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1 Einleitung

1.1 COPD

Die chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist eine verbreitete Erkrankung
der Atemwege und Lunge, die mit erheblichen extrapulmonalen Komorbiditaten
einhergehen kann, welche zur Schwere der Erkrankung und Prognose beitragen.
Pulmonal kommt es vor allem zu einer nicht vollstandig reversiblen Einschrankung
des Atemstroms, haufig mit progredientem Verlauf. Diese Limitation wird mit einer
Entziindungsreaktion der Lunge auf schadigende Partikel und Gase (vor allem
Zigarettenrauch) in Verbindung gebracht, die mit einer obstruktiven Bronchiolitis der
kleinen Atemwege und einer Zerstérung des Parenchyms (Emphysem) einhergeht
[Rabe et al., 2007]. Die COPD ist gemalR einer Vielzahl von Studien die vierthaufigste
Todesursache [Lopez et al., 2006], und es wurde prognostiziert, dass sie im Jahr
2020 sogar auf Platz 3 vorriicken wird [Vestbo et al., 2013]. Des Weiteren zahlt die
COPD laut der Global Burden of Disease-Studie auch zu den fuhrenden Ursachen
von DALYs (disability-adjusted life years), welche neben den verlorenen
Lebensjahren auch jene mit Behinderung und Alter bertcksichtigen, also einer
Beeintrachtigung im Alltagsleben [Murray & Lopez, 1997].

Die Hauptsymptome der Erkrankung umfassen eine chronische und progressive
Dyspnoe, die Produktion von Sputum, Husten und eine Einschrankung des Atem-
stroms durch Obstruktion [Rabe et al., 2007]. Letztere kann mittels Spirometrie
gemessen und u.a. durch die Bestimmung des Tiffeneau-Index, d.h. des Quotienten
aus FEV: (Einsekundenkapazitat) und FVC (forcierte Vitalkapazitat), objektiviert
werden sowie durch den Wert von FEV; in Prozent vom Soll-Wert, mittels dessen der
Schweregrad der Erkrankung bestimmt wird [Vestbo et al., 2013]. Somit stellt die
Spirometrie das nach wie vor wichtigste und am weitesten verfigbare funktionelle
Diagnosemittel dar. Gemall GOLD (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Disease [www.goldcopd.com, 2019]) sollte ein post-bronchodilatatorischer Quotient
FEV1/FVC kleiner 0,7 vorliegen und als Diagnosekriterium dienen [Rabe et al., 2007],

doch gibt es auch weitere Definitionen [z.B. Criée et al., 2015].

Fur die Einteilung in Schweregrade (GOLD-Grade 1-4; [www.goldcopd.com, 2019])
wird Ublicherweise die Spirometrie mit der Bestimmung der Einsekundenkapazitat



FEV1 herangezogen. Bei Patienten im GOLD-Stadium 1, d.h. mit einer leichtgradigen
Auspragung der COPD, betragt die forcierte Einsekundenkapazitat FEV; Gber 80%
des Sollwertes. Im Stadium 2, einem moderaten Krankheitsstadium, liegt der Wert
von FEV; im Bereich von 50% - 80% des Sollwertes. Im schweren Stadium 3 ist
FEV, auf Werte zwischen 30% - 50% des Sollwertes reduziert. Alle Patienten mit
Werten unter 30% des Sollwertes werden dem sehr schweren Stadium 4 zugezéahlt
[Rabe et al., 2007].

In einer zweiten Klassifikation [Vogelmeier et al., 2017] werden die Symptome und
die Haufigkeit und Schwere der Exazerbationen, d.h. akuter Verschlechterungen der
Erkrankung, bericksichtigt. Dies dient vor allem der Risikoeinschatzung fur kunftige
Exazerbationen. Auf Basis der Symptome und des Exazerbationsrisikos kénnen die
Patienten entsprechend in die vier GOLD-Gruppen A, B, C und D eingeteilt werden
[Vogelmeier et al., 2017], die auch fir die Zuordnung der empfohlenen Therapie von
Bedeutung sind. Die Einteilung der Symptome, die bei der Klassifikation in GOLD-
Gruppen verwendet wird, beruht auf dem CAT-Score (COPD Assessment Test) oder

dem mMRC (modified Medical Research Council).

Exazerbationen
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Abb. 1.1: Schweregradeinteilung der COPD in die ABCD-Klassifikation modifiziert nach der
Darstellung der Atemwegsliga (https://www.atemwegsliga.de/copd.html). CAT bedeutet den
numerischen Wert des CAT-Scores
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1.2 COPD und Komorbiditaten

In einer Vielzahl von Studien wurde gezeigt, dass die COPD ein komplexes
Krankheitsbild darstellt, das mehr beinhaltet als eine Obstruktion der Atemwege und
eine Lungeniberbldhung [Barnes & Celli, 2009]. So ergaben die Analysen einer
amerikanischen Studie, dass die Haufigkeiten von Komorbiditaten sehr hoch waren
und bei Uber 30% der Patienten mit COPD zumindest eine Klinisch relevante Begleit-
erkrankung auftrat. Bei knapp 40% der Patienten konnten sogar zwei oder mehr

Begleiterkrankungen festgestellt werden [Schneider et al., 2009].

Die Begleiterkrankungen von Patienten mit COPD weisen eine grof3e Bandbreite auf
und reichen von respiratorischen und kardiovaskularen Uber metabolische bis zu
mentalen Erkrankungen [Hillas et al., 2015]. Diese Vielfalt fihrt zu erheblicher
Inhomogenitat innerhalb der COPD-Patienten, wie viele Studien belegen [Agusti et
al., 2010]. Die Heterogenitat der Komorbiditaten ist mitverantwortlich fur die unter-
schiedlichen klinischen Verlaufe von Patienten mit COPD trotz vergleichbarer
Atemwegsobstruktion. Dies legt die Uberlegung nahe, dass man Subgruppen von
Patienten, die &hnliche klinisch relevante Charakteristika teilen, verschiedenen

Phanotypen zuordnen kann [Burgel et al., 2014].

Ferner konnte gezeigt werden, dass Komorbiditditen die gesundheitsbezogene
Lebensqualitat der Patienten deutlich reduzieren [Huber et al., 2015], die Morbiditat
erhbhen und zu vermehrten Krankenhausaufenthalten, hoherer Mortalitdt und
hoheren Ausgaben im Gesundheitssystem fihren [Barnes & Celli. 2009].
Komorbiditaten stellen somit eine relevante Gesundheitsdeterminante dar. Das
gleichzeitige Auftreten COPD-assoziierter Krankheiten und altersassoziierter
Beeintrachtigungen stellt fir die Phanotypisierung eine besondere Herausforderung
dar [Vetrano et al., 2016], da die COPD vermehrt im héheren Lebensalter auftritt.

Neben gemeinsamen genetischen Risikofaktoren ist ein moglicher Ansatz, das
gemeinsame Auftreten von Komorbiditaten zu erklaren, die Gemeinsamkeit von
Risikofaktoren. Der bedeutendste extrinsische Risikofaktor ist das Rauchen, welches
u.a. Verdnderungen der Zellen und Strukturen von Organen fordert, die jenen
biologischer Alterung &hneln. Typische Manifestationen sind eine Hautalterung, die
vor allem im Gesicht auffallen kann, sowie kardiovaskulare und zerebrovaskulare

Erkrankungen, deren Haufigkeit zugleich mit dem Alter zunimmt [Karrasch et al.,



2008]. Diese beiden Entitaten sind an der erhohten Morbiditdt und Mortalitat von
Patienten mit COPD im Vergleich zu Patienten ohne COPD beteiligt. Als Folge
sterben mehr COPD-Patienten an kardiovaskularen Ursachen als an respiratorischen
Komplikationen [McAllister et al., 2007].

Einen Mediator fur verschiedene COPD-assoziierte Erkrankungen stellt mdglicher-
weise eine systemische Inflammation dar, die bei Atherosklerose, Kachexie, Anorexie
und Osteoporose nachgewiesen wurde [Gan et al., 2004]. Eine derartige
systemische Entzindungsreaktion wird sowohl fir die Initierung als auch die
Verschlechterung von Komorbiditdten wie ischamischen Herzerkrankungen,
normozytarer Anamie, Lungentumoren, Depression und Diabetes verantwortlich
gemacht [Barnes & Celli, 2009]. Es ist jedoch nicht abschliel3end geklart, ob es sich
dabei eher um einen kausalen Faktor oder einen bloRen Marker des Geschehens
handelt. Unabh&ngig davon legen die genannten Zusammenhange nahe, dass es
sinnvoll ist, molekulare und biochemische Marker der Alterung und Entziindung im
Blut zu untersuchen und auf ihren Zusammenhang mit phanomenologischen und

funktionellen Charakteristika sowohl der Alterung als auch der COPD zu prufen.

Im Hinblick auf sowohl die Gesamtmortalitat als auch speziell die kardiale Mortalitat
bei Rauchern und ehemaligen Rauchern stellt bereits die Lungenfunktion allein einen
unabhangigen Pradiktor dar [Stavem et al., 2005]. Einzelne Untersuchungen fanden,
dass hinsichtlich der Mortalitat die Lungenfunktion etablierten Risikofaktoren fur
kardiovaskulare Erkrankungen wie BMI, Serum-Cholesterin oder Blutdruck tberlegen
war [Karrasch et al., 2008]. Zugleich sind diese Risikofaktoren wesentlich an der
Entstehung eines metabolischen Syndroms beteiligt, das nicht selten zusammen mit
einer COPD auftritt [Stavem et al., 2005; Watz et al., 2009]. Vermutlich ermdglicht die
Lungenfunktion vor allem die Beurteilung von strukturellen Prozessen, die mit einer
biologischen Alterung der Lunge sowie des Gesamtorganismus einhergehen.
Gleichwohl spiegelt beispielsweise FEV; auch hinsichtlich der Lunge nur einen
Aspekt der biologischen Alterung wider, da fur andere Funktionsparameter das
Ergebnis anders ausfallen kann [Karrasch et al., 2018].



1.3 Alterung, Alterungsmarker, Hautalterung

1.3.1 Alterung

genomische
Instabilitat
(&
Stammzell- A Telomeren-
veranderungen veranderungen

= i tischi
zellulare Alterung i \Zp,?:::rf:g:n

mitochondriale : m 5 Verlust der
Dysfunktionen Proteostase
dysregulierte
Nahrstoff-Sensorik

Abb. 1.2: Kennzeichen der Alterung. Die Abbildung illustriert verschiedene Mechanismen, welche den
Alterungsprozess beeinflussen: zellulare Alterung, Stammzellverénderungen, Veranderungen der
interzellularen Kommunikation, genomische Instabilitéat, Telomerenveranderungen, epigenetische
Veranderungen, Verlust der Proteostase, dysregulierte Nahrstoff-Sensorik und mitochondriale
Dysfunktionen; modifiziert nach Lopez-Otin et al., 2013

Alterung bzw. Altern ist ein Prozess, bei dem die physiologische Integritat eines
Organismus mehr und mehr verloren geht, bis er Gber gesteigerte Vulnerabilitat zum
Tod fuhrt. In den letzten Jahren erfuhr die entsprechende Forschung grofRen
Aufschwung vor allem durch die Entdeckung, dass es sich bei der Alterung teils um
einen kontrollierten Prozess handelt, der durch genetische Signalwege und
biochemische Prozesse beschrieben werden kann, die im Laufe der Evolution tber
die Folge der Organismen weitgehend genetisch konserviert wurden [Lopez-Otin et
al., 2013]. Die biologische Alterung umfasst eine Vielzahl von zellularen, molekularen
und strukturellen Veranderungen. Vor allem kann sie auch vorzeitig, unabhangig vom
chronologischen Alter, auftreten bzw. angestof3en werden; diesen Vorgang nennt
man “induzierte Alterung” [Karrasch et al., 2008]. Die vorliegende Arbeit geht davon
aus, dass eine vorzeitige Alterung fur die COPD relevant ist. Im Folgenden werden
einige der alterungsassoziierten Prozesse ndher umrissen, hierbei wird auf jene
Signalwege nadher eingegangen, welche Gene bzw. Mechanismen betreffen, die in

dieser Arbeit untersucht wurden.

10



Genomische Instabilitat

Ein gemeinsamer Nenner der Alterung ist die Akkumulation genetischer Schéden
wahrend des Lebens. Die Integritat und Stabilitat der DNA wird kontinuierlich sowohl
exogen durch physikalische, chemische und biologische Agenzien als auch endogen
durch Fehler der DNA-Replikation, spontane hydrolytische Reaktionen und reaktive
Sauerstoffspezies gefahrdet. Aus diesem Grund haben die Organismen ein
komplexes System von Reparaturmechanismen entwickelt [Lopez-Otin et al., 2013].
Deren herausragende Bedeutung zeigt etwa das Werner-Syndrom, bei dem ein
Defekt in diesen Schutzmechanismen zu einer vorzeitigen Alterung fuhrt [Sommers
et al., 2019]. Das Werner-Protein spielt eine bedeutende Rolle beim Replikativen
Stress und tragt zur Wiederherstellung von blockierten Replikationsgabeln bei, wobei
die genauen Mechanismen noch nicht vollstandig bekannt sind. Man weil3, dass das
Protein Einfluss auf den Replikations-Kontrollpunkt hat, der fur die Integritdt und die
Wiederherstellung der Replikationsgabel sorgt und von Kinasen wie ATM reguliert
wird. Es konnte gezeigte werden, dass letzteres die Funktion von WRN in
bestimmten Schritten des Arrests der Replikationsgabel moduliert [Picchieri et al,
2011]. Einen weiteren Schutzmechanismus v.a. gegen oxidativen Stress stellt die
Katalase dar, kodiert durch das CAT-Gen, die als antioxidatives Enzym durch
chemische Reaktionen Wasserstoffperoxide unschadlich machen kann [Nandi et al.,
2019]. Ahnliches gilt furr die Superoxid-Dismutase 2, welche toxische Peroxide u.a. in
Wasserstoffperoxid umwandelt und somit die Zelle vor geféhrlicheren Sauerstoff-
Radikalen schitzt [Rassow et al., 2012]. An dieser Stelle ist auch das Heterodimer
Ku70/80 zu nennen, welches in der Reparatur von homologen Doppelstrangbriichen
eine bedeutende Rolle spielt und somit fur die Integritit des Genoms
mitverantwortlich ist [Fell & Schild-Poulter, 2012]. Alle diese Mechanismen spielen
folglich eine wichtige Rolle bei Alterungsprozessen und wurden deshalb in der

vorliegenden Arbeit untersucht.

Auch andere Schaden im Zellkern wie Aneuploidien und Variationen der Anzahl der
Kopien wurden im Zusammenhang mit einer Alterung beobachtet. Die Instabilitat des
Genoms kann auch die DNA der Mitochondrien betreffen. So konnten Mutationen
und Deletionen in der mtDNA, die sich mit der Zeit ansammeln, mit vorzeitiger
Alterung und einer Verringerung der Lebensspanne in Verbindung gebracht werden

[Huang & Manton, 2004]. Mitochondrien sind auch insoweit beteiligt, als ihr
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Funktionsverlust zu einer Produktion von Sauerstoffradikalen fuhrt, was wiederum
Protein-, RNA- und DNA-Schaden nach sich zieht [Karrasch et al., 2008]. Ferner
konnte gezeigt werden, dass Schaden in der Kernlamina zu einer Instabilitdt des
Genoms fuhren  kénnen. Besondere Bedeutung kommen hier den
Hauptbestandteilen der Kernlamina, den Laminen, zu, die fur die Stabilitdt und somit
den Schutz der Erbinformation hauptverantwortlich sind [Lopez-Otin et al., 2013].
Ferner regulieren Lamine verschiedene Prozesse im Nukleus wie den
Proteintransport, die Genexpression, die DNA-Replikation und die DNA-Reparatur
[Burke & Stewart, 2013]. So koénnen Verdnderungen dieser multifunktionellen
Strukturproteine oder Schéden Einfluss auf Zellproliferation, Differenzierung,
Apoptose und Alterung haben [Dechat et al., 2010]. Die Regulation dieser
Zellkernaktivitaten lauft Gber Interaktionen zwischen den Laminen sowie
Kernhllproteinen, Transkriptionsfaktoren und Chromatin. Insgesamt ist etwa 40%
des menschlichen Genoms in Lamin-assoziierten Domé&nen organisiert [Bickmore &
van Steensel, 2013]. Aul3erdem konnte eine Studie ein Zusammenspiel zwischen
Zelllamina und Reparaturmechanismen gegen oxidativen Stress aufzeigen, die bei
der Entstehung von Tumoren und Alterungsprozessen eine Rolle spielen [Maynard et
al., 2019]. Auch die Erschopfung des Stammzellpotentials sowie der Verlust der
Proteostase und der Telomeren spielen beim Alterungsprozess eine Rolle [Lopez-
Otin et al., 2013]. Letztere gehdren zu den schwer zu replizierenden Teilen der
Chromosomen, die das Fortschreiten der Replikationsgabel behindern und somit
unter Stress zu Instabilititt der Chromosomen, Tumorwachstum und
Alterungsprozessen fuhren kann. Einen Kontrollmechanismus dieser anfélligen
Region stellt der Shelterin-Komplex dar. Hierzu zahlt u.a. das telomerenspezifische
Protein TERF2. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass dieses Protein dariber
hinaus auch fur die Stabilitdt weiterer Heterochromatin-Regionen verantwortlich ist
und somit fur die Altersforschung von Interesse sein kdnnte. [Mendez-Bermudez et
al., 2018]

Zellulare Alterung

Zellulare Alterung ist ein Prozess, der durch verschiedene Arten von Stress ausgelost
werden kann und zu einem irreversiblen Arrest des Wachstums fuhrt. Wahrend des
Alterungsprozesses sammeln sich gealterte Zellen zunehmend an und flhren zu

Strukturverédnderungen, einer Alterung des Organismus sowie verschiedenen
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alterungsabhangigen Erkrankungen. Diese Prozesse werden durch intrinsische und
extrinsische Faktoren induziert [Regulski, 2017]. Der Zellzyklus wird von Zyklinen,
zyklinabhéangigen Kinasen (CDK) und deren Inhibitoren kontrolliert. Besondere
Bedeutung kommt den CDK-Inhibitoren p16 und p21 zu. p21 wird vom
Tumorsuppressor p53 kontrolliert, der eine bedeutende Rolle in der Induktion der
zellularen Alterung spielt [Karrasch et al., 2008] und ebenfalls einen wichtigen Faktor
bei der Verbindung von Signalwegen der zellularen Alterung mittels p53-Rb und p16-
Rb darstellt [Si et al., 2018]. AuRerdem kann dieses Protein den Alterungsprozess
initiieren, vor allem Uber die Telomerenlange, dieser Prozess wird dann von pl6
fortgesetzt [Karrasch et al., 2008]. Des Weiteren spielt p21 auch eine wichtige Rolle
bei der Alterung von Stammzellen, indem es diese zum einen vor genotoxischem
Stress schitzt, zum anderen durch Aktivierung zu einer Erschopfung der
Stammzellen bei verkirzten Telomeren fuhrt [Ju et al., 2007]. So beeinflusst der
Zellzyklusregulator den Alterungsprozess auf mehreren Ebenen und wurde deshalb
in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Epigenetische Veranderungen

Neben den geschilderten Alterationen des Genoms sind alle Zellen und Gewebe
wahrend des Lebens auch epigenetischen Veranderungen unterworfen. Eine
wichtige Rolle in Bezug auf Alterung und Langlebigkeit spielen die Sirtuine, eine
Familie von Nicotinamid-adenindinukleotid(NAD)-abhangigen Proteindeacytelasen,
die fur die Antwort auf eine verringerte N&ahrstoffzufuhr und die indirekte Steuerung
der Genexpression von Bedeutung sind [Karrasch et al.,, 2008]. Sirtuine (SIRT)
modifizieren sowohl Transkriptionsfaktoren als auch nukleare Proteine (Histone) und
modulieren auf diese Weise die Ablesung des Genoms. Aul3erdem unterdriicken die
Sirtuine Prozesse der zellularen Alterung durch einen verlangsamten Abbau der
Telomeren, einen Schutz der Integritdit des Genoms und eine Unterstitzung bei
DNA-Reparaturmechanismen [Lee, 2019]. Weitere epigenetische Mechanismen, vor
allem Uber DNA-Methylierung und kurze RNAs, wurden in der vorliegenden Arbeit

nicht naher untersucht.

Insulin, Insulin-like Growth Factor (IGF) und Nahrstoff-Sensorik

Fur die Kontrolle des Alterungsprozesses ist der vermutlich wichtigste Signalweg

jener von Insulin und IGF-1. Dies ist einer der in der Evolution am besten
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konservierten Signalwege. Er greift Uber verschiedene Transkriptionsfaktoren in die
nahrstoffabh&ngige Regulation und antioxidative Abwehr sowie den Zellzyklus ein.
Als wichtigste Vertreter sind jene der der FOXO-Familie zu nennen, die fur
verschiedene zellulare Funktionen wie den Zellzyklusarrest, Zelldifferenzierung,
DNA-Reparaturmechanismen, Langlebigkeit und Regulation des Metabolismus eine
wichtige Rolle spielen [Tia et al., 2018] und somit als Alterungsmarker von Interesse
sein konnten. Als Gegenspieler sind die bereits genannten Sirtuine zu nennen, die
ebenfalls fur das Signal des Nahrstoffmangels zustandig sind [Karrasch et al., 2008]
und bei einer durch Kalorienrestriktion induzierten Gewichtsabnahme vermehrt
exprimiert werden [Crujeiras et al., 2008]. Dieser Mechanismus tragt beim Tier
wesentlich zur Langlebigkeit bei [Karrasch et al., 2008]. Auch Klotho fuhrt durch eine
Inhibition des Insulin-like-Signalweges zu einem Anti-aging-Effekt [Dalton et al.,
2017].

Veranderte interzellulare Kommunikation

Zu den wichtigsten Ursachen verdnderter interzellularer Kommunikation gehéren
Entzindungsprozesse. Sie kommt durch verschiedene Mechanismen zustande,
beispielsweise Akkumulation von Gewebeschaden, Beeintrdchtigung des Immun-
systems, vermehrte Ausschittung von Entzindungsmediatoren, Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, insbesondere NF-kB [Karrasch et al., 2008]. In diese Gruppe
gehort unter anderem der Signal transducer and activator of transccription 3 (STAT3),

der in dieser Arbeit untersucht wurde.

1.3.2 Marker im Blut

Sowohl auf klinischer als auch auf zellularer Ebene gibt es Hinweise, dass eine
vorzeitige Alterung der Lunge und anderer Organe einen grundlegenden Mechanis-
mus bei der Entstehung einer COPD darstellt [Karrasch et al., 2008; Lucke, 2015].
Entsprechend finden sich bereits bei Rauchern Zeichen einer vorzeitigen Alterung,
die bei manifester COPD in der Regel starker ausgepragt sind. In dieser Arbeit

wurden folgende Marker im Blut von Patienten mit COPD untersucht:

WRN-Gen: Dieses Gen (Werner Protein) kodiert fur ein Protein mit einer dualen kata-
lytischen Aktivitat, namlich als Helikase und als Exonuklease, und hat besondere
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Bedeutung bei der Replikation, Rekombination und Reparatur von DNA. Letzteres ist
besonders relevant fur die Zellalterung, wie das Werner-Syndrom zeigt, bei dem ein
Defekt des WRN-Genproduktes zu einer vorzeitigen Alterung und Reduktion der

Lebenserwartung um 50 Jahre fuhrt [Sommers et al., 2019].

LMNA-Gen: Dieses Gen (Lamin A/C) kodiert fur strukturgebende Proteine, die
Lamine, die fur die Stabilitat vor allem der inneren Kernhtlle hauptverantwortlich sind
und somit eine wichtige Rolle in der Organisation und dem Schutz des Genoms
spielen. Eine bestimmte Mutation in diesem Gen fuhrt zum Hutchinson-Gilford
Progeria-Syndrom, das durch eine vorzeitige Alterung charakterisiert ist [Gonzalo et
al., 2017].

CDKN1A-Gen: Dieses Gen kodiert fur das Protein p21, einen Regulator des
Zellzyklus, der zur Familie der CDK-Inhibitoren gehdrt. p21 ist ein wesentlicher
Mediator fur die p53-vermittelte Tumorsuppression und spielt ebenfalls eine wichtige
Rolle bei der Verbindung von Signalwegen der zellularen Alterung mittels p53-Rb und
pl6-Rb [Si et al., 2018]. Des Weiteren kann dieses Protein, hauptsachlich tber die
Telomerenlange, den Alterungsprozess initiieren, der dann von pl6 fortgesetzt wird
[Karrasch et al., 2008]. Ein Forscherteam konnte zeigen, dass bei Patienten mit
COPD die Expression von p21 erhoht war [Rutten et al., 2016].

SIRT1-Gen: Dieses Langlebigkeits-Gen kodiert fir eine NAD-abhangige
Deacetylase, die Zellen gegen oxidativen Stress schitzt, den Glucose- und
Fettmetabolismus reguliert und die DNA stabilisiert [Kilic et al., 2015]. Somit schitzt
dieses Protein auf mehreren Ebenen die Zelle vor vorzeitiger Alterung.
Dementsprechend ist es nicht verwunderlich, dass gemaR einer Studie aus dem
Jahre 2016 die Genexpression von SIRT1 bei Patienten mit COPD signifikant
erniedrigt war [Rutten et al., 2016]. Ferner waren bei Patienten mit COPD auch die
Expression und Funktionalitéat von Sirtuinen im Serum erniedrigt [Yanagisawa et al.,
2017].

FOXO3-Gen: Dieses Langlebigkeits-Gen kodiert fur den Transkriptionsfaktor
Forkhead box O-3, der in mehrere Signalwege eingreift. Von besonderer Bedeutung
in Bezug auf Alterung sind dabei jene der Stressresistenz, des Metabolismus, des
Zellzyklusarrestes und der Apoptose [Morris et al., 2015]. Es gibt in der Familie noch

mehrere andere Transkriptionsfaktoren, jedoch ist FOXO3 vermutlich der wichtigste
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im Zusammenhang mit der COPD und wurde daher in der vorliegenden Arbeit

untersucht.

Klotho-Gen: Es kodiert fur ein Typ-lI-Transmembranprotein mit einer grol3en
l6slichen extrazellularen (beta-Klotho) und einer kleineren intrazellularen Domane
(alpha-Klotho). Der Antiaging-Effekt von alpha-Klotho beruht auf einer Inhibition des
Insulin-like-Signalweges [Dalton et al., 2017]. In einer Studie konnte gezeigt werden,
dass bei Patienten mit COPD die Konzentration von S-Klotho (l6slich) signifikant
erniedrigt war [Rutten et al., 2016], doch liegen hierzu insgesamt beim Menschen

sehr wenige Daten vor.

XRCC5-und XRCC6-Gen: Diese Gene kodieren fir das Heterodimer Ku70/80, das
in der Reparatur von homologen Doppelstrangbriichen eine bedeutende Rolle spielt
und somit fur die Integritat des Genoms verantwortlich ist. Zu Beginn dieser
Reparaturkaskade steht ein Komplex aus mehreren Proteinen, der DNA-Schaden
detektieren kann; hierzu gehort Ataxia Telangiectasia Mutated, kodiert vom ATM-Gen
[Fell & Schild-Poulter, 2012]. Es ist daher nicht verwunderlich, dass bei Patienten mit
COPD, bei denen es zu einer vorzeitigen Alterung kommt, die Konzentration des
Anti-Aging Markers Ku70 verringert sein kann [Rutten et al., 2016].

CAT-Gen: Es kodiert fur eine Katalase, die Wasserstoffperoxid (H,O>) in O, und H,O
umwandelt. Fur die Entstehung von H,O, ist unter anderem die Superoxid-
Dismutase 2 verantwortlich [Rassow et al., 2012], kodiert durch das SOD2-Gen,
dessen Genprodukt toxische Peroxide u.a. in Wasserstoffperoxid umwandelt und
somit die Zelle vor gefahrlicheren Sauerstoff-Radikalen schitzt [Rassow et al., 2012].
In einer Studie war die Expression von SOD2 signifikant niedriger bei COPD-
Patienten im Vergleich zu Rauchern und Nichtrauchern (ohne COPD) [Rutten et al.,
2016], doch ist diese Frage ungenigend untersucht. In der vorliegenden Studie
wurden die beiden genannten Gene untersucht, da die entsprechenden

Mechanismen ineinandergreifen.

