wochen

NEIN JA
[n=2.074; 75,69%] [n=666;24,31%]
Friiherer Zigarettenkonsum Art des aktuellen Zigarettenkonsums
Niemals geraucht Ehemaliger Raucher Gelegentlich (< 1 Zig./Tag) RegelmaRig
Anzahl Anteil in % Anzahl Anteil in % Anzahl Anteil in % Anzahl Anteil in %
219 10,57 1852 89,43 55 8,26 611 91,74

Tabelle 10: Genauere Beschreibung der aktuellen Raucher bzgl. ihres Zigarettenkonsumverhaltens und der aktuellen
Nichtraucher bzgl. ihrer Raucheranamnese
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Einen Uberblick tiber die Dauer des schidlichen Konsums bieten zum einen die Kennzahlen der
beiden Fallgruppen der aktuellen und ehemaligen Raucher (siehe Tabelle 11). Darin wird unter
anderem sichtbar, dass die Patienten im Mittel rund 44 Jahre (aktuelle Raucher) bzw. 35 Jahre
(ehemalige Raucher) geraucht hatten. Im Maximum von 67 Konsumjahren unterschieden sich die
beiden Gruppen nicht, die Minima lagen bei 12 Jahren bzw. 1 Jahr. Zum anderen kdnnen die Pack
years (py) betrachtet werden (Abbildung 15), deren Wert bekannterweise nicht nur der Dauer,
sondern auch der Menge der konsumierten Noxe Rechnung tragt. Zwischen den extremsten Werten

von 0 bis 270 py konnte ein Mittelwert von rund 48 py bestimmt werden.

Dauer des Dauer des

Zigarettenkonsums bei Zigarettenkonsums bei

aktuellen Rauchern ehemaligen Rauchern
N Glltig 666 1839
Fehlend 2075 902
Mittelwert 44,16 35,10
Median 44,00 37,00
Standardabweichung 7,79 12,29
Minimum 12,00 1,00
Maximum 67,00 67,00

Tabelle 11: Vergleichende Auffiihrung der Kennwerte zur Dauer des Nikotinkonsums bei
aktuellen und ehemaligen Rauchern.

1.000—
a22
32,79%
200 718
28,64%
=
L soo+ =02
o0 20,02%
[
=
Ha )
T 4p0-
258
10,29%
3,958 |%31%
o T T T T T T
25 py  25,00- 50,00- 75,00- 100,00- =125py
43,99 py 74,99 py 59,99 py 124,99 py
Pack years

Abbildung 15: Pack years der 91,5% bzw. 2507 Patienten, bei denen die
Berechnung moéglich war. Zu den 28,64% der Patienten mit <25 py kann erganzt
werden, dass davon 11,77% <10 py vorwiesen.
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4.1.2. Objektive Krankheitseinstufung, Komorbiditidten und Risikoprofile

Ein erster objektiver Uberblick tiber die Erkrankungsschwere der Patienten kann durch die

Betrachtung der Haufigkeiten nach Eingruppierung in die verschiedenen Stadien gewonnen werden.

In Abbildung 17 wird
sichtbar, dass mit nur 3,23%
Unterschied die GOLD-
Stadien Il und Il fihrend
waren, darin wurden jeweils

etwas mehr bzw. etwas

Haufigkeit

weniger als ein Drittel der
Patienten eingestuft.

Einer Gruppe von 13,01%
konnte aufgrund eines
Tiffeneau-Indexes von > 70%
kein GOLD-Stadium I-IV

zugeordnet werden, bei

diesen Patienten lag jedoch

1.000-
562
35,35%
74

200+ 32,12%

5004

400+

354
13,01%
| 249
200 — 206 3.15%
2,79% 7,57

T T | T T T
Unklassi- GOLD D GOLD | GOLD Il GOLD 1l GOLD IV
fiziert

GOLD-5tadien

entweder die arztliche

Diagnose einer chronischen
Bronchitis vor, oder sie erreichten
mindestens 3 Punkte beziglich ihres
Hustens oder beziglich ihrer
Schleimproduktion im COPD-
Assessment-Test (CAT). Diese
Patienten wurden als Risikopatienten
flr die Entwicklung einer COPD unter
GOLD 0 zusammengefasst und
eingeschlossen (Karch et al. 2016, S.
31-32). Weitere 2,79% der Patienten
waren jedoch bei
Folgeuntersuchungen selbst GOLD O

nicht mehr zuzuordnen bzw. konnten

Abbildung 17: Haufigkeiten der GOLD-Stadien in der Studienpopulation
zum Zeitpunkt von V1, zur Definition der einzelnen Stadien siehe Text.
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Abbildung 16: Haufigkeiten der Gruppen A-D in der Studienpopulation
zum Zeitpunkt der Visite 1

aufgrund fehlender Untersuchungsparameter nicht eingestuft werden, sie verblieben als

unklassifizierte Gruppe unter den Patienten. (Karch et al. 2016, S. 31-32)

Abbildung 16 zeigt die Aufteilung der Patienten auf die vier Gruppen der ABCD-Klassifikation, wobei
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mit fast der Halfte der Patienten der grofite 2 000
; i 1603
Anteil von Gruppe D gestellt wird. 51.09%
1,500
Zur Einschétzung des klinischen Zustands und _
]
des Mortalitatsrisikos der Patienten bediente 2 4 ooo— 5
oL B
man sich unter anderem dem BODE-Index als 24,47
P . . . _ El
aussagekraftigem Parameter, wie in 3.1. 500 10,71%
dargelegt. Die Patienten der Studie konnten ' 3?,.-83%
mit einem groRen Anteil von 61,09% noch in ] T T T l T !
0-2 3-4 56 7-10
die Risikogruppe von 0-2 Punkten eingeordnet BODE-Index-Punkte in Quartilen
werden. Knapp ein Viertel erreichte 3-4
Abbildung 18: Aufteilung der Patienten auf die vier
Punkte. In die Bereiche mit noch héherem Quartile bzw. Risikogruppen des BODE-Index je nach

Mortalitatsrisiko fielen 10,71% bzw. 3,73% der Patienten (s. Abbildung 18).

Daneben kénnen zum Uberblick iber Komorbidititen zwei Indices geschaffen werden: ein CVI

(Cardiovascular index), bei dem Patienten zwischen einen bis finf Punkte erreichen konnten.

Weitere 29 haufige Begleiterkrankungen, sodass insgesamt 34 Punkte moglich waren, wurden

ebenfalls erfragt und wurden im MCI (Main comorbidity index) abgebildet. Eine Auflistung der

aufgenommenen Erkrankungen in die Indices zeigt Tabelle 12.

Erkrankungen

CVi

Herzrhythmusstorungen, arterielle Hypertonie, koronare Herzkrankheit (KHK), Myokardinfarkt, Apoplex

MCI

VI (5) +

weitere kardiologische bzw. vaskuldre Erkrankungen (3):

Herzinsuffizienz, vendse Thrombosen, periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK)

weitere internistische Erkrankungen (17):

insulinunabhangiger Diabetes mellitus, insulinabhangiger Diabetes mellitus, Leberzirrhose, Hepatitis,
gastrodsophagealer Reflux (GERD), Gastritis, gastroduodenale Ulcera, Hypo-/ Hyperthyreose,
Hyperparathyreoidismus, Gicht, Nierenkolik/Nephrolithiasis, allergische Erkrankungen, Asthma bronchiale,
chronische Bronchitis, Lungenfibrose, Sarkoidose, obstruktives Schlafapnoe-Syndrom (OSAS)
Neurologische oder psychische Erkrankungen (5):

Epilepsie, Multiple Sklerose, Parkinson, periphere Polyneuropathie (PNP), psychische Erkrankungen
Erkrankungen des Bewegungsapparats (3):

Arthrose, Arthritis, Osteoporose

Maligne Neoplasien allgemein (1)

Tabelle 12: In den CVI (Cardiovascular index) und MCI (Main comorbidity index) eingehende Erkrankungen

41




] 3 500
171 401
g24%| [128%] Jo11% 414 ||14.54%
15,12%_}’_ 374
13,4%%1 32844% 400 e o] 13,55%
: 12,49% G
299
200 10,32%
= 234
= 7,23% 4,27%
200+ 137 150
5,005 | [5:38%
73
Ho 100 |2,67%
(R
Oz
BE o T T T T T T T T T
.4 0 1 2 3 4 5 [ 7 g 9 =10
1.165
42 53% - MCI-Score

Abbildung 19, Links: CVI-Score zur Darstellung der Zahl an kardiovaskuldren Komorbiditdten der Patienten, Rechts:
MCI-Score zur Darstellung der Zahl an erfragten Komorbiditdten der Patienten allgemein

Wie in Abbildung 19 sichtbar, waren in den Gruppen ohne bzw. mit einer kardiovaskularen
Komorbiditat schon mehr als drei Viertel der Patienten zu finden. Beziiglich des MCI verteilten sich
die Patienten in Anteilen von jeweils rund 11-15% vor allem im Bereich von 2-6 Komorbiditdten.

Bei dem genannten, relevanten Anteil an adipdsen Patienten in der Kohorte, wurde auflerdem das
Auftreten des Komorbiditaten- bzw. Faktorenkomplexes des metabolischen Syndroms untersucht.
Dabei wurde die Definition der International Diabetes Foundation (IDF, 2005) verwendet, soweit die
erhobenen Daten dafiir vorhanden waren. Den verwendeten Kriterien (s. Tabelle 13) entsprachen auf
die ganze Kohorte gesehen 9,12% der Manner und 4,49% der Frauen, insgesamt waren also 13,61%

der Patienten auf diese Weise multipel erkrankt.

Definition des metabolischen Syndroms der IDF (2005) \ Vorhandene, verwendete Kriterien in erhobenen Daten
Immer:
e Abdominelle Adipositas mit Taillenumfang =94 cm (m) | ¢  BMI = 30 kg/m?
bzw. > 80 cm (w) oder BMI > 30 kg/m?

Plus zwei der folgenden Faktoren:

e  Triglyceride > 150 mg/dl e  Triglyceride > 150 mg/dl
e  HDL-Cholesterin < 40 mg/dl (m) bzw. < 50 mg/dl (w) e  HDL-Cholesterin < 40 mg/dl (m) bzw. < 50 mg/dl (w)
e  Blutdruck > 130/85 e Angabe von Bluthochdruck als Komorbiditat
e Nichtern-Plasmaglukose > 100 mg/dl oder Typ-2- e Angabe von Diabetes als Komorbiditat
Diabetes

e oder Therapie einer der genannten Faktoren

Tabelle 13: Definition des metabolischen Syndroms nach IDF(2005) (Herold 2019, S. 723) und entsprechend verwendete
Daten der Studie zur Einstufung der Patienten

Einzeln gesehen, wurden von Karch et al. (2016, S. 33) die chronische Bronchitis (62,4%), die

arterielle Hypertonie (56,4%), die Arthrose (40,1%), ein erhohter Gesamtcholesterinspiegel (39,1%)
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und Allergien allgemein (33,5%) als die haufigsten flinf von den Patienten angegebenen

Komorbiditaten ermittelt.

Mithilfe von mathematischen Modellgleichungen, die von Anderson et al. 1991 auf der Grundlage
der Auswertung von Daten von 5573 Patienten der Framingham Heart Study aufgestellt wurden,
konnte fir 2299 der hier eingeschlossenen Patienten (83,87%) das kardiovaskulare Risiko fur
verschiedene Zeitrdume berechnet werden. Eingehende Variablen waren dabei Geschlecht, Alter (bis
74 ).), systolischer Blutdruck (zwischen 95-185mmHg), Lipidprofil (Gesamtcholesterin und HDL,
zwischen 135-330 mg/dl bzw. 25-99 mg/dl), aktueller Raucherstatus und Erkrankung an Diabetes
mellitus. Das Outcome ,,CVD", auf das sich unten aufgefiihrte Werte beziehen, wurde

folgendermalen definiert:

,Equations were developed for the following outcomes: myocardial infarction (Ml, including silent and

unrecognized MI); death from CHD [coronary heart disease] (sudden or nonsudden); CHD (consisting of
Ml and CHD death plus angina pectoris and coronary insufficiency); stroke, including transient ischemia;
CVD [cardiovascular disease] (including all the above plus congestive heart failure and peripheral

vascular disease); and death from CVD (CVD death).” (Anderson et al. 1991, S. 293)

Damit kdnnen die bestimmten Risikowerte als 5- bzw. 10-Jahresrisiko fir das Auftreten von Angina
pectoris, KHK, Myokardinfarkt, durch letztere Erkrankungen verursachten Herztod, Schlaganfall,
Herzinsuffizenz und pAVK interpretiert werden. In Tabelle 14 kann ein Uberblick {iber die
Risikosituation der Kohorte gewonnen werden: etwas mehr als jeden 10. der o.g. Patientengruppe
wirde demnach nach 5 Jahren eine der genannten Erkrankungen betreffen, nach 10 Jahren ware
mehr als jeder 5. Patient Betroffener. Interessant sind die groBen Unterschiede zwischen Mannern
und Frauen — ein 5-Jahresrisiko von im Mittel rund 13% flir Mdnner steht knapp 7% fir Frauen
gegenlber, bzgl. 10 Jahren sind es rund 26% im Vergleich zu rund 15%. Auch in den Maximae werden

die geringeren Risikowerte der Patientinnen sichtbar.
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3,99 14,33 19,39 24,33 23,39 18,99 29,99 39,89 49,33 59,38
£ % % % % £ % % % %
Statistik: Statistik:
Mannlich Weiblich Gesamt Mannlich Weiblich Gesamt
Mittelwert Mittelwert
12,97 6,69 10,36 25,72 14,71 21,14
Median Median
11,97 5,35 8,93 24,92 12,72 19,59
Varianz Varianz
49,00 24,10 48,22 126,36 79,55 136,33
Standard- Standard-
abweichung 7,00 4,91 6,94 abweichung 11,24 8,92 11,68
Minimum Minimum
0,65 0,23 0,23 1,97 0,76 0,76
Maximum Maximum
41,58 34,01 41,58 63,41 55,33 63,41
Spannweite Spannweite
40,94 33,78 41,36 61,44 54,56 62,64
] o
| s 0,00
40,00+ |
J g *
1 Q
1 * 50,00 g
30,00 : |
] 40,00
¥ |
20,00 3|ZI,|ZIIZI-_
] 20,004
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Tabelle 14: Nach Anderson et al. berechnetes, kardiovaskulédres 5- und 10-Jahresrisiko der 2299 Patienten (83,87%),
deren Einbeziehung maglich war (sofern im Text genannte Variablen vorhanden und in Gr6B8enordnung den Vorgaben
entsprechend). Auffiihrung im Gesamtiiberblick sowie, wenn gekennzeichnet, nach Geschlechtern getrennt. Auf
markierte Kennwerte der Statistik wird im Text Bezug genommen.
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4.1.3. Klinischer Zustand ——
' 1.199
Durch die folgenden Punkte soll ein 45,28%
1.0005 1.047
grobes Bild davon entstehen, in 33,59%
200+
welcher klinischen Verfassung sich =
Pl
. . . . = g00=
die Patienten prasentierten und =
. - 400
durch was ein durchschnittlicher
135
Phanotyp ausgemacht wurde. 200 31 236 5,10%
1,17% 2,91% I |
e Nur etwa ein Drittel der o =T T | T ]
>450m 443-300m 233-150m  143-m  =1m mehr
Patienten bezeichnete seinen WENIEET WERIEET  WERIEEr  Weniger
y _ Abweichung der Gehstrecke von
Zustand als ,,gut” und, zu einem berechneten Normwerten

sehr geringen Anteil, als ,,sehr
Abbildung 20: Abweichung der erreichten Strecken im 6-Min-Gehtest von
gut”. Mehr als die Halfte individuell berechneten Normwerten zum Zeitpunkt von V1.
ordnete sich unter ,weniger
gut” ein, knapp 15% unter ,,schlecht”. Fast die Halfte der Patienten gab jedoch an, dass sie bei
alltaglichen Tatigkeiten betreffend (z.B. Erwerbstatigkeit, Hausarbeit, Familien- und
Freizeitleben) keine Probleme habe. Einige Probleme bereitete genanntes einer fast genauso
groRen Gruppe. Nur 2,27% konnten ihren Tatigkeiten nicht nachgehen.
Die korperliche Leistungsfahigkeit wurde u.a. mithilfe des 6-Min-Gehtests untersucht. Zur
Erleichterung der Einstufung der erhaltenen Strecken, wurde die Differenz zu geschlechts-,
alters-, groRen- und gewichtsabhdngigen Normwerten, die nach Troosters et al. (1999) berechnet
werden kdnnen, bestimmt. In Abbildung 20 wird sichtbar, dass mit 45,28% der grofSte Anteil der
Patienten bis zu 149m, weitere knapp 40% 150-299m weniger laufen konnten, als in o.g.

