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1 Einleitung

1.1 COPD

Die chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist definiert als vermeidbare und
behandelbare Erkrankung, die durch eine dauerhafte, nicht vollstindig reversible
Einschrankung des Luftstromes charakterisiert ist. Ublicherweise handelt es sich um einen
progredienten Krankheitsverlauf, der mit einer (ibermaBigen Entziindungsreaktion des
Lungengewebes auf schadigende Partikel oder Gase (hauptsachlich Zigarettenrauchen) in
Verbindung gebracht wird [1]. Verschiedene Studien beschreiben die COPD weltweit als die
vierthaufigste Todesursache (z.B. [2]; Abb. 1.1), wobei angenommen wird, dass die

Erkrankung bis spatestens 2020 in der Rangliste auf Platz 3 riicken wird (z.B. [3]).

The 10 leading causes of death in the world by percentage

- 48.6
@ Hypertensive @ Road injury @ Diarrhceal diseases
heart disease €) Diabetes mellitus €) HIV/AIDS
‘ Trachea bronchus, o Lower respiratory Q COPD
lung cancers infections @ Stroke
Ischaemic heart € Other causes
disease

Abb. 1.1: Rangliste der haufigsten Todesursachen weltweit, WHO [4]



Die Spirometrie mit der Messung der forcierten Vitalkapazitdt (FVC) und dem forcierten
Einsekundenvolumen (FEV;) stellt die Basis der objektiven Darstellung der
Atemflussbehinderung dar. Das Vorliegen einer obstruktiven Ventilationsstérung wird
anhand des postbronchodilatatorischen Quotienten aus dem forcierten
Einsekundenvolumen FEV; und der forcierten Vitalkapazitat FVC (FEV./FVC, Tiffeneau-Index)
beurteilt. Eine Verringerung des Tiffeneau-Index auf weniger als 70% ist fiir eine Obstruktion

charakteristisch, da der Stromungswiderstand der Atemwege erhdht ist [1].

Die Einteilung der COPD in Schweregrade kann einerseits Uber das Ausmall der
Lungenfunktionsstérung vorgenommen werden, andererseits konnen das Auftreten von
Symptomen und die Haufigkeit akuter Verschlechterungen (Exazerbationen) zu einer
erweiterten Klassifizierung beitragen. Fur die urspriingliche Einteilung in die GOLD-Stadien 1
bis 4 (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease [5]) wurden bislang vorrangig
Einschrankungen des FEV; herangezogen. Als leichtgradige Obstruktion (GOLD 1) bezeichnet
man bei eingeschranktem Tiffeneau-Wert eine Limitation der forcierten Einsekunden-
kapazitat von weniger als 20%, d.h. der Prozentwert des FEV; bezogen auf den individuellen
Sollwert betragt 80% oder mehr. Eine mittelschwere Obstruktion (GOLD 2) umfasst den
Bereich FEV; %Soll von >50% bis <80%. Darauf folgt der schwere Erkrankungszustand (GOLD
3), der durch die Werte FEV; %Soll = 30% bis < 50% charakterisiert wird. Patienten mit
einem FEV; %Soll von weniger als 30% oder weniger als 50% und einer zusatzlichen
respiratorischen Globalinsuffizienz sind in die Gruppe der am schwersten Erkrankten
einzuordnen (GOLD 4). Das friihere Stadium GOLD 0 (Risikopatienten) ist charakterisiert
durch das Vorliegen der Symptome chronischer Husten und Sputumproduktion, bei noch
normalen Werten der Spirometrie, insbesondere des Tiffeneau-Wertes. GOLD 0 wird in den
aktuellen Klassifikationen nicht mehr als COPD-Stadium aufgefiihrt [1], jedoch wurden in die
COSYCONET-Studie, die als Basis der vorliegenden Studie fungierte, gezielt auch solche

Patienten aufgenommen.

Seit 2011 wird die COPD aufgrund der Vielschichtigkeit nicht mehr ausschlieBlich mittels der
Lungenfunktionsprifung, sondern auch im Hinblick auf Symptome und Exazerbationen
beurteilt [6]. Die ehemaligen GOLD-Kriterien, basierend auf den Ergebnissen der
Spirometrie, spielen nach wie vor eine wichtige Rolle, werden jedoch um entweder den
COPD-Assessment-Test (CAT) oder einen Symptom Fragebogen (mMRC, modified Medical

Research Council) sowie um die Exazerbationsfrequenz erweitert (Abb. 1.2).



4 v A) Niedriges Risiko, wenig Symptome
§%T E = GOLD 1-2
8 S (B) ; (D) 2 or more = 0-1 Exazerbation pro Jahr
S 5 3 v g m.MR-C 0-1 gqer CAT <10
f‘-; é ' - B) Niedriges Risiko, vermehrt Symptome
- - e T (S K % 6 GOLD 1-2
€0 2 H | = = 0-1 Exazerbation pro Jahr
Qe H £ MMRC 2 2 oder CAT 210
6 é (A) - (C) v C) Hohes Risiko, wenig Symptome
05 ; X GOLD 3-4
| : 0 - > 2 Exazerbation pro Jahr
0 I O 20 mMRC 0-1 oder CAT <10
D) Hohes Risiko, vermehrt Symptome
Symptoms GOLD 3-4
(eg CAT score) draft GOLD 2011 > 2 Exazerbation pro Jahr

Abb. 1.2: Risikoeinschdtzung der COPD gemaR den aktualisierten GOLD-Kriterien [6]

1.2 COPD und Komorbiditaten

Die Komplexitat der COPD zeigt sich insbesondere in den haufig zu findenden Assoziationen
mit weiteren Begleiterkrankungen. COPD-Patienten stellen eine sehr inhomogene Gruppe
dar, wie dies in vielen Studien gezeigt werden konnte (z.B. [7]). Innerhalb einer gegebenen
Schweregradeinteilung weisen die Patienten im Hinblick auf Symptome (Atemnot, Husten,
Sputumproduktion), Exazerbationshdufigkeit, korperliche Leistungsfdhigkeit und den

allgemeinen Gesundheitszustand deutliche Unterschiede auf (z.B. [8]).

Komorbiditaten sind definiert als die Koexistenz anderer Krankheiten zusammen mit der
Haupterkrankung [6]. Sie beschrdanken sich bei der COPD keineswegs auf Patienten im
fortgeschrittenen Stadium, sondern werden gleichermallen in den Subgruppen mit
unterschiedlich ausgepragten Funktionseinschrankungen bzw. Schweregraden gefunden
(z.B. [7, 9]). Komorbiditaten konnen ihrerseits den Schweregrad der Erkrankung beeinflussen
und sind mit erhohter Morbiditdt und Mortalitdt assoziiert [10, 11]. In der Analyse der
ECLIPSE-Kohorte beispielsweise wurde eine deutlich erhéhte Mortalitatsrate von COPD-
Patienten mit kardiovaskuldren Beschwerden oder Diabetes beschrieben. Ferner beeinflusst

die Anzahl an Begleiterkrankungen die Mortalitat [12].

Neben Herz-/Kreislauferkrankungen und Diabetes kommen Erkrankungen wie Osteoporose,
Mangelerndhrung mit  Muskelschwund, metabolischen  Stérungen, psychischen
Auffalligkeiten, kognitiven Beeintrachtigungen, Lungenkrebs, Anamie und

Nierenfunktionsstérungen eine wichtige Rolle zu [9, 11, 12].
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Die Pravalenz von Komorbiditdten bei COPD-Patienten ist auffallend hoch. Eine US-Studie
konnte zeigen, dass 32,7% der untersuchten COPD-Patienten eine weitere Komorbiditat
aufwiesen und 39% sogar unter zwei oder mehr Begleiterkrankungen litten [13]. Im Hinblick
auf sowohl die Gesamtmortalitat, als auch speziell auf die kardiale Mortalitat bei Rauchern
und ehemaligen Rauchern, stellt bereits die Lungenfunktion alleine einen guten,
unabhangigen Pradiktor dar [14]. Vermutlich ermoglicht FEV; nicht nur die Beurteilung von
Veranderungen der Lunge, sondern reflektiert darliber hinaus strukturelle Prozesse, die mit
einer biologischen Alterung der Lunge sowie des Gesamtorganismus einhergehen.
Hinsichtlich der Assoziation mit der Mortalitdit war die Lungenfunktion etablierten
Risikofaktoren fiir kardiovaskuldre Erkrankungen wie BMI, Serum-Cholesterin oder Blutdruck
als weniger beinflussbarer Pradiktor Gberlegen. Gleichwohl sind diese Faktoren wesentlich
an der Entstehung eines metabolischen Syndroms beteiligt, das nicht selten zusammen mit
einer COPD auftritt [14, 15]. Einige Daten weisen darauf hin, dass systemische
Entziindungsreaktionen COPD-Patienten anfalliger machen fiir die Entwicklung einer
Insulinresistenz und die daraus resultierenden metabolischen Stérungen [16]. Umgekehrt
sieht man innerhalb von COPD-Kollektiven einen Verlust an Korpergewicht gemessen
anhand des BMI oder eine Verdanderung der Koérperzusammensetzung, die durch eine
Reduktion der fettfreien Masse bzw. Muskelmasse charakterisiert ist. Mittels bioelektrischer
Impendanzanalyse (BIA) lassen sich diese Verdanderungen nachweisen [17]. Ferner ist eine
COPD oft mit einem signifikanten Verlust an Knochenmasse oder einer Osteoporose
assoziiert, unabhangig vom Gebrauch von Corticosteroiden oder dem Rauchverhalten [18,

19].

Viele der genannten Erkrankungen sind typischerweise Erkrankungen des hoheren
Lebensalters. Parallel damit werden Koordinationsfahigkeit und funktionelle Balance durch
eine COPD unginstig beeinflusst [20]. In diesem Kontext kdnnte auch eine Polyneuropathie
eine Rolle spielen. Sowohl Studien an Tieren als auch Untersuchungen an Menschen belegen
einen Zusammenhang zwischen Polyneuropathie und Lebensalter [21, 22]. In vergleichenden
Studien von Patienten mit und ohne COPD wurde eine hohere Pravalenz der Erkrankung bei
COPD-Patienten gefunden [23]. Weiter konnte gezeigt werden, dass die Kombination aus
Atemwegserkrankung und Polyneuropathie sich sowohl auf die Lebensqualitat als auch die

korperliche Belastbarkeit auswirkt [24]. Die Frage eines moglichen Zusammenhangs
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zwischen vorzeitiger biologischer Alterung und Polyneuropathie ist derzeit ungeklart, daher

wird sie in der vorliegenden Arbeit ebenfalls adressiert.

Des Weiteren stehen chronische Erkrankungen wie COPD haufig in Beziehung zu
Depressionen und Angststorungen, welche wiederum das Risiko der stationdaren Aufnahme
ins Krankenhaus (Hospitalisierung) aufgrund der COPD erhéhen [25]. Der Gesamtzustand,
abhangig vom Schweregrad der Erkrankung und der Exazerbationsfrequenz, ist mit

Einschrankungen der Lebensqualitadt der Patienten assoziiert [26].

Aufgrund der Erkenntnis, dass Multimorbiditdt mit einer schlechteren Prognose [10] und
erhohten Behandlungskosten einhergeht [27], ist auch bei der COPD eine detaillierte Analyse
der Komorbiditaten, ihrer Schweregrade und ihres zeitlichen Auftretens in Verbindung mit
der Erkrankung der Lunge Gegenstand von Studien inklusive der Nationalen COPD-Kohorte
COSYCONET [7, 28]. In verschiedenen Arbeiten wurden Cluster von Patienten mit wenig
Komorbiditaten identifiziert, oder ein kachektisches Muster verbunden mit Osteoporose und
Muskelschwiache, oder eine Haufung der COPD mit kardiovaskuldren Veranderungen, ferner

ein metabolischer Phanotyp und eine Gruppe mit psychologischen Auffalligkeiten [8, 29, 30].

1.3 COPD, Biomarker im Blut, Haut, Elektronische Nase
1.3.1 COPD und Biomarker im Blut

Ein wichtiger Faktor neben klinischen Manifestationen ist die Messung von Biomarkern, die
darauf abzielen, entweder organbezogene Stérungen oder eine systemische Entziindung
nachzuweisen. Bisherige Daten bestatigen das Bestehen einer systemischen Entziindung bei
Patienten mit COPD [31] sowie einen Zusammenhang zwischen systemischer Entzlindung
und einer Verschlechterung der Lungenfunktion [32]. Allerdings ist im Allgemeinen die
Assoziation mit der systemischen Entziindung schwach und von groRer Variabilitdt gepragt.
Fiir die vorliegende Arbeit, deren Fokus auf der Evaluation verschiedener Alterungsmarker
bei Patienten mit COPD liegt, ist von zentraler Bedeutung, dass Marker chronischer
Entzlindung teilweise auch als Marker einer biologischen Alterung gelten [33]. Es gibt eine
Reihe von Hinweisen darauf, dass chronische Erkrankungen wie die COPD mit einem
vorzeitigen biologischen Altern einhergehen [34, 35]. Im Folgenden werden diejenigen,

etablierten oder putativen, Alterungsmarker vorgestellt, die in dieser Arbeit analysiert

12



wurden. Zu Erkrankungen, die haufig mit Alterung sowie chronischen Entziindungsprozessen
assoziiert werden, zahlen neben der COPD andere, wie zum Beispiel Morbus Alzheimer oder
Erkrankungen des Herzkreislauf-Systems [36-39]. Die Beziehung zwischen COPD,
systemischer Entziindung und kardiovaskuldaren Erkrankungen ist auch deswegen von
Bedeutung, weil Patienten oftmals nicht unmittelbar an der Lungenerkrankung, sondern

aufgrund kardiovaskularer Komplikationen versterben [40].

Telomerenlange

Telomere sind Endkappen von Chromosomen und bestehen aus einer repetitiven DNA-
Sequenz (5°-3 TTAGGG), deren Funktion der Schutz der Chromosomen vor enzymatischem
Abbau und die Wahrung der Stabilitat darstellt. Wahrend jeder Zellteilung verkiirzen sich
diese Endkappen bis zu dem Zeitpunkt, an dem die Telomerenldange eine kritische Lange
unterschreitet (Hayflick-Limit); dies flihrt zur Seneszenz der Zelle oder zum Zelltod. Wahrend
dieser Prozess auch wahrend des ,normalen” Alterns stattfindet, fihrt erhohter oxidativer
Stress [41], unabhédngig von der Quelle, in einer Zelle zum beschleunigten Verlust von
Telomeren. Die Telomerenldange wurde vielfach als Marker des biologischen Alters und

chronischer Entzindungsprozesse in Blutleukozyten verwendet [42, 43].

Antimikrobielles Peptid LL-37

Ein Biomarker, der sowohl mit Entzindung und Infektion als auch mit Telomerendysfunktion
in Verbindung gebracht wird, ist LL-37. Es handelt sich hierbei um ein antimikrobielles Peptid
des angeborenen Immunsystems aus der Klasse der Cathelicidine, das eine Abwehrfunktion
gegen Bakterien, Viren, Pilze und andere Mikroorganismen besitzt [44]. Dariiber hinaus
fungiert LL-37 als Mediator wahrend Infektionen, der neben chemotaktischen Eigenschaften
auch die Proliferation von Epithelzellen fordern kann und einen stimulierenden Effekt auf die

Freisetzung von Cytokinen ausibt [45].

Eine erhohte Konzentration des Peptids in verschiedenen Biomaterialien konnte auch mit
einer erhohten Entziindungsaktivitat in Verbindung gebracht werden. Aullerdem gibt es eine
Korrelation mit kardiovaskuldren Risikofaktoren wie Triglyzeriden oder invers mit dem HDL-
Cholesterol. Diese beiden Parameter gelten als bedeutsam in der Pathogenese der
Atherosklerose [44, 46]. Bedeutung wird dem LL-37 in der Pathogenese der COPD insoweit
beigemessen, dass eine Erhohung seiner Konzentration zum Aufrechterhalten der
Entziindung in der Lunge und dem Remodelling beitragen kdnnte, zwei Faktoren, die bei der
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COPD eine wichtige Rolle spielen [47]. Eine positive Korrelation zwischen einem erhéhten LL-
37-Spiegel und einer Steigerung der Schleimproduktion und Sekretion wurde gezeigt und
wirkt sich auf die Symptome aus [48]. Als Biomarker fiir die Krankheitsaktivitdt und das
Fortschreiten der Erkrankung konnte LL-37 interessant sein, zumal eine negative Korrelation
zwischen der Proteinkonzentration und der Lungenfunktion, korperlichen Belastbarkeit und

dem allgemeinen Gesundheitsstatus gezeigt wurde [47].

Neuere Arbeiten assoziieren LL-37 ebenfalls mit der biologischen Alterung; daher wurde
dieses Peptid in der vorliegenden Arbeit gemessen. Unterschiedliche Konzentrationen an LL-
37 konnten u.a. bei Telomerase-Knock-out-Mdusen (Mause, in denen gezielt kiirzere
Telomeren erzeugt wurden), sowie beim Menschen in Korrelation mit der

Telomerendysfunktion bzw. dem Gesundheitszustand gezeigt werden [49].

Advanced Glycation End Products (AGE)

Bei der Maillard-Reaktion, bekannt aus der Lebensmittel-Branche, handelt sich um die
nichtenzymatische Glykation einer freien Aminogruppe von Aminosduren oder Peptiden
mittels eines reduzierenden Zuckers [50]. Dabei entstehen Advanced Glycation End Products
(AGE). Diese chemische Strukturveranderung von Proteinen kann deren Funktionsverlust
bedeuten, ferner kann auch der proteolytische Abbau behindert sein, was in einer moglichen
Akkumulation dieser Produkte resultiert [51]. Als wahrscheinlich gilt, dass durch AGEs
verschiedene Signaltransduktionskaskaden (Abb. 1.3) aktiviert werden und zu erhéhtem
oxidativen Stress in der Zelle oder Entziindungsreaktionen beitragen. Diese Wege fiihren
haufig Gber die Aktivierung des nuclear factor-kappa Beta (NF-kB) zu einer erhohten

Transkription weiterer entziindungsrelevanter Marker [52].
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Signaltransduktionskaskade durch Bindung von Advanced Glycation End Products (AGE) an
seinen zellstindigen Rezeptor (RAGE) [53]. Diese Abbildung soll primar die Komplexitdt der Regulation verdeutlichen, die zu analysieren
allerdings nicht der Gegenstand dieser Arbeit war, die sich mit den Beziehungen verschiedener Marker zueinander beschéaftigte. Zu den
verwendeten Abkiirzungen siehe die angegebene Literaturstelle.

Zusammenhange zwischen chronischer Entziindung und biologischem Alter liegen auch hier
nahe, zumal im Drosophila-Modell AGEs als Biomarker der Alterung nachgewiesen wurden
[54] und bei vielen altersabhangigen Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Morbus Alzheimer

oder Morbus Parkinson erhéhte Konzentrationen nachweisbar sind [51].

AGEs bzw. erhohte Expression des AGE bindenden Rezeptors (RAGE) wurde ebenfalls mit der
chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung in Verbindung gebracht [55]. Im Maus-Modell mit
bedingter Uberexpression des RAGE im Lungengewebe konnte gezeigt werden, dass eine
Vermehrung des Rezeptors zu einer Entzindung der Lunge und Zerstérung von
Lungenparenchym fiihrte [55]. Beide Merkmale sind kennzeichnend in der Pathogenese und
Progression der COPD. Besonders die Zerstorung des Strukturproteins Elastin ist an der
Entstehung eines Emphysems beteiligt [56]. Seine Zerstorung kann durch eine verdanderte

Expression des Proteins Matrix-Metallo-Proteinase-9 (MMP-9) hervorgerufen werden, AGEs
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wiederum beeinflussen die Synthese von MMP-9 in Makrophagen lber die Aktivierung von

NF-kB in dosisabhangiger Konzentration [57].

Auf der Basis dieser Arbeiten erschien es sinnvoll, AGEs bei Patienten mit COPD zu messen.
Derzeit liegt nur eine Arbeit vor, die AGEs und die Rezeptoren der AGEs (RAGE) in
Gewebeschnitten aus Operationsresektaten zwischen Patienten mit und ohne COPD
verglichen hat [58]. In der vorliegenden Arbeit wurden stattdessen Blutproben genommen,

wie dies auch in Arbeiten zu anderen Erkrankungen der Fall war [59, 60].
1.3.2 COPD und Hautalterung

Bedeutend scheint ebenso die Erkenntnis, dass fir AGEs ein schadigender Effekt auf Zellen
anderer Gewebe, wie beispielsweise der Haut, gezeigt wurde. So wurde eine durch UV-
Bestrahlung induzierte Hautalterung bei erhéhten Konzentrationen an AGEs beschleunigt,
zum einen Uber eine Aktivierung von reaktiven Sauerstoffspezies (oxidativer Stress; ROS)
[61], zum anderen direkt durch eine AGE-RAGE-Komplexbildung und eine daraus
resultierende Imbalance zwischen Aufbau und Abbau von extrazelluldrer Matrix [62]. Ebenso
wie AGE selbst, ist auch der Rezeptor wichtiger Bestandteil der Kaskade und kann die
Transkription des Entziindungsfaktors NF-kB stimulieren. Diese Rezeptoren findet man in
grofRer Anzahl in der menschlichen Haut; Bestrahlung von Hautzellen mit UV-Licht verstarkt
die Expression [63]. Als wichtigste Faserproteine der extrazelluldren Matrix sind Kollagen
und Elastin zu nennen, deren Glykation zu veranderten biomechanischen Eigenschaften und
funktionellen Einschrankungen der Haut fihrt, sowie zur langeren Persistenz gealterter
Zellen [64-66]. Umbau- und Abbauprozesse der Strukturproteine werden von Matrix-
Metallo-Proteinasen (MMP) beeinflusst, weswegen diesen Enzymen eine entscheidende

Rolle in der Fehlregulierung beigemessen wird.

Elastische Fasern sind nicht nur wichtiger Bestandteil der Matrix der Haut, sondern ebenfalls
essentielle Strukturbildner der Lunge und von Blutgefdlen [67]. Erhohte AGE-
Konzentrationen konnten sowohl wahrend des Alterungsprozesses, als auch bei Patienten

mit Diabetes in verschiedenen Gewebearten festgestellt werden [68].

Zigarettenrauchen stellt eine exogene Quelle flir AGEs dar. AGE-Konzentrationen im Gewebe
von Rauchern waren hoher als bei Nichtrauchern [69, 70]. Assoziationen wie diese dienen als
Grundlage der Hypothese, dass alterungsassoziierten Veranderungen der Haut und der
Lunge bei Rauchern dhnliche Ursachen zugrunde liegen [71]. Ferner besteht eine Assoziation
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zwischen Arterienversteifung und Emphysem [72], die in einem Abbau von Elastin in den
GefalBwanden von BlutgefdBen oder der Lunge begriindet liegen kdnnte [73]. Der
systemische Abbau von Elastin durch Proteolyse (MMP) ist moglicherweise ein gemeinsamer

Mechanismus, der zu friihzeitiger Alterung der Lunge, Gefdlle und der Haut fuhrt [73].

Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass eine starke Faltenbildung der Gesichtshaut mit
einem schlechteren FEV; sowie COPD bzw. Lungenemphysem einhergeht [74]. Die
Hautalterung kann wenig invasiv oder sogar nichtinvasiv erfasst und mittels validierter
Scores wie beispielsweise dem Daniell-Score [75] oder neueren Scores [76-82] beurteilt
werden. Eine starke Faltenbildung im Gesicht von Rauchern kdnnte womoglich auf eine

Pradisposition fur eine COPD hinweisen [74].
1.3.3 COPD und Elektronische Nasen

Als vielversprechendes, nichtinvasives Verfahren gilt oft der Einsatz von Elektronischen
Nasen. Hierbei soll ein Geradt herangezogen werden, um den Gehalt der Ausatemluft an
flichtigen Kohlenwasserstoffen (VOCs) zu analysieren [83]. Verschiedene Erkrankungen,
sowohl der Lunge (Lungenkrebs, Asthma, COPD) als auch anderweitige (Diabetes,
Herzversagen), konnten bereits mittels Elektronischer Nasen detektiert und teilweise
innerhalb der untersuchten Gruppen differenziert werden [84-88]. Sowohl die Detektion
bestimmter Biomarker, als auch das Erfassen von Profilen (,,Breathprints“) sind moglich [89,
90]. Beide Ansatze wurden genutzt, um COPD-Patienten von Gesunden zu unterscheiden
oder innerhalb der COPD-Patienten Subtypen abzugrenzen. Diese Unterscheidungen sowie
die Erkenntnis, dass Ausatem-Profile als Biomarker fir systemische Verdanderungen sowie
Veranderungen der Lunge dienen kénnten, unterstreichen einen moéglichen diagnostischen
Wert derartiger nichtinvasiver Messungen [90]. Systemische Entziindungsreaktionen und
unentdeckte Komorbiditaten sind fir den klinischen Status des Patienten wichtig, kénnen
jedoch oft mit den verfiigbaren Mittel in der Routine nicht ausreichend abgeklart werden.
Interessante Phanotypen, wie der Exazerbations-Typ oder der Sputum-positive Eosinophile
Patient (Steroid-Resistenz), konnten mittels Elektronischer Nasen bereits identifiziert

werden [91].

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig untersucht, inwieweit die Ausatemprofile, die
mit einem verbreiteten Typ von Elektronischer Nase gewonnen wurden, in Beziehung zu

Markern der biologischen Alterung stehen.
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1.4 COSYCONET (German COPD and Systemic Consequences - Comorbidities

Network)

Marker entzindlicher Prozesse oder vorzeitiger Alterung konnten ebenso wie
Komorbiditdten dazu beitragen, COPD-Patienten in Subgruppen einzuteilen, sind allerdings
noch weit von der tatsachlichen Implementierung in die Diagnostik entfernt [29, 92]. Die
genauere Phadnotypisierung von Patienten mit COPD scheint jedoch sinnvoll, um eine
zielgerichtete Therapie und eine bessere Vorhersage der Erkrankung zu ermdglichen [93].
Dies kann in der Breite nur mittels klinisch praktikabler Methoden erfolgen. Die Nationale
COPD-Kohorte COSYCONET, die in 30 Studienzentren in Deutschland etabliert wurde und
longitudinal verfolgt wird, hat das Ziel, eine umfassende Analyse der Komorbiditdaten und des
Krankheitszustandes von Patienten mit COPD zu leisten. Der Schwerpunkt liegt zum einen
auf einer genauen Phanotypisierung der Patienten, zum anderen auf einer Analyse des
zeitlichen Verlaufs der Lungenerkrankung und der Komorbiditaten sowie ihrer potentiellen
Interaktionen. Es ist klar, dass eine derartige Analyse nur mit Hilfe einer sehr groRen Kohorte
erfolgen kann; aus diesem Grunde wurden bis Ende 2013 insgesamt 2741 Patienten in

COSYCONET eingeschlossen.

Neben dem umfassenden Standardprogramm von Messungen war es den Studienzentren
moglich, eigene zusatzliche Messungen zu implementieren, um mit Hilfe der lokalen
Subkohorten eigene Fragestellungen zu bearbeiten. Im Studienzentrum LMU Minchen
wurde die Frage verfolgt, welche Assoziationen eine Reihe von Markern der biologischen
Alterung untereinander sowie mit klinischen Charakteristika der Patienten aufweisen. Diese
Fragen schienen mit einem Datensatz von bis zu n=127 Patienten der lokalen Kohorte
beantwortbar. Diese lokale Kohorte wurde unter der Federfihrung der Abteilung fir
Pneumologie (Prof. Dr. Rudolf Maria Huber, Leiter der Sektion Pneumologie Innenstadt u.
Thorakale Onkologie) sowie dem Institut und Poliklinik fir Arbeits-, Sozial- und
Umweltmedizin (PD Dr. Rudolf A. Jorres, Prof. Dr. Dennis Nowak) aufgebaut, in
Zusammenarbeit mit der Abteilung fir Kardiologie (Dr. Philip Jung, PD Dr. Dr. Hae-Young
Sohn). Das Standardmessprogramm von COSYCONET auf der einen Seite, sowie die im
Folgenden beschriebenen besonderen Messungen auf der anderen Seite inklusive der
molekularbiologischen und biochemischen Analysen waren der Gegenstand dieser

Doktorarbeit. Hierbei konnte auf Vorarbeiten von seitens Frau Dipl.-Biol. Marietta Truger
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und Herrn Dr. Stefan Karrasch, die die Studie im Zentrum LMU Minchen implementiert
hatten, zuriickgegriffen werden. Die Messungen mit der Elektronischen Nase wurden von
Frau CTA Angelika Kronseder in enger Absprache mit dem restlichen Untersuchungsablauf

erstellt und dankenswerter Weise zur Verfligung gestellt.

Auf der Basis der vorstehend beschriebenen Uberlegungen zu verschiedenen
Alterungsmarkern wurde in der LMU-Subkohorte speziell die Telomerenlange von
Blutleukozyten sowie die Konzentrationen von AGEs und LL-37 im Blut gemessen, ferner die
Hautalterung des Gesichtes anhand von Fotos erfasst. Das Vorliegen eines Emphysems
wurde entweder anhand von CTs des Thorax beurteilt, die aus klinischen Griinden erstellt
worden waren, oder anhand einer Vorhersagefunktion, die fir den Gesamtdatensatz von
COSYCONET errechnet worden war. Als Komorbiditat wurde speziell die Polyneuropathie mit
einem erweiterten Satz von Messparametern untersucht, da hierfiir keine Informationen in
Hinsicht auf Alterungsmarker vorlagen. Gleiches galt fiir die Messung mit Hilfe einer
Elektronischen Nase, ebenfalls mit dem Fokus auf einer potentiellen Assoziation mit

Alterungsmarker.

Ein weiterer Aspekt der Arbeit war, dass in ihr Daten gewonnen werden sollten, die fiir die
kiinftige Planung von COSYCONET bedeutsam waren. COSYCONET beinhaltet namlich als
eine der Fragestellungen die Analyse einer (vorzeitigen) biologischen Alterung, jedoch
werden dazu in der Gesamtkohorte derzeit nur Blutproben fiir die Telomeren-Analyse
gesammelt. In der vorliegenden Studie sollte daher auch eruiert werden, welche anderen
potentiellen Marker einer biologischen Alterung zum einen aussagekraftig, zum anderen
praktikabel waren. Daher werden die Ergebnisse dieser Arbeit derzeit (Februar 2015) auf
ihre Ubertragbarkeit auf die Gesamtkohorte gepriift. Die Messung der Polyneuropathie, die
in dieser Arbeit an der Subkohorte der LMU aufgebaut wurde, wurde bereits zu einem Teil in

das Untersuchungsprogramm der Gesamtkohorte tGberfihrt.

19



2 Fragestellung

Auf der Basis der vorstehenden Uberlegungen hatte die vorliegende Untersuchung folgende

Fragen zum Gegenstand.

20

In welcher Beziehung stehen die biologischen Alterungsmarker der Telomerenlange
von Blutleukozyten und der Konzentration von AGEs und LL-37 im Blut zu den
klinischen Charakteristika der Patienten, insbesondere dem Schweregrad der COPD

sowie dem Vorliegen eines Emphysems?

Findet sich ein Zusammenhang zwischen den phanomenologischen Markern der
Hautalterung und dem Schweregrad einer COPD oder dem Vorliegen eines

Lungenemphysems?

Wie sind die Korrelationen zwischen den genannten molekularen bzw.
biochemischen Alterungsmarkern und dem phanomenologischen Marker der
Hautalterung und hangen diese Korrelationen von Charakteristika der COPD bzw.

Komorbiditaten ab?

Gibt es im Rahmen der Madoglichkeiten, die durch einen Stichprobenumfang von
n<127 gegeben sind, Komorbiditdten, die mit den genannten Alterungsmarkern in
Beziehung stehen? Zeigen die MessgroBen der Polyneuropathie einen

Zusammenhang mit den verschiedenen Alterungsmarkern?

Sind die verschiedenen Alterungsmarker mit den Profilen ausgeatmeter, fliichtiger
Kohlenwasserstoffe assoziiert, die nichtinvasiv mit Hilfe einer Elektronischen Nase

gemessen werden?



3 Methoden

3.1 Beschreibung COSYCONET

Die COSYCONET-Studie (German COPD and Systemic Consequences - Comorbidities
Network) beschaftigt sich mit dem Einfluss systemischer Manifestationen und
Komorbiditaten auf den klinischen Zustand und Verlauf bei Patienten mit chronisch-

obstruktiver Lungenerkrankung.

Um Informationen Uber sowohl den aktuellen Zustand der Patienten als auch iber den
Verlauf zu erhalten, unterzogen diese sich bei einer initialen Visite sowie zwei Folgevisiten 6
und 18 Monate nach Einschluss einer Reihe von Funktionstests und Befragungen. Diese
bildeten neben der Lungenfunktion den Zustand des Herz-Kreislauf-Systems, den
metabolischen und mentalen Status sowie die korperliche Leistungsfahigkeit ab. Zusatzlich
wurden aus Blutproben Marker der systemischen Entziindung und der Alterung bestimmt.
Klassische Laborparameter (Fette, Blutzucker u.A.), sowie ein Blutbild und organspezifische

Marker wurden direkt im Kliniklabor analysiert.

Fur den Einschluss/Ausschluss eines Patienten in die Studie mussten die folgenden

Aufnahmekriterien erfillt sein.
3.1.1 Einschlusskriterien

1) maénnlich oder weiblich

2) Mindestalter 40 Jahre

3) Diagnose einer COPD gemal} den GOLD-Leitlinien (oder wenn eine der Fragen des
Aufnahmefragebogens nach chronischem Husten/Bronchitis bejaht werden konnte)

4) schriftliches Einverstandnis vor Einschluss

5) Fahigkeit, die Anforderungen des Studienprotokolls physisch und geistig zu erfiillen

6) voraussichtlich verfiigbar tiber die Studiendauer von 18 Monaten und bereit zu
insgesamt mindestens 3 Visiten

3.1.2 Ausschlusskriterien

1) Zustand nach lungenchirurgischem Eingriff (z.B. Lungenvolumenreduktion um mehr
als die Halfte der Lunge, Lungentransplantation)
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2) Patienten mit bekannten Tumorerkrankungen der Lunge
3) Mittel- bis schwergradige Exazerbation in den letzten 4 Wochen vor Einschluss (orale
Corticosteroide, Antibiotika und/oder Krankenhausaufnahme erforderlich)
4) Unfahigkeit zu gehen oder die Zielsetzung des Projektes zu verstehen
Im Folgenden wird der Untersuchungsablauf der ersten Visite genauer beschrieben. Weitere

Details finden sich in den SOPs der COSYCONET-Studie.
3.1.3 Befragung

1) Anamnese/Vitalparameter (Liste haufiger Komorbiditaten, Familienanamnese,
Raucheranamnese, Inanspruchnahme von Gesundheitsleistungen)

2) Demographie (Basisdaten, Beruf, vorangegangene Exposition, Berufskrankheiten)

3) Medikation (aktuelle Medikation und Einnahmemodalitdten, Medikationshistorie)

4) Atemnot (mMRC — modified Medical Research Council)

5) Beurteilung der COPD (CAT — COPD Assessment Test)

6) Lebensqualitdt (SGRQ 18 — St George's Respiratory Questionnaire, EQ-5D — EuroQol)

7) Korperliche Aktivitat (IPAQ — International Physical Activity Questionnaire )

8) Angst (PHQ-D — Patient Health Questionnaire)

9) Osteoporose (FRAX — Fracture Risk Assessment Tool)

Das Abfragen der Komorbiditaten erfolgte mittels strukturierten Fragebogens (siehe Anhang
7.1). Ebenso verhielt es sich fiir alle weiteren Befragungen sowie die Erhebung der
Raucheranamnese (siehe Anhang 7.1). Fir die vorliegende Arbeit waren neben der
Anamnese, der Medikationshistorie und der Raucheranamnese insbesondere der CAT und
der mMRC-Fragebogen von Bedeutung. Diese finden sich ebenfalls im Anhang (siehe Kap.

7.1).

Die Dokumentation der aktuellen Medikation erfolgte mit Hilfe eines strukturierten
Erfassungsbogens (siehe Anhang 7.1). Um sicherzustellen, dass die verordneten
Medikamente und deren Starke mit den Angaben der Patienten (ibereinstimmten, waren die
Patienten dazu angehalten, bei jeder Visite alle Packungen der eingenommenen

Medikamente mitzubringen.
3.1.4 Funktionsmessungen

1) Anthropometrie (GroRe, Gewicht, Bauchumfang, Oberschenkelumfang)
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2) Post- bronchodilatative Ganzkorperplethysmographie
3) Post-bronchodilatative forcierte Spirometrie
4) Post-bronchodilatative CO-Diffusionskapazitat
5) Blutdruck/Kndchel-Arm-Index

6) 6-Minuten-Gehtest

7) Timed-up-and-Go-Test

8) Kognitive Beeintrdchtigung (DemTect)

9) Bioimpedanz

10) Blutgase (pO,, pCO,, pH, BE)

11) Blutentnahme

12) Ruhe-EKG

13) Ruhe-Echokardiographie

Im Folgenden werden die Messungen genau beschreiben, die fiir die Datenauswertung und
das Verfassen dieser Arbeit wichtig erschienen. Messungen, die zwar durchgefiihrt aber fir

die Datenauswertung dieser Arbeit unerheblich waren, finden sich im Anhang Kap. 7.2.

Anthropometrie

Fiir die Messung des Korpergewichtes benotigte es eine geeichte Kérperwaage. Der Patient
wurde gebeten, vor der Messung schwere Kleidungsstiicke und die Schuhe abzulegen. Die
Messung der KorpergrofRe erforderte eine Messlatte. Der Patient stand zum Erfassen der
GrolRe aufrecht und hielt den Kopf gerade. Die Parameter GroRRe und Gewicht wurden zur

Berechnung des Body-Mass-Index (BMI) herangezogen.

Die Messung der Taille/des Bauchumfangs erfolgte im Stehen und mit freiem Oberkorper
unter zu Hilfenahme eines MaRbandes. Die Messung des Umfangs erfolgte an der
schmalsten Stelle zwischen dem untersten Rippenbogen und dem oberen Rand des
Beckenknochens. Die Messung des Hiftumfangs erfolgte ebenfalls mittels MalBband. Zur
Messung wurde das Band an der stdrksten Stelle der Hiifte angelegt und zwar auch im
unbekleideten Zustand. Der Quotient aus Taille zu Hifte wird im medizinischen Bereich als
Waist-to-Hip Ratio bezeichnet und beschreibt die Verteilung des Korperfetts auf Taille und

Hufte.
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Lungenfunktion

Die Durchfiihrung der Ganzkorperplethysmographie und Ruhespirometrie dienten der
Bestimmung verschiedener statischer Lungenvolumina und des Atemwegswiderstandes
(gemessene Parameter s.u.). Verwendet wurde das Gerat MasterLab der Firma Erich Jaeger.
Es wurde vor jeder Messung kalibriert. Bevor ein Proband zur Funktionsprifung in die
Messraume der Lungenfunktion gebeten wurde, erfolgte eine Bronchodilatation, mit
kombinierter Inhalation von 400 pg Salbutamol und 80 ug lpratropiumbromid. Zwischen der
Messung und der Dilatation lagen mindestens 30 Minuten und hochstens 2 Stunden. Die
eigentliche Messung wurde gemaR der ERS/ATS Guidelines durchgefiihrt [94]. Bei den
gemessenen Parametern handelte es sich um den totalen Atemwegswiderstand (sRtot), den
effektiven Atemwegswiderstand (sReff), das Intrathorakale Gasvolumen (ITGV), das
Exspiratorische Reservevolumen (ERV), die Inspiratorische Vitalkapazitat (IVC), die Totale

Lungenkapazitat (TLC), das Residualvolumen (RV) und die Inspiratorische Kapazitit (IC).

Die forcierte Spirometrie und die Bestimmung der Fluss-Volumen-Kurve im Anschluss an die
Ruhespirometrie dienten der Charakterisierung der Atemwegsobstruktion. Hierzu kam das
Gerat MasterScreen der Firma Erich Jaeger zu Einsatz. Auch hier erfolgte die Messung gemaR
den ERS/ATS Guidelines [95]. Notiert wurden die Parameter Forcierte Vitalkapazitat (FVC)

und Forciertes Einsekundenvolumen (FEV,).

Das Messen der Diffusionskapazitat der Lunge fiir das Gas CO (Kohlenmonoxid; TLCO) diente
der Messung des Sauerstoffaufnahmevermdégens der Lunge. Es wurde Uberprift, wie gut CO
aus der Einatemluft ins Blut Gbertreten konnten. Als Messgerat diente der MasterScreen
Diffusion der Firma Erich Jaeger. Die Messung erfolgte ebenfalls postbronchodilatotorisch,
und ebenfalls wurden die entsprechenden Guidelines befolgt [96]. Erfasst wurden die

Parameter Transferfaktor fiir CO (TLCO) und das Alveolarvolumen (VA).

Kndchel-Arm-Index

Die Bestimmung des Knochel-Arm-Index (Ankle-Brachial-Index (ABI)) diente der nicht
invasiven Erfassung moglicher vaskularer Veranderungen. Es wurde das Gerat VASCASSIST
der Firma Isymed GmbH benutzt. Der Patient musste die Oberarme sowie Unterschenkel
freimachen und sich sodann auf eine Liege legen. Nach 10-min(tiger Ruhepause wurden die
dem Patienten passenden Manschetten angelegt. Die Markierungen befanden sich dabei

jeweils direkt Uber den Arterien, also den Oberarmarterien und Knochelarterien. Die
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Manschetten pumpten sich automatisch auf und erfassten die Systole, Diastole und Herzrate
in den vier Extremitaten. Der Kndchel-Arm-Index wurde vom Gerat errechnet und als
Messwert notiert, genau wie die Einzelwerte. Durch erneutes Aufpumpen der Manschetten

konnte das Gerat in einem zweiten Schritt die Pulswellengeschwindigkeit (PWV) bestimmen.

6-Minuten-Gehtest

Der 6-Minuten-Gehtest (6MWD) diente der Evaluation der korperlichen Leistungsfahigkeit
und ist Bestandteil der Berechnung des BODE Scores (Body mass index, airflow Obstruction,
Dyspnea and Exercise capacity). Durchgefiihrt wurde der Test auf einem ruhigen Gang. Die
Gehstrecke von 30m Ldnge war an Start und Ende markiert. Der Patient wurde in die
korrekte Durchfiihrung instruiert und durfte vor Beginn einige Minuten ruhen. Gehhilfen
sowie das Mitfliihren von Sauerstoff waren erlaubt und wurden vom Untersucher notiert.
Vor und nach dem Test sollte der Patient das Ausmal der Atemnot anhand der BORG Skala
von 0-10 einschatzen (O=Uberhaupt keine Atemnot, 10=maximale Atemnot). Diese Werte,

sowie die Gehstrecke in [m] nach 6-minltiger Gehzeit wurden notiert.