TERF2-Gen: Es kodiert fur ein telomerenspezifisches Protein, das Teil des
Telomeren-Nukleoproteinkomplexes ist und eine Schlisselrolle beim Schutz der
Telomeren spielt [www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7014, 2018]. Die Telomeren dienten in
der vorliegenden Arbeit, dhnlich wie in vorhergehenden Arbeiten [Albrecht et al.,

2014; Lucke, 2015; Karrasch et al., 2018], als Marker einer méglichen biologischen
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Gesamtalterung.

STAT3-Gen: Es kodiert fur ein Protein der STAT-Familie. Diese Proteine werden
durch Phosphorylierung aktiviert, wandern in den Zellkern und fungieren dort als
Transkriptionsaktivatoren fir Gene, die eine wichtige Rolle fur Zellwachstum und
Apoptose spielen [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6774, 2018]. Beide Faktoren

sind in ihrem Zusammenspiel fur eine Zellalterung wichtig.

VEGFB-Gen: Es kodiert fur ein Protein der VEGF-Familie (vascular endothelial
growth factor). Diese Proteine regulieren die Bildung von BlutgefafRen und sind in der
Zellphysiologie des Endothels beteiligt [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7423,
2018]. Aufgrund des Zusammenhangs von Alterung und GefaRerkrankungen ist
dieses Gen auch fur die Alterung der Lunge interessant. Dies gilt umso mehr, als
Gefallanderungen moglicherweise zu den initialen Veranderungen bei der
Entstehung eines Lungenemphysems zahlen [Suzuki et al., 2008; Voelkel et al.,
2011].

1.3.3 COPD und Hautalterung

Die Haut stellt das grof3te Organ des menschlichen Kérpers und zugleich die
Verbindung zwischen Korper und Umgebung dar. Somit ist die Haut nicht nur
internen Alterungsprozessen, sondern auch aufleren Stressoren ausgesetzt
[Gkogkolou & Bohm, 2012]. Dies hat Konsequenzen fur die Auswahl von
Hautbereichen fir eine Analyse im Hinblick auf Alterung. Eine hauptsachlich endogen
und systemisch gealterte Haut sollte am ehesten an wenig UV-exponierten Stellen
wie der Innenseite des Armes zu beobachten sein. An anderen Stellen, wie
beispielsweise dem Augenauf3enwinkel, dirfte der interne Alterungsprozess durch
exogene Faktoren wie UV-Strahlung, Chemikalien und andere Faktoren verstarkt,
maoglicherweise aber auch so Uberlagert sein, dass der endogene Anteil kaum noch
zu erkennen ist [Gkogkolou & Bohm, 2012]. Dies war der Grund, warum in der
vorliegenden Arbeit die Hautbeschaffenheit mittels Abdricken an zwei Stellen
untersucht wurde, anders als in den vorangegangenen Arbeiten [Lucke, 2015; Patel
et al., 2006; Daniell 1971]. Auch bei der Auswertung von Fotos des Gesichts wurden
neben den periorbitalen die nasolabialen Falten untersucht, da diese moglicherweise

anders ausgepragt sind.
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Ein weiterer Mechanismus bei der Entstehung der COPD ist die Protease-
Antiprotease-Imbalance. Raucher zeigen eine Hochregulation der Fibroblasten-
kollagenose MMP-1 in der Haut, die eine Verringerung des interstitiellen Kollagens
verursachen kann [Lahmann et al., 2001]. Metalloproteinasen sind bei der COPD in
einer ganzen Reihe von Untersuchungen als verandert nachgewiesen worden
[Maclay et al., 2012].

Eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit Hautalterung kommt auch den AGEs
(Advanced Glycation End Products) zu. Es konnte gezeigt werden, dass sich diese in
der Haut im Laufe des Alterungsprozesses ansammeln [Gkogkolou & Bohm, 2012]
und es parallel unter UVA-Strahlung zu einer Ausschittung von Sauerstoffradikalen
kommt, was wiederum zu einem Zellschaden fuhrt [Masaki et al., 1997]. Aber auch
unter physiologischen Bedingungen interagieren AGEs unspezifisch mit den
Zellmembranen von Fibroblasten und beeinflussen auf diese Weise die Alterung der
Haut [Okano et al., 2002]. AGEs haben ebenfalls Effekte auf die extrazellulare Matrix.
Sie siedeln sich im Kollagen und Elastin der Haut an und flihren durch eine
Fehlvernetzung der Faserproteine zu deren vermindertem Abbau und einer gestorten
Hautregeneration. Ein wichtiger Mitspieler in den verschiedenen Signalwegen ist der
AGE-Rezeptor selbst, der sich auch vermehrt in der menschlichen Haut befindet und
durch die Stimulation des Transkriptionsfaktors NF-kB in das Geschehen eingreift.
Unter UV-Strahlung wird der Rezeptor vermehrt exprimiert [Lohwasser et al., 2006].
Raucher wiesen im Vergleich zu Nichtrauchern eine erhéhte Konzentration von AGEs
im Gewebe auf [Cerami et al., 1997]. Allerdings wurde in der vorliegenden Arbeit aus
technischen Griunden [Lucke, 2015] darauf verzichtet, AGEs oder ihre Rezeptoren zu

messen.

Elastische Fasern kommen nicht nur in der Haut vor, sondern sind auch fur die
Struktur anderer Organe wie Lunge und BlutgefaRe von groRBer Bedeutung
[Sandberg et al., 1981]. Es liegt daher nahe, diese Gewebe und die zu Grunde
liegenden Mechanismen zu untersuchen. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass
durch Rauchen bedingte Anderungen der Faltenbildung der Haut mit dem Auftreten
einer Obstruktion der Atemwege assoziiert sind. So wiesen Patienten mit einer
starken Faltenbildung im Durchschnitt auch einen niedrigeren Tiffeneau-Index auf
[Lange & Schnohr, 1994]; andere GrolRen wie der Gasaustausch wurden nicht

untersucht. In einer weiteren Studie wurde der Zusammenhang zwischen Emphysem
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und Arterienversteifung, einer ebenfalls alters-assoziierten Veranderung,
nachgewiesen [Maclay et al., 2012]. Ursachlich fir die vorgezogene Alterung von
Haut, Lunge und Gefal3en ist mdglicherweise der vermehrte Abbau von Elastin und
die Protease-Antiprotease-Imbalance [Maclay et al., 2012]. Eine Studie zeigte einen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Grad der Hautfaltenbildung im Gesicht
und der Verschlechterung von FEV; und COPD [Patel et al.,, 2006]. Auch der
Zusammenhang zwischen den Hautfalten im Augenbereich und einem Emphysem
konnte aufgezeigt werden. Eine vermehrte Faltenbildung im Gesicht kénnte somit
zugleich eine Disposition anzeigen, an einer COPD zu erkranken, und umgekehrt
[Patel et al., 2006]. Der Vorteil der Bestimmung der Hautfalten als Alterungsmarker
ist, dass sie auf nicht-invasivem Weg mittels definierter Scores, wie dem Daniell-
Score, erfolgen kann [Daniell, 1971]. Ferner kdnnen Hautfalten nicht nur per Foto
erfasst, sondern auch mit Abdriicken quantifiziert werden. Bislang liegt keine Studie
vor, die erstens zusatzlich zu Fotos mit der Methode der Hautabglsse gearbeitet und
zweitens zwei unterschiedlich exponierte Hautbereiche bei Patienten mit COPD

verglichen hat. Dies erfolgte in der vorliegenden Arbeit.

1.4 Replika (Abdrticke) der Hautoberflache sowie Fotos

Als wesentliche Parameter der Hautstruktur sind Oberflachentopographie und Haut-
rauheit zu nennen [Trojahn, 2016]. Die Topographie der Haut kann in verschiedene
Strukturelemente gegliedert werden. Falten oder Furchen sind parallel verlaufende
Eindellungen der Oberflachenstruktur. Sie entstehen in der Folge von Stress und
entsprechen verschiedenen Aspekten der extrinsischen Hautalterung. Bei den
Hautlinien kann man priméare und sekundére Linien unterscheiden. Diese bilden eine
netzartige Oberflachenstruktur, die aus drei-, vier- oder flinfeckigen Hautfeldern
gebildet wird, welche als Polygone bezeichnet werden [Hashimoto, 2007].
Profilometrische Verfahren, wie die Replika-Technik, ermoglichen es, auf
mechanische oder optische Weise die Parameter der Hautstruktur zu analysieren
[Trojahn, 2016].

Die Replika-Technik ist ein nicht-invasives Verfahren, einen Negativ-Abdruck der
Oberflachentextur der Haut zu erhalten [Caputo et al., 1990]. Auf diese Weise ist eine

quantitative Beurteilung von zentralen Parametern der Oberflachenbeschaffenheit

19



der Haut méglich [Rubino et al., 2005]. Die Replika-Technik wird zweckmafigerweise
mit einer computerbasierten Bildverarbeitung kombiniert. Damit ist eine objektive
Messung der Topographie der Haut moglich [Rubino et al., 2005]. In einer
methodologischen Studie konnte eine gute Korrelation zwischen einer computer-
basierten Analyse der Parameter der Abdriicke und einer klinischen Graduierung der
Falten gezeigt werden [Yin et al., 2001,]. Somit lie3 sich bestatigen, dass die
Hautreplika-Technik ein objektives und effizientes Werkzeug in der Beurteilung der
Hautbeschaffenheit und somit vermutlich auch einer vorzeitigen Hautalterung
darstellt. In verschiedenen Studien [Quan et al., 1997; Edwards et al., 2003; Pirisinu
& Mazzarello, 2015] wurde die Hautbeschaffenheit mittels Replikatechnik erfasst, um
sie im Detail zu analysieren und Vergleiche zwischen Arealen, die in verschiedenem
Ausmald einer Sonnenlichtexposition ausgesetzt waren, ziehen zu koénnen. So
konnten Korrelationen zwischen den Hautparametern einerseits und verschiedenen
Alterungsprozessen aufgezeigt werden, teilweise sowohl wurde sogar versucht,

zwischen extrinsischer und intrinsischer Alterung zu unterscheiden.

DarlUber hinaus ist die Erstellung und Bewertung von Fotos des Gesichts ebenfalls
eine etablierte Technik, um die Beschaffenheit der Haut semiquantitativ zu
beschreiben [Daniell, 1971; Carruthers et al., 2009; Lucke, 2015].

1.5 COSYCONET (German COPD and Systemic
Consequences - Comorbidities Network)

Die vorliegende Arbeit basiert auf Untersuchungen von Teilnehmern der
COSYCONET-Studie. Hintergrund der COSYCONET-Studie ist die Untersuchung
des Zusammenhanges zwischen der Lungenerkrankung COPD und den damit
assoziierten Komorbiditditen mit dem Ziel, verschiedene COPD-Phanotypen zu
identifizieren [Vanfleteren, 2013; Anderson & Macnee, 2009], einschlief3lich der Rolle
der Alterung und verschiedener Expositionen. In Deutschland wurde die
COSYCONET-Kohorte in 31 Studienzentren aufgebaut; sie wird seitdem longitudinal
verfolgt, um den Krankheitsverlauf in Relation zu den Komorbiditdten genauer als
bislang zu analysieren [Jorres et al., 2010; Karch, 2016]. Bis Ende 2013 konnten
2741 Patienten in die COSYCONET-Studie eingeschlossen werden, davon im
Studienzentrum LMU-Campus Innenstadt Midnchen 151 Patienten [Lucke, 2015].
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Von diesen Patienten stand ein Teil fir die Analysen der vorliegenden Arbeit zur
Verfugung. Die Erhebung samtlicher Daten dieser Arbeit erfolgte im Rahmen der
Tatigkeit als Study Nurse im Studienzentrum LMU Minchen, Campus Innenstadt. Ein
positives lokales Ethikvotum fiir COSYCONET und ein Ethikvotum fir die

Gesamtstudie liegt vor.

Aufgrund der Vorarbeiten war von besonderem Interesse, herauszufinden, in welcher
Beziehung verschiedene Marker der phanotypischen und genotypischen Alterung
untereinander sowie zu anderen klinischen Charakteristika stehen. Unter den
Vorarbeiten konnte auf eine Arbeit zurickgegriffen werden, die bereits den Aspekt
der Alterung von COPD-Patienten zum Gegenstand hatte [Lucke, 2015], ferner auf
eine umfassende Literaturzusammenstellung und hypothesenerzeugende Arbeit
[Karrasch et al.,, 2008], sowie eine Anzahl von experimentellen Arbeiten an
Zellkulturmodellen [J6rres, 2006].

Somit ergab sich die Fragestellung der vorliegenden Arbeit, ndmlich (1) mit einer
quantitativen Technik (Hautabdriicke) phdnomenologische Alterungsmarker der Haut
verschiedener Korperregionen (lichtexponiert: Augenaufl3enwinkel, weniger licht-
exponiert: Innenseite Unterarm) zu bestimmen sowie diese mit der Bewertung von
Fotos des Gesichts zu vergleichen, (2) einen ausgewahlten Satz von Genen, die fir
Alterung und Regeneration wichtig sind, auf ihre Expression im Blut zu bestimmen,
sowie (3) als zentrale Frage die so erhaltenen Marker zu COPD-Charakteristika in
Beziehung zu setzen, vor allem hinsichtlich eines Lungenemphysems. Als
funktionaler Marker eines Emphysems diente zum einen die Diffusionskapazitat der
Lunge fur Kohlenmonoxid, zum anderen eine aus vier Lungenfunktionsparametern
errechnete Score-Funktion fur das Vorliegen eines Emphysems [Kahnert et al.,
2018].
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2 Fragestellung

Beruhend auf den vorhergehenden Uberlegungen waren folgende Fragestellungen

die Grundlage der vorliegenden Arbeit:

e In welchem Zusammenhang stehen die Ergebnisse einer quantitativen
Auswertung von Hautfalten mittels Replika-Technik zu den Auswerte-

ergebnissen von Fotos des Gesichts?

e In welchem Zusammenhang stehen die Ergebnisse der Replika-Technik zu

den Charakteristika einer COPD, vor allem eines Lungenemphysems?

e Tritt eine Beziehung zu der Auspragung der Hautfalten in unterschiedlicher
Weise an Innenarm und Augenauf3enwinkel zutage, d.h. an Lokalisationen, die
vermutlich primar endogenen versus exogenen Alterungsfaktoren ausgesetzt

sind?

e Gibt es analoge Zusammenhange fiur die Parameter der Alterung, die

semiquantitativ anhand von Fotos des Gesichts ermittelt werden kénnen?

e Gibt es eine Beziehung zwischen einer Reihe von molekulargenetischen
Markern, die fur Alterung und Regeneration relevant sein kdénnten, zu den
klinischen Charakteristika der COPD sowie der Alterung der Haut an Innenarm

und Augenauf3enwinkel?

e Gibt es analoge Beziehungen zu den Falten, die anhand von Fotos bestimmt

werden kdnnen?
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3 Material und Methoden

3.1 Beschreibung von COSYCONET

Die COSYCONET-Studie (COPD and Systemic Consequences - Comorbidities
Network) befasst sich mit dem Krankheitsverlauf und Kklinischen Zustand von
Patienten mit chronisch-obstruktiver Lungenerkrankung, speziell damit, wie dieser
durch Komorbiditdten und andere systemische Manifestationen beeinflusst wird.
Diese Informationen wurden in verschiedenen Visiten, zu denen die Patienten in
festen Abstanden eingeladen wurden, mittels Fragebdgen und einer Reihe von
Funktionstests gesammelt. Zu diesem Zweck wurden die Lungenfunktion, der Status
des Herz-Kreislaufsystems, sowie die mentale und metabolische Verfassung und die
korperliche Leistungsfahigkeit erfasst. Durch die Gewinnung von Blutproben konnten
auch Parameter der systemischen Inflammation und der Alterung analysiert werden.
Klassische Laborparameter wie Blutfette und Elektrolyte, das Blutbild und organ-
spezifische Werte wurden direkt im Kliniklabor bestimmt. Die Patienten mussten

folgende Ein- und Ausschlusskriterien erfillen [Karch et al, 2016]:

3.1.1 Einschlusskriterien

e mannlich oder weiblich

e Mindestalter 40 Jahre

e Diagnose einer COPD gemal3 Arztbefund
e schriftliches Einverstéandnis vor Einschluss

e Fahigkeit, die Anforderungen des Studienprotokolls physisch und geistig zu

erfullen

e voraussichtlich verfigbar tUber eine Studiendauer von mindestens 18 Monaten

und bereit zur Teilnahme an insgesamt mindestens 3 Visiten
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3.1.2 Ausschlusskriterien

e Zustand nach lungenchirurgischem Eingriff (z.B. Lungenvolumenreduktion um

mehr als die Halfte der Lunge, Lungentransplantation)
e Patienten mit bekannten Tumorerkrankungen der Lunge

e Mittel- bis schwergradige Exazerbation in den letzten 4 Wochen vor
Einschluss (orale Corticosteroide, Antibiotika und/oder Krankenhausaufnahme
erforderlich); in diesem Falle wurde die Terminierung verschoben, um die 4-

Wochen-Frist einzuhalten

e Unfahigkeit zu gehen oder die Zielsetzung des Projektes zu verstehen

Nachfolgend werden die einzelnen Untersuchungen der Visiten beschrieben, Details
kénnen den Standard Operating Procedures (SOP) von COSYCONET entnommen

werden [http://www.asconet.net/html/cosyconet].

3.1.3 Befragung und Vitalparameter

Anamnese (Liste haufiger Komorbiditaten, Familienanamnese, Raucheranamnese,

Inanspruchnahme von Gesundheitsleistungen)

e Demographie (Basisdaten, Beruf, vorangegangene Expositionen,

Berufskrankheiten)
e Vitalparameter

e Medikation (aktuelle Medikation und Einnahmemodalitaten,
Medikationshistorie)

e Atemnot (MMRC — modified Medical Research Council)
e Beurteilung der COPD (CAT-Score — COPD Assessment Test)

¢ Krankheitsspezifische Lebensqualitat (SGRQ 18 — St George's Respiratory

Questionnaire)

e Generische Lebensqualitat (EQ-5D — EuroQol)
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e Kaorperliche Aktivitat (IPAQ — International Physical Activity Questionnaire )
e Depression und Angst (PHQ — Patient Health Questionnaire)
e Osteoporose (FRAX — Fracture Risk Assessment Tool)

Die Komorbiditaten wurden anhand eines strukturierten Fragebogens erfasst. Auch
der Raucherstatus und weitere Informationen wurden auf diese Weise erhoben. Die
Erhebungsbogen sind den SOPS auf der Homepage von COSYCONET zu

entnehmen.

Die Einnahme der aktuellen Medikamente wurde mittels einer strukturierten Tabelle
erfasst. Um sicherzustellen, dass die verordneten Medikamente und deren Dosis mit
den Angaben der Patienten Ubereinstimmten, waren die Patienten dazu angehalten,
bei jeder Visite alle Packungen der eingenommenen Medikamente mitzubringen.
Hierbei wurde der Begriff des Medikamentes sehr weit gefasst und umfasste z.B.

auch Nahrungserganzungsmittel.

3.1.4 Untersuchungen
Anthropometrie (Grél3e, Gewicht, Bauchumfang, Huftumfang, Oberschenkelumfang)
e Post-bronchodilatatorische Ganzkorperplethysmographie und Ruhespirometrie
e Post-bronchodilatatorische forcierte Spirometrie
e Post-bronchodilatatorische CO-Diffusionskapazitat
e Blutdruck/Knochel-Arm-Index (ABI)
e 6-Minuten-Gehtest (6MWD)
e Timed-up-and-Go-Test
e Kognitive Beeintrachtigung (DemTect)
e Bioimpedanz (BIA)
¢ Blutgase (SaO,, PaO,, PaCO,, pH, BE, Ca0,)
¢ Blutentnahme fur Biobank und vorliegende Studie
e Ruhe-EKG

e Ruhe-Echokardiographie (extern)
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Nachfolgend werden alle Messungen beschrieben, die fur die Auswertung und
Analyse der Daten dieser Arbeit von Bedeutung waren. Alle weiteren
Untersuchungen sind auf der Homepage von COSYCONET beschrieben.

Anthropometrie

Das Kdrpergewicht wurde mit einer geeichten Korperwaage gemessen. Vor der
Messung wurde der Patient angehalten, Schuhe und schwere Kleidung auszuziehen.
Die KorpergroRe wurde mittels Messlatte erfasst: Der Patient wurde gebeten, sich
aufrecht hinzustellen und den Kopf gerade zu halten. Mit diesen zwei Werten wurde
der Body-Mass-Index (BMI) in konventioneller Weise berechnet. Der Taillen- bzw.
Bauchumfang wurde mit einem Messband am stehenden Patienten und freiem
Oberkdrper gemessen. Die Messung erfolgte an der schmalsten Stelle zwischen
dem Oberrand des Beckenkamms und dem unteren Rippenbogenrand. Auch der
Huftumfang wurde mit einem Mal3band gemessen, und zwar an der kraftigsten Stelle
der Hufte am entkleideten Patienten. Das Verhaltnis von Taille zu Hufte wird ,Waist-
to-Hip-Ratio“ genannt und kann genutzt werden, um die Verteilung des Korperfetts zu

beschreiben.

Lungenfunktion

Die Ganzkorperplethysmographie und die Ruhespirometrie erfolgten, um die
statischen Volumina der Lunge sowie den (spezifischen) Atemwegswiderstand zu
bestimmen. Zur Messung wurde das Gerat MasterScreen der Firma Erich Jaeger
(Viasys, Vyaire; Hochberg) verwendet. Vor jeder Messung erfolgte eine Kalibrierung
des Gerates. Jeder Patient erhielt vor der Durchfihrung der Messungen eine
Bronchodilatation mittels Inhalation von 400 pg Salbutamol und 80 ug Ipratropium-
bromid. Diese erfolgte zwischen 30 Minuten und zwei Stunden vor Durchfuhrung der
Messungen. Die Bestimmung der Lungenfunktion folgte den ERS/ATS Guidelines
sowie den Empfehlungen der Deutschen Atemwegsliga [Wanger et al., 2005; Criée et
al., 2009]. Folgende Parameter wurden gemessen: totaler spezifischer Atemwegs-
widerstand (sRtot), effektiver spezifischer Atemwegswiderstand (sReff), Intra-
thorakales Gasvolumen (ITGV) am Ende einer normalen Ausatmung (=FRC),
Exspiratorisches Reservevolumen (ERV), Inspiratorische Vitalkapazitat (IVC), Totale

Lungenkapazitat (TLC), Residualvolumen (RV) und Inspiratorische Kapazitat (IC).
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Zur weiteren Charakterisierung der Atemwegsfunktion erfolgte eine forcierte Spiro-
metrie, und es wurde eine Fluss-Volumen-Kurve bestimmt. Hierfir wurde ebenfalls
das Gerat MasterScreen verwendet. Auch hierfur galten die ERS/ATS Guidelines
[Miller et al., 2005; Criée et al., 2015]. Folgende Parameter wurden erfasst: Forcierte
Vitalkapazitdt (FVC), Forciertes Einsekundenvolumen (FEV;) und der Quotient
FEV1/FVC (Tiffeneau-Index).

Um das Sauerstoffaufnahmevermdégen der Lunge zu bestimmen, wurde die
Diffusionskapazitat fur Kohlenmonoxid (CO) gemessen. Auf diese Weise konnte
getestet werden, wie gut der Ubertritt von CO aus der Einatemluft in das Blut
funktionierte. Fur die Messung wurde das Gerat MasterScreen Diffusion der Firma
Erich Jaeger (Viasys, Vyaire; Hochberg) verwendet. Auch diese Messung erfolgte
nach der Bronchodilatation und gemaR den Empfehlungen [Macintyre et al., 2005].
Folgende Parameter wurden erhoben: Transferfaktor fir CO (TLCO,
Diffusionskapazitat),  Alveolarvolumen  (VA), Transferkoeffizient fiur CO
(KCO=TLCOI/VA, Krogh-Faktor), zur Qualitatskontrolle auch die Atemanhaltezeit
(TA).

Ankle-Arm-Index

Der Knochel-Arm-Index (Ankle-Brachial-Index (ABI)) wurde bestimmt, um mogliche
vaskulare Veranderungen auf nicht-invasive Weise zu erfassen. Hierfir wurde das
Gerat VASCASSIST der Firma Isymed GmbH benutzt. Die Messung erfolgte gemali
den SOPs von COSYCONET beidseitig. Als Endergebnis galt der Mittelwert.

Blutentnahme

Fur die Blutenthnahme wurde eine oberflachliche Vene punktiert. In den meisten
Fallen wurde hierfur eine Ellenbeugenvene herangezogen, in wenigen Fallen auch
andere Venen. Die Punktion erfolgte mit einer Fligelkantle, im Anschluss daran
wurden mittels zweier verschiedener Abnahmesysteme mehrere Réhrchen gefiillt.
Fur das Kliniklabor wurden EDTA und Heparin-Réhrchen abgenommen. Fir die
Biomaterialbank von COSYCONET und die vorliegende Studie wurden EDTA-BIut,
Citrat-, Serum-, und PAXgene-Rohrchen (RNA) gesammelt. Die Probenréhrchen
wurden gleich nach der Blutentnahme langsam geschittelt und gemald den SOPs

weiterbehandelt.
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Im Labor des Klinikums wurden folgende Laborwerte bestimmt: Kreatinin Blut [mg/dl],
Harnsaure [mg/dl], Harnstoff-N [mg/dl], Kreatinin Urin [mg/dl], Gesamtcholesterin
[mg/dl], Triglyzeride [mg/dl], LDL [mg/dl], HDL [mg/dl], CRP [mg/dIl], Leukozyten
[10%/1], Erythrozyten [10*%/], Hamoglobin [g/dl], Hamatokrit [I/l], Thrombozyten [10%/1],
Segmentierte [%], Eosinophile [%], Basophile [%], Monozyten [%], Lymphozyten [%],
Glucose [mg/dl], HbAlc [%] und Alpha-1-Antitrypsin [mg/dl].

In den Standard Operating Procedures (SOPs) der COSYCONET-Studie sind alle
Untersuchungen und Funktionstests und deren Ablaufe genau beschrieben. Alle

Fragenbdgen und Untersuchungen folgten den SOPs.

Bestimmung der Blutgase

Vor der Messung wurde dem Ohrlappchen jedes Patienten eine durchblutungs-
férdernde Salbe (Finalgon®) einmassiert. Nach einer Einwirkzeit von 10 Minuten
wurde mittels Lanzette eine Kapillare punktiert, das Blut in einem Kapillarrdhrchen
gesammelt und analysiert. Fir die Messung wurde das Gerat ABL800 BASIC der
Firma Radiometer verwendet. Folgende Parameter wurden bestimmt: pH, PaCO,,
PaO,, Basenluberschuss (BE) und Sattigung SaO,. Daraus wurde der

Sauerstoffgehalt CaO, berechnet.

3.2 Patientenkollektiv

Das Studienzentrum Munchen konnte initial (Visite 1) von September 2010 bis
Dezember 2013 insgesamt 151 Patienten fir die Studie rekrutieren. Die Zahl der
Patienten nahm Uber die Folgevisiten ab. Fir die vorliegende Studie wurden von 46
Patienten wahrend der Folgevisiten 4 und 5 Daten gesammelt; wahrend dieser Zeit
fungierte die Autorin dieser Arbeit als Study Nurse. Sowohl fur die Gesamtstudie als

auch fur die LMU-Subkohorte lagen Einwilligungserklarungen der Patienten vor.