Parametern vergleichbare, gesunde Individuen.

Die subjektive Atemnot nach mMRC —

Skala zeigt Abbildung 21. Daneben 1 200 ]
H H ; 1.232
wurden die Patienten gebeten, die L 000 45 33%
Auspragung der Symptome Husten und 754
L , —  B00- 27,74%
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Pl
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o
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sich glockenférmig vor allem im Bereich Atemnot nach mMRC-Skala

Abbildung 21: Atemnot der Patienten nach mMRC-Skala
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der unscharfen mittelmaRigen Symptomauspragung.

Zur Einschatzung der gesundheitsbezogenen Lebensqualitat (health-related life quality, HRLQ)
wurde der St. George’s Respiratory Questionnaire (SGRQ) verwendet, der als Ergebnis mit einem
Prozentwert einer Skala von 0-100 die Beeintrachtigung der Patienten angibt und tber
Perzentilenkurven einen Vergleich mit der Allgemeinbevélkerung erlaubt (vgl. Ferrer et al. 2002).
Interessant ist der SGRQ in Bezug auf die COPD auch deshalb, weil eine Assoziation zu
Exazerbationen, dadurch bedingte Krankenhausaufnahmen und allgemeine Mortalitat (vgl.
Miillerova et al. 2017) bzw. BODE-Index nachgewiesen werden konnte (vgl. Nonato et al. 2015).
Fir die Erhebungen im Rahmen von COSYCONET kam eine fiir COPD-Patienten angepasste und
verbesserte Version (SGRQ-C) zum Einsatz, die sich in den Ergebnissen als mit dem Original
vergleichbar erwiesen hat (vgl. Meguro et al. 2007). Dabei ergab sich im Mittel eine gesamte
Beeintrachtigung der Patienten von im Mittel 42,68%. Mit einem Minimum von 0,00% und einem
Maximum von 98,74% traten glockenformig verteilt Werte der nahezu kompletten Skala auf (s.

Abbildung 22).
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o
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100+
2,40%| 25
0,74%
1 |
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Abbildung 22: Beeintrachtigung der Patienten in % nach Erhebung und Berechnung mittels des SGRQ.
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1.285

47,26% Definition der Exazerbation: ,Wie oft haben Sie in den
1.250- letzten 12 Monaten eine akute Verschlechterung lhrer
Lungenerkrankung erfahren (starkere Atemnot,
vermehrter oder eitriger Auswurf), d.h. wie oft ging es
1.000- lhnen liber mehrere Tage deutlich schlechter als sonst,
so dass Sie besondere MaBnahmen ergreifen mussten?*
ﬁ 692
] 75 0= 25,26%
=
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E00H
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250+ 6,53%|[ a2
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3,36% a7 11 40
: 1,33% 5 2
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Akute Exazerbationen in den letzten 12 Monaten

Abbildung 23: Anzahl der akuten Exazerbationen in den letzten 12 Monaten vor Visite 1

o Aufin Abbildung 23 gestellte Frage verneinte fast die Halfte der Patienten, in den letzten 12

Monaten vor Visite 1 eine akute Exazerbation gehabt zu haben, rund ein Viertel gab eine

Exazerbation an. Bei 18,77% der Patienten war im Rahmen dieser Zustandsverschlechterungen

mindestens einmal die Aufnahme in ein Krankenhaus nétig, in 40% der Falle erfolgte eine

antibiotische Behandlung.

4.1.4. Parameter der Lungenfunktion und der Labordiagnostik

Mithilfe von u.a. Lungenfunktions- und Laborparametern konnte auch eine objektivierte, apparative

Charakterisierung des Zustands der Patienten vorgenommen werden. Um einen direkten Bezug zu

glltigen Normwerten zu bekommen, werden die Ergebnisse der Lungenfunktion hier in

Sollprozentwerten aufgefiihrt. Wenn nicht gesondert angegeben, beziehen sich letztere auf Normen

der Global Lung Initiative (GLI) (Quanjer et al. 2012). Bezliglich der Laborparameter wurde mit

Normwerten nach Herold (2019) gearbeitet.
Da fiir die Einstufung in GOLD-Stadien
erforderlich, sind einige Werte in 4.1.2. bereits
indirekt miteingeflossen. Am Beginn steht die
Registrierung eines Tiffeneau-Indexes von
<70% nach Broncholyse, die meisten Patienten
der Kohorte teilen sich darunter mit ihrem
Ergebnis auf den Bereich von 50-69% bzw. in
geringerem MaRe von 30-49% auf (s. Abbildung
24).

1.200-
1.204
1 pood 46,55%
-— | ang
= =00 35,22%
Pad
= G100
=L
400 430
16,66%
200 - 38
1,47%
o T T T —T
=70%  50-59%  30-49%  <30%

Tiffeneau-Index [FEVL/FVC) in %

desSolls

Abbildung 24: Tiffeneau-Indices der Patienten in % des
Sollwertes
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Abbildung 26: Die Einsekundenkapazitat (FEV;) in % des Solls klassifiziert nach GOLD-Stadien und allg. Schweregrad
der obstruktiven Ventilationsstorung in der untersuchten Kohorte zum Zeitpunkt der Visite 1

Bezliglich der beiden Komponenten des Indexes kdnnen zum einen die Werte der Einsekunden-
kapazitat FEV; (forciertes exspiratorisches Volumen) konkretisiert werden, die die GOLD-
Klassifizierung im nachsten Schritt bestimmen. Darauf wurde unter 4.1.2. bereits eingegangen.
Genauso bilden sie auch die Grundlage fir die Definition des allgemeinen Schweregrads einer
obstruktiven Ventilationsstorung (siehe oben, Abbildung 26). Zum anderen kann bei der gesonderten
Betrachtung der FVC in Abbildung 25 (s. unten) festgestellt werden, dass noch fast die Halfte der
Patienten darin der Norm entspricht und sich mehr als ein weiteres Drittel in der nachstschlechteren

Gruppe mit 60,00-79,99% des Solls befindet.

TGV TLCO
in% d. Solls | in% d Solls
1.250—4 1285
47 24% N | Giltig 2663 2581
1.000 Fehlend 78 160
= 586 Smen
X, 36,25% Mittelwert 143,96 55,48
= 750
= Median 140,80 53,70
I
500 Standard- 37,73 21,71
402 bweich
250 14,?8% dow EICnUng
1 B 1 Varianz 1423,92 471,41
=l |op4%
o T T T T T Spanmweite 317,00 145,50
=80% &0,00- 40,00- 20,00- =13,39%
79,99% 59,99% 39,599% rAinimum 42 B0 670
FVCin©% d. Solls Maximum 358,60 152,20

Abbildung 25: Die Forcierte Vitalkapazitat (FVC) in % d. Solls zum Zeitpunkt der Visite 1
Tabelle 15: Kennwerte des intrathorakalen Gas-volumens (ITGV) sowie der Diffusionskapazitat fiir Kohlenmonoxid (TLCC
bzw. DLCO) zum Zeitpunkt von Visite 1
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Tabelle 15 zeigt zum einen anhand des intrathorakalen Gasvolumens (ITGV), dass nach normaler
Ausatmung in der Lunge der Patienten im Mittel 140% des normalen restlichen Volumens an Gas
verbleibt. Die, angesichts der Vergleichbarkeit von Mittelwert und Median als weitestgehend
symmetrisch verteilt angenommene, Spannweite von 317% um diesen Wert ist jedoch grol3. Neben
dem erwarteten Anteil an emphysematischen Patienten mit einer Uberbldhung von bis zu rund
maximal 360% an ITGV, gibt es auch einen relevanten Anteil von 11% der Patienten, deren
verbleibendes Gasvolumen reduziert ist und bis zu weniger als die Halfte des Normwerts ausmacht.
Zur Diffusionskapazitat als Mal3 der Funktionalitat des Lungengewebes in seiner Aufgabe des
Gasaustauschs kann zusammenfassend gesagt werden, dass sie im Mittel auf rund 55% erniedrigt ist
(siehe Tabelle 15) und dass sich drei Viertel der Patienten in einem Bereich bis knapp 70%

wiederfinden.

Eine oberflachliche Einschatzung der

entziindlichen Aktivitat kann schlielich noch

durch Betrachtung der Werte fiir Leukozyten

und C-reaktives Protein (CRP) erfolgen (siehe

Abbildungen 27 und 28). Bezliglich ersterem

befanden sich mit 87,31% die meisten [ = 3.800 i,
Leukopenie
Patienten im Normbereich, 12,29% wiesen 3.300 -
CI10.500 Al
- : Marmbereich
erhohte Leukozytenwerte auf. Ein > 10.500 A,
. . . Leukozytose
normwertiges CRP zeigten dagegen mit
51,24% weniger Patienten. Der Mittelwert Abbildung 27: Leukozytenzahlen im Blut der Patienten zum
Zeitpunkt der Visite 1
lag bei einer leichten Erhéhung von 1,04
mg/dl, der Median dagegen
mit 0,46 mg/dl noch im 1.380
1.2504 51,24%
Normbereich, was durch 1.185
o~ 1000+ a4, 00%
wenige extreme Werte am T
-
B -
oberen Ende der Skala erklart = 750
im
werden kann. T sooq
Bezliglich tieferen Einblicken 250 53
3.45%| | gg% 8 1
in das entziindliche . | | [ | [ ':'*3::'% ”*”I‘“‘ﬁ
=0,50 0,50-4,995,00-9,33 10,00- 20,00- 250,00
Geschehen anhand von meg/dl  mg/dl mgidl 19,93 45,83 mgidl
mg/dl mg/dl
Zytokinen wie Interleukin-6
y CRP

(IL-6), Interleukin-8 (IL-8),
Abbildung 28: CRP-Werte im Blut der Patienten zum Zeitpunkt der Visite 1,
eine Konzentration von <0.5 mg/dl entsoricht dem Normwert.
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Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Fibrinogen sei zusammengefasst gesagt, dass bei knapp 30% ein
erhohtes IL-6 und 50,50% ein erhdhter TNF-a gemessen werden konnte. Fibrinogenspiegel erwiesen
sich in ca. 20% als erniedrigt und ca. 10% als erhéht (bezogen auf zugrundegelegte Normwerte von
IL-6 < 7,0 pg/ml, IL-8 < 62 pg/ml, TNF-a < 8,1 pg/ml, Fibrinogen 170 — 420 mg/d| wie z.B. im
Leistungsverzeichnis der Labor Augsburg MVZ GmbH (2018) aufgefiihrt).

In ihrer Versorgung mit Himoglobin waren die ménnlichen Patienten mit 15,01 mg/dl im Mittel an
der oberen Grenze des Normwerts angesiedelt, die Werte bewegten sich zwischen 8,80 und 21,75
mg/dl. Bei Frauen lag der mittlere Hb-Wert mit 14,04 mg/dl in der unteren Hélfte des Normbereichs

und zeigte Auspragungen in einem Rahmen von 9,6 bis 19,18 mg/dl.

Was das durchschnittliche Lipidprofil der Kohorte anging, so zeigte sich im Mittel ein auf 216,24
mg/dl erhéhter Wert des Gesamtcholesterins, insgesamt wiesen mit knapp 63% fast zwei Drittel der
Patienten eine Erh6hung bis zu einem Maximum von 413,00 mg/d| auf. Das LDL machte dabei einen
mittleren Anteil von 128,01 mg/dl aus, maximal war ein Wert von 305 mg/d|. Da ein groRer Teil der
Patienten jedoch mindestens eine kardiovaskuldre Komorbiditat gezeigt hatte und die Hohe des LDLs

gerade in Bezug auf das

kardiovaskulare Risiko von 3.000
Bedeutung ist, ist zusatzlich
die Verteilung bezogen auf

die LDL-Zielwerte der 2 0oo-

< 0 mg/dl, kurmn. 3,00%
<100 mg/dl, kum.13,94%
<115 mg,/dl, kurm. 23,07

aktuellen ,,2016 ESC/EAS
Guidelines for the

Management of 1 000

Kumulative Hiufigkeit

Dyslipidaemias” (Catapano et
al. 2016, S. 3019) interessant
(siehe Abbildung 29).

o

] | |
Demnach befinden sich 1,00000 100,00 141,00 205,50

kumulativ nur 23,07% LDL-Cholesterin in mg/dl

unterhalb des auch fir Abbildung 29: Kumulative Auftragung der LDL-Werte der Patienten. Die

i i . Bezugslinien markieren die genannten LDL-Zielwerte abhdngig vom
nledrlges Risiko gesetzten kardiovaskuldren Risiko: <70 mg/dl fiir sehr hohes, <100 mg/dlI fiir hohes und
<115 mg/dl fiir moderates bzw. niedriges kardiovaskulires Risiko (Catapano

Grenzwertes von 115 mg/dl. et al. 2016, S. 3019)
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4.2. Deskription der Konzentrationen von Osteopontin und sRAGE in der

Kohorte

4.2.1. Osteopontin

In die Auswertung gingen letztlich 2481 Falle, entsprechend 90,51% der Patienten, ein. Tabelle 16

zeigt zusammengefasst deskriptive statistische Kennwerte zur Konzentration des Biomarkers,

visualisiert sind diese z.T. in Abbildung 30.

Osteopontin nahm im Serum der Patienten Werte zwischen 410,37 und 167312,00 pg/ml an. Der

Mittelwert lag bei 5790,44 pg/ml, der Median mit 3788,00 pg/ml niedriger. Dieser Abstand sowie

Schiefe und Kurtosis lassen im Vergleich zur Normalverteilung auf eine asymmetrisch rechtsschiefe

und relativ steile Verteilung der Werte schliel3en.

Die grafische Bestatigung dazu liefert die Auftragung der Konzentrationen im Histogramm gegen eine

Normalverteilungskurve (Abbildung 31), Q-Q-Plots zeigten ebenfalls wenig Ubereinstimmung mit

einer Normalverteilung und auch bei Kolmogorov-Smirnov- sowie Shapiro-Wilk-Test konnte kein

signifikantes Ergebnis im Vergleich festgestellt werden. Nach Anwendung des natiirlichen

Logarithmus auf die Werte zeigten Mittelwert und Median bessere Ubereinstimmung, Schiefe und

Kurtosis bewegten sich deutlich mehr gegen 0 und grafisch war in Q-Q-Plots und Histogramm

(Abbildung 32) eine Normalverteilung von In(Osteopontin) eher anzunehmen. Da jedoch

200000,00

150000,00-
= 100000,00-

Konzentration in pgfml

50000,004

00—

2

¥ W

T
Osteopaontin

Kolmogorov-Smirnov- sowie Shapiro-Wilk-Test

weiterhin eine Signifikanz von 0,000 ergaben,

wurden im Folgenden die nicht-logarithmierte Daten

und nicht-parametrische Testverfahren verwendet.

