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Referat

Hintergrund: Die pulmonale Sarkoidose, eine granulomatdse interstitielle Lungenerkrankung (ILD)
und Ausprigungsform der Systemerkrankung Sarkoidose, erfordert zur Diagnosesicherung eine zu-
meist transbronchial durchgefiihrte Biopsie. Bei klinischem Sarkoidoseverdacht wird typischerwei-
se die CD4/CD8-Ratio in der BALF bestimmt, bevor solch eine invasive Sicherung erfolgt. Die
klassischerweise auf >3,5 erhohte CD4/CD8-Ratio findet sich jedoch nur bei 50-60% aller Sarkoi-
dosen und ist somit in der Diagnosesicherheit stark eingeschriinkt. In neueren Studien wurde das
Oberflichenantigen CD103 als zusétzlicher oder sogar alternativer Marker untersucht. CD103, ein
Integrinmolekiil, wird zu einem hohen Anteil auf pulmonalen Lymphozyten exprimiert, wihrend
der Anteil CD103-positiver Zellen an peripheren Lymphozyten deutlich niedriger ist. In mehreren
Arbeiten konnte bei Sarkoidose ein verringerter Anteil an CD103-positiven Lymphozyten in der
BALF nachgewiesen werden, welcher aktuellen Vermutungen zufolge aus einem Verdiinnungseffekt
durch die Immigration peripherer Lymphozyten in das Lungengewebe resultiert. Die Aussage-
kraft des Anteils an CD103-positiven Lymphozyten im Rahmen der Sarkoidosediagnostik wurde
daraufhin von mehreren Arbeitsgruppen untersucht, fithrte aber zu unterschiedlichen Ergebnissen
beziiglich der klinischen Anwendbarkeit. In der vorliegenden Arbeit soll die diagnostische Wertig-
keit des Oberflichenmarkers CD103 in der BAL fiir die Diagnostik der Sarkoidose in einer eigenen
Studienpopulation untersucht und die entsprechenden Ergebnisse mit denen der anderen Arbeiten
verglichen werden, um ein klareres Bild beziiglich der klinischen Relevanz dieses Markers zu erlan-
gen.

Methodik: Insgesamt wurden 799 Patienten in der Studie beriicksichtigt. Die Einteilung erfolg-
te in die Hauptgruppen: Sarkoidosen, andere ILDs und keine ILDs. Die Gruppe der Sarkoidosen
wurde weiterhin in Patienten unter Sarkoidoseverdacht, nicht-histologisch gesicherte und histolo-
gisch gesicherte Sarkoidosen unterteilt. Die Gruppe der anderen ILDs wurde je nach vorliegendem
Krankheitsbild weiter aufgespalten. Die Analysen beziiglich der diagnostischen Wertigkeit erfolgten
vornehmlich zwischen den Gruppen der histologisch gesicherten Sarkoidosen und anderen ILDs bzw.
allen Nicht-Sarkoidosen. Die diagnostische Wertigkeit von CD103, vor allem der CD103CD4/CD4-
Ratio, wurde mithilfe der area under curve (AUC) von ROC-Kurven abgeschétzt.

Ergebnisse: Raucher wiesen im Vergleich zu Nichtrauchern hohere CD103-Werte auf und wurden
aufgrund der geringen Aussagekraft der Werte von weiteren Analysen ausgeschlossen. Patienten
mit histologisch gesicherter Sarkoidose wiesen deutlich niedrigere CD103CD4/CD4-Ratios auf als
Patienten aus anderen Gruppen. Die AUC lag bei 0,78 im Vergleich der Sarkoidose mit allen an-
deren Patienten und bei 0,79 im Vergleich mit anderen ILDs. Die CD103CD4/CD4-Ratio wies bei
einem Cut-Off von 0,345 eine Sensitivitit von 91,7% und eine Spezifitit von 60-62% je nach Ver-
gleich auf. Bei Kombination der CD103CD4/CD4-Ratio mit der CD4/CD8-Ratio (Cut-Off: 3,0)
lieB sich die Spezifitit auf 89,3-91,8% steigern, wihrend die Sensitivitit auf 62,5% abfiel. Fiir die
hier untersuchte Population stellt die CD103CD4/CD4-Ratio einen guten Marker zur Abgrenzung
der Sarkoidose von anderen Erkrankungen dar, jedoch ldsst sich in Zusammenschau mit den ande-

ren Arbeiten weiterhin keine klare allgemeingiiltige Anwendungsempfehlung geben.

Miihlholzer, Bruno: Die diagnostische Wertigkeit des durchflusszytometrischen Markers CD103
bei Sarkoidose, Halle (Saale), MLU Halle-Wittenberg, Med. Fak., Dissertation, 79 Seiten, 2021
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1 Einleitung

1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der klinischen Diagnosestellung der Sarkoidose
(vgl. , eine der h#ufigsten Erkrankungen aus der Gruppe der interstitiellen Lunge-
nerkrankungen (siehe . Obwohl in den vergangenen Jahren viele verschiedene diagno-
stische Marker in Bezug auf die Fiahigkeit, Sarkoidose von anderen Erkrankungen ab-
zugrenzen, untersucht wurden, zeigte keiner der Marker ausreichend gute diagnostische
Qualitdten. Typischerweise wird die CD4/CD8-Ratio in der bronchoalveolidren Lavage-
fliissigkeit bestimmt, aber die Aussagekraft dieses Wertes ist ebenfalls begrenzt (vgl. Ab-
schnitt . Vor einigen Jahren wurde jedoch CD103 (vgl. als potenzieller neuer,
diagnostischer Marker entdeckt und in mehreren Arbeiten untersucht. Aufgrund unter-
schiedlicher Ergebnisse der bisherigen Studien (siehe sind weitere Untersuchungen
notwendig, um perspektivisch eine frithzeitigere Diagnosestellung der Sarkoidose, welche
teils mit schweren, lebenslimitierenden Verldufen einhergeht, zu erméglichen. Im Folgenden
werden die notwendigen Grundlagen und bisherigen Forschungsergebnisse kurz umrissen,
um dem Leser einen Einstieg in die weiteren statistischen Untersuchungen und Diskussio-

nen zu ermoglichen.

1.1 Interstitielle Lungenerkankungen

Interstitielle Lungenerkrankungen (ILDs) bilden eine heterogene Krankheitsgruppe unter-
schiedlicher Atiologien, welche durch einen Umbau des Lungenzwischengewebes und der
Alveolen entstehen. Durch progrediente Vernarbung fithrt dies in fortgeschrittenen Fallen
zu einer irreversiblen Fibrosierung des Lungengewebes [1].

Uber 150 verschiedene Krankheitsbilder lassen sich zur Gruppe der ILDs zusammenfas-
sen, wobei erhebliche Unterschiede in der Entziindungsaktivitit, Granulombildung und im
Fibrosierungsmuster Einteilungen nach unterschiedlichen Merkmalen erlauben. Auch das
therapeutische Ansprechen variiert innerhalb der Gruppe stark [2]. Eine Klassifikation der
American Thoracic Society und European Respiratory Society (2002) unterteilt die ILDs
in 4 Gruppen (sieche Abb. [3] , wobei zwischen ILDs mit bekannter Atiologie, idio-
pathischen interstitiellen Pneumonien (IIP), Granulomatosen ILDs und anderen Formen
unterschieden wird. Die IIPs werden wiederum in die Gruppen Idiopathische Lungenfibrose
(IPF mit UIP-Muster) und andere IIP (ohne UIP-Muster) eingeteilt.

Bei betroffenen Patienten sind hdufig nur unspezifische Symptome wie Husten oder Dys-
pnoe nachweisbar. Eine wichtige Rolle spielt die Raucher-, Berufs-, Freizeit- und Me-
dikamentenanamnese im Hinblick auf eine Exposition gegeniiber inhalativen und nicht-
inhalativen Noxen, Allergenen oder toxischen Medikamenten.

Diagnostisch werden vor allem bildgebende Verfahren wie ein Rontgen-Thorax oder ein
High-resolution CT (HRCT), Lungenfunktionsuntersuchungen und Laboruntersuchungen
zum moglichen Nachweis von spezifischen Markern bei Kollagenosen oder Vaskulitiden
durchgefiihrt. Bei unspezifischen Ergebnissen der vorangegangenen Untersuchungen stellt
eine Bronchoskopie mit Analyse der BAL-Fliissigkeit und eventueller transbronchialer Bi-
opsie ein wichtiges weiterfithrendes diagnostisches Mittel dar.

Dennoch ist die genaue Diagnosestellung bei Verdacht auf eine ILD teilweise sehr schwierig.
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Interstitielle Lungenerkrankungen (ILDs)

[

ILD bekannter Atiologie

(z.B. Medikamenteninduziert,

Exogen-allgerische
Alveolitits, Kollagenosen,
Berylliose)

Granulomatése ILD
(z.B. Sarkoidose)

Idiopathische
interstitielle
Pneumonien (IIP)

andere Formen
(z.B. LAM, Eosinophile
Pneumonie, Langerhans-

Zell-Histiozytose)

Andere IIP
(ohne UIP)

Idiopathische Lungenfibrose (IPF)
vom histologischen Typ
Usual Interstitial Pneumonia (UIP)

Akute interstitielle Pneumonie

Kryptogene organisierende
Pneumonie (COP)

Desquamative interstitielle
Pneumonie (DIP)

Lymphozytare interstitielle
Pneumonie (LIP)

Nicht spezifische interstitielle
Pneumonie (NSIP)

Respiratorische Bronchiolitis mit
ILD (RB-ILD)

Abb. 1.1: Klassifikation der interstitiellen Lungenerkrankungen (mod. nach |3} |4])

Eine dhnliche Symptomatik, meist unspezifische Laborbefunde, eine extrem hohe Anzahl
an Differenzialdiagnosen und schwer zu beurteilende radiologische Veranderungen machen
héufig eine Zusammenschau klinischer, radiologischer und histologischer Befunde notwen-
dig [2]. Aufgrund des sehr unterschiedlichen Therapieansprechens und der Prognose je
nach Erkrankung ist eine genaue Diagnosestellung in vielen Fillen wichtig [5].

Im untersuchten Patientekollektiv finden sich neben der Sarkoidose einige andere dia-
gnostizierte interstitielle Lungenerkrankungen. Aufgrund der hohen Komplexitit werden
die neben der Sarkoidose genannten ILDs nicht weiter beschrieben, da sie den Rahmen
dieser Arbeit weit iiberschreiten wiirden. Detailliertere Informationen zu den jeweiligen
Erkrankungen finden sich in den angegebenen Literaturquellen sowie in entsprechenden

Fachbiichern der Pulmologie, Radiologie und Pathologie.

1.2 Sarkoidose

1.2.1 Grundlagen

Der hiufigste Ausloser einer [LD] ist die Sarkoidose, eine Systemerkrankung unbekannter
Atiologie, welche zumeist junge Menschen, Mianner und Frauen in gleicher Zahl, betrifft
[6]. Aktuell wird eine Fehlfunktion der T-Helferzellen mit iiberschiefSender Immunreaktion
auf nicht klar eingrenzbare Antigene vermutet [6]. Die genannte Fehlfunktion fithrt zu
einer vermehrte Ausschiittung von [TNFkv, Interferon + und [[[}2 mit Bildung epitheloid-
zellhaltiger nicht-verkdsender Granulome, zentral organisierten Makrophagenkollektionen
und Epitheloidzellen, umringt von Lymphozyten [7]. Die hdufigsten Manifestationsorte der
Sarkoidose sind Lunge und lymphatische Organe, jedoch kann jedes Organ betroffen sein
6, (8].
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1.2.2 Symptome der Sarkoidose

Je nach Organbefall prisentiert sich die Sarkoidose klinisch sehr unterschiedlich. Wahrend
der pulmonale Befall (ca. 90% d.F.) mit Dyspnoe, Husten und thorakalen Schmerzen ein-
hergehen kann, konnen bei Hautbefall (ca. 35% d.F.) Erythema nodosa, Lupus Pernio
(violette, knotige Lésionen, meist im Gesichtsbereich) oder unspezifische kutane Lésionen
auftreten [7]. Die nicht selten vorkommenden Lymphknotenschwellungen (ca. 30% d.F.)
werden meist erst im Rontgenbild auffillig [9]. Im Rahmen einer systemischen Inflam-
mation zeigen sich Allgemeinsymptome wie subfebrile Temperaturen, Gewichtsverlust,
Nachtschweif}, Miidigkeit und Abgeschlagenheit (Fatigue). Die Manifestation im ZNS (ca.
10%) kann insbesondere aufgrund aseptischer Meningoenzephalitiden problematisch wer-
den. Kardiale Beteiligung (ca. 5%) zeigt sich zumeist durch Herzrhythmusstérungen und
ventrikuldre Dysfunktionen [8]. Grundsétzlich lassen sich jedoch nur bei etwa 30% aller
Sarkoidosepatienten klinische Symptome nachweisen, die Erstdiagnose erfolgt zumeist ra-
diologisch als Zufallsbefund [9] (siehe [1.2.3).

Bei der pulmonalen Sarkoidose, dem Hauptthema dieser Arbeit, wird grob zwischen zwei
verschiedenen Verlaufsformen unterschieden, der akuten (ca. 5%) und der chronischen (ca
95%) Sarkoidose [1]. Wahrend sich die chronische Sarkoidose meist klinisch unaufféllig
zeigt, geht die akute Verlaufsform hiufig mit akutem Krankheitsbeginn, Allgemeinsym-
ptomen und extrapulmonalen Manifestationen einher. Speziell zu erwéhnen ist hierbei das
Lofgren-Syndrom, eine Sonderform der akuten Sarkoidose, welches durch die Kombina-
tion von mediastinaler Lymphadenopathie, Erythema nodosum und Polyarthritis (meist

Sprunggelenksarthritis) gekennzeichnet ist (charakteristische Trias)[6].

1.2.3 Diagnostik der Sarkoidose

Aufgrund der stark heterogenen Krankheitsauspragung spielen bei der Sarkoidose mul-
tiple diagnostische Methoden eine grofle Rolle. Labordiagnostisch wird routineméfig die
Bestimmung des CD4/CD8-Quotienten durchgefiihrt (vgl. [1.3). Weiterhin werden in sel-
teneren Fiillen die Serum{ACElKonzentration (die Bildung erfolgt in den Epitheloidzel-
len der nicht-verkésenden Granulome [10, |11]) und die Konzentration des 16slichen [LI-2-
Rezeptors ermittelt, die beide jedoch vorwiegend als Verlaufs- oder Aktivitdtsparameter
genutzt werden [6].

Als bildgebende Verfahren eignen sich Réntgen-Thoraxaufnahmen bzw. eine hochauflésende
Computertomographie (HRCT]) zum Nachweis/Ausschluss interstitieller Lungenverénder-
ungen oder (insbes. bihildrer) Lymphadenopathien. Obwohl die spétere Stadieneinteilung
der Sarkoidose durch réntgenologische Kriterien erfolgt (siehe Abb. , ist fiir die in-
itiale Diagnostik die Unterscheidung (vor allem im Stadium 3 und 4) von anderen Er-
krankungen des Lungenparenchyms damit nicht ausreichend méglich [12]. Die hat
dabei eine groflere Relevanz. Spezifische Verteilungsmuster von retikuldren und noduldren
Veranderungen, ground-glass-Opazitdten und fibrotischen Verdnderungen lassen die Sar-
koidose damit besser von anderen interstitiellen Lungenerkrankungen abgrenzen [13]. Da
jedoch die ausreichend sichere radiologische Diagnosestellung sehr erfahrene Radiologen
zur Differenzierung von anderen bedarf [14], sowie eine erhohte CD4/CD8-Ratio

nicht alle Differentialdiagnosen ausschliefit [15], wird aktuell fiir eine gesicherte Diagno-
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se der histologische Nachweis nicht-verkésender epitheloidzelliger Granulome im bioptisch

gewonnen Priparat benttigt. Deren Entnahme erfolgt meist transbronchial .

Merkmale Heilungsraten

Stadium | Unauffalliges Rontgenbild ohne Befall der Lunge aber mit

0 Sarkoidose-typischen Veranderungen aulierhalb des Brustkorbs.

Stadium Schwel\ung der Lyn1phknoten (Ibihilére Lymphknotenaf!enopathie) 70 bis 90

1 zwischen den beiden Lungenfliigeln, entlang der Luftréhre und der Prozent
Hauptbronchien. Kein Befall des Lungengewebes.

Stadium | Schwellung der Lymphknoten, wie in Stadium 1. Zusatzlicher Befall 40 bis 70

2 der Lunge mit knotchenartigen Veranderungen im Gewebe. Prozent

Stadium | Befall der Lunge mit kndtchenartigen Veranderungen im Gewebe, 10 bis 20

3 ohne Schwellung der Lymphknoten. Prozent

. Irreversible Lungenfibrose: Das Gewebe der Lunge wurde zu .

Stadium . . . ) Chronische
Bindegewebe umgebaut (,vernarbt”). Diese Veranderungen sind

4 ‘ I Erkrankung
nicht mehr rickgangig zu machen.

Abb. 1.2: Stadien der Sarkoidose

Eine Ausnahme stellt hierbei das Lofgren-Syndrom dar, dessen Diagnose mit dem Auftre-

ten der oben genannten klassischen Trias auch ohne Biopsie als gesichert gewertet werden

kann .

1.2.4 Therapie und Verlauf

Nicht jede diagnostizierte Sarkoidose bedarf einer Therapie. Die Notwendigkeit und Art
der Behandlung richtet sich dabei nach dem Organbefall und der Symptomatik. Ent-
sprechend der Empfehlungen des deutschen Arzteblattes vom 22.08.2016 gelten folgende

Therapieindikationen:

- hohergradige Herzrhythmusstérungen und/oder Herzmuskelbeteiligung,
- ZNS-Befall,
- symptomatische Organbeteiligungen, die potenziell in einer chronischen

Schidigung des Organs miinden [17].

Die Standardtherapie besteht aus einer oralen Kortikosteroidtherapie mit initial 20-40
mg Prednisonéquivalent/Tag. Bei nicht ausreichendem Ansprechen nach Dosiserhéhung
kann der Einsatz von alternativen Immunsuppressiva wie Methotrexat und Azathioprin
erforderlich werden [9, [17]. TNF-a Antikérper sind erst ab einem Krankheitsprogress
mit vermehrter Entziindungsaktivitat unter kombinierter immunsuppressiver Therapie zu
erwigen . Das sperzifische detaillierte therapeutische Vorgehen ist hierbei von vielen
Faktoren abhéngig und wiirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen, deshalb hier der Ver-
weis auf entsprechende Literatur: 18].

Der Krankheitsverlauf der Sarkoidose unterscheidet sich je nach akuter oder chronischer
Form, der Symptomausprigung sowie dem radiologischen Stadium. In der Hélfte der Fille
lésst sich eine Spontanheilung innerhalb von 12 - 36 Monaten nachweisen, bei einem grofien
Teil der iibrigen Patienten erfolgt diese nach maximal 5 Jahren. Wahrend das Lofgren-

Syndrom typischerweise selbstlimitierend verlduft, sind insbesondere bei Rontgenstadien
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IIT und IV und ZNS-Befall chronische Verdnderungen haufiger zu befiirchten [8]. Im Falle
eines progredienten Verlaufes ist eine Lungenfibrose die klassische irreversible Komplikati-
on, welche mit Dyspnoe und verminderter Lungenfunktion einhergeht und fiir den Grofteil
der Sarkoidose-assoziierten Tode in der westlichen Welt verantwortlich ist [8]. Sowohl der
kardiale Befall mit daraus resultierenden Herzrhythmusstérungen als auch der Befall des

zentralen Nervensystems sind weitere, seltenere Ursachen der erhShten Mortalitét [17].

1.3 Die CD4/CD8-Ratio

Im Rahmen der bei Sarkoidoseverdacht zumeist durchgefiihrten diagnostischen BAL ist
die Bestimmung der CD4/CD8-Ratio ein wichtiger Bestandteil der Sarkoidosediagnos-
tik, wobei der Normwert 2 betrégt. Die fiir Sarkoidose nicht seltene CD4-Lymphozytose
spiegelt sich in einer erhohten CD4/CD8-Ratio wider |7, |9} |19]. Die erhéhte Anzahl an
CD4-positiven Lymphozyten wird deren Rolle bei der Bildung und Erhaltung der Sarko-
idosetypischen nicht-verkésenden epitheloidzellhaltigen Granulome durch Interaktion mit
antigen-préasentierenden Zellen zugeschrieben. Die aktivierten CD4-Zellen differenzieren
zu Typ-Zellen, sezernieren 11-2 und IF-v, regen die Makrophagen zur TNF-a Produktion
an und verstérken die lokale zelluldre Immunantwort |7, |20} 21].

Da die genaue Pathogenese der Sarkoidose sehr komplex und weiterhin Bestandteil aktu-
eller Forschungen ist, wird hier auf weiterfithrende Literatur zu diesem Thema verwiesen:
z.B. “New pathogenetic insights into the sarcoid granuloma® von Agostini et al. [20] und
“Sarcoidosis - Immunopathogenetic Concepts“ von Zissel et al. [21].

Obwohl die Berechnung der CD4/CD8-Ratio ein beliebtes diagnostisches Mittel darstellt,
ist die Aussagekraft dieses Markers dennoch limitiert. Nur ca. 50-60% der Sarkoidosen ge-
hen mit einer erhdhten Ratio einher, teilweise ist sie sogar vermindert (bei ca. 15%) [19].
Die Aussagekraft dieses Markers alleine ist somit gering und erfordert die Kombination
mit anderen diagnostischen Tests [15].

Die Normwerte der CD4/CD8-Ratio in der BALF liegen zwischen 1,1 und 3,5 bei Nicht-
rauchern und mit 0,5 - 1,5 deutlich niedriger bei Rauchern [22]. Jedoch werden die Cut-
Off-Werte zur Diagnostik von Sarkoidose nicht einheitlich verwendet (> 2,5 bei Kolopp-
Sarda et al. [23], > 3 bei Heron et al. [24] und > 3,5 bei Mota et al. [25]). Eine niedrige
CD4/CD8-Ratio hingegen legt das Vorliegen einer EAA nahe |26, [27].

1.4 Der Oberflaichenmarker CD103

Das Oberflichenantigen CD103, auch als Integrin aF (ITGAEI]) bezeichnet, wurde 1991
als erstes auf T-Zellen in der intestinalen Mucosa von Miusen nachgewiesen [28-31]. Uber
90% der CD8- und etwa 40-50% der CD4-Zellen exprimierten dort diesen Marker [32,
33]. Nach neuesten Erkenninissen findet sich der Oberflichenmarker CD103 insbesondere
auf intraepithelialen T-Lymphozyten, sowie auf peripheren T-Regulatorzellen und den-
dritischen Zellen der meisten lymphatischen und nicht-lymphatischen Organe [34-36]. Auf
peripheren Blutzellen wird CD103 nur zu etwa 3% exprimiert [33]. Besonders hohe Dichten

sind in Lunge, Gastrointestinaltrakt und Knochenmark nachweisbar [34, 37H39].
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CD103 entspricht der o-E-Untereinheit

des aES7 Integrinmolekiils. Integrine sind heltr:ri%?:,er
heterodimere Transmembranproteine, je- ff'gand-bfr?dmgs;;—\‘
ils bestehend aus einer - sowie (- prdsexocelalorman B
weils
Untereinheit in nicht-kovalenter Bindung
(siche Abb. [1.3). Die extrazelluléiren An-
teile dienen vornehmlich als Bindungs- eytosofic domain
stellen fiir Adh#sionsproteine mit spezifi- binds cy mSREfem"\__/
scher Aminosdurensequenz, die als RGD-
Sequenz bezeichnet wird. Im Vordergrund Abb. 1.3: Aufbau der Integrine [40]

steht hierbei die Signaliibertragung von der

extrazelluliren Matrix auf das Zytoskelett, meist im Rahmen der Zelldifferenzierung oder
-proliferation [41]. Wichtigster Ligand des « E37-Intgrins ist das E-Cadherin, ein epithelia-
les Transmembranprotein mit Hauptfunktion der Vermittlung von Zell-Zell-Adhésionen,
wie beispielsweise in adherens-junctions [36, 42]. Das auf der Oberfliche von intraepi-
thelialen T-Zellen befindliche CD103 dient nach aktuellem Kenntnisstand vor allem der
Verankerung der Immunzellen im umgebenden Gewebe, jedoch wird auch eine kostimula-
torische Funktion im Rahmen der T-Zell-Proliferation vermutet [33} |43]. Ebenso wur-
den bei einem bestimmten vorliegenden Genotypen des ITGAE-Gens, dem 1088 AA,
erhohte CD103+CD4+Zellzahlen mit vermehrter Lungenfibrosierung nachgewiesen [43].
Eine zusétzliche Rolle von CD103 in der Pathophysiologie der Sarkoidose ist somit wahr-

scheinlich.

1.5 Die Bedeutung der genutzten CD103-assoziierten Werte

Der Nachweis einer verminderten Konzentration von CD103-positiven Zellen in der BAL-
Fliissigkeit bei Sarkoidosepatienten legte die Anwendung dieses Oberflichenmarkers als
mogliches Mittel zur Diagnosestellung nahe. Aktuelle Studien fiihren diese Abnahme des
CD103-Anteils bei Sarkoidose auf einen Verdiinnnungseffekt im Rahmen der systemischen
Entziindungsreaktion mit konsekutiver Einwanderung peripherer CD103-negativer Lym-
phozyten in das Lungengewebe zuriick |23, 24]. In Kombination mit der geh#uft auftre-
tenden CD4-Lymphozytose, die zum klassisch erhohten CD4/CD8-Quotienten fithrt (vgl.
, bieten sich unterschiedliche CD103-assoziierte Werte zur Anwendung in der Sarko-
idosediagnostik an. Im Rahmen dieser Arbeit wurden jeweils drei Werte ermittelt und
miteinander verglichen (siche Abschnitt [2)).

Wert 1: Der Anteil von CD103-positiven T-Zellen an der Gesamtheit aller T-Zellen (kurz:
CD103+ der T-Zellen) in %:

Eine Beeinflussung dieses Wertes ist vor allem durch Zu- oder Abnahme der Anzahl
CD103-negativer Zellen zu erwarten. Da bei einer Sarkoidose von einer Immigration pe-
ripherer CD103-negativer T-Zellen in das Lungengewebe ausgegangen wird, wiren somit
verminderte CD103-positive Zellanteile wahrscheinlich. Inwieweit Verdnderungen der An-

zahl CD103-positiver Zellen eine Rolle spielen ist unklar.
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Wert 2: Der Anteil von CD103-positiven T-Zellen an CD4-positiven T-Zellen (kurz: CD103+
der CD4+ Zellen) in %:

Im klassischen Fall steigt bei der Sarkoidose der Anteil an CD4-positiven T-Zellen im Ver-
gleich zu den CD8-positiven T-Zellen, im Sinne einer CD4-Lymphozytose, stirker an und
fithrt zu einem erhohten CD4/CD8-Quotienten. Diese Verdnderungen lassen eine vermehr-
te Beeinflussung der CD103-positiven Anteile an CD4-Zellen vermuten, als dies bei den
CD8-Zellen zu erwarten wére. Somit sind bei Sarkoidosepatienten hohere Abweichungen

bei Wert 2 im Vergleich zu Nicht-Sarkoidosepatienten zu erhoffen, als bei Wert 1.

Wert 3: Das Verhéltnis zwischen dem Anteil CD103-positiver CD4-Zellen und dem Anteil
an CD4-Zellen an der Gesamtheit aller T-Zellen(kurz: CD103CD4/CD4-Ratio):

Eingefiihrt von Heron et al. [24] vereint dieser Quotient zwei Verédnderungen in der Zell-
zusammensetzung, die bei Sarkoidose zu erwarten sind, in einem einzigen Wert. Die CD4-
Lymphozytose fiihrt zu hoheren CD4-Anteilen, der Verdiinnungseffekt durch periphere
Lymphozyten hingegen zu einer Abnahme der CD103-positiven CD4-Zellanteile (wie bei
Wert 2 erldutert). Somit ist fiir den Wert 3 eine Zunahme der Differenzierungsfihigkeit
fiir Sarkoidose zu erwarten, da mehrere sarkoidosetypische, pathophysiologische Vorgénge

einbezogen werden.

1.6 Bisherige Ergebnisse beziiglich CD103 bei Sarkoidose

Bereits im Jahr 2000 zeigten Kolopp-Sarda et al. in ihrem Artikel ”Discriminative Im-
munophenotype of Bronchoalveolar Lavage CD4 Lymphocytes in Sarcoidosis” 23] einen
negativen Einfluss von Sarkoidose auf den Anteil von CD103-positiven T-Zellen in der
bronchioalveoldren Lavagefliissigkeit erkrankter Patienten. Nachfolgende Studien, unter
anderem von Heron et al. [24], Mota et al. [25], Hyldgaard et al. [44] und Bretagne et
al. [45], bestétigten den Zusammenhang zwischen verminderten CD103-Zellanteilen und
Sarkoidose, ergaben jedoch unterschiedliche Ergebnisse zur méglichen diagnostischen An-
wendung dieses Markers.

Der von Kolopp-Sarda et al. beschriebene, im Vergleich zu anderen Pathologien und der
Kontrollgruppe signifikant verminderte Anteil an CD103-positiven Zellen bei Sarkoidose-
patienten entsprach dem ersten Schritt zur Verwendung von CD103-Zellpopulationen in
der Sarkoidosediagnostik. Es erfolgte die Berechnung eines CD103/CD4-Quotienten, wel-
cher, zusammen mit dem standardméifigen CD4/CD8-Quotienten (Cut-Offs von < 0,31
und > 2,5), eine Sensitivitdt von 96% aufwies [23].

2007 wurden diese Ergebnisse von Heron et. al. [24] aufgegriffen und innerhalb einer eigenen
Patientegruppe iiberpriift. Der zuvor verwendete CD103/CD4-Quotient ergab dort jedoch
mit einer Sensitivitdt von 57% (Spezifitdt 91%) deutlich schlechtere Ergebnisse. Neu wurde
zusétzlich die CD103CD4/CD4-Ratio, das Verhéltnis aus dem Anteil der CD103-positiven-
CD4-Zellen und dem CD4-Zellanteil, eingefiihrt und mit dem CD4/CD8-Quotienten als
Test kombiniert (Cut-Offs von < 0,2 und > 3). Dabei ergab sich eine hohe Spezifitét mit
90% bei einer leicht verbesserten Sensitivitit von 66%, womit sich der kombinierte Test als
Methode mit guter Spezifitdt zur Abgrenzung der Sarkoidosen von anderen interstitiellen

Lungenerkankungen erwies.
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Mota et al. [25] wiesen in ihrem Artikel aus dem Jahre 2012 bei einem CD103CD4/CD4-
Quotienten mit einem Cut-Off von < 0,45 neben der allgemeinen Anwendbarkeit als dia-
gnostisches Mittel sogar die Differenzierbarkeit der Sarkoidosefille mit einem CD4/CD8-
Quotienten < 3,5 von anderen interstitiellen Lungenerkrankungen nach (Sensitivitét 75%,
Spezifitit 78%).

