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Referat

In dieser Arbeit wurden zytologische und durchflusszytometrische Analysen von Zellen
in bronchoalveolarer Lavagefliussigkeit (BALF) sowie epidemiologische und Klinische
Parameter von Personen mit verschiedenen Lungenerkrankungen ausgewertet. Ziel der
Arbeit war es, verschiedene Krankheitsgruppen zu charakterisieren, weiterfiihrende
Untersuchungen bezuglich der in einer anderen Dissertation als eigenstandige
Erkrankung postulierten Sarkoidose-ahnlichen Erkrankung anzustellen sowie einen auf
BAL-Parametern beruhenden Diagnosescore fir die Erkrankung Sarkoidose zu
entwickeln.

Insgesamt wurden Datensatze von 2903 Personen ausgewertet, die sich im
Krankenhaus Martha-Maria Halle-Ddlau oder im angeschlossenen MVZ fir
Pneumologie aufgrund verschiedener Indikationen einer bronchoalveolaren Lavage
unterzogen hatten. Die zytologischen und durchflusszytometrischen Untersuchungen
erfolgten nach entsprechender Aufbereitung des Materials im Institut fir Medizinische
Immunologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg. Anhand der vorliegenden
Krankenakten wurden epidemiologische und klinische Informationen erganzt. So war es
moglich, aus der Gesamtgruppe Lungenerkrankter Personen zu den drei
Hauptkrankheitsgruppen Sarkoidose, Sarkoidose-ahnliche Erkrankung und exogen
allergische Alveolitis zuzuordnen. Die Datensatze wurden mit Hilfe parametrischer und
nichtparametrischer strukturprifender Verfahren statistisch ausgewertet.

Fur die Gruppen Sarkoidose und Sarkoidose-ahnliche Erkrankung konnten beziglich
der erhobenen BAL-Parameter keine wesentlichen signifikanten Unterschiede
nachgewiesen werden, wahrend sich die Gruppen im Hinblick auf die
Lungenfunktionsparameter, die Belastung durch eine Fatiguesymptomatik sowie das
Ansprechen auf eine Glucokortikoidmonotherapie erheblich unterschieden. Anhand der
vorliegenden zytologischen und durchflusszytometrischen Daten konnten verschiedene
Modelle von diagnostischen Scores zur Ergéanzung der Sarkoidosediagnostik erstellt
werden. Fir den eine optimale Modellsparsamkeit berlicksichtigenden Score 5 ergaben
sich unter Einschluss der Variablen CD4+/CD8+-Ratio, Lymphozytenanteil,
Neutrophilenanteil und HLA-DR+-T-Zellen eine Sensitivitat von 76,6% und eine
Spezifitat von 69,4%. Die erarbeiteten Diagnosescores muissen in prospektiven Studien

Uberprift werden.

Adelmann, Ines: Durchflusszytometrische Analysen von Lungenspiilfliissigkeit, Halle
(Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 78 Seiten, 2019
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1. Einleitung

1.1 Sarkoidose

Die Sarkoidose ist eine granulomattse Multisystemerkrankung unbekannter Ursache,
die sich vor allem in Form von bihilarer Lymphadenopathie und Lungeninfiltration,
Augen- und Hautlasionen bemerkbar macht. Prinzipiell kann sich die Erkrankung aber
an jedem Organ manifestieren. Diese Definition wurde im Jahr 1999 von der American
Thoracic Society (ATS) in Zusammenarbeit mit der European Respiratory Society (ERS)
und der World Association for Sarcoidosis and Other Granulomatous Disorders
(WASOG) erstellt (ATS et al.,, 1999). Die Sarkoidose zahlt zu den interstitiellen
Lungenerkrankungen. Mdglicherweise wird die Uberschiellende granulomatdse
Reaktion durch Exposition gegenlber bislang nicht identifizierten Antigenen bei

genetisch suszeptiblen Personen ausgelost.

1.1.1 Epidemiologie der Sarkoidose

Sarkoidose ist ein weltweit auftretendes Krankheitsbild, die Pravalenzen und Inzidenzen
variieren jedoch aufgrund epidemiologischer und sozio6konomischer Faktoren.
Besonders haufig sind Menschen in Schweden, Danemark und Menschen
schwarzafrikanischer Herkunft in den USA betroffen (Valeyre et al., 2014). In
Deutschland liegt die Pravalenz bei 40/100000 Personen, die Inzidenz bei 10/100000
Personen (Costabel, 2014a). Die Krankheitsprasentation und —schwere gestaltet sich
bei verschiedenen ethnischen Gruppen unterschiedlich. So sind Menschen
schwarzafrikanischer Herkunft in der Regel schwerer betroffen und weisen ofter
extrathorakale Manifestationen auf, wahrend Menschen in Europa meist
asymptomatisch sind oder akute Manifestationen mit guter Prognose erleiden. Die
Erkrankung manifestiert sich hauptséchlich bei Personen zwischen 25 und 45 Jahren,
ein zweiter Anstieg der Erkrankungshaufigkeit wird flr Frauen ab 50 Jahren beobachtet.
Generell sind Frauen etwas haufiger betroffen als Manner und nichtrauchende Personen
haufiger als rauchende. Die Mortalitdt betragt 1-5%, hauptsachlich aufgrund

respiratorischen Versagens (ATS et al., 1999).

1.1.2 Atiologie der Sarkoidose

Die Ursache der Erkrankung ist bis heute ungeklart. Familiare und geografische Cluster
von Krankheitsfallen weisen auf genetische und umweltbedingte Hintergriinde hin. Im
Rahmen von genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) konnte gezeigt werden, dass
viele fur Sarkoidose pradisponierende Gene existieren und dass die genaue
Kombination dieser Gene bei einer Person die Art der Manifestation und den Verlauf der

Erkrankung beeinflusst (Fischer et al., 2014). Pradisponierend sind vor allem Gene,



deren Produkte an der Immunregulation beteiligt sind. Als Beispiele sind das BTNL2-
Gen (Valentonyte et al., 2005), das ANXA11-Gen (Hofmann et al., 2008) oder das OS9-
Gen (Wei et al, 2013) zu nennen. HLA-I-Allele bestimmen den Krankheitsverlauf mit,
HLA-II-Allele das Erkrankungsrisiko (Fischer et al., 2014).

1.1.3 Immunologische Vorgange bei Sarkoidose

Verschiedene aufeinander folgende immunologische Geschehnisse fuhren bei der
Sarkoidose zur Granulombildung (Zissel, 2014). Erlebt eine Person mit einem
empfanglichen genetischen Hintergrund eine Exposition gegeniiber einem oder
mehreren bislang noch unbekannten Antigenen, werden zunachst dendritische Zellen
(DZ) aktiviert. Durch deren Antigenprozessierung und —prasentation in Lymphknoten
kommt es letztendlich zum Erwerb einer T-Zell-Immunitdt gegen das Antigen. Die
Induktion der Granulombildung resultiert dann aus einer Makrophagen- und T-Zell-
Akkumulation.

Nicht nur ein einzelner Ausloser, sondern verschiedene Antigene konnten einen
bestimmten pathogenetischen Mechanismus induzieren, der dann zu der Erkrankung
fuhrt, die wir ,Sarkoidose“ nennen (Zissel, 2014). In Betracht gezogenen Antigene
umfassen unter anderem infektiose Antigene wie Viren und Bakterien (Chen et Moller,
2014), organische Substanzen wie Pollen oder anorganische Substanzen wie Aluminium
(Vuyst et al., 1987) oder Zirkonium (Skelton et al., 1993). Da aktivierte T-Lymphozyten
bei Sarkoidose auf3er in Granulomen nur in der bronchoalveoldren Lavageflissigkeit
(BALF) nachweisbar sind, liegt der Verdacht auf ein inhalatives Antigen nahe (Darlington
et al.,, 2012). Im Rahmen der physiologischen Immunantwort wandern DZ nach
Antigenkontakt aus dem Gewebe in regionale Lymphknoten ein und prasentieren im
aktivierten Zustand Antigene Uber MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-lI-Molekile
zusammen mit kostimulierenden Molekulen an naive T-Lymphozyten. Treffen die DZ auf
T-Zellen mit passendem Rezeptor, kommt es zur Ausbhildung der sogenannten
immunologischen Synapsen, die eine ausreichend lange und enge Interaktion zwischen
den beiden Zelltypen ermdglichen. Uber den Kontakt von kostimulierenden Molekiilen
auf den DZ und passenden Liganden auf den T-Zellen sowie durch Freisetzung von
Zytokinen beider Zellarten wird die Proliferation von antigenspezifischen naiven T-Zellen
und deren Differenzierung zu Effektor-T-Zellen in Gang gesetzt. Bei T-Helfer-Zellen (Tw)
bestimmt die Art der freigesetzten Zytokine, welchem Helferzell-Subtyp die
entstehenden Zellklone entsprechen. Fertiggestellte Effektor-T-Zellen verlassen die
Lymphknoten mit der Lymphe, zirkulieren im Blut und wandern in das Gewebe ein, in
dem sie benttigt werden (Rink et al., 2012a). Obwohl DZ die potentesten

antigenprasentierenden Zellen fir naive T-Zellen sind, spielen bei der Pathogenese der



Sarkoidose auch aktivierte Alveolarmakrophagen eine entscheidende Rolle. Hinweis
darauf ist unter anderem die im Vergleich zu Gesunden erhohte Anzahl von
Alveolarmakrophagen (Zissel, 2014). Die Aktivierung von PRR (pattern recognition
receptors) tiber PAMPs (pathogen associated molecular patterns) fiihrt zu einer starken
inflammatorischen Antwort, im Rahmen derer die Makrophagen vermehrt MHC-Klasse-
[I-Molekiile und kostimulierende Molekile exprimieren und IL-12, IL-15 und TNFa
freisetzen. Die Immunantwort bei Sarkoidose wird als zellvermittelte Tu1-Reaktion auf
ein wahrscheinlich schlecht eliminierbares und deshalb persistierendes Antigen
beschrieben. Die Ty1- Zellen bilden unter anderem IFN-y, IL-2 und IL-3 und koordinieren
so normalerweise die Immunantwort bei intrazellularen Erregern oder regen B-Zellen zur
Bildung von Antikérpern gegen extrazellulare Bakterien an. Die Polarisation naiver Tu-
Zellen in Richtung Tul erfolgt Uber IL-12 von antigenprasentierenden Zellen (Zissel et
al., 2010).

Auch andere Helferzell-Populationen sind in die Pathogenese der Sarkoidose involviert.
Tul7-Zellen als Effektor-T-Zellen infiltrieren angelockt durch das Chemokin CCL20 die
Lunge und sind in frihen und spéaten Krankheitsphasen nachweisbar (Facco et al.,
2011). Diese Subpopulation wird generell mit chronisch-inflammatorischen
Erkrankungen assoziiert, soll bei Sarkoidose eine Rolle bei der Krankheitsprogression
spielen und ist vermehrt in der BAL nachweisbar (Facco et al., 2011). Darlber hinaus
wurde bei chronischer Sarkoidose ein Anstieg von regulatorischen T-Zellen mit
eingeschrankter immunsuppressiver Fahigkeit beobachtet (Rappl et al., 2011).
Letztendlich resultiert die langdauernde Immunantwort mit Makrophagen- und T-Zell-
Aktivierung bei Sarkoidose in der Bildung epitheloidzelliger, nicht verkdsender
Granulome. Granulombildung zeigt die Unfahigkeit des Immunsystems, ein Antigen
vollstdndig zu eliminieren. Eine Annahme ist, dass die mit einer intensiven
Immunreaktion einhergehende aktive Form der Erkrankung fir die Eradikation des
Antigens ausreicht und deshalb nur von begrenzter Dauer ist. Dagegegen kann bei einer
chronischen Form aufgrund des niedrigen Inflammationslevels keine komplette
Eradikation des Antigens erfolgen, sodass die anhaltende Stimulation der Zellen mit
Freisetzung von Mediatoren zur Fibrosierung des Lungengewebes fiihrt (Zissel, 2014).
Sarkoidosegranulome bestehen zentral aus Makrophagen und sich aus Makrophagen
entwickelnden epitheloiden Zellen und Riesenzellen sowie T-Helfer-Zellen (Ma et al.,
2007). In der Peripherie finden sich zytotoxische T-Zellen, Fibroblasten und B-Zellen. Im
Krankheitsverlauf kommt es entweder zur Aufldsung der Granulome oder zum
fibrotischen Umbau von peripher nach zentral. Da die Fibrosierung von Granulomen
auszugehen scheint, zieht sie sich wie die Granulome auch vor allem entlang von

Lymphabflusswegen (Patterson et Strek, 2013). Wahrend die Pathophysiologie in der



frihen Phase der Erkrankung bis hin zur Granulombildung relativ gut verstanden ist, sind
die Grunde fur die Entwicklung der fibrotischen Sarkoidose weitgehend unklar. Eine
Verschiebung der zu Beginn vorherrschenden Ty1-Zytokine hin zu fibrotisch wirkenden
Tw2-Zytokinen, wie IL-13 und CCL2, und eine Phanotypanderung von Makrophagen mit
der Freisetzung von profibrotisch wirkendem TGF-3 werden in der Literatur als Ausloser
diskutiert (Patterson et Strek, 2013). Fraglich ist, ob eine Fibrosierung bei
Pradisponierten schon frih im Krankheitsverlauf durch bestimmte proinflammatorische
Vorgange getriggert wird oder eine Wundheilungsantwort auf eine unkontrollierte,

chronische Inflammation darstellt (Patterson et al., 2012).

1.1.4 Klinische Prasentation

Das klinische Bild der Sarkoidose ist abhéngig davon, welche Organe betroffen sind und
wie sich der Krankheitsverlauf gestaltet. Man unterscheidet eine akute, selten
rezidivierende von einer chronischen, haufig rezidivierenden Form. Der Ubergang der
akuten in die chronische Verlaufsform ist extrem selten (Kirsten, 2016a). Als chronisch
gelten Verlaufe ab einer Dauer von etwa drei bis funf Jahren (Wessendorf et al., 2015).
Als haufigste Manifestation der akuten Sarkoidose gilt das Lofgren-Syndrom mit einer
Symptomtrias aus Sprunggelenksarthritis, Erythema nodosum und bihilarer
Lymphadenopathie, das bevorzugt bei jungen Frauen auftritt (Herold, 2014a). Bei der
chronischen Sarkoidose stehen respiratorische Symptome wie Belastungsdyspnoe und
trockener Reizhusten im Vordergrund, da in Gber 90% der Falle die Lunge betroffen ist.
Zudem klagen viele Patientinnen und Patienten Uber eine ausgepragte Fatigue sowie
eventuell Nachtschweil3, Gewichtsverlust oder Fieber (Kirsten, 2016b). Zur Entstehung
der Fatigue kdénnen verschiedene Faktoren beitragen, darunter sowohl die chronisch
ablaufende Immunantwort mit Zytokinfreisetzung als auch Therapienebenwirkungen bei
Glucokortikoidgabe wie Gewichtszunahme oder Steroiddiabetes (Goérski et Piotrowski,
2016). 20-50% der Betroffenen haben lediglich eine asymptomatische bihilare
Lymphadenopathie (ATS et al., 1999) . Die haufigsten extrapulmonalen Manifestationen
betreffen periphere Lymphknoten, Haut und Augen (Wessendorf et al., 2015). Ein
Hautbefall tritt bei 20-50% der Patientinnen und Patienten auf und kann einer
systemischen Manifestation vorausgehen oder nachfolgen. Besonders haufig treten die
sich vielschichtig auRernden Hautveranderungen im Gesicht, an den Ohrlappchen und
den Extremitatenstreckseiten auf (Sharma, 1972). Eine Augenbeteiligung ist oft eine
FrGhmanifestation der Sarkoidose, die sich als Iridozyklitis &uf3ern kann.
Lymphknotenbeteiligung kann sich in Form von tastbaren, verschieblichen Lymphknoten
bemerkbar machen, aber auch intrathorakal vorliegen. Weitere mdgliche

Manifestationen sind zum Beispiel die Neurosarkoidose mit Beteiligung des peripheren



oder zentralen Nervensystems oder die kardialen Sarkoidose mit Rhythmusstdrungen
bis hin zum plétzlichen Herztod (Kirsten, 2016c).

1.1.5 Diagnostik

Ergeben sich in der Anamnese Hinweise auf eine Sarkoidose, sollte nach der
korperlichen Untersuchung zunachst eine Bildgebung erfolgen. Standardbildgebung bei
Verdacht auf Sarkoidose ist das Réntgenbild des Thorax, da die Erkrankung, wie bereits
erlautert, in der Uberwiegenden Anzahl der Falle mit einer Beteiligung von Lunge und
Lymphknoten des Thorax einhergeht (Wessendorf et al., 2015). Die urspriingliche
Stadieneinteilung der Sarkoidose beruht auf der im Thoraxrontgenbild sichtbaren
Lungenbeteiligung, das eruierte Stadium gibt Auskunft Gber die Langzeitprognose
(Wurm, 1960). Eine Indikation fur eine hochauflésende Computertomografie des Thorax
(High-Resolution-Computertomografie/HRCT) ergibt sich erst bei persistierender
Sarkoidose mit vermuteten Komplikationen wie etwa Bronchiektasien und ist auch
aufgrund der hohen Strahlenbelastung kein Bestandteil der Basisdiagnostik
(Wessendorf et al., 2015). Dem Thoraxrontgen schlief3t sich die Durchfiihrung einer
Lungenfunktionsuntersuchung an. Die Vital- und Diffusionskapazitat gelten als zur
Verlaufsbeurteilung der chronischen Sarkoidose geeignete Parameter. Es zeigen sich in
der Regel restriktive Veranderungen der Lungenfunktion, obstruktive Verénderungen
deuten auf Atemwegsbeteiligung hin (Kirsten, 2016d) . Im Rahmen einer Bronchoskopie
mit BAL ist die Gewinnung von Schleimhautbiopsien und transbronchialen Biopsien
wuinschenswert, auch der Einsatz von endobronchialem Ultraschall oder die Gewinnung
von Kryobiopsien hat sich bewahrt (Kebbe et Abdo, 2017). In der bronchoalveolaen
Lavage (BAL) zeigt sich typischerweise eine lymphozytare Alveolitis mit erhéhter
CD4+/CD8+-Ratio (Zaiss et al., 1988). An den Bioptaten kann dann der Nachweis
epitheloidzelliger Granulome erfolgen. Gegebenenfalls sollten Biopsien aus anderen
maoglicherweise betroffenen Organen entnommen werden. Zur Evaluation des Uber die
Lunge hinausgehenden Organbefalls sind eine ophthalmologische Untersuchung und
EKG-Ableitung obligat. Wichtig ist auch der Ausschluss anderer granulomatoser
Erkrankungen wie der Tuberkulose (Kirsten, 2016e€). Im Blut kbnnen Makrophagen- oder
Granulom-assoziierte Parameter wie das Angiotensin Converting Enzyme (ACE)
(Wessendorf et al., 2015) oder Lymphozyten-assoziierte Parameter wie der l6sliche
Interleukin-2-Rezeptor bestimmt werden (Grutters et al., 2003). Das Serum-ACE gilt
beispielsweise als Marker fir Granulombelastung und ist bei 40-80% der Erkrankten
erhoht. Allerdings sind Granulome kein sarkoidosespezifisches Phanomen und bei
Einnahme von ACE-Hemmern wird die ACE-Bildung trotz Granulomanwesenheit

unterdriickt. DarUber hinaus existiert eine interindividuelle Variabilitdt der



Serumkonzentration durch Polyallelie fir das ACE-Gen (Kruit et al., 2007). Als weiterer
Biomarker gilt die Konzentration des Enzyms Chitotriosidase im Serum. Dieses wird von
aktivierten Makrophagen freigesetzt. Fur die Chitotriosidasekonzentration wurden
signifikant héhere Werte bei Personen mit Sarkoidose als bei Gesunden oder an
anderen granulomatésen Erkankungen Leidenden beschrieben (Bargagli et al., 2013).
Der Marker weist eine hohe Sensitivitdt und Spezifitat auf. Die Rolle bei
Diagnosestellung ist noch unzureichend erforscht, stabile konnen jedoch von
progredienten Verlaufen abgegrenzt werden.

Aktuell kann kein Biomarker fir die korrekte Diagnose oder den Ausschluss der
Diagnose oder fiir Therapieentscheidungen genutzt werden. Es existieren Fragebdgen
zum Assessment des Gesundheitszustandes wie zum Beispiel der King's Sarcoidosis
Questionnaire (Patel et al., 2013). Eine Evaluation der Fatiguesymptomatik mittels
Fragebdgen ist ebenfalls moglich (Wessendorf et al., 2015). Diese erfolgte bei den in
dieser Arbeit analysierten Sakroidoseerkrankten mittels der ,Modified Fatigue Impact
Scale”, die urspringlich fur multiple Sklerose entwickelt wurde. Analysiert werden
physische, kognitive und psychosoziale Aspekte (National Multiple Sclerosis Society,
www.nationalmssociety.org). Als Cut-Off-Wert, ab dessen Erreichen eine klinisch

relevante Fatigue angenommen werden kann, gelten dabei 38 von 84 Punkten.

1.1.6 Therapie und Verlauf

Therapieindikationen sind Auftreten von Symptomen sowie gestorte Organfunktionen.
Der Nachweis epitheloidzelliger Granulome ohne bestehende Beschwerden oder
Funktionsverlust der Lunge oder anderer Organe bedarf keiner Therapie (Prasse, 2016).
Glucokortikoide gelten als Medikamente erster Wahl zur Unterdriickung der verstarkten
zellularen Immunreaktion, angestrebte Therapiedauer sind sechs bis zwolf Monate. Bei
Rezidiven, die in etwa 40% der Falle auftreten, sollte zunéchst wieder eine
Glucokortikoidtherapie erfolgen (Grutters et van den Bosch, 2006). Andere
Immunsuppressiva, wie Azathioprin, Cyclophosphamid oder Methotrexat, kénnen bei
frustranem Einsatz der Glucokortikoide oder zum Einsparen der Dosis genutzt werden.
Auch die TNFa-Hemmung durch Substanzen wie Infliximab ist moéglich (Baughman et
al., 2013). Als ultima ratio kann eine Lungentransplantation erfolgen. Das
Kontrollintervall bei Lungensarkoidose kann von drei Monaten bei Stabilisierung der
Erkrankung auf sechs Monate ausgeweitet werden. Eine Uberwachung ist fir

mindestens drei Jahre nach Erreichen einer Remission indiziert (Kirsten, 2016f).



1.1.7 Prognose der Sarkoidose

Die akute Sarkoidose geht mit einer sehr giinstigen Prognose einher. In tber 90% der
Falle kommt es zum spontanen oder therapieinduzierten Ruckgang der Beschwerden.
Bei chronischer Sarkoidose kann es zur Entwicklung einer Lungenfibrose mit
pulmonalarterieller Hypertension kommen, wodurch sowohl Lebensqualitat als auch
Lebenserwartung eingeschrankt sind (Valeyre et al., 2014).

1.2 Sarkoidose-ahnliche Erkrankung/SLD

Nach ATS/ERS/WASOG muss flir die Diagnostik der Sarkoidose das Kklinisch-
radiologische Befundbild durch den Nachweis von nichtverkdsenden epitheloidzelligen
Granulomen untermauert werden (ATS et al., 1999). Bei Personen mit der Symptomtrias
aus Fatigue, Dyspnoe und Husten ohne Nachweis radiologischer Veranderungen an der
Lunge und ohne histologischen Nachweis epitheloidzelliger Granulome wurde das
Vorliegen einer sarkoidoseéhnlichen Erkrankung postuliert (Hofer, 2015). Im
Unterschied zur Sarkoidose betrifft diese Erkrankung Frauen deutlich h&ufiger als
Manner. Betroffene leiden vor allem unter der Fatiguesymptomatik. Wie die Sarkoidose
ist die sarkoidoseahnliche Erkrankung mit einer erhéhten CD4+/CD8+-Ratio und einer
Lymphozytose in der BAL vergesellschaftet. Die flr Sarkoidoseerkrankte vorgesehene
Basistherapie mit Glucokortikoiden musste bei Hofer in der Mehrzahl der Falle mit SLD
um weitere immunsuppressive Medikamente erweitert oder ersetzt werden, um eine

Beschwerdefreiheit zu erreichen.

