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Einleitung

Fibrosierende Erkrankungen sind ein wachsendes Gesundheitsproblem, flir das es bisher nur
begrenzte Behandlungsmoglichkeiten gibt. Anhaltende Gewebeschaddigung, gestérte Regenerations-
und Reparaturprozesse oder Alterung und Autoimmunitat zahlen zu den Faktoren, die als Griinde fiir
fibrotische Prozesse diskutiert werden. Betrifft die Fibrose das Lungenparenchym, spricht man von
einer Lungenfibrose bzw. interstitiellen Lungenerkrankungen (engl. Interstitial lung disease; ILD),
welche (iber 200 verschiedenen Krankheiten umfasst [1]. Die Diagnostik ist komplex und das
Fortschreiten der Krankheit kann zu einem Verlust der Lungenfunktion, einem verringerten
pulmonalen Gasaustausch und schlieBlich zu Organversagen fiihren. Das klinische Korrelat sind
Dyspnoe, Hypoxamie und respiratorisches Versagen. Deshalb ist es entscheidend, die Pathogenese
besser zu verstehen und pradiktive Marker zu identifizieren, welche es erlauben Patienten mit einem
erhohten Risiko fiir ein Fortschreiten der Erkrankung friihzeitig zu erkennen und ihnen geeignete

weiterfihrende Therapien anbieten zu kdnnen, wozu auch die Lungentransplantation zahlt.

Im vorliegenden Habilitationsprojekt werden daher sowohl translationale Ansatze zur Identifizierung
molekularbiologischer Signaturen bei progrendient fibrosierenden Lungenerkrankungen verwendet,

als auch klinische Parameter hinsichtlich ihrer prognostischen Vorhersagekraft analysiert.

Obwohl ILDs zu den seltenen Erkrankungen (engl.: orphan disease) zadhlen, ist in den letzten Jahren
eine Zunahme an ILD-Estdiagnosen zu beobachten. In eine Pariser Analyse wurde die Pravalenz mit
97.9 pro 100.000 Fallen angegeben [2]. Die haufigsten Diagnosen waren Sarkoidose (30.2 pro 100.000),
Kollagenose-assoziierte ILDs (12.1 pro 100.000) (engl: connective tissue disease associtaed ILD; CTD-

ILD) und die idiopathische pulmonale Fibrose (IPF) (8.2 pro 100.000) [2].

Bei einigen ILD Formen liegt eine systemische Grunderkrankung vor, welche die Destruktion der Lunge
verursacht, wie beispielsweise bei Patienten mit autoimmuner rheumatischer Erkrankung, und es gibt
auch Formen mit unbekannter Ursache, die als idiopathische interstitielle Pneumonie bezeichnet
werden. Die IPF ist die haufigste Form der idiopathischen interstitiellen Pneumonie, flihrt neben der
Lunge zu keinem weiteren Organbefall und ist immer progredient [3]. Die Diagnose der IPF ist ein
Prozess, der sich aus verschiedenen Bausteinen zusammensetzt und als Goldstandart die Diskussion
im multidisziplindaren Team beinhaltet. Bislang gilt die Krankheit als unheilbar und die Prognose wird
auf zwei bis finf Jahre nach der Diagnose geschatzt. Die IPF ist mit dem so genannten usual interstitial
pneumonia (UIP) Muster in der Computertomographie (CT) und in der Histologie assoziiert [4]. Mdnner

mit (Ex-)Nikotinabusus sind haufiger betroffen und selten sind die Patienten unter 60 Jahren.



Atiologisch wird auch eine genetische Pradisposition diskutiert [5]. Seit einigen Jahren gibt es
antifibrotische Medikamente, die jedoch lediglich eine Verlangsamung des Krankheitsverlaufs und

keine Heilung erreichen kdénnen.