Im Gegensatz zu diesen vielversprechenden Ergebnissen standen jedoch die Resultate
von Hyldgaard et al. und Bretagne et al. |44, 45|. Hyldgaard et al. erhielten fiir die
CD103CD4/CD4-Ratio allein und in Zusammenschau mit anderen Werten deutlich schlech-
tere Sensitivitdten und Spezifitdten und wiesen das Serum-ACE (siehe als potenteren
Marker aus. Bretagne et al. analysierten durchflusszytometrische Werte von 207 Patienten
mit einem BALF-Lymphozytenanteil von iiber 20%. Fiir die CD103CD4/CD4-Ratio erga-
ben sich dort ebenfalls weder allein, noch in Kombination mit dem CD4/CD8-Quotienten
ausreichende Testqualitdten, um zwischen Sarkoidose und anderen Ausldsern einer lym-
phozytéiren Alveolitis zu unterscheiden.

Aufgrund dieser einander widersprechenden Ergebnisse sind weitere Untersuchungen beziiglich
der diagnostischen Aussagekraft von CD103 notwendig, die nun in der vorliegenden Arbeit

durchgefiihrt werden.
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Die Diagnosestellung der Sarkoidose ist, wie bereits zuvor beschrieben, noch immer schwie-
rig. Den diagnostischen Goldstandard stellt bis heute der histologische Nachweis nicht-
verkidsender Granulome dar (s. [7, 18, 17]. Um die Indikation einer zumeist trans-
bronchial durchgefiihrten Biopsie, die eine relativ invasive Untersuchung darstellt [§], mit
groflerer Sicherheit stellen zu kénnen, sind weitere Marker notwendig, die das tatséchliche
Vorliegen einer Sarkoidose fiir diese Félle sehr wahrscheinlich werden lassen. Die Dia-
gnosestellung bei Patienten unter Sarkoidoseverdacht ist trotz der haufig milden Verldufe
aufgrund teils schwerwiegender Komplikationen wie Lungenfibrosen, Herzinsuffizienzen
und Meningoencephalitiden wichtig (s. . Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ange-
sichts dieser Situation, die diagnostische Wertigkeit des durchflusszytometrischen Markers
CD103 (s. zur Diagnosestellung der Sarkoidose einschéiitzen und daraus folgend dessen
klinische Anwendbarkeit ableiten zu kénnen. Um dieses Ziel zu erreichen, erfolgte bei Pa-
tienten, bei denen eine bronchoalveoldre Lavage durchgefiihrt wurde, die Bestimmung der
klassischen durchflusszytometrischen Marker zusammen mit CD103. Daraus wurden die
folgenden drei, aus den vorangegangenen Studien bereits bekannten, CD103-assoziierten
Werte ermittelt (s. und jeweils beziiglich ihrer diagnostischen Aussagekraft untersucht:

1. Die CD103-pos. Anteile an der Gesamtheit aller T-Zellen (CD103+ der T-Zellen)
2. Die CD103-pos. Anteile aller CD4-pos. T-Zellen (CD103+ der CD4+ Zellen)
3. Das Verhéltnis aus CD103CD4-pos. Zellen zu allen CD4-Zellen (CD103CD4/CD4-Ratio)

Die Untersuchung der Werteverteilungen in Abhéngigkeit der diagnostizierten Erkran-
kungen war dabei ein erstes Ziel (s. . Eine mogliche Beeinflussung durch Storfaktoren
spielt fiir die klinische Anwendbarkeit eine grofie Rolle und wurde deshalb zusétzlich in
Abschn. untersucht. Anschliefend erfolgte mittels ROC-Kurven die Quantifizierung
der Fahigkeit, Sarkoidose mithilfe der drei CD103-assoziierten Werte von anderen Erkran-
kungen abzugrenzen. Dafiir wurden entsprechende Testgiitekriterien und Cut-Off-Werte
bestimmt (Abschn. und , auch fiir Tests mit gleichzeitiger Betrachtung mehre-
rer unterschiedlicher Werte, um die Testqualitét zu steigern (Abschnitt . Die negative
Beeinflussung der CD103-assoziierten Marker durch Sarkoidose wurde bereits von mehre-
ren Arbeitsgruppen nachgewiesen, jedoch mit unterschiedlichen Ergebnissen, insbesondere
in Bezug auf die klinische Anwendbarkeit (vgl. . Zum Vergleich mit den anderen Ar-
beiten soll hier die Aussagekraft dieser Marker mithilfe einer eigenen Patientenpopulation
nachgewiesen und in die aktuelle Studienlage eingeordnet werden. Zusétzliches Ziel ist die
mogliche Kombination mit anderen, bisher unabhéngig genutzen Markern zur Verbesse-
rung der Diagnosesicherheit. In der Diskussion kommt es zu einer Beurteilung der ermit-
telten Ergebnisse und am Ende zur Einschétzung beziiglich der klinischen Anwendbarkeit
des durchflusszytometrischen Markers CD103 in Abhéngigkeit verschiedener klinischer Si-
tuationen und Patienteneigenschaften, um schliefllich auf die Hauptfragestellung dieser
Arbeit einzugehen. Der Fokus liegt auf der Formulierung der Empfehlung einer klinischen
Anwendung dieser Werte in Abhéingigkeit von unterschiedlichen Situationen und Patien-
tengruppen. Dies soll dazu beitragen, die Diagnosesicherheit bei Sarkoidoseverdacht, auch

im Hinblick auf die Vermeidung von Biopsien, zu erhéhen.
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3 Material und Methodik

3.1 Studienpopulation

Im Zeitraum vom 16.07.2015 bis 14.12.2016 erfolgte bei den Patienten der meiner Untersu-
chung zugrundeliegenden Stduienpopulation aus dem Universitdtsklinikum Halle (Saale)
und dem Klinikum Martha-Maria Halle-Délau, die im Rahmen ihrer erkrankungsspezi-
fischen Diagnostik eine durchflusszytometrische Analyse der bronchioalveoldren Lavage-
fliissigkeit erhielten, eine zusétzliche Bestimmung der CD103-Expression bei T-Lymphozyten
mittels Durchflusszytometrie (siehe Seite im Labor des Instituts fiir medizinische Im-
munologie der Martin-Luther-Universitdt Halle. Die untersuchten Patientenproben ent-
stammen. Hierbei ergaben sich insgesamt 1084 durchgefiihrte Patientenzytologien. Abziiglich
der Félle ohne ausreichende Akteninformationen (n = 152) erfolgte die Tabellarisierung
von 932 Patienten. Da bei zu geringer Zellzahl keine ausreichende Interpretation moglich
ist, wurden alle Proben mit weniger als 500 nachgewiesenen Lymphozyten aus der Aus-
wertung ausgeschlossen (n = 115). Patienten, die bei starkem klinischen Verdacht histolo-
gisch keine sarkoidosetypischen epitheloidzellhaltigen Granulome vorwiesen, wurden auf-
grund der nicht zu vernachléssigenden Rate an falsch-negativen Befunden ebenfalls nicht
beriicksichtigt (n = 18). Letztendlich blieben 799 Patienten in der Studie eingeschlossen.

Tab. 3.1: Studienpopulation

Anzahl Anteil in %

Geschlecht w 445 55,7%
m 354 44,3%
Gesamt 799 100,0%
Altersgruppe 0-19 6 0,8%
20-39 110 13,8%
40-59 287 35,9%
60-79 338 42,3%
>80 58 7,3%
Gesamt 799 100,0%
Gewichtsklasse  Untergewicht 18 2,6%
Normalgewicht 225 32,3%
Priadipositas 245 35,2%
Adipositas Grad 1 146 21,0%
Adipositas Grad II 40 5,7%
Adipositas Grad III 22 3,2%
Gesamt 696 100,0%
Rauchen Nichtraucher 574 74,5%
Ex-Raucher 61 7,9%
Raucher 135 17,5%
Gesamt 770 100,0%

Die Ermittlung der zur weiterfithrenden statistischen Analyse erforderlichen Patientenda-
ten erfolgte per retrospektiver Aktenanamnese. Hierbei waren vor allem die (Verdachts-)

Diagnose, Vorerkrankungen, eine mégliche vorangegangene Immunsuppression sowie Alter,
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Geschlecht und der Body-Mass-Index (BMII) von Belang. Weiterhin erfolgte die Durchsicht
von radiologischen (insbesondere Thoraxréntgen- und CT-Bildern) und histologischen Be-
funden, sofern durchgefiihrt. Tabelle zeigt die genaue Zusammensetzung des Patien-
tengruppe nach Geschlecht, Altersgruppe, Gewicht und Nikotinkonsum. Insbesondere die
Raucheranamnese spielt im Zusammenhang mit zytologischen Untersuchungen der Bron-
chialfliissikeit eine wichtige Rolle, da bei Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern eine
verinderte Zellzusammensetzung, vor allem mit erhohtem Makrophagenanteil, zu erwar-
ten ist [46]. Beeinflussungen von anderen Zellpopulationen, wie den Lymphozyten, werden
aufgrund dieser nachgewiesenen Effekte vom Nikotinkonsum auf pulmonale Zellen durch-

aus wahrscheinlich.

3.2 Diagnostische bronchoalveoldre Lavage

3.2.1 Definition und Indikation

Die diagnostische bronchoalveoldre Lavage (BAL) ist ein im heutigen klinischen Alltag
etabliertes bronchoskopisches Verfahren zur genaueren Beurteilung der Fliissigkeits- und
Zellzusammensetzung der terminalen Bronchien und Alveolen. Die Indikationen sind breit
gefiachert und reichen von einer spezifischen Erregerbestimmung bei Verdacht auf Pneu-
monie bis hin zur Zellgewinnung bei malignen Verénderungen [47]. Die hiufigsten Zie-
le sind die Diagnostik, Differentialdiagnostik oder Aktivititdtsbeurteilung interstitieller
Lungenerkrankungen [48]. Da auch bei unauffilligem Rontgenbild interstitielle Lungen-

verdanderungen nicht auszuschlieflen sind, ist bei bestehendem klinischem Verdacht (siehe
1.2.2)) die Durchfiithrung einer [BAIl ebenfalls indiziert [47].

3.2.2 Risiken und Kontraindikationen

Die Komplikationsrate ist mit bis zu etwa 2,3% als gering einzuschétzen [49]. Fieber, meist
unklarer Genese in den ersten 24 Stunden, passagere segmentale Infiltrate, Bronchospas-
men sowie eine voriibergehende Reduktion der Lungenfunktionsparameter entsprechen
hierbei den héufigsten Verdnderungen. Seltener kommt es zu Hamorrhagien, insbesondere
bei Patienten mit Thrombozytopenien oder Verbrauchskoagulopathien [47, 50]. Risikofak-
toren bzw. relative Kontraindikationen sind eine fortgeschrittene respiratorische Insuffizi-
enz, eine [FEVIl unter 30%, kardiopulmonale Instabilitéit, eine Prothrombinzeit unter 50%,

eine Thrombozytenzahl unter 20.000/ml, und eine bronchiale Hyperreaktivitat [47, 51].

3.2.3 Durchfiihrung

Die Durchfiithrung der diagnostischen bronchoalveoldren Lavage erfolgt mithilfe eines fle-
xiblen Fiberbronchoskops in Lokalanésthesie standardméfig im Mittellappen oder der Lin-
gula, da dann aus technischen und anatomischen Griinden die Positionierung der Bron-
choskopspitze am einfachsten und der Riickgewinn an Fliissigkeit am grofiten ist [47] 48].

Bei lokalisierten Befunden erfolgt die BAI]in den betroffenen Segmenten.

Die Spitze des Bronchoskops wird nach peripher eingefiihrt, bis sie das Bronchiallumen
ginzlich abdichtet. Diese Position wird als ” Wedge-Position” bezeichnet [51]. Anschlieflend
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wird mehrfach eine kérperwarme, isotone Kochsalzlosung instilliert und sofort reaspiriert.
Zur Vermeidung eines Bronchialkollapses ist eine vorsichtige Durchfiihrung unter optischer
Kontrolle notwendig. Die Aspiration kann hierbei per Hand oder mittels einer maschinel-
len Saugvorrichtung erfolgen. Die maximale Gesamtmenge an Instillationsvolumen sollte
etwa zwischen 100 und 300 ml betragen. Die Anzahl und das Volumen der Einzelfraktio-
nen variieren hierbei je nach Labor zwischen 3 bis 5 Fraktionen von meist 20 bis 50 ml
Grole [48, 51]. Zu beachten ist, dass die erste zuriickgewonnene Fraktion im Normalfall
eine geringere Zellzahl beinhaltet, da sie durch die Tatsache, dass die erste Instillation
meist die Alveolen nicht erreicht, einen verhdltnisméiflig erhohten Anteil an bronchialen
Epithelzellen enthélt. Insbesondere bei der Diagnostik von Asthma oder einer Bronchitis
spielt dies eine Rolle [47].

Etwa 40-70% des instillierten Volumens kénnen im Regelfall reaspiriert werden, wobei die
Zahlen je nach Rauchgewohnheiten und Art der Erkrankung variieren. Werte unter 30%
sind gehduft bei Patienten mit obstruktiver Lungenerkrankung oder Lungenemphysem zu
finden [47].

3.2.4 Aufbereitung im Labor

Die Aufbereitung im durchflusszytometrischen Labor beginnt mit der Filtration der [BAT}
Flissigkeit (BALF) durch Mullgewebe zur Sduberung von groben Schleimbestandteilen
mit anschlieffender Zentrifugation bei 4°C zur Trennung der Zellen von fliissigen Bestand-
teilen. Die nachfolgende Zellzahlbestimmung erfolgt mittels einer Neubauer-Zéhlkammer.
Die Angabe erfolgt in Konzentration von Zellen pro Milliliter Lavagefliissigkeit. Wei-
terfithrend konnen nun gefarbte Zellausstriche zur mikroskopischen Zelldifferenzierung
(z.B. May-Griinwald-Giemsa-Férbung, Pappenheim-Féarbung) angefertigt werden sowie

durchflusszytometrische Bestimmungen von Lymphozytensubpopulationen erfolgen [22].
3.2.5 Normwerte
Die in dieser Arbeit verwendeten Normwerte entstammen dem Institut fiir medizinische

Immunologie der Martin-Luther-Universitéit Halle-Wittenberg [22] (vgl. Tabelle [3.2)).

Tab. 3.2: Referenzwerte der BAL
Differentialzytogramm  Nichtraucher
Alveolarmakrophagen > 84%

Lymphozyten < 15%

Segmentkernige GZ < 3%

Basophile GZ < 0,5%

Eosinophile GZ <0,5%

Mastzellen < 0,5%

Zellzahl 1—10%10%/ 100 ml
Immunzytologie Nichtraucher Raucher
B-Lymphozyten < 4% < 4%
T-Lymphozyten 63 — 83% 63 — 83%
CD4+ T-Zellen 40 — 70% 20 — 50%
CD8+ T-Zellen 20 — 40% 30 — 70%
CD4/CD8-Ratio 1,1-3,5% 0,5—1,5%
NK-Zellen 2 —14% 1-11%

13



3 Material und Methodik

3.3 Durchflusszytometrie

3.3.1 Definition und Indikation

Die spezifischere Untersuchung der Zellzusammensetzung der bronchoalveoliren Lavage-
fliissigkeit erfolgt mittels einer durchflusszytometrischen Analyse.

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Bestimmung von Oberflichenantigenen,
intrazellularen Proteinen und DNA bei Zellen in Suspension aufgrund deren Streulicht-
und Fluoreszenzeigenschaften Die Indikationen werden aus vielen verschiedenen Fachrich-
tungen gestellt und sind auch klinisch vielfiltig. Insbesondere hdmatologische und immu-
nologische Erkrankungen wie beispielsweise Leukédmien, Lymphome, HIV, Sarkoidose und
die Exogen-allergische Alveolitis (EAA]) bediirfen einer genaueren Zelldifferenzierung .

3.3.2 Funktionsweise

Die Funktionsweise des Durchflusszytometers beruht auf dem Nachweis von Lichtemis-
sionen einzelner bewegter Partikel . Die zu untersuchende Zellsuspension wird so fo-
kussiert, dass die Zellen einen oder mehrere orthogonal positionierte Laserstrahlen einzeln
passieren . Umliegende Detektoren erfassen das dabei entstehende Streu- oder Fluores-
zenzlicht. Seitwértsstreulicht korreliert dabei mit der Zellgranularitit, Vorwértsstreulicht
mit dem Zellvolumen (zum Aufbau siche Abb. [3.1)).

Zur Zelldifferenzierung nach Oberflichenantigenen werden spezifische Antikorper fluores-
zenzmarkiert zur Zellsuspension hinzugegeben. Bei Passage eines Laserstrahls mit der
passenden Wellenlédnge wird der entsprechende Fluoreszenzfarbstoff angeregt und fiithrt

zur messbaren Emission von Licht. Durch den simultanen Einsatz von verschiedenfarbigen

Lasern oder unterschiedlichen Farbstoffen lassen sich so multiple Marker in einer Messung

@

Q Zellen

nachweisen .

Zugabe eines
Fluoreszenzfarbstoffes

Vorwartsstreulicht

=]

Abb. 3.1: Prinzip der Durchflusszytometrie

14



3 Material und Methodik

3.3.3 Verwendete Antikorper und Fluoreszenzfarbstoffe

Tab. 3.3: Antikorper und Antikérperkombinationen

AK-Klon Zielantigen(e) Fluoreszenzfarbstoff Hersteller
SK7 CD3 PE BD *
MT466 CDh4 APC Miltenyi
Ber-ATC8 CD103 FITC Dako
SK3/SK7/SK1/2D1  CD3/CD8/CD45/CD4 FITC/PE/PerCP/APC Exbio

UCHT1/3G8/LT56/ CD3/CD16+56/CD45/CD19 FITC/PE/PerCP/APC  Exbio
MEM-28,/LT19
- DNA 7-AAD BD *

* BD = Becton-Dickinson

3.4 Datenanalyse mittels SPSS

Die Tabellarisierung und weitere Analyse der gesammelten Patientendaten erfolgte mit-
hilfe des Statistikprogramms IBM SPSS Statistics (Statistical Package for the Social
Sciences). Es erlaubt die Datengruppierung nach eigens definierbaren Variablen und die
Durchfiihrung deskriptiver Statistiken, explorativer Datenanalyse sowie mathematischer
Statistiken [56]. Die Tabellen und Grafiken des Ergebnisteils entstammen ausnahmslos
aus SPSS-Analysen. Eine begleitende statistische Beratung zur Qualitéitssicherung erfolgte
durch das Institut fiir medizinische Epidemiologie, Biometrie und Informatik der Univer-
sitédt Halle.

3.5 Giitekriterien diagnostischer Verfahren

Aufgrund der weitreichenden therapeutischen Konsequenzen, die aus medizinischen dia-
gnostischen Verfahren resultieren, sind Kriterien zur Abschitzung der Testgiite und der
daraus folgenden Vorhersagekraft zwingend notwendig. Typischerweise ermisst sich die
Giite bei Tests mit dichotomen Ergebnissen an Sensitivitdt, Spezifitit sowie positivem
und negativem préadiktiven Wert [57].

Sensitivitdt und Spezifitdt gehen vom Vorhandensein der untersuchten Erkrankung aus
und quantifizieren die Fiahigkeit des Tests, diese zu erkennen bzw. auszuschliefen [58].
Die Sensitivitéit beschreibt dabei den Anteil an kranken Patienten, (A + C'), der vom Test
richtig als positiv, (A), erkannt wurde. Rechnerisch: A/(A + C)) (siche Abbildung [3.2).
Die Spezifitit hingegen gibt den Anteil an nicht-erkrankten Patienten, (B+ D), an, welche
richtig als negativ, (D), identifiziert wurden. Rechnerisch: D/(B + D) (siche Abbildung
[57, 58].

Die positiv und negativ priadiktiven Werte (PPV und NPV, siehe Abb. gehen hin-
gegen von einem klinisch héufigeren Szenario aus: dem Vorliegen des Testergebnisses oh-
ne genaue Kenntnis des Krankheitszutandes, und beschreiben die Wahrscheinlichkeit des
tatsédchlichen Vorliegens bzw. Nicht-Vorliegens der jeweiligen Erkrankung in Abhéngigkeit
vom Testergebnis. Hierbei wird der Anteil an positiv getesteten, (A + B), bzw. negativ
getesteten, (C' 4+ D), Patienten durch die Zahl der richtig positiven, (A), bzw. richtig ne-
gativen, (D), geteilt (siehe 3.2} A/(A+ B) und D/(C + D)) [57].
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krank nicht-krank
Test A B Positiv pradiktiver Wert:
positiv richtig positiv falsch positiv Al(A+B)
Test c D Negativ pradiktiver Wert
negativ falsch negativ richtig negativ D/(C+D)
Sensitivitat Spezifitat
Al(A+C) D/(B+D)

Abb. 3.2: Giitekriterien [59)

Ein weiterer wichtiger Wert ist die sogenannte Vortestwahrscheinlichkeit. Diese ist eine
Art an die Testpopulation angepasste Priavalenz. Im Normalfall ist vor der Durchfiithrung
eines Tests die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens der zu priifenden Erkrankung aufgrund
einer vorliegenden Symptomatik, der Zugehorigkeit zu einer Hochrisikogruppe oder vie-
len anderen Faktoren viel hoher, als in der Gesamtbevolkerung. Diese Wahrscheinlichkeit
die gesuchte Erkrankung innerhalb der getesteten Gruppe zu haben, wird als Vortest-
wahrscheinlichkeit bezeichnet und liegt meist deutlich iiber der Prévalenz und hingt stark
vom Anwendungsbereich des Tests ab. Wahrend die Sensitivitdt und Spezifitdt von der
Vortestwahrscheinlichkeit unbeeinflusst bleiben, sind die préadiktiven Werte stark von ihr
abhéngig [60].

Suchtests, also Screeningtests, weisen bei einer sehr niedrigen Vortestwahrscheinlichkeit
einen sehr niedrigen positiv pradiktiven Wert auf. Der Grofiteil der positiv getesteten
Fille ist falsch-positiv. Aus diesem Grund folgt auf einen positiven Screeningtest meist
ein Bestdtigungstest. Dieser kann bei einer deutlich hoheren Vortestwahrscheinlichkeit
deutlich bessere positiv pradiktive Werte erreichen. Deshalb wird bei Suchtests eine ho-
he Sensitivitdt (Einschluss moglichst vieler Kranker) und bei Bestétigungstests eine hohe

Spezifitidt (Ausschluss moglichst vieler Gesunder) gefordert [57].

3.6 Mann-Whitney U-Test

Um zu iiberpriifen, ob sich die zentralen Tendenzen zweier unabhéngiger Stichproben
untereinander unterscheiden, bieten sich abhéngig von den zu untersuchenden Populatio-
nen verschiedene statistische Tests an. Fiir die Verwendung des klassischen t-Tests fiir
unabhéngige Stichproben miissen einige Voraussetzungen erfiillt sein: mindestens inter-
vallskalierte Variablen, anndhernde Normalverteilungen und eine Varianzgleichheit [61].
Bei nicht-Erfiillung der Bedingungen zur Anwendung des T-Tests, wird die Durchfiihrung
von sogenannten nicht-parametrischen Tests zur Bestimmung von signifikanten Wertun-
terschieden zwischen einzelnen Gruppen notwendig. Fiir zwei voneinander unabhéngige
Gruppen empfiehlt sich dabei der sogenannte Mann-Whitney U-Test [62].

Die Nullhypothese des U-Tests geht dabei von der Abstammung der Gruppen aus der
gleichen Population, oder anders gesagt der Homogenitét der Gruppen mit gleicher Ver-

teilung, aus [63]. Das Prinzip beruht dabei auf der Ordnung der Werte in aufsteigender
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Reihenfolge und anschlieBender Zuordnung von Rangnummern. Aus der fiir jede Grup-
pe errechneten Rangsumme erfolgt schliellich die Bestimmung des sogenannten U-Wertes
[64]. Die Ausgabe bei SPSS zeigt dabei die abzulehnende Nullhypothese mit dazugehoriger
Signifikanz sowie der daraus resultierenden Entscheidung diese abzulehnen oder anzuneh-
men [65]. Zum genauen Verstéindnis des mathematischen Vorgehens empfehlen sich die

angegebenen Literaturquellen.

3.7 ROC-Kurven

3.7.1 Definition und Anwendung

Reciever Operating Characteristics (ROC]) Kurven dienen in der medizinischen Statistik
zur graphischen Darstellung der Genauigkeit diagnostischer Tests und Untersuchungen
[66]. Die Bestimmung der bestmdoglichen Cut-Off-Werte von Laborparametern ist dabei
eine klinisch hochst relevante Methode [67]. Zu beachten ist, dass hierbei nur zwischen

zwei Klassen (meist Positiv/Negativ, krank/nicht-krank) differenziert werden kann [68].

3.7.2 Berechnung, Darstellung und Interpretation

Die graphische Darstellung der
Kurve erfolgt mithilfe der Berechnung von
Sensitivitét (richtig-positiv-Rate) und der o5
falsch-positiv-Rate als 1 minus der Spezi-
fitdt (siehe fiir jeden angenommenen

Grenzwert des zu betrachtenden (Labor-

0,6

Sensitivitat

)Parameters [68]. In einem Diagramm wird 04
die jeweils errechnete Sensitivitit auf der

Y-Achse und die falsch-positiv-Rate auf 02
der X-Achse von 0 bis 1 (bzw. 0 bis 100%)
aufgetragen (siehe Abbildung 168]. %95 02 04 06 08 10
Die linke untere Ecke entspricht dem 1 - Spezifitat
héchstmog-lichen Cut-Off-Wert, da hierbei

alle Tests als negativ interpretiert und folg-

Abb. 3.3: ROC-Kurve (eigene Darstellung)

lich keine falsch-positiven Ergebnisse zu erwarten sind. Bei sinkendem cut-off steigen die
Sensitivitdt sowie die falsch-positiv-Rate an. Die rechte obere Ecke bildet abschlieSend den
niedrigst-moglichen Wert ab [67]. Ein unfehlbarer Test wiirde durch die linke obere Ecke,
entsprechend einer Sensitivitit und Spezifitdt von 100%, verlaufen. Ein gerader Verlauf
von der linken unteren in die rechte obere Ecke wiederum entspriche einem Test ohne
diagnostische Relevanz, wie bei einem Miinzwurf.

Daraus folgt, dass die Aussagekraft ansteigt, je kleiner der Abstand des néchstliegenden
Punktes zur linken oberen Ecke wird. Die Flidche unterhalb der Kurve, AUC (= area under
curve), stellt dabei ein Ma$ fiir die grundlegende Qualitit des Tests dar und kann Werte
zwischen 0 und 1 annehmen. Eine AUC von 0,5 entspricht infolgedessen einem Zufallser-
gebnis. Je mehr sie sich der 1 ann&hert, desto sicherer wird die diskriminative Fahigkeit
des Tests [67, |68].
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3.7.3 Bestimmung von Cut-Off-Werten

Die Bestimmung der sinnvollsten Cut-Off-Werte erfolgt je nach gewiinschter Funktion des
Tests. Eine beliebte Methode ist die Bestimmung des Youden-Index [69], welcher sich aus
Sensitivitdt + Spezifitdt - 1 berechnet und Werte zwischen 1 und -1 annehmen kann. Der
Punkt der Kurve mit dem hochsten Youden-Index entspricht im Regelfall dem besten
Cut-Off-Wert, wenn von vornherein kein bestimmtes Giitekriterium bevorzugt wird [68].
In den Arbeiten von Heron et al., Mota et al. und Hyldgaard et al. entsprach der Cut-Off-
Wert dem Punkt an dem die Sensitivitiat und Spezifitdt sich in etwa gleichen. Damit wird
vermieden, dass der entsprechende Test in einem der Bereiche zu schlecht abschneidet [24,
25, 44).
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Die Ergebnisdaten entstammen durchweg aus den Berechnungen des Statistikprogramms
SPSS.

Alle im weiteren Verlauf abgebildeten Boxplots folgen dem gleichen Schema. Der schwarze
Strich entspricht dem Median und die Box dem Bereich, in dem 50% der Daten liegen.
Die Distanz zwischen dem oberen und unteren Quartil (die Lénge der Box) wird dabei
als Interquartilabstand (Interquartile Range = IQR) bezeichnet. Die maximale Lange der
Whiskers ist auf den 1,5-fachen IQR in jeder Richtung beschrankt. Ausreifler zwischen
dem 1,5- und 3-fachen IQR werden mit Kreisen, extreme Ausreifler iiber 3-fachem IQR
mit Sternchen gekennzeichnet [70, 71].

Da nicht bei jedem Patienten alle Werte und Informationen vorlagen, resultierten daraus
bei einigen Analysen geringfiigig niedrigere Fallzahlen. Diese Abweichungen werden wegen
ihres geringen Einflusses nicht explizit genannt und zeigen sich in den entsprechenden Ta-
bellen in den betroffenen Gruppen.

Wichtig zu beachten ist die geringe Zahl an Patienten in einigen Gruppen, die teils unter
10 Patienten liegt. Obwohl sich aus solchen Zahlen keine allgemeingiiltigen Ergebnisse for-
mulieren lassen, konnen entstehende Vermutungen durch festgestellte Tendenzen dennoch
relevant sein. Zur besseren Einschitzung der Aussagekraft der Ergebnisse werden deshalb
immer die entsprechenden Fallzahlen genannt.

Ebenso muss erwdhnt werden, dass die Bezeichnungen der Gruppen sich auf die gestell-
ten Diagnosen beziehen und nicht zwingend der Realitét entsprechen. Da die Diagnose-
sicherheit nie 100% betrigt, kénnen, wenn von Nicht-Sarkoidosen die Rede ist, durchaus
Patienten mit nicht-diagnostizierter Sarkoidose in der Gruppe vorliegen. Der Einfachheit
halber wird in der vorliegenden Arbeit aber die gestellte Diagnose mit der vorliegenden

Erkrankung gleichgesetzt.

4.1 Einteilung in Erkrankungsgruppen

Der erste Schritt der Datenanalyse erforderte die Erfassung der verschiedenen Erkrankun-
gen und deren Haufigkeit innerhalb einer Studienpopulation von 799 Patienten (siehe |3.1)).

