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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung
1.1 Deutsche Zusammenfassung

Biomarker iibernehmen eine wegweisende Funktion in der Diagnostik und bei dem Umgang
von Lungenerkrankungen. Die Identifikation neuer Biomarker ist fiir die Gesundheitsversor-
gung von pulmologischen Patientinnen und Patienten daher essenziell und von gegenwirtigem

wissenschaftlichem Interesse.

Die Bedeutung der Dickkopfproteine (DKK) als Biomarker fiir obstruktive und restriktive Lun-
genfunktionsstorungen ist bisher noch weitestgehend ungeklirt. Die vorliegende Promotions-
arbeit beschiftigt sich deshalb mit der Fragestellung, welche statistisch signifikanten Zusam-
menhédnge zwischen den Dickkopfproteinen 1/3 und bestimmten Lungenerkrankungen beste-

hen.

Im Rahmen von PULMOHOM - einer prospektiven Beobachtungsstudie - wurden Personenda-
ten erhoben und ausgewertet. Dabei wurden Menschen, die an Lungenkarzinom, Chronisch
obstruktiver Lungenerkankung (COPD), Interstitiellen Lungenerkrankungen (ILD) wie Sarkoi-

dose, erkankten, in die klinische Studie eingeschlossen und untersucht.

In der vorliegenden Forschungsarbeit zeigt sich, dass ein statistisch signifikanter Zusammen-
hang zwischen der endobronchialen DKK3-Konzentration und der zugrundeliegenden pulmo-

logischen Grunderkankung besteht.

So konnte nachgewiesen werden, dass sich die DKK3-Konzentrationen in der BAL zwischen
Lungenkarzinom und ILD, Lungenkarzinom und Sarkoidose, COPD und ILD, COPD und Sar-

koidose sowie unklarer Diagnose und ILD signifikant unterscheiden.

Ferner fanden sich signifikante Korrelationen mit gewissen Lungenfunktionsparametern. Zu
den statistisch bedeutenden Funktionswerten zéhlen Einsekundenkapazitit (FEV1), Tiffenau-

Index (FEV/VC), totale Lungenkapazitit (TLC) sowie Residualvolumen (RV).

Die Studie belegte auerdem, dass der Raucherstatus die Auspriagung von DKK3 statistisch
signifikant beeinflusst. Hieraus ldsst sich ableiten, dass Pack-years als Einflussfaktoren ange-

sehen werden konnen.

Folglich lasst sich festhalten, dass DKK3 zukiinftig als fundierter endobronchnialer Biomarker

fiir obstruktive und restriktive Lungenerkrankungen angesehen werden kann.
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Im Gegensatz dazu konnten keine statistisch signifikanten Zusammenhinge fiir die endobron-
chiale DKK1-Konzentration nachgewiesen werden. DKK1 erscheint vor diesem Hintergrund

als Biomarker fiir Ventilationsstorungen ungeeignet.

1.2 Abstract

Biomarkers have a pioneering role within diagnosis and management of lung diseases. There-
fore, the identification of new biomarkers is important for the health care of pulmonary patients

and of current scientific interest.

The importance of the Dickkopf-related proteins (DKK) as a biomarker for obstructive and
restrictive pulmonary dysfunction is still largely unclear. This is why the present doctoral thesis
deals with the question of which statistically significant connections between DKK 1/3 and

certain lung diseases exist.

As part of PULMOHOM - a prospective observational study - personal data were collected and
evaluated. People who developed lung carcinoma, chronic obstructive pulmonary disease
(COPD), interstitial lung diseases (ILD) such as sarcoidosis were included and examined in the

clinical study.

The present research shows that there is a statistically significant connection between the en-

dobronchial DKK3 concentration and the underlying pulmonary disease.

It was shown that DKK3 concentrations in BAL were significantly different between lung car-
cinoma and ILD, lung carcinoma and sarcoidosis, COPD and ILD, COPD and sarcoidosis as

well as unclear diagnosis and ILD.

Furthermore, significant correlations with certain lung function parameters were found. Statis-
tically significant functional values include one second capacity (FEV1), Tiffenau index

(FEV/VC), total lung capacity (TLC) and residual volume (RV).

The study also showed that smoking status has a statistically significant influence on the ex-
pression of DKK3. From this it can be deduced that pack years can be regarded as influencing

factors.

Summed up, DKK3 should be considered as a regarded and well-founded endobronchnial bi-

omarker for obstructive and restrictive lung diseases.

In contrast, there is no statistically significant correlation for endobronchial DKK1 concentra-

tion. Because of that, DKK1 appears unsuitable as a biomarker for ventilation disorders.
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2 Einleitung
2.1 Biomarker

Biomarker sind definierte Merkmale, die als Indikatoren fiir physiologische und pathogene Pro-
zesse fungieren. Sie sind dazu in der Lage, biologisch erzeugte Verdanderungen im Korper an-
zuzeigen. Hiernach kann es sich unter anderem um molekulare sowie histologische Merkmale

handeln. Auch physiologische Strukturen werden als Biomarker herangezogen [3].

Die Anwendung von Biomarkern ist sehr vielfdltig. Insbesondere der Einsatz in Diagnostik,
Uberwachung und Prognostik von Krankheiten sowie in der Pharmakodynamik hat sich eta-
bliert. Dementsprechend werden Biomarker in Subtypen eingeteilt. [hr Nachweis erfolgt durch

objektive Messmethoden und wird fortlaufend validiert [3].

Die Identifikation neuer Biomarker ist auch notwendig, um das Versténdnis von obstruktiven

sowie restriktiven Lungenfunktionserkrankungen zu verbessern.

2.1.1 Dickkopfproteine

Die Familie der Dickkopfproteine (DKK) besteht aus vier Mitgliedern, welche sich in Struktur

und Funktion unterscheiden [22].

DKK1 wurde erstmalig in Xenopus-Embryonen als WNT-Inhibitor entdeckt. Hier kam es unter
Interjektion von DKK 1-messenger ribonukleotid acid (mRNA) zur Ausbildung von vergréfer-

ten Kopfen [22].

Auch DKK?2 und 4 zeigen inhibitorische Eigenschaften auf WNT, wobei DKK?2 auch aktivie-
rende Wirkungen entfalten kann. Eine Modulation des WNT/B-Catenin Weges ist durch die
Bindung am LRP-Rezeptor mdglich. Eine ebenfalls erhohte Bindungsaffinitét liegt zu den Kre-
men-Rezeptoren (KRM1 und 2) vor. KRM sind transmembraniiberspannende Proteine mit
Kringeldomine in einzelnen extrazelluldren Regionen. Eine Anwesenheit von KRM bei der
WNT-Signalgebung ist dabei nicht zwingend notwendig, erhdht jedoch die hemmende Fihig-
keit von DKKs. Davon abzugrenzen ist DKK3, welches durch Abweichung in Struktur und
Funktion weder LRP noch KRM bindet [22].

Die Funktion des Glykoproteins DKK3 bei der Antagonisierung des aktiven WNT-Signalweges

ist widerspriichlich. Es gibt Hinweise, dass DKK3 eine tumorsuppressive Rolle ausiibt. Diese
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wird durch die Hemmung des planaren Zellpolaritidtsweges (PCP) hervorgerufen, wobei PCP
ein nicht-kanonischer WNT-Signalweg ist. Infolgedessen kommt es zu Abweichungen der Zell-
adhésion, -motilitét sowie -polaritit. Der Transkriptionsverlust von DKK3 wird mit der Methy-
lierung des DKK3-Promotors in Verbindung gebracht. DKK3 wird so bei verschiedenen Krebs-

arten herunterreguliert [28].

2.1.2 WNT-Signalweg und die Rolle von B-Catenin

Der WNT-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle in der Embryogenese von adultem Ge-
webe, nimmt Einfluss auf die Homoostase von Sadugetieren und ist somit an der Entstehung
diverser Krankheiten beteiligt. Die Entdeckung und Namensgebung von WNT leitet sich hier-
bei aus den Gennamen wingless und int-1 ab. Er bezeichnet eine Gruppe von Glykoproteinen,

welche als Wachstumfaktoren und Liganden fungieren [22].

Bei der WNT-Signalkaskade wird zwischen einem [-Catenin-abhéngigen (kanonischen) und

unabhéngigen (nicht-kanonischen) Weg unterschieden [32].

-Catenin entspricht dabei einem Protein mit essentieller Funktion in der Verbindung zwischen
Zellkontakten des Zytoskeletts wie Cadherin und Aktin. Das Proto-Onkoprotein liegt, sofern
WNT als Wachstumsfaktor fehlt, in gebundenem Zustand in Form eines Zerstdrungskomplexes
vor. In diesem Zustand kann B-Catenin phosphoriliert und spiter ubiquitinyliert werden, um

schlieBlich im Proteasom abgebaut zu werden. Der WNT-Signalweg ist dann inaktiv [27].

Steht WNT hingegen in ausreichender Menge zur Verfiigung, bindet es an den Frizzled (Fzd)-
Rezeptor. Daraus folgt die Inhibierung der Phosphorilierung und Ubiquitierung von -Catenin,

welches nun nicht mehr abgebaut werden kann [32].

Durch fehlgesteuerte Aktivierung des oben genannten Signalweges kommt es zur Akkumula-
tion von B-Catenin, worauthin sich das Protein im Zellkern anreichert und die Transkription
verschiedener Onkogene einleitet. In Folge werden Karzinogenese und Tumorprogression ge-
fordert. Hiervon sind nachweislich Dickdarm-, Leberzell-, Blut-, Brust- sowie Lungenkrebs

betroffen [27].

Vor diesem Hintergrund ist das Verstdndnis der Regulationsmechanismen von WNT/B-Catenin

von groBem wissenschaftlichem Interesse.
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2.1.3 Dickkopfproteine als klinische Biomarker

Die Einflussnahme von Dickkopfproteinen auf diverse Krankheitsbilder ist Gegenstand aktuel-

ler Forschungen. Folgende Auflistung gibt einen groben Uberblick:

DKKI1 als Modulator der Knochenbildung sowie als Einflussfaktor in der Pathogenese
der rheumatoiden Arthritis [22]

Antifibrotische Wirkung von DKK1 an Leber und Niere [22]

Fibrotische Wirkung von DKK1 bei IPF [22]

DKKI1 als SteuergroBe in der Lungengefaentwicklung [22]

DKK1 als Marker bei diversen Tumorerkrankungen [22]

DKK1 als Tumorsuppressor [33]

DKK 1-Uberexpression bei hepatozellulirem Karzinom und Myelom [33]
DKK1-Herunterregulation bei Nierenzellkarzinom und Darmkrebs [33]

Erhohte DKK1 Expression bei Lungenkrebs [22]

Induktion des epithelial-mesenchymalen Ubergangs und Férderung der Invasion in
nicht-kleinzellige Lungenkrebszellen durch DKK1 [33]

DKK3 als priaoperativer Urin-Marker fiir das postoperative Auftreten von akutem Nie-
renversagen [25]

DKK3 als Tumorsuppressor [28]

DKK3-Herunterregulation bei Lungenkrebs, klarzelligem Nierenkarzinom, Bauch-
speicheldriisenkrebs und Leukdmie [28]

Verminderte DKK3 Expression bei NSCLC [22]

DKK3 als Therapeutikum zur Unterdriickung der Tumorprogression bei Hodenkeim-
zellkrebs und Prostatakrebs [28]

2.1.4 Biomarker bei obstruktiven und restrikitven Lungenerkrankungen

Lorenz et al. [19] fasste in einem multizentrischen Expertentreffen beziiglich obstruktiver

Atemwegserkrankungen Folgendes zusammen: Fiir COPD hat sich Alpha-1-Antitrypsin als

Marker fiir genetische Disposition identifzieren lassen. Hinsichtlich des Schweregrades der Er-

krankungen kann unter anderem der Sauerstoffpartialdruck und der 6-Minuten-Gehtest als Bi-

omarker herangezogen werden. Zudem lésst sich eine Korrelation zwischen FEV1 und en-

dobronchialem Plazenta-Wachstumsfaktor PIGF festhalten. SchliefSlich korreliert auch eine

Kombination aus Adrenomedullin, Arginin-Vasopression sowie atrialem natriuretischem

-5-
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Preptid mit der Mortalitdt von COPD. Ferner existieren diverse Imaging-Biomarker, die auf der

Computertomographie beruhen [19].

Beziiglich restriktiver Ventilationsstorungen fand eine Forschungsgruppe des Helmholtz Zent-
rums Miinchen heraus, dass myeloide Suppressorzellen (MDSC) als Serum-Biomarker von
IPF-Patientinnen erhdht sind [8]. Ferner konnten sich bestimmte Chemokine, Proteasen und
Wachstumswachstoren als IPF-Marker etablieren. An dieser Stelle seien KL-6, MMP-1/7,
CCL18, IGFBP-2 beispielhaft genannt [12].

2.2 Lungenerkrankungen im Rahmen von PULMOHOM

Die vorliegende Promotionsarbeit hat die Bedeutung von DKK /3 bei obstruktiven und restrik-
tiven Lungenerkrankungen untersucht. Es wurden nachfolgende Krankheitsbilder analysiert:

COPD, Lungenkarzinom, ILD sowie Sarkoidose.

2.3 Obstruktive Ventilationsstorungen

Die Gruppe der obstruktiven Ventilationsstdrungen zeichnet sich durch eine Erh6hung der Stro-
mungswiderstidnde bei eingeengten Atemwegen aus. Daraus resultiert eine Herabsetzung von

Einsekundenkapazitit und Tiffenau-Index in der Spirometrie.

Obstruktive Lungenerkankungen lassen sich in intra- und extrathorakale Atemwegsstenosen

unterteilen. Asthma bronchiale, COPD und Tumore z&hlen zu den intrathorakalen Einengungen
[7].

Bei Verdacht auf Obstruktion finden verschiedene Funktionstests Anwendung, wobei die Spi-
rometrie eine essentielle Rolle spielt. Ergédnzend dazu sind der Bronchospasmolyse- sowie Me-

tacholin-Provokationstest zu nennen [4].

Bei der Lungenfunktion richtet sich besonderes Augenmerk auf die Einsekundenkapazitit so-
wie den Tiffeneau-Index. Beide GroBen sind bei der Obstruktion auf Werte unterhalb der 5.
Perzentile vermindert. Die Vitalkapazitdt kann normwertig oder erniedrigt sein. Residualvolu-
men und totale Lungenkapazitit zeigen sich unverdndert oder erhoht. Die Compliance der

Lunge bleibt unbeeintrichtigt [4].