Timed-Up-and-Go-Test

Der Timed-Up-and-Go (T&go) Test hat seinen Ursprung in der Geriatrie als einfacher
Mobilitatstest zur Beurteilung der Beweglichkeit bzw. des Koérpergleichgewichts. Bendtigt
wurden ein Stuhl mit Armlehnen sowie ein ruhiger Gang, in dem eine Strecke von 3m gut
sichtbar markiert werden konnte. Der Stuhl stand direkt auf Hohe einer der beiden
Markierungen. Der Patient wurde aufgefordert, auf Kommando aufzustehen, zur zweiten
Markierung zu gehen, zu wenden und erneut Platz zu nehmen. Es wurde im Vorfeld
erlautert, dass dies so schnell wie moglich erledigt werden sollte. Die bendétigte Zeit wurde

mittels Stoppuhr erfasst und notiert. Der schnellste aus drei Versuchen wurde gewertet.
DemTect

Der Demenz-Detektion-Test (DemTect) sollte helfen, kognitive Beeintrdchtigungen des
Patienten zu erkennen. Es handelt sich um ein validiertes Befragungsinstrument, welches
einer standardisierten Durchfiihrung und Auswertung bedarf. Der Fragebogen, sowie die

verwendeten Umrechnungs- und Auswertungstabellen findet sich im Anhang (Kap. 7.1).
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Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte mittels Punktion einer oberflachlichen Vene. In der Regel
handelte es sich hierbei um die Ellenbeugenvene, in einigen Fallen wurden auch andere
Venen punktiert. Es wurde einmalig eine Fliigelkanile gelegt und anschlieend wurden tber
zwei verschiedene Abnahmesysteme mehrere Rohrchen entnommen. Fir das Labor des
Klinikums wurden EDTA und Heparin-Réhrchen benétigt. Fiir die Biomaterialbank der Studie
bedurfte es EDTA-Blut, Citrat-, Serum-, P100 und PAXgene-Rohrchen. Die Blutproben
wurden direkt nach der Entnahme gemischt und wie in Standard Operating Procedures
(SOPs) vorgeschrieben weiterbehandelt. Flr die gegenwadrtige Studie waren nur die
Klinikums-Werte von Interesse. Es erfolgte die Bestimmung der folgenden Laborwerte:
Kreatinin Blut [mg/dl], Harnsdure [mg/dl], Harnstoff-N [mg/dl], Kreatinin Urin [mg/dl],
Gesamtcholesterin [mg/dl], Triglyzeride [mg/dl], LDL [mg/dl], HDL [mg/dl], CRP [mg/dl],
Leukozyten [1079/l], Erythrozyten [10712/I], Hamoglobin [g/dl], Hamatokrit [I/I],
Thrombozyten [1079/l], Segmentierte [%], Eosinophile [%], Basophile [%], Monozyten [%],
Lymphozyten [%], Glucose [mg/dl], HbAlc [%] und Alpha-1-Antitrypsin [mg/dl].

Alle Fragenbdgen und Untersuchungen wurden grundsatzlich in Anlehnung an die Standard
Operating Procedures (SOPs) der COSYCONET-Studie durchgefiihrt. Diese SOPs standen den
Studienzentren von Beginn an zur Verfigung und enthalten Beschreibung der

Untersuchungsablaufe sehr detailliert.

3.2 Rekrutierung

Als Grundlage fir das Patientenkollektiv dienten die im Rahmen der COSYCONET-Studie
rekrutierten Patienten. Diese wurden teils Uber niedergelassene Pneumologen rekrutiert,
teils mittels einer Zeitungsanzeige. Ferner wurden Probanden aus der Region, die sich in der
Studienzentrale Marburg gemeldet hatten, sowie Probanden aus Selbsthilfegruppen, die auf
die Studie aufmerksam geworden waren, in das Projekt aufgenommen. Die
Rekrutierungsphase erstreckte sich von September 2011 bis Januar 2014, wobei Patienten
vor dem 15.03.2012 von zwei anderen Untersuchern eingeschlossen wurden. Die Daten

wurden von den jeweiligen Untersuchern der LMU fir weitere Auswertungen liberlassen.
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Insgesamt kamen an der LMU Miinchen 151 Patienten fir die Studie in Frage, wobei von 127
Probanden =zusatzliche Daten erhoben wurden, die fir diese Studie relevant sind.
Einwilligungserklarungen lagen sowohl fiir die Gesamtstudie als auch die Substudie vor. Die
lokale Studie, die Gegenstand dieser Arbeit ist, wurde von der Ethikkommission der LMU
Minchen (Vorsitz: Prof. Dr. Eisenmenger) als unbedenklich befunden. Ebenso wurde das
Basisprogramm von COSYCONET von der Ethikkommission der Universitdit Marburg als
unbedenklich befunden und erhielt im Anschluss daran ein positives Votum der

Ethikkommission der LMU Minchen.
Visiten

Die Patienten absolvierten wahrend des Zeitraums der Studie in der Regel mehrere Visiten.
Nicht zu allen Zeitpunkten konnten alle Untersuchungen durchgefiihrt werden, sei es aus
Grinden des Studienprotokolls oder aus Zeitgriinden oder weil Gerate nicht verfligbar
waren. Daher mussten Daten verschiedener Visiten miteinander kombiniert werden. Diese
Kombination erfolgte so, dass zum einen moglichst viele Daten von einer einzigen Visite
Eingang fanden, zum anderen kombinierte Daten einen mdglichst geringen Zeitabstand
aufwiesen, zum dritten die zu erwartende Stabilitdit von Parametern Uber die Zeit
berlicksichtigt wurde. Fir Korrelationen mit den Parametern, die Gegenstand dieser Studie
sind, wurden nur einige Untersuchungen aus dem COSYCONET Spektrum herangezogen, die
flir die Fragestellung besonders bedeutsam waren. Hierbei handelte es sich um die
anamnestischen Angaben zu Komorbiditaten und der Medikation, die anthropometrischen
MessgroRBen BMI, Bauchumfang und Waist-to-Hip Ratio, die Raucheranamnese, den CAT,
den mMRC, den DemTect, den Gehtest und den Timed-up-and-Go-Test, die
Lungenfunktionsparameter, die Laborparameter, die Werte der ABI-Messung und den BODE-

Score.

Als Referenz der Visitenauswahl galt der Zeitpunkt, zu dem die Blutprobe entnommen
wurde, die fiir die Analyse der biologischen Alterungsmarker Verwendung fand. Alle anderen
Daten, soweit verfiigbar, wurden ebenfalls von dieser Visite genommen. Waren Daten nicht
verfligbar, wurden diejenigen vom am nachsten liegenden Zeitpunkt genommen. Mit dieser
Vorgehensweise wurde versucht, Marker, bei denen relativ groRe Variationen von Visite zu

Visite nicht auszuschliefen sind (z.B. Blutmarker) zum moglichst gleichen Zeitpunkt zur
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Verfligung zu haben, hingegen fiir Marker, die eher Uber die Zeit stabil sind (z.B.

Hautbeschaffenheit) eine gewisse zeitliche Abweichung zuzulassen.

Uber die Proben hinaus, die im Rahmen von COSYCONET vorgeschrieben waren, wurden

folgende Daten bzw. folgendes Material gesammelt.

1) 2,7 ml EDTA-Blut zur Bestimmung der Telomerenlange
2) 8,5 ml Blut mit dem Entnahmesystem BD P100™ (Plasmagewinnung) zur
Bestimmung des LL-37 (potenzieller Marker fiir Alterung und Entziindung auf
Protein-Ebene)
3) 7,5 ml Blut zur Gewinnung von Serum zur Bestimmung der AGEs
4) Fotografische Aufnahmen von beiden Augenwinkelregionen unter
standardisierter Beleuchtung, die semiquantitativ hinsichtlich Faltentiefe und
Faltenausdehnung analysiert wurden
5) Neurologische Untersuchungen an den unteren Extremitaten zur Erfassung einer
moglichen Polyneuropathie
- Prifung der Pallasthesie mittels Rydel-Seiffer-Stimmgabel
- Priifung der taktilen Asthesie mittels Monofilament nach Semmes-Weinstein
(Twin-Tip®)
- Prifung der Thermasthesie (Twin-Tip® Tip-Therm)
- Untersuchung der Nervenleitgeschwindigkeit und Amplitude des N. suralis
mittels NC-stat® DPNCheck (Neurometrix)
6) Analyse der Ausatemluft der Probanden auf ihren Gehalt an fllichtigen
Kohlenwasserstoffen (VOCs) mittels Elektronischer Nase Cyranose® C320

Die einzelnen Untersuchungsaspekte werden im Methodenteil noch ausfiihrlich erlautert.

3.3 Fotografische Aufnahmen der Haut und deren Auswertung

Wahrend einer der drei Visiten wurde von den Patienten eine Profilaufnahme bzw.
Halbprofilaufnahme erstellt. Fotografiert wurde immer mit derselben Kamera (Sony
Cybershot, 10 x Optical Zoom - Zeiss, 10,1 MegaPixel, DSC-H20) und zwar immer
unverandert im P-Modus (Programmautomatik). Um standardisierte Aufnahmen zu
erhalten, war die Kamera fir jedes Foto auf ein hohenverstellbares Stativ montiert. Ferner

fand ein indirekter Blitz zwecks moglichst gleichmaRiger Beleuchtung Anwendung. Fir die
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guantitative Bewertung der Falten erhielt jeder Proband ein 5x5 mm GittermaR beidseitig
auf die Wangen geklebt. Dabei wurde darauf geachtet, dass dadurch keine Falten verdeckt

wurden. Die Probanden wurden sowohl von rechts als auch von links abgelichtet.

Trotz der Bemiihung, standardisierte Lichtverhaltnisse zu schaffen, bestand kein Einfluss auf
das durch den Vorhang einfallende Tageslicht, sowie den erfolgten Austausch einer
Leuchtrohre im Untersuchungszimmer wadhrend des Untersuchungszeitraums. Fir die
Anpassung wurden eine Autokorrektur der Bilder (JPEG-Format) im Programm Picasa 3
vorgenommen. Die Anwendungsoptionen ,Auf gut Glick” (Ein-Klick-Optimierung fur
Beleuchtung und Farbe) und ,Kontrast” (Belichtung ohne Auswirkung auf die Farbe
optimieren) wurden fir jedes Bild herangezogen. Abb. 3.1 dient als Beispiel fir die

gemachten Fotografien.

Abb. 3.1: Beispielfotografie fiir die Analysen der Hautbeschaffenheit

Die Hautalterung der Probanden wurde anhand der Aufnahmen geschatzt. Die Auswertung
der Fotografien erfolgte verblindet durch Frau Prof. Dr. med. Martina Kerscher (Fakultat fur
Chemie, Abteilung Biochemie und Molekularbiologie, Fachrichtung Kosmetikwissenschaft,
Universitat Hamburg), die eine Untersucherin mit langjahriger Erfahrung in dieser Form der
Auswertung ist und an der Erstellung entsprechender Empfehlungen beteiligt war [76, 77,
79-82]. Sie schatzte das Alter der Probanden und beurteilte sowohl die nasolabialen (NL), als
auch die periorbitalen (PO) Falten (Krahenful3-Region) und teilte diese in Schweregrade von
0-4 (0O=keine Falten; 4=schwere Falten) ein. Hierzu wurden validierte Scores verwendet [76-
79, 81, 82]. Die spontane Altersschatzung und die Schweregradeinteilung erfolgten nach

ahnlichen Kriterien.
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3.4 Alterungsmarker im Blut

3.4.1 Etablieren der Telomeren-Messung nach Cawthon

3.4.1a Probenentnahme bzw. Aufreiniqung der Proben

Fir die Messung der Telomerenlange wurde vendses EDTA-Blut entnommen und
anschliefend bei -80°C kryoasserviert. Das Blut wurde erst unmittelbar vor der geplanten
Telomerenlangenmessung aufgetaut und aufbereitet. Zur Aufreinigung der DNA wurde das
DNeasy Blood & Tissue Kit, der Firma Qiagen gemaR Herstellerprotokoll verwendet. Zur
Uberpriifung der Reinheit der gewonnenen DNA wurde diese direkt im Anschluss per UV-
Spektroskopie vermessen. Akzeptiert wurde die Reinheit der DNA, wenn der Quotient
Aze0/Azs0, Wie im Herstellerprotokoll angegeben, gerundet auf eine Nachkommastelle 1,7
oder mehr betrug. Proben, die diese Kriterien nicht erfillten, wurden erneut aufgereinigt,

bis sie den Anforderungen entsprachen.

3.4.1b Prinzip der Messung der Telomerenldnge nach Cawthon (monochrome multiplex

guantitative PCR (MMQPCR))

Cawthon beschrieb 2002 erstmals die Messung der relativen Telomerenldange mittels gPCR
[97]. Die Idee ist, den Faktor zu bestimmen, um welchen das Verhaltnis Telomere/Single
Copy Gene von der Referenz-DNA abweicht. Die Werte fir T (Telomerenlange) und S (Single
Copy Gene) erhdlt man, indem man eine Standardkurve mittels beliebig gewahlter DNA (eine
bekannte DNA oder auch Pool-DNA aus verschiedenen bekannten DNA-Proben) durch
serielle Verdlnnungen erstellt und anschlieRend betrachtet, welche Menge an Probe
anhand der gemessenen Zykluszahl und der Standardkurve (Standardkurven-Methode),
berechnet werden kann. In der Regel nutzt man die Geratesoftware, um diese Werte anhand

der Standardkurve automatisch bestimmen zu lassen.

Essentiell flr eine prazise Bestimmung der Telomerenldange ist die Normalisierung der
Proben mittels Single Copy Gene (SCG). Als SCG bezeichnet man eine Sequenz, die im
haploiden Genom einzigartig ist und somit nur einmal pro Zyklus hochamplifiziert werden
kann. Das T/S-Verhéltnis bezeichnet demnach die durchschnittliche Telomerenlinge pro
Zelle. Betragt das gemessene T/S-Verhiltnis 1, so gibt es keine relativen Langenunterschiede

der Telomeren der Referenz-DNA und der unbekannten DNA. Werte kleiner als 1 zeigen im
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Verhaltnis zur Referenz kiirzere Telomeren an, wahrend ein Quotient groRer als 1 langere

Telomeren vermuten ldsst. Auf diese Weise kdnnen Vergleiche gezogen werden.

Hinter dem Begriff monochrome multiplex quantitative PCR verbirgt sich das Verfahren,
mittels quantitativer real-time PCR und nur einem DNA-interkalierenden Farbstoff zwei
Zielsequenzen im selben Ansatz zu ermitteln. Im Jahr 2009 beschrieb Cawthon erstmalig
diese Methode [98]. Pipettierungenauigkeiten gelten haufig als Grund fir inakkurate
Bestimmungen. Durch das gemeinsame Vorhandensein der Zielsequenzen (Telomere und
SCG) im selben Ansatz kann diese Fehlerquelle effektiv beseitigt werden. Ferner erhdht sich

der Durchsatz und die Kosten werden reduziert.

Obligatorisch fiir die parallele Detektion der Zielsequenzen in einem Versuchsansatz ist, dass
eine Sequenz deutlich im Uberschuss vorliegt. Fiir die Amplifikation bedeutet dies, dass sich
die Uberschissige Sequenz wesentlich friiher vom Hintergrund lber den Schwellenwert
(Ct=Cycle threshold; in den automatisch generierten Standardkurven als Cq bezeichnet (y-
Achse)) abhebt und dass sie Fluoreszenzsignale bei friheren Zykluszahlen als die weniger
stark vertretene Sequenz generiert. Da es sich bei Telomeren um repetitive Sequenzen (5‘-3°
TTAGGG) handelt und diese somit im Vergleich zum Single Copy Gene, welches pro
haploidem Genom nur einmal vorliegt, wesentlich haufiger generiert werden, sind diese

Bedingungen erfiillt.

Um eine Differenzierung der Messsignale erzielen zu kénnen, werden die Produkte bei
unterschiedlichen Temperaturen erfasst. Das Signal des ersten Produktes wird bei
moderater Temperatur akquiriert, das Signal des zweiten Produktes bei hohen
Temperaturen, deutlich oberhalb der Schmelztemperatur des ersten Zielproduktes. Die hohe
Temperatur des zweiten Produktes garantiert die Denaturierung des vorher entstandenen
Erzeugnisses. Dieses liegt dann wieder einstrangig vor und kann kein Fluoreszenzsignal

senden. Uberlappungen der Signale sind somit ausgeschlossen.

Hierflr ist es notwendig, die Primer des SCG derart zu gestalten, dass sie hohen
Temperaturen standhalten kdnnen. Das Platzieren vieler GC(Guanin/Cytosin)-Klammern an
den Enden der SCG-Primer ermoglichte eine derartige Konstruktion. Beide Primerpaare
waren aullerdem so konzipiert, dass jeweils relativ kurze, von der Lange her klar definierte,
Zielprodukte entstehen. Hierfiir war es insbesondere bei den Telomer-Primern notwendig,

Besonderheiten in deren Struktur einzufligen, die das Entstehen nur eines Produktes
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bestimmter Lange ermdglichen. Die bisherigen Telomer-Primer konnten an mehrere Stellen
der repetitiven Sequenz hybridisieren und verhinderten das Entstehen nur eines,

spezifisches Produktes.

Abb. 3.2 illustriert die Telomer-Produktentstehung. Unter dem Kirzel telg versteht man den
flir das Telomer-Produkt notwendigen Primer in 5°-3‘-Richtung. Das Pendant des

Gegenstrangs wird als telc bezeichnet.

1)
g telg primer
401 OTM
gotttgggtttgggtttggotttgggttagtgtd’ —)

PEEE RREEE e veen e teeeent 1
3/ AATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCS!

< centromeric telomeric —»

5’ TTAGGGTTAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGGT TAGGG3 #
FEERRLE FERRr eeeer peeer veeer ol
3’ acaatccctatccctatccctatee cratcectatgey,
TGy,

telc primer

2)
telg primer extension product

S$» \
A
O
Mgqtttqqqtctg;qtthggcttgqqtt&chc tagggttagogttagagt tagagt tagogt tagaattageg. o < 1
PEEEEEEE P0eeE Peeer beeer eee 1l
(— 3’ecaatccctatccctatcccbstccctatccctetq@
oGy,
telc primer
3)
telg primer
S 'A%

by
3 cgtttgggttigygtttgggttggyttagtytsd’

PEEEEE e Erer e
3’ acaatccctatccctatcce ctatccctatccctatogy
Tmr,

telc primer

Abb. 3.2: Bindung der Primer an den Telomer-Sequenzen [98]
1)  Hybridisierung der Telomer-Primer an genomische DNA
2) Generieren des Produktes mit definierter Lange

3)  Hybridisieren der Telomer-Primer aneinander

Im ersten Zyklus hybridisierte telg an die native DNA und startete somit die Replikation. Telc
hybridisierte ebenfalls an die DNA, konnte allerdings keine Synthese starten, da am 3’-Ende
eine Fehlanpassung (Mispriming) vorlag. Im darauffolgenden Schritt konnte telc an das
Verlangerungsprodukt des telg hybridisieren und einzig in der gezeigten Konfiguration die

DNA-Synthese starten. Alle anderen Konfigurationen waren erneut durch das bereits
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erwahnte Mispriming des telc behindert. Die dicke schwarze Linie oberhalb der Basen in
Schritt 2) kennzeichnet den telg-Primer selbst, und die kursiv gedruckten Basen zeigen die in
1) neu synthetisierten Sequenzen an. Die groRRgedruckten, nicht als Vorlage dienenden
Sequenzen an den 5‘-Enden der beiden Primer verhinderten, dass die 3’-Enden des Telomer-
PCR-Produktes neue DNA-Synthese innerhalb bereits entstandener Kopien starten konnten.
Primer-Dimer Formationen, wie beispielhaft in 3) gezeigt, sollten durch mehrfache
Fehlanpassungen verhindert werden. Die 3-Enden der Primer sollten sich nach Moglichkeit
nicht in eine perfekte 3-Basenpaar (bp) Uberlappung anordnen. Als SCG wurde Albumin

verwendet.

3.4.1c Versuche mit SsoAdvanced™ SYBR® Green Supermix, Bio-Rad

Fiir die zunachst verwendeten Messungen wurden die gelisteten Materialien verwendet:

1) SsoAdvanced™ SYBR® Green Supermix, Bio-Rad

2) Water, nuclease-free, Thermo Scientific

3) Primer telc/telg, Albu/Albd, Eurofins MWG Operon
Primersequenzen (5-3°):
telg: acactaaGGTTtGGGTTtGGGTTtGGGTTtGGGTTAGIGT
telc: tgttagg TAtCCCTAtCCCTAtCCCTAtCCCTAtCCCTAACa
Erwartete Produktldnge: 79 Basenpaare
Albu: CGGCGGCGGGCGGCGCGGGCTGGGCGGaaatgctgcacagaatecttg
Albd: GCCCGGCCCGCCGCGCCCGTCCCGCCGgaaaageatggtegectgtt
Erwartete Produktldnge: 98 Basenpaare

4) CFX96™ Real-Time PCR Detection Systems und CFX Manager Software (3.0) der Firma
Bio-Rad

Versuchsblock 1.1

Als erstes wurde versucht, das System mit dem im Labor vorhandenen Mastermix
SsoAdvanced™ SYBR® Green Supermix der Firma Bio-Rad zu etablieren. Cawthon
verwendete grundsatzlich einen selbst hergestellten Mastermix und daran angepasst das
Temperaturprogramm wie 2009 publiziert [98]. Auch die Konzentration der Primer und die
Menge an Template-DNA muss jeweils zu dem entsprechenden Versuchsaufbau passen. Fir

den im aktuellen Ansatz verwendeten Mastermix gab es Herstellerempfehlungen Uber
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Temperatur- und Konzentrationsbereiche von Primern. In Anlehnung an diese Empfehlungen

und die Angaben von Cawthon wurde fiir den ersten Versuch folgendes Set-up kombiniert:

Temperaturprogramm (Abb. 3.3):

1)
2)

3)

95,0 940 C 940 C 950 C

L 940 C 880 C
0:30 0:10 010 . 80 C = 05 C
740 C 770 010
G 20 C 00 = 800 C
490 C 0:10 [=]] 0:05
010 [

i§=y | Insert Step | After - Sample\u‘olume pl | Est. Run Time 01:40:00 = 9

Hot-Start, zur Aktivierung der DNA-Polymerase; 30 sec und von 95°C

Zwei kurze Zyklen relativ niedriger Temperatur (10 sec, 49°C) fur effektive Telomer-
Primer-Hybridisierung und Verlangerung

Amplifikation der Produkte (Schritte 5-9 in Abb. 3.3). Grundsatzlich war jeder
Amplifikation eine kurze Denaturierung bei hohen Temperaturen (95°C)
vorgeschaltet. Fir die Amplifikation des ersten Produktes wurde die optimierte
Annealing- (Hybridisierung des Primers an die DNA) und Extension-Temperatur
(Verlangerung des Replikationsproduktes) gewahlt. Zur Signal-Akquisition wurde die
Temperatur auf 74°C angehoben. Dies ist die hochstmogliche Temperatur, bei der
das entstandene Amplikon noch nicht schmolz, andere unspezifischen Produkte aber
schon. Schritt 8 bei 84°C war notwendig, um das entstandene Telo-Produkt zu
schmelzen und den Farbstoff wieder frei zu bekommen fiir den letzten Schritt. Bei
88°C fanden Annealing und Extension des Albumin-Amplikons statt. Am Ende des
Schritts 9 wurde das Signal erfasst. Im Anschluss an die eigentliche Messung wurde
grundsatzlich eine Schmelzkurve generiert, um eine Identifikation der entstandenen

Produkte vornehmen zu kdnnen.

2 B 4 5 13 7 8 9 10 1

OO0
OO0

Abb. 3.3: Temperatur Set-up von Versuchsblock 1.1

Um die Primer-Konzentrationen in der angemessenen GréRenordnung zu halten, wurde

direkt im ersten Versuch die Platte zweigeteilt; fiir beide Halften wurden jeweils die
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angegebene Ober- und Untergrenze gewahlt (250 nM pro Primer bzw. 500 nM pro Primer).
Die Standardkurve wurde mittels nativer DNA, die vorher von einer gesunden Kontrolle
aufgereinigt wurde, aufgestellt. Als Ausgangskonzentration wurden 64 ng gewahlt. Diese
Menge wurde anschlieBend immer wieder zu gleichen Teilen verdinnt, um eine
Endkonzentration von 4,19 ng absolut pro Well zu erhalten. Eine Non-Template-Control

(NTC) wurde ebenfalls pipettiert.

Standard Curve Standard Curve

Log Starting Quantity

E=601,1% R*2=0,B24 Slops=1,182 y-int=18,275

Standard Curve
P | T T T ]

04 06 08 1,0 1.2 1.4 18 1.8 00 05 1,0 15 20

B D

Abb. 3.4: Standardkurven der Telomeramplifikation bei 250 nM (A) und 500 nM (B) sowie der Albuminamplifikation bei 250 nM (C) und
500 nM (D) in Versuchsblock 1.1

Fiir beide Konzentrationen zeigte sich, dass entgegen den Erwartungen das Set-up nicht
glnstig war (Abb. 3.4). Sowohl die Effizienzwerte (E) der Standardkurven als auch das
BestimmtheitsmaR (R?) waren unzureichend. Die Effizienz beschreibt die exponentielle
Phase der PCR. 100% Effizienz wiirde bedeuten, dass sich die gewilinschte Zielsequenz pro
Zyklus exakt verdoppelt. Effizienzen deutlich Gber 100% lassen vermuten, dass auch viele
unerwiinschte und unspezifische Produkte entstanden sind. Die optimale Balance zwischen
den Konzentrationen der Primer und der eingesetzten Template-Menge galt es im Folgenden

erst zu ermitteln, da sie aus den vorliegenden Angaben nicht valide zu erschlieSen war
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Dass die Messung jedoch zumindest prinzipiell funktionierte, zeigten die Schmelzkurven
(Abb. 3.5). Diesen konnte man entnehmen, dass zwei unterschiedliche Produkte entstanden
waren. Im Fall der 250 nM-Konzentration stellte sich der erste Peak (bei ca. 78°C), also der
dem Telomer-Produkt entsprechende, verglichen mit der 500 nM-Konzentration deutlicher

dar.

Melt Peak Melt Peak

800 1

700 +

600 §

-d(RFU)/dT

-d(RFU)/dT
Eo m
i=1 [=]
(=] (=]
et

300
200

100 1

Temperature, Celsius Temperature, Celsius

Abb. 3.5: Schmelzprofile der entstandenen Produkt, aufgetragen als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU=Signalstadrke) gegen die
Temperatur, im Ansatz mit 250 nM (A) und 500 nM (B) in Versuchsblock 1.1

Versuchsblock 1.2

Die vorstehenden Beobachtungen gaben Grund zu der Annahme, dass geringer Primer-
Konzentrationen fiir die Messungen besser geeignet sein kdnnten. Im darauffolgenden
Schritt der Methodenentwicklung wurden die Konzentrationen deshalb reduziert. Das
Temperaturprogramm wurde geringfligig verandert. Der Hot-Start wurde verlangert und die
Temperatur leicht erhoht, um auszuschlieRen, dass eine moglicherweise unzureichende
Polymerase-Freisetzung zu Fehlinterpretationen flihren. Die Zeit in Schritt 3 wurde um 10
sec verlangert, damit nicht aufgrund von zu kurzer Annealing Zeit die Primer inkorrekt

hybridisieren. Das restliche Temperaturprogramm (Abb. 3.6) blieb weitgehend bestehen.
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Abb. 3.6: Temperatur Set-up von Versuchsblock 1.2
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Die Platte wurde erneut zweigeteilt und die Primer wurden auf jeweils 100 nM und 200 nM

reduziert. Um einen breiteren Bereich abzudecken, wurde die Ausgangskonzentration auf

100 ng gesteigert. Die serielle 1:2-Verdinnung wurde beibehalten, sodass sich 6,25 ng als

niedrigste Konzentration ergab.
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Abb. 3.7: Standardkurven der Telomeramplifikation bei 200 nM (A) und 100 nM (B) sowie der Albuminamplifikation bei 200 nM (C) und

100 nM (D) in Versuchsblock 1.2
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Der neue methodologische Ansatz bestatigte die ihm zugrunde liegenden Annahmen (Abb.
3.7). Vor allem konnte man eine Assoziation zwischen verringerter Primer-Konzentration und
geringeren Effizienzen ausmachen. Dennoch liel} keine der Standardkurven ein akzeptables
Ergebnis erkennen. Neben der Verbesserung der Effizienz der Standardkurven mit Abnahme
der Primer-Konzentration zeigten auch die Schmelzkurven die beiden Produkte durch das
Vorhandensein zweier deutlicherer Peaks (Abb. 3.8). Beide Kurven wiesen auf Produkte in
der NT-Kontrolle hin (Peak bei ca. 87°C). Als Produkt hierfir ist vermutlich ein Heterodimer
aus den Primern anzunehmen. Dieses ergibe sich aus einer 4-Basenpaar-Uberlappung an

den 3‘-Enden eines Telomer- und eines Albumin-Primers.

Heterodimer: 85bp
acaatccctatcectateccctateecctatecectatggattgt telc
GCCCGGCCCGCCGCGCCCGTCCCGCCGgaaaageatggtegectgtt Albd
Melt Peak Melt Peak
400
= — 300
2 =
7 3 20
100 + - :
0 T T T T T T T
65 70 75 80 85 90 95
Temperature, Celsius Temperature, Celsius
A B

Abb. 3.8: Schmelzprofile der entstanden Produkte, aufgetragen als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU=Signalstdrke) gegen die
Temperatur, im Ansatz mit 200 nM (A) und 100 nM (B) in Versuchsblock 1.2

Versuchsblock 1.3

Der nachste Block von Versuchen sollte klaren, ob durch weiteres Absenken der
eingesetzten Primer-Konzentration ein zufriedenstellendes Ergebnis zu erzielen ware. Das
Temperaturprogramm wurde von dem vorhergehenden Ansatz Gbernommen. Ebenso das

Erstellen der Standardkurve. Die Primer wurden auf 75 nM pro Primer herabgesetzt.

38



Standard Curve Standard Curve

C
0.8 1,0 1.2 1.4 18 1,8 20

Log Starting Quantity Log Starting Quantity
QO  Standard ) Standard
> Unknown # Unknown
—— SYBR E=110,2% R"2=0,355 Slopa=-3,053 y-int=20,443 —— SYBR E=178,3% R"2=0,372 Shkpe=2 242 y-iM=23,725

A B

Abb. 3.9: Standardkurve der Telomeramplifikation bei 75 nM (A) und der Albuminamplifikation bei 75 nM (B) in Versuchsblock 1.3

Die Standardkurve der Telomeren konnte somit zwar in einen akzeptablen Bereich von 110%
Effizienz gebracht werden, Albumin blieb jedoch unverdndert schlecht (Abb. 3.9). Die
Schmelzanalyse zeigte ein dhnliches Bild wie im Versuchsblock 1.2. Die Peaks der beiden
Produkte waren klar voneinander abzugrenzen und erschienen sehr verschieden (Abb. 3.10).
AulRerdem waren die Cts der verschiedenen Standardkurven bei entsprechenden DNA-
Werten sehr unterschiedlich (ca. 5 Zyklen Differenz). Das kiirzere Produkt erschien bei
niedrigerer Schmelztemperatur und das langere bei entsprechend hoheren Temperaturen.
Leider blieb trotz Verringerung der Primer-Konzentration weiterhin ein Signal in der NT-
Kontrolle nachweisbar. Die Schmelzkurve bestatigte dies. Es handelte sich vermutlich um das
oben genannte Primer-Heterodimer. Generell war zu bemerken, dass die Signale in den
Schmelzanalysen relativ wenig intensiv waren und bei niedrigen Relativen Fluoreszenz-

einheiten (RFU) lagen.

Melt Peak

d(RFU)dT

Temperature, Celsius

Abb. 3.10: Schmelzprofil der entstanden Produkte, aufgetragen als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU=Signalstarke) gegen die
Temperatur, im Ansatz mit 75 nM in Versuchsblock 1.3
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Versuchsblock 1.4

Um die Vermutung, dass es sich bei dem Produkt in der NT-Kontrolle wahrscheinlich um ein
Heterodimer aus Telomer- und Albumin-Primern handelte, zu untermauern, wurde im
Anschluss eine Methode geprift, in der die Ansadtze auf zwei verschiedene Platten verteilt
wurden und pro Ansatz jeweils entweder nur das Telomer-Primerpaar oder die Primer fir
Albumin zugegeben wurden. AuRerdem sollte damit Uberprift werden, inwieweit sich die
Effizienzen unterschieden, ohne Interferenz der unterschiedlichen Produkte oder Signale.
Hohe Effizienzen wurden grundsatzlich als fehlerhafte, GbermaRig starke Amplifikation
betrachtet. Nicht spezifische Produkte konnten in den unterschiedlichen Verdiinnungen der
Standardkurve die Ct-Werte unterschiedlich stark beeinflussen, wodurch sich die Steigung
und somit die Effizienz veranderte. Dies traf am starksten fur die am hdochsten
konzentrierten Wells der Standardkurve zu, die die groRRte Menge an DNA beinhalteten. Aus
diesem Grund wurde im ndchsten Versuch die Ausgangskonzentration der Standardkurve
geringfligig erniedrigt. Startpunkt war 80 ng, eine Menge, die durch 5-fache 1:2-Verdinnung
auf 5 ng verdiinnt wurde. Um gleichzeitig eine mogliche Abhangigkeit der Ergebnisse von der
Temperatur zu beurteilen, wurden Gradienten fiir den Telomer-Signalaufzeichnungsschritt
(70-75°C) und den Albumin-Signalaufzeichnungsschritt (85-90°C) angelegt (Abb. 3.11 und
3.12). Die Konzentration der Telomer-Primer wurde wieder auf 100 nM angehoben, da 75
nM nach allgemeinem Konsens in der Literatur als zu wenig erschienen und die Ergebnisse

sich nicht maRgeblich unterschieden.

[Ei] q% Insert Step | After - Sample\u‘olumepl Est. Run Time 01:50:00 9
1 2 3 4 5 [ 7 8 3] 10 1
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020 T T =
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|< 1 x |< M4 x

Abb. 3.11: Temperatur Set-up von Versuchsblock 1.4 mit Temperaturgradient fiir den Telomer-Amplifikationsschritt
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Abb. 3.12: Temperatur Set-up von Versuchsblock 1.4 mit Temperaturgradient fiir den Albumin-Amplifikationsschritt

Die Effizienzen der Telomer-Standardkurven wurden durch die Temperatur wenig
beeinflusst. Bei 72°C ergab sich die Standardkurve mit dem niedrigsten Ct und dem besten

R?. Daher wurde diese Temperatur fur kiinftige Versuche gewahlt (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Standardkurve des Telomeransatztes mit 100 nM bei 72 °C (A) und das dazugehdrige Schmelzprofil (B) in Versuchsblock 1.4

Fiir das Albumin-Produkt erwiesen sich niedrigere Temperaturen als tauglicher. Das beste
Ergebnis konnte bei 85°C erzielt werden (Abb. 3.14). Die Effizienz konnte durch das
Absenken der Annealing/Extension Temperatur in einen akzeptablen Bereich (105%)
gebracht werden. Es waren aullerdem kaum mehr Produkte in beiden NT-Kontrollen
nachzuweisen, und falls doch, dann nur in unwesentlichem Umfang sowie direkt auf Hohe
des eigentlichen Produktes und nicht verschoben; dies unterstitzt die Annahme, dass es sich
bei den friheren Resultaten um Hetero-Dimere handelte. Waren die verschiedenen
Primerpaare in getrennten Wells, so konnte dieses Produkt naturgemaf nicht entstehen.
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Abb. 3.14: Standardkurve des Albuminansatzes mit 100 nM bei 85 °C (A) und dem dazugehérigen Schmelzprofil (B) in Versuchsblock 1.4

Die Erkenntnis aus den genannten Versuchen war, dass zwar beide Produkte separat
akzeptabel entstehen konnten, im selben Well allerdings vor allem das Albumin keine
zufriedenstellenden Ergebnisse brachte. Die Albumin-Primer weisen viele GC-Klammern auf
und gelten somit als schwieriges Ziel flir eine PCR, das haufig nur durch den Zusatz
sogenannter PCR-Enhancer (Verstarker) zuganglich gemacht werden kann. Aus diesem
Grund wurde in den folgenden Versuchen der Master-Mix gewechselt. Es wurde der selbst

herzustellende Original-Mix gewahlt, der von Cawthon 2009 beschrieben wurde [98].

Eine zweite Uberlegung war, in der Literatur nach moglicherweise neukonzipierten Primern
zu suchen, um das Problem der Heterodimere zu l6sen. In einem unldngst, nach den initialen
Versuchen publizierten Paper aus dem Jahre 2014 [99], wurde ebenfalls das Problem der
Heterodimere erkannt und durch die Konstruktion neuer Primer fir das Albumin geldst. Die

urspriingliche 4bp Uberlappung des telc und Albd konnte somit umgangen werden.

3.4.1d Versuche mit selbsthergestelltem Master- nach Cawthon 2009

Fir die folgenden Messungen wurden die gelisteten Materialien verwendet:

1) AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, Puffer Il und MgCl, Life Technologies

2) Polymerase 5 U/ul, 10X Buffer Il (100 mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KCl), Magnesium
chloride Solution (25 mM), Life Technologies

3) dNTP Mix, 2 mM each, Thermo Scientific

4) DTT, Thermo Scientific

5) Betaine solution 5 M, Sigma-Aldrich
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6) SYBR Green®-Farbelosung, DNA-frei, AppliChem

7) Water, nuclease-free, Thermo Scientific

8) Primer telc/telg, Albugcr2/Albdgcr2, Eurofins MWG Operon
Primersequenzen (5-3°):
telg: acactaaGGTTtGGGTTtGGGTTtGGGTTtGGGTTAGtGT
telc: tgttaggTAtCCCTAtCCCTAtCCCTAtCCCTAtCCCTAACa
Erwartete Produktldnge: 79 Basenpaare
Albugcr2: cggeggcgggcggcgcgggctgggcggccATGCTTTTCAGCTCTGCAAGTC
Albdgcr2: geeecggecegecgegeecgtcccgccgAGCATTAAGCTCTTTGGCAACGTAGGTTTC
Erwartete Produktlange: 111 Basenpaare

9) E-Gel® Precast Agarose Gels (4%); Ethidium bromide, Life Technologies

10) GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder, Thermo Scientific

11) CFX96™ Real-Time PCR Detection Systems und CFX Manager Software (3.0) der Firma
Bio-Rad

Versuchsblock 2.1

Die detaillierte Herstellung des Master-Mix folgte der im Jahr 2009 publizierten Arbeit [98].
Ferner galten auch Set-up Angaben aus der aktuellen Literatur [99] als Vorlagen. Die
Angaben wurden anhand der Erfahrungen der bis dato durchgefiihrten Versuche weiter
angepasst. Das Temperaturprogramm wurde fast originalgetreu aus der Literatur
Ubernommen [99]. Eine Veranderung gab es bei der Zeiteinstellung der Denaturierung. Hier
wurde die Zeit von 2 auf 5 sec erhdht. AuBerdem wurde das Signal des Telomer-Produktes
bei 72°C erfasst, wie es die bisherigen Versuche als glinstig erwiesen hatten. Um fir das
Annealing/Extension des Telomer-Produktes das Temperaturoptimum zu finden, wurde ein
Temperaturgradient erstellt (Abb. 3.15). Die Standardkurve wurde ausgehend von 80 ng
jeweils 1:2 verdiinnt bis auf 5ng. Die Konzentration der Primer wurde entsprechend der
erwahnten Arbeit gewahlt [99], also telg/ telc/ Albugcr2/ Albdgcr2 mit 100 nM/ 900 nM/ 700
nM/ 500 nM.
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Abb. 3.15: Temperatur Set-up von Versuchsblock 2.1

Betrachtete man ausschlieRlich die Effizienz, so konnten nahezu alle Standardkurven der
beiden Produkte Gberzeugen. Unterschiede zeigten sich jedoch in den Amplifikationskurven
sowie beim Analysieren der Schmelzprofile hinsichtlich der Lage der NTC. Im Folgenden
werden die Darstellungen der Analyse der Telomeren bei 59°C und 72°C gezeigt und direkt

darunter die entsprechende Messung bei 85°C (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: Amplifikationsprofile des Telomer-Produktes bei 72°C (A) und 59°C (C) und die entsprechenden Amplifikationkurven des
Albumin-Produktes bei 89°C (B und D) in Versuchsblock 2.1
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Obwohl die Annealing/Extension-Temperatur des Telomeres die Albumin-Kurve
unbeeinflusst lassen sollte, zeigte der Versuch das Gegenteil. Die Standardkurven des
Albumins waren deutlich unterschiedlich im Bezug auf die Zyklenzahlen bei sich
entsprechenden DNA-Mengen. Wahrend die Amplifikation des Albumins bei einem
vorherigen Annealing/Extension mit 59°C friher begann, ergaben sich fir die
entsprechenden Cts bei 72°C deutlich verzogerte Werte (ca. 3 Zyklen Unterschied). Der
Zyklenunterschied des Telomer-Produktes betrug maximal 1 (Abb. 3.17 und 3.18). Korrekte

Werte der Standardkurven sind Voraussetzung fir eine korrekte Produktquantifizierung.
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Abb. 3.17: Standardkurve des Telomer-Produktes bei 72°C (A) und 59°C (C) und die entsprechenden Standardkurven des Albumin-
Produktes bei 89°C (B und D) in Versuchsblock 2.1
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Abb. 3.18: Darstellung der Standardkurven des Telomer-Produktes (A) bei 72°C (oben) und 59°C (unten) mit den entsprechenden
Standardkurven des Albumins (B) bei 85°C mit vorherigem Telomer-Schritt bei 72°C (oben) und 59°C (unten) von Versuchsblock 2.1

Neben der Schmelzkurven-Analyse (Abb. 3.19) erfolgte im Anschluss an die PCR eine

Gelelektrophorese (Abb. 3.20), um Hinweise auf die entstandenen Produktmengen und

mogliche Verunreinigungen zu erhalten.
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Abb. 3.19: Schmelzprofile der entstandenen Produkte, aufgetragen als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU=Signalstédrke) gegen die
Temperatur, mit 72°C-Annealing/Extension fiir das Telomer-Produkt (A) und 59°C (B) in Versuchsblock 2.1
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Abb. 3.20: Gelelektrophorese zu Versuchsblock 2.1

Leider war in beiden Auftragen der NTC Produkt enthalten, in Bande 4 jedoch deutlich
schwacher und vermutlich einige Basenpaare langer als in Bande 2. Bande 3 und 5 zeigten
alle entstandenen Produkte. Die schwache Bande entspricht dem 79 Basenpaar (bp) langen
Telomer-Produkt, die dicke, obere Bande dem Albumin-Produkt. Anhand der Bandenstarke
lie sich erkennen, dass deutlich weniger Telomer- als Albumin-Produkt entstanden war. Zu
dem selben Schluss fihrte die Analyse der Schmelzprofile. Hier ergab sich, wenn iberhaupt,
nur ein minimaler Schmelzpeak bei der erwarteten Temperatur von ca. 78°C. Es dominierte

das Albumin-Produkt (89°C).

Versuchsblock 2.2

Fiir den nachsten Versuchsblock wurde Uberlegt, wie man die Entstehung des Telomer-
Produktes steigern konnte. Eine Moglichkeit schien die Veranderung der
Primerkonzentration. Telg ist der ausschlaggebende Primer, der die Amplifikation der
Telomeren starten kann. Hier wurde der Primer von 100 auf 200 nM erhoht und im gleichen
Zug der Gegenprimer telc von 900 auf 700 nM erniedrigt. Die Konzentrationen der Albumin-
Primer wurden beibehalten. Das Temperaturprogramm blieb mit Ausnahme des Gradienten

bestehen. Dieser wurde nur noch im Bereich von 59-65°C genutzt, da sich im vorherigen
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Experiment gezeigt hatte, dass hohe Temperaturen fir das Annealing/Extension der

Telomere das Albumin ungtinstig beeinflussten.
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Abb. 3.21: Standardkurve des Telomer-Produktes bei 59,4°C (A) und die entsprechende Standardkurve des Albumin-Produktes bei
85°C (B) in Versuchsblock 2.2
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Abb. 3.22: Schmelzprofil, aufgetragen als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU=Signalstirke) gegen die Temperatur, in Versuchsblock 2.2

Die Ergebnisse der Standardkurven schienen in diesem Temperaturbereich relativ dhnlich

(Abb. 3.21). Wie erhofft fand sich zumindest ein kleiner Telomer-Produkt-Peak in der

Schmelzanalyse (Abb. 3.22).

AuBerdem konnten Produkte der NTC weitestgehend

zurlickgedrangt werden. Dass in der NTC nun kaum mehr nachweisbares Produkt vorhanden

war, lie} darauf schlielen, dass nicht Verunreinigungen zu dieser Bande fiihrten, sondern

dass ein unglinstiges Verhaltnis der Primer zueinander die unspezifischen Produkte
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generierte. Erneut wurde zwecks einer leichteren Interpretation der entstandenen Produkte

eine Gelelektrophorese (Abb. 3.23) erstellt.