Standard
Osteopontin [pg/ml] Statistik -fehler

Mittelwert 5790,44 | 151,35
95% Konfidenzintervall | Untergrenze 5493,66
des Mittelwerts Obergrenze 6087,22
Median 3788,00
Varianz 56830359,22
Standardabweichung 7538,59
Minimum 410,37
Maximum 167312,00
Spannweite 166901,63
Interquartilbereich 4873,00
Schiefe 7,24 0,05
Kurtosis 106,80 0,10

Abbildung 30: Auftretende Konzentrationen des
Biomarkers Osteopontin in pg/ml im Serum der
Patienten zum Zeitpunkt von V1

Tabelle 16: Statistische Kennwerte zur Konzentration von
Osteopontin in pg/ml zum Zeitpunkt von V1
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Abbildung 31: Konzentrationen des Biomarkers Osteopontin in pg/ml zum
Zeitpunkt von V1, aufgetragen im Histogramm mit Normalverteilungskurve zum
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Abbildung 32: Logarithmierte Werte von Osteopontin aufgetragen gegen eine
Normalverteilungskurve: fiir In(Osteopontin) kann optisch eher eine
Normalverteilung angenommen werden
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4.2.2. sRAGE

In die Auswertung konnten ebenfalls letztlich 2481 Falle, entsprechend 90,51% der Patienten,

aufgenommen werden. In Tabelle 17 sind zusammengefasst deskriptive statistische Kennwerte zur

Konzentration des Biomarkers in den Serumproben aufgefiihrt, Abbildung 33 bietet einen grafischen

Uberblick.

Insgesamt traten sSRAGE-Werte zwischen
47,81 und 4752 pg/ml auf, mit einer
Standardabweichung von 362,28 pg/ml war
im Mittel eine Serumkonzentration von
856,84 pg/ml bei den Patienten messbar.
Der Median lag mit 789,08 pg/ml etwas
darunter und weist in Zusammenschau mit
positiver Schiefe und Kurtosis auch hier
darauf hin, dass die Konzentration im
Vergleich zur Normalverteilung
asymmetrisch rechtsschief und steiler

verteilt ist.

Im Histogramm gegen die Normalverteilung aufgetragen
(Abbildung 34), bestatigt sich die vermutete Verteilung.
Gegen eine Normalverteilung sprachen auch Q-Q-Plots und
eine Signifikanz von 0,000 im Kolmogorov-Smirnov- sowie
Shapiro-Wilk-Test. Nach Anwendung des natirlichen
Logarithmus zeigten sich die neu berechneten Werte von
In(sRAGE) in Kennwerten ebenso wie optisch
lognormalverteilt (Abbildung 35), die Signifikanz nach
Kolmogorov-Smirnov lag jedoch weiterhin nur bei 0,033. Bei
nicht ausreichender normaler Verteilung wurden
dementsprechend zur weiteren statistischen Analyse, analog
zu Osteopontin, also auch hier nicht-logarithmierte Daten

und nicht-parametrische Testverfahren verwendet.

Standard-
SsRAGE [pg/ml] Statistik fehler
Mittelwert 856,84 7,27
95% Konfidenzintervall | Untergrenze 842,58
des Mittelwerts Obergrenze 871,11
Median 789,08
Varianz 131249,75
Standardabweichung 362,28
Minimum 47,81
Maximum 4752,00
Spannweite 4704,19
Interquartilbereich 406,28
Schiefe 1,91 0,05
Kurtosis 9,03 0,10

Tabelle 17: Statistische Kennwerte zur Konzentration von
SRAGE in pg/ml zum Zeitpunkt von V1

Konzentration in pgfml

3000,00
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1000,00

2

T
s RAGE

Abbildung 33: Auftretende Konzentrationen
des Biomarkers sRAGE in pg/mlim Serum
der Patienten zum Zeitpunkt von V1
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Abbildung 34: Konzentrationen des Biomarkers sRAGE in pg/ml zum Zeitpunkt von V1,
aufgetragen im Histogramm mit Normalverteilungskurve zum Vergleich
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Abbildung 35: Logarithmierte Werte von sRAGE aufgetragen gegen eine
Normalverteilungskurve: In(sRAGE) zeigt sich hier letzterer besser entsprechend als sRAGE.
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4.3. Statistische Analyse von Zusammenhangen der
Markerkonzentrationen mit anderen Merkmalen der

Patientenpopulation

4.3.1. Korrelationen von Osteopontin zu anderen Merkmalen
Analog gegliedert zu den Themengebieten der Deskription der Kohorte in 4.1. folgt hier die

Darstellung der Beziehungen, in denen die Konzentration des Biomarkers Osteopontin zu anderen

Merkmalen der Patienten zum Zeitpunkt der Visite 1 stand. Die Verwendung der statistischen Tests
entspricht den Erldauterungen in Abschnitt 3.3., die Einschatzung der Signifikanz bezieht sich, soweit
nicht anderweitig angegeben, auf ein Signifikanzniveau von a = 5%. Eine Ubersicht der errechneten

statistischen Werte kann unter 4.4. eingesehen werden.

Zu den allgemeinen Charakteristika konnte festgestellt werden:

e Beim Vergleich der medianen Konzentrationen an Osteopontin in den Gruppen der beiden
Geschlechter gab es keine signifikanten Differenzen.

e Beziiglich des Alters bestand ein signifikanter Zusammenhang mit einem Spearman-Rho —
Korrelationskoeffizienten r von <0,1.

e Der BMI zeigte keinerlei Korrelation zur Konzentration an Osteopontin.

e Osteopontin unterschied sich in seiner Konzentration weder beziiglich Raucherstatus beim
Vergleich der Gruppen der aktuellen Raucher, der Ex-Raucher und der Patienten, die niemals

geraucht hatten, noch konnten Korrelationen zur Dauer des Zigarettenkonsums bzw. den Pack

years liber entsprechende Koeffizienten gefunden werden.

Zum Abschnitt der objektiven Krankheitseinstufung, der Komorbiditdten und der Risikoprofile wurde
erhoben:

e Der Biomarker zeigte keine Korrelation zur Stadienzugehoérigkeit, betreffend die Einteilung nach

GOLD ebenso wie in die Gruppen A-D.

e Ebenso bestand kein Zusammenhang zwischen Marker und Zugehorigkeit zu einem BODE-
Risikoquartil.

e Auch die Zahl an kardiovaskuldren oder anderen Komorbiditaten im CVI bzw. MCI sowie das

Auftreten eines metabolischen Syndroms allgemein war nicht mit der Konzentration an

Osteopontin korreliert.

An einzelnen Komorbiditaten zeigten sich Diabetes mellitus (N=340, p-Wert = 0,030), maligne

Neoplasien (N=278, p-Wert = 0,012), Schlaganfall (N=105, p-Wert 0,012) und
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Hirnleistungsstorungen (Frage nach z.B. Gedachtnisschwéche, Unruhe, Orientierungslosigkeit,
Verwirrtheit; N = 134, p-Wert = 0,015) als signifikant korrelierend mit jeweils hoheren
Osteopontinkonzentrationen im Erkrankungsfall.

Bezliglich der berechneten Werte fiir das kardiovaskuldre Risiko der Patienten in 5 bzw. 10

Jahren ergaben sich signifikante Zusammenhange mit einem Korrelationskoeffizienten von

jeweils <0,1 mit einem p-Wert von 0,017.

Zu den Ergebnissen bei Betrachtung des klinischen Zustands der Patienten in Verbindung mit der

Markerkonzentration wurde festgehalten:

Fir die subjektive Wahrnehmung der eigenen Verfassung zeigte sich der Kruskal-Wallis-Test
zunachst mit einem p-Wert von 0,003 auffallig, nach paarweisem Vergleich mit Bonferroni-
Korrektur stellte sich jedoch mit einem p-Wert von 0,011 lediglich ein Unterschied der Mediane
zwischen den Befindlichkeiten ,,Gut” und ,, Weniger gut” heraus, es konnte kein umfassenderer
Zusammenhang zwischen Marker und dem Krankheitsgefiihl der Patienten gefunden werden.

Fir die Einschrankung der alltdglichen Aktivitdt konnte eine primar signifikante Korrelation

(r<0,1, p-Wert = 0,031) mit dem Kruskal-Wallis-Test nicht bestatigt und auch fiir die Atemnot der
Patienten keine Korrelation mit Osteopontin nachgewiesen werden. Der St. George’s

Respiratory Questionnaire (SGRQ) war dagegen mit einem Korrelationskoeffizienten von r<0,1

bei einem p-Wert von 0,044 signifikant mit der Biomarkerkonzentration verbunden.

Die Anzahl an akuten Exazerbationen in den letzten 12 Monaten zeigte eine positive Korrelation

mit Osteopontin (r <0,1, p-Wert = 0,004), auch bei Einteilung in Patienten ohne und mit haufigen
Exazerbationen (0-1 bzw. >2 Exazerbationen in den letzten 12 Monaten, nach Lee et al., ndheres
dazu s. Abschnitt 5.1.) war Osteopontin in diesen beiden Gruppen signifikant unterschiedlich (p-
Wert = 0,012). Hohere Konzentrationen fanden sich bei haufigen Zustandsverschlechterungen.

Ahnlich verhielt es sich mit den Krankenhausaufnahmen im Rahmen dieser Exazerbationen, die

Anzahl korrelierte positiv mit dem Biomarker (r<0,1, p-Wert = 0,000).

Zuletzt wurden noch die Lungenfunktions- sowie Laborwerte auf Zusammenhange mit der

Konzentration an Osteopontin untersucht:

Zum Tiffeneau-Index sowie isoliert zu den ihn zusammensetzenden Messwerten der FEV; und
der FVC konnte keine Korrelation nachgewiesen werden. Auch beztglich ITGV und TLCO wurden
keine Zusammenhange mit der Markerkonzentration gefunden.

In der Reihe der Laborwerte zeigten die Leukozytenzahl, der CRP-Wert und Fibrinogen ebenfalls

keine Korrelation zum Wert an Osteopontin. Mit einem p-Wert von 0,001 als signifikant damit
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zusammenhéngend erwiesen sich jedoch IL-6 und IL-8, auch zu TNFa (p-Wert = 0,005) bestand
eine signifikante Beziehung. Der Korrelationskoeffizient lag jeweils bei <0,1.

Fir den Hb-Wert sowie fir Lipidprofil mit Gesamt- und LDL-Cholesterin konnte wiederum kein

Zusammenhang gefunden werden.

4.3.2. Korrelationen von sSRAGE zu anderen Merkmalen

Ebenfalls in vergleichbarer Reihenfolge zur Deskription der Kohorte in 4.1. sollen hier die

Zusammenhadnge zwischen der Konzentration des Biomarkers sRAGE und anderen Merkmalen der

Patienten zum Zeitpunkt der Visite 1 dargestellt werden. Fir die theoretisch-statistische Grundlage

sowie eine Zusammenfassung der errechneten
5000,00
Werte sei erneut auf die Abschnitte 3.3. bzw. 4.4. *
verwiesen. Auch hier wurde zur Einschatzung der
4000,00
Signifikanz, soweit nicht gesondert angegeben,
mit einem Signifikanzniveau von a = 5% = &
) E  3000,007
gearbeitet. E ¥ "
o :
o 0
o ) o =l 2000,00 8
Bezliglich der allgemeinen Charakteristika =
stellten sich folgende Sachverhalte heraus:
1000,00-
e Der Biomarker sRAGE zeigte beim Vergleich
der Mediane in den beiden Gruppen keine
.00
signifikanten Unterschiede betreffend das , , 1
Miemals Ex- Altuell
Geschlecht. geraucht  Raucherf{in Raucher/in
e Das Alter der Patienten war mit einem Status bzgl. Nikotinkonsum
Korrelationskoeffizienten von 0,110 (p-Wert Abbildung 36: Box-Plots der Werte von sRAGE in den

. . verschiedenen Gruppen je nach Raucherstatus
0,000) mit der Konzentration an sRAGE ppen’

korreliert.

Bezliglich des BMI war keinerlei Korrelation mit der Konzentration an sRAGE festzustellen.

Beim Kruskal-Wallis-Test in Bezug auf den Raucherstatus stellte sich fir die Subgruppen der
aktuellen Raucher, Ex-Raucher und grundsatzlichen Nichtraucher mit einem p-Wert von 0,000
ein Unterschied bzgl. der Mediane heraus. Nach paarweisem Vergleich mit Bonferroni-Korrektur
zeigte sich, dass eine signifikante Differenz zwischen den medianen sRAGE-Konzentrationen der
Nichtraucher verglichen mit sowohl der Gruppe der aktuellen wie auch der ehemaligen Raucher

bestand. Die Nichtraucher hatten mit einem p-Wert von 0,000 einen signifikant hoheren Wert an
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i

SRAGE als die Ex-Raucher bzw.

5000,00-
mit einem p-Wert von 0,002 als
die aktuellen Raucher. 4000,00-
Abbildung 36 erlaubt die =
grafische Einschatzung des "% 3000,007
Effekts. § 200,00
Beziiglich der Dauer des =
Zigarettenkonsums war keine, 1000,00+
fir die Pack years mit r<-0,1 (p-
Wert = 0,037) eine Korrelation 00
zur Biomarkerkonzentration
feststellbar.

T T T T T
Unklassi- GOLD O GOLD I GOLDII GOLD I GOLD IV

fiziert

GOLD-Stadium

Abbildung 37: Box-Plots der Werte von sRAGE in den Gruppen der

Zum Abschnitt der objektiven

verschiedenen GOLD-Stadien

Krankheitseinstufung, Komorbiditaten und Risikoprofile konnte festgehalten werden:

Optisch und anhand der statistischen Kennwerte ergab sich der Eindruck, die Konzentration an

SRAGE wiirde in einem negativen linearen Zusammenhang mit den GOLD-Stadien stehen (siehe

Abbildung 37), bestatigt durch einen Korrelationskoeffizienten von -0,161 (p-Wert = 0,000). Der

Kruskal-Wallis-Test zeigte mit derselben Signifikanz ebenfalls einen Unterschied der Mediane an,

im paarweisen Vergleich der Gruppen mit

Bonferroni-Korrektur wurde offengelegt, dass
dieser immer ab dem Abstand eines Stadiums
bestand. Dabei wurde mit steigendem
Abstand zwischen den verglichenen Stadien
auch die Signifikanz deutlicher. Auszunehmen
ist hierbei die kleine Gruppe der
unklassifizierten Patienten (n=60 von gesamt
n=2474), diese wies nur einen signifikant
unterschiedlichen Median bei Vergleich mit
Stadium GOLD Il und IV auf.

Bezliglich der Einstufung in die Stadien A-D
war gleichermalien eine Korrelation mit dem

Biomarker zu finden (r=-0,139, p-Wert

5000,00]
-
000,00
= k3
"E‘ﬁ 3000,004
2 %
Ll
= 5 o
< 2000,00+ o
[
1000,00-
.00
T T T T
0-2 3-4 5-6 7-10

BODE-Scorebereiche

0,000), der Kruskal-Wallis-Test ergab ebenso
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signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Nach paarweisen Vergleichen mit Bonferroni-
Korrektur wurde sichtbar, dass diese zwischen den Gruppen der Patienten ohne Einstufung, dem
Stadium B und dem Stadium D bestanden.