1.3 Exogen allergische Alveolitis/EAA

Die EAA ist eine interstitielle Lungenerkrankung, bei der es durch eine nicht IgE-
vermittelte allergische Reaktion zur Entziindungsreaktion des Lungenparenchyms und
der Bronchioli terminales kommt (Riario Sforza et Marinou, 2017). Ausgel6st wird die
Reaktion durch Inhalation vor allem organischer Antigene bei zuvor sensibilisierten
Personen. Als haufigste Krankheitsbilder gelten die Vogelhalterlunge, die Farmerlunge
und die Befeuchterlunge (Costabel, 2014b).

1.3.1 Epidemiologie der EAA

Die EAA ist eine seltene Erkrankung. lhre Pravalenz ist von Umweltfaktoren, sozialen
und kulturellen Bedingungen abhangig. Als Umweltfaktoren kommen dabei die
Allergenkonzentration, Haufigkeit und Dauer der Exposition gegentber dem Antigen,
PartikelgroRe oder Klimaverhaltnisse in Frage (Riario Sforza et Marinou, 2017).
Epidemiologische Studien sind eingeschrankt beurteilbar bei unterschiedlich angelegten

Diagnosekriterien fur die Erkrankung. Die Préavalenz der Farmerlunge betragt fir die



Allgemeinbevolkerung etwa 0,01-2%, fur Exponierte in der Landwirtschaft bis zu 10%.
Unter Wellensittichhaltenden betréagt die Pravalenz etwa 3,4%, bei Taubenztichtenden
bis zu 21% (Koschel, 2016a) . Wie auch die Sarkoidose tritt EAA haufiger bei Personen
auf, die nicht rauchen (Solaymani-Dodaran et al., 2007). Auch genetische Faktoren
beeinflussen die Wahrscheinlichkeit, zu erkranken. Assoziationen zwischen bestimmten
MHC-II-Molekille und dem Auftreten der Vogelhalterlunge werden in der Literatur
beschrieben (Camarena et al., 2001).

1.3.2 Pathogenese der EAA

Als urséachlich fur die Erkrankung wird die Kombination einer Immunreaktion vom
humoralen und zellvermittelten Typ nach Inhalation von Antigenen mit einer Grof3e von
hochstens 5 um erachtet (Riario Sforza et Marinou, 2017). Die genaue Pathogenese der
komplexen Immunreaktion ist dabei unklar. Nach Erkennen der Antigene tber Toll-like-
Rezeptoren (TLR) und Freisetzung von IL-8 kommt es zum Einstrom von neutrophilen
Granulozyten innerhalb der ersten 48 Stunden der Immunreaktion. Danach lauft in der
akuten Phase der EAA eine Tyl-Immunreaktion ab. Im Rahmen der Zytokinfreisetzung
wandern Lymphozyten, vor allem CD8+-T-Zellen, in die Lunge ein, woraus die
lymphozytare Alveolitis 48-72 Stunden nach Antigenexposition resultiert (Koschel,
2016b). Ahnlich wie bei Sarkoidose wird eine Beteiligung von T17 und regulatorischen
T-Zellen bei der Pathogenese vermutet (Schuyler et al., 2000). Auch bei der EAA kommt
es zur Granulombildung. Einige Erkrankte entwickeln zudem eine Lungenfibrose
(Coleman et Colby, 1988).

1.3.3 Klinische Présentation

Die akute Verlaufsform zeichnet sich durch innerhalb von drei bis zwdlf Stunden nach
Allergenexposition auftretende grippeahnliche Symptome, Atemnot mit trockenem
Husten, Brustenge und Abgeschlagenheit aus. Auskultatorisch macht sich oft ein
inspiratorisches Knisterrasseln lUber der Lunge bemerkbar. Bei Allergenkarenz sind die
Symptome auch ohne Therapie innerhalb von einem bis zwei Tagen vollstandig
regredient (Koschel, 2016c). Die chronische Verlaufsform kann durch eine
langanhaltende, niedrigschwellige Allergenexposition oder durch rezidivierende
nichterkannte akute Episoden ausgelost werden. Die progrediente fibrotische
Veranderung des Lungenparenchyms aufBert sich durch eine zunehmende

Belastungsdyspnoe (Ohtani et al., 2003).



1.3.4 Diagnostik

Ergeben sich anamnestisch Hinweise auf eine Antigenexposition und
expositionsabhdngige Symptome, sollte eine akute EAA in Betracht gezogen werden
(Lacasse et al., 2003). Der Nachweis von erhdhten spezifischen IgG-Antikdrpern gegen
verdachtige Antigene (Fenoglio et al., 2007) und einer restriktiven Ventilationsstorung
mit eingeschrénkter Diffusionskapazitat in der Lungenfunktiondiagnostik untermauern
den Verdacht (Hapke et al.,, 1968). Im Rontgenbild des Thorax lassen sich in vielen
Fallen beidseitige milchglasartige Infiltrate oder eine netzartige Uberlagerung der
Lungengefalizeichnung vor allem in den Mittel- und Unterfeldern nachweisen (Hodgson
et al., 1989). In der bronchoskopisch gewonnenen BALF zeigt sich eine lymphozytare
Alveolitis mit erniedrigtem CD4+/CD8+-T-Zell-Quotienten. Unter allen ILDs weist die
EAA die héchste Gesamtzellzahl und starkste Lymphozytose auf (Welker et al., 2004).
Innerhalb der ersten 48 Stunden nach Antigenexposition steht allerdings eine
neutrophile Alveolitis im Vordergrund (Koschel, 2016d). Auch bei der chronischen EAA
erfolgt die Bestimmung von antigenspezifischem IgG im Serum. Es kdnnen sowohl
restriktive als auch obstruktive Ventilationsstorungen auftreten (Koschel, 2016e). Im
Thoraxrontgen stehen zunehmende retikulonodulare Infiltrationen vor allem in den
mittleren und apikalen Lungenfeldern im Vordergrund, auch Zeichen eines
Lungenemphysems sind mdéglich (Hodgson et al., 1989). Die Durchfihrung einer HRCT
erganzt die bildgebende Diagnostik. Bei chronischer EAA ist in der BAL der Nachweis
einer nur leichten oder auch fehlenden Lymphozytose moglich. Eine normale oder
erhdhte CD4+/CD8+-T-Zell-Ratio schlief3t die Erkrankung nicht aus (Welker et al., 2004).
Der histologische Nachweis der EAA kann in Betracht gezogen werden. Akut zeigen sich
ein bronchiolozentrisches lymphozytares Infiltrat sowie unregelméRig im Parenchym
verteilte Granulome (Coleman and Colby, 1988), bei der chronischen Verlaufsform
kommt es zu einer zunehmenden interstitiellen Fibrosierung (Akashi et al., 2009). Bei
der chronischen EAA sind differentialdiagnostisch viele weitere interstitielle

Lungenerkrankungen zu beriicksichtigen.

1.3.5 Therapie

Wichtigste therapeutische Malnahme ist die Allergenkarenz, die nicht in jedem Falle
leicht zu realisieren ist. Medikamentose Therapie der Wahl sind Glucokortikoide, die
allerdings keinen Ersatz fir die Allergenkarenz darstellen (Kokkarinen et al., 1992). Bei
der chronischen EAA kobnnen Immunsuppressiva wie Azathioprin  die
Glucokortikoiddosis und damit die Nebenwirkungen der Steroide reduzieren. Bei
Lungenfibrose mit respiratorischer Insuffizienz stellt die Lungentransplantation eine

Therapieoption dar (Koschel, 2016f).



1.3.6 Prognose der EAA

Der Nachweis einer Lungenfibrose bei EAA ist mit einer schlechten Prognose assoziiert.
Auch das Auftreten akuter Exazerbationen bei chronischer EAA ist mit einer hohen
Mortalitat verbunden (Hanak et al., 2008).

1.4 Bronchoalveolare Lavage (BAL)

1.4.1 Indikationen und Durchfiihrung

Mithilfe der BAL gelingt die Gewinnung zellularer und nichtzellularer Bestandteile von
der Epitheloberflache der Alveolen und Bronchioli terminales (Miller-Quernheim,
2012a). Indikationen sind die Diagnostik von Lungenerkrankungen, insbesondere von
interstitiellen Lungenerkrankungen (ILD), die Beurteilung der Entziindungsaktivitat bei
bekannten Lungenerkrankungen und die Durchfiihrung als therapeutische Malinahme
(Maller-Quernheim, 2012b). Die Untersuchung wird im Rahmen der fiberoptischen
Bronchoskopie als komplikationsarme Untersuchungstechnik durchgefihrt. Uber das
Bronchoskop werden in das fir die Lavage ausgewahlte bronchopulmonale Segment
100-300 ml isotoner Salzlésung in mehreren Portionen instilliert und dann wieder aus
der Lunge abgesaugt. Fur die optimale Abdeckung distaler Atemwege soll das
abgesaugte Volumen mindestens 30% des instillierten Volumens entsprechen (Meyer et
al., 2012).

1.4.2 Referenzwerte

Die Referenzwerte sind abhangig von Alter, Rauchverhalten und Lavagemethode.
Tabellen 1 und 2 zeigen die Referenzwerte fiir Differentialzytologie und
Immunphanotypisierung bei Nichtrauchenden

(http://www.laborvolkmann.de/analysenspektrum/PDF/bronchoalveolaere-lavage.pdf).

Tab. 1: Referenzwerte flr Differentialzytologie bei Nichtrauchenden

Leukozytensubgruppen Referenzwert in % der Leukozyten
Makrophagen > 84,0
Lymphozyten <15,0

neutrophile Granulozyten <30
eosinophile Granulozyten <0,5
basophile Granulozyten <0,5

Mastzellen <0,5

Tab. 2: Referenzwerte fur Immunphanotypisierung bei Nichtrauchenden

Lymphozytensubgruppen Referenzwert in % der Lymphozyten
B-Zellen <40
NK-Zellen 2,0-14,0
T-Zellen 63,0 — 83,0

T-Zell-Subgruppen Referenzwert in % der T-Zellen
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CDA4+-T-Zellen 40,0-70,0
CD8+-T-Zellen 20,0-40,0
Ratio CD4+/CD8+-T-Zellen 1,1-35

1.5 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um eine automatisierte laserbasierte
Messung von Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften von Zellen in Suspension (Rink
et al.,, 2012b). Neben dem schnellen Zahlen der Zellen und der Identifikation
unterschiedlicher Zellpopulationen verfigen moderne Durchflusszytometer auch tber
die Fahigkeit, die verschiedenen Zellsorten getrennt aufzufangen (FACS/fluorescence
activated cell sorting). Die Gerate bestehen aus einer optischen Einheit mit Lichtquelle
und Linsensystemen zur Fokussierung des Lichtstrahls, einem fliissigkeitsbasierten
Transportsystem sowie einer Signhaldetektionseinheit und sind mit einem Computer
verbunden, der Uber eine geeignete Analysesoftware verfugt (Abb. 1) (Rothe et al.,
2012a). Vor der Analyse im Durchflusszytometer werden einer Probe eines zu
untersuchenden Zellgemisches fluoreszenzmarkierte monoklonale  Antikorper
zugegeben, die gegen fir die zu erwartenden Zelltypen spezifischen
Oberflachenantigene gerichtet sind. In der Flusszelle der optischen Einheit trifft der

Laserstrahl des Zytometers auf die im FlUssigkeitsstrahl vereinzelten Partikel der
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Abb. 1: Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers (Murphy et al., 2009b)

11



Suspension (Murphy et al., 2009a). Beim Durchtritt durch den Laserstrahl entstehen
sowohl Streulicht- als auch Fluoreszenzsignale. An Streulichtsignalen werden die
Vorwartslichtstreuung (FSC/forward scatter), die in Relation zur Zellgro3e steht und die
Seitwartslichtstreuung (SSC/sideward scatter), die in Relation zur Granularitat des
Partikels steht, erfasst (Gottlinger et al., 2000). Die an die Zellen gekoppelten
Fluoreszenzfarbstoffe werden durch Laserlicht einer bestimmten Wellenlange optimal
angeregt, um dann selbst Licht einer grof3eren Wellenl&nge zu emittieren. Die selektive
Analyse eines spezifischen Fluoreszenzsignals erfolgt Gber ein System von Spiegeln
und Filtern, wodurch die Abbildung der fur einen bestimmten Fluoreszenzfarbstoff
typischen Wellenlangenbereiche auf einen zugehorigen Detektor realisiert wird

(Rothe et al., 2012b). Photomultiplierréhren zur Fluoreszenzdetektion verstarken das
optische Signal und wandeln es in ein elektrisches um. Uber Analog-Digital-Wandler wird
die Speicherung der elektrischen Impulse im Computer méglich.

Durch den simultanen Einsatz von verschiedenen Fluoreszenzmarkierungen wird die
Durchflusszytometrie zur multiparametrischen Analysemethode. Uberlappungen in den
Emissionsspekiren der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe konnen bei der

Datenverarbeitung im Computer kompensiert werden (Rothe et al., 2012c).

1.6 Oberflachenmolekule zur Identifikation von Immunzellen

Die im Rahmen der Durchflusszytometrie genutzten monoklonalen
fluoreszenzmarkierten Antikdrper richten sich gegen Oberflachenantigene, die fir
bestimmte Zelltypen und ihre Subpopulationen spezifisch sind. Dadurch wird deren
Identifikation, Zahlung und Auftrennung mdéglich (Murphy et al., 2009c).

Das Immunglobulin CD3 ist ein T-Zell-Rezeptor-assoziiertes Molekul der Zelloberflache,
das in die Signaltransduktion eingebunden ist und auf allen T-Zellen vorkommt
(Murphy et al., 2009d). CD4 dient als Korezeptor fur MHC-Klasse-lI-Molekiile und ist
typisch fur T-Helfer-Zellen, wahrend CD8 einen Korezeptor fir MHC-Klasse-I-Molekile
darstellt und typisch flr zytotoxische T-Zellen ist (Murphy et al., 2009¢e). CD16 ist Teil
des niedrigaffinen Fc-Rezeptors FeyRIIl. Dieser Immunglobulinrezeptor befindet sich auf
NK-Zellen, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten und trdgt zu deren
Phagozytoseeigenschaften und der Antikdrper-abhangigen zellvermittelten Zytotoxizitat
bei. Zusammen mit dem Vorhandensein von CD3 auf einer Zelle kann es auch fir die
Identifikation sogenannter NKT-like-Zellen genutzt werden (Murphy et al. 2009f). CD56
und/oder CD16 dienen als Funktionsmolekile auf NK-Zellen. CD57 ist als
Oligosaccharid Teil von Zelloberflachenglykoproteinen verschiedenster Zellen (Murphy
et al., 2009q) . Es wird jedoch auch als Marker fur viele durchlaufene Zellteilungen und

damit eine gewisse Zellseneszenz betrachtet (Strioga et al., 2011). Das MHC-Klasse-II-
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Molekil HLA-DR wird unter anderem auf aktivierten T-Zellen exprimiert (Heron et al.,
2010). CD19 und CD20 sind B-Zell-Marker (Murphy et al., 2009h). CD19 stellt einen
Korezeptor auf B-Zellen dar, wahrend CD20 als Oberflaichenmolekil mit vier
Transmembranabschnitten eine Rolle bei der B-Zell-Aktivierung zugeschrieben wird.
Tabelle 3 zeigt die durchflusszytometrisch erfassten Zelltypen der BAL der in dieser

Dissertation analysierten Datensatze von Patientinnen und Patienten.

Tab. 3: Durchflusszytometrisch erfasste Zelltypen der BAL-Flissigkeit

Oberflachen-Molekile Zelltyp
CD19 B-Zelle
CD3, CD16 und/oder CD56 NK-Zelle
CD3 T-Zelle
CD3, CDh4 T-Helfer-Zelle
CD3, CD8 zytotoxische T-Zelle
CD3, CD57 seneszente T-Zelle
CD3, HLA-DR aktivierte T-Zelle
CD3, CD16 NKT-like-Zelle

2. Zielstellung

Die zytologische und durchflusszytometrische Analyse von bronchoalveolarer
Lavageflissigkeit ist Teil der Sarkoidosediagnostik. Als diagnoseunterstitzend gilt der
Nachweis einer Lymphozytosekonstellation mit erhéhter CD4+/CD8+-Ratio. Ziel dieser
Arbeit war es, weitere zur Diagnosestellung geeignete BALF-Parameter zu identifizieren
und davon ausgehend ein diagnostisches Scoresystem zu entwickeln. Dieses sollte
durch Erganzung des bisher etablierten diagnostischen Vorgehens bei Verdacht auf das
Vorliegen einer Sarkoidose die Sicherheit der Diagnosestellung erhéhen.

In der Literatur existiert die Erstbeschreibung der SLD, die neben den fir Sarkoidose
typischen Symptomen wie trockenem Husten, Luftnot, Brustschmerzen und Fatigue
ebenfalls mit einer Lymphozytose und erhéhten CD4+/CD8+-Ratio in der BALF
vergesellschaftet ist. Der bildgebende oder funktionelle Nachweis von
Lungenveranderungen oder der histologische Nachweis von Granulomen fehlt jedoch.
Im Gegensatz zur Sarkoidose sind Uberwiegend Frauen betroffen, eine
Glucokortikoidmonotherapie ist zur Symptomlinderung oftmals nicht ausreichend.
Anhand der vorliegenden zytologischen und durchflusszytometrischen Befunde der BAL
von Personen mit Sarkoidose und SLD sollte eine Analyse Uber die bereits bekannten
Verédnderungen des Lymphozytenanteils und der CD4+/CD8+-Ratio hinaus erfolgen.
Diese Untersuchungen sollten einen weiteren Einblick in das bislang nur

erstbeschriebene Krankheitsbild verschaffen.
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Weiterhin wurde als Entitat der ILD die EAA untersucht. Von dieser Personengruppe
sollten ebenfalls zytologische und durchflusszytometrisch erhobene Daten der BAL,
Ergebnisse  von  Lungenfunktionsuntersuchungen sowie Informationen  zu

Therapieversuchen ausgewertet werden.

3. Material und Methoden

3.1 Datensatz

3.1.1 Herkunft und Bearbeitung der Rohdaten

Im Zeitraum zwischen Juli 2010 und Juni 2015 wurden 3435 Proben durch BAL
gewonnenen Materials von lungenkranken Patientinnen und Patienten des
Krankenhauses Martha-Maria in Halle sowie des angeschlossenen MVZ Pneumologie
im Institut fur Medizinische Immunologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
durchflusszytometrisch und durch mikroskopische Auszéhlung der Zellen untersucht.
Durchflusszytometrisch erfasst wurden die Parameter T-Zellen, CD4+-T-Zellen, CD8+-
T-Zellen, CD4+CD8+-T-Zellen, CD16+-T-Zellen, CD57+-T-Zellen, HLA-DR+-T-Zellen,
B-Zellen und NK-Zellen (alle in % der Lymphozyten). Ebenfalls Eingang in die
Parameterdarstellung fand die Angabe der CD4+/CD8+-T-Zell-Ratio.

Ausgehend vom Rohdatensatz wurden 50 Datensatze aufgrund zahlreicher fehlender
Angaben von der statistischen Untersuchung ausgeschlossen. Fir eine Datenanalyse
ohne Messwiederholungen an Untersuchungseinheiten wurde pro Person nur ein
Datensatz betrachtet. Dadurch reduzierte sich die Anzahl der zu analysierenden
Datensatze um 482 Stick auf eine Anzahl von 2903 zu analysierenden Datensatzen.
Dabei wurde der jeweils erste vorhandene Datensatz ausgewahlt, aul3er, wenn bei
Verdachtsdiagnose ,lymphozytdre Alveolitis® ein hoher Anteil von neutrophilen

Granulozyten an Gesamtleukozyten auf eine Infektion hinwies (Abb. 2).

3.1.2 Gesamtgruppe der zu analysierenden Daten

Die Datensatze von 2903 lungenkranken Patientinnen und Patienten bildeten den
Gesamtdatensatz, der der in dieser Arbeit beschriebenen statistischen Analyse
zugrunde liegt. Die Personen der Gesamtgruppe waren beziglich der
indikationsgebenden Erkrankungen und Symptome, die zur Durchfiihrung einer
Bronchoskopie mit Gewinnung bronchoalveolarer Lavageflissigkeit flhrten, als sehr
heterogen zu beschreiben. Als Beispiele fur die Durchfiihrung einer therapeutischen
Bronchoskopie mit Absaugung von Sekret sind das Vorliegen einer Pneumonie oder
exazerbierten chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) zu nennen.

Bronchoskopien zu diagnostischen Zwecken erfolgten bei Verdacht auf Sarkoidose oder
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EAA, bei therapierefraktdrem Asthma, dem Verdacht auf eine Asbestose, auf pulmonale

Primartumore oder Metastasen im Rahmen anderer Prima.

Rohdatensatz: Lungenspulungen Martha-Maria
07/10-06/15

n =3435
-l N Mehrfachbefunde
n =482
_| R nicht verwertbare Datensétze
>
g n=>50

Gesamtdatensatz fUr statistische Analyse

n =2903

Abb. 2: Flussdiagramm Datensatzmodifikation

3.1.3 Bildung der analyserelevanten Gruppen
Anhand der Informationen in den Krankenakten konnten in der Gesamtgruppe 97
Personen mit Sarkoidose, 67 Personen mit SLD und 25 Personen mit EAA identifiziert

werden.

Lymphozytose- Nichtlymphozytosegruppe
gruppe n=1676
n=1227

Sarkoidose .@
n=97

Gesamtgruppe n = 2903

Gesamtgruppe n = 2903

Abb. 3: Bildliche Darstellung der Untergruppen

In diesen drei Haupterkrankungsgruppen wurden die bereits vorhandenen
epidemiologischen Informationen beziglich Geschlecht und Alter zum Zeitpunkt der
Untersuchung um Angaben zum Nikotinkonsum, zum histologischen Befund, zum

bildgebenden Befund, zur gewéahlten Therapieform und Ansprechen auf die Therapie
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sowie um die im Fatiguescore erreichte Punktzahl bei Diagnosestellung und
bodyplethysmografische Parameter erganzt (Tabellen 4 und 5 im Anhang). Als
Ansprechen auf eine Glucokortikoidtherapie gewertet wurde dabei eine subjektive
Linderung der krankheitstypischen Beschwerden. Musste die Therapie wegen starker
unerwunschter Wirkungen in ihrer Dosis reduziert werden oder musste sie um ein
weiteres Medikament erganzt werden, wurde dies als Nichtansprechen gewertet.

Unter Berucksichtigung der durchflusszytometrisch erhobenen Parameter erfolgte
weiterhin eine Unterteilung der Gesamtgruppe in die Lymphozytose- und
Nichtlymphozytosegruppe (Abb. 3).

3.1.4 Sarkoidosegruppe

Wiesen die in stationarem Umfeld befindlichen oder im MVZ vorstelligen Personen
Symptome wie trockenen Husten, Atemnot, subfebrile Temperaturen oder Fatigue auf,
ergab sich die Indikation zur pulmonalen Bildgebung und Bronchoskopie mit BAL zum
Ausschluss einer atypischen Pneumonie, Sarkoidose oder einer anderen interstitiellen
Lungenerkrankung. Bei stimmigen klinischen, bildgebenden und immunzytologischen
Befunden wurde die Diagnose einer Sarkoidose gestellt und entsprechend behandelt.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden dabei nur diejenigen Sarkoidosepatientinnen und -
patienten in die Sarkoidosegruppe eingeschlossen, bei denen die Diagnostik auch
krankheitstypische Veranderungen in der Bildgebung, Histologie oder beiden

Untersuchungen ergab.

3.1.5 Gruppe der Sarkoidose-ahnlichen Erkrankung/SLD

Zeigten sich bei zu Sarkoidose passender Symptomatik und passendem BAL-Befund
weder in der pulmonalen Bildgebung noch in der Lungenhistologie sarkoidosetypische
Veranderungen, wurde die Person in der vorliegenden Arbeit der SLD-Gruppe
zugeordnet. Die Auswahl der Personen basierte auf der in der Dissertation
.Erstbeschreibung einer sarkoidoseahnlichen Erkrankung® (Hofer, 2015) analysierten

Gruppe von Patientinnen und Patienten.