Von den zum Standardprogramm gehérigen Untersuchungen der COSYCONET-
Studie wurden einige dafur verwendet, um Korrelationen mit Parametern zu suchen,
die speziell in dieser Arbeit untersucht wurden. Von besonderer Bedeutung waren
anamnestische Daten zum Raucherstatus, anthropometrische Messdaten zur
Bestimmung des BMI, das Alter, Lungenfunktionsmessgrof3en, Blutgasparameter und

Laborparameter.
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Zusatzlich zu den Daten, die innerhalb des Standardprogramms fur die

COSYCONET-Studie gesammelt wurden, wurde folgendes Material gewonnen:

e 2,5 mlBlut in PaxGene-Réhrchen zur Bestimmung der Expression

verschiedener Alterungs- und Regenerationsgene,
e Hautabdricke vom Augenaul3enwinkel und der Innenseite des Unterarms,

e Fotografische Aufnahmen des Gesichts, um das Faltenrelief der Augenwinkel-

regionen und der Nasolabialregion auszuwerten.

Eine ausfihrlichere Beschreibung der einzelnen Untersuchungen erfolgt
nachfolgend.

3.3 Herstellung von Hautreplika und deren Auswertungen

Zur Herstellung der Abdriicke wurde das Proben-Kit Silflo verwendet. Zuerst wurde
die Silikonmasse aus dem ,Impression Material* und dem ,Catalyst® auf einer
transparenten Folie mit einem Spatel zusammengerthrt, bis die gewlnschte

Konsistenz erreicht war. Das Set enthielt auch einen ,Thinner®, der die Mdglichkeit

bot, die Masse bei Bedarf zu verdiinnen.

b

Abbildung 3.1 a und b: Beispiele von Hautabdriicken des Innenarms. Zu sehen ist das Replikat im
inneren Kreis mit den Strukturen der Haut sowie der Rahmen in Form eines Ringes, der fur die
Stabilitat und Handhabung wichtig war
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~b
Abbildung 3.2 a und b: Beispiele von Hautabdriicken des AugenaufRenwinkels. Zu sehen ist das
Replikat im inneren Kreis mit den Strukturen der Haut sowie der Rahmen in Form eines Ringes, der

fur die Stabilitdt und Handhabung wichtig war. Im Vergleich zu Abbildung 3.1 ist die deutlich gednderte
Textur zu erkennen, die durch grobe Falten gekennzeichnet ist

Von jedem Patienten wurden zwei Abdrticke (vgl. Abb. 3.1 und 3.2) hergestellt: einer
am rechten Augenauf3enwinkel und der andere auf der Innenseite des rechten Un-
terarms. Hierfur lagen die Patienten mit geschlossenen Augen auf der Untersucher-
liege und hielten den Unterarm derart, dass die Innenseite nach oben wies. Zuerst
wurde auf die zu messenden Stellen ein selbsthaftender Kleberahmen aufgebracht
und anschlieRend die angeruhrte Masse dinn und gleichmaRig aufgetragen. Nach
etwa 5 Minuten war die Masse getrocknet und die Abdriicke konnten abgeldst wer-

den. Sie wurden im Kihlschrank bis zur quantitativen Auswertung gelagert.

Die quantitative Auswertung erfolgte mit dem Gerat "Optisches 3D-Messgerat
MikroCADzoom" und der Software "ODSCAD 6.3" bzw. "PRIMOS 5.7" (LMI/
GFMesstechnik GmbH, Berlin). Die Abdriicke wurden auf eine zuvor markierte Stelle
auf die Auflageplatte gelegt. Mit Hilfe der eingebauten Kamera und dem MenUpunkt
Livebild erfolgte die Feineinstellung der richtigen Positionierung. Hierfir wurde das
Messobjekt mittels eines eingeblendeten und eines projizierten Fadenkreuzes
fokussiert. Anschlieend konnte die Messung starten und das farbkodierte 3D-

Hohenbild gespeichert werden.

Fur die Auswertung der auf diese Weise entstandenen Bilddateien wurde die
Software "PRIMOS 5.7" bzw. "ODSCAD 6.3" verwendet. Zuerst wurde ein Inversbild
erstellt, um die Falten der Haut und nicht das Negativbild des Abdruckes
auszuwerten. Mit der Funktion Invalid entfernen konnten fehlende Hohenwerte in den
Messdaten erganzt werden und somit ,Locher” geschlossen werden. Diese Funktion

wurde zwar bei jeder Messung standardmafig angewendet, der Grol3teil der
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Abdriicke war aber vollstandig. Im Anschluss daran wurden verschiedene
Filterfunktionen ausgefuihrt. Der Gaul3-Filter 3x3 wurde fur eine leichte Glattung der
Messdaten verwendet, um sehr starke Gradienten, die eventuell in den Messdaten
vorhanden waren, zu verringern. Der robuste Hochpass-Filter diente dazu, die
Gesamtform (Biegung) aus den Messdaten zu entfernen, damit die Auswertung vom

Programm nur an der lokalen Struktur erfolgte.

Fur die Auswertung der Falten am Augenauf3enwinkel wurde die Softwarefunktion
Faltenanalyse verwendet, zur Auswertung der Faltenstruktur des Arms wurden
verschiedene Rauheitsparameter mit der Funktion Flachenrauheit analysiert. Hierfur
wurden die genannten Optionen ausgewahlt, die Berechnungen erfolgten durch das
Programm. Die Abdricke vom Auge und vom Innenarm mussten aufgrund ihrer

unterschiedlichen Beschaffenheit verschieden ausgewertet werden.

3.4 Fotografische Aufnahmen der Haut und deren
Auswertung

Bei den Visiten wurden von jedem Patienten eine Frontal- und zwei Halbprofil-
aufnahmen von der linken und rechten Gesichtshélfte angefertigt. Es wurde fur alle
Aufnahme dieselbe Kamera verwendet (Sony Cybershot, 10 x Optical Zoom - Zeiss,
10,1 MegaPixel, DSC-H20) und beim Fotografieren immer unverandert die P-Modus-
Programmautomatik angewendet. Ferner wurde ein hdhenverstellbares Stativ
verwendet, auf dem die Kamera befestigt wurde, um die Standardisierung der
Aufnahmen zu gewahrleisten. Um eine maoglichst gleichmaliige

Beleuchtungssituation zu schaffen, wurde eine indirekte Beleuchtung verwendet.

Jedem Patienten wurden 5x5-mm-Gitternetze auf die Wangen geklebt, die bei der
anschlieBenden Beurteilung als Mal3stab dienten. Es wurde dabei darauf geachtet,
diese Stelle so zu wahlen, dass keine Falten verdeckt wurden. Dartber hinaus wurde
versucht, standardisierte Lichtverhaltnisse im Raum zu schaffen, allerdings bestand
kein Einfluss darauf, wie grol3 der Tageslichteinfall durch den zugezogenen Vorhang

war.

Die Auswertung der Fotografien erfolgte durch drei unabhangige Auswerter (V.G.,
T.L., A.K.); zur Analyse wurde der Mittelwert der Scores gebildet. Fir die Beurteilung

der nasolabialen (NL) sowie der periorbitalen (PO, Kréahenful3-Region) Falten wurden
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diese in Schweregrade von 0-4 (O=keine Falten; 4=schwere Falten) eingeteilt. Das
Vorgehen folgte den internationalen Empfehlungen zur Auswertung derartiger Fotos
[Carruthers et al.,, 2008; Rzany et al., 2012; Carruthers et al., 2012; Flynn et al.,
2012; Narins et al., 2012].

3.5 Alterungsmarker im Blut

3.5.1 Probennahme und RNA-Isolierung

Die Bestimmung der Expression verschiedener mit der biologischen Alterung in
Verbindung gebrachter Gene erfolgte bei jedem Probanden Uber das Material eines
PAXgene™-Rohrchens. Dieses wurde immer als letztes der Blutproberéhrchen
abgenommen und nach der Abnahme fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Lagerung der Blutproben fand anschliel3end bei -20°C statt.

Die Aufarbeitung der Blutproben folgte einer Kurzanleitung (siehe Anhang, Kapitel
7.2), die mit laboreigenen Modifikationen verbessert wurde. Die RNA-Isolierung
erfolgte mittels des Maxwell®16 MDx-Gerates (Promega). Bei diesem Gerat wurde
die Nukleinsaure-Isolierung Uber die Bindung der RNA an paramagnetische Partikel
erreicht. Die daflrr eingesetzten Reagenzien stammten aus dem Maxwell®16 miRNA

Tissue Kit (Promega).

Im Anschluss an die Isolierung der RNA erfolgte die RNA-Quantifizierung mittels
Fluoreszenz-Spektroskopie (QuantiFluor RNA System, Promega) gemal3 Hersteller-

anleitung. Die restliche RNA wurde aliquotiert und in Flussigstickstoff gelagert.

3.5.2 Transkription

Zur Umschreibung der isolierten RNA in cDNA wurde die RNA aus dem Flussig-
stickstoff genommen und auf Eis aufgetaut. Fur die Transkription wurde das iScript
gDNA Clear cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) gemald Herstelleranleitung verwendet,
jedoch ergéanzt um laboreigene Modifizierungen. Je Einzelansatz wurde 1 pug
Probanden-RNA umgeschrieben.

Die so gewonnene cDNA wurde in Aligots abgeflllt und bis zur Verwendung in der
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Real-Time PCR bei -20°C gelagert. Zwei gepoolte cDNA Probanden-Proben dienten
als Kontrollproben. In cDNA umgeschriebene RNA (Human XpressRef Universal
Total RNA, Qiagen) wurde fur die Standardkurven verwendet.

3.5.3 Real-Time-PCR

Die Quantifizierung der cDNA erfolgte mit SYBR®Green. Dabei wird durch
spezifische Primer ein signifikantes Stiick cDNA amplifiziert. Durch die bekannte
Menge RNA, die bei der Transkription eingesetzt wurde, erlaubte dies den

Ruckschluss auf die in der Originalprobe enthaltene RNA-Menge.

Die Real-Time PCR-Messungen erfolgten unter Verwendung von 96-Well-Platten mit
dem CFX96™Real-Time System / C1000™ Thermal Cycler, dem SsoAdvanced™
Universal SYBR®Green Supermix, sowie den PrimePCR Assay- und den PrimePCR
Control Assay-Primern (Bio-Rad). Bei jeder 96-Well-Platte liefen eine frisch
hergestellte Standardkurve, eine No-Template-Kontrolle und die beiden Probanden-

Kontrollproben mit.

Die Standardkurve, Kontroll-Proben und Probanden-Proben wurden in Triplikaten
und dem Assay angepassten Verdinnungen auf die gekthlten 96-Well-Platten aufge-
tragen. AnschlieBend wurde der - nach Vorgaben des Herstellers angesetzte -
Master-Mix aus Supermix, Primern und nukleasefreiem Wasser zugegeben. Die
Messung der 96-Well-Platten erfolgte nach dem empfohlenen Temperaturprogramm
des SsoAdvanced™ Universal SYBR®Green Supermix, mit anschlieRendem

Programmteil zur Bestimmung der Schmelzkurven.

Um die Qualitdt der RNA, Transkription und PCR zu prufen, wurden folgende
Kontrollmessungen mittels Real-Time-PCR in allen umgeschriebenen Proben

durchgefuhrt:
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Positive PCR-Kontrolle: Diese basierte auf dem Nachweis einer synthetischen

DNA-Matrize, um in den einzelnen Proben Stérungen (PCR-Inhibitoren 0.A.)

zu finden, die den Ablauf der PCR-Reaktion beeinflussten.

Reverse Transkriptions-Kontrolle: Hierbei wurde vor der reversen

Transkription jeder RNA-Probe eine synthetische RNA beigefugt und auf diese
Weise durch deren Nachweis als cDNA mit einer Real-Time PCR die Qualitat

der Umschreibung Uberpruift.

Prufung auf DNA (gaDNA)-Kontamination: Die spezies-spezifische Kontrolle

sprach auf einen nicht umgeschriebenen Teil des Genoms an. Damit konnte

die Kontamination der einzelnen Probe mit gDNA quantifiziert werden.

RNA-Qualitats-Kontrolle: In zwei separaten Real-Time PCR-Reaktionen

wurden zwei verschiedene Primer-Sets verwendet, welche dieselbe cDNA-
Kopie an unterschiedlichen Stellen und mit unterschiedlichen Amplikon-
Langen abschrieben, was wiederum auf die Integritat der RNA-Proben
schliel3en liel3.

Folgende Ziel-Gene wurden analysiert (siehe Abkirzungsverzeichnis und Einleitung):

ATM e LMNA e VEGFB
CAT e SIRT1 e WRN
CDKN1A e SOD2 e XRCC5
FOXO1 e STAT3 e XRCC6
KL e TERF2

Folgende Normalisierungs-Gene wurden verwendet:

HPRT1

PPIA

RPLPO

SDHA

YWHAZ
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3.5.4 Aufbereitung und Ergebnisberechnung der gemessenen
Rohdaten

Nach der Uberpriifung der DNA-Schmelzkurven wurden die Standardkurven der

einzelnen Platten gesichtet. Bei den gemessenen Standardkurven lag die Effizienz
zwischen 92,4 und 108,8% und das Bestimmtheitsmall zwischen 0,988 und 1,000

(R).

Die Software des verwendeten Real-Time Thermocyclers bestimmte

automatisch den idealen Schwellenwert zur Berechnung der Cq-Werte.

Um die Vergleichbarkeit der Messungen des gleichen Gens auf mehreren 96-
Well-Platten zu erhdhen, mussten die automatisch ermittelten Schwellenwerte

jeweils auf den Mittelwert nivelliert werden.

Aus den Cqg-Werten der Dreifach-Messungen der Kontrollen- und Probanden-
Proben wurde jeweils der Mittelwert gebildet. Die beiden Kontrollproben von
jeder 96-Well-Platte wurden ebenfalls gemittelt (Platten-Kontrollwert).

Aus jedem der gemittelten Probanden-Cg-Werte und dem dazugehdrigen
Platten-Kontrollwert wurde ein Quotient gebildet, und die so erhaltenen Werte
wurden mit dem Quotienten aus 2/Effizienz der betreffenden Platte

multipliziert.

Dann wurde aus jedem so nivellierten Cg-Wert der Ziel-Gene fir jede einzelne
Probe, mit den nivellierten Cg-Werten der Normalisierungs-Gene der gleichen

Probe, ebenfalls ein Quotient errechnet.

Das bedeutet, dass fur jede Probanden-Probe 14 Ziel-Gene und 5

Normalisierung-Gene gemessen wurden. Die so erhaltenen 5 normalisierten

Werte pro Ziel-Gen und Probe wurden schlie3lich durch einen geometrischen

Mittelwert zusammengefasst und sodann statistisch analysiert. Insgesamt lief die

Normalisierungs-Berechnung auf folgende Formel hinaus:

Probe 1\Platte A
CQZiel—Gen 1 X Z )
C K'ontrolle\Platte A Eplatte A
N = Ziel-Gen 1

Probe 1\Platte B
( CqNorm.—Genl ) X ( 2 )
Kontrolle\Platte B E
c Norm.—Gen 1 Platte B
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3.6 Berechnungen von Parametern

Um die gemessenen Daten der Lungenfunktions- sowie Diffusionskapazitats-
messungen nach GrolRe, Geschlecht und Gewicht zu normieren, wurden die
Referenzwerte der Global Lung Function Initiative (GLI) [Quanjer et al., 2012;
Stanojevic et al.,, 2017] verwendet. Hierzu wurden die vorprogrammierten Excel-
Sheets verwendet. Fur die anderen Parameter wurden die EGKS-Sollwerte
verwendet [Crieé et al., 2009].

Da fur die Fragestellung der vorliegenden Arbeit auch das Vorhandensein eines
Lungenemphysems von Interesse war, entsprechende CT-Daten jedoch nur bei
wenigen Patienten vorlagen, wurde zusatzlich ein Emphysemscore aus
verschiedenen Messwerten der Lungenfunktion berechnet, analog einer
vorangegangenen Arbeit [Kahnert et al., 2018]. Fur die Berechnung dieses Scores
wurde die Formel modifiziert, da inzwischen neue Sollwerte fur die
Diffusionskapazitat zur Verfigung standen [Stanojevic et al., 2017]. Die Berechnung
erfolgte mit den Daten der vorhergehenden Arbeit [Kahnert et al., 2018], mit dem
Unterschied, dass die neuen Sollwerte verwendet wurden. Analog dieser Arbeit
wurde eine Score-Funktion mittels linearere Diskriminanzanalyse bestimmt. Auf

dieser Basis ergab sich folgende Formel:

Score = -4,505 + 2,275 * log10(sRaweff) + 0,030 * KCO%Soll — 0,007 * RV%Soll +
0,051 * FEV1/FVC. Wenn der Score negativ war, galt dies als Hinweis auf das
Vorliegen eines Emphysems, wenn der Score positiv war, als Hinweis auf das Nicht-

Vorliegen eines Emphysems.

Des Weiteren wurde fur die Analysen der Sauerstoffgehalt des Blutes, CaO,, in ml
pro 100ml Blut berechnet, und zwar wie folgt: CaO, = (1,34*Hb*Sa0,) +
(0,0031+Pa0,) [Trudzinski et al., 2019].
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3.7 Datenauswertung

Zur Analyse der Daten wurden Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD)
herangezogen, wenn die Verteilung der Daten dies zulie3. Aul3erdem wurden
Mediane, Minima und Maxima verwendet. Der unpaarige t-Test oder der Mann-
Whitney-U-Test dienten dazu, Werte zweier Gruppen miteinander zu vergleichen.
Zum Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde eine entsprechende Einweg-
Varianzanalyse (ANOVA) genutzt. Fir die Analyse des Zusammenhangs zwischen
kontinuierlichen  Variablen fand die einfache oder multiple lineare
Regressionsanalyse Anwendung. Der Zusammenhang einer binaren Variablen mit
kontinuierlichen oder kategorialen Variablen wurde mittels der logistischen
Regressionsanalyse analysiert. Zur Bestimmung der Korrelationsstarke zweier
Variablen wurde der lineare Korrelationskoeffizient nach Pearson oder der
Rangkorrelations-Koeffizient nach Spearman verwendet. Ferner wurde die
Zusammenhangsstruktur einzelner Datensatze mithilfe von Faktorenanalysen
(Hauptkomponentenmethode) eruiert. Dies diente u.a. dazu, fir einzelne Faktoren
(zusammenhangende Variablen) reprasentative Vertreter zu finden. Durch ein
spezielles mathematisches Verfahren (Rotation der Ladungsmatrix, Varimax) wurde
angestrebt, dass nach Mdoglichkeit jede Variable auf einen Faktor hoch ladt und auf
alle anderen Faktoren niedrig. Das Signifikanzniveau wurde durchwegs bei p=0,05

angenommen.

Fur die Erfassung der Daten wurden Excel-Tabellen verwendet. Diese wurden
mehrmals korrekturgelesen, unter anderem in Zusammenarbeit mit der
Qualitatskontrolle der COSYCONET-Datenbank. Fir die statistische Auswertung
wurde das Statistikprogramm SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25,
Armonk, USA) verwendet.
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4 Ergebnisse

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine Querschnittsstudie, deren Daten
einer longitudinalen Studie entstammen. Pro Patient wurden die Daten einer Visite
analysiert (Visite 4 oder 5 von COSYCONET). Insgesamt wurden 46 Patienten in die
Studie eingeschlossen, Die Daten umfassten Anamnese, Fragebogenergebnisse,

Lungenfunktion, Blutproben, Hautabdriicke, Fotos und Funktionstests.

4.1 Basischarakteristika der Kohorte

4.1.1 Anthropometrische Daten

Von den 46 Patienten waren 24 (52,2%) Frauen und 22 (47,8%) Manner. Die Kohorte
wies ein mittleres (xSD) Alter von 69+8 Jahren auf und einen mittleren BMI von 27,2
+3,8 kg/m% Es befanden sich 8 (17,4%) Patienten im COPD-Grad GOLD 1, 20
(43,5%) in GOLD 2, 16 (34,8%) in GOLD 3 und 2 (4,3%) in GOLD 4. In der GOLD-
Gruppe GOLD A befanden sich 25 (54,4%) Patienten, in GOLD B 10 (21,7%)
Patienten, in GOLD C 5 (10,9%) Patienten, sowie 6 (13,0%) Patienten in der Gruppe

GOLD D. Die grundlegenden Charakteristika sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst.

Alter Jahre | GréRe m Gewicht kg BMI kg/m?
69+8 1,68+0,11 76,9+ 14,6 27,2+ 3,8
FEV,; %Soll | FVC %Soll Tiffeneau TLCO %Soll
59,1+228 |80,7+17,8 0,55+0,13 70,5+225
KCO %Soll | Packyears Gehstrecke m | CAT
72,5+20,2 | 44,6 +34,8 448,8 + 84,0 17.1+6,9
mMRC RV %Soll RVITLC % ITGV %Soll
0,59 +0,58 | 166,9 + 50,7 54,9 + 10,8 140,8 + 41,6

Tabelle 4.1: Mittelwerte und Standardabweichungen der Basisparameter der Patienten. Um eine
Tabelle mit nur zwei Spalten zu vermeiden, wurden die Parameter zeilenweise angeordnet
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Im Allgemeinen waren, wie bei einem Spektrum von Patienten mit COPD
verschiedener Schweregrade zu erwarten, die Messgrof3en mehr oder weniger stark
miteinander korreliert. Die Beziehungen ausgewahlter Lungenfunktionsparameter
sind in Abbildung 4.1 veranschaulicht, die zugehdorigen Korrelationskoeffizienten nach

Spearman und ihre Signifikanzniveaus in Tabelle 4.2.
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Abb. 4.1: Korrelationen verschiedener Lungenfunktionsparameter in Form eines multiplen Streudia-
gramms. Die Dimensionen der Parameter sind wie in Tab. 4.2. Die entsprechenden Korrelationskoef-
fizienten sind in Tabelle 4.2 zu finden
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ITGV 0,457

%Soll (p=0,001)

RV 0,426 0,956

%Soll (p=0,004) |(p=<0,001)

RVITLC 0,49 0,751 0,818

Quotient (p=0,001) |(p=<0,001) |(p=<0,001)

FEV, 0,631 0,525 0,529 0,663

%Soll (p=<0,001) |(p=<0,001) |(p=<0,001) |(p=0<,001)

FvC 0,406 0,318 0,347 0,426 0,737

%Soll (p=0,006) |(p=0,033) |(p=0,019) |(p=0,004) |(p=<0,001)

FEV1/FVC |0,564 0,572 0,547 0,426 0,761 0,146

Quotient (p=<0,001) |(p=<0,001) |(p=<0,001) |(p=0,004) |(p=<0,001) |(p=0,333)
TLCO ITGV RV RVITLC FEV., FvC
%Soll %Soll %Soll Quotient %Soll %Soll

Tabelle 4.2: Korrelationskoeffizienten der Lungenfunktionsparameter (n=46) gemald Spearman sowie
zugehdrige zweiseitige Signifikanzniveaus (in Klammern)

4.1.2 Lungenfunktionsdaten und Emphysemscore

Die Tatsache der Korrelation zwischen den Lungenfunktionsparametern bedeutete
naturgemalfd nicht notwendigerweise, dass alle Lungenfunktionsparameter zu den
KenngroRen der Hautbeschaffenheit in gleicher Beziehung stehen mussten. Daher
wurden die Lungenfunktionsgrof3en einzeln ausgewertet. Diejenige Messgrofie, die
aufgrund der pathophysiologischen Vorinformationen am ehesten mit einem Emphy-
sem als vermutetem Marker einer vorzeitigen biologischen Alterung korrelieren sollte,
stellte die Diffusionskapazitat TLCO dar. Der Korrelationskoeffizient von TLCO mit
KCO (=TLCO/VA) betrug 0,879 nach Spearman und 0,924 nach Pearson (linearer
Korrelationskoeffizient). Da das alveolare Volumen VA, das mittels der Verdinnung
eines eingeatmeten Gases messbar ist, vom Vorliegen eines Emphysems beeinflusst
wird, ist nicht von vornherein zu entscheiden, welcher der beiden Parameter vorzu-
ziehen ist. Daher wurden bezlglich eines Zusammenhanges mit den Hautparame-
tern beide ausgewertet.

In einer publizierten Arbeit [Kahnert et al., 2018], die auf COSYCONET-Daten basier-
te, wurde anhand von CT-Thorax-Aufnahmen, die bei einem Teil der Patienten vorla-
gen, ein numerischer Score berechnet, der auf der Lungenfunktion basierte und das
Vorhandensein eines Emphysems mit einem positiv-pradiktivem Wert in der Gré3en-
ordnung von 75% angeben konnte. Fir die vorliegende Arbeit wurde die Scorefunkti-
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on geringflgig modifiziert, da andere Sollwerte als in der publizierten Arbeit verwen-
det wurden (siehe 3.6). Wendete man diese Scorefunktion auf die Daten der vorlie-
genden Untersuchung an, ergaben sich fir TLCO und KCO sowie RV/TLC, FEV; und
FVC die in Tabelle 4.3 angegebenen Unterschiede zwischen den Gruppen, denen
ein Emphysem zugeschrieben wurde (n=14) oder nicht (n=30). Im Falle von FVC wa-
ren die Unterschiede nicht statistisch signifikant, allerdings ging FVC auch nicht in
die Scorefunktion ein.

Ferner war bei insgesamt 14 Patienten ein CT vorhanden, das direkt auf das Vor-
handensein eines Emphysems ausgewertet werden konnte [Kahnert et al., 2018]. Ein
Emphysem war bei 5 Patienten zu diagnostizieren. Wegen der geringen statistischen
Teststarke (Power) in dieser Untergruppe wurde auf entsprechende Vergleiche der
Lungenfunktionsparameter verzichtet.

Emphysem aus . .
Funktion Mittelwert Std.-Abweichung p-Wert
nein 78,1 225

TLCO %Soll |- 0.001
1a 53,74 12,22
nein 80,72 19.24

KCO %Soll |- 0,001
12 54,41 6,47
nein 82,61 1613

FVC %Soll |- 0.208
1a 75,29 20,7
nein 65,45 17,37

FEV1%Soll |- 0,001
1a 43,23 17,13

RV/TLC nein 51,19 8.77 oon

Quotient ia 62,12 11.09 ’

Tabelle 4.3: Vergleich der Mittelwerte ausgewahlter Lungenfunktionsparameter zwischen den beiden
Gruppen, denen anhand einer berechneten Scorefunktion ein Emphysem zugeschrieben wurde oder
nicht. Die Gruppenvergleiche basieren auf dem unpaarigen t-Test. Die Gruppengré3en betrugen n=14
(Emphysem) und n=30 (kein Emphysem)

4.2 Phanotypische Hautalterung

4.2.1 Beschreibung der Hautanalyse

Bei 44 Patienten konnten Hautabdriicke sowohl vom Augenauf3enwinkel (zur
Bestimmung des Einflusses des endo- und exogenen Alterungsprozesses) als auch
von der Innenseite des Arms (zur Bestimmung des Einflusses der endogenen

Alterung) genommen werden. Bei den Abdriicken am Auge wurde eine Faltenanalyse
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durchgeftihrt, bei den Abdricken am Arm wurden Rauheitsparameter bestimmt.
Diese Unterscheidung war notwendig, da die Falten am Arm zu flach bzw. diffus
waren, um von dem Auswertealgorithmus erkannt zu werden. Umgekehrt waren die
Falten am Auge zu tief, um eine verlassliche Bestimmung der Rauheitsparameter zu
erlauben. Die so ausgewahlten Parameter konnten jeweils valide bestimmt werden.
Bei einem Vergleich der Ergebnisse zwischen Auge und Arm sowie mit den Fotos
solite man somit berlcksichtigen, dass verschiedene Séatze von Parametern

herangezogen wurden.