Bei der Betrachtung des BODE-Index in Bezug auf die Konzentration an sSRAGE

verhielt es sich ahnlich wie bei den GOLD-Stadien. Ausgehend vom optischen Eindruck eines
negativen, linearen Zusammenhangs (siehe Abbildung 38) wurde ein Korrelationskoeffizient von
-0,134 (p-Wert = 0,000) bestimmt. Eine ebenso signifikante Bestatigung unterschiedlicher
Mediane zwischen den verschiedenen Quartilsgruppen erbrachte der Kruskal-Wallis-Test. Nach
paarweisem Vergleich mit Bonferroni-Korrektur wurde deutlich, dass eine signifikante Differenz
mit einem p-Wert von jeweils 0,000 zwischen erstem und zweitem bzw. erstem und drittem
Quartil und, mit einem p-Wert von 0,040, auch zwischen erstem und viertem Quartil bestand.
Ausgehend vom niedrigsten Risikobereich schien ein Aufstieg also verbunden mit einem
signifikant niedrigeren Wert an sRAGE.

Fur die im CVI zusammengefasste Zahl an kardiovaskularen Komorbiditdten (p-Wert = 0,032)
ergab sich ebenso wie fir die Zahl an Komorbiditaten allgemein im MCI (p-Wert von 0,001) eine
positive Korrelation mit SRAGE, in beiden Fallen mit einem Korrelationskoeffizienten von r<0, 1.

Das Auftreten eines metabolischen Syndroms zeigte keinen Zusammenhang mit der

Konzentration an sRAGE. Bei der separaten Betrachtung der erfragten Komorbiditdten, waren

Korrelationen mit Angina pectoris bzw. KHK (N = 394, p-Wert = 0,012), Asthma bronchiale (N=
454, p-Wert = 0,049), chronischer Nierenerkrankung (N=247, p-Wert = 0,000), Gicht (N = 408, p-
Wert = 0,037), Eisenmangel (N = 180, p-Wert = 0,042) und auch hier mit malignen Neoplasien (N
=278, p-Wert = 0,038) zu finden. Dabei war die Konzentration an sRAGE in der komorbide
erkrankten Patientengruppe hoher als in der Patientengruppe ohne die jeweilige Erkrankung.

Das kardiovaskulare 5- bzw. 10-Jahresrisiko zeigte Korrelationen mit einem Spearman-Rho-

Koeffizienten von r<0,1 (p-Wert des 5-Jahresrisikos bei 0,010, p-Wert des 10-Jahresrisikos bei
0,005).

Die Untersuchung der Merkmale, die unter dem Aspekt des klinischen Bildes der Patienten

eingeordnet wurden, erbrachte folgende Ergebnisse:

Zwischen der subjektiven Wahrnehmung der Verfassung bzw. der alltdglichen Einschrdankung

und der Konzentration an sRAGE konnte kein Zusammenhang festgestellt werden. In Bezug auf
die Atemnot nach mMRC zeigte sich Korrelation (r<-0,1, p-Wert 0,000) sowie Signifikanz beim
Kruskal-Wallis-Test (p-Wert = 0,000). Nach paarweisem Vergleich mit Bonferroni-Korrektur

wurden mit p-Werten von 0,001 bzw. 0,028 Zusammenhange zwischen mittleren Gruppen
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sichtbar, die fir niedrigere SRAGE-Werte bei einer Verschlechterung im Sinne von
Einschrankungen bereits beim Gehen in der Ebene sprachen. Mit dem SGRQ war die
Biomarkerkonzentration signifikant negativ korreliert (r < -0,1, p-Wert = 0,002)

Beziglich der Zahl der akuten Exazerbationen in den vorangegangenen 12 Monaten und der

dadurch nétigen Krankenhausaufnahmen war keinerlei Korrelation zur Biomarkerkonzentration

nachweisbar.

Zuletzt soll noch auf Korrelationen zwischen der Biomarkerkonzentration und Parametern der

Lungenfunktion sowie der Labordiagnostik eingegangen werden:

Der Tiffeneau-Index zeigte sich mit einem Korrelationskoeffizienten von r=0,170 (p-Wert=0,000)

signifikant mit sSRAGE korrelierend. Seine Komponenten der FEV; und der FVC genauer
betrachtet, kann der groRere Teil dabei auf den Einfluss von ersterer zuriickgefiihrt werden
(r=0,178 bei einem p-Wert von 0,000), geringer im Anteil auf zweitere (r=0,098 bei einem p-
Wert von 0,000). Ebenfalls eine positive Korrelation auf demselben Signifikanzniveau bestand
zwischen sRAGE und der TLCO (r=0,157). Negativ korreliert war dagegen das ITGV mit r=-0,106,
wiederum mit einem p-Wert von 0,000. In Abbildung 39 und 40 wurden die Zusammenhange
bildlich dargestellt, wobei die Konzentration an sSRAGE zur Verdeutlichung in 25%-Quartilen

zusammengefasst gegen den jeweiligen Lungenfunktionsparameter aufgetragen wurde.

Bezliglich der Entziindungsaktivitat konnte flr

die Leukozytenzahl eine negative Korrelation mit 0 o

SsRAGE gefunden werden, es ergab sich ein - E 8
Spearman-Rho-Koeffizient von <-0,1 (p-Wert = " ©
0,000). Der CRP-Wert zeigte sich wie auch IL-6 E 200

und Fibrinogen nicht mit der ;

Markerkonzentration verbunden. IL-8 und TNFa E 150

dagegen standen in Zusammenhang mit sRAGE, g

der Korrelationskoeffizient betrug 0,081 bzw. 100

0,127 bei einem p-Wert von jeweils 0,000.

Desweiteren wurde der Hb-Wert betrachtet, hier 50

war ebenfalls eine negative Korrelation von <-0,1 uI:l c::z Q'3 u|4
zu sehen (p-Wert = 0,000). Das Lipidprofil mit Abbildung 39: Darstellung des ITGV in Abhangigkeit

von sRAGE unterteilt in vier Quartile. Dabei wurden

Gesamt- und LDL-Cholesterin konnte mit der . . - .
die Werte von sRAGE in steigender Anordnung in

Konzentration an sSRAGE nicht in Verbindung Gruppen von jeweils 25% aller Werte
zusammengefasst. Q1 enthilt somit die niedrigsten
gebracht werden. 25% der Werte, Q2 die nichsthéheren 25%, usw.

Hierbei wird die detektierte, im Text erlauterte
negative Korrelation zu sRAGE sichtbar.
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Abbildung 40: Darstellung der untersuchten Lungenfunktionsparameter in Abhdngigkeit von sSRAGE
unterteilt in vier Quartile. Dabei wurden die Werte von sRAGE in steigender Anordnung in Gruppen von
jeweils 25% aller Werte zusammengefasst. Q1 enthdlt somit die niedrigsten 25% der Werte, Q2 die
nachsthéheren 25%, usw. Hierbei wird die detektierte, im Text erlduterte positive Korrelation zwischen
SRAGE und den Lungenfunktionswerten grafisch sichtbar.
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4.4. Zusammenfassende Ubersichtstabellen

4.4.1. Zu Osteopontin

Spearman-Rho-

Merkmal/e p-Wert d. stat. Tests Korrelationskoeffizient
Koeffizient p-Wert
Geschlecht 0,089 - -
Alter - 0,052 0,010
BMI - -0,012 0,547
Raucherstatus 0,722 - -
Konsumdauer - 0,012 0,557
Pack years - -0,016 0,445
GOLD-Stadium 0,342 0,000 0,999
ABCD-Stadium 0,542 0,013 0,519
BODE-Quartil 0,219 0,004 0,861
CVI - 0,026 0,192
MCI - 0,031 0,121
Metabolisches Syndrom 0,380 - -
5-J.-Risiko CVD - 0,052 0,017
10-J. Risiko CVD - 0,052 0,017
Allg. Verfassung 0,003 1) 0,057 0,005
Alltagliche Tatigkeiten 0,098 0,043 0,031
Atemnot nach mMRC- 0,283 0,031 0,127
Skala
SGRQ - 0,041 0,044
Anzahl an akuten - 0,057 0,004
Exazerbationen in den
letzten 12 Monaten
Anzahl an - 0,074 0,000
Krankenhausaufnahmen bei
genannten Exazerbationen
Exazerbationshaufigkeit 0,012 2 - -
nach Gruppierung*
Tiffeneau-Index - -0,019 0,355
FEV; - 0,013 0,520
FvC - 0,035 0,086
ITGV - 0,006 0,760
TLCO - -0,010 0,622
Leukozytenzahl - 0,039 0,051
CRP - 0,033 0,105
IL-6 - 0,068 0,001
IL-8 - 0,069 0,001
TNFa - 0,057 0,005
Fibrinogen - 0,022 0,286
Hb - -0,018 0,379
Gesamtcholesterin - -0,027 0,174
LDL-Cholesterin - -0,014 0,497
Signifikant korrelierende Komorbidititen:
Diabetes mellitus 0,030 - -
Maligne Neoplasien 0,012 - -
Schlaganfall 0,012 - -
Hirnleistungsstérungen 0,015 - -

Tabelle 18: Koeffizienten und p-Werte der statistischen Berechnungen zu den Korrelationen der Konzentration an
Osteopontin mit den aufgefiihrten weiteren Merkmalen der Patienten. Als statistischer Tests der zweiten Spalte wurde
je nach Subgruppenanzahl der Mann-Whitney-U- bzw. der Kruskal-Wallis-Test verwendet, bei signifikantem Ergebnis

folgte der paarweise Vergleich mit Anpassung der Signifikanz durch Bonferroni-Korrektur.

* Gruppierung: Einteilung in Patienten ohne und mit hdufigen Exazerbationen (0-1 bzw. 22 AECOPD in den letzten 12
Monaten), weiterfithrende Erkldrungen s. Abschnitt 5.1.
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1) Im paarweisen Vergleich war mit einem p-Wert von 0,011 lediglich ein Unterschied der Mediane bei
den Zustandsbeschreibungen ,,Gut” und ,Weniger gut” nachweisbar.

Tabelle 19: Statistische Kennwerte zur Konzentration an Osteopontin in den
verschiedenen Gruppen je nach subjektiver Einschdtzung der Verfassung
Osteopontin [pg/ml]
nach gegenwartiger korperlicher Verfassung
Sehr gut Gut Weniger gut Schlecht Weil} nicht

Mittelwert Statistik 4457,35 5310,45 5937,81 6431,85 6334,80
Standardfehler 1197,06 239,20 188,86 585,63 1756,59
95% Konfidenzintervall Untergrenze 2012,61 4840,91 5567,31 5280,20 2590,71
des Mittelwerts Obergrenze 6902,08 5779,99 6308,32 7583,50 10078,89
Median 2641,00 3561,00 4056,85 3815,00 3738,50
Varianz 44421893,47 | 45200857,40 | 45226015,32| 124837879,70| 49369904,24
Standardabweichung 6664,98 6723,16 6725,03 11173,09 7026,37
Minimum 537,87 455,74 452,96 455,74 537,87
Maximum 36162,00 79253,00 98454,00 167312,00 27045,00
Spannweite 35624,13 78797,26 98001,04 166856,26 26507,13
Interquartilbereich 4635,70 4310,25 5047,50 5145,25 2184,25

2) Tabelle 20: Statistische Kennwerte zur Konzentration an Osteopontin in den verschiedenen
Gruppen je nach Exazerbationshaufigkeit
Osteopontin [pg/ml]
Nach Exazerbationshaufigkeit
0-1 22

Mittelwert Statistik 5660,65 6130,93

Standardfehler 184,48 258,79
95% Konfidenzintervall des | Untergrenze 5298,83 5622,82
Mittelwerts Obergrenze 6022,46 6639,05
Median 3715,50 4085,50
Varianz 60917956,73 46212002,33
Standardabweichung 7805,00 6797,94
Minimum 410,37 455,74
Maximum 167312,00 69470,00
Spannweite 166901,63 69014,26
Interquartilbereich 4756,00 5241,68
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4.4.2. Zu sRAGE

Spearman-Rho-

Merkmal/e p-Wert d. stat. Tests Korrelationskoeffizient
Koeffizient p-Wert
Geschlecht 0,120 - -
Alter* - 0,110 0,000
BMI - 0,006 0,768
Raucherstatus 0,000 Y - -
Konsumdauer - -0,021 0,327
Pack years* - -0,044 0,037
GOLD-Stadium* 0,000 2 -0,161 0,000
ABCD-Stadium 0,000 3 -0,139 0,000
BODE-Quartil 0,000 4 -0,134 0,000
CVI* - 0,043 0,032
MCI - 0,068 0,001
Metabolisches Syndrom 0,474 - -
5-J.-Risiko CVD - 0,056 0,010
10-J. Risiko CVD - 0,056 0,010
Allg. Verfassung 0,554 -0,031 0,126
Alltagliche Tatigkeiten 0,524 -0,022 0,266
Atemnot nach mMRC- 0,000 5 -0,087 0,000
Skala

SGRQ - -0,062 0,002
Anzahl an akuten - -0,026 0,202

Exazerbationen in den
letzten 12 Monaten
Anzahl an - -0,032 0,108
Krankenhausaufnahmen bei
genannten Exazerbationen

Tiffeneau-Index - 0,170 0,000

FEV,* - 0,178 0,000

FVC - 0,098 0,000

ITGV - -0,106 0,000

TLCO* - 0,157 0,000

Leukozytenzahl - -0,094 0,000

CRP - -0,003 0,882

IL-6 - 0,037 0,069

IL-8* - 0,081 0,000

TNFa* - 0,127 0,000

Fibrinogen - -0,011 0,605

Hb* - -0,077 0,000

Gesamtcholesterin - -0,021 0,301

LDL-Cholesterin - -0,007 0,738

Signifikant korrelierende Komorbiditaten:
Angina pectoris/KHK 0,012
Asthma bronchiale 0,049
Chronische 0,000
Nierenerkrankung

Gicht 0,037
Eisenmangel 0,042
Maligne Neoplasien 0,038

Tabelle 21: Koeffizienten und p-Werte der statistischen Berechnungen zu den Korrelationen der
Konzentration an sRAGE mit den aufgefiihrten weiteren Merkmalen der Patienten. Als
statistischer Tests der zweiten Spalte wurde je nach Subgruppenanzahl der Mann-Whitney-U-
bzw. der Kruskal-Wallis-Test verwendet, bei signifikantem Ergebnis folgte der paarweise Vergleich
mit Anpassung der Signifikanz durch Bonferroni-Korrektur.
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1) Tabelle 22, oben:

Tabelle 23, unten:

Statistische Kennwerte zur Konzentration an sRAGE in den verschiedenen

Gruppen je nach Raucherstatus

Daten des Vergleichs der Mediane der verschiedenen Gruppen je nach
Raucherstatus (dunkle Hinterlegung der signifikanten p-Werte)

SRAGE [pg/ml]
nach Status bzgl. Nikotinkonsum
Niemals geraucht Ex-Raucher/in | Aktuell Raucher/in
Mittelwert Statistik 935,84 849,24 853,11
Standardfehler 24,46 9,06 13,91
95% Konfidenzintervall Untergrenze 887,58 831,48 825,79
des Mittelwerts Obergrenze 984,10 867,00 880,44
Median 891,51 783,64 776,74
Varianz 112510,10 136713,36 120393,85
Standardabweichung 335,43 369,75 346,98
Minimum 309,52 47,81 223,99
Maximum 2114,00 4752,00 2732,00
Spannweite 1804,48 4704,19 2508,01
Interquartilbereich 435,39 406,21 390,75
Stichprobe1-Stichprobe2 s‘t?taiss‘tt}k Fg:ltli;er Stal;:laatirsdﬁ{est- Siy. Angep. Sig.
Ex-Raucher/in-Aktuell Raucher/in  -20,234 33,603 602 547 1,000
Ex-Raucher/in-Niemals geraucht 215,770 54,023 4103 000 000
‘;‘.';:‘;ﬁ't':h'}a“Cher"i“'"ie'“a's 05536 59,524 3453001 002

2) Tabelle 24, oben:

Tabelle 25, unten:

Statistische Kennwerte zur Konzentration an sRAGE in den verschiedenen
Gruppen je nach GOLD-Stadium
p-Werte des Vergleichs der Mediane der verschiedenen Gruppen je nach
GOLD-Stadium (angegeben sind nur die signifikant unterschiedlichen

Vergleichspaare)

sRAGE [pg/ml]
nach GOLD-Stadium nach GLI-Referenzwerten
Unklassifiziert GOLD 0 GOLD | GOLD Il GOLD 11l GOLD IV

Mittelwert Statistik 952,59 951,80 892,02 862,82 823,40 769,20

Standardfehler 50,64 21,60 22,80 12,16 12,81 22,30
95% Untergrenze 851,27 909,29 847,05 838,96 798,25 725,25
Konfidenzintervall | opergrenze 1053,92 994,31 937,00 886,69 848,55 813,15
des Mittelwerts
Median 916,99 888,07 834,67 799,47 743,43 696,79
Varianz 153852,12 144224,21| 101927,85| 131416,78 | 130298,23 | 112416,94
Standardabweichung 392,24 379,77 319,26 362,51 360,97 335,29
Minimum 61,69 309,52 296,65 57,59 275,41 47,81
Maximum 2391,00 3100,00 1975,00 3193,00 4752,00 2027,00
Spannweite 2329,31 2790,48 1678,35 3135,41 4476,59 1979,19
Interquartilbereich 439,81 399,59 378,36 391,57 382,63 440,79
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. GOLD-Stadium

LA EL T (Vergleichspartner) p-Wert

e GOLD I 0,017
Unklassifiziert

GOLD IV 0,001
GOLD I 0,001
GOLD O GOLD I 0,000
GOLD IV 0,000
GOLD | GOLD Il 0,009
GOLD IV 0,000
GOLD Il GOLD O 0,001
GOLD IV 0,001
Unklassifiziert 0,017
GOLD Ill GOLD O 0,000
GOLD | 0,009
Unklassifiziert 0,001
GOLD IV GOLD O 0,000
GOLD | 0,000
GOLD I 0,001

Statistische Kennwerte zur Konzentration an sRAGE in den verschiedenen
Gruppen je nach ABCD-Stadium

p-Werte des Vergleichs der Mediane der verschiedenen Gruppen je nach
ABCD-Stadium (angegeben sind nur die signifikant unterschiedlichen
Vergleichspaare)

3) Tabelle 26, oben:

Tabelle 27, unten:

SRAGE [pg/ml]
nach ABCD-Krankheitsstadium
Keine Einstufung A B C D

Mittelwert Statistik 945,48 871,34 878,07 848,75 816,32
Standardfehler 19,40 27,38 14,64 36,07 10,08
95% Konfidenzintervall | Untergrenze 907,33 817,30 849,32 777,10 796,53
des Mittelwerts Obergrenze 983,62 925,38 906,83 920,41 836,10
Median 885,37 790,84 809,47 793,67 748,34
Varianz 144538,33 | 128910,80| 133821,04| 118376,81| 123032,05
Standardabweichung 380,18 359,04 365,82 344,06 350,76
Minimum 61,69 295,77 236,74 223,99 47,81
Maximum 3100,00 2357,00 3193,00 1767,00 4752,00
Spannweite 3038,31 2061,23 2956,26 1543,01 4704,19
Interquartilbereich 407,82 364,10 406,65 440,60 389,07

Verglichene Gruppen p-Wert

Keine Einstufung — Stadium B 0,014

Keine Einstufung — Stadium D 0,000

Stadium B — Stadium D 0,001

Statistische Kennwerte zur Konzentration an sRAGE in den verschiedenen
BODE-Risikogruppen

Daten des Vergleichs der Mediane der verschiedenen BODE-
Risikogruppen (dunkle Hinterlegung der signifikanten p-Werte)

4) Tabelle 28, oben:

Tabelle 29, unten:
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SRAGE [pg/ml]
nach BODE-Scorebereichen
0-2 3-4 5-6 7-10
Mittelwert Statistik 888,12 821,89 776,69 845,92
Standardfehler 9,42 14,50 20,40 56,92
95% Konfidenzintervall Untergrenze 869,65 793,42 736,53 732,88
des Mittelwerts Obergrenze 906,59 850,36 816,86 958,97
Median 826,19 749,76 706,54 707,90
Varianz 129116,38 121036,78 106904,15 301311,52
Standardabweichung 359,33 347,90 326,96 548,92
Minimum 223,99 57,59 61,69 47,81
Maximum 3193,00 2277,00 3100,00 4752,00
Spannweite 2969,01 2219,41 3038,31 4704,19
Interquartilbereich 403,29 379,63 372,22 465,45
Stichprobe1-Stichprobhe? stTa.taiss?t-ik Fgmér Stag;:laaﬁr;i{est- Sig. Angep. Sig.
56710 -41.825 83,228 -.503 G145 1.000
5634 83,777 51,6593 1,624 104 26
5602 241 454 46,5634 5184 00a oo
71034 41.953 76,860 546 584 1.000
1002 199,629 73561 2714 0o0v 040
3402 167 677 33.854 4558 aoo ooo
5) Tabelle 30, oben: Statistische Kennwerte zur Konzentration an sRAGE in den verschiedenen
Gruppen je nach Atemnot (eingestuft nach mMRC-Skala)
Tabelle 31, unten: p-Werte des Vergleichs der Mediane der verschiedenen Gruppen je nach

Atemnot (angegeben sind nur die signifikant unterschiedlichen
Vergleichspaare)

sRAGE [pg/ml]
nach Atemnot nach mMRC-Skala (Legende s.u.)
1 2 3 4 5

Mittelwert Statistik 873,08 877,94 838,58 812,93 1008,15

Standardfehler 22,52 10,68 13,83 16,61 176,42
95% Konfidenzintervall | Untergrenze 828,68 856,98 811,43 780,29 644,03
des Mittelwerts Obergrenze 917,48 898,91 865,73 845,57 1372,27
Median 829,92 811,97 764,34 744,45 716,25
Varianz 108572,59 | 126134,68 | 130442,23 | 119397,49 | 778120,10
Standardabweichung 329,50 355,15 361,17 345,54 882,11
Minimum 223,99 236,74 57,59 47,81 247,00
Maximum 2374,00 3193,00 2855,00 3100,00 4752,00
Spannweite 2150,01 2956,26 2797,41 3052,19 4505,00
Interquartilbereich 362,25 408,42 399,98 384,75 633,73
Atemnot nach mMRC-Skala:
1 Nur bei starker Anstrengung
2 Bei schnellem Gehen oder leichter Steigung
3 Gehen in der Ebene langsamer als Gleichaltrige, bei selbstgewahlter Geschwindigkeit

Pausen notig
Bei Gehen in der Ebene nach 100m oder wenigen Minuten Pause notig

5 Zu kurzatmig, um das Haus zu verlassen oder sich an-/auszuziehen
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Verglichene Gruppen
,Bei schnellem Gehen oder leichter Steigung” und
»Gehen in der Ebene langsamer als Gleichaltrige, bei
selbstgewahlter Geschwindigkeit Pausen notig”
,Bei schnellem Gehen oder leichter Steigung” und
,Bei Gehen in der Ebene nach 100m oder wenigen
Minuten Pause nétig”

p-Wert
0,028

0,001

Parameter, die bei der Erstellung eines linearen Modells fiir die Konzentration an sSRAGE

beriicksichtigt wurden.

Tabelle 32: Zusammenfassung der Kennwerte des Modells
Tabelle 33: Ergebnisse der einfaktoriellen Varianzanalyse des Modells
Tabelle 34: Errechnete Bestandteile der Modellgleichung
Korrigiertes R- Standardfehler
Modell R R-Quadrat Quadrat des Schétzers
1 0,203 0,041 0,037 359,90730
Einfaktorielle Varianzanalyse
Modell Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Sig.
Regression 11622059,490 9 1291339,943 | 9,969 0,000
Nicht standardisierte Residuen 270854054,000 2091 129533,264
Gesamt 282476113,500 2100
Nicht standardisierte Standardisierte
Koeffizienten Koeffizienten
Regressions- | Standard-

Modell fiir sSRAGE | koeffizient B fehler Beta T Sig.
Konstante 791,673 122,668 6,454 0,000
Alter [Jahre] 2,449 0,973 0,056 2,516 0,012
Pack years [Jahre] -0,326 0,221 -0,032 -1,478 0,140
GOLD-Stadium -7,161 11,949 -0,023 -0,599 0,549
CVI - Score 19,580 8,714 0,050 2,247 0,025
FEV; [% d. Solls] 1,958 0,715 0,110 2,740 0,006
TLCO [% d. Solls] 0,550 0,448 0,032 1,229 0,219
IL-8 [pg/ml] 0,877 0,391 0,048 2,240 0,025
TNFa [pg/ml] 0,942 0,433 0,047 2,178 0,029
Hb [g/dl] -16,783 5,829 -0,062 -2,879 0,004
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Abbildung 41: Auftragung der durch die Modellgleichung geschétzten gegen die real gemessenen Werte von sRAGE
[pg/ml]. In das Modell einbezogen wurden Alter, Pack years, GOLD-Stadium, CVI, FEV;, TLCO, IL-8, TNFa und Hb-Wert.
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5. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war, signifikante Korrelationen zwischen den Biomarkerkonzentrationen an
Osteopontin und sRAGE und auf der anderen Seite epidemiologischen, atiologischen und
Risikofaktoren, klinischem Bild, Stadium und diagnostischen Parametern herauszuarbeiten, diese in
den Kontext bestehender wissenschaftlicher Erkenntnisse einzuordnen und hinsichtlich klinischer
Nutzbarkeit zur analysieren.

In Kiirze ist nach Betrachtung der genannten Ergebnisse festzuhalten, dass Osteopontin die mit der
Fragestellung verkniipften Erwartungen in Hinblick auf Zusammenhange mit verschiedenen
Parametern und eine Nutzung als Biomarker fiir die COPD eingeschrankt erfiillen konnte. Die
Korrelation zur Exazerbationshaufigkeit, auch bestatigt durch bereits bestehende Literatur, bot einen
moglichen Ansatz mit Entwicklungspotenzial fiir eine klinische Anwendung. Daneben wurden fur
verschiedene Komorbiditaten Korrelationen sichtbar, die fir diese separat betrachtet neue
diagnostische oder therapeutische Wege eréffnen kénnten, z.B. bzgl. des Bronchialkarzinoms bzw.
maligner Neoplasien allgemein, Schlaganfdllen oder Diabetes mellitus. Ansonsten zeigten sich, unter
dem Vorbehalt von methodischen Differenzen, z.T. deutliche Unterschiede zu bekannten Studien
bezliglich absoluter Messwerte und weiteren Komorbiditaten.

SRAGE erwies sich im daneben deutlicher mit verschiedenen diagnostischen und prognostischen
Parametern einer COPD assoziiert. Im Vergleich zu Studien aus einer bereits relativ umfassenden
Datenbasis konnten in vielem eine Konsistenz der Ergebnisse festgestellt und teilweise neue Fakten
zu bisher diskutierten oder weniger bearbeiteten Zusammenhangen beigetragen werden, z.B.
betreffend der sSRAGE-Konzentration in Abhdngigkeit von Raucherstatus, inflammatorischen
Parametern, kardiovaskularem Risiko, BODE-Index und verschiedenen Komorbiditaten.
Perspektivisch erscheint eine alleinige Nutzung als neuer Biomarker alternativ zu bisher genutzten
Parametern wie der FEV1 jedoch aufgrund der nicht ausreichenden Starke der Korrelationen

trotzdem als unwahrscheinlich.
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5.1. Diskussion der Ergebnisse zu Osteopontin

Zusammenfassend gesagt, konnten unter allen untersuchten Merkmalen fiir Osteopontin schwache,
positive Korrelation mit dem Alter, dem kardiovaskuladren Risiko, dem SGRQ und den
inflammatorischen Zytokinen IL-6, IL-8 und TNF-a ausgemacht werden. Ebenso verhielt es sich mit
der Anzahl an akuten Exazerbationen in letzten 12 Monaten, die Zahl der dadurch notwendigen
Hospitalisierungen und auch nach fiir Vergleiche vorgenommener Gruppierung (s.u.) zeigte sich ein
signifikanter Unterschied in der Biomarkerkonzentration bei haufigen oder weniger haufigen
Exazerbationen. Bezliglich der Komorbiditaten zeigten sich Korrelationen zum Auftreten von
Diabetes mellitus, malignen Neoplasien, Apoplex und Hirnleistungsstérungen. Mit diesem Uberblick
kann also zumindest ein Teil der gestellten Fragen fiir diese Arbeit bejaht werden - zwischen
Krankheitsstadium und Lungenfunktion auf der einen und Osteopontin auf der anderen Seite lieR
sich jedoch kein Zusammenhang herstellen. Bei der Suche nach einem linearen Modell wies
auBerdem keine der getesteten Gleichung einen Determinationskoeffizienten von R? > 0,003 auf.
Insgesamt stellt sich die Bedeutung des Biomarkers fiir die COPD im Rahmen dieser Arbeit als

beschrankt dar.

Interessant ist trotz allem die Verortung der Ergebnisse aus der COSYCONET-Kohorte im Vergleich
mit bestehender Literatur, z.B. mit den thematisch entsprechenden Arbeiten von Petta et al. (2018),
Lee et al. (2014) und Ma et al. (2011). Details zu gemessenen Osteopontin-Werten bzw. der
Zusammensetzung der Kohorten konnen in Tabelle 35 und 36 eingesehen werden. Angesichts der
Tatsache, dass die drei genannten Arbeiten ihre Ergebnisse lediglich an zweistelligen Patientenzahlen
festmachen kdnnen und Unterschiede beziiglich Untersuchungsmaterial, verwendetem
Messverfahren, Produktionsfirmen der Messkits und in den meisten Punkten auch bezliglich der
grundsatzlichen Eigenschaften der Kohorte vorliegen, besteht jedoch von vornherein eingeschrankte
Vergleichsfahigkeit. Auffallig ist in jedem Fall, dass deutlich niedrigere mittlere bzw. mediane
Konzentration an Osteopontin bei den Patienten der COSYCONET-Kohorte gemessen wurden als in
den anderen angegebenen Studien, und dass sich, wenn tiberhaupt, nur Uberschneidungsbereiche
unter Einbezug der Standardabweichung beider Vergleichswerte ergaben. Die Konzentration der
COSYCONET-COPD-Patienten bewegte sich eher im Rahmen der gesunden Kontrollen von Lee et al.,
deren mittlere Plasmakonzentration mit 8.4 + 6.1 ng/mL angegeben wurde. Zum Vergleich mit einer
Studie, bei der mit Serum und einem Luminex Multiplex-Assay gearbeitet und damit dieselbe
Methodik wie fiir die COSYCONET-Analyse verwendet wurde, kann die Arbeit von Barchetta et al.
(2016) zu Osteopontin bei Diabetes mellitus Typ 1 betrachtet werden — auch hier liegt die mittlere

bzw. mediane Osteopontin-Konzentration der COPD-Patienten aus COSYCONET eher im Bereich
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derer der gesunden Kontrollpersonen (10,5 + 11,6 ng/ml bzw. 5,7 (0,2-76,89) ng/ml). Grundsatzlich

stellten Lee et al. wie auch Ma et al. hohere Werte fir den Biomarker bei COPD-Patienten im

Vergleich mit gesunden Kontrollpersonen fest, bei beiden war der Unterschied jedoch nicht

signifikant. Von letzteren festgestellte negative Korrelationen mit der FEV; und dem Tiffeneau-Index,

ebenso wie die positiven Korrelationen mit Raucherstatus und GOLD-Stadium lieRen sich durch die

COSYCONET-Analyse nicht bestatigen. Die Einteilung in GOLD A-D war bei Lee et al. wie in dieser

Arbeit nicht signifikant mit Osteopontin verbunden, ihr eindeutiger Trend fand jedoch bei

COSYCONET wiederum keine Entsprechung.