3.1.6 Gruppe der Exogen allergischen Alveolitis/EAA

Ergab die Anamnese bei Personen mit trockenem Husten, Dyspnoe und chronischem
Krankheitsgefiihl mit Abgeschlagenheit oder bei akut aufgetretenen grippalen
Symptomen einen Hinweis auf den Kontakt mit alveolengdngigen organischen Partikeln
und gelang der Nachweis von Antikérpern vom Typ IgG gegen das mdgliche Allergen im
Serum, wurde eine EAA als Ursache der Beschwerden angenommen. Diese Personen
bildeten in dieser Arbeit die Gruppe EAA.
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3.1.7 Lymphozytose- und Nichtlymphozytosegruppe
Ein Lymphozytenanteil groRer oder gleich finfzehn Prozent in der BALF diente in
Anlehnung an die von der American Thoracic Society erarbeitete Leitlinie fur das
Vorliegen einer lymphozytaren Alveolitis (Meyer et al., 2012) als Kriterium fir die
Zuordnung einer Person zur Lymphozytosegruppe, ein Anteil von weniger als fiinfzehn
Prozent fur die Zuordnung zur Nichtlymphozytosegruppe.

3.2 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung des Datenmaterials erfolgte mit der Unterstiitzung von Frau
Dr. Unverzagt und Herrn Dr. Horn vom Institut fir Epidemiologie, Biometrie und
Informatik der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg. Es wurde ein zweiseitiges
Signifikanzniveau von 5% (p = 0,05) festgelegt.

3.2.1 Datenverarbeitungsprogramme
Microsoft Excel 2013
IBM SPSS Statistics 25

3.2.2 Uberpriifung von Verteilungsannahmen
Zur Uberpriifung der Verteilung einer Variablen wurden in dieser Arbeit Histogramme

sowie Q-Q-Diagramme herangezogen (Janssen und Laatz, 2017a).

3.2.3 Korrelationen

Zusammenhdnge zwischen metrischen Variablen wurden zundchst anhand von
Scatterplots grafisch dargestellt und optisch beurteilt. LieR sich ein annéhernd linearer
Zusammenhang annehmen, wurde im Rahmen der bivariaten Korrelation der
dimensionslose Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient r, nach Pearson als Maf3zahl
fur Starke und Richtung des Zusammenhanges berechnet (Janssen und Laatz, 2017b).
Erschien ein linearer Zusammenhang unwahrscheinlich, erfolgte die Ermittlung des
Korrelationskoeffizienten nach Spearman rs. Dieser konnte auch bei der Beurteilung des
Zusammenhanges zwischen metrischen und ordinal skalierten Variablen herangezogen
werden (Weil3, 2013a).

Zur Beschreibung des Zusammenhanges zwischen einer abhéangigen metrischen und
einer unabhangigen nominalen Variable diente der Koeffizient Eta (Janssen und Laatz,
2017c). Zusammenhénge zwischen Variablen auf kategorialem Niveau wurden anhand
von Kreuztabellen untersucht, sowohl der Chi?-Unabhéangigkeits-Test als auch der

exakte Test nach Fisher kamen zum Einsatz (Weil3, 2013b).
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3.2.4 Box-Whisker-Plots

Die grafische Darstellung der Verteilung eines quantitativen Merkmales gelingt mittels
Box-Whisker-Plots, kurz Box-Plots. Diese beinhalten Informationen tiber Lagemal3e wie
den Median, Quartile, Maximum und Minimum der Stichprobe sowie Uber
Streuungsmalle wie Spannweite und Quartilsabstand (Weif3, 2013c).

Die Box reprasentiert die Werte der Stichprobe, die zwischen dem ersten und dem dritten
Quartil (also dem 25. und 75. Perzentil) liegen. Der Querstrich innerhalb der Box zeigt
das 50. Perzentil an, das gleichbedeutend mit dem Median ist. Die Enden der von Ober-
und Unterseite der Box ausgehenden Striche (englisch ,whisker“) veranschaulichen das
Maximum und das Minimum der Stichprobenwerte. Mehr als anderthalb Boxlangen
aufRerhalb liegende Werte gelten als AusreiBer und werden mit einem Kreis
gekennzeichnet. Mehr als drei Boxlangen aufierhalb liegende Werte gelten als

Extremwerte, diese werden mit einem Stern markiert (Buhl, 2014a).

3.2.5 Mittelwertvergleiche bei zwei unverbundenen Stichproben

Mittels des t-Testes fur unverbundene Stichproben gelang bei annahernder
Normalverteilung der Werte der Stichprobe der Mittelwertvergleich (Weil3, 2013d) fir
verschiedene interessierende Untergruppen innerhalb der Krankheitsgruppen
Sarkoidose, SLD und EAA. Dabei war beispielsweise von Interesse, ob es signifikante
Unterschiede zwischen auf Glucokortikoide ansprechenden und nicht ansprechenden
Personen gibt oder wie sich Personen mit rein pulmonaler Sarkoidose im Vergleich zu
Multiorganerkrankten prasentieren.

Erschien eine Normalverteilung der Werte innerhalb der Stichproben unwahrscheinlich,
wurde alternativ zum t-Test der auf Rangsummenbildung beruhende U-Test nach Mann

und Whitney zum Vergleich zweier Mediane genutzt (Weil3, 2013e).

3.2.6 Mittelwertvergleiche bei mehr als zwei unverbundenen Stichproben

Zur Aufdeckung des Vorliegens signifikanter Unterschiede von Mittelwertdifferenzen der
Variablen beim Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde bei gegebener
Normalverteilung der Werte innerhalb der Stichproben die einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) herangezogen (Janssen und Laatz, 2017d). Das Verfahren beruht auf der
Zerlegung der Gesamtvarianz der abhangigen Variablen in die Varianz innerhalb und
zwischen den Gruppen, die miteinander verglichen werden. Je mehr Varianz durch die
Gruppenzugehorigkeit erklart werden kann, desto grofRer die Varianz zwischen und
desto kleiner die Varianz innerhalb der Gruppen. Bei signifikantem F-Test (bzw. Brown-

Forsythe-Test fur ungleich grofRe Stichproben) erfolgte die Durchfiihrung der Post-Hoc-
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Mehrfachvergleiche mittels Bonferroni-Korrektur, durch die eine Inflation des Fehlers
erster Art beim multiplen Testen vermieden wird (Janssen und Laatz, 2017e).

Ergab die Analyse der Datenlage bei einer metrisch skalierten Variablen Anlass zu der
Vermutung, dass diese Variable in der Grundgesamtheit nicht normalverteilt war oder
konnte keine Homogenitat der Varianzen angenommen werden, wurde als Alternative
zur Varianzanalyse der nichtparametrische Kruskal-Wallis H-Test durchgefiihrt. Dieses
Verfahren prift auf unterschiedliche zentrale Lage von Verteilungen, genauer auf
unterschiedliche Lage des Medians. Dabei wird die Prufgrof3e H umso grof3er, je starker
sich die durchschnittliche Rangziffer einer Gruppe vom gemeinsamen Durchschnitt aller
unterscheidet (Janssen und Laatz, 2017f). Bei signifikantem Ergebnis fur H schloss sich
als Post-Hoc-Mehrfachvergleich ein Games-Howell-Test an (Janssen und Laatz,
20179).

3.2.7 Logistische Regression

Als Variante der Regressionsanalyse gehort die logistische Regression zu den
strukturprifenden Verfahren zur Untersuchung der Auswirkung von kategorial oder
metrisch skalierten unabhangigen Variablen auf eine kategoriale abhangige Variable.
Als binare logistische Regression findet sie Anwendung bei einer abhangigen Variablen
mit genau zwei mdglichen Merkmalsauspragungen, als multinomiale logistische
Regression bei mehr als zwei moglichen Merkmalsauspragungen der abhéngigen
Variablen (Backhaus et al., 2018a).

Bei der Analyse des fir diese Arbeit zur Verfligung stehenden Datenmaterials war von
Interesse, ob ein bestimmter durchflusszytometrisch erfasster Parameter oder auch eine
Kombination von Parametern geeignet war, zwischen dem Vorliegen einer Sarkoidose
und dem Nicht-Vorliegen einer Sarkoidose zu unterscheiden.

Zur Prufung der Signifikanz der Gesamtmodelle wurde der Likelihood-Ratio-Test
herangezogen (Backhaus et al., 2018b), die Gute der Prognosefunktion wurde anhand
von ROC-Kurven beurteilt (Janssen und Laatz, 2017h).

Mit Hilfe der Ruckwartsselektion kann bei einer groBen Anzahl von in die Analyse
eingehenden Parametern ermittelt werden, welche dieser Parameter in die
Wahrscheinlichkeitsgleichung aufgenommen werden sollten. Ausgehend von einem alle
Parameter beriicksichtigenden Modell werden Schritt flr Schritt diejenigen
unabhangigen Variablen entfernt, die die geringste Korrelation zur abhangigen Variablen
aufweisen (Buhl, 2014b) .
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3.2.8 Diagnostischer Test und Gutekriterien

Vereinfachend kann ein diagnostischer Score als Test auf das Vorliegen einer
Erkrankung betrachtet werden. Als Testgiteeigenschaften gelten die Reliabilitat
(Reproduzierbarkeit) und die Validitat. Letztere wird durch Sensitivitat und Spezifitat
bestimmt. Die Sensitivitdt gibt an, bei welchem Prozentsatz Erkrankter durch die
Anwendung des Testes das Vorliegen der Erkrankung richtigerweise erkannt wird. Bei
der Spezifitdt handelt es sich um den Prozentsatz Nichterkrankter, die der Test
richtigerweise als gesund erkennt. Bei einem idealen Test betragen sowohl die
Sensitivitét als auch die Spezifitdt 100% (Weil3, 2013f). Darlber hinaus kdnnen bei
jedem diagnostischen Test Vorhersagewahrscheinlichkeiten angegeben werden. Der
positive pradiktive Wert (PPW) gibt den Anteil der richtig positiv Getesteten an allen
positiv Getesteten an, wahrend der negative pradiktive Wert (NPW) den Anteil der richtig
negativ Getesteten an allen negativ Getesteten beschreibt. Die pradiktiven Werte geben
somit die Wahrscheinlichkeit an, dass das Testergebnis tatsachlich den richtigen
Krankheitsstatus anzeigt und sind daher fur die Praxis wichtiger als Sensitivitat und
Spezifitat (Weil3, 2013g). Allerdings héangen die pradiktiven Werte von den
Testguteeigenschaften sowie der Pravalenz, der Haufigkeit einer Erkrankung in einer
Bevolkerung zu einem bestimmten Zeitpunkt, ab (Weil3, 2013h). Bei Durchfiihrung eines
diagnostischen Testes in zwei Populationen mit unterschiedlicher Pravalenz einer
Erkrankung bleiben die Sensitivitat und die Spezifitat gleich, wahrend die pradiktiven
Werte Setting-abhangig sind. Bei niedriger Pravalenz einer Erkrankung in der
Bevolkerung ist auch der PPW niedrig, weil insgesamt sehr viel mehr gesunde als kranke
Personen getestet werden. Allerdings ist innerhalb besonderer Risikogruppen fiir eine
Erkrankung die Pravalenz hoher als in der Allgemeinbevdlkerung und die Aussagekraft
eines diagnostischen Testes auf diese Erkrankung hoéher (Weil3, 2013i). Der NPW
verhalt sich immer gegensatzlich zu Pravalenz und PPW, dennoch gilt, dass der NPW
in allen Populationen ungeféahr 100% ist. Bei einem negativen Testergebnis ist das
Vorliegen einer Erkrankung daher quasi ausgeschlossen, wahrend ein positives
Testergebnis schwieriger zu interpretieren ist. Ein optimaler Schwellenwert fir das
Testergebnis unterliegt nicht nur wahrscheinlichkeitstheoretischen, sondern auch
medizinischen, ©konomischen und ethischen Uberlegungen (WeiR, 2013j).
Beispielsweise sollte ein diagnostischer Test eine hohe Sensitivitat aufweisen, wenn die
Erkrankung schwerwiegende Folgen nach sich ziehen kann wund eine
erfolgversprechende Therapie existiert. Die Erhdhung der Sensitivitat kann durch eine
Absenkung des Trennwertes erreicht werden, dafir kommt es zum vermehrten Auftreten
falsch positiver Befunde. Eine hohe Spezifitat eines Testes mit einem hohen Trennwert

wére bei fehlenden Therapiemal3Bhahmen oder Therapieoptionen mit schweren
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unerwiunschten Wirkungen vorzuziehen, da falsch positive Befunde in diesem Fall

gravierende Konsequenzen hatten (Weil3, 2013Kk).

3.2.9 ROC-Kurve und Youden-Index

Mit Hilfe der ROC-Kurve kann die Bewertung eines diagnostischen Tests erfolgen
(Janssen und Laatz, 2017i). Zur Erstellung der Kurve wird zunéchst fir jeden méglichen
Trennwert oder Cut-Off-Wert des Testes die zugehérige Sensitivitdt gegen 1-Spezifitat
aufgetragen. Als Verbindung aller so ermittelten Punkte beinhaltet die ROC-Kurve also
alle méglichen Cut-Off-Werte des diagnostischen Tests (Weil3, 2013l) . Die AUC (area
under the curve) der ROC-Kurve gilt als Mal? fur die Gite der Klassifizierungsfahigkeit
eines Modelles, in diesem Fall der Fahigkeit des diagnostischen Testes, das Vorliegen
einer Erkrankung vorherzusagen. Eine AUC kleiner als 0,7 wird bei einem Test mit
ungenugender, eine AUC zwischen 0,7 und kleiner 0,8 bei einem Test mit akzeptabler,
eine AUC zwischen 0,8 und Kkleiner 0,9 bei einem Test mit exzellenter
Klassifizierungsfahigkeit erreicht. Eine AUC von mindestens 0,9 gilt als auf3erordentlich
(Backhaus et al., 2018c).

Eine Bestimmung des Cut-Off-Wertes mit der zugehérigen Kombination aus
groRtmoglicher Sensitivitat und Spezifitat ist mit Hilfe des Youden-Index J mdglich.
Dieser wird als zusammenfassendes Mal} fur die Sensitivitat und Spezifitat eines Cut-

Offs mit der Formel J = Sensitivitat + Spezifitat — 1 errechnet (Kreienbrock et al., 2012).

4. Ergebnisse

4.1 Gruppen Sarkoidose und SLD

Zunachst erfolgte die Auswertung der vorliegenden Daten der Krankheitsgruppen
Sarkoidose und SLD.

4.1.1 Epidemiologische Malizahlen und Zusammenhénge

Die 97 Personen der Sarkoidosegruppe waren zum Zeitpunkt ihrer jeweiligen
Bronchoskopie mit BAL im Durchschnitt 495 =+ 13,8 Jahre alt. Das
Geschlechterverhaltnis stellte sich ausgewogen dar (Tab. 6). In drei Fallen war die
Manifestation der Erkrankung in einer ihrer akuten Verlaufsformen als Léfgren-Syndrom
dokumentiert. Die Gruppe der SLD prasentierte sich mit einem Altersdurchschnitt bei
Bronchoskopie mit BAL von 54,6 + 12,7 Jahren. Etwa drei Viertel der 67 Personen waren
Frauen.

In beiden Gruppen gab die tUberwiegende Anzahl der Patientinnen und Patienten an,

nicht zu rauchen (Tab. 7).
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Tab. 6: Geschlechterverteilung der Personen mit Sarkoidose, SLD

S SLD
Frauen 48 (49,5%) 49 (73,1%)
Mé&nner 49 (50,5%) 18 (26,9%)

S=Sarkoidose, SLD = Sarkoidosis-like Disease

Tab. 7: Angaben zum Nikotinkonsum der Personen mit Sarkoidose, SLD

S SLD
Nikotinkonsum 16 (16,5%) 4 (6%)
kein Nikotinkonsum 75 (77,3%) 63 (94%)
keine Angabe 6 (6%) 0 (0%)

S=Sarkoidose, SLD = Sarkoidosis-like Disease

4.1.2 Verteilung bildgebender und histologischer Befunde bei Sarkoidose

Bei 72% der Personen mit Sarkoidose konnten sowohl Krankheitshinweise in der
Lungenbildgebung als auch epitheloidzellige Granulome in der Histologie erfasst
werden. Bei 16% gelang trotz positiver Bildgebung keine histologische Sicherung der
Erkrankung, bei 11% der Patientinnen und Patienten konnte die Erkrankung
histologisch, aber nicht bildgebend gesichert werden (Abb. 4). Bei vier Personen war
sowohl ein pulmonaler als auch ein extrapulmonaler Nachweis von Granulomen
dokumentiert, bei sieben Personen ein ausschliel3lich extrapulmonaler Nachweis.
Betroffene extrapulmonale Organe waren dabei Kehlkopf, Tonsille, Parotis, Trachea,
Leber und Haut. Auf eine Gegenulberstellung der beiden Gruppen mittels t-Test wurde
aufgrund der geringen Fallzahl in der Gruppe der auch extrapulmonal Betroffenen

verzichtet.

80
70 +
60 +
50 +
40 +
30 +
20 +
10 +

% Personen

L] B

Bildgebung und Histologie  nur Bildgebung positiv nur Histologie positiv
positiv

erhobene Befunde

Abb. 4 Diagramm zur Verteilung bildgebender und histologischer Befunde bei
Sarkoidose
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4.1.3 Zytologische und durchflusszytometrische Parameter der BAL-Flussigkeit
Eine Lymphozytose, also ein Anteil von mindestens 15% Lymphozyten an Leukozyten
in der mikroskopischen Zellausz&hlung der Zellen der BALF, lag bei 75,3% der Personen
mit Sarkoidose und 77,6% der Personen mit SLD vor. Dabei lag der durchschnittliche
Anteil der Lymphozyten an den Leukozyten in der Sarkoidosegruppe mit 28% (+ 17%,
Median 25%) hdher als in der SLD-Gruppe, in der dieser Anteil bei durchschnittlich 24%
(x 11%, Median 23,5%) lag. Die CD4+/CD8+-Ratio betrug in der Sarkoidosegruppe im
Mittel 5,8 + 4,8 im Vergleich zur SLD-Gruppe mit einer durchschnittlichen Ratio von 4,9
+ 2,7. Der Median der Ratio lag bei den Personen mit SLD mit 4,2 Uber dem der
Personen mit Sarkoidose, bei denen die Halfte eine Ratio von kleiner oder gleich 3,3
aufwies (Abb. 5). Die weiteren durchflusszytometrisch erhobenen Parameter betreffend
zeigte sich in der Sarkoidosegruppe im Vergleich zu SLD im Mittel ein héherer Anteil von
CD8+-, CD16+-, CD4+8+- und HLA-DR+-T-Zellen an allen T-Zellen. In der SLD-Gruppe
dagegen waren daher durchschnittlich mehr NK-Zellen (in % der Lymphozyten) und
CD4+-T-Zellen (in % der T-Zellen) anzutreffen. In etwa gleich stellten sich die Mittelwerte
von B- und T-Zellen (in % der Lymphozyten) und CD57+-T-Zellen (in % der T-Zellen)
dar. Fur die neutrophilen und eosinophilen Granulozyten und auch die Mastzellen lieRen
sich keine Unterschiede zwischen den Krankheitsgruppen feststellen.

Dabei war keiner der die Zellanteile betreffenden Mittelwertunterschiede statistisch
signifikant (Tab. 8, 9 und 10 im Anhang).
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Abb. 5: Box-Plots zur Verteilung von Lymphozyten und Ratio CD4+/CD8+-T-Zellen bei
Sarkoidose, SLD

23



Eine Gruppe mit hohen Werten fir den Seneszenzmarker CD57 (Anteil CD57+-T-Zellen
an T-Zellen = 23%) wurde von einer Gruppe mit niedrigen Werten fur CD57 abgegrenzt
(Anteil CD57+-T-Zellen an T-Zellen < 20%). Ungefahr die Halfte der Personen waren
dabei der Gruppe mit niedrigem Wert fir CD57 zuzuordnen (Tab. 11).

Tab. 11: Einteilung nach Seneszenzmarker CD57 bei S, SLD; Anzahl (% )Personen

Anteil CD57+-T-Zellen an T-Zellen S SLD
<20% 49 (50,5%) 37 (55,2%)
2 23% 34 (35,1%) 24 (35,8%)

S=Sarkoidose, SLD=Sarkoidosis-like Disease

Fir die meisten metrischen Variablen ergab sich im Vergleich der zentralen Tendenzen
der beiden Lymphozytenaktivitatsgruppen kein signifikanter Unterschied. Im statistisch
signifikanten Bereich lieBen sich in der Gruppe der Personen mit CD57+-T-Zellen an T-
Zellen £ 20% in der Sarkoidosegruppe ein niedrigeres Durchschnittsalter und ein
niedrigerer Anteil von Lymphozyten an Leukozyten und damit Gbereinstimmend ein
hoherer Anteil von Makropagen an Leukozyten sowie eine bessere Vitalkapazitat in der
Lungenfunktion nachweisen. In der SLD-Gruppe ergab sich in der Gruppe der
geringeren CD57-Expression ein signifikant niedrigerer Anteil von eosinophilen
Granulozyten an Leukozyten (Tab. 12 im Anhang). Weiterhin erfolgte die Untersuchung
der Zusammenhéange zwischen den metrischen Variablen der Durchflusszytometrie und
mikroskopischen Zellauszédhlung als abhangigen und den kategorialen Variablen
Geschlecht und Nikotinkonsum als unabhangigen Variablen. Der durch Eta? angezeigte
Anteil an der Varianz der abhangigen Variablen, der durch die unabhangige Variable

erklart wird, blieb im einstelligen bis niedrigen zweistelligen Bereich.

4.1.4 Lungenfunktionsparameter

Die bodyplethysmografisch erfassten Lungenfunktionsparameter totale Lungenkapazitat
(TLC) und Vitalkapazitat (VC) waren in der Sarkoidosegruppe signifikant niedriger als
bei Personen mit SLD (Tab. 9 im Anhang).

Bei Frauen war die Lungenfunktion dabei im Durchschnitt in beiden Krankheitsgruppen

signifikant besser als die von Mannern (Tab. 13 im Anhang und Abb. 6).
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Abb. 6: Box-Plots zur Verteilung von TLC (totale Lungenkapazitat) und VC
(Vitalkapazitat) bei Sarkoidose, SLD; schwarze Linie markiert 85%-Grenze der TLC/VC,
unterhalb derer eine Einschrankung vorliegt

4.1.5 Fatiguescore

Das Ausmal der Beeintrachtigung des taglichen Lebens durch chronische Midigkeit
wurde mit der Modified Fatique Impact Scale (MFIS) erfasst. Je hdher die erreichte
Punktzahl, desto starker die Beeintrachtigung durch die Fatiguesymptomatik. Dabei
zeigte sich, dass Personen mit Sarkoidose eine geringere Belastung durch Fatigue
angaben. Dieser Unterschied konnte auch statistisch abgesichert werden (MW 23,0 *
22,3 bei Sarkoidose und MW 38,7 + 21,2 bei SLD). Um das Ausmall der
Beeintrachtigung Ubersichtlicher zu veranschaulichen, erfolgte die Zuordnung der
Patientinnen und Patienten zu einer von drei Gruppen anhand der auf der MFIS
erreichten Punktzahl (Tab. 14).

Tab. 14: Einteilung der Belastung durch Fatigue in Schweregrade

Punktzahl Fatiguescore Ausmal der Beeintrachtigung | Gruppe Schweregrad
0-24 gering 1
25-38 mittelgradig 2
> 38 stark 3

Ein Vergleich der Anzahl der zu den Gruppen zugeordneten Personen zeigte, dass die
Mehrzahl der Patientinnen und Patienten mit Sarkoidose in ihrem Alltag durch die
Fatigue nur gering beeintrachtigt waren, wahrend sich die Mehrzahl der Personen mit
SLD stark beeintrachtigt fuhlte (Abb. 7).
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Abb. 7: Diagramm Anzahl Personen je Fatigue-Schweregrad bei Sarkoidose, SLD

In der Gruppe der SLD zeigte sich eine schwache Korrelation zwischen dem Alter und
der Hohe der Punktzahl im signifikanten Bereich, der Korrelationskoeffizient nach
Spearman betrug -0,290.