Die statistischen Kenngrof3en der Hautabdruckparameter fur das Auge sind in Tabelle
4.4 dargestellt, diejenigen fur den Arm in Tabelle 4.5 (siehe auch Anhang Tabelle
7.1). Im Folgenden werden die wichtigsten Parameter fur die vorliegende Arbeit
beschrieben. Sa beschreibt den Arithmetischen Rauhwert und ist der arithmetische
Mittelwert der Betrage der Profilwerte des Rauheitsprofils. Sq ist der Quadratische
Mittelwert der Profilwerte des Rauheitsprofils. Smax stellt die maximale Ausdehnung
des Rauheitsprofils dar, also die Hohendifferenz von der hdchsten Spitze zum
tiefsten Tal innerhalb der Gesamtmessflache. Sz bezeichnet die Zehnpunktehthe
und ist der Mittelwert der Betrage der 5 hochsten Spitzen und der 5 tiefsten Taler von
der Gesamtmessflache. St ist die Grol3te Rauhtiefe, also der grofdte
Hohenunterschied innerhalb einer Einzelmessflache. Sp beschreibt die Hohe der
grofdten Profilspitze innerhalb der Gesamtmessflache, Sv als Gegenstiick die Tiefe
des grofdten Profiltals innerhalb der Gesamtmessflache. Ssk stellt als Schiefe ein
Mafld fur die Asymmetrie der Amplitudendichtekurve dar. Alle genannten Parameter
sind SenkrechtkenngroRen und beschreiben somit die Rauheit in senkrechter
Richtung. Sla ist eine abgeleitete Grof3e des arithmetischen Mittelwerts der Grtlichen
Profilsteigung in x- und y-Richtung (siehe Anhang Tabelle 7.1). PC gibt als
Spitzenanzahl die Anzahl der Spitzen in der Gesamtmessstrecke, S den mittleren
Abstand der Profilspitzen im Rauheitsprofii an. Letztere st eine
WaagrechtkenngroRe. Sk beschreibt die Tiefe des Rauheitskerns.

Die Parameter der Hautabdriicke wurden mit dem Alter der Patienten in Beziehung
gesetzt, und es zeigten sich teils starke Korrelationen der Parameter des Innenarms.
Die Abdriicke des Augenauf3enwinkels waren, wie zu erwarten, nur vereinzelt mit
dem Alter korreliert; hier spielte der massive Einfluss der grof3en Falten fir die

Feinstruktur eine Rolle.
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Aufgrund der Auswertealgorithmen sind bei den Parametern des Auges teils starke

Korrelationen untereinander anzunehmen, wie aus Abbildung 4.2 zu entnehmen ist.

In analoger Weise waren die Alterungsparameter des Armes miteinander korreliert

(Abbildung 4.3). Die Beziehung zwischen ausgewahlten Parametern des Auges und

des Armes ist in Abbildung 4.4 dargestellt. Man erkennt, dass keine signifikanten

Korrelationen auftraten und somit die Indikatoren der Hautalterung an Arm und Auge

weitgehend unabhangig waren. Dies ist auch Tabelle 4.6 zu entnehmen, in der die

entsprechenden Korrelationskoeffizienten mit den Signifikanzniveaus dargestellt sind.

Mittlere Tiefste Anzahl Falten- Falten- Mittlerer | Falten- Mittl. Max.
Tiefe Falte Falten Volumen | Flache Falten- Lange Tiefe Tiefe
Formfak- grofdte grofdte
tor Falte Falte

pUm pm mm? mmz2 mm pm pm
MIN 23,5 27 4 0,29 12,4 11 23 24 69
MAX 115,9 201 89 4,91 50,9 2,1 111 158 931
MW 51 84 31 1,99 37 1,6 67 64 276
SD 20,6 39 18 1,09 8,9 0,2 19 30 179
Median 48,5 79 26 1,76 38,4 1,6 67 59 227
Tabelle 4.4: Statistische Kenngréf3en der Parameter des AugenaulRenwinkels, die aus den
Hautabdrucken bestimmt werden konnten. Aus Platzgriinden wurden die Parameter horizontal
angeordnet

Sa Sq Smax Sz St Sp Sv Ssk Sku
MIN 8,8 11,5 129,5 126,2 129,5 49,4 -297,1 -1,03 3,05
MAX 31,5 42,2 440,9 428,1 440,9 1847 -80,1 0,01 5,71
MW 17,5 22,6 226,6 216,5 226,6 90,6 -136 -0,6 4
SD 6,3 8 75,61 72,93 75,61 32,14 46,74 0,24 0,61
Median 15,8 20,4 206,1 191,2 206,1 77,9 -128,2 -0,61 3,93

S Sda Sdq Sla Slq PC Sdr Sk Spk Svk
MIN 251,3| 0,1144| 0,2142| 0,4685| 0,3274 128| 2,239 28,2 9,9 15,5
MAX 763,5| 0,224| 0,4702| 1,0388| 0,6131 1291 | 9,717 99,5 37,1 68,7
MW 534,2| 0,1566| 0,3102| 0,6848| 0,4483 283 | 4,659 56,1 17,7 30,5
SD 102,76 0,03 0,07 0,13 0,07 | 175,59 1,97| 20,14 7,26 10,48
Median 520,7| 0,1508| 0,2918| 0,6593| 0,439 258 | 4,049 50,6 14,9 28,9

Tabelle 4.5: Statistische KenngréRen der Parameter des Innenarms, die aus den Hautabdriicken
bestimmt werden konnten. Die Bedeutung der Abkiirzungen ist Tab 7.1 im Anhang zu entnehmen. Aus
Platzgriinden wurden die Parameter horizontal angeordnet
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Tiefe der Falten

Anzahl der Falten

Faltenvolumen

Faltenflache

Mittlerer Falten-Formfaktor

Faltenlange

Mittlere Tiefe gréRte Falte

Maximale Tiefe groRte Falte

Mittlere Tiefe der Falten
Mittlerer Falten-Formfaktor
Mittlere Tiefe grote Falte

Tiefe der Falten
Anzahl der Falten
Faltenvolumen
Faltenflache
Faltenlange

Abbildung 4.2: Multiple Streudiagramme der Hautabdruckparameter des Augenauf3enwinkels, welche
die Korrelationen zwischen den verschiedenen Parametern verdeutlichen. Aus diesem Grunde wurde
auf die Angabe numerischer Korrelationskoeffizienten und p-Werte verzichtet. Die Korrelationsstruktur
wurde in den Faktorenanalysen naher ausgewertet
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Abbildung 4.3: Multiple Streudiagramme der Hautabdruckparameter des Innenarms, welche die
Korrelationen zwischen den verschiedenen Parametern verdeutlichen. Die Bedeutung der
Abkirzungen ist Tab 7.1 im Anhang zu entnehmen. Aus diesem Grunde wurde auf die Angabe
numerischer Korrelationskoeffizienten und p-Werte verzichtet. Die Korrelationsstruktur wurde in den
Faktorenanalysen naher ausgewertet
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Abbildung 4.4: Streudiagramme ausgewahlter Hautabdruckparameter des Innenarms sowie des
Auges, welche die Korrelationen zwischen den Parametern verdeutlichen. Die Bedeutung der
Abkurzungen fur die Parameter des Innenarms ist Tab 7.1 im Anhang zu enthnehmen. Die
entsprechenden Korrelationskoeffizienten sind in Tabelle 4.6 zu finden

Die teilweise hohe Korrelation innerhalb der Hautparameter jeweils fur Arm und fur
Auge warf die Frage auf, welche dieser Parameter fur eine Analyse des
Zusammenhangs mit anderen Daten optimal geeignet waren. Angesichts einer
Fallzahl von n=44 erschien es unrealistisch, sich alleine auf multiple
Regressionsanalysen hoch miteinander korrelierter Variablen zu verlassen. Um
moglicherweise die Dimension (Anzahl relevanter Variablen) des Datensatzes zu
reduzieren, erfolgten als erster Schritt explorative Faktorenanalysen; hiermit konnte
die Anzahl statistischer Freiheitsgrade innerhalb der jeweiligen Variablensatze

bestimmt werden.
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0,729
Sk
(p=<0,001)
. 0,004 0,148
(p=0,980) (p=0,336)
- 0,097 0,097 0,012
S
(p=0,530) (p=0,530) (p=0,940)
Mittlere Tiefe | 0,212 0,176 0,116 0,009
der Falten (p=0,172) | (p=0,260) |(p=0,460) |(p=0,953)
Anzahl der 0,028 0,002 0,098 0,321 0,158
Falten (p=0,859) |(p=0,989) |(p=0,532) |(p=0,036) |(p=0,311)
0,191 0,208 0,202 0,046 0,953 0,357
Faltenvolumen
(p=0,221) (p=0,181) (p=0,194) (p=0,770) (p=<0,001) | (p=0,019)
Mittlere Tiefe | Anzahl der
28 = 2 = der Falten Falten

Tabelle 4.6: Korrelationskoeffizienten ausgewahlter Hautparameter des Innenarms sowie des Auges
(n=44) gemal Spearman sowie zugehdrige zweiseitige Signifikanzniveaus (in Klammern). Siehe auch
Abb. 4.4. Die Bedeutung der Abkirzungen fur die Parameter des Innenarms ist Tab. 7.1 im Anhang zu
entnehmen

Hierbei zeigte sich, dass fur das Auge zwei Faktoren (Dimensionen) identifiziert
werden konnten, deren Eigenwerte 5,207 und 2,220 betrugen, die 82,5% der Varianz
erklarten. Die rotierte (Varimax) Komponentenmatrix ist in Tabelle 4.7 dargestellt. Die
angegebenen Werte (Ladungen) geben die Korrelationskoeffizienten der
beobachteten Parameter mit den beiden identifizierten Faktoren an. Die mittlere Tiefe
der Falten, die tiefste Falte, das Faltenvolumen, die mittlere Tiefe der grof3ten Falte
und die maximale Tiefe der gré3ten Falte gehorten zu dem ersten Faktor, die Anzahl
der Falten, die Faltenflache, der Mittlere Falten-Formfaktor und die Faltenlange zu
dem zweiten Faktor. Im Allgemeinen war diese Zuordnung eindeutig, da die meisten

Ladungen entweder Uber 0,7 lagen oder unter 0,3.
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Komponente

1 2
Mittlere Tiefe der 0.962 0,06
Falten
Tiefste Falte 0,868 0,111
Anzahl der Falten 0,039 0,947
Faltenvolumen 0,930 0,293
Faltenflache 0,610 0,716
Mittlerer Falten
Formfaktor 0,354 -0,657
Faltenlange 0,445 0,802
Mittlere Tiefe grofite 0,902 0,081
Falte
Maximale Tiefe
groRte Falte 0.875 -0.111

Tabelle 4.7: Matrix mit den Ladungen der Parameter des Auges relativ zu den beiden in der
Faktorenanalyse identifizierten Komponenten. Die Ladungen entsprechen Korrelationskoeffizienten
der beobachteten Variablen mit der hypothetischen zugrundeliegenden Komponente. Ladungen mit
einem Betrag tber 0,7 sind fett hervorgehoben

In analoger Weise wurden die Parameter der Hautanalyse fur den Arm mittels Fakto-
renanalyse ausgewertet. Hierbei wurden Parameter, die in mathematisch eindeutiger
Weise mit anderen zusammenhingen, ausgeschlossen, um Probleme bei der statisti-
schen Schatzung zu vermeiden. Es fanden sich 3 Faktoren mit den Eigenwerten
6,956, 1,759 und 1,185, die zusammen 90,0% der Varianz erklarten. Die zugehorige
rotierte Komponentenmatrix ist in Tabelle 4.8 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass
die Variable Ssk einen einzelnen Faktor reprasentiert, die Variablen S und PC einen
weiteren Faktor, und die Ubrigen Variablen dem dominierenden ersten Faktor zuzu-

rechnen sind.
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Komponente
1 2 3
Sa 0,897 0,154 0,321
Sq 0,906 0,153 0,292
Smax 0,971 0,003 -0,09
Sz 0,975 0,021 -0,081
Sp 0,877 -0,051 -0,064
Sv -0,966 -0,040 0,102
Sk 0,891 0,156 0,337
S 0,057 0,942 -0,076
Ssk 0,042 -0,013 0,900
PC -0,051 -0,923 -0,081
Sdr 0,843 0,013 0,441

Tabelle 4.8: Matrix mit den Ladungen der Parameter des Innenarms relativ zu den drei in der
Faktorenanalyse identifizierten Komponenten. Die Ladungen entsprechen Korrelationskoeffizienten
der beobachteten Variablen mit der hypothetischen zugrundeliegenden Komponente. Die Bedeutung
der Abkurzungen ist Tab. 7.1 im Anhang zu entnehmen. Ladungen mit einem Betrag tiber 0,7 sind fett
hervorgehoben

Die Ergebnisse dieser Analysen wiesen darauf hin, dass in den Parametern der
Hautalterung verschiedenartige Informationen enthalten waren und daher von
vornherein zu erwarten war, dass nur einzelne und nicht alle Parameter mit den
Parametern der Lungenfunktion korrelierten. Welcher der Parameter aus den
identifizierten Komponenten am besten mit der Lungenfunktion korrelierte, musste
werden.

empirisch bestimmt
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4.2.2 Zusammenhang mit der Lungenfunktion

Orientierende Analysen

Gemald der Hauptfragestellung der Arbeit wurden die Hautparameter zu anderen
Daten der Patienten, vor allem solchen der Lungenfunktion, in Beziehung gesetzt.
Die Lungenfunktionsdaten dienten dazu, Surrogatmal3e der biologischen Alterung
der Lunge und insbesondere der Auspragung eines Lungenemphysems zu liefern.

Die Parameter des Auges (siehe Tabelle 4.4) standen zu einem exemplarisch
ausgewahlten Satz von Lungenfunktionsparametern (RV/TLC, FEV; %Soll, TLCO
%Soll) in keiner erkennbaren Beziehung, wie die Abbildungen 4.5 und 4.6 fur die
beiden Satze von Hautparametern des Auges zeigt, die in Tabelle 4.7 den beiden
Faktoren zugeordnet waren. Dies wurde durch eine Analyse der

Korrelationskoeffizienten bestétigt, von denen keiner statistisch signifikant war.

Eine analoge Auswertung fiir die Parameter des Armes wies hingegen auf
Korrelationen hin. Abbildung 4.7 zeigt exemplarisch die Korrelationen von RV/TLC,
FEV1 %Soll und TLCO %Soll mit denjenigen Parametern der Hautalterung, die in
Tabelle 4.8 dem Faktor 1 zugeordnet waren. Abbildung 4.8 illustriert die Korrelation
der drei Lungenfunktionsparameter mit den Hautparametern, die den Faktoren
(Variablengruppen) 2 und 3 zugeordnet waren. Hierbei ist nicht nur die Korrelation
der Hautparameter untereinander zu erkennen, sondern auch, dass in den
Parametern, die Faktor 1 entsprachen (Abbildung 4.7), Korrelationen mit den
Lungenfunktionsparametern angedeutet waren, hingegen in den Parametern, welche
den Faktoren 2 und 3 entsprachen, keine solchen Korrelationen zu erkennen waren
(Abbildung 4.8).
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Tiefste Falte

Faltenvolumen

Maximale Tiefe grofite Falte
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FEV1 %Soll
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Mittlere Tiefe der Falten
Mittlere Tiefe grofte Falte
Maximale Tiefe grofte Falte

Tiefste Falte
Faltenvolumen
RV/TLC Quotient
FEV1 %Soll

Abbildung 4.5: Streudiagramme der Beziehungen zwischen drei représentativen
Lungenfunktionsparametern und denjenigen Parametern des Auges, die in der Faktorenanalyse dem
Faktor 1 zugeordnet waren (siehe Tabelle 4.7)
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Abbildung 4.6: Streudiagramme der Beziehungen zwischen drei repréasentativen
Lungenfunktionsparametern und den Parametern des Auges, die in der Faktorenanalyse dem Faktor 2
zugeordnet waren (siehe Tabelle 4.7)
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Abbildung 4.7: Streudiagramme der Beziehungen zwischen drei reprasentativen
Lungenfunktionsparametern und denjenigen Parametern des Innenarms, die in der Faktorenanalyse
dem Faktor 1 zugeordnet waren (siehe Tabelle 4.8). Die Bedeutung der Abkirzungen fir die
Parameter des Innenarms ist Tab. 7.1 im Anhang zu entnehmen. Die signifikanten Korrelationen von
Interesse sind rot markiert
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Abbildung 4.8: Streudiagramme der Beziehungen zwischen drei reprasentativen
Lungenfunktionsparametern und denjenigen Parametern des Innenarms, die in der Faktorenanalyse
den Faktoren 2 und 3 zugeordnet waren (siehe Tabelle 4.8). Die Bedeutung der Abkirzungen fir die
Parameter des Innenarms ist Tab. 7.1 im Anhang zu entnehmen

Regressionsanalysen

Nach diesen orientierenden Analysen erfolgten lineare Regressionsanalysen, um die
einzelnen Parameter, in denen sich eine Beziehung andeutete, statistisch zu
untersuchen, und zwar fur die Parameter des Arms, da flir diejenigen des Auges
keinerlei Beziehungen bestanden. Diese Analysen boten vor allem die Méglichkeit,
Kovariate wie Alter und BMI als zusatzliche Einflussgrof3en einzufuhren, um zu
untersuchen, ob die gefundenen Beziehungen gegeniber diesen GroRRen robust

waren.

Zunachst zeigte sich in bivariaten, den einfachen Korrelationen entsprechenden
Analysen, dass insbesondere zwischen dem Hautparameter Sp und der
Diffusionskapazitat TLCO %Soll eine statistisch signifikante (p=0,012) lineare
Beziehung bestand, die in Abbildung 4.9 dargestellt ist; hierin sind die Patienten mit
BMI < 25 kg/m? besonders hervorgehoben, da die Hautbeschaffenheit vom BMI
abhangen konnte (siehe unten). Das Signifikanzniveau der linearen Beziehungen
zwischen TLCO %Soll und Smax betrug p=0,014. Fir Sz betrug es p=0,017, fur St
p=0,014, fur Sv p=0,025, fur Sla p=0,047. Fur den Transferkoeffizienten KCO %Soll
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ergaben sich ahnliche Beziehungen, diese waren aber mit hdheren p-Werten

verbunden.

Beziglich der anderen Parameter des Arms aus Tabelle 4.5 ergaben sich keine
signifikanten Beziehungen zur Diffusionskapazitat TLCO. Dartber hinaus bestanden
keine signifikanten Zusammenhange zu den anderen Lungenfunktionsgrol3en,
insbesondere denjenigen der Spirometrie und der Ganzkorperplethysmyographie,
auch nicht zu RV/TLC oder FEV; %Soll als Markern von Uberblahung und
Obstruktion. Aus diesem Grunde wurden im Folgenden primar die Parameter Sp und

TLCO %Soll weiter analysiert.
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@ = BMI < 25 kg/m?
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Abbildung 4.9: Beziehung zwischen der Diffusionskapazitat TLCO in Prozent vom Soll und dem Pa-
rameter Sp der Hautbeschaffenheit des Innenarms. Zuséatzlich sind Patienten mit einem BMI < 25
kg/m2 rot markiert, da die Beziehung vom BMI abh&ngen kdnnte

Bericksichtigung von anthropometrischen Einflussgréf3en

Da die Beschaffenheit der Haut mit dem BMI und dem Alter korreliert ist und sich dies
auch in den gemessenen Parametern der Hautalterung bemerkbar machen koénnte,
stellte sich als nachstes die Frage, ob die Beziehung von Sp zu TLCO
moglicherweise auf diese Storeinflisse zurlckging. Das ist fur die Fragestellung

dieser Arbeit deswegen relevant, weil ein geringer BMI mit einer hdheren
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Wahrscheinlichkeit eines Lungenemphysems, entsprechend einer verringerten
TLCO, und zugleich einer hoheren Wahrscheinlichkeit fir eine starkere Rauheit der
Haut einhergeht.

Um diese Frage zu klaren, erfolgten lineare Regressionsanalysen mit Sp als
abhangiger Variablen und den Werten von TLCO %Soll als Pradiktor sowie BMI,
Alter, aktuellem Raucherstatus (ja/nein), Packyears und Geschlecht als zuséatzlichen
unabhangigen Variablen (Kovariaten). Hierbei fand sich fur TLCO nach wie vor ein
statistisch signifikanter Zusammenhang (p=0,015). Der Zusammenhang mit den
Kovariaten war nicht signifikant (Tabelle 4.9). Bei einer schrittweisen (vorwarts)
Auswahl der Pradiktoren bestétigte sich das Ergebnis, dass ausschliel3lich fur TLCO
%Soll eine signifikante Beziehung bestand (p=0,013).

Fur die anderen funf Hautparameter, die in den bivariaten Korrelationsanalysen
Hinweise auf einen Zusammenhang mit TLCO zeigten, bestanden ebenfalls
signifikante Zusammenhange mit TLCO %Soll unter Bericksichtigung der oben
genannten Kovariaten. Die Signifikanzniveaus betrugen fir Smax p=0,011, fir Sz
p=0,013, fur St p=0,011, fur Sv p=0,015 und fir Sla p=0,039 (zur Bedeutung der
Abklrzungen siehe Tabelle 7.1 im Anhang). Daher waren alle Beziehungen zwischen
den Hautparametern des Innenarms und TLCO %Soll robust gegentuber potentiell
relevanten anderen Einflussgré3en. Abbildung 4.10 zeigt die Beziehung zwischen
TLCO %Soll und den Werten von Sp, die ungeachtet der nicht signifikanten
Beziehungen zu den Kovariaten fir BMI, Alter, Raucherstatus, Packyears und
Geschlecht adjustiert wurden. Die Adjustierung beeinflusste die Starke der
Beziehung nicht erkennbar im Vergleich zu den unadjustierten Werten (Abbildung
4.9).
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Nicht standardisierte Koeffizien-

Standardisierte

ten Koeffizienten

Regressions-

koeffizient B Std.-Fehler Beta
(Konstante) 29,02 58,685 0,494 0,624
TLCO %Soll -0,632 0,246 -0,427 2,562 0,015
Alter (Jahre) 0,713 0,609 0,183 1,172 0,249
Gesclilecit 6,124 10,469 0,095 0,585 0,562
(m versus w)
BMI (kg/m?) 1,904 1,413 0,222 1,348 0,186
Raucher |, 554 12,491 0,03 0,188 0,852
(ja versus nein) |’ ' ' ' '
Packyears -0,087 0,149 -0,095 -0,586 0,561

Tabelle 4.9: Regressionskoeffizienten (standardisiert (Beta) und nicht standardisiert (B)) fur die
Beziehung zwischen sp (abhangige Variable) und den finf angegebenen Pradiktoren in einer
multiplen linearen Regressionsanalyse. Alleine TLCO war ein signifikanter Pradiktor (fett
hervorgehoben). t ist der Wert der entsprechenden t-verteilten BewertungsgréfRe und p der jeweilige
Signifikanzlevel
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Abbildung 4.10: Beziehung zwischen der Diffusionskapazitat TLCO in Prozent vom Soll und den fur
BMI, Alter, aktuellen Raucherstatus (ja/nein), Packyears und Geschlecht adjustierten Werten des Pa-
rameters Sp der Hautbeschaffenheit des Innenarms. Das Diagramm war nicht wesentlich von demje-
nigen der unadjustierten Werte verschieden (siehe Abbildung 4.9)
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Fur KCO %Soll war die Beziehung zu Sp nicht mehr signifikant (p=0,061), wenn man
die funf Kovariaten mitbertcksichtigte; ohne die Kovariaten lag die Starke der
(p=0,051). Die Werte der
Regressionskoeffizienten und die Beziehung der adjustierten Werte von Sp zu KCO
sind in Tabelle 4.10 und Abbildung 4.11 dargestellt.

Beziehung an der Grenze der Signifikanz

In einem néchsten Schritt wurde der mdgliche Effekt des Koérpergewichtes naher
analysiert, da das Korpergewicht nicht alleine mit der Beschaffenheit der Haut,
sondern mit der Auspragung einer COPD, insbesondere eines Lungenemphysems,
verbunden sein kann. Obwohl insgesamt die Beziehung zwischen Sp und BMI nicht
signifikant war, wurde zusatzlich gepruft, ob speziell das Vorliegen normaler oder
niedriger Werte von BMI eine unterschiedliche Beziehung zur Hautalterung zeigte. Zu
diesem Zweck war bereits in Abbildung 4.9 die Beziehung zwischen TLCO %Soll und
Sp (unadjustiert) gezeigt worden, wobei die beiden Gruppen mit BMI < 25 kg/m?
(n=13) und BMI = 25 kg/m? (n=30) markiert wurden.

Nicht standardisierte Koeffizien- | Standardisierte
ten Koeffizienten

Regressions-

koeffizient B Std.-Fehler Beta
(Konstante) 30,653 61,986 0,495 0,624
KCO %Soll -0,566 0,292 -0,343 -1,94 0,061
Alter (Jahre) 0,786 0,632 0,202 1,244 0,222
crsgtai: 4,344 10,821 0,067 0,401 0,691
(m versus w)
BMI (kg/m?) 1,668 1,479 0,195 1,128 0,267
sy 4,284 12,887 0,054 0,332 0,742
(ja versus nein)
Packyears -0,12 0,158 -0,131 -0,761 0,451

Tabelle 4.10: Regressionskoeffizienten (standardisiert (Beta) und nicht standardisiert (B)) fur die
Beziehung zwischen Sp (abhangige Variable) und den fiinf angegebenen Pradiktoren in einer

multiplen linearen Regressionsanalyse. t ist der Wert der entsprechenden t-verteilten
BewertungsgréRe und p der jeweilige Signifikanzlevel
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Abbildung 4.11: Beziehung zwischen dem Transferkoeffizienten KCO in Prozent vom Soll und den fur
BMI, Alter, aktuellen Raucherstatus (ja/nein), Packyears und Geschlecht adjustierten Werten des
Parameters Sp der Hautbeschaffenheit des Innenarms.

Angedeutet ist zu sehen, dass im Falle eines gréReren BMI die Beziehung zwischen
Sp und TLCO %Soll starker war, als im Falle eines niedrigen BMI. Entsprechend war
bei niedrigem BMI die Beziehung nicht signifikant, wahrend sie bei hoherem BMI
signifikant blieb (p=0,046) und bei Ausschluss aller Kovariaten, zu denen ohne dies
keine signifikante Beziehung bestand, sogar ein Signifikanzniveau von p=0,006
erreichte. Diese Ergebnisse legen die Annahme nahe, dass bei niedrigem BMI der
Einfluss des BMI auf die Hautbeschaffenheit den Zusammenhang der
Hautbeschaffenheit mit der TLCO uberdeckt.

Auf der Basis einer vorangegangenen Publikation [Kahnert et al., 2018; siehe 3.6
und 4.1.2] konnte aus vier verschiedenen Funktionsparametern ein kontinuierlicher
Emphysemscore berechnet werden, der ein Mal3 fir die Wahrscheinlichkeit bzw.
Auspréagung eines Emphysems darstellte (siehe Kapitel 3.6 und entsprechende
binare Klassifikation in Tabelle 4.9). In dieser Formel spielt die Diffusionskapazitat
eine malgebliche Rolle. Daher wurde gepriuft, ob der Emphysemscore
moglicherweise der TLCO uberlegen war.

Wenn man unter Berucksichtigung der funf Kovariaten den Emphysemscore als Pra-

diktor von Sp und von Smax ansetzte, waren die Beziehungen zu diesen beiden
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MessgrofRen nur angedeutet (p=0,174 bzw. p=0,071). Dies weist darauf hin, dass in
Hinsicht auf die Hautbeschaffenheit die abgeleitete GroRe ,Emphysemscore” weni-

ger Information enthielt als die unmittelbare Messgrol3e TLCO %Soll.

Zusammenfassung der Regressionsanalysen

Als Hauptergebnis war festzuhalten, dass neben anderen Parametern des
Innenarms insbesondere die Beziehung zwischen Sp und TLCO %Soll bei allen
Adjustierungen um potenziell relevante andere Einflussgréf3en erhalten blieb und als
statistisch robust anzusehen war. Fir KCO %Soll galt das im Prinzip ebenfalls,
wenngleich die Beziehungen nur an der Grenze zur Signifikanz lagen. Dies deutet
darauf hin, dass der kombinierte Effekt von Transportstérung und Verringerung des
fur den Gastransport zugéanglichen Volumens, wie er durch TLCO beschrieben wird,
am besten das Ausmal} einer biologischen Alterung widerspiegelte, wie sie ebenfalls

in der Hautbeschaffenheit des Innenarms zu Tage trat.