Im Fluss-Volumen-Diagramm ergibt sich aus der erhohten Resistence und dem erniedrigten

Tiffenau-Index eine charakteristische Formabweichung (Abbildung 1).
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Obstruktion z.B. bei COPD

Flussgeschwindigkeit (I/s)

Volumen (1)

Abbildung 1 Fluss-Volumen-Kurve bei obstruktiver Lungenerkrankung [4]

Der Bronchospasmolysetest erlaubt die Differenzierung zwischen reversibler und irreversibler
Atemwegsobstruktion. Hier werden FEV1 und Atemwegswiderstand vor und nach Inhalation
eines schnell wirksamen Bronchodilatators bestimmt. (z.B. Salbutaol als kurzwirskames [3-2-
Sympathomimetikum). Kommt es zu einem Anstieg der Einsekundenkapazitdt um 200ml und
12% des Ausgangswertes, ergibt sich der Hinweis auf eine reversible Obstruktion. Bleibt ein

Anstieg aus, ergibt sich der Verdacht auf eine anhaltende Atemwegsstenose [4].

2.3.1 COPD

Definition und Pathophysiologie

Die COPD wird durch eine nicht vollstindig reversible Atemwegsobstruktion charakterisiert.
Die Einschriankung des Atemflusses ist mit einer Entziindungsreaktion der kleinen Atemwege
assoziiert. Infolge dessen kann es auch zu Umbauprozessen des Lungengewebes und der Ent-

stehung eines Emphysems kommen [7].

Die Entstehung der COPD wird auf diverse Pathomechanismen zuriickgefiihrt. An dieser Stelle
seien nachfolgende Mechanismen beispielhaft genannt: Entziindungsmodell, Proteasen-An-
tiproteasen-Ungleichgewicht, Infektionsmodell, Oxidanzien-Antioxidanzien-Gleichgewicht,

vaskuldres Modell, Autoimmun- und Danger-Modell [7].

Als Resultat ist der Verlust der Elastizitdt von Atemwegen und Lungenparenchym zu verzeich-
nen. Durch zusitzliche Fibrosierung und Rarefizierung des Gewebes entwickelt sich im End-
stadium schlieBlich eine respiratorische Globalinsuffizienz. Als Zwischenschritt kommt es zu
Verteilungs- und Diffusionsstérungen [7].

-7 -



Einleitung

Epidemiologie
Die Préavalenz der Erkankung ist bei Rauchenden signifikant hoher als bei Nichtrauchenden,

steigt mit dem Alter an und tritt bei Ménnern héufiger auf als bei Frauen.

Aktuell z&hlt COPD zu der 4. hiufigsten Todesursache weltweit, wobei mit einem weiteren

Anstieg der Mortalitdt zu rechnen ist [7].

Diagnostik und Klassifikation

Die Diagnose wird anhand Anamnese, Vorhandensein von charakteristischen Symptomen und
Lungenfunktionspriifung gestellt. In der Spirometrie hat vor allem der Tiffeneau-Index eine
wichtige Aussagekraft iiber den Schweregrad der Obstruktion. Liegt dieser Wert unter 70%
bzw. unterhalb der unteren Normgrenze, so ist das ein Hinweis auf eine obstruktive Lungen-

funktionsstorung [29].

Bei der Klassifikation nach GOLD (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease)
werden darliber hinaus vor allem die Symptomschwere und Anzahl der vorausgegangenen

Exazerbationen einbezogen [29] (Abbildung 2).

Kombinierte Bewertung der COPD
Klassifikation A-D

4 C
FEV1 <30% > 1 Exazerbation
wenige Symptome

3
FEV1 30-50%

D

> 1 Exazerbation
viele Symptome

2 A
FEVI 50-80% < 1 Exazerbation

1 wenige Symptome

FEV1 > 80%

B

< 1 Exazerbation
viele Symptome

mMRC 0-1
oder CAT <10

mMRC > 2
oder CAT > 10

Abbildung 2 schematische Darstellung GOLD-Klassifikation [4]

Klinik

Leitsymptom der COPD ist chronischer Husten und Auswurf. Auerdem leiden die Patientin-

nen und Patienten initial unter Belastungsdyspnoe. Im Verlauf nimmt diese stetig zu und mani-

festiert sich schlieBlich als dauerhafte Atemnot.

-8-
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Zu den weiteren Symptomen zdhlen Zeichen der Hypoxédmie wie Lippen- und Fingernagelzy-
anose. Bei langjdhriger Hypoxie konnen sich ggf. Uhrglasndgel und Trommelschldgelfinger

ausbilden. Auch Zeichen der Rechtsherzdekompensation bei Cor pulmonale sind moglich [29].

2.4 Lungenkarzinom

Definition

Bei den bosartigen Neubildungen der Lunge bzw. des Bronchialsystems werden kleinzellige
von nicht-kleinzelligen Karzinomen unterschieden. Diese Einteilung bergiindet sich auf der
Zellteilungsrate, wobei kleinzellige Lungenkarzinome (SCLC) eine hohere Zellteilungs- und
Wachstumrate haben als Nicht-Kleinzellige (NSCLC). Eine weitere Unterscheidung ist auf-

grund der Histologie moglich [11].

Zu den histologischen Subtypen der NSCLC zdhlen das Adeno- und Plattenepithelkarzinom.
Neuroendokrine Tumore werden hingegen der Gruppe der SCLC zugeordnet. Die Klassifika-
tion der Tumore ist von entscheidender Bedeutung. Sie gibt dabei vor allem das therapeutische

Vorgehen vor und bestimmt die Prognose wesentlich [11].

Epidemiologie, Atiologie und Risikofaktoren
Das Lungenkarzinom ist die 2. hdufigste Tumorentitét des Mannes und der 3. hiufigste Tumor
der Frau. Das mittlere Erkrankungsalter der Ménner liegt hierfiir bei 70 Jahren, Frauen erkran-

ken im Durchschnitt ein Jahr frither mit 69 Jahren [11].

Mit 24% zéhlt Lungenkarzinom zu der hdufigsten Krebstodesursache der ménnlichen Bevolke-
rung. Die Mortalitdtsrate nimmt mit dem Alter zu und erreicht ihr Maximum zwischen dem 80.
und 84. Lebensjahr. Die Inzidenzrate innerhalb der ménnlichen Bevolkerung ist riickldufig. Im
Gegensatz dazu nehmen die Erkrankungs- und Todesfallzahlen fiir Frauen zu. So ist das Lun-

genkarzinom mittlerweile die 2. hdufigste Tumortodesursache [11].
Die relative 5- Jahres- Uberlebensrate liegt bei 16% fiir Ménner bzw. 21% fiir Frauen [11].

Rauchen steht in kausalem Zusammenhang mit mehr als 85% aller Lungenkrebsfille und ist
somit ein wichtiger exogener Risikofaktor. Das Erkrankungsrisiko ist von der Dauer der Expo-
sition abhingig und steigt proportional zur Anzahl der gerauchten Zigaretten an. Zudem ist
erwiesen, dass auch Passivrauchen ein Humankanzerogen ist und mit einem erhéhten Risiko

einhergeht [11].
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AuBerdem zdhlen auch verschiedene Metalle, polyzyklische aromatische Kohlenstoffe (PAK)

sowie Asbest zu den dulleren Noxen, die das Auftreten der Erkrankung erhéhen [11].

Dabei hat sich gezeigt, dass das Lungentumorrisiko invers mit Ausbildung und Einkommen

korreliert [11].

Genetische Priadisposition sowie relevante Vorerkrankungen der Lunge zdhlen zu den endoge-

nen Risikofaktoren [11].

Diagnostik und Klassifikation

Das frithe Erkennen der Krankheit ist flir deren Verlauf und Ausgang von groBer Bedeutung.

Zur Basisdiagnostik zéhlen Anamnese inklusive korperlicher Untersuchung, Laboruntersu-
chungen, Rontgen- bzw. Spiral- CT- Thorax, Bronchoskopie sowie Sonografie des Abdomens.
Dariiber hinaus werden zur prognostischen Abschitzung, Therapieplanung und Qualitdtssiche-

rung weitere Staging- Untersuchungen durchgefiihrt [11].

Der Tumor wird schlieflich nach TNM-Stadien fiir SCLC und NSCLC klassifiziert.

Klinik
Bereits 90% der Betroffenen weisen initial Krankheitssymptome auf. Klinisch kann sich das

durch Husten, Gewichtsverlust, Luftnot, Brustschmerzen, Himoptysen sowie Knochenschmer-

zen prasentieren. Seltener zeigen sich Fingerendverdnderungen, Fieber und Schwéche [11].

2.5 Restriktive Ventilationsstorungen

Die Gruppe der restriktiven Ventilationsstorungen ist durch das Auftreten verminderter Lun-
genvolumina gekennzeichnet. Sie umfasst dabei eine Vielzahl von heterogenen Erkrankungen,
welche Thorax, Pleura und Lungenparenchym betreffen konnen. Adipositas und Skoliose kon-
nen als Beispiele fiir mechanische Behinderungen aufgefiihrt werden. Interstitielle Lungener-

krankungen und Sarkoidose zéhlen zu den pulmonalen Entitéten [13].

Im Rahmen restriktiver Lungenerkrankungen kommt es oft zu fibrotischen Umbauprozessen
des Lungengewebes. Diese konnen durch Inflammation begleitet sein und fithren zur Minde-
rung von messbaren Lungenvolumina, Diffusionskapazititen sowie Compliance. In Folge
kommt es initial zu einer Gasaustauschstorung und respiratorischen Partialinsuffizienz. Erst im
weiteren Verlauf préasentiert sich durch eingeschrinkte CO2-Elimination eine respiratorische
Globalinsuffizienz mit Hypoxie und Hyperkapnie. Betroffene entwickeln schlielich aufgrund

erschopfter Atemarbeit eine chronische respiratorische Insuffizienz [13].
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Als Leitsymptom interstitieller Lungenerkrankungen zeigt sich zunéchst die belastungsabhén-
gige Atemnot. Durch Voranschreiten der Ventilationsstorung kann sich jedoch eine Ruhedysp-
noe ausbilden. Dariiber hinaus werden Erkrankte hdufig durch inspiratorischen Reizhusten
symptomatisch. Dieser ist auf eine verdnderte Lungenmechanik zuriickzufiihren und wird durch

Scherkréfte und Stimulation pulmonaler Hustenrezeptoren ausgeldst [13].

Die Diagnosestellung ergibt sich aus Beschwerdebild und koérperlicher Untersuchung. Darunter
hat sich die Lungenfunktion als Goldstandard herausgestellt. Erginzend konnen Ergospiromet-
rie, Blutgasanalyse sowie histologische Proben herangezogen werden. Letztere werden aus

Bronchoskopie oder Operation gewonnen [13].

In der Lungenfunktion fillt neben einer verminderten Vitalkapazitit (VC) eine herabgesetzte
Einsekundenkapazitit auf. Der Tiffeneau-Index présentiert sich hingegen oft normwertig. Des
Weiteren sind Residualvolumen sowie Lungendehnbarkeit vermindert. Die Resistance befindet

sich im physiologischen Normbereich [4].

In der Fluss-Volumen-Kurve ergibt sich eine fiir die Restriktion charakteristisch verdnderte

Form, die aus der vermehrten Lungensteifigkeit resultiert (Abbildung 3).

Restriktion z.B. bei Sarkoidose

Flussgeschwindigkeit (I/s)

i N
—‘—~> Volumen (1)

Abbildung 3 Fluss-Volumen-Kurve bei restriktiver Lungenerkrankung [nach 4]

Der Schweregrad der Ventilationsstorung lésst sich aus der eingeschrénkten forcierten Expira-

tion (FVC) oder Inspiration (IVC) ableiten [4].
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2.5.1 ILD

Definition und Pathophysiologie
Die Gruppe der interstitiellen Lungenparenchymerkankungen umfasst eine Vielzahl heteroge-

ner Krankheitsbilder, deren Gemeinsamkeit in der Bindegewebszunahme und Ausbildung einer

Lungenfibrose besteht [2].

Pathophysiologisch ist dies u.a. durch fehlgesteuerte Reparaturmechanismen, Fibroblastenak-

tivierung, oxidativem Stress sowie Gefdllremodeling und Alterungsprozesse begriindet [2].

Atiologie

ILD lassen sich anhand ihrer Atiologie in idiopathische und sekundire Formen unterteilen. Ers-
tere umfassen insbesondere die Gruppe der idiopathischen interstitiellen Pneumien (IIP), wobei
die idiopathische pulmonale Fibrose (IPF) die hiufigste und wichtigste Subgruppe darstellt. Zu
den sekundéren Ursachen werden Autoimmunerkrankungen, inhalative Noxen und Medika-
mente gezahlt. Beispielhaft seien hierfiir Sarkoidose, rheumatoide Arthritis, Pneumokoniosen

sowie exogen-allergische Alveolitis genannt [2].

Diagnostik
Initial werden die Anamnese und die korperliche Untersuchung erhoben. In der Auskultation
lasst sich ein basales, inspiratorisches Knisterrasseln vernehmen, welches im Verlauf fort-

schreiten und dann als ,,Korkenreiben* vernommen werden kann [2].
b

In der Blutgasanalyse présentiert sich eine respiratorische Partialinsuffizienz. Diese kann ggf.

in eine respiratorische Globalinsuffizienz iibergehen [2].

Lungenfunktionell fallen betroffene Patientinnen und Patienten mit einer restriktiven Ventila-

tionsstorung auf [2].

Von entscheidender Bedeutung ist schlielich die Bildgebung. Es werden Rontgen- sowie CT-
Thorax-Aufnahmen herangezogen. Hinweisend sind dann retikuldre Zeichnungsvermehrung

sowie irreguldre Verdickung von interlobuldren Septen und Bronchiekatsen [2].

Dariiber hinaus konnen Bronchoskopie mit Bronchoalveolédrer Lavage (BAL) und Biopsie er-

génzend durchgefiihrt werden [2].

-12 -
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Klinik
Leitsymptome der ILD sind voranschreitende Belastungsdyspnoe sowie trockener Reizhusten.

Durch chronische Hypoxie kdnnen sich Trommelschlegelfinger und Uhrglasnédgel ausbilden

[2].

2.5.2 Sarkoidose als ILD

Defintion und Pathophysiologie

Bei der Sarkoidose handelt es sich um eine Multisystemerkrankung, welche sich histologisch
durch das Auftreten von nicht-verkdsenden Granulomen auszeichnet. Hauptmanifestationsort

der Erkrankung ist die Lunge, wobei auch zahlreiche andere Organe betroffen sein kénnen [9].

Der genaue Pathomechanismus von Sarkoidose ist noch nicht vollsténdig geklart, er beinhaltet
aber eine Storung der T-Lymphozyten-Funktion bei gleichzeitig erhéhter B-Lymphozyten-Ak-
tivitdit. Durch eine Antigen-gesteuerte CD4+-T-Zell-Aktivierung sowie Makrophagenanzie-

hung kommt es durch eine lokale immunologische Uberaktivitit zur Bildung von Granulomen

[1].