Osteopontin COSYCONET Petta et al. 2018! Lee et al. 2014 Ma et al. 20113
Bestimmungs- 2019, N = 2481, N =280 N=162 N =55
gruppe R&D Systems R&D Systems IBL k.A.
Luminex, Serum ELISA, Serum ELISA, Plasma ELISA, Serum
COPD-Patienten der | (N =2481) (N =28) (N =68) (N=18)
Kohorte allg. 5875 32 (19-36,5) 17,6 £11,1 369+11,1
3,8(2,0-6,8)
Nie / ehemalige / 6,6 +10,1 - - 23+5,7
aktuelle Raucher 56+6,3 35,5+17,6
6,1+9,5 58,6 +47,8
,Frequent/ infre- 6,1+6,8/ - 22,5+12,0/ -
quent exacerbators” | 5,7+7,8 15,0+9,8
GOLD | A 5985 5,4 - 15,2 34,4+11,2
GOLD Il B 6,3 - 16,3 (,,mild to moderate”)
GOLD Il C 58+6,5 5,8 - 16,8 43,3+8,4
GOLDIV | D 5,7 - 18,3 (,,severe”)

Tabelle 35: Zum Vergleich Osteopontin-Konzentrationen in ng/ml in verschiedenen Gruppen der jeweiligen Kohorten.
Angabe des Werts der COSYCONET-Studie entsprechend dem Vergleichswert anderer Studien und dessen Genauigkeit,
allgemein Angabe der Werte in der Form ,MW  SA‘ bzw. ,Median (IQR)‘. Zur jeweiligen Kohorte bzw. Studie werden
Erscheinungsjahr der zitierten Publikation, KohortengroBe, Messverfahren und Untersuchungsmaterial aufgefiihrt.

1 petta et al. 2018, 2 Lee et al. 2014, 3 Ma et al. 2011

Nie / ehem. / akt.

Merkmal COSYCONET Petta et al. 2018' | Lee et al. 20142 Ma et al. 20113
2019, N = 2481, N =280 N =162 N =55
R&D Systems R&D Systems IBL k.A.
Luminex, Serum ELISA, Serum ELISA, Plasma ELISA, Serum
Alter [Jahre] 65,1+8,6 657 70,3+6,3 69,7 £6,8
66,0 (59,0 -71,0)
Geschlecht: Manner [%] 59,1 70 94,1 94,4
BMI [kg/m?] 27,0+5,4 28+3 21,9+3,5 -
Pack years [Jahre] 47,9 + 35,7 47 (36-73) 38,1+13,3 -
42,0(22,0 - 64,5)
Raucher [%] 8,1/67,7/24,3 0,0/35,7/64,3 0/75/25 aktuelle Raucher:

27,8

GOLD [%] I/ 11/ 111/ IV

7,6/35,3/32,1/9,2

14,7/45,6/38,2/1,5

27,8/38,9/33,3/0

Exazerbationen im
vergangenen Jahr

Tiffeneau-Index 55,4 +13,9 64 (52-70) 48,3 +10,9 62,9+21

[% d. Solls] 55,0 (44,7 — 65,6)

FEV; [% d. Solls] 57,0+21,2 577 58,8 + 20,7 55,8 +£9,7
55 (41,0 — 71,0)

Anzahl an akuten 1,3+2,6 - 1,6 +2,5 -

Tabelle 36: Einige Parameter zur Beschreibung der verglichenen Kohorten. Die Werte stammen aus den jeweiligen
Arbeiten zur Messung der Biomarkerkonzentrationen bei COPD-Patienten und beziehen sich daher auf Teile der
urspriinglichen Kohorte (Werte fiir N siehe Tabelle 36). Die Angaben finden sich zur jeweils angegebenen Einheit in der
Form ,MW  SA‘ bzw. ,Median (IQR)‘. ! Petta et al. 2018, 2 Lee et al. 2014, 3 Ma et al. 2011
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Ubereinstimmend findet sich jedoch in diesen Arbeiten wie auch bei COSYCONET ein Zusammenhang
mit akuten Exazerbationen. Ma et al. berichteten von einer signifikanten Erhhung der Konzentration
an Osteopontin wahrend einer akuten Exazerbation und, wenn auch nicht signifikant, abnehmenden
Werten wahrend der Rekonvaleszenz. Diese beiden Sachverhalte bestatigten sich bei Lee et al., dazu
teilten sie die Patienten nach ihrer Exazerbationshaufigkeit in die zwei Gruppen , frequent
exacerbator and infrequent exacerbator” (Lee et al. 2014, S. 306) ein, wobei flir erstere mindestens 2
Exazerbationen im vergangenen Jahr Voraussetzung waren. Interessanterweise entspricht diese
Einteilung damit bereits derjenigen, wie sie in Bezug auf Exazerbationen auch fiir die ABDC-Stadien
gewahlt wurde (s. 2.1.). Osteopontin zeigte beziglich dieser beiden Gruppen einen signifikanten
Unterschied, der nach entsprechender Vorgehensweise auch in der COSYCONET-Kohorte sichtbar
wurde (p-Wert = 0,012). Auf einen Zusammenhang mit der Zahl an akuten Exazerbationen in den
vorangegangenen 12 Monaten und die dadurch notwendigen Hospitalisierungen, der sich auRerdem
flr COSYCONET herausstellen liell, wurde in den genannten Vergleichsarbeiten nicht geprift. Lee et
al. und Ma et al. sahen aufgrund ihrer Ergebnisse beide eine mogliche Zukunft fiir Osteopontin als
Marker flir akute Exazerbationen — das kann bezliglich einer Nutzung zur friihen Detektion durch die
vorliegende Arbeit aufgrund des Studiendesigns nicht beurteilt werden, und der genannte lineare
Zusammenhang zu Anzahl und Schwere der Exazerbationen erwies sich als schwach. Nachvollzogen
werden kann der Gedanke aus der Sicht der COSYCONET-Ergebnisse aber fiir die Einteilung nach
Exazerbationshaufigkeit, diese konnte bei klinisch auffallenden hohen Konzentrationen eine gréRere
Aufmerksamkeit fiir Patienten der ,Risikogruppe” mit sich bringen. Dazu sollte jedoch zunachst noch
einmal der Schwellenwert von ,haufig” zu ,,nicht-haufig” separat gepriift und anschliefend ein
valider Cut-off fiir die Konzentration an Osteopontin erarbeitet werden, ab der ein relevant erhéhtes

Exazerbationsrisiko fiir einen Patienten anzunehmen ware.

Die Erkenntnisse von Petta et al. weisen bereits mehr in die Richtung der Zusammenhange mit
Komorbiditdten. Sie wiesen eine von COPD-Erkrankung, Typ (kleinzelliges (SCLC) bzw. nicht-
kleinzelliges Bronchialkarzinom (NSCLC)) und Stadium unabhangige, signifikante Erhéhung der
Konzentration an Osteopontin bei Patienten mit Bronchialkarzinom nach. Daneben errechneten sie
Schwellenwerte, ab denen mit einer Sensitivitdt von 56,6% und einer Spezifitdt von 75% das
Vorliegen eines Karzinoms vorhergesagt werden konnte bzw. ab denen die Konzentration mit einer
signifikant hoheren 1-Jahresmortalitdt verbunden ware (Petta et al. 2018, S. 743—744). lhre
Erkenntnisse sahen sie als moglichweise nutzbar fiir Osteopontin als allgemeinen prognostischen
oder als diagnostischen Biomarker bei der Detektion von Bronchialkarzinomen bei COPD-Patienten
(Petta et al. 2018, S. 740). Ebenfalls als prognostisch bedeutsam stuften Yan et al. (2015) die

Osteopontin-Konzentration bei NSCLC ein — sie wiesen eine Uberexpression im Tumorgewebe und
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eine Assoziation zu schlechterer Prognose nach, gerade in friihen Krankheitsstadien waren
Uberlebensraten bei Expression signifikant niedriger. Ergidnzend kénnen die Erkenntnisse von Liu et
al. (2017) betrachtet werden, die fiir SCLC ebenfalls eine Uberexpression und damit verbunden
schlechtere Uberlebensraten nachwiesen, noch dazu entdeckten sie auch positive Korrelationen zum
Krankheitsstadium. Die Analyse der COSYCONET-Kohorte konnte beziiglich dieser Thematik lediglich
den allgemeinen Zusammenhang von Biomarker-Konzentration mit malignen Neoplasien beitragen,
der bereits in 2.2.2.1. erldutert wurde und den Castello et al. (2017, S. 6) auch auBerhalb von

Bronchialkarzinomen mit Osteopontin in verschiedenen Funktionen zu nutzen vorschlugen.

Bezliglich der Betrachtung weiterer Komorbiditdten muss zunachst darauf hingewiesen werden, dass
den Patienten der Vergleichskohorten anderer Studien die Grunderkrankung einer COPD fehlte. Zur
Sprache kamen bereits die autoimmunen- und Lungenerkrankungen, mit denen sich eine Assoziation
des Biomarkers zeigte. Im Rahmen dieser Arbeit konnte diese zumindest fiir die untersuchten
Krankheiten Lungenfibrose, Sarkoidose, rheumatoide Arthritis und Multiple Sklerose nicht bestatigt
werden. Die von Rosenberg et al. (2008) gezeigten Korrelationen zur Herzinsuffizienz fanden
ebenfalls keine Entsprechung. Abgesehen vom kardiovaskularen Risiko an sich und in Richtung von
vaskuldrer Demenz interpretierten, von Patienten angegebenen Hirnleistungsstérungen, die sich mit
Osteopontin in Verbindung bringen lieBen, konnte auch zu atherosklerotischen Erkrankungen wie
z.B. KHK und Herzinfarkt oder pAVK keine direkte Korrelation gefunden werden. Dass und welche
Rolle das Protein im atherosklerotischen Prozess spielt, wurde jedoch schon unter 2.2.2.1. erwahnt,
ausfihrlich von Wolak (2014) dargestellt und die Analyse der COSYCONET-Kohorte zeigt sich damit
inkoharent mit den Ergebnissen aus zahlreichen Studien, die u.a. Vorliegen und Schweregrad einer
KHK sowie daraus folgende kardiovaskuladre Ereignisse mit Osteopontin positiv korreliert fanden (vgl.
Wolak 2014, 327, 332) und aus denen auch die Moglichkeit einer diagnostischen oder
therapeutischen Nutzung abgeleitet wurde (Wolak 2014, S. 334). Nicht weit vom Thema der
Atherosklerose entfernt, liegt die Komorbiditat eines Diabetes mellitus, die hier auch Baustein in der
Berechnung des kardiovaskularen Risikos und damit, neben dem Faktor des Alters, mit ihrer
Korrelation zum Biomarker vermutlich ursachlich fir die gefundene Verbindung zum
kardiovaskularen Risiko war. Hier stimmen die Ergebnisse der COSYCONET-Analyse mit denen
anderer Arbeiten Gberein. Auch bei Yan et al. zeigten sich 2010 bei Patienten mit Diabetes mellitus
Typ 2 signifikant erhéhte Konzentrationen an Osteopontin im Vergleich zu Nicht-Diabetikern, und
diese spiegelten auch das Ausmal’ an diabetischer Angiopathie in Form von KHK und diabetischer
Nephropathie wieder. Berezin und Kremzer stellten 2013 neben Zusammenhangen zwischen
Osteopontin und Koronarsklerose unter Patienten mit asymptomatischer KHK ebenfalls die Erhéhung

des Biomarkers bei Typ-2-Diabetikern fest. Dabei wird Osteopontin in der Pathophysiologie des
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Diabetes mit Ubergewicht bzw. Adipositas, der daraus folgenden chronisch gesteigerten
Entziindungsaktivitat (Heredia et al. 2012) und der Insulinresistenz eine aktive Rolle zugeschrieben
(Kahles et al. 2014, S. 386—387) und mehrere Studien zeigten eine Erhéhung der Konzentration auch
bereits durch Adipositas an (Kahles et al. 2014, S. 388). Letzteres konnte in der COSYCONET-Analyse
wiederum keine Bestatigung finden, der BMI allgemein oder das Vorliegen einer Adipositas mit
einem BMI >4 war nicht mit einer signifikanten Anderung der Biomarkerkonzentration verbunden.
Kurz sei noch erwahnt, dass auch mit Diabetes Typ 1 ein Zusammenhang besteht — hier wurden von
Barchetta et al. (2016) ebenfalls signifikant erhohte Werte fiir Osteopontin nachgewiesen, und zwar
unabhangig von HbA1lc, endokriner Restfunktion des Pankreas, Dauer und bestehenden
Komplikationen des Diabetes. Im Einklang mit anderen Studien wurde auf eine mégliche Bedeutung
von Osteopontin zur Einschatzung der Prognose der Diabetiker und zur Vorhersage von mikro- und
makroangiopathischen Komplikationen hingewiesen (vgl. Barchetta et al. 2016, S. 190-191).

Als letzte Komorbiditat soll noch der Schlaganfall zur Sprache kommen, der sich im Rahmen dieser
Arbeit allgemein als mit der Konzentration an Osteopontin assoziiert zeigte. Dabei wurde nicht nach
hamorrhagischen und ischamischen Infarkten unterschieden, letztere treten jedoch mit 85%
statistisch gesehen wesentlich haufiger auf (Zhu et al. 2017, S. 766). Zu diesem Thema arbeiteten
Ganz et al. mit Material aus der Interventionsstudie SPARCL (Stroke Prevention by Aggressive
Reduction in Cholesterol Levels), bei der 4731 Patienten ohne bestimmte Komorbiditdten wie u.a.
KHK, aber mit vorhergegangener transistorischer ischamischer Attacke bzw. Apoplex 1-6 Monate vor
Einschluss zur Reduktion des Risikos eines erneuten Schlaganfalls mit hochdosiertem Atorvastatin
behandelt wurden. Auf der Basis von 2176 dieser Patienten zeigte sich flr Osteopontin eine
signifikante Korrelation mit dem Risiko eines erneuten Apoplexes gleich welcher Art, sowohl fiir die
Patienten mit Atorvastatin-, als auch fir die Patienten mit Placebo-Einnahme (vgl. Ganz et al. 2017, S.
3225-3226). In der Beobachtung von Patienten 90 Tage nach ischdmischem Schlaganfall arbeiteten
Carbone et al. 2015 eine signifikante Konzentrationserhéhung fiir Osteopontin mit Peak an Tag 7
heraus, die positiv mit GroRe der ischdmischen Lasion, NIHSS-Scorewert und bleibender
neurologischer Beeintrachtigung zumindest bis zum letzten Tag des Follow-ups korrelierte. Schon
2011 hatten Mendioroz et al. dhnliche Ergebnisse prasentiert —in ihrer Studie waren die Werte fir
Osteopontin gemessen bei Schlagfanfallpatienten innerhalb von 3 Stunden nach Symptombeginn
nicht signifikant unterschiedlich zu denen der gesunden Kontrollpersonen, jedoch waren sie positiv
mit schlechterem Outcome zum Zeitpunkt von drei Monaten nach dem Apoplex assoziiert.
Interessant dabei ist, dass Osteopontin eine auf verschiedene Arten neuroprotektive Rolle
zugeschrieben und eine mogliche therapeutische Nutzung bei Schlaganfallen bereits untersucht wird