4.2.3 Zusammenhang mit anderen klinischen und funktionellen
Grol3en

Saure-Basen-Haushalt und Blutgase

Da eine COPD in der Regel auch mit Veranderungen der Blutgase und des Saure-
Basen-Haushaltes einhergeht, wurde deren moglicher Zusammenhang mit den
Parametern der Hautalterung untersucht. Hierzu dienten zum einem die Sattigung
Sa0,, der Partialdruck PaO,, der Partialdruck PaCO,, der pH-Wert und der Base-
Excess BE, ferner der anhand von SaO,, PaO, und Hb errechnete Sauerstoffgehalt
CaO0.. Als Parameter der Hautbeschaffenheit des Innenarms wurden zum ersten Sp
und Smax, sodann S und Ssk ausgewahlt, da diese die drei identifizierten
Komponenten (Dimensionen) gut reprasentierten (siehe Kapitel 4.2.1, Tabelle 4.8).
Hierbei fanden sich signifikante, konsistente Korrelationen nur zwischen SaO, und
PaO, einerseits und Sp und Smax andererseits. Diese sind in Abbildung 4.12
dargestellt und in Tabelle 4.11 numerisch angegeben. Fiur die Parameter des Auges
ergaben sich keine signifikanten Zusammenh&nge mit den Werten der Blutgase bzw.

des Saure- Basenhaushaltes.
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Abbildung 4.12: Beziehungen zwischen Sauerstoffsattigung des Blutes und Partialdruck fir
Kohlendioxid sowie Sp und Smax als reprasentativen Parametern der Hautbeschaffenheit des
Innenarms. Die Beziehungen waren statistisch signifikant (p<0.05). Die numerischen Werte der
Korrelation sind in Tabelle 4.11 angegeben. Die Abkirzungen fir die Hautparameter sind in Tab. 7.1
im Anhang zu finden. Die signifikanten Korrelationen von Interesse sind rot markiert

0,943
PaO,

(p<0,001)

-0,491 -0,392
sp

(p=0,001) |(p=0,011)

-0,445 -0,367 0,933
smax

(p=0,004) |(p=0,018) |(p<0,001)

O,-

Sattigung FEOh sP

Tabelle 4.11: Korrelationskoeffizienten gemaf Spearman sowie zugehdrige zweiseitige
Signifikanzniveaus (in Klammern) zwischen der Sauerstoffsattigung des Blutes und dem Partialdruck
fur Sauerstoff sowie Sp und Smax als reprasentativen Parametern der Hautbeschaffenheit des
Innenarms. Die Beziehungen waren statistisch signifikant (p<0,05, 2-seitig). Siehe auch Abbildung
4.12. Die Bedeutung der Abkirzungen fur die Parameter des Innenarms ist Tab. 7.1 im Anhang zu
entnehmen
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Die Sattigung SaO, war auch mit anderen Parametern der Hautbeschaffenheit des
Arms signifikant korreliert. Dies bestatigte sich in einer Faktorenanalyse, in die alle
Hautparameter sowie zuséatzlich die Sattigung Eingang fanden. Hierbei ergaben sich
zwei Faktoren, mit Eigenwerten von 11,998 und 1,193 und einer erklarten
Gesamtvarianz von 87,9%, deren rotierte Komponentenmatrix in Tabelle 4.12
dargestellt ist. Sie bestéatigte, dass auch unter Einbeziehung von SaO, die
Hautparameter des Arms in 2 Gruppen (Faktoren) zerlegt werden konnten, die zwar
nicht sehr stark voneinander separiert waren, jedoch eine relativ klare Zuordnung
von SaO; zeigten. Ein ahnliches Bild ergab sich fur PaO,, der auch mit in der Tabelle
angegebenen Messgrofien der Hautbeschaffenheit des Arms korrelierte. Fir die
Hautbeschaffenheit des Auges bestanden keine Korrelationen mit SaO, oder PaO..

Da SaO; und TLCO %Soll in der Regel miteinander gekoppelt sind, insofern als eine
eingeschrankte TLCO mit einer geringeren SaO, einhergeht, erfolgte eine lineare
Regressionsanalyse mit Sp als abhangiger Variable und SaO, und TLCO %Soll als
Pradiktoren, unter Berlcksichtigung der Kovariaten Alter, Geschlecht, Rauchersta-
tus, Packyears sowie BMI. Hierbei fand sich eine nach wie vor signifikante (p=0,044)
Korrelation mit TLCO %Soll, die Beziehung zu SaO, war jedoch nicht signifikant.
Wenn man SaO, ohne TLCO %Soll als Pradiktor fuhrte, war die Beziehung ebenfalls
nicht signifikant (p=0,095), sie wurde nur signifikant, wenn sie unter Weglassung der
Kovariaten als einziger Pradiktor gefuhrt wurde. Diese Daten implizieren, dass SaO.
nur als nachgeordnete Variable im Vergleich zu TLCO von Bedeutung ist, was die
Korrelation mit der Hautbeschaffenheit angeht. Daher wurde die Analyse der Blutga-
se nicht weiter verfolgt.
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Komponente
1 2
Sz 0,563 0,808
Sa 0,922 0,376
Sq 0,915 0,397
Sv -0,589 -0,766
Sdq 0,842 0,402
Slg 0,834 0,279
Sdr 0,842 0,366
Sk 0,925 0,368
Spk 0,829 0,43
Svk 0,807 0,472
St 0,535 0,831
Sp 0,398 0,847
Sla 0,853 0,382
Smax 0,535 0,831
0,-Sattigung -0,095 -0,604

Tabelle 4.12: Rotierte (Varimax) Ladungsmatrix einer Faktorenanalyse (Hauptkomponenten), in die
alle Parameter des Innenarms sowie zusatzlich die Sauerstoffsattigung eingingen, um zu eruieren, mit
welchem Faktor die Sauerstoffsattigung am ehesten zusammenhing. Dies war Faktor 2, in den auch
Sp, Sz, St, Smax und Sv in hohem Malf3e eingingen. Faktorladungen mit einem Betrag Uber 0,7 sind
fett markiert. Zu erkennen ist, dass sie Sauerstoffsattigung am ehesten Faktor 2 zuzurechnen war. Die
Abkurzungen fur die Hautparameter sind in Tab. 7.1 im Anhang zu finden

Komorbiditaten

Parameter der Innenarms

Als nachstes wurde geprift, ob fur die COPD haufige und wichtige Komorbiditaten
mit Unterschieden der Hautparameter einhergingen. Zu diesem Zweck wurden alle
Parameter des Arms und folgende Komorbiditaten geprift: Diabetes, Asthma,
Hyperlipidamie, Hyperurikdmie, gastrointestinale Stérungen, Osteoporose, koronare
Herzerkrankung, Bluthochdruck (alle in erweiterter Definition basierend auf
Patientenreport und/oder krankheitsspezifischer Medikation [Lucke et al., 2016]),

ferner Herzinsuffizienz, Herzinfarkt, Durchblutungsstorung des Herzens und Schlaf-
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apnoe (basierend alleine auf Patientenangaben in Ermangelung hinreichend
krankheitsspezifischer Medikation). Da die GruppengrbRen teilweise sehr
unterschiedlich waren und die Gruppen deutlich unterschiedliche Streubreiten
aufwiesen, erfolgten die statistischen Vergleiche mittels des nichtparametrischen
Mann-Whitney-U-Testes. Insgesamt waren die Fallzahlen von Patienten mit
Komorbiditaten gering (Diabetes n=1, Asthma n=8, Hyperlipidamie n=19,
Hyperurikdmie n=10, Gastrointestinale Stérungen n=21, Osteoporose n=11, koronare
Herzerkrankung n=5, Bluthochdruck n=21, Herzinsuffizienz n=1, Herzinfarkt n=3,
Durchblutungsstérung des Herzens n=5, Schlafapnoe n=1). Daher war die

statistische Teststarke (Power) ebenfalls gering.

Es fanden sich keine signifikanten Beziehungen zwischen den Hautparametern des
Arms und den genannten Komorbiditaten, mit Ausnahme einer Beziehung zwischen
Ssk (siehe Tab. 7.1 im Anhang) und dem Vorhandensein einer Hyperlipidamie (HLP)
(p=0,010). Insgesamt wiesen 19 von 44 Patienten die Diagnose einer Hyperlipidamie
auf. Die Verteilung der Werte von Ssk in Abhé&ngigkeit von dieser Diagnose ist in
Abbildung 4.13 dargestellt. Da eine Hyperlipiddmie mit Basischarakteristika wie BMI
und Geschlecht zusammenhangen kann, wurde geprift, ob auch hierfur signifikante
Zusammenhange mit Ssk bestanden; dies war nicht der Fall. Dies warf die Frage auf,
inwieweit der signifikante Unterschied bezlglich Ssk durch die multiplen statistischen
Tests zustande kam.  Hierbei war zu bertucksichtigen, dass alle anderen

Unterschiede weit von dem Niveau p=0,05 entfernt waren.

Zur naheren Beleuchtung dieser Frage wurde in einer Kovarianzanalyse geprift, ob
die Werte von Ssk von HLP abhingen, wenn gleichzeitig BMI und Geschlecht
bertcksichtigt wurden. Hierbei ergab sich nach wie vor ein signifikanter (p=0,015)
Zusammenhang mit HLP, nicht jedoch mit BMI und Geschlecht. Eine weitere
Adjustierung um das Alter veranderte die Signifikanz von HLP nicht (p=0,014).
Dieses statistisch robuste Ergebnis warf die Frage nach der konkreten Bedeutung
von Ssk auf. Dieser Parameter beschreibt die Asymmetrie (Schiefe, skewness) in
den Amplituden der Hautfalten-Verteilung (Tab. 7.1 im Anhang), also nicht ihre
Anzahl oder ihr Ausmal3. Der Wert bei einer Normalverteilung der Faltenamplituden
ist Null, und laut Auswertemanual (Handbuch, Optisches 3D-Hautmessgeréat
PRIMOSIite, Software PRIMOS 5.7; GFMesstechnik GmbH, heute LMI) bezeichnet

ein starker negativer Wert eine ,Oberflache mit gutem Tragverhalten®. Dies wirde
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bedeuten, dass in Gegenwart einer Hyperlipidamie das Tragverhalten der Haut

geringer ist, zumindest bei Patienten mit COPD.

ohne Hyperlipidamie Hyperlipidamie
0,20 0,20
0,00 0,00

-0,20 -0,20

-0,40 -0,40

Ssk
Ssk

-0,60 -0,60

-0,80 -0,80

-1,00 -1,00

-1,20 -1,20

5,0 6,0

Abbildung 4.13: Histogramm der Verteilung des Parameters Ssk des Innenarms (siehe Tab. 7.1 im
Anhang) fur die Gruppe der Patienten ohne die Diagnose einer Hyperlipiddmie (links) oder mit der
Diagnose einer Hyperlipidamie (rechts)

Der Zusammenhang zwischen Ssk und HLP wurde im Folgenden unter Berlcksichti-
gung weiterer Parameter naher untersucht. Als mdgliche Verbindung zwischen
Stoffwechselstorungen und Veranderungen der Haut wéaren Ablagerungsprodukte
denkbar, die in der Haut deponiert werden und ihr Erscheinungsbild verandern. Hier-
fur kdmen zum Beispiel AGE (Advanced Glycation Endproducts) in Frage, die mit
Glukosespiegeln und Diabetes assoziiert sind. Allerdings wies nur ein Patient von 46
Patienten die Diagnose eines Diabetes auf, so dass diese Frage nicht beantwortet
werden konnte. Jedoch scheint bemerkenswert, dass dieser eine Patient einen rela-
tiven hohen Wert von Ssk (> -0,20) aufwies, in Ubereinstimmung mit der Tatsache,
dass dieser Patient auch eine HLP aufwies. Zwei weitere Biomarker, die mit systemi-
scher Alterung in Verbindung gebracht werden, sind LL-37 [Lucke, 2015] und die
Telomerenlange von Blutleukozyten. Messwerte hierfir standen von einer friiheren
Visite der Patienten zur Verfigung; aufgrund des zeitlichen Abstandes sind die Ver-
gleiche nur mit Vorbehalt zu werten. Abbildung 4.14 zeigt den Zusammenhang dieser
beiden Biomarker mit Ssk und Sp. Es ist zu erkennen, dass kein klarer Zusammen-
hang bestand. Dies bestétigte sich in der Berechnung von Spearman-
Korrelationskoeffizienten.
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Abbildung 4.14: Beziehungen zwischen LL-37 und der Telomerenldnge von Blutleukozyten und den
Parametern der Hautbeschaffenheit Sp und Ssk (siehe Anhang Tab. 7.1). Es zeigte sich kein klarer
Zusammenhang, was sich in der Berechnung der Korrelationskoeffizienten bestatigte

Parameter des Auges

Bezuglich der Hautparameter des Auges und der Komorbiditaten fanden sich signifi-
kante (jeweils p<0,05) Unterschiede fur gastrointestinale Erkrankungen und die mitt-
lere Tiefe der Falten, die tiefste Falte sowie das Faltenvolumen, ferner fir Hypertonie
und Faltenlange, sowie fur Koronare Herzerkrankung und die Variable ,Mittlerer Fal-
ten-Formfaktor®. In allen diesen Fallen waren die betreffenden Parameter im Falle
des Vorliegens der entsprechenden Komorbiditat reduziert.

Da bei den Komorbiditaten von zusétzlichen Einflussfaktoren auszugehen ist, wurden
Kovarianzanalysen durchgefiihrt, in denen der jeweilige Parameter als abhangige
Variable fungierte und die jeweilige Komorbiditat als Pradiktor zusammen mit den
potentiellen Einflussfaktoren Geschlecht, Alter, BMI, Packyears und Rauchstatus (ak-
tiv ja/nein).

Hierbei fanden sich fur die Zusammenhéange folgende Ergebnisse: Gastrointestinale
Erkrankungen versus mittlere Tiefe der Falten p=0,064, tiefste Falte p=0,094, sowie
Faltenvolumen p=0,078; Hypertonie versus Faltenlange p=0,035; sowie koronare
Herzerkrankung versus ,Mittlere Falten-Formfaktor® p=0,124. Wenn als zusatzliche
Pradiktoren gastrointestinale Erkrankungen, Koronare Herzerkrankungen sowie Hy-
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perlipidamie eingefuhrt wurden, verblieb in einer schrittweisen Regression die Hyper-
tonie signifikant (p=0,045). Somit verblieb die Beziehung zwischen Hypertonie und
Faltenlange als robust. Dieses Ergebnis legt nahe, dass es Beziehungen zwischen
Hautparametern des Auges und zumindest Hypertonie als Komorbiditat der COPD

gibt. Allerdings sind die Mechanismen unklar (siehe Diskussion).

4.2.4 Zusammenhang mit vaskularer Funktion und
Entzindungsparametern

Knéchel-Arm-Index

Zwischen den Hautparametern des Augenau3enwinkels sowie des Innenarmes und
dem Knochel-Arm-Index (ABI) fanden sich keine signifikanten Beziehungen. Stellte
man die Hautparameter in Beziehung zu den gemessenen systolischen Blutdruck-
werten, so zeigten sich hingegen signifikante Korrelationen fur Parameter des Auges,
und zwar speziell fur die mittlere Tiefe der grofdten Falte sowie die maximale Tiefe
der groRten Falte (p<0,05). Fuhrte man eine Regressionsanalyse mit den Hautpara-
metern als abhangiger und dem systolischen Blutdruckwert als unabhangiger Variab-
le sowie den Kovariaten Alter, Geschlecht, BMI, Raucherstatus und Packyears durch,
zeigte sich eine grenzwertige Signifikanz fur die mittlere Tiefe der gro3ten Falte
(p=0,051), der Zusammenhang zur maximalen Tiefe der gro3ten Falte verhielt sich
ahnlich (p=0,072).

Entzindungsparameter

In einem weiteren Schritt wurden die verschiedenen Hautparameter zu Entzin-
dungsmarkern (CRP und Leukozytenzahl) in Beziehung gesetzt. Hier zeigten sich
statistisch signifikante Zusammenhange (p<0,05) zwischen CRP und einer Vielzahl
von Hautparametern des Innenarmes (Sa, Sq, Smax, Sz, St, Sv, Sda, Sdq, Sla; siehe
Tab. 7.1 im Anhang). Wenn die Kovariaten Alter, Geschlecht, BMI, Raucherstatus
sowie Packyears zusatzlich als Pradiktoren der Hautparameter eingefthrt wurden,
bestétigten sich die Zusammenhénge nur fir Sa (p=0,049), Sq (p=0,050) und Sla
(p=0,020). Fur diese Analysen wurden aufgrund der schiefen Verteilung logarithmier-
te Werte von CRP verwendet. Fur die Parameter des Innenarms und die Leukozy-

tenzahl im Blut fanden sich keine signifikanten Beziehungen.
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Hingegen zeigte sich fur die Parameter der Hautalterung am Augenauf3enwinkel eine
statistisch signifikante Beziehung zwischen der Anzahl der Falten und der Zahl der
Leukozyten (p<0,05), die sich in einer Regressionsanalyse mit den genannten funf
Kovariaten jedoch nicht bestatigte. CRP zeigte keinerlei Beziehungen zu der Hautal-
terung am Augenaulienwinkel, weder fur sich alleine noch unter Bertcksichtigung

von Kovariaten.

Diese Ergebnisse lassen es zweifelhaft erscheinen, dass genuine Zusammenhénge
zwischen Leukozyzten und Hautalterung bestehen. Die Ergebnisse fir CRP lassen
eine solche Beziehung als mdglich erscheinen, indem chronische Entziindung mog-

licherweise Alterung fordert.

4.3 Molekulare Marker von Alterung und Regeneration

4.3.1 Beziehungen zwischen der Expression verschiedener Gene

Bei 44 Patienten konnten Blutproben zur Bestimmung der Expression verschiedener
alterungsassoziierter Gene ausgewertet werden. Die Mittelwerte der relativen
Expression dieser Gene, standardisiert auf einen Satz von Referenzgenen (siehe

Methode, insbesondere die Formel in Kap. 3.4.4), sind in Tabelle 4.13 dargestellit.

ATM CAT CDKN1A FOXO1 KL LMNA SIRT
0,980 1,030 0,981 0,970 0,981 1,000 0,997
+0,018 +0,016 +0,017 +0,014 +0,038 +0,019 +0,012
SOD2 STAT3 TERF2 VEGFB WRN XRCC5 XRCC6
1,043 1,006 0,997 1,001 0,976 1,013 1,000
+0,026 +0,024 +0,014 +0,015 +0,026 +0,021 +0,012

Tabelle 4.13: Mittelwerte und Standardabweichungen der Genexpressionen relativ zu den
Referenzgenen. Um eine Tabelle mit nur zwei Spalten zu vermeiden, wurden die Parameter
zeilenweise angeordnet

In der Etablierungsphase der molekularbiologischen Methoden, mit denen die
Alterungsmarker gemessen wurden, wurden zu Test- und Optimierungszwecken

auch Daten von anamnestisch lungengesunden Personen gewonnen. Hierbei
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handelte es sich um 11 freiwillige Blutspender (64% Frauen, mittleres Alter 43
Jahre); und diese werden im Folgenden als Kontrollgruppe herangezogen, auch
wenn ein Vergleich mit der COPD-Gruppe urspringlich nicht geplant war und daher
keine Funktions- oder andere Daten vorliegen. Jedoch sollen die Daten zumindest
kurz erwahnt werden, da sie flr einen Vergleich interessant sein kénnten. Die
Genexpression der Patienten mit COPD unterschied sich signifikant von der Gruppe
der Kontrollen (Mann-Whitney-U-Test). Da Gruppen-Unterschiede in der mittleren
Expression eine Korrelation zwischen verschiedenen Genen nicht zwingend stéren
missen, sofern beide zu korrelierenden Gene von den Gruppenunterschieden
betroffen sind, sind im Folgenden Korrelationsanalysen sowohl fur die Gesamtgruppe
als auch die COPD-Gruppe dargestellt.

In der Gesamtgruppe (Kontrollen und COPD) sowie in der COPD-Gruppe zeigten die
Gene untereinander teils hohe Korrelationen (siehe Tabelle 4.14 und 4.15). Ange-
sichts der Vielfachheit der Vergleiche muss man allerdings mit einer erhdhten Rate
an falsch-positiven Ergebnissen rechnen. Dem kann man durch eine Absenkung des
geforderten Signifikanzniveaus begegnen. Aus diesem Grunde sind in Tabelle 4.16
diejenigen Korrelationen markiert, die auf einem Signifikanzniveau p<0,01 bzw.
p<0,001 sowohl fur die Gesamtgruppe als auch die COPD-Gruppe bestanden. Man
erkennt, dass fur Katalase Uberhaupt keine Korrelationen bestanden, wahrend fur
XRCC5 und XRCC6 multiple, relativ robuste Korrelationen existierten. Insgesamt
waren die Ergebnisse der Analysen sehr ahnlich, jedoch die der COPD-Gruppe ho-
mogener. Aus diesem Grunde wurde im Folgenden primar auf Basis der COPD-

Gruppe gearbeitet.

Um die Korrelation zwischen den Expressionen der verschiedenen Gene besser zu
verstehen, erfolgten explorative Faktorenanalysen (Hauptkomponentenmethode), in
denen versucht wurde, Gruppen von Variablen derart zu bestimmen, dass innerhalb
einer Gruppe die Variablen moglichst gut korrelierten, die Gruppen (Komponenten,
Faktoren) jedoch mdglichst nicht miteinander korrelierten. Hierbei konnten vier Fakto-
ren identifiziert werden, deren Eigenwerte 4,861, 3,269, 2,021 und 1,408 in der
COPD-Gruppe betrugen, die zusammen genommen 82,5% der Varianz erklarten.
Hierbei ist ein Eigenwert ein Mal3 dafur, wie viele Variablen durch den Faktor erklart
werden; entsprechend sind Eigenwerte <1 weggelassen. Die Ladungen jeder Variab-

len auf jeden Faktor sind ein Mafl} der Korrelation zu dem jeweiligen Faktor.
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ATM CAT CDKN1A FOXO Klotho LMNA SIRT1 SOD2 STAT3 TERF2 VEGFB WRN XRCC5 XRCC6
ATM R=0,454 R=0,414 R=0,342 R=0,682
p=0,002 p=0,005 p=0,023 p=<0,001
CAT R=0,369 R=0,357 R=0,315
p=0,014 p=0,017 p=0,037
CDKN1A R=0,369 R=0,439 R=0,406
p=0,014 p=0.003 p=0.006
FOXO R=0,454 R=0,562 R=0,591 R=0,326 R=0,479
p=0,002 p=<0,001 p=<0,001 p=0,031 p=0,001
Klotho R=0,439 R=0,559 R=0,629 R=0,471
p=0,003 p=<0,001 p=<0,001 p=0,001
LMNA R=0,414 R=0,357 R=0,406 R=0,306 R=0,309 R=0,455 R=0,655 R=0,380
p=0.005 p=0,017 p=0,006 p=0,043 p=0,041 p=0,002 p=<0,001 p=0,011
SIRT1 R=0.303 R=0,562 R=0,637 R=0,534 R=0,468 R=0,562
p=0,049 p=<0,001 p=<0,001 p=<0,001 p=0,002 p=<0,001
SOD2 R=0,559 R=0,907 R=0,380 R=0,599 R=0,388
p=<0,001 p=<0,001 p=0,011 p=<0,001 p=0,009
STAT3 R=0,315 R=0,629 R=0,306 R=0,907 R=0,374 R=0,463 R=0,598 R=0,497
p=0,037 p=<0,001 p=0,043 p=<0,001 p=0,012 p=0,002 p=<0,001 p=0,001
TERF2 R=0,591 R=0,471 R=0,637 R=0,504 R=0,541 R=0,541
p=<0,001 p=0,001 p=<0,001 p=<0,001 p=<0,001 p=<0,001
VEGFB R=0,309 R=0,534 R=0,374 R=0,504 R=0,822 R=0,447 R=0,720
p=0,041 p=<0,001 p=0,012 p=<0,001 p=<0,001 p=0,002 p=<0,001
WRN R=0,342 R=0,326 R=0,455 R=0,468 R=0,380 R=0,463 R=0,541 R=0,822 R=0,615 R=0,776
p=0,023 p=0,031 p=0,002 p=0,002 p=0,011 p=0,002 p=<0,001 p=<0,001 p=<0,001 p=<0,001
XRCC5 R=0,682 R=0,655 R=0,599 R=0,598 R=0,447 R=0,615 R=0,550
p=<0,001 p=<0,001 p=<0,001 p=<0,001 p=0,002 p=<0,001 p=<0,001
XRCC6 R=0,479 R=0.380 R=0,562 R=0,388 R=0,497 R=0,541 R=0,720 R=0,776 R=0,550
p=0,001 P=0,011 p=<0,001 p=0,009 p=0,001 p=<0,001 p=<0,001 p=<0,001 p=<0,001

Tabelle 4.14: Korrelationen der Genexpressionen untereinander in der COPD-Gruppe alleine genommen. Gezeigt sind jeweils die Korrelationskoeffizienten
nach Spearman und die zugehérigen p-Werte. Um diejenigen Korrelationen hervorzuheben, die kleine p-Werte aufwiesen und somit gegeniber einer mégli-
chen Korrektur fur die Vielfachheit der Testung robust waren, wurden die betreffenden Korrelationen farbig markiert. Hellblau sind die Korrelationen, die nur
auf dem konventionellen Signifikanzniveau von p=0,05 signifikant waren, grau diejenigen, die auf dem Niveau <0,01 signifikant waren, dunkelgrau diejenigen,
die auf dem Niveau <0,001 signifikant waren
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ATM CAT CDKN1A  [FOoxo Klotho LMNA SIRT1 SOD2 STAT3 TERF2 VEGFB WRN XRCC5 XRCC6
ATM R=0,473 R=0,436  R=0,337  R=0,290 R=0,266  R=0,339 R=0,591
p=<0,001 p=<0,001  p=0,006  p=0,018 p=0,031  p=0,005 p=<0,001
CAT R=0,321 R=0.300 R=0,321
p=0,009 p=0,014 p=0,008
CDKN1A R=0,321 R=0,276  R=0,253 R=0,279 R=0,311
p=0,009 p=0,026  p=0,04 p=0,023 p=0,011
FOXO R=0,473 R=0,444 R=0,515 R=0,252 R=0,378
p=<0,001 p=<0,001 p=<0,001 p=0,041 p=0,002
Klotho R=0,276 R=0,318  R=0,685 R=0,411 R=0,310
p=0,026 p=0,010  p=<0,001 p=0,001 p=0,012
LMNA R=0,436 R=0,253 R=0,481  R=0,389 R=0,384 R=0,502  R=0,449
p=<0,001 p=0,040 p=<0,001  p=0,001 p=0,001 p=<0,001  p=<0,001
SIRT1 R=0,337 R=0,444 R=0,287  R=0,720 R=0,668 R=0,376
p=0,006 p=<0,001 p=0,021  |p=<0,001 p=<0,001 p=0,002
SOD2 R=0,290 R=0,318  R=0,481 R=0,681 R=0,303 R=0,465  R=0,436
p=0,018 p=0,010  p=<0,001 p=<0,001 p=0,013 p=<0,001  p=<0,001
STAT3 R=0,300 R=0,685  R=0,389  R=0,287  R=0,681 R=0,324  R=0,566  R=0,614  R=0,606
p=0,014 p=<0,001  p=0,001  p=0,021  p=<0,001 p=0,008  p=<0,001 p=<0,001  p=<0,001
TERF2 R=0,266 R=0,515 R=0,720 R=0,585 R=0,303
p=0,31 p=<0,001 p=<0,001 p=<0,001 p=0,013
VEGFB R=0.339 R=0,279 R=0,384 R=0,303  R=0,324 R=0,465 R=0,719
p=0,005 p=0,023 p=0,001 p=0,013  p=0,008 p=<0,001 p=<0,001
WRN R=0,252  R=0,411 R=0,668 R=0,566  R=0,585  R=0,465 R=0,498  R=0,655
p=0,041  p=0,001 p=<0,001 p=<0,001  p=<0,001  p=<0,001 p=<0,001  p=<0,001
XRCC5 R=0,591  R=0,321  R=0,311 R=0,502 R=0,465  R=0,614 R=0,498 R=0,506
p=<0,001  p=0,008  p=0,011 p=<0,001 p=<0,001  p=<0,001 p=<0,001 p=<0,001
XRCC6 R=0,378  R=0,310 R=0,449  R=0,376  R=0,436  R=0,606  R=0,303  R=0,719  R=0,655  R=0,506
p=0,002  p=0,012  |p=<0,001 p=0,002  p=<0,001 p=<0,001 p=0,013  |p=<0,001 p=<0,001 p=<0,001

Tabelle 4.15: Korrelationen der Genexpressionen untereinander in Kontrollgruppe und COPD-Gruppe zusammengenommen. Gezeigt sind jeweils die

Korrelationskoeffizienten nach Spearman und die zugehdrigen p-Werte. Um diejenigen Korrelationen hervorzuheben, die kleine p-Werte aufwiesen und somit

gegeniber einer méglichen Korrektur fiir die Vielfachheit der Testung robust waren, wurden die betreffenden Korrelationen farbig markiert. Hellblau sind die

Korrelationen, die nur auf dem konventionellen Signifikanzniveau von p=0,05 signifikant waren, grau diejenigen, die auf dem Niveau <0,01 signifikant waren,

dunkelgrau diejenigen, die auf dem Niveau <0,001 signifikant waren. Die Tabelle soll veranschaulichen, welche komplexen Beziehungen zwischen den
Parametern bestanden, sodass eine integrative Analyse erforderlich war, fur die u.a. das Verfahren der Faktorenanalyse eingesetzt wurde
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Die rotierte Komponentenmatrix fir die COPD-Gruppe (Tabelle 4.14) ist in Tabelle
4.16 dargestellt. FOXO1, SIRT1, TERF2, VEGFB, (WRN) und XRCC6 gehoérten zu
dem ersten Faktor; ATM, LMNA und XRCC5 gehorten zum zweiten Faktor; Klotho,
SOD2 und STAT3 zum dritten Faktor; CAT und CDKN1A zum vierten Faktor. Ferner
ist zu erkennen, dass fir die Mehrzahl der Gene (ATM, LMNA, Klotho, XRCCS5,
SOD2, STAT3, CAT sowie CDKN1A) eine klare Zuordnung moglich war, wahrend
einige Gene (WRN und XRCC6) nicht klar einem einzelnen Faktor zugeordnet wer-
den konnten. Hierbei galt eine Faktorladung vom Betrag 20,7 als Kriterium einer kla-
ren Zuordnung. Dieses Muster der Korrelationen lasst sich auch bei Betrachtung der

paarweisen Korrelationen in Tabelle 4.14 erkennen.