Epidemiologie, Atiologie und Risikofaktoren
Die Privalenz der Erkrankung betrdgt in Europa 20-30/10 000 Einwohnende mit einem Héu-
figkeitsgipfel zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr [9].

Obwohl ein auslosendes Agens bisher nicht bekannt ist, gibt es dennoch Hinweise fiir das Zu-
sammenspiel von unbekannten Auslosern und genetischer Pradisposition, welche das Auftreten

von Sarkoidose begiinstigen. Vermutungen legen nahe, dass es sich dabei um eine inhalative

Noxe handelt [9].

Diagnostik

Die Diagnose der Sarkoidose ergibt sich aus einem Gesamtbild von Klinik, Bildgebung und
Histologie. Dabei wird die hiufigere chronische Form oft als Zufallsbefund entdeckt. Charak-
teristisch fiir das Vorliegen einer Sarkoidose ist die Abweichung zwischen einem méBigen kli-

nischen und ausgeprégten radiologischen Lungenbefund [9] .

Histologisch ist der Nachweis von nicht-verkdsenden Granulomen in den betroffenden Gewe-
ben Goldstandard. Dariiber hinaus kann sich in der bronchoalveoldren Lavage typischerweise

ein erhohter CD4/CD8-Quotient zeigen. Auch eine Verminderung der Diffusionskapazitédt und

- 13-
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Vitalkapazitit in der Lungenfunktion geben Hinweise auf Aktivitdt und Verlauf der Erkrankung

[1].

Klinik

Die Krankheit kann sich in zwei Verlaufsformen manifestieren.

Bei der akuten Sarkoidose zeigt sich im Rahmen eines Lofgren-Syndroms die Symptomtrias

aus Gelenkschmerzen, Erythema nodosum und bihildrer Lymphadenopathie. Diese Sonderform

heilt in der Regel folgenlos aus und geht nur sehr selten in die chronische Form iiber [9].

In circa 2/3 der Félle verlduft die Erkrankung chronisch. Die Betroffenen zeigen sich zunichst
héufig symptomarm. Reizhusten und Belastungsdyspnoe konnen genau wie Fieber, Gewichts-
verlust und Leistungsminderung auftreten. Da Sarkoidose jedes Organ befallen kann, kénnen
sich auch Symptome der extrapulmonalen Form zeigen. Beispielhaft seien an dieser Stelle
Herzrthythmusstorungen, neurologische Ausfille sowie eingeschrinkte Nieren- und Leber-

funktionen genannt. Insgesamt ist die klinische Prisentation sehr heterogen [9].

2.6 Ziel der Arbeit

Das Ziel der Forschungsarbeit ist es zu untersuhen, ob die Konzentrationen von DKK1 und
DKK3 in der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit als Biomarker fiir verschiedene Lungener-
krankungen geeignet sind. Die im Rahmen der PULMOHOM-Studie erfassten Biomaterialen
wurden diesbeziiglich laborchemisch untersucht und die daraus resultierenden Daten statistisch

entsprechend ausgewertet.

Folgende Fragestellungen wurden dabei ins Auge gefasst:

e Gibt es einen Zusammenhang zwischen DKK1/3 und der Art der Ventiltationssto-
rung? Im Speziellen: Gibt es einen Zusammenhang zwischen DKK1/3 und Obstruk-
tion bzw. Restriktion?

e Unterscheiden sich die BALF-Konzentrationen von DKK1 oder DKK3 zwischen
COPD, Lunkenkrazinom, ILD sowie Sarkoidose?

e Lisst sich ein Zusammenhang zwischen DKK1/3 und verschiedenen Lungenfunkti-
onsparametern nachweisen?

e Besteht eine Wechselwirkung bzw. eine Beeinflussung zwischen DKK1/3 und weite-

ren Merkmalen?
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3 Material und Methoden
3.1 Studiendesign

Eingeschlossen wurden alle Patientinnen und Patienten, die im Zeitraum von 03/2014 bis
06/2019 an der Universititsklinik des Saarlandes fiir die PULMOHOM-Studie rekrutiert wer-
den konnten. Hierbei handelt es sich um eine prospekive Beobachtungsstudie zu entziindlichen
Lungenerkrankungen. Dabei wurden insbesondere Patientinnen und Patienten mit der Hauptdi-
agnose Lungenkrebs (n=105), chronisch obstruktive Lungenerkrankung (n=18), interstitielle
Lungenerkrankung (n=44), Sarkoidose (n=28) sowie Bronchiektasen (n=9), die sich einer
Bronchoskopie unterzogen, eingeschlossen. Dariiber hinaus wurden insgesamt 27 Personen
aufgenommen, deren Diagnose bis zum Schluss unklar blieb. Bei den eingeschlossenen Pro-
bandinnen und Probanden wurden unter anderem klinischer Eindruck, Bildgebung und Labor

erfasst.

Von der Analyse ausgeschlossen wurden Erkrankte, deren Diagnostik unvollstindig geblieben
oder deren endgiiltige Diagnose nicht mehr in den Formenkreis der obstruktiven bzw. restrikti-

ven Lungenerkrankungen gefallen ist.

Die Erlaubnis der Studiendurchfithrung wurde im Vorfeld beantragt und schlielich durch die
Ethikkommission erteilt (Zustimmungsnummer 105/12). Alle Teilnehmenden wurden miind-

lich und schriftlich aufgeklart. Eine schriftliche Einwilligungserkldarung wurde eingeholt.

3.2 Bronchoskopie

Die Bronchoskopie ist ein endoskopisches Verfahren zur Begutachtung von Luftréhre und
Bronchien und findet ihre Anwendung sowohl im diagnostischen als auch therapeutischen Be-

reich [24].

Vorrangiges Ziel der Atemwegsspiegelung ist die Abklarung und Behandlung von krankhaften
Verdnderungen des Trachealbaumes und der Lungen (z.B. Engstellen, Geschwiire, Blutungs-

quellen, Tumore, Fremdkdrper).

Die Durchfiihrung der Untersuchung ist mithilfe eines starren oder flexiblen Endoskops mog-
lich, wobei Letzteres heutzutage die erste Wahl ist. Das Instrument wird unter anderem nach
Patientenalter, zugrundeliegender Indikation und Erfahrung des Untersuchenden ausgewihlt

[24].
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Dieser Eingriff wurde am Universitétsklinikum des Saarlandes im Rahmen der PULMOHOM-
Studie durchgefiihrt.

Der Bronchoskopie wurde in der Regel in Lokalanésthesie ausgeiibt. Alternativ konnte auf eine
Narkose zuriickgegriffen werden. Die Auswahl des am besten geeignetsten Betdubungsverfah-
rens hing dabei von diversen Faktoren ab. Hierzu z&hlten vor allem Art und Dauer des Eingriffs

sowie Allgemeinzustand und Begleiterkrankungen der Patientinnen und Patienten.

Wihrend des Eingriffs wurden Vitalparameter (z.B. Blutdruck, Herzfrequenz, Sauerstoffsatti-

gung) aufgezeichnet.

Als Oberflachenanésthetikum wurde {iblicherweise Lidocain eingesetzt und in Mund- und Na-
senraum appliziert. Uber den Venenverweilkatheter bekamen die Studienteilnehmenden zeit-
gleich Beruhigungsmittel sowie hustenddmpfende Medikamente verabreicht. Das Bronchoskop

wurde schlieBlich liber den transoralen oder transnasalen Zugang eingefiihrt.

Im Anschluss an die Untersuchung wurden die Probandinnen und Probanden an ein kardiore-
spiratisches Montitoring angeschlossen und bis zum Erreichen eines stabilen, wachen Zustands
iiberwacht. Innerhalb der ersten Stunde war eine Nahrungskarenz einzuhalten und fiir weitere

24 Stunden auf eine Verkehrs- und Geschéftunfihigkeit zu achten.

3.3 Bronchoalveoldre Lavage

Die Bronchoalveolédre Lavage ist eine im Rahmen der Bronchoskopie gewonnene Spiilfliissig-
keit aus den tiefen unteren Atemwegen. Sie kann zur Abkldrung bei Verdacht auf Bronchial-
karzinom, Sarkoidose oder anderen interstitiellen Lungenerkrankungen hilfreich sein. Die La-
vage enthdlt dabei verschiedene Zellen aus den Alveolen, die zur weiteren Analyse herangezo-

gen werden.

Durch die Verabreichung einer sterilen Kochsalzlosung (5x, je 20ml) und anschlieBender As-
piration konnte BAL erzeugt werden. Diese Spiilung wurde fiir die PULMOHOM-Studie aus
dem Bereich des Mittellappens und der Lingula entnommen und zur weiteren Auswertung un-

mittelbar bearbeitet.

Dafiir wurden 10ml der Lavage iiber einen Zeitraum von 10 Minuten bei 20 Grad Celsius und
12000 rpm zentrifugiert. Hier wurde ein Gerédt der Firma Beckmann Coulter vom Typ Allegra
X-30R centrifuge genutzt.

Im Anschluss an das Trennverfahren wurde der Uberstand in ein zweites Rohrchen abgefiillt,

sodass die Zellen am Boden des ersten GefiB3es zuriickblieben. 20ul dieses Uberstandes wurden
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mit einer Pipette abpipettiert und mit den am Boden verbliebenen Zellen des ersten Gefdf3es
vermischt. AnschlieBend wurde diese Stoffmenge in einem speziell dafiir vorgesehenen Tube
gesichert und umgehend bei -80 Grad Celsius in einer Tiefkiihltruhe eingefroren. Der restliche
Uberstand wurde zu jeweils 75ul abpipettiert und in 12 Tubes aufgeteilt. Auch diese Proben
wurden unter den bereits zuvor genannten Bedingungen tiefgefroren. Hier verblieben sie bis

zur weiteren Aufarbeitung.

3.4 Blutentnahme

Im Rahmen der PULMOHOM-Studie wurden allen Teilnehmenden insgesamt 55ml Blut abge-
nommen. Diese Menge teilte sich auf acht Rohrchen wie folgt auf: 1x EDTA Vollblut (6ml),
Ix EDTA Plasma (6ml), 2x Serum (je 10ml), 2x Citrat (je 6ml), 1x PAXgene (2,5ml), 1x P100

(8,5ml). Dabei war auf eine vorgeschriebene Reihenfolge der Befiillung zu achten.

AnschlieBend daran wurden sowohl EDTA Vollblut als auch Pax Gene umgehend eingefroren.
Eine Tiefkiihltruhe stand bei -80 Grad Celsius fiir diese Zwecke zur Verfiigung. Die Citrat-,
EDTA-Plasma- sowie P100-R6hrchen wurden zunichst bei 2500g und 20 Grad Celsius fiir 20
Minuten zentrifugiert, wofiir eine Zentrifuge der Firma Beckmann Coulter Typ Allegra X-30R
centrifuge genutzt wurde. Nach 30 Minuten wurde das Serum fiir 10 Minuten bei 1300g und 20
Grad Celsius ebenfalls in die Zentrifuge gegeben. Der jeweilige Uberstand ist schlieBlich in die
entsprechenden Sekundirréhrchen eingefiillt und ebenfalls tiefgefroren worden. Dariiber hin-
aus wurde auch das EDTA-Pellet in der Kiihltruhe bei -80 Grad Celcius verwahrt. Der Proben-

transport fand auf Trockeneis statt.

3.5 Laborchemischer Nachweis von DKK1 und DKK3

Der laborchemische Teil der Arbeit wurde durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dr. R. Bals
unter der Leitung von Dr. Herr durchgefiihrt.

Die Konzentration von DKK-1 und DKK-3 in humanem EDTA-Plasma und BALF wurde mit-
tels ELISA nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt (R&D Systems Europe, Abington, UK).
Fiir die Messung von DKK-1 (DY 1906, R&D Systems, Europe, Arlington UK) und DKK-3
(DY1118, R&D Systems, Europe, Arlington UK) wurde das DuoSet ELISA System des Her-
stellers verwendet. Dazu sind die Analysenplatten (96-Well) am Abend zuvor mit dem Fénger-
Antikorper beschichtet und {iber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert worden. Am néichsten
Tag wurden die Platten mit Waschpuffer (0,05% Tween 20 in PBS, pH 7.2-7.4) gewaschen (3
x 300 pul pro Well) und danach fiir eine Stunde mit Blockierungspuffer (300 ul pro Well) bei
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Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Im Anschlufl daran wurde nochmals 3 x mit
Waschpuffer gewaschen und schlieBlich mit 100 pl des Patientenmaterials oder Standard-
reihe/Hintergrundkontrolle beladen. Als Standardreihe wurde eine Verdiinnungsreihe in Dup-
likaten eines Proteinstandards mit bekannter Konzentration und eine ,,Hintergrundkontrolle® in

separaten Wells aufgetragen.

Das Patientenmaterial musste vor dem Auftragen auf die Analyseplatte unterschiedlich ver-
diinnt werden, um innerhalb der Nachweisgrenzen des Tests zu bleiben. BALF-Proben wurden
unverdiinnt gemessen, EDTA-Plasma wurde fiir DKK-1 1:20 und fiir DKK-3 1:50 verdiinnt.
Beide Verdiinnungen wurden mit dem Blockierungspuffer hergestellt, der auch fiir die Stan-

dardreihe und zum Blockieren der Platte verwendet wurde.

Die Proben wurden auf einem Schiittler fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
einem erneuten Waschschritt (3 x mit jeweils 300 ul/Well) wurde jeweils 100 pl des biotiny-
lierten Detektions-Antikorpers in die Wells pipettiert. Die Platten wurden danach wieder fiir 2
h auf einem Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte wieder ein Waschschritt
(3 x 300 pul/Well) und anschlieBend die Inkubation mit dem an Streptavidin gekoppelten Enzym
(HRP, Meerettichperoxidase, 100 pl / Well). Nach 20 Minuten Inkubation auf einem Schiittler
wurde wieder gewaschen (3 x 300 pl / Well) und anschlieBend 100 pl des Substrats (TMB,
Tetramethylbenzidin) in jedes Well pipettiert. Die Platten wurden nun lichtgeschiitzt fiir maxi-
mal 20 Minuten auf einem Schiittler inkubiert. Die Reaktion der HRP mit TMB wurde durch
die Zugabe von 50 pl 2 N H2SO4 gestoppt.

In Abhidngigkeit der Konzentration des Analyten kann nun ein Farbumschlag beobachtet wer-
den, der mit einem Photometer (Platereader FLUOstar Omega, BMG Labtech, Ortenberg,
Deutschland) gemessen werden kann und anschlieend durch die Analysesoftware (MARS
Data Analysis Software, 3.1, BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland) mit dem Farbumschlag

der Standardreihe und der Hintergrundkontrolle verrechnet werden kann.

3.6 Statistische Methoden

Fiir die statistische Auswertung wurde das Programm SPSS Version 27 (IBM 2020) herange-

zogen. Tabellen und Abbildungen sind hiermit erstellt worden.