Die Unterteilung nach Diagnosen erfolgte zunéchst grob in:

e Keine interstitielle Lungenerkrankung (keine ILD) (n = 351)
Sarkoidose (n = 214)
Lungenfibrose (n = 67)

Andere interstitielle Lungenerkrankungen als Sarkoidose/Lungenfibrose (andere ILD)
(n = 167)

(siche Tabelle [4.1)).

Bei den insgesamt 799 Patienten, mit einem Durchschnittsalter von 58 + 16 Jahren (siehe
Tabelle [3.1)), lieBen sich 343 Félle mit einer interstitiellen Lungenerkrankung (ILD) (60,4
+14,7 Jahre) nachweisen. Mit einem Anteil von 16,7% (101 Félle) aller Patienten bildet

die Gruppe an klinisch diagnostizierten Sarkoidosen den Grofiteil der ILDs. Hinzu kommen
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80 Félle mit aktuell nicht bestétigtem Verdacht einer vorliegenden Sarkoidose, weiteren
10% entsprechend. Ein Grofteil der Sarkoidosediagnosen wurde wegen der Invasivitéit ei-
ner histologischen Untersuchung rein klinisch und labormedizinisch gestellt, jedoch lésst
sich ohne Nachweis nicht-verkédsender Granulome im Gewebepréparat keine génzlich gesi-
cherte Diagnose stellen, diese Gruppe wird im folgenden als klinisch gesicherte Sarkoidose

bezeichnet. Aufgrund dieser Problematik erfolgte die weitere Unterscheidung in:

e Sarkoidose, Verdacht (n = 80)
e Sarkoidose, klinische Diagnose (n = 101)
o Sarkoidose, histologisch gesichert (n = 33)

(vgl. Tabelle . Diese Differenzierung entspricht der jeweiligen Arbeitsdiagnose der ein-
weisenden Klinik. Eine Einteilung in akute bzw. chronische Sarkoidose wurde wegen der

aktenanamnestisch meist nicht dokumentierten Trennung nicht durchgefiihrt.

Eine genaue Differenzierung der Lungenfibrosen war aufgrund der zumeist nicht genau
erkennbaren Genese haufig nicht moglich. Diese Tatsache erschwerte die Analyse der Fille
mit unklarer Genese auflerordentlich, da zu vermuten ist, dass die gemeinsame Endstrecke
in Form der fortschreitenden Fibrosierung je nach Ursache eine unterschiedliche, eventu-
ell auch sehr krankheitsspezifische, Zellzusammensetzung besitzt. Die in der vorliegenden
Arbeit vorgenommene Unterteilung entspricht den aktenanamnestisch beschriebenen Klas-
sen [UIP] (Usual Interstital Pneumonia), (Non Specific Interstitial Pneumonia) und
[CPEE] (Combined Pulmonary Fibrosis and Emphysema; sieche Abschnitt Die meisten
Fibrosepatienten blieben jedoch unklassifiziert (Tabelle .

Tab. 4.1: Diagnosen

Anzahl Anteil

Diagnosen Keine ILD Gesamt 351 43,9%
Lungenfibrose nicht niher klassifiziert 45 5,6%
uIpP 14 1,8%

NSIP 7T 0,9%

CPFE 1 0,1%

Gesamt 67 8,4%

Sarkoidose Histologisch gesichert 33 4,1%
Klinische Diagnose 101 12,6%

Klinischer Verdacht 80 10,0%

Gesamt 214 26,7%

Andere ILD ILD, nicht klassifiziert 11 1,4%
Alveolitis, nicht niher definiert 13 1,6%

Lymphozyt. Alveolitis unkl. Ursache 118  14,8%

COP 8 1,0%

Eosinophilie 5  0,7%

EAA 10 1,3%

Asbestose 2 0,3%

Gesamt 167 21%

Gesamt 799  100%

Die genaue Zusammensetzung der anderen [[LDk wird in Tabelle gezeigt, wobei aus der
starken Heterogenitét der Krankheitsgruppen mit vielen unterschiedlichen Krankheitsbil-

dern sehr niedrige einzelne Fallzahlen resultieren.
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Aufgrund der haufig nicht klar zu bestimmenden Ursache oder zum Zeitpunkt der Ak-
tenanamnese nicht ausreichend fortgeschrittenen Diagnostik wurden Patienten ohne feste
Arbeitsdiagnose und mit einer Lymphozytose > 20% der unspezifischen Gruppe der lym-

phozytaren Alveolitis zugeordnet.

4.2 Einschatzung der Sarkoidoseaktivitat

Aufgrund der stark heterogenen Symptomatik mit unterschiedlichen labor- und radiologisch-
diagnostischen Ausprigungen der Sarkoidose erfolgte die genauere Betrachtung der Ver-
teilung der Sarkoidosepatienten in Abhéngigkeit von den Ergebnissen der durchgefiihrten
Diagnostik.

Die Analyse der CT- und Roéntgenbefunde, wichtigen Bestandteilen der Sarkoidosediagno-
stik (siehe , zielte insbesondere auf die Einordnung in die verschiedenen radiologischen
Erkrankungsstadien ab (siehe Graphik . Zu beachten ist hierbei, dass Patienten mit
dem Befund der Lungenfibrose, wenn keine eindeutige Diagnose als Sarkoidose des Stadi-
ums IV vorliegt, als Fibrose unklarer Genese behandelt wurden. Weiterhin lagen bei eini-
gen Patienten unspezifisch als ”sarkoidosetypisch” bezeichnete Verdnderungen vor, welche
keine genaue Stadienzuordnung zuliefen (unklares Stadium). Weitere Befunde, wie un-
spezifische Lymphknotenschwellungen und unklare interstitielle Zeichnungsvermehrungen
ohne sicheren Zusammenhang mit Sarkoidose, wurden zusétzlich abgegrenzt.

Von insgesamt bei 126 Patienten durchgefiithrten radiologischen Untersuchungen unter Sar-
koidoseverdacht, lielen sich nur bei 39 Patienten sarkoidosetypische Befunde nachweisen
wéhren 52 keinerlei Pathologien zeigten. In 25 Féllen ergaben sich nicht klar einer Erkran-
kung zuzuordnende Verdnderungen. Zur genauen Einteilung und Verteilung der Befunde
siehe Tabelle [4.21

Tab. 4.2: Radiologische Befunde bei Patienten mit Sarkoidose / Sarkoidoseverdacht

Radiologie Sarkoidose Histologisch ~ Klinische Klinischer
gesamt gesichert Diagnose Verdacht
nicht Vorhanden 88 b) 39 44
Unauffillig 52 2 30 20
Unklares Stadium 9 3 5 1
Stadium 0 3 1 1 1
Stadium I 17 12 4 1
Stadium II 7 3 3 1
Stadium ITI 3 1 1 1
interstit. ZVM * 4 0 2 2
LKS ** 14 6 2 6
geringgrad. Fibrose 7 0 7 0
Sonstiges 10 0 7 3
Gesamt 214 33 101 80

*ZVM = Zeichnungsvermehrung
** LKS = Lymphknotenschwellung

Als niichster Schritt erfolgte die Betrachtung der CD4/CD8-Quotienten in Abhéngigkeit
vom Vorliegen einer Sarkoidose sowie die Verteilung der einzelnen Werte innerhalb der

Sarkoidosegruppen.
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Hierbei zeigte sich, dass die CD4/CD8-

Werte bei Patienten ohne ILD mit einem Tab. 4.3: Median der CD4/CD8-Ratio

. . *
Median von 1,4 (IQR 1,4) und Patien- _>ukoidose n_ Median IQR
. .. . Keine ILD 351 1.4 1,3

ten mit anderen ILDs mit einem Median . .
_ Histol. Gesichert 33 3,6 5,2
von 1,5 (IQR 1,7) deutlich unterhalb der . Diagnose 101 11 3.0
CD4/CD8-Werte von Sarkoidosepatienten i Verdacht 0 3.0 2,3
liegen. Der hochste Median wurde mit  Andere ILD 234 1,6 1,6

4,1 (IQR 3,0) in der Gruppe der klinisch

diagnostizierten Sarkoidosen erreicht. Die

* IQR = Interquartilabstand

histologisch gesicherten Diagnosen zeigten

sich im Median von 3,6 etwas weniger erhéht, jedoch mit einem grofien IQR von 5,2, ent-
sprechend einer grofien Wertestreuung insbesondere in positiver Richtung (vgl. Tab. .
Die Verteilungen der Werte aller Patienten (siehe Abb. links) sowie nur solcher mit
histologisch oder klinisch gesicherter Sarkoidose (siehe Abb. rechts) zeigte sich erwar-
tungsgeméf rechtsschief, wobei insbesondere bei den Sarkoidosepatienten teilweise massiv

erhohte Werte, bis zu einem Quotienten von 30 auftraten.

2500 400
200,0
Mittelwert = 2,547 30,0
- Stg.—Abw. =2,7082 = Mittelwert = 5,005
£ 1500 N=799 g Std.-Abw. = 4,3388
o ™ ® N=134
2 2
3 3
Hi H
X I
100,0
50,0
00 -
. 0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 : 0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
CD4/CD8-Ratio CD4/CDB8-Ratio
(a) Alle Patienten (b) Histologisch und klinisch diagnostizierte Sarkoidose

Abb. 4.1: Verteilung der CD4/CD8-Ratio

4.3 Verteilungsmuster der verwendeten CD103-Werte

Die Art der Verteilung der untersuchten CD103-Anteile bestimmt die Anwendbarkeit von
Mittelwert oder Median in den folgenden Analysen. Der Mittelwert stellt bei normalverteil-
ten Werten mit wenigen Ausreiflern einen guten Lageparameter dar. Bei stark schiefen Ver-
teilungen oder Daten mit einer hohen Zahl stark abweichender Werte empfiehlt sich hinge-
gen die Betrachtung des Medians, welcher robust gegeniiber diesen Stérungen ist . Die
Abbildungen undbilden dabei (a) die Verteilungen der CD103-positiven Anteile al-
ler T-Zellen, (b) die CD103-positiven Anteile der CD4-Zellen und (c¢) die CD103CD4/CD4-
Ratio ab. Mit einer griinen Linie wurde zusétzlich eine angepasste Normalverteilungskurve
dargestellt, um eine abweichende Verteilung festzustellen. Die Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und der Fallzahl erfolgte durch SPSS unabhéngig von der sinnvollen
Anwendbarkeit des Mittelwertes.
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Abb. 4.2: Verteilungen der CD103-Zellanteile aller Patienten

Da sich die CD103-positiven T-Zellanteile

annidhernd normalverteilt ohne stark ab-
250,0

weichende Werte zeigten, ldsst sich der
Mittelwert gut anwenden. Bei den CD103- 2000

positiven CD4-Zellen weicht die Werte- Mittelwert = 5145
Std.-Abw. = 45885

verteilung aufgrund einer Rechtsschiefe 1500 N=798

Haufigkeit

von der Normalverteilung ab. Dies zeigt 1000

sich in extremerem Ausmafl auch bei der
CD103CD4/CD4-Ratio, die in positiver 50,0

Richtung viele Ausreifler aufweist (wegen

. . . . 0,0
der Skalierung lassen sich die Ausreisser “ 00 100 200 300 400 500 600

zwischen einer Ratio von 2 und 6 schlecht CD103CD4/CDA - Ratio

graphisch darstellen). Zur Bestimmung der pp}, 4.3 (¢) Verteilung der

zentralen Tendenz der beiden Werte (b) CD103CD4/CD4-Ratio bei Patienten
und (c) empfiehlt sich somit der Median. ohne Sarkoidose

Die Beurteilung der Werteverteilung in einzelnen Gruppen ist durch Boxplots ebenfalls
unkompliziert moglich. Die Verwendung des Mittelwertes eignet sich grundsétzlich am
besten bei Gruppen mit symmetrischen Boxplots ohne Ausreifler, der Median bietet sich
bei rechts- oder linksschiefen Boxplots an [64, [71].

In dieser Arbeit werden fiir alle untersuchten Verteilungen der Immunzellanteile sowohl der
Median mit jeweiligem Interquartilabstand (IQR), als auch der Mittelwert mit zugehoriger

Standardabweichung angegeben, um eine bessere Vergleichbarkeit zu schaffen.

Tab. 4.4: Verteilung der CD103-Werte

Median IQR  Mittelwert Std.-Abw.

Anteil CD103-positiver T-Zellen (in %) 40,9 26,2 42,3 18,3
Anteil CD103-positiver CD4-Zellen(in %) 23,3 23,2 27,5 17.6
CD103CD4/CD4-Ratio 04 04 0.5 0,5

Tabelle zeigt die entsprechenden Lageparameter fiir die CD103-Zellanteile, sowie die
CD103CD4/CD4-Ratio. Wahrend der Anteil CD103-positiver Zellen an allen T-Zellen im
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Mittelwert 42,3 + 18,3% betréigt, liegt der Anteil an CD103-Zellen bei den CD4-Zellen
mit einem Median von 23,3% (IQR: 23,2, Mittelwert: 27,5+ 17,6%) deutlich niedriger.

4.4 Ausschluss von Storfaktoren

Die unerwiinschte Beeinflussung der Zielvariablen durch andere Faktoren, sogenannte
Storfaktoren oder Confounder, stellt in der Statistik eine nicht zu vernachlissigende Pro-
blematik dar. Um das Vorliegen solcher Stérungen zu untersuchen, erfolgte der Vergleich
der CD103-positiven Zellanteile zwischen den zu priifenden Gruppen graphisch mittels
Boxplots, um durch die gepriifte Variable moglicherweise ausgeloste Wertabweichungen
festzustellen.

Besonderes Augenmerk lag hierbei auf dem Rauchverhalten und der medikamentdsen Im-

munsuppression.

4.4.1 Einfluss des Rauchverhaltens auf CD103-T-Zellanteile

Die Beeinflussung der Zellzusammensetzung der Lungenfliissigkeit durch das Rauchver-
halten ist vor allem in Bezug auf den Makrophagenanteil lange bekannt [72] . Die Unter-
suchung eines moglichen Einflusses auf die CD103-Zellanteile erscheint damit notwendig,

um Verfilschungen der Studienergebnisse zu vermeiden.

Tab. 4.5: Anzahl an Sarkoidosepatienten im Abhéngigkeit vom Rauchverhalten

Sarkoidose Nichtraucher Ex-Raucher Raucher
Anzahl Anteil (in%) Anzahl Anteil (in%) Anzahl Anteil (in%)
Histol. gesichert 24 4,2% 2 3,3% 5 3,7%
Klin. Diagnose 86 15,0% 6 9,8% 8 5,9%
Klin. Verdacht 63 11,0% 2 3,3% 14 10,4%
Sarkoidosen ges. 173 30,1% 10 16,4% 27 20,0%
Keine Sarkoidose 401 69,9% 51 83,6% 108 80,0%
Gesamt 574 100,0% 61 100,0% 135 100,0%

Wie Tabelle zeigt, sind die Anteile an Sarkoidosepatienten bei Nichtrauchern, Ex-
Rauchern und Rauchern unterschiedlich hoch. Demzufolge wiirde ein Einfluss des Rau-
chens auf CD103-Zellen sich nicht durch die gleichméflige Verteilung auf die einzelnen
Rauchergruppen ausgleichen, weil er die Werte jeder Gruppe gleich stark veréndern wiirde

und sich somit nicht nachweisen liefle.

24



4 Ergebnisse

100
o ECD103+ der T-Zellen * °
8 ° McD103+ der CD4+ Zellen o 2,00
8 *
80 g 8 8 °
) ° ° o
— o
S 150 °
= 60 % °
£ 8 g
2 3
é 40 8 1,00
S
=)
o
20
50
0
Nichtraucher Ex-Raucher (n=51)  Raucher (n=106) ,00 -
(n=401) Nichtraucher Ex-Raucher  Raucher
(n=401) (n=51) (n=106)
(a) CD103-Anteile (b) CD103CD4/CD4-Ratio

Abb. 4.4: Wertverteilungen in Abhéngigkeit vom Rauchverhalten bei Patienten ohne Sarkoidose

Aus diesem Grund erfolgte die Darstellung der CD103-positiven Zellanteile unter Aus-
schluss der an Sarkoidose erkrankten Patienten, um das grundlegende Vorliegen eines der-
artigen Zusammenhanges beurteilen zu kénnen, ohne durch sarkoidosetypische Verdnderungen
beeinflusst worden zu sein. Dabei zeigte sich graphisch ein geringfiigiges Ansteigen vor al-
lem der CD103-positiven T-Zellen sowie der CD103CD4/CD4-Ratio bei Rauchern (Abb.
. Der Anteil von CD103-positiven Zellen an CD4-Zellen blieb auf den ersten Blick je-
doch nahezu unbeeinflusst (siehe Abb. .

Bei Vergleich der Mediane und Mittelwerte der CD103-Zellanteile im Falle von Nichtrau-
chern, Ex-Raucher und Rauchern bestétigt sich der Anstieg bei Nikotinkonsum fiir alle drei
CD103-assoziierten Werte (siche Tabelle [4.6). Am deutlichsten ist der Einfluss des Rau-
chens beim Anteil der CD103-positiven T-Zellen und der CD103CD4/CD4-Ratio. Es zeigt
sich ein Anstieg von 40% auf 55,2% im Median (von 41,5% auf 53,9% im Mittelwert) bei
CD103-positiven -T-Zellen im Vergleich von Nichtrauchern zu Rauchern, sowie ein Anstieg
von 0,39 auf 0,62 im Median (von 0,5 auf 0,78 im Mittelwert) bei der CD103CD4/CD4-
Ratio im Vergleich von Nichtrauchern zu Rauchern. Die CD103-positiven CD4-Zellen wei-
sen bei Rauchern ebenfalls hohere Werte auf, jedoch in geringerem Ausmafl (22,0% zu
27,2% im Median und 26,3% zu 31,2% im Mittelwert).

Diese teils deutliche Erhchung bei Nikotinkonsum kann bei der klinischen Anwendung der
Werte eine wichtige Rolle spielen. Inwieweit die diagnostische Wertigkeit dieser Marker
vom Rauchverhalten beeinflusst wird, soll in Abschnitt untersucht werden.

4.4.2 Einfluss der Immunsuppression auf CD103-Zellanteile

Die Immunsuppression spielt bei vielen der in der Studienpopulation vorliegenden Er-
krankungen, vor allem der Sarkoidose, therapeutisch eine zentrale Rolle |1}, [73]. Da bei
solchen Therapien Verdnderungen der Immunzellanteile zu erwarten sind, ist ein Einfluss
der Immunsuppression auf die CD103-Zellanteile der BAL zu vermuten. Vor allem bei der
Corticosteroidtherapie, die den ersten Behandlungsschritt der symptomatischen Sarkoi-
dose darstellt [1], sind eine Neutrophilie mit Abnahme der eosinophilen und basophilen
Granulozyten und eine Lymphozytopenie bekannte Wirkungen auf zelluldre Blutbestand-

teile [74]. Aufgrund der sehr patientenspezifischen Durchfithrung der immunsuppressi-
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Tab. 4.6: Lageparameter der CD103-Werte in Abhéngigkeit vom Rauchverhalten
CD 103+ aller T-Zellen (in %)
Anzahl Median IQR Mittelw. Std.-abw.

Nichtraucher 401 40,0 23,6 41,5 17,4
Ex-Raucher 51 46,4 27,2 48,3 16,3
Raucher 108 55,2 249 53,9 18,4
Gesamt 560 43,3 255 44.5 18,2

CD 103+ der CD4+ (in %)
Anzahl Median IQR Mittelw. Std.-abw.

Nichtraucher 401 22,0 228 26,3 17.0
Ex-Raucher 51 24,8 22,5 28.0 14,9
Raucher 108 27,6 23,3 31,2 19,5
Gesamt 560 23,3 227 274 17,4

CD 103CD4/CD4
Anzahl Median IQR Mittelw. Std.-abw.

Nichtraucher 401 0,41 0,39 0,50 0,44
Ex-Raucher 51 044 0,43 0,60 0,38
Raucher 108 0,61 0,62 0,78 0,67
Gesamt 560 0,44 0,43 0,56 0,50

ven Therapie war eine Unterteilung in grundlegende Therapieschemata notwendig, um

grundsétzlich einen Einfluss zu untersuchen. Es erfolgte die Einteilung in 4 Gruppen:

Keine Immunsuppression (n = 575)

Glucocorticoidtherapie (n = 112)

Nicht-kortikosteroid-Immunsuppressiva (Ciclosporin A, Azathioprin, MTX]) (n = 13)
Kombination aus Glucocorticoiden und Nicht-kortikosteroid-Immunsuppressiva

(n =16)

Tabelle[4.7]zeigt dabei die Verteilung der Immunsuppressionstherapien auf Sarkoidose- und
Nicht-Sarkodoidosepatienten. Dabei zeigte sich, dass etwa 24% der Sarkoidosepatienten
und sogar ca. 30% der Studienpatienten mit anderen interstitiellen Lungenerkrankungen

eine Form der immunsuppressiven Therapie erhielten.

Tab. 4.7: Immunsuppression in Abhéngigkeit von der Erkrankung

Immunsupp. Keine ILD Sarkoidose Sarkoidose Vd. Andere ILD
Anzahl Anteil Anzahl Anteil Anzahl Anteil Anzahl Anteil
Keine 275 87,0% 88 75,9% 59 89,4% 153 70,2%
Glucocorticoide 32 10,1% 19  16,4% 7 10,6% 54  24.8%
Anderes 4 1,3% 4 3,4% 0 0,0% 5 2,3%
Kombination 5 1,6% 5 4,3% 0 0,0% 6 2,8%
Gesamt 316 100,0% 116  100,0% 66 100,0% 218  100,0%

Um die in Abschnitt erwahnte Beeinflussung durch ungleiche Patientenverteilung
zu verringern, wurden die Sarkoidosepatienten auch in diesem Fall von den im folgenden
beschriebenen Analysen ausgeschlossen.

Nach graphischer Darstellung der Verteilungen der CD103-Zellanteile bzw. der CD103CD4/
CD4-Ratio in Abhéngigkeit von der immunsuppressiven Therapie ldsst sich kein Einfluss
auf die Zellzusammensetzung vermuten (Abb. [4.5]).
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Abb. 4.5: Werteverteilungen in Abhéingigkeit von der immunsuppressiven Therapie

Tab. 4.8: Lageparameter je nach immunsuppressiver Therapie
CD103+ der T-Zellen (in %)
Anzahl Median IQR Mittelw. Std.-abw.

Keine Immunsupp. 428 43,0 24,7 44,1 18,3
Glukokortikoide 86 42,2 27,6 43,9 19,0
Anderes 9 46,3 17,6 44,5 17,8
Kombi 11 41,5 43,2 44,0 21,5
Gesamt 534 424 254 44.1 18,4

CD103+ der CD4+ (in %)
Anzahl Median IQR Mittelw. Std.-abw.

Keine Immunsupp. 428 22,8 219 26,9 174
Glucocorticoide 86 28,9 27,5 28,8 18,8
Anderes 9 30,1 25,4 27,2 15,1
Kombi 11 21,0 24,9 25,5 16,3
Gesamt 534 23,2 228 27,2 17,5
CD103CD4/CD4

Anzahl Median IQR Mittelw. Std.-abw.
Keine Immunsupp. 428 0,42 0,42 0,55 0,47
Glucocorticoide 86 0,46 0,48 0,60 0,69
Anderes 9 0,46 0,41 0,56 0,37
Kombi 11 0,49 0,63 0,65 0,49
Gesamt 534 0,43 0,43 0,56 0,51

Tabelle stellt die Mediane bzw. Mittelwerte der CD103-Werte in Abhéngigkeit von der
immunsuppressiven Therapie dar. Bei keinem der Werte zeigen sich zwischen den Gruppen
der Immunsuppression grofie Unterschiede, auch lésst sich keine Tendenz in eine bestimm-
te Richtung nachvollziehen.

Die Anteile der CD103-positiven T-Zellen sind im Median (46,3%) und im Mittelwert
(44,5%) bei den nicht-kortikosteroid-Immunsuppressiva wie MTX, Azathioprin oder Cic-
losporin A am hochsten und bei der Kombination dieser Immunsuppressiva mit Glucocor-
ticoiden am niedrigsten (Median 41,5%, Mittelwert 44,0%). Die Gruppe ohne Immunsup-
pression liegt mit 43% bzw. 44,1% in der Mitte. Bei den CD103-positiven CD4-Zellanteilen
wird der hochste Median ebenfalls durch die nicht-kortikosteroid-Immunsuppressiva (Me-
dian 30,1%, Mittelwert 27,2%) und der niedrigste durch die Kombination mit Glucocorti-
coiden (Median 21,0%, Mittelwert 25,5%) erreicht. Die CD103CD4/CD4-Ratio hingegen

weist die niedrigsten Werte in der Gruppe ohne Immunsuppression auf (Median 0,42, Mit-
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telwert 0,55). Die hochsten Werte finden sich bei der kombinierten Therapie (Median 0,63,

Mittelwert 0,65).

Die Mittelwerte sind aufgrund

der Schiefe und der hohen Zahl
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ten ohne Sarkoidose nachweisen.

Bei der ausschliellichen Betrachtung der Sarkoidosepatienten deutet sich fiir die Gesamt-

zahl der T-Zellen in der Boxplotdarstellung (siehe Abb. und ein leicht ansteigender

Anteil an CD103-Zellen bei Glucocorticoidgabe (n = 18) bzw. Gabe anderer Immunsup-

pressiva (n = 4) an. Die Kombination beider Therapien (n = 5) scheint keine Verénderung

zu verursachen. Eine Interpretation ist jedoch aufgrund der geringen Fallzahlen und der

groflen Spannweite der Werte der Patienten, bei denen keine immunsuppressive Therapie

durchgefithrt wurde, nicht ausreichend sicher moglich.
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Abb. 4.7: CD103CD4/CD4-Ratio in Abhéngigkeit von der immunsuppressiven Therapie bei
Sarkoidosepatienten
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4.5 Vergleich der T-Zell-Anteile in Abhangigkeit von der
Erkrankung

In den folgenden Analysen beziiglich der diskriminativen Fahigkeit der CD103-assoziierten
Werte werden nur bei starken Abweichungen statistische Signifikanzen bestimmt. Wegen
der hohen Anzahl an zu vergleichenden Gruppen fiir jeweils 4 Werte (CD4/CD8-Ratio,
CD103+ der T-Zellen, CD103+ der CD4+ Zellen, CD103CD4/CD4-Ratio), miisste bei
konsequenter Testung auf statistische Signifikanz zwischen allen Gruppen eine extrem
hohe Zahl an statistischen Tests durchgefiihrt werden. Der dabei kumulierende a-Fehler
hétte mit einer Korrektur nach Bonferroni ausgeglichen werden miissen, die zu keinem
einzigen signifikanten Ergebnis gefiihrt hétte (siehe dazu auch “Induktive Statistik“ von

Totenburg und Heumann [75]).

4.5.1 CD4/CDB8-Ratio in Abhdngigkeit von der Erkrankung

Der fiir die Sarkoidosediagnostik relevante Anstieg der CD4/CD8-Ratio wurde bereits in
Kapitel beim Vergleich zwischen an Sarkoidose erkrankten und nicht-erkrankten Pa-
tienten in der hier untersuchten Population nachgewiesen (vgl. Tabelle . Die genauere
Verteilung zwischen allen Diagnosen bildet Abb. ab. Dort zeigt sich die diagnostische
Wertigkeit durch die Erhohung der CD4/CD8-Ratio im Vergleich zu beinahe allen anderen
vorliegenden ILDs. Einzig die Gruppe der NSIP-Patienten l&sst sich schwer abgrenzen. Die
Gruppe der klinisch diagnostizierten Sarkoidosen liefert in diesem Fall keine verwertbaren
Informationen, da die klinische Diagnose vor allem mithilfe des CD4/CD8-Quotienten ge-
stellt wurde. Aus diesem Grund sind bei dieser Gruppe besonders hohe Werte (auch der
hochste Median mit 4,1) zu erwarten, die jedoch keine Aussagen iiber die Relevanz dieses
Wertes in Bezug auf die Diagnosesicherheit bei Sarkoidose ableiten lassen.

Dasselbe Problem findet sich bei Patienten mit klinischem Verdacht auf Sarkoidose (Me-
dian = 3,0), da dieser hiufig aufgrund einer erhéhten CD4/CD8-Ratio entsteht.
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Abb. 4.8: CD4/CD8-Quotient in Abhingigkeit von der Erkrankung

Der zweithochste Median (3,6) findet sich bei den Patienten mit histologisch gesicherter
Sarkoidose. Alle anderen Gruppen liegen mit Medianen von 0,5 (bei Asbestose) bis maxi-
mal 2,2 (bei UIP) deutlich darunter. Die teilweise sehr hohen Interquartilabstinde zeigen
jedoch die grofie Schwankung der Werte innerhalb einer Gruppe und die daraus folgende
Problematik der sicheren Diagnosestellung mithilfe der CD4/CD8-Ratio. Ein hoher Wert
macht eine Sarkoidose wahrscheinlich, jedoch schlieit ein niedriger Wert diese nicht aus.
Ebenso kénnen aufgrund der groflen Streuung auch Nicht-Sarkoidosepatienten eine hohe

CD4/CD8-Ratio aufweisen.

4.5.2 Anteil der CD103-positiven T-Zellen in der Gesamtheit aller T-Zellen
in Abhdngigkeit von der Erkrankung

Zur grundsétzlichen Einschitzung der Wertigkeit des Anteils der CD103-positiven T-Zellen
als diagnostischer Sarkoidosemarker wurden die Werteverteilungen je nach Lungenerkran-
kung, mittels Boxplots graphisch dargestellt (Abb. . Dabei zeigte sich eine breite Streu-
ung der Werte in nahezu allen Gruppen. Die graphisch im Vergleich zu allen anderen
Gruppen geringfiigig nach unten abweichenden Werte der Patienten mit histologisch gesi-
cherter Sarkoidose wiesen auch den niedrigsten Mittelwert (29,0%) und Median (26,2%)
auf. Eine extrem hohe Standardabweichung von 21,1% bzw. ein IQR von 29,5% weist je-
doch eine besonders starke Werteschwankung in dieser Gruppe nach. Wiahrend die Werte
von Patienten ohne ILD mit einem Mittelwert von 44,7% (+ 18,5) und einem Median von
43.3% (IQR von 26,2%) deutlich hoher liegen, werden die héchsten CD103-Anteile von
den EAA-Patienten (MW = 59,1% =+ 21,6%; Median = 65,2% IQR = 31,0%) erreicht. Die
Werte der Patienten mit Asbestose sind aufgrund der geringen Anzahl von n = 2 nicht

ausreichend sicher zu beurteilen.
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Abb. 4.9: Anteil an CD103-positiven T-Zellen in Abhéngigkeit von der Erkrankung

Die Differenz zwischen dem gréfiten und dem kleinsten Median betrug fiir die CD103-
positiven Anteile aller T-Zellen 39,0%, die Differenz zwischen den Extremwerten des Mit-
telwertes 35%. Die Bestimmung dieser Differenz erfolgte, um die Spanne der Werte zwi-

schen den einzelnen CD103-assoziierten Markern besser vergleichen zu kénnen.