(vgl. Zhu et al. 2017, S. 770).
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Schlussendlich zeigte sich Osteopontin in der Analyse der COSYCONET-Kohorte also zum Teil
libereinstimmend mit bestehender Literatur, was zum Beispiel die Komorbiditdten eines Diabetes
mellitus, eines Schlaganfalls oder maligne Neoplasien angeht, ebenso wie die Betrachtung der akuten
Exazerbationen. Zu einem groRen Teil ergaben sich jedoch auch abweichende Ergebnisse wie zum
Beispiel in Bezug auf die allgemeine GréRenordnung der Konzentrationen, Adipositas, komorbide
Lungen- und gerade auch kardiovaskulare Erkrankungen. Inwiefern die Unterschiede letztlich auf die
genannten methodischen Differenzen zwischen den Studien, auf die zusatzliche Komorbiditat einer
COPD oder andere Ursachen zurtlickzufiihren sind, ist schwer zu klaren. Gerade aufgrund der
Ambivalenz im Vergleich und der im selben Zuge erfolgten Messung der valide scheinenden sRAGE-
Konzentrationen (s.u.), wiirden rein verfahrenstechnische Bedenken vermutlich zu kurz greifen. Als
den Interpretationsspielraum eingrenzend miissen auch grundsatzliche Beschrankungen dieser
Arbeit bedacht werden: als Querschnittsstudie ohne Kontrollkohorte erlaubte sie weder die Analyse
der Biomarkerkonzentrationen zu mehreren Zeitpunkten und die Beobachtung einer eventuellen
Dynamik, noch waren Vergleiche der COPD-Patienten mit gesunden Kontrollpersonen moglich.
Daneben basierten u.a. die Daten zum Auftreten der verschiedenen Komorbiditaten und der
Exazerbationen rein auf anamnestischen Angaben der Patienten, weswegen in diesen Bereichen
Ungenauigkeiten auftreten konnen. In jedem Fall erscheint eine klinische Nutzung von Osteopontin
flr die COPD basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit als in vielerlei Hinsicht wenig plausibel, da
sich die Krankheit u.a. in Bezug auf Schweregrad, Krankheitsprogression und Prognose zu wenig im
Biomarker abbildet. Gegenstand weiterer Uberlegungen bzw. Studien kénnte jedoch die Abschatzung
des Exazerbationsrisiko aus der Biomarkerkonzentration sein — diese ldge, wie bereits erldutert, im
Rahmen des Méglichen und kdnnte gerade fiir die Patienten mit haufigen
Zustandsverschlechterungen Vorteile bringen. Ansonsten zeigten sich fiir Osteopontin Perspektiven
in der Nutzung in anderen Kontexten auf, wie zum Beispiel bei kardiovaskuldren Erkrankungen,
Diabetes mellitus oder malignen Neoplasien — wobei das beziglich Bronchialkarzinomen, wie bereits

ausgefiihrt, auch fir COPD-Patienten von grofRer Bedeutung sein kdnnte.
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5.2. Diskussion der Ergebnisse zu SRAGE

Der Biomarker sRAGE korrelierte schwach negativ mit den Pack years, der Atemnot, dem SGRQ, der
Leukozytenzahl und dem Hb-Wert, schwache positive Korrelationen ergaben sich mit dem
kardiovaskularen Risiko, dem CVI, dem MCI und dem Faktor des Alters. Daneben wurde ein
Zusammenhang mit dem Raucherstatus sichtbar, bei dem die Patienten ohne Zigarettenkonsum in
der Vergangenheit hohere sRAGE-Werte aufwiesen als aktuelle und Ex-Raucher. Etwas deutlichere,
negative Korrelation war auflerdem mit GOLD-Stadium und BODE-Risikoquartil festzustellen,
dementsprechend lagen mit fortgeschritteneren Stadien bzw. Risikoprofilen geringere sRAGE-
Konzentrationen vor. Bezliglich der negativen Korrelation zu den ABCD-Stadien erwies sich nur der
Vergleich zwischen den Gruppen B und D als relevant — daraus lie8 sich ablesen, dass nur bei
Patienten mit hoher Symptomlast signifikante Unterschiede abhadngig von der Zahl ihrer
Exazerbationen bestanden. In der Lungenfunktion wurden die starksten Korrelationen festgestellt,
hier zeigte sich der Biomarker positiv zusammenhangend mit Tiffeneau-Index bzw. FEV; und FVC,
ebenso mit der TLCO. Negativ war die Beziehung zum ITGV. Also hingen auch hier schlechtere Werte,
dementsprechend fortgeschrittene Erkrankung, in Form von weniger Prozenten des Solls bzw. mehr
Uberblahung mit geringerer Konzentration an sSRAGE zusammen. sRAGE schien also insgesamt
negativ mit der Krankheitsprogression zu korrelieren. Dem scheint, in Form der Zytokine IL-8 und
TNFa, ein positiver Zusammenhang der entziindlichen Aktivitdat mit der Biomarkerkonzentration
entgegenzustehen. Bei Priifung der Zusammenhange mit einzelnen Komorbiditdten waren
Korrelationen mit Angina pectoris bzw. KHK, Asthma bronchiale, chronischer Nierenerkrankung,
Gicht, Eisenmangel und malignen Neoplasien festzustellen.

Die eingangs gestellte Frage, ob signifikante Korrelationen zwischen der Biomarkerkonzentration und
dem Krankheitsstadium, der Lungenfunktion, dem kardiovaskuladren Risiko und verschiedenen
Komorbiditdten vorlagen, kann fiir sSRAGE also bejaht werden, wenn auch die Korrelations-
koeffizienten als Mald der Starke der Zusammenhéange keine Werte groRer als - 0,2 bzw. 0,2 erreichen
konnten. Lediglich die Zahl an akuten Exazerbationen der letzten 12 Monate wies keinerlei
Verbindung zur Markerkonzentration auf. Der Versuch, ein lineares Regressionsmodell fiir sRAGE als
abhangige Variable von Parametern zu erstellen, fir die oben genannte Korrelationen nachgewiesen
werden konnten, erbrachte jedoch kein wegweisendes Ergebnis. Auch ein beziglich des
BestimmtheitsmaRes R? noch mit am besten abschneidendes, getestetes Modell erreichte nur ein R?
von 0,041 (R = 0,203, korrigiertes R? = 0,037) und auch wenn mit einer Signifikanz von 0,000 des
Gesamtmodells der grundsatzliche Zusammenhang der einbezogenen Parameter mit SRAGE noch
einmal unterstrichen wurde, so waren dadurch keine zufriedenstellenden, quantitativen

Rickschlisse auf die Konzentration des Biomarkers moglich (ausfiihrlicheres siehe 4.4.,*, Abb. 41).
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Da fiir den Biomarker sRAGE in verschiedenen Studien bereits eine breite Datenbasis geschaffen
wurde, kann eine Gegenuberstellung von Ergebnissen vorgenommen werden. Tabelle 37 bietet dazu
zunichst eine Ubersicht an quantitativen Messwerten zum Biomarker sRAGE. Darin wird sichtbar,
dass sich die Ergebnisse aus der COSYCONET-Kohorte in ihrer Grofenordnung am ehesten auf einer
Linie mit den Ergebnissen von lwamoto et al. befinden. Sie liegen deutlich unter den Werten der
ECLIPSE-Kohorte, die von Cheng et al. bestimmt wurden, und der Grosshansdorf-Kohorte in der
Analyse von Cockayne et al.. Bezliglich ersterer ergeben sich auch aufgrund deren groRRer
Standardabweichung aber dennoch relevante Uberschneidungsbereiche. Auf der Messskala
unterhalb der COSYCONET-Kohorte angesiedelt findet man die Werte von Miniati et al. und Smith et
al., auch hier kénnen bei Betrachtung der Standardabweichungen Uberschneidungsbereiche in den
Konzentrationen angenommen werden. Der Varianz der Messergebnisse kénnen verschiedene
Faktoren zugrundeliegen, an dieser Stelle sei an die methodischen Unterschiede in der Erhebung
erinnert. Die Assays wurden zwar in allen genannten Studien von derselben Firma zur Verfliigung
gestellt, jedoch kamen verschiedene Messmethoden und mit Plasma und Serum auch verschiedene
Untersuchungsmaterialien zum Einsatz. Bei keiner anderen Studie wurde mit der Kombination aus
Luminex und Serum gearbeitet wie im Rahmen der Messungen fiir COSYCONET. Zur Thematik der
Methodik kann interessanterweise die Arbeit von O'Neal et al. aus dem Jahr 2014 betrachtet werden,
im Rahmen derer in einer kleinen Stichprobe von n=24 COPD-Patienten die Ergebnisse von Luminex-
Multiplex-Assays in der Arbeit mit Serum, EDTA-Plasma und EDTA-P100-Plasma mit zusatzlichen
Proteinaseinhibitoren nebeneinander gestellt wurden. Dabei zeigte sich flr zwar fiir sSRAGE (mittels
HMPC35 Assay der Myriad RBM, Inc.) eine verlasslichere, genauere Messbarkeit in EDTA-Plasma,
relevante Unterschiede in den mittleren Konzentrationen wurden jedoch verneint (O'Neal et al.
2014, S. 5). AulBerhalb des Bereichs der Methodik gibt es Unterschiede beziiglich der untersuchten
Kohorten, angefangen mit ihrer GroRe. Die COSYCONET-Kohorte bietet in diesem Vergleich die
groflSte Anzahl an eingeschlossenen COPD-Patienten, eine zumindest ebenfalls vierstellige
Patientenzahl liegt nur in der ECLIPSE-Studie vor (Cheng et al. 2013). In allen anderen genannten
Arbeiten blieb N im niedrigen drei- oder auch zweistelligen Bereich. Daneben ist flr eine
Vergleichbarkeit der Werte auch eine dhnliche Zusammensetzung der Kohorte von Bedeutung, ein
grober Uberblick beziiglich einiger epidemiologischer und lungenfunktioneller Parameter der
Patientenpopulationen kann in Tabelle 38 gewonnen werden. Die groRten Unterschiede zeigen sich
im Geschlechterverhaltnis, im Anteil an aktuellen Rauchern und in der Lungenfunktion. Im Vergleich
mit der ECLIPSE-Studie befinden sich in der COSYCONET-Kohorte 6,5% weniger Manner und die
Mittelwerte fir Tiffeneau-Index bzw. FEV; liegen 8,1-10,4 Prozentpunkte (iber denen der ECLIPSE-
Kohorte (Cheng et al. 2013). Aus der Baseline-Auswertung von Agusti et al. (2010) ist zudem zu

entnehmen, dass, geltend fiir die Gesamtheit der COPD-Patienten der Kohorte, letztere mehr
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Beeintrachtigung in Form eines 7,4% hoheren SGRQ-Scores angaben, im Mittel 0,9+ 1,2
Exazerbationen erlitten und einen BODE -Index von 3,2 + 2,1 aufwiesen. Damit liegen sie unter den
1,3 £ 2,6 Zustandsverschlechterungen der letzten 12 Monate der COSYCONET-Patienten, trotzdem
zeigten diese mit einem BODE-Index von 2,3 + 2,0 eine Zugehdorigkeit zum niedrigeren Risikoquartil.
Was neben den grundsatzlichen Unterschieden der Kohorten zuletzt noch quantitative Vergleiche
zwischen den verschiedenen Studien erschwert, ist die Erhebung bzw. Angabe von Werten in
diversen Subgruppen. Immerhin fiir drei Studien konnte ein Median respektive Mittelwert fir die
gesamte COPD-Population gefunden werden, ansonsten erfolgten z.T. auch in sich noch variierende
Unterteilungen nach Raucherstatus und GOLD-Stadium.

Abgesehen von absoluten quantitativen Messwerten kénnen jedoch auch die gefundenen
Korrelationen des Biomarkers zu verschiedenen anderen Merkmalen verglichen werden.
Ubereinstimmend wurde von Gopal et al., Cheng et al., Cockayne et al., Miniati et al. und Smith et al.
festgestellt, dass eine COPD-Erkrankung an sich mit einer niedrigeren sRAGE- Konzentration
verbunden ist. Zudem ist man sich einig, dass es eine negative Korrelation zu Lungenemphysem (vgl.

Carolan et al. 2014; Cheng et al. 2013; Miniati et al. 2011) und eine positive zur Lungenfunktion, z.B.
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in Form des FEV1-Wertes bzw. des GOLD-Stadiums oder der DLCO, gibt (vgl. lwamoto et al. 2014;
Cheng et al. 2013; Miniati et al. 2011; Gopal et al. 2014). Letztere zeigt sich auch in den konkreten
Zahlen durchaus entsprechend den Ergebnissen aus COSYCONET: z.B. lagen die von Cheng et al.
angegebenen Pearson-Korrelationskoeffizienten fiir den Zusammenhang zwischen logarithmiertem
RAGE-Wert und FEV, Tiffeneau-Index und TLCO bei 0,17, 0,21 (p-Wert jeweils < 0,0001) und 0,24 (p-
Wert < 0,001). Dem gegeniber stehen fir COSYCONET Koeffizienten von 0,17, 0,15 und 0,13 (p-Wert
jeweils noch deutlich <0,0001). Im Gegensatz dazu konnten in anderen Studien keine Assoziationen
in Bezug auf Entzindungsparameter festgestellt werden (vgl. Cheng et al. 2013) und der
Zusammenhang mit Raucherstatus bzw. Pack years ist umstritten, in der Literatur findet sich dazu
sowohl Bestatigung (vgl. Gopal et al. 2014; lIwamoto et al. 2014) wie Infragestellung (vgl. Cheng et al.
2013; Miniati et al. 2011; Pouwels et al. 2018). In der Analyse der COSYCONET-Kohorte erwiesen sich
mit IL-8 und TNF-a immerhin zwei Entziindungsparameter als signifikant korrelierend. In der Frage
nach der Bedeutung der Raucheranamnese sprechen die Ergebnisse fiir eine Assoziation mit der
Biomarkerkonzentration, da bei Ex- und aktuellen Rauchern verglichen mit Nichtrauchern, wie auch
mit steigender Zahl an Pack years signifikant niedrigere Konzentrationen an sRAGE nachweisbar
waren.

Ebenfalls Thema zahlreicher Untersuchungen waren die Assoziationen von sRAGE mit verschiedenen
Erkrankungen. In ihrer Review bereits aus dem Jahre 2009 fassten Vazzana et al. fiir sSRAGE
allgemein, also nicht speziell in der Situation einer COPD, zusammen:

e Ein erniedrigtes Plasmalevel und damit fraglich eine Spiegelung der RAGE-Aktivitat
festgestellt wurde flir Makro- bzw. Mikroangiopathie, besonders in Form von KHK (vgl. auch
Falcone et al. 2013; Selvin et al. 2013), pAVK und ischdmischem, thrombotischem
Schlaganfall, fir Diabetes mellitus Typ Il, flir das metabolische Syndrom, fiir autoimmune
Erkrankungen wie Rheumatoide Arthritis und chronisch entziindliche Darmerkrankungen
(CEDs), fiir neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Multiple Sklerose und
Amyotrophe Lateralsklerose (AML) sowie fiir maligne Tumoren.

e Zueiner Erhéhung von sRAGE kam es bei fortschreitender Niereninsuffizienz und bei
Schaden am Lungengewebe in Form von Acute Lung Injury (ALI) bzw. Acute respiratory

distress syndrome (ARDS).