Ein geschlechtergetrennter Vergleich der im Fatiguescore erreichten Werte mittels t-Test
ergab fur beide Krankheitsgruppen, dass sich bei der Befragung von Frauen im
Durchschnitt eine héhere Punktzahl ergab als bei der Befragung von Mannern (Abb. 8).

In der Sarkoidosegruppe war diese Beobachtung auch statistisch signifikant (Tab. 13 im

Anhang).
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Abb. 8: Box-Plots zur Verteilung der Punktzahl im Fatiguescore nach Geschlecht bei
Sarkoidose, SLD
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4.1.6 Therapie und Therapieansprechen

Im Rahmen der Arbeit wurde erfasst, ob eine Person in Folge der Diagnosestellung eine
Glucokortikoidtherapie erhalten hatte und wenn ja, ob ein Therapieansprechen zu
verzeichnen war (Tab. 15).

Tab. 15: Gruppen Therapieansprechen bei Sarkoidose, SLD Anzahl (%) Personen

Sarkoidose SLD
Glucokortikoid, Ansprechen 31 (32%) 26 (38,8%)
Glucokortikoid, kein Ansprechen 13 (13,4%) 23 (34,3%)
Glucokortikoid, keine Information 7 (7,2%) 1(1,5%)
kein Glucokortikoid 46 (47,4%) 17 (25,4%)

In der Sarkoidosegruppe wurde dabei bei ungeféahr der Haélfte der Patientinnen und
Patienten auf die Durchfihrung einer Glucokortikoidtherapie verzichtet, bei den
behandelten Personen mit Information zur Reaktion auf das Medikament sprach eine
Mehrheit von 70% auf die Therapie an.

In der Gruppe der SLD erhielt nur ein Viertel der Patientinnen und Patienten kein
Medikament, die meisten Personen wurden behandelt. Allerdings wurde nur bei 53% der

behandelten Personen eine Besserung erreicht, bei 47% gelang dies nicht (Abb. 9).

Ansprechen auf Therapie Ansprechen auf Therapie
bei Sarkoidose bei SLD

n=23
47%

m Ansprechende = Nichtansprechende ®m Ansprechende = Nichtansprechende

Abb. 9: Kreisdiagramme zur Reaktion auf Therapie bei Sarkoidose, SLD (Anzahl
Personen/Prozentwerte bzgl. behandelter Personen mit Information auf Reaktion)

In der Sarkoidosegruppe sprach sowohl bei den Frauen als auch bei den Mannern die
Mehrheit der Personen auf die Glucokortikoidtherapie an. In der SLD-Gruppe sprachen
genauso viele Frauen auf die Therapie an, wie es Frauen gab, bei denen das
Medikament nicht zur Besserung filhrte, bei den Mannern zeigte sich ein Uberwiegendes
Ansprechen auf die Therapie. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
Therapieansprechen und Geschlecht bestand nicht (p = 0,199 fur S, p = 0,532 fur SLD
im exakten Test nach Fisher).

Auch zwischen der Variable Nikotinkonsum und Ansprechen oder Nichtansprechen auf

Therapie ergab sich in keiner der beiden Krankheitsgruppen ein signifikanter
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Zusammenhang (p = 0,055 fur S, p = 0,491 fir SLD im exakten Test nach Fisher). In der
Sarkoidosegruppe liel3 sich jedoch tendenziell ein besseres Ansprechen auf Therapie
bei Nikotinkarenz vermuten.

Zuletzt erfolgte die Betrachtung der Reaktion auf eine Glucokortikoidtherapie in
Abhéngigkeit von der vor Beginn der Therapie erfolgten Einordnung in die den
Schweregrad der Betroffenheit durch Fatigue anzeigenden Gruppe. In der
Sarkoidosegruppe konnte veranschaulicht werden, dass in jeder den Schweregrad
anzeigenden Fatiguescoregruppe der Anteil der auf die Glucokortikoidtherapie
ansprechenden Personen den Anteil der nicht ansprechenden Personen deutlich
Uberwog. Im Gegensatz dazu zeigte sich in der SLD-Gruppe, dass mit steigendem
Schweregrad der Betroffenheit durch Fatigue der Anteil der nicht auf das Medikament
ansprechenden Personen auch anstieg und in Gruppe drei hoher war als der Anteil der
Ansprechenden (Abb. 10, Abb. 11). Statistisch abgesichert werden konnte diese
Beobachtung nicht (p = 0,732 fur S, p = 0,181 fur SLD im exakten Test nach Fisher).
Die durchschnittlich im Fatiguescore erreichte Punktzahl war in der Gruppe der SLD bei
den Ansprechenden mit 38,1 + 20,8 signifikant niedriger als bei den Nichtansprechenden
mit 49,3 + 16,3 (Tab. 16 im Anhang).
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Abb. 10: Diagramm zur Anzahl Personen je Schweregrad im Fatiguescore abh. vom
Therapieansprechen bei Sarkoidose
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Abb. 11: Diagramm zur Anzahl Personen je Schweregrad im Fatiguescore abh. vom
Therapieansprechen bei SLD

4.1.7 Weitere Ergebnisse untersuchter Untergruppen

Bei Personen mit SLD ging das Therapieansprechen mit einer geringeren
Lymphozytenzahl einher (Tab. 16 im Anhang).

Bei der Gegenberstellung der metrischen Parameter der Frauen und Manner ergaben
sich einige statistisch abgesicherte Unterschiede. In der Sarkoidosegruppe lag der Anteil
der CD8+-T-Zellen an T-Zellen bei den Frauen durchschnittlich niedriger als bei den
Mannern. In der Gruppe SLD lag der Anteil der doppelt positiven T-Zellen, der CD16+-
T-Zellen und der CD57+-T-Zellen bei Frauen durchschnittlich niedriger als bei Mannern
(Tab. 13 im Anhang).

4.2 Gruppe der exogen allergischen Alveolitis

4.2.1 Epidemiologische Mal3zahlen und Zusammenhange

Die 25 der Gruppe EAA zugeordneten Personen waren zum Zeitpunkt der
ausgewerteten Bronchoskopie mit BAL im Durchschnitt 47,5 + 15,7 Jahre alt. Bei
Betrachtung des Geschlechterverhiltnisses zeigte sich ein leichtes Uberwiegen des
Frauenanteils (Tab. 17). Wie in den Gruppen Sarkoidose und SLD waren mehr
Nichtrauchende als Rauchende zu verzeichnen (Tab. 18). Die Gruppe der rauchenden

Personen bestand dabei ausschlief3lich aus Mannern.
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Tab.17: Geschlechterverteilung in der Gruppe EAA, Anzahl (%) Personen
EAA
Frauen 14 (56%)
Manner 11 (44%)

Tab. 18: Angaben zum Nikotinkonsum in der Gruppe EAA, Anzahl (%) Personen

EAA
Nikotinkonsum 3 (12%)
kein Nikotinkonsum 21 (84%)
keine Angabe 1 (4%)

4.2.2 Auswertung bildgebender Befunde

In neun Fallen zeigten sich in der bildgebenden Untersuchung der Lunge Hinweise auf
eine interstitielle Lungenparenchymerkrankung, in sieben Fallen waren keine Hinweise
zu finden. Bei neun Personen waren im Rahmen der Recherche keine Informationen zu

bildgebenden Untersuchungen gefunden worden.

4.2.3 Zytologische und durchflusszytometrische Parameter der BAL-Flussigkeit
Eine Lymphozytose lag bei 88% und damit 22 der 25 Personen mit EAA vor, im Mittel
betrug der Lymphozytenanteil an Leukozyten 36,6% + 18,2%. Die durchschnittliche
CD4+/CD8+-Ratio lag bei 0,84 + 0,82 mit einem Median von 0,61. Damit war die Ratio
der Gruppe EAA signifikant niedriger als die aller Vergleichsgruppen (Abb. 12).
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Abb. 12: Box-Plots zur Verteilung der Ratio CD4+/CD8+-T-Zellen bei Sarkoidose, SLD,
EAA, Gesamtgruppe
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Beim Vergleich der zentralen Tendenzen beziiglich der CD16+-T-Zellen stellte sich bei
EAA ein signifikant hoherer Wert als bei SLD heraus. Fur die restlichen Untergruppen
von T-Zellen, also die doppelt positiven T-Zellen, CD57+- und HLA-DR+-T-Zellen waren
keine Unterschiede zwischen den Gruppen EAA, Sarkoidose und SLD im signifikanten
Bereich nachweisbar. Gleiches galt fir die Lymphozytenhauptgruppen der B-, T- und
NK-Zellen sowie die mikroskopisch ausgezéhlten Anteile von Makrophagen,
neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, Mastzellen und Lymphozyten an
Leukozyten (Tab. 8,9 und 10 im Anhang).

4.2.4 Lungenfunktionsparameter

Patientinnen und Patienten mit EAA erreichten in der Lungenfunktionsuntersuchung
niedrigere Werte der TLC und VC als Personen mit Sarkoidose oder SLD, zwischen SLD
und EAA war dieser Unterschied auch statistisch signifikant (Abb. 13).
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Abb. 13: Box-Plots zur Verteilung von TLC und VC bei Sarkoidose, SLD, EAA; schwarze
Linie reprasentiert die 85%-Grenze der TLC/VC, unterhalb derer eine Einschrankung
vorliegt

4.2.5 Therapie und Therapieansprechen
Auch bei Personen mit EAA wurde erfasst, ob eine Glucokortikoidtherapie fir sinnvoll
erachtet worden war und ob bei Behandelten ein Ansprechen auf das Medikament zu

verzeichnen war (Tab. 19).
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Tab. 19: Therapie/Therapieansprechen in der Gruppe EAA, Anzahl (%)

EAA
Glucokortikoid, Ansprechen 6 (24%)
Glucokortikoid, kein Ansprechen 3 (12%)
Glucokortikoid, keine Information 8 (32%)
kein Glucokortikoid 8 (32%)

17 der 25 Personen hatten eine Glucokortikoidtherapie erhalten, allerdings war bei acht
der behandelten Personen keine Information zum weiteren Krankheitsverlauf
verzeichnet. Bei sechs der ubrigen neun Personen hatte das Medikament eine
Besserung der Beschwerden erbracht. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen den
kategorialen Variablen Geschlecht und Therapieansprechen oder Nikotinkonsum und

Therapieansprechen liel3 sich bei kleiner Untersuchungsgruppe nicht nachweisen.

4.3 Gesamtgruppe lungenerkrankter Personen

4.3.1 Epidemiologische Mal3zahlen und Zusammenhange

Das durchschnittliche Alter der 2903 Personen der in dieser Arbeit analysierten
Gesamtgruppe bei Bronchoskopie mit BAL betrug 55,4 + 15,2 Jahre und war damit
signifikant hoéher als das Durchschnittsalter in der Sarkoidosegruppe. Bei leichtem
Uberwiegen des Frauenanteils stellte sich das Geschlechterverhaltnis tiberwiegend
ausgewogen dar (Tab. 20). Die Mehrheit der Lungenerkrankten verzichtete auf einen
Nikotinkonsum (Tab. 21).

Tab. 20: Geschlechterverteilung in der Gesamtgruppe, Anzahl (%) Personen
Gesamtgruppe

Frauen

1553 (53,5%)

Manner

1350 (46,5%)

Tab. 21: Angaben zum Nikotinkonsum in der Gesamtgruppe, Anzahl (%) Personen

Gesamtgruppe

Nikotinkonsum

554 (19,1%)

kein Nikotinkonsum

1966 (67,7%)

keine Angabe

383 (13,2%)

Im Chi2-Test nach Pearson ergab sich fiir die beiden kategorialen Variablen Geschlecht
und Nikotinkonsum ein signifikanter Zusammenhang (p = 0,000), demzufolge Manner
haufiger rauchen als Frauen. Unter Vernachlassigung der fehlenden Angaben betrug der
Anteil der rauchenden Méanner an allen Mannern 28,2% im Vergleich zum Anteil der

rauchenden Frauen an allen Frauen von 16,7%.
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4.3.2 Zytologische und durchflusszytometrische Parameter der BAL-Fliissigkeit
Bei 42,2% der Lungenerkrankten lag eine Lymphozytose vor. Mit einem Mittelwert von
16,5% + 14,5% und einem Median von 12% war der Anteil der Lymphozyten an
Leukozyten in der Gesamtgruppe damit signifikant niedriger als in den Gruppen
Sarkoidose, SLD und EAA (Abb. 14).
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Abb. 14: Box-Plots zur Verteilung der Lymphozyten bei Sarkoidose, SLD, EAA,
Gesamtgruppe

Beim Vergleich der zentralen Tendenzen der durchflusszytometrischen Parameter
zeigten sich weiterhin fur alle Lymphozytenhauptgruppen signifikante Unterschiede
zwischen Gesamtgruppe und Sarkoidosegruppe. Bei den B-Zellen und NK-Zellen lagen
Mittelwert und Median der Gesamtgruppe hdher, bei den T-Zellen in der
Sarkoidosegruppe. Dies ist durch die immunologischen Vorgange ausgeloste vermehrte
T-Zell-Einwanderung bei Sarkoidose erklarbar.

Alle vier untersuchten Gruppen unterschieden sich signifikant beztglich des Anteils von
CDA4+-T-Zellen und CD8+-T-Zellen an T-Zellen und der CD4+/CD8+-Ratio. Dabei lagen
die Werte der Gesamtgruppe jeweils zwischen denen der Gruppen Sarkoidose und SLD
einerseits und EAA andererseits (Abb. 15).

In der Gesamtgruppe waren mehr CD16+-T-Zellen an T-Zellen als in der Sarkoidose-
und SLD-Gruppe und weniger HLA-DR+-T-Zellen als in der Sarkoidosegruppe
nachzuweisen. Keine Unterscheide zeigten sich beim Vergleich der Anteile von
CD4+8+-T-Zellen und CD57+-T-Zellen an T-Zellen.
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Abb. 15: Box-Plots zur Verteilung der CD4+- und CD8+-T-Zellen bei Sarkoidose, SLD,
EAA, Gesamtgruppe

4.4 Vergleich der Lymphozytosefraktionen innerhalb der Gruppen Sarkoidose,
SLD, EAA und der Gesamtgruppe

4.4.1 Epidemiologische Mal3zahlen und Zusammenhénge

Es folgte der Vergleich der Personen der Gruppen Sarkoidose, SLD, EAA und der
Gesamtgruppe, bei denen die Auswertung der bronchoalveoléren Lavageflissigkeit eine

Lymphozytose ergeben hatte (Tab. 22).

Tab. 22: Anzahl (%) Personen in den Hauptgruppen mit Lymphozytose

Anzahl Personen / % Personen der Gruppe
Sarkoidose 73 (75,3%)
SLD 52 (77,6%)
EAA 22 (88,0%)
Gesamtgruppe 1227 (42,2%)

In den Krankheitsgruppen Sarkoidose, SLD und EAA war im Gegensatz zur
Gesamtgruppe Lungenerkrankter bei der Mehrheit der Personen eine Lymphozytose
festzustellen.

Die Geschlechterverteilung innerhalb der Lymphozytosefraktionen (Tab. 23) der vier
Hauptgruppen entsprach in etwa der in den jeweiligen Kapiteln aufgefiihrten
Geschlechterverteilung in den gesamten Gruppen und wie in den gesamten Gruppen
Uberwogen auch innerhalb der Lymphozytosefraktionen die nichtrauchenden Personen
(Tab. 24).
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Tab. 23: Geschlechterverteilung in den Lymphozytosefraktionen, Anzahl (%) Personen

S SLD EAA G
Frauen 36 (49,3%) 40 (76,9%) 12 (54,5%) | 686 (55,9%)
Manner 37 (50,7%) 12 (23,1%) 10 (45,5%) | 541 (44,1%)

G = Gesamtgruppe
Tab. 24: Angaben Nikotinkonsum in den Lymphozytosefraktionen, Anzahl (%) Personen

S SLD EAA G
Nikotinkonsum 6 (8,2%) 4 (7,7%) 2 (9,1%) 67 (5,5%)
kein Nikotinkonsum | 62 ( 84,9%) 48 (92,3%) |19 (86,4%) | 1016 (82,8%)
keine Angabe 5 (6,8%) 0 (0,0%) 1 (4,5%) 144 (11,7%)

G = Gesamtgruppe

4.4.2 Zytologische und durchflusszytometrische Parameter der BAL-Flussigkeit
Aus dem Vergleich der durchflusszytometrisch und zytologisch ermittelten Parameter
der BAL der Lymphozytosefraktionen der vier Hauptgruppen resultierten &hnliche
Ergebnisse wie beim Vergleich der vier Gesamtgruppen (Tab. 25 im Anhang).
Beziglich der B-, T- und NK-Zellen zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede
mehr, genausowenig wie beim Vergleich der Anteile von HLA-DR+-T-Zellen an T-Zellen.
Zusatzlich zu den bereits ermittelten Unterschieden die jeweilige Zellfraktion betreffend
lag in der Sarkoidosegruppe ein niedrigerer Anteil von CD16+-T-Zellen an T-Zellen als
bei EAA vor und bei SLD ein niedrigerer Anteil von Lymphozyten an Leukozyten als bei
EAA (Tab. 26 und 27 im Anhang).

4.4.3 Lungenfunktionsparameter

Der Ausschluss von Personen ohne Lymphozytose in der BAL aus den
Krankheitsgruppen Sarkoidose, SLD und EAA anderte an den beim Mittelwertvergleich
der Gesamtgruppen ermittelten Unterschieden beziiglich der TLC und VC nichts (Tab.
26 im Anhang). Die Befunde der Bodyplethysmographie waren in der Gruppe SLD

weiterhin signifikant besser als in den Gruppen Sarkoidose und EAA.

4.4.4 Fatiguescore

Das Vorliegen einer Lymphozytose hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die Tatsache,
dass Personen der Sarkoidosegruppe weniger an Fatigue litten als Personen der Gruppe
SLD (Tab. 26 im Anhang). Der Mittelwert der erreichten Punktzahl in der
Sarkoidosegruppe lag bei 22,8 + 22,4, Median 21,0 im Vergleich zu durchschnittlich 40,2
+ 20,6 Punkten, Median 42,0 bei SLD.
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4.5 Analyse der Diskriminationsfahigkeit von BAL-Parametern fur die Diagnostik
der Sarkoidose

Beim Vergleich der durchflusszytometrisch und zytologisch erfassten Parameter der
BALF hatten sich einige statistisch signifikante Unterschiede zwischen der
Sarkoidosegruppe und der Gesamtgruppe lungenerkrankter Personen gezeigt. Von
Interesse war nun zunachst, ob anhand der betreffenden Parameter eine Trennung der
Personen mit Sarkoidose von den Personen mit der Vielfalt der tbrigen Erkrankungen
gelingen konnte. Dazu erfolgte die Analyse der Daten mit Hilfe der binaren logistischen
Regression. Bewies die untersuchte Variable einen signifikanten Einfluss auf die
Zuordnung zu den beiden mdglichen Gruppen Sarkoidose und Nichtsarkoidose, wurde
die Gute der Prognosefunktion des Modells durch das Erstellen einer ROC-Kurve und
Betrachtung der AUC beurteilt.

Als mdogliche Trennvariablen wurden zunachst die CD4+/CD8+-Ratio, der
Lymphozytenanteil an den Leukozyten sowie die Anteile von CD16+-T- und HLA-DR+-

T-Zellen an T-Zellen der statistischen Analyse unterzogen.

4.5.1 CD4+/CD8+-Ratio als mégliche Trennvariable

Die Betrachtung der Ratio ergab in der bindaren logistischen Regression ein
hochsignifikantes Gesamtmodell. Fur die AUC ergab sich ein Wert von 0,725 (KI 95%:
0,676-0,774; Abb. 16). Der aus den Koordinatenpunkten der ROC-Kurve ermittelte
maximale Youden-Index betrug 0,379. Das beste Verhdltnis von Sensitivitat und
Spezifitat mit einer Sensitivitat von 74,2% und einer Spezifitat von 63,6% wurde bei einer
Ratio von mindestens 2,2 als Cut-Off-Wert erreicht. Der Zustand ,Testergebnis
positiv‘ lag somit bei einer CD4+/CD8+-Ratio von = 2,2 vor. Von den 97 Personen mit
gesicherter Sarkoidose konnte der Test 72 richtig als erkrankt identifizieren, von den
2805 Personen ohne Sarkoidose 1784 richtig als gesund (Tab. 28) Mit der Ratio als
Trennvariablen konnten ein positiver pradikativer Wert (PPW) von 6,6% und ein

negativer pradikativer Wert (NPW) von 98,6% erreicht werden.

Tab. 28: Klassifizierungstabelle Trennvariable Ratio, Cut-Off = 2,2

Test positiv Test negativ
Sarkoidose 72 25
Nichtsarkoidose 1021 1748

4.5.2 Lymphozytenanteil als mdgliche Trennvariable

Auch fir den Anteil der Lymphozyten an Leukozyten zeigte sich in der logistischen
Regression ein hochsignifikantes Gesamtmodell. Die AUC der ROC-Kurve betrug 0,723
(Kl 95%: 0,672-0,774; Abb. 16). Bei einem maximalen Youden-Index von 0,386 lieRen
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sich =2 18,3% Lymphozyten als Cut-Off-Wert mit einer zugehdorigen Sensitivitat von
70,1% und Spezifitat von 68,5% ermitteln. Als richtig positiv erkannte der Test somit 68
der 97 Personen mit Sarkoidose und als richtig negativ 1922 von 2806 Personen ohne
Sarkoidose (Tab. 29). Der PPW lag bei 7,1%, der NPW bei 98,5%.

Tab. 29:Klassifizierungstabelle Trennvariable Lymphozyten, Cut-Off = 18,3%

Test positiv Test negativ
Sarkoidose 68 29
Nichtsarkoidose 884 1922
ROC Ratio ROC Lymphozyten
1,0 1,0
0,8 0,8
= =
f‘é 0,6 g 08
E 04 § 0,4
0,2 0,2
0’%,0 02 04 086 0,8 1,0 0’%,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Spezifitit 1 - Spezifitit

Abb. 16: ROC-Kurven fiur Ratio CD4+/CD8+-T-Zellen und Lymphozytenanteil als
Trennvariablen

4.5.3 CD16+-T-Zellen als mdgliche Trennvariable

Bei signifikantem Gesamtmodell wurde fir die AUC der ROC-Kurve ein Wert von 0,612
(KI 95% 0,555-0,668; Abb. 17) ausgegeben. Fir den maximalen Youden-Index ergab
sich als Trennwert mit guinstigstem Verhaltnis zwischen Sensitivitdt und Spezifitat ein
Anteil von CD16+-T-Zellen an T-Zellen von < 6,2%. Die Sensitivitat betrug 74,0%, die
Spezifitat 44,1%. Richtig positiv erkannt wurden so 71 von 96 Sarkoidosepatientinnen
und -patienten und richtig negativ erkannt 1210 von 2743 der nicht an Sarkoidose

Erkrankten (Tab. 30). Daraus ergaben sich ein PPW von 4,4% und ein NPW von 98,0%.

Tab. 30: Klassifizierungstabelle Trennvariable CD16+T-Zellen, Cut-Off < 6,2%

Test positiv Test negativ
Sarkoidose 71 25
Nichtsarkoidose 1533 1210

4.5.4 HLA-DR+-T-Zellen als mdégliche Trennvariable
Bei statistisch signifikantem Gesamtmodell betrug fir die HLA-DR+-T-Zellen die AUC
der ROC-Kurve 0,623 (KI 95% 0,566-0,681; Abb. 17). Cut-Off Wert flr ein optimales

Verhaltnis zwischen Sensitivitdt und Spezifitat des Testes war bei einem maximalen
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Youden-Index von 0,250 ein Anteil von mindestens 49,6% HLA-DR+-T-Zellen an T-
Zellen. Mit diesem Trennwert konnte der Test 51 von 96 Personen mit Sarkoidose und
1975 von 2840 ohne Sarkoidose korrekt identifizieren (Tab. 31). Als Sensitivitat wurden
somit 53,1%, als Spezifitat 71,9% erreicht, als PPW 6,2% und als NPW 97,8%.