1 2 3 4 5 6 Elektrophoreseprofil 1: Leiter (50, 75, 100, 150, 200,300 bp

aufsteigend)

Elektrophoreseprofil 2: Probe Standardkurve Telomer
(59,4°C)/Albumin

Elektrophoreseprofil 3: Probe Standardkurve Telomer
(61,4°C)/Albumin

Elektrophoreseprofil 4: Probe Standardkurve Telomer
(62,8°C)/Albumin

Elektrophoreseprofil 5: Probe Standardkurve Telomer
(64°C)/Albumin

Elektrophoreseprofil 6: Probe Standardkurve Telomer

(65°C)/Albumin

Abb. 3.23: Gelelektrophorese zu Versuchsblock 2.2

MengenmaBig gab es eine deutliche Verschiebung hin zum Telomer-Produkt. Die Telomer-

Bande schien bei 59,4°C Ann/Ex.-Temperatur am deutlichsten.

Versuchsblock 2.3

Die nachste methodologische Verfeinerung sollte klaren, ob eine Umkehr der
Konzentrationsverhaltnisse der Primer (also mehr Telomer- als Albumin-Primer) noch
bessere Erfolge bringen kénnte. Das Temperaturprogramm wurde wie vorher der Literatur
entnommen [99] (2 sec Denaturieren statt 5 sec). Fir die Telomer-Primer wurden 500 nM
und fir Albumin 200 nM gewahlt. Die Standardkurve wurde um eine weitere 1:2-

Verdiinnung auf einen Bereich von 80 bis 2,5 ng erweitert.
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Abb. 3.24: Standardkurve des Telomer-Produktes bei 59°C (A) und die entsprechende Standardkurve des Albumin-Produktes bei 85°C
(B) in Versuchsblock 2.3

Beide Standardkurven verhielten sich beziiglich der Effizienz gut (Abb. 3.24). Die
Schmelzpeaks zeigten, dass mit der neuen Primer-Konstellation das Telomer-Produkt in der
Analyse starker vertreten war, aber dennoch nicht an die Signalstarke des Albumins
heranreichte. Aufgrund der irritierenden Ergebnisse der Schmelzanalyse (Abb. 3.25) wurde
Kontakt zum korrespondierenden Autor Richard M. Cawthon (Department of Human
Genetics, University of Utah, Salt Lake City, UT 84112, USA) aufgenommen. Dieser erklarte,
dass es in den Schmelzprofilen gelegentlich passiere, dass im Anschluss an eine Amplifikation
mit zwei unterschiedlichen Targets und nur einem Farbstoff das GC-reichere Target dem
anderen Produkt den Farbstoff entziehe. Wiirde man vor der Schmelzanalyse das Reaktions-
Well mit dem Farbstoff SYBR-Green absattigen, bekdme man diese Unstimmigkeit evtl. in
den Griff. Wahrend der PCR selbst ist es unmoglich, mehr Farbstoff zuzugeben, da dieser in

zu hohen Konzentrationen als Inhibitor der Reaktion bekannt ist.
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Abb. 3.25: Schmelzprofil, aufgetragen als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU=Signalstédrke) gegen die Temperatur, in Versuchsblock 2.3
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Elektrophoreseprofil 12: Leiter
(50, 75, 100, 150, 200,300 bp aufsteigend)
Elektrophoreseprofil 1: NTC, telg/telc/Albugcr2/Albdgcr2:

~ | 200/700/700/500 "M
» Elektrophoreseprofil 2: Probe, telg/telc/Albugcr2/Albdgcr2:
200/700/700/500 nM
Elektrophoreseprofil 3: NTC, telg/telc/Albugcr2/Albdgcr2:
,_ 500/500/200/200 nM
- Elektrophoreseprofil 4: Probe, telg/telc/Albugcr2/Albdger2:

e

- S W 500/500/200/200 M

" H v

Abb. 3.26: Gelelektrophorese zu Versuchsblock 2.3

Durch die verdanderte Primer-Konzentration konnte die Synthese weiterhin Richtung
Telomer-Produkt verschoben werden; dies wurde durch die Gelelektrophorese bestatigt
(Abb. 3.26). Sie ermoglichte den direkten Vergleich der unterschiedlichen Konzentrationen.
Wahrend Bande 2 mit der urspriinglichen Konzentration das Albumin deutlicher zeigte,
zeigte Bande 4 vermehrt das Telomer-Produkt. AuRerdem fihrt die neue Primer-
Zusammensetzung zu weniger unspezifischen Produkten, wie man der NT-Kontrolle
entnehmen konnte. Bande 2 wies neben den gewiinschten Sequenzen zwei weitere

beachtliche Banden auf.

Versuchsblock 2.4

Soweit schien die Methode praktikabel, daher sollte der ndchste Versuch zeigen, dass die
Primer in der verwendeten Konzentration und unter dem etablierten Temperaturprogramm
anstandig arbeiteten und es keine groRe Beeintrachtigung untereinander gab. Hierzu wurde
die Platte in 3x3 Spalten aufgeteilt. In Spalte 1 waren beide Primerpaare vorhanden, in
Spalte 2 nur das Telomer-Paar und in Spalte 3 nur das Albumin-Paar. Leider bestatigte der
Versuch nicht, dass das System stabil und robust genug fiir die Messung der eigentlichen
Proben war. Die unterschiedlichen Effizienzen der Targetsequenzen im gemeinsamen Ansatz
verglichen mit den separaten Ansadtzen sprachen fiir gegenseitige Beeinflussung der
Produktsequenzen, und es konnte nicht ausgeschlossen werden, dass diese auch das

Messergebnis an den Proben der Patienten beeintrachtigen wiirde (Abb. 3.27).
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Standard Curve Standard Curve
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—— SYBR  E=865% R*2=0,652 Slope=1,656 y-int=23,255 —— SYBR  E=93,7% R"2=0,499 Slope=3 482 y-int=12,182

A B

Abb. 3.27: Zusammenfassenden Darstellung der Standardkurven des entstandenen Telomer-Produktes (A) im Einzelansatz (oben) und
im gemeinsamen Ansatz (unten) und des entsprechend entstandenen Albumin-Produktes (B) im Einzelansatz (oben) und im
gemeinsamen Ansatz (unten) von Versuchsblock 2.4
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Abb. 3.28: Schmelzprofil, aufgetragen als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU=Signalstirke) gegen die Temperatur, in Versuchsblock 2.4

Elektrophoreseprofil 6: NTC, telg/telc/Albugcr2/Albdger2:
500/500/200/200 nM

Elektrophoreseprofil 7: Probe, telg/telc/Albugcr2/Albdgcr2:
500/500/200/200 nM

Elektrophoreseprofil 12: Leiter

(50, 75, 100, 150, 200,300 bp aufsteigend)

Abb. 3.29: Gelelektrophorese zu Versuchsblock 2.4
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Auch die Schmelzanalyse (Abb. 3.28) und die Elektrophorese (Abb. 3.29) waren nicht
Uberzeugend. Im Schmelzprofil zeigte sich erneut nur wenig Telomer-Produkt, wahrend die
Elektrophorese dieses relativ deutlich ergab. In beiden Fallen zeigte sich ferner erneut ein
Produkt in der NT-Kontrolle, obwohl dieses Problem in den bisherigen methodologischen
Vorversuchen als gelost erschienen war. Die heterogenen Ergebnisse und die Tatsache, dass
es groRe Effizienzunterschiede in den separaten Ansatzen gab, waren Grund zu der
Annahme, dass auch der nach Literaturvorgaben hergestellte Mastermix evtl. nicht genug
Stabilitat bei einer Analyse bieten konnte, die so heikel und diffizil wie die Telomerenanalyse
ist. Hierauf wurde erneut in der Literatur eruiert, ob nicht ein Master Mix beschrieben
worden war, der Stabilitdt und Reproduzierbarkeit eher gewahrleistete. Hierbei wurde eine
Bachelorarbeit [100] identifiziert, die sich mit diesem Thema beschaftigt hatte. In dieser
Arbeit wurden drei handelslibliche Master-Mix-Rezepturen als in hoherem Male tauglich
hervorgehoben, von denen der HOT FIREpol® EvaGreen® HRM Mix (no ROX) fiir die weiteren

Versuche gewadhlt wurde.

3.4.1e Versuche mit HOT FIREpol® EvaGreen® HRM Mix (no ROX)

Fiir die folgenden Messungen wurden die gelisteten Materialien verwendet:

1) 5x HOT FIREpol® EvaGreen® HRM Mix (no ROX), Solis Biodyne

2) Water, nuclease-free, Thermo Scientific

3) Primer telc/telg, Albugcr2/Albdgcr2, Eurofins MWG Operon
Primersequenzen (5-3):
telg: acactaaGGTTtGGGTTtGGGTTtGGGTTtGGGTTAGtGT
telc: tgttagg TAtCCCTAtCCCTAtCCCTAtCCCTAtCCCTAACa
Erwartete Produktldnge: 79 Basenpaare
Albugcr2: cggcggcgggcggegegggctgggcggccATGCTTTTCAGCTCTGCAAGTC
Albdgcr2: geeeggecegecgegeecgteccgccgAGCATTAAEGCTCTTTGGCAACGTAEGTTTC
Erwartete Produktldnge: 111 Basenpaare

4) E-Gel® Precast Agarose Gels (4%); Ethidium bromide, Life Technologies

5) GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder, Thermo Scientific

6) CFX96™ Real-Time PCR Detection Systems und CFX Manager Software (3.0) der Firma
Bio-Rad
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Versuchsblock 3.1

Die Versuchsbedingungen mussten hierfiir erneut an den Master-Mix angepasst werden. Das

Temperaturprogramm wurde an die Vorschldge des Herstellers des Master-Mix angepasst;

hierbei blieb aber das Prinzip des Programmes nach Cawthon (siehe oben) erhalten (Abb.

3.30).

H] q% Insert Step | After - || Sample Volume |.|| Est. Run Time 02:47:00 9

1 2 3 4 5 6 z 2 9 10 1
55,0 550 C 950 C 550 C
15:00 0:15 0:15 840 C 850 C 0:15
720 C 0:30 0:20 700 C
G 600 C 0:20 G 0:05
450 C 0 0:20 0
0:30 T T
0 0
2 ra 5
1 x 40 x

Abb. 3.30: Temperatur Set-up von Versuchsblock 3.1

Als Primer-Konzentration wurde die hochstmogliche, in diesem Fall 250 nM pro Primer,

850 C

0.5

C

gewahlt. Das Reaktionsvolumen wurde aufgrund der Herstellerinformation von 25 pl auf 20

ul pro Ansatz reduziert. Die Standardkurve deckte, wie in den vorherigen Versuchen, den

Bereich von 80 bis 2,5 ng ab. Auf Anhieb zeigte dieser Versuchsaufbau ein akzeptables

Ergebnis hinsichtlich der Effizienz (Abb. 3.31).

Standard Curve
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20

A

Abb. 3.31: Standardkurve des entstandenen Telomer-Produktes (A) und des entsprechend entstandenen Albumin-Produktes (B) in

Versuchsblock 3.1
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Abb. 3.32: Schmelzprofil, aufgetragen als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU=Signalstarke) gegen die Temperatur, in Versuchsblock 3.1

Es entstanden zwei unterschiedliche Produkte, die allerdings gemall der Schmelzanalyse
mengenmaRig zugunsten des Albumins ausfielen. Es ware zu erwarten gewesen, dass mehr
Telomer-Produkt zu finden ware. Die im vorherigen Teil beschriebene Maoglichkeit des
,Stehlens” des Farbstoffes SYBR-Green durch das GC-reiche Target scheint fiir EVA-Green
unwahrscheinlich. Das Schmelzprofil spiegelte somit vermutlich auch die tatsachlichen

Mengenverhaltnisse wider. Auch zeigte sich ein deutliches NTC-Produkt.

Versuchsblock 3.2

In den vorherigen Versuchen hatte eine Veranderung der Primer-Konzentrationen die
Verschiebung der Produktmengen ermdglicht. Folglich wurde hier ebenso verfahren. Der
Telomer-Primer wurde auf 200 nM reduziert, der Albumin-Primer sogar auf 80 nM. 80 nM ist
die in der Herstelleranweisung angegebene minimale Menge. Wie schon mehrfach
praktiziert, sollte gleichzeitig analysiert werden, ob unterschiedliche Effizienzen und Ct-
Werte in separaten Ansatzen zustande kamen. Das Temperaturprogramm und die
Standardkurve wurden aus dem Versuchsblock 3.1 Gbernommen. Einzig die Zyklenzahl
wurde von 40 auf 30 Wiederholungen gekiirzt. Die Standardkurve wurde nachtraglich um die
2,5 ng-Werte gekiirzt, da diese fiir Albumin nicht nachweisbar war. Im Falle des Albumins
erwies sich die gleichzeitige Reduktion der Primer-Konzentration und der Zyklenzahl als so

drastisch, dass die niedrigste Konzentration entfallen musste.
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Standard Curve Standard Curve

t
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Abb. 3. 33: Darstellung der Standardkurven des entstandenen Telomer-Produktes (A) im Einzelansatz und im gemeinsamen Ansatz
(fallen zusammen) und des entsprechend entstandenen Albumin-Produktes (B) im Einzelansatz (unten) und im gemeinsamen Ansatz
(oben) in Versuchsblock 3.2
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Abb. 3.34: Schmelzprofil, aufgetragen als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU=Signalstérke) gegen die Temperatur,

in Versuchsblock 3.2

Die Effizienz der Telomer-Standardkurve blieb nahezu unverandert, unabhangig davon, ob es
ein Ansatz war, der beide Primerpaare enthielt oder ob die Primer in getrennten Ansatzen
analysiert wurde (Abb. 3.33). Die Grafik mit beiden Standardkurven zeigte, dass diese nahezu
zusammenfielen. Weniger einheitlich verhielt es sich mit dem Albumin. Die Effizienz variierte
leicht zwischen den verschiedenen Ansatzen, und die beiden Standardkurven fielen nicht
zusammen. Dennoch waren die Unterschiede relativ gering. Die Schmelzanalyse ergab
unspezifische Peaks in der NTC (Abb. 3.34). Diese wurden jedoch als irrelevant erachtet, da
der automatisch gewahlte Grenzwert (horizontale griine Linie) oberhalb der Peaks lag und

diese somit als nicht nachweisbar galten.
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Versuchsblock 3.3

Im letzten Versuchsblock, der in die Etablierung des schlussendlich verwendeten Verfahrens

mindete, wurden nochmals geringe Verdanderungen vorgenommen. Die Konzentration der

Albumin-Primer wurde auf 100 nM erhéht und die Zyklenzahl auf 32.

Standard Curve

Standard Curve

i ; i ;
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 18 1.8
Log Starting Quantity

Log Starting Quantity
O Standard QO  Standsrd
> Unknown X Unknown

—— SYBR E=99,4% R*2=0,953 Slope=3,327 y-int=32,313

—— SYBR E= 20,0% R*2=0,596 Slkps=3557 y-int=22,481

A B

Abb. 3.35: Standardkurve des Telomer-Produktes (A) und die entsprechenden Standardkurven des Albumin-Produktes (B) in
Versuchsblock 3.3
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Abb. 3.36: Schmelzprofil, aufgetragen als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU=Signalstirke) gegen die Temperatur, in Versuchsblock 3.3
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Elektrophoreseprofil 12: Leiter

(50, 75, 100, 150, 200,300 bp aufsteigend)

- : Elektrophoreseprofil 1: NTC, telg/telc/Albugcr2/albdgcr2:
8 = : .-, 200/200/100/100 nM

Elektrophoreseprofil 2: Probe, telg/telc/Albugcr2/albdgcr2:
200/200/100/100 nM

Sttt
]

sa

Abb. 3.37: Gelelektrophorese zu Versuchsblock 3.3

Die Standardkurven sind in Abb. 3.35 gezeigt. Die Schmelzkurve (Abb. 3.36) zeigte erneut nur
unspezifische  NTC-Produkte, die wunterhalb der Nachweisgrenze lagen. Die
Gelelektrophorese (Abb. 3.37) ergab Ahnliches. Es existierte nach wie vor eine leichte Bande
in der NTC. Diese war allerdings schwach ausgepragt und auch verschieden von den
eigentlichen, gewinschten Produkten. AuBerdem begann die Amplifikation nicht
spezifischer Produkte in der NTC erst weit nach Abschluss der eigentlichen Amplifikation (Ct
31,2); somit konnte davon ausgegangen werden, dass diese Amplifikation nicht mit

derjenigen der eigentlichen Produkte interferierte.

Finales Set-up

Hierbei wurde 5 x HOT FIREpol® EvaGreen® HRM Mix (no ROX) als Master Mix verwendet.
Das Temperaturprogramm galt wie im Versuchsblock 3.3 beschrieben. Als Ergebnis der
aufwendigen Vorversuche war es ein Kompromiss aus Herstellerangaben und den
Vorschlagen der Literatur, sowie eigenen Erfahrungen. Die Schritte der Amplifikation wurden
31-mal wiederholt, sodass die Amplifikation insgesamt 32 erfolgte. Die Primer wurden auf
Konzentrationen von telg/telc jeweils 200 nM sowie Albugcr2/Albdgcr2 jeweils 100 nM

festgelegt.
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3.4.2 Messung der Telomeren

Wahrend der Rekrutierungszeit der Probanden konnten insgesamt 123 Blutproben fir die
Messung gewonnen werden. Die Proben wurden grundsatzlich in Triplikaten aufgetragen.
Wenn no6tig wurden AusreiBer nachtraglich entfernt. Mindestens zwei Werte waren
notwendig, um einen glltigen Mittelwert zu erhalten. Messwerte wurden dann fir die
Analyse verwendet, wenn der Variationskoeffizient der tiber die Standardkurve berechneten
Anfangskonzentration bei drei (ggf. zwei) identischen Proben (Starting Quantity, SQ) nicht
mehr als 10% betrug. Fir die Standardkurve wurde die DNA von zwei bekannten Proben
aufgereinigt und anschlieRend zu einer Pool-DNA kombiniert. Die Standardkurve wurde fir
jede Platte neu verdiinnt. Ausgangsstandard war immer dieselbe Pool-DNA. Fir eine spatere
Korrektur aufgrund der Interassay-Variation wurde auf jeder Platte derselbe interne
Standard mitgemessen. Es handelte sich hierbei um die DNA einer bekannten Probe. Diese
wurde einmalig aufgereinigt und fiir jede Platte gleich verwendet. Sowohl fiir die Pool-DNA
der Standardkurve als auch fiir den internen Standard galten die Qualitatskriterien wie im
Abschnitt DNA-Aufreinigung (Kap. 3.4.1a) beschrieben. Offensichtliche AusreiRer der
Standardkurve wurden vor der Analyse entfernt. Das Kriterium war, dass die Punkte bis auf
den fraglichen Punkt auf einer Geraden lagen, wahrend der fragliche Punkt deutlich

aullerhalb lag und durch keine Kombination auf eine Gerade gebracht wurde.

Aufgrund deutlicher Randeffekte wurden die Wells A1l und H12 grundsatzlich von der
Analyse ausgeschlossen. Grundsatzlich galt, dass die Effizienz der Standardkurve einer gPCR-
Messung in einem Bereich von 90-105% liegen sollte. Soweit als moglich wurde diese Regel
eingehalten. Von allen erstellten Telomer-Standardkurven (siehe Anhang 7.3) konnten drei
nicht ganz 90% erreichen; der niedrigste Wert lag bei 88%. Alle anderen Standardkurven

erfillten die Kriterien.

Die Ct-Bestimmungsmethode war, wie im Gerat als Standardeinstellung gewahlt, die ,Single
Threshold“~-Methode, nicht die ,lineare Regression”. Der Threshold wurde automatisch in
die Analyse gelegt und manuell nicht verandert. Ein weiteres Kriterium fir die Beurteilung
einer qPCR-Analyse stellt bekanntlich das Bestimmtheitsmald R? dar. Der Wert beschreibt
den Zusammenhang von zwei Variablen und sollte im besten Fall bei 1 liegen. Werte von
0,99 oder grolRer werden in der Regel akzeptiert. Auf zwei Nachkommastellen gerundet

konnten alle Kurven dieses Kriterium erfillen (schlechtester Wert: 0,988).
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Pro Platte konnten Proben von 24 Probanden gemessen werden, fiir die 123 Proben
mussten also 6 Platten vorbereitet werden. 121 der 123 Proben (98,4%) zeigten einen
Variationskoeffizient von weniger als 10% und konnten somit fir die Datenanalysen

herangezogen werden.

Im Anschluss an die Amplifikationslaufe wurde die T/S Ratio der Proben bestimmt und zwar,
indem der errechnete SQmean-Wert fur das Telomer-Produkt durch das des Albumins
dividiert wurde. Die T/S Ratio der internen Standards jeder Platte wurden gemittelt. Fiir jede
Platte wurde daraufhin ein Korrekturfaktor erstellt, der sich aus dem Quotienten der T/S
Ratio des Mittelwertes durch den tatsdchlichen Wert der T/S Ratio des internen Standards
auf der entsprechenden Platte ergab. Fir jede Platte ergab sich somit ein eigener
Korrekturfaktor. Die jeweiligen berechneten T/S Ratio der unbekannten Proben wurden
anschlieBend mit dem fir ihre Platte spezifischen Korrekturfaktor multipliziert. Somit
konnten Effizienzunterschiede bei der Produktentstehung zwischen den unterschiedlichen

Platten ausgeglichen werden.
3.4.3 LL-37

Die Bestimmung des LL-37 erfolgte mittels kommerziellem ELISA-Kit (LL-37, Human, ELISA
Kit-Hycult Biotech, HK321-02). Fir die Messung der LL-37 Protein-Konzentrationen in
humanem Plasma wurde vendses EDTA-Blut mit Stabilisatoren mittels BD™ P100 Blood
Collection System entnommen, direkt nach der Entnahme mehrfach sanft gemischt und
anschlieBend, wie in der Herstelleranweisung beschrieben, zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in 2 sterile Kryorohrchen pipettiert und bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C

aufbewahrt.

Bei der Messung handelte es sich um die quantitative Bestimmung der Protein-
Konzentration nach dem Prinzip des Sandwich-ELISA. Hierzu wurden die verdiinnten Proben
auf eine bereits mit Antikdrpern beschichtete Platte pipettiert und diese anschlieBend
inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Platte gewaschen und erneut mit einem
markierten Antikérper (iberschichtet. Es folgten eine weitere Inkubation und ein
anschliefender Waschvorgang. Im nachsten Schritt wurde an den vorhandenen Komplex ein
Streptavidin-Peroxidase-Konjugat gebunden und die Platte nochmals bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde Tetramethylbenzidin zugegeben, welches nach

Aktivierung durch die Peroxidase einen farbigen Komplex bildete. Nach 30-minitiger
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Reaktionszeit wurde der Prozess durch Zugabe von Saure gestoppt, und die Platte konnte im
Fluoreszenzmessgerat bei 450 nm vermessen werden. Verwendung fand der Varioskan™
Flash Multifunktions-Spektralreader und die Skanlt™ Software (V 2.4.3) der Firma Thermo

Scientific.

Innerhalb der Studie war es moglich, Proben von 120 Patienten zu gewinnen. Standards und
Proben wurden in Duplikaten aufgetragen. Ein Variationskoeffizient von weniger als 10% galt

als Akzeptanzkriterium. Dieser lag fiir jede Probe innerhalb der Grenze.

Das Vorbereiten der Reagenzien erfolgte nach Herstellerempfehlung. Ein Proteinstandard
war ebenso enthalten, wie die detaillierte Beschreibung des Erstellens der Standardkurve.
Diese deckte den Bereich von 100 ng/ml bis 0,1 ng/ml ab. Es wurde ebenfalls ein Nullwert
mitgemessen (Blank). Das Protokoll gab an, dass 25 bis 250 ng/ml die zu erwartende
GroRRenordnung der Konzentration in humanem Plasma darstellt, daher wurden die Proben
vor der Messung 20-fach verdiinnt, um in den nachweisbaren Bereich des Kits zu gelangen.
Zu diesem Zweck wurden 15 pl Probe mit 285 ul Waschpuffer gemischt. Fiir die spatere
Anpassung an mogliche Interassay-Variationen (Unterschiede der Bestimmung zwischen den
Platten) wurde auf jeder Platte ein interner Standard mitgemessen. Es handelte sich hierbei
um immer dieselbe Plasmaprobe, die nach der Entnahme ausreichend haufig aliquotiert
wurde. So konnte fiir jede Platte ein frisches Aliquot derselben Probe genutzt werden. Blank,
Standardkurve und interner Standard bendétigten zusammen 18 Wells, wodurch pro 96-Well
Platte die Messung weiterer 39 Proben in Duplikaten moglich war. Entsprechend bedurfte es

fir 120 Proben 4 Platten.

Im Anschluss an die Messung mit Hilfe des Fluoreszenz-Detektionsgerates erfolgte ein Abzug
des Blindwertes von den gemessenen Konzentrationen. AnschlieBend wurde der
gemessenen Absorption unbekannter Proben lber die ermittelte Standardkurve (Cubic
Spline) ein Proteinkonzentrationswert zugeordnet. Die Ergebnisse der beiden Messungen
wurden gemittelt und mit dem Faktor 20 multipliziert, da vor der Messung alle Proben 20-
fach verdiinnt wurden. Um fir mogliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Platten
eine Anpassung vorzunehmen, wurden alle Werte der jeweilig gemessenen internen
Standards zu einem Mittelwert zusammengefasst. Der Quotient aus dem Mittelwert und
dem individuellen Wert der Platte galt als Korrekturfaktor fir die Werte auf der jeweiligen

Platte. Die so korrigierten Werte wurden flr die Datenanalyse verwendet.
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3.4.4 Advanced Glycation End Products (AGE)

Die Messung der AGE erfolgte mittels eines kommerziellen ELISA-Kits (ELISA Kit for Advanced
Glycation End Product (AGE), USCN Life Science Inc., CEB353Ge). Fur die Messung in
humanem Serum wurde vendses Blut in eine Serum-Monovette (Sarstedt) entnommen und
nach ausreichender Koagulationszeit entsprechend zentrifugiert. Pro Patient wurden 500 pl
in zwei sterile Eppendorf-Gefalle pipettiert und bis zum weiteren Gebrauch bei -80°C

kryoasserviert.

Der verwendete Kit basierte auf dem Prinzip des kompetitiven ELISA. Das Vorbereiten der
Reagenzien erfolgte nach Herstellerempfehlung. Ein Proteinstandard war ebenso enthalten,
wie die detaillierte Beschreibung fiir das Erstellen der Standardkurve. Diese deckte einen
Bereich von 98,8 ng/ml bis 8000 ng/ml ab. Es wurde ebenfalls ein Nullwert mitgemessen
(Blank). Fir die spatere Anpassung an mogliche Interassay-Variationen (Unterschiede
zwischen den Platten) wurde auf jeder Platte ein interner Standard mitgemessen. Es
handelte sich hierbei um immer dieselbe Serumprobe, welche nach der Entnahme
ausreichend oft aliquotiert wurde. Auf diese Weise konnte fiir jede Platte ein frisches Aliquot
derselben Probe genutzt werden. Blank, Standardkurve und interner Standard bendtigten
zusammen 14 Wells, wodurch pro 96-Well Platte die Messung weiterer 41 Proben in

Duplikaten moglich war.

Die Probenlésung mit Analyt (Blank, Standard oder unbekannte Probe), sowie eine zweite
Losung (Detection Reagent A) mit dem nachzuweisenden Antigen in bekannter
Konzentration, wurden auf eine bereits mit Antikdrper beschichtete Platte pipettiert und
anschliefend inkubiert. Es folgte ein Waschvorgang. Im nachsten Schritt wurde an den
vorhandenen Komplex ein mit dem Nachweissystem gekoppelter weiterer Antikorper
(Streptavidin-Peroxidase-Konjugat; Detection Reagent B) gebunden und die Platte bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde Tetramethylbenzidin
zugegeben, das nach Aktivierung durch die Peroxidase einen farbigen Komplex bildete. Nach
30-mindtiger Reaktionszeit wurde der Prozess durch Zugabe von Saure gestoppt und die

Platte im Fluoreszenzmessgerat (Varioskan™, s.o0.) bei 450 nm vermessen.

Insgesamt konnten die Proben von 123 Probanden gewonnen werden. Standards und
Proben wurden in Duplikaten aufgetragen. Ein Variationskoeffizient von weniger als 10%

zwischen den einzelnen Proben eines Probanden galt als akzeptabel. Im Normalfall wird der
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ermittelte Absorptionswert der Proben Uber die Standardkurve in einen Konzentrationswert
Uberfiihrt. Aus Grinden, die auch dem Hersteller des Kits unerklarlich blieben, lagen die
Werte der Proben und der Standardkurven in  sehr unterschiedlichen
GroRenordnungsbereichen. Aus diesem Grunde war die Standardkurve nicht gut anwendbar.
Da allerdings in dieser Studie nur die Relativwerte der AGEs fiir die vergleichenden Analysen
interessierten, und sowohl die erhaltenen Messwerte, als auch die Standardkurven fir sich
genommen plausibel erschienen und reproduzierbar waren, wurden die rohen,
unkalibrierten Absorptionswerte fiir die Analysen verwendet. Zu beachten ist, dass die
Absorptionswerte im Prinzip invers zur Konzentration sind. In dieser Arbeit sind immer die
Absorptionen angegeben, ggf. mit einem ausdricklichen Hinweis darauf, dass sich die
Konzentrationen invers dazu verhalten. Ungeachtet dessen war es moglich, fiir Unterschiede
zwischen den verschiedenen Platten zu korrigieren. Hierzu wurden alle Werte der jeweilig
internen Standards zu einem Mittelwert zusammengefasst. Der Quotient aus Mittelwert und
dem individuellen Wert der entsprechenden Platte galt als Korrekturfaktor fiir die Werte auf
den entsprechenden Platten. Die korrigierten Werte wurden fir die Datenanalyse

verwendet.

3.5 Neurologische Untersuchungen

Als erster Schritt wurden die Symptome einer peripheren Neuropathie anamnestisch
erhoben. Der Patient wurde hierzu hinsichtlich Symptomen, Lokalisation, Exazerbation und
Besserung der Symptome befragt. Dazu wurde der , Neuropathie-Symptom-Score” gemald
der Nationalen Versorgungsleitlinie Neuropathie bei Diabetes im Erwachsenenalter
(04/2012; Version 1.0) verwendet (siehe Anhang Kap. 7.1). Neuropathie-Symptom-Score,
Amplitude und Temperaturempfinden wurden nicht fiir weitere Auswertungen genutzt, Die

Beschreibung der Messung des Temperaturempfindens findet sich im Anhang (Kap. 7.2)
3.5.1 Messung der Nervenleitgeschwindigkeit und der Amplitude des N.suralis

Die anschlieBenden neurologischen Untersuchungen erfolgten alle im Liegen, zumeist in
Riickenlagen. Das Gerdt NC-stat® DPNCheck der Firma Neurometrix wurde wie vom
Hersteller angegeben benutzt, um die Amplitude in [uV] und die Nervenleitgeschwindigkeit
in [m/s] des N.suralis nichtinvasiv zu messen. Abb. 3.38 zeigt das Gerat und wie es zum

Messen angelegt wurde.
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Abb. 3.38: Anlegen des Geradt NC-stat® DPNCheck zum Erfassen von Nervenleitgeschwindigkeit und Amplitude (nach Herstelleranleitung)

3.5.2 Messung des Vibrationsempfindens mittels Rydel-Seiffer-Stimmgabel

Als zweite Messung erfolgte die Erfassung des Vibrationsempfindens mit Hilfe der Rydel-
Seiffer-Stimmgabel. Hiermit konnten Sensibilitdtsstorungen dicker Nervenfasern aufgedeckt
werden. Vor der Untersuchung wurde jedem Patienten das Prinzip der Messung erklart. Die
Stimmgabel wurde stark angeschlagen oder mit den Fingern stark angezupft, so dass der
Messwert auf der Skala zunachst oberhalb von 0 lag. In diesem Zustand wurde der FuB® der
Gabel nun zunachst auf das GroRzehenzwischengelenk, dann auf das GrolRzehengrundgelenk
aufgesetzt. Wahrend der Untersuchung sollte der Patient die Augen geschlossen halten und
jeweils genau dann "Jetzt!" sagen, wenn er die Vibration nicht mehr spirte. Der
Ergebniswert wurde in diesem Moment vom Untersucher auf der Gabelskala abgelesen

(Abb. 3.39).

Abb. 3.39: Ableseschema der Rydel-Seiffer-Stimmgabel
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3.5.3 Messung der Oberflachensensitivitat mittels Semmes-Weinstein Monofilament

Zum Erfassen der Oberflachensensibilitdit wurde der Test mittels Monofilament nach
Semmes-Weinstein (Twin-Tip®) gewahlt. Das Aufsetzen des Monofilaments wurde zunachst
am Handricken demonstriert, wobei darauf zu achten war, dass das Filament einmal kurz
(<1 sec) zur Biegung gebracht wurde, da man somit eine definierte Kraft ausiiben konnte.
Das Monofilament wurde an 5 Messstellen beider FiiRe jeweils zweimal aufgesetzt (Abb.
3.40). Der Patient hielt wahrend der Untersuchung die Augen geschlossen und sollte jedes
gesplirte Aufsetzen sofort riickmelden, indem er "Jetzt!" sagte. Die Anzahl der korrekt
gespirten Berihrungen wurde fir die einzelnen Untersuchungsstellen wahrend der

Untersuchung vom Untersucher dokumentiert.

Abb. 3.40: Messpunkte am FuB fiir das Monofilament

3.6 Emphysemscore

Der Emphysemscore wurde von Mitarbeitern der MHH Hannover (Biertz, Vogel) und der
Arbeitsmedizin der LMU (J6rres) auf der Basis von Daten errechnet, die von dem
Studienzentrum Heidelberg (Kauczor) ausgewertet worden waren. Hierbei handelte es sich
um 342 CT-Aufnahmen, die in den Studienzentren innerhalb von 4 Jahren vor Einschluss der
Patienten verfligbar waren, sei es im Studienzentrum selbst oder aus anderen Quellen. Diese

CTs waren fir klinische Routinezwecke erstellt worden, da weder die COSYCONET
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Gesamtstudie, noch die Teilstudie im Studienzentrum Miinchen prospektive CT-Aufnahmen

vorsah.

Im Studienzentrum Heidelberg wurden die Aufnahmen daraufhin gesichtet, ob sie liberhaupt
verwertbar waren fir die Entscheidung, ob ein klinisch relevantes Emphysem zu
diagnostizieren war. Die Aufnahmen wurden auf einen mdglichst einheitlichen Status

gebracht und visuell sowie quantitativ nach folgenden Parametern ausgewertet:

Bindrer Emphysem-Score (Emphysem vorhanden vs. kein Emphysem oder nicht

entscheidbar), mittlere Lungendichte, 15. Perzentil der Lungendichte, Emphysem-Index.

Die vorlaufigen statistischen Auswertungen hatten ergeben, dass der bindre Emphysemscore
den anderen, kontinuierlichen Scores Uberlegen war, wenn es um eine moglichst gute
Vorhersage der tatsachlichen Klassifikation durch Lungenfunktionsparameter ging. Daher
wurde in der vorliegenden Studie nur der bindre Score ausgewertet. Die beste Vorhersage
war moglich mit Hilfe der LungenfunktionsmessgroRen FEV,/FVC (Tiffeneau), TLCO %Soll,
TLC %Soll, Spezifischer Atemwegswiderstand sRaw, absolutes FEV;. Diese GrolRen erwiesen
sich in einer logistischen Regressionsanalyse als diejenigen Parameter, die signifikant mit
dem bindren Score zusammenhingen. Die genannten MessgroBen waren in fast allen
Patienten der LMU-Kohorte verfligbar; daher konnte die Vorhersagefunktion eingesetzt
werden, um bei allen Patienten und nicht nur den Patienten, bei denen ein auswertbares CT
vorlag, zu einer Entscheidung (iber das Vorliegen oder Nichtvorliegen eines Emphysems zu

kommen.

3.7 Elektronische Nase

Cyranose® 320

Die Cyranose® 320 (Smiths Detection, Cyrano Sciences, Inc., Pasadena, California, USA) ist
eine tragbare Elektronische Nase (Abb. 3.43) und ein klassischer Vertreter der
Polymersensoren-Gerdte. Das Polymer-Sensorarray besteht aus 32 individuell dotierten
Sensoren und wird auch als Nose-Chip bezeichnet. Der elektrische Widerstand der Sensoren
andert sich durch die Aufnahme verschiedener Substanzen und das damit verbundene
Anschwellen der Polymerschichten. Die Aufnahme durch die Sensoren ist abhangig von

Struktur, GrofRe und Polaritdt der Analyten und somit durch die physikochemischen
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Eigenschaften der Einzelkomponenten des Gemisches determiniert. Die unterschiedliche
Dotierung der Sensoren bedingt unterschiedliche Affinitaten der Analyten zu den Sensoren.
Das Sensormaterial besteht aus einem diinnen Polymerfilm, an den eine Spannung angelegt
wird. Die Exposition gegenlber den Gasgemischen fiihrt zu einem Anschwellen der
Polymerschicht, wenn die Analyten in die Polymerschicht aufgenommen werden. Es
entstehen somit fir unterschiedliche Substanzgemische Profile aus 32 kombinierten
Einzelsignalen, deren charakteristische Muster als Smell-Prints bezeichnet werden. Die

Messung Uber den Nose-Chip erfolgt bei konstant gehaltener Temperatur der Sensoren.

Die Cyranose® 320 besitzt ein getrenntes Spiil- sowie Probennahme-System. Uber den
Spuleingang (Purge-Inlet) wird Raumluft eingesaugt, gefiltert und gelangt sodann zu den
Sensoren. Der gemessene Wert wird als Referenz-Widerstand Ry bezeichnet und zur
spateren Berechnung der Signalstirke herangezogen. Er gewahrleistet auch das
Zuriicksetzen der Sensoren auf den Ausgangswert nach jeder Messung. Uber den
Probeneingang (Sample-Inlet) erreichen die zu messenden Proben die Sensoren. Der hier

von jedem Sensor gemessene Wert wird als Riax bezeichnet.

Die Volumenzunahme wahrend Messung fiihrt zu einer Widerstandsanderung der Sensoren.
Erfasst wird das Abfallen der Spannung wahrend der Volumenzunahme des Sensors. Somit
findet sich ein Widerstandsanstieg, dessen Wert angezeigt wird. Der maximale Widerstand
wahrend der Exposition gegenliber einem Testgas, Rmax genannt, wird durch die folgende

Formel anhand des Referenzwertes Rg relativiert:

(Rmax'RO)/RO = AR/RO)

32 verschiedene Anschwellen des
Sensoren Sensors

v

Elektrischer
Widerstand Al

AR

AR

ReferenzR,

K_JH

Zeit

Beginn Ende der Probenahme
Probennahme

R

max

Abb. 3.41: Schematische Darstellung einer Sensorantwort bei Analytenexposition [101]
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Die in Abb. 3.41 gezeigte Signalerfassung und Berechnung erfolgt fiir jeden der 32 Sensoren

und resultiert in einem charakteristischen Profil (Smell-Print) wie in Abb. 3.42 dargestellt.

AR -
R‘ | |
niAAN N

BB HD 0128 K IS 1017 13 1D20 21 L 23 2428 W 2P M N0 N2

SENSOR ARRAY RESPONSE

e T R PR R R P

Abb. 3.42: Verarbeitung der Sensorreaktionen zu charakteristischen Profilen [102]

Set-up der Messung

Die Patienten wurden in der Regel direkt zu Beginn einer Visite zur Messung an der

Elektronischen Nase gefiihrt, d.h. vor Broncholyse.

Zur Messung saR der Patient und atmete durch den Mund Uber ein beheiztes Zwei-Wege-
Ventil ruhig in ein Plexiglasrohr (Abb. 3.43). Durch eine Nasenklemme war die Nasenatmung
unterbunden. Nach einem zweiminitigen Splilvorgang mit Ausatemluft wurde (iber einen
Probenahmeschlauch Ausatemluft aus dem kontinuierlichen Atemstrom des Patienten
entnommen und direkt in das Gerat gezogen. Insgesamt wurden drei Messungen aus dem
Atemstrom vorgenommen, wobei eine neue Messung immer dann gestartet wurde, wenn

dann Gerat signalisierte, die vorherige Messung abgeschlossen zu haben.
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Abb. 3.43 Messaufbau fiir die Cyranose® 320

Messungen mit der Elektronischen Nase wurden bereits in zwei vorangegangenen
Doktorarbeiten [101, 103] durchgefiihrt, jedoch mit einem anderen Versuchsaufbau
(Sammlung im Probennahmebeutel). Die Gerateeinstellungen der Cyranose® 320, die in
diesen Arbeiten erprobt und validiert worden waren, wurden fir die gegenwartige Arbeit
ubernommen. Die Pumpgeschwindigkeit lag bei 120 ml/min (Baseline Purge, Sample Draw 1)
und 180 ml/min (1st Air Intake Purge, 2nd Sample Gas Purge); sowohl flr die Baseline-
Messung als auch die Probenahme wurden 60 sec Probenahmedauer angesetzt (Abb. 3.44).
Fast alle Sensoren erreichten in dieser Zeit einen Plateauwert. Eine noch ldngere
Probennahmezeit war nicht ratsam, da einzelne Sensoren dann bereits wieder einen Abfall
der Messwerte zeigen konnten. Die Analyse der Daten ergab, dass der Variationskoeffizient
der ersten der drei Messungen i.d.R. Uber 10% lag; aus diesem Grunde wurde nur der

Mittelwert der Messungen 2 und 3 fiir die Analyse herangezogen.
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Abb. 3.44: Set-up Panel der Cyranose® 320 zur Verdeutlichung der Einstellungen

3.8 Datenauswertung

Zur Beschreibung der Daten wurden lberwiegend Mittelwerte und Standardabweichungen
(SD) verwendet, wenn dies mit der Verteilung der Daten kompatibel war. Zuséatzlich fanden
Mediane und Quartile bei Bedarf Anwendung. Zum Vergleich von Werten zweier Gruppen
wurden der unpaarige t-Test oder der Mann-Whitney-U-Test eingesetzt, je nach Verteilung.
Zum Vergleich gepaarter Daten dienten der paarige t-Test oder gegebenenfalls der
Wilcoxen-Paardifferenzen-Test. Wenn mehr als zwei Gruppen verglichen wurden, fanden
eine entsprechende Einweg-Varianzanalyse (ANOVA) oder das nichtparametrische Pendant
des Kruskal-Wallis-Tests Anwendung. Hierbei kamen die entsprechenden Post Hoc-Tests
(Dunn, Holm-Sidak) zum Einsatz, um zu eruieren, auf welche Gruppen gegebenenfalls ein

Unterschied zurickzufiihren war.

Der Zusammenhang zwischen kontinuierlichen Variablen wurde mittels einfacher oder
multivariater Regressionsanalyse analysiert, der Zusammenhang einer bindren Variablen mit

anderen, kontinuierlichen oder kategorialen Variablen mit Hilfe des Verfahrens der
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logistischen Regressionsanalyse. Zusatzlich wurde in einzelnen Fallen die Kovarianz-Analyse
(ANCOVA) eingesetzt, um den Einfluss kontinuierlicher Kovariater zu beriicksichtigen. Der
Grad der Beziehung zwischen zwei Variablen wurde mit Hilfe des linearen
Korrelationskoeffizienten nach Pearson oder gegebenenfalls des Rankkorrelations-
koeffizienten nach Spearman beurteilt. Im Falle von bindren Variablen wurden Vierfelder-

Tafeln mittels des Chi-Quadrat-Tests ausgewertet.

Angesichts des begrenzten Datensatzes (n=127 max.) einerseits, der Vielzahl von Variablen
und Fragenstellungen andererseits, wurde darauf geachtet, die Zahl der statistischen
Analysen auf das Notwendige zu beschranken und in multivariaten Analysen so wenige
Variablen als moglich mitzufihren. Das Signifikanzniveau wurde durchgadngig bei p<0,05
angenommen. Korrekturen fiir multiple Testungen wurden in dieser explorativen Studie
nicht angewendet, stattdessen wurden soweit als sinnvoll die p-Werte explizit angegeben,
insbesondere wenn diese Werte <0,10 waren. Die Daten wurden in Excel-Tabellen erfasst,
mehrfach korrekturgelesen, u.a. in Zusammenarbeit mit der Qualitatskontrolle der
COSYCONET-Datenbank in Hannover. Die statistischen Auswertungen erfolgten mit Hilfe des
Programms Sigma Plot (SigmaPlot™ Version 13, Systat Software, San Jose, CA) sowie SPSS
(IBM Corp. Released 2013. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY: IBM

Corp.).
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4. Ergebnisse

Die vorliegende Studie ist eine Querschnittsstudie, indem nur ein Gesamtdatensatz pro
Patient ausgewertet wurde. Bei allen 127 Patienten, die in die Studie Eingang fanden,
stammten die Daten von Anamnese, Lungenfunktion, Funktionstests, Fragebogen und
Blutproben von der gleichen Visite. Bei 41 Patienten stammten die Daten der Hautalterung
von einer anderen, zeitlich nachstgelegenen Visite, bei 35 Patienten diejenigen der
Polyneuropathie, und bei 26 Patienten diejenigen der Elektronischen Nase. Da die Patienten
grundsatzlich nur in stabilem Zustand untersucht wurden und die Abstande i.d.R. nur sechs
Monate betrugen, wurde diese Vorgehensweise als gerechtfertigt betrachtet, um einen

moglichst vollstandigen Datensatz zu erzielen.