Ausgenommen CEDs, M. Alzheimer und AML, die auf der Datenbasis von COSYCONET nicht genauer
betrachtet werden konnten, waren aus den aufgelisteten Erkrankungen lediglich die KHK, maligne
Neoplasien und die chronische Nierenerkrankung mit einer signifikanten Anderung der
Biomarkerkonzentration verbunden, das heift fiir ein Auftreten als Komorbiditat einer COPD

bestétigte sich nur flr diese Erkrankungen ein signifikanter Zusammenhang. Jedoch zeigte sSRAGE hier
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zum Teil interessanterweise ein anderes Verhalten als zunachst gedacht — mit steigender Zahl an
Komorbiditdten allgemein (siehe MCI), kardiovaskularen Komorbiditaten (siehe CVI) oder mit dem
Vorliegen einer der genannten Erkrankungen war die Konzentration des Markers im Vergleich zu den
in dieser Hinsicht gesunden bzw. geslinderen Patienten nicht erniedrigt, sondern signifikant erhéht.
Demnach folgte sie nur bei der chronischen Nierenerkrankung der Annahme, die sRAGE-
Konzentration zeige bei COPD-Erkrankten eine ahnliche Dynamik wie bei Patienten ohne die
Lungenerkrankung. Tabelle 39 zeigt die Mittelwerte bzw. Mediane in den Gruppen der Patienten
ohne bzw. mit der jeweiligen Komorbiditat, daneben auch in Bezug auf Asthma bronchiale, Gicht und
Eisenmangel, die ihm Rahmen dieser Arbeit wie bereits erwdhnt ebenfalls als signifikante

Einflussfaktoren auf sSRAGE auffielen.

Komorbiditat SRAGE [pg/ml] SsRAGE [pg/ml]
Nicht erkrankte Patienten Erkrankte Patienten
N MW + SA Median (IQR) N MW + SA Median (IQR)
KHK 2084 | 844,34 + 340,22 784,33 (399,64) 392 920,17 + 456,14 | 824,56 (468,42)

(p-Wert =0,012)
Maligne Neoplasien 2198 | 853,25+ 365,12 784,56 (403,85) 278 880,81 + 336,08 837,52 (380,98)
(p-Wert = 0,038)
Chronische 2179 | 840,97 £ 337,80 781,80 (387,37) 247 993,58 + 504,01 | 906,10 (540,47)
Nierenerkrankung
(p-Wert = 0,000)

Asthma bronchiale 2023 | 851,51 + 364,59 784,78 (403,69) 453 877,93 £349,84 801,57 (407,79)
(p-Wert = 0,049)

Gicht 2069 | 848,44 + 348,65 783,00 (398,21) 407 896,51 +421,67 @ 818,92 (448,47)
(p-Wert = 0,037)
Eisenmangel 2269 | 850,34 £ 350,70 786,24 (401,50) 180 932,90+ 478,34 | 824,48 (457,58)

(p-Wert = 0,042)

Tabelle 39: Mittelwerte £ SA bzw. Mediane und Interquartilsbereiche fiir sSRAGE in pg/ml in den Patientengruppen
ohne und mit den verschiedenen Komorbiditaten, fiir die sich mit dem in der ersten Spalte angegebenen p-Wert
signifikante Unterschiede herausgestellt hatten.

Die bereits bestehende Datenbasis fiir sSRAGE-Konzentrationen bei Erkrankungen, wenn diese speziell
als Komorbiditat bei COPD auftreten, bietet noch relativ wenig Vergleichsmoglichkeit. Eine
Bestatigung fur signifikant erhohte sSRAGE-Werte bei COPD-Patienten mit KHK findet sich bei John et
al. (2016), eine nicht-signifikante Erhohung in Verbindung mit kardiovaskularer Erkrankung
konstatierten daneben auch Miniati et al. sowie Smith et al. Ansonsten wurden fiir Patienten mit
sowohl COPD wie auch Asthma bronchiale, dem sogenannten Asthma-COPD-Overlap-Syndrom
(ACOS), von Papi et al. 2016 ebenfalls signifikant erhohte SRAGE-Konzentrationen erhoben, nachdem
Sukkar et al. 2012 fir alleiniges Asthma bronchiale mit neutrophiler Entziindungsreaktion
Gegenteiliges festgestellt hatten. Die Situation, dass es bei einem gemeinsamen Auftreten von

Erkrankungen, die jeweils flr sich mit vermehrten RAGE-Liganden, vermehrter RAGE-Expression und
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erniedrigten sSRAGE-Leveln verbunden sind (Ausfiihrungen dazu in diesem Kapitel und unter 2.2.2.2.),
zu hoheren sRAGE-Konzentrationen kommen kann, lasst viele Fragen offen. Abgesehen von der
Komponente der Gewebespezifitat, in deren Kontext auch die haufig nachgewiesenen Erniedrigung
bei COPD bzw. Emphysem unter anderem auf Untergang von Pneumozyten mit ihrer RAGE-
Expression zuriickgefiihrt werden konnte (vgl. Gopal et al. 2014), ist das Zustandekommen
unterschiedlicher sSRAGE-Konzentrationen an sich jedoch noch nicht vollsténdig geklart. Aus diesem
Grund, und da der Regulation auch die komplexen Zusammenhange rund um den
membranstdandigen RAGE und die von ihm angestoRBenen Signaltransduktionsketten zugrunde liegen,
kénnen zu den ursachlichen Faktoren an dieser Stelle nur Vermutungen angestellt werden. Die
Information der Koexistenz der Erkrankungen kdnnte zum Beispiel Giber Konzentration oder Art
bestimmter Liganden oder Co-Mediatoren auf den Rezeptor libertragen werden, dann
gegebenenfalls Verdanderungen in der Nutzung der moglichen Signalwege verursachen, sodass
vermehrt Splice-Varianten wie esRAGE produziert werden. esRAGE stellt einen wichtigen Teil der
Gesamtkonzentration an sSRAGE und korreliert damit positiv (vgl. Sukkar et al. 2012, S. 726, Gopal et
al. 2014), wenn es auch isoliert wie bei Gopal et al. gezeigt nicht unbedingt in derselben signifikanten
Beziehung mit Parametern wie Raucherstatus, GOLD-Stadium oder FEV; gesehen werden kann und
auch zumindest mit den von ihnen gemessenen AGEs nicht signifikant korrelierte. Eine Rolle konnte
auch spielen, dass RAGE-Liganden auch die Expression der RAGE zu sRAGE spaltenden Proteinasen
steigern konnen (Cockayne et al. 2012, 8). Diese Aufgabe wird zum Beispiel von der Matrix-
Metalloproteinase 9 (MMP-9) erfiillt (vgl. Yonchuk et al. 2015, S. 787; Vazzana et al. 2009, S. 391), die
daneben auch fir ,pulmonary inflammation through extracellular matrix degradation, neutrophil
chemotaxis, and augmentation of inflammation” (Wells et al. 2018, S. 1) verantwortlich gemacht
wird und nach Wells et al. selbst als prognostischer Biomarker und therapeutisches Ziel in Betracht
kdme. Denn auf der Basis der SPIROMICS- und der COPDGene-Kohorte stellte sich unter anderem
heraus, dass erhohte Konzentrationen an MMP-9, unabhangig von der Atemwegsobstruktion in Form
des GOLD-Stadiums, mit dem Risiko fir und der Frequenz von akuten Exazerbationen verbunden sind
(vgl. Wells et al. 2018). Moglicherweise existieren auch noch SignallUbertragungswege, die bisher
noch nicht beschrieben wurden und die genetische Komponente in der Konzentrationsregelung muss
noch weiter beleuchtet werden (vgl. Sukkar et al. 2012, S. 727; Gopal et al. 2014). Ein wichtiger Punkt
kénnte auRerdem der von Sukkar et al. (2012) nachgewiesene Zusammenhang von sRAGE mit
neutrophiler Entziindung sein — als eine mogliche Interpretation wurde gedulRert, dass SRAGE durch
Gbergeordnete Kontrollmechanismen in seiner Konzentration herunterreguliert werden kénnte, um
ein UberschieRen dieser Entziindungsreaktion zu verhindern. Cockayne et al. (2012, S.8) trugen dazu

ihren Nachweis einer Assoziation von Markern neutrophiler Aktivitdt mit COPD, Schweregrad und
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FEV:-Verminderung bei. Hier wird sichtbar - im Feld der Regulation der sSRAGE-Konzentration bieten

sich in jedem Fall noch viele Ansatze zur weiteren Forschung.

Ausgehend vom Thema Komorbiditat soll, zur Beleuchtung prognostischer Faktoren, auch der Bezug
von sRAGE zu Exazerbations- und kardiovaskuldarem Risiko sowie zu einer Einschatzung der Mortalitat
noch einmal zur Sprache kommen.

Die bei kleiner Fallzahl von Mitkowska-Dymanowska et al. 2018 festgestellte, signifikante negative
Korrelation von sRAGE zur Zahl an Hospitalisierungen, die durch eine Exazerbation verursacht
wurden, fand in der Analyse der COSYCONET-Kohorte keine Bestatigung und auch mit der Zahl dieser
Zustandsverschlechterungen allgemein bestand kein Zusammenhang. Demnach erscheint die
vorgeschlagene Nutzung des Biomarkers zur ,identification of frequent exacerbator phenotype”
(Mitkowska-Dymanowska et al. 2018) an dieser Stelle nicht sinnvoll. In der Arbeit von Keene et al.
(2017, S. 476-477) fand sich auf der Basis von COPDGene und SPIROMICS (Subpopulations and
Intermediate Outcome Measures in COPD study) ebenso keine Korrelation von sRAGE zur
Gesamtzahl an bereits erlittenen Exazerbationen. Nur fiir COPDGene lieR sich ein signifikanter
Zusammenhang des Biomarkers mit vorhergegangenen schweren Exazerbationen (definiert als akute
Exazerbationen mit dem Besuch einer Notaufnahme und/oder Krankenhausaufnahme) bei Patienten
in den GOLD-Stadien II-IV sowie eine Korrelation mit vorhergesagten Exazerbationen nachweisen,
diese Ergebnisse konnten Keene et al. in der groReren SPIROMICS-Kohorte (n=1544) jedoch nicht
reproduzieren. Nach ihrer Schlussfolgerung waren auf der Basis von klinischen Parametern nach wie
vor die besten Voraussagen bzgl. Exazerbationen moglich und die von ihnen gepriiften Biomarker
triigen nur wenig dazu bei. Zur Diskussion, ob SRAGE wahrend einer akuten Exazerbation signifikant
erniedrigt sei, konnte auf der Basis von COSYCONET leider kein Beitrag geleistet werden —im
Rahmen kleiner Studien war dieser Zusammenhang bei der Arbeit von Pouwels et al. im Jahr 2015
zunachst nicht nachweisbar gewesen, zeigte sich dann aber bei Pouwels et al. (2017) allgemein bzw.
bei Smith et al. (2011) und Zhang et al. (2014) im Vergleich zur Konzentration in der

Rekonvaleszenzphase.

In Bezug auf das kardiovaskulare Risiko wurde fiir die COSYCONET-Kohorte wie beschrieben ein
Zusammenhang mit 5- und 10-Jahresrisiko sichtbar. Vergleichend kann dazu die Studie von John et
al. betrachtet werden - allerdings mit der Einschréankung, dass mit dem NHLBI- (National Heart, lung,
Blood Institute) und dem ACC/AHA-Score (American College of Cardiology/American Heart
Association) dafiir andere Berechnungsgrundlagen verwendet wurden und Patienten mit bereits
bestehender KHK ausgeschlossen waren (John et al. 2016, S. 249). Der Wert des ACC/AHA-Scores

zeigte sich von der GréRenordnung her mit im Mittel 20,2% den fiir diese Arbeit errechneten 21,1%
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zwar durchaus ahnlich, John et al. konnten jedoch keine signifikante Korrelation zum 10-Jahresrisiko
nachweisen. Auch bislang noch wenig Information findet sich in der Literatur zum Zusammenhang
von sRAGE mit der Mortalitat bei COPD-Patienten bzw. mit dem BODE-Index als Surrogatparameter.
Letzterer erwies sich fiir die COSYCONET-Kohorte als signifikant negativ mit dem Biomarker
korrelierend. Entsprechung findet dieses Ergebnis lediglich bei Selvin et al., die fiir Patienten mit
anderen Erkrankungen als einer COPD eine Verbindung zwischen niedrigem sRAGE-Ausgangswert

und hoherer Mortalitat nachweisen konnten.

Zusammenfassend gesehen korreliert SRAGE nach den Ergebnissen aus der Analyse der COSYCONET-
Kohorte mit wichtigen Parametern, die die Erkrankung und das Stadium bzw. das Fortschreiten der
COPD beschreiben und ist in vielem konsistent mit den Erkenntnissen aus anderen Studien, z.B. was
den Zusammenhang mit der COPD allgemein, mit Lungenemphysem und —funktion betrifft. Als ein
Beitrag zur Diskussion bisher unterschiedlich ausgefallener Ergebnisse in der Literatur oder wenig
bearbeiteter Themengebiete kdnnen z.B. die Erkenntnisse zu SRAGE und Raucherstatus,
inflammatorischen Parametern, kardiovaskularem Risiko, BODE-Index sowie diejenigen zum Thema
der Komorbiditaten gesehen werden. Aus dem Blickwinkel der erfolgten Querschnittsanalyse zum
Zeitpunkt der ersten Visite sind die gefundenen Korrelationen jedoch schwach ausgepragt und im
Vergleich zu der bisher mangels Alternative ubiquitar zur Einschatzung genutzten FEV; keine
Verbesserung. Beispielsweise in Bezug auf die tatsachliche Verfassung der Patienten bzw. ihre
Einschrankung in Form des SGRQ (Spearman-Rho-Koeffizient von -0,411, p-Wert = 0,000) oder die
Zahl an Exazerbationen in den letzten 12 Monaten (-0,218, p-Wert = 0,000) und dadurch bedingte
Hospitalisierungen (-0,238, p-Wert = 0,000) schneidet die FEV; sogar deutlich besser ab. Eine
Nutzung von sRAGE als Ersatz bzw. als solitdrer Biomarker bei COPD ohne Einbeziehung anderer
Parameter erscheint daher nicht sinnvoll. Wie in 2.2.1. ndher ausgefiihrt, versprache eine
Verwendung im Modell mit z.B. weiteren Biomarkern oder Gberhaupt eine Hinwendung zu anderen
vielversprechenden, aber noch auf dem Priifstand stehenden Biomarkern mutmaRlich groRere
Erfolge und damit auch eine realistischere Chance auf tatsachliche klinische Nutzung. Zu bedenken
sind bei aller Interpretation der Ergebnisse jedoch auch die bereits unter 5.1. erlduterten
grundsatzlichen Einschrankungen dieser Arbeit, die sich aus dem Design als Querschnittsstudie ohne
Kontrollkohorte ergeben und in der sich z.T. rein auf anamnestische Angaben verlassen werden

muss.
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5.3. Abschlief3ende Betrachtung

Zusammenfassend wurden durch diese Arbeit vorbestehende Erkenntnisse zu Osteopontin und
SRAGE als Biomarker bei COPD in verschiedener Hinsicht erganzt. Mit der Auswertung des im
Rahmen von COSYCONET erhobenen Materials konnte auf eine grof3e Datenbasis zuriickgegriffen
werden, was eine gewisse Aussagekraft impliziert. Als einschrankend muss jedoch das Konzept als
Querschnittsanalyse ohne Kontrollkohorte oder mogliche Beobachtung von Sachverhalten im
zeitlichen Verlauf gesehen werden. Gleichfalls konnte aufgrund methodischer Differenzen und eine
unterschiedlich breite, vorbestehende Datenbasis eine externe Validierung durch Vergleiche mit
existierender Literatur nur begrenzt erfolgen. Daneben ergaben sich durch die teilweise Verwendung
von rein anamnestisch durch Patienten angegebene Daten Unscharfen in den betroffenen Bereichen
wie z.B. bzgl. des Auftretens der verschiedenen Komorbiditaten und der Exazerbationen. Letztlich
erschienen beide Biomarker nicht ohne weiteres sinnvoll klinisch nutzbar, jedoch wurden mogliche
Ansatzpunkte fiir weiterfiihrende Forschung zur Erreichung dieses Ziels sichtbar. Dazu werden auch
Studien zu vielen anderen Biomarkern mit groRem Potenzial durchgefiihrt und es ist anzunehmen,

dass fir die Erkrankung der COPD daraus noch Vielfaltiges zu lernen sein wird.
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