Zu Beginn der Arbeit wurde die endobronchiale Konzentration von DKK 1 und DKK3 auf Nor-
malverteilung gepriift. Diese wurde mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests ermittelt und lag bei p <
0,05 nicht vor. Auf dieser Grundlage wurde zur Korrellationsfindung zwischen den metrischen

Variablen der Spearman-Test angewandt. Im Vergleich zwischen metrischen und qualitativen
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Merkmalen wurden Man-Whitney-U- sowie Kruskal-Wallis-Test verwendet. Der Erste kam bei
dem Vergleich von zwei Gruppen und der Zweite bei dem Vergleich mehrerer Gruppen zum

Tragen. Bei allen Tests galt dabei ein Signifikanzwert von p < 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Studienkollektiv

Innerhalb unseres Beobachtungszeitraumes konnte eine Vielzahl von Patientinnen und Patien-
ten fiir die PULMOHOM-Studie gewonnen werden. Dabei wurden schlieBlich 231 Probandin-
nen und Probanden hinsichtlich der endobronchialen Auspriagung von DKK1 und DKK3 un-

tersucht.

Innerhalb dieser Gruppe erhielten 204 Betroffene eine definitive pulmologische Diagnose. In
27 Féllen konnte keine Diagnose gestellt werden. Es wurden 105 Tumor-, 18 COPD-, 44 ILD-
, 28 Sarkoidose- sowie 9 Bronchiektasepatientinnen und -patienten eingeschlossen (Abbildung

4).
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Abbildung 4 Histogramm zu den Hiufigkeiten der Diagnosen

In dieser Abbildung sind die Haufigkeiten der einzelnen Diagnosen dargestellt. Dabei sind die absoluten Haufig-
keiten (y-Achse) gegen die Diagnosen (x-Achse) aufgetragen.

Insgesamt waren 153 Personen minnlich, was mit 66,2% der iiberwiegenden Mehrheit ent-
sprach, und 78 Frauen (33,8%). Das Geschlechterverhéltnis wurde entsprechend dem Shapiro-
Wilk-Test auf Normalverteilung untersucht. Das Signifikanzniveau war fiir 5% festgelegt. Eine

Normalverteilung wurde ausgeschlossen.
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Die Altersverteilung der Studienteilnehmenden lag zwischen 22 und 89 Jahren, wobei der Mit-
telwert 62,7 + 13,05 Jahren entsprach. Das durchschnittliche Alter der Méanner betrug 63,58 +
12,89. Bei den Frauen lag der Wert bei 61,18 + 13,30.

Entsprechend dem Shapiro-Wilk-Test wurde eine Normalverteilung sowohl fiir das ménnliche

(< 0,001) als auch weibliche (p= 0,002) Geschlecht ausgeschlossen (Abbildung 5).

50 Mittelwert = 62,7
std.-Abw. = 13,178
N =234
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Abbildung 5 Histogramm der Altersverteilung

In dieser Abbildung ist die Altersverteilung der Studienteilnehmenden dargestellt. Es werden absolute Haufigkeit
(y-Achse) gegen Alter (x-Achse) aufgetragen. Das Histogramm zeigt keine Normalverteilung.

Ferner wurden die Studienteilnehmenden beziiglich weiterer Messwerte untersucht. Hierzu
zahlten: BMI, Pack-years, FEV1 in %, IVC in %, RV in %, TLC in % sowie FEV1/VC in %.

Die Informationen wurden tabellarisch zusammengefasst (Tabelle 1).

Messwert Min. Max. MW SD N
Alter 22 89 62,8 13,05 231
BMI 15,25 46,3 26,88 5,34 166
Pack-years 0 300 35,1 40,5 159
FEV1% 14,2 139 73,67 22,65 188
IVC% 24,1 1006 85,67 71,47 181
RV in % 18,8 321 127,38 51,5 180
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TLC in % 2,27 183,3 96,23 24,18 183
FEV/VC in % 26 99 69,05 14,53 190

Tabelle 1 Ubersichtstabelle Messwerte

In dieser Tabelle sind deskriptive Informationen zu einzelnen Messwerten aufgelistet. Es werden Minimum
(Min.), Maximum (Max.), Mittelwert (MW) sowie Standardabweichung (SD) und Stichprobengrofle (N) angege-
ben.

Die Proben der Studienteilnehmenden wurden dariiber hinaus beziiglich der Biomarker DKK1

und DKK3 laborchemisch untersucht.

Fiir DKK1 ergab sich ein Mittelwert von 106,49 + 91,53. Bei DKK3 entsprach der Mittelwert
1371,31 + 1468,03.

Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests wurde die Auspragung der Biomarker auf Normalverteilung
gepriift. Hierbei galt es die Nullhypothese bei einem p-Wert < 0,05 abzulehnen. DKK1 war
gemiBl dem Shapiro-Wilk-Test nicht normalverteilt, p< 0,001. Gleiches galt fiir DKK3, p<
0,001.

Die nachfolgenden Abbildungen veranschaulichen die Verteilung der jeweiligen Konzentrati-

onen innerhalb der Gruppen (Abbildung 6, Abbildung 7).

120 Mittelwert = 106,490
Std.-Abw. = 91,533
N =231
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Abbildung 6 Histogramm zur Ausprigung von DKK1
In dieser Abbildung wird die Héaufigkeit (y-Achse) gegen die DKK1-Konzentration (x-Achse) aufgefiihrt.
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Abbildung 7 Histogramm zur Ausprigung von DKK3
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In dieser Abbildung wird die Haufigkeit (y-Achse) gegen die DKK3-Konzentration (x-Achse) aufgefiihrt.

SchlieBlich wurden Mittelwert und Standardabweichung fiir 0.g. Messwerte fiir die verschiede-

nen Gruppen berechnet. Somit war eine Vergleichbarkeit zwischen den Diagnosen mdglich.

Die Ergebnisse wurden erneut tabellarisch aufgefiihrt (Tabelle 2).

Merk- Lungen- Bronchiek-
mal CA COPD ILD Sarkoidose tasen unklar
101,7 + 98,149 + 113,057 + 83,596 + 65,108+ 36,831 +
DKK1 84,565 41,835 68,869 41,794 23,625 13,839
1047,07 + 1039,909 + 2637,509+ 1677,799+ 1170,993 + 349,409 +
DKK3 1271,004 1586,029 1685,767 1621,786 1615,124 396,226
67,59 + 64,89 + 54,16 + 61,11 + 59,56 + 58,7+
Alter 8,03 16,15 13,07 14,8 10,71 17,29
26,376 + 25,699 + 28,486 + 24,187 + 28,813+ 28,461 +
BMI 5,196 5,326 4,533 5,397 5,391 4,444
Pack- 43481 + 37,2 + 5,476 + 16,6 + 32,5+ 27 +
years 30,615 26,427 8,262 19,175 22,174 41,677
FEVlin 67,762+ 58,28 + 91,733 + 82,953 + 81,95+ 76,267 +
% 21,629 22,772 18,965 21,623 18,41 10,584
IVCin 78,365 + 76,49 + 90,751 + 139,293 + 85,125+ 76,433 +
% 19,403 16,018 18,626 241,085 13,729 8,394
142,369 + 173,29 + 99,371 + 85,78 £ 110,425+ 106,767 +
RV in % 47215 81,905 22,364 25,422 23,482 16,5
TLCin 102,341+ 111,22 + 93,757 £ 71,911 + 90,8 £ 73,2+
% 19,194 31,11 15,748 29,243 12,838 30,457
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FEVI/V 64,11 + 59,44 + 78,38 + 83,73 + 73,07 £ 76,77 £
Cin% 14,01 15,894 6,176 5,535 9,536 2,304

Tabelle 2 Vergleich Messwerte zwischen den Diagnosegruppen

In dieser Tabelle werden deskriptive Informationen wie Mittelwert und Standardabweichung angegeben. Be-
zugsgrofle ist dabei das jeweilige Merkmal.

4.2 Korrelation DKK1/3 und Diagnose

In der Arbeit wurde mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests fiir unabhidngige Stichproben untersucht,
ob signifikante Unterschiede zwischen dem Auftreten von DKK1/3 und den diversen Diagno-
sen bestand. Hier galt es bei einem Signifikanzniveau von p< 0,05 die Nullhypothese abzu-
lehnen. Dariiber hinaus wurde der Dunn-Bonferroni-Test als post-hoc-Test angewandt. Dieser
ermoglichte den paarweisen Vergleich der verschiedenen Gruppen. Es wurden der asymptoma-

tische Signifikanzwert p sowie die Standardteststatistik Z betrachtet.

Im Ergebnis zeigte sich, dass die DKK1-Konzentration durch die Art der Diagnose nicht signi-
fikant beeinflusst ist, Kruskal-Wallis-H= 5,259; p= 0,385.

Fiir DKK3 konnte der Kruskal-Wallis-Test jedoch nachweisen, dass hier ein signifikanter Zu-
sammenhang bestand, Kruskal-Wallis-H= 23,916; p< 0,001. Folglich kamen wir zu der An-

nahme, dass die pulmologische Diagnose einen Einfluss auf die Auspragung von DKK3 hat.

AnschlieBend wurden post-hoc-Tests nach Dunn-Bonferroni durchgefiihrt. Es ergab sich eine

signifikante Unterscheidung bei DKK3 fiir folgende Gruppen:
e Lungenkarzinom (M= 582,548) vs. ILD (M= 1498,746), p< 0,001; Z=-3,838
e Lungenkarzinom (M= 582,548) vs. Sarkoidose (M= 1261,244), p=0,038; Z=-2,072
e COPD (M= 259,779) vs. ILD (M= 1498,746), p< 0,001; Z= -3,887
e COPD (M= 259,779) vs. Sarkoidose (M= 1261,244), p=0,005; Z=-2,777
e Diagnose unklar (M= 742,340) vs. ILD (M= 1498,746), p= 0,004; Z= 2,865

Die Ergebnisse wurden nachfolgend veranschaulicht (Abbildung 8, Abbildung 9).
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Abbildung 8 Boxplot zur Ausprigung von DKK1 und Diagnosen

Die Abbildung veranschaulicht den Vergleich der Mediane von DKK1 (y-Achse) mit den verschiedenen Diagno-
sen (x- Achse). Zusitzlich werden auch Quartile und Ausreiller abgebildet.
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Abbildung 9 Boxplot zur Ausprigung DKK3 und Diagnosen

Die Abbildung veranschaulicht den Vergleich der Mediane von DKK3 (y-Achse) mit den verschiedenen Diagno-
sen (x- Achse). Zusétzlich werden auch Quartile und Ausreifler abgebildet.
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Ferner wurde die Effektstirke nach Pearson berechnet: r = | % | , wobei Z der Standardteststa-

tistik und n der Stichprobengrof3e entspricht [34]. Bei der Beurteilung der Effektgrofle wurde
die Einteilung nach Cohen (1992) herangezogen. Es galt: r= 0,1 entspricht einem schwachen,

r= 0,3 entspricht einem mittleren, r= 0,5 entspricht einem starken Effekt [14].

Dabei handelte es sich bei folgenden Gruppen um einen mittleren Effekt:
e Lungenkarzinom vs. ILD, r= 0,31
e COPDvs. ILD, r=0,49
e Diagnose unklar vs. ILD, r= 0,34
Ein schwacher Effekt prisentierte sich fiir Lungenkarzinom vs. Sarkoidose, r= 0,18. Bei COPD

vs. Sarkoidose lag ein starker Effekt vor, r= 1.

4.3 Korrelation DKK1/3 und Ventilationsstorung

Auf Grundlage vorheriger Ergebnisse lie sich die Vermutung ableiten, dass die Auspriagung

der Biomarker mit der Art der Ventilationsstorung korreliert.

Hierfiir wurden die verschiedenen Krankheitsbilder nochmals in zwei Gruppen unterteilt. Ent-
sprechend des Kriteriums der pulmologischen Diagnose zeigten 123/195 Patientinnen und Pa-
tienten obstruktive und 72/195 restriktive Lungenfunktionsstérungen (63,1% vs. 36,9%). Lun-
genkarzinom und COPD wurden unter obstruktiven Ventilationsstorungen zusammengetfasst.

ILD und Sarkoidose bildeten die Gruppe der restriktiven Lungenfunktionsstdrungen.

Zur Auswertung wurde ein Mann-Whitney-U-Test berechnet. Dabei wurden insbesondere die
Mann-Withney-U-Statistik (U), die standardisierte Teststatistik (Z) sowie der asymptotische p-

Wert betrachtet. Das Signifikantniveau wurde fiir 5% festgelegt.

Die Verteilung von DKK1 in den beiden Gruppen unterschied sich nicht signifikant von einan-
der, U=4945,5; Z=1,361; p= 0,174. Dabei wurden die Mediane von DKK 1 zwischen obstruk-
tiven (M= 87,767) und restrikven (M= 95,33) Ventilationsstorungen unterschieden. Es wurde
nachfolgendes Balkendiagramm erstellt (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Balkendiagramm zur Ausprigung DKK1 und Ventilationsstérung

Die Abbildung stellt eine Korrelation zwischen DKK 1 und Ventilationsstorungen dar. Es gilt folgende Legende:
1= obstruktive Ventilationsstoruung, 2= restriktive Ventilationsstérung.

Im Falle von DKK3 gab es einen signifikanten Unterschied bei der Biomarkerauspragung zwi-
schen Obstruktion (M= 571,264) und Restriktion (M= 1565,888), U=6077; Z=4,336; p<0,001.
Der Pearson-Korrelationskoefizient zeigte eine mittlere Effektstérke, r= 0,31. Dies ist in der

folgenden Abbildung dargestellt (Abbildung 11).
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Abbildung 11 Balkendiagramm zur Ausprigung DKK3 und Ventilationsstérung

Die Abbildung stellt eine Korrelation zwischen DKK3 und Ventilationsstorungen dar. Es gilt folgende Legende:
1= obstruktive Ventilationsstoruung, 2= restriktive Ventilationsstérung.
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Es stellte sich heraus, dass insbesondere niedrigere DKK3-Konzentrationen mit dem Vorhan-
densein einer obstruktiven Lungenfunktionsstdrung korrellierten.

Im weiteren Verlauf wurde o.g. Gruppeneinteilung erneut vorgenommen. Die Zuteilung zur
Art der Ventilationsstorung erfolgte nun nach Auswahlkriterien der Lungenfunktionsparame-

tern. Es wurde definiert, dass bei einem Tiffeneau-Index (FEV1/VC in %) < 70% eine Ob-

struktion und bei TLC < 80% eine Restriktion vorliegt.

Daraus ergab sich, dass in 82/190 Fillen (35,3%) eine obstruktive und in 44/183 Fillen (24%)
eine restriktive Ventilationsstorung vorlag. Die niedrigeren Fallzahlen resultierten aus unvoll-

stindigen Lungenfunktionsmessungen.