4.1 Basischarakteristika der Kohorte

4.1.1 Anthropometrische Daten

Unter den 127 Patienten befanden sich 64 (50,4%) Frauen und 63 (49,6%) Méanner. Das
mittlere (xSD) Alter betrug 67 + 8,22 Jahre, der mittlere BMI 27,07 + 5,32 kg/mz, der mittlere
Bauchumfang 97,8 + 15,74 cm und die mittlere Waist-to-Hip Ratio 0,94 + 0,11. 26 (20,5%)
der Patienten wiesen spirometrisch das COPD-Stadium GOLD 1 auf, 44 (34,6%) GOLD 2, 25
(19,7%) GOLD 3 und 26 (20,5%) GOLD 4. Ferner wurden 6 (4,7%) Patienten eingeschlossen,
die dem zeitweise Ublichen Stadium GOLD 0 zugewiesen wurden, da sie chronische
Symptome einer Bronchitis aufwiesen, jedoch mit der Lungenfunktion noch im als normal
geltenden Bereich lagen. Da die Einteilung in die GOLD-Klassen in der vorliegenden Studie
nur eine sekunddre Rolle bei der Auswertung spielte, wurden die bislang in Klinik und
Forschung hauptsachlich verwendeten EGKS-Sollwerte [104] herangezogen statt der
neueren GLI-Sollwerte [105]. Eine Gegeniberstellung der Klassifikationen findet sich in der

Gesamtstudie.

Die anthropometrischen und lungenfunktionsanalytischen Charakteristika der Patienten
relativ zu den finf GOLD-Klassen sind in den Tabellen 4.1 und 4.2 angegeben. Fir alle
diesbezliglichen statistischen Vergleiche wurden die Gruppe GOLD 0 und GOLD 1
zusammengefasst, sodass insgesamt vier COPD-Klassen resultierten. Gegebenenfalls wurden

weitere GOLD-Klassen fir die Analysen zusammengefasst, vor allem die Klassen 0-2 und 3-4.
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Der Vergleich der GOLD-Klassen erfolgte mittels Ublicher Einweg-Varianzanalyse (ANOVA).
Das Alter der Patienten unterschied sich nicht signifikant zwischen den GOLD-Klassen,
ebenso die Geschlechtsverteilung. Sowohl der Bauchumfang als auch die Waist-to-Hip Ratio
zeigten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede lber die GOLD-Stadien. Der BMI hingegen
war zwischen den verschiedenen Krankheitskategorien signifikant verschieden (p=0,039),
wobei die Post-Hoc Analyse (Dunn) ergab, dass fiir dieses Ergebnis der Unterschied zwischen

den Stadien GOLD 2 vs. GOLD 4 ausschlaggebend war (p=0,038).

Tab. 4.1: Anthropometrische Charakteristika der Patienten

o i [\l (90] < +
S| g | & | & 3 |E
S| 8 | 8| 8| 8 | ¢
0 6 26 44 25 26 127
Mittelwert 69,30 66,50 67,50 67,20 65,00 66,80
SD 14,90 8,30 8,20 7,10 7,60 8,20
Alter [J] Quartl 65,75 59,25 62,75 64,00 62,00 62,00
Median 72,00 67,50 68,00 66,00 65,50 67,00
Quart3 77,50 72,75 72,25 72,00 68,75 72,00
Mittelwert 26,40 28,12 28,07 25,98 25,53 27,07
SD 3,83 5,41 4,20 4,03 7,59 5,32
BMI [kg/mz] Quartl 24,00 24,78 25,38 23,00 21,93 23,80
Median 26,80 27,20 27,70 26,40 24,85 27,20
Quart3 29,00 29,58 31,08 29,30 27,40 29,40
n 6 26 44 25 25 126
Mittelwert 92,17 99,27 98,98 98,40 94,96 97,80
SD 15,37 14,30 14,53 12,13 21,94 15,74
Bauc[l'lcl;rr]\fang Quartl 85,50 91,00 88,00 89,00 77,00 88,00
Median 87,00 98,50 97,50 100,00 97,00 98,00
Quart3 97,75 107,00 109,50 106,00 104,00 106,75
Mittelwert 0,89 0,94 0,93 0,97 0,93 0,94
SD 0,15 0,10 0,10 0,09 0,12 0,11
Wa[i;';-:ioo-]Hip Quartl 0,79 0,87 0,88 0,93 0,82 0,88
Median 0,88 0,95 0,93 0,95 0,94 0,94
Quart3 0,96 1,00 1,00 1,04 1,05 1,02
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4.1.2 Lungenfunktionsdaten

Analog den zur Definition der GOLD-Stadien verwendeten Werten von FEV; zeigten auch die
Werte von FVC, IVC, ERV und IC eine signifikante Abhangigkeit vom Stadium der Erkrankung
(p<0,001 bzw. p=0,006 bzw. p=0,036 bzw. p<0,001). Darlber hinaus fanden sich
Unterschiede in den ganzkorperplethysmographischen Daten. Dies betraf ITGV, RV und TLC
(p<0,001 bzw. p<0,001 bzw. p=0,014) sowie die spezifischen Atemwegswiderstiande sRtot
und sReff (p<0,001 bzw. p<0,001). In jeder der einzelnen GOLD-Klassen war, wie zu
erwarten, der Wert sRtot grofRer als der Wert von sReff (jeweils p<0,001). Um einen
moglichen Zusammenhang zwischen Obstruktion und Ubergewicht zu eruieren, wurden
verschiedene ganzkérperplethysmographische MessgroRen zu Indices des Ubergewichtes in
Beziehung gesetzt. Der Quotient aus sRtot und sReff, der ein MaR fiir die Offnung bzw. die
Asymmetrie der Atemschleifen darstellt, war nicht signifikant korreliert mit BMI,
Bauchumfang und Waist-to-Hip Ratio; weder in der Gesamtgruppe der Patienten, noch in
den Patienten niedriger Schwergrade 0-2. Die letztere Teilgruppe wurde deshalb separat
analysiert, weil in ihr eine Adipositas-bedingte Atemwegsobstruktion am ehesten erkennbar

sein sollte.

Die Diffusionskapazitdt, TLCO, zeigte einen signifikanten Unterschied (iber die COPD-
Kategorien, wahrend sich fiir den Parameter VA keine Signifikanz ergab, wohl aber ein Trend.
(p<0,001 bzw. p=0,077). Die Differenz zwischen den Absolutwerten von TLC und VA, als MaR
der Nichtbeliftung der Lunge, war ebenfalls zwischen den COPD-Stadien verschieden
(p<0,001). Hierbei bestand gemald Post-Hoc Analyse ein signifikanter Unterschied zwischen
den COPD-Stadien 4 und 0,1 (p<0,001), 4 und 2 (p<0,001), 3 und 0,1 (p<0,001) sowie 2 und
0,1 (p=0,003).
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Tab. 4.2: Lungenfunktionswerte der Probanden

o — [o\] o <t =
2 | & | & | & | 2 :
3 3 3 3 3 &
n 6 26 44 25 26 127
Mittelwert 1,02 0,99 1,77 2,63 3,91 2,18
SD 0,55 0,43 0,83 1,01 2,37 1,63
[ksz:["ztec] Quartl 0,66 0,71 1,27 1,66 2,29 1,18
Median 0,93 0,85 1,50 2,45 3,06 1,64
Quart3 1,26 1,17 2,12 3,47 4,80 2,70
n 6 26 44 24 24 124
Mittelwert 0,72 0,80 1,47 2,20 3,49 1,83
SD 0,46 0,36 0,53 0,83 1,91 1,36
sReff
[kPa*sec] Quartl 0,55 0,57 1,11 1,51 2,02 1,01
Median 0,89 0,72 1,38 2,26 3,20 1,43
Quart3 1,06 0,96 1,77 2,58 4,46 2,28
n 6 26 44 25 26 127
Mittelwert 89,63 89,19 62,08 43,91 36,94 60,21
SD 24,92 6,70 7,63 4,84 12,51 21,66
FEV, [%Soll] Quartl 70,50 83,88 55,71 40,68 28,45 45,57
Median 80,00 87,84 60,90 45,42 34,89 57,95
Quart3 111,93 95,04 68,69 47,42 44,57 75,40
Mittelwert 95,95 113,31 94,45 81,80 75,29 92,17
SD 25,92 12,00 12,69 16,59 19,38 20,11
FVC [%Soll] Quartl 79,03 105,70 84,92 67,67 60,65 76,03
Median 88,38 113,03 95,18 78,51 71,33 94,35
Quart3 115,067 121,65 104,285 95,2417 87,9568 108,295
Mittelwert 109,51 113,48 137,27 155,86 183,21 144,16
SD 29,56 19,52 24,85 29,65 43,53 38,40
ITGV [%Soll] Quartl 94,89 101,25 120,60 134,86 154,05 115,83
Median 99,01 108,51 133,87 152,53 181,29 140,84
Quart3 132,91 122,35 152,01 175,63 202,79 165,43
Mittelwert 0,64 0,75 0,80 0,95 0,94 0,84
SD 0,63 0,44 0,59 0,41 0,51 0,51
ERV [I] Quartl 0,18 0,45 0,46 0,73 0,57 0,50
Median 0,53 0,69 0,67 0,87 0,81 0,72
Quart3 0,89 0,94 0,91 1,16 1,14 1,02
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Mittelwert 101,49 113,59 117,30 121,29 131,27 119,44
SD 20,41 12,14 15,32 18,98 26,13 19,58
TLC [%Soll] Quartl 91,97 106,55 106,96 108,86 114,15 107,07
Median 107,73 115,20 115,48 120,30 127,24 118,54
Quart3 114,51 120,88 127,83 134,89 143,72 129,40
Mittelwert 122,02 124,66 143,67 170,99 215,27 163,83
SD 33,14 19,64 28,58 39,07 65,42 50,48
RV [%Soll] Quartl 105,54 108,09 134,50 151,04 164,68 131,63
Median 123,49 127,91 154,45 172,70 205,90 154,23
Quart3 132,45 135,40 168,77 196,00 253,87 183,65
n 6 26 44 25 25 126
Mittelwert 2,88 3,82 3,33 3,25 2,80 3,29
SD 1,04 0,93 1,07 0,90 0,93 1,02
IVCII] Quartl 2,17 3,04 2,55 2,59 2,21 2,52
Median 2,27 3,37 3,04 3,22 2,53 3,06
Quart3 3,68 4,53 4,00 3,98 2,93 3,99
Mittelwert 2,24 3,07 2,53 2,30 1,87 2,45
SD 0,63 0,73 0,71 0,68 0,55 0,77
IC [1] Quart1 1,78 2,43 2,01 1,86 1,58 1,89
Median 2,22 2,95 2,46 2,25 1,69 2,35
Quart3 2,42 3,72 3,00 2,60 1,97 2,98
n 6 24 44 25 25 123
Mittelwert 68,03 75,31 61,27 49,23 36,01 56,96
SD 22,03 25,61 14,99 13,39 13,23 21,65
TLCO [%Soll] Quartl 54,76 55,78 48,07 37,51 26,91 42,67
Median 69,12 69,07 60,35 49,12 32,07 54,33
Quart3 79,59 90,16 72,48 57,12 42,02 69,01
Mittelwert 4,36 5,19 4,75 4,76 4,22 4,72
SD 1,51 1,18 1,17 1,18 1,00 1,18
VA [l Quartl 3,42 4,23 3,72 3,88 3,60 3,79
Median 3,56 4,66 4,55 4,70 4,01 4,50
Quart3 5,07 6,25 5,77 5,61 4,62 5,67
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4.1.3 Zusatzliche funktionelle Daten und Fragebogendaten

Zusatzlich wurden bei den Probanden andere funktionelle sowie Fragebogendaten erhoben
(CAT, mMRC, T&go, 6MWD, DemTect, ABI). Diese sind in Tabelle 4.3 fiir die verschiedenen

GOLD-Klassen aufgeschlisselt.

Der Unterschied der Werte des mMRC zwischen den verschiedenen Stadien erwies sich in
der Gesamtgruppe der Patienten als statistisch signifikant (p<0,001); die Signifikanz kam im
Wesentlichen durch die Unterschiede zwischen (GOLD 4 vs. GOLD 0+1; p<0,001 und GOLD 4
vs. GOLD 2; p=0,002) zustande. Im 6MWD ergab sich ebenfalls ein signifikanter
Gesamtunterschied zwischen den Gruppen (p=0,007); dieser war auf Unterschiede zwischen
GOLD 4 vs. GOLD 0+1 (p=0,009) und GOLD 4 vs. GOLD 2 (p=0,013) zurtickzufiihren. Weiterhin
bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem T&go und den vier getesteten
GOLD-Stadien (p=0,033), der maRgeblich durch den Unterschied von Gruppe GOLD 4 vs.
GOLD 2 (p=0,041) bedingt war. In letzter Konsequenz war auch der BODE-Score, der sich aus
den Werten der Lungenfunktion, 6MWD, BMI und mMRC zusammensetzt, hochsignifikant
mit den GOLD-Stadien korreliert (p<0,001), besonders wenn man die Gruppen GOLD 3 und 4

den Gruppen 0-1 und 2 gegeniiberstellte (jeweils p<0,001).

Weder fiir den CAT-Fragebogen und den DemTect, noch fiir den Vergleich mit den ABI-
Werten gab es statistisch signifikante Zusammenhdnge mit den unterschiedlichen

Krankheitsstadien.

Tab. 4.3: Zusitzliche funktionelle und Fragebogendaten der Patienten

< < N o bl €

o a a) a) a =

| = = = — >

@) @) @) @) @) ]

O O O O O O
n 6 26 44 25 26 127
Mittelwert 15,83 15,58 16,61 16,84 19,69 17,04
SD 7,17 6,29 6,92 6,83 7,88 7,03
CAT Quartl 12,00 11,25 11,00 11,00 13,50 12,00
Median 13,50 15,00 17,00 17,00 20,00 17,00
Quart3 18,75 21,00 23,00 20,00 26,25 21,50
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Mittelwert 1,33 1,23 1,36 1,56 2,15 1,54
SD 1,03 0,91 0,69 0,77 0,78 0,84
mMRC Quartl 1,00 1,00 1,00 1,00 2,00 1,00
Median 1,00 1,00 1,00 1,00 2,00 1,00
Quart3 1,75 2,00 2,00 2,00 3,00 2,00
n 5 24 44 25 26 124
Mittelwert 6,64 6,92 6,62 7,10 8,02 7,07
SD 1,04 2,67 1,49 1,47 2,33 1,98
T&go [s] Quartl 6,00 5,30 5,50 6,10 6,55 5,70
Median 6,50 6,80 6,70 7,30 7,90 7,00
Quart3 6,80 7,75 7,63 7,95 9,80 8,03
n 6 25 44 25 25 125
Mittelwert 420,00 469,64 449,36 435,12 375,60 434,41
SD 131,42 95,82 109,46 64,26 100,64 102,11
6MWD [m] Quartl 391,00 427,00 396,50 384,00 352,00 380,00
Median 451,00 480,00 450,00 439,00 405,97 436,00
Quart3 514,75 540,00 523,00 480,00 408,93 507,00
n 6 26 44 25 26 127
Mittelwert 17,67 15,46 16,27 16,08 16,62 16,20
SD 0,52 2,98 2,02 2,23 1,58 2,21
DemTect Quartl 17,25 14,25 15,00 16,00 16,00 15,00
Median 18,00 16,00 17,00 17,00 17,00 17,00
Quart3 18,00 18,00 18,00 18,00 18,00 18,00
n 6 26 40 25 25 122
Mittelwert 1,23 1,20 1,21 1,18 1,16 1,19
SD 0,15 0,10 0,17 0,14 0,20 0,16
ABI Quartl 1,20 1,15 1,14 1,07 1,05 1,13
Median 1,24 1,21 1,22 1,23 1,20 1,22
Quart3 1,31 1,27 1,32 1,26 1,31 1,30

Wie im Methodenteil beschrieben, wurde bei den Patienten ebenfalls eine ausfiihrliche

Anamnese erfasst, deren Schwerpunkt auf Komorbidititen und Medikation lag. Die

diesbezliglichen Daten sind in den Tabellen 4.4 und 4.5 angegeben.
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Tab. 4.4: Komorbiditdten der Patienten

L Q@ N o 0 Ny €
< ) o) [a] a o g
— - - - — — >
= (@] o o o o v
@ G} G} G} G} G} G}
n 6 26 44 25 26 127
Schlafapnoe 0 0 4 N ° > '8
(] ,470 ,170 o 1£70 1470
(0%) (15,4%) (9,1%) (20%) (19,2%) | (14,2%)
2 13 25 15 15 70
Bluthochdruck O 1 (333%) | (50%) | (568%) | (60%) | (57,7%) | (551%)
Durchblutungsstérungen 0 1 3 6 5 3 18
Herz (16,7%) (11,5%) (13,6%) (20%) (11,5%) (14,2%)
. 1 1 4 2 3 12
Herzinfarkt O | (167%) | (3,8%) (9,1%) (8%) (11,5%) (9,4%)
" 2 5 6 1 3 17
Herzrhythmusstorung | (333%) | (192%) | (136%) | (4%) | (115%) | (13,4%)
.. 1 2 1 1 0 5
Herzschwéche B wer% | 2.7% | (2,3%) (4%) (0%) (3,9%)
Durchblutungsstérungen 0 2 3 6 6 4 21
Beine (33,3%) (11,5%) (13,6%) (24%) (15,4%) (16,5%)
Krampfadern 0 ! 10 21 ! > >t
P (16,7%) | (38,5%) | (47,7%) (28%) (57,7%) | (42,5%)
0 8 11 6 4 29
Asthma 0 (0%) (30,8%) (25%) (24%) (15,4%) | (22,8%)
. . 6 21 31 15 17 90
Chronische Bronchitis O | (100%) | (80,8%) | (70,5%) | (60%) | (654%) | (70,9%)
Gastritis 0 4 1 10 ! > >
(66,7%) (42,3%) (36,4%) (28%) (34,6%) (37%)
1 7 8 2 5 23
Reflux 39 (16,7%) | (26,9%) | (18,2%) (8%) (19,2%) | (18,1%)
.. 2 7 4 2 3 18
Magengeschwiir 0 (33,3%) | (26,9%) (9,1%) (8%) (11,5%) | (14,2%)
. 1 6 9 8 5 29
Gallensteine 0 (16,7%) (23,1%) (20,5%) (32%) (19,2%) (22,8%)
1 5 6 4 5 21
Hyperthyreose 0 (16,7%) | (19,2%) | (13,6%) (16%) (19,2%) | (16,5%)
Hypothyreose 0 ! 4 12 : ‘ 2
ypothy (16,7%) | (154%) | (27,3%) | (16%) | (154%) | (19,7%)
. L . 0 2 2 0 2 6
Insulinpflichtiger Diabetes 0 (0%) (7.7%) (4,5%) (0%) (7,7%) (4,7%)
. . 0 2 4 5 3 14
Diabetes ohne Insulin 0 (0%) (7.7%) (9,1%) (20%) (11,5%) (11,3%)
.. 3 12 22 11 12 60
Erhohte Blutfette O | (50%) | (52,0%) | (50%) (44%) | (52,2%) | (47,2%)
Gicht 0 0 5 9 5 6 25
(0%) (19,2%) (20,5%) (20%) (23,1%) (19,7%)
Blutarmut 0 2 y > > ! o
,27/0 , 470 ,070 (] ,770 (]
(33,3%) (15,4%) (6,8%) (12%) (26,9%) (15%)
. 1 5 3 3 5 17
Pyelonephritis 0 (16,7%) (19,2%) (6,8%) (12%) (19,2%) (13,4%)
. . . 0 2 7 1 4 14
Nierensteine/Koliken 0 (0%) (7.7%) (15,9%) (4%) (15,4%) (11,3%)
Krebs 0 1 6 6 6 5 24
(16,7%) | (23,1%) | (13,6%) (24%) (19,2%) | (18,9%)
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Arthrose 3 13 21 11 11 59
(50%) (50%) | (47,7%) | (44%) | (42,3%) | (46,5%)

Entziindliche 0 2 5 2 2 11
Gelenkerkrankungen (0%) (7,7%) (11,4%) (8%) (33,3%) (8,7%)

2 6 11 6 9 34
Osteoporose (333%) | (23,1%) | (25%) (24%) | (34,6%) | (26,8%)

Migrine 1 6 9 2 1 19
g (16,7%) | (23,1%) | (20,5%) (8%) (3,8%) (15%)

. 1 7 8 4 6 26
Psychische Erkrankungen (16,7%) | (26,9%) | (182%) | (16%) | (23,1%) | (20,5%)

. 1 5 4 4 1 15
Polyneuropathien (16,7%) | (19,2%) | (9,1%) (16%) (3,8%) | (11,8%)

- 1 2 0 5 3 11
Alkoholabhangigkeit (16,7%) | (7,7%) (0%) 20%) | (11,5%) | (8,7%)

Heuschnupfen ! / 11 2 3 24
(16,7%) | (26,9%) | (25%) (8%) (11,5%) | (18,9%)

Tuberkulose 0 4 2 2 L 9
(0%) (15,4%) | (4,5%) (8%) (3,8%) (7,1%)

L 0 1 4 0 3 8
Alpha-1-Antitrypsinmangel (0%) (3,8%) (9,1%) (0%) (11,5%) (6,3%)

*fehlend, da Fragen erst im Laufe der Studie implementiert wurden
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Tab. 4.5: Eingenommene Medikamentenklassen

Q@ - N o ¥ =
a ) o ) ) %
| - = - - *
(@] (@] o (@] (@] Q
G) G) G] G) G) G)
n 6 26 44 25 26 127
. . . 0 8 19 15 12 54
Kurzwirksame Beta-2-Mimetika (0%) (30,8%) (43,2%) (60%) (46,2%) (42,5%)
. . . 0 6 14 11 11 42
Langwirksame Beta-2-Mimetika (0%) (231%) | (31,8%) (44%) 42,3%) | (33,1%)
. . . . 0 2 1 1 1 5
Kurzwirksame Anticholinergika (0%) (7,7%) (2,3%) (4%) (3,8%) (3,9%)
. . . . 1 13 32 23 24 93
Langwirksame Anticholinergika (16,7%) (50%) (72,7%) (92%) (92,3%) | (73,2%)
Theophyllin 0 2 L 2 > 10
(0%) (7,7%) (2,3%) (8%) (19,2%) | (7,9%)
I 0 1 1 4 9 15
PDE4-Inhibitor (0%) (3,8%) (2,3%) (16%) (34,6%) | (11,8%)
. . 0 0 1 0 0 1
Leukotrien-Rezeptorantagonist (0%) (0%) (2,3%) (0%) (0%) (0,8%)
. . 0 0 2 2 0 4
Antiallergika (0%) (0%) (4,5%) (8%) (0%) (3,1%)
. . T 0 1 2 0 2 5
Alpha-1-Antitrypsin-Substitution (0%) (3,8%) (4,5%) (0%) (7,7%) (3,9%)
. . . 0 6 10 3 2 26
Inhalative Corticosteroide (0%) (231%) | (22,7%) (12%) (7,7%) (20,5%)
. . 1 1 3 3 6 14
Orale Corticosteroide (16,7%) | (3,8%) | (68%) | (12%) | (23,1%) | (11%)
. . . . . 2 6 8 5 11 32
Anticholinergikum + Betamimetikum (33.3%) | (23.1%) | (18,2%) (20%) (42,3%) | (25,2%)
Bronchodilator + inhalatives 1 13 25 15 16 70
Corticosteroid (16,7%) (50%) (56,8%) (60%) (61,5%) (55,1%)
. . R 4 16 28 19 19 86
Kardiovaskulare Medikation (66.7%) | (61.5%) | (63,6%) (76%) (73,1%) | (67,7%)
L. . 0 4 6 3 5 18
Antidiabetika (0%) | (154%) | (13,6%) | (12%) | (19,2%) | (14,2%)
. 5 23 34 19 23 104
Andere Medikamente (83,3%) | (88,5%) | (77,3%) | (76%) | (88,5%) | (81,9%)

4.2 Polyneuropathie

Uber das in COSYCONET implementierte Protokoll wurden in dieser Studie nicht nur die
semiquantitativen Indices der Stimmgabel und des Monofilaments erhoben, sondern auch
die Nervenleitgeschwindigkeit nichtinvasiv am N.suralis gemessen. Eine Ubersicht iber die
Ergebnisse gemdR den COPD-Stadien findet sich in Tabelle 4.6. Polyneuropathie-Daten

waren von 74 Patienten verfligbar.
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Tab. 4.6: Daten der Polyneuropathie bei den Patienten

< - o o ¥ €
a) ) a) a) fa) =
| - | | | A
O o o o o cu
O O O O O O
n 1 13 25 13 13 65

Mittelwert 52,00 | 41,19 41,88 38,92 40,73 41,08

SD 0,00 12,37 10,53 18,14 11,51 12,64
Leitgeschwindigkeit [m/s] Quartl 52,00 | 40,50 | 37,00 | 36,50 | 30,50 | 36,50
Median 52,00 44,50 46,00 45,00 43,50 44,50
Quart3 52,00 49,00 49,00 49,00 48,00 49,00
n 4 15 28 13 14 74

Mittelwert 0,59 0,63 0,75 0,60 0,72 0,68

SD 0,23 0,27 0,22 0,34 0,24 0,26

Stimmgabel [Score] Quartl 0,52 0,55 0,71 0,31 0,61 0,59
Median 0,64 0,66 0,83 0,78 0,81 0,80

Quart3 0,72 0,84 0,88 0,84 0,87 0,88

Mittelwert 0,96 0,89 0,89 0,81 0,94 0,89

SD 0,05 0,24 0,24 0,31 0,13 0,23

Monofilament [Score] Quartl 0,94 0,88 0,90 0,85 0,95 0,90
Median 0,98 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Quart3 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Uber alle Patienten gemittelt fanden sich signifikante Korrelationen zwischen den
Ergebnissen des Stimmgabel- und des Monofilament-Tests (p<0,001; Abb. 4.1A). Beide
Parameter waren auch mit der Nervenleitgeschwindigkeit assoziiert (p=0,0011 bzw.
p=0,0015; Abb. 4.1B und C). Wenn Patienten mit der Komorbiditdt eines Diabetes
ausgeschlossen wurden, blieb die fir Stimmgabel- und Monofilament- Test genannte
Korrelationen bestehen (p=0,0021), die Assoziation zwischen Nervenleitgeschwindigkeit und
Stimmgabel-Test blieb als Trend erhalten (p=0,0709), wahrend der signifikante
Zusammenhang fiir die Beziehung von Nervenleitgeschwindigkeit und die Ergebnisse des
Monofilament-Tests nicht mehr feststellbar war (p= 0,147; Abb. 4.1D-F). Dennoch sprechen

die vorhandenen Korrelationen fiir die interne Konsistenz der erhobenen Messgroen.
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Abb. 4.1: Beziehung der Messungen der Polyneuropathie mit und ohne Diabetiker untereinander; Monofilament-Stimmgabel (A) und
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In keinem der drei untersuchten Parameter ergaben sich statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den COPD-Stadien (Tab. 4.6). Hingegen fanden sich Beziehungen zu
den angegeben Komorbiditdten. So unterschieden sich Patienten mit und ohne Diabetes in
dem Parameter Nervenleitgeschwindigkeit statistisch signifikant voneinander (p<0,001; n=8
bzw. 57; Abb. 4.2A). Gleiches war der Fall fur die Mittelwerte aus den Messungen mittels
Rydel-Seiffer-Stimmgabel (p=0,007; n=8 bzw. 66; Abb. 4.2B), sowie die Mittelwerte der

Ergebnisse aus der Monofilament-Untersuchung (p<0,001; n=8 bzw. 66; Abb. 4.2C).

Entsprechend fanden sich sowohl fir die Nervenleitgeschwindigkeit (p=0,008; Abb. 4.2D;
n=8 bzw. 57) als auch den Monofilament-Score (p=0,008; Abb. 4.2F; n=10 bzw. 64) statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den Patienten, die anamnestisch eine Polyneuropathie
hatten oder nicht; flir den Stimmgabel-Score ergab sich keine statistische Signifikanz, wohl

aber zumindest ein Trend (p=0,051; Abb. 4.2E; n=10 bzw. 64).

Basierend auf der anamnestischen Angabe einer Polyneuropathie wurde in dieser Studie
eine Pravalenz von Polyneuropathie bei COPD-Patienten von 11,8% (15/127) gefunden.
Betrachtete man hingegen das Ergebnis der Messung der Nervenleitgeschwindigkeit und die
vom Hersteller gegebene untere Normgrenze von > 40 m/s, so stieg die Préavalenz
neurologischer Auffalligkeiten auf 20% (16/65) an. Eine weitere Steigerung auf 31,1% (23/74)
ergab sich, wenn man ausschlieBlich der Stimmgabeltestung Bedeutung beimal} und
Patienten mit einem Testergebnis < 5/8=0,625 als auffallig betrachtete. Der Wert 5/8 wird
als kritischer Schwellenwert u.a. in der Nationalen Versorgungs-Leitlinie ,,Neuropathie bei
Diabetes im Erwachsenenalter” [106] definiert. Die Ergebnisse des Monofilament-Testes
schienen fiir diese Analyse weniger ratsam, da sie auf einen sehr hohen Prozentsatz von

Auffalligkeiten geflhrt hatten und die kritischen Grenzwerte weniger klar sind.
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4.3 Hautalterung als phanomenologischer Marker

In der vorliegenden Studie wurde mit Hilfe von Fotos und eines semiquantitativen
Scoresystems festgelegt, wie ausgepragt die Faltenbildung sowie andere Alterszeichen im
Gesicht waren. Hierflir wurden periorbitalen (PO) und die nasolabialen (NL) Falten bewertet,
ferner das biologische Alter aus dem Gesamteindruck geschatzt. Die diesbezliglichen Daten,
wiederum nach COPD-Stadien aufgeschlisselt, finden sich in Tabelle 4.7. Auswertbare Fotos

lagen bei 124 Patienten vor.

Tab. 4.7: Parameter der Hautalterung anhand von Fotos des Gesichts

Q < o o ¥ €
a) a a a) a £
- — — — -} n
O o o o o [
O G O O O o
n 5 26 42 25 26 124

Mittelwert 65,60 68,15 69,55 69,40 72,15 69,61

SD 20,28 9,92 9,69 9,40 10,43 10,32
geschatztes Alter [J] Quartl 63,00 60,00 63,25 64,00 66,50 63,00
Median 72,00 68,00 69,00 69,00 75,50 69,00
Quart3 77,00 75,75 75,75 76,00 79,75 78,00
n 5 24 40 25 25 119

Mittelwert 3,20 3,25 3,38 3,40 3,56 3,39

SD 1,30 0,61 0,63 0,58 0,71 0,67

Schweregrad Falten NL Quartl 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Median 4,00 3,00 3,00 3,00 4,00 3,00

Quart3 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00

n 5 25 41 25 25 121

Mittelwert 2,40 2,36 2,54 2,52 2,56 2,50

SD 0,89 0,95 0,78 0,65 0,87 0,81

Schweregrad Falten PO Quartl 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Median 3,00 2,00 3,00 3,00 2,00 2,00

Quart3 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
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n 5 24 40 25 25 119

Mittelwert 5,60 5,58 5,93 5,92 6,12 5,88

SD 2,19 1,41 1,10 0,95 1,36 1,24

Faltensumme (NL+PO) Quartl 5,00 5,00 5,00 5,00 6,00 5,00
Median 7,00 5,50 6,00 6,00 6,00 6,00

Quart3 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00

n 5 26 42 25 26 124

Mittelwert -4,80 1,69 2,52 2,24 7,15 2,97

SD 6,65 6,66 6,82 6,72 7,64 7,30

Altersdifferenz [J] Quartl -9,00 -3,50 -2,00 -2,00 2,25 -2,00
Median -8,00 1,00 2,00 1,00 6,00 2,00

Quart3 -1,00 3,75 6,00 6,00 9,75 7,00

Die Schweregrade der NL-Falten und der PO-Falten waren (iber alle Probanden statistisch
signifikant miteinander assoziiert (p<0,001; Abb. 4.3A). Ferner waren der NL-und PO-Score
mit dem geschatzten Alter (p<0,001 bzw. p<0,001; Abb. 4.3B und C) sowie dem tatsachlichen
Alter (p<0,001 bzw. p=0,011) korreliert. Dies galt ebenfalls fir den Summenscore der NL-
und PO-Falten (p<0,001 bzw. p<0,001; Abb. 4.3D). Das geschatzte Alter stand ebenfalls in
signifikanter Beziehung zum tatsdchlichen, chronologischen Alter der Patienten (p<0,001;
Abb. 4.3E). Die Differenz zwischen geschatztem und chronologischem Alter, die einen Index
der vorzeitigen Alterung darstellt, war ebenso mit der Summe der NL- und PO-Scores
korreliert (p<0,001; Abb. 4.3F), sowie dem NL-Einzelscore und dem PO-Einzelscore (p=0,002
bzw. p<0,001). Diese Beziehungen sprechen fiir die interne Konsistenz der erhobenen

phdanomenologischen Alterungsmarker.

Die NL- und PO-Faltenscores, ihre Summe, sowie das geschatzte Alter hingen nicht statistisch
signifikant mit den COPD-Klassen zusammen. Im Gegensatz dazu zeigte die Differenz
zwischen geschadtztem und tatsdchlichem Alter einen Zusammenhang mit der COPD-
Kategorie (p=0,005). Insbesondere bestand zwischen GOLD 0+1 einerseits und GOLD 4
andererseits ein signifikanter Unterschied (p=0,003). Die zusammenfassenden, dichotome
(GOLD 0-2 vs. 3-4) Analyse kam ebenfalls zu dem Ergebnis, dass sich im Vergleich mit der
Altersdifferenz ein signifikanter Unterschied (p=0,023) ergab. Dies deutete die Korrektheit

der externen Auswertung der fotografischen Aufnahmen an, unter der Annahme, dass die
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Hautalterung mit héherem Schweregrad zunimmt. Zum Vergleich ist wichtig, dass sich kein
signifikanter Unterschied im tatsachlichen, chronologischen Alter der Patienten fand (Kap.
4.1.1). Ferner war bei Patienten der COPD-Klassen 0-2 die Altersdifferenz nicht signifikant
von Null verschieden (A=1 Jahr; p=0,098), d.h. mittleres und geschatztes Alter waren gleich.
Hingegen unterschieden sich die Patienten der Schweregrade 3-4 in diesem Parameter

(A=4,7 Jahre; p<0,001). Zusatzliche Korrelationsanalysen sind in Kap. 4.6 dargestellt.
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Abb. 4.3: Beziehung der Parameter der Hautalterung zueinander; NL-Falten-PO-Falten (A), NL-Falten-geschétztes Alter (B), PO-Falten-
geschétztes Alter (C), Faltensumme-geschatztes Alter (D), chronologisches Alter- geschétztes Alter (E), Altersdifferenz vs. Faltensumme (F)
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4.4 Marker des Alterns im Blut

Bei 121 Patienten konnte die Telomerenlange von Blutleukozyten mittels gPCR bestimmt
werden, bei 123 Patienten die Konzentration von Advanced Glycation End Products (AGE) im
Serum, sowie bei 120 Patienten die Konzentration des Peptides LL-37 im Plasma. Die
statistischen Charakteristika dieser Biomarker sind in Tabelle 4.8 aufgeschliisselt nach COPD-
Stadium dargestellt. Angegeben ist die Absorption der AGE-Werte, die aus technischen
Grinden (siehe Methode 3.4.4) nicht in eine definite Konzentration umgerechnet werden
konnte, wenngleich sie in einer eindeutigen Beziehung zur Konzentration steht. Hierbei ist zu
beachten, dass eine hohere Absorption der AGE-Werte eine niedrigere Konzentration an

AGEs bedeutet.

Tab. 4.8: Marker des Alterns im Blut

Q 7 ﬁ.l Q ;| £

(m) () o o o %

- - — — — b4

o o o o o v

G} G} G} G} G} G}

n 5 26 42 25 23 121
Mittelwert 0,76 0,70 0,70 0,69 0,69 0,70
SD 0,22 0,16 0,13 0,14 0,16 0,15

Telomeren
. uartl 0,56 0,58 0,60 0,60 0,58 0,59
T/S-Ratio Q

Median 0,80 0,70 0,72 0,67 0,73 0,72
Quart3 0,89 0,81 0,78 0,77 0,78 0,78

n 6 25 42 24 23 120
Mittelwert 40,12 38,79 37,74 39,27 36,70 38,19

SD 5,04 9,27 9,87 10,82 8,80 9,48
LL-37 [ng/ml] Quartl 39,05 31,31 30,05 30,55 29,22 30,19
Median 40,19 39,22 36,39 39,57 36,37 38,12
Quart3 42,03 47,75 46,77 47,50 40,81 45,93

n 6 26 43 25 23 123

Mittelwert 1,19 1,24 1,14 1,06 1,06 1,13

SD 0,24 0,35 0,24 0,27 0,22 0,27

AGE [Absorption,
. ! P . Quartl 1,01 0,96 0,96 0,89 0,88 0,93
invers zur Konzentration]

Median 1,23 1,26 1,05 1,02 1,03 1,07

Quart3 1,27 1,51 1,30 1,21 1,16 1,31
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Der statistische Vergleich mittels ANOVA ergab, dass weder die Telomerenlange noch die
Konzentration von LL-37 in statistisch signifikanter Weise vom COPD-Stadium abhingen
(p=0,927 bzw. p=0,743). Auch die Zusammenfassung einzelner GOLD-Stadien ergab keinen

signifikanten Unterschied.

Im Gegensatz dazu bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen COPD-Stadium und
AGE-Konzentration (p=0,034); fir diese Analysen wurden die GOLD-Stadien 0-2 und 3-4
zusammengefasst. Der Zusammenhang der AGE-Konzentration mit den GOLD-Stadien blieb
auch nach Ausschluss der Patienten mit der Anamnese eines Diabetes bestehen (p=0,038).

Weiterfilhrende Korrelationsanalysen finden sich in Kap. 4.6.