Tab. 31: Klassifizierungstabelle Trennvariable HLA-DR+T-Zellen, Cut-Off = 49,6%

Test positiv Test negativ
Sarkoidose 51 45
Nichtsarkoidose 772 1975
10, ROC CD16+T-Zellen ROC HLA-DR+T-Zellen
1,0
0,8
0,8
E o6 -
F Y =
2 5 00
z 3
3 04 5 04
/7]
02 0.2
0'%,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0 0’%,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0
1 - Spezifitit 1 - Spezifitit

Abb. 17: ROC-Kurven fur CD16+-T- und HLA-DR+-T-Zellen als Trennvariablen

45,5 Kombination von Trennvariablen: Versuch der Entwicklung eines
diagnhostischen Scores fir Sarkoidose

Zunachst erfolgte die Kombination der beiden Parameter CD4+/CD8+-Ratio und
Lymphozytenanteil. Diese hatten einzeln als Trennvariablen im Vergleich zu den CD16+-
T- und HLA-DR+-T-Zellen die gréf3eren Werte fur die AUC der jeweiligen ROC-Kurven
erbracht.

Die Vergabe von null Punkten fur einen Wert der Variablen unterhalb des jeweiligen
ermittelten Cut-Off-Wertes und von einem Punkt fur einen Wert der Variablen ab dem
jeweiligen Cut-Off-Wert ergab sich flir die Kombination der Variablen Ratio CD4+/CD8+
und Lymphozyten eine AUC der ROC-Kurve von 0,694 (KI 95% 0,644-0,744). Im
Vergleich zu den AUC der Variablen fir sich genommen ergab sich somit keine
Verbesserung der Klassifikationsfahigkeit zwischen den Personen mit Sarkoidose und

den Personen mit anderen Erkrankungen (Tab. 32).

Tab. 32: Score 1 Sarkoidose

Variable Wert vergebene Punkte ROC
Ratio CD4+/CD8+ <21 0 AUC = 0,694
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2272 1
V- <182 0 K1 95%
ymphozytenantel >183 1 0,644-0,744

Eine Verbesserung der Klassifikationsfahigkeit mit einer AUC der ROC-Kurve von 0,758
(KI'95% 0,711-0,805) lief3 sich durch eine Modifikation des Punktevergabemodus fur die
Variablenwerte erreichen (Tab. 33).

Tab. 33: Score 2 Sarkoidose

Variable Wert vergebene Punkte ROC

<21 0

: 22-34 1 AUC =0,758
Ratio CD4+/CD8+ 35-509 5

26 3 Kl 95%

<18,2 0 0,711 - 0,805
Lymphozytenanteil 18,3—-35,0 1
2 35,1 2

Mit Score 2 konnten eine Sensitivitat von 89,5% und eine Spezifitdt von 50,1% erreicht
werden. Von 95 Personen mit Sarkoidose erkannte der Test somit 85 als richtig als
erkrankt, von 2710 nicht an Sarkoidose erkrankten Personen 1358 richtig als nicht
erkrankt (Tab. 34). Der PPW lag bei 5,9 %, der NPW bei 99,3%.

Tab. 34: Klassifizierungstabelle Score 2 Sarkoidose, Cut-Off = 1,4 Punkte

Test positiv Test negativ
Sarkoidose 85 10
Nichtsarkoidose 1352 1385

Unter Beibehaltung dieses Punktevergabemodus fir die Variablen Ratio und
Lymphozyten erweiterten wir den zweiten Versuch der Entwicklung eines Scores fir
Sarkoidose um die restlichen im Vorfeld als einzelne Trennvariablen gepriften Variablen
(Tab. 35). Es ergab sich die bislang gré3te AUC von 0,772 (KI 95% 0,723-0,821) fir die
zugehorige ROC-Kurve (Abb. 18).

Tab. 35: Score 3 Sarkoidose

Variable Wert vergebene Punkte ROC
<21 0
. 22-34 1 _
Ratio CD4+/CD8+ 35-509 5 AUC =0,772
26 3 0
=18,2 9 0.723 - 021
Lymphozytenanteil 18,3-35,0 1 ’ '
= 35,1 2
Neutrophilenanteil <43 1
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>4,3 0

<6,2 1

CD16+T > 62 0
< 49,6 0

HLA-DR+-T >49.6 1

Als Cut-Off-Wert fur diesen dritten erprobten Score ergab sich unter Berlicksichtigung
des maximalen Youden-Index eine Punktzahl von = 3,5. Die Sensitivitat lag bei 71,4%,
die Spezifitat bei 72,7% (Tab. 36). Somit konnte der Score 65 von 91 Personen mit
Sarkoidose korrekt als erkrankt und 1954 von 2688 Personen ohne Sarkoidose korrekt
als nicht erkrankt identifizieren. Als positiver pradikativer Wert ergaben sich 26%, als
negativer pradikativer Wert 98,7%.

Tab. 36: Klassifizierungstabelle Score 3 Sarkoidose, Cut-Off = 3,5 Punkte

Test positiv Test negativ
Sarkoidose 65 26

Nichtsarkoidose 734 1954

10 ROC Score 3

0,8
0,6

0,4

Sensitivitat

0,2

0,0 LA s —
00 02 04 06 08 10

1 - Spezifitat

Abb. 18: ROC-Kurve fir Score 3 als Trenninstrument

Ausgehend von diesem Score mit einer Sensitivitat und Spezifitat von jeweils etwa 70%
untersuchten wir die Verdnderung dieser Testgltekriterien bei Zufligen weiterer

einzelner Trennvariablen wie oben beschrieben (Tab. 37).

Tab. 37: Erweiterung Score 3 um Einzelvariablen

Erweiterung Score 3um | Wert | vergebene Punkte ROC
< 20,2 0 AUC 0,772
CoS7-T > 20,2 1 Kl 95%: 0,722-0,822
Lymphozyten absolut <11 0 AUC: 0,774
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> 11 1 KI 95%: 0,723-0,825
. > 0,6 0 AUC: 0,776
MESEEENE] <06 1 KI 95%: 0,728-0,824
— — [>125 0 AUC: 0,774
e < | o5 1 KI 95%: 0,724-0,832

Bei Einschluss der CD57+-T-Zellen in Score 3 stieg die Sensitivitat auf 78%, die
Spezifitét sank auf 67,2%, Cut-Off waren mindestens 3,5 Punkte.

Bei Einschluss der absoluten Lymphozyten in Score 3 stieg die Sensitivitat auf 75,6%,
die Spezifitat sank auf 68,8%, Cut-Off waren mindestens 3,5 Punkte.

Erweiterung von Score 3 um die Mastzellen erhghte die Spezifitat auf 75%, senkte aber
die Sensitivitat auf 67% bei einem Cut-Off von mindestens 4,5 Punkten.

Bei Hinzufigen der eosinophilen Granulozyten lag die Sensitivitat bei 70,3% und die
Spezifitat bei 74,3%, Cut-Off waren ebenfalls mindestens 4,5 Punkte.

Bei Erweiterung von Score 3 um alle diese zusatzlichen Trennvariablen mit
Punktvergabemodus wie in Tabelle 38 beschrieben ergab sich ein Cut-Off-Wert des
neuen Score 4 von mindestens 6,5 Punkten. Mit einer Sensitivitat von 66,7% und einer
Spezifitat von 76,5% konnte mit dieser Kombination der gréof3tmégliche Wert fur die
Spezifitat erreicht werden (Tab. 38). Fur die AUC der ROC-Kurve ergab sich ein Wert
von 0,777 (K1 95%: 0,726-0,827). Der positive pradiktive Wert lag bei 8,8%, der negative
pradiktive Wert bei 98,5%.

Tab. 38: Klassifizierungstabelle Score 4 Sarkoidose, Cut-Off = 6,5 Punkte

Test positiv Test negativ
Sarkoidose 60 30
Nichtsarkoidose 618 2012

Im letzten Schritt erfolgte die bindre logistische Regression mit Rickwartsselektion fur
alle neun bisher analysierten Variablen.

Dabei blieben die vier Variablen CD4+/CD8+-Ratio, Lymphozytenanteil an Leukozyten,
Neutrophilenanteil an Leukozyten und HLA-DR+-T-Zellen an T-Zellen als relevante
Trennvariablen Ubrig (Tab. 39). Die AUC der ROC-Kurve betrug 0,782 (KI 95%: 0,737-
0,827). Uber den maximalen Youden-Index lieR sich ein Cut-Off-Wert von mindestens
2,5 Punkten ermitteln. Fir den die optimale Modellsparsamkeit beriicksichtigenden
abschlie3end ermittelten Score 5 ergaben sich eine Sensitivitat von 76,6% und eine
Spezifitat von 69,4%. Von 94 Sarkoidoseerkrankten erkannte der Test somit 72 richtig
als erkrankt, von 2707 Nichterkrankten 1879 richtig als nicht erkrankt (Tab. 40). Der PPW
lag bei 8%, der NPW bei 98,8%.
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Tab. 39: Score 5 Sarkoidose

Variable Wert vergebene Punkte ROC
<21 0
. 22-34 1
Ratio CD4+/CD8+ 35-59 5
26 3 _
<182 0 AU}(<:I 29500,/782
Lymphozytenanteil 18,3 — 35,0 1 0.737.0 §27
=351 2 ’ ’
: : <4,3 1
Neutrophilenanteil S 43 0
< 49,6 0
HLA-DR+-T > 496 1

Tab. 40: Klassifizierungstabelle Score 5 Sarkoidose, Cut-Off = 2,5 Punkte

Test positiv Test negativ
Sarkoidose 72 22
Nichtsarkoidose 828 1879
45.6 Zusammenfassung der Diskriminierungsfahigkeit der untersuchten

Trennvariablen und Diagnosescores

Die Gute der

Klassifizierungsfahigkeit der

Einzelparameter

CD4+/CD8+-Ratio,

Lymphozytenanteil, Anteil HLA-DR-positiver und CD16-positiver T-Zellen erwies sich
unter Berlicksichtigung der unteren Grenze des 95%-KI fiir die AUC als ungeniigend
(Tab. 41).

Die Gite der Klassifizierungsfahigkeit der erstellten Scoresysteme lag Uberwiegend im

akzeptablen bis exzellenten Bereich (Tab. 42).

Tab. 41: Gite der Klassifizierungsfahigkeit der Einzelvariablen (nach Backhaus et al.,

2018c)

Variable

AUC (KI 95%)

Klassifizierungsfahigkeit

Ratio CD4+/CD8+

0,725 (0,676 - 0,774)

ungenigend - akzeptabel

Lymphozytenanteil 0,723 (0,672 - 0,774) ungenigend - akzeptabel
CD16+-T 0,612 (0,555 - 0,668) ungeniigend
HLA-DR+-T 0,623 (0,566 - 0,681) Ungentgend

Tab. 42: Gute der Klassifizierungsféhigkeit der Scores (hach Backhaus et al, 2018c)

Score AUC (KI 95%) Klassifizierungsfahigkeit
1 0,694 (0,644 - 0,744) ungenigend - akzeptabel
2 0,758 (0,711 - 0,805) akzeptabel - exzellent
3 0,772 (0,723 - 0,821) akzeptabel - exzellent
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4 0,777 (0,726 - 0,827) akzeptabel-exzellent

5 0,782 (0,737 - 0,827) akzeptabel-exzellent

5. Diskussion

5.1 Einordnung der epidemiologischen Charakteristika der Krankheitsgruppen
5.1.1 Sarkoidose

In der vorliegenden Arbeit wurden 97 Datensétze von Personen mit Lungensarkoidose,
der haufigsten Manifestation der Erkrankung, untersucht. Die Diagnose war, wie
empfohlen, in jedem Fall in Zusammenschau verschiedener Befunde gestellt worden
(ATS et al. 1999). Fur Mitteleuropa werden in der Literatur keine wesentlichen
Geschlechtsunterschiede fir die Erkrankung angegeben (Kirsten, 2016f), was sich auch
an der untersuchten Gruppe von Patientinnen und Patienten beobachten liel3: bei 48
Frauen und 49 Mannern ergab sich ein Verhaltnis von etwa einer erkrankten Frau zu
einem erkrankten Mann. Sarkoidose tritt in der Regel vor dem 50. Lebensjahr auf, der
Gipfel liegt zwischen 20 und 40 Jahren (Herold, 2014b). Mit einem durchschnittlichen
Alter von 49,5 Jahren und einem medianen Alter von 48 Jahren lagen die untersuchten
Personen somit eher an der oberen Grenze der Altersspannweite bei Ersterkrankung.
Allerdings wurden die Angaben zum Alter der Personen auf Basis des Alters bei der in
der statistischen Analyse verwendeten BAL-Untersuchung der Personen berechnet. Ob
der Zeitpunkt dieser BAL-Untersuchung und der Zeitpunkt der Erstdiagnose der
Erkrankung identisch waren, wurde fur diese Arbeit nicht bertcksichtigt. Wie aus
epidemiologischen Studien bekannt (Valeyre et al., 2014), waren auch in der
untersuchten Sarkoidosegruppe weit mehr Nichtrauchende als Rauchende zu
verzeichnen. Somit ist die in dieser Arbeit betrachtete Gruppe von Patientinnen und

Patienten mit der Diagnose Sarkoidose als reprasentatives Kollektiv zu bewerten.

5.1.2 Sarkoidose-ahnliche Erkrankung/SLD

Die Erstbeschreibung der SLD gelang an einem Personenkollektiv, das im MVZ
Pneumologie des Krankenhauses Martha Maria in Halle-Ddlau vorstellig war (Hofer,
2015). Die in der vorliegenden Dissertation untersuchten Datensatze stammen ebenfalls
von im MVZ Pneumologie oder im stationdren Umfeld des Krankenhauses Martha Maria
untersuchten Personen. Daher waren ahnliche Ergebnisse beziiglich der Gruppe der
SLD zu erwarten.

Wahrend Hofer jedoch vor allem die typische Symptomtrias aus Husten, Dyspnoe und

Fatigue identifizierte und zu dem Ergebnis kam, dass die SLD mit einer erhéhten
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CD4+/CD8+-Ratio und einer Lymphozytose in der BAL bei Fehlen radiologisch oder
histologisch nachweisbarer Lungenveranderungen vergesellschaftet sei, erfolgte in
dieser Arbeit die Analyse weiterer BAL-Parameter tber den Lymphozytenanteil und die
CD4+/CD8+-Ratio hinaus sowie die Prifung der Daten auf das Vorliegen von statistisch
signifikanten Unterschieden zwischen den beiden Erkrankungen Sarkoidose und SLD.

5.1.3 Exogen allergische Alveolitis/EAA

Mit nur 25 Personen war die Gruppe der Personen mit EAA die kleinste der untersuchten
Krankheitsgruppen. Manner sollen haufiger erkranken als Frauen, in der untersuchten
EAA-Gruppe lieR sich dagegen ein leichter Fraueniberhang feststellen.
Ubereinstimmend mit den in der Literatur zu findenden Angaben waren mehr
Nichtrauchende als Rauchende unter den Erkrankten zu finden. In den Krankenakten
lie@ sich in vielen Fallen der Nachweis von gegen Vogelantigene oder
Schimmelpilzantigene  gerichteten IgGs nachvollziehen, was die haufigen
Erkrankungsformen der Vogelhalter- und Befeuchterlunge abdeckt. Das
Durchschnittsalter der Gruppe lag bei 47,5 Jahren, was gut zum beschriebenen
Altersgipfel der Neuerkrankungen zwischen 40 und 50 Jahren passt (Costabel, 2014c).
Die 25 Personen umfassende, im Rahmen dieser Arbeit ausgewertete Gruppe der EAA

ist insgesamt als reprasentativ fir die Erkrankung zu werten.

5.1.4 Gesamtgruppe Lungenerkrankter

Die Personen, bei denen die Erkrankungen Sarkoidose, SLD und EAA diagnostiziert
worden waren, waren im Rahmen der Datensatzaufbereitung gezielt aus der
Gesamtgruppe Lungenerkrankter herausgesucht worden. Fur die 2714 restlichen
Personen war zunachst auch die Zuordnung der letztendlich gestellten Diagnose
angedacht gewesen. Die groRe Diversitdt an gestellten Diagnosen und auch die
Tatsache, dass zum Zeitpunkt der Krankenaktendurchsicht die Diagnosestellung nicht
in jedem Falle abgeschlossen war, lie3en die urspriingliche Absicht in den Hintergrund
treten. Daher konnten fiir die Gesamtgruppe der Lungenerkrankten keine Aussagen aus
dieser Arbeit abgeleitet werden. Die vorliegenden Bedingungen spiegelten aber die
.Laborrealitat” wieder, in der es keine Vergleichsgruppe gesunder Personen gibt, da bei
diesen keine Indikation zur Bronchoskopie vorliegt. Dies geht auch zu Lasten des

Umstandes, dass eine retrospektive Datenanalyse durchgefiihrt wurde.
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5.2. Methodische Limitationen

5.2.1 Statistische Tests

Die Spannweite der meisten BAL-Parameter erstreckte sich von sehr kleinen bis hin zu
sehr grof3en Werten. Die optische Analyse der Histogramme zeigte fir diese Parameter
keine symmetrische Verteilung, sondern, mit Ausnahme der T-Zellen, eine linksgipflige,
rechtsschiefe Verteilung. Durch Logarithmieren der Daten konnte fir diese Parameter,
wiederum mit Ausnahme der T-Zellen, optisch eine Normalverteilung erreicht werden.
Nichtparametrische Ausweichverfahren haben zwar eine geringere Power als die
parametrischen Verfahren, die Interpretierbarkeit von Testergebnissen im Rahmen
dieser Arbeit schien aber nur auf dem Boden jeweils korrekt erfullter Testbedingungen
sinnvoll. In der Literatur ist die Tatsache, dass BAL-Parameter keiner Normalverteilung
folgen, Dbereits beschrieben. Die Autoren empfahlen daher den Einsatz
nichtparametrischer Analyseverfahren beim Vergleich von Zellanteilen zwischen
verschiedenen Gruppen (Merchant et al., 1992).

Das Verfahren der logistischen Regression wurde genutzt, um einen Diagnosescore fur
die Erkrankung Sarkoidose anhand von Parametern der BAL zu erstellen. Grol3e
Unterschiede bezlglich der GroRRe der analysierten Gruppen stellen hierbei keinen
limitierenden Faktor dar. Je mehr unabhéngige Variablen als mdégliche Einflussfaktoren
auf das Vorliegen eines Zustandes genutzt werden, desto mehr Personen muss eine
Gruppe aber beinhalten. Als Faustregel gilt, dass mindestens zehn Falle pro Variable
vorhanden sein missen (Backhaus et al., 2018d). Diese Vorgabe war bei der Nutzung
des vorliegenden Datenmaterials umsetzbar. Allerdings ist die Trefferquote fur einen
Zustand immer Uberhoht, wenn sie auf Basis der Stichprobe errechnet wird, die auch fur
die Schatzung der logistischen Regressionsfunktion genutzt wird. Bei Anwendung auf
eine andere Stichprobe wird die Trefferquote dann niedriger. Dieser sogenannte
Stichprobeneffekt wird mit zunehmendem Stichprobenumfang kleiner und mit
zunehmender Variablenzahl im Modell groRer (Backhaus et al., 2018e).

Diese Uberlegungen zu den Limitationen sind bei der Ergebnisanalyse der

durchgefiihrten Tests zu berlicksichtigen.

5.2.2 BAL und Durchflusszytometrie

Die Qualitat der BAL ist von verschiedenen Faktoren abhéngig. Zunachst beeinflussen
Erfahrung und Prozedursicherheit der lavagierenden Person die Qualitat der
gewonnenen Probe. Die Kontamination der BALF mit extraalveolarem Material, wie
zilientragenden Zellen oder Schleim, senkt die gemessene CD4+/CD8+-Ratio bei
Sarkoidose (Reichenberger et al., 2007). Dartiber hinaus héngt die Qualitat der BAL von

der Nutzung geeigneter Probengefal3e und den Transportbedingungen zum Labor, der
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Zeit, die bis zur tatsachlichen Analyse im Durchflusszytometer vergeht sowie der
korrekten Aufbereitung des Zellmaterials ab. Standardisierte Bedingungen und
Vorgaben in all diesen Bereichen sollen Qualitatseinschrdnkungen der BAL minimieren
und deren Einhaltung wurde fur die in dieser Arbeit analysierten Proben auch
grundsétzlich angenommen. Im Nachhinein war ein korrekter Ablauf aber nicht in jedem
Fall sicher nachvollziehbar. Da die Zellen in der Flissigkeit grof3tenteils vital sind und
angeregte Zellen weiter Mediatoren freisetzen oder sich teilen kénnen, sind bei grofRer
Zeitspanne zwischen Entnahme und Analyse der Probe beispielsweise die Erhéhung
von Anteilen aktivierter Zellen oder der Anteile von Zellen, die mehrere Zellzyklen
durchlaufen haben, méglich. Bei zu groRer Zeitspanne kdnnen auch bereits viele Zellen
abgestorben sein, wenn die Probe untersucht wird. In beiden Fallen stimmen die
nachgewiesenen Zellverhaltnisse mit den im Gewebe vorliegenden nicht mehr tberein.
Probleme bei der Immunphanotypisierung im Durchflusszytometer kénnen
unspezifische  Farbungen durch zu hohe Konzentrationen  beigefugter
fluoreszenzmarkierter Antikdrper, die nichtquantitative Erfassung vorhandener Epitope
durch zu geringe Konzentration der Antikdrper oder eine hohe Autofluoreszenz von
Zellen sein. Bestimmte Waschschritte kdnnen einen selektiven Zellverlust bewirken.
Diesen und anderen Schwierigkeiten soll durch interne und externe Qualitatskontrollen
begegnet werden (Rothe et al., 2012d) . Auch deren korrekte Durchfihrung wurde fir
das Gerat, dessen Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit ausgewertet wurden,
angenommen. Gleiches galt fir die manuell unter dem Mikroskop ausgezéhlten

Zellanteile.

5.3 Interstitielle Lungenerkrankungen/ILD und Stellenwert der BAL

Akute oder chronische parenchymale Lungenerkrankungen mit unterschiedlichem
Ausmald von Gewebsinfiltration und Fibrose bei Immunkompetenten ohne Nachweis
einer Neoplasie oder Infektion werden als ILD bezeichnet (King, 2005).
Pneumokoniosen oder die EAA zahlen dabei zu den ILDs mit bekannter Ursache,
wahrend Sarkoidose eine ILD unbekannter Ursache ist (Meyer et al., 2012). Betroffene
leiden unter Belastungsdyspnoe, oft sind bilaterale Lungeninfiltrate im Thoraxréntgenbild
und eine krankhaft veranderte Lungenphysiologie nachweisbar (Meyer et al., 2012). Im
Lungengewebe finden sich inflammatorische und Immuneffektorzellen, es kommt zur
Veranderung der extrazellularen Matrix der distalen Atemwege (Meyer et al., 2012). Die
Entwicklung von ILDs kann sich Uber Monate bis Jahre erstrecken. Diagnostik und
Therapie sind in der Regel sehr kompliziert und eine interdisziplindre Diskussion der
Befunde wird als Goldstandard fir die Diagnosestellung betrachtet (Meyer et al., 2012).