Im Ergebnis zeigte sich erneut, dass zwischen DKK1 und Art der Ventilationsstérung kein Zu-
sammenhang bestand. Im Mann-Whitney-U-Test fiel kein Unterschied zwischen DKK1 und
dem Vorliegen einer Obstruktion bei Tiffeneau-Index < 70% sowie Tiffeneau-Index > 70% auf,
U= 4738,5; Z= 0,827; p= 0,408. Gleiches galt fiir DKK1 und den Vergleich TLC< 80% und
TLC> 80% vor dem Hintergrund einer Restriktion, U= 3051; Z=-0,23; p= 0,982.

AuBerdem wurden die Mediane von DKK1 innerhalb der Gruppen unterschieden. Hier zeigten
sich folgende Ergenisse: M_Tiffeneau< 70%=91,638; M Tiffeneau> 70%= 87; M_TLC<
80%= 89,93; M_TLC> 80%= 88,65. Die nachfolgenden Abbildungen dienen der Visualisie-
rung des Mann-Whitney-U-Tests (Abbildung 12, Abbildung 13).
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Abbildung 12 Balkendiagramm zur Ausprigung von DKK1 und Obstruktion

Die Abbildung stellt eine Korrelation zwischen DKK 1 und Obstruktion dar. Es gilt folgende Legende: 0= keine
Obstruktion, 1= Obstruktion,
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0 1

N =139 N =44
Mittlerer Rang = 92,05 |Mittlerer Rang = 91,84

1000,000 1000,000

750,000 750,000

DKK1
A

500,000 500,000

250,000 250,000

80 60 40 20 0 20 40 60 80 '

Haufigkeit Haufigkeit

Abbildung 13 Balkendiagramm zur Ausprigung von DKK1 und Restriktion

Die Abbildung stellt eine Korrelation zwischen DKK 1 und Restriktion dar. Es gilt folgende Legende: 0= keine
Restriktion, 1= Restriktion.

DKK3 hingegen konnte als Biomarker fiir obstruktive Ventilationsstorungen gewertet werden.
Der Man-Whitney-U-Test zeigte einen statistisch signifikanten Unterschied fiir DKK3 zwi-
schen Tiffeneau-Index < 70% (M= 539,625) und > 70% (M= 951,714), U= 3005,5; Z= -3,789;
p< 0,01. Fiir den Vergleich von DKK3 zwischen TLC< 80% (M= 1371,072) und TLC> 80%
(M= 583,52) war eine signifkante Unerscheidung ebenfalls moglich, U= 4184,5; Z= 3,679; p=
0,002. Die Effektstirke nach Cohen ergab fiir die Obstruktion einen moderaten Effekt, r=-0,36.
Fiir die Restriktion galt ein schwacher Effekt, 7= 0,27. Nachfolgende Abbildungen veranschau-
lichen die Ergebnisse (Abbildung 14, Abbildung 15).
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Abbildung 14 Balkendiagramm zur Ausprigung von DKK3 und Obstruktion

Die Abbildung stellt eine Korrelation zwischen DKK3 und Obstruktion dar. Es gilt folgende Legende: 0= keine
Obstruktion, 1= Obstruktion.
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Abbildung 15 Balkendiagramm zur Ausprigung von DKK3 und Restiktion

Die Abbildung stellt eine Korrelation zwischen DKK3 und Restriktion dar. Es gilt folgende Legende: 0= keine
Restriktion, 1= Restriktion.

4.4 Auswertung Lungenfunktion

Der Anspruch der Forschungsarbeit war es aullerdem, die Bedeutung der Diagnosekriterien zu
verifizieren. Dabei wurde wie schon bereits zuvor definiert, dass bei einem Tiffeneau-Index <

70% eine obstruktive und bei TLC < 80% eine restriktive Ventilationsstorung vorliegt.
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Fiir diese Fragestellung wurde der Chi-Quadrat-Test durchgefiihrt. Es wurden die Unterschiede
in den Haufigkeiten von Diagnose und Tiffeneau-Index bzw. TLC tiberpriift. y* entspricht dabei
dem Pearson-Chi-Quadrat-Wert und p dem asymptotischen Signifikanzwert. Das Signifikanz-

niveau war 5%.

Der Chi-Quadrat-Test zeigte, dass es einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen

Diagnose und Tiffeneau-Index < 70% bzw. > 70% gibt, y>= 49,981, p< 0,001.

Zusammenfassend liel sich festhalten, dass der Tiffeneau-Index < 70% innerhalb der
PULMOHOM-Studie als verléssliches Kriterium fiir eine obstruktive Lungenerkrankung her-
angezogen werden konnte. Demnach werden Lungenkarzinom und COPD zu dieser Gruppe

gezdhlt.

Bei genauerer Betrachtung der nachstehenden Kreuztabelle wurde eine statistisch signifikante
Unterscheidung fiir FEV1 insbesondere innerhalb der Gruppen Lungenkarzinom und ILD ge-
funden (Tabelle 3).

Diagnose SPSS Tiffeneau >70% | Tiffeneau <70% gesamt
1 Anzahl 37 60 97
% von Diagnose 38,1% 61,9% 100,0%
% von Tiffeneau-Index 34,3% 73,2% 51,1%
% der Gesamtzahl 19,5% 31,6% 51,1%
2 Anzahl 4 11 15
% von Diagnose 26,7% 73,3% 100,0%
% von Tiffeneau-Index 3,7% 13,4% 7,9%
% der Gesamtzahl 2,1% 5,8% 7,9%
3 Anzahl 30 4 34
% von Diagnose 88,2% 11,8% 100,0%
% von Tiffeneau-Index 27,8% 4,9% 17,9%
% der Gesamtzahl 15,8% 2,1% 17,9%
4 Anzahl 19 0 19
% von Diagnose 100,0% 0,0% 100,0%
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% von Tiffeneau-Index 17,6% 0,0% 10,0%
% der Gesamtzahl 10,0% 0,0% 10,0%
5 Anzahl 6 3 9
% von Diagnose 66,7% 33,3% 100,0%
% von Tiffeneau-Index 5,6% 3,7% 4,7%
% der Gesamtzahl 3,2% 1,6% 4,7%
6 Anzahl 12 4 16
% von Diagnose 75,0% 25,0% 100,0%
% von Tiffeneau-Index 11,1% 4.9% 8,4%
% der Gesamtzahl 6,3% 2,1% 8,4%

Tabelle 3 Kreuztabelle fiir Chi-Quadrat-Test fiir Tiffeneau-Index

Im Rahmen des Chi-Quadrat-Tests ergibt sich obige Kreuztabelle.Fiir die Diagnose gilt folgende Legende: 1=
Lungenkarzinom, 2= COPD, 3= ILD, 4= Sarkoidose, 5= Bronchicktasen, 6= unklar

Des Weiteren wurde nachvollzogen, dass es ebenso einen statistisch signifikanten Zusammen-

hang zwischen Diagnose und TLC < 80% bzw. TLC> 80% gibt, %*>= 21,868, p=0,001.

Eine statistisch signifikante Unterscheidung fiir TLC zeigte sich innerhalb der Gruppen Lun-

genkarzinom und Sarkoidose (Tabelle 4).

Diagnose SPSS TLC>80%| TLC<80% gesamt
1 Anzahl 81a 11y 92
Erwartete Anzahl 69,9 22,1 92,0
% von Diagnose 88,0% 12,0% 100,0%
% von TLC 58,3% 25,0% 50,3%
2 Anzahl 11a 4, 15
Erwartete Anzahl 11,4 3,6 15,0
% von Diagose 73,3% 26,7% 100,0%
% von TLC 7,9% 9,1% 8,2%
3 Anzahl 22 12, 34
Erwartete Anzahl 25,8 8,2 34,0

-32-



Ergebnisse

% von Diagose 64,7% 35,3% 100,0%
% von TLC 15,8% 27,3% 18,6%
4 Anzahl &a 11y 19
Erwartete Anzahl 14,4 4,6 19,0
% von Diagose 42,1% 57,9% 100,0%
% von TLC 5,8% 25,0% 10,4%
5 Anzahl Ta 2, 9
Erwartete Anzahl 6,8 2,2 9,0
% von Diagose 77,8% 22.2% 100,0%
% von TLC 5,0% 4,5% 4,9%
6 Anzahl 10, 4, 14
Erwartete Anzahl 10,6 34 14,0
% von Diagose 71,4% 28.,6% 100,0%
% von TLC 7,2% 9,1% 7,7%

Tabelle 4 Kreuztabelle fiir Chi-Quadrat-Test fiir TLC

Im Rahmen des Chi-Quadrat-Tests ergibt sich obige Kreuztabelle. Fiir die Diagnose gilt folgende Legende: 1=
Lungenkarzinom, 2= COPD, 3= ILD, 4= Sarkoidose, 5= Bronchicktasen, 6= unklar

Letztendlich reichte das Kriterium TLC < 80% alleine jedoch nicht aus, um eine restriktive
Lungenfunktionsstorung innerhalb der PULMOHOM-Studie zu detektieren. Hiernach zdhlte
ausschlieBlich Sarkoidose und nicht ILD zur Gruppe der restriktiven Lungenerkrankungen.

Diese Feststellung wurde kritisch betrachtet.

4.5 Korrelation DKK1/3 und Lungenfunktionsparameter

Die menschliche Lungenfunktion kann durch die Spirometrie objektiviert werden. Auch im
Rahmen der PULMOHOM-Studie haben sich die Probandinnen und Probanden dieser Diag-

nostik unterzogen.

Zur Bestimmung der Stirke des linearen Zusammenhangs zwischen DKK1/3 und Lungenfunk-
tion wurde die Pearson-Produkt-Moment-Korrelation berechnet. Dabei wurden insbesondere
der Korrelationskoeffizient r sowie der Signifikanzwert p betrachtet. Der perfekte positive Zu-
sammenhang wird durch r= +1 beschrieben, wihrend r= -1 den perfekten negativen Zusam-

menhang wiedergibt [15].
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Die Interpretation der Ergebnisse wurde nach Cohen vorgenommen. Hier galt: geringe/schwa-
che Korrelation fiir r] = 0,10; mittlere/moderate Korrelation fiir |r| = 0,30; groBe/starke Korre-

lation fiir |r| = 0,50 [15].

Dariiber hinaus wurden die Resultate in einer Poweranalyse ausgewertet. Die statistische Power

1-B gibt an, wie grof3 die Wahrscheinlichkeit eines Fehlers 2. Art ist [15].

Die Pearson-Korrelation fiir die Auspragung von DKK1 und den verschiedenen Lungenfunkti-

onsparametern ergab fiir folgende Messwerte einen geringen/schwachen Effekt (Tabelle 5):

Lungenfunktionswert r P 1-8
FEV1 -0,126 0,082 0,41153
FEV in % -0,124 0,9 0,39722
FEV1/VCin % -0,154 0,034 0,5661

Tabelle 5 Ubersicht Pearson-Korrelation fiir DKK1 und Lungenfunktionsparameter

Legende: r= Pearson-Korrelationskoeffizient, p= Signifikanzwert, 1-B= Fehler 2. Art

Eine statitsische Signifikanz zeigte sich dabei lediglich fiir den Tiffeneau-Index, p= 0,034. Zu-
dem fiel auf, dass es sich um eine negative Korrelation handelte, = -0,154. Mit steigendem

Tiffeneau-Index nimmt die DKK1 Konzentration also folglich ab.

Fiir den Zusammenhang DKK3 und Lungenfunktionsparameter zeigte die Pearson-Korrelation

einen schwachen/geringen Effekt (Tabelle 6):

Lungenfunktionswert r D 1-p
FEVI 0,158 0,029 0,5886
FEVI in % 0,229 0,002 0,885
FEV1/VCin % 0,268 <0,001 0,96451
TLC in % -0,287 <0,001 0,97787
TLCO 0,108 0,273 0,19426

Tabelle 6 Ubersicht Pearson-Korrelation fiir DKK3 und Lungenfunktionsparameter

Legende: r= Pearson-Korrelationskoeffizient, p= Signifikanzwert, 1-B= Fehler 2. Art

Die Ergebnisse waren statistisch signifikant, p< 0,05. Eine Ausnahme stelle TLCO dar, p=
0,273. Ferner lieB sich aus der Tabelle ableiten, dass es sich um positive Zusammenhénge han-

delte. Davon ausgenommen war TLC (in %).
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Ein mittlerer/moderater Effekt wurde fiir DKK3 und nachfolgende Werte festgestellt (Tabelle
7):

Lungenfunktionswert r P 1-p
RV -0,323 <0,001 0,99544
RVin % -0,321 <0,001 0,9934

Tabelle 7 Ubersicht Pearson-Korrelation fiir DKK3 und Lungenfunktionsparameter

Legende: r= Pearson-Korrelationskoeffizient, p= Signifikanzwert, 1-B= Fehler 2. Art

Die Zusammenhénge waren statistisch signifikant, p< 0,05. Es zeigte sich ein inverser Zusam-

menhang.

4.6 Weitere Korrelationen

Fiir das Aufsuchen von Zusammenhingen zwischen den Biomarkern DKK1/3 und weiteren
Merkmalen wurde erneut die Pearson-Produkt-Moment-Korrelation herangezogen. Dabei wur-
den der Pearson-Korrelationskoeffizient » sowie der Signifikanzwert p betrachtet. Das Signifi-

kanzniveau wurde auf 5% festgelegt.

Hinsichtlich DKK1 ergab sich keine statistisch signifikante Korrelation fiir Biomarker und Al-
ter, BMI sowie Pack-years (Tabelle 8).

Mermal r D
Alter 0,041 0,535
BMI -0,046 0,556
Pack-years -0,009 0,911

Tabelle 8 Ergebnisiibersicht Pearson-Produkt-Moment-Korrelation

Legende: = Korrelationskoeffizient, p= Signifikanzwert

Auch DKK3 zeigte keine signifikante Interaktion zwischen Biomarker und Alter sowie BMI.
Eine negative Korrelation mit mittlerem/moderatem Effekt konnte jedoch fiir Pack-years nach-
gewiesen werden, 7= -0,341, p< 0,001, 1-B= 0,9936. Hieraus lie sich schlussfolgern, dass mit
zunehmender Anzahl der Raucherjahre die Konzentration von DKK3 sinkt (Tabelle 9).
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Merkmal r y
Alter -0,02 0,758
BMI 0,093 0,236
Pack-years -0,341 <0,001

Tabelle 9 Ergebnisiibersicht Pearson-Produkt-Moment-Korrelation

Legende: = Korrelationskoeffizient, p= Signifikanzwert

Ferner wurde der Zusammenhang zwischen DKK1/3 und dem Geschlecht mit Hilfe des Man-
Whitney-U-Tests untersucht. Fiir DKK1 liel3 sich keine Signifikanz berechnen, U= 6396; Z=
0,893, p=0,372. Dies galt auch fiir DKK3, U= 5618, Z=-0,727, p= 0,467.