4.5.3 Anteil der CD103-positiven T-Helferzellen in der Gesamtheit aller
T-Helferzellen in Abhadngigkeit von der Erkrankung

Fiir eine erste Einschitzung der Fahigkeit, mittels der Anteile von CD103-positiven Zellen
an allen T-Helferzellen eine Sarkoidose von anderen Erkrankungen abzugrenzen, erfolgte
eine Darstellung mittels Boxplots (siehe Abb. .

Mit einem Median von 13,6% (IQR = 15,9%) wiesen auch bei diesem Marker die Grup-
pe der Patienten mit histologisch gesicherter Sarkoidose die niedrigsten Werte auf. Die
Werte der Patienten mit Eosinophilie (Median = 18,0%; IQR = 31,6%) und NSIP (Me-
dian = 20,1%; IQR = 20,9%)) zeigten nur geringfiigig hohere Werte. jedoch mit hoherer
Wertestreuung. Unerwartet hohe Werte wies die Gruppe der klinisch diagnostizierten Sar-
koidosen mit einem Median von 30,1% (IQR = 27,3%) auf, welche nur von den Patienten
mit EAA (Median = 31,5%; IQR = 28,2%) und den Asbestosefilllen (Median = 30,4%)
iibertroffen wurden, die jedoch aufgrund der niedrigen Fallzahl nicht hinreichend aussage-
kraftig waren.

Die Differenz zwischen den Extremwerten der Lageparameter betrug fiir die CD103-
positiven Anteile an CD4-Zellen beim Median 17,9% und beim Mittelwert 15%. Die Dif-
ferenz zwischen den Lageparametern lag damit deutlich niedriger als bei den CD103-
positiven Anteilen aller T-Zellen (39% im Median, 35% im Mittelwert).
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Abb. 4.10: Anteil an CD103-positiven CD4-Zellen in Abhéngigkeit von der Erkrankung

4.5.4 CD103CD4/CD4-Ratio in Abhangigkeit von der Erkrankung

Bei der Analyse der CD103CD4/CD4-Ratio wies, wie sich in Abbildung zeigt, die
Gruppe der histologisch gesicherten Sarkoidosen (wie auch bei den beiden in Abschnitt

[4.5.2) und |4.5.3| untersuchten Markern) die niedrigsten Werte auf. Mit einem Median von
0,19 (IQR = 0,25) lagen die Werte der Gruppe unterhalb denen der anderen Gruppen,
deren Patienten mit einer Fibrose des NSIP-Typs den zweitniedrigsten Median (0,31; IQR
= 0,3) aufwiesen (siehe Tabelle [4.11)).
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Abb. 4.11: CD103CD4/CD4-Ratio in Abhéngigkeit von der Erkrankung
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Auch in diesem Fall wurden die hochsten Werte von den Gruppen mit EAA (Median
= 0,97; IQR = 0,86) und Asbestose (Median = 0,91 bei n = 2) erreicht. Patienten ohne
ILD lagen mit einem Median von 0,42 (IQR = 0,43) unterhalb der Mitte. Zu beachten
sind bei der CD103CD4/CD4-Ratio eine erhohte Zahl an Ausreifiern und eine sehr hohe
Streuung der Werte, insbesondere bei Patienten ohne ILD und solchen mit COP und EAA.
Die Differenz zwischen den Extremwerten der Lageparameter betrug beim Median 0,78
und beim Mittelwert 0,63.

Nach Durchfithrung des Mann-Whitney-U-Tests fiir nicht-parametrische Daten (vgl. Ab-
schnitt ergab sich ein signifikanter Unterschied der zentralen Tendenz der CD103CD4/
CD4-Ratio zwischen Patienten ohne ILD und mit histologisch gesicherter Sarkoidose (p =
< 0,001). Die CD103CD4 /CD4-Ratio von Patienten mit EAA im Vergleich mit Patienten
ohne ILD wich mit einem p = 0,075 hingegen nicht signifikant ab.

4.6 CD103 als diagnostischer Marker

Da sich zwischen einigen Erkrankungsgruppen grofie Wertunterschiede der CD103-Anteile
nachweisen lielen, welche insbesondere niedrige Werte bei histologisch gesicherten Sarkoi-
dosen gegeniiber Patienten ohne interstitielle Lungenerkrankungen bestéatigten, ergab sich
die Frage nach der klinischen Anwendbarkeit der CD103-Anteile zur Sarkoidosediagnos-
tik. Diese kann durch medizinische Tests mittels der Giitekriterien Sensitivitét, Spezifitit
und positiver- bzw. negativer priadiktiver Werte eingeschétzt werden (vgl. . Zur Ver-
anschaulichung und genaueren Betrachtung dieser Kriterien, bezogen auf die zu untersu-
chenden Werte, wurden die spezifischen ROC-Kurven (vgl. mittels SPSS dargestellt.
Dabei wurden die jeweiligen Sensivitdten und 1-Spezifitdten im Hinblick auf die Diffe-
renzierungsfihigkeit der CD103-Zellanteile errechnet. Die Darstellungsweise der Kurve ist
dabei den SPSS-Optionen geschuldet, welche die Testrichtung bestimmen. Dabei ldsst sich
im Vorhinein festlegen, dass ein positiverer Test mit kleineren Werten einhergeht. Folglich
orientiert sich jede Kurve an der linken oberen Ecke. Diese Option wurde auch in den
spiteren Analysen beibehalten. Die entsprechenden CD4/CD8-Kurven hingegen stellen
typischerweise einen positiveren Test durch grofleren Werten dar. In den folgenden Ab-
schnitten wird ermittelt, welche CD103-assoziierten Werte sich bei welchem Cut-Off-Wert

und mit welchen Einschrankungen am ehesten zur Sarkoidosediagnostik eignen.

4.6.1 Relevanz der Raucheranamnese fiir die Anwendung der CD103-Marker

In Abschnitt wurden bereits erhohte CD103-Anteile bzw. eine erhdhte CD103CD4/
CD4-Ratio bei Nikotinkonsum in der Gesamtstudienpopulation nachgewiesen. Fiir die kli-
nische Anwendung als diagnostische Marker ist die daraus folgende mogliche Beeinflussung
der diskriminativen Fahigkeiten dieser Marker durch das Rauchverhalten der betroffenen

Patienten ein wichtiger zu untersuchender Punkt.
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Abb. 4.12: ROC-Kurven fiir CD103-Werte in Abhingigkeit vom Rauchverhalten

Zur Analyse einer moglichen Beeinflussung wurden Rau-

h d Nich her als get htet. Di
cher und Nichtraucher als getrennte Gruppen betrachtet. Die Tab. 4.9: Anzahl der Fille

F#higkeit, Patienten mit histologisch gesicherter Sarkoido-

Anzahl
se von Nicht-Sarkoidosepatienten abzugrenzen wurde mittels “N\r™ positiv o1
ROC-Kurven und dazugehorigen AUCs zwischen den beiden Negativ 401
Gruppen verglichen. Die Ex-Raucher wurden aufgrund der Rau Positiv 5
sehr unterschiedlichen Dauer der Rauchfreiheit und teils un- Negativ 106

vollstédndigen Raucheranamnese nicht mit einbezogen. Pati-

enten mit Verdacht auf Sarkoidose oder Sarkoidose ohne histologische Sicherung (klinisch
diagnostiziert) wurden ebenfalls ausgeschlossen. Dabei fanden sich in der aus 111 Patien-
ten bestehenden Gruppe der Raucher 5 mit histologisch gesicherter Sarkoidose und 106
Patienten ohne Sarkoidose, wihrend in der Gruppe der Nichtraucher (insgesamt 425 Pati-
enten) 24 Patienten mit histologisch gesicherter Sarkoidose 401 Patienten ohne Sarkoidose
gegeniiberstanden (siehe Tabelle .

Beim Vergleich der jeweiligen AUCs fanden sich groBe Unterschiede (Abb. [4.12). Die Grup-
pe der Nichtraucher zeigte bei der CD103CD4/CD4-Ratio mit einer AUC von 0,78 das
beste Ergebnis, die CD103-positiven T-Zellanteile (AUC = 0,74) und CD103-positiven
CD4-Zellanteile (AUC = 0,71) fielen in der Differenzierungsféhigkeit ab.

Bei den Rauchern hingegen ergaben sich AUCs von maximal 0,57 bei der CD103CD4/CD4-
Ratio (AUC = 0,52 bei den CD103-positiven T-Zellanteilen und AUC = 0,5 bei den
CD103-positiven CD4-Zellanteilen), welche aufgrund der enormen Konfidenzintervalle sta-
tistisch nicht signifikant sind (sieche Tabelle . Folglich ist bei den Rauchern keiner
der CD103-Werte in der Lage zwischen histologisch gesicherten Sarkoidosepatienten und
Nicht-Sarkoidosepatienten zu unterscheiden. Zu beachten ist in diesem Fall jedoch die ex-
trem niedrige Anzahl von lediglich 5 Sarkoidosepatienten, wodurch das Ergebnis nur sehr
begrenzt als représentativ einzuschétzen ist. Im Vergleich dieser Ergebnisse mit denen des
Falles 1 aus dem spéteren Abschnitt ergibt sich eine geringe Vergrofierung der AUC
von 0,75 bei unberiicksichtigtem Rauchverhalten auf 0,78 der CD103CD4/CD4-Ratio bei
Nichtrauchern, die sich auch bei den CD103-positiven T-Zell- (AUC von 0,69 auf 0,71)
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und CD103-positiven CD4-Zellanteilen (AUC von 0,71 auf 0,74) zeigt.
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Abb. 4.13: ROC-Kurven fiir CD4/CD8 in Abhéingigkeit vom Rauchverhalten

Eine negative Beeinflussung der CD4/CD8-Ratio durch Nikotinkonsum wurde bereits in
anderen Arbeiten nachgewiesen [76, 77| und zur besseren Einschitzung des Nikotinein-
flusses auf die BAL-Zellen auch in dieser Studie iiberpriift (siche Abb. . Es zeigte
sich ein Abfall der AUC von 0,79 auf 0,71 im Vergleich von Nichtrauchern zu Rauchern
(siehe Tabelle . Jedoch ergab sich fiir die Gruppe der Raucher, vermutlich aufgrund
der lediglich 5 Sarkoidosepatienten, kein signifikantes Ergebnis (p = 0,11). Eine negative
Tendenz der Werte bei Nikotinkonsum lief} sich aber trotzdem vermuten. Der Einfluss des
Rauchens betrifft die CD103-Werte jedoch grundsitzlich stirker als die CD4/CD8-Ratio.

Tab. 4.10: AUC in Abhéngigkeit vom Rauchverhalten

Fldache Std.-Fehler Signif. 95% KI

Untergr. Obergr.

NR  CD103+ der T-Zellen (in %) 0,75 0,06 0,000 0,64 0,86
CD103+ der CD4+ (in %) 0,71 0,06 0,001 0,60 0,82
CD103CD4/CD4 0,78 0,05 0,000 0,69 0,88
CD4/CD8 0,79 0,06 0,000 0,67 0,90

Rau CD103+ der T-Zellen (in %) 0,52 0,14 0,887 0,24 0,80
CD103+ der CD4+ (in %) 0,50 0,16 1,000 0,19 0,81
CD103CD4/CD4 0,57 0,14 0,589 0,30 0,84
CD8/CD4 0,71 0,12 0,11 0,48 0,95

Da die CD103-Werte fiir Raucher im Rahmen der Sarkoidosediagnostik in dieser Arbeit
nicht sinnvoll anwendbar sind, wird die Gruppe der Raucher von den folgenden Analysen
ausgeschlossen. Somit bleiben insgesamt 425 Patienten, davon 24 mit histologisch gesi-

cherter Sarkoidose, iibrig.

4.6.2 Darstellung von ROC-Kurven

Um die grundsétzliche Fihigkeit der CD103-Werte, zwischen Sarkoidose und anderen Er-
krankungen zu differenzieren, einzuschétzen, erfolgte die Ermittlung der entsprechenden
AUCQCs fiir jeden der drei CD103-assoziierten Werte. Zusétzlich wurde die Qualitdt die-

ser Marker fiir drei verschiedene Fille untersucht, um den klinischen Anwendungsbereich
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genauer definieren zu koénnen. Da im vorangegangenen Abschnitt gezeigt werden
konnte, dass die Aussagekraft der Marker bei Rauchern in dieser Arbeit sehr gering ist,
werden die Raucher aus den folgenden Analysen ausgeschlossen und die Ergebnisse dieser
Analysen spiter mit denen aller Patienten unabhéngig vom Nikotinkonsum verglichen.
Die Differenzierung mittels der CD103-Werte betraf die folgenden Félle:

1. Histologisch gesicherte Sarkoidosen im Vergleich mit Nicht-Sarkoidosen (Abb. |4.14)).
2. Klinisch diagnostizierte Sarkoidosen im Vergleich mit Nicht-Sarkoidosen (Abb. [4.15]).

3. Histologisch gesicherte Sarkoidosen im Vergleich mit anderen interstitiellen Lungen-
erkrankungen (zusammengefasst, Abb. |4.16)).

Zur zuséatzlichen Einschitzung der Aussagekraft wurde fiir jeden Fall auch die ROC-Kurve
der jeweiligen CD4/CD8-Ratio bestimmt. Da die Interpretation der CD4/CD8-Werte im
klinischen Alltag bereits etabliert ist, ldsst sich aus dem Vergleich der Testgiitekriterien
der verschiedenen diagnostischen Marker die Wertigkeit fiir die klinische Anwendung bes-

ser abschitzen.

Fiir den Fall 1 stellt die Abbildung die Fahigkeit der unterschiedlichen Marker, zwi-
schen Sarkoidose und anderen Erkrankungen zu unterscheiden, in Abhéngigkeit vom Wert
graphisch dar. Die Flichen unter den jeweiligen Kurven (AUC) zeigt Tabelle (zur
Relevanz dieser Fléchen siehe [3.3)). Dabei ergab sich, dass die CD103CD4/CD4-Ratio mit
einer AUC = 0,78 (95% KI: 0,68-0,87; KI=Konfidenzintervall) eine relativ gute diskri-
minative Fihigkeit besitzt. Die CD103-positiven T-Zellen liegen mit einer AUC = 0,74
(0,63-0,85) darunter, wihrend sich die CD103-positiven Anteile der CD4-Zellen mit einer
AUC = 0,71 (0,60-0,82) am wenigsten zum Sarkoidosenachweis bzw. -ausschluss eignen.
Die zur besseren Vergleichbarkeit errechnete AUC des CD4/CD8-Quotienten ergab mit
einem Wert von 0,79 (0,67-0,90) die beste Testaussagekraft.
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Abb. 4.14: Fall 1: ROC-Kurven mit Bezug auf histologisch gesicherte Sarkoidosen

36



4 Ergebnisse

Tab. 4.11: Fall 1: AUC

Variablen fiir Testergebnis Flache Signif. 95% KI
Untergr. Obergr.
CD 103+ der T-Zellen (in %) 0,74 <0,001 0,63 0,85
CD 103+ der CD4+ (in %) 0,71 0,001 0,60 0,82
CD 103CD4/CD4 0,78 <0,001 0,68 0,87
CD4/CD8 0,79 <0,001 0,67 0,90

Im Fall 2, dem Vergleich zwischen Patienten mit klinisch diagnostizierter Sarkoidose
und Nicht-Sarkoidose-Patienten, fillt die Testqualitdt massiv ab. Wahrend die AUC der
CD103-positiven T-Zellanteile auf 0,55 (95% KI: 0,49-0,62) und der CD103CD4/CD4-
Ratio auf 0,52 (0,45-0,58), mit nicht-signifikanten Ergebnissen (p = 0,14 bzw. 0,625),
absinkt, kehrt sich der Zusammenhang zwischen CD103-positiven CD4-Zellanteilen und
Sarkoidose sogar in eine positive Korrelation mit einer AUC von 0,38 (0,32-0,45) um.

Im Gegensatz zu den Verdnderungen der Testqualitit der CD103-Werte steigt die AUC
des CD4/CD8-Quotienten von 0,783 im Fall 1 beim Fall 2 auf 0,85 (0,80-0,89) an. Da das
vorliegen hoher CD4/CD8-Ratios héufig zur klinischen Diagnosestellung der Sarkoidose

beitrug, war dieses Ergebnis jedoch zu erwarten und liefert keinerlei neue Erkenntnisse.
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Abb. 4.15: Fall 2: ROC-Kurven mit Bezug auf klinisch diagnostizierte Sarkoidosen

Tab. 4.12: Fall 2: AUC

Variablen fiir Testergebnis Flache Signif. 95% KI
Untergr. Obergr.
CD 103+ der T-Zellen (in %) 0,55 0,14 0,49 0,62
CD 103+ der CD4+ (in %) 0,38 0,001 0,32 0,45
CD 103CD4/CD4 0,52 0,625 0,45 0,58
CD4/CD8 0,85 <0,001 0,80 0,89

Im Fall 8, der Abgrenzbarkeit der Sarkoidose von der sehr heterogenen Gruppe anderer
interstitiellen Lungenerkrankungen mittels CD103, wurden Patienten, welche von keiner
ILD und keiner Sarkoidose betroffen waren, nicht berticksichtigt. Die histologisch gesicherte

Diagnose der Sarkoidose wurde vorausgesetzt.
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Abb. 4.16: Fall 3: ROC-Kurven mit Bezug auf histologisch gesicherte Sarkoidosen im Vergleich zu
anderen ILDs

Die Flachen unter den Kurven unterschieden sich im Fall 3 nur duflerst geringfiigig von
den Ergebnissen des Falles 1. Jedoch eignete sich die CD103CD4/CD4-Ratio (AUC: 0,79;
0,69-0,89) diesmal am besten zur Differenzierung, gefolgt von der CD4/CD8-Ratio (AUC:
0,77; 0,65-0,88; vgl. Tabelle. Die Differenzierungsfihigkeit der CD103-Werte in Bezug
auf die Abgrenzung von Patienten mit histologisch gesicherter Sarkoidose scheint somit in
diesem Fall unabhéngig davon zu sein, ob die Vergleichsgruppe an anderen ILDs erkrankt

ist oder nicht.

Tab. 4.13: Fall 3: AUC

Variablen fiir Testergebnis Fliche Signif. 95% KI
Untergr. Obergr.
CD 103+ der T-Zellen (in %) 0,74 <0,001 0,63 0,86
CD 103+ der CD4+ (in %) 0,73  <0,001 0,62 0,84
CD 103CD4/CD4 0,79 <0,001 0,69 0,89
CD4 / CD8 0,77 <0,001 0,65 0,88

In der Studienpopulation zeigte sich, dass die histologisch gesicherten Sarkoidosen sich von
Nicht-Sarkoidosen (Fall 1, mit einer AUC = 0,78) und von anderen ILDs (Fall 3, mit einer
AUC = 0,79) durch die CD103CD4/CD4-Ratio gleich gut abgrenzen lassen. Die Anteile an
CD103-positiven T-Zellen und CD103-positiven T-Helferzellen besitzen im Gegensatz eine
niedrigere diskriminative Fihigkeit. Anders als die histologisch gesicherten Sarkoidosen
sind die klinisch diagnostizierten Sarkoidosen hingegen mit einer AUC von maximal 0,5
(durch die CD103-positiven T-Zellen) nicht ausreichend von den weiteren oben genannten

Gruppen differenzierbar.
Da im Fall 2, der Differenzierung zwischen Patienten mit klinisch gesicherter Sarkoido-

se und Nicht-Sarkoidosepatienten, die CD103-assoziierten Werte keine ausreichende AUC

vorweisen, werden in den folgenden Abschnitten nur noch Fall 1 und Fall 3 beriicksichtigt.
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4.6.3 Bestimmung von Cut-Off-Werten

Zur weiterfithrenden Analyse der diagnostischen Wertigkeit des Markers CD103 erfolgten
Berechungen von Cut-Off-Werten nach unterschiedlichen Methoden. Die ermittelten Wer-
te wurden anschlieffend untereinander verglichen.

Eine der Methoden besteht in der Bestimmung des Youden-Index (siehe [3.7.3), welcher
mit folgender Formel berechnet wird:

Sensitivitdt + Spezifitdt — 1.

Zusitzlich wurden Cut-Off-Werte entsprechend dem Vorgehen von Heron et. al. 2008 [24]
bestimmt. Sie entsprechen dem Punkt, an dem die Sensitivitédt ungefihr gleich der Spezi-
fitat ist.

Die initiale Bestimmung der Werte erfolgte fiir den Fall 1, der Abgrenzungsfahigkeit von
Sarkoidosepatienten von allen Nicht-Sarkoidosepatienten. Anschliefend wurde untersucht,
ob sich die Cut-Off-Werte und entsprechenden Testgiitekriterien fiir den Fall 3 nennens-
wert davon unterscheiden, sodass ggf. beriicksichtigt werden muss, fiir welchen Fall die
CD103-assoziierten Werte angewandt werden.

Obwohl, wie in Abschnitt beschrieben, erst eine CD4/CD8-Ratio iiber 3,5 erhoht gilt,
wurde fiir die vorliegende Population ein Cut-Off von 3,0 gewéhlt, da dieser dem héchsten
Youden-Index entspricht (hier nicht dargestellt) und auch von Heron et al. [24] verwendet

wurde.

Fur Fall 1:

Nach Youden ergab sich dabei fiir die CD103-positiven T-Zellanteile ein Cut-Off von <
33,6% (Sensit.: 79,2%, Spezif.: 66,3%), fiir die CD103-positiven CD4-Zellanteile ein Cut-Off
von < 19,1% (Sensit.: 78,3%, Spezif.: 58,9%) und die CD103CD4/CD4-Ratio ein Cut-Off
von < 0,345 (Sensit.: 91,7%, Spezif.: 59,6%).

Die ungefdhre Gleichheit von Sensitivitdt und Spezifitdt wurde bei den CD103+ Antei-
len aller T-Zellen mit einem Cut-Off von < 28,8% (Sensit.: 70,8%, Spezif.: 73,1%), den
CD1034 CD4-Zellen von < 16,8% (Sensit.: 65,2%, Spezif.: 65,1%) und der CD103CD4/CD4-
Ratio von < 0,275 (Sensit.: 75,0%, Spezif.: 68,8%) erreicht (siche Tabelle [4.14)).

Zur besseren Vergleichbarkeit erfolgte auch die Analyse der CDC4/CD8-Ratio. Dabei zeig-
te sich bei einem Cut-Off nach Youden von 3,0 (Sensit.: 66,7%, Spezif.: 84,3%) und einem
Cut-Off von 2,3 bei in etwa angenihert gleichen Sensitivititen und Spezifititen (Sensit.:
70,8%, Spezif.: 70,8%) eine vergleichbare Testgiite. Die CD103CD4/CD4-Ratio mit ei-

Tab. 4.14: Fall 1: Cut-Off-Werte der einzelnen Zellgruppen
Cut-Off nach Youden Sensit. entspr. etwa Spezif.
Wert  Sensit. Spezif. Wert Sensit.  Spezif.

CD103+ der T-Zellen 33,6% 79,2% 66,3% 288%  70,8% 73,1%
CD103+ der CD4+ Zellen 19,1%  78,3%  58,9% 16,8% 65,2% 65,1%
CD103CD4/CD4-Ratio 0,345 91,7%  59,6% 0,275  75,0% 68,8%
CD4/CD8-Ratio 3,0 66,7% 84,3% 2,3 70,8% 70,8%

nem Cut-Off von 0,345 nach Youden zeigt dabei mit 91,7% die hochste Sensitivitéit aller
CD103-assoziierter Werte. Die hochste Spezifitit von 73,1% besitzt der Cut-Off von 30,7%
bei gleicher Sensitivitdt und Spezifitéit bei den CD103-positiven T-Zellanteilen.

Die CD103-positiven Anteile der CD4-Zellen sind geméf} dieser Studie fiir den Fall 1 den
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anderen untersuchten Werten im Hinblick auf den Nachweis/den Ausschluss von Sarkoi-

dose unterlegen.

Fiir Fall 3:

Bei den Analysen fiir den Fall 3 blieben sowohl die Cut-Offs nach Youden aller Marker als
auch deren Sensitivitdten unveréindert, wahrend die Spezifitdten ein wenig abwichen. Bei
den CD103-positiven Anteilen der T-Zellen stiegen die Spezifititen geringfiigig auf 66,7%
(zuvor 66,3%), bei den CD103-positiven Anteilen der CD4-Zellen auf 62,7% (zuvor 58,9%)
und bei der CD103CD4/CD4-Ratio auf 62,1% (zuvor 59,6%). Bei der CD4/CD8-Ratio fiel
die Spezifitit von 84,3% auf 80,8% ab.

Die Punkte der Gleichheit von Sensitivitdt und Spezifitdt blieben ebenfalls nahezu un-
verdndert bei gleichen Sensitivitdten und nur leicht veréinderten Spezifitéiten.

Somit ist die Anwendung der CD103-assoziierten Marker mit gleichen Cut-Off-Werten fiir
die Differenzierungen sowohl zwischen Sarkoidose- und allen Nicht-Sarkoidosepatienten als
auch zwischen Sarkoidosepatienten und Patienten mit anderen ILDs bei der betrachteten
Studienpopulation moéglich. Auch die Testgiite unterscheidet sich zwischen diesen beiden

Féllen kaum.

4.6.4 Cut-Off-Werte und deren Testgiite in Abhangigkeit von der
CD4/CD8-Ratio

Eine weitere interessante Frage ist, ob die CD103-assoziierten Werte - allen voran die
CD103CD4/CD4-Ratio, die mit 91,7% eine ausgesprochen hohe Sensitivitéit aufwies - auch
bei Patienten mit normaler oder niedriger CD4/CD8-Ratio in der Lage sind, eine Sarkoido-
se von anderen Erkrankungen abzugrenzen. Dies wurde mittels der CD103CD4/CD4-Ratio
fiir den Fall 1 iiberpriift. Sowohl fiir die Patienten mit erhohter (> 3,0) als auch fiir die mit
normaler bzw. niedriger CD4/CD8-Ratio (< 3,0) wurden dafiir die Testgiitekriterien bei
einem Cut-Off von 0,345 (wie in Abschnitt ermittelt) fiir CD103CD4/CD4 bestimmt

(vgl. Abb. und Tab. {4.15).

Tab. 4.15: Anzahl der Patienten je nach Erkrankung und CD4/CD8-Ratio
Keine ILD Sarkoidose Andere ILD AUC Sensit. Spezif.
CD4/CD8 > 3,0 n = 28 n =16 n =35 0,78 87,5%  50,8%
CD4/CD8 < 3,0 n=196 n=2_8 n = 142 0,70 87,5% 61,8%

In der Gruppe der Patienten mit einer CD4/CD8-Ratio > 3,0 zeigte sich eine AUC von
0,78. Die Sensitivitit lag bei 87,5%, wihrend die Spezifitit nur 50,8% betrug.

Bei Patienten mit einer CD4/CD8-Ratio < 3,0 lag die AUC mit nur 0,70 zwar niedriger,
jedoch ergab sich die gleiche Sensitivitdt von 87,5% bei einer sogar besseren Spezifitit von
61,8%. Zu beachten ist die niedrige Anzahl an Sarkoidosepatienten von 16 bei einer Ratio
grofler-gleich 3 bzw. 8 bei einer Ratio unter 3, die die Aussagekraft dieser Analysen ein-
schrénken. Dennoch scheint die CD103CD4/CD4-Ratio auch bei Patienten mit niedriger
CD4/CD8-Ratio Sarkoidosepatienten gut abgrenzen zu kénnen und ist in der vorliegenden
Arbeit somit von der CD4/CD8-Ratio unabhéngig.
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Abb. 4.17: ROC-Kurve fiir CD103CD4/CD4 abhiingig von der CD4/CD8-Ratio

4.6.5 Betrachtung der CD103CD4/CD4-Ratio zusammen mit weiteren
Werten

Wihrend die CD103CD4/CD4-Ratio mit einem Cut-Off von 0,345 fiir sich allein betrach-
tet zwar eine sehr gute Sensitivitéit (Fall 1 und 3 jeweils 91,7%) besitzt, liegt die Spezifitéit
relativ niedrig (Fall 1: 59,6%, Fall 3: 62,1%). Eine Verbesserung der Spezifitét ist bei der
gleichzeitigen Betrachtung mehrerer durchflusszytometrischer Werte zu erhoffen. Dies lésst
sich damit erklidren, dass die Wahrscheinlichkeit, bei Nicht-Sarkoidosepatienten multiple
sarkoidosetypische Verdnderungen zu finden, sehr niedrig ist. Diese Wahrscheinlichkeit
miisste bei zunehmender Zahl an betrachteten Markern weiter abfallen.

Marker, die bei Sarkoidose typischerweise verdndert und mit der CD103CD4/CD4-Ratio
zusammen einfach zu bestimmen sind, sind die CD4/CD8-Ratio und der Lymphozyten-
anteil in der BAL.

Die Auswirkungen dieser verbundenen Tests werden sowohl fiir Fall 1, dem Vergleich zwi-
schen histologisch gesicherten Sarkoidose und allen nicht-Sarkoidosepatienten, sowie fiir
den Fuall 3, dem Vergleich zwischen histologisch gesicherten Sarkoidose und Patienten mit
anderen ILDs (siehe [4.6.2)), untersucht.

Fall 1:

Um die Moglichkeiten einer Anwendung der CD103CD4/CD4-Ratio zusammen mit an-
deren Markern auszuloten, wurden Tests mit gleichzeitiger Betrachtung von zwei und
anschlieBend drei Markern durchgefiihrt. Diese werden nachfolgend als Zweifach- und Drei-
fachtest bezeichnet.

Beim Zweifachtest entspricht eine CD4/CD8-Ratio > 3,0 zusammen mit einer CD103CD4/
CD4-Ratio < 0,345 einem positiven Testergebnis fiir Sarkoidose.