Komponente
1 2 3 4
ATM 0,285 0,888 0,064 -0,106
CAT -0,046 0,045 0,325 0,781
CDKN1A 0,072 0,257 -0,394 0,799
FOXO1 0,756 0,393 -0,051 -0,306
KL 0,241 -0,056 0,886 -0,136
LMNA -0,074 0,736 0,166 0,366
SIRT1 0,874 0,231 -0,011 -0,018
SOD2 -0,08 0,219 0,813 0,127
STAT3 -0,213 0,329 0,877 0,117
TERF2 0,886 0,034 0,234 0,048
VEGFB -0,717 0,451 0,193 -0,134
WRN -0,643 0,514 0,447 -0,071
XRCC5 -0,03 0,865 0,208 0,218
XRCC6 -0,632 0,442 0,523 0,006

Tabelle 4.16: Rotierte (Varimax) Ladungsmatrix einer Faktorenanalyse (Hauptkomponenten), in die
alle Expressionen der Alterungsgene in der COPD-Gruppe eingingen. Ladungen mit einem Betrag

Uber 0,7 sind fett markiert
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Bei Anwendung der Faktorenanalyse auf die Gesamtgruppe (Kontrollgruppe und
COPD-Gruppe, Tabelle 4.15) zeigte sich ein praktisch identisches Muster der Vertei-
lung der Faktorladungen. Die Ergebnisse dieser Analysen ergaben somit, dass es bis
zu vier Gruppen von Genen gab, die jeweils eine gemeinsame Expression zeigten.
Aus diesem Grunde sollten auch bei den Korrelationsanalysen mit funktionellen Pa-
rametern bzw. Messgré3en der Hautalterung die Korrelationen, soweit vorhanden,

entsprechend gruppiert sein.

4.3.2 Zusammenhang mit Lungenfunktion und Emphysemscore

Gemal der Fragestellung der Arbeit wurden im nachsten Schritt die molekularen
Alterungsmarker zu anderen Daten der Patienten, einschlief3lich solchen der Lungen-
funktion, in Beziehung gesetzt. Hintergrund war, dass diese Marker vor allem zu den
Charakteristika eines Lungenemphysems in Beziehung stehen koénnten. Eine
Analyse der Korrelationskoeffizienten zeigte, dass zwischen den Genexpressionen
und FEV; %Soll, RV/TLC sowie TLCO %Soll kein statistisch signifikanter
Zusammenhang bestand. Fir einen anderen Parameter der Diffusionskapazitat
(KCO %Soll) hingegen fanden sich Zusammenhange mit der Genexpression.
Insbesondere zeigten sich signifikante Korrelationen (Spearman) zwischen KCO
%Soll einerseits und SOD2 (p=0,021), STAT3 (p=0,016) sowie CDKN1A (p=0,032)
andererseits. Fuhrte man eine lineare Regression mit den Kovariaten BMI, Alter,
Geschlecht, Raucherstatus sowie Packyears durch, fanden sich allerdings keine
Signifikanzen mehr. Bei einer schrittweisen Selektion der Variablen waren die

Ergebnisse je nach Auswabhlstrategie (vorwarts versus rickwarts) uneindeutig.

Eine weitere Korrelation wies der berechnete Emphysemscore (siehe Methode) mit
CDKNI1A (p21) in Blutzellen (p=0,011) auf. Um zu eruieren, ob diese Korrelation
durch Kovariaten zustande kam bzw. gestért wurde, wurde eine lineare
Regresionsanalyse durchgefiihrt, bei welcher der Score als abhangige Variable
fungierte. BMI, Alter, Geschlecht, Raucherstatus sowie Packyears wurden wie zuvor
als Kovariate eingefuhrt. Ungeachtet dessen fand sich eine signifikante (p=0,023)
Beziehung des Emphysemscores mit der Expression von p21. Die Ergebnisse der
Regressionsanalyse sind in Tabelle 4.17 dargestellt. Da der Emphysemscore mit der
Diffusionskapazitat fir CO zusammenhangt, war das Ergebnis damit konsistent, dass
sich ebenfalls eine Beziehung zwischen CDKN1A und KCO %Soll fand (siehe oben).
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Die Korrelation mit CDKN1A war auch konsistent mit den Korrelationen, die dieses

Gen mit PaO; und CaO, zeigte (siehe unten).

Nicht standardisierte Koeffizien- | Standardisierte
ten Koeffizienten

Regressions-

koeffizient B Std.-Fehler Beta
(Konstante) 1,025 0,032 32,091 <0,001
Emphysemscore | -0,007 0,003 -0,383 -2,375 0,023
Alter (Jahre) 0,000 0,000 -0,228 -1,547 0,131
CreseriEe! -0,011 0,005 -0,327 -2,067 0,046
(m versus w)
BMI (kg/m?) 0,000 0,001 0,107 0,659 0,514
Raucher 0,002 0,006 0,060 0,393 0,697
(ja versus nein) ' ' ' ' '
Packyears -4,342 10° 0,000 -0,089 -0,557 0,581

Tabelle 4.17: Regressionskoeffizienten (nicht standardisiert (B) und standardisiert (Beta)) fur die
Beziehung zwischen der Genexpression von p21 (abhéngige Variable, CDKN1A) und den funf
angegebenen Pradiktoren in einer multiplen linearen Regressionsanalyse. Die Korrelation zum
berechneten Emphysemscore blieb auch in Anwesenheit der Kovariaten signifikant (fett markiert). t ist
der Wert der entsprechenden t-verteilten BewertungsgréfRe und p der jeweilige Signifikanzlevel

4.3.3 Zusammenhang mit den Blutgasen

Des Weiteren wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen den Expressionsmar-
kern und den Blutgasen untersucht. Dies erfolgte vor dem Hintergrund, dass die
Blutgaswerte unter anderem mit dem Gefal3status und dem Zustand der Lunge zu-
sammenhangen konnten, und diese wiederum mit einer biologischen Alterung. Ent-
sprechend liel3 sich ein Zusammenhang zwischen dem Sauerstoffpartialdruck PaO,
und der Expression von VEGFB (p=0,017) und WRN (p=0,014), sowie zwischen der
Sauerstoffsattigung SaO, Expression von VEGFB (p=0,028), WRN
(p=0,002) und XRCC6 (p=0,024) nachweisen. Ferner korrelierte PaCO, mit LMNA
(p=0,020) und WRN (p=0,033), ebenso der Base-Excess (BE) mit SOD2 (p=0,045).

und der

Diese Ergebnisse legten die Vermutung nahe, dass auch der berechnete Sauerstoff-
gehalt des Blutes CaO, eine signifikante Beziehung zu den Genexpressionen auf-

weisen koénnte, was fur p21 (p=0,033) bestatigt wurde. In die Berechnung von CaO,
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gehen die Sauerstoffsattigung und der PaO,, sowie der Hamoglobingehalt des Blutes
ein. Entsprechend fand sich zwischen dem Hamoglobinwert Hb und p21 ebenfalls
eine signifikante Korrelation (p=0,023). Allerdings zeigten sich nach Einfihrung der
funf Kovariaten Alter, Geschlecht, BMI, Raucherstatus sowie Packyears keine signifi-
kanten Beziehungen der molekularen Marker zu den Blutgasparametern mehr; dies
legt die Vermutung nahe, dass die angegebenen Korrelationen primar durch gemein-
same EinflussgréfRen bedingt waren. Die wechselseitigen Beziehungen sind fur alle
Blutgasparameter sowie KCO %Soll und den Emphysemscore in Abb. 4.15 veran-

schaulicht.

[KCO] [ES] [BE] [CaO,] [Hb] [PaO,] [PaCO,] [SaO,]

[STAT3]| [SOD2| [CDKN1A| [VEGFB| [WRN] [XRCC6| [LMNA]

Abbildung 4.15: Schema der signifikanten Beziehungen zwischen den Blutgasparametern sowie KCO
%Soll und ausgewahlten Genexpressionen molekularer Alterungsmarker, wenn die 5
anthropometrischen Kovariaten nicht beriicksichtigt wurden. Die Abbildung verdeutlicht, dass die
Assoziationen in zwei Gruppen zerfielen, deren eine (rechts) von den respiratorisch bedingten
Gaskonzentrationen abhing, wahrend die andere (links) sowohl lungenstrukturelle als auch
systemische Parameter umfasste. So hing VEGFB von Sauerstoffpartialdruck (PaO,) und
Sauerstoffsattigung (SaO,) ab, nicht aber vom Sauerstoffgehalt (CaO,) und dem damit assoziierten
Hb-Wert. Umgekehrt waren der Transferkoeffizient (KCO) sowie der Emphysemscore (ES) mit der
Superoxiddismutase (SOD2) und dem Zellzyklusregulator p21 (CDKN1A) assoziiert, als moglicher
Ausdruck oxidativer Belastung und zellularer Seneszenz. Fir eine umfassende statistische Analyse
der Zusammenhéange beispielsweise mittels eines Pfadmodells waren wesentlich gréRere Fallzahlen
als die der gegenwaértigen Studie erforderlich gewesen. Gleichwohl ist die Abbildung geeignet, die
Zusammenhangsstruktur klinischer und funktioneller mit molekularbiologischen Markern zu
veranschaulichen
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4.3.4 Zusammenhang mit den Parametern der Hautabdricke

Innenarm

Zwischen den Genexpressionen und den Parametern der Hautabdriicke der
Innenseite des Armes fanden sich nur wenige signifikante Korrelationen (Spearman).
Fur die Analysen wurden exemplarisch die drei Hautparameter Sp, S und Ssk des
Innenarms herangezogen, die jeweils einen der drei Faktoren aus der
Faktorenanalyse am besten repréasentierten (siehe Tab. 4.8). Eine Korrelation
bestand zwischen dem Parameter Sp und XRCC5 (p=0,055) nur der Tendenz nach,
jedoch zeigten sich signifikante Korrelationen zwischen dem Hautparameter S und
der Expression der Gene SOD2, STAT3, WRN sowie XRCC5 (p=0,045, bzw.
p=0,043, bzw. p=0,020 bzw. p=0,032). Fihrte man eine Regressionsanalyse mit den
Genexpressionen als abhangigen und dem Hautparameter S als unabhéangiger
Variablen sowie den Kovariaten Alter, Geschlecht, BMI, Raucherstatus und
Packyears durch, verblieben signifikante Zusammenhdnge mit S nur fir WRN
(p=0,043) und XRCC6 (p=0,046).

Augenaul3enwinkel

Ferner zeigte sich eine Korrelation zwischen der Anzahl der Falten am Auge und der
Expression von SOD2 und STAT3 (p=0,014 bzw. p=0,039). Bei Berticksichtigung der
funf Kovariaten Alter, Geschlecht, BMI, Packyears sowie Raucherstatus entfielen
allerdings beide Zusammenhénge. Als Reprasentant des zweiten Faktors, der die
Parameter des Auges charakterisierte (siehe Tabelle 4.7), wurde das Faltenvolumen
ausgewabhlt, das allerdings mit keiner der Genexpressionen signifikant korreliert war.
Die Korrelationen waren insgesamt schwach, wie in Abbildung 4.16 fur ausgewahlte
Parameter veranschaulicht, und die genannten Korrelationen waren die einzig

statistisch signifikanten.
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Abbildung 4.16: Beziehungen zwischen Sp als reprasentativem Parameter der Hautbeschaffenheit
des Innenarms (siehe Tab. 7.1 im Anhang) sowie der Anzahl der Falten als reprasentativen
Parametern der Hautbeschaffenheit des Auges und der Genexpression der molekularen
Alterungsmarker SOD2 und XRCC6. Die signifikanten Korrelationen von Interesse sind rot markiert

4.3.5 Zusammenhang mit anthropometrischen Messgrof3en und
Komorbiditaten

Als néachstes wurden weitere Einflussgrof3en analysiert, die bei der chronisch-
obstruktiven Lungenerkrankung von Bedeutung sind. Nach Spearman ergaben sich
signifikante Korrelationen (jeweils p<0,05) zwischen BMI und SIRT1 (p=0,002),
TERF2 (p<0,001), VEGFB (p=0,001), FOXO1 (p=0,032), WRN (p=0,008) sowie
XRCC6 (p=0,002). Nach Durchfuhrung von Regressionsanalysen, bei denen stets
alle funf Kovariaten einschlie3lich BMI als unabhéangige und das Expressionssignal
als abhangige Variable fungierten, verblieben signifikant die Zusammenhange von
BMI mit SIRT1 (p=0,004), TERF2 (p<0,001) sowie VEGFB (p=0,013). Die Korrelatio-
nen sind in Abbildung 4.17 dargestellt.
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Abbildung 4.17: Beziehungen zwischen BMI und der Genexpression von zwei molekularen Markern.
Alle Korrelationen waren signifikant (p<0,05). Die signifikanten Korrelationen von Interesse sind rot
markiert

Zwischen den Komorbiditaten und den molekularen Alterungsmarkern fanden sich
keine signifikanten Korrelationen. Dies war wahrscheinlich durch die relativ kleinen
Fallzahlen der Komorbiditaten und einen vermutlich nur schwachen Zusammenhang

bedingt.

Das Alter wies einen Zusammenhang mit der Genexpression von XRCC6 (p=0,038)
auf. Der Einfluss des Risikofaktors Rauchen auf den Alterungsprozess zeigte sich
zum einen in der Korrelation zwischen der Anzahl der Packyears und dem Gen
SOD2 (p=0,047); diese Beziehung ist in Abbildung 4.18 veranschaulicht. Zum ande-
ren wies der statistisch signifikante Korrelationskoeffizient zwischen TERF2 und
Raucherstatus auf einen entsprechenden Zusammenhang hin (p=0,044). LMNA,
Klotho und CDKN1A (p21) wiesen signifikante (p<0,05) Geschlechtsunterschiede in
ihrer Expression auf (Mann-Whitney-U-Test).
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Abbildung 4.18: Erweiterte Korrelationsgrafik im Vergleich zu Abbildung 4.17: Beziehungen zwischen
Alter, BMI sowie Packyears und der Genexpression von vier molekularen Markern. Die signifikanten
Korrelationen von Interesse sind rot markier
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4.3.6 Zusammenhang mit vaskularer Funktion und
Entzindungsparametern

Zur Beschreibung des vaskularen Status wurde der Knéchel-Arm-Index (ABI) heran-
gezogen. Dieser korrelierte signifikant (p<0,05; Spearman) mit den Expressionen von
LMNA (p=0,024), WRN (p=0,042), VEGFB (p=0,004) sowie XRCC6 (p=0,011). Nach
einer Regressionsanalyse mit den molekularen Markern als abhangigen sowie dem
Knochel-Arm-Index als unabh&ngiger Variablen und den fiinf Kovariaten BMI, Ge-
schlecht, Alter, Raucherstatus sowie Packyears blieb alleine die Signifikanz der Kor-
relation zwischen ABI und VEGFB (p=0,036) bestehen. Dieser Zusammenhang ist in
Abbildung 4.19 illustriert. Dartber hinaus korrelierte der diastolische Blutdruck mit
der Expression von p2l1 (p=0,028); unter Einbeziehung der Kovariaten verlor sich
jedoch dieser Zusammenhang.
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Abbildung 4.19: Beziehung zwischen Knéchel-Arm-Index (ABI) und der Genexpression von VEGFB.
Die Beziehung war statistisch signifikant (p<0.05), auch nach Adjustierung fir die im Text genannten
Kovariaten

Als Entziindungsmarker wurden CRP und die Anzahldichte der Leukozyten im Blut
gewéhlt. Da die CRP-Werte schief verteilt waren, wurden sie nach Transformation
Uber ihren Zehnerlogarithmus ausgewertet. Hierbei stand CRP in Beziehung zu
FOXO1 (p=0,003), SIRT1 (p=0,004) und TERF2 (p=0,017). Hier erwies sich in der

Regressionsanalyse mit den funf Kovariaten (siehe oben) nur die Korrelation zwi-
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schen CRP und FOXO1 als robust (p=0,018). Die Leukozytenzahl war korreliert mit
SOD2 (p=0,027), STAT3 (p=0,041) und VEGFB (p=0,020), wobei sich SOD2 und
STAT3 auch nach der Regressionsanalyse mit Kovariaten als statistisch signifikant
herausstellten (p=0,008 bzw. p=0,024). Die sich als robust erweisenden Beziehun-
gen zu CRP und Leukozyten sind in Abb. 4.20 dargestellt; die Beziehungen waren im
Allgemeinen schwach, allerdings waren die Expressionen von STAT3 und SOD2 gut

miteinander korreliert.

STAT3

FOXO1

Leukozyten

CRP

4
Leukozyten
(o}
o

SOD2
STAT3
FOXO1

Abbildung 4.20: Beziehungen zwischen der Leukozytenzahl sowie CRP und der Genexpression der
molekularen Alterungsmarker SOD2, STAT3 und FOXO1. Die signifikanten Korrelationen von
Interesse sind rot markiert
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Zusammenfassung der Resultate fir die molekularen Marker

Die molekularen Marker liel3en sich vier Gruppen zuordnen, wobei die Marker inner-
halb der Gruppen gut miteinander korrelierten, wahrend die Gruppen miteinander
eine geringe Korrelation zeigten. Dies ermdglichte es, sozusagen Reprasentanten
der Gruppen in weitergehenden Korrelationsanalysen zu untersuchen. Bezuglich der
Lungenfunktionsparameter wies p21 signifikante und robuste Zusammenhange zum
errechneten Emphysemscore auf; dies ist interessant unter dem Aspekt der Lungen-
alterung. WRN und XRCC6 standen zur Hautalterung (Parameter S) gemessen am
Innenarm in Beziehung. Unter den anthropometrischen Parametern wies der BMI
robuste Zusammenhange zu SIRT1, TERF und VEGFB auf; hierunter erschien vor
allem die Beziehung zu SIRT1 von Interesse. VEGFB zeigte ebenfalls eine Korrelati-
on zum GefalRstatus (Kndchel-Arm-Index). Des Weiteren zeigten sich signifikante
und robuste Korrelationen zwischen CRP und FOXO1, sowie Leukozytenzahl, SOD2
und STAT3. Somit fanden sich Korrelationen der molekularen Marker sowohl mit
Markern der Lungenerkrankung als auch solchen anderer Stérungen, die bei der

COPD vorkommen, einschliefRlich der GefaRRfunktion.

4.4 Fotoauswertung

Fur den Vergleich der Auswertungen der unterschiedlichen Untersucher miteinander
wurden Korrelationskoeffizienten berechnet, welche eine gute Ubereinstimmung der
Ergebnisse zeigten. Die Korrelationskoeffizienten betrugen zwischen 0,659 und
0,842 fir periorbitale Falten, sowie 0,535 und 0.774 fur die nasolabialen Falten. Fur
die folgende Auswertung wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der drei Auswerter

verwendet.

4.4.1 Zusammenhang mit den Hautabdricken

Zwischen den fotographisch bestimmten periorbitalen/nasolabialen Falten und den
Parametern der Hautabdriicke der Innenseite des Armes sowie des

AugenaulBenwinkels fanden sich mehrere signifikante Korrelationen (Spearman,
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jeweils p<0,05).

Augenaul3enwinkel

Zusammenhange zeigten sich vor allem zwischen den periorbitalen Falten und der
mittleren Tiefe der Falten, der tiefsten Falte, dem Faltenvolumen sowie der mittleren
Tiefe der grofdten Falte des Augenaul3enwinkels. Die nasolabialen Falten wiesen
zudem noch einen Zusammenhang zur Faltenflache sowie der maximalen Tiefe der

grof3ten Falte des AugenaulRenwinkels auf (siehe Abb. 4.21).

Fuhrte man eine Regressionsanalyse mit den Parametern der Hautabdricke des
Augenaul3enwinkels als abhangigen und den Score-Werten der nasolabialen bzw.
periorbitalen Falten als unabhangigen Variablen sowie den Kovariaten Alter,
Geschlecht, BMI, Raucherstatus und Packyears durch, verblieben in einer
schrittweisen Variablenauswahl signifikante (p<0,05) Zusammenhange vor allem mit
den mittleren Tiefen bzw. den Werten der tiefsten Falten, wobei auch das Geschlecht
als signifikanter Faktor fungierte.

Innenarm

Auch die Parameter der Hautabdriicke des Innenarms zeigten Korrelationen zu der
Fotoauswertung, allerdings nur zu den nasolabialen Falten, im Besonderen zu Smax,
Sz, St, Sp, Sla und Slq (siehe Tab. 7.1 im Anhang). Nach Durchfihrung der
Regressionsanalysen mit den oben genannten Kovariaten verblieb nur die
Beziehung zu Sp signifikant (p<0,05), bei Smax, Sz und St verblieb zusatzlich das
Alter, bei Sla und Slg Alter und Geschlecht signifikant (siehe Abbildung 4.21). Diese
Ergebnisse zeigten zusammengenommen, dass die Auswertung der Fotos und der

Abdriicke miteinander konsistente Ergebnisse lieferte.
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Abbildung 4.21: Beziehungen zwischen den Uber die drei Auswerter gemittelten periorbitalen und
nasolabialen fotografischen Falten-Scores (horizontale Achse) sowie ausgewéhlten Parametern des
Augenaul3enwinkels (obere Teilbilder) und des Innenarms (untere Teilbilder), die mittels Replika-
Technik bestimmt wurden

4.4.2 Zusammenhang mit der Lungenfunktion

Die periorbitalen Falten zeigten einen Zusammenhang (nhach Spearman) zum Tiffe-
neau-Index (Quotient aus FEV; und FVC), welcher sich nach Durchfiihrung der Re-
gressionsanalysen mit Hinzunahme von Alter, Geschlecht, BMI Raucherstatus sowie
Packyears als Kovariaten als nicht stabil zeigte, wobei Alter und Geschlecht als signi-
fikante Faktoren blieben. Des Weiteren wiesen die periorbitalen Falten einen Zu-
sammenhang mit TLCO %Soll auf, der nach Durchfiihrung einer Regressionsanalyse
mit den Ublichen Kovariaten nicht mehr signifikant war. Jedoch korrelierten diese Fal-
ten mit dem BMI.

Die nasolabialen Falten korrelierten signifikant mit TLCO %Soll, KCO %Soll sowie
dem Tiffeneau-Index. Auch nach Durchfiihrung einer schrittweisen Regressionsana-
lyse mit den ublichen funf Kovariaten blieb der Zusammenhang zu TLCO und KCO
signifikant (p<0,05); zugleich verblieb die Beziehung zum BMI. Der Tiffeneau-Index
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wurde nach Einfihrung der Kovariaten nicht-signifikant, mit den beiden signifikanten
Kovariaten Alter und Geschlecht. Der Zusammenhang mit TLCO %Soll war ahnlich
demjenigen, der sich bereits bei der Analyse der Parameter der Hautabdrucke des

Innenarms als robust gezeigt hatte.

4.4.3 Zusammenhang mit den Blutgasen

Sowohl die nasolabialen als auch die periorbitalen Falten wiesen Korrelationen mit
PaCO, und dem Base-Excess BE auf. Bei schrittweisen Regressionsanalysen mit

den Ublichen Kovariaten erwiesen sich diese Zusammenhange nicht als stabil.

Mogliche Zusammenhange mit den Komorbiditdten wurden aufgrund der kleinen

Fallzahlen nicht analysiert.

4.4.4 Zusammenhang mit der Genexpression

Die periorbitalen Falten-Scores in den Fotos zeigten keine statistisch signifkanten
Zusammenhange mit der Genexpression der molekularen Marker. Die nasolabialen
Falten-Scores hingegen korrelierten signifikant mit SOD2 sowie STAT3. Auch nach
Durchfihrung einer schrittweisen Regressionsanalyse mit den ublichen finf Kovaria-
ten blieben die Zusammenhange mit SOD2 und STAT3 erhalten. Anzumerken ist,
dass diese beiden Marker in der unadjustierten Analyse mit Parametern der Hautab-
driicke des Innenarms korreliert waren (siehe 4.3.4). Insgesamt schienen somit Ahn-
lichkeiten zwischen der Fotoauswertung der nasolabialen Falten-Scores und den
Abdricken des Innenarms zu bestehen.
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5 Diskussion

5.1 Charakteristika der Patienten

Die untersuchten Patienten entstammten der lokalen Kohorte (LMU Munchen) der
deutschlandweiten COPD-Studie COSYCONET. Mit einem mittleren Alter von 69
Jahren und einer Verteilung tber die COPD-Schweregrade von 17,4% der Patienten
im Stadium GOLD1, 43,5% GOLD2, 34,8% GOLD3 und 4,3% GOLD4 entsprachen
die Patienten einem typischen Studienkollektiv von COPD-Patienten. Dies zeigte sich
auch in der Verteilung der Komorbiditaten, allerdings war aufgrund der geringen Fall-
zahlen die statistische Analyse der Komorbiditdten nur sehr eingeschrankt moglich.
Neben den typischen Verdanderungen der spirometrischen und ganzkérper-
plethysmographischen Werte zeigten die Patienten teils deutliche Einschrankungen
in der Diffusionskapazitat sowie des errechneten Emphysemscores, in den die Diffu-
sionskapazitat an zentraler Stelle einging. Die Beziehungen zwischen den Funkti-
onsparametern wurden in der vorliegenden Arbeit nicht naher analysiert, da dies be-
reits in vielen anderen Arbeiten geschehen ist und in Anbetracht der Fallzahlen keine
wesentlich neuen Erkenntnisse zu erwarten waren. Da sich fur die Zusammenhange
mit Alterungsmarkern allein die Parameter der Diffusionskapazitat als informativ her-

ausstellten, sind sie der Hauptgegenstand der folgenden Betrachtungen.