Dariiberhinaus wurde keine statistisch signifikante Korrelation zwischen DKK1 und den erho-
benen Blutwerten, p> 0,05 festgestellt. Fiir DKK3 wurde ein Zusammenhang zwischen Bio-
marker und Harnstoff gefunden, = - 0,166; p= 0,031. Das Ergebnis war als negative Korrela-
tion von geringem Effekt zu werten. Alle weiteren Betrachtungen zeigten keine statistische

Signifikanz, p> 0,05.

Nachfolgende Tabelle gibt die Ergebnisse der Pearson-Produkt-Moment-Korrelation wieder
(Tabelle 10).

Laborparameter SPSS DKK3
Leukozyten Pearson-Korrelation 0,055 -0,131
Sig. (2-seitig) 0,471 0,088
N 172 172
Erythrozyten Pearson-Korrelation -0,007 -0,058
Sig. (2-seitig) 0,925 0,452
N 172 172
Thrombozyten Pearson-Korrelation 0,106 -0,036
Sig. (2-seitig) 0,167 0,636
N 172 172
Hamoglobin Pearson-Korrelation -0,078 -0,054
Sig. (2-seitig) 0,307 0,481
N 172 172
Kreatinin Pearson-Korrelation 0,071 -0,057
Sig. (2-seitig) 0,357 0,458
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N 171 171
Harnstoff Pearson-Korrelation 0,003 -, 166"
Sig. (2-seitig) 0,967 0,031
N 168 168
CRP Pearson-Korrelation 0,033 0,070
Sig. (2-seitig) 0,666 0,364
N 171 171
Glucose Pearson-Korrelation 0,121 0,027
Sig. (2-seitig) 0,115 0,728
N 170 170

Tabelle 10 Ergebnisse Pearson-Produkt-Moment-Korrelation fiir DKK1/3 und Laborparameter

Im Rahmen der Pearson-Produkt-Moment-Korrelation ergibt sich obige Tabelle. Hierfiir gilt folgende Legende:
r= Pearsonkorrelationskoeffizient, p= Signifikanzwert, N= Stichprobengrofie.

4.7 Einflussfaktoren von DKK1/3

In einer Regressionsanalyse wurden mdgliche Einfliisse der verschiedenen Funktionsparamter

auf die BAL-Konzentrationen von DKK1 sowie DKK3 untersucht.

Es wurde eine univariate lineare Regressionsanalyse durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau p
wurde bei 5% festgelegt. Der Regressionskoeffizient b (nicht standardisiert), der multiple Kor-
relationskoeffizient R sowie das 95%-Konfidenzintervall fiir » wurden in die Betrachtung mit-
eingeschlossen. R kann Werte zwischen -1 und +1 annehmen und gibt die Korrelation zwischen
vorhergesagtem Modellwert und tatsdchlichem Kriteriumswert an. Die Interpretation erfolgte
nach Cohen (1988) wie folgt: |R|= 0,1 entspricht geringe/schwache Korrelation, |R|= 0,3 ent-

spricht mittlere/moderate Korrelation, |R|= 0,5 entspricht hohe/starke Korrelation [16].

Zu Beginn der Untersuchung wurden DKK1/3 als abhédngige und Lungenfunktionswerte als
unabhingige Variablen betrachet. Bei der univariaten Regressionsanalyse fiir DKK1 fiel der
relative Tiffeneau-Index als statitsisch signifikanter Vorhersagewert auf, b=-99,757, p= 0,034.
Die Korrelation war schwach, R= 0,154. Alle anderen Lungenfunktionswerte zeigten keine sta-

tistische Signifikanz (Tabelle 11).
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FEV1 -14,556 0,126 0,082 -30,987 1,874
FEVI1 in % -0,517 0,124 0,09 -1,116 0,081
FEV1/VCin % -99,757 0,154 0,034 -191,764  -7,751
IvC -8,241 0,078 0,288 -23,513 7,031
IVCin % 0,004 0,003 0,965  -0,191 0,199
RV 6,037 0,073 0,317  -5,838 17,912
RV in % 0,098 0,054 0,475  -0,173 0,37
TLC -0,405 0,028 0,708  -2,534 1,724
TLC in % 0,158 0,041 0,586  -0,413 0,729
TLCO -1,057 0,028 0,78  -8,557 6,443
TLCO in % -0,178 0,05 0,625 -0,9 0,543

Tabelle 11 Ergebnisiibersicht der univariaten linearen Regressionsanalysen fiir DKK1

Im Rahmen der univariaten Regressionsanaylsen fiir DKK1zeigen sich obige Ergebnisse. Es gilt folgende Le-
gende: b= Regressionskoeffizient, R= multipler Korrelationskoeffizient, p= Modell-Signifikanz, y_u= Unter-
grenze 95%-Konfidenzintervall, o= Obergrenze 95%-Konfidenzintervall fiir

FEVI, FEVI1 in %, FEV/VC in %, RV, RV in %, TLC in % stellten sich als statistisch signifi-

kante Vorhersagewerte flir den Biomarker DKK3 heraus. Eine schwache Korrelation wurde

dabei fiir FEV1, FEVI in %, FEV/VC sowie TLC herausgearbeitet, 0,1< R > 0,3. Fiir RV und

RV in % bestand eine moderate Korrelation, 0,3< R > 0,5. Die Interpretation der Ergebnisse

lautete wie folgt:

Fiir jede Zunahme von FEV1 um einen Liter steigt der DKK3-Wert um 284,494
Punkte an, b= 248,949, p= 0,029

Fiir jede Zunahme von FEV1 (%) um einen Prozentpunkt steigt der DKK3-Wert um
14,883 Punkte an, b= 14,883, p= 0,002

Fiir jede Zunahme von FEV/VC (%) um einen Prozentpunkt steigt der DKK3-Wert
um 2704,403 Punkte an, b= 1704,403, p< 0,001

Fiir jede Zunahme von RV um einen Liter sinkt der DKK3-Wert um 415,22 Punkte
ab, b=-415,222, p< 0,001

Fiir jede Zunahme von RV (%) um einen Prozentpunkt sinkt der DKK3-Wert um
9,133 Punkte ab, b= - 9,133, p<0,001

Fiir jede Zunahme von TLC (%) um einen Prozentpunkt sinkt der DKK3-Wert um
17,258 Punkte ab, b= 17,258, p<0,001

Die Ergebnisse der Regressionsanalysen sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengefasst

(Tabelle 12).

-38 -



Ergebnisse

Pridikator b R p ru y
FEVI 284,494 0,158 0,029 29,217 539,77
FEVI1 in % 14,883 0,229 0,002 5,72 24,046
FEV1/VC in % 2704,403 0,268 <0,001 1303,954 4104,853
IVC -74,131 0,045 0,5335 -309,653 161,39
IVCin % -1,603 0,078 0,294  -4,606 1,401
RV -415,222 0,323 <0,001 -590,971 -239,472
RV in % -9,133 0,321 <0,001 -13,113  -5,153
TLC 13,358 0,058 0,428 -19,806 46,522
TLC in % -17,258 0,287 <0,001 -25,716 -8,8
TLCO 85,753 0,108 0,273  -68,555 240,061
TLCO in % 5,503 0,074 0,469 -9,53 20,536

Tabelle 12 Ergebnisiibersicht der univariaten linearen Regressionsanalyse fiir DKK3

Im Rahmen der univariaten Regressionsanalyse ergeben sich fiir DKK3 obige Ergebnisse. Es gilt folgende Le-
gende: b= Regressionskoeffizient, R= multipler Korrelationskoeffizient, p= Modell-Signifikanz, y_u= Unter-
grenze 95%-Konfidenzintervall, o= Obergrenze 95%-Konfidenzintervall fiir

Die Studie untersuchte auB3erdem, inwieweit die dichotomen Merkmale Tiffencau-Index <70%
bzw. > 70% sowie TLC< 80% bzw. > 80% Vorhersagewerte fiir die DKK-Konzentration dar-

stellten.

In Bezug auf DKK1 eigneten sich die Merkmale nicht als statistisch signifikante Prédiktoren,
p>0,05. Dem gegeniiber priasentierte sich der Tiffeneau-Index < 70% als statistisch signifikan-
ter Pradikator fiir DKK3, b= -864,664, R= 0,293, p< 0,001. Tiffeneau-Index > 70% war hier
die Referenzkategorie. TLC < 80% fand sich ebenfalls als Pradikator fiir DKK3, b= 969,341,
R=0,285, p< 0,001, wobei TLC> 80% die Referenzkategorie darstellte. Ausformuliert bedeu-
tete die Regressionsanalyse:

e Die DKK3-Konzentration bei Tiffeneau-Index < 70% ist im Vergleich zu > 70% um

864,664 Punkte niedriger. Die Korrelation ist schwach.
e Die DKK3-Konzentration bei TLC < 80% ist im Vergleich zu TLC> 80% um 969,341

Punkte hoher. Die Korrelation ist schwach.

Die Ergebnisse der univariaten linearen Regressionsanalyse sind in den folgenden Ubersichten

dargestellt (Tabelle 13,Tabelle 14):
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Pridikator b R p xu y
Tiffeneau <70% 98,381 0,097 0,184  -8,774 45,444
TLC <80% -0,363 0,002 0,982 -32,612 31,886

Tabelle 13 Ergebnisiibersicht der univariaten linearen Regressionsanalyse fiir DKK1

Im Rahmen der univariaten Regresseionsanalyse fiir DKK1 ergeben sich obige Ergebnisse. Es gilt folgende Le-
gende: b= Regressionskoeffizient, R= multipler Korrelationskoeffizient, p= Modell-Signifikanz, x_u= Unter-
grenze 95%-Konfidenzintervall, o= Obergrenze 95%-Konfidenzintervall fiir b.

‘ Pridikator b R p xu y
Tiffeneau <70% 1732,523 0,293 <0,001 -1271,194 -458,134
TLC <80% 969,341 0,285 <0,001 491,823 1446,858

Tabelle 14 Ergebnisiibersicht der univariaten linearen Regressionsanalyse fiir DKK3

Im Rahmen der univariaten Regresseionsanalyse fiir DKK3 ergeben sich obige Ergebnisse. Es gilt folgende Le-
gende: b= Regressionskoeffizient, R= multipler Korrelationskoeffizient, p= Modell-Signifikanz, y_u= Unter-
grenze 95%-Konfidenzintervall, o= Obergrenze 95%-Konfidenzintervall fiir b.

Neben der Lungenfunktion wurden diverse andere Merkmale als potentielle Pradiktoren analy-

siert.

Es zeigte sich, dass Alter, BMI, Pack-years sowie Geschlecht die DKK1-Konzentration nicht

beeinflussen, p> 0,05. Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die einzelnen Er-
gebnisse (Tabelle 15):

Pradikator

Alter 0,288 0,041 0,535 -0,625 1,2
Sex -4,775 0,025 0,709 -29914 20,365
BMI -0,875 0,046 0,556 -3,801 2,051
Pack-years -0,017 0,009 0,911 -0,319 0,285

Tabelle 15 Ergebnisiibersicht der univariaten linearen Regressionsanalysen fiir DKK1

Im Rahmen der univariaten Regresseionsanalyse fiir DKK1 ergeben sich obige Ergebnisse. Es gilt folgende Le-
gende: b= Regressionskoeffizient, R= multipler Korrelationskoeffizient, p= Modell-Signifikanz, y_u= Unter-
grenze 95%-Konfidenzintervall, o= Obergrenze 95%-Konfidenzintervall fiir b.

Auch bei der Auswertung der univariaten Regressionsanalysen fiir DKK3 erwiesen sich Alter,
Geschlecht und BMI als nicht statistisch signifikante Vorhersagewerte, p> 0,05. Dagegen kann
das Kriterium Pack-years als statistisch signifikanter Pradikator angesehen werden, b=-12,587;

p< 0,001. Die Interpretation lautete deshalb wie folgt: Fiir jedes weitere Raucherjahr sinkt die
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DKK3-Konzentration um 12,587. Der multiple Korrelationskoeffizient zeigte hierfiir eine mitt-

lere/moderate Korrelation an, R= 0,341 (Tabelle 16).

Pradikator b R D xu x o0
Alter -2,294 0,02 0,758  -16,94 12,351
Sex 25,297 0,008 0,902 -378,004 428,598
BMI 26,434 0,093 0,236 -17,437 70,306
Pack-years -12,587 0,341 <0,001 -18,054 -7,119

Tabelle 16 Ergebnisiibersicht der univariaten linearen Regressionsanalysen fiir DKK3

Im Rahmen der univariaten Regresseionsanalyse fiir DKK3 ergeben sich obige Ergebnisse. Es gilt folgende Le-
gende: b= Regressionskoeffizient, R= multipler Korrelationskoeftizient, p= Modell-Signfikanz, y u= Unter-
grenze 95%-Konfidenzintervall, y o= Obergrenze 95%-Konfidenzinterdall fiir 5.

_4] -



Diskussion

5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Zusammenhéinge zwischen der endobronchialen Konzent-
ration von DKK /3 und unterschiedlichen pulmologischen Merkmalen zu untersuchen. Hierbei
stand insbesondere der Vergleich zwischen DKK1/3 und obstruktiven bzw. restriktiven Lun-

genfunktionsstorungen im Mittelpunkt der Betrachtung.

Insgesamt wurden 231 Patientinnen und Patienten zwischen 03/2014 und 06/2019 in die For-

schungsarbeit eingeschlossen.

Die wesentlichen Erkenntnisse der statistischen Analyse sind:
e Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen endobronchialer DKK3-
Konzentration und pulmologischer Grunderkrankung.
e Die Auspriagung von DKK3 héngt wesentlich von der Art der Ventilationsstorung ab.
e Es gibt signifikante Korrelationen zwischen DKK3 und Lungenfunktionsparametern.
e Die Anzahl der Raucherjahre beeinflusst die DKK3-Konzentration merklich.
Somit ist restimierend festzuhalten, dass die vorliegende Studie neue Erkenntnisse beziiglich

des Biomarkers DKK3 hervorbringt und im Anschluss diskutiert.

5.1 DKKS3 als Biomarker fiir pulmologische Krankheitsbilder

Die Forschungsarbeit zeigt, dass ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der en-
dobronchialen DKK3-Konzentration und der pulmologischen Grunderkrankung besteht. Die
Ergebnisse belegen, dass eine Unterscheidung der Biomarkerauspragung insbesondere zwi-
schen folgenden Gruppen moglich ist:

e Lungenkarzinom vs. ILD

e Lungenkarzinom vs. Sarkoidose

e COPDvs. ILD

e (COPD vs. Sarkoidose

e Diagnose unklar vs. ILD

Dabei ist festzuhalten, dass der Median der DKK3-Konzentration der Gruppen Lungenkarzi-
nom und COPD im Vergleich zu den Gruppen ILD und COPD deutlich niedriger ist.