Tabelle gibt die entsprechenden Fallzahlen nach Testdurchfithrung wieder. Die Be-
rechnung der Giitekriterien bei Betrachtung der CD4/CD8- (Cut-Off > 3,0) und CD103-
CD4/CD4-Ratio (Cut-Off < 0,345) erfolgte somit folgendermafen:

e richtig-positiv 15
S tivitdt = =— =0,625 4.1
NSO = Cesamt-Sarkoidose . 24 ’ (4.1)
richtig-negativ 368

Spezifitit =

= —=0,918 4.2
Gesamt-keine-Sarkoidose 401 ’ (4.2)
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Tab. 4.16: Fall 1: Tests auf Sarkoidose mit multiplen Werten

Test Sarkoidose Test Sarkoidose
Ja. Nein Gesamt Ja Nein Gesamt
Positiv 15 33 48 Positiv. 13 18 31
Negativ 9 368 377 Negativ 11 381 392
Gesamt 24 401 425 Gesamt 24 399 423
(a) CD4/CD8 und CD103CD4/CD4 (b) Lymphozytenanteil, CD4/CD8

und CD103CD4/CD4

Cut-Off-Werte fiir Sarkoidose:
Lymphozytenanteil > 20%, CD4/CD8 > 3,0, CD103CD4/CD4 < 0,234

T
ppy = (g positiv: 15 _ ) (4.3)

~ gesamt-positiv 48

ichtig- ti 368
NPV = rentgnega Z,U =—=0,976 (4.4)
gesamt-negativ 377

Dabei ergibt sich im Vergleich zu den einzeln getesteten Cut-Off-Werten bei diesem Zweifach-
Test eine deutlich verbesserte Spezifitdt von 91,8%, wihrend die Sensitivitit auf 62,5%
abfillt (siehe Formel 3.2 und 3.1).

Bei unbekannter vorliegender Erkrankung betréigt der positiv pradiktive Wert nur 31,3%,
wéhrend der negativ priadiktive Wert bei 97,6% liegt (siehe Formel 3.3 und 3.4).

Zum Vergleich: der negativ pradiktive Wert bei einem Test, der keine einzige Sarkoidose
erkennt, betrigt noch immer 93,3%!

Die Hinzunahme der bei Sarkoidose typischerweise erhéhten Lymphozytenanteile (vgl.
als dritten Marker bildet den Dreifachtest. In diesem Fall wurde der von Bretagne
et al. [45] vorausgesetzte Cut-Off von > 20% Lymphozyten iibernommen und mit der
CD4/CD8- (Cut-Off > 3,0) und CD103CD4/CD4-Ratio (Cut-Off < 0, 345) gekoppelt. Ein
positiver Test entsprach dem Uberschreiten der genannten Cut-Off-Werte der CD4/CD8-
Ratio und der Lymphozyten sowie dem Unterschreiten der genannten Cut-Off-Werte der
CD103CD4/CD4-Ratio.

Tabelle gibt die entsprechenden Patientenzahlen wieder, die sich nach Durchfithrung
des Dreifachtests ergaben. Bei einem Lymphozytenanteil > 20%, einer CD4/CD8-Ratio
> 3,0 und CD103CD4/CD4-Ratio < 0,345 ergeben sich somit folgende Giitekriterien:

o 13 e 381
Sensitivitdt = 54 = 0,542 Spezi fitit = 399 — 0,955 (4.5)
13 381
PPV = — =0,419 NPV = — =0,972 4.6
31 ’ 392 ’ (4.6)

Im Vergleich mit dem Zweifachtest ergibt sich hier eine weitere Zunahme der Spezifitat auf
95,5% (zuvor 91,8%) mit einer relativ deutlichen Einbufie der Sensitivitit die nun 54,2%
betrigt (zuvor 62,5%). Auffillig ist eine Verbesserung des PPV auf 41,9% (zuvor 31,3%)
bei einem annihernd gleichen NPV von 97,2% (zuvor 97,6%).

Der Dreifachtest erweist sich somit als spezifischster und die CD103CD4/CD4-Ratio allein

als sensitivster Test auf Sarkoidose.
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Fall 3:

Die Bestimmung der Giitekriterien fiir den Fall 3, der Abgrenzung der Sarkoidose von
anderen ILDs, erfolgte, um abschéitzen zu kénnen, wie sich die diagnostische Aussagekraft
der CD103CD4/CD4-Ratio veréndert, wenn andere Diagnosen, die eine BAL erforderlich
machen, aber nicht zur Gruppe der ILDs gehoren, ausgeschlossen werden. Bei Patienten oh-
ne diagnostizierte ILD stand die Verdachtsdiagnose einer Sarkoidose héchstwahrscheinlich
deutlich seltener im Raum, weshalb der Vergleich nur mit ILDs fiir die klinische Anwend-
barkeit wichtig ist.

Tabelle [{.17h und b zeigen die Ergebnisse der bereits oben vorgestellten Zweifach- und
Dreifachtests fiir Fall 3. Die Cut-Off-Werte von 3,0 fiir die CD4/CD8-Ratio, 0,345 fiir die
CD103CD4/CD4-Ratio und 20% fiir den Lymphozytenanteil wurden beibehalten.

Tab. 4.17: Fall 3: Tests auf Sarkoidose mit multiplen Werten

Test Sarkoidose Test Sarkoidose
Ja Nein Gesamt Ja Nein Gesamt
Positiv. 15 19 34 Positiv. 13 18 31
Negativ. 9 158 167 Negativ 11 159 170
Gesamt 24 177 201 Gesamt 24 177 201
(a) CD4/CD8 und (b) Lymphozytenanteil, CD4/CD8
CD103CD4/CD4 und CD103CD4/CD4

Cut-Off-Werte fiir Sarkoidose:
Lymphozytenanteil > 20%, CD4/CD8 > 3,0, CD103CD4/CD4 < 0,234

Die Berechnung der daraus folgenden Testgiitekriterien erfolgte wie gehabt aus den be-
treffenden Werten der Tabellen:

Zweifachtest: 5 158
Sensitivitit = 1= 0,625 Spezifitit = 77 = 0,893 (4.7)
15 158
PPV = — =0,441 NPV = — = 4 4.
V=z=0, V= 1= = 0,946 (4.8)
Dreifachtest:
Sensitivitit — 2> — 0,542 Spezifitit — 02 — 0,808 (4.9)
ensitivitit = o2 =0, pezifitit = == =0, .
13 159
PPV = = =0.41 NPV = — = 4.1
V=2 = 0,419 V= s = 0,935 (4.10)

Auch im Fall 3 stieg die Spezifitit bei Betrachtung mehrerer Marker stark an: von 62,1%
bei der CD103CD4/CD4-Ratio allein auf 89,8% beim Dreifachtest (Zweifachtest: 89,3%).
Die Sensitivitit hingegen fiel, wie auch zuvor, von 91,7% auf nur 54,2% beim Dreifachtest
(Zweifachtest: 62,5%).

Die besten pradiktiven Werte wurden diesmal jedoch bei der Anwendung des Zweifachtests
erreicht. Sie hatten einen PPV von 44,1% und einen NPV von 94,6%, wihrend beim
Dreifachtest nur ein PPV von 41,9% und einen NPV von 93,5% zu verzeichnen war. Dieser

Unterschied ist jedoch vernachléssigbar.
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4.6.6 Vergleich der Testgiitekriterien nach Fall und verwendeten Markern

Die Testgiitekriterien der CD103CD4/CD4-Ratio allein und im Zweifach- und Dreifachtest
fir Fall 1 und Fall 3 werden in Tabelle fiir eine bessere Vergleichbarkeit dargestellt.
Dabei erfolgte der Vergleich zwischen Fall 1 und Fall 3 mit jeweils folgenden Tests:

Test (a): CD103CD4/CD4-Ratio allein mit Cut-Off von < 0,345

Test (b): Zweifachtest mit CD103CD4/CD4-Ratio (< 0,345) und CD4/CD8-Ratio (> 3,0)
Test (c): Dreifachtest mit Lymphozytenanteil (> 20%), CD4/CD8-Ratio (> 3,0) und
CD103CD4/CD4-Ratio (< 0,345).
Grundsétzlich findet sich die bes-
te Sensitivitdt jeweils bei Test (a)
und die hochste Spezifitit bei Test
(c). Wihrend die Sensitivitdt un-

Tab. 4.18: Vergleich der Giitekriterien (Werte in %)
Test Sensit. Spezif. PPV NPV

_ oenst Fall1 (a) 91,7 59,6 11,9 99,2
abhéingig vom Fall ist, weist Test (c) (b) 9.5 918 313 976
im Fall 3 eine niedrigere Spezifitét (©) 5472 95’5 41,9 97’2

C b b b b

auf als im Fall 1 (89,9% zu 95,5%).
R ' Fall 3 (a) 01,7 62,1 247 982

Fiir Test (a) gilt dies in geringe-
(b) 625 893 44,1 946

rem Mafle umgekehrt (62,1% im Fall
3 gegeniiber 59,6% im Fall 1). Der
hochste positiv pradiktive Wert fin-
det sich mit 44,1% bei Fall 3, Test
(b). Bei alleiniger Verwendung von CD103CD4/CD4 sind die PPV sehr niedrig. Fall 3
weist hohere Werte auf als Fall 1 (nur 11,9% bei Fall 1 (a) und 24,7% bei Fall 3 (a)). Die
negativ pradiktiven Werte sind aufgrund der niedrigen Prévalenz und dementsprechend
auch relativ niedrigen Vortestwahrscheinlichkeit (siehe der Sarkoidose hingegen sehr
hoch. Im Fall 1 werden im direkten Vergleich bessere NPVs erreicht als im Fall 3. Den
hochsten Wert erreicht Test (a) im Fall 1 mit 99,2% (98,2% im Fall 3).

Die Testgiitekriterien fiir Fall 1 und Fall 3 unterscheiden sich insgesamt nur geringfiigig.

(c 54,2 89,8 41,9 935

Cut-Offs: Lymphoz. > 20%, CD103CD4/CD4 <
0,345, CD4/CD8 > 3,0

~—

Obwohl im Fall 1, insbesondere beim Dreifachtest, bessere Ergebnisse erzielt wurden, 1asst
sich die CD103CD4/CD4-Ratio fiir beide Fille &hnlich gut anwenden.

4.6.7 Vergleich der eigenen Ergebnisse mit anderen Studien

Aufgrund der sehr unterschiedlichen und teils widerspriichlichen Ergebnisse der &lteren
Publikationen (siehe [23-25, 45|, ist ein Vergleich mit den eigenen Ergebnissen ein
wichtiger Schritt.

Tabelle stellt die entsprechenden Werte der anderen Arbeiten in der Spalte ,fremde
Werte®“ den ,eigenen Werten“ gegeniiber, die zur besseren Vergleichbarkeit mit den je-
weiligen Cut-Offs der anderen Arbeiten bestimmt wurden. Je nach Studienpopulation der
zu vergleichenden Arbeit werden entweder Werte vom Fall 1 (Sarkoidose vs. alle Nicht-
Sarkoidosen) oder vom Fall 3 (Sarkoidose vs. andere ILDs) zum Vergleich verwendet.
Die vielversprechenden Ergebnisse von Mota et al. [25] bei Cut-Off-Werten der CD103CD4/
CD4-Ratio von 0,45 konnten bei der eigenen Gruppe nicht reproduziert werden. Wéahrend
beim Cut-Off von < 0,45 die Sensitivitit mit etwa 92% deutlich hoher liegt, fillt die
Spezifitit mit 49% im Vergleich zu den 78% von Mota et al. deutlich ab. Von den Wer-

44



4 Ergebnisse

Tab. 4.19: Vergleich der eigenen Ergebnisse mit anderen Publikationen

Fremde Werte

Eigene Werte

Quelle Zellen Cut-Off  Sensit. Spezif. Sensit. Spezif.
Heron [24] CD4/CD8 >3 6%  T3% 66,% 80,2%
(Sarkoidose: n = 56 CD103CD4/CD4 < 0,2 - - 542%  83,6%
Ges. n = 119) Kombination 3&0,2 66% 89%  41,7%  94,9%
Mota [25] CD103 der CD4 < 17,85 1% 80% 69,6%  68,4%
(Sarkoidose: n = 41 CD103CD4,/CD4 < 0,45 81% 8%  91,7%  48,6%
Ges. n = 86) CD103CD4/CD4 < 0,25 63% 91% 62,5% 76,3%
Hyldgaard [44] CD4/CD8 >38  42%  91% 542%  90.5%
(Sarkoidose: n = 19 CD103CD4,/CD4 > 0,22 63% 76%  542%  79,6%
Ges. n = 107) Kombination 3,8 & 0,22 42% 91% 41, 7%  97,3%
Bretagne [45] CD4/CD8 >3 58% 80% 66,7%  84,0%
(Sarkoidose n = 53 CD103CD4/CD4 <0,2 94% 18%  54,2%  82,5%
Ges. n = 207) CD103CD4,/CD4 < 0,22 85% 28%  54,2%  79,6%
Eigene Arbeit CD4/CDS8 >3 - - 66,7%  84,0%
(Sarkoidose n = 24 CD103CD4/CD4 < 0,345 - - 91,7%  59,6%
Ges. n = 425) Kombination 3 & 0,345 - - 62,5% 91,8%

Die Ergebnisse von Heron et al. und Mota et al. werden mit den eigenen Ergebnissen des
Falles 3, die Ergebnisse von Hyldgaard et al. und Bretagne et al. mit den eigenen Ergebnissen
des Falles 1 verglichen. Die Werte bei den eigenen Cut-Offs entstammen ebenfalls dem Fall 1.

ten bei Heron et al. [24] weichen die in der vorliegenden Arbeit gewonnen Werte weniger
gravierend ab. Bei gleichzeitiger Betrachtung der CD4/CD8- und CD103CD4/CD8-Ratio
zeigt sich bei der eigenen Untersuchung eine bessere Spezifitit (94,9% zu 89%), aber eine
deutlich schlechtere Sensitivitat (41,7% zu 66%).

Die Ergebnisse von Bretagne et al. [45] stehen im Gegensatz sowohl zu dieser Arbeit, als
auch den Ergebnissen von Mota et al. und Heron et al.. Die Werte von Bretagne et al. un-
terscheiden sich durch eine extrem hohe Sensitivitéit (94%) und extrem niedrige Spezifitét
(18%) bei einem Cut-Off von 0,2 des CD103CD4/CD4-Quotienten stark von den anderen
Arbeiten, die in diesem Cut-Off-Bereich durch eine gute Spezifitét bestachen. Die eigenen
Ergebnisse beim Cut-Off von 0,2 lieferten eine Sensitivitéit von 54,2% und eine Spezifitit
von 82,5%.

Auffillig sind vor allem die Unterschiede in den ermittelten Cut-Off-Werten der einzelnen
Arbeiten fiir die CD103CD4/CD4-Ratio, die von maximal 0,45 bis minimal 0,2 reichen.
Der eigene Cut-Off von 0,345 liegt etwa in der Mitte. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit zeigen zwar erneut einen klaren Zusammenhang zwischen CD103 und Sarkoidose,
passen vom Muster der Ergebnisse jedoch nicht klar zu einer der anderen Arbeiten. Die
genaue Interpretation der Ergebnisse im Vergleich zu denen der anderen Arbeiten erfolgt
in Abschnitt mit zusédtzlichem Augenmerk auf die Unterschiede im Studiendesign.

4.6.8 CD103 in Abhangigkeit vom radiologischen Stadium

Bereits in anderen Arbeiten wurde eine erhohte CD103CD4/CD4-Ratio in der BAL bei
Patienten im fortgeschrittenen Rontgenstadium (vgl. Abb. der Sarkoidose festgestellt
[24] 25 [38].

Auch in dieser Arbeit zeigte sich die CD103CD4/CD4-Ratio im Stadium I mit einem Me-
dian von 0,12 als relativ niedrig, jedoch mit einer breiten Streuung, die sich im grofien
IQR von 0,25 widerspiegelt. Da die Fallzahlen in den Stadien II (n = 7) und III (n = 3)
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sehr niedrig sind, ist die Formulierung einer Aussage schwierig, obwohl die Mediane dieser
beiden Gruppen im Vergleich zum Stadium I zunehmend ansteigen.

Die Gruppe der Patienten mit Lungenfibrose (n = 46), deren Genese nicht beriicksichtigt
wird, liegt mit einem Median von 0,44 relativ deutlich oberhalb derer der Sarkoidosestadi-
en. Das Stadium IV, die Lungenfibrose aufgrund von Sarkoidose (siche Abb. , lie sich
retrospektiv nicht sicher diagnostizieren, da die Ursache der Fibrose retrospektiv schwierig
zu ermitteln ist und fibrotische Verdnderungen trotz einer vorliegenden Sarkoidose auch
von anderen Erkrankungen verursacht sein kénnen. Somit wurden alle Sarkoidosepatien-

ten mit radiologischem Nachweis fibrotischer Verdnderungen der unspezifischen Gruppe

der Lungenfibrosen zugeordnet.

Alle genannten Werte finden sich in Tabelle [£.20] zusammengefasst und graphisch in Abb.

dargestellt.

4 Ergebnisse

Tab. 4.20: CD103CD4/CD4-Ratio in Abhingigkeit vom radiologischen Stadium

Anzahl Median IQR Mittelwert Std.-Abw.
Unauffillig 55 0,35 0,38 0,40 0,26
unkl. Stadium 9 0,29 048 0,46 0,40
Stadium 0 3 0,34 - 0,31 0,08
Stadium I 17 0,12 0,25 0,35 0,67
Stadium 1T 7 0,19 0,11 0,20 0,07
Stadium IIT 3 0,27 - 0,30 0,05
Fibrose 46 044 0,26 0,47 0,24

1,00

,80

,60

CD103CD4/CD4-Ratio
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Abb. 4.18: CD103CD4/CD4-Quotient in Abhiingigkeit vom radiologischen Stadium
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4 Ergebnisse

4.7 Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse

Der bisherige Ergebnisteil hat zu den verschiedenartigsten Erkenntnissen gefiihrt. Zum

Abschluss sollen sie hier zur einfacheren Ubersicht kurz zusammengefasst werden:

Bei Rauchern konnte im Vergleich zu Nichtrauchern mittels ROC-Kurven fiir die CD103-
assoziierten Werte eine deutlich schlechtere Fiahigkeit, Sarkoidose von anderen Erkran-
kungen abzugrenzen, gezeigt werden. Als Konsequenz wurde die Gruppe der Raucher ab
Abschnitt von weiteren Analysen ausgeschlossen (vgl. Abschnitt .

Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die Immunsuppression hingegen keinen nach-
weisbaren Effekt auf die CD103-assoziierten Marker hatte (vgl. [4.8).

Der CD103-assoziierte Marker mit der besten Differenzierungsfihigkeit in Bezug auf Sar-
koidose ist die CD103CD4/CD4-Ratio mit einem Cut-Off von < 0,345. Thre Testgiite
entspricht in etwa der CD4/CD8-Ratio (Cut-Off von > 3,0) mit einer im Vergleich besse-
ren Sensitivitit, allerdings schlechteren Spezifitéit (vgl. . In der Diskussion wird auf
die Relevanz dieses Ergebnisses eingegangen.

Alle Patienten ohne diagnostizierte Sarkoidose (als Fall 1 bezeichnet) lassen sich ebenso
gut wie Patienten mit ausschlieflich interstitiellen Lungenerkrankungen (als Fall 3 be-
zeichnet) mittels der CD103CD4/CD4-Ratio von Patienten mit histologisch gesicherter
Sarkoidose abgrenzen (vgl. .

Die CD4/CD8-Ratio muss bei Verwendung der CD103CD4/CD4-Ratio nicht speziell be-
achtet werden. Sowohl bei erhohter (> 3), als auch bei normaler bzw. niedriger (< 3)
CD4/CD8-Ratio weist die CD103CD4/CD4-Ratio bei dem Cut-Off von 0,345 eine hohe
Sensitivitit auf. Die Spezifitéit ist entsprechend den von der CD4/CD8-Ratio unabhéngigen
Ergebnissen auch hier deutlich niedriger (vgl. .

Bei gemeinsamer Betrachtung von Lymphozytenanteil, CD4/CD8-Ratio und CD103CD4/
CD4-Ratio lasst sich die Spezifitdat des Tests auf Kosten der Sensitivitédt deutlich steigern.
Dabei steigen auch die positiv pradiktiven Werte fiir die vorliegende Studienpopulation
stark an, die bei alleiniger Betrachtung der CD103CD4/CD4-Ratio sehr niedrig waren.
Bei Fall 1 ergeben sich bei Betrachtung aller drei Marker geringfiigig bessere Ergebnisse
als bei Fall 3 (vgl. [4.6.5).

Im Hinblick auf die radiologischen Sarkoidosestadien schien sich, trotz sehr geringer Patien-
tenzahlen, der Anstieg der CD103-assoziierten Werte bei hoheren radiologischen Stadien,
wie in anderen Arbeiten nachgewiesen [24] 25| 38|, auch in der vorliegenden Arbeit zu
bestétigen (vgl. .

Der in anderen Arbeiten gezeigte Zusammenhang zwischen niedrigen CD103-Werten und
Sarkoidose konnte eindeutig bestétigt werden. Die eigenen Ergebnisse passten jedoch nicht
klar zu einer dieser anderen Arbeiten, zumal diese auch untereinander sehr unterschiedliche
Beurteilungen beziiglich der Anwendbarkeit des Markers formulierten (vgl. .
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5.1 Analyse des Patientenkollektivs

Die Sammlung der Patienteninformationen erfolgte im Rahmen dieser Studie per retro-
spektiver Datenanamnese (Daten im Zeitraum vom 16.07.2015 bis 14.12.2016).

Die in der Universitétsklinik Halle (Saale) und im Klinikum Martha-Maria Halle-Dolau ge-
stellten Arbeitsdiagnosen wurden bei ausreichender Diagnosesicherheit iibernommen und
je nach Vollsténdigkeit des diagnostischen Vorgehens eingeteilt. Dies spielte insbesondere
bei den Sarkoidosen und Fibrosen eine grofie Rolle. Eine genauere Einteilung der anderen
ILDs (auBler Sarkoidose und Fibrose) erfolgte aufgrund der zumeist sehr niedrigen Fall-
zahlen nur teilweise.

Die Geschlechterverteilung der Patienten war mit 55,7% weiblich zu 44,3% ménnlich relativ
ausgeglichen. Entsprechend der ansteigenden Inzidenz interstitieller Lungenerkrankungen
generell im Alter von iiber 65 Jahren [78], sowie dem zusétzlichen Altersgipfel im jungen
Erwachsenenalter zwischen 20 und 39 Jahren bei Sarkoidose |7}, [17], lag die Altersvertei-
lung der Studienpopulation mit 50% Patienten > 60 Jahren und etwa 14% zwischen 20
und 39 Jahren im zu erwartenden Bereich.

Die Bestimmung des BMI erfolgte zur grundlegenden Einschétzung der Vergleichbarkeit
des Patientenkollektivs in Bezug auf die Gesamtheit. Mit etwa 35% priaadiposen und ca.
30% adiposen Patienten entsprach die Verteilung in etwa den Ergebnissen von Mensink et
al. in der DEGS-Studie des Robert-Koch-Institutes aus dem Jahre 2013 [79).

Besonders relevant im Hinblick auf den moglichen Einfluss auf die individuelle Zellzu-
sammensetzung der BAL-Fliissigkeiten war die Betrachtung des Rauchverhaltens. Von
770 Patienten mit erfragtem Rauchstatus ergaben sich 574 (74,5%) Nichtraucher und
135 (17,5%) Raucher. Die 61 (7,9%) Ex-Raucher wurden bei den Analysen aufgrund der
unbekannten Zeitspanne der Rauchabstinenz und damit verbundenen Beeinflussung der
Zellzusammensetzungen in jedwede Richtung nicht mit einbezogen. Da die Dokumentati-
on des Raucherstatus sehr unterschiedlich erfolgte, erwies sich eine Quantifizierung mittels

Pack-Years meist unmaoglich.

Die Gruppe der “Sarkoidosen als Verdachtsdiagnose* entspricht Patienten, die zum Zeit-
punkt der Auswertung keine fortgeschrittene Sarkoidosediagnostik durchlaufen haben und
somit noch nicht mit ausreichender Sicherheit einem spezifischen Krankheitsbild zugeord-
net werden konnen. Aufgrund der hohen Wahrscheinlichkeit des tatsdchlichen Vorliegens
einer Sarkoidose, aber einem unklaren Anteil an anderen Diagnosen, sind Werte dieser
Patientengruppe deshalb mit besonderer Vorsicht zu interpretieren und wurden in den
meisten Fillen von den Analysen ausgeschlossen.

Als “klinisch diagnostizierte Sarkoidosen* gelten Fille, bei denen die Diagnosen aufgrund
der entsprechenden klinischen Auspriagung, den Laborbefunden und/oder den radiologi-
schen Bildern, jedoch ohne histologische Sicherung, gestellt wurden. Der Anteil der klinisch
diagnostizierten Sarkoidosen variiert dabei sehr stark in Abhéngigkeit vom Vorgehen der
behandelnden Klinik. Da jedoch eine histologische Untersuchung zum aktuellen Zeitpunkt

noch als wichtigste Methode zur diagnostischen Sicherung gilt |7}, 19} 14, (17|, und die Anzahl
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an falsch positiven Diagnosen sich nicht gut abschétzen lésst, sind Ergebnisse, die in der
Gruppe der klinisch diagnostizierten Sarkoidosen erzielt wurden, nicht ausreichend sicher.
Als représentativste Gruppe sind die histologisch gesicherten Sarkoidosen zu betrachten,
deren Diagnose durch den Nachweis nicht-verkésender Granulome im bioptischen Praparat
in Kombination mit dem klinischen Bild nahezu bewiesen werden konnte. Die Aussage-

kraft von Ergebnissen dieser Gruppe ist deshalb am hochsten einzuschétzen.

Die radiologischen Befunde der Sarkoidosepatienten nach Diagnoseart zeigt Tabelle (S.
, wobei bei 20 von 28 histologisch gesicherten und 14 von 62 klinischen diagnostizierten
Fillen sarkoidosetypische Verinderungen (insgesamt 39 von 126) nachgewiesen werden
konnten. Im besten Fall wurde dadurch eine radiologische Stadieneinteilung erméglicht.
Sich radiologisch unspezifisch zeigende Verédnderungen wie eine interstitielle Zeichnungs-
vermehrung (n = 4), Lymphknotenschwellungen (nicht klassisch bihildr, n = 14) oder
eine geringgradige Fibrose (n = 7) kénnen durchaus auf eine Sarkoidose hindeuten, finden
sich aber ebenso bei einer Vielzahl anderer Erkrankungen, wie auch bei relevanten Diffe-
rentialdiagnosen. Ein moglicher Einfluss eines radiologischen Sarkoidosestadiums auf die
CD103-Zellen wurde in mehreren Arbeiten bereits gezeigt (24} 25, 38] und ist Gegenstand

der vorliegenden Arbeit.

Die fiir Fibrosen getroffene Unterteilung entspricht den histopathologischen Mustern NSIP
(n =7), UIP (n = 14) und CPFE (n = 1), welche in Kombination mit dem radiologi-
schen (v.a. mittels HRCT) und klinischen Befundbild die Form der Fibrose spezifizieren
konnen [80H82]. Da jedoch aufgrund stark eingeschriankter medikamentdser Optionen die
genaue Einteilung aktuell noch keine gravierenden therapeutischen Konsequenzen mit sich
gebracht hat und vorwiegend die Einschitzung der Prognose beeinflusst, werden Klassi-
fizierungen verschieden diskutiert und nicht immer durchgefiihrt [83]. Daraus resultieren
die hohen Zahlen an nicht genau klassifizierten Fibrosen (n = 45) in dieser Studie, wel-
che die genaue Analyse der Abh#ngigkeit der CD103-Zellanteile von der Lungenfibrose
massiv erschweren. Wegen der unterschiedlichen Pathophysiologien der sehr heterogenen
Krankheitsgruppe der Fibrosen, welche haufig eine gemeinsame Endstrecke verschiedener
interstitieller Lungenerkrankugen darstellt [84], ist davon auszugehen, dass sich die jewei-
ligen CD103-Zellanteile unterscheiden.

Als Gruppe der “anderen “ interstitiellen Lungenerkrankungen wurden alle Erkrankungen
des Lungenparenchyms (siehe Abschnitt aufler Sarkoidosen und Fibrosen definiert.
Nachgewiesen wurden dabei Félle von lymphozytérer Alveolitis (n = 13), nicht ndher de-
finierter Alveolitis (n = 13), eosinophiler Pneumonie (n = 3), COP (n = 8), eosinophilem
Syndrom (n = 2), EAA (n = 10) und Asbestose (n = 2). Der genaue Weg der Diagnose-
stellung konnte zumeist aktenanamnestisch nicht liickenlos nachvollzogen werden, so dass
die in der jeweiligen Klinik gestellten Diagnosen nicht zwingend als gesichert betrachtet
werden konnen. In 11 Féllen war zum Zeitpunkt der Aktendurchsicht noch keine genaue
Zuordnung zu einer Krankheitsentitét der ILDs erfolgt (genaue Verteilung in Tabelle .
Die insgesamt 62 Félle an “anderen ILDs* eignen sich dagegen gut zur Untersuchung der

Abgrenzbarkeit der Sarkoidose von anderen interstitiellen Lungenerkrankungen. Der Ver-
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gleich mit einzelnen genauen Diagnosen ist jedoch nur eingeschrinkt aussagekréftig.

Patienten ohne nachgewiesene ILD bilden die Gruppe ”keine ILD”, die keinesfalls mit einer
gesunden Vergleichsgruppe gleichgesetzt werden darf. Jede durchgefiihrte BAL erfolgte im
Rahmen des diagnostischen Vorgehens der vermuteten Grunderkrankung und setzte so-
mit eine klinische Notwendigkeit voraus. Eine weit gefdcherte Anzahl an Diagnosen ist in
dieser Gruppe vorhanden, die von infektiosen Erkrankungen wie einer Pneumonie bis zu
malignen Erkrankungen wie NSCLC reicht. Aufgrund der teils aufwendigen und schwie-
rigen Diagnosestellung lédsst sich das Vorhandensein von Patienten mit unerkannten ILDs

in dieser Gruppe jedoch nicht sicher ausschlieflen.

5.2 Bedeutung der Stérfaktoren fiir die Anwendung der
CD103CD4/CDA4-Ratio

5.2.1 Einfluss des Rauchens

In den Abschnittend.4.Tjund [£.6.1]wurde gezeigt, dass die Fihigkeit der CD103-assoziierten
Marker, Sarkoidose von anderen Erkrankungen abzugrenzen, bei Rauchern im Vergleich
zu Nichtrauchern deutlich abnimmt (vgl. Abb. [£.12).