5.2 Methodologische Aspekte der Hautalterung

Die Analyse des Zusammenhanges mit der COPD erfolgte mit zwei verschiedenen
Anséatzen, erstens rein phanomenologisch mittels der relativ leicht zuganglichen Cha-
rakteristika der Haut, zweitens mittels eines Satzes von molekularen Markern, die
aufgrund vorangegangener Studien und theoretischer Uberlegungen fiir Alterungs-
prozesse relevant sein kénnten. Die Hautalterung wurde bereits in friheren Studien
untersucht, und zwar auf der Basis von Fotos des Gesichtes. Wenn diese Fotos im
Hinblick auf Faltentiefe und andere Parameter analysiert wurden, fanden sich in der
Tat Beziehungen zum Vorliegen eines Lungenemphysems, wie von Patel et al.
[2006] gezeigt. Der Tendenz nach bestand ein solcher Zusammenhang auch in einer
vorherigen Auswertung eines Subkollektivs von COSYCONET [Lucke, 2015].
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Es ist bekannt, dass die Hautalterung von einer Vielzahl von Einflussfaktoren ab-
hangt, insbesondere auch von der Exposition gegentber UV-Strahlung [Kennedy et
al., 2003]. Ferner wurde diskutiert, dass bei Zigarettenrauchern eine vorzeitige Haut-
alterung regelhaft auftritt, sei es durch systemische Veranderungen relevanter Gene
oder durch lokale Verédnderungen, die durch den Uber das Gesicht stromenden
Rauch begunstigt werden [Frances et al., 1998; Leung & Harvey, 2002; Morita, 2007;
Yin et al., 2001;]. In zahlreichen Arbeiten wurde bereits der Effekt von UV-Strahlung
im Vergleich zum Zigarettenrauch analysiert [Izzotti et al., 2004; Yin et al., 2001y,
Leung & Harvey, 2002].

Eine vor allem uber Zigarettenrauchen vermittelte bzw. induzierte vorzeitige Alterung
der Lunge betrafe ein inneres Organ, bei dem weitere Einflisse, insbesondere die
relativ starken Einflisse der Strahlung, keine Rolle spielen. Sollte tber diesen Weg
eine vorzeitige Alterung der Lunge und in der Folge eine systemische Alterung her-
vorgerufen werden, so ware dieser Effekt am ehesten an Stellen zu detektieren, die
in nur geringem Malie weiteren potentiell alterungsinduzierenden Faktoren ausge-
setzt sind. Dies war der wesentliche Grund, weshalb zuséatzlich zum Augenaul3en-
winkel die Haut des Innenarms untersucht wurde. Bei hangenden Armen sowie hin-
reichender Bekleidung sollte diese Haut nur in geringem MalRe der UV-Strahlung
ausgesetzt sein. Alternativ waren andere Stellen wie Rucken oder GesalR denkbar,
jedoch waren diese aus Griunden der Praktikabilitdt keine Option. Im Nachhinein
zeigte sich, dass die Wahl des Innenarms nicht nur gut durchfihrbar und von den

Patienten akzeptiert, sondern auch aussagekréaftig war.

Im Unterschied zu einer vorangegangenen Studie [Lucke, 2015] wurde ferner ange-
strebt, moglichst objektive MalRe der Hautbeschaffenheit zu erheben, da die Bewer-
tung von Fotos mit einer gewissen Variabilitdt der Beurteilung durch verschiedene
Untersucher verbunden ist. Dies zeigte sich nicht nur in der genannten Untersuchung
[Lucke, 2015], sondern auch in der gegenwartigen Arbeit, die zum Vergleich eben-
falls Fotos des Gesichtes unter standardisierten Beleuchtungsbedingungen umfass-
te. Interessanterweise waren die Ergebnisse der Auswertung der Fotos des Gesichts
nicht nur den Ergebnissen der Hautabdriicke des Augenaul3enwinkels &hnlich, son-
dern auch denen des Innenarms. Dies galt zum einen fir die Korrelation der periorbi-
talen Falten der Fotos mit den Hautabdricken des Augenaul3enwinkels; dieses Er-

gebnis wies auf die Validitat beider Auswertemethoden hin. Zum anderen bestanden
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Beziehungen zwischen den nasolabialen Falten der Fotos und Parametern der Haut-
abdrucke des Innenarms. Zusatzliche standardisierte Fotos des Innenarms, die viel-
leicht wiinschenswert gewesen waren, konnten aus Zeitgrinden nicht genommen
werden, da jede Visite bereits zwischen vier und finf Stunden an Zeit in Anspruch

nahm.

Die Methode der Hautabdriicke folgte publizierten Vorgehensweisen unter Zuhilfen-
ahme eingefihrter Materialien und Bildanalyseprozeduren [Yin et al., 2001,; Rubino
et al., 2005]. Die ganz unterschiedliche Beschaffenheit der Haut des Augenauf3en-
winkels und des Innenarms erforderte unterschiedliche Satze von Parametren, um
die jeweilige Hautbeschaffenheit zu beschreiben. Hierbei waren die relevanten Pa-
rameter des Innenarms solche, die primar Rauheitseigenschaften beschrieben, wéah-
rend die Parameter des Augenaul3enwinkels primar die Art der Falten beschrieben.
Letztere bilden in gewissem Sinne grobere Eigenschaften ab als die Rauheitspara-
meter. Es ist durchaus denkbar, dass Unterschiede der Rauheit auch in den Augen-
aulRenwinkeln vorhanden waren, jedoch durch die starke Ausprégung der Falten

Uberdeckt wurden.

Die Rauheitsparameter des Innenarms sind in Tabelle 4.5 sowie im Anhang in Tabel-
le 7.1 aufgelistet und beschreiben mit einer Vielzahl von Messgrof3en die Beschaf-
fenheit der Spitzen- und Talflachen durch die Unterscheidung in Schiefe, Steilheit,
Kriimmung sowie die einzelnen Hohen und Tiefen bzw. Maximal- und Minimalpunkte.
Die Hautparameter des Augenaul3enwinkels, welche in Tabelle 4.4 aufgefuhrt sind,
beschreiben im Detail die Beschaffenheit der einzelnen Falten, deren Volumen, Fl&-
che und Anzahl. Daruber hinaus werden die Tiefen der einzelnen Falten naher cha-
rakterisiert. Die Definitionen aller Hautparameter, die im Anhang in Tabelle 7.1 dar-
gestellt sind, zeigen auch, wie diese Hautparameter miteinander zusammenhangen,

und erklaren einen Teil der Korrelationen zwischen ihnen.

Die Fotos wurden ebenfalls nach standardisierten Kriterien erhoben und ausgewer-
tet. Bemerkenswert erscheint die oben erwdhnte Beziehung zwischen den Ab-
druckergebnissen des Innenarms und den nasolabialen Falten. Da im Prinzip auch
die nasolabialen Falten externen Einfliissen &hnlich wie diejenigen des Auges aus-
gesetzt sein sollten, deutet der Unterschied des Ergebnisses zwischen beiden darauf
hin, dass beim Auge zuséatzliche externe Faktoren zum Tragen kommen oder die

Geometrie des Augenaul3enwinkels das Ergebnis verzerrt. Die Auswertung der Fotos
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kann insofern als valide betrachtet werden, als die Ubereinstimmung zwischen den

drei Auswertern fur ein visuelles Scoring-System relativ hoch war.

5.3 Hautalterung und Lungenfunktion

Die einzigen LungenfunktionsmessgrofRen, die in statistisch robuster Weise mit der
Hautalterung korrelierten, fanden sich im Bereich der CO-Diffusionskapazitat. Hierbei
waren die Korrelationen mit der Hautbeschaffenheit des Innenarms fiir die gesamte
Diffusionskapazitat TLCO starker als fur den volumenbezogenen Transferkoeffizien-
ten KCO. Dies konnte seine Ursache zum einen darin haben, dass in die TLCO auch
die Lungengr6éRe bzw. das alveolare Volumen VA miteingehen und diese Grol3en
gleichsinnig mit eingeschréankter Transportkapazitat verandert waren. Dies wirde
bedeuten, dass der Transferkoeffizient KCO, als Quotient von TLCO und VA, weni-
ger sensitiv als TLCO sein kénnte. Darlber hinaus sind grundsatzliche Messproble-
me bei der Bestimmung von VA in Betracht zu ziehen, die sich in den niedrigen Wer-
ten dieser Messgrofie zeigten, wie auch in anderen Auswertungen von Daten aus
COSYCONET zu ersehen ist.

Durch die Verwendung der aktuellen Sollwerte (GLI) wurden die Messwerte der Dif-
fusionskapazitat bereits in bestmoglicher Weise fur Geschlecht, Alter und Gro3e ad-
justiert. Gleichwohl wurden in den Regressionsanalysen mit der Diffusionskapazitat
Geschlecht, Alter, BMI, Raucherstatus (derzeit ja/nein) sowie die vergangene Ziga-
rettenrauchbelastung (Packyears) als mdgliche Einflussvariablen mitgefthrt, da auch
die Hautbeschaffenheit von diesen Einflussgréf3en abhangen konnte. Allerdings war
keine dieser Kovariaten signifikant mit der Hautbeschaffenheit des Innenarms korre-

liert.

Gleichwohl schien der Einfluss des BMI, der bekanntermalRen mit dem Auftreten ei-
nes Lungenemphysems korreliert, sofern niedrige Werte vorliegen, ansatzweise vor-
handen. Dies duRerte sich darin, dass in der Gruppe mit BMI = 25 kg/m? die Bezie-
hungen zwischen dem Hautparameter Sp und TLCO trotz der kleineren Fallzahl sig-
nifikant blieben bzw. noch starker ausgepragt auftraten, wéahrend in der Gruppe mit
BMI < 25 kg/m? keine Beziehung mehr zu erkennen war. Dies kénnte darauf hindeu-
ten, dass nur bei geringfligig oder starker erhohtem BMI die Hauttextur, die mit Alte-

rung assoziiert ist, klar in Erscheinung trat, wahrend bei normalem oder erniedrigtem
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BMI z.B. eine Faltenbildung die Erkennung dieser Textur schwierig oder unmdoglich
macht. Diese Uberlegung scheint plausibel, wurde allerdings bislang nicht durch Stu-
dien uberpruft. Bemerkenswerterweise war der Bereich von TLCO-Werten, den die
beiden Gruppen Uberdeckten, &hnlich, und insbesondere fanden sich auch in der
Gruppe mit BMI = 25 kg/m? Patienten mit niedriger Diffusionskapazitat. Aus diesem
Grunde entsprach die Bildung der beiden Gruppen nicht einer Auswahl bzgl. TLCO;
wohl aber trat der Unterschied bezuglich des Hautparameters Sp zutage (siehe Ab-
bildung 4.9).

Die Blutgasparameter, die fir den Sauerstoffgehalt des Blutes eine Rolle spielten,
waren ebenfalls mit Parametern der Hautalterung des Innenarms korreliert, doch
verschwanden diese Korrelationen bzw. reduzierten sich nach Einbeziehung der
Kovariaten. Auch hier erwies sich die Diffusionskapazitat als Uberlegen. Dieses Er-
gebnis unterstreicht die Bedeutung der Einbeziehung von Kovariaten, auch wenn
diese im Ergebnis zu einer konservativen Bewertung der Zusammenhange fuhrt. Ei-
ne konservative Bewertung scheint nicht zuletzt angesichts der Vielzahl der statisti-
schen Vergleiche angemessen, um nicht falsch-positiven Bewertungen anheim zu

fallen.

Interessanterweise wies unter den Komorbiditaten allein die Hyperlipidamie eine ro-
buste Beziehung zum Hautparameter Ssk des Innenarms auf. Dieser Korrelation
geman ware in Gegenwart einer Hyperlipidamie das Tragverhalten der Haut gerin-
ger, jedenfalls bei Patienten mit COPD. Ein Mechanismus, der diesen Zusammen-
hang vermitteln kdnnte, ist nicht direkt ersichtlich. Der kausale Zusammenhang durfte
nicht primér tber HDL bzw. LDL vermittelt werden, da diese Werte auch bei den Pa-
tienten mit der Diagnose einer Hyperlipidamie aufgrund einer entsprechenden The-
rapie zumeist normal waren. Nur bei insgesamt drei Patienten, davon zwei mit der

Diagnose einer Hyperlipidamie, waren die Werte geringfligig erhoht.

Einen robusten Zusammenhang zu den Hautparametern des Augenaul3enwinkels
wies unter den Komorbiditaten die Hypertonie auf. Diese Korrelation war negativ und
zeigte an, dass die Faltenlange bei Vorliegen einer Hypertonie geringer war. Des
Weiteren fanden sich positive Zusammenhange zwischen den systolischen Blut-
druckwerten sowie verschiedenen Parametern der Faltentiefe am Auge. Zwischen
Patienten mit und ohne Diagnose einer Hypertonie bestanden keine Unterschiede

des systolischen Blutdrucks. Mdglicherweise deutet dieses widersprtichliche Ergeb-
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nis darauf hin, dass die Anamnese einer Hypertonie, die bei vielen Patienten vorlag,
nur ein Indikator eines anderen kausalen Effektes war. GefaRanderungen, die mit der
Entwicklung einer Hypertonie assoziiert sind, gelten oft auch als Zeichen einer Alte-
rung. Ferner war der gemessene Blutdruck insofern von der Diagnose entkoppelt, als
die Patienten mit der entsprechenden Diagnose in der Regel eine antihypertensive
Therapie aufwiesen. In der Literatur liegen keine weiterfihrenden Daten vor, die, ab-
gesehen von den allgemeinen Zusammenhangen zwischen kardiovaskularen Er-
krankungen und Hautbeschaffenheit [Chan, 1990], den beobachteten Zusammen-

hang zwischen systolischem Blutdruck und Hautfalten erklaren kénnten.

5.4 Faktoren der biologischen Alterung

Verschiedene Lungenerkrankungen wurden in der Vergangenheit zu vorgezogener
Alterung in Beziehung gesetzt, darunter COPD, aber auch die Lungenfibrose [Ren-
zoni, 2014; Chilosi, 2013; Karrasch et al., 2008]. Unter den Phanotypen der COPD
scheint in dieser Hinsicht das Lungenemphysem von besonderem Interesse. In einer
Reihe von Arbeiten wurden Anderungen an Zellen in der Lunge beobachtet, die mit
der Hypothese einer vorzeitigen Alterung konform gehen [Holz et al., 2004; Spurzem
& Rennard, 2005; Muller et al., 2006; Ansellem et al., 2011]. Anderungen im Sinne
einer zellularen Seneszenz konnten auch durch Exposition von Lungenzellen gegen-
Uber Zigarettenrauchextrakt bewirkt werden [Nyunoya et al. 2006; Deslee et al.,
2010; De Ritis 2010; Schindler, 2015]. Dass Zigarettenrauchextrakt prinzipiell auch
systemisch Wirkungen hervorrufen kann, wurde durch Untersuchungen an Adipozy-
ten gezeigt [Machata, 2010; Heyne, 2011].

Auch fur Herzkreislauferkrankungen, Nierenerkrankungen und eine Reihe anderer
chronischer Erkrankungen wurden Zusammenhange mit Alterung bzw. vorgezogener
Alterung gezeigt [North & Sinclaire, 2008; Klinkhammer et al., 2014]. Die Vielfalt der
Beziehungen flr verschiedene Organerkrankungen legt die Vermutung nahe, dass
diese tatsachlich einen systemischen Aspekt aufweisen. Dieser Aspekt zeigt sich vor
allem in einer Verkirzung der Telomeren von Leukozyten, wie in einer grof3en Zahl
von Studien gezeigt [Epel et al., 2004; Brouilette et al., 2008; Weischer et al., 2014].
Dies ist auch bei der COPD der Fall [Tsuiji et al., 2006; Savale et al., 2009; Ansellem
et al., 2011]. In der vorliegenden Arbeit wurden die Telomerenlangen nicht bestimmt,
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um den Patienten ein weiteres Blutentnahmerdhrchen zu ersparen. Versuchsweise
wurden, ahnlich wie fur das Peptid LL-37, Daten aus einer vorangegangenen Dok-
torarbeit [Lucke, 2015] bei den gleichen Patienten tbernommen; allerdings wurden
diese Daten bei den Visiten V1 bis V3 gewonnen, verglichen mit V4 und V5 in dieser
Studie, und waren daher nicht auf den aktuellen Zustand des Patienten bezogen. Der
Hauptgrund dafur, in der gegenwartigen Studie keine Korrelationen mit der Telome-
renlange beobachtet zu haben, dirfte allerdings darin liegen, dass erfahrungsgemaf
fur diesen wissenschaftlich wertvollen, jedoch relativ unspezifischen Marker gro3ere
Fallzahlen als in der vorliegenden Studie bendétigt werden. Aus diesem Grunde lag in
dieser Arbeit der Fokus darauf, die Genexpressionen eines Panels von molekularen
Markern zu bestimmen, die mdoglicherweise spezifischer als Telomeren mit Alte-

rungsprozessen zusammenhangen, vor allem solchen der COPD.

In der vorliegenden Arbeit war es nicht moglich, zellulare Proben aus dem Atemtrakt
oder der Haut zu entnehmen, um sie auf eventuelle Zeichen einer Alterung zu unter-
suchen. Bei einer systemischen Vermittlung von Anderungen, die an Lunge und Haut
auftreten, waren entsprechende Veranderungen an Blutzellen, d.h. einem sozusagen
intermediarem Organ, nicht unplausibel. Ferner wurden bei Patienten mit COPD und
Rauchern bereits verkirzte Telomeren nachgewiesen [Morla et al., 2006; Savale et
al., 2009]. Dies war der Grund, warum in der vorliegenden Arbeit die Genexpression
dieser Zellen untersucht wurde. Einschrankend ist zu bemerken, dass die RNA der
gesamten Leukozyten zur Analyse herangezogen wurde und insofern keine Differen-

zierung zwischen verschiedenen Zelltypen mdglich war.

Zwischen einigen Parametern des Innenarms und der Konzentration von CRP im
Blut fanden sich robuste Zusammenhénge. Diese sind am ehesten so zu interpretie-
ren, dass eine chronische Entziindung eine Alterung begunstigen kann. In Ermange-
lung weiterer Entziindungsmarker wurde diese Frage in der vorliegenden Arbeit nicht

weiter verfolgt.

5.5 Genexpressionen potentieller Alterungsmarker
Die Anzahl der Leukozyten pro Volumen war mit der Expression von SOD2 und

STAT3 schwach negativ korreliert, wahrend STAT3 und SOD stark positiv miteinan-
der korreliert waren. Die Daten bzgl. SOD2 lassen sich mdglicherweise im Sinne ei-
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ner reduzierten anti-oxidativen Abwehr bei hherem Grad an Entziindung interpretie-
ren. Hinsichtlich des CRPs sind die Korrelationen mit Vorsicht zu bewerten, da sie
durch einige extreme Werte beeinflusst waren; dieser Effekt konnte auch durch eine

logarithmische Transformation nicht vollstandig eliminiert werden.

Interessanterweise waren die Lungenfunktionsparameter mit anderen molekularen
Markern assoziiert als die Leukozyten und das CRP. Hierbei erschien die signifikante
Beziehung zwischen der Expression von p21 und dem errechneten Emphysemscore
besonders bemerkenswert; dies ist interessant unter dem Aspekt der Lungenalte-
rung. Die Beobachtung geht konform mit Daten, die an Zellkulturen gewonnen wur-
den und bei denen eine vermehrte Expression von p21 an Epithel- und Endothelzel-
len der Lunge von Patienten mit Emphysem gefunden wurde [Ansellem et al., 2011].
In dieser Untersuchung wurden auch Beziehungen zur Telomerenlange gefunden.
Eine Erh6éhung von p21 bei COPD-Patienten wurde bereits vorher berichtet [Rutten
et al., 2016].

In einer weiteren Studie [Nyonoya et al., 2009] konnte gezeigt werden, dass in der
Zellkultur Zigarettenrauch zu einer Herunterregulierung des Werner Proteins WRN
und somit zu einer vorzeitigen Seneszenz fiihrte. Dass dieser beschleunigte Alte-
rungsprozess und eine damit vermutlich verbundene Entwicklung eines Emphysems
jedoch komplex und noch andere Signalwege an diesem Prozess beteiligt sind, wur-
de durch die Daten eines Tiermodells nahegelegt [Rashid et al., 2018], in dem ge-
zeigt wurde, dass Alterung und zellulare Seneszenz auf molekularer Ebene nicht
gleichzusetzen sind. Gleichwohl fand sich in der vorliegenden Studie ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Expression von WRN und der Hautalterung am In-
nenarm. WRN war nur tendenziell mit den Ergebnissen der Fotos korreliert. Moglich-
erweise ist die Haut ein besserer Indikator von Alterung als die Lunge, insofern als
die Lunge zusatzlich von Entziindungsprozessen beeinflusst werden kann. Dies wiir-
de das Fehlen einer Korrelation zwischen der Expression von WRN in Blutzellen und
den Werten der Lungenfunktion erklaren.

Ferner belegen Daten [Matsuyama et al., 2016], dass ein Fehlen des Reparaturgens
XRCC6 (Ku70) zu vorzeitiger Alterung und der Entstehung eines Lungenemphysems
fuhren kann. In der vorliegenden Studie fand sich fir den Hautparameter S am In-
nenarm eine positive Korrelation mit der Expression von XRCC6, neben der Korrela-

tion mit WRN. Der Parameter S gibt den mittleren Abstand der Profilspitzen im Rau-
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heitsprofil an, und bei starkerer Alterung ware am ehesten ein kleinerer Abstand zu
erwarten. Die beobachteten positiven Korrelationen dieses Parameters mit WRN und
XRCC6 bestatigen die Vermutung, dass sowohl das Werner-Protein als auch das fir
die DNA-Reparatur mitverantwortliche Protein Ku70 einen protektiven Einfluss auf

den endogenen Alterungsprozess der Haut austiben.

Unter den anthropometrischen Parametern wies der BMI Zusammenhange zu
SIRT1, TERF2 und VEGFB auf; hierunter erschien vor allem die Beziehung zu
SIRT1 von Interesse. Eine Beziehung zwischen SIRT1 und Anderungen des Korper-
gewichts wurde bereits in einer friheren Untersuchung gezeigt [Crujeiras et al.,
2008]. Sirtuine, vor allem SIRT1, spielen eine zentrale Rolle fur Langlebigkeit und
zellulare Seneszenz, wie fur viele Organismen gezeigt wurde [Rajendrasozhan et al.
2008; Karrasch et al., 2008]. Dies wird Uber verschiedene Signalwege erreicht. Uber
PPAR-y reguliert SIRT1 die Adipogenese und Lipolyse mit. Als multifunktionale Pro-
teindeacytelase ist SIRT1 an der Aktivierung verschiedener Gene beteiligt. So spielt
SIRT1 mittels p53 eine Rolle beim Uberleben im Stress. Die Deacytelierung des
DNA-Reparaturfaktors Ku70 hemmt die Bax-medierte Apoptose und fihrt so zum
Langzeit-Uberleben unersetzlicher post-mitotischer Zellen. Des Weiteren moduliert
die Proteindeacytelase SIRT1 auch den Transkriptionsfaktor NF-kB, ferner die Tran-
skriptionsfaktoren FOXO1, FOXO3 sowie FOXO4, welche den Zelltod bei geleichzei-
tiger Hochregulierung von Antioxidantien verhindern. Somit gibt es viele Signalwege,
Uber die SIRT1 aktiv werden kann und mdglicherweise eine induzierte Alterung be-

einflusst.

Der Zusammenhang zwischen Rauchen und SIRT1 wurde in Zellkultur untersucht
[Rajeendrasozhan et al. 2008], mit dem Ergebnis, dass Zigarettenrauchextrakt die
Expression von SIRT1 verminderte. Entsprechend war die Konzentration von SIRT1
in den Lungen von COPD-Patienten reduziert, einhergehend mit einer Addukt-
Bildung von SIRT1 durch oxidativen Stress. Die Effekte fanden sich bereits bei Rau-
chern, traten aber bei COPD-Patienten verstarkt auf. Umgekehrt konnte im Tiermo-
dell bei Exposition von Mausen gegenuber Zigarettenrauch gezeigt werden [Yao et
al., 2012], dass die Expression von SIRT1 im Lungengewebe via FOXO3 zur Reduk-
tion einer vorzeitigen Seneszenz und zum Schutz vor einem Lungenemphysem fihr-

te.
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In der vorliegenden Studie fanden sich keine Zusammenhange zwischen der Lun-
genfunktion und der Expression von SIRT1 in Zellen des peripheren Blutes, wohl
aber ein positiver Zusammenhang mit dem BMI. Patienten mit einem Emphysem und
maoglicherweise Defekten in SIRT1 in der Lunge [Rajeendrasozhan et al. 2008] wei-
sen oft erniedrigte BMI-Werte auf, insofern sind die Daten konsistent mit den Litera-
turdaten. Eine weitere Studie konnte allerdings aufzeigen, dass bei Atemwegsge-
sunden die Expression von SIRT1 und SIRT2 durch die Kalorienzufuhr beeinflusst
wurde, indem eine Kalorienrestriktion und dadurch induzierte Gewichtsabnahme zur
vermehrten Expression fuhrte [Crujeiras et al., 2008]. Allerdings mdgen sich diese
Bedingungen von denen einer stabilen COPD unterscheiden, zumal bekannt ist,
dass die Expression von SIRT1 tber NAD durch eine reduzierte Kalorienzufuhr er-
hoht werden kann, ein Mechanismus, der beim Tier wesentlich zur Langlebigkeit bei-
tragt [Karrasch et al., 2008]. Vermutlich dominiert in der Lunge der schadigende Ein-
fluss von Zigarettenrauch und Entzindung auf SIRT1, und dieser Zusammenhang

setzt sich systemisch fort.

Zahlreiche Daten weisen darauf hin, dass auch die LungengefaR3e an der Genese
chronischer Lungenerkrankungen beteiligt sind und vor allem der Untergang von En-
dothelzellen als Pathomechanismus bei der Entstehung eines Emphysems involviert
ist. Die Prasenz und Funktionsfahigkeit der Blutgeféalie werden vor allem durch den
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) beeinflusst, welcher im Lungengewebe
von Patienten mit Emphysem verandert ist. Besonders die hypoxische Vasokonstrik-
tion wurde als wichtiger Faktor bei der Umorganisation des Lungengewebes identifi-
ziert [Voelkel et al., 2011]. Obwohl in der gegenwartigen Studie keine direkte Korrela-
tion zwischen VEGFB und der Diffusionskapazitat fur CO, als besonders gutem Mar-
ker eines Emphysems, zutage trat, zeigte sich ein positiver Zusammenhang zwi-
schen der Expression von VEGFB und dem Kndchel-Arm-Index (ABI), der als Indika-

tor fir den Gefal3status herangezogen wurde.

In verschiedenen Arbeiten [Valipur et al., 2008; Tabara et al., 2014] wurden signifi-
kante Beziehungen zwischen VEGF und FEV; gefunden. FEV; dient zur Einteilung
der COPD in Schweregrade der Erkrankung, bildet jedoch primar die Obstruktion der
Atemwege, nicht jedoch die Gasaufnahmekapazitat ab. Umgekehrt konnte gezeigt
werden [Houben-Wilke et al., 2017], dass signifikante Korrelationen zwischen dem so

definierten Schweregrad der COPD und dem Knéchel-Arm-Index bestehen. Diese
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Beobachtungen legen den Schluss nahe, dass zwischen VEGF und ABI ein Zusam-
menhang bestehen sollte, wie in dieser Arbeit gefunden. Eine mdogliche Korrelation
mit der Diffusionskapazitat und VEGF wurde in den genannten Untersuchungen nicht
naher analysiert. Dies ware winschenswert gewesen, da nach den hier gezeigten
Daten Beziehungen der verschiedenen Biomarker zu TLCO bzw. KCO, nicht aber
FEV: bestanden. Beziiglich der Komorbiditaten bestanden keine Korrelationen, ver-
mutlich wegen zu geringer Fallzahlen der einzelnen Komorbiditaten, vor allem aber,
da die verschiedenen Komorbiditaten die molekularen Marker in unterschiedlicher
Weise beeinflussen. Moéglicherweise ware hierfir auch eine Analyse der einzelnen

Zellpopulationen der Leukozyten erforderlich gewesen.