4.5 Standardlaborparameter

Mit Hilfe klinischer Routinemethoden wurden die in Tab. 4.9 angegebenen Laborparameter
bestimmt. Hierbei fanden sich signifikante Unterschiede zwischen den COPD-Stadien fir
Lymphozyten (p<0,001), bedingt durch Unterschiede der Gruppen GOLD 4 vs. GOLD 0+1
(p<0,001) sowie GOLD 4 vs. GOLD 2 (p=0,008). AulRerdem zeigte sich insgesamt ein
signifikanter Unterschied im Hinblick auf die segmentierten Granulozyten (p<0,001), der im
Einzelnen auf Unterschiede der Gruppen GOLD 4 gegen GOLD 0+1 (p<0,001), sowie GOLD 4
gegen GOLD 2 (p=0,014) zuriickzufiihren war. Ferner zeigte sich nach dem Zusammenfassen
der GOLD-Klassen zu zwei Gruppen (GOLD 0-2 vs. GOLD 3-4) im CRP-Wert ein Trend in
Richtung einer Abhdngigkeit vom Krankheitsstadium (p=0,054). Kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den GOLD-Klassen ergab sich fir die Leukozytenzahl sowie fir die

Werte von Hamoglobin und Hamatokrit.
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Tab. 4.9: Standardlaborparameter der Patienten

o — [o\] o <t +
S| 2|3 &2 &
3 3 3 3 3 $
n 6 26 44 25 26 127
Mittelwert 0,97 0,91 0,83 0,94 0,75 0,86
SD 0,23 0,31 0,23 0,39 0,16 0,28
Kreatinin Blut [mg/dI] Quartl 0,80 0,70 0,70 0,80 0,60 0,70
Median 0,95 0,80 0,80 0,90 0,70 0,80
Quart3 1,10 1,00 0,93 1,10 0,88 1,00
Mittelwert | 228,00 | 213,96 | 215,57 | 203,36 | 221,58 | 214,65
SD 39,27 43,27 37,50 38,59 39,26 39,32
Gesamtcholesterin [mg/dl] Quartl 205,00 | 187,50 | 193,00 | 174,00 | 198,25 | 189,00
Median 215,00 | 203,00 | 207,50 | 203,00 | 221,00 | 209,00
Quart3 249,75 | 245,25 | 239,50 | 215,00 | 242,00 | 243,00
Mittelwert | 173,67 | 150,73 | 166,89 | 151,24 | 130,38 | 153,35
SD 74,68 76,21 104,73 | 101,98 90,03 94,35
Triglyzeride [mg/dl] Quartl 117,75 96,50 89,75 93,00 68,00 86,00
Median 158,00 | 119,50 | 142,00 | 138,00 94,00 130,00
Quart3 237,25 | 197,75 | 219,50 | 188,00 | 167,25 | 191,50
Mittelwert | 126,67 | 125,46 | 126,12 114,92 115,77 121,70
SD 26,62 43,41 25,84 41,25 33,09 34,62
LDL [mg/dl] Quartl 109,75 96,25 106,50 92,75 97,25 100,00
Median 123,50 | 117,50 | 121,00 | 118,50 | 114,50 | 120,00
Quart3 137,25 | 150,50 | 144,00 | 141,50 | 136,75 | 144,00
Mittelwert 73,67 64,54 65,02 65,08 85,15 69,46
SD 21,64 20,92 21,15 27,10 33,95 26,34
HDL [mg/dl] Quartl 55,25 49,00 47,75 44,00 59,75 50,00
Median 72,50 59,50 70,50 56,00 81,50 68,00
Quart3 89,00 70,50 77,00 77,00 105,25 81,50
Mittelwert 6,27 6,01 5,82 6,28 6,15 6,04
SD 1,53 1,73 1,44 1,66 1,95 1,64
Harnsaure [mg/dl] Quartl 5,53 4,85 4,80 5,10 4,93 4,85
Median 5,85 5,80 5,60 5,90 5,90 5,80
Quart3 7,23 6,53 6,60 7,00 7,10 6,90
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Mittelwert 18,83 16,19 15,93 15,28 15,50 15,91
SD 7,25 6,29 4,71 7,39 3,58 5,57
Harnstoff-N [mg/dl] Quartl 13,25 13,00 12,00 12,00 13,00 12,00
Median 15,50 15,00 15,00 13,00 15,00 15,00
Quart3 25,25 17,75 20,00 17,00 16,75 18,00
Mittelwert 0,21 0,31 0,44 0,48 0,36 0,40
SD 0,13 0,33 0,85 0,68 0,29 0,61
CRP [mg/dl] Quartl 0,10 0,10 0,10 0,10 0,12 0,10
Median 0,17 0,10 0,16 0,30 0,27 0,20
Quart3 0,34 0,44 0,38 0,46 0,44 0,44
Mittelwert 94,83 101,65 | 103,48 | 102,16 | 103,46 | 102,43
SD 5,38 24,49 25,16 17,01 15,94 21,10
Glucose [mg/dl] Quartl 90,00 88,00 89,50 93,00 93,25 90,00
Median 95,00 93,00 97,50 97,00 100,50 97,00
Quart3 98,50 105,25 | 109,00 | 105,00 | 112,75 | 108,00
Mittelwert 5,85 5,76 6,04 5,95 5,87 5,92
SD 0,25 0,54 0,68 0,47 0,50 0,57
HbAlc [%] Quartl 5,70 5,40 5,60 5,70 5,50 5,50
Median 5,85 5,55 5,90 5,80 5,80 5,80
Quart3 6,08 6,00 6,30 6,20 6,08 6,15
Mittelwert | 120,83 116,94 | 119,26 | 122,88 | 129,58 121,69
SD 13,03 19,96 45,10 24,80 30,42 33,17
Alpha-1-Antitrypsin [mg/dl] Quartl 111,50 | 102,00 | 105,75 | 107,00 | 115,00 | 106,00
Median 123,00 | 111,50 | 119,50 | 119,00 | 129,00 | 120,00
Quart3 130,00 | 133,75 | 134,25 | 141,00 | 147,00 | 136,00
Mittelwert | 122,90 79,37 100,49 93,29 77,43 90,82
SD 68,89 75,09 66,99 65,14 45,21 64,70
Kreatinin Urin [mg/dl] Quartl 73,30 31,40 44,53 46,60 37,20 39,30
Median 153,00 60,95 97,90 77,25 74,85 72,40
Quart3 172,00 90,20 153,50 | 135,25 | 109,75 | 128,00
Mittelwert 4,31 4,62 4,66 4,66 4,72 4,65
SD 0,42 0,42 0,45 0,37 0,49 0,44
Erythrozyten [10712/1] Quartl 4,23 4,42 4,41 4,39 4,50 4,40
Median 4,32 4,57 4,67 4,71 4,67 4,66
Quart3 4,50 4,84 4,90 4,88 5,00 4,87
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Mittelwert 13,53 14,44 14,59 14,79 14,42 14,51
SD 1,38 1,29 1,36 1,13 1,41 1,32
Hamoglobin [g/dl] Quartl 13,30 13,55 13,88 13,90 13,50 13,60
Median 13,90 14,20 14,70 14,70 14,25 14,40
Quart3 14,28 15,30 15,43 15,60 15,55 15,50
Mittelwert 0,39 0,42 0,43 0,43 0,43 0,43
SD 0,04 0,03 0,04 0,04 0,04 0,04
Hamatokrit [I/1] Quartl 0,38 0,40 0,40 0,41 0,40 0,40
Median 0,41 0,42 0,44 0,44 0,43 0,43
Quart3 0,43 0,44 0,45 0,46 0,46 0,45
Mittelwert | 220,33 | 235,77 | 240,45 | 255,60 | 243,58 | 242,17
SD 26,35 55,58 71,33 96,26 56,73 69,63
Thrombozyten [1079/I] Quartl 200,25 | 196,00 | 203,00 | 199,00 | 203,00 | 200,50
Median 214,00 | 229,50 | 234,50 | 243,00 | 223,50 | 231,00
Quart3 237,50 | 256,75 | 279,00 | 269,00 | 272,00 | 272,00
Mittelwert 7,27 8,42 8,83 8,30 9,02 8,60
SD 1,23 2,36 3,57 2,26 2,22 2,76
Leukozyten [1019/I] Quartl 6,60 6,45 7,08 6,60 7,20 6,90
Median 7,15 8,45 8,45 8,00 9,20 8,40
Quart3 7,93 10,10 9,80 9,80 10,48 9,90
Mittelwert 28,67 27,42 25,20 23,80 18,58 24,19
SD 7,81 10,12 7,98 7,87 9,01 9,08
Lymphozyten [%] Quartl 24,50 22,25 20,75 19,00 13,00 19,00
Median 31,00 29,50 25,50 25,00 18,50 24,00
Quart3 34,50 31,75 31,00 32,00 23,00 31,00
Mittelwert 7,83 8,54 8,07 8,32 7,31 8,05
SD 2,93 3,14 2,28 2,51 2,26 2,54
Monozyten [%] Quartl 6,00 7,00 6,00 7,00 7,00 7,00
Median 6,50 8,50 8,00 8,00 7,50 8,00
Quart3 10,00 10,75 9,00 9,00 8,75 9,00
Mittelwert 60,17 60,65 64,57 65,64 72,23 65,34
SD 10,55 11,58 9,39 8,70 11,46 10,84
Segmentierte [%] Quartl 55,00 56,00 57,75 60,00 66,00 57,00
Median 55,50 58,50 64,00 64,00 71,00 64,00
Quart3 65,75 66,25 70,00 72,00 78,75 72,00
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n 6 26 42 25 26 125

Mittelwert 2,83 3,12 1,98 2,04 1,58 2,18

SD 2,23 3,01 1,55 1,40 1,21 1,95

Eosinophile [%)] Quartl 1,25 1,25 1,00 1,00 1,00 1,00
Median 2,50 2,00 1,00 1,00 2,00 2,00

Quart3 3,00 3,75 3,00 3,00 2,00 3,00

n 5 25 40 25 26 121

Mittelwert 0,40 0,60 0,38 0,40 0,35 0,42

SD 0,55 0,50 0,54 0,58 0,49 0,53

Basophile [%] Quartl 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Median 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Quart3 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Zur Prifung der internen Konsistenz wurden die Laborparameter zu einigen der
anamnestischen Angaben (iber Komorbiditdten in Beziehung gesetzt. Hierbei zeigte der
HbAlc einen Unterschied zwischen Patienten mit und ohne Diabetes (p<0,001; Abb. 4.4A).
Ferner korrelierte der BMI mit den Werten der Triglyzeride (p<0,001; Abb. 4.4B) sowie von
HDL (p<0,001). Gleiches war der Fall fiir den Bauchumfang vs. Triglyzeride (p<0,001) und HDL
(p<0,001; Abb. 4.4C). Analoge Signifikanzen zeigten sich fir die Waist-to-Hip Ratio vs.
Triglyzeride (p=0,0281; Abb. 4.4.D) sowie HDL (p<0,001). Die anamnestische Angabe einer
Blutarmut korrelierte mit den Werten von Hamoglobin (p=0,004; Abb. 4.4E) sowie
Hamatokrit (p=0,005). Hingegen fanden sich keine signifikanten Unterschiede des
Prozentsatzes der eosinophilen Granulozyten bei der Angabe eines Asthma bronchiale

(p=0,681; Abb. 4.4F) sowie eines Heuschnupfens.
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4.6 Korrelationen mit Alterungsmarkern und Emphysemscore

In einem Teil der folgenden Analysen wurde der Emphysemscore verwendet, der sich
anhand einer semiquantitativen Analyse von CT-Aufnahmen des Thorax ergeben hatte, die
die Patienten aus klinischen Griinden vor Eintritt in die Studie erhalten hatten. Diese
Aufnahmen waren im Rahmen von COSYCONET (Teilprojekt 5) von der Gruppe von Professor
Kauczor (Heidelberg) ausgewertet und zur Verfligung gestellt worden. Zugleich war im
Rahmen der Auswertung der Gesamtkohorte eine vorlaufige Pradiktionsfunktion
ausgewertet worden, die auf der Basis verschiedener Funktionsparameter beruhte und
anhand der in der Gesamtkohorte vorhandenen CTs optimiert worden war. Diese
Vorhersagefunktion wurde in Zusammenarbeit mit der LMU von der MHH Hannover
entwickelt und die entsprechenden Werte wurden zur Verfligung gestellt [107]. Die
Sensitivitat fir Emphysem betrug in der COSYCONET-Gesamtkohorte (n=342 auswertbar)
79,1% und die Spezifitat 72,3%. Bei den 39 Patienten der hier untersuchten Kohorte, bei
denen CT-Aufnahmen vorlagen, wurde ebenfalls zur Uberpriifung der vorhergesagte Score
mit dem visuell ermittelten verglichen. Hierbei ergaben sich eine Sensitivitat von 82,4% zur
Vorhersage eines Emphysems und eine Spezifitdt von 72,7% (Abb. 4.5). Aus diesem Grunde
wird im Folgenden die Vorhersagefunktion als hinreichend valide eingestuft, um in die

Auswertung Eingang zu finden.

18 + kein Emphysem
pred.; 16

16 - Emphysem
pred.; 14

14 -

12 -

Emphysem
pred; 6

kein Emphysem
pred.; 3

CT Emphysem CT kein Emphysem

Abb. 4.5: Darstellung der Sensitivitdt und Spezifitdt der Vorhersagefunktion in der Miinchner Kohorte
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Der vorhergesagte Emphysemscore war, wie zu erwarten, mit den COPD-Stadien korreliert.
Dies zeigte sich beispielsweise, wenn die COPD-Stadien 0-2 und 3-4 zusammengefasst und
gegen den vorhergesagten Emphysemscore in einer Vierfelder-Tafel aufgetragen wurden
(p<0,001). Von 74 Patienten mit negativem Emphysemscore waren 57 in den niedrigeren
und 15 in den hoheren GOLD-Klassen. Hingegen waren von den 48 Patienten mit positivem
vorhergesagtem Emphysemscore 15 in den niedrigen und 33 in den héheren GOLD-Stadien.
Ein im Prinzip dhnlicher, aber statistisch nicht mehr signifikanter Zusammenhang zeigte sich
fir die Patienten mit einem vorliegenden Thorax-CT. Hier waren fiir die Patienten ohne CT-
morphologisches Emphysem 15 bzw. 7, und fir die mit Emphysem 8 bzw. 9 Patienten in den

niedrigen bzw. hohen GOLD-Klassen.
4.6.1 Telomeren

Die Telomerenlange war mit dem Alter der Patienten statistisch signifikant (R=-0,319,
p<0,001) assoziiert (Abb. 4.6A), ebenso mit dem auf Grund der Hautbeschaffenheit
geschatzten Alter (R=-0,359, p<0,001; Abb. 4.6B), sowie tendenziell mit der Differenz
zwischen geschatztem und chronologischen Alter (im Folgenden als Altersdifferenz
bezeichnet) (R=-0,163; p=0,0795). Hingegen waren die Telomeren nicht signifikant korreliert
mit den Werten der AGE-Absorption sowie denen des LL-37 (Abb. 4.6C und 4.6D). Jedoch
bestand ein signifikanter Zusammenhang mit den Gesichtsfalten-Scores. Die Ergebnisse fiir
die NL-Falten sind in Abb. 4.6E (p=0,009), diejenigen fir die PO-Falten in Abb. 4.6F (p=0,036)
dargestellt. Ferner korrelierte auch die Summe aus den beiden Falten-Einzelscores mit der
Telomerenlange (p<0,001). Die Telomerenldnge war bei Frauen geringfligig, jedoch nicht

signifikant (p=0,226) groRer als bei Mannern (T/S 0,715 vs. 0,683).
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Die Telomerenlange zeigte keinen statistisch signifikanten Zusammenhang mit den
erhobenen Komorbiditaten (siehe Tab. 4.4), soweit diese Vergleiche bei den jeweiligen
Fallzahlen sinnvoll durchzufiihren waren. Die Ausnahmen waren das Vorliegen von
Krampfadern, das mit einer signifikant (p=0,020) geringeren Telomerenldnge einher ging (T/S
0,664 vs. 0,726; Abb. 4.7A), sowie die anamnestische Angabe einer Gicht bzw.
Harnsdureerhohung (p=0,010), welche ebenfalls mit geringfligig kiirzerer Telomerenlange
(T/S 0,629 vs. 0,716; Abb. 4.7B) assoziiert war. Im Gegensatz dazu korrelierte das
chronologische Alter nicht signifikant mit dem Vorliegen von Krampfadern (p=0,269) oder
Gicht (p=0,176); daher kdonnen die genannten Assoziationen mit den Telomeren nicht direkt
auf das Alter zuriickgefihrt werden. Obwohl die Telomerenldnge nicht mit der
anamnestischen Angabe einer Anamie korrelierte, wohl aber ein Zusammenhang zwischen
dieser Angabe und dem Hadmoglobingehalt bestand (Abb. 4.4E), fand sich ein schwacher
jedoch signifikanter Zusammenhang zwischen der T/S Ratio und dem Hb (p=0,0154).

Der zusammengefasste  Komplex  kardiovaskuldarer  Erkrankungen  (Herzinfarkt,
Durchblutungsstérungen am Herzen, Herzrhythmusstorungen, Herzschwdche oder
Durchblutungsstorungen an den Beinen) ging nicht mit einer signifikant verkirzten
Telomerenldange einher (T/S 0,697 vs. 0,701; p=0,887; Abb. 4.7C). Soweit fur die 39
Patienten, bei denen ein Thorax-CT aus klinisch verfligbaren Aufnahmen vorlag, das
Vorliegen eines Lungenemphysems ermittelt werden konnte, zeigte sich ebenfalls keine
signifikante Beziehung zur Telomerenldnge (p=0,981; Abb. 4.7D). Das gleiche war der Fall flr
die Gesamtgruppe der Patienten, bei denen anhand der funktionellen Werte mittels einer
Vorhersagefunktion (siehe Kap. 3.6) auf das Vorliegen eines Emphysems geschlossen worden
war (p=0,823; Abb. 4.7E). Im Gegensatz dazu ergab sich trotz der geringen Fallzahl ein
statistisch signifikanter Unterschied von T/S zwischen Patienten mit und ohne Alpha-1-
Antitrypsinmangel; interessanterweise wiesen Patienten mit Antitrypsinmangel ldangere
Telomeren auf (n=8 vs. 113; T/S 0,801 vs. 0,692; p=0,041; Abb. 4.7F). Auch diese Beziehung
ist nicht primar auf einen Altersunterschied zwischen der Gruppe mit und ohne Alpha-1-

Antitrypsinmangel zuriickzufiihren (63 vs. 67 Jahre; p=0,175).

100



1,2

A: T/S Ratio-Krampfadern

1,0

0,8

0,6

Telomere T/S Ratio

0,4 -

p=0,020

0,2

T T
keine Krampfadern Krampfadern

B: T/S Ratio-Gicht

1,2

0,6

Telomere T/S Ratio

0,4

p=0,010

0,2

C: T/S Ratio-Komplex kardiovask. Erkrankungen

keine Gicht Gicht

1,2

1,0

0,8 ~

0,6

Telomere T/S Ratio

0,4

0,2

T T
kein Kardio.Komplex Kardio.Komplex

Telomere T/S Ratio

Telomere T/S Ratio

Telomere T/S Ratio

D: T/S Ratio-Emphysem CT

11

1,0
0,9 -
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4 -

n.s.

0,3 \ \
kein Emphysem CT Emphysem CT

: T/S Ratio-Emphysem Vorhersagefunktion (pred.)

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4 1

n.s.

0,2 \ \
kein Emph. Pred. Emph. Pred.

F: T/S Ratio-Alpha-1-Antitrypsinmangel

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4 -

p=0,041

0,2 \ \
kein Alpha-1-Mangel Alpha-1-Mangel

Abb. 4.7: Beziehung der Telomerenldnge zu Krampfadern (A), Gicht (B), Komplex kardiovaskuldrer Erkrankungen (C), Emphysem CT (D),

Emphysem Vorhersagefunktion (E) und Alpha-1-Antitrypsinmangel (F)

101



Zwischen den Parametern der Polyneuropathie (Leitgeschwindigkeit, Stimmgabel,
Monofilament) und den Telomeren bestanden keine signifikanten Zusammenhange (Abb.
4.8A). Gleiches war der Fall fur die einzelnen MessgrofRen der Lungenfunktion, insbesondere
FEV3, FVC, TLC, RV, ITGV und TLCO sowie TLCO/VA, gleich ob diese Werte als Absolutwerte
oder als %Soll ausgedriickt wurden (Beispiele in Abb. 4.8B und C). Auch zu den Werten des
6MWD, des T&go, und dem Ergebnis des DemTect-Tests zeigte die Telomerenlange keine
statistisch signifikanten Beziehungen (Abb. 4.8D und E). Gleiches war der Fall fir den CAT-
Fragebogen sowie den mMRC-Score. Anders sah dies aus fir den ABI als Index der
vaskuldaren Funktion. Es bestand namlich ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen der Telomerenldange und dem Mittelwert der beiden ABI-Messungen (p=0,0166;

Abb. 4.8F).
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4.6.2 Advanced Glycation End Products (AGE)

Alter und Komorbiditaten

Die Absorption bzw. Konzentration der AGEs war nicht statistisch signifikant mit dem Alter
oder dem geschatzten Alter der Patienten korreliert (P=0,226 bzw. p=0,338; Abb. 4.9A und
B). Wahrend die beiden Einzelscores der Hautfalten (PO, NL) keinen statistisch signifikanten
Zusammenhang mit den AGE-Werten aufwiesen, zeigten sich fir ihren Summenscore
zumindest der Tendenz nach Unterschiede, wenn man einen Score von 2-4 einem Score von
>4 gegenlber stellte; dies war der Fall sowohl fiir die Gesamtgruppe (p=0,0613; Abb. 4.9C),
als auch fur die Teilgruppe der Patienten ohne Diabetes (p= 0,0543; Abb. 4.9D). Diese
Differenzierung war noétig, weil Patienten mit Diabetes, wie aufgrund der Literaturdaten zu
erwarten, eine niedrigere Absorption, d.h. hohere AGE-Konzentration zeigten als Patienten
ohne Diabetes (p=0,031; Abb. 4.9E). Zwar wiesen prozentual mehr Manner als Frauen unter
den Patienten einen Diabetes auf (16/63 vs. 4/64; p=0,007) doch bestand ein Unterschied
der AGE-Absorption zwischen Mannern und Frauen (p=0,003) auch dann, wenn nur
Patienten ohne Diabetes ausgewertet wurden (p=0,004; Abb. 4.9F); dieser
Geschlechtsunterschied war demnach nicht auf einen Diabetes zurlickzufiihren. Zur

Korrelation der AGE-Absorption mit der Telomerenlange siehe Kap. 5.6.1 sowie Abb. 5.1C.

Da Diabetes bekanntlich mit einer Erhohung der Werte von HbAlc verbunden ist und HbAlc
aufgrund der biochemischen Entstehung in Beziehung zu den AGEs stehen sollte, wurde eine
Korrelation zwischen HbAlc und AGE-Absorption erstellt. Hierbei ergab sich eine statistisch
signifikante (p=0,0098), jedoch schwache (R=-0,234) Korrelation zwischen beiden Werten;
diese war negativ, weil eine hohe Absorption einer niedrigen Konzentration der AGEs
entsprach. Analog verhielt es sich mit dem gemessenen Blutglucosespiegel (p=0,0326; R=-

0,194)
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Neben dem Diabetes war die AGE-Konzentration mit dem Vorhandensein von Krampfadern
assoziiert. Dies war sowohl fir alle Patienten der Fall (p=0,010; Abb. 4.10A) als auch dann,
wenn die Diabetiker ausgeschlossen wurden (p=0,010; Abb. 4.10B). Ebenso korrelierten die
Werte der AGEs mit der anamnestischen Angabe erhohter Blutfettwerte, die jedoch mit
einer niedrigeren AGE-Konzentration einherging (n=65 bzw. 56; 1,185 vs. 1,026; p=0,019).
Fasste man Gastritis, Reflux und Magengeschwiir zusammen, so fand sich ein signifikanter
Unterschied in dem Sinne, dass die Patienten mit dieser Komorbiditat geringere AGE-
Konzentrationen bzw. hoéhere Absorptionen aufwiesen (n=58 bzw. 63; 1,176 vs. 0,976;
p=0,002). Eine weitere relevante Komorbiditdt war die Hyperthyreose, die ebenso mit einer
héheren AGE-Absorption und daher niedrigerer Konzentration einherging (n=21 bzw. 100;
1,269 vs. 1,035; p=0,002). Es ergaben sich keine weiteren signifikanten Korrelationen
zwischen der AGE-Absorption und anderen Komorbiditaten, soweit diese Testung im Vorfeld
als sinnvoll erschienen war. Insbesondere gab es keine Beziehung mit kardiovaskuldren

Erkrankungen.

LungenfunktionsgroRen

Zwischen den LungenfunktionsgroRen FVC, TLCO sowie TLCO/VA und den AGEs bestanden
keine signifikanten Korrelationen, sowohl fir die Absolutwerte als auch fiir %Soll. Im
Gegensatz dazu zeigte das Einsekundenvolumen (FEV,) als %Soll dargestellt eine signifikante
Beziehung zu den Absorptionswerten der AGEs (p=0,0143; Abb. 4.10C). Die Totale
Lungenkapazitat (TLC), sofern sie als Absolutwert ausgedriickt wurde, war ebenfalls
statistisch signifikant mit den AGE-Werten korreliert (p=0,0085; Abb. 4.10D). Ferner zeigten
die MessgroRen RV und ITGV als Absolutwerte jeweils signifikante Beziehungen zu den AGEs
(R=-0,276; p=0,0022 bzw. R=-0,285; p=0,0015) in dem Sinne, dass hohe
Lungenfunktionswerte mit hohen AGE-Konzentrationen bzw. niedrigen Absorptionen
assoziiert waren. Diese Korrelation ergab sich zumindest tendenziell auch fir die Werte als
%Soll (p=0,0621 bzw. p=0,0598). Die Korrelation mit den Absolutwerten von RV und ITGV
blieb bestehen, wenn die Patienten mit Diabetes ausgeschlossen wurden (p<0,001 bzw.
p<0,001). Ferner bestand eine signifikante Korrelation zwischen AGEs und der Differenz TLC-

VA (p=0,0407; R,=-0,190)
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Zusatzliche MessgroRen

Zu den MessgrolRen des 6MWD, des T&go, DemTect, ABI (Abb. 4.10E) und mMRC fanden
sich keine statistisch signifikanten Korrelationen. Hingegen war der Score des CAT-
Fragebogens mit der Konzentration der AGE assoziiert, allerdings nicht wie zunachst
erwartet; vielmehr ergaben sich niedrigere AGE-Konzentrationen bzw. hohere Absorptionen
flr Patienten mit starker ausgepragter COPD-Symptomatik (hohe CAT-Werte) (p=0,0203;
Abb. 4.10F). Diese Korrelation blieb auch nach Ausschluss der Patienten mit Diabetes
bestehen. Die Parameter der Polyneuropathie (Leitgeschwindigkeit, Stimmgabel,
Monofilament) standen nicht in signifikanter Beziehung zu den AGE-Werten ungeachtet der
Tatsache, dass Polyneuropathien mit Diabetes assoziiert sein konnen (siehe Kap. 4.2). Ferner
fanden sich keine Korrelationen mit dem Emphysemscore, der aus dem CT bestimmt oder

anhand einer Pradiktionsfunktion vorhergesagt worden war.
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Abb. 4.10: Beziehung der AGEs zu Krampfadern mit und ohne Diabetiker (A) und (B), FEV;%Soll (C), TLC (D), ABI (E) und CAT (F)
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4.6.3 LL-37

Alter und Alterungsmarker und Komorbiditdten

Die Konzentrationen von LL-37 hingen nur tendenziell vom chronologischen Alter (p=0,0814)
der Patienten ab, jedoch in statistisch signifikanter Weise von der Differenz des geschatzten
Alters und des chronologischen Alters (p=0,0367; R=-0,196; Abb. 4.11A) sowie vom
geschatzten Alter (p=0,0075; Abb. 4.11B) der Probanden. Sie zeigten darlber hinaus eine
signifikante Beziehung zum Schweregrad der NL-Faltenscores der Patienten (p=0,013; LL-37
41,015 bzw. 40,635 bzw. 35,431). Keine signifikante Beziehung hingegen bestand zwischen
der LL-37 Konzentration und dem PO-Faltenscore sowie der Faltensumme aus den beiden
einzelnen Scores, Komorbiditditen oder den MessgroBen der Lungenfunktion. Einzige
Ausnahme der Komorbiditaten stellte die Anamnese eines Asthma bronchiale dar. Patienten
mit Asthma zeigten niedrigere LL-37 Konzentrationen im Plasma als die Patienten ohne
(p=0,007; LL-37 32,015 bzw. 39,385). Der Raucherstatus (Nieraucher bzw. Ex-Raucher bzw.
Raucher) der Patienten hingegen war in signifikanter Weise mit den LL-37 Konzentrationen
im Plasma assoziiert und zwar dergestalt, dass ein deutlicher Anstieg der Konzentration des
LL-37 im Plasma von Nierauchern tber Ex-Rauchern zu Rauchern beobachtet werden konnte

(p=0,001; Abb. 4.11C)

Zusatzliche MessgrolRen

Darliber hinaus bestanden keine Korrelationen mit anderen funktionellen Parametern wie
6MWD, T&go, DemTect, ABI, CAT und mMRC sowie Pack-Years. Ferner fanden sich keine
Korrelationen mit dem Emphysemscore, der anhand einer Pradiktionsfunktion fir alle
Patienten vorhergesagt worden war (n=46 vs. 69; p=0,646). Im Gegensatz dazu bestand trotz
der kleineren Fallzahl ein signifikanter Zusammenhang der LL-37 Konzentration mit dem
Emphysemscore bei denjenigen Patienten, die ein auswertbares CT aus klinischen Griinden
erhalten hatten (n=16 vs. 22; p=0,0094; Abb. 4.11D). Die Konzentration von LL-37 zeigte
keinen signifikanten Zusammenhang mit der Telomerenldange (p=0,765; Abb. 4.11E) oder der

AGE-Konzentration (p=0,175; Abb. 4.11F).
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4.6.4 Marker der Hautalterung

Raucheranamnese

Dass biologisches Altern durch Zigarettenrauchen geférdert wird, ist gut bekannt.
Dementsprechend zeigten sich Unterschiede in der Anzahl der Pack-Years, wenn man die
Summenfaltenscores (PO+NL) in die Kategorien 2-4, 5-6 und 7-8 zusammenfasste, um
hinreichende Fallzahlen in diesen Kategorien zu erhalten (p=0,024; Abb. 4.12A).
Ausschlaggebend fiir diesen Zusammenhang war insbesondere der Vergleich der Gruppen
Faltensumme 2-4 und 7-8 (p=0,032). In analoger Weise zeigte sich eine Korrelation zwischen
der Zahl der Pack-Years und des Schweregrades der NL-Falten (p=0,034; Abb. 4.12B), wobei
deren Signifikanz im Unterschied zwischen den Faltenschweregraden NL 1,2 und 4
begriindet lag (p=0,032). Das Ergebnis fiir die PO-Falten hingegen war nicht signifikant flr
die einzelnen Schweregrade 1, 2, 3 und 4 (p=0,097; Abb. 4.12C). Fasste man die PO-Falten
hingegen in die Gruppen der Schweregrade PO 1,2 und 3,4 zusammen, um ausreichend
grofRe Fallzahlen zu erreichen, so konnte der Zusammenhang statistisch signifikant belegt
werden (p=0,023). Die Differenz zwischen geschatztem und chronologischem Alter stand in

einem nichtsignifikanten Verhaltnis zu den Pack-Years (Abb. 4.12D).

Korperliche Leistungsfahigkeit

Entsprechend den Erwartungen nahm die korperliche Leistungsfiahigkeit, gemessen als 6-
Minuten-Gehtest, lber alle Patienten mit dem Alter ab (Rs=-0,279; p=0,0017). Die war auch
fiir das geschatzte Alter der Fall (Rs=-0,235; p=0,0092). Allerdings bestand keine signifikante
Beziehung zwischen der 6MWD und der Differenz des geschatzten und tatsachlichen Alters
(Abb. 4.12E). Fur die NL-Falten allerdings ergab sich zumindest die Tendenz eines
Zusammenhangs mit der Gehstrecke (p=0,074; Abb. 4.12F).

Lungenfunktion

Die Messwerte der Lungenfunktion nehmen bekanntlich ebenfalls mit dem Alter ab und
waren in der vorliegenden Studie teilweise mit dem (vorhergesagten) Bestehen eines
Lungenemphysems korreliert (siehe Kap. 4.6). Daher wiirde man auch eine Beziehung zu
Alterungsmarkern vermuten kdnnen. In der Tat war die Diffusionskapazitat fir CO (TLCO)
mit dem geschatzten Alter assoziiert (R=-0,254; p=0,005), jedoch nur noch grenzwertig,
wenn fir die TLCO der Prozentwert vom Soll genommen wurde (R=-0,172; p=0,0614).

Aussagekraftiger als die Absolutwerte des Alters bzw. geschatzten Alters war die
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Altersdifferenz (geschatztes Alter minus tatsachliches Alter), die ein Mal} der vorzeitigen
biologischen Alterung darstellt. Diese Altersdifferenz sollte sich auch in den Funktionswerten

niederschlagen.

In der Tat war die Altersdifferenz mit der alterskorrigierten TLCO in % des Sollwertes
korreliert (p=0,0164; Abb. 4.13A), wahrend dies fir die Absolutwerte der TLCO nicht der Fall
war. Auch die TLC in % des Sollwertes hing mit der Altersdifferenz signifikant zusammen
(p=0,0074; Abb. 4.13B); in diesem Fall war auch der Zusammenhang mit den Absolutwerten
der TLC statistisch signifikant (Rs=0,329; p<0,001). Ferner war der Tiffeneau-Wert mit der
Altersdifferenz korreliert (p<0,001; Abb. 4.13C). Im Spearman-Test fanden sich fiir RV und
ITGV, ausgedriickt als Absolutwerte oder % vom Sollwert, ebenfalls signifikante

Korrelationen mit der Altersdifferenz (jeweils p<0,001).

Uber die Altersdifferenz hinaus wurden auch der Faltensummenscore sowie die PO- und NL-
Falten auf einen moglichen Zusammenhang mit Einschriankungen der Lungenfunktion
untersucht. Hierbei fand sich fur die Faltensumme aus NL- und PO-Falten ein statistisch
signifikanter Zusammenhang sowohl mit der TLCO ausgedriickt als Absolutwert (Rs=-0,294;
p=0,0016), als auch mit der TLCO als % des Sollwertes (p=0,0085; Abb. 4.13D). Im Hinblick
auf die Faltensumme und Korrelationen mit den Lungenfunktionsparametern TLC, ITGV und
RV ergaben sich keine weiteren statistischen Signifikanzen, lediglich die Tendenz eines
Zusammenhanges zwischen dem Absolutwert des RV und der Faltensumme (Rs=0,167;
p=0,0697). Analoge Zusammenhange konnten fiir den NL-Faltenscore gefunden werden, der
ebenfalls in signifikanter Beziehung stand zur TLCO absolut (p=0,005) sowie dem
alterskorrigierten Wert ausgedriickt in %Soll (p=0,021; Abb. 4.13E). Fir die PO-Falten

hingegen ergaben sich keinerlei statistisch signifikante Zusammenhange.

Zusatzliche Variablen

Gehtest und Lungenfunktion sind im BODE-Score enthalten. Entsprechend fand sich eine,
wenn auch schwache, Beziehung zwischen BODE-Score und NL-Falten (p=0,050; Abb.
4.13F). Teilte man den BODE-Score in zwei Gruppen, um eine ausreichend grofRRe Fallzahl zu
erhalten (0-4 bzw. >4), so ergab sich weiterhin eine schwach signifikante Beziehung zu der
Altersdifferenz (p=0,033). Keine signifikanten Beziehungen der Faltenscores fanden sich zu

den Ergebnissen des DemTect, ABIl sowie des T&go, des CAT und mMRC.
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4.6.5 Lungenfunktion und Emphysemscore

Diffusionskapazitat

Da die Diffusionskapazitat fir CO (TLCO) in vielen Studien eine Beziehung zu der CT-
morphologischen Kategorisierung bzw. quantitativen Auspragung eines Emphysems zeigte,
erfolgte zur Prifung der Konsistenz der Daten eine entsprechende Analyse auch fiir den
vorliegenden Datensatz. In der Tat war die Diffusionskapazitdt in % des Sollwertes mit dem
Emphysemscore assoziiert, sowohl fiir die Patienten mit einem vorliegenden CT (p=0,043;
Abb. 4.14A) als auch fir die Gesamtgruppe der Patienten, denen ein Emphysem anhand der
Vorhersagefunktion zugeschrieben worden war (p<0,001; Abb. 4.14B). Einschrankend ist zu
bemerken, dass die TLCO in die Vorhersagefunktion Eingang gefunden hatte, jedoch belegt
das fir die Patienten mit vorliegendem CT gefundene Ergebnis, dass es sich nicht um ein
statistisches Artefakt handelt. Ahnliche Beziehungen ergaben sich, wenn statt des
altersnormierten Prozentsatzes vom Sollwert die Absolutwerte von TLCO verwendet
wurden, wobei hierbei die kleinere Gruppe mit vorhandenem CT nur noch im Trend eine

Beziehung zeigte (p=0,0986 bzw. p<0,001).

Ganzkoérperplethysmographie

Die Differenz zwischen TLC und alveoldrem Volumen (VA) aus der TLCO-Messung war in der
Gesamtgruppe der Patienten signifikant (p<0,001) mit der Vorhersage eines Emphysems
korreliert (A=2,69 | vs. 1,66 1). In der Gruppe der Patienten mit vorliegendem CT war der

Unterschied dieser Differenzen geringer (A= 2,35 | vs. 1,85 I) und nicht statistisch signifikant.

Die Totale Lungenkapazitat (TLC), ausgedriickt als % des Sollwertes, war nicht signifikant mit
dem Emphysemscore bei Patienten mit vorliegendem CT korreliert, wohl aber in der
Gesamtgruppe der Patienten mit dem vorhergesagten Score (p<0,001; Abb. 4.14C); der Wert
von TLC ging allerdings ebenfalls in den Vorhersagescore ein. Analoge Ergebnisse fanden
sich, wenn der Absolutwert von TLC mit dem Emphysemscore der Patienten mit
vorhandenem CT in Beziehung gesetzt wurde (n.s.) bzw. mit dem vorhergesagten Score
(p<0,001). Fiir das Intrathorakale Gasvolumen (ITGV) und das Residualvolumen (RV), beide in
Form vom % des Sollwertes, ergaben sich in véllig analoger Weise Korrelationen mit dem
vorhergesagten Emphysemscore (p<0,001 bzw. p<0,001). Beide Messparameter gingen nicht

in die Vorhersagefunktion ein.
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Zusatzliche Parameter

Unter den spirometrischen Parametern zeigte sich der Tiffeneau-Wert (FEV,/FVC) als
signifikant korreliert mit dem vorhergesagten Emphysemscore (p<0,001; Abb. 4.14D). Dieser
Wert ging zwar ebenfalls in den Vorhersagescore ein, jedoch zeigte sich auch in der Gruppe
der Patienten mit vorliegendem CT eine signifikante Beziehung zum Emphysemscore

(p=0,0017; Abb. 4.14E).

Die Lungenfunktion war auch Bestandteil des BODE-Scores, neben Gehstrecke, BMI und
Dyspnoe-Score. Der BODE-Score war ebenfalls verschieden fiir die Patienten mit und ohne
einem anhand der Scorefunktion vorhergesagten Emphysem (p<0,001; Abb. 4.14F). Ferner
bestand ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit und ohne vorhergesagtem
Emphysemscore und dem Raucherstatus (p=0,048) und ein der Tendenz nach signifikanter
Unterschied im Hinblick auf die Pack-Years (Emphysem=48 Pack-Years vs. kein

Emphysem=36 Pack-Years; p=0,054)
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4.7 Beziehungen der Alterungsmarker zu weiteren klinischen KenngroRen

Uber die in Kap. 4.6 aufgefiihrten Vergleiche hinaus wurden die Marker der biologischen
Alterung zu weiteren Messgroflen, vor allem denen des klinischen Labors, in Beziehung
gesetzt. Um die Gefahr falsch positiver Assoziationen moglichst gering zu halten, wurden
unter der Vielzahl der Moglichkeiten solche ausgewahlt, die im Vorfeld pathophysiologisch

plausibel erschienen.
4.7.1 Biologische Alterungsmarker versus Blutparameter

Da eine vermehrte entziindliche Aktivitit mit einer Alterung im Sinne der
Telomerenverkiirzung in Beziehung stehen kdnnte, wurde die Telomerenlange gegen die
Leukozytenzahl aufgetragen. Hierbei fanden sich jedoch keine statistisch signifikanten
Beziehungen (p=0,959; Abb. 4.15A). Gleiches war fir die Zahl der segmentkernigen
Granulozyten der Fall (p=0,504). Eine signifikante Korrelation jedoch bestand mit dem
bekannten Entzindungsmarker CRP (R=-0,225; p=0,0133; Abb. 4.15B). Ferner wurde die
Telomerenlange gegen die Werte von Hamoglobin (Abb. 4.15C) und Hamatokrit aufgetragen;
auch hierbei fanden sich statistisch signifikante Beziehungen (R=0,220; p=0,0154 bzw.
R=0,271; p=0,00264).

Die Werte von AGE korrelierten sowohl mit denen von HbAlc (Abb. 4.15D) als auch mit den
aktuellen Werten der Blutglukose (p=0,0098 bzw. p=0,0326). LL-37 zeigte keinen
signifikanten Zusammenhang mit der Leukozytenzahl (p=0,704), wohl aber mit der
Konzentration von CRP (R=0,189; p= 0,0390; Abb. 4.15E). Darliber hinaus fand sich eine
Beziehung zwischen LL-37 und den Werten des HDL-Cholesterins (R=-0,513; p<0,001) sowie
den Triglyzeriden (R=0,201; p=0,0275). Da Harnstoff unter anderem antioxidative Wirkung
hat und Alterung mit oxidativem Stress in Verbindung steht, wurde auch die
Harnstoffkonzentration im Blut als Surrogatmarker antioxidativer Kapazitit zu der
Telomerenlange und der AGE-Absorption in Beziehung gesetzt. Hierbei fand sich keine
signifikante Assoziation mit der Telomerenlange (p=0,415) oder zu den AGE-Werten

(p=0,665; Abb. 4.15F).
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Abb. 4.15: Beziehung der Leukozyten zur T/S Ratio (A), des CRP zur T/S Ratio (B), des Hdmoglobins zur T/S Ratio (C), des HbA1lc zu den

AGEs (D), des CRPs zum LL-37 (E) und des Harnstoffs zu den AGEs (F)
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4.7.2 Alterungsmarker versus Adipositas

Der Body-Mass-Index war mit dem GOLD-Stadium statistisch signifikant assoziiert (p=0,039;
Abb. 4.16A, siehe Tabelle 4.1). Keine statistisch signifikanten Beziehungen bestanden zu
Bauchumfang und Waist-to-Hip Ratio. Der BMI war ebenfalls signifikant korreliert mit dem
Vorhandensein eines Lungenemphysems, sofern hierfiir der Vorhersagescore verwendet
wurde, der fir alle Patienten (n=122) anhand der Lungenfunktion errechnet worden war
(p<0,001; Abb. 4.16B). Ahnliches ergab sich fiir den Bauchumfang (p=0,0345). Wurden
hingegen nur die Befunde verwendet, die aus den vorliegenden 39 CTs ermittelt worden
waren, so ergaben sich keine statistisch signifikanten Zusammenhdnge. Die Beziehungen
zwischen BMI bzw. verwandten Parametern und dem Bestehen eines Emphysems wurden
u.a. auch deshalb ausgewertet, weil diese Korrelationen mit den Alterungsmarkern zeigten.
Dies war der Fall fir den Bauchumfang (p=0,027; Abb. 4.16C) sowie die Waist-to-Hip Ratio
(p=0,0093) in Relation zur T/S Ratio. Fur den BMI bestand keine Signifikanz (p=0,221).
Hingegen korrelierte der BMI signifikant mit dem geschatzten Alter (p=0,0107; Abb. 4.16D);
dies war auch der Fall fur die Waist-to-Hip Ratio (p=0,0257), wahrend der Bauchumfang
keine signifikante Beziehung zeigte. Keiner der Marker BMI, Bauchumfang und Waist-to-Hip
Ratio war statistisch signifikant mit dem tatsachlichen Alter der Patienten korreliert. Die
Altersdifferenz stand in signifikanter Beziehung zu BMI (p=0,0183; Abb. 4.16E); hingegen
waren die Korrelationen der Differenz mit der Waist-to-Hip Ratio (p=0,105) nur der Tendenz
nach signifikant und mit dem Bauchumfang gar nicht signifikant (p=0,353). Weder die beiden
einzelnen Faltenscores noch deren Summe standen in statistisch signifikanter Beziehung zu

BMI, Bauchumfang oder Waist-to-Hip Ratio.

In analoger Weise wurden die Adipositas-KenngroRen zu den AGEs und LL-37 in Beziehung
gesetzt. Fiir die AGEs ergaben sich keine statistisch signifikanten Korrelationen, einzig eine
Tendenz eines Zusammenhangs mit der Waist-to-Hip Ratio (p=0,0939). Im Gegensatz dazu
war die Konzentration von LL-37 signifikant mit dem BMI (p=0,0041; Abb. 4.16F) sowie dem
Bauchumfang (p=0,0243) korreliert, hingegen nur der Tendenz mit der Waist-to-Hip Ratio
(p=0,0643).
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A: BMI vs. GOLD-Stadium
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Abb. 4.16: Beziehung des BMI zu den GOLD-Stadien (A), des BMI zu (vorhergesagtem) Emphysem (B), des Bauchumfangs zur T/S Ratio (C),
des BMI zum geschatzten Alter (D), des BMI zur Differenz aus geschatztem Alter minus chronologischem Alter (E) und des BMI zu LL-37 (F)
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4.7.3 Alterungsmarker versus Emphysemscore

Der Emphysemscore stand in grenzwertiger Beziehung zu den NL-Falten, wenn man die
Patienten mit vorliegendem CT (p=0,083) oder den vorhergesagten Emphysemscore
zugrunde legte (p=0,059). Keine Beziehung bestand zu den PO-Falten. Die Summe beider
Scores korrelierte wiederum grenzwertig mit den Emphysemscores (p=0,136 bzw. p=0,064).
Das tatsachliche Alter stand fir keinen der beiden Emphysemscores in statistisch
signifikanter Beziehung. Gleiches galt fiir das geschatztes Alter und den Zusammenhang mit
dem aus CT-Bildern erhobenen Score. Das geschatzte Alter stand jedoch tendenziell mit dem
Vorhandensein eines Emphysems in Beziehung (p=0,056; 72,5 vs. 68 Jahre), wenn man die
Vorhersagefunktion des Scores verwendete. Aulerdem fanden sich flir den vorhergesagten
Emphysemscore (p<0,001; Abb. 4.17; vgl. Abb. 4.19 und Abb. 4.22) signifikante Unterschiede
in der Differenz des geschatzten und des tatsachlichen Alters. Dies galt nicht flur die

Patienten mit vorliegendem CT (p=0,232).

Altersdifferenz vs. vorhergesagtes Emphysem
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Abb. 4.17: Beziehung der Altersdifferenz zu vorhergesagtem Emphysemscore
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4.8 Multivariate Analysen der Alterungsmarker

Um der Tatsache Rechnung zu tragen, dass die analysierten Marker in der Regel von
mehreren Einflussgrolen abhingen und miteinander korreliert waren, wurden multivariate
Analysen durchgeflhrt, in die mehr als zwei Variablen gleichzeitig Eingang fanden. Dies
diente nicht alleine dazu, den Einfluss von Variablen zu separieren, die gleichsinnig wirkten,
sondern auch den Einfluss von Variablen, die gegenlaufig wirkten und damit mdgliche

Zusammenhange nicht vortauschen, sondern verdecken kénnten.

Die Auswahl der Variablen erfolgte primar auf der Basis der vorstehend genannten
bivariaten Analysen sowie Uberlegungen zur pathophysiologischen Plausibilitit. Hierbei
wurden niemals mehr als fiinf unabhangige (i.d.R. zwei) Variable gleichzeitig analysiert, um
angesichts des begrenzten Umfangs des Datensatzes das Verhaltnis von Fallzahl zu
Variablenzahl in der GrofRenordnung von mindestens 20 zu halten. Da die statistischen
Beziehungen zwischen vielen der Marker relativ schwach waren, resultierte ein
Uberschaubarer Satz an multivariaten Analysen. Die Zahl der Analysen wurde ebenfalls
begrenzt, um die Wahrscheinlichkeit falsch positiver Ergebnisse nicht ibermaRig anwachsen
zu lassen. Angewendet wurden vornehmlich logistische Regressionsanalysen (fiir binare
Outcome-Variablen) und ergdnzend lineare Regressionsanalysen (fiir kontinuierliche

Outcome-Variablen).
4.8.1 Emphysemscore, Bauchumfang und Telomeren

Ein geringerer Bauchumfang stand in Beziehung zum Emphysemscore (siehe Kap.4.7.2) und
war zugleich im Gesamtkollektiv mit einer groReren Telomerenldange assoziiert (siehe Kap.
4.7.2). Unter der Hypothese, dass ein Emphysem mit kiirzeren Telomeren verbunden sein
konnte, war es daher sinnvoll, den (vorhergesagten) Emphysemscore als gemeinsame
Funktion von Bauchumfang und Telomerenlange zu analysieren; moglicherweise war der
Zusammenhang mit den Telomeren durch den Zusammenhang mit dem Bauchumfang
verdeckt. Die logistische Regressionsanalyse identifizierte den Bauchumfang als nach wie vor
statistisch signifikanten Pradiktor (p=0,045; n=117), wahrend die Telomerenlange nach wie
vor insignifikant blieb. Schrankte man die Analyse auf die Patienten mit vorliegendem CT ein

(n=39), so fanden sich keinerlei signifikante Zusammenhange.
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4.8.2 Emphysemscore, Bauchumfang und BMI

Wie in Kap. 4.7.2 beschrieben, stand der Emphysemscore in Beziehung nicht nur zum
Bauchumfang, sondern auch zum BMI. Um herauszufinden, in welcher Beziehung zueinander
diese Korrelationen standen, wurden verschiedene logistische Regressionsanalysen
durchgefiihrt, bei denen immer der (vorhergesagte) Emphysemscore als abhéngige Variable
fungierte. Verwendete man zur Voraussage simultan BMI und Bauchumfang, so zeigte sich
eine signifikante Korrelation mit beiden Parametern (p<0,001 bzw. p=0,009). Hierbei ging ein
erniedrigter BMI mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit eines Emphysems einher. Bei
festgehaltenem BMI war der Bauchumfang jedoch gegenlaufig korreliert, d.h. Emphysem mit

einem relativ hoheren Bauchumfang assoziiert.