Patienten mit Sarkoidose (sowohl klinisch und histologisch gesichert als auch als Ver-
dachtsdiagnose) wurden bei diesen Analysen ausgeschlossen, da der negative Einfluss
der Sarkoidose auf die CD103-Werte die Auswirkungen des Nikotinkonsums verschlei-
ern kénnte. Dies liegt insbesondere daran, dass die Anteile an Sarkoidosepatienten in den
einzelnen Rauchergruppen variieren (vgl. Tabelle. Der Anteil an Patienten mit Sarkoi-
dose/Sarkoidoseverdacht betrigt bei den Nichtrauchern 30,1%, bei den Rauchern hingegen
nur 20%, weswegen in der Gruppe der Nichtraucher allein aufgrund der Sarkoidosepatien-
ten durchschnittlich geringere CD103-Werte zu erwarten wéren als bei den Rauchern.
Den grundsétzlichen Einfluss vom Nikotinkonsum sieht man in Abb. und Tab,
die erhohte Anteile an CD103-positiven T-Zellen (40,0% zu 55,2% im Mittelwert) und
CD103CD4/CD4-Ratios (0,41 zu 0,61 im Median) bei Rauchern zeigen. Die CD103-positiven
Anteile der CD4-Zellen verénderten sich in geringerem Mafle, stiegen jedoch ebenfalls an
(22,0% zu 27,6% im Median).

Zwar wurden generell hohere CD103-Werte bei Rauchern nachgeweisen, jedoch ist die
Relevanz in Bezug auf die klinische Anwendbarkeit weiterhin unklar. Wére der Anstieg
der CD103-Werte bei Rauchern jeder Erkrankungsgruppe gleich grof}, wiirde die Fahigkeit,
Sarkoidosepatienten von Nicht-Sarkoidosepatienten abzugrenzen, dadurch nicht beeinflusst
werden. Einzig miissten unterschiedliche Cut-Off-Werte je nach Raucheranamnese verwen-
det werden.

Um den Einfluss des Rauchens auf die oben genannte klinische Anwendbarkeit zu un-
tersuchen, erfolgte die Erstellung von ROC-Kurven fiir die Fahigkeit der drei CD103-
assoziierten Marker, Sarkoidosepatienten von Nicht-Sarkoidosepatienten in Abhéngigkeit
vom Rauchverhalten (entsprechend dem Fall 1 von zu unterscheiden ([4.12)). Ins-
gesamt 425 Nichtraucher wurden, abziiglich der nicht histologisch gesicherten Sarkoido-

sepatienten, untersucht. Eine histologisch gesicherte Sarkoidose lag bei 24 Patienten vor.
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Dem standen 111 Raucher mit 5 histologisch gesicherten Sarkoidosen gegeniiber (siehe
Tab. . Wihrend sich die AUC der Nichtraucher im Vergleich zu denen aller Patienten
unabhéngig vom Rauchverhalten (Tabelle fir jeden der CD103-Werte geringfiigig
verbessert, liasst sich die Sarkoidose bei Rauchern nicht mehr von anderen Erkrankungen
abgrenzen. Tabelle .10 zeigt dabei die groBen Differenzen zwischen den entsprechenden
AUCs. Ein Problem dieser Ergebnisse ist jedoch die geringe Anzahl an histologisch gesi-
cherten Sarkoidosen unter den Rauchern, die zu enormen Konfidenzintervallen mit konse-
kutiv nicht-signifikanten AUC-Werten fithrt. Mit nur n = 5 l&sst sich keine ausreichend
sichere Verallgemeinerung fiir die Grundgesamtheit treffen. Jedoch erlaubt das Ergebnis
dennoch eine Vermutung, die in zukiinftigen Arbeiten bestédtigt oder widerlegt werden
kann: Dass die CD103-assoziierten Werte bei Rauchern nicht zur Sarkoidosediagnostik
geeignet sind. Interessanterweise schien die CD4/CD8-Ratio robuster gegeniiber dem Ni-
kotinkonsum der Patienten zu sein. Mit einer AUC von 0,79 bei Nichtrauchern und 0,71 bei
Rauchern zeigte sich eine wesentlich geringere Verédnderung (dennoch mit einem p = 0, 11
nicht signifikant). Woher diese unterschiedliche Beeinflussung kommt, ldsst sich aber nicht
sagen.

Wegen der verminderten Aussagekraft der CD103-assoziierten Marker von Rauchern in
der Sarkoidosediagnostik, werden in den kommenden Abschnitten nur noch Nichtraucher

beriicksichtigt.

5.2.2 Immunsuppression

Bei der Sarkoidose wird aktuell eine BALF-Lymphozytose durch Immigration periphe-
rer Lymphozyten in das Lungengewebe vermutet, die zur Verdiinnung des Anteils der
intraepithelialen CD103-positiven Lymphozyten fiihrt [23-25]. Dass eine systemische Cor-
ticosteroidtherapie, die zu einer verminderten Anzahl peripherer Lymphozyten fiihrt, folg-
lich auch die Anteile der pulmonalen CD103-Zellen beeinflusst, ist somit eine naheliegende
Vermutung. Trotz eines angenommenen Einflusses von immunsuppressiven Therapien auf
die T-Zell-Subpopulationen lieflen sich in den Ergebnissen erstaunlicherweise keine signi-
fikanten Verinderungen der CD103-Anteile unter der Therapie mit Glucocortikoiden oder
anderen Immunsuppressiva, wie Ciclosporin A, Azathioprin oder Methotrexat, nachweisen
(sieche Abschnitt . Die Ursachen fiir diese fehlende Beeinflussung sind unklar.
Wihrend der Einfluss von immunsuppressiven Medikamenten auf die Blutzellzusammen-
setzung gut erforscht ist, sind die Verdnderungen in der BAL-Fliissigkeit hingegen oft
unbekannt. Es ist fraglich, inwieweit die Verénderungen im Blut auf die BAL tibertragbar
sind, insbesondere im Hinblick auf die systemische Glucocorticoidtherapie. Eine Ursache
fiir den fehlenden Einfluss kénnte eine gleich starke Wirkung auf Lymphozyten in der
Lunge und im Blut sein, die zwischen den Subpopulationen ebenfalls nicht variiert. Somit
kdme es zu gleichméfligen Verdnderungen in jeder Lymphozytengruppe, die durch die Be-
trachtung der Anteile und Verhéltnisse zueinander nicht nachweisbar wéren.

Auch die Heterogenitiat der immunsuppressiven Therapien ist eine Problemquelle. Viele
verschiedene Medikamente mit unterschiedlichen Wirkprofilen und Dosierungen wurden
iiber stark variierende Zeitrdume mit zeitlich unterschiedlichem Beginn der Therapie ver-
abreicht. Somit war eine starke Vereinfachung der Therapieschemata notwendig, um eine

Vergleichbarkeit zu Patienten ohne Immunsuppression zu schaffen. Solche Vereinfachung
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geht jedoch immer mit starker Ungenauigkeit einher. Weiterhin lésst sich in einer retro-
spektiven Studie die Patientecompliance im Sinne der regelméfigen Mediakementeneinnah-
me nicht iiberpriifen. Besonders die Nutzung inhalativer Glucocorticoide lie8 sich h&ufig
nicht nachvollziehen oder quantifizieren. Ebenso kann eine durchgefiihrte Immunsuppres-
sion urspriinglich verédnderte CD103-Werte an einen “normalen “ Wert angleichen, so dass
eine vor Therapie vorliegende Lymphozytose nach Therapie im Sinne eines gewissen The-
rapieerfolges nicht mehr vorliegt. Da jedoch keine Werte im zeitlichen Verlauf untersucht
wurden, waren solche Effekte nicht nachweisbar.

Aus welchen Griinden auch immer in dieser Studie letztendlich keine Veréinderungen der
CD103-assoziierten Zellanteile in der BALF durch eine immunsuppressive Therapie nach-
zuweisen sind, eine besondere Beachtung dieser Therapie ist bei der Interpretation der
CD103-Zellanteile in diesem Fall nicht notwendig.

5.3 Interpretation der Werteverteilung der CD103-Werte

In den folgenden Abschnitten erfolgt eine Einschitzung der diagnostischen Aussagekraft
der einzelnen CD103-assoziierten Werte mithilfe der Betrachtung der Werteverteilungen
in den einzelnen Erkrankungsgruppen und den Unterschieden zwischen den Gruppen (vgl.
Abschnitte[4.5.2) [4.5.3|und [4.5.4)). Ebenso werden mogliche Ursachen fiir die beschriebenen

Verteilungsmuster diskutiert.

5.3.1 Die Werteverteilung der CD103-positiven Anteile der T-Zellen (in %)
Wie in Abschnitt nachgewiesen (siche Abb. [4.9), liegen die CD103-positiven Antei-

le an der Gesamtheit aller T-Zellen bei Patienten mit histologisch gesicherter Sarkoidose
mit einem Mittelwert von 29% (Median: 26,6%) niedriger als bei allen anderen Patienten-
gruppen. Der Mittelwert im Fall aller Patienten liegt mit 42,2% (Median: 40,8%) deutlich
hoher.

Trotz der hohen Abweichung des Mittelwertes erschweren die grofien Wertstreuungen in-
nerhalb der Gruppen die sichere Abgrenzung der histologisch gesicherten Sarkoidosen von
anderen Erkrankungen.

Ursachen fiir die hohen Standardabweichungen lassen sich nur vermuten, jedoch liegt es
nahe, dass eine Vielzahl von weiteren Faktoren zu Verdnderungen der CD103-Zellzahl
fithrt. Jegliche Beeinflussung der pulmonalen Zellzusammensetzung, ob durch inhalati-
ve oder systemische Therapie, Umwelteinfliisse, Nikotinkonsum oder genetische Faktoren,
kann die CD103-Zellzahl verindern. Auch die Einordnung verschiedener Krankheitsbilder
in eine Gruppe und variierende Krankheitsaktivitdten konnen eine grofie Rolle spielen.
Mit einer Standardabweichung von 21,1% liegen die Werte der Sarkoidosepatienten in
einem sehr groflen Bereich und iiberschneiden sich dadurch zu grofien Teilen mit denen
anderer Patientengruppen. Dennoch zeigt sich die Tendenz der Werte in negative Richtung
bei Sarkoidose relativ gut. Vor allem die EAA und die Asbestose liegen mit Mittelwerten
von 59,1% (Median: 65,2%) und 64% (Median: 64%) deutlich hoher.

Waéhrend die Patienten mit histologisch gesicherter Sarkoidose sehr niedrige Werte auf-
weisen, liegen die Gruppen mit klinisch diagnostizierter Sarkoidose (MW: 37,7%, Median:
38,5%) und Sarkoidoseverdacht (MW: 37,8%, Median: 35,3%) deutlich niher am Gesamt-
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durchschnitt. Da bei einer rein klinisch gestellten Diagnose ohne histologischen Nachweis
aufgrund der verringerten Diagnosesicherheit ein erhohter Anteil an anderen Erkrankun-
gen zu erwarten ist, welche mit erhchten CD103-Werte einhergehen kénnen, wére diese
Beeinflussung eine mogliche Erklirung fiir die festgestellte Wertabweichung. Im klinischen
Alltag ist diese Unsicherheit jedoch unproblematisch, da h#ufig durch einen histologi-
schen Nachweis keine Therapiednderung notwendig wire. Der Anteil an CD103-positiven
T-Zellen bei Sarkoidose zeigt sich in dieser Arbeit im Vergleich zu allen anderen vorlie-
genden ILDs niedriger und scheint somit eine Abgrenzung der Sarkoidose von anderen
Lungenerkrankungen (vor allem von der EAA und der Asbestose) mittels dieses Wertes
zu ermoglichen. In welchem Mafle dies realistisch ist, wird in Abschnitt diskutiert.

5.3.2 Die Werteverteilung der CD103-positiven CD4-Zellen (in %)

Im vorangegangenen Abschnitt wurden die Verédnderungen der CD103-positiven An-
teile an der Gesamtheit aller T-Zellen diskutiert. Da bei der Sarkoidose geh&uft eine CD4-
Lymphozytose mit konsekutiv erhthter CD4/CD8-Ratio auftritt (vgl. und [1.3)), lasst
sich zunéchst ein grosserer Einfluss der peripheren Lymphozytose auf die CD103-positiven
Anteile an CD4-Zellen vermuten als auf die der CD103-positiven Anteile aller T-Zellen.
Abb. stellt in Abschnitt die Verteilung der CD103-positiven Anteile an den
CD4-Zellen dar. Auch in diesem Fall fanden sich die niedrigsten Werte in der Gruppe der
histologisch gesicherten Sarkoidosen (Median: 13,6%). Auffillig war dort die im Vergleich
zu den Werten beim Anteil an allen T-Zellen geringere Streuung der Werte, jedoch mit
einigen starken Ausreiffern nach oben. Generell lag der Anteil an CD103-Zellen jedoch in
allen Gruppen deutlich niedriger. Im Median waren nur 23,3% der CD4-Zellen aller Pa-
tienten CD103-positiv (40,8% bei allen T-Zellen). Auch weichen kaum Patientengruppen
offensichtlich nach oben ab. Die EAA und die Asbestose, die sich zuvor relativ deutlich
abgrenzen lielen, liegen hier mit Medianen von 31,5% bzw. 30,4% nicht sehr stark iiber
dem der Gesamtheit. Vor allem lagen die Werte der Patienten ohne ILD, der Gruppe mit
der hochsten Fallzahl, mit 22,1% sogar etwas unterhalb des Gesamtmedians und somit
néher an den Werten der Sarkoidosepatienten.

Damit fallen die Unterschiede im Median zwischen den einzelnen Gruppen kleiner aus
als bei Betrachtung aller T-Zellen, was die Abgrenzbarkeit der Sarkoidose von anderen
Erkrankungen erschwert. Die kleinere Wertstreuung konnte dieser Problematik allerdings
entgegenwirken. Auch in diesem Fall zeigten die Patienten mit klinisch diagnostizierter
Sarkoidose und Sarkoidoseverdacht jedoch stark von den histologisch gesicherten Sarkoi-
dosen abweichende Werte, wie in Abschnitt bereits diskutiert.

Die zu Beginn gennante Vermutung beziiglich des stirkeren Einflusses auf die CD4-Zellanteile
im Vergleich zu allen T-Zellen konnte nicht bestétigt werden. Die genaue Ursache diesen
Sachverhalt lie8 sich nicht feststellen.

Inwieweit der Anteil der CD103-positiven CD4-Zellen fiir die Sarkoidosediagnostik verwen-
det werden kann, liasst sich aus diesen Ergebnissen nicht ableiten. Es wird in Abschnitt

b.4] genauer untersucht.
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5.3.3 Die Werteverteilung des CD103CD4/CD4-Quotienten

Als dritter Wert wurde der CD103CD4/CD4-Quotient in Bezug auf seine Fahigkeit, Sarko-
idose von anderen Erkrankungen abzugrenzen, untersucht. Durch Einbeziehung des typisch
erhohten CD4-Anteils lassen sich stidrkere Wertverinderungen bei Sarkoidosepatienten im
Vergleich zu anderen Erkrankten erwarten (siehe [L.5)).

Auch in diesem Fall lag der Median der Patienten mit histologisch gesicherter Sarkoidose
mit nur 0,19 am niedrigsten, wihrend der Median aller untersuchten Patienten 0,41 betrug.
Insgesamt zeigten sich grofle Unterschiede in den Medianen der einzelnen Gruppen. Wie
auch beim CD103-positiven Anteil an allen T-Zellen wiesen die Asbestose und die EAA die
hochsten Werte auf (0,97 und 0,91). Trotz der teils sehr groflen Interquartilabsténde und
starker Wertestreuungen einiger Gruppen, lief§ sich die Gruppe der histologisch gesicherten
Sarkoidosen insbesondere von anderen ILDs gut abgrenzen und zeigte dort eine statistisch
signifikante Abweichung der zentralen Tendenz. Alle anderen ILDs aufler der Fibrose mit
NSIP-Muster (Median: 0,31) wiesen Mediane iiber dem der Grundgesamtheit (Median:
0,41) und dem der Patienten ohne ILD (Median: 0,42) auf. Patienten ohne diagnostizierte
ILD zeigten eine grofen Spanne ab etwa 0,05 bis iiber 1,75, wobei 50% der Werte im
Bereich zwischen 0,25 und 0,68 (IQR: 0,43) lagen. Dennoch scheinen, wie Abb. zeigt,
niedrige Werte der CD103CD4/CD4-Ratio fiir eine Sarkoidose zu sprechen. Mégliche wei-
tere Faktoren, die die CD103CD4/CD4-Ratio beeinflussen kénnten, gelten ebenso fiir die
CD103-positiven Anteile aller T-Zellen und wurden schon in Abschnitt genannt. Wie
gut die CD103CD4/CD4-Ratio tatséichlich als diagnostischer Marker anwendbar ist, wird
in Abschnitt analysiert.

5.4 Fahigkeit der CD103-assoziierten Werte, zwischen

Sarkoidose und anderen Erkrankungen zu unterscheiden

Im Abschnitt erfolgte die Darstellung der ROC-Kurven in Bezug auf die Fahigkeit
der CD103-assoziierten Werte, Sarkoidose von anderen Erkrankungen zu unterscheiden.

Dies betraf drei untersuchte Falle:

1. die Unterscheidung zwischen histologisch gesicherten Sarkoidosen und Nicht-Sarkoidosen,
2. die Unterscheidung zwischen klinisch diagnostizierten Sarkoidosen und Nicht-Sarkoidosen

3. die Unterscheidung zwischen histologisch gesicherten Sarkoidosen und anderen ILDs

Die Qualitédt der Differenzierung durch die CD103-assoziierten Werte in den drei Fallen
wurde mit Hilfe der AUC eingeschétzt.

Die Félle 1 und 3 lieferten &hnliche Ergebnisse und wiesen fiir beide Félle die CD103CD4/
CD4-Ratio (Beide AUC = 0,75) als sichersten Wert zur Unterscheidung zwischen den
Erkrankungsgruppen aus. Die Anteile der CD103-positiven Zellen an der Gesamtheit der
T-Zellen und den CD4-Zellen waren in beiden Fillen weniger gut geeignet (siehe Tabellen
und . Im Fall 2 lieferte keiner der Werte ausreichende AUCs (0,59, 0,41 und 0,56,
siehe Tab. [4.12)), weshalb die klinisch diagnostizierten Sarkoidosen sich somit mittels der
CD103-Werte nicht von den anderen Gruppen abgrenzen lassen.

Die besseren Ergebnisse fiir die CD103CD4/CD4-Ratio im Vergleich zu den CD103-Zellan-

teilen lassen sich moglicherweise durch die stérkere Beeinflussung dieses Wertes durch die
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erhohten CD4-Zellanteile erkléren. Aufgrund des bei der CD103CD4/CD4-Ratio zusétzlich
berticksichtigten Anteils an CD4-Zellen wird bei einer sarkoidosetypischen CD4-Lymphozy-
tose der Quotient kleiner. Dies unterscheidet den CD103CD4/CD4-Quotienten von den
Anteilen der CD103-positiven Gesamt-T-Zellen und der CD103-positiven CD4-Zellen, die
nur eine Verminderung des CD103-Zellanteils anzeigen (vgl. Abschnitt .

Es ist unklar, weshalb die CD103-positiven Anteile der CD4-Zellen bei Sarkoidose nicht
starker nach unten abweichen als die CD103-positiven Anteile aller T-Zellen. Da meis-
tesn eine CD4-dominierte Lymphozytose in der Lunge vorliegt, wire anteilig eine stirkere
Veranderung des CD103-positiven Zellanteiles an CD4-Zellen als in der Gesamtheit der
T-Zellen zu erwarten. Eventuell spielt der in der vorliegenden Arbeit niedrigere Anteil an
CD103-positiven CD4-Zellen (23,3% im Median) im Vergleich mit dem CD103-Anteil bei
allen T-Zellen (40,8% im Median) eine gewisse Rolle, da sich bei dem ohnehin niedrigeren
Anteil eine Verdiinnung in der Prozentzahl schwécher niederschldgt. Die unterschiedliche
Mafl an Verdiinnung je nach Zellgruppe wirkt diesem Effekt jedoch wahrscheinlich ent-
gegen. Was jedoch letztendlich die Ursache fiir diese Verdnderungen ist, lésst sich nicht
sicher sagen. Da die diagnostische Wertigkeit der CD4/CD8-Ratio seit vielen Jahren sowohl
mit Thren Vorteilen als auch den Nachteilen bekannt ist (vgl. [I.3), wurden die errechneten
AUC:s fiir die CD103-Werte mit denen der CD4/CD8-Ratio verglichen. Dies diente der bes-
seren Einordnung der eigenen Ergebnisse in Bezug auf die klinische Aussagekraft. In Fall
1 (AUC: 0,78) ist die CD4/CD8-Ratio allen drei CD103-assoziierten Werten geringfiigig
iiberlegen, in Fall 3 weist die CD103CD4/CD4-Ratio den hichsten Wert auf (AUC: 0,79).
Mit einer Fldchendifferenz zwischen der AUC der CD103CD4/CD4- und der CD4/CDS-
Ratio von nur 0,01 in Fall 1 und 0,02 in Fall 3 sind die AUCs jedoch auflerordentlich &hnlich.
Demzufolge scheint die CD103CD4/CD4-Ratio eine &hnliche Aussagekraft beziiglich des
Sarkoidosenachweises zu haben wie die CD4/CD8-Ratio. Beim Fall 2 dagegen, ist der
Vergleich der AUCs der CD103-Werte mit den AUCs der CD4/CD8-Ratio nicht sinnvoll,
da die Diagnosestellung der klinisch diagnostizierten Sarkoidosen vor allem mithilfe der
CD4/CD8-Ratio erfolgte und somit erhohte Werte hiufig eine Voraussetzung waren.
Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass in der vorliegenden Arbeit die CD103CD4/CD4-
Ratio den CD103-positiven T-Zellanteilen und CD103-positiven CD4-Zellanteilen sowohl
in der Differenzierung der Sarkoidose von allen anderen Erkrankungsgruppen (Fall 1), als
auch nur von ILDs (Fall 3) iiberlegen ist und eine in etwa der CD4/CD8-Ratio entspre-
chende diagnostische Qualitét besitzt.

Fiir den Fall 2 ldsst sich keiner der CD103-assoziierten Werte sinnvoll anwenden, sodass

im Folgenden dieser Fall nicht beriicksichtigt wird.

5.5 Beurteilung der ermittelten Cut-Off-Werte

Je nach gewiinschtem Anwendungsgebiet eines Tests eignen sich jeweils andere Metho-
den zur Auswahl geeigneter Cut-Off-Werte. Suchtests benttigen beispielsweise eine hohe
Sensitivitit, wihrend Bestéitigungstests eine hohe Spezifitét voraussetzen (vgl. . Cut-
off-Werte miissen somit je nach Test andere Anforderungen erfiillen. Ein weiterer wichti-
ger Punkt, der bei der Planung der Testanwendung beriicksichtigt werden muss, ist die
Vortestwahrscheinlichkeit (siehe [3.5). Diese variiert sehr stark in Abhéngigkeit von der
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Vorselektion der getesteten Patientengruppe. Vor der Auswahl eines Cut-Offs ist also die
Evaluation des méoglichen/gewiinschten Anwendungsgebietes fiir den Test hochst relevant.
In dem in dieser Arbeit betrachteten Fall, bei dem ein durchflusszytometrischer Marker
aus der BAL-Fliissigkeit verwendet wurde, liegt eine deutlich erhéhte Vortestwahrschein-
lichkeit fiir Sarkoidose vor. Die Prévalenz der Sarkoidose betréigt in Deutschland etwa
46/100.000 [9], was etwa 0,05% entspricht. Da die Durchfithrung einer BAL eine klare In-
dikation erfordert, welche hadufig wegen des Verdachts auf eine ILD gestellt wird, liegt der
Anteil an Sarkoidosepatienten in dieser Arbeit (siehe Tab. und Tab. aufgrund
der starken Selektion im Fall 1 bei 24/425 (5,6%) und im Fall 3 bei 24/201 (11,9%) (Sarko-
idose histologisch gesichert; Patienten mit Sarkoidoseverdacht oder nur klinisch gestellter
Diagnose wurden in diesem Fall nicht beriicksichtigt, Raucher wurden ebenfalls ausge-
schlossen). Da sich die Diagnosestellung von ILDs hiufig schwierig gestaltet und eine BAL
bei vielen verschiedenen Erkrankungen indiziert ist, kann sowohl eine hohe Sensitivitéit
zur Erhdrtung der Verdachtsdiagnose einer Sarkoidose, als auch eine hohe Spezifitét zum
Sarkoidoseausschluss im Rahmen der Differentialdiagnostik hilfreich sein. Da CD103 als
diagnostischer Marker fiir beide Optionen sinnvoll anwendbar wire, bot sich die Errech-
nung des Cut-Off-Wertes mittels des Youden-Index an, welcher Sensitivitéit und Spezifitit
in gleichermaflen beriicksichtigt (siche . Um bei zu grofler Differenz zwischen Sen-
sitivitdt und Spezifitdt die Aussagekraft eines ausgeglichenen Tests im Vergleich zu den
Ergebnissen des Youden-Indexes zu haben, wurden zusétzlich Cut-Off-Werte mit der ge-
ringsten Differenz zwischen Sensitivitdt und Spezifitit entsprechend dem Vorgehen von
Heron et al. [24] ermittelt. Im folgenden werden die Ergebnisse nur fiir den Fall 1, dem
Vergleich zwischen Patienten mit histologisch gesicherter Sarkoidose und allen Patienten
ohne Sarkoidose, diskutiert. Auf eine Diskussion des Falles 3 konnte verzichtet werden, da
sich die Cut-Offs zwischen Fall 1 und Fall 3 nicht unterschieden und annéhernd gleiche
Testgiitekriterien erreicht wurden. Einzig die hohere Anzahl an insgesamt beriicksichtigten
Patienten im Fall 1 (n = 425) im Vergleich zu Fall 3 (n = 201) ist relevant. Welcher Fall
im klinischen Setting eine grossere Rolle spielt, wird Gegenstand von Abschnitt

Nach Youden wurde im Fall 1 die hochste Sensitivitédt von der CD103CD4/CD4-Ratio
mit 91,7% (Spezifitdt: 59,6%) bei einem Cut-Off von 0,345 errechnet; die hochste Spezi-
fitdt nach Youden von 66,3% (Sensitivitét: 79,2%) wies der Anteil der CD103-positiven
T-Zellen mit einem Cut-Off von 33,6% auf.

Im Vergleich liegen die Cut-Off-Werte bei der Voraussetzung der anndhernden Gleich-
heit von Sensitivitét und Spezifitdt (wie bei Heron et al. [24]) generell eher niedriger. Die
CD103CD4/CD4-Ratio wies beim Cut-Off von 0,275 eine Sensitivitdt von 75% und eine
Spezifitit von 68,8% auf. Die CD103-positiven Anteile der T-Zellen zeigten beim Cut-Off
von 28,8% eine Sensitivitit von 70,8% und eine Spezifitiat von 73,1%. Zwar liegt damit
fiir beide Marker eine hohere Spezifitéit als mit dem Youden-Index vor, jedoch ist die Ein-
bufle an Sensitivitit hoher als der entsprechende Spezifitéitsgewinn. Somit eignen sich die
Cut-Off-Werte der CD103-positiven T-Zellen (33,6% nach Youden), vor allem aber der
CD103CD4/CD4-Ratio (0,345 nach Youden) am besten zur klinischen Anwendung. Die
Nutzung der CD103-positiven Anteile der CD4-Zellen im Rahmen der Sarkoidosediagnos-
tik scheint aufgrund der schlechteren Testgiitekriterien nicht sinnvoll zu sein (s. Tab. .
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Der héufig verwendete Cut-Off-Wert von 3,0 fiir die CD4/CD8-Ratio wurde in der vorlie-
genden Arbeit bestitigt. Mit einer Sensitivitit von 66,7% und einer Spezifitit von 84,3%
ergab die CD4/CD8-Ratio beim Cut-Off von 3,0 zwar im Vergleich mit den CD103-
assoziierten Werten eine relativ niedrige Sensitivitdt, aber die hochste Spezifitdt aller
Werte, einschliellich der Ergebnisse mit einem Cut-Off bei gleich hoher Sensitivitdt und
Spezifitit.

Abschliefilend lésst sich die CD103CD4/CD4-Ratio mit einem Cut-Off von 0,345 als sen-
sitivster Marker und die CD4/CD8-Ratio als spezifischster Marker feststellen. Dies gilt
sowohl fiir den Fall 1, als auch fiir Fall 3.

5.6 Verdnderung der Testqualitat bei Hinzunahme weiterer
Marker

In Abschnitt[5.5 konnte festgestellt werden, dass sich die CD103CD4/CD4-Ratio bei Nicht-
rauchern mit einem Cut-Off von 0,345 als bester CD103-assoziierter Marker zum Test auf
Sarkoidose eignet (Sensitivitat 91,7%, Spezifitéit 59,6%). Die Raucher werden, wie zuvor
beschrieben, durchgehend nicht berticksichtigt.

Um die Diagnosesicherheit weiter zu erhéhen, stellt die gleichzeitige Betrachtung mehre-
rer erkankungstypischer Werte/Verédnderungen ein iibliches Vorgehen dar. Der klassische
Cut-Off fir die CD4/CD8-Ratio von 3,0 wurde auch fiir die vorliegende Patientenpopula-
tion als bester Trennwert ermittelt (siehe und und ergab eine Sensitivitdt von
66,7% bei einer Spezifitit von 84,8%. Fiir den Lymphozytenanteil in der BALF wurden
Werte iiber 20% als positives Testergebnis entsprechend einer bei Sarkoidose typischen
lymphozytiren Alveolitis behandelt.

Wie in Abschnitt beschrieben, ergaben sich bei den verschiedenen Tests fiir Fall 1
und Fall 3 folgende Ergebnisse (Siehe auch Tabelle [4.18)):

e Test (a): CD103CD4/CD4-Ratio mit Cut-Off von < 0, 345
Fall 1: Sensitivitidt von 91,7%; Spezifitit von 59,6% (PPV: 11,9%, NPV: 99,2%).
Fall 3: Sensitivitiit von 91,7%; Spezifitit von 62,1% (PPV: 24,7%, NPV: 98,2%).

e Test (b): CD103CD4/CD4-Ratio (< 0,345) und CD4/CD8-Ratio (> 3,0)
Fall 1: Sensitivitidt von 62,5%; Spezifitit von 91,8% (PPV: 31,3%, NPV: 97,6%).
Fall 3: Sensitivitit von 62,5%; Spezifitit von 89,3% (PPV: 44,1%, NPV: 94,6%).

e Test (c): Lymphozytenanteil (> 20%), CD4/CD8-Ratio (> 3,0) und CD103CD4/CD4-
Ratio (< 0,345)
Fall 1: Sensitivitidt von 54,2%; Spezifitdt von 95,5% (PPV: 41,9%, NPV: 97,2%).
Fall 3: Sensitivitéit von 54,2%; Spezifitéit von 89,8% (PPV: 41,9%, NPV: 93,5%).