5.6 Limitationen der Arbeit

Aufgrund der Uber die Zeit stark geschrumpften Fallzahlen der Patienten von CO-
SYCONET in der Subkohorte ,Klinikum Innenstadt der LMU® standen fur die Mes-
sungen, Probenahmen und Analysen weniger als 50 Patienten zur Verfligung.
Dadurch war die statistische Test-starke (Power) starker begrenzt als dies bei einer
vorangegangenen Studie an dieser Subkohorte [Lucke, 2015] der Fall war. Gleich-
wohl konnten statistisch robuste Beziehungen sowohl mit Hautmarkern als auch mit
molekularen Markern gefunden werden. Da im Rahmen von COSYCONET eine gan-
ze Reihe von Blutproben entnommen werden, war die Anzahl der Proben, die fur die
vorliegende Untersuchung zusatzlich genommen werden konnten, auf eine Probe
limitiert. Aus diesem Grunde war es nicht méglich, Blutproben eines Umfangs zu
entnehmen, der eine Genexpressionsanalyse in verschiedenen Zelltypen erlaubt hat-
te. In ahnlicher Weise war auch die Zeit limitiert, innerhalb derer Hautabdriicke ge-
nommen und Fotos erstellt werden konnten. Unter anderem aus diesem Grunde war
es nicht moglich, verschiedene Stellen des Kdrpers zu untersuchen, unter denen R-
cken und Gesald von besonderem Interesse gewesen waren. Umso bemerkenswer-
ter ist es, dass mit der begrenzten Zahl von Patienten dennoch verlassliche und auf-

schlussreiche Befunde gewonnen werden konnten.
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5.7 Schlussfolgerung der Arbeit

Als Hauptergebnis der vorliegenden Arbeit ist der Zusammenhang zwischen Hautpa-
rametern des Innenarms, die das Ausmal} einer Alterung erfassen, und Einschran-
kungen der Diffusionskapazitat zu nennen, die als Indikator eines Emphysems gelten
kénnen. Ebenfalls ergaben sich Beziehungen zu der Faltentiefe im Gesicht, die an-
hand von Fotos ausgewertet wurde; jedoch schienen diese Beziehungen weniger
robust als die des Innenarms zur gesamten Diffusionskapazitat TLCO, die sowohl die
Effekte von schlechter Bellftung als auch reduziertem Kapillarbett beim Lungenem-
physem beschreibt. Somit scheint die quantitative Erfassung der Hautalterung per
Abdruck die systemischen Alterungsprozesse bei COPD-Patienten gut zu erfassen.
Die Alternative ist die semiquantitative Abschatzung der Alterung per Fotoaufnah-
men, die allerdings aufgrund der Notwendigkeit multipler Auswerter ebenfalls auf-
wendig ist. Ferner ist der Zusammenhang zwischen dem errechneten Emphysems-
score und der Expression des Zellzyklusregulators p21 in Blutzellen zu nennen. Die
Plausibilitat der Ergebnisse wird durch die Korrelation zwischen dem Gefal3status
(Kndchel-Arm-Index ABI) und der Expression des Wachstumsfaktors fur Blutgefal3e,
VEGFB, unterstrichen. Somit sttzt die vorliegende Arbeit trotz der relativ geringen
Fallzahl der Patienten, die Hypothese einer vorzeitigen, durch Zigarettenrauchen in-
duzierten, systemischen biologischen Alterung. Zugleich legen die Ergebnisse in
Hinblick auf den BMI nahe, dass bei der Beurteilung der Hautalterung Patienten mit
(leicht) erhbhtem BMI eine bessere Erkennung zulassen als solche mit normalem

oder reduziertem BMI.
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5.8 Ausblick

Im Vergleich zu den Fotos erwiesen sich die Hautabdriicke des Innenarms als aus-
sagekraftiger, was eine Beziehung zu Diffusionskapazitat anbelangte. Allerdings war
auch der Aufwand sowohl fur die Messung als auch fir die Auswertung hoher. Dar-
Uber hinaus wéare es winschenswert, in kinftigen Untersuchungen nicht allein die
Lungenfunktionsparameter auszuwerten, sondern die Befunde einzubeziehen, die
aus einem CT des Thorax oder wenigstens einer Rontgenaufnahme abgeleitet wer-
den kdnnen im Hinblick auf das Vorhandensein und die Auspragung eines Lungen-
emphysems. Die Hypothese, dass die Entwicklung eines Emphysems mit einer indu-
zierten, vorgezogenen Alterung einhergeht, wurde vor mehr als 15 Jahren publiziert
[Holz et al., 2004]. In der Zwischenzeit wurden zwar viele Daten zu diesem Thema
erhoben, viele davon jedoch nicht am Patienten, sondern in Zellkultur oder in Tier-
modellen, deren Ubertragbarkeit auf den Menschen nicht immer klar ist. Dies liegt
maoglicherweise daran, dass aul3er der Telomerenlange von Leukozyten des Blutes
keine anderen etablierten Marker einer systemischen Alterung verfigbar sind. Im
Lichte dieser Tatsachen kdonnte man die vorgestellten Daten dahin interpretieren,
dass die durch Abglisse quantitativ charakterisierte Hautbeschaffenheit geeigneter
Stellen des Korpers, z.B. des Innenarms, einen brauchbaren, vielleicht sogar den
besten allgemeinen Marker flir eine systemisch vermittelte Alterung darstellt. Stan-
dardisierte Fotos waren eine mogliche Alternative. In der Zwischenzeit sind Gerate
auf dem Markt verfugbar, welche die Hautbeschaffenheit direkt, d.h. ohne den Um-

weg Uber Abgiisse oder Fotos erfassen kénnen.
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6 Zusammenfassung

Seit geraumer Zeit gibt es Daten, die einen Zusammenhang zwischen vorzeitiger
Alterung und chronischen Erkrankungen einschlie3lich der chronisch-obstruktiven
Lungenerkrankung (COPD) belegen [Karrasch et al., 2008; North & Sinclaire, 2008;
Chilosi, 2013; Renzoni, 2014; Lucke, 2015]. Die meisten Daten wurden allerdings an
Tier- und Zellkulturmodellen erhoben, und nur wenige Arbeiten haben diese Zusam-
menhange unmittelbar am Menschen untersucht. Dementsprechend ist die Frage
ungeklart, welche Marker am besten fur die Bestimmung einer vorzeitigen Alterung
unter klinischem Aspekt geeignet sind. Der einzige Marker, der zumindest in der For-
schung einigermalen etabliert, allerdings relativ unspezifisch ist und nur begrenzte
Aussagekraft hat, ist die Telomerenlange von Blutleukozyten. Aus einigen wenigen
Studien ergaben sich ferner Hinweise darauf, dass auch die Hautbeschaffenheit ein
Marker fir vorzeitige Alterung sein kénnte; diese wurde anhand der Auspragung von

Falten mittels Fotoaufnahmen des Gesichts untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurde zum einen eruiert, ob Uber eine visuelle Bewertung
hinaus eine quantitative Auswertung der Hautstruktur Aussagen erlaubt, insbesonde-
re solche, die mit einem Lungenemphysem bzw. Markern eines Lungenemphysems
in Zusammenhang stehen. Daher wurden zusatzlich zu Fotoaufnahmen des Gesichts
auch Abdriicke vom AugenaufRenwinkel angefertigt. In der Hautstruktur des Au-
genaul3enwinkels sollten sich die Effekte sowohl einer endogenen als auch einer
exogenen Alterung widerspiegeln, vor allem auf Basis einer UV- und Zigaretten-
rauch-Exposition. Zum Vergleich wurden Abdriicke vom Innenarm genommen, unter
der Hypothese, ein in geringerem Mal3e einer Sonnen- und Zigarettenrauch-
Exposition ausgesetztes Areal zu messen und somit zwischen endogener und exo-
gener Hautalterung unterscheiden zu kénnen. Die Hypothese war, dass vornehmlich

die Parameter des Innenarms mit der Lungenfunktion korrelieren sollten.

Zum anderen war die Hypothese, dass sich eine biologische Alterung auch auf mole-
kularer Ebene bemerkbar machen und, sofern sie einen systemischen Charakter hat,
in der Expression relevanter Gene in Blutzellen widerspiegeln sollte. Hierzu wurde
ein Satz von Genen identifiziert, die im Zusammenhang mit einer vorzeitigen Alte-
rung stehen konnten. Diese Gene umfassten ATM, CAT, CDKN1A, FOXO1, Klotho,
LMNA, SIRT2, SOD, STAT, VEGFB, WRN, XRCC5 und XRCCS6. Die zentrale Frage,
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ob die Marker der Hautbeschaffenheit und der Genexpression mit der Auspragung
einer COPD, insbesondere eines Lungenemphysems, zusammenhé&ngen, wurde vor
allem anhand der Diffusionskapazitat fur Kohlenmonoxid untersucht, die als bester

Marker fur ein Lungenemphysem bekannt ist.

In die vorliegende Studie wurden 46 Patienten des Studienzentrums LMU Minchen
eingeschlossen, die an der deutschlandweiten COPD-Studie COSYCONET teilnah-
men. Die Untersuchungen erfolgten im Rahmen der Visiten 4 und 5. Zusatzlich zu
den umfangreichen, innerhalb von COSYCONET durchgefuhrten Messungen erfolg-
ten spezielle Untersuchungen, um die beschriebenen Marker einer Alterung zu er-
fassen. Hierzu wurden Fotoaufnahmen des Gesichts sowie Hautabdriicke vom Au-
genaulRenwinkel und von der Innenseite das Unterarms angefertigt. Des Weiteren
erfolgte eine Blutentnahme zwecks Expressionsanalyse verschiedener Gene, die im
Zusammenhang mit einer vorzeitigen Alterung stehen kénnten. Die Expression der
Gene wurde mithilfe einer quantitativen PCR erfasst, die zu dem Zweck der Studie
eigens aufgebaut und optimiert wurde.

Unter den Patienten befanden sich 24 (52,2%) Frauen und 22 (47,8%) Manner, mit
einem mittleren (xSD) Alter von 69+8 Jahren. Hinsichtlich der spirometrischen
COPD-Schweregrade befanden sich 8 (17,4%) Patienten im Stadium GOLD 1, 20
(43,5%) in GOLD 2, 16 (34,8%) in GOLD 3 und 2 (4,3%) in GOLD 4. Ferner befan-
den sich 25 (54,4%) Patienten in der Gruppe GOLD A, 10 (21,7%) in GOLD B, 5
(10,9%) in GOLD C, sowie 6 (13,0%) in GOLD D. In dieser Hinsicht entsprachen die
Patienten einem typischen Studienkollektiv von COPD-Patienten. Entsprechend zeig-
ten die Patienten die fur ein solches Kollektiv typischen Veranderungen der Lungen-
funktion, sowohl in den spirometrischen und ganzkdrperplethysmographischen
MessgroRen als auch in der Diffusionskapazitat der Lunge fiur Kohlenmonoxid,

TLCO, sowie dem volumenbezogenen Transferkoeffizienten, KCO.

Als Hauptergebnis fanden sich Zusammenhange zwischen Hautparametern des In-
nenarms und TLCO, welche auch nach Adjustierung fir potenziell relevante andere
EinflussgréRen (Geschlecht, Alter, BMI, Raucherstatus (derzeit ja/nein), Packyears)
erhalten blieben und somit robust waren. Dies galt vor allem fir den Hautparameter
Sp, der die Hohe der groldten Profilspitze innerhalb der Gesamtmessflache und somit
die Rauigkeit der Haut beschreibt. Fir KCO zeigte sich ein ahnliches Ergebnis,

wenngleich die Beziehungen nur an der Grenze zur Signifikanz lagen, als Hinweis
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darauf, dass der kombinierte Effekt von Transportstérung und Verringerung des fur
den Gastransport zuganglichen Volumens, wie er durch TLCO beschrieben wird, am
besten das Ausmal} einer biologischen Alterung der Lunge charakterisiert. Der BMI
spielte insofern eine Rolle, als bei Patienten mit BMI > 25 kg/m? die Beziehungen
zwischen Sp und TLCO trotz der kleineren Fallzahl signifikant blieb bzw. noch starker
ausgepragt war, als Hinweis darauf, dass ein grof3erer BMI die alterungsassoziierte
Hauttextur in der quantitativen Analyse besonders gut hervortreten liel3.

Weitere Korrelationen mit der Hautbeschaffenheit des Innenarms zeigten sich fur
Blutgasparameter und das C-reaktive Protein CRP, allerdings waren diese Bezie-
hungen nicht alle statistisch robust gegentber der Einbeziehung der anthropometri-
schen Charakteristika und des Rauchverhaltens. Bezuglich der Komorbiditaten zeig-
te sich ein robuster Zusammenhang zwischen der Hyperlipidamie und dem Hautpa-
rameter Ssk, welcher das Tragverhalten der Hautstruktur beschreibt. Fur die Hautbe-
schaffenheit des AugenaulRenwinkels fanden sich keine Beziehungen zu den Lun-
genfunktionsparametern, wohl aber zur Anzahl der Leukozyten und den systolischen
Blutdruckwerten, diese Beziehungen erwiesen sich allerdings nicht als robust nach
Einfuhrung der genannten Kovariaten. Unter den Komorbiditaten fanden sich statis-
tisch signifikante Beziehungen von gastrointestinalen Erkrankungen, koronarer Herz-
erkrankung sowie Bluthochdruck zu verschiedenen Parametern des Augenaul3en-
winkels. Als statistisch robust stellte sich allerdings nur die Korrelation zwischen Fal-

tenlange und Bluthochdruck heraus.

Die molekularen Marker lieRBen sich in vier Gruppen aufteilen, wobei die Marker in-
nerhalb der Gruppen gut miteinander korrelierten, wéhrend die Gruppen miteinander
eine geringe Korrelation zeigten. Daher konnten die weiteren Analysen der Uber-
sichtlichkeit halber mit jeweiligen Reprasentanten der Gruppen erfolgen, wenngleich
auch alle einzelnen Beziehungen uberprift wurden. Hinsichtlich der Lungenfunkti-
onsparameter zeigten sich signifikante und robuste Zusammenhénge zwischen der
Expression des Zellzyklusregulators p21 und einem errechneten, funktionellen Em-
physemscore, der als wesentlichen Teilfaktor die Diffusionskapazitat enthielt. Dieses
Ergebnis ist insofern interessant, als in der Literatur eine vermehrte Expression von
p21 an Lungenzellen von Patienten mit Emphysem berichtet wurde. Beziglich der
Hautalterung zeigten sich Korrelationen zwischen Hautparametern des Innenarms

und dem fir Alterung relevanten Werner-Protein WRN sowie dem DNA-
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Reparaturgen Ku70 (XRCC6). Unter den anthropometrischen Parametern zeigten
sich robuste Beziehungen zwischen BMI und der fir Regeneration und Alterung rele-
vanten Deacytelase SIRT1, dem fur den Schutz der Telomeren relevanten Protein
TERF und dem fir die Bildung von BlutgefdRen bedeutenden Wachstumsfaktor
VEGFB. VEGFB zeigte des Weiteren eine Korrelation zum Gefal3status (Kndchel-

Arm-Index), die plausibel erscheint und die Validitat der Messungen bestatigt.

Eine Analyse der Fotos, deren Ergebnis als Mittelwert der Score-Werte von drei
Auswertern analysiert wurde, ergab robuste Korrelationen der nasolabialen Falten
mit der Diffusionskapazitat der Lunge, ebenfalls Korrelationen mit der Expression von
SOD2 und STAT3. Insgesamt korrelierten die periorbitalen Falten mit den Charakte-
ristika der Hautabdricke des Augenaul3enwinkels, und die nasolabialen Falten mit
den Parametern der Abdricke des Innenarms. Diese Beobachtung unterstrich die

Validitat der Ergebnisse.

Somit war das Hauptergebnis der vorliegenden Arbeit, einen Zusammenhang zwi-
schen Hautparametern des Innenarms sowie nasolabialen Falten, die das Ausmal}
einer Alterung erfassen, und Einschrankungen der Diffusionskapazitat, die als Indika-
tor eines Emphysems gelten kénnen, gezeigt zu haben. Demgegeniber war die Ana-
lyse periorbitaler Falten unterlegen. Die quantitative Erfassung der Hautalterung per
Abdruck schien die systemischen Alterungsprozesse bei COPD-Patienten besonders
gut zu erfassen, wie sich an einer ganzen Anzahl an Parametern zeigte. Als weiteres
bemerkenswertes Ergebnis ist der Zusammenhang zwischen einem funktionellen
Emphysemscore der Lunge und der Expression des Zellzyklusregulators p21 in Blut-
zellen zu nennen. Die Plausibilitat der Beobachtungen wird durch die Korrelation
zwischen dem Gefal3status und der Expression des zentralen Wachstumsfaktors fur
Blutgefalle, VEGF, unterstrichen. Somit untermauert die vorliegende Arbeit die Hypo-
these einer vorzeitigen, durch Zigarettenrauchen induzierten, systemischen biologi-
schen Alterung. Zugleich legen die Ergebnisse hinsichtlich der Abh&ngigkeit vom
BMI nahe, dass bei der Beurteilung der Hautalterung Patienten mit (leicht) erhéhtem
BMI eine bessere Erkennung zulassen als solche mit normalem oder reduziertem
BMI.
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7 Anhang

7.1 Auszug aus Handbuch GFMesstechnik

Handbuch PRIMOS

ap

Beschreibung der Kennwerte:

Profilspitze

Name Abkilrzung |Beschreibung
Arithmetischer Sa Sa ist der arithmetische Mittelwert der Betrége der Profilwer-
Rauhwert te des Rauheitsprofils.

Sa ist eine SenkrechtkenngréBe, d. h. sie beschreibt die

Rauheit in senkrechter Richtung.

Sa = * R(x,,y;)

nx*ny ;; e

Quadratischer Sq Sq ist der quadratische Mittelwert der Profilwerte des Rau-
Rauhwert heitsprofils. Wird mehr als eine Einzelmessflache eingestellt,

so ist Sq der Mittelwert von den Einzelmessflachen.

Sq ist eine SenkrechtkenngrdBe, d. h. sie beschreibt die

Raubheit in senkrechter Richtung.

l LAY ny "
Sg= * R (x,,v,)
d \/nx* ny ,Z:.;; Y

Maximale Ausdeh- | Smax Dieses ist die Hohendifferenz von der héchsten Spitze zum
nung des Rauheits- tiefsten Tal innerhalb der Gesamtmessflache.
profils

Smax ist eine SenkrechtkenngréBe.
Zehnpunktehdhe Sz Sz ist der Mittelwert der Betrage der 5 héchsten Spitzen und

der 5 tiefsten Téler von der Gesamtmessflache.

Sz ist eine SenkrechtkenngréBe, d. h. sie beschreibt die

Rauheit in senkrechter Richtung.

) S
Y[Ry + 3R |
Sz=A= =1 ____
B 10

GroBte Rauhtiefe St St ist der groBte Hohenunterschied innerhalb einer Einzel-
von den Einzel- messflache. Ist die Einzelmessflachenanzahl gleich 1, so ist
messflache St = Stm = Smax.

St ist eine SenkrechtkenngroBe.
Gemittelte Rauhtie- | Stm Bei der Berechnung von Stm wird von jeder Einzelmessfla-
fe von den Einzel- che die Differenz vom Maximum zum Minimum gebildet.
messflachen Diese werden aufaddiert und durch die Anzahl der Einzel-

messflachen geteilt.

Stm ist eine SenkrechtkenngréBe, d. h. sie beschreibt die

Rauheit in senkrechter Richtung.
Hoéhe der groBten Sp Sp ist die Héhe der gréBten Profilspitze innerhalb der Ge-

samtmessflache.
Sp ist eine SenkrechtkenngréBe.
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Handbuch PRIMOS

@

Mittelwert der Pro-
filsteigung des
Rauheitsprofils

Name Abkiirzung |Beschreibung
Mittelwert der H6- | Spm Spm ist der arithmetische Mittelwert der héchsten Profilspitze
he der Profilspit- innerhalb einer Einzelmessflache Uber alle Einzelmessflachen.
zen Spm ist eine Senkrechtkenngr6Be, d. h. sie beschreibt die
Rauheit in senkrechter Richtung.
Tiefe des groBten |Sv Sv ist die Tiefe des gréBten Profiltals innerhalb der Gesamt-
Profiltals messflache.
Sv ist eine SenkrechtkenngréBe.
Mittelwert der Tie- | Svm Svm ist der arithmetische Mittelwert des tiefsten Profiltals in-
fen der Profiltaler nerhalb einer Einzelmessflache Uber alle Einzelmessflachen.
Svm ist eine SenkrechtkenngréBe, d. h. sie beschreibt die
Rauheit in senkrechter Richtung.
Schiefe (Skew- Ssk Ssk ist ein MaB fiir die Asymmetrie der Amplitudendichtekur-
ness) ve. Eine negative Schiefe kennzeichnet eine Oberflache mit
gutem Tragverhalten. Fir normal verteilte Profilwerte ist Ssk =
0.
Ssk ist eine SenkrechtkenngréBe, d. h. sie beschreibt die
Rauheit in senkrechter Richtung.
] . nx ny 5
Ssk=————* R (x.,y,)
nx*n_v*Sq“ ;% o
Steilheit (Kurtosis) | Sku Sku ist ein MaB fir die Steilheit der Amplitudendichtekurve.
Fir normal verteilte Profilwerte ist Sku = 3.
Sku ist eine SenkrechtkenngroBe, d. h. sie beschreibt die
Rauheit in senkrechter Richtung.
l nx ny i
Sky = ————* R (x,,y;)
nx*ny * Sq* ,z:; ; ’
Mittlerer Abstand | S S gibt den mittleren Abstand der Profilspitzen im Rauheitspro-
der Profilspitzen fil an. Die Mindesthohe flr eine Spitze ist der Wert 0. Bei den
Einstellungen kann noch eine Zéhischwelle in waagerechter
Richtung definiert werden..
S ist eine WaagerechtkenngréBe.
Arithmetischer Sda Sda ist der arithmetische Mittelwert der 6rtlichen Profilsteigun-
Mittelwert der Pro- gen in x- und y-Richtung.
filsteigung des Sda ist eine gemischte KenngrdBe, d. h. sie beschreibt die
Rauheitsprofils Rauheit in senkrechter und waagerechter Richtung.
Quadratischer Sdq Sdq ist der quadratische Mittelwert der 6rtlichen Profilsteigun-

gen in x- und y-Richtung.
Sdq ist eine gemischte KenngréBe, d. h. sie beschreibt die
Rauheit in senkrechter und waagerechter Richtung.
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Handbuch PRIMOS @

Name Abkurzung |Beschreibung

Sla Sla wird von Sda abgeleitet und berechnet sich nach unten-
stehender Formel.

sta= 207+ 52
Sda

Siq Slq wird von Sdq abgeleitet und berechnet sich nach unten-
stehender Formel.

Slg=2*rx* &
Sdq

Spitzenanzahl PC PC ist die Anzahl der Spitzen in der Gesamtmessstrecke.
Fir diesen Parameter gibt es einen Einstellparameter, wel-
che unter der Beschreibung der Fensterelemente weiter
oben im Text aufgefihrt sind.

Flachenlberschuss |Sdr Sdr ist der Uberschuss der gekrimmten Oberflache zur
der gekrimmten ebenen Auswerteflache. Dieser Wert ist in Prozent angege-
Oberflache ben.

Sdr ist eine SenkrechtkenngréBe, d. h. sie beschreibt die
Rauheit in senkrechter Richtung.

Sdr = ﬂ}__Aﬁ 100%
Ae

Tiefe des Rauheits- | Sk Sk ist die Hohendifferenz zwischen den Materialanteilen
kerns Mr1 und Mr2.

Reduzierte Spitzen- |Spk Spk ist die mittlere Hohe der herausragenden Spitzen, wel-
héhe che Uber dem Materialanteil Mr1 liegen.

Reduzierte Riefentie- | Svk Svk ist die mittlere Tiefe der Taler, welche unter dem Mate-
fe rialanteil Mr2 liegen.

Materialgefillte Spit- | V1 V1 wird nach untenstehender Formel berechnet. Nach der
zenflache untenstehenden Formel ergibt sich noch keine Flache, um

die Flache zu erhalten muss der berechnete Wert mit der
Gesamtmessflache multipliziert werden.

Vl=%*Rpk*Mr]

Leere Talflache V2 V2 wird nach untenstehender Formel berechnet. Nach der
untenstehenden Formel ergibt sich noch keine Flache, um
die Flache zu erhalten muss der berechnete Wert mit der
Gesamtmessflache multipliziert werden.

V2 =%* Rvk *(100 — Mr2)

Erlauterung zu den verwendeten Abklrzungen:

nx = Anzahl der Punkte des Auswerterechteckes in x-Richtung
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Tabelle 7.1: Beschreibung der Parameter der Hautabdriicke, ibernommen aus Handbuch Primos
(GFMesstechnik)
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7.2 Produktanwendung RNA-Isolierung, Promega

Q
Promega

Product Application

Total RNA isolation from blood collected in PAXgene™ Blood RNA
Tubes with the Maxwell® RSC miRNA Tissue Kit.

To isolate total RNA including miRNAs from blood collected in PAXgene™ Blood RNA Tubes.

Kit: Maxwell® RSC miRNA Tissue Kit (AS1460)

This protocol was developed by Promega

Analyses: Bioanalyzer, RT-qPCR Applications Scientists and is intended
for research use only.

Sample Type(s): Blood collected in PAXgene™ Blood RNA tubes stored | Users are responsible for determining
at 4 or -20°C suitability of the protocol for their
application.
Input: Contents of a single tube. Further information can be found in

Technical Manual #TM442, available
at: www.promega.com/protocols or
for further information, please contact
= PAXgene™ Blood RNA Tubes, BD Diagnostics techserv@promega.com

762165

Materials Required:

Protocol:

Prior to RNA isolation, thaw blood at room temperature for 2 hours and invert at least 10 times.

1. Centrifuge the PAXgene™ tubes at 3,000 x g for 10 minutes at room temperature to pellet the
white blood cells.

2. Discard the supernatant and blot the top of the tube on a paper towel to remove excess
solution.

3. Vortex the tube to re-suspend cells in remaining liquid.

4. Add 5ml nuclease-free water and vortex again to mix.

5. Centrifuge at 3,000 x g for 10 minutes at room temperature.

6. After centrifugation, discard the supernatant and blot the top of tube with paper towel to
remove excess solution.

7. Vigorously vortex the cell pellet in the remaining liquid and place on ice.

8. Add 200pl of prepared Homogenization Buffer/ 1-Thioglycerol (at 20ul/ml) to re-suspend the
WBC pellet. Vortex 15 seconds to re-suspend pellet.

9. Add 200ul of Lysis Buffer and 15ul Proteinase K.

10. Vortex for 20 seconds.

11. Incubate 10 minutes at room temperature.

12. Add entire volume to Well #1 of the Maxwell® RSC cartridge.

13. Add 10ul of DNase to Well #4.

14. Add a plunger to Well #8.

15. Add an elution tube and pipette 60pl of Nuclease-Free Water into each tube.

16. Run the microRNA protocol on the Maxwell® RSC

PROMEGA CORPORATION + 2800 WOODS HOLLOW ROAD + MADISON, W153711-5399 USA + TELEPHONE 608-274-4330
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Product Application

Results:
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miRNA isolation from blood collected in PAXgene™ tubes on the Maxwell® RSC. Blood was collected
from a single individual into 6 PAXgene™ tubes then three were stored at 4°C and three frozen at -20°C.
RNA was then isolated with the Maxwell® RSC miRNA Tissue Kit on a Maxwell® RSC. Total RNA
concentration was measured by absorbance with a NanoDrop ONE instrument and by dye based
quantitation using the Quantifluor® RNA System on a Quantus™ Fluorometer (Top left). Purity was
measured by reading absorbance at 260nm, 230nm, and 280nm and calculating 260/230 and 260/280
ratios (Top right). RNA was analyzed on an Agilent 2100 BioAnalyzer using the total RNA Nano (RNA
diluted 1:10) and Small RNA Kits (Bottom left and right, respectively).
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