Es lag nahe, zur ndheren Analyse den Index der fettfreien Masse (FFMI), der aus der
Bioimpedanzanalyse (BIA) gewonnen wurde, heranzuziehen. Fiihrte man eine logistische
Regression des vorhergesagten Emphysemscores mit den Pradiktoren BMI, FFMI und
Bauchumfang durch, so blieben BMI und Bauchumfang statistisch signifikant, wahrend FFMI
weit von jeder Signifikanz entfernt war (p=0,322). Auch weitere lineare oder logistische
Analysen ergaben keine iber BMI und Bauchumfang hinausgehende Information aus dem
FFMI; dies ist der Grund, weshalb der FFMI in der vorliegenden Arbeit nicht explizit

eingeschlossen wurde.

Die unterschiedliche Beziehung von Bauchumfang und BMI zum Emphysemscore duBerte
sich auch darin, dass bei einer linearen Regressionsanalyse von Bauchumfang gegen BMI
(Bauchumfang=2,567*BMI+27,626) bei den Patienten ohne (vorhergesagtes) Emphysem das
95%-Konfidenzintervall der Steigung der Regression (2,210; 2,924) betrug (Abb. 4.18).
Hingegen war bei Patienten mit Emphysem (Bauchumfang=3,308*BMI+12,266) die Steigung
groBer und nicht in dem vorstehenden Konfidenzintervall enthalten; das 95%-
Konfidenzintervall betrug (2,851; 3,765) und enthielt dementsprechend die andere Steigung
nicht. Dieser Unterschied der Steigungen blieb bestehen, wenn ein extremer Datenpunkt als
moglicher Ausreifer weggelassen wurde (siehe Abb. 4.18). Daher hatten Patienten mit
Emphysem zwar einen niedrigeren Bauchumfang als solche ohne Emphysem, jedoch war die
Beziehung zum BMI eine geringfligig andere. Diese Beobachtung verdeutlicht, dass in einer
oberflachlich gesehen gleichsinnigen Korrelation unterschiedliche Korrelationen verborgen

sein kdnnen.
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4.8.3 Emphysemscore, Bauchumfang, BMI und Altersdifferenz

Beziehung zum Emphysemscore

Der Emphysemscore stand ebenfalls in Beziehung zu der Differenz des geschatzten und
tatsachlichen Alters (siehe Kap. 4.7.3). Fihrte man dementsprechend als Pradiktoren die
Altersdifferenz zusammen mit entweder dem Bauchumfang oder dem BMI ein, so ergab sich,
ahnlich wie in den bivariaten Analysen, in beiden logistischen Regressionsanalysen ein
statistisch signifikanter Zusammenhang des vorausgesagten Emphysemscores mit der
Altersdifferenz (p=<0,001 bzw. p=0,001). Ebenso verblieb der BMI bei dieser simultanen
Analyse als hochsignifikant mit dem Emphysemscore korreliert (p=0,008), wahrend der
Bauchumfang als Pradiktor entfiel (p=0,125). Darin dullerte sich moglicherweise der in Kap.
4.8.2 beschriebene nicht parallele Zusammenhang von BMI und Bauchumfang mit dem
Emphysem. Die Tatsache, dass sowohl BMI als auch Altersdifferenz mit der Vorhersage eines
Emphysems korreliert waren, ist in Abb. 4.19 dargestellt. Zugleich sieht man, dass die
Korrelation zwischen beiden Pradiktoren zwar bestand, aber nicht so stark war, einen von

beiden als unabhangigen Pradiktor zu eliminieren.

Beziehung zwischen Altersdifferenz und BMI

Zur Uberpriifung erfolgten noch zwei lineare Regressionsanalysen der Altersdifferenz gegen
den BMI, getrennt fiir Patienten mit und ohne positiven Emphysemscore. Hierbei ergab sich
bei den Patienten ohne vorhergesagtes Emphysem keinerlei Zusammenhang zwischen
beiden Variablen; insbesondere war der Achsenabschnitt der Regression nicht signifikant
von Null verschieden. Darin duRerte sich die Tatsache, dass im Mittel bei diesen Patienten
das geschatzte und tatsachliche Alter tibereinstimmten (siehe Abb. 4.19). Bei den Patienten
mit dem vorhergesagten Emphysem war hingegen der Achsenabschnitt der Regression
signifikant grofer als Null (p=0,018), als Ausdruck der Tatsache, dass diese Patienten
biologisch vorgealtert waren. Ferner war der Tendenz nach der Zusammenhang zwischen
Altersdifferenz und BMI invers, wenngleich nicht statistisch signifikant. Dies ging mit der
Vermutung konform, dass eine starkere biologische Voralterung mit einem geringeren BMI

einherging.
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Abb. 4.18: Beziehung von Bauchumfang zum BMI in Patienten mit und ohne vorhergesagtes Emphysem. Die Linien zeigen die
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Abb. 4.19: Beziehung von Altersdifferenz zum BMI in Patienten mit und ohne vorhergesagtes Emphysem
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4.8.4 Emphysemscore, LL-37 und Altersdifferenz

LL-37 und Altersdifferenz

Da die Konzentration von LL-37 im Blut zumindest bei den Patienten mit vorliegendem CT
mit dem Emphysemscore zusammenhing und ebenso zumindest mit dem geschatzten Alter,
wurde eine simultane Analyse mit dem Emphysemscore als abhangiger Variable und LL-37
sowie der Altersdifferenz als Pradiktoren durchgefiihrt. Hierbei war die Altersdifferenz nach
wie vor (siehe Kap. 4.7.3) hochsignifikant (p<0,001) mit dem Emphysemscore korreliert,
wenn man die Gesamtgruppe der Patienten analysierte. Hingegen fand sich kein
Zusammenhang mit LL-37. Analysierte man umgekehrt nur die Patienten mit vorliegendem
CT, so blieb wie in der bivariaten Analyse LL-37 signifikant mit dem Emphysemscore

korreliert (p=0,025), wahrend die Altersdifferenz nicht statistisch signifikant war.

LL-37 und Raucherstatus

LL-37 war ebenfalls mit dem Raucherstatus korreliert (siehe Abb. 4.11C). Da zugleich eine
signifikante Beziehung zwischen Raucheranamnese und Emphysemscore bestand (Kap.
4.6.5), erfolgte eine logistische Regressionsanalyse mit LL-37 und der Raucheranamnese
(Nieraucher, Ex-Raucher, Raucher) als unabhangigen Variablen. In der Gesamtgruppe der
Patienten ergaben sich hierbei keinerlei signifikante Zusammenhange. Beschrankte man die
Analyse auf die Patienten mit vorliegendem CT (n=39), so fand sich hingegen nach wie vor
eine signifikante Beziehung des Emphysemscores zu LL-37 (p=0,009). Interessanterweise war
zugleich die Tendenz eines Zusammenhanges mit dem Raucherstatus zu sehen (p=0,093),
wenn dieser zusammen mit LL-37 analysiert wurde. Wenn hingegen der Raucherstatus als
alleiniger Pradiktor in der Gruppe der Patienten mit CT genommen wurde, ergab sich
keinerlei Hinweis auf einen signifikanten Zusammenhang. Das gleiche war der Fall fiir den

vorhergesagten Emphysemscore in der Gesamtgruppe der Patienten.

Wenn man statt des Raucherstatus die Pack-Years zusammen mit LL-37 einsetzte, fand sich
in der logistischen Regression des (vorhergesagten) Emphysemscores in der Gesamtgruppe
ein signifikanter Zusammenhang mit den Pack-Years (p=0,044), nicht hingegen mit LL-37
(p=0,479). Zog man stattdessen den Emphysemscore von den Patienten mit vorliegendem
CT heran, so fand sich hingegen wieder ein signifikanter Zusammenhang mit LL-37 (p=0,017),

jedoch nicht mit den Pack-Years (p=0,838).
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Diese Daten legen nahe, dass die Beziehung zwischen LL-37 und Pack-Years auf der einen
Seite und dem Emphysemscore auf der anderen Seite fiir den Emphysemscore bei den
Patienten mit vorliegendem CT und den vorhergesagten Emphysemscore in der
Gesamtgruppe der Patienten verschieden war. In diesen komplexen Beziehungen duRerte
sich zugleich die Tatsache, dass ein niedriger Wert von LL-37 sowie ein hoherer Wert der
Pack-Years mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit eines Emphysems einhergehen konnte.
Zugleich aber war das Rauchen mit hoheren Werten von LL-37 assoziiert. Daher lagen hier
zwei antagonistische Effekte vor, die in der Tat in der obenstehenden Regressionsanalyse

des Raucherstatus und LL-37 versus Emphysemscore zutage taten.

Diese Beziehungen sind aus Abb. 4.20 ersichtlich, ebenso wie die Tatsache, dass besagtes
Ergebnis kritisch abhing von dem einen Patienten, der CT-morphologisch kein Emphysem

aufwies und angab Nieraucher zu sein.

Raucherstatus vs. LL-37 mit und ohne Emphysem (CT)
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Abb. 4.20: Beziehung des Raucherstatus zu LL-37 in Patienten mit und ohne CT-morphologisches Emphysem
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4.8.5 Emphysemscore, Diffusionskapazitat und Ganzkorperplethysmographie

In bivariaten Analysen war der vorhergesagte Emphysemscore mit der Diffusionskapazitat
und der Differenz TLC-VA assoziiert. Da diese beiden Parameter ebenfalls miteinander in
Beziehung stehen, wurden sie in einer logostischen Regression als Pradiktoren des
vorhergesagten Emphysemscores in der Gesamtgruppe der Patienten verwendet. Sowohl
TLCO in % vom Sollwert (p<0,001) als auch die Differenz TLC-VA (p=0,002) erwiesen sich als
signifikante Pradiktoren eines Emphysems. Zwar waren beide Pradiktoren miteinander
korreliert (Abb. 4.21), jedoch war die Korrelation nicht so stark, dass sie ihr Auftreten als

unabhangige Pradiktoren verhindert hatte.

4.8.6 Zusammenfassende Analyse des Emphysemscores

Um den relativen Stellenwert der moglichen Pradiktoren des Emphysems vergleichend
festzustellen, erfolgte eine logistische Regressionsanalyse mit den funf Pradiktoren, die
jeweils reprasentativ flir eine bestimmte Klasse von MessgroRen standen. Dies waren AGEs,
T/S Ratio, Altersdifferenz, BMI und die Differenz TLC-VA. Hierbei verblieben n=106 Patienten
mit vollstandigen Daten. Es fand sich ein signifikanter Zusammenhang des vorhergesagten
Emphysemscores mit der Differenz TLC-VA (p<0,001) sowie der anhand der Gesichtshaut
geschatzten Differenz zwischen geschatztem und tatsachlichem Alter (p=0,024). Der Tendenz
nach verblieb auch der BMI noch als Pradiktor (p=0,08), wahrend T/S Ratio und AGEs weit
von einer Signifikanz entfernt blieben. Auch wenn die Differenz TLC-VA nicht direkt Eingang
in den vorhergesagten Emphysemscore fand, stellte sich die Frage inwieweit die interne
Korrelation der Lungenfunktionsparameter das Ergebnis beeinflusste, da sowohl TLC als auch

TLCO in dem Vorhersagescore verwendet worden war.

Aus diesem Grund erfolgte eine weitere Analyse in der die Differenz TLC-VA als Pradiktor
weggelassen wurde. Hierbei verblieben die Altersdifferenz (p=0,002) sowie der BMI
(p=0,010) als signifikante Pradiktoren, wahrend T/S Ratio und AGEs nach wie vor nicht
signifikant waren. Wenn man ebenfalls die Telomerenlange als Pradiktor eliminierte oder die

AGEs, anderte sich an diesem Bild nichts.

Diese beiden MessgréBen wurden daher in der folgenden Analyse weggelassen, mit der der
relative Wert der Lungenfunktion gegeniber BMI und Altersdifferenz bestimmt werden
sollte. Hierbei zeigten sich die Differenz TLC-VA (p<0,001) und die Altersdifferenz (p=0,032)

als signifikante Pradiktoren, und gleichzeitig der BMI als der Tendenz nach signifikant
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(p=0,069). Diese Beziehungen zum Emphysemscore sind in Abb. 4.22 illustriert. Sie waren in
der Untergruppe der Patienten mit vorliegendem CT aufgrund der geringeren Fallzahl nur

noch der Tendenz nach zu sehen.
4.8.7 COPD-Klassen und Alterungsmarker

Alle Patienten mit COPD

Die Einteilung in die GOLD-Klassen war zumindest in der Gesamtgruppe signifikant mit der
Vorhersage eines Emphysems korreliert. Entsprechend fand sich in der logistischen
Regression ein Zusammenhang zwischen den GOLD-Klassen (dichotom 0-2 vs. 3-4) und der
Differenz zwischen geschatztem und tatsachlichem Alter (p=0,025), jedoch nicht mit der T/S
Ratio. Wenn man als Pradiktoren die Altersdifferenz und den BMI verwendete, ergab sich fir
die Altersdifferenz ein grenzwertiger Zusammenhang (p=0,061) hingegen kein
Zusammenhang mit dem BMI. Da diese Analysen denjenigen mit dem (vorausgesagten)
Emphysemscore weitgehend parallel liefen und keinen offensichtlichen Informationsgewinn
brachten, wurde im Folgenden die Untergruppe der Patienten ohne vorhergesagtes

Emphysem (n=66 mit vollstandigem Datensatz) separat analysiert.

Wenn man in der logistischen Regression die Altersdifferenz und die T/S Ratio, alternativ die
Altersdifferenz und den BMI zu der dichotomen COPD-Klassifikation in Beziehung setzte,
fanden sich keinerlei statistisch signifikante Zusammenhange. Dies war auch der Fall, wenn
die Altersdifferenz als alleiniger Pradiktor verwendet wurde. Die Ergebnisse der Korrelation
mit den COPD-Klassen deuten an, dass die Zusammenhange mit den verschiedenen Markern
in der Hauptsache durch das Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein eines
(vorhergesagten) Emphysems bedingt waren und weniger durch die COPD-Klassifikation als

solche.
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Abb. 4.21: Beziehung der Differenz TLC minus VA zur TLCO %Soll in Patienten mit und ohne vorhergesagtes Emphysem
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Abb. 4.22: Beziehung der Altersdifferenz zur Differenz TLC minus VA in Patienten mit und ohne vorhergesagtes Emphysem
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Patienten mit COPD GOLD 3 oder 4

Andererseits fanden sich keine signifikanten Beziehungen zum vorhergesagten
Emphysemscore mehr, wenn die Analyse auf Patienten der GOLD-Stadien 3 und 4
eingeschrankt wurde. Dies war der Fall, wenn die Altersdifferenz und T/S Ratio simultan
analysiert wurden und ebenfalls, wenn Altersdifferenz und BMI simultan analysiert wurden
(Abb. 4.23; vergleiche Abb. 4.19); in letzterem Falle fand sich fir den BMI noch ein
grenzwertiger Unterschied zwischen Patienten mit und ohne vorhergesagtem Emphysem
(p=0,053). In diesem Ergebnis spiegelte sich die Tatsache, dass ein vorhergesagtes
Emphysem hauptsdchlich in den hoheren COPD-Klassen auftrat und innerhalb dieser Klassen
mit den zur Verfligung stehenden Fallzahlen keine weitere Differenzierung mehr maoglich

war.

BMI-Altersdifferenz mit und ohne Emphysem (GOLD 3-4)
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Abb. 4.23: Beziehung der Altersdifferenz zum BMI bei schwergradigen COPD-Patienten mit und ohne vorhergesagtes Emphysem
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4.8.8 Komorbiditdten versus biologische Alterungsmarker

Ausgewertet wurden die Komorbiditaten der Krampfadern, des Diabetes und der Gicht. Die
anderen Komorbiditdaten wurden nicht multivariat analysiert, da die Beziehungen sehr
schwach oder nicht existent waren und/oder die Fallzahlen fiir eine sinnvolle Analyse zu

gering.

Krampfadern

Da die Komorbiditat , Krampfadern“ sowohl mit der Telomerenlange als auch der AGE-
Konzentration korreliert war (siehe Kap. 4.6), wurden die beiden letztgenannten Parameter
in einer logistischen Regression als Pradiktoren dieser Komorbiditat analysiert. Hierbei ergab
sich nach wie vor ein signifikanter Zusammenhang mit der T/S Ratio (p=0,022), jedoch war

die Korrelation mit den AGEs nur noch grenzwertig signifikant (p=0,052).

Ebenso waren die Telomeren mit der Komorbiditat der Krampfadern und dem Knéchel-Arm-
Index (ABI) korreliert (siehe Kap. 4.6.1), jedoch nicht der ABI mit den Krampfadern. Um zu
eruieren, ob hier gegenlaufige Einflisse am Werk waren, erfolgte eine logistische
Regressionsanalyse mit Krampfadern als Outcome und ABI und Telomeren als Pradiktoren.
Hierbei ergab sich, dass nach wie vor die Telomerenldnge mit dem Auftreten von
Krampfadern assoziiert war (p=0,034), hingegen keinerlei statistische Signifikanz fir den ABI

vorlag.
Diabetes

Als nichstes wurde die anamnestische Angabe eines Diabetes analysiert. Zur Prifung der
Datenkonsistenz wurde Diabetes zu den Laborwerten von HbAlc und dem Glucosespiegel in
Beziehung gesetzt. Hierbei ergab sich ein signifikanter Zusammenhang mit beiden
MessgroRen (p<0,001 bzw. p=0,013). Ersetzte man HbAlc durch die umfassendere Kategorie
der AGEs, so blieb der Glucosespiegel signifikant korreliert (p<0,001), wahrend die AGEs

nicht mehr signifikant mit dem Diabetes zusammenhingen.

Da die Komorbiditat ,Diabetes” in den bivariaten Analysen mit den AGEs sowie
verschiedenen Indikatoren einer Polyneuropathie zusammenhing, erfolgte auch hier eine
simultane logistische Regressionsanalyse. Wenn man AGEs und das Ergebnis der
Stimmgabeltestung als Pradiktoren verwendete, verblieben beide als statistisch signifikante

Variablen (p=0,041 bzw. p=0,017). In analoger Weise waren AGEs und
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Nervenleitgeschwindigkeit signifikant (p=0,045 bzw. p=0,007) mit einem Diabetes assoziiert
(Abb. 4.24). Analysierte man AGEs, Stimmgabel-Resultat und Nervenleitgeschwindigkeit
gleichzeitig, so verblieben AGEs (p=0,048) und Nervenleitgeschwindigkeit (p=0,042) als
signifikante Pradiktoren, wahrend das Ergebnis des Stimmgabel-Tests entfiel. Unabhangig
von den pathophysiologischen Zusammenhangen zwischen AGEs und Polyneuropathie (siehe
Diskussion Kap. 5.2.5) belegen diese Ergebnisse, dass es sich bei Nervenleitgeschwindigkeit
und AGEs um statistisch unabhangige Pradiktoren handelt. Wenn man die AGEs durch HbAl1c
ersetzte, ergab sich ein ahnliches Bild, in dem Nervenleitgeschwindigkeit (p=0,036) und

HbA1c (p=0,019) als unabhangige Pradiktoren verblieben.

Gicht

Als weitere Komorbiditdat von systemischer Bedeutung, die mit Telomerenldange und AGEs
assoziiert war (siehe Kap. 4.6), wurde die Angabe von Gicht identifiziert. Wenn das
Vorhandensein einer Gicht in einer logistischen Regressionsanalyse als Funktion dieser
beiden Variablen analysiert wurde, ergab sich nur noch die T/S Ratio als signifikanter
Pradiktor (p=0,015), wahrend die AGEs entfielen. Die T/S Ratio verblieb auch als signifikanter
Pradiktor (p=0,030), wenn das Alter als zusatzliche Vorhersagevariable eingefiihrt wurde.
Das Auftreten einer Gicht ist bekanntlich mit dem Harnsdurespiegel im Blut assoziiert.
Obwohl bei den Patienten mit der Komorbiditat ,,Gicht” die Harnsdurewerte Giberwiegend im
Normbereich lagen (Median=6,2, Max.=11,0), fand sich bei der simultanen Analyse von T/S
Ratio, AGEs und Harnsdaure neben dem hochsignifikanten Zusammenhang mit dem
Harnsaurespiegel (p=0,004) immer noch ein signifikanter Zusammenhang mit der T/S Ratio

(p=0,041; Abb. 4.25).
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Nervenleitgeschwindigkeit [m/s]
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Abb. 4.24: Beziehung der Nervenleitgeschwindigkeit zu AGEs in Patienten mit und ohne Diabetes
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Die Korrelationsanalysen ergaben vielfache Zusammenhange zwischen den verschiedenen
biologischen und klinischen Markern. Eine zusammenfassende Darstellung der Beziehungen
zwischen den Alterungsmarkern findet sich in Tabelle 4.10. Der Zusammenhang der
Alterungsmarker sowie des Emphysemscores mit ausgewahlten klinischen Charakteristika
der Patienten ist in Tabelle 4.11. dargestellt. In Tab. 4.12 sind Beziehungen ausgewahlter

Parameter zu den COPD-Stadien dargestellt.

4.9 Patienten mit Alpha-1-Antitrypsinmangel

In dem untersuchten Studienkollektiv von n=127 Patienten befanden sich n=8 Patienten mit
der anamnestischen Angabe eines Alpha-1-Antitrypsinmangels (3 Manner/5 Frauen; Alter
63111 Jahre; FEV; %Soll (SD) 52+22%; TLCO %Soll 40+15%; GOLD 1 n=1, GOLD 2 n=4, GOLD
4 n=3). Dieser relativ hohe Anteil ist darauf zurlickzufiihren, dass in der Endphase der
Rekrutierung seitens der Studienzentrale in Marburg speziell der Einschluss dieser Patienten
forciert bzw. geférdert wurde. Wahrend fir die nationale Gesamtkohorte auf diese Weise
n=161 Patienten eingeschlossen werden konnten, war die Anzahl in den einzelnen
Studienzentren verstandlicherweise nur klein. Umso erstaunlicher ist es, dass auch mit den 8
Patienten dieses Kollektivs sich signifikante Zusammenhiange entweder ergaben oder
zumindest andeuteten. Da die funktionellen Charakteristika von Patienten mit Alpha-1-
Antitrypsinmangel vielfach untersucht sind, interessierte hier primar der Zusammenhang mit

den untersuchten Alterungsmarkern.

Lungenfunktionscharakteristika

Die Auftragung von TLCO %Soll vs. FEV; %Soll zeigte zum einen, dass die Patienten
Uberwiegend einen groReren Schweregrad der Erkrankung gemall des FEV; aufwiesen und
zugleich bei gegebenem FEV; eine schlechtere Diffusionskapazitdt (Abb. 4.26). Eine
Kovarianz-Analyse (ANCOVA) mit TLCO %Soll als abhdngiger Variabler, Alpha-1-
Antitrypsinmangel als kategorialer Variabler und FEV; %Soll als Kovariate ergab, dass eine
signifikante Beziehung zwischen FEV; %Soll und TLCO %Soll bestand (p<0,001). Der
Unterschied der Steigungen (p=0,710) zwischen den beiden Gruppen war nicht signifikant,
jedoch war das Niveau der beiden Regressionsgeraden signifikant unterschiedlich (p=0,034).
Dies belegte, dass Patienten mit Alpha-1-Antitrypsinmangel tatsachlich eine relativ starkere

Einschrankung der Diffusionskapazitat aufwiesen.
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Diese Beobachtung schien mit der Annahme eines vermehrten Auftretens von Emphysem
vereinbar. Da nur drei Patienten ein CT des Thorax vorliegen hatten, wurde zur
Beantwortung dieser Frage der vorhergesagte Emphysemscore (Kap. 3.6) herangezogen.
Wahrend unter den Patienten ohne Alpha-1-Antitrypsinmangel 42 von 115 auswertbaren
Patienten einen positiven Emphysemscore zeigten, traf dies bei Alpha-1-Antitrypsinmangel
auf 6 von 7 auswertbaren Patienten zu (Unterschied zwischen den Gruppen: p=0,029). Zwar
ist einschrankend zu bemerken, dass Funktionsparameter, darunter TLCO %Soll, den
vorausgesagten Emphysemscore determinierten und insofern diese Analyse sich im Rahmen
der Lungenfunktion bewegt, doch sind die genannten Ergebnisse mit der Annahme eines

vermehrten Vorkommens von Lungenemphysem voéllig vereinbar.

Alterungsmarker

Keine Beziehungen fanden sich zwischen den AGEs sowie LL-37 und dem Vorhandensein
eines Alpha-1-Antitrypsinmangels. Im Gegensatz dazu ergab sich ein signifikanter
Unterschied in der Telomerenlange (p=0,0409) beim Vergleich der Gruppen (Abb. 4.7F und
4.27). Zugleich bestand im direkten Gruppenvergleich kein statistisch signifikanter (p=0,120)
Unterschied der Altersdifferenz (Abb. 4.27), jedoch ein tendenzieller Zusammenhang mit
den PO- bzw. NL-Falten oder ihrer Summe (p=0,082 bzw. p=0,099 bzw. p=0,066). Abbildung
4.27 legt eine Kovarianz-Analyse der Altersdifferenz versus Telomeren nahe, da zumindest
der Tendenz nach eine Beziehung zwischen beiden bestand (Kap. 4.6.1), jedoch fand sich bei
dieser Wahl der Kovariaten kein signifikanter Unterschied der Altersdifferenz zwischen

Patienten mit und ohne Alpha-1-Antitrypsinmangel.

Fihrte man jedoch als Kovariate zum Zwecke der Reduktion der Streuung TLCO %Soll ein, da
dieser Parameter signifikant mit der Altersdifferenz korreliert war (Kap. 4.6.4), so ergab sich
zum einen eine Bestatigung des signifikanten Zusammenhangs zwischen Altersdifferenz und
TLCO %Soll (p=0,003; Abb. 4.28), ohne Unterschied der Steigung zwischen den Gruppen
(p=0,863). Vor allem jedoch ergab sich nach dieser Adjustierung ein signifikanter Unterschied
der Altersdifferenz zwischen den Gruppen mit und ohne Alpha-1-Antitrypsinmangel
(p=0,029). Ein ahnliches, wenngleich weniger ausgepragtes Ergebnis fand sich, wenn als
Kovariate FEV; %Soll gewdhlt wurde. Mit der Kovariaten TLCO %Soll ergab sich ein vollig
analoges Ergebnis auch fiir die Faltensumme. Die Korrelation zwischen Faltensumme und

TLCO %Soll war mit p<0,001 hochsignifikant und zugleich war die Faltensumme zwischen
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den Patienten mit und ohne Alpha-1-Antitrypsinmangel verschieden (p=0,003) in dem Sinne,

dass die Erstgenannten kleinere Werte fir die Faltensumme aufwiesen.

Versuchte man, durch eine logistische Regressionsanalyse den relativen Stellenwert der
Pradiktoren TLCO %Soll, Altersdifferenz und T/S Ratio in Hinsicht auf Alpha-1-
Antitrypsinmangel zu bestimmen, so verblieb die TLCO %Soll als dominanter Pradiktor
(p=0,007), wahrend die T/S Ratio (p=0,065) und die Altersdifferenz (p=0,053) nur noch an
der Grenze der Signifikanz lagen. Bedenkt man die Einschrankung durch die kleine Fallzahl,
so erscheint dennoch die Annahme gerechtfertigt, dass T/S Ratio und Altersdifferenz beide
in unabhdngiger Weise bei Patienten mit Alpha-1-Antitrypsinmangel gegeniiber den

Kontrollpatienten verandert war.

Die beschriebenen Befunde verdeutlichen, dass die anhand der Gesichtshaut bestimmte
Altersdifferenz sowie Faltensumme bei gleichem Schweregrad der Diffusionsstorung bei
Patienten mit Alpha-1-Antitrypsinmangel geringer ausfielen als bei Patienten ohne Alpha-1-
Antitrypsinmangel, d.h. diese Patienten zeigten keine Anzeichen einer vorzeitigen
Hautalterung in Verbindung mit ihrer Erkrankung. Entsprechend verbesserte sich die bereits
beschriebene (Kap. 4.7.3) Beziehung zwischen vorhergesagtem Emphysemscore und
Altersdifferenz (ber den bereits gefundenen hochsignifikanten Zusammenhang hinaus,
wenn die Patienten mit Alpha-1-Antitrypsinmangel weggelassen wurden. Den genannten
Ergebnissen korrespondierte das Resultat einer logistischen Regressionsanalyse des
vorhergesagten Emphysemscores auf Altersdifferenz und Alpha-1-Antitrypsinmangel als
Pradiktoren. Hierbei fand sich neben der Beziehung zwischen Alpha-1-Antitrypsinmangel und

Emphysemscore (p=0,007) auch diejenige zur Altersdifferenz (p<0,001).
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TLCO %Soll vs. FEV41 %Soll mit und ohne Alpha-1-Antitrypsinmangel
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Abb. 4.26: Beziehung der TLCO %Soll zum FEV1 %Soll in Patienten mit und ohne Alpha-1-Antitrypsinmangel
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Altersdifferenz vs. TLCO %Soll mit und ohne Alpha-1-Antitrypsinmangel
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4.10 Zusammenfassende Tabellen

Tab. 4.10: Zusammenfassende Darstellung der Korrelationen der verschiedenen Alterungsmarker miteinander

T/SRatio |  AGE LL-37 dﬁ:ct;f.;z NL-Falten | PO-Falten ::I';‘:‘e
T/S Ratio n.d. - - + ok * ok
AGE n.d. - - - - +
LL-37 n.d. * * . -

A Alter n.d. * % * ok .
NL-Falten n.d. oAk n.d.
PO-Falten n.d. n.d.

Faltensum. n.d.

n.d. =nicht durchgefiihrt, da entweder trivial oder nicht sinnvoll, da die Variablen ineinander enthalten waren; +=p<0,10;
*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001

Tab. 4.11: Zusammenfassende Darstellung der Korrelationen der Alterungsmarker mit ausgewahlten klinischen Charakteristika

T/S Alters- NL- PO- Falten- | Emph.-
. AGE LL-37 .
Ratio differenz | Falten Falten summe Score
Alter * ok - + n.d. * %k % * * % % _
Diabetes - * - - - - - -
Krampf- " o x i i i i i i
adern
Raucher- i i . ) * * * *
anamn.§
BODE- ] ) ) . . . . .
Score
BMI - - * % * _ _ - * % %
TLCO %Soll - - - * * - *k *okk
Emph" * % * %k %
- - + - + .d.
Score$ (*%) n.d

n.d. =nicht durchgefiihrt, da entweder trivial oder nicht sinnvoll, da die Variablen ineinander enthalten waren; +=p<0,10;
*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001; §=Raucherstatus oder Pack-Years; S=vorhergesagter Score mit Ausnahme von ()=nur in
der Untergruppe der Patienten mit vorliegendem CT
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Tab. 4.12: Zusammenfassende Darstellung der Korrelationen der GOLD-Stadien mit ausgewahlten Patientencharakteristika

COPD GOLD-Stadium (gegebenenfalls zusammengefasst)

Tatsdchliches Alter

T/S Ratio -
AGE *
LL-37 -
TLCO %Soll *okk
sRtot Hkk
ITGV %Soll *okk
BMI *
6MWD **
T&go *
ABI ,
BODE-Score Hokk
Altersdifferenz *x
Faltensumme -
Leukozyten -
Lymphozyten *xk
Segmentierte Granulozyten *kk
CRP +
.

Emphysemscore$

+=p<0,10; *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001; S=vorhergesagter Score
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4.11 Ergebnisse der Elektronischen Nase

Auswertbare Messungen mit der Elektronischen Nase Cyranose® 320 lagen bei bis zu 64
Patienten vor. Die Daten wurden in dieser explorativen Analyse primar auf der Basis der 32
einzelnen Sensorsignale ausgewertet. Eine Faktorenanalyse, wie sie in den vorangegangenen
Arbeiten [101, 103] erfolgt war, wurde in dieser Arbeit nicht angewendet, da sie keine
stabilen, gut interpretierbaren Ergebnisse erbrachte. Die Auswertung erfolgte mittels
sequenzieller multivariater Regressionsanalysen der Einzelsensoren gegen einzelne
Bedingungen. Die Komorbiditaten Diabetes und Herzerkrankungen, die Gegenstand der
vorherigen Arbeiten waren, wurden nicht erneut ausgewertet, da die Fallzahlen zu gering
waren. Als unabhéangige Variable wurden gemalR der Fragestellung dieser Arbeit die Marker
der biologischen Alterung herangezogen. Aufgrund der insgesamt begrenzten Fallzahl und
der starken Korrelation zwischen den Sensorsignalen erfolgten die Analysen nur in dem

Sinne, Hinweise auf mogliche Zusammenhange zu erhalten.

Tabelle 4.13 zeigt, welche der 32 Sensoren fiir bestimmte Bedingungen einen signifikanten
Zusammenhang ergaben. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass aufgrund der vielfachen Tests
und der Kolinearitaiten die p-Werte mit Vorsicht zu betrachten sind. Unter den
Alterungsmarkern fanden sich Korrelationen einzelner Sensoren mit LL-37, den AGEs, der T/S
Ratio und dem Summenscore der Hautfalten. Keine Korrelation bestand mit der
Altersdifferenz (geschatztes minus tatsachliches Alter). Verglich man die signifikanten
Sensoren zwischen diesen Markern, so fanden sich praktisch keine Uberlappungen, die auf
ein konsistentes Bild hingedeutet hatten. Zusatzlich zeigten der BMI, der vorhergesagte
Emphysemscore sowie das Ergebnis des Rydel-Seiffer-Stimmgabeltests eine Reihe signifikant
korrelierter Sensoren. Hierbei traten die meisten Sensoren bei dem Emphysemscore auf,
eine Uberlappung mit den Sensoren, die fiir die Alterungsmarker signifikant waren, fand sich
jedoch nur fur zwei Sensoren (S8 und S9). Diese Beobachtungen sowie die Daten
weitergehender Analysen deuten darauf hin, dass das untersuchte Patientenkollektiv im
Vergleich zu den vorher untersuchten Kollektiven, bei denen die Elektronische Nase klare

Ergebnisse erbracht hatte, zu heterogen war, um zu robusten Befunden zu gelangen.
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Tab. 4.13: Signifikanzen der Cyranose® 320 mit verschiedenen Alterungsmarkern bzw. klinischen Parametern

Sensor

LL-37

AGE

T/S

Falten-
summe

BMI

Emphysem-
score

Rydel-Seiffer
Stimmgabel

p<0,05

p<0,05

p<0,05

p<0,05

p<0,05

p<0,05

p<0,05

37

38

35

55

64

36

47

S1

S2

S3

sS4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

518

S19

S20

S21

S22

S23

S24

$25

$26

$27

528

$29

S30

S31

S$32
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5 Diskussion

Die vorliegende Analyse erfolgte im Rahmen der COSYCONET-Kohortenstudie an der
Subpopulation der Patienten mit COPD, die im Klinikum Innenstadt der LMU untersucht
wurde. Hierbei wurden umfangreiche Daten gemall dem Studienprotokoll von COSYCONET
erhoben; diese Daten dienten als Referenz fiir die weitergehenden Analysen, die der
Hauptgegenstand dieser Arbeit waren. Zum einen wurden als -etablierte oder potentielle-
biologische Alterungsmarker die Telomerenlange von Blutleukozyten sowie die
Konzentrationen von Advanced Glycation End Products (AGE) und des Peptids LL-37 im Blut
bestimmt. Zum anderen wurden phdanomenologische Alterungsmarker auf der Basis von
Fotos des Gesichts erhoben, die unter standardisierten Bedingungen bei den Probanden
erstellt wurden. Darliber hinaus wurden die ungeklarte Frage der Haufigkeit und Auspragung
von Polyneuropathien bei den Patienten mit COPD und ihre Beziehung zu den
Alterungsmarkern untersucht. Als weiterer potentieller Marker sowohl von Komorbiditaten
als auch von Alterung wurden die Profile volatiler Kohlenwasserstoffe (VOC) in der

Ausatemluft mit Hilfe einer Elektronischen Nase erfasst.

Die 127 in diese Arbeit eingeschlossenen Patienten wiesen Schwergrade der COPD zwischen
den GOLD-Klassen O und 4 auf. lhre Charakteristika in Hinsicht auf anthropometrische
Indices, Lungenfunktion, koérperliche Leistungsfahigkeit und andere funktionelle
Charakteristika sowie Parametern des klinischen Labors entsprachen den Werten, die man

typischerweise bei derartigen Patienten beobachtet (siehe Kap. 4.1.1,2,3 und 4.5).

Die Telomerenldange korrelierte zwar nicht mit den COPD-Stadien, wohl aber mit
semiquantitativen Indices der Hautalterung. Die Advanced Glycation End Products (AGEs)
wiesen ebenfalls eine, wenn auch schwachere Beziehung zur Hautalterung auf. Ferner
korrelierten sie mit dem COPD-Stadium. Parameter der Hautalterung wiesen zumindest der
Tendenz nach eine Beziehung auf zum Vorhandensein eines Emphysems, das aus CT-
Aufnahmen erschlossen wurde, die bei den Patienten aus den verschiedensten klinischen
Grinden erstellt worden waren. Wenn keine CT-Aufnahme vorlag, wurde ein, aus
LungenfunktionsgroBen errechneter Vorhersagescore fiir ein Emphysem verwendet, der fir
die gesamte COSYCONET-Kohorte entwickelt worden war. Die verschiedenen

Alterungsmarker waren nicht mit den Parametern der Polyneuropathie oder anderen
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Komorbiditaten korreliert, mit der Ausnahme des Vorliegens von Krampfadern. Letzteres

war signifikant mit Telomerenlange sowie AGE-Konzentration assoziiert.

Die Prifung der erhobenen Parameter gegeneinander sowie gegen Komorbiditdten und
FunktionsgrofRen ergab, dass die Parameter im Rahmen der statistischen Sicherheit, die mit
maximal n=127 Probanden erreichbar war, ein konsistentes Bild zeigten. Die Ergebnisse
dieser Studie legen vor allem nahe, dass phanomenologische Alterungsmarker, die anhand
der Hautbeschaffenheit des Gesichtes relativ leicht erhoben werden kdnnen, eine Beziehung
zu molekularbiologischen bzw. biochemischen Alterungsmarkern aufweisen. Erstaunlicher-
weise war ihre Beziehung zu einem Lungenemphysem stdrker als die der biologischen
Marker, wenngleich nicht so stark, dass eine verlassliche Vorhersage im Einzelfall moglich

ware.

5.1 Vergleich der Patientencharakteristika mit bekannten Daten

Die kennzeichnenden Gréflen der COSYCONET-Subkohorte der LMU Miinchen wiesen im
Wesentlichen die Veranderungen auf, die aus unzahligen anderen Studien bei Patienten mit
COPD bekannt sind. Im Gegensatz zu vielen Studien waren in der vorliegenden Population
auch Patienten des (friheren) COPD-Schweregrades O eingeschlossen, d.h. Patienten, die
gemessen an dem Kriterium eines Tiffeneau-Wertes von 0,7 noch eine normale
Lungenfunktion aufwiesen, jedoch Symptome einer chronischen Bronchitis berichteten.
Allerdings handelte es sich hierbei nur um 6 Patienten (Tab. 4.1). Die Altersverteilung mit
Werten zwischen 65 und 70 Jahren entsprach ebenfalls derjenigen vieler COPD-Kohorten.
Der Verteilung der Schweregrade korrespondierten entsprechende Unterschiede der
Lungenfunktion Uber das die GOLD-Klassen definierende FEV; hinaus: So fanden sich
signifikante  Unterschiede in TLCO %Soll, ITGV %Soll und dem spezifischen
Atemwegswiderstand sRtot. Ferner bestanden die bekannten Unterschiede der 6-Minuten-
Gehstrecke (6MWD), denen Unterschiede im Timed-Up and Go-Test (T&go) entsprachen. Da
die GOLD-Stadien sich ebenfalls hinsichtlich der Funktion wie auch des BMI signifikant
unterschieden, ist nicht verwunderlich, dass der BODE-Score, als zusammenfassende Grolle
aus BMI, Lungenfunktion, Gehstrecke und mMRC-Fragebogen, ebenfalls Unterschiede
aufwies. Zusatzlich fanden sich Unterschiede in den Laborparametern wie der Zahl der

Lymphozyten und Granulozyten.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Zusammenhange zwischen den genannten Standard-
MessgroRen nicht naher analysiert, da sie einesteils weitgehend bekannt sind und
anderenteils komplexere Analysen, schon wegen der erforderlichen Fallzahlen, dem
Gesamtdatensatz von COSYCONET vorbehalten sind. Die Arbeit fokussierte auf die im
Methodenteil und dem nachfolgenden Ergebnisteil dargestellten Alterungsmarker, seien
diese molekularer (T/S Ratio), biochemischer (AGE, LL-37) oder phianomenologischer Natur
(Hautalterung des Gesichtes). Darliber hinaus wurde die Frage der Polyneuropathie mit
verschiedenen, klinisch praktikablen Methoden angegangen, da unklar war, inwieweit
Anderungen der peripheren Nervenfunktion bei Patienten mit COPD vorkommen und evtl. in

Beziehung zu Alterungsprozessen stehen.

5.2 Ergebnisse der Alterungsmarker

Der Zusammenhang zwischen den Alterungsmarkern ist in Tabelle 4.10 zusammenfassend
dargestellt. Es deutet sich an, dass die Marker der Hautalterung, d.h. die Altersdifferenz, die
NL-Falten, PO-Falten und folglich auch der Summenscore miteinander zusammenhangen
sowie in einer Beziehung zu T/S Ratio stehen. Hingegen korrelieren die AGEs und LL-37 nicht
oder nur schwacher mit den Indices der Hautalterung. Daher scheint es, dass sie eine
eigenstandige und unabhangige Information tragen. Dies konnte durch Hauptkomponenten-
analysen bestatigt werden, in denen neben T/S Ratio, AGEs, LL-37 und der Altersdifferenz
entweder NL- und PO-Falten oder deren Summe mitgefihrt wurden. In jedem Fall ergaben
sich zwei Hauptkomponenten, von denen die eine primare den Indices der Hautalterung und
der T/S Ratio zuzuordnen war, die andere hingegen, die einen wesentlich kleineren Teil der

Varianz erklarte, im Wesentlichen den AGEs und LL-37 zuzuordnen waren.

Es ist eine gdngige klinische Erfahrung, dass Raucher, vor allem Patienten mit COPD, oft den
Eindruck erwecken alter zu sein, als sie tatsachlich sind [108]. Daran knipft sich die Frage, ob
bei diesen Patienten eine Diskrepanz zwischen tatsdchlichem Alter und biologischem Alter
vorliegt. Bei Patienten mit COPD ist diese Frage bereits seit einer Reihe von Jahren
untersucht [35]. Hierbei zeigte sich, dass Lungenfibroblasten von Patienten mit Emphysem
Zeichen einer vorzeitigen Alterung aufwiesen. Dieses &dullerte sich in kultivierten
Lungenfibroblasten dieser Patienten in einer reduzierten Proliferationsrate und Anzahl
maximaler Teilungen sowie einer vermehrten Anfarbung fiir den Seneszenz-Marker R-
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Galactosidase [109-111]. Auch an anderen Zellen als Fibroblasten [112] konnten solche
Veranderungen nachvollzogen werden, teilweise auch in Zellkultur-Modellen mit Exposition

gegeniber Zigarettenrauchextrakt.