Die Bronchoskopie mit BAL wird im Rahmen der Diagnostik bei Verdacht auf eine ILD
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eingesetzt. Eine Infektion als Ursache der Beschwerden kann so ausgeschlossen
werden. ILD kdnnen mit verschiedenen Zellmustern in der BAL einhergehen. In wenigen
Fallen sind die Befunde pathognomonisch fir eine bestimmte Erkrankung, Beispiele sind
die pulmonale Langerhanszellhistiozytose oder idiopathische akute eosinophile
Pneumonien. Als Ursache eines Lymphozytenanteils von tiber 15% in der BAL kommen
neben der Sarkoidose auch Kollagenosen, lymphoproliferative Erkrankungen,
strahlentherapieinduzierte oder medikamentdse Pneumonitiden oder andere Formen
der Pneumonie wie die unspezifische interstitielle Pneumonie oder die kryptogen
organisierende Pneumonie in Frage. Ein Lymphozytenanteil von tber 25% in der BAL
kann Hinweis auf das Vorliegen einer granulomatdsen Erkrankung sein, dazu zahlt
neben der Sarkoidose auch die EAA. Ein Lymphozytenanteil von tGber 50% in der BAL
kann ebenfalls bei EAA, aber auch bei der unspezifischen interstitiellen Pneumonie
beobachtet werden (Meyer et al., 2012). In der Regel ist das Ergebnis der Untersuchung
der BALF nur in Kombination mit den restlichen Befunden fir die Diagnosestellung oder
den Ausschluss von Differentialdiagnosen hilfreich (Kebbe und Abdo, 2017).

Die ATS empfiehlt bei Verdacht auf eine ILD zunachst die Durchfihrung einer
hochauflosenden = Computertomografie (HRCT). Zeigen deren  Auswertung
parenchymale Veranderungen in einem bestimmten Bereich der Lunge, sollte innerhalb

von sechs Wochen die BAL dieses Bereiches durchgefiihrt werden (Meyer et al., 2012).

5.4 Einordnung der BAL-Ergebnisse der Sarkoidosegruppe

5.4.1 Lymphozytenanteil und CD4+/CD8+-Ratio

Typisch fur Sarkoidose ist das Vorliegen einer T-Zell-dominierten Lymphozytose bei
normalen prozentualen Anteilen von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten in der
BAL. Die CD4+/CD8+-Ratio ist dabei haufig Uber die obere Grenze des Normwertes von
3,5 erhoht (Wessendorf et al., 2015). Bei einem durchschnittlichen Lymphozytenanteil
von 28% in der Differentialzytologie und einer durchschnittlichen Ratio von 5,8 lie sich
diese Beobachtung auch fur die in dieser Arbeit untersuchte Sarkoidosegruppe
bestétigen. Der diagnostische Wert der CD4+/CD8+-Ratio zur Abgrenzung von anderen
ILD wurde in der Vergangenheit oft untersucht. So stellten Costabel et al. fest, dass in
einer Gruppe von 117 Personen mit histologisch gesicherter Sarkoidose und Vorliegen
einer Lymphozytose eine Ratio von mindestens 3,5 mit einer Sensitivitat von 52% und
einer Spezifitdt von 94% vergesellschaftet war (Costabel, 1997; Kantrow et al., 1997).
Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen auch Winterbauer et al., die eine Ratio von
mindestens 4,0 mit einer Sensitivitat von 59% und einer Spezifitdt von 94% fur die
Abgrenzung einer Sarkoidose beschrieben (Winterbauer et al., 1993). Kantrow et. al

argumentierten gegen einen diagnostischen Nutzen der Lymphozytensubsetanalyse bei
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der Entscheidung fiir oder gegen die Diagnose Sarkoidose (Kantrow et al., 1997). In der
beschriebenen Gruppe von Personen mit biopsiegesicherter Sarkoidose lag die Ratio in
42% bei einem Wert gro3er als 4,0. Diesen Anteil, der der Sensitivitdt der Ratio als
Trennvariable entspricht, werteten die Autoren als zu niedrig, um zur Diagnosefindung
sinnvoll beizutragen.

Auch fur die Lymphozytosefraktionen der in dieser Arbeit untersuchten
Krankheitsgruppen wurde die Ratio als mogliche Trennvariable zwischen Sarkoidose
und anderen Lungenerkrankungen untersucht. Bei einer Ratio von mindestens 3,5 ergab
sich dabei eine Sensitivitat von 56,2% und bei einer Ratio von 4,0 eine Sensitivitdt von
52,1%. Diese Ergebnisse waren mit den von Costabel und Winterbauer beobachteten
Sensitivitdtsangaben vergleichbar. Fur die Spezifitdt ergaben sich jedoch fir die Ratio
als Trennvariable in der hier untersuchten Lymphozytosepopulation deutlich niedrigere
Werte: Bei einer Ratio von mindestens 3,5 lag die Spezifitat bei 64,9%, bei einer Ratio
von mindestens 4,0 bei 71,3% (jeweils im Vergleich zu einer Spezifitat von 94% bei
Costabel und Winterbauer). Allerdings wurde in den erwéhnten Publikationen die Ratio
CD4+/CD8+ genutzt, um Personen mit Sarkoidose von Personen mit anderen ILD
abzugrenzen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Ratio jedoch als Trennparameter
zwischen Sarkoidoseerkrankten und der Gesamtheit der Ubrigen Lungenerkrankten
erwogen. Diese umfasste neben der EAA als von Sarkoidose abzugrenzende ILD auch
andere Krankheitsbilder, deren Diagnostik eine BAL beinhaltete. Winterbauer et al.
beschrieben weiterhin fur eine Ratio von mindestens 4,0 einen positiven pradiktiven Wert
von 50% und fiir eine Ratio von kleiner 1,0 einen negativen pradikativen Wert von 100%
beim Vergleich von Sarkoidoseerkrankten mit einer Gruppe von Personen mit
verschiedenen anderen Krankheitsbildern. Darunter waren neben Personen mit anderen
ILDs auch Personen mit Infektionen, Neoplasien oder bronchialer Hyperreagibilitat.
Diese Voraussetzungen entsprachen damit mehr den in dieser Arbeit vorliegenden
Bedingungen die untersuchten Gruppen betreffend. Fur eine Ratio kleiner 1,0 ergab sich
ein ahnlich hoher negativer pradiktiver Wert von 98%. Der positive pradiktive Wert fir
eine Ratio von mindestens 4,0 blieb mit 10,3% aber deutlich unter den von Winterbauer
et al. erreichten 50%. Limitierend fur den Vergleich kénnte sein, dass die der Gruppe
SLD zugeordneten Personen Teil der Gesamtgruppe waren, von der Sarkoidose durch
den Marker Ratio abgegrenzt werden sollte. Diese Personen wiesen in der Regel, wie
im Ergebnisteil dargelegt, ebenfalls eine erhéhte CD4+/CD8+-Ratio auf. Somit waren sie
der Gruppe der durch eine hohe Ratio als ,falsch positiv* identifizierten Personen
zuzuordnen, die bei der Berechnung des positiven pradiktiven Wertes im Nenner steht
und somit den errechneten Wert verringern kénnte. Allerdings ist fraglich, ob die 67

Personen mit SLD unter den Uber 1000 Personen der gesamten Restgruppe dabei stark
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ins Gewicht fallen. Generell gilt, dass Studien zum pradiktiven Wert von BAL-Parametern
fur ILD grof3tenteils aus der Zeit stammen, als die Nutzung der HRCT zur Identifikation
des optimalen, weil sicher von Parenchymveranderungen betroffenen Lungenbereiches
noch nicht Teil des empfohlenen diagnostischen Prozederes war (Kebbe und Abdo,
2017). Am vorliegenden Datenmaterial war nicht eindeutig nachvollziehbar, ob, wenn ein
HRCT bei Verdacht auf eine ILD erfolgt war, die BAL auch aus einem Lungenlappen mit
Parenchymverédnderungen gewonnen worden war. Fur zukinftige Untersuchungen von
BAL-Parametern als Marker fur ILDs sollten deshalb im Rahmen einheitlicher

diagnostischer Vorgehensweisen gewonnene Proben die Grundlage darstellen.

5.4.2 Weitere BAL-Parameter bei Sarkoidose

Die vermehrte Expression von Aktivierungsmarkern auf T-Lymphozyten der BAL bei ILD
ist in der Literatur beschrieben und weist auf verlangerte Antigenstimulation und
chronische T-Zell-Aktivierung hin (Heron et al., 2010). In diesem Sinne ist auch der
Nachweis von HLA-DR+-T-Lymphozyten bei der untersuchten Sarkoidosegruppe zu
werten, deren Anteil signifikant héher war als bei der Gesamtgruppe Lungenerkrankter.
Im Vergleich zu Lungengesunden ist der Anteil von CD57+-T-Zellen bei Sarkoidose in
der BAL stark erhéht (Wahlstrom et al., 1999). Dabei handelt es sich um oligoklonal
vermehrte, endgultig differenzierte, funktional kompetente Gedachtnis- oder Effektor-T-
Zellen, die viele Zellzyklusrunden durchlebt haben. Die funktionell heterogene
Population besteht aus verschiedenen Subtypen, wobei die dominierende Sorte Uber
den Einfluss auf die Immunantwort entscheidet. Bei Sarkoidose kommt es zur Expansion
der CD57+-T-Zellen, die in die Tyl-Zytokin-Produktion involviert sind (Kurumagawa et
al., 2003). Die Akkumulation dieses Zelltyps wurde mit einer reduzierten
Immunkompetenz bei Alteren sowie verschiedenen Erkrankungen mit chronisch
ablaufender Immunantwort assoziiert. Darunter fallen sowohl Krebserkrankungen als
auch chronische Lungenerkrankungen wie Asthma oder COPD (Kurumagawa et al.,
2003). In der Sarkoidosegruppe erfolgte der Vergleich von Personen, bei denen sich
mindestens 23% CD57+-T-Zellen in der BAL nachweisen lielBen mit den Personen mit
einem Anteil von hdchstens 20% CD57+-T-Zellen. Letztere Gruppe wies ein signifikant
niedrigeres Durchschnittsalter sowie einen geringeren Lymphozytenanteil in der
Zellauszéhlung auf. Initial war der Vergleich unter der Annahme erfolgt, dass bei
Personen mit einem héheren Anteil CD57+-T-Zellen die Immunantwort schon Gber einen
l&ngeren Zeitraum in Gang sein misse, da CD57 erst bei anhaltender Antigenstimulation
mit Durchlaufen etlicher Zellzyklen auf der T-Zell-Oberflache erscheint. Allerdings ist zu
bertcksichtigen, dass physiologischerweise aus der Peripherie auch Lymphozyten in die

Lunge einwandern, die noch kein CD57 exprimieren und somit den relativen Anteil der
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CD57+-T-Zellen minimieren. Eine hohe CD57-Expression kdnnte zudem also auch auf
das krankheitsbedingte Fehlen einer Neueinwanderung von Lymphozyten hindeuten.

Auch die NKT- und NKT-like-Zellen stellen eine sehr heterogene
Lymphozytensubgruppe dar. lhre Funktion besteht in der Pragung und Regulation der
Immunantwort (Rijavec et al., 2011). Charakterisiert werden sie Uber das Vorhandensein
eines T-Zell-Rezeptors sowie von NK-Zell-Oberflachenmarkern wie CD16 oder CD56,
weshalb ihnen eine Brickenfunktion zwischen erworbenem und angeborenem
Immunsystem zugeschrieben wird (Rijavec et al., 2011). Wahrend die Subgruppen der
NKT-Zellen in Anhangigkeit von der Antigenprasentation durch CD1d definiert werden,
werden NKT-like-Zellen als CD1d-unabhangige T-Zellen beschrieben. Die Aktivierung
erfolgt iber MHC-I- oder MHC-II-Molekule. Auch innerhalb der Gruppe der NKT-like-
Zellen herrscht eine grofl3e phanotypische und funktionelle Diversitat (Rijavec et al.,
2011). Bei vielen Lungenerkrankungen wurden numerische und/oder funktionelle
Einschrankungen der beschriebenen Zellgruppen beobachtet. Bei Sarkoidose wurde ein
Beitrag von T-Zell-Rezeptor-invarianten NKT-Zellen zu vermehrter und verlangerter T-
Zell-Aktivierung vermutet (Rijavec et al., 2011). Diese Beobachtung lie3 sich am hier
untersuchten Sarkoidoseklientel nicht nachvollziehen, weil eine Charakterisierung von
CD1d-exprimierenden NKT Uber die Durchflusszytometrie nicht erfolgt war. Allerdings
zeigte sich, dass, wie in der Literatur beschrieben, in der Sarkoidosegruppe ein
geringerer Anteil an durch CD3 und CD16 charakterisierten NKT-like-Zellen in der BAL
vorlag als bei EAA (Tgndell et al., 2014). Die genaue Rolle von NKT und NKT-like-Zellen

in der Pathogenese der ILD bleibt dabei vorerst unklar.

5.5 Einordnung der Ergebnisse der Gruppe SLD im Vergleich zu Sarkoidose

5.5.1 BAL-Parameter

Da die SLD als Erkrankung mit einer alveoldren Lymphozytose und einer erhdhten
CD4+/CD8+-Ratio in der BAL beschrieben wurde (Hofer, 2015), war die Feststellung von
Unterschieden dieser Parameter im Vergleich zur Sarkoidose von vorneherein nicht zu
erwarten. Auch die Ubrigen Parameter der BAL bei Personen mit SLD unterschieden
sich nicht signifikant von den Ergebnissen der Personen mit Sarkoidose. Unter Annahme
der SLD als von Sarkoidose abzugrenzender Erkrankung kdnnte der Ablauf ahnlicher
(aber fulminanterer) immunologischer Vorgange im Lungengewebe, die sich in Form der

in der BAL nachzuweisenden Zellanteile wiederspiegeln, vermutet werden.

5.5.2 Lungenfunktionsparameter
Die forcierte VC gilt als sicherster Parameter, um den Einfluss der Lungenbeteiligung bei

Sarkoidose zu erfassen. In dieser Arbeit wurde lediglich die inspiratorische VC in die
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Untersuchung einbezogen. Um Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wurde, wie in der
,Erstbeschreibung einer sarkoidoseahnlichen Erkrankung“ (Hofer, 2015) eine VC von
mindestens 85% vom Soll noch als normwertig angenommen. Obwohl die Mittelwerte
und Medianwerte der VC der beiden Gruppen Sarkoidose und SLD im Normbereich
lagen, ergaben sich signifikant bessere Werte fir die Personen mit SLD. In der
Sarkoidosegruppe lag die VC in 39,2% der Falle unter dem Grenzwert, in der SLD-
Gruppe nur in 19,4% der Félle. Personen mit SLD hatten definitionsgemal keine
Veréanderungen der Lungenbildgebung oder Lungenhistologie, wahrend bei allen
Personen mit Sarkoidose Lungenveranderungen nachgewiesen worden waren. Es ist
bekannt, dass die Ergebnisse der Lungenfunktionsuntersuchung bei Sarkoidose mit dem
Krankheitsprozess korrelieren, der durch die Lungenbiopsie erfasst wird (Valeyre und
Bernaudin, 2014). In diesem Sinne sind die Beobachtungen zur VC in dieser Arbeit zu

werten.

5.5.3 Belastung durch Fatigue

Bis zu 70% der Patientinnen und Patienten mit Sarkoidose leiden unter Fatigue. Zur
Erfassung der Symptomatik existieren verschiedene Fragebdgen, validiert ist die
.Fatigue Assessment Scale (Vries et al., 2004). Die in dieser Arbeit analysierten
Personen wurden mittels der ,Modified Fatigue Impact Scale® befragt, die urspringlich
fur an multipler Sklerose Erkrankte entwickelt wurde. Cut-Off flr ein Vorliegen von
Fatigue ist bei diesem Fragebogen ein Wert von mindestens 38 Punkten. In Anlehnung
an die Einteilung der Fatigue bei Sarkoidose nach De Kleijn in die drei Stufen mild,
intermittierend und ganztagig (De Kleijn et al., 2011) erstellten wir in Abhangigkeit von
der im MFIS erreichten Punktzahl die Gruppen der leichten, mittelgradigen und schweren
Fatigue. In der Sarkoidosegruppe Uberwog die Anzahl der Personen mit leichter und
mittelgradiger Fatigue die der Personen mit schwerer Fatigue. In der SLD-Gruppe
zeigten sich umgekehrte Verhaltnisse, die Anzahl der Personen mit schwerer Fatigue
Uberwog die Gesamtzahl der Personen mit leichten und mittelgradigen Beschwerden.
Da die SLD-Gruppe hauptséachlich aus Frauen bestand und in der Literatur beschrieben
ist, dass Frauen haufiger Fatigue angeben als Manner (Fleischer et al., 2014), lasst sich
diese Tatsache zumindest teilweise durch die Geschlechterverteilung der Gruppen
erklaren. Darlber hinaus ist die Fatigue ein Symptom, dessen Ursache nicht restlos
geklart ist. Ein multifaktorielles Geschehen wird angenommen, mdgliche
Einflussfaktoren sind Verteilung des Organbefalles und inflammatorische
Krankheitsaktivitdt, Ausmall der medikamentdsen Therapie sowie Art und Umfang von
Komorbiditaten (Fleischer et al., 2014). Bezlglich der Komorbiditdten lag bei

Auswertung der Datensétze in dieser Dissertation keine Information vor, moglicherweise
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waren Personen mit SLD schwerer betroffen als Personen mit Sarkoidose. Auch
Unterschiede im Ausmalfd der Inflammation bei Sarkoidose und SLD sind mdglich und
konnten zu unterschiedlich starker Fatiguesymptomatik beitragen

5.5.4 Therapieansprechen

Als Therapie wurde die Applikation von Glucokortikoiden gewertet, als Ansprechen ein
Ruckgang der Krankheitssymptome. Frustrane Reduktionsversuche oder Erweiterung
der medikamentdsen Therapie um andere immunsuppressive Medikamente galten in
dieser Arbeit als Nichtansprechen. In der Sarkoidosegruppe war nur in etwa der Halfte
der Falle eine Therapie notwendig, mit der bei der Mehrheit ein Ansprechen erreicht
werden konnte. In der Gruppe der SLD mussten sich deutlich mehr Personen einer
Therapie unterziehen, nur die Halfte dieser Personen sprach auf die Therapie an. Mit
steigendem Schweregrad der Fatigue stieg bei SLD auch der Anteil der nicht
Ansprechenden. Hofer wertete das Ansprechen auf eine medikamentbse Therapie
ebenfalls aus, allerdings wurden auch kombinierte Optionen aus Glucokortikoiden,
Methotrexat und TNFa-Antagonisten oder Mycophenolat untersucht. Hierbei zeigten sich
in Uber 80% der Falle ein Therapieerfolg (Hofer, 2015). Diese Tatsache unterstlitzt die
Hypothese, dass die bei SLD ablaufenden inflammatorischen Prozesse fulminanter sind
als bei Sarkoidose. Inflammation tréagt zur Entstehung von Fatigue bei, bei starker
Inflammation reicht die Glucokortikoidmonotherapie mdglicherweise nicht aus und muss

um weitere immunsuppressive Medikamente erganzt werden.

5.5.5 ,Sarkoidose“ als Sammelbegriff

Wie bereits unter 1.1.2 erwahnt, wird Sarkoidose als Erkrankung verstanden, fur die viele
pradisponierende Gene existieren und die viele unterschiedliche Ausléser haben kann.
Die Kombination pradisponierender Gene kann die Art der Manifestation und den Verlauf
der Erkrankung beeinflussen, Umweltfaktoren spielen ebenfalls eine wichtige Rolle.
Vor diesem Hintergrund bietet es sich an, die Bezeichnung ,Sarkoidose* als Uberbegriff
fur eine heterogene Gruppe von Entitaten mit typischen Symptomen wie trockenem
Reizhusten, Dyspnoe, Fatigue oder Thoraxschmerzen zu nutzen. Die SLD ware somit
als ein Krankheitsbild innerhalb der Gruppe Sarkoidose zu verstehen. Ursachen fir die
deutlich schwerere Beeintrachtigung durch Fatigue bei SLD und das Uberwiegen des
Frauenanteils unter den Betroffenen sollten in Zukunft genauer erforscht werden.
Interessant ware ein Vergleich der Chitotriosidasekonzentrationen bei symptomatischen
Personen mit und ohne Nachweis verkasender Granulome. Auf das Auftreten von
Granulomen bei Patientinnen und Patienten mit SLD im Krankheitsverlauf sollte

ebenfalls Augenmerk gelegt werden.
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5.6 Einordnung der Ergebnisse der Gruppe EAA

5.6.1 BAL

Das Vorliegen einer lymphozytaren Alveolitis ist (nach Ablauf der ersten 48 Stunden)
typisch fur eine akute EAA und es wird im Vergleich zu anderen ILDs die stérkste
Lymphozytose erreicht (Koschel, 2016g). In der untersuchten Gruppe von Patientinnen
und Patienten mit EAA lag in 88% der Félle eine Lymphozytose vor, der
Lymphozytenanteil lag mit durchschnittlich 36,6% hoher als der Lymphozytenanteil der
anderen untersuchten Krankheitsgruppen. Obwohl bei der Datenerhebung nicht
zwischen akuter und chronischer EAA unterschieden worden war, sprachen die
Ergebnisse somit dafiir, dass die in die Untersuchung eingeschlossenen Patientinnen
und Patienten mehrheitlich an der akuten Verlaufsform litten. Die durchschnittliche
CD4+/CD8+-Ratio von 0,84 war signifikant niedriger als die der anderen Gruppen, was
die Diagnose EAA ebenfalls unterstitzte.

Wie bereits erwahnt, zeigt die Expression von HLA-DR auf T-Zellen deren Aktivierung
an, HLA-DR gilt als ,spater* Aktivierungsmarker, der im Verlauf der Tn1-Antwort auf der
Zelloberflache erscheint. Bei EAA wurden bereits hohere Anteile von CD8+-positiven
HLA-DR-T-Zellen als bei Sarkoidose nachgewiesen (Heron et al.,, 2010). Diese
Beobachtung lasst sich in dieser Arbeit nicht nachvollziehen, weil lediglich der Anteil von
HLA-DR+-T-Zellen an allen T-Zellen, nicht aber deren Anteil innerhalb der T-Zell-
Subgruppen erfasst wurde. Der Anteil an HLA-DR+-T-Zellen lag aber sowohl in der
Sarkoidosegruppe als auch in der Gruppe EAA bei Uber 40% und unterstreicht die
chronische Aktivierung der Zellen im Rahmen der ablaufenden Krankheitsprozesse.
CD16-positive NKT-like Zellen induzieren eine Tul-typische Immunantwort und sind zur
NK-Zell- und T-Zell-ahnlichen Zytolyse fahig. Bei EAA wurden im Vergleich zu anderen
ILD hohe Anteile dieser Zellgruppe nachgewiesen (Rijavec et al., 2011). Auch in dieser

Arbeit liel3 sich der hdchste Anteil an NKT-like-Zellen bei der Gruppe EAA nachweisen.

5.6.2 Lungenfunktion und Therapie

Bei der akuten Verlaufsform der EAA kommt es zu restriktiven Ventilationsstérungen.
Eine Restriktion ist als Einschrankung der TLC in Kombination mit einer reduzierten
inspiratorischen VC bei normwertigem Tiffeneau-Index definiert. Der Tiffeneau-Index ist
der Quotient aus forcierter Einsekundenkapazitat (FEV1) und der Vitalkapazitat (Herold,
2014c). Die FEV1 wird im Rahmen einer Bodyplethysmographie zwar prinzipiell erfasst,
im Rahmen dieser Dissertation fanden jedoch nur die TLC und iVC Berucksichtigung bei
der Datenerfassung. Daher konnte der Frage nach einer restriktiven Ventilationsstérung
in der Gruppe EAA nur mit der Einschrankung nachgegangen werden, den Tiffeneau-

Index nicht zu kennen. In 20 der 25 Falle wurde eine Lungenfunktionsuntersuchung
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durchgefihrt, davon traf nur in zwei Fallen die Definition einer Restriktion zu. Die TLC
und VC der Personen mit EAA waren jedoch signifikant niedriger als die bei Personen
mit SLD, bei denen definitionsgemald keine strukturellen Lungenveranderungen
vorlagen.