Je mehr zusitzliche Marker in den Test vom Fall 1 mit einbezogen wurden, desto hoher
wurden die Spezifitit und der PPV und desto niedriger wurden Sensitivitdt und NPV.
Die hochste Sensitivitdt und der hochste NPV aller Tests wird bei alleiniger Betrachtung
der CD103CD4/CD4-Ratio (Test (a)) erreicht, wihrend Test (c) beim Fall 1 die hochste
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Spezifitdt und den héchsten NPV aufweist.

Die ansteigende Spezifitdt bei Betrachtung mehrerer Marker erklart sich dadurch, dass
mehrere fiir Sarkoidose typische Verdnderungen gleichzeitig auftreten miissen und somit
weniger Fille ohne Sarkoidose alle Kriterien fiir einen positiven Test erfiillen. Gleichzeitig
sinkt aber die Sensitivitdt, da eben nicht jeder Sarkoidosefall alle typischen Verdnderungen
aufweist und somit viele Sarkoidosen nicht als positiv erkannt werden. Der ansteigende
positiv-pradiktive Wert ist eine Konsequenz aus den deutlich selteneren positiven Test-
ergebnissen, die insbesondere die Zahl an falsch-positiven Fillen reduziert. Der dennoch
relativ niedrige PPV, selbst beim Dreifachtest (41,9% in beiden Fillen) ldsst sich durch
die niedrige Vortestwahrscheinlichkeit erkliren (5,6% im Fall 1 und 11,9% im Fall 3). Aus
dieser niedrigen Vortestwahrscheinlichkeit resultiert wiederum der hohe NPV bei allen
Tests.

Die Unterschiede in den Testgiiten zwischen Fall 1 und Fall 3 resultieren aus der unter-
schiedlichen Zahl an Patienten ohne diagnostizierte Sarkoidose. Im Fall 1 finden sich durch
die Beriicksichtigung der Patienten ohne ILD Anteilig viel weniger Patienten mit Sarko-
idose, was zu einer niedrigeren Vortestwahrscheinlichkeit fiir diesen Fall im Vergleich zu
Fall 3 fiihrt. Die zusétzlich abfallende Testqualitét von Test (c¢) im Vergleich zu Test (b)
fiir den Fall 3 wird im Abschnitt diskutiert.

Die Konsequenzen aus den unterschiedlichen jeweiligen Testgiiten fiir die klinische An-
wendbarkeit werden in Abschnitt aufgefiihrt.

5.7 Interpretation der entsprechenden Testgiitekriterien

Wie in Abschnitt gezeigt, bietet sich sowohl im Fall 1 als auch im Fall 3 die alleini-
ge Anwendung der CD103CD4/CD4-Ratio fiir eine hohe Testsensitivitit an. Die hochste
Testspezifitit wird im Fall 1 mit gleichzeitiger Betrachtung der Lymphozytenanteile, der
CD4/CD8-Ratio sowie der CD103CD4/CD4-Ratio und im Fall 3 mit Betrachtung der
CD4/CD8-Ratio und CD103CD4/CD4-Ratio.

Fall 1: Die CD103CD4/CD4-Ratio allein (Test a) scheint sich auf den ersten Blick, wenn
man von vornherein Patienten mit aktuellem Nikotinkonsum ausschliefit, zum Nachweis
von Sarkoidose gut zu eignen, da in diesem Fall 22 der 24 (91%) Sarkoidosefille erkannt
werden konnten. Jedoch liegt der Anteil an falsch-positiven Ergebnissen in der Studienpo-
pulation bei 162 im Vergleich zu nur 22 richtig-positiven Ergebnissen, was einem positiv
pradiktiven Wert von nur 12% entspricht. Trotz der Vorselektion durch die Indikationsstel-
lung zur BAL, die zu einer erhéhten Vortestwahrscheinlichkeit fiihrt, ist deren Wert mit 5%
noch immer sehr niedrig und bedingt in Kombination mit der relativ niedrigen Testspezi-
fitdt von knapp 60% eine hohe Anzahl falsch-positiver Ergebnisse (162 von Insgesamt 184
positiven Testergebnissen). Somit eignet sich die CD103CD4/CD4-Ratio allein in einem
der vorliegenden Arbeit entsprechenden Szenario nicht zum Sarkoidosenachweis. Aufgrund
der hohen Sensitivitit finden sich umgekehrt jedoch mit 2 von 24 wenig falsch-negative
Testergebnisse (etwa 8%), was zusammen mit der geringen Auftrittswahrscheinlichkeit der
Sarkoidose zu einem sehr hohen negativ priadiktiven Wert von 99,2% (239/241 Patienten)
fithrt. Bei einer CD103CD4/CD4-Ratio > 0, 345 sinkt die Wahrscheinlichkeit einer Sarko-
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idose im vorliegenden Fall von 5,3% auf 0,8% ab, was einer relativen Absenkung von 85%
entspricht. Zum Vergleich: Die CD4/CD8-Ratio reduziert die Sarkoidosewahrscheinlichkeit
in diesem Fall bei einem Cut-Off von 3,1 von 5,3% lediglich auf 2,3% (relative Absenkung
um 57%).

Ein wichtiger Punkt, der bei diesem Vergleich beachtet werden muss, ist der diagnos-
tische Weg zur Biopsie mit histologischem Nachweis. Da eine erhéhte CD4/CD8-Ratio
an der Bildung bzw. Erhértung der Verdachtsdiagnose Sarkoidose beteiligt ist, iiberwiegt
die Anzahl an durchgefiihrten Biopsien bei hoher CD4/CD8-Ratio der Anzahl an durch-
gefithrten Biopsien ohne relevante Erhohung im Normalfall bei weitem. Folglich miisste
auch ein hoherer Anteil an diagnostizierten Sarkoidosen erhhte CD4/CD8-Werte aufwei-
sen, im Vergleich zu den bei der Sarkoidose generell zu erwartenden Werten. Wie stark
sich dieser Effekt zeigt, hingt betrachtlich vom diagnostischen Vorgehen und der pati-
entenspezifischen Symptomauspragung ab. Zugleich wurde die Diagnose der Sarkoidose
aufgrund dhnlicher therapeutischer Konsequenzen (hiufig keine Therapieindikation; wenn,
dann meist Corticosteroidtherapie) und der Invasivitidt der transbronchialen Biopsie un-
abhéngig vom bioptisch erwartbaren Ergebnis gehduft klinisch gestellt, vor allem mithilfe
der CD4/CD8-Ratio. Die betreffenden Patienten bildeten die Gruppe der klinisch diagnos-
tizierten Sarkoidosen und stellten mit 101 Féllen einen nicht zu vernachléssigenden Teil an
Studienpatienten dar. Obwohl in dieser Gruppe hohe CD4/CD8-Werte typisch waren, wur-
den aufgrund eines fehlenden histologischen Nachweises und konsekutiv nicht ausreichen-
der Diagnosesicherheit all diese Patienten aus den Analysen beziiglich der diagnostischen
Wertigkeit der CD103-assoziierten Werte ausgeschlossen. Nicht nur gingen dadurch wahr-
scheinlich einige Sarkoidosepatienten verloren, sondern wurde vor allem eine grofle Zahl
an Patienten mit erhohter CD4/CD8-Ratio nicht beriicksichtigt, die moglicherweise keine
Sarkoidose haben. Es stellt sich die Frage, ob aus diesen genannten Ursachen eine im klini-
schen Alltag niedrigere diagnostische Wertigkeit fiir die CD4/CD8-Ratio als die in dieser
Arbeit nachgewiesene Wertigkeit zu erwarten ist. All diese Faktoren scheinen die Aussage-
kraft der CD4/CD8-Ratio zu beeinflussen und miissen bei der Interpretation dieser Arbeit
im Hinterkopf behalten werden. Inwieweit diese Faktoren auf die CD103-assoziierten Wer-
te einwirken, ldsst sich nur vermuten. Vor allem bei der CD103CD4/CD4-Ratio, welche
durch die CD4-Lymphozytose beeinflusst wird, sind zumindest dhnliche Effekte zu erwar-
ten.

Bei Test (c) hingegen, der gleichzeitigen Betrachtung der Lymphozytenanteile, der CD4/
CD8- und CD103CD4/CD4-Ratio, steht die hohe Spezifitdt im Vordergrund. 381 der 399
Patienten (95,5%) ohne Sarkoidose wurden richtig-negativ getestet. Die Sensitivitét ist mit
54,2% (nur 13 von 24 Patienten richtig-positiv) aber ungeniigend. Der positiv priadiktive
Wert steigt von 11,9% bei Test (a) auf 41,9% an, ist aber weiterhin niedrig. Zwar steigt
die Wahrscheinlichkeit, tatséchlich eine Sarkoidose zu haben, bei einem positiven Test (c)
im Vergleich zu Test (a) deutlich an, jedoch war der PPV zuvor so niedrig, dass selbst die
relative Verbesserung um fast das 3,5-fache noch immer zu keinem guten Wert fiihrt. Auch
die ansteigende Zahl an falsch-negativen Testergebnissen stellt in diesem Fall ein Problem
dar, da mehrere Faktoren zugleich erfiillt sein miissen. Daraus folgt auch der Abfall des

negativ priadiktiven Wertes.
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Fall 3: Im Fall 3 eignet sich Test (a), die CD103CD4/CD4-Ratio allein, wie im Fall 1,
aufgrund der hohen Sensitivitit und dem hohen NPV am ehesten zum Sarkoidoseaus-
schluss. Die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer Sarkoidose in der vorliegenden Stu-
dienpopulation von Fall 3 (ohne Raucher und nur Patienten mit ILDs) sinkt bei einer
CD103CD4/CD4-Ratio > 0,345 von 12% auf 1,8% ab. Das entspricht einer relativen Ab-
senkung der Sarkoidosewahrscheinlichkeit um etwa 85%.

Im Vergleich zu Fall 1 weist der Test (b) im Fall 3 einen geringfiigig besseren PPV auf, als
im Fall (c). Generell ist der Zweifachtest im Fall 3 dem Dreifachtest mit besserer Spezi-
fitat, bessererem PPV und NPV iiberlegen. Dies lésst sich am ehesten mit der begrenzten
Aussagekraft der Lymphozytenanteile in Bezug auf die Differenzierung zwischen einzel-
nen ILDs erkldren. Da die meisten ILDs in der vorliegenden Arbeit eine Lymphozytose
aufweisen und einige Gruppen im Median hohere Werte zeigen, als die Sarkoidosepati-
enten (wie die Gruppen der lymphozytiren Alveolitis, EAA und Asbestose), hilft der
Lymphozytenanteil nicht bei der Abgrenzung von Sarkoidosepatienten. Zusétzlich weisen
einige Sarkoidosepatienten Lymphozytenanteile unter 20% auf, die damit ungiinstigerweise
nicht beachtet wurden. Der positive Effekt der Beachtung der Lymphozytenanteile auf die
Testgiitekriterien im Fall 1 beruht am ehesten auf der besseren Abgrenzung der Patien-
tengruppe ohne ILDs. Test (c) ist fiir den Fall 3 folglich kein sinnvoller Test.

Test (b) zeigt im Vergleich zu Test (a) eine verbesserte Spezifitdt mit besserem PPV
von 44,1%. Die Sensitivitit und der NPV sinken hingegen ab. Zum Ausschluss einer Sar-
koidose eignet sich der Zweifachtest somit nicht. Aber auch zu ihrem Nachweis ist die
Aussagekraft, zumindest in dieser Studienpopulation, begrenzt. Nicht einmal die Hé&lfte
der positiven Testergebnisse sind Sarkoidosepatienten. Jedoch liegt der PPV in diesem Fall
(44,1%) deutlich iiber dem der CD103CD4/CD4-Ratio (PPV: 24,7%) oder der CD4/CDS8-
Ratio (PPV: 31,3%) allein.

Grundsétzlich scheint sich Test (a) in beiden Féllen eher zum Sarkoidoseausschluss und
Test (c) im Fall 1 und Test (b) im Fall 3 am ehesten zur Erhértung eines Sarkoidosever-
dachtes anwenden.

In welchen klinischen Situationen diese Tests somit sinnvoll anwendbar sind, wird in Ab-
schnitt [5.10] diskutiert.

5.8 Auswirkungen des radiologischen Stadiums auf CD103

Die in Abschnitt gezeigten Einfliisse des radiologischen Sarkoidosestadiums auf die
CD103CD4/CD4-Werte sind aufgrund der geringen Fallzahlen schwierig zu deuten. Die in
mehreren Arbeiten gezeigte, in Stadium I im Vergleich zu Stadium II, ITI und IV niedrige-
re CD103CD4/CD4-Ratio |24} 25, 38|, ldsst sich auch in dieser Arbeit vermuten, obwohl
die Werte der Patienten im Stadium I relativ stark streuen. Mit 0,12 besitzt diese Gruppe
jedoch den niedrigsten Median. Stadium III (n = 3) liegt mit 0,27 deutlich hoher. Aus
den eigenen Ergebnissen allein lésst sich keine ausreichend sichere These formulieren, da
jedoch die entstehende Vermutung grundsétzlich den Ergebnissen der anderen Arbeiten
nicht zu widersprechen scheint, kann der Einfluss des radiologischen Stadiums auf die
CD103CD4/CD4-Ratio als in der Diagnostik zu beriicksichtigende Eigenschaft betrachtet

werden.
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Als Ursache der erhohten Werte bei zunehmendem radiologischem Sarkoidosestadium wer-
den Verdnderungen von Genen, die fiir TGF-53-kodieren, vermutet, welche mit einer Lun-
genfibrose bei Sarkoidosepatienten assoziiert sind. TGF-51 und TGF-52 gelten als profi-
brotische Faktoren, wihrend TFG-533 je nach Umstand zur Progression oder zur Hemmung
der fortschreitenden Lungenfibrosierung beitragen kann [85) [86]. Interessanterweise stellt
TGF-3 zusétzlich einen starken Stimulus zur Induktion der CD103-Expression dar [87].
Veranderungen der Verteilungen der TGF-S-Isoformen kénnten somit neben der Fibro-
sierung der Lunge zu der dabei beobachteten zunehmenden CD103-Expression fiihren.
Da hohere radiologische Stadien einen zunehmenden Umbau des Lungengewebes nahele-
gen, wiren konsekutiv auch erhhte CD103-Anteile zu erwarten. Ob solche Veréinderungen
tatséchlich fiir die beobachten Wertverénderungen verantwortlich sind und dadurch eine
Abschétzung des Outcomes von Sarkoidosepatienten mittels CD103 moglich wire, lésst

sich bisher aber nur vermuten [24].

5.9 Unterschiede zu anderen Publikationen

Der Marker CD103 wurde bereits in einigen Studien in Bezug auf die Anwendbarkeit in
der Sarkoidosediagnostik untersucht. Die jeweilige Studienpopulation und das Vorgehen,
welches zu den entsprechenden Ergebnissen fiihrte, unterschieden sich jedoch in einigen
Aspekten bei den einzelnen Publikationen. In Abschnitt zeigt Tabelle die Er-
gebnisse der vorliegenden Arbeit im Vergleich mit den Werten der anderen Publikationen.
Die jeweiligen Gemeinsamkeiten und Unterschiede entsprechen wichtigen zu diskutieren-
den Punkten zur Einschétzung der generellen diagnostischen Giite der CD103-assoziierten
Werte. Die eigenen Ergebnisse werden nachfolgend mit denen von (a) Heron et al. [24],
(b) Mota et al. [25], (c) Hyldgaard et al. [44] und (d) Bretagne et al. [45] verglichen.

Die eigene Studienpopulation beinhaltete nach Ausschluss von klinisch diagnostizierten
Sarkoidosepatienten, Patienten mit Sarkoidoseverdacht und Rauchern 425 Patienten. Da-
von wiesen 24 Patienten eine histologisch gesicherte Sarkoidose, 177 Patienten eine andere
ILD und 224 Patienten keine ILD auf. Je nach Population der zu vergleichenden Arbeit
wurden die eigenen Ergebnisse entweder fiir alle Patienten (Fall 1) oder nur von Patienten

mit Sarkoidose und anderen ILDs (Fall 3) zum Vergleich hinzugezogen.

(a) Heron et al. [24]:

Einschlusskriterien: Die Diagnose der Sarkoidose wurde mittels Biopsie gesichert, und kei-
ner der Studienpatienten erhielt zum Zeitpunkt der Analysen eine Corticosteroidtherapie.
Es wurden nur Patienten mit > 10% Lymphozyten in der BAL beriicksichtigt.
Patientenkollektiv: Es bestand aus insgesamt 119 Patienten, davon 56 mit gesicherter Sar-
koidose, die iibrigen 63 mit anderen ILDs.

Untersuchte Werte waren die CD4/CD8-Ratio (Cut-Off: 3), die CD103/CD4-Ratio (Cut-
Off: 0,31) und die CD103CD4/CD4-Ratio (Cut-Off: 0,2). Zusétzlich wurde die relative
CD4/CD8-Ratio eingefiihrt, die das Verhéltnis zwischen der BAL-CD4/CD8-Ratio und
der CD4/CD8-Ratio im peripheren Blut ausdriickt (BAL/PB). Eine alleinige Erhthung
der relativen CD4/CD8-Ratio galt dort als dquivalent zu einer Erhthung nur in der BAL.

Um die eigenen Ergebnisse besser mit denen von Heron et al. vergleichen zu koénnen,
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wurden von den eigenen Analysen nur die Werte fiir den Fall 3, dem Vergleich zwischen
Patienten mit Sarkoidose und anderen ILDs, betrachtet, da dies am ehesten der Studien-
population von Heron et al. entspricht (Patienten ohne ILDs werden nicht beriicksichtigt).
Wihrend bei Heron et al. ein Mindestanteil > 10% an Lymphozyten in der BAL gefor-
dert war, wurde in der vorliegenden Arbeit keine entsprechende Mindestgrenze gesetzt.
Um Daten aus zu geringen Zellzahlen zu vermeiden, wurden stattdessen Félle unter 500
durchflusszytometrischer Einzelmessungen ausgeschlossen. Unter den Fillen mit < 10%
Lymphozyten befinden sich im vorliegenden Patientenkollektiv bereits 9 histologisch ge-
sicherte Sarkoidosen, die ansonsten nicht beriicksichtigt worden wéren. Somit sind die
CD103 betreffenden Ergebnisse dieser Arbeit im Vergleich zu Heron et al. unabhéngig
vom vorliegenden Lymphozytenanteil der untersuchten Patientengruppe.

Patienten unter immunsuppressiver Therapie wurden in der vorliegenden Arbeit eben-
falls nicht von den Analysen ausgeschlossen. Um auf die Beeinflussung der Werte durch
eine stattgehabte Therapie zu einzugehen, wurde die Rolle der Immunsuppression als
Storfaktor in Abschnitt beschrieben. Dabei zeigte sich kein nachweisbarer Einfluss
auf die CD103-Werte, der eine Beriicksichtigung einer solchen Therapie notwendig hétte
erscheinen lassen.

Neu war der Ausschluss von Rauchern wegen der in dieser Gruppe generell erhdhten
CD103-Werte. Die von Heron et al. genutzte relative CD4/CD8-Ratio (CD4/CD8 BAL/PB)
konnte in dieser Arbeit aufgrund fehlender Blutwerte nicht bestimmt werden. Inwieweit
diese relative Ratio allein, aber auch zusammen mit CD103 relevant ist, lisst sich somit in
der vorliegenden Arbeit nicht beurteilen. Da der Informationsgewinn durch diese relative
Ratio jedoch nur die Aussagekraft der CD4/CD8-Ratio beeinflusst und die Wertigkeit von
CD103 in der Sarkoidosediagnostik nicht verédndert, ist deren fehlende Beriicksichtigung
in der vorliegenden Arbeit unproblematisch.

Ein weiterer Unterschied war das Vorgehen bei der Bestimmung der Cut-Off-Werte: wiahrend
Heron et al. die Werte bei ungefihr gleicher Sensitivitdt und Spezifitdt bestimmte, wurde
im vorliegenden Fall der Youden-Index verwendet.

Heron et al. schlugen die Kombination der CD4/CD8-Ratio (nur aus BAL oder BAL/PB)
mit der neu vorgestellten CD103CD4/CD4-Ratio als Test zur Abgrenzung der Sarkoidose
von anderen ILDs vor. Wihrend jede Arbeit mit den eigenen Cut-Offs zu dhnlichen Ergeb-
nissen gelangte, ist insbesondere die Sensitivitéit der eigenen Werte beim CD103CD4/CD4-
Cut-Off von 0,2 niedriger als bei Heron et al.. Die Ursachen fiir die Unterschiede lassen sich
nur vermuten; moglicherweise spielt der Ausschluss aller Patienten mit einem Lymphozy-
tenanteil < 10% eine Rolle, ebenso kénnten die in Abschnitt genannten Fehlerquellen
zu einer Abweichung beigetragen haben. Auch die sehr unterschiedliche Vortestwahrschein-
lichkeit fiir Sarkoidose konnte eine Rolle spielen, die hier 12% (24/201) im Gegensatz zu
47% bei Heron et al. betrug (56/119). Woher dieser deutlich hohere Anteil an Sarkoidose-
patienten kommt, ist unklar.

Insgesamt unterscheiden sich die Spezifitdten nur in geringem Mafle. Die CD103CD4/CD4-
Ratio in Kombination mit der CD4/CD8-Ratio wird damit grundsétzlich bei beiden Un-
tersuchungen als spezifischer Sarkoidosemarker ausgewiesen. Der Wert der geeigneten Cut-
Offs fiir CD103CD4/CD4 variiert jedoch (0,2 gegeniiber 0,345).
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(b) Mota et al. [25]:

Einschlusskriterien: Die Diagnose der Sarkoidose wurde nicht nur histologisch, sondern
teilweise auch alleine mittels klinischer und radiologischer Kriterien gestellt.
Patientenkollektiv: 86 Patienten, davon 41 mit klinischer oder histologisch gesicherter Sar-
koidose und 45 mit anderen ILDs.

Untersuchte Werte waren die CD4/CD8-Ratio (Cut-Off: 3,5) und die CD103CD4/CD4-
Ratio (Cut-Off: 0,45).

Zum Vergleich wurden, wie auch bei (a), die Ergebnisse von Fall 3 hinzugezogen, da sie
am ehesten der Population von Mota et al. entsprechen. Eine wichtige Erkenntnis aus
den Ergebnissen von Mota et al. war die Unabhingigkeit der CD103CD4/CD4-Ratio
von der CD4/CD8-Ratio. Die ermittelte Sensitivitdt (75%) und Spezifitdt (78%) der
CD103CD4/CD4-Ratio fiir Sarkoidose im histologisch gesicherten Fall bei Patienten mit
einer CD4/CD8-Ratio < 3,5 unterschied sich nur sehr geringfiigig von der Testqualitit
bei Betrachtung aller Patienten. Dieses Phénomen liel sich in der vorliegenden Arbeit
ebenfalls nachweisen, jedoch wurde ein Cut-Off von 3,0 gewéhlt (siehe Abschnitt .
Dieser Nachweis erfolgte fiir den Fall 1. Somit scheint die CD103CD4/CD4-Ratio in der
diagnostischen Wertigkeit unabhéngig von der vorliegenden CD4/CD8-Ratio zu sein.

Zu beachten sind die bei Mota et al. teilweise klinisch diagnostizierten Sarkoidosen oh-
ne histologischen Nachweis (wobei die genaue Anzahl nicht angegeben ist). Da dort eine
erhohte CD4/CD8-Ratio zur Diagnosestellung genutzt wurde, konnten somit die CD4/CDS8-
Ratio und die CD103CD4/CD4-Ratio nach eigener Angabe nicht vollkommen unabhéngig

voneinander untersucht werden.

(c) Hyldgaard et al. [44]:

Einschlusskriterien: Alle Sarkoidosen mussten histologisch gesichert sein.
Patientenkollektiv: Insgesamt 107 Patienten, davon 19 mit Sarkoidose, 67 mit anderen
ILDs und 21 ohne ILDs.

Untersuchte Werte waren die CD4/CD8-Ratio (Cut-Off: 3,8), die CD103CD4/CD4-Ratio
(Cut-Off: 0,22), der Lymphozytenanteil (Cut-Off: 13) und die Serum-ACE in U/L (Cut-
Off: 84).

Da bei Hyldgaard et al. auch Patienten ohne ILD einbezogen wurden, erfolgt der Ver-
gleich mit den eigenen Ergebnissen des Falles 1. Neu war bei den Analysen von Hyldgaard
et al. die Hinzunahme der Serum-ACE (vgl. als diagnostischen Marker, auch in
Kombination mit der CD103CD4/CD4- und CD4/CD8-Ratio. Es ergaben sich fiir die
CD103CD4/CD4-Ratio sowohl allein (Sens.: 63%, Spez.:76%), als auch zusammen mit an-
deren Werten niedrigere Sensitivitédten als in den Arbeiten (a) und (b). Die Serum-ACE
alleine lieferte mit einer Sensitivitéit von 82% und Spezifitdt von 89% die besten Ergebnisse.
Die Ursachen fiir die von den anderen Arbeiten abweichenden Ergebnisse sind unklar. Es
wurde kein bestimmter Mindestanteil an Lymphozyten vorausgesetzt und die Sarkoidose-
diagnosen wurden histologisch gesichert. Eine Vorselektion, die die Wertverdnderungen er-
kldren konnte, wurde nicht genannt. Die geringe Anzahl an Sarkoidosepatienten (n = 19),
im Vergleich zu Mota et al. und Heron et al., schrinkt die Aussagekraft der Ergebnisse
ein. Dennoch stellt sich die Frage, inwieweit man diese Ergebnisse vernachléssigen kann.

Weitere Untersuchungen dazu erscheinen angebracht.
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(d) Bretagne et al. [45):

Einschlusskriterien: > 20% BAL-Lymphozyten oder < 20% bei Immunsuppression. Sar-
koidose erforderte histologische Sicherung.

Patientenkollektiv: Insgesamt 207 Patienten, davon 53 Sarkoidosen, 69 andere ILDs, 60
Infektionen und 25 andere Diagnosen.

Untersuchte Werte waren die CD4/CD8-Ratio und die CD103CD4/CD4-Ratio, die mit
den Cut-Off-Werten von Heron et al., Mota et al. und Hyldgaard et al. beziiglich der
Abgrenzungsfiahigkeit der Sarkoidose von anderen Erkrankungen analysiert wurden. Ein
Unterschied zu diesen drei Arbeiten war der Vergleich nicht nur mit anderen ILDs, son-
dern auch mit einer hohen Zahl an Patienten mit Infektionen und anderen Diagnosen,
entsprechend dem Fall 1 in der vorliegenden Arbeit. Im folgenden werden deshalb deren
Ergebnisse des Falles 1 mit denen von Bretagne et al. verglichen. Bretagne et al. wiesen
keine ausreichende Differenzierbarkeit der Sarkoidose von anderen Ursachen einer lympho-
zytdren Alveolitis mittels der CD103CD4/CD4-Ratio - weder allein, noch in Kombination
mit der CD4/CD8-Ratio - nach. Auffillig ist die starke Abweichung der Sensitivititen
und Spezifitdten bei Anwendung der fremden Cut-Offs fiir die CD103CD4/CD4-Ratio im
Vergleich zu allen anderen Arbeiten, die vorliegende eingeschlossen. Wihrend diese, bei
einem Cut-Off im Bereich von 0,2 bis 0,25, deutlich hohere Spezifitdten als Sensitivitdten
aufwiesen, war es bei Bretagne et al. umgekehrt. Dies kénnte mit dem im Verlgeich sehr
viel niedrigeren Median von nur 0,08 bei deren Sarkoidosepatienten zu tun haben. Eine
Ursache dafiir konnte der durchschnittlich héhere Lymphozytenanteil aufgrund der Ein-
schlusskriterien sein. Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte sich bei Sarkoidosepatienten
mit einer Lymphozytose > 20% ein deutlich niedrigerer Median (0,12; n = 17) als bei Pa-
tienten mit Lymphozytenanteilen < 20% (0,27; n = 7). Der Mittelwert hingegen blieb mit
etwa 0,23 in beiden Gruppen anndhernd gleich. Die Ursache fiir den Unterschied zwischen
Median und Mittelwert muss in Ausreiflern gesehen werden, die den Mittelwert bei der
niedrigen Fallzahl stark beeinflussen. Dabei zeigen sich bei Lymphozytenanteilen iiber 20%
Ausreifler, die die Aussagekraft des Mittelwertes stark einschranken. Somit erfordert der
Unterschied zwischen den Medianen weiterer Abklarung. Bei Betrachtung der Nichtraucher
(ohne Patienten mit Sarkoidoseverdacht oder klinisch diagnostizierter Sarkoidose) scheint
der fragliche Effekt der Lymphozytose auf den Median der CD103CD4/CD4-Ratio deutlich
geringer. Bei Patienten mit iiber 20% Lymphozyten in der BAL liegt der Median bei 0,43
(MW: 0,51), bei Lymphozytenanteilen unter 20% bei 0,39 (MW: 0,47). Die Scatterplots
zur Darstellung der CD103CD4/CD4-Ratio aller Patienten in Abhéngigkeit vom Lympho-
zytenanteil zeigten ebenfalls keinen feststellbaren Zusammenhang. Die Anwendbarkeit der
CD103CD4/CD4-Ratio in dieser Arbeit bei gleichem Cut-Off von 0,345 zur Sarkoidosedia-
gnostik war ebenfalls nicht von der Lymphozytenzahl abhéngig. Ein negativer Einfluss von
erhohten Lymphozytenanteilen auf die CD103CD4/CD4-Ratio von Sarkoidosepatienten ist
aber aufgrund der vermuteten Einwanderung peripherer CD103-negativer Lymphozyten
eine durchaus naheliegende Folge, da bei zunehmender BAL-Lymphozytose der entspre-
chende Verdiinnungseffekt auf CD103-positive Zellen zunehmen miisste. Jedoch scheint ei-
ne Lymphozytose keine Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit der CD103CD4/CD4-Ratio

zu sein, da auch Sarkoidosepatienten ohne Lymphozytose > 20% mittels der Ratio (beim
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Cut-Off von 0,345) von Nicht-Sarkoidosepatienten abgegegrenzt werden konnten.
Genauere Untersuchungen beziiglich des Zusammenhanges zwischen Lymphozytose und
der CD103CD4/CD4-Ratio erscheinen somit notwendig. Da in der vorliegenden Arbeit
jedoch die Aussagekraft der CD103CD4/CD4-Ratio im Rahmen der Sarkoidosediagnostik
nicht vom Lymphozytenanteil beeinflusst wird, spielt diese Problematik fiir die Beantwor-
tung der Hauptfragestellung keine Rolle. Ob die Werte von Bretagne et al. nun vor allem
aufgrund der hohen Lymphozytenzahlen oder durch andere, nicht bekannte Unterschiede
ausgelost wurden, ldsst sich nicht sicher feststellen. Ein eigener Cut-Off-Wert wére in die-
sem Zusammenhang interessant gewesen.