Da das Emphysem beim Menschen i.d.R. erst nach langjahrigem Zigarettenrauchen auftritt
(Ausnahme Alpha-1-Antitrypsinmangel), stellt sich die Frage, inwieweit auch das Lebensalter
per se eine Rolle spielt; so ware denkbar, dass das Regenerationsvermogen mit dem Alter
abnimmt. Die zu dieser Frage vorliegenden Tierversuchs-Daten deuten zumindest teilweise
in die Richtung, dass das Lebensalter eine untergeordnete Rolle spielt im Gegensatz zu der
Lange der Belastung [113]. Die lokale Alterung im Zuge eines Krankheitsprozesses kann auch
an anderen Organen beobachtet werden, beispielsweise liegen Daten im Zusammenhang
mit GefaRerkrankungen [114] und Nierenerkrankungen vor [115, 116]. Interessanterweise
kann dieser Alterungsprozess beispielsweise durch Advanced Glycation End Products (AGEs,
siehe Kap. 5.2.1) vermittels des entsprechenden Rezeptors (RAGE) verstarkt werden [117].
Inwieweit die Alterung einzelner Organe mit einer generellen biologischen Alterung
verbunden ist, ist derzeit unklar und sicher von vielen Einflussfaktoren abhangig.
Bemerkenswert ist, dass einige Marker der systemischen Entziindung, die bei Erkrankungen
wie COPD diskutiert werden [118], von Gerontologen als Alterungsmarker betrachtet
werden [119]. Bei induzierter Alterung stellt sich dariiber hinaus die Frage, inwieweit die
Alterung verschiedener Organe durch eine systemische Alterung vermittelt wird oder
einfach durch den gemeinsamen Einfluss einer Noxe wie zum Beispiel Zigarettenrauch.
Immerhin gibt es neben den bekannten Assoziationen zwischen kardiovaskuldaren
Erkrankungen und COPD beispielsweise auch Daten Uber eine schwache Assoziation mit

Nierenerkrankungen [120-122].
5.2.1 Assoziationen mit den AGEs im Serum

Die Verdanderung der AGE-Konzentration bei Patienten mit Diabetes ist gut bekannt [123]
und war in den vorliegenden Daten nachzuvollziehen. Wie zu erwarten, zeigten die AGE-
Werte auch einen Zusammenhang mit der Konzentration von HbA1lc (Kap. 4.6.2) sowie dem
aktuellen Blutglucosespiegel. Unabhdngig von der Frage, inwieweit die AGEs als
Alterungsmarker brauchbar sind, und ungeachtet der technischen Probleme, die dazu
fihrten, dass von den AGE-Werten nur relative (inverse) Konzentrationen angegeben

werden konnten, hingegen keine Absolutwerte (siehe Kap. 3.4.4), belegen diese
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Beobachtungen, dass die genannten Werte hinreichend korrekt gemessen wurden. Indirekt
bestatigen sie auch die Korrektheit der anamnestischen Angabe eines Diabetes, die in der
vorliegenden Studie nicht mit Hilfe klinischer Tests verifiziert werden konnte. Die Korrektheit
dieser Angabe &duRerte sich auch darin, dass von den 20 Patienten mit angegebenem
Diabetes (Tab. 4.4) 18 Patienten entsprechende Medikamente einnahmen (Tab. 4.5) und von

den Patienten ohne Diabetes-Anamnese niemand.

AuBerhalb pneumologischer Fragestellungen sind AGEs immer wieder im Zusammenhang
mit der Funktion als potentielle Alterungsmarker untersucht worden, vor allem bei Diabetes
und neurologischen Erkrankungen (siehe Kap. 1.3). Wenn auch die AGEs in der vorliegenden
Studie nicht oder nur grenzwertig mit den anderen Alterungsmarkern korrelierten (Tab.
4.10), so fand sich doch ein signifikanter Zusammenhang mit den (zusammengefassten)
COPD-Stadien (Tab. 4.12 sowie Kap. 4.4). Firr das Blut liegen derzeit nur wenige publizierte
Daten zu AGEs oder ihren Rezeptoren (RAGE) vor. In einer Querschnittsstudie mit Patienten
aus COPDGene fand sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der CT-morphologischen
Auspragungen eines Emphysems und der Konzentration der |6slichen RAGEs (sRAGE), deren
Konzentration mit zunehmendem Emphysem abfiel. Wenn man die AGEs im Plasma in
verschiedene Fraktionen zerlegte, trat ein komplexer, teils gegenlaufiger Zusammenhang mit
dem Bestehen einer COPD zutage [124]. Die Rezeptoren fiir AGEs (RAGE) wurden
verschiedentlich gemessen und bei Patienten mit COPD verandert gefunden [125, 126], auch
in Zusammenhang mit einer endothelialen Dysfunktion [127]. Allerdings scheint es klar, dass
es sich hierbei weniger um einen Alterungsmarker als um einen Entziindungsmarker handelt

[125].

AGEs selber, die eher Alterungsmarker darstellen dirften, wurden weniger untersucht. In
der Haut wurde bei Patienten mit COPD eine vermehrte Konzentration mittels Fluoreszenz
nachgewiesen [128]. In einer anderen Arbeit allerdings war die Konzentration von AGEs in
der Haut negativ mit dem Auftreten einer COPD korreliert [124]. Ferner wurden bei
Patienten mit COPD vermehrt AGEs in Proben der Atemwege sowie der Alveolarwande
nachgewiesen, und diese Anfarbungen korrelierten mit den Einschrankungen in FEV; [58].
Die vorliegenden Daten gehen eher mit der Annahme konform, dass eine starkere
Auspragung der COPD mit hoheren Konzentrationen der AGEs auch im Plasma einhergeht.

Insgesamt jedoch waren die Assoziationen verschiedenen Parameter mit der AGE-
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Konzentration schwach, sodass fraglich erscheint, ob die Messung von AGEs im Blut einen

wesentlichen Informationsgewinn bei der COPD bringt.

Unerklarlich ist derzeit auf der Basis der vorliegenden Literaturdaten die Beobachtung, dass
bei Patienten mit der anamnestischen Angabe von Krampfadern die AGE-Werte erhoht
waren. Im Prinzip erscheint dies nicht Gberraschend, wenn man bedenkt, dass Krampfadern
mit dem Lebensalter korreliert sein sollten. Im vorliegenden Kollektiv bestand dieser
Zusammenhang nicht. Sofern das Auftreten von Krampfadern mit verdanderten vendsen
Druckverhaltnissen einhergeht, ist ein Zusammenhang von biologischer Alterung bzw.
zelluldrer Seneszenz und Krampfadern denkbar [129, 130]. Auch fir GefaBerkrankungen in
Zusammenhang mit Diabetes ist eine Assoziation mit dem Prozess der Glykation von
Proteinen belegt [131], allerdings unterscheiden sich die Effekte je nach Protein und Zelltyp
und der Zusammenhang mit Krampfadern ist allenfalls indirekt. Ferner fand sich in den
vorliegenden Daten auch kein Zusammenhang zwischen kardiovaskularen Erkrankungen und
AGEs (Kap. 4.6.2), obwohl in der Literatur ein solcher Zusammenhang beschrieben wurde

[53, 132, 133].

In der vorliegenden Arbeit entschieden wir uns fir die direkte Messung der AGEs, um einen
Eindruck Uber das AusmaR der internen Belastung durch Hyperglykamie, vor allem aber
durch oxidativen Stress zu gewinnen, der (blicherweise mit der Entstehung einer COPD in
Verbindung gebracht wird [35, 134]. Sehr viel Ublicher in der Literatur ist die Messung von
entweder gewebestdndigen (RAGE) oder l6slichen (sRAGE) Rezeptoren fiir AGEs. Diese
vermitteln vielfdltige entziindliche Antworten [135], deren Rolle vor allem bei
kardiovaskuldaren Erkrankungen in Zusammenhang mit Diabetes untersucht wurde [136-
139]. Da hierbei die regulatorische Antwort in Relation zu spezifischen Erkrankungen und
weniger ein allgemeiner Alterungsprozess zu dominieren scheint, zogen wir die Messung von
AGEs vor. Dies galt auch gegeniiber der Alternative der Messung von Pentosidin, die eine der
Komponenten der AGEs darstellt. Die Beziehung zwischen der Menge der vorhandenen AGEs
und der Expression und Aktivitat der RAGEs ist Gegenstand derzeitiger Forschung und nur

ungeniigend verstanden.
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5.2.2 Assoziationen mit LL-37 im Plasma

LL-37 ist ein antimikrobielles Peptid (Cathelicidin, 37 Aminosduren), das hauptsachlich
wegen seiner bakteriziden Effekte und seiner Rolle in der Regulation von Entziindung
erforscht worden ist [140]. Storungen des Haushaltes von LL-37 wurden bei einer ganzen
Reihe von Erkrankungen berichtet, so auch bei Asthma, exogen-allergischer Alveolitis sowie
Psoriasis [141]. In der Tat ist nicht nur Asthma eine Komorbiditdt von COPD, die in dem
vorliegenden Kollektiv von immerhin fast 23 Prozent der Patienten angegeben wurde (Tab.
4.4), sondern auch Psoriasis [142]. Die Rolle von LL-37 bei der COPD, wurde in verschiedenen
Arbeiten diskutiert [143, 144]. Andererseits wurde LL-37 als Alterungsmarker vorgeschlagen,
wie in der Einleitung dargestellt [49]. Neuere Daten legen jedoch nahe, dass zumindest beim
»,gesunden Altern” der Haushalt von LL-37 und R-Defensin-2 nicht beeintrachtigt ist [145].
Somit verbleibt LL-37 eher als Marker eines induzierten Alterns, das in Zusammenhang mit
Krankheitsprozessen  beschleunigt  abldauft.  Zellbiologische und  biochemische
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Aktivitdt von LL-37 durch Rauchen verandert wird
[146], jedoch sind kaum diesbezligliche Daten zu LL-37 im Blut verfligbar. Die Assoziation

von LL-37 mit verschiedenen Erkrankungsmarkern ist in Tabelle 4.11 zusammengefasst.

Von besonderer Bedeutung ist die Fahigkeit von LL-37, Lipopolysaccharide (LPS)
gramnegativer Bakterien zu neutralisieren. Eine spekulative Erklarung fir die Beobachtung,
dass in der vorliegenden Studie LL-37 bei Rauchern erhéht war (Abb. 4.11C), ware die
Annahme, dass das im Zigarettenrauch bekanntlich vorhanden LPS zu einer generellen

Aufregulation von LL-37 fihrt.

Ebenfalls beobachtet wurde in der vorliegenden Studie ein Zusammenhang zwischen LL-37
und BMI (Abb. 4.16F) sowie Bauchumfang. Auch hier liegen kaum Daten aus der Literatur
vor, zumindest jedoch wurde ein positiver Zusammenhang zwischen BMI sowie anderen
Indikatoren eines Ubergewichtes und der mRNA-Expression von LL-37 in Leukozyten des
peripheren Blutes von Patienten gezeigt, die auf kardiovaskuladre Risikofaktoren untersucht
wurden [147]. Der Zusammenhang war geringfiigig unterschiedlich fir Manner und Frauen;
mit der zur Verfligung stehenden Fallzahl lieR sich in der vorliegenden Studie kein

diesbezliglicher Unterschied erkennen.
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Als weiterer Befund trat in den Daten dieser Studie ein statistisch robuster Zusammenhang
zwischen LL-37 und dem CT-Score zutage, der bei Patienten bestimmt worden war anhand
von CT-Aufnahmen, die aus verschiedensten klinischen Indikationen erfolgt waren (Abb.
4.11D). Interessanterweise war dieser Zusammenhang anhand des vorhergesagten
Emphysem-Scores, der bei nahezu allen Patienten vorlag, in keiner Weise erkennbar. Daher
stellt sich die Frage nach Faktoren, die mit der Klassifikation des vorhergesagten Emphysem-
Scores interferierten. Mit den vorliegenden Daten war diese multivariate Fragestellung nicht
beantwortbar. Immerhin liel sich bei den Patienten mit vorhandenem CT visualisieren, dass
Rauchen und Emphysem mit gegenlidufigen Anderungen des Spiegels von LL-37 verbunden
waren (Abb. 4.20). Rauchen ging mit einer Erh6hung, Emphysem mit einer Erniedrigung von

LL-37 einher.

Die Korrelationen von LL-37 mit anderen Alterungsmarkern waren nur gering ausgepragt.
Immerhin fanden sich zwar schwache, aber statistisch signifikante Beziehungen zu dem
Schweregrad des NL-Faltenscores sowie der Altersdifferenz, die aus den Fotos des Gesichtes
geschatzt worden waren. Allerdings war die Beziehung negativ in dem Sinne, dass eine
starker ausgepragte Hautalterung mit einem geringeren Wert von LL-37 einherging. Da die
vermehrte Hautalterung mit einer starkeren Tendenz zum Emphysem verbunden war (Kap.
4.7.3) und LL-37, wie oben beschrieben, im Gegensatz zu Rauchen negativ mit dem
Emphysemscore verbunden war, treten auch hier die gegenlaufigen Effekte verschiedener
statistischer Einflussfaktoren zutage. Rauchen war namlich, sofern es als Faktor isoliert
betrachtet wurde, plausibler Weise ebenfalls mit einer Erhdhung der
Emphysemwahrscheinlichkeit assoziiert (Tab. 4.11, Kap. 4.6.5), obwohl man aus den LL-37-
Daten eher das Gegenteil erwartet hatte (vgl. Abb. 4.11C und D).

Als Zwischenfazit lasst sich konstatieren, dass die Beziehungen zwischen den biochemischen
Alterungsmarkern und den klinischen Charakteristika der Patienten im Allgemeinen schwach
waren und teilweise paradox bzw. gegenlaufig verliefen. Dies ldsst Zweifel daran
aufkommen, ob LL-37, wie andernorts vorgeschlagen [49], ein brauchbarer Marker fir den

biologischen Alterungsprozess bei Patienten mit COPD darstellt.

5.2.3 Assoziationen der Telomerenldange von Blutleukozyten

Methode und Literaturdaten
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Die Lange der Telomeren gilt seit langem als ein Marker des biologischen Alters bzw. der
zellularen Seneszenz [35, 148] und wird auch bei der COPD diskutiert [34, 149]. Storungen
des Telomerenerhalts, vor allem durch genetische Defizienzen, sind mit diversen

Krankheitsbildern assoziiert, die von Lungenfibrose bis Andamie reichen konnen [150-152].

Die Bestimmung der Telomerenldange ist durch moderne PCR-Methoden wesentlich weniger
aufwendig geworden als mit den klassischen Immunoblots (Telomere Restriction Fragment
Length, TRFL) [109]. Auch unter den PCR-Methoden gibt es verschiedene Versionen, die
entweder relative oder absolute Langenbestimmungen erlauben [97, 98, 153]. In dieser
Arbeit wurde zunachst die attraktiv erscheinende absolute Langenbestimmung nach
Referenz [153] verfolgt. Allerdings lieR sich trotz Riickfrage beim Autor mit der Methode der
absoluten Langenbestimmung kein reproduzierbares, glaubwiirdiges Messprotokoll
etablieren. Ferner sei bemerkt, dass diese Methode seit der Erstpublikation im Jahr 2008 in
der Literatur wenig Anklang fand. Aus diesem Grunde wurde die relative
Telomerenbestimmung gewihlt, deren Etablierung allerdings ebenfalls die Uberwindung
einer Reihe von Hirden erforderte, die im Methodenteil (Kap. 3.4.1) beschrieben sind, und
eine betrachtliche Zeit in Anspruch nahm. Dass die Bestimmung der Telomerenldange ein

nicht triviales Unterfangen ist, ist auch in der Literatur dokumentiert [154].

Als  Ergebnis resultierte ein  detailliertes Protokoll, das kein offenbares
Verbesserungspotential mehr besall (siehe Kap. 3.4.2) und plausible, hinldanglich
reproduzierbare Werte lieferte. Ungeachtet dessen war die Streuung der
Telomerenlangenbestimmung nach wie vor grof3. Diese Tatsache ist auch aus anderen
Studien bekannt und einer der wesentlichen Griinde, warum oft sehr grofle Kollektive
erforderlich waren, um signifikante Beziehungen zu extrahieren [155]. Dies trifft
insbesondere fiir den Fall zu, dass die Studienpopulation heterogen ist, beispielsweise

aufgrund von Komorbiditaten, die ihrerseits mit der Telomerenlange korreliert sein kdnnen.

Die Telomerenldange ist in verschiedenen Gewebetypen des Organismus verschieden und
diese wiederum von derjenigen von Blutleukozyten [156]. Ferner gibt es auch zwischen
verschiedenen Typen von Leukozyten, beispielsweise Granulozyten und Lymphozyten,
systematische Unterschiede [157], allerdings scheinen die Veranderungen in verschiedenen
Zelltypen bzw. Geweben zumindest im Mittel parallel zu verlaufen. Es ist aus den genannten

Grinden einerseits schwierig, ein Gewebe zu identifizieren, das reprdsentativ fiir den
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biologischen Alterungsprozess des Gesamtorganismus ist. Andererseits wiirde die Entnahme
von Gewebeproben aus einzelnen Organen i.d.R. invasive Prozeduren erfordern und damit
fiir einen klinischen Breiteneinsatz ungeeignet sein. Die Gesamtstudie COSYCONET ebenso
wie die zusatzlichen Untersuchungen an der Teilkohorte der LMU Minchen waren jedoch
vom Ansatz her von dem Gedanken geleitet, nur solche Probennahmen-Prozeduren und
Messablaufe einzuschlieBen, die entweder bereits etabliert sind oder von denen man sich
zumindest vorstellen konnte, dass sie in der Breite etabliert werden kénnten. Als Fazit dieser
Uberlegungen fiel die Entscheidung darauf, die relative Telomerenlidnge in Blutleukozyten
ohne weitere Fraktionierung zu bestimmen, wie dies bereits in einer Vielzahl anderer

Studien erfolgt ist.

Unter der Annahme, dass chronische Erkrankungen mit vermehrtem oxidativem Stress
einhergehen oder mit einer vorzeitigen Alterung des Gesamtorganismus oder einzelner
Organe, ist die Telomerenldange in vielen Studien als Kenngrofle gemessen worden [158].
Bereits vor Jahren wurde gezeigt, dass die Telomerenldnge von Blutleukozyten mit der
Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert ist, auch wenn man nach Geschlecht und
Altersklassen differenziert. Ferner zeigten sich Zusammenhadnge bei Patienten mit Herz-
Kreislauferkrankungen, die in spateren Studien bestatigt wurden [159, 160]; sogar
Zusammenhadnge mit dem Ansprechen auf eine Therapie wurden berichtet [160]. Die
Beziehung zwischen Telomerenlange und Risikofaktoren ist ebenfalls Gegenstand vieler
Studien gewesen. So fand sich eine inverse Beziehung zwischen Bauchumfang und
Telomerenlange [161], eine parallele Beziehung zwischen korperlicher Aktivitat und
Telomerenlange [162], sowie eine inverse Beziehung zwischen chronischem psychischem
Stress und Telomerenlange [163]. Allerdings wird das Bild dadurch kompliziert, dass zwar in
einer Querschnittsanalyse signifikante Beziehungen beispielsweise zwischen Rauchen,
Korpergewicht sowie physischer Aktivitdit und Telomerenlange auftraten, jedoch diese
MessgréRen nicht mit Anderungen der Telomerenlidnge im Verlauf von 10 Jahren korreliert
waren [164]. Dies ist mit der Annahme kompatibel, dass friihzeitig erworbene oder erbliche
Faktoren einen gewissen Einfluss auf die Telomerenldange ausiiben. Beispielsweise wurde
berichtet, dass gesunde Nachkommen von Patienten mit friheinsetzender koronarer
Herzerkrankung im Mittel kiirzere Telomeren aufwiesen als diejenigen von Kontrollpersonen

[165].
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Es ist denkbar, dass die bloRe Tatsache eines langjahrigen Zigarettenrauchens bereits
genligt, um sich in einer im Mittel kirzeren Telomerenlange von Blutleukozyten
niederzuschlagen. In der Tat konnte an kleinen Kollektiven gezeigt werden, dass Raucher
kiirzere Telomeren aufweisen als Nichtraucher unabhdngig von dem Vorliegen einer
Atemwegsobstruktion [166]. Entsprechend zeigten Patienten mit COPD, die i.d.R. Raucher
oder Ex-Raucher waren, kiirzere Telomeren als altersangepasste gesunde Kontrollpersonen;
diese Beziehung war offenbar im Wesentlichen auf das Rauchen zuriickzufiihren [36].
Zusatzlich fand sich bei Patienten mit COPD eine geringere Aktivitait der Superoxid-
Dismutase (SOD), die zu der Annahme passen wirde, dass Telomeren vor allem auch durch

oxidativen Stress verkiirzt werden kénnen.

Zu oxidativem Stress als kausalem Faktor passt die Beobachtung, dass Telomeren vor allem
bei Rauchern im Vergleich zu Ex-Rauchern und Nierauchern verkirzt sind [167]. In einer
anderen Studie fand sich allerdings keine Abhangigkeit vom Rauchstatus, jedoch zeigten
verglichen mit altersangepassten Kontrollpersonen Patienten mit COPD Uber alle
Altersklassen kirzere Telomeren; ferner war die Telomerenlange invers mit verschiedenen
Entziindungsmarkern im Blut korreliert [168]. In einer weiteren Arbeit, die nur Raucher
umfasste, fand sich ebenfalls ein Zusammenhang zwischen Telomerenlange und
Atemwegsobstruktion bei Patienten mit bzw. ohne COPD; keine Beziehung bestand zum
Vorliegen eines Emphysems [169]. Gemal$ diesen Beobachtungen ist es nicht tUberraschend,
dass auch die Mortalitdt innerhalb einer Population von Patienten mit leichter bis
mittelschwerer COPD mit der Telomerenldnge assoziiert war, wobei auch hier der

Rauchstatus eine untergeordnete Rolle spielte [170].

Diese Daten belegen einen Zusammenhang zwischen COPD sowie Rauchen und der
Telomerenlange von Blutleukozyten. |hre teilweise Inkonsistenz dirfte auf die Tatsache
zurlickzufiihren sein, dass in den meisten Féallen die Studienpopulationen relativ klein,
zuweilen deutlich unter n=100, lagen und die Telomerenlange als summarischer biologischer
Marker, dessen Messung zugleich mit einer gewissen Variabilitdt behaftet ist, i.d.R. relativ
groRe Populationen erfordert, wenn verschiedene Faktoren in ihrem Einfluss getrennt
werden sollen. Diese Variabilitat fiihrte dazu, dass beispielsweise in einer neueren
Metaanalyse [155] zwar signifikante Beziehungen zwischen Asthma, COPD sowie
Lungenfunktion und der Telomerenldnge gefunden werden konnten, dies jedoch nur

aufgrund einer Datenbasis von mehreren zehntausend Probanden bzw. Patienten gelang.
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Eigene Befunde

Aus den genannten Griinden war es keineswegs selbstverstandlich, dass man in der LMU-
Kohorte von COSYCONET signifikante Beziehungen identifizieren werden kdnne. Dies war
der Grund, weshalb viel Energie und Zeit in die Optimierung der Telomeren-Analyse
investiert wurde, um wenigstens von der methodologischen Seite aus die Streuung so gering
wie nur moglich zu halten. Gemittelt Gber alle Patienten stand die Telomerenldange nicht in
Beziehung zu den AGEs und LL-37 (Tab. 4.10). Zu diesem Bild passte auch, dass AGEs gar
nicht und LL-37 nur schwach mit Parametern der Hautalterung korrelierten, wahrend die
Telomerenlange sowohl mit den NL- als auch den PO-Falten und ihrer Summe assoziiert war
und der Tendenz nach auch mit der Altersdifferenz (geschatztes minus tatsachliches Alter)

(Tab. 4.10).

In diesem Sinne war die Telomerenldange als molekularer Marker enger mit den rein
phanomenologischen Markern der Haut verbunden als mit den biochemischen Markern AGE
und LL-37. Diese Korrelation diirfte allerdings wesentlich lber das Lebensalter vermittelt
sein, denn wie in anderen Studien [36, 155, 166, 168] fand sich eine hochsignifikante
Korrelation mit dem Alter (Tab. 4.11). Die in dieser Studie verwendeten PO- und NL-
Faltenscores waren absolute Scores und daher nicht altersstandardisiert; daher ist eine
Korrelation mit den Telomeren Uber das Alter zu erwarten. Im Gegensatz dazu ist die
Altersdifferenz per definitionem fiir das Lebensalter normiert. Die Beobachtung, dass die
Altersdifferenz zumindest tendenziell mit der Telomerenlange von Blutleukozyten
korrelierte, spricht fiir eine genuine Beziehung zwischen beiden Alterungsmarkern.
Gleichwohl war der Informationsgehalt des Parameters ,Telomerenldange” in dem relativ
kleinen untersuchten Kollektiv von COPD-Patienten begrenzt und aufgrund der Vielzahl der

durchgefiihrten Analysen der Gefahr falsch positiver Antworten ausgesetzt.

Die Telomerenliange korrelierte mit dem Auftreten von Krampfadern (siehe Tab. 4.11). Uber
einen direkten Zusammenhang zwischen beiden Entitdten scheint aus der Literatur nichts
bekannt. Es liegt nahe, das Alter als gemeinsamen, vermittelnden Faktor anzunehmen,

zumal die T/S-Ratio mit dem Alter korrelierte.

In dem untersuchten Kollektiv bestand jedoch kein Zusammenhang zwischen der Haufigkeit
von Krampfadern und dem Lebensalter. Das Argument des eingeschrankten Altersbereichs

ist nur begrenzt glltig, denn es gilt ja in gleichem MaRe fir die Telomerenldange. Fiir das
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Auftreten von Krampfadern sind verschiedene Risikofaktoren beschrieben, darunter das
Auftreten von (venoésem) Bluthochdruck [130]. In dem hier untersuchten Kollektiv bestand
allerdings kein signifikanter (p=0,323) Zusammenhang zwischen den anamnestischen
Angaben von Bluthochdruck und Krampfadern. Die Angabe von Bluthochdruck war insofern
verlasslich, als die Patienten mit und ohne diese Angabe Unterschiede zumindest in dem
systolischem Blutdruck (p=0,020) zeigten. Im diastolischen Blutdruck bestand kein
Unterschied, jedoch lagen die medianen Werte im Normbereich (70 bzw. 71 mmHg).
Dennoch war der Zusammenhang zwischen Telomerenlange und GefaRstatus insofern
konsistent, als auch eine, zwar schwache, aber signifikante Korrelation zum Kndchel-Arm-
Index (ABI) bestand (Abb. 4.8F). Auf der anderen Seite war der ABI nicht signifikant (p=0,779)
zwischen Patienten mit und ohne Krampfadern verschieden. In einer simultanen Analyse von

Telomerenlange und ABI in Relation zu Krampfadern bestatigten sich diese Ergebnisse.

Die Tatsache wiederum, dass eine Assoziation zwischen AGEs und Krampfadern gefunden
wurde (siehe Kap. 4.6.2) unterstltzt die Annahme, dass die genannten biologischen
Alterungsmarker mit dieser Komorbiditdt verbunden sind, wenngleich auf eine komplexe
Weise, weil zugleich die T/S Ratio nicht mit den AGEs korreliert war. Eine logistische
Regressionsanalyse (Kap. 4.8.8) unterstiitzte trotz des numerisch begrenzten Datensatzes die
Interpretation, dass T/S Ratio und AGEs unabhangige Pradiktoren der Komorbiditat

,Krampfadern” in dem untersuchten Kollektiv waren.

In dem untersuchten Kollektiv von COPD-Patienten fand sich auch eine Assoziation zwischen
Telomerenlange und Hamoglobingehalt, allerdings nicht zum Bestehen einer Anamie. Diese
Daten stehen in Ubereinstimmung mit populationsbezogenen Daten an Personen des Alters
> 85 Jahre, in denen sich die Telomerenlange zwischen Personen mit und ohne Andmie nicht
signifikant voneinander unterschieden [171]. Die in dieser Studie beobachtete Assoziation
zwischen Telomerenldange und der Angabe einer Gicht kann derzeit nicht weiter erklart
werden. Erklarungen (iber die der Gicht zugrunde liegenden Stoffwechselabnormalitdten

sind plausibel, aber fiir die Telomeren derzeit nicht durch Literaturbefunde belegbar.

Die vorgenannten Ergebnisse belegen, dass die Angabe der Komorbiditat ,Krampfadern” in
statistisch robuster Weise mit der Telomerenldange von Blutleukozyten korreliert war, und im
Vergleich dazu die Assoziationen mit anderen Parametern gering oder abwesend waren.

Moglicherweise ist diese Assoziation, deren Auffinden dem breiten Einschlussspektrum und
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der detaillierten Abfrage der Komorbiditaten in dieser Studie zu verdanken war,
pathophysiologisch speziell fir diese Erkrankung bedeutsam, moéglicherweise jedoch spiegelt
sie nur einen der multiplen, allgemeinen Zusammenhadnge wider, wie sie inzwischen fir die

Telomerenldange Uber ein enormes Spektrum von Erkrankungen gefunden wurden [154].
5.2.4 Parameter der Hautalterung des Gesichts

Unter dem Aspekt einer systemischen biologischen Alterung bietet sich die Untersuchung
der Hautbeschaffenheit besonders an, da sie leicht zuganglich ist und auch nichtinvasiv
analysiert werden kann. Inzwischen liegt eine Vielzahl von Methoden zur Quantifikation vor
allem altersassoziierter Veranderungen der Gesichtshaut sowie der Haut anderer Korperteile
vor [76-82]. Neben visuellen Scoring-Systemen, die auch auf Fotos des Gesichtes
angewendet werden kdnnen, gibt es andere Methoden [172], beispielsweise die Herstellung
von Abgilissen, die beleuchtet werden wund aus deren Schattenprofil auf die
Faltenauspragung zuriickgeschlossen werden kann. Darilber hinaus existieren Verfahren,
verschiedene altersassoziierte biochemische Produkte, beispielsweise AGEs, in der Haut zu
messen. Erganzt wird die Palette der Verfahren durch invasive Probennahmen, die allerdings

in groBeren Studien mit Akzeptanzproblemen verbunden sind.

In einer Arbeit aus dem Jahre 2006 wurde bei 145 Probanden, die Raucher oder Ex-Raucher
waren und von denen 68 eine COPD aufwiesen, die Beziehung zur Hautalterung des Gesichts
mittels eines etablierten visuellen Scoring-Systems (Daniell-Score) untersucht [74]. Hierbei
fand sich eine signifikante Beziehung zwischen der Auspragung der Hautfalten, vor allem im
periorbitalen Bereich und dem Auftreten einer COPD sowie dem Ausmall eines
Lungenemphysems. Bemerkenswerterweise wurden nach dem vorliegenden Kenntnisstand
diese Beobachtungen bislang nicht reproduziert bzw. als Reproduktionsstudie veroffentlicht,
obwohl das verwendete Verfahren im Prinzip einfach anzuwenden ist, sofern erfahrene

Beurteiler verfiigbar sind.

Ein moglicher vermittelnder Faktor kénnte in dem Einfluss von Zigarettenrauch auf die
Eigenschaften elastischer Fasern liegen [173], von anderen systemischen Einflissen
abgesehen. Insgesamt liegen fiir die Beziehung zwischen Hautalterung und altersassoziierten
Erkrankungen nur sehr wenige Daten vor, bezeichnenderweise wiederum eine Arbeit, in der
eine Beziehung zwischen Hautfalten des Gesichts und Storungen der Nierenfunktion

hergestellt wird, die beide als Folge eines oxidativen Stress interpretiert werden [174].
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Bei den Patienten der vorliegenden Studie wurde ein moglichst unaufwendiges
Dokumentationssystem fiir die Beschaffenheit der Gesichtshaut gewahlt; dies beinhaltete
nur zwei Fotos in Schragansicht mit weitestgehend standardisierter Beleuchtung. Diese
Fotos wurden von einer sehr erfahrenen Untersucherin (Prof. Dr. Martina Kerscher)
ausgewertet; der Untersucherin standen dabei keinerlei ndhere Informationen als das

Pseudonym der Patienten zur Verfligung.

Wie aus Tab. 4.10 zu ersehen, zeigten die verschiedenen Scores eine gute bis sehr gute
Korrelation miteinander. In den Analysen stellten sich die nasolabialen Falten als den
periorbitalen Falten (berlegen heraus, indem sich etwas starkere und konsistentere
Beziehungen zu anderen Parametern fanden. Der mit Abstand beste Parameter war die
Altersdifferenz, die als Differenz zwischen dem geschatzten Alter und dem tatsachlichen
Alter definiert war. Das geschatzte Alter basierte dabei auf dem Gesamteindruck, den die

Untersucherin anhand der beiden Fotos gewinnen konnte.

Es fanden sich sowohl Patienten, die jlinger geschatzt wurden als sie tatsachlich waren, als
auch Patienten, die wesentlich dlter geschatzt wurden. Im Mittel waren das geschatzte Alter
und das tatsachliche Alter bei den Patienten niedriger COPD-Schweregrade (GOLD 0-2; Kap.
4.3) nicht signifikant voneinander verschieden und die Mittelwerte fast identisch. Da bei
Patienten niedrigerer Schweregrade mit einer geringeren Alterung zu rechnen ist, legt dieses
Ergebnis nahe, dass die Eichung der Beurteilerin in Hinsicht auf das geschatzte Alter korrekt
war. In den hoheren COPD-Klassen (GOLD 3-4) bestand ein signifikanter Unterschied
zwischen (Kap. 4.3) geschatztem und tatsachlichem Alter von fast 5 Jahren. Dieser
Unterschied spiegelte sich auch darin wider, dass die Altersdifferenz mit der COPD-

Klassifikation zusammenhing (Tab. 4.12, Kap. 4.3).

Die Vermutung, dass die Parameter der Hautalterung zumindest teilweise mit systemischen
Alterungsprozessen zusammenhangen, wurde dadurch bestatigt, dass zumindest NL- und
PO-Falten, sowie ihre Summe, signifikant mit der Telomerenlange assoziiert waren (Tab.
4.10). Keine relevanten Korrelationen bestanden mit den AGEs und nur schwache
Korrelationen mit LL-37, was die Altersdifferenz und NL-Falten betraf (Tab. 4.10, Kap. 4.6.3).
Wiederum war ein erhohtes biologisches Alter im Sinne eines erhéhten Hautalters mit einer
niedrigeren Konzentration von LL-37 assoziiert. Wie einleitend erwahnt, deuten diese

Beobachtungen darauf hin, dass Haut-Indices und Telomerenlange auf der einen Seite und

159



AGEs und LL-37 auf der anderen Seite zwei verschiedene Aspekte des biologischen Alterns

beschreiben.
5.2.5 Polyneuropathie

Zur Haufigkeit und Bedeutung einer Polyneuropathie bzw. peripheren Neuropathie bei
Patienten mit COPD gibt es ganz unterschiedliche Angaben in der Literatur. So wurden in
einer Ubersichtstabelle iiber Polyneuropathie bei COPD aus dem Jahre 2007 Haufigkeiten
angegeben, die von 5% aufwarts bis nahezu 100% rangierten; die Autoren selbst fanden in
ihrer eigenen Studie eine subklinische periphere Neuropathie bei 5 von 30 Patienten mit
COPD [175]. Die Frage nach der Polyneuropathie ist insofern von Interesse, als sie mit dem
Schweregrad der Erkrankung und/oder Alter des Patienten korreliert sein konnte. Des
Weiteren gibt es Daten dahingehend, dass Patienten mit Polyneuropathie bei gleicher
Lungenfunktionseinschrankung eine geringere korperliche Leistungsfahigkeit zeigen als
solche ohne Polyneuropathie [24]. Dass eine periphere Neuropathie durch eine vorzeitige
Alterung, wie sie bei Patienten mit COPD zu vermuten ist, induziert werden kann, wird durch

Daten an einem Mausmodell vorgezogener Alterung nahegelegt [176].

Die Analyse der Polyneuropathie-Daten (Kap. 4.2), die bei max. 74 Patienten vorlagen, ergab
eine gute Ubereinstimmung zwischen dem klassischen Verfahren der Stimmgabel nach
Rydel-Seiffer, der Analyse mittels Monofilament und der Messung der
Nervenleitgeschwindigkeit. Daher kann man von einer Konsistenz dieses Datensatzes
ausgehen. Diese Annahme wird dadurch bestatigt, dass auch zwischen den Patienten mit
und ohne anamnestischer Angabe einer Polyneuropathie statistische Unterschiede
bestanden. In den vorliegenden Daten fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen
den Polyneuropathie-Parametern und den COPD-Stadien, ebenso wenig wie mit dem
vorausgesagten Emphysemscore. Auch zu anderen FunktionsgréRen der COPD ergaben sich
keine signifikanten Beziehungen in dem hier untersuchten, heterogenen Kollektiv von

Patienten mit COPD.

Im Gegensatz dazu unterschieden sich Patienten mit und ohne Diabetes in signifikanter
Weise bezliglich aller drei Parameter der Polyneuropathie (Kap. 4.2). Obwohl zwischen AGE-
Werten und Diabetes ein Zusammenhang bestand (Kap. 4.6.2), korrelierten die
Polyneuropathie-Parameter nicht mit denen der AGEs. Dies legte die Vermutung nahe, dass

es sich bei der Stimmgabel-Testung und den AGEs um unabhdngige Pradiktoren handelte;

160



diese Vermutung wurde durch eine entsprechende logistische Regressionsanalyse bestatigt
(4.8.8). In analoger Weise stellten sich auch AGEs und Nervenleitgeschwindigkeit als

unabhangige Pradiktoren heraus, ebenso wie HbAlc und Nervenleitgeschwindigkeit.

Die Parameter der Polyneuropathie korrelierten ferner nicht mit den Werten von LL-37 und
der T/S Ratio, sowie den Faltenscores, der Faltensumme und der Altersdifferenz. Aufgrund
dieser Beobachtungen liegt der Schluss nahe, dass eine periphere Neuropathie bei Patienten
mit COPD vornehmlich auf bekannte, kausativ wirksame Komorbiditditen wie Diabetes
zuriickgeht, nicht aber mit dem Schweregrad der COPD oder einem beschleunigten

biologischen Alterungsprozess assoziiert ist.

Die erwahnten grofRen Unterschiede in der Prdvalenz einer peripheren Neuropathie
bestatigten sich insofern in der vorliegenden Studie, als sich abhangig von der gewahlten
Definition (anamnestische Angabe, Nervenleitgeschwindigkeit, Stimmgabeltest) Haufigkeiten
zwischen ca. 10 und 30% fanden. Dies deutet darauf hin, dass bei der Bewertung von
Literaturangaben zur Polyneuropathie die verwendeten Definitionen eine kritische Rolle
spielen und keineswegs als dquivalent betrachtet werden kénnen. In der vorliegenden Arbeit
ergab sich fir keinen der untersuchten Parameter eine Beziehung zu den Markern der
biologischen Alterung. Daher kann dieses Ergebnis als relativ robust und unabhangig von

einer moglichen Definition von Polyneuropathie angesehen werden.
5.2.6 Patienten mit Alpha-1-Antitrypsinmangel

Die Patienten mit Alpha-1-Antitrypsinmangel (n=8) zeigten eine Funktionsianderungen, die
mit dem Uberwiegenden Auftreten eines Emphysems vereinbar waren (Kap. 4.9). Dies
dullerte sich in einer relativ zum spirometrischen Schweregrad verringerten
Diffusionskapazitdit und ebenso der vermehrten Vorhersage eines positiven

Emphysemscores.

Ein bemerkenswerter Befund war, dass in der Telomerenlange ein signifikanter Unterschied
zwischen Patienten mit und ohne Alpha-1-Antitrypsinmangel bestand (Abb. 4.27). Der
Befund weniger verkiirzter Telomeren geht konform mit einer jingst veroffentlichten Arbeit,
in der ebenfalls die Telomeren von Blutleukozyten bei Patienten mit COPD mit und ohne
Alpha-1-Antitrypsinmangel verglichen wurden [177]. Diese Beobachtungen legen die
Annahme nahe, dass die pathophysiologischen Prozesse, die bei Alpha-1-Antitrypsinmangel
zu COPD und Lungenemphysem fiihren, weniger stark von lokalen oder globalen
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Alterungsprozessen begleitet oder fundiert sind als dies bei Patienten ohne Alpha-1-
Antitrysinmangel der Fall ist. Worauf dieser Unterschied zurlickzufiihren ist, muss nach dem
derzeitigen Wissen als unklar gelten, zumal auch Patienten mit Alpha-1-Antitrypsinmangel
von oxidativem Stress betroffen sind, der eine der wesentlichen Determinanten der

Telomerenlange darstellt.

Noch bemerkenswerter scheint die Tatsache, dass die Patienten mit Alpha-1-
Antitrypsinmangel auch in einem phanomenologischen Marker wie der Hautalterung
wesentlich geringer gealtert erschienen, als die ohne Alpha-1-Antitrypsinmangel (Abb. 4.28).
Dieser Befund war robust in dem Sinne, dass er nicht durch ein vermindertes Auftreten eines
Emphysems in dieser Gruppe erklart werden konnte. Im Gegenteil, ein positiver
Emphysemscore wurde diesen Patienten vermehrt zugeschrieben, wodurch die Diskrepanz
zu den Patienten ohne Alpha-1-Antitrypsinmangel erst in vollem Umfang zutage trat. Auch
andere mogliche Erklarungsfaktoren trafen nicht zu, vor allem waren diese Patienten nicht

statistisch signifikant jlinger als die Gbrigen Patienten.

Die geringe Fallzahl erlaubte es zwar nicht, zweifelsfrei zu entscheiden, ob es sich dabei um
unabhangige Variable handelte, jedoch deuteten die Ergebnisse einer entsprechenden

logistischen Regressionsanalyse in diese Richtung.
5.2.7 Elektronische Nase

In der gegenwartigen Studie wurden explorativ mit zwei Verfahren der Elektronischen Nase
erhoben. Die Messung mittels lonen-Mobilitats-Spektroskopie (Sionex) erfolgte regelhaft, ist
aber nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit, da die Analyse der erhaltenen
zweidimensionalen Chromatogramme eine eigene Arbeit erfordern wiirde. Parallel dazu
wurde mit einem einfacher auszuwertenden Gerdt gemessen, das Uber ein Array von 32
Polymersensoren verfligte und in zwei vorangegangen Studien positive Ergebnisse erbracht
hatte [101, 103]. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich jedoch auch die Auswertung dieser
Daten als wesentlich heterogener und streuungsbehafteter als in den vorangegangenen
Arbeiten. Zwar fanden sich eine Reihe von Korrelationen zwischen den Sensorsignalen und
verschiedenen Krankheitsbedingungen sowie Biomarkern, doch lieRen diese kein
konsistentes Bild erkennen und waren aufgrund der starken Korrelation zwischen den
Sensorsignalen auch numerisch nicht stabil. Darin dufRerte sich vermutlich die Tatsache, dass

die vorher untersuchten Kollektive viel homogener waren und sich nur in einer zentralen
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Krankheitsbedingung unterschieden, wahrend das hier untersuchte Kollektiv durch die

Variation der Schweregrade und die vielen Komorbiditaten sehr viel inhomogener war.