In einer Forschungsarbeit von Yue et al. [30] wurde bereits 2008 beschrieben, dass eine Asso-
ziation zwischen DKK3 und Lungenkarzinom besteht. Es wurden Proben von Lungenkrebsge-

webe und normalem Lungengewebe hinsichtlich der DKK3-Konzentration verglichen.
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Demnach liegt der WNT-Antagonist bei der Erkrankung héufig in inaktiviertem und herunter-
reguliertem Zustand vor. DKK3 wird physiologisch reichlich von der Lunge exprimiert. Es ist
damit das einzige Mitglied der DKK-Familie, dem diese Rolle zukommt. In diesem Zustand
hemmt es den B-Catenin-Signalweg und inhibiert das Wachstum von Lungenkrebszellen. Die
vorliegende Arbeit sieht diese Erkenntnisse durch den errechneten, signifikanten Zusammen-
hang zwischen der verminderten DKK3-Expression und dem Auftreten von Lungenkarzinom

bestatigt.

Giralt et al.[10] und Dong et al. [6] stellten fest, dass DKK1 iiber eine duale Rolle in Bezug auf
diverse Tumore verfiigt. Hiernach zeigt sich eine DKK1-Uberexpression bei Lungenkrebs.
Diese Erkenntnisse bestétigen sich in der vorliegenden Arbeit nicht, da kein statistisch signifi-
kanter Zusammenhang zwischen der DKK1-Expression und dem Auftreten von Lungenkarzi-
nom in der PULMOHOM-Studie besteht. Um die biologische Rolle von DKK1 weiter zu er-

forschen, bedarf es daher weiterer Studien.

Eine Studie von Dai et al. [5] erarbeitete 2022, dass bei COPD-Erkrankten im Vergleich zu
Lungengesunden eine verringerte DKK1-Serumkonzentration vorliegt. Zusitzlich konnte auf-
gezeigt werden, dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen der DKK 1-Abnahme und den
GOLD-Stadien besteht. Die DKK1-Konzentration bei Patientinnen und Patienten mit fortge-
schrittenem Krankheitsstadium (GOLD III-1V) ist im Vergleich zu fritheren Stadien (GOLD I-
II) verringert. In der vorliegenden Arbeit ist DKK1 kein signifikanter Biomarker fiir COPD.
Dabei muss jedoch beachtet werden, dass die PULMOHOM-Studie keine gesunde Kontroll-
gruppe einschlieBt. Somit erfolgt der Vergleich ausschlieBlich zwischen Lungenkranken. Wei-
terfilhrende Forschungen diesbezliglich erscheinen sinnvoll und sollten lungengesunde Proban-

dinnen und Probanden als Kontrolle einschlieBen.

Ferner untersuchte Schunk et al. [26] in einer follow-up-Studie die Rolle von DKK3 als Urin-
marker zur Identifikation von Nierenfunktionsverlust bei COPD-Patientinnen und Patienten
ohne chronische Nierenerkrankung. Hieraus ergab sich der Hinweis, dass durch die Urinkon-
zentration von DKK3 Personen, die im Verlauf einen GFR-Verlust entwickeln, identifiziert
werden konnen. Aus den Ergebnissen der PULMOHOM-Studie ldsst sich ableiten, dass ein
negativer, statitisch signifikanter Zusammenhang zwischen DKK3 und dem Laborwert Harn-

stoff besteht.

Die Expression und Funktion von DKK-Proteinen bei ILD ist bisher noch weitestgehend un-
klar. Pfaff et al. [21] veroffentlichte 2011 einen Artikel aus dem hervorgeht, dass die DKK1-

Expression in Lungengewebeproben von IPF-Patientinnen und Patienten im Vergleich zu
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Transplantatspendenden verstérkt ist. Dem gegeniiber zeigte sich das Expressionsniveau von
DKK3 sowohl im IPF- als auch Spendergewebe stark exprimiert. Dabei sind die DKK-Proteine
insbesondere in Bronchialepithelzellen lokalisiert. Eine Untersuchung der BALF erscheint vor
diesem Hintergrund fundiert und bildet die Basis des vorliegenden Datensatzes. Die DKK3-
Expression prasentiert sich auch im Rahmen der PULMOHOM-Studie in den Gruppen ILD-
und Sarkoidose mit deutlich hoheren Messwerten. Zusammenhidnge zwischen dem DKK-

Protein und Sarkoidose sind bis dato noch nicht erforscht.

5.2 DKKS3 als Biomarker fur Obstruktion und Restriktion

Aus der vorliegenden Studie resultiert, dass es eine statistisch signifikante Korrelation zwischen
der DKK3-Konzentration und Art der Ventilationsstorung gibt. Dabei wird zwischen obstruk-

tiven und restriktiven Ventilationsstorungen unterschieden.

Eine niedrige DKK3-Konzentration steht insbesondere mit obstruktiven Lungenerkrankungen
in Zusammenhang. Hohe DKK3-Konzentrationen treten vor allem bei restriktiven Lungener-

krankungen auf, wozu ILD und Sarkoidose zédhlen.

Dementsprechend ldsst sich festellen, dass es einen statistisch signifikanten Zusammenhang
zwischen der DKK3-Konzentration und dem Tiffeneau-Index auf der einen und der totalen
Lungenkapazitit auf der anderen Seite gibt. Beide Lungenfunktionsparameter werden in der
Diagnostik einer Ventilationsstorung herangezogen. Ein Tiffeneau-Index <70% steht fiir eine

Obstruktion, wobei eine TLC <80% auf eine Restriktion hinweist.

Der Median von DKK3 liegt bei einem Tiffeneau-Index <70% deutlich unterhalb des Medians
fiir den Tiffeneau-Index >70%. Fiir die totale Lungenkapazitét ergibt sich im Umkehrschluss,
dass der Median von DKK3 bei TLC <80% deutlich oberhalb des Medians fiir TLC >80% liegt.

Dickkopf-Proteine im Zusammenhang mit obstruktiven bzw. restriktiven Lungenfunktionssto-

rungen sind bisher nur unzureichender Bestandteil aktueller Forschung.

Miao et al. [20] hélt in einer Studie fest, dass die WNT-Signalgebung an der Entstehung fibro-
sierender Erkrankungen wie Leber-, Nieren- und Lungenfibrose beteiligt ist. Dabei fokussiert
sich die Studie insbesondere auf die Leberfibrose und beschreibt einen aktivierten WNT-
Signalweg wihrend dieser Erkrankung. Ferner gibt es Hinweise, dass DKKI1 als Antagonist
agiert und den kanonischen WNT-Signalweg durch Bindung an LRP-Rezeptoren blockiert. So
zeigt sich auch ein reduzierter Kollagengehalt im Tiermodell der obstruktiven Nephropathie.
Vor diesem Hintergrund konnen DKKs als zukunftstriachtige Targets in der Therapie von Le-
ber-, und Nierenfibrose angesehen werden. Gleiches konnte fiir Lungenfibrose gelten.

_44 -



Diskussion

Zudem untersuchten Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler 2020 [18] den Zusammenhang
zwischen dem WNT-Signalweg und der Organbeteiligung bei Sklerodermie, wovon auch die
Lunge betroffen sein kann. In der Gruppe der Sklerodermie-Erkrankten fiel auf, dass die WNT-
Gene im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant erhoht und DKK1 dementspre-

chend signifikant verringert war.

Auch in der vorliegenden PULMOHOM-Studie zeigt sich die DKK3-Expression zwischen den
diversen Gruppen verdndert. Die Biomarkerauspragung ist bei restriktiven Lungenerkrankun-
gen im Vergleich zu obstruktiven Lungenerkrankungen erhdht. Die Lungenfibrose wird dabei
als Teilmenge der ILD und somit restriktiven Ventilationsstorung verstanden. Nach Zusam-
menschau der o.g. Erkenntnisse ergibt sich ein hoffnungsvoller Forschungsansatz fiir nachfol-

gende Studien.

Die Untersuchung beziiglich der Ubereinstimmung zwischen Art der Ventilationsstdrung nach
Diagnose bzw. Lungenfunktionskriterium ergibt eine statistisch signifikante Korrelation. Dem-
nach korreliert der Tiffeneau-Index <70% auch innerhalb der PULMOHOM-Studie mit ob-

struktiven Lungenerkrankungen wie Lungenkarzinom und COPD.

Des Weiteren gilt fiir die vorliegende Studie, dass TLC <80% mit der restriktive Lungenerkran-
kungen Sarkoidose in statistisch signifikantem Zusammenhang steht. Dies gilt fiir ILD interes-

santerweise nicht.

Daraus ergibt sich, dass neben der Lungenfunktionspriifung ergédnzende Diagnostik durchge-
fithrt werden sollte, um Ventilationsstorungen sicher bestimmen zu konnen. Hierzu eignen sich

unter anderem die Bildgebung und diverse andere Funktionstests.

In der Forschungsarbeit korreliert die DKK3-Konzentration mit insgesamt sechs unterschiedli-
chen Lungenfunktionsparametern. Im Speziellen bedeutet das eine positive Korraltion fiir
FEVI, FEV in % sowie FEV1/VC in % und DKK3. Bei RV, RV in % und TLC in % liegt

dagegen eine negative Korrelation mit DKK3 vor. Hier ist das Verhalten invers.

Die o.g. Lungenfunktionsparameter konnen auflerdem auch als Prédiktoren fiir DKK3 angese-

hen werden.

Eine Arbeit der Saarldndischen Universitétsklinik von Schunk et al. [26] fand in einer multi-
zentrischen follow-up Studie heraus, dass ein hoherer DKK3-Ausgangswert im Urin mit einem
signifikant hoheren Risiko fiir die Abnahme von FEV1 zusammenhingt. Die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit kdnnen in diesen Zusammenhang eingeordnet werden.
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Die statistische Auswertung des PULMOHOM-Datensatzes bringt zudem hervor, dass es einen
signifikanten Zusammenhang zwischen DKK3 und der Anzahl an Raucherjahren (Pack-years)
gibt. Dieser ist negativ und bedeutet, dass eine hohe Anzahl an Pack-years mit niedrigen DKK3-
Werten korreliert und andersherum. Dariiberhinaus stellt sich Pack-years als Einflussfaktor fiir

die BAL-Konzentration von DKK3 heraus.

Eine Studie von Hussain et al. [17] untersuchte epigenetische Mechanismen zwischen dem
Fortschreiten von Lungenkrebs und Zigarettenrauch. Die Experimente am Mausmodell zeigten,
dass die Tumorigenitit von Lungenkrebszellen nach Tabakexposition deutlich erhoht ist und
mit verminderten DKK1-Proteinspiegeln zusammentfillt. Diese Ergebnisse stimmen mit den

Befunden aus der vorliegenden Arbeit iiberein.

Rosenberger et al. [23] beschrieb 2022 eine Akkumulation mehrerer Biomarker bei Rauchern.
So wurde unter anderem auch eine Assoziation von DKK3 beobachtet. Bemerkenswerter Weise
war die Vorhersagekapazitit der WNT-Modulatoren fiir das Auftreten eines Lungenkarzinoms

durch den Raucherstatus beeinflusst.

Dieser Zusammenhang erscheint vor dem Hintergrund der weltweit hohen Pravalenz an Tabak-

rauch assoziierten Erkrankungen bedeutsam [31].

5.3 Einschriankungen der Studie

Im Rahmen der PULMOHOM-Studie konnte iiber einen Zeitraum von funf Jahren ein umfas-
sender Datensatz generiert werden. Dieser wurde als Grundlage fiir die vorliegende For-

schungsarbeit herangezogen. Mogliche Einschrankungen werden im Folgenden betrachtet.

Eine Limitation der vorliegenden Arbeit besteht in der Ungleichverteilung der Stichprobengro-
en der pulmologischen Diagnosen. Diese ist auf den frithen Zeitpunkt des Studieneinschlusses

zuriickzufiihren. Hier war eine endgiiltige Diagnose oft noch ausstehend.

Des Weiteren handelt es sich bei PULMOHOM um eine Querschnittsstudie, weshalb keine
Informationen zu den Krankheitsverldufen vorliegen. Auch individuelle Schwankungen der Bi-
omarker konnen aus diesem Grund unerkannt bleiben und finden bei der Auswertung und Be-

urteilung keine Berlicksichtigung.

Im Gegensatz dazu besteht eine Stirke der Arbeit in der Erfassung von Real-Life-Daten. Hie-
raus ergibt sich ein umfassendes, praxisnahes Studienkollektiv, welches sich durch seine Diver-
sitdt auszeichnet. Der Vergleich mehrerer pulmologischer Krankheitsbilder hinsichtlich deren

DKK3-Ausprigung ist bisher einmalig.
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Zudem sei erwihnt, dass die Teilnehmendenrekrutierung im Rahmen eines routineméfigen Kli-
nikbesuches stattgefunden hat. Die Probenentnahme war somit an die Routineuntersuchungen
gekoppelt und mit keinem zusétzlichen Eingriff und Risiko fiir die Patienntinnen und Patienten

verbunden.

5.4 Schlussfolgerung

Dickkopfproteine spielen eine entscheidende Rolle in der Entstehung und Auspriagung von
pulmologischen Erkrankungen. Die vorliegende Arbeit hat Unterschiede in der endobronchia-
len Konzentration von DKK3 zwischen Lungenkarzinom, COPD, ILD und Sarkoidose ausge-
macht. Insbesondere die Betrachtung mehrerer Lungenerkankungen bringt neue Erkenntnisse
hervor, die bisher noch nicht erforscht worden sind.

DKK3 wurde aullerdem in signifikanten Zusammenhang mit diversen Lungenfunktionspara-
metern gebracht. Vergleichbare Forschungsarbeiten liegen bisher nicht vor.

Es konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass eine Wechselwirkung zwischen DKK3 und
Raucherjahren existiert. Dies erscheint vor dem Hintergrund aktueller Trends in der Entwick-
lung des Rauchverhaltens besonders interessant.