FEin Vorteil der vorliegenden Arbeit gegeniiber den anderen Arbeiten ist die hohe Zahl an
Patienten mit anderen Diagnosen (n = 401), womit eine bessere Einschitzung der Wer-
teverteilung bei Nicht-Sarkoidosepatienten ermdoglicht wird. Fin weiterer Vorteil ist der
Einschluss aller Patienten unabhéngig vom Lymphozytenanteil.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass aufgrund der unterschiedlichen Vorgehens-
weisen, Einschlusskriterien und Patientenpopulationen der Vergleich der einzelnen Stu-
dien schwierig ist und wichtige Fragen aufwirft. Vor allem ein Einfluss der Lymphozy-
tenanteile auf die CD103CD4/CD4-Ratio und die daraus ermittelten Cut-Off-Werte ist
moglich, jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht nachweisbar. Die sehr unterschiedlichen
Cut-Off-Werte der einzelnen Arbeiten machen die Formulierung eines allgemein anwendba-
ren Wertes momentan unmoglich. Sarkoidosepatienten wiesen in allen Arbeiten niedrigere
CD103CD4/CD4-Ratios im Vergleich zu anderen ILDs auf, die Anwendbarkeit im Rahmen

der Sarkoidosediagnostik erschien jedoch sehr unterschiedlich.

5.10 Klinische Anwendbarkeit der CD103CD4/CD4-Ratio im

Rahmen der Sarkoidosediagnostik

In den vorangegangenen Analysen wurde die grundsétzliche Fahigkeit der CD103-assoziierten
Werte, Sarkoidose von anderen Erkrankungen abzugrenzen, mittels der AUCs (Siehe S.
nachgewiesen. Fiir die Félle 1 und 3 (dem Vergleich zwischen Patienten mit histologisch
gesicherter Sarkoidose und allen Nicht-Sarkoidosen bzw. anderen ILDs) zeigte sich eine re-
lativ gute Abgrenzbarkeit, wihrend sich beim Fall 2 (der Vergleich zwischen Patienten mit
“klinisch diagnostizierter Sarkoidose“ und allen Nicht-Sarkoidosenpatienten) keine ausrei-
chenden AUCs ergaben. Der Fall 2 wurde somit aus den folgenden Analysen ausgeschlos-
sen. Nach Bestimmung geeigneter Cut-Offs fiir alle drei CD103-assoziierten Werte ergaben
sich Testgiitekriterien in Form von Sensitivitit, Spezifitit, positiv und negativ priadiktiven
Werten. Weiterhin wurden Testgiitekriterien nicht nur fiir die CD103-assoziierten Werte
allein, sondern auch fiir die gemeinsame Betrachtung der CD103CD4/CD4-Ratio (dem
Marker mit der hochsten Testgiite) zusammen mit der CD4/CD8-Ratio und dem Lympho-
zytenanteil bestimmt. Jedoch ldsst sich die klinische Anwendbarkeit eines Markers nicht
allein aus der Hohe der Testgiitekriterien ableiten. Dafiir ist eine weitere Einschédtzung in
Abhéngigkeit vom vorliegenden klinischen Anwendungsfeld erforderlich.

Die Ergebnisse wiesen die CD103CD4/CD4-Ratio als Besten der drei CD103-assoziierten
Marker aus.

Da die Differenzierungsfihigkeit der CD103CD4/CD4-Ratio bei Rauchern in der vorlie-

65



5 Diskussion

genden Studienpopulation stark absank, ist die Raucheranamnese vor der Bestimmung
bzw. der Interpretation der Ratio relevant. Bei Rauchern ist die CD103CD4/CD4-Ratio
als diagnostischer Marker fiir Sarkoidose hdchstwahrscheinlich nicht bzw. kaum aussage-
kriftig.

Fir Patienten unter immunsuppressiver Therapie hingegen liel sich kein Einfluss auf
die CD103-assoziierten Werte nachweisen. Somit scheint die CD103CD4/CD4-Ratio un-
abhéngig von der durchgefithrten immunsuppressiven Therapie anwendbar zu sein. Ein
erhohter Lymphozytenanteil, welcher in anderen Arbeiten haufig als Einschlusskriterium
diente (> 10% bei Heron et al. [24] und > 20% bei Bretagne et al. [45]), scheint zumindest
nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit keine Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit
der CD103CD4/CD4-Ratio zur Sarkoidosediagnostik zu sein (vgl.[5.9). Ebenso ist auch das
Vorliegen einer erhohten CD4/CD8-Ratio zur Verwendung des Markers nicht notwendig.
Dies konnte in der vorliegenden Arbeit und auch von Mota et al. [25] durch eine Analyse
von Patienten mit einer CD4/CD8-Ratio < 3,0 bzw 3,5 nachgewiesen werden (vgl.
und .

Dagegen spielt der radiologische Befund fiir die Anwendbarkeit der CD103CD4/CD4-Ratio
eine nicht zu vernachlissigende Rolle. Da bei hoheren Sarkoidosestadien (Stadium IIT und
IV) hohere CD103-assoziierte Werte nachgewiesen wurden (siehe Abschnitt , ist de-
ren Aussagekraft hochstwahrscheinlich vom radiologischen Befund abhingig. Je fortge-
schrittener die radiologisch nachgewiesenen Verdnderungen erscheinen, desto seltener liegt
eine niedrige CD103CD4/CD4-Ratio bei Sarkoidose vor. Ob eine solche niedrige Ratio bei
fortgeschrittenen sarkoidoseverdéchtigen pulmonalen Verdnderungen aussagekriftiger ist
als bei Sarkoidoseverdacht ohne radiologisches Korrelat lidsst sich nicht sagen, wire aber
moglich. Eine bildgebende Diagnostik ist somit zur Einschitzung der Aussagekraft der
CD103CD4/CD4-Ratio bei Sarkoidoseverdacht wichtig (vgl. [5.8).

Fiir eine erhshte Aussagekraft der CD103CD4/CD4-Ratio im Rahmen der Sarkoidose-
diagnostik sind somit die Raucheranamnese und eine radiologische Bildgebung relevant.
Fiir die Anwendung der CD103CD4/CD4-Ratio bei Rauchern ldsst sich aus der vorliegen-
den Arbeit iiberhaupt keine Empfehlung formulieren.

Die CD103CD4/CD4-Ratio allein ist mit einem Cut-Off von < 0,345 den eigenen Er-
gebnissen nach wegen der hohen Sensitivitit von 91,7% fiir Nichtraucher vor allem zum
Ausschluss, und weniger zum Nachweis, einer Sarkoidose gut anwendbar. Aus der hohen
Sensitivitit folgte fiir die vorliegende gesamte Studienpopulation (ohne Raucher!) ein sehr
guter negativ priadiktiver Wert von 99,2%.

Wegen der niedrigen Spezifitdt von nur 59,6% und dem daraus folgenden extrem schlech-
ten positiv pradiktiven Wert von nur 11,9% ldsst sich die CD103CD4/CD4-Ratio allein
mit einem Cut-Off < 0,345 als Nachweistest fiir Sarkoidose jedoch nicht anwenden.

Die CD103CD4/CD4-Ratio allein (mit einem Cut-Off < 0,345) kann somit am besten zum
Ausschluss einer nur differentialdiagnostisch in Betracht gezogenen Sarkoidose verwendet
werden. Vor allem bei Patienten mit sehr unspezifischer Symptomatik, welche viele ver-
schiedene Diagnosen zuldsst (nicht nur andere ILDs), kann eine CD103CD4/CD4-Ratio
iiber 0,345 die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer Sarkoidose deutlich verringern. In

der vorliegenden Population konnte die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer Sarkoi-
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dose mit Hilfe der CD103CD4/CD4-Ratio im Fall 1 von urspriinglich 5,6% (24/425) auf
0,8% (2/241) und im Fall 3 von 12% auf 1,8% (2/112) gesenkt werden. Zu beachten ist,
dass die Aussagekraft des Tests bei steigender Vortestwahrscheinlichkeit fiir Sarkidose ab-
sinkt. Je mehr klinische Zeichen fiir eine Sarkoidose vorliegen, desto ungenauer wird die
CD103CD4/CD4-Ratio allein. Bei Werten unter 0,345 kann aufgrund der sehr hohen Ra-
te an falsch positiven Testergebnisse keine Aussage iiber das Vorliegen einer Sarkoidose

getroffen werden.

Zur Erhértung der Verdachtsdiagnose Sarkoidose konnte die gemeinsame Betrachtung der
CD103CD4/CD4-Ratio mit einem Cut-Off von < 0,345 und der CD4/CD8-Ratio mit ei-
nem Cut-Off von > 3,0 verwendet werden. Wenn differentialdiagnostisch viele Nicht-ILDs
in Frage kommen, ist auch die Hinzunahme des Lymphozytenanteils mit einem Cut-Off
von > 20% zu erwégen. In der vorliegenden Population ergaben sich bei einer Spezi-
fitdt von 95,5% (Fall 1) bzw. 89,3% (Fall 3) positiv priadiktive Werte von 44,1% (Fall 3,
ohne Lymphozytenanteil) und 41,9% (Fall 1, mit Lymphozytenanteil). Diese Werte sind
unabhéngig von der patientenspezifischen Symptomatik und dem radiologischen Befund
ermittelt worden (vgl. . Durch die Steigerung der patientenindividuellen Vortestwahr-
scheinlichkeit mittels Evaluation der genauen Symptomatik und radiologischen Befunden
ldsst sich der positiv pradiktive Wert fiir die untersuchten Patienten somit wahrscheinlich
deutlich verbessern. Bei den radiologischen Befunden ist aber zu beachten, dass bei einer
bihildren Lymphadenopathie (radiologisches Stadium I) niedrigere Werte gezeigt wurden
als in fortgeschritteneren Stadien (siehe . Wie es aussieht, sinkt die Aussagekraft der
CD103CD4/CD4-Ratio bei fortschreitenden Lungenverdnderungen.

Abschlieflend l&sst sich aus den eigenen Ergebnissen die klinische Anwendbarkeit der Ober-
flichenmarker CD103 wie folgt kurz zusammenfassen:

Bei Nichtrauchern eignet sich die CD103CD4/CD4-Ratio mit einem Cut-Off von > 0, 345
bei unspezifischer klinischer Auspriagung gut zum Sarkoidoseausschluss.

Mit Hilfe der gemeinsamen Betrachtung der CD103CD4/CD4-Ratio mit einem Cut-Off
von < 0,345 und der CD4/CD8-Ratio mit einem Cut-Off von > 3,0, insbesondere bei
Patienten mit hohem Sarkoidoseverdacht und fehlenden Zeichen einer Lungenfibrose im
radiologischen Bild, zeigt sich eine deutliche Erh6hung der Wahrscheinlichkeit des Vorlie-

gens einer Sarkoidose.

Zwar ist die generelle Aussagekraft der CD103CD4/CD4-Ratio in Zusammenschau mit
den anderen Arbeiten von Heron et al., Mota et al., Hyldgaard et al. und Bretagne et al.
weiterhin schwer einzuschétzen, da die unterschiedlichen Vorgehensweisen und Einschluss-
kriterien die Vergleichbarkeit der Ergebnisse untereinander stark einschréanken. Ob sich die
eigenen Ergebnisse somit auf die Grundgesamtheit iibertragen lassen, ldsst sich, vor allem
auch wegen der ungleichen Cut-Off-Werte aus den einzelnen Arbeiten (siche , nicht klar
sagen. Trotzdem scheint die CD103CD4/CD4-Ratio allein und auch in Kombination mit
der CD4/CD8-Ratio zur Sarkoidosediagnostik in der Patientenpopulation der untersuch-
ten Kliniken (das Universitéitsklinikum Halle-Krollwitz und das Klinikum Martha-Maria

Halle-Délau) im Rahmen der Sarkoidosediagnostik Aussagekraft zu haben!
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5.11 Mogliche Fehlerquellen und Limitationen der Studie

Wie in jeder medizinischen Arbeit sind auch in der vorliegenden einige mogliche Fehlerquel-
len und Limitationen zu beachten, die bei der Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt
werden miissen. Sowohl das Studiendesign, die verwendeten Gerite, als auch das statisti-

sche Vorgehen bringen ihre eigenen Fehlerquellen mit sich.

Mogliche Fehlerquellen:

Da die Patientendaten der vorliegenden Arbeit retrospektiv aktenanamnestisch zusam-
mengetragen wurden und aus zwei verschiedenen Kliniken stammten, lieflen sich die re-
levanten Patienteninformationen nicht standardisiert erfassen. Durch die Unterschiede im
diagnostischen Vorgehen, der Dokumentation von Symptomen und der Krankengeschichte
sowie der Therapie sind die Féalle untereinander nicht leicht zu vergleichen. Ebenso be-
fanden sich die Patienten héufig in verschiedenen Stadien der Diagnosestellung und des
Krankheitsverlaufs, sodass sich im Nachhinein einige Diagnosen geéindert haben kénnten.
Auch die Diagnosesicherheit lédsst sich nicht immer gut einschitzen. Da viele der vorlie-
genden Diagnosen erst bei speziellen Indikationen eine Therapie (meist Corticosteroide)
erfordern und diese sich zwischen den einzelnen Erkrankungen h&ufig nicht grofl unter-
scheiden, wurden teilweise Arbeitsdiagnosen gestellt, ohne alle zur diagnostischen Siche-
rung erforderlichen Schritte durchgefithrt zu haben. Obwohl dies klinisch aufgrund der
fehlenden Konsequenzen und der teils relativ invasiven diagnostischen Methoden zur Dia-
gnosesicherung (héufig Biopsien) fiir den betroffenen Patienten sogar von Vorteil sein kann,
fithrte dieses Vorgehen im Rahmen der vorliegenden Arbeit zu einigen Problemen. Eini-
ge der Diagnosen gelten somit per Definitionem als nicht gesichert und lassen sich nicht
mit absoluter Sicherheit einer Erkrankungsgruppe zuordnen. Dies betrifft insbesondere
die Gruppe der nur klinisch diagnostizierten Sarkoidosen. Ohne histologischen Nachweis
kann eine andere Ursache fiir die sarkoidosedhnliche Symptomatik nicht ausreichend si-
cher ausgeschlossen werden. Die Anzahl an tatséchlichen Sarkoidoseféllen in der Gruppe
der nur klinisch diagnostizierten Sarkoidosen lésst sich somit nicht feststellen. Als Kon-
sequenz wurde diese Patientengruppe (zusammen mit den Patienten mit Sarkoidose als
Verdachtsdiagnose) aus den Analysen ausgeschlossen. Durch den Ausschluss dieser grofien
Patientengruppe (n = 181) ist die untersuchte Restpopulation nicht mehr so reprisentativ
fiir das Patientenkollektiv der an der Studie teilnehmenden Kliniken. Auch wird die Ver-
teilung der CD4/CD8-Ratio hochstwahrscheinlich verfilscht. Da vor allem bei Patienten
mit hoher CD4/CD8-Ratio eine Sarkoidose vermutet wird, sinkt durch den Ausschluss der
Gruppen die durchschnittliche CD4/CD8-Ratio. Eine Gefahr ist dabei die unwissentliche
Selektion von Patienten mit einer erhthten CD4/CD8-Ratio ohne Sarkoidose, die eine
wichtige Vergleichsgruppe darstellen.

Aufgrund der genannten Problematik bei der Diagnosestellung ist somit in allen Gruppen
das tatséchliche Vorliegen anderer Erkrankungen nicht auszuschlieflen.

Die Gruppe der Patienten unter Sarkoidoseverdacht mit negativen Histologien wurde aus
den Analysen ebenfalls ausgeschlossen, da die Rate an falsch-negativen Befunden sich nicht
gut abschétzen lieff. Bei einer, wie in der vorliegenden Arbeit, relativ geringen Zahl von
histologisch gesicherten Sarkoidosen (n = 24 nach Ausschluss von Rauchern) wire der

Einfluss von falsch-negativen Sarkoidosen auf die Ergebnisse betrachtlich. Dennoch gehen
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dabei erneut Patienten mit Sarkoidosezeichen, die jedoch keine Sarkoidose haben, verlo-
ren.

Bei der Gruppe “keine ILDs* ist zu beachten, dass diese Patienten selten gesunden Patien-
ten entsprechen, da die Durchfithrung einer BAL eine klare Indikationsstellung erfordert.
Sie stellen eine Gruppe sehr heterogener Erkrankungen dar, unter anderem maligner Er-
krankungen und Infektionen. Die Zusammensetzung dieser Patientengruppe unterscheidet
sich somit je nach Klinik wahrscheinlich extrem stark. Die Werte der Gruppe ohne ILDs
lassen sich somit nicht auf Patientenkollektive anderer Kliniken iibertragen.

Immer zu bedenken bei der Verwendung von Laborwerten sind Messungenauigkeiten und
sonstige Fehler, die bei jeder Wertbestimmung auftreten kénnen. Auch in der Durch-
flusszytometrie sind verfilschte Ergebnisse moglich, die einen Einfluss auf die bestimmten
CD103-assoziierten Marker haben kénnen.

Auch die statistische Analyse birgt Fehlerquellen. Je hoher die untersuchte Zahl an Pa-
tienten ist, desto aussagekriftiger ist das daraus resultierende Ergebnis fiir die Grundge-
samtheit. In der vorliegenden Arbeit finden sich jedoch stark schwankende Gruppengréfien
mit teils sehr geringer Patientenzahl. Somit ist die Aussagekraft der Ergebnisse je nach
untersuchter Patientegruppe unterschiedlich. Und natiirlich fithren die hohen Standard-
abweichungen innerhalb der Gruppen mit einer variierenden Zahl an Ausreissern zu einer
erschwerten Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Gruppen.

Zusammenfassend lésst sich die teilweise eingeschrénkte Sicherheit der Diagnosen als re-
levantestes Problem dieser Arbeit hervorheben, die aus der unspezifischen Symptomatik
und langwierigen Diagnosestellung der ILDs resultiert. Dieser Umstand sollte bei der In-

terpretation der Ergebnisse beachtet werden.

Limitationen dieser Studie:

Mit dieser Studie konnte die Aussagekraft der CD103CD4/CD4-Ratio in der Sarkoidose-
diagnostik fiir das eigene Patientenkollektiv untersucht werden. Die Ergebnisse beriicksichti-
gen jedoch die Abgrenzung der Sarkoidose von anderen Erkrankungen nur mithilfe durch-
flusszytometrischer Marker. Da aufgrund des retrospektiven Studiendesigns kein an die
Fragestellung angepasstes standardisiertes Vorgehen moglich war, konnte die exakte Sym-
ptomatik retrospektiv nicht ausreichend genau ermittelt werden. Die radiologischen Be-
fundtexte hingen stark von der klinischen Fragestellung ab und waren somit teilweise
ebenfalls schwer miteinander vergleichbar. Folglich lieflen sich die Patienten retrospektiv
schwer klinisch einschétzen. Die Kombination der CD103CD4/CD4-Ratio mit klinischen
Symptomen oder mit radiologischen Befunden zur Sarkoidosediagnostik war in der vorlie-
genden Arbeit somit nicht ausreichend moglich.

Die Unterscheidung zwischen akuter und chronischer Sarkoidose wurde bewusst nicht ge-
troffen, da in den Arbeitsdiagnosen duflerst selten zwischen akuter oder chronischer Ver-
laufsform unterschieden war. Ob die Anwendbarkeit der CD103CD4/CD4-Ratio von der

Verlaufsform der Sarkoidose abhéngig ist, liefl sich somit nicht sagen.
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Aufgrund der typischerweise sehr unspezifischen Symptomatik der Sarkoidose stellt sich
die sichere Diagnosestellung bisher als schwierig dar. Letztendlich bietet lediglich die Bi-
opsie als invasive Methode eine Méglichkeit zur Diagnosesicherung, weshalb eine moglichst
gute vorangegangene Diagnostik zur Minimierung der Zahl an durchgefiihrten invasiven
Mafinahmen besonders erstrebenswert ist. Die vorliegende Arbeit beschiftigte sich mit
der Frage, inwieweit der durchflusszytometrische Marker CD103, ein Oberflachenantigen
auf T-Lymphozyten, zur verbesserten Diagnosestellung der Sarkoidose zusétzlich zu den
bisher bekannten Optionen, oder auch eigensténdig, hinzugezogen werden kann. Im Rah-
men einer retrospektiven Kohortenstudie wurden die Daten von 799 Patienten nach einer
bronchoalveoldren Lavage beziiglich der Zellzusammensetzung in Abh#ngigkeit von der
zugrundeliegenden Erkrankung untersucht. Dabei lag der Fokus auf interstitiellen Lunge-
nerkrankungen, insbesondere der Sarkoidose und Lungenfibrose. Mogliche Storfaktoren,
wie eine medikamenttse Immunsuppression und das Rauchverhalten, wurden gesondert
in die Untersuchung einbezogen. Zur weiterfiilhrenden Analyse erfolgte eine Einteilung in
unterschiedliche Hauptgruppen: Sarkoidose, keine ILDs und andere ILDs. Mittels ROC-
Kurven konnte die diagnostische Wertigkeit verschiedener CD103-assoziierter Marker (1:
Anteil der CD103-positiven Zellen an allen T-Lymphozyten, 2: Anteil der CD103-positiven
Zellen an CD4-positiven T-Zellen sowie 3: CD103CD4/CD4-Ratio) abgeschétzt werden.
Um die klinische Anwendbarkeit der Marker besser bewerten zu konnen, wurde bei der
Auswertung zwischen 3 Fallen unterschieden: Fall 1: Der Vergleich zwischen histologisch
gesicherten Sarkoidosen und allen Patienten ohne Sarkoidose; Fall 2: Klinisch diagnostizier-
te Sarkoidosen im Vergleich mit Patienten ohne Sarkoidose; Fall 3: Histologisch gesicherte
Sarkoidosen im Vergleich mit anderen interstitiellen Lungenerkrankungen. Die statistische
Analyse ergab keinen bedeutenden Unterschied der Ergebnisse der Fille 1 und 3, womit der
Marker CD103 in der untersuchten Population unabhéngig vom moéglichen Vorliegen ei-
ner anderen interstitiellen Lungenerkrankung anwendbar ist. Die klinisch diagnostizierten
Sarkoidosen (Fall 2) hingegen lieBen sich nicht mit ausreichender statistischer Sicherheit
differenzieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass der durchfluss-
zytometrische Marker CD103 neben dem bisher bestimmten CD4/CD8-Quotienten durch-
aus zu einer verbesserten Diagnosestellung der Sarkoidose beitragen kann. Dafiir konnte
insbesondere die CD103CD4/CD4-Ratio als sinnvolles diagnostisches Mittel im Vergleich
zu den anderen CD103-assoziierten Marken herausgestellt werden. Der ermittelte Cut-
Off betrdagt 0,345. Nicht nur in kombinierter Betrachtung mit der CD4/CD8-Ratio und
dem Grad der Lymphozytose, sondern auch als eigensténdiger Marker ergaben sich gute
pradiktive Werte. Grundsiétzlich fielen bei Patienten mit gesicherter Sarkoidose auffallend
niedrigere CD103-Werte im Vergleich zu den anderen Hauptgruppen auf. Ein deutlicher
Einfluss von Nikotinkonsum auf die CD103CD4/CD4-Ratio fiihrte in den vorliegenden Er-
gebnissen zu einer massiv eingeschrankten Anwendbarkeit des Markers, weshalb Raucher
aus den weiteren Analysen ausgeschlossen wurden. Eine vorangegangene Immunsuppres-

sion hingegen beeinflusste die Werte nicht nachweisbar. Im Vergleich zur CD4/CD8-Ratio
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stellte sich die CD103CD4/CD4-Ratio in der vorliegenden Population beziiglich der dia-
gnostischen Aussagekraft als etwa gleichwertig dar. Die CD103CD4/CD4-Ratio wies dabei
eine hohere Sensitivitdt (91,7% zu 66,7%), die CD4/CD8-Ratio stattdessen eine hohere
Spezifitit (84,3% zu 59,6%) auf.

Empfehlungen zur klinischen Anwendbarkeit des Markers CD103CD4/CD4 lassen sich
je nach Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer Sarkoidose (der Vortestwahrscheinlich-
keit) bei untersuchten Nichtraucher-Patienten ableiten. Bei nicht-vorselektierten Patien-
ten eignet sich die CD103CD4/CD4-Ratio aufgrund des hohen negativ priadiktiven Wertes
von 99,2% vor allem zum Sarkoidoseausschluss, wihrend bei bestehendem Sarkoidosever-
dacht die CD103CD4/CD4-Ratio zusammen mit der CD4/CD8-Ratio (Cut-Off 3,0) zur
Erhéartung der Diagnose geeignet ist. In der vorliegenden Arbeit ergab sich hierbei ein
positiver pradiktiver Wert von 44,1%.

Verglichen mit den Arbeiten von Kolopp-Sarda et al., Heron et al., Mota et al., Hyldgaard
et al. und Bretagne et al. [23-25, |44} 45] 1&sst sich die Aussagekraft der CD103-assoziierten
Werte aufgrund der jeweils sehr unterschiedlichen Ergebnisse schwer auf eine Grundge-
samtheit {ibertragen.

Im Verlauf der Arbeit fithrten zusétzlich einige Ergebnisse zu Fragen, die aufgrund der vor-
handenen Werte und Mittel nicht beantwortet werden konnten. Um die Aussagekraft der
CD103CD4/CD4-Ratio in der Sarkoidosediagnostik noch besser einschitzen zu koénnen,
sind somit weiterfithrende Untersuchungen nétig.

Zwar konnte in der vorliegenden Arbeit die Aussagekraft fiir Nichtraucher gezeigt wer-
den, jedoch musste die Gruppe der Raucher komplett ausgeschlossen werden, da sich
bei Rauchern fiir die Abgrenzung der Sarkoidosepatienten von Nicht-Sarkoidosepatienten
mittels der CD103-assoziierten Werte keine signifikanten AUCs ergaben. Insgesamt wie-
sen Raucher scheinbar hohere CD103-Werte auf als Nichtraucher. Beim Vorliegen von nur
5 Rauchern mit histologisch gesicherter Sarkoidose liefl sich jedoch keine ausreichend si-
chere Aussage beziiglich der Wertigkeit von CD103 zur Sarkoidosediagnostik formulieren.
Weitere Untersuchungen beziiglich des Einflusses von Nikotinkonsum auf den Anteil von
CD103-positiven Zellen in der BAL sind somit nétig.

Der grundsétzliche Einfluss von immunsuppressiven Therapien auf die BAL-Zellzusammen-
setzung ist momentan noch nicht ganz klar. Aktuelle Studien zu diesem Thema beschéftigen
sich mit spezifischen, auf einzelne Krankheitsbilder zugeschnittenen Fragestellungen; bei-
spielsweise dem Effekt von inhalativen Corticosteroiden auf BAL-Zellen von stabilen COPD-
Patienten [88] oder dem Effekt einer therapeutischen oralen Corticosteroidtherapie auf die
BAL-Zellzusammensetzung von Sarkoidosepatienten [89]. Die Ergebnisse dieser Untersu-
chungen lassen jedoch keine Verallgemeinerung der nachgewiesenen Effekte zu. Dass in der
vorliegenden Arbeit kein klarer Einfluss einer immunsuppressiven Therapie auf den An-
teil an CD103-positiven Zellen nachgewiesen werden konnte, verwundert durchaus, da bei
einer bekannten Verdnderung der Zellanteile im Blut auch Wirkungen auf pulmonale Im-
munzellen naheliegend wiren. Vor allem bei der Sarkoidose, bei der héchstwahrscheinlich
eine Immigration peripherer Lymphozyten zu der lymphozytéiren Alveolitis fiihrt, wére ei-
ne solche Beeinflussung naheliegend. Um die Aussagekraft einer BAL unter verschiedenen
Immunsuppressiva in Zukunft besser einschétzen zu kénnen, wiren entsprechende Unter-

suchungen wichtig.
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Ein weiterer unklarer Punkt ist der Zusammenhang zwischen dem radiologischen Sar-
koidosestadium und den CD103-Anteilen. In der vorliegenden Arbeit waren die Fallzahlen
zwar zu gering, um eine Aussage zu treffen, jedoch zeigten die Arbeiten von Heron et
al., Mota et al. bereits einen Anstieg der CD103-positiven Zellanteile bei fortschreiten-
den Verdnderungen des Lungengeriistes. Ob mithilfe von CD103 Aussagen zur Prognose
einer Sarkoidose, oder moglicherweise auch einer Lungenfibrose generell, gemacht werden
konnen, ldsst sich aus den eigenen Ergebnissen nicht ermitteln. Die genaue Rolle von
CD103 in der Pathophysiologie der Sarkoidose und der Lungenfibrose ist noch unklar und

erfordert weitere Analysen.
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8 Thesen

1. Sarkoidosepatienten weisen niedrigere CD103-Werte auf als Patienten mit anderen
ILDs oder ohne ILD.

2. Raucher weisen hohere CD103-Werte auf als Nichtraucher, wodurch die Anwendbar-
keit des Markers zur Sarkoidosediagnostik bei Rauchern deutlich schlechter ist als

bei Nichtrauchern.

3. Hohere radiologische Stadien der Sarkoidose gehen mit hoheren CD103-Werten ein-
her.

4. Die CD103CD4/CD4-Ratio eignet sich im Vergleich zu dem Anteil an CD103-positiven
T-Zellen an allen T-Zellen und dem Anteil CD103-positiver CD4-Zellen an allen

CD4-Zellen am besten zur Sarkoidosediagnostik.

5. Die CD103CD4/CD4-Ratio und die CD4/CD8-Ratio sind in Bezug auf die Sarkoi-
dosediagnostik etwa gleichwertig (nahezu gleiche AUC), wobei die CD103CD4/CD4-
Ratio sensitiver und die CD4/CD8-Ratio spezifischer ist.

6. Die Anwendbarkeit der CD103CD4/CD4-Ratio zur Sarkoidosediagnostik ist unab-
hingig von der Hohe der CD4/CD8-Ratio.

7. Die Testgiite der CD103CD4/CD4-Ratio ist nahezu unabhéngig davon, ob Sarkoi-
dosepatienten nur Patienten mit anderen ILDs oder allen Patienten, bei denen eine

BAL durchgefiihrt wurde, gegeniibergestellt werden.

8. Die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer Sarkoidose sinkt bei einer CD103CD4/CD4-
Ratio iiber 0,345 im Vergleich zur Vortestwahrscheinlichkeit stark ab.

9. Die CD103CD4/CD4-Ratio eignet sich bei gering vorselektierten Patienten vor allem

zum Sarkoidoseausschluss.

10. Die CD103CD4/CD4-Ratio eignet sich zusammen mit der CD4/CD8-Ratio, ggf.

auch mit dem Lymphozytenanteil, zur Erhédrtung des Verdachts auf Sarkoidose.
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