Ein relativ unspezifisch messendes Gerdt wie die Cyranose® 320, welches Sensorprofile
liefert, jedoch im Allgemeinen keine Aussagen Uber einzelne Substanzen treffen kann,
kommt hier vermutlich an seine Leistungsgrenzen. Das hat insofern Implikationen fir einen
potentiellen klinischen Einsatz, als derartige Gerdte zwar relativ einfach einzusetzen sind,

jedoch vermutlich nur an klinisch vorselektiven Kollektiven von Wert sein kénnen.
5.2.8 Synopsis und Wertung der Befunde dieser Studie

Beim Vergleich verschiedener Alterungsmarker in Beziehung auf den Schweregrad der COPD,
einen  errechneten  Emphysemscore, verschiedener  Funktionsparameter sowie
Komorbiditaten, ergaben sich deutliche Unterschiede zwischen den analysierten
Alterungsmarkern. Der putative Marker LL-37, der bei weitem nicht von allen Autoren als
Alterungsmarker betrachtet wird, zeigte kein klares Bild in Hinsicht auf die analysierten
Zusammenhadnge. Die Korrelation mit dem Emphysemscore schien stark von der
ausgewahlten Gruppe abzuhangen, und die Beziehung zu Rauchstatus und BMI war die am
Ehesten plausible Beziehung. Gleichwohl korrelierte LL-37 mit den nasolabialen Falten sowie
der aus dem Gesicht geschatzten Altersdifferenz, die als normierter Alterungsmarker zu

werten ist.

Ein heterogenes Bild ergab sich ebenfalls fiir die AGEs, die eher durch Komorbiditdten als
durch Alterungsprozesse bedingt schienen. Wenigstens der Tendenz nach korrelierten die
AGEs jedoch mit der Faltensumme des Gesichtes, die ebenfalls als Alterungsmarker gelten

kann, wenngleich sie eine absolute, nicht auf das Lebensalter normierte GréRe darstellt.

Die Telomerenldngen zeigten insofern ein wesentlich konsistenteres Bild, als sie zumindest
mit den Faltenscores des Gesichtes und tendenziell der Altersdifferenz zusammenhing. Bei
der Analyse der verschiedenen Charakteristika der COPD allerdings schien auch die T/S Ratio
keine nennenswerte Zusatzinformation zu enthalten. Dass diese Messung, deren
Schwierigkeit auch in der Literatur angemerkt wird, in der vorliegenden Studie valide
erfolgte, wird durch den Umstand angedeutet, dass die Telomerenlange hochsignifikant mit

dem Alter abnahm.

Gegeniiber den genannten methodologisch aufwendigeren Markern zeigten die Ergebnisse

einer visuellen Bewertung von standardisierten Fotos des Gesichtes Uberraschend
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konsistente und verbliiffende Ergebnisse. Die beiden verwendeten Faltenscores, ihre Summe
und vor allem die aus dem geschatzten minus tatsachlichen Alter geschatzte Altersdifferenz
korrelierten zum einen miteinander, als Zeichen ihrer Konsistenz. Darliber hinaus waren die
Altersdifferenz und teilweise auch die Faltenscores mit einer Reihe von klinischen
Parametern korreliert, darunter dem summarischen BODE-Score, der als wichtige KenngroRe
zur Beurteilung einer COPD gilt. Vor allem aber war die Altersdifferenz mit dem
vorhergesagten Emphysemscore korreliert, in Ubereinstimmung mit der Hypothese, dass
Patienten mit Lungenemphysem nicht nur eine vorzeitige Alterung aufweisen, sondern diese
Alterung auch anhand der Hautbeschaffenheit des Gesichtes zu erkennen ist. Die
vorliegenden Daten sind die ersten Daten, in denen diese Hypothese, die in einer

vorangegangenen Veroffentlichung bereits formuliert wurde, klar bestatigen [74].

Diese Bestatigung wird verstarkt durch die Beobachtungen an Patienten mit Alpha-1-
Antitrypsinmangel. In Ubereinstimmung mit neueren Daten lber eine weiniger ausgepragte
Verkiirzung der Telomeren bei diesen Patienten [177] fanden wir ebenfalls relativ langere
Telomeren, zusatzlich jedoch eine mittlere Altersdifferenz nahe Null. Dieser Befund trat auf
trotz eines Uberwiegend positiven Lungenemphysemscores sowie funktionellen
Anderungen, die auf ein relativ stirker ausgepragtes Emphysem hinwiesen. Dies impliziert,
dass der zum Emphysem fiihrende Krankheitsprozess der Lunge nicht oder nicht in
demselben Malle mit einer vorzeitigen biologischen Alterung einhergeht wie dies bei

Patienten ohne Alpha-1-Antitrypsinmangel offenbar der Fall ist.

Als Fazit bleibt festzuhalten, dass, auch in Anbetracht des Mangels brauchbarer und
handhabbarer biochemischer und molekularer Marker des Alterns, ein rein
phanomenologischer Marker wie das aus dem Gesicht geschéatzte biologische Alter noch die
relativ engste Beziehung zu klinischen Charakteristika der COPD, vor allem Emphysem,
aufwies. Kiinftigen Untersuchungen bleibt vorbehalten zu eruieren, inwieweit eine solche

zusatzliche Erhebung einen diagnostischen oder prognostischen Nutzen hat.
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6 Zusammenfassung

In den letzten zehn Jahren wurden immer wieder Daten publiziert, die einen Zusammenhang
zwischen verschiedenen chronischen Erkrankungen und Prozessen der biologischen Alterung
herstellten. Dies gilt auch fir die chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (COPD). Sowohl in
Gewebeproben bzw. Zellen, die aus der Lunge von Patienten mit COPD gewonnen wurden,
als auch in Blutzellen fanden sich Hinweise darauf, dass in Korrelation mit dem Schweregrad
der COPD die biologische Alterung verstarkt ist. Fir eine mogliche klinische Anwendung
werden Marker benétigt, die zugleich praktikabel und aussagekraftig sind. Hierfiir kommen
nur nicht oder wenig-invasiv zu gewinnende Marker in Frage. Die vorliegende Arbeit
untersuchte die Beziehungen verschiedener dieser biologischen Alterungsmarker

untereinander sowie zu den klinischen Charakteristika von Patienten mit COPD.

Als Basis diente die Subkohorte von Patienten mit COPD, die im Rahmen der Nationalen
COSYCONET-Kohorte im Studienzentrum LMU Innenstadt rekrutiert wurde. Ausgewertet
wurden 127 Patienten (mittleres (SD) Alter 67 £ 8,22 Jahre; 50,4% weiblich; Schweregrade:
5% GOLD 0, 20% GOLD 1, 35% GOLD 2, 20% GOLD 3, 20% GOLD 4).

Diese Patienten unterzogen sich einem ausfiihrlichen Untersuchungsprogramm, das u.a.
eine strukturierte Anamnese, Lungenfunktionsmessungen, einen 6-Minuten-Gehtest, die
Entnahme von Blutproben sowie eine Reihe von Fragebdgen beinhaltete. Neben diesen
Daten wurden als Alterungsmarker die Telomerenlange von Blutleukozyten, die
Konzentrationen der Advanced Glycation End Products (AGE) sowie des Peptids LL-37 im Blut
erfasst. Ferner wurde die Hautalterung anhand von standardisierten Fotos des Gesichtes
bestimmt. Die potentielle Komorbiditat Polyneuropathie bei COPD wurde ebenfalls mit drei
verschiedenen Verfahren geprift. Darliber hinaus erfolgten Messungen mit Hilfe einer
Elektronischen Nase, mit dem Ziel, Assoziationen zwischen den Sensorsignalen und den

gemessenen Alterungsmarkern aufzudecken.

Die in der Literatur angegebenen Verfahren der Telomerenlangenbestimmung mittels gPCR
(T/S Ratio) erwiesen sich als nicht verlasslich, daher musste ein eigenes Verfahren entwickelt
werden, das eine Synthese aus Literaturvorschldagen und eigenen Erfahrungen darstellte. Die
127 Patienten zeigten in ihren funktionellen Charakteristika, vor allem Lungenfunktion und
korperliche Leistungsfahigkeit, Werte in einem Bereich, wie er aus vielen anderen COPD-

Studien bekannt ist. Die Parameter der Hautalterung (nasolabiale und periorbitale Falten,
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Faltensumme und Altersdifferenz=geschatztes minus tatsachliches Alter) zeigten eine
signifikante Korrelation untereinander. Die Konzentration von LL-37 im Blut korrelierte mit
zwei Parametern der Hautalterung (nasolabiale Falten und Altersdifferenz), fur die AGEs war

dies nicht der Fall. Die Telomerenlange korrelierte sehr gut mit den Faltenscores.

Bezliglich der klinischen Charakteristika der Patienten unterschieden sich die Korrelationen
fir die einzelnen untersuchten Alterungsmarker. LL-37 war stark von der Raucheranamnese
und dem BMI bestimmt, AGEs vom Vorliegen eines Diabetes oder der anamnestischen
Angabe von Krampfadern, Telomeren ebenfalls von der Anamnese Krampfadern, ferner von
Gicht und dem Hamoglobinwert. Andererseits waren sowohl T/S Ratio als auch die
Faltenscores klar mit dem Lebensalter des Patienten assoziiert und insofern valide
Alterungsmarker. Da speziell das Vorliegen eines Lungenemphysems in der Literatur mit
einer vorzeitigen Alterung zusammengebracht wird, wurde zusatzlich ein Emphysemscore
untersucht, der in der Gesamtkohorte von COSYCONET auf der Basis von CT-Aufnahmen
entwickelt worden war und eine Vorhersage eines Emphysems erlaubte (Sensitivitat 79%).
Dieser Score zeigte mit einer Reihe klinischer Charakteristika inklusive des BODE-Score einen
Zusammenhang, vor allem aber mit der anhand der Gesichtshaut geschatzten Altersdifferenz
als Mal} vorzeitiger Alterung. Keine Assoziationen zu den Alterungsmarkern ergaben sich fir

die Parameter der Polyneuropathie sowie die Messergebnisse der Elektronischen Nase.

Eine zentrale Beobachtung war, dass Patienten mit Alpha-1-Antitrypsinmangel (n=8) bei
gleicher funktioneller Einschrankung sowohl eine langere Telomerenldnge als auch eine
geringere Altersdifferenz aufwiesen. Diese Patienten zeigten gleichzeitig in hoherem Malie
Zeichen eines Emphysems (6/7).

Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass die untersuchten Alterungsmarker
keine aquivalente Information tragen und zugleich von Komorbiditditen und anderen
Risikofaktoren beeinflusst sind. Das konsistenteste Bild ergab sich nicht fiir die molekularen
bzw. biochemischen Marker LL-37, AGE und T/S Ratio, sondern fir den
phdanomenologischen, leicht einzusetzenden Marker der Alterung der Gesichtshaut. Der
Befund einer relativ geringgradigeren Alterung bei Patienten mit Alpha-1-Antitrypsinmangel
war robust und legt nahe, dass die pathophysiologischen Prozesse bei diesen Patienten nicht
mit einer vorzeitigen Alterung verbunden sind. Die vorliegende Arbeit ist auch geeignet,

Anregungen fir Messungen in der COSYCONET-Gesamtkohorte zu geben.
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7 Anhang

7.1 Fragebogen

_ COPD REGISTER
Komputaaznals ANAMNESE

Patient: | | [ [ [ [ 11 patum: [ | [T [ ]
L1 | | I | R R e
Arzt: Unterschrift:

Alle Felder miszen awsgefliit werden. Verwenden Sie U flr Information nicht wverflgbar, N fir Information nicht zutreffend.

Anamnese

Anamnestische Daten

1. Seit wie vielen Jahren ist bei Ihnen eine chronisch-obstrukiive Lungenerkrankung (COPD)

bekannt? [Jahr{en])]
2. O2-Therapie in Ruhezustand?

1=.Ja

0 = Mein

2a. Wenn ja, wie viel Liter Sauerstofffluss? [L/min]

Wurde bei einem lhrer Elternteile eine COPD festgestellt?

3. Mutter COPD:

1=.da
0 = Mein

4. Vater COPD:

1=.da
0 = Main

Wurde bei einem lhrer Elternteile Lungenkrebs festgestellt?

5. Mutter Lungen-Th:

1=4da
0 = Mein

6. Vater Lungen-TM:

1=.da
0 = Mein

Nur Frauen:
7. Sind Sie zur Zeit schwanger?

1=4da
0 = MNein

Exazerbationen

8. Wie oft haben Sie in den letzten 12 * Monaten eine akute Verschlechterung Ihrer Lungenerkrankung
erfahren (starkere Atemnot, vermehrter oder eitriger Auswurf), d.h. wie oft gh g es Ihnen Ober
mehrere Tage deutlich schiechter als songt, 5o dass Sie b&sundere MaRnahmen ergreifen

musstentt? mal] [ | |

9. Wie oft mussten Sie deswegen die MNotaufnahme aufsuchen oder Ihren Arzt um einen Hausbesuch

bitten? [rnal]
10. Wie oft wurden Sie deswegen ins Krankenhaus aufgenommen? mal] [ | |
11. Wie oft wurden Sie deswegen mit Antibiotika behandelt? [mnal]
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Y COPD REGISTER
Komptinznats ANAMNESE

Patient: | | | [ [ [ 1 1 || paturn: [ | [ [ ]
| | | I | L I )
Arzt: Unterschrift:

Alle Felder missen ausgeflilt werden. Verwenden Sie U fir Information nicht verflglkar, M for Information nicht zutreffend.

12. Wie oft wurden Sie deswegen mit Kortison-Tabletten oder Kortison-Spritzen®
behandeltio? [mal]

13. Wie oft ging die Verschlechterung lhrer Lungenkrankheit nicht so weit, dass eine der unter Fra-
gen 9-12 genannten MaRnahmen notwendig wurden, Sie aber die Dosis lhrer Medikamente erhaht

haben? [mal] | |

Andere Lungenerkrankungen

Hat ein Arzt bei lhnen noch eine der folgenden Lungenerkrankungen diagnostiziert?

14. Bronchiektasen:
1=da
0 = Mein

15. Lungenfibrose:

1 =da
0 = Mein

16. Sarkoidose:

1=da
0 = Main

17. Bronchial-/Lungen-CA:
1 =da
0 = Main

18. Schlafapnoe:

19. Andere:

19a. Wenn ja, welche Lungenerkrankung:

Komorbiditaten

Hat =in Arzt jemals eine der folgenden Krankheiten oder Gesundheitsstdrungen bei lhnen festgestelit?

20. Bluthochdruck (Hypertonie):
1=da
0 = Mein

21. Durchblutungsstirungen am Herzen, Verengung der Herzkranzgefale, Angina Pectoris:
1=4da
0 = Main

22. Herzinfarki:
1=da
0 = Mein

22b. Herzrhytmusstdrungen:
1=da
0 = Mein

22c. Herzschwache:

1 =dJa
0 = Mein
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' COPD REGISTER
lunnlu:u:u“’:m ANAMN ESE

patient: [ [ [ I [ [ 1 [ ] paum: [ [ [T [ 1]
| | | I | AL
Arzt: Unterschrift:

Alle Felder miszen ausgeflit werden. Verwenden Sie U f0r Information nicht verflgbar, M #ir Information nicht zutreffend.

23. Schlaganfall:
1 =da
0 = Mein

24 Durchblutungsstdrungen des Gehims (nur wenn sie bei Ihnen mit LAhmungen oder
Sprachstérungen einhergingsn und nicht durch Migréne bedingt waren):

1=da

0 = Nein
25. Durchblutungsstdrungen an den Beinen, arterielle Verschlusskrankheit
(Schaufensterkrankheit):

26. Krampfadern {Varizen, mit oder chne "offen’ Beine, Ulcus cruris):
11_&; aEHI'I
27. Venenthrombose:
1=4da
0 = Nein
28. Asthma bronchiale (Bronchialasthma, Lungenasthma, allergisches Asthma):
6 = Nein
29. Chronische Bronchitis (d.h. Husten nachts ohne Erkaltung und mit morgendlichem Auswurt
an den meisten Tagen, mindestens 3 Monate im Jahr):
o 2 Nein
30. Magenschleimhautentzindung (Gasfritis):
5 Ziein
30b. Refluxerkrankung/Sodbrennen:
1=4a
0 = Nein
31. Magen- oder Zwalffingerdarmgeschwir, Ulkuskrankheit:
5 Zien
32. Gallenblasenentziindung oder Gallensteine:
0 Zien
33. Leberschrumpfung, Leberzirrhose:
1=da
0 = Nein
34. Leberentzindung, Hepatitis:
1=da
0 = Nein
35. Uberfunktion der Schilddriise oder MNebenschilddriise (z.B. Kropf):
0= Rein
36. Unterfunktion der Schilddriise:
1=z
0 = Nein
37, Zuckerkrankheit (Diabetes mellitus) mit Insulinbehandlung:

1=da
0 = Mein
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' COPD REGISTER
lhnﬂl--tl::‘l-u..’:m ANAMN ESE

Patient: | | [ [ [ [ I | patum: [ | | [ [ ]|
L ] I . e e
Arzt: Unterschrift:

Alle Felger milssen avsgeflilt werden. Verwendan Sie U fir Information nicht wverflgbar, M fOr Information nicht zutreffand.

38, Zuckerkrankheit (Dizbetes mellitus) ohne Insulinbehandlung:
1=.da
0 = Main
39. Erhdhte Blutfette, erhdhtes Cholesterin:
1=4da
0 = Meain
40. Gicht oder Harnsaureerhahung:
1=.da
0 = Main
41. Blutarmut, Eisenmangel:
1=4Ja
0 = Main
42 Mierenbeckenentziindung, Pyelonephritis:
1=.da
0 = Mein
43. Nierenkolik, Mierensteine:
1=4da
0 = Meain
44 Krebserkrankungen, bdsartiger Tumaor (einschlielich Elutkrebs):
1=.da
0 = Main
45. GelenkverschlgiB, Arthrose der HOft- oder Kniegelenke bzw. der Wirbelsaule:
1=4Ja
0 = Main
46. Entzindliche Gelenk- oder Wirbelsaulenerkrankungen (z.B. chronische Polyarthritis,
rheumatoide Arthritis, Morbus Bechterew):
1=4da
0 = Main
47. Osteoporose:
1=da
0 = Main
48. Migrine [d.h. anfallartige Kopfschmerzen, die wiederholt und meist halbseitig auftreten, in
den frihen Morgenstunden beginnen und Stunden bis Tage andauern kinnen):
1=4da
0 = Meain
49. Epilepsie (Krampfanfille, zerebrale Anfille):
1=.a
0 = Msin
50. Parkinson:
1=4Ja
0 = Main
51. Multiple Sklerose:
1=.da
0 = Main
52. HimhautentzOndung:
1=4da
0 = Meain
53. Psychische Erkrankungen (z.B. Angstzusté@nde, Depressionen, Psychose):

1=.a
0 = Mein
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' COPD REGISTER
lunuh::‘-_u“’:w ANAMN ESE

patient: | | [ [ [ [ I | paum: [ | | [ [
| ] I . S L e e
Arzt: Unterschrift:

Alle Felder miszen ausgeflilt werden, Verwendan Sie U fr Information nicht verflghar, N fiir Information nicht zutreffend.

54. Himleistungsstorungen (z.B. Gedachinisschwache, Unruhe, Orientierungslosighkeit,
Verwirrtheit):
1=da
0 = Main
55. periphere Polyneuropathie:
1=da
0 = Main
56. Essstdrungen (z.B. Bulimie, Anorexia nervosa):

1=4da
0 = Main

Abhangigkeits- bzw. Suchtkrankheiten

57. Alkohol:
1=4da
0 = Main
58. Drogen, Medikamente:
1=da
0 = Main
59. anders Formen der Sucht bzw. Abhangigkeit:

1=da
0 = Mein

589a. Wenn ja, welche andere Sucht:

60. Haben Sie Allergien?

1=da
0 = Nain

wenn ja, welche Allergie:

60a. Heuschnupfen:
1=4da
0 = Mein
&0b. Mahrungsmittelallergie:
1=4da
0 = Mein
G0c. Tierhaare:
1=.da
0 = Mein
60d. Metalle (Nickel, Chrom usw.):
1=4da
0 = Mein
G0e. Hausstaub:
1=4da
0 = Mein
E&0f. Andere:

1=.da
0 = Mein

Welche andere Allergie:
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‘ COPD REGISTER
T e s o0 AMAMNESE

patient: [ | ][ [ [ 1] ] oaum: [ 1. T LT ]
Arzt: | | Unterschrift: | |

Alle Felder missen avsgeflilt werden. Verwenden Sie U flr Information nicht verflgbar, M for Information nicht zutreffand.

61. Meurcdermitis (juckendes Ekzem bes. in den Ellenbeugen und Kniekehlen, endogenes |:
Ekzem, atopisches Ekzem):

1=da

0 = Meain

62. Haben Sie weitere Krankheiten, die hier nicht genannt wurden? |:

1=da
0 = Main

wenn ja, welche weiteren Krankheiten:

G2a. Erste weitere Krankheit: |

62b. Zweite weitere Krankheit: |

B2c. Dritte weitere Krankheit: |

62d. Vierte weitere Krankheit: |
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REGISTER

4 st MEDIKATION VISITE 1
Pauenl:| | | H ‘ | || | ‘ Erhel)ungsdatum:| ‘ H ‘ | | | ‘ ‘
T T MM JJJ J
Arzt: ‘ | Unterschrift: | |
Alle Felder miissen ausgefiillt werden. Verwenden Sie U fiir Informafion nicht verfiigbar, N fir Information nicht zutreffend.
Aktuelle Medikation
[ Einheit: [1=g [2=mg [3=g [4=ml [5=hub  [6=IE [ 7 =Tablette / Kapsel [ 8 = Tropfen |
[ Verabreichung: [1=po. [2=rectal [3=sc.  |4=im. |5=iv. | 6 =nasal | 7 = transdermal [ 8 = inhalativ \
i Nur bei L ) Dauer der Anwendung
Medikament PZN Dosis / Tag * Bedarf Einheit | Verabreichung
edarf (x) Jahre Monate | Tage
O
O
O
O
O
* Fiir Inhalativa Dosis/ Tag mn Hitben oder Inhalationskapseln angeben.
L. REGISTER
b MEDIKATION VISITE 1
Pauenl:| | | H | | || | | ‘ Erhel)ungsdalum:| ‘ || ‘ | | | ‘ |
T T M M B N |
Arzt: \ | Unterschrift: | ‘

Alle Felder miissen ausgeflllt werden. Verwenden Sie U fir Information nicht verfigbar, N fur Information nicht zutreflend.

Medikation in der Vergangenheit

Haben Sie jemals eine (andere) bronchiener~eiternde Therapie erhalten?

1=Ja 0= Nein

Wenn ja, fur wie lange?

Kortikosteroide und Herzmedikamente

Erhalten Sie zurzeit Kortikosteroide?
1=Ja 0= Nein
Wenn Nein:

Haben Sie jemals Kortikosteroide zur Therapie erhalten?

1=Ja 0 = Nein

Wenn ja, fur wie lange?

Erhalten Sie zurzeit Herzmedikamente?
1=Ja 0 = Nein
Wenn Nein:

Haben Sie jemals Herzmedikamente erhalten?

1=Ja 0= Nein

Wenn ja, fur wie lange?

Version 1.2 Stand 01.06.2011

[Monate] I:I:‘
[Wochen] I:I:‘

]
[ ]

[Monate] I:I:‘
[Wochen] I:I:‘

]
[ ]

[Monate] I:I:‘
[Wochen] I:I:‘

3r3
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10.

174

COPD-Assessment-Test (CAT)

Die nidchsten Fragen werden lhnen helfen, die Auswirkungen der COPD auf lhr
Wohlbefinden und lhr tégliches Leben festzustellen.
Ihre Antworten kénnen von lhnen und Threm Arzt dazu verwendet werden, die Behandlung
lhrer COPD zu verbessern, damit Sie bestmaglich davon profitieren.

Bitte kreuzen (x) Sie auf jeder Skala das auf Sie Zutreffende an.

Ich huste nie

Ich bin uberhaupt nicht
verschleimt

Ich spire keinerlei
Engegefuhl in der Brust

Wenn ich bergauf oder
eine Treppe hinaufgehe,
komme ich nicht aulier
Atem

[ch bin bel meinen
hauslichen Aktivitaten nicht
eingeschrankt

Ich habe keine Bedenken,
trotz meiner
Lungenkrankheit das Haus
Zu verlassen

Ich schilafe tief und fest

Ich bin voller Energie

©

@

@

®

@

®

lch huste standig

Ich bin vollig verschleimt

Ich spire ein sehr starkes
Engegefuhl in der Brust

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

Ich bin bei meinen
hauslichen Aktivitaten sehr
stark eingeschrankt

lch habe wegen meiner
Lungenkrankheit grofie
Bedenken, das Haus zu
verlassen

Wegen meiner
Lungenerkrankung schlafe
ich nicht tief und fest

lch habe Oberhaupt keine
Energie



modified Medical Research Council (mMRC)

Zunachst méchten wir etwas darlber erfahren, welche Beschwerden lhre Atmung |hnen bereitet
und wie sie sich auf Ihr Leben auswirken. Wir méchten dadurch herausfinden, was lhnen an lhrer
Erkrankung aus lhrer Sicht die meisten Probleme bereitet und nicht, was die Arzte und das
Pflegepersonal zu lhren Problemen meinen. Denken Sie nicht zu lange Gber Ihre Antworten nach.

Bitte kreuzen (x) Sie flr jede Frage nur eine Antwort an.

1.  Wie wirden Sie Ihre gegenwartige kdrperliche Verfassung beschreiben?

O sehrgut O gut O wenigergut O schlecht O weif nicht O Antwort
verweigert

2. Wie stark leiden Sie unter Atemnot (MRC-Skala)?
O Ich leide nie unter Atemnot, aufter bei starker Anstrengung

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

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

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

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

175



Raucheranamnese

Rauchen

Mun haben wir einige Fragen, die sich auf das Zigaretianrauchen baziahan.

&7. Haben Sie in den leizien vier Wochan Zigaration gerauchi? ]:|

1=da
0 = Kain

WEenn ja,

67 (ja_a). Wie alt waran Sie, als Sie mit dem Rauchen begonnen haban? [ahre] [ ]
67 (jab). Rauchen Sie regelmalig oder gelegenilich?

P .
2= ;'ﬁgemli:h {wochenilich weniger als 1 Zgaretie pra Tag)
67 (ja_c). Wie viela Zigaretian rauchen Sie durchschnittich pro Tag? [Figaratian] ]:|]:|]:|

67 (ja_d). Wann haban Sie lhre latzta Zigarafte ger-

aucht? LT_uLHJ_HJ | _ | | _ I‘n"‘n‘”‘u'lvl

Warsion 1.1 Ssand 19.0U.2011

COPD REGISTER

g . ANAMNESE
Paient | [ T T T ILTT] D*‘-““'“IIIIIII
Arzt: | | Untarschrift:

Alle Felder missen ausgefdllt werden. Yerwanden Sie U for Information nicht werfGgbar, N fdr Information nicht zutrefiend.

wenn nein,

67 (nain). Haben Sie jpmals Zigaratian gerauchi? []
-la

= Main
wenn ja,

&7 (mein_a). Wie alt waran Sie, als Sie mit dom Rauchen begonnan haben? [Jahra] T ]
&7 inﬂinJ}] Haben Sie regelmalig odar galegantlich garaucht? ]:|]:|

re%Irnath
F.IB: - gelegentlich (wachantich weniger als 1 Zigarete pro Tag)
wail]

67 (mein_ch. In welchem Jahr haben Sie mit dem Rawchen aufigahort? Liiil |:|]:|]:|]:|

67 (mein_d). Was war die grifie Anzahl an Zigaretien, die Sie taglich 0ber ein Jahr geraucht

haban? Zigaratien] [ T T ]
68. Haben Sie jemals Zigarren, Zigarillos oder Pigifen gerauchi? ]:|

1=da
0 = Kain

&9. Raucht pmand in Ihram Haushalt Sie salbst nicht eingaschilossan? ]:|

1=a
= Main

WEenn ja,

B0a. Wia viela Figaratian wardan durchschnittlich pro Tag in threm Haushalt garaucht? ]:|]:|]:|

70. Hat frohar jemand an threm Arbaitsplatz im lhrar unmitielbaran Umgabun raucht, Sia

solbst nicht BIHJQB&mIDSS-Bn t=p ? 488 ]:l
1=a
0 = Main

71. Haban Ihre Eltarn in Ihrer Kindhait garaucht? ]:|

2 = Ja, beide
EI- J‘J;em Eltarnizd

176



DemTect

Test

1. Wortliste

DemTect-Test und Umrechnungstabelle fiir Auswertung

DemTect

ich werde lhnen jefzt langsam eine Liste mit Worten voriesen. Danach wiederholen Sie hitte
midglichst viele dieser Worfe. Auf die Reihenfolge kommit es nicht an.

1. Durchlauf
Teller | Hund | Lampe | Brief | Apfel | Hose | Tisch | Wiese | Glas = Baum
O O O O O O O O O O

Vielen Dank. Mun nenne ich Ihnen die gleichen 10 Worte ein zweites Mal. Auch danach sollen Sie
wieder maglichst viele Worte wiederholen.

2. Durchlauf
Teller | Hund | Lampe | Brief | Apfel | Hose | Tisch | Wiese | Glas = Baum
O O O O O O O O O O

2. £ahlen umwandeln

Diese Aufgabe finden Sie auf einer Extraseite im Anschluss an die Fragen.

3. Supermarktaufgabe

Nennen Sie mir bitie so viele Dinge wie moglich, die man im Supermarkt kaufen kann. Sie haben

dafir eine Minute Zeit.

o o o o O

o o o o O

o o o o o

o o o o o

o O o o O

o O o o O
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DemTect

4. Zahlenfolge riickwarts

Ich werde |hnen jetzt eine Zahlenreine nennen, die Sie mir dann bitte in umgekehrter Reihenfalge
wiederholen sollen. Wenn ich beispielsweise vier-flinf* sage, dann sagen Sie bitte finf-vier”.

DemTect

1. Versuch 2. %ersuch Ergebnis
7-2 86 O
4-7-0 3-1-5 O
5-4-08 1-9-7-4 O
2-7-5-36 1-3-5-4-3 O
8-1-3-5-4-2 4-1-2-7-95 O

5. Emeutes Abfragend der Wortliste
Ganz am Anfang des Tests habe ich Ihnen 10 Worte genannt. Kénnen Sie sich noch an diese

Worte erinnem?

Teller

Hund

Lampe | Brief

Hose

Tisch

Wiese

Glas | Baum

O a
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Umrechnungstabellen

Umrechnung der Einzelergebnisse in Punkte

Wortliste
Anzahl genannter Begnffe | Punkte
< B0 Jahre = 60 Jahre
=7 =8 0
8-10 7-8 1
11-12 9-10 2
=13 =11 3

Zahlen- Umwandeln

Anzahl richtiger Umwandlungen Punkte
< B0 Jahre = bl Jahre
0 0 0
1-2 1-2 1
3 3 2
4 4 3
Supermarkt-Aufgabe
Anzahl genannter Beariffe Punkte
< B0 Jahre = 60 Jahre
0-12 0-5 0
13-15 6-9 1
16-19 10-15 2
=20 =16 4
Zahlenfolge riickwarts
Lange der Zahlenfolge | Punkie
<60 Jahre | =60 Jahre
0 0 0
2-3 2 1
4 3 2
=5 >4 3
verzogerter Abruf
Anzahl genannter Begnffe Punkte
= 60 Jahre =60 Jahre
0 0 0
1-3 1-2 1
4-5 3-4 2
> G =5 5
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Neuropathie-Symptom-Score

Ja MNein Punkte

Symptomatik FuR/Unterschenkel *
Brennen

Taubheitsgefihl

Parasthesien

Schwachegefihl (Ermiidung, Erschdpfung)
Krampfe

Schmerzen

k| k| b | 3 RO
oOoolo oo

Lokalisation
Fulte
Unterschenkel
woanders

N

=

Exazerbation

MNachts vorhanden

Tagsiber und nachts vorhanden

Nur tagsuber vorhanden

Durch Symptome aus dem Schlaf geweckt

+ O = M

Besserung der Symptome beim
Gehen

Stehen

Sitzen oder Hinlegen

O = kD

Gesamtscore NSS -

Gesamtscore NS5

3-4: leichte Symptome
5-6: makige Symptome
7-10: schwere Symptome

*in jeder Punktespalte kann die maximale Punktzahl
nur einmal vergeben werden

B AZO, BAK, KBV und AWNMF 2013 (Quelle: Bundedrrtekammer (BAK), Kassenarztliche Versinigung (KBY), Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftli
Medizinischen Fachangestellten [AWMPF). Nationzle VersorgungsLeitlinie Neuropathie bei Diabetes im Erwachsenenalter — Kurzfassung. Version 1
2012 [Datum: 01.0%.2013])

Awailable from: http:/fweew.disbetes. versorgsleitlinie.de/dm2_neuro.

Internet: http:/'weww versorgunsleitline.de, http://www.awmf-leitlinien. de

Geschaftsstelle Kompetenznetz Asthma/COPD - Philipps Universitat Marburg
Baldinger Str_; 35043 Marburg; Tel. (06421)-586 4536, sandra.soehler@staff uni-marburg.de
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7.2 Funktionelle Messungen (nicht relevant fiir das Verfassen der

Dissertation)

Oberschenkelumfang

Zur Ermittlung der Oberschenkelumfange wurde das MaBband horizontal an der dicksten
Stelle des Oberschenkels, direkt unterhalb der Gluteafalte angelegt. Der Patient stand

aufrecht mit unbekleideten Beinen vor dem Untersucher.
EKG

Das EKG konnte Hinweise liefern, ob der Herzmuskel funktionstiichtig war oder
moglicherweise eine Verdickung der Herzwand aufwies, ob Entziindungen des Herzmuskels
oder Herzbeutels die Erregungsleitung storten, ob die Frequenz der Herzschlage regelmalig
war und ob eine abnorme Belastung des rechten oder linken Herzens vorlag. Mit dem
Elektrokardiograph ELI 10 war die Aufnahme eines diagnostischen 12-Kanal-EKGs maoglich.
Das Gerat verfligte (iber den VERITAS™-Interpretationsalgorithmus von Mortara Instrument
wodurch eine automatische Vorauswertung gewahrleistet wurde. Weitere Auswertungen
werden von zentraler Stelle vorgenommen. Die Messung erfolgte im Liegen, der Oberkorper
musste dafir frei sein und vor dem Aufbringen der Elektroden mit einem Alkoholpad
gereinigt werden. Die 6 Brustwandelektroden wurden an den routinemafRigen Stellen

angebracht.

Herzultraschall

Die transthorakale Herzultraschall-Untersuchung sollte der weiteren Beurteilung der
kardiovaskuldren Situation der Studienpopulation dienen. Die Untersuchung wurde von

routinierten Arzten der kardiologischen Abteilungen der Kliniken durchgefiihrt.

Bioelektrische Impedanzanalyse (BIA)

Die Bioelektrische Impedanzanalyse (Bioimpedanz, BIA) diente der Bestimmung der
Korperzusammensetzung. Unser Korper besteht im Wesentlichen aus Wasser, Muskel- und
Fettmasse. Die Analyse ermoglicht eine genauere Differenzierung jener Parameter zu
ermitteln. Verwendet wurde hierfiir die Nutribox der Firma Data Input. Die Software, sowie
Elektroden waren ebenfalls vom selben Hersteller. Der Patient wurde vor der Messung
aufgefordert die FiiRe zu entkleiden und anschlieBend auf die Liege gebeten. Die rechte

Hand und der rechte FuR wurden mit einem Alkoholpad abgerieben. AnschlieRend klebte
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man je zwei Elektroden auf die Hand und den Full und zwar wie in der Herstelleranweisung
empfohlen. Nach 10-mindtiger ruhiger, horizontaler Lage konnte mit der Messung begonnen

werden. Resistance (R), Reactance (Xc) und der Phasenwinkel wurden bei 50 kHz ermittelt.

Blutgase

Mittels Blutgasanalyse (BGA) wurde die Bestimmung der Gasverteilung (Partialdruck) von O,
(Sauerstoff), CO, (Kohlendioxid) sowie des pH-Wertes und des Saure-Basen-Haushaltes
(Baseniberschuss, BE) im Blut vorgenommen. Anwendung fand der Analysator ABL800 Basic
der Firma Radiometer. Das Ohrlappchen des Patienten wurde mittels Finalgon® Salbe in den
hyperamisierten Zustand gebracht. AnschlieRend wurde Blut in eine mit Antikoagulanz
beschichtete Kapillare gezogen und sodann in den Analysator eingebracht. Waren Patienten
sauerstoffpflichtig, konnten sie entscheiden, den Sauerstoff mindestens 15 Minuten vor der
Messung abzulegen, oder ihn auch wahrend der BGA weiter zu tragen. In diesem Fall musste
diese Tatsache sowie die Flussrate des Gerates notiert werden. Wichtige Messparameter
waren der Sauerstoffpartialdruck pO, [mmHg], Kohlenstoffpartialdruck pCO, [mmHg], der

pH-Wert des Blutes und der Baseniberschuss [mmol/I].

Polyneuropathie: Messung des Temperaturempfindens

Flr die Reizunterscheidung zwischen warm und kalt wurden 2 Twin-Tip®- Instrumente (Tip-
Therm) verwendet. Die metallische Kappe des einen wurde auf einem Temperaturpad auf
ca. 15°C gekihlt, die des anderen auf einem circa 40°C warmen Pad gewarmt. Die Reize
wurden vor der Untersuchung am Handriicken demonstriert. Dem Patienten wurde erklart,
dass er seine Empfindung mit entweder "Warm", "Kalt" oder "Weil} nicht" angeben sollte,
die Option "Weils nicht" war dabei ausdriicklich als dritte Antwortmaglichkeit anzubieten.
Auf beide Messstellen beider FiiBRe wurde in zufalliger Reihenfolge jeweils warm oder kalt
aufgesetzt, wobei jede Stelle insgesamt fiinfmal in zufdlliger Reihenfolge durch die
Metallenden beriihrt wurde. Die Anzahl der korrekt genannten Temperaturwahrnehmungen

wurde fir die einzelnen Untersuchungsstellen wahrend der Untersuchung notiert.
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Abb. Al: Messpunkte am FuB zur Ermittlung des Temperaturempfindens mittels Twin-Tip® (Tip-Therm)

Sionex lonenmobilitdts-Spektrometer:

Das Sionex microAnalyzer-Gerat (Sionex Corporation, 8-A Preston Court, Bedford, MA 01730
USA) hat zwei wesentliche Bestandteile, welche eine Auftrennung und Darstellung

verschiedener Substanzen erméglicht.

Die lonen-Mobilitdts-Spektroskopie (microDMx) ermoglicht die Detektion sehr kleiner
Mengen (ppb/ppt) und macht sich die Weg-und Geschwindigkeitsabhangigkeit der Teilchen
aufgrund deren Ladung, lonengréBe und —form sowie der Starke des Driftgasstroms, zu
Nutze. Die Analyten werden gasformig in den Analysator eingebracht. Es erfolgt eine
Vortrennung (iber eine GC-Einheit. Die einzelnen Bestandteile werde ionisiert und gelangen
im Anschluss daran in ein elektrisches Gleichstrom-Kompensationsfeld Uber das ein
hochfrequent oszillierendes, asymmetrisches elektrisches Feld gelegt wird. Diese
Versuchsanordnung ermoglicht durch entsprechende Adaption der Einstellungen eine
weitere, verfeinerte Auftrennung der Probe. Am Elektrometer erzeugen die auftreffenden
lonen ein elektrisches Signal, das die eigentliche Messgrofle darstellt. Die
Teilcheneigenschaften bedingen unterschiedliche Retentionszeiten und es ergibt sich in
Kombination mit der Kompensationsspannung und der gemessenen Signalintensitat am

Elektrometer ein dreidimensionales lonenmobilitatsspektrum.
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lonisations-
Quelle

BN
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Elektrische Felder

—————

L
—_— e

Einstellbarer lonen-Filter

Abb. A2: Schematischer Aufbau eines IMS [101]

Set-up Panel der Messung

Elektrometer
(-lonen)

[ ]
y

Elektrometer
(+lonen)

Es wird derselbe Aufbau genutzt, wie bereits fir die Cyranose® 320 beschrieben wurde. Die

Probe wird ebenfalls ,online” direkt aus dem Atemstrom der Patienten gezogen. Der Patient

atmete in Ruhe 11 Minuten in ein Plexiglasrohr, wobei eine Naseklemme aufgesetzt war. Die

ersten finf Minuten der Messung dienten als Spilvorgang, erst im Anschluss wurde Probe

Uber einen Schlauch in das Gerat eingezogen. Die Probenahmedauer betrug sechs Minuten.

Ein bereits validiertes Programm wurde fir die Analyse verwendet. Vor oder direkt im

Anschluss an jede Messung wurde eine Raumluftsmessung durchgefihrt, um einen Vergleich

der gemessenen Substanzen eines Probanden und mogliche in der Raumluft enthaltene

Stoffe voneinander abgrenzen zu kénnen.
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7.3 Standardkurven/Schmelzprofile der Telomerenldngenbestimmung

Cawthon 2009/Tackney 2014

Solis BioDyne - 5x HOT FIREPol® EvaGreen® HRM Mix (no ROX)
19.08.2014 COSYCONET Proben Platte 1

Step 7, Telo Messung

Standard Curve

Amplification
T

RFU (1043}

04 06 08 10 12 14 16 18
Log Starting Quantity
O Standard
] 5 10 15 20 25 30 3¢ Unknown
Cycles —— EYBR  E=00,6% RZ=0997 Slope=-3 860 w-irt=22,571
Step 9, Albumin Messung
Amplification Standard Curve
o00
G000
000
= 4000
&
3000
2000
1000
o] ] Log Starting Quantity
T t t t t | O standard
0 5 10 15 20 25 30 % Unknaun
Cycles —— EYBR  E=09,0% R'Z=0994 Slope=-3 347 y-int=32,552

Schmelzanalyse

RFU (1043}

Melt Peak

2 1.

[~
=]
!

wn
!

_d(RFUY/AT
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=00

Temperature, Celsius

Temperature, Celsius

Abb. A3: Platte 1 der Messungen der Telomerenlange im Rahmen der Studie
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Cawthon 2009/Tackney 2014

Solis BioDyne - 5x HOT FIREPol® EvaGreen® HRM Mix (no ROX)
02.09.2014 COSYCONET Proben Platte 2

Step 7, Telo Messung

Amplification

Standard Curve

RFU (10°3)

Log Starting Guantity

O Standard
¢ Unknown
— SYBR

E= 88.8% R"2=0,997 Slope=-3 633 v-int=22 587

Step 9, Albumin Mesung

Amplification Standard Curve
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Abb. A4: Platte 2 der Messungen der Telomerenldnge im Rahmen der Studie
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Cawthon 2009/Tackney 2014

Solis BioDyne - 5x HOT FIREPol® EvaGreen® HRM Mix (no ROX)
04.09.2014 COSYCONET Proben Platte 3

Step 7, Telo Messung

Amplification

Standard Curve

20 .
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Abb. A5: Platte 3 der Messungen der Telomerenldnge im Rahmen der Studie

187




Cawthon 2
Solis BioD

10.09.2014

Step 7, Te

009/Tackney 2014

yne - 5x HOT FIREPol® EvaGreen® HRM Mix (no ROX)
COSYCONET Proben Platte 4
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Abb. A6: Platte 4 der Messungen der Telomerenlange im Rahmen der Studie
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Cawthon

2009/Tackney 2014

Solis BioDyne - 5x HOT FIREPol® EvaGreen® HRM Mix (no ROX)

12.09.2014

COSYCONET Proben Platte 5

Step 7, Telo Messung

Amplification

Standard Curve

RFU (1043}

1.2
Log Starting Quantity
) Standard
> Unknown
—— SYBR  E=00,1% R"2=0997 Slope=-3 5625 y-int=22 522

Step 9, Albumin Messung

Amplification Standard Curve
Fooo oo P ' .......... AV AU U P PP B
BOOD - o
BO00 F- o e
- 4000 F- o
&
3000 e
2000 F -
t
000 - 08 10 12 14 16 18 20
ot Log Starting Quantity
i i i O Standard
0 5 10 15 > Unknown
Cycles — SYBR E=08,2% RZ=0906 Slope=-3,350 v-int=32 427
Schmelzanalyse
Melt Curve Melt Peak

20

RFU (10°3}
-

o
!

Temperature, Celsius

2500

2000

1500

-d(RFUYT

1000

500

70 75 S0 g3
Temperature, Celsius

Abb. A7: Platte 5 der Messungen der Telomerenlange im Rahmen der Studie
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Cawthon 2009/Tackney 2014

Solis BioDyne - 5x HOT FIREPol® EvaGreen® HRM Mix (no ROX)
23.09.2014 COSYCONET Proben Platte 6
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Abb. A8: Platte 6 der Messungen der Telomerenldange im Rahmen der Studie
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