Die Mehrheit der an EAA Erkrankten war mit Glucokortikoiden behandelt worden, im
Gegensatz zu Personen mit Sarkoidose und SLD jedoch tberwiegend in inhalativer
Form. Nur bei neun von siebzehn behandelten Personen konnte der Krankheitsverlauf
weiter nachvollzogen werden, sechs der neun Personen sprachen auf die Therapie an.
Allerdings blieb dabei unklar, ob zusétzlich zu der medikamentdsen Therapie auch eine
Allergenkarenz vollzogen wurde. De Sadeleer et al. konnten zeigen, dass sich bei
Patientinnen und Patienten mit EAA durch Glucokortikoidtherapie und Allergenkarenz
kein Uberlebensvorteil ergab, unabhangig davon, ob fibrotische Veranderungen der
Lunge vorlagen oder nicht. Bei Personen mit EAA ohne Lungenfibrose konnte jedoch
ein therapeutischer Effekt der Glucokortikoidtherapie in Form einer Verbesserung der
gemessenen Lungenfunktionsparameter nachgewiesen werden (De Sadeleer et al.,
2018).

5.7 Vergleich der Sarkoidosescores

Ein Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob die Entwicklung eines auf
durchflusszytometrisch und zytologisch erfassten Parametern der BALF basierenden
diagnostischen Scores flr die Vorhersage der Diagnose Sarkoidose gelingen konnte.
Grundlegendes statistisches Verfahren zur Analyse dieser Fragestellung war die binare
logistische Regression. Zuerst wurde fir einzelne unabhangige Variablen, namlich die
CD4+/CD8+-Ratio, den Lymphozytenanteil sowie den Anteil CD16- und HLA-DR-
positiver T-Zellen, untersucht, ob sie das Vorliegen des Zustandes
.Sarkoidose“ vorhersagen konnten und wenn ja, welcher Wert dieser unabhangigen
Variablen jeweils den Cut-Off-Wert bildete, oberhalb (oder unterhalb) dessen das
Vorliegen einer Sarkoidose angenommen werden konnte. Im einfachen
Punktevergabemodus wurde fiir einen Variablenwert unterhalb des Cut-Off-Wertes kein
Punkt vergeben, flir einen Variablenwert ab dem Cut-Off-Wert ein Punkt. In einem
nachsten Schritt wurde untersucht, ob eine Verfeinerung dieses Punktevergabemodus
in Form einer weiteren Abstufung der vergebenen Punkte in Abhangigkeit von der
Variablenwertgrof3e die Vorhersagefahigkeit fir das Vorliegen einer Sarkoidose
verbessern konnte. Letztendlich wurde auch die Vorhersagefahigkeit fiir verschiedene
Variablenkombinationen untersucht. Daflr wurden den in der BAL fur die einzelnen
Parameter erhobenen Werte die entsprechenden im Vorfeld ermittelten Punktzahlen

zugeordnet und diese wurden addiert. So entstanden verschiedene Modelle eines
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diagnostischen Scoresystemes fir das Vorliegen der Erkrankung Sarkoidose, die
wiederum  mittels logistischer Regression und ROC-Analyse auf ihre
Vorhersagefahigkeit geprift wurden, es wurden dann auch fir die Scores Cut-Off-Werte
ermittelt.

Zentrum der Uberlegungen beztglich der klinischen Tauglichkeit der Diagnosescores
war die Frage, wie im Falle der Diagnose Sarkoidose die Testgitekriterien
optimalerweise gewahlt werden sollten. Varianten, deren Konfidenzintervall fiir die AUC
den als akzeptabel gewerteten Bereich unterschritten, wurden nicht berlcksichtigt
(Score 1).

Unter der Annahme der Sarkoidose als einer Erkrankung, die bei asymptomatischen
Patientinnen  keiner medikamentdsen Therapie bedarf wund fir die bei
Therapiebedurftigkeit gute Ansprechraten beschrieben sind, lag es nahe, einen
diagnostischen Test mit hoher Sensitivitat einem Test mit hoher Spezifitat vorzuziehen.
Mit Hilfe des Youden-Index war flr jeden Scoreentwurf zunachst der Cut-Off-Wert
ermittelt worden, anhand dessen das bestmdgliche Verhéltnis zwischen Sensitivitat und
Spezifitat erreicht wurde. Auf Basis der so ermittelten Testgutekriterien erfolgten dann
Uberlegungen zur Auswahl des fiir die Sarkoidosediagnostik am besten geeigneten
Scoreentwurfes.

Score 4 mit einer Spezifitdt von 86,6% bei einer Sensitivitdt von 56,7% sowie einer
groRen Anzahl zu bertcksichtigender Einzelparameter erschien fir den Einsatz im
Rahmen der Sarkoidosediagnostik ungeeignet.

Score 2 mit nur zwei berlicksichtigten Parametern (Lymphozytenanteil, Ratio) erreichte
die hochste Sensitivitat von etwa 90% bei einer Spezifitat von etwa 50%, der PPW lag
bei etwa 6%. Eine Berlcksichtigung beider Parameter ist daher der ausschlie3lichen
Orientierung an der CD4+/CD8+-Ratio vorzuziehen.

Mit einer Sensitivitat und Spezifitat von etwa 70% wies Score 3 den héchsten erreichten
PPW von 26% auf. Score 5 mit einer Sensitivitat von etwa 77% und einer Spezifitat von
etwa 70% erreichte einen PPW von 8% und stellte somit einen ,Mittelweg“ zwischen
Score 2 und Score 3 dar. Alle drei Scores haben mit ihren jeweiligen Eigenschaften eine
Berechtigung, als mogliche diagnostische Wegweiser im Rahmen der
Sarkoidosediagnostik in Betracht gezogen zu werden.

Ein bereits durch die WASOG erarbeitetes Instrument zur Evaluation der
Wahrscheinlichkeit einer Organbeteiligung durch Sarkoidose bei bestimmten klinischen
Symptomen oder diagnostischen Auffalligkeiten (Judson et al., 2014) wurde von Bickett
et al. von der Sarkoidoseklinik der Universitat Cincinnati zu zwei Versionen eines
diagnostischen Scoresystems (Sarcoidosis Diagnostic Score/SDS) erweitert. Die erste

Version umfasst neben bestimmten klinischen Parametern, die eine Organbeteiligung

55



nahelegen, auch den Nachweis epitheloidzelliger Granulome in mindestens einem
weiteren Organ. Dieser SDS-Biopsie erreichte bei einer AUC von 1,000 eine Sensitivitat
von 99,3% und eine Spezifitdt von 100%. In der zweiten Version wurden lediglich die
Wahrscheinlichkeiten einer Sarkoidosemanifestation bei Auftreten bestimmter
Organverédnderungen in verschiedenen Abstufungen (hochst wahrscheinlich,
wahrscheinlich und mdglich) berlcksichtigt. Fir diesen SDS-Klinik wurden eine
Sensitivitdt von 89,8% und eine Spezifitdt von 88,0% ermittelt, die AUC betrug 0,954.
Fur beide Versionen betrug der positive pradiktive Wert tber 90%. Diese exzellenten
Ergebnisse konnten unter anderem durch Beurteilung der klinischen Symptome und
Veranderungen durch zwei im Umgang mit Sarkoidosepatienten sehr erfahrene Arzte
erreicht werden. Eine Anwendung der Scoresysteme aullerhalb  von
krankheitsspezifischen Zentren durch weniger geschultes arztliches Personal kénnte zu
niedrigeren Werten fur Sensitivitdt und Spezifitdt fihren. Mehr als die Halfte der fur die
Entwicklung der Scores genutzten Daten stammten von Patientinnen und Patienten mit
gesicherter Sarkoidose, woraus die hohen PPW resultieren (Bickett et al., 2018).

Bei den in dieser Dissertation erarbeiteten, nur auf BAL-Parametern beruhenden
diagnostischen Scores lagen derartige die Testgutekriterien beginstigenden Umstande
nicht vor. Der Anteil von Personen mit gesicherter Sarkoidose an allen untersuchten
Personen lag nur bei 3,3% im Vergleich zu tber 50% bei Bickett et al. Dies erklart die
deutlich niedrigeren, Gberwiegend im einstelligen Bereich liegenden PPW.

In Zukunft sollte die Anwendung der in dieser Arbeit entwickelten Scoresysteme 2, 3 und
5 auf die Parameter von BALF im Rahmen der Diagnostik bei Sarkoidoseverdacht
erprobt werden. Eine Erweiterung um zusétzliche diagnostische Befunde (Biomarker wie
Chitotriosidase oder ACE, bildgebende Befunde, histologische Befunde, Ergebnisse von
HLA-Typisierungen etc.) und klinische, Organbeteiligung anzeigende Merkmale (Lupus
pernio, Retinitis, Arthralgien etc.) sollte Gegenstand zuklnftiger Forschungen zur

Sarkoidosediagnostik sein.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurden Datensatze von 2903 lungenerkrankten
Personen mit Hilfe verschiedener statistischer Verfahren ausgewertet.

Den Schwerpunkt bildeten die zytologischen und durchflusszytometrischen Analysen
von BALF. Diese Daten wurden um epidemiologische und klinische Angaben erganzt.
Aus der Gesamtgruppe Lungenerkrankter wurden Personen mit den zur Gruppe der ILD
zéhlenden Krankheitsbildern Sarkoidose und EAA isoliert. Eine weitere untersuchte
Krankheitsgruppe bildete die in der Literatur als eigenstandige Erkrankung beschriebene
SLD.

Ein Ziel der Arbeit war die genauere Charakterisierung der BALF bei Patientinnen und
Patienten mit SLD und damit die Ermittlung von Unterschieden und Gemeinsamkeiten
in Bezug auf Sarkoidose. Bei beiden Krankheitsgruppen wurden, wie im Vorfeld
beschrieben, eine Lymphozytosekonstellation mit erhdohter CD4+/CD8+-Ratio
nachgewiesen. Bei Personen mit Sarkoidose wurden hohere Anteile von CD8+T-,
CD4+8+T-, CD16+T- und HLA-DR+T-Zellen ermittelt, statistisch absichern lieRen sich
die Ergebnisse jedoch nicht. Beim Vergleich der epidemiologischen Aspekte imponierte
ein  Uberwiegen des Frauenanteils in der SLD-Gruppe, wéhrend das
Geschlechterverhaltnis in der Sarkoidosegruppe ausgeglichen war. Patientinnen und
Patienten mit SLD erreichten bei bodyplethysmografischen Untersuchungen signifikant
bessere Werte fir die Lungenfunktion, es ergab sich zudem eine signifikant starkere
Beeintrachtigung im Alltag durch die die Erkrankung begleitende Fatiguesymptomatik.
Eine Glucokortikoidmonotherapie war hier in vielen Fallen, im Gegensatz zur
Sarkoidosegruppe, nicht ausreichend. Ursachen von Fatigue sind noch Gegenstand der
Forschung, Frauen geben das Symptom haufiger an als Manner. Die Annahme einer in
starkerem Ausmal} ablaufenden immunologischen Reaktion bei SLD koénnte die
Entwicklung der ausgepragten Fatiguesymptomatik sowie die Notwendigkeit der
Erganzung der Glucokortikoidtherapie um weitere Immunsuppressiva mit erklaren.
Mittels der analysierten BALF-Parameter gelang der Nachweis abweichender
immunologischer Vorgange nicht, in Zukunft sollten diesbeziglich weiterfihrende
Untersuchungen angestellt werden. Aufgrund der Vielzahl an pradisponierenden Genen
und moglichen Auslosern fir Sarkoidose, die Schwere wund Art der
Krankheitsmanifestation beeinflussen, erscheint es sinnvoll, die SLD nicht als
eigenstandige Erkrankung zu betrachten, sondern als eine mdgliche Variante der
Auspragung einer Sarkoidose.

Fur die Gruppe EAA konnten die hdochsten Lymphozytenanteile an Leukozyten im
Vergleich zu allen anderen Krankheitsgruppen sowie eine signifikant niedrigere

CD4+/CD8+-Ratio nachgewiesen werden. Die Lungenfunktionsparameter zeigten sich
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deutlich eingeschrankt im Vergleich zu Sarkoidose und SLD. Diese Ergebnisse deckten
sich mit in der Literatur zu findenden Angaben.

Ein weiteres Ziel der Dissertation war es, mittels der zytologischen und
durchflusszytometrischen BALF-Parameter einen Score flr die Diagnosestellung der
Sarkoidose zu entwickeln. Verschiedene Systeme wurden erarbeitet, die anhand des
Konfidenzintervalles fir die AUC ermittelte Klassifikationsfahigkeit lag tberwiegend im
akzeptablen bis exzellenten Bereich. Unter Berlicksichtigung der Tatsache, dass bei
Organmanifestation ~ mit  Einschrdankung der  Organfunktion ein  gutes
Therapieansprechen erreicht wird, lag es nahe, einen Test mit hoher Sensitivitat zu
bevorzugen. Die hdchste Sensitivitdt von etwa 90% (bei jedoch niedriger Spezifitat von
etwa 50%) konnte fur ein Scoresystem mit den Variablen Lymphozytenanteil an
Leukozyten und CD4+/CD8+-Ratio erreicht werden. Eine Sensitivitdt und Spezifitdt von
etwa 70% wurden mit einem Scoreentwurf, der um die Variablen neutrophile
Granulozyten an Leukozyten sowie die Anteile von CD16+ und HLA-DR+T-Zellen an T-
Zellen erweitert worden war, erzielt. Ein weiterer Entwurf beinhaltete die vier Variablen
CD4+/CD8+-Ratio, Lymphozytenanteil, Neutrophilenanteil und HLA-DR+-T-Zellen und
erreichte eine Sensitivitat von etwa 77% bei einer Spezifitat von etwa 70%.

Die Diagnosestellung der Erkrankung Sarkoidose erfolgt immer in Zusammenschau
verschiedener Befunde. Bei der Analyse von BALF wurde bislang das Hauptaugenmerk
auf den Lymphozytenanteil an Leukozyten und die CD4+/CD8+-Ratio gelegt. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch weitere Parameter berlcksichtigt werden
sollten, um die Diagnosestellung zu erleichtern. Eine Anwendung der erarbeiteten
Scoresysteme im Kklinischen Alltag sollte im Rahmen zukiinftiger Studien erprobt werden.
Auch die Moglichkeit der Erweiterung um klinische, bildgebende, histologische und
andere Befunde zur Verbesserung der Testgitekriterien und damit der diagnostischen

Sicherheit sollte ergriindet werden.
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8. Tabellenanhang

Tab. 4: Uberblick Uber die metrischen Variablen

Art der Datengewinnung

Variable

Einheit

Durchflusszytometrie

T-Zellen

B-Zellen

NK-Zellen

% der Lymphozyten

CD4+-T-Zellen

CD8+-T-Zellen

CD4+CD8+-T-Zellen

CD16+-T-Zellen

CD57+-T-Zellen

HLA-DR+-T-Zellen

% der T-Zellen

Ratio CD4+/CD8+-T-

Therapieform und -
ansprechen

Zellen
Makrophagen
neutrophile
kroskonisch Granulozyten
MIKroskopische eosinophile % der Leukozyten
Zellauszahlung Granulozyten
Mastzellen
Lymphozyten
. TLC
Bodyplethysmografie VC % vom Soll
it Punktzahl MFIS
weltere Alter bei BAL Jahre
Tab. 5: Uberblick tiber die kategorialen Variablen
Name Variable Erklarung Auspragungen
1 = Sarkoidose
. 2=SLD
Gruppe Gruppeneinteilung der Daten 3-EAA
4 = Gesamtgruppe
Geschlecht L f W?'b"(?h
2 = méannlich
Nikotinkonsum L f nein
2=ja
. . epitheloidzellige Granulome in der l=ja
Histologie ; ; —
Lungenhistologie 2 = nein
Bildaebun Sarkoidosehinweis in Thoraxréntgen l=ja
9 9 oder -CT 2 = nein
1 = Glucokortikoid,
Ansprechen

2 = Glucokortikoid,
kein Ansprechen

3 = Glucokortikoid,
keine weitere
Information

4 = kein
Glucokortikoid
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Tab. 8: Gegenilberstellung metrischer Parameter/Immunzellen der Hauptgruppen

analysierte Gruppen

S SLD EAA G
MW=SD | 49,5+ 13,8 54,6+ 12,7 475+ 157 554+ 152
_ Median 48 55 47 56
At Bl AL Spanne 22-83 21-80 24 - 74 14-91
Anzahl 97 67 25 2903
MW=SD | 12+ 2,4 12+13 1011 2149
Median 05 08 08 0,9
c -zl Spanne | 00-22.2 01-82 01-51 0.0 — 86,4
s Anzahl 97 67 25 2902
E, MW+SD 38+49 45+49 51+8,0 51+59
[ Median 2,3 3,2 2,6 3,4
g fiSzele Spanne 04-363 0,5-36,1 0,2 -38,4 0,0 — 74,1
- Anzahl 97 67 25 2902
g MW+SD | 950+ 6,0 943+51 93,9+85 92,8+ 7,7
< T.7ellen Median 96,7 95,8 97,0 95,1
Spanne 62,3 - 99,5 63,1 — 99,4 60,2 — 99,7 11,3 - 100,0
Anzahl 97 67 25 2902
MW=SD | 74,1+ 16,7 80,1+87 38,5+ 20,5 59,7 + 20,1
CDA+T Median 77,2 80,8 38,3 62,0
Spanne 1,6 —100,3 40,2 - 97 10,2 - 79,9 0,0-127,9
Anzahl 97 67 25 2902
MW=SD | 25,1 15,7 19,9%8,5 61,0+ 18,9 38,5+ 18,9
CD8AT Median 22,2 19,4 58,7 36,0
Spanne 1,3-90,1 6,0 - 62,9 20,8 — 89,4 1,3 - 106,8
Anzahl 97 67 25 2902
_ MW=SD | 5848 49+2,7 0808 2527
) . Median 3,3 4,2 0,6 1,7
T CLt el Spanne | 0.3-30,1 0.6—16,1 01-30 0.0-30,7
o Anzahl 97 67 25 2902
5 MW=SD | 21%16 18+ 14 18+1,3 27+33
° Median 15 15 15 1,9
8 EABrHEIDE= 1 Spanne | 0.2-11,1 01-6,7 03-59 0.0-458
Anzahl 97 67 25 2902
MW=SD | 59%6,7 38:32 8269 79+7,7
Median 4,1 29 6,7 55
CRLE-Y Spanne | 05-50,0 0.8 1.3-285 0.0-73,0
Anzahl 96 67 25 2839
MW=SD | 19,8 % 10,2 19,2£8,7 238+ 17,0 17,7+ 10,8
Median 18,6 18,1 17,7 15,6
Cog=1 Spanne 1,6 — 44,3 50— 42,3 39-51,1 03-741
Anzahl 96 67 25 2843
MW=SD | 47,5+ 15,6 42,4+ 14,0 441+1738 41,2+162
Median 50,1 40,7 44,5 40,4
lbARRIRS I Spanne 13,6 - 79,5 17,6 — 70,9 8,7-78.2 2,3-100,2
Anzahl 96 67 25 2840
MW=SD | 66,0 « 18,2 69,0+ 14,5 53,5+ 18,7 66,5« 25,7
T — Median 68,0 70,0 56,0 74,0
Spanne 0,0 - 98,0 7,0-89,5 19,0 — 84,0 0,0-99,5
Anzahl 97 67 25 2903
MW=SD | 40%6,7 4065 85+11,4 14,0 23,8
Neutrophile Median 15 25 4,0 3,0
Spanne 0,0-32,0 0,0-37,0 0,0-51,0 0,0 - 99,0
Anzahl 97 67 25 2903
MW=SD | 1,0%1,7 05+1,0 10+15 1,0+ 4,0
Eosinophile Median 0,0 0,0 0,0 0,0
Spanne 0,0-8,0 0,0-6,0 0,0-5,0 0,0 - 66,0
= Anzahl 97 67 25 2903
3 MW=SD | 05+0,7 05+0,6 05+0,8 05+1,4
§ Mastzellen Median 0,0 0,0 0,0 0,0
e Spanne 00-35 00-25 0,0-3,0 0,0 - 36,0
3 Anzahl 97 67 25 2903
8 MW=SD | 28,0 17,0 240+ 11,2 36,5+ 18,2 16,5+ 14,5
< T — Median 25,0 23,5 36,5 12,0
Spanne 0,0- 73,0 7,5-55,0 10,0 — 70,0 0,0-87,0
Anzahl 97 67 25 2903
MW=SD | 92,9+ 16,3 1027+175 | 87,1+17.8
_ e Median 92,9 104,0 90,4
5 Spanne 588-1700 | 63,0-1620 | 33,0-106,0
€ Anzahl 94 67 18
s MW=SD | 87,6 17,6 1003+183 | 785 20,8
< Vo Median 88,9 101,0 78,9
Spanne 429-1231 | 51,0-1520 | 29,0107,
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Anzahl 96 67 19
MW=SD | 23,0 22,3 38,7212
Median 21,0 41,0
Punktzahl MFIS Spanne | 0,0 78,0 0,0-81,0
Anzahl 89 63

Tab. 9: Mittelwertvergleich der Hauptgruppen mit einfaktorieller Varianzanalyse

Parameter Brown-Forsythe-Test Differenzen
Alter p < 0,001 SIG
HLA-DR+-T an T-Zellen p < 0,001 SIG
Eosinophile in % der Leukozyten n.s. Keine
TLC in % vom Soll p < 0,001 S/SLD
' SLD/EAA
i S/SLD
VC in % vom Soll p < 0,001 SLD/EAA
Punktzahl Fatiguescore p < 0,001 S/SLD

Tab. 10: Vergleich der zentralen Tendenz der Hauptgruppen mit Kruskal-Wallis-Test

Parameter Kruskal-Wallis-Test Differenzen
B- Zellen p < 0,001 SIG
@
S
E T-Zellen p < 0,001 SIG
55
© £
0 NK-Zellen p < 0,001 SIG
S/EAA, S/G,
& CD4+-T-Zellen p < 0,001 SLD/EAA, SLD/G,
D EAA/G
N
': S/EAA, S/G,
Z CD8+-T-Zellen p < 0,001 SLD/EAA, SLD/G,
N EAA/G
S/EAA, S/G,
CD4+/CD8+-Ratio p < 0,001 SLD/EAA, SLD/G,
EAA/G
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CD4+CD8+-T-Zellen n.s.
c
k)
EJ CD16+-T-Zellen p < 0,001 SI/G, SLD/EAA, SLD/G
e
@
“\3 CD57+-T-Zellen n.s.