Resiimierend lésst sich festhalten, dass DKK3 als Biomarker fiir eine Vielzahl von Lungener-
krankungen bedeutsam ist. Die vorliegende Analyse konnte deshalb als Grundlage fiir weiter-

fithrende Fragestellungen und medizinische Forschungsansitze dienen.
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9 Anhang

9.1 Datenerfassungsbogen

Seite 1 33
Pulmohom CRF | Aufnahme sresen
V2-2013 Studien ID
Item Erklarung Wert Kommentar
A1 Datum Heute

A2 Geschlecht

1=Weiblich,2=Mannlich

A3 GebDat

Geburtsdatum

A4 Zentrum

1=HOM

A5 Ethnische

1 Kaukasisch, 2

Zugehorigkeit Turkisch, 3 Asiatisch, 4
Afrikanisch, 5 Andere,
6 keine Angabe
A6 Grole in Meter
A7 | Gewicht in kg

A8 | Schwangerschaft

Sind Sie zur Zeit
schwanger? ja =1,
nein = 0

A11 | Atemfrequenz /min
A12 | Tailenumfang cm
A13 | Hiftumfang cm

A14 | Zur LTX gelistet

ja=1,nein=0

A15 | Wenn ja, wann Datum
erstmals
A16 | Aktueller LAS Zahl
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A18

Exazerbationen

Wie oft haben Sie in
den letzten 12 Monaten
eine akute
Verschlechterung lhrer
Lungenerkrankung
erfahren ?

A19

Exazerbationen
Arzt

Wie oft mussten Sie
deswegen die
Notaufnahme
aufsuchen oder lhren
Arzt um einen
Hausbesuch bitten?

A20

Exazerbationen
KH

Wie oft wurden Sie
deswegen ins
Krankenhaus
aufgenommen?
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Komorbiditaten

Hat ein Arzt jemals
eine der folgenden
Krankheiten oder
Gesundheitsstorungen
bei Ihnen festgestellt?

A22 | Bluthochdruck (Hypertonie) ja=1,nein=0
A23 | Durchblutungsstérungen am ja=1,nein=0
Herzen, Verengung der
Herzkranzgefalle, Angina
Pectoris
A24 | Herzinfarkt ja=1,nein=0
A25 | Schlaganfall ja=1,nein=0
A26 | Krampfadern ja=1,nein=0
A27 | Durchblutungsstérungen an ja=1,nein=0
den Beine
A28 | Venenthrombose ja=1,nein=0
A29 | Magenschleimhautentzindung |ja=1,nein=0
A30 | Magen- oder ja=1,nein=0
Zwolffingerdarmgeschwdr,
Ulkuskrankheit
A31 | Gallenblasenentziindung oder |ja=1,nein=0
Gallensteine:
A32 | Leberzirrhose ja=1,nein=0
A33 | Leberentziindung, Hepatisis ja=1,nein=0
A34 | Uberfunktion der Schilddriise ja=1,nein=0
A35 | Unterfunktion der Schilddriise |ja=1,nein=0
A36 | Diabetes ohne ja=1,nein=0
Insulinbehandlung
A37 | Diabetes mit ja=1,nein=0

Insulinbehandlung
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A38 | Erhéhung der Blutfette, ja=1,nein=0
Cholesterin

A39 | Gicht oder Harnsaureerhéhung | ja=1,nein=0
A40 | Blutarmut, Eisenmangel ja=1,nein=0
A41 | Nierenbeckenentzindung ja=1,nein=0
A42 | Nierenkolik ja=1,nein=0
A43 | Krebserkrankung ja=1,nein=0
A44 | Wenn Ja, welche Text

A45 | Gelenkverschleifd, Arthrose ja=1,nein=0
A46 | Entzindliche ja=1,nein=0

Gelenkserkrankung

A47 | Osteoporose ja=1,nein=0
A48 | Migrane ja=1,nein=0
A49 | Epilepsie ja=1,nein=0
A50 | Parkinson ja=1,nein=0
A51 | Multiple Sklerose ja=1,nein=0
A52 | Hirnhautentziindung ja=1,nein=0
A53 | Psychische Erkrankungen ja=1,nein=0
A54 | Hirnleistungsstérungen ja=1,nein=0
AS55 | Periphere Polyneuropathie ja=1,nein=0
A56 | Essstorungen ja=1,nein=0
A57 | Alkoholsucht ja=1,nein=0
A58 | Drogensucht ja=1,nein=0
A59 | Allergien ja=1,nein=0
A60 | wenn ja, Heuschnupfen ja=1,nein=0
A61 | Nahrungsmittelallergie ja=1,nein=0
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A62 | Tierhaare ja=1,nein=0
AB63 | Metalle ja=1,nein=0
A64 | Hausstaub ja=1,nein=0
A65 | Andere ja=1,nein=0
A66 | Welche Andere ja=1,nein=0
A67 | Neurodermitis ja=1,nein=0
AB8 | Andere Krankheiten ja=1,nein=0
AG9 | Welche Text
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Rauchen

A70

Haben Sie in den
letzten vier Wochen
Zigaretten geraucht ?

ja=1,nein=0

A71

wenn ja, Wie alt waren
Sie, als Sie mit dem
Rauchen begonnen
haben?

Alter in Jahren

A72

Rauchen Sie
regelmafdig oder
gelegentlich?

1 = regelmalig

2 = gelegentlich
(wOchentlich
weniger als 1
Zigarette pro Tag)

A73

Wie viele Zigaretten
rauchen Sie
durchschnittlich pro
Tag?

Zahl

A74

Wann haben Sie lhre
letzte Zigarette
geraucht?

Datum

A75

wenn nein, Haben Sie
jemals Zigaretten
geraucht?

1=Ja
0 = Nein

AT76

wenn ja, Wie alt waren
Sie, als Sie mit dem
Rauchen begonnen
haben?

[Jahre]

ATT

Haben Sie regelmalig
oder gelegentlich
geraucht?

1 = regelmalig

2 = gelegentlich
(wochentlich
weniger als 1
Zigarette pro Tag)
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88 = weild nicht

A78

Wann haben Sie mit
dem Rauchen
aufgehort?

Datum

A79

Was war die grote
Anzahl an Zigaretten,
die Sie taglich tber ein
Jahr geraucht haben?

Zahl

A80

Haben Sie jemals
Zigarren, Zigarillos oder
Pfeifen geraucht?

ja=1,nein=0

A81

Raucht jemand in Ihrem
Haushalt, Sie selbst
nicht eingeschlossen?

ja=1,nein=0

A82

wenn ja, Wie viele
Zigaretten werden
durchschnittlich pro Tag
in lhrem Haushalt
geraucht?

Zahl

A83

Hat friiher jemand an
Ihrem Arbeitsplatz in
Ihrer unmittelbaren
Umgebung geraucht,
Sie selbst nicht
eingeschlossen?

ja=1,nein=0

A84

Haben lhre Eltern in
lhrer Kindheit
geraucht?

2 = Ja, beide

1 =Ja, ein
Elternteil

0 = Nein
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Biobank

A900 Probe abgenommen
A901 LabID
A902 Blutprobe 1 1=Ja

0 = Nein
A903 Blutprobe 1 Wann Datum
A904 Blutprobe 2 1=Ja

0 = Nein
A905 Blutprobe 2 Wann Datum
A906 Blutprobe 3 1=Ja

0 = Nein
A907 Blutprobe 3 Wann Datum
A908 Gewebe asserviert 1=Ja

0 = Nein
A909 Gewebe 1 1=Ja

0 = Nein
A910 Gewebe 1 Wann Datum
A911 Gewebe 1 Art 1=Lungenresektat,

2=Biopsie,

3=Sektion,4=

Sontstiges
A912 Gewebe 1 Sonstige Art Text
A913 Gewebe 2 1=Ja

0 = Nein
A914 Gewebe 2 Wann Datum
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A915 Gewebe 2 Art 1=Lungenresektat,
2=Biopsie,
3=Sektion,4=
Sontstiges

A916 Gewebe 2 Sonstige Art Text

A917 BAL asserviert 1=Ja
0 = Nein

A918 BAL 1 1=Ja
0 = Nein

A919 BAL 1 Wann Datum

A920 BAL 2 1=Ja
0 = Nein

A921 BAL 2 Wann Datum
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Lungenfunktion

A204 Datum Messung Messung

A205 Uhrzeit Messung Uhrzeit

A206 FEVA1 I

A207 FEV1 % %

A208 FEV1/VC

A209 sRaw total

A210 sRaw effektiv

A211 ITGV

A212 ERV

A213 IVC

A214 TLC

A215 RV

A216 IC

A217 | TLCO [mmol*min-

1*kPa-1]

A218 TLCO %

A219 KC

A220 KC %

A221 Bronchodilatation ja=1,nein=0
durchgefihrt ?

A222 FEV1 post

A223 FEV1 % post

A224 FEV1/VC post

A225 sRaw total post
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A226 sRaw effektiv post
A227 TLC post
A228 RV post
A229 pO2 mmHg
A230 pCO2 mmHg
A231 pH
A232 BE
A233 02-Gabe unter BGA | 1=Ja
0 = Nein

A234 Wenn ja, wieviel I/min | I/min

Daten aus dem

aktuellen Labor
A800 Lab Datum Datum der lokalen

Laborwertabnahme

A801 Lab Leuko Leukozyten /nl
A802 Lab Ery Erythrozyten /pl
A803 Lab Throm Thrombozyten /nl
A804 Lab Hb Haemoglobin g/dI
A805 Lab Hkt Haematokrit %
A806 Lab Krea Kreatinin mg/dI
A807 Lab HS Harnstoff mg/dl
A808 Lab CRP CRP mg/dl
A809 Lab Gluc Glucose mg/dl
A810
A811
A812
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Krankheitsspezifische | COPD
Daten
A270 Liegt eine COPD vor | ja=1,nein=0
?
A271 GOLD Stadium 1-4
A272 CAT Zahl
A273 mMRC Zahl
A274 Exazerbationen in Zahl
letzten 12 Monaten
A275 Therapiestufe 0-4
A276 Akuter Exazerbation | ja=1, nein=0
A277 Dauer BIPAP
A278 Z.n. chir. LVR 1=Ja
0 = Nein
A279 wenn ja, wann Datum
A280 Z.n.end. LVR 1=Ja
0 = Nein
A281 wenn ja, wann Datum
A282 Aktuelle end. LVR 1=Ja
0 = Nein
A283 Antitrypsin-Spiegel
bekannt
A284 Antitrypsin-Spiegel mg/l
A285 AATD bekannt 1=Ja
0 = Nein
A286 AATD Genotyp 1=PiZZ
2=PISz
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Krankheitsspezifische | Sarkoidose
Daten
A340 Liegt eine ja=1,nein=0
Sarkoidose vor ?
A341 Datum der Diagnose | Datum
A342 Histologische 1=delta508
Sicherung
2=andere
3=unbekannt
A343 Typ (Stadium) * 1-4
A344 Therapie 1=keine
2=Steroide
3=andere
A345 Welche andere Text
Therapie
A346 Aktueller 1=Diagnose
Aufnahmegrund
2=Exazerbation
3=anderer Grund
A347 Welcher andere Text
Grund ?

Stadien / Typen der Sarkoidose *

- Stadium I: bihilare Lymphadenopathie

- Stadium II: bihildre Lymphadenopathie und Pachenchymbedteiligung (retikuladres
Muster)

- Stadium lll: Pachenchymbedteiligung (retikuldres Muster)

- Stadium IV: Fibrose, Destruktion, Bronchiektasen
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Krankheitssp | Interstitielle

ezifische Lungenerkrankung (aufder

Daten Sarkoidose)

A350 Liegt eine Interstitielle ja=1,nein=0

Lungenerkrankung vor ?

A351 Datum der Diagnose Datum

A352 Artdiagnose XXX

A353 Aktuelle Therapie 1=keine
2=Steroide
3=Pirfinidon
4=andere

A354 Welche andere Therapie Text

A355 Aktueller Aufnahmegrund 1=Diagnose

2=Exazerbation
3=LTX Abklarung

4=anderer Grund

A356 Welcher andere Grund ? Text
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Krankheitss | Lungenkarzinom

pezifische

Daten

A410 Liegt ein Lungenkarzinom vor

?

Ad411 Datum der Erstdiagnose Datum

A412 Histologie 1=SCLC,
2=Adeno,3=PlattenE
C, 4=GrolRzelliges
CA,5=Alveolarzellkar
zinom,6=Sonstiges

A413 Sonstige Histologie Text

Ad14 T (C) bei ED 1-4

A415 N (C) bei ED 0-3

A416 M (C) bei ED 0=0, 1=M1a,2=M1b

A417 Mutationsanalyse durchgefiihrt | 1 = Ja

? 0 = Nein

A418 EGFR Mutation 1 = Ja, liegt vor
0 = Nein

A419 ELM4-Alk 1=Ja
0 = Nein

A420 k-ras 1=Ja
0 = Nein

A421 BRAF 1=Ja
0 = Nein

A422 Her2/neu 1=Ja
0 = Nein

A423 Ersttherapie Operativ 1=Ja
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0 = Nein

A424 Datum OP Datum

A425 Strahlentherapie 1=Ja
0 = Nein

A426 Chemotherapie 1=Ja
0 = Nein

A427 Welche Art der Chemotherapie | 1=kurativ/adjuvant,2
=neoadjuvant,3=palli
ativ

A428 Targeted Therapie 1=nein,2=Antikorper,
3=TKI

A429 Welche Targeted Therapie ? Text

A430 Therapieansprechen der 1=CR,2=PR,3=SD,4

Ersttherapie =PD

A431 Rediziv 1=Ja
0 = Nein

A432 Art des Rezidivs 1=lokal,
2=Metastasen

A435 Postoperatives Tumorstadium | 1 =Ja

verflgbar

0 = Nein

A436 T (C) bei ED 1-4

A437 N (C) bei ED 0-3

A438 M (C) bei ED 0=0, 1=M1a,2=M1b
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lhr Name:

Beispiel: Ich bin sehr gliicklich

Ich huste nie

Ich bin iiberhaupt nicht
verschleimt

Ich spiire keinerlei
Engegefiihl in der Brust

Wenn ich bergauf oder eine —
Treppe hinaufgehe, komme
ich nicht auBer Atem

Ich bin bei meinen
hauslichen Aktivitdten nicht
eingeschrankt

Ich habe keine Bedenken, —
trotz meiner

Lungenerkrankung das Haus

zu verlassen

Ich schlafe tief und fest

Ich bin voller Energie

Das CAT Logo ist eine eingetragene Marke der GlaxoSmithKline-
Unternehmensgruppe.
©2009 GlaxoSmithKline-Unternehmensgruppe. Alle Rechte vorbehalten.
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Heutiges Datum:

Ich bin sehr traurig

Ich huste standig

Ich bin véllig verschleimt

Ich spiire ein sehr starkes
Engegefiihl in der Brust

Wenn ich bergauf oder eine
Treppe hinaufgehe, komme
ich sehr auBer Atem

Ich bin bei meinen
hauslichen Aktivititen sehr
stark eingeschrankt

Ich habe wegen meiner
Lungenerkrankung groRe
Bedenken, das Haus zu
verlassen

Wegen meiner
Lungenerkrankung schlafe
ich nicht tief und fest

Ich habe Uiberhaupt keine
Energie

Klicken Sie, um die

Gesamtpunktzahl zu
erhalten

PUNKTE

)