Makrophagen p < 0,001 EAA/G

(=
q) .
B Neutrophile p < 0,001 SIG
£
>
et Mastzellen n.s.
@
b= SIG, SLD/G,
N Lymphozyten p < 0,001 EAA/G

Tab. 12: Gegenuberstellung metrischer Parameter der Gruppen nach Dauer der
Lymphozytenaktivitét

Parameter Anzahl n MW+ SD Median t-Test U-Test
1 49 449+121 | 450
g Atter S 2] ma 558+14.7 | 580 | P <0001
& sLp 37 53,3+ 11,8 52,0 N
2 24 579+125 | 58,0 >
s 1 49 1,0 £ 1,0 0,7 s
B.Zellen 2 34 09+13 0,5 >
_ sip L 37 15+15 1,1 p=
I3 2 24 0,8+0,9 0,6 0,004
= s 1 49 95,6 + 4,3 96,5 s
2 -Zellen 2 34 94,3+ 6,6 96,6 >
g sip L 37 93,7 £ 6,3 95,3 s
> 2 24 955 + 3,1 96,2 >
ES s 1 49 3,4+39 2,2 s
NK_Zellen 2 34 48+6,3 2,7 >
sip L 37 49+6,1 3,0 s
2 24 38+28 2,9 >
s 1 49 72,7+193 | 772 s
_ CD4+T 2 34 772+129 | 778
5 sLp 1L 37 79,1+ 7,9 78,1 s
@ 2 24 816+104 | 824 >
t s 1 49 248+175 | 20,6 s
N CDBT 2 34 240+128 | 219 >
sLp 1L 37 20,9 + 7,3 20,5 s
2 24 18,7 +10,9 | 16,8 >
s 1 49 53+56 35 s
2 34 49+41 3,7 >
CDAr/CDB- oo 137 46+28 | 3.9 0=
2 24 55+28 5,0 0,048
s 1 49 1,8+1,3 1,4 s
- 2 34 26+21 1,7 >
2 CDA+8+-T olp L 37 19+16 15
N 2 24 18+1,2 17 n-s.
g: S 1 49 6,7 8,2 4.4 s
CD16+-T 2 34 54+51 3,7 >
SLD | 1 37 40+3,6 2.8 n.s.
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2 24 33+24 2.7
S 1 49 46,1+16,2 | 454 s
2 34 50,1 +153 | 546 S
ALA-DReT sip L 37 42,7131 | 412 o
2 24 441+153 | 42,0 S
s g Taend e oo
Makrophagen ,1 £ 16, ,
D L 37 701+125 | 71,0 e
S 2 24 66,6+17,4 | 70,0 S
s 1 49 44+772 2,0 e
Neutrophile 2 34 22372 13 :S.
NE 37 46+58 2,5 -
S 2 24 3,1£32 1,8 S.
= S L 49 05+1,4 0,0 -
= i i 2 34 1,0+1,8 0,0 S.
B Eosinophile 1 37 05+06 0.0 o=
% SLD 5 24 1,0+15 0,0 0.024
2 S 1 49 0,5+0,8 0,0 o
2 Mastzellen 2 34 0,5+0,6 0,0 S
D L 37 0,5+0,6 0,0
S 2 24 0,5+0,6 0,0 n.s.
1 49 237+17,1 | 20,0 _
Lymphozyten > 2 34 33,2+16,3 32,0 p=0,013
sip L 37 243+109 | 215 s
2 24 263+115| 255
s 1 47 960+145 | 951 e
— TLC 2 33 89,1+20,1 | 90,0 S
A sLp 37 104,3 16,0 | 105,0 -
S 2 24 99,6 +205| 955 >
S 1 49 90,7+185 [ 92,2 -
S Ve S 33 825176 | 811 | P~ 0048
sLp L 37 101,8 19,4 | 104,0 e
2 24 965+150 | 97,0 S
s 1 43 245+233 | 250 e
Punktzahl 2 32 22,1+£19,9 21,0 e
Fatiguescore SLD 1 35 38,2+19,5 39,0 s
2 23 40,7+234 | 450 S

CD57+T < 20% (1=kirzer andauernde Aktivitat); CD57+T = 23%(2=langer andauernde Aktivitat)

Tab. 13: Gegentberstellung metrischer Variablen nach Geschlecht in den Krankheitsgruppen

Parameter Anzahl n MW + SD Median t-Test U-Test
w 48 49,8 +14,1 50,5
S n.s.

m 49 49,3+13,6 49,1
o Alter w 49 52,9+128 52,0
= SLD n.s.
'%s m 18 58,9+11,5 59,0

w 14 449+ 16,6 40,5

EAA n.s.

m 11 50,9+14,4 52,0

w 48 1,0+0,9 0,8
= S n.s.
%, m 49 1,3+3,3 0,5
o B-Zellen W 49 1,4+1,4 1,2 p=
= SLD
g— m 18 0,9+1,0 0,6 0,036
2 w 14 0,9+0,9 0,8
5 EAA n.s.
bl m 11 1,1+1,4 0,8
> T-Zellen S w 48 94,6+ 6,4 96,4 n.s.
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m 49 95,4+57 96,9
w 49 94,4+54 95,9
SLD n.s.
m 18 94,1+4,3 94,9
w 14 94,4+59 96,1
EAA n.s.
m 11 93,3+11,2 97,1
w 48 4,4+6,3 2,3
S n.s.
m 49 3,3+28 2,2
NK-Zellen w 49 4,3+5,1 3,0
SLD n.s.
m 18 5,0+£4,0 3,5
w 14 4,7+52 3,6
EAA n.s.
m 11 56+11,0 2,1
w 48 77,0+ 16,9 78,4
S n.s.
m 49 71,4 +16,2 75,8
CD4+-T w 49 81,3+7,3 82,3
SLD n.s.
m 18 76,8+11,2 78,2
S w 14 35,2 +19,3 33,6
= EAA n.s.
i) m 11 428+221 45,2
= w 48 21,2+ 126 19,4
0] S p = 0,014
o m 49 29,0+ 17,4 23,6
S
CD8+-T w 49 18,7+6,3 18,1
SLD n.s.
m 18 23,3+124 20,6
w 14 65,9+ 17,0 64,6
EAA n.s.
m 11 54,8 + 20,2 54,6
w 48 6,1+5,8 3,9
S n.s.
m 49 3,9+3,2 3,2
Gz (e w | 49 5127 45
Ratio SLD n.s.
m 18 4,4+28 3,9
w 14 0,6+0,5 0,5
EAA n.s.
m 11 1,1+1,1 0,8
S w 48 1,9+1,3 1,4 n.s.
m 49 2,3+1,9 1,7
DT =D w 49 1,7+1,3 1,3 p=
+8+-
m 18 24+13 22 0,006
w 14 19+1,4 1,6 n.s.
EAA
m 11 1,8+1,3 1,4
= w 48 56+5,2 3,8 n.s.
& m 48 6,2+7,9 4,3
N R P T 49 32%29 2,5 p=
E m 18 55:35 4.0 0,012
g w 14 76+7,1 55 n.s.
S EAA
m 11 9,0+6,9 7,3
s w 48 17,9+9,5 16,1 n.s.
m 48 21,7 £ 10,7 21,4
w 49 17,1+7,0 17,1 p = 0,001
CD57+-T SLD
m 18 24,8 + 10,4 24,6
w 14 20,9 + 18,5 10,6 n.s.
EAA
m 11 27,5+ 15,0 31,8
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= w 48 46,8 £ 14,4 47,2
n.s.
m 48 48,2+ 16,8 52,4
w 49 43,3+13,6 42,2
HLA-DR+-T SLD n.s.
m 18 40,1+ 15,3 35,2
w 14 41,9+17,3 40,5
EAA n.s.
m 11 46,9 £18,9 51,9
w 48 64,7 +17,3 66,0
S n.s.
m 49 67,3+19,1 70,0
Makrophagen w 49 69,0+ 125 70,0
SLD n.s.
m 18 69,8 +19,4 72,5
w 14 53,8+20,9 57,8
EAA n.s.
m 11 52,9+ 16,6 54,0
w 48 3,8+6,8 1,5
S n.s.
m 49 3,8+6,7 2,0
Neutrophile w 49 4,7+7,1 2,0
SLD n.s.
m 18 4,0+3,8 4,0
w 14 8,3+13,1 3,0
EAA n.s.
m 11 8,2+9,3 5,0
w 48 1,0+2,1 0,0
c S n.s.
g m 49 05+1,1 0,0
2 Eosinophile w 49 05+1,2 0,0
S SLD n.s.
9 m 18 0,5+0,7 0,0
3] w 14 1,0£1,5 0,0
= EAA n.s.
S m 11 1,0£1,7 0,0
w 48 0,5+0,8 0,0
S n.s.
m 49 0,5+0,5 0,0
w 49 0,5+0,7 0,0
Mastzellen SLD n.s.
m 18 0,0+0,3 0,0
w 14 0,5+0,9 0,0
EAA n.s.
m 11 0,5+0,5 0,0
w 48 30,1+17,8 27,5
S n.s.
m 49 25,6 £16,0 23,0
w 49 25,2+11,0 24,0
Lymphozyten SLD n.s.
m 18 21,5+11,1 20,5
w 14 35,8+19,9 33,5
EAA n.s.
m 11 37,6 16,6 38,0
w 46 98,9+ 17,7 99,0
S p <0,001
m 48 87,1+12,6 87,6
TLC w 49 107,1 £ 16,1 106,0
SLD p <0,001
_ m 18 90,8 + 15,7 89,5
A w 8 91,2+ 15,7 94,0
c EAA
S m 10 83,9+19,5 88,8
N w 48 93,6 +£18,1 96,0
VC S p = 0,001
m 48 81,6 +15,1 82,8
w 49 104,2 £ 17,5 104,0
SLD p = 0,003
m 18 89,6 + 16,5 89,0
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w 9 82,2+191 87,7
EAA
m 10 751+ 22,7 78,4
w 44 20,1+ 244 29
S p = 0,011
Punktzahl m 45 17,1+ 18,5 14
Fatiguescore w 47 40,6 + 20,4 41
SLD n.s.
m 16 32,9+23,1 35

Tab. 16: Gegenuberstellung metrischer Variablen bei Ansprechenden (A)-Nichtansprechenden (NA)

Parameter Anzahl n MW % SD Median t-Test U-Test
A 31 53,1+13,1 51,0
S p =0,012
N 13 42,2+11,2 39,0
o Alter A 26 54,4+ 15,7 58,5
= SLD n.s.
g NA 23 52,8+10,4 52,0
A 6 66,3+ 7,2 66,5
EAA
NA 3 40,0+ 13,9 47,0
A 31 0,9+0,9 0,5
S n.s.
NA 13 1,7+1,4 1,6
B-Zellen A 26 1,5+1,7 0,8
SLD n.s.
NA 23 1,0+1,0 0,6
A 6 1,6+1,8 0,9
EAA
NA 3 0,9+0,5 1,0
- A 31 95,3+5,0 96,6
) S n.s.
‘5 NA 13 94,9+3,0 95,8
2 T-Zellen A 26 93,0+7,3 95,6
Q SLD n.s.
3 NA 23 95,5+ 3,0 96,3
-
o A 90,0 + 14,8 96,7
S EAA
S NA 97,3+2,0 98,4
A 31 3,8+4,8 2,4
S n.s.
NA 13 34+272 2,2
A 26 55+7.2 3,0
NK-Zellen SLD n.s.
NA 23 35+25 2,5
A 8,5+ 14,7 2,7
EAA
NA 1,8+1,9 1,1
A 31 74,9+213 80,7
S n.s.
NA 13 70,6 +11,3 69,9
CD4+-T A 26 78,8 +10,5 80,2
SLD n.s.
NA 23 81,3+6,5 81,4
S A 6 49,3+ 20,0 44,2
= EAA
2 NA 3 53,5+ 16,0 60,2
= A 31 22,5+16,1 19,3
) S n.s.
© NA 13 30,2+13,1 30,0
Q\O
CD8+-T A 26 21,4+10,4 20,1
SLD n.s.
NA 23 19,4+7,2 19,5
A 6 50,1+19,1 52,9
EAA
NA 3 46,2 £ 13,2 44,7
CD4+/CD8+- A 31 6,1+6,3 4,2
; S n.s.
Ratio NA 13 31+21 2,4
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SLD A 26 45+23 4,0
n.s.
NA 23 5027 4,2
EAA A 6 1,4+1,3 0,8
NA 3 1,3+0,7 1,4
A 31 29+15 2,1
S n.s.
NA 13 2,7+2,8 1,7
CD4+8+-T A 26 2,0+15 1,7
SLD n.s.
NA 23 21+14 1,7
A 2,1+1,0 1,8
EAA
NA 1,6 +0,7 1,7
A 30 47+47 35 p=
S
NA 13 78+58 6,6 0,017
CD16+-T A 26 49+4,0 3,6 p=
SLD
NA 23 3024 2,1 0,017
c A 6,4+3,3 5,8
2 EAA
,313 NA 15,4+ 13,3 15,9
= A 30 193+115 | 17,0
) S n.s.
© NA 13 15,7+ 6,9 16,5
NS
CD57+-T A 26 20,3+9,0 20,8
SLD n.s.
NA 23 19,9+7,9 18,3
A 30,8 +15,1 27,1
EAA
NA 34,0+ 20,9 429
A 30 49,0+ 16,5 54,5
S n.s.
NA 13 48,0+ 13,8 46,6
A 26 39,3+11,2 37,9
SLD n.s.
HLA-DR+-T NA 23 43,7+ 14,6 42,6
A 6 61,5+8,7 65,4
EAA
NA 3 44,7 +10,1 50,4
A 31 60,0+ 21,3 65,0
S n.s.
NA 13 71,5+16,7 73,0
S A 26 73,3+8,8 74,5
< Makrophagen | SLD p = 0,042
N NA 23 64,8 + 18,6 68,0
= A 40,3+13.22 435
2 EAA
5 NA 56,0 + 28,0 56,0
o A 31 35+59 1,0
> S n.s.
NA 13 6,0+9,7 2,0
Neutrophile A 26 5577 3,0
SLD n.s.
NA 23 356+3,3 2,5
A 4,5+ 3,7 4,3
EAA
NA 7,0+95 3,0
A 31 1,0+1,6 0,0
S n.s.
) ) NA 13 0,5+0,6 0,0
Eosinophile
A 26 1,0+1,0 0,0
SLD n.s.
NA 23 1,0+1,4 0,0
EAA A 6 1,0+2,0 0,0
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NA 3 2,0+29 0,0
A 31 0,5+0,7 0,0
S n.s.
NA 13 0,5+0,5 0,0
Mastzellen A 26 0,5+0,7 0,0
SLD n.s.
NA 23 0,5+0,6 0,0
A 1,0+1,3 0,5
EAA
NA 0,5+0,5 0,5
A 31 32,2+20,1 32,0
S n.s.
NA 13 22,1 +14,6 23,3
A 26 20,0+6,1 21,3
Lymphozyten | SLD p =0,020
NA 23 27,7+ 13,7 27,5
A 6 51,8 +13,2 49,3
EAA
NA 3 34,3+19,5 43,0
A 31 91,5+135 90,9
S n.s.
NA 13 96,1+12,4 94,5
TLC A 26 102,6 + 21,1 103,5
SLD n.s.
NA 23 103,9+12,1 103,5
_ A 82,7+ 13,2 86,0
©° EAA
n NA 65,5+ 46,0 65,5
5 A 31 865196 | 86,0
= S n.s.
S NA 13 91,1+15,6 90,4
VC A 26 98,3+ 19,7 98,5
SLD n.s.
NA 23 100,0+£ 12,9 98,0
A 69,6 + 8,6 70,9
EAA
NA 59,8 + 33,3 55,3
s A 28 38,4+ 20,3 38,5
n.s.
Punktzahl NA 11 36,6 + 21,7 39,0
Fatiguescore A 23 38,1+20,8 40,0
SLD p = 0,048
NA 23 49,3+ 16,3 51,0

Tab. 25: Gegentiberstellung metrischer Parameter der Lymphozytosefraktionen der Gruppen
Sarkoidose, SLD, EAA und Gesamtgruppe

analysierte Gruppen

S SLD EAA G
MW+SD 51,1+ 14,4 55,6+ 11,9 48,7+ 15,6 57,1+ 14,8
. Median 51 56 48 58
AT el Bl Spanne 22,0- 83,0 25,0 - 80,0 26,0 - 74,0 15,0 -91,0
Anzahl 73 52 22 1226
MW+SD 12+27 12+ 1,4 1112 15+45
B 7ellen Median 0,5 08 08 0,7
c Spanne 0,0 - 22,2 0,1-82 0,1-5,1 0,0 — 86,4
g Anzahl 73 52 22 1226
8 MW+SD 30+54 35%24 55 £85 41%51
g_ NK-Zellen Median 2,3 2,7 2,9 2,8
3 Spanne 0,4 - 36,3 0,5 - 10,2 0,2 - 38,4 0,0 - 74,1
= Anzahl 73 52 22 1226
z MW+SD 94,9 6,8 953 2,9 93589 94,3%6,9
£ | 170llen Median 97,0 96,2 96,7 96,1
Spanne 62,3 99,5 88,7 — 99,4 60,2 — 99,7 12,0 — 100,0
Anzahl 73 52 22 1226
MW+SD 77,7+13,0 81,0£9,0 39,5+ 21,4 67,1+ 19,5
R Median 78,2 82,2 40,8 71,5
Spanne 44,0-100,3 | 40,2-97,0 10,2 - 79,9 6,1 - 127,9
Anzahl 73 52 22 1226
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MW-+SD 22,5+133 19,1+8,7 61,6 + 20,1 32,7 £19,0
Median 19,5 18,1 60,7 28,4
Gpialr Spanne 33-56,1 6,0 - 62,9 20,8 -89,4 31-985
Anzahl 73 52 22 1226
MW-+SD 57+52 52+27 0,9+0,9 35+34
. Median 472 44 0,7 2,5
CDA+/CD8+Ratio | gpanne 0,8-30,1 0,6-16,1 01-38 01-30,7
Anzahl 73 52 22 1226
MW-+SD 20+17 1,7+1,3 19+1,4 22+21
Median 15 1,4 1,6 1,6
5 | CD4+CD8HT Spanne 02-11,1 03-6,2 05-5,9 00-24,2
9 Anzahl 73 52 22 1226
- MW-+SD 45+4,1 32+25 78+6,3 52+51
3 Median 3,6 2,6 6,1 338
o | e Spanne 05-19,5 0.8-11,9 13-285 0.2-69,5
Anzahl 73 52 22 1224
MW-+SD 21,3+10,2 19,4+9,2 26,1+ 16,9 20,8+ 12,0
Median 21,1 18,0 22,2 18,7
Gt Spanne 1,6 44,3 6,0 42,3 39-515 03— 74,11
Anzahl 73 22 22 1224
MW+SD 48,8+ 15,1 432+ 14,8 46,1+ 15,9 46,0 + 15,9
Median 51,0 40,9 49,9 45,4
ARl Spanne 13,6 - 79,5 17,6 — 70,9 8,7-78.2 57-91,7
Anzahl 73 52 22 1226
MW=+SD 61,3+ 14,6 65,8+ 13,8 51,1+ 18,3 61,4 + 18,0
Median 65,0 68,5 52,5 66,5
g Spanne 23,0 - 84,0 7,0-82,0 19,0 - 80,0 0,0 - 87,0
Anzahl 73 52 22 1226
MW+SD 32+55 41+53 73+11,1 70+11,9
Neutrophile Median 15 2,0 35 2,4
- Spanne 0,0 —29,7 0,0-27,0 0,0-51,0 0,0-75
I Anzahl 73 52 22 1226
g MW+SD 1,016 05+1.2 1,016 1,0£32
X Eosinophile Median 0,0 0,0 0,0 0,0
3 Spanne 0,0-8,0 0,0-6,0 0,0 -39,0 0,0 -39,0
5 Anzahl 73 52 22 1226
= MW+SD 05+05 05+0,6 05+0,8 05+1,1
B Mastzellen Median 0,0 0,0 0,0 0,0
Spanne 0,0-2,0 00-25 0,0-3,0 0,0-17,0
Anzahl 73 52 22 1226
MW+SD 34,3+14,3 27,8+9,9 40,1+16,5 29,3+13,7
Lymphozyten Median 31,0 26,0 38,5 25,0
Spanne 15,0 -73,0 15,0 - 55,0 16,0 - 70,0 15,0 - 87,0
Anzahl 73 52 22 1226
MW+SD 92,0 + 16,1 102,6 + 15,8 85,8 + 18,5
Median 92,0 103,0 88,5
TLC Spanne 58,8 —170,0 63,0 —139,0 33,0 -106,0
Anzahl 71 52 16
b MW+SD 87,9+ 16,8 101,8+ 17,9 76,3+ 21,0
£ Median 88,5 102,0 78,7
g vC Spanne 44,9 -123,1 51,0 -152,0 29,9 -107,0
X Anzahl 72 52 17
MW+SD 22,8+22,4 40,2 + 20,6
Median 21,0 42,0
MFIS Spanne 0,0-78,0 0,0-81,0
Anzahl 68 50
Tab. 26: Mittelwertvergleiche der Personen mit Lymphozytose aller Gruppen mit Varianzanalyse
Parameter Brown-Forsythe-Test Differenzen
Alter p < 0,001 ESA(i/G
@ B- Zellen n.s.
5 5
NS
- T-Zellen n.s.
;
= NK-Zellen n.s.
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v CD4+8+-T-Zellen n.s.
@
oF3
s N HLA-DR+-T-Zellen n.s.
Eosinophile in % der ns
Leukozyten -
i S/SLD
0,
§ = TLC in % vom Soll p < 0,001 SLD/EAA
> 0 . S/SLD
> VC in % vom Soll p < 0,001 SLD/EAA
Punktzahl Fatiguescore p < 0,001 S/SLD
Tab 27: Vergleich der zentralen Tendenz in den Lymphozytosefraktionen
Parameter Kruskal-Wallis-Test Differenzen
SIEAA, SIG
o CD4+-T-Zellen p < 0,001 SLD/EAA, SLD/G
T EAA/G
i
s SIEAA, SIG
© CD8+-T-Zellen p < 0,001 SLD/EAA, SLD/G
N EAA/G
S/IEAA, SIG
Ratio CD4+/CD8+-T-Zellen p < 0,001 SLD/EAA, SLD/G
EAA/G
c S/IEAA, SIG
% CD16+-T-Zellen p < 0,001 SLD/EAA, SLD/G
I
|_
5 CD57+-T-Zellen n.s.
O\O
SLD/EAA
Makrophagen p < 0,001 EAA/G
g
& Neutrophile p < 0,001 SIG
£
>
e
= Mastzellen n.s.
3
X SIG
Lymphozyten p < 0,001 SLD/EAA, SLD/G

EAA/G
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9. Thesen

1. Bei fur Sarkoidose genetisch suszeptiblen Personen und spezifischer
Antigenexposition kommt es zum Ablaufen immunologischer Prozesse mit Erwerb einer
T-Zell-Immunitat und Bildung von Granulomen, bei Lungensarkoidose kommt es zur
Akkumulation aktivierter T-Lymphozyten in Lungenparenchym und den Alveolen.

2. Die Untersuchung von Zellen aus dem Alveolarbereich ist durch Gewinnung von BALF
maglich, Zytologie und Immunphé&notypisierung mittels Durchflusszytometrie erlauben
eine genaue Charakterisierung des Zellbildes. Bei Sarkoidose werden typischerweise
ein hoher Lymphozytenanteil und eine erhéhte CD4+/CD8+-Ratio beobachtet.

3. Es wurden 2903 Datensatze Lungenerkrankter mit zytologischen und
durchflusszytometrischen Parametern der BALF sowie epidemiologischen und
klinischen Angaben untersucht, darunter 97 Datenséatze von Personen mit Sarkoidose
und 67 Datensétze von Personen mit der als eigenstandiger Erkrankung postulierten
Sarkoidose-ahnlichen Erkrankung (SLD). Bei Nachweis einer Lymphozytose und
erhohten CD4+/CD8+-Ratio fehlt bei SLD der Nachweis bildgebender oder
histologischer Veranderungen in Form von Granulomen.

4. Bei SLD wurde eine signifikant starkere Beeintrachtigung durch eine
Fatiguesymptomatik sowie die Notwendigkeit der Erweiterung der immunsuppressiven
Glucokortikoidmonotherapie fir das Erreichen einer Symptomlinderung beobachtet.

5. Die Annahme einer bei SLD intensiver ablaufenden Immunreaktion bei
Antigenexposition war anhand der analysierten BAL-Parameter nicht belegbar.

6. Fur die Gruppe EAA konnten die hdchsten Lymphozytenanteile im Vergleich zu allen
anderen Krankheitsgruppen sowie eine signifikant niedrigere CD4+/CD8+-Ratio
nachgewiesen werden. Die Lungenfunktionsparameter zeigten sich deutlich
eingeschrankt im Vergleich zu Sarkoidose und SLD.

7. Bei der Erarbeitung von auf BAL-Parametern basierenden diagnostischen
Scoresystemen fir die Erkrankung Sarkoidose wurden Klassifizierungsfahigkeiten im
akzeptablen bis exzellenten Bereich erreicht. Aufgrund des guten Therapieansprechens
bei Organbeteiligung wurde eine hohe Sensitivitdt praferiert. Ein Scoresystem
bestehend aus den Variablen Lymphozytenanteil und CD4+/CD8+-Ratio erreichte eine
Sensitivitéat von 89,5% und eine Spezifitdt von 50,1%.

8. Die Erweiterung des Scoresystemes um die Variablen Neutrophilenanteil, CD16+T-
und HLA-DR+-T-Zellen fuhrte zum Erreichen einer Sensibilitat von 71,4% und einer
Spezifitat von 72,7%.

9. Das die optimale Modellsparsamkeit beriicksichtigende Scoresystem mit den
Variablen Lymphozytenanteil, CD4+/CD8+-Ratio, Neutrophilenanteil und Anteil der HLA-

DR+-T-Zellen erreichte eine Sensitivitdt von 76,6% und Spezifitat von 69,4%.
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