Die Pathogenese der IPF-Erkrankung ist noch nicht vollstandig geklart, was die Forschung in diesem
Bereich besonders relevant macht. Wahrend die Diagnose der IPF den klinischen und laborchemischen
Ausschluss einer Autoimmunerkrankung fordert [4], haben sich in den letzten Jahren zunehmend
Hinweise ergeben, dass auch Autoimmunitat in der Pathogenese der IPF eine Rolle spielen kdnnte. Es
gibt Hinweise darauf, dass nahezu alle Zellen des Immunsystems, einschlieRlich der B-Lymphozyten,
an der Pathogenese der IPF beteiligt sind [6]. Diese Erkenntnis ist besonders interessant, da sie die
Moglichkeit eroffnet, neue, auf den einzelnen Patienten zugeschnittene Therapiestrategien zu
entwickeln. B-Zellen sind bekannt fiir ihre Fahigkeit, Antikorper zu produzieren. Im Lungengewebe von
Patienten mit IPF wurden Ansammlungen von CD20-positiven B-Lymphozyten nachgewiesen [7].
Zudem konnen bei bis zu 30 % der IPF-Patienten positive zirkulierende Autoantikérper gefunden
werden, ohne dass die Kriterien fiir die Diagnose einer autoimmunbedingten ILD erfillt sind [8, 9]. Im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen und Patienten mit chronisch obstruktiver Lungenerkrankung
weisen Patienten mit IPF sowohl erhéhte Plasmaspiegel des B-Lymphozyten-stimulierenden Faktors (B
lymphocyte stimulating factor) auf, der fiir die Differenzierung und das Uberleben von B-Zellen
entscheidend ist [10], als auch eine vermehrte Konzentration des C-X-C motif chemokine 13, das fir
die reguldre Migration von B-Zellen in entzlindliches Gewebe von Bedeutung ist [11]. Bei 12 % der
Patienten mit idiopathischer interstitieller Pneumonie konnten Autoantikérper gegen das
lungenspezifische Protein Bpifb1l nachgewiesen werden [12]. T-Zellen, die auf das Autoantigen Bpifb1
reagieren, fluhrten in einem Mausmodell zu einer irreversiblen Lungenfibrose [12]. Dazu passend
wurden mehrere Antikorper bei IPF identifiziert, die auf einen Toleranzverlust des Immunsystems
hindeuten kdnnten. So waren sowohl der Serumspiegel von anti-Vimentin-Antikérpern [13], als auch
der Nachweis von Antikoérper gegen das heat shock protein 70 [14] bei Patienten mit IPF mit einem
unglinstigeren klinischen Verlauf und einer erhdhten Mortalitdt assoziiert. Daher ist es nicht
unwahrscheinlich, dass noch weitere Antigene eine Rolle in der Pathophysiologie der IPF und anderer

ILDs spielen.

Fir das optimale Management von Patienten mit ILD sollten gemall Empfehlung der aktuellen
deutschen Leitilinie alle drei bis sechs Monate Lungenfunktionsprifungen durchgefiihrt und der
Krankheitsverlauf engmaschig Giberwacht werden [15]. Die klinischen Verlaufe konnen dabei von stabil
Gber langsam fortschreitend bis rasch progredient deutlich variieren. Patienten mit progressiver

fibrotischer ILD leiden dabei unter erheblichen Einschrankungen der Lebensqualitdt und geringen



Uberlebenschancen. Wie bereits beschrieben bestehen zwischen den einzelnen ILDs zum Teil
wesentliche Unterschiede in Bezug auf Pathogenese, klinischen Verlauf und therapeutische Strategien
[1]. Die Erkrankung kann dabei sowohl durch chronische Inflammation als auch durch Fibrosierung
getrieben sein. In den letzten Jahren findet dabei zunehmend Beachtung, dass ein progredienter
fibrosierender Verlauf nicht nur bei der IPF zu beobachten ist. Zwischen 18 und 32% der nicht-IPF ILD
Patienten kénnen den Phanotyp einer progredient pulmonale Fibrose (PPF) ausbilden, welcher dem
klinischen Verlauf der IPF dhnelt und was die Komplexitat der Erkrankung unterstreicht [16]. Die
Definition eines PPF Phanotyps und somit die Voraussetzung zur Einleitung einer antifibrotischen
Therapie sind in Tabelle 1 aufgelistet [16]. Abbildung 1 gibt einen Uberblick iiber die Verteilung des

PPF Phanotyps innerhalb der einzelnen ILD-Untergruppen.

1 Im HRCT muss eine fibrosierende ILD vorliegen, die mind. 10 % des Lungenparenchyms erfasst hat.
2 Fir den Nachweis der Progression muss eine klinische, funktionelle oder rontgen-morphologische
Verschlechterung wahrend eines angemessenen Zeitraums innerhalb von 24 Monaten vorliegen.
3 entweder oder
¢ Relativer Abfall der FVC > 10 % Mindestens zwei der folgenden Kriterien:
1. Zunahme respiratorischer Symptome
2. Relativer FVC-Abfall > 5 % des Sollwertes
3. Zunahme der Fibrosezeichen im HRCT
4. Absoluter Abfall der DLco um > 15 % des Sollwertes
5. Einleitung einer Langzeitsauerstofftherapie oder

Steigerung des Sauerstoffflusses um mindesten 1
I/min nach MaRgabe der aktuellen Langzeit-
Sauerstofftherapie Leitlinie [17].

6. Stationdare Behandlung wegen zunehmender
Atemnot bzw. wegen akuten Exazerbation

7. Abnahme der Gehstrecke im 6-Minuten-Gehtest um
2 50 m oder 20 % bzw. Abnahme der
Sauerstoffsattigung wahrend des 6-Minuten-
Gehtests um > 5 % und unter 88 % absolut bei
Raumluftatmung bzw. konstanter Sauerstoffflussrate

Tabelle 1: Voraussetzungen fiir die Einleitung einer antifibrotischen Therapie bei PPF.

Andere Ursachen fir den Progress missen ausgeschlossen sein, gemaR [16].
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Abbildung 1: Ubersicht iiber ILD Formen, die den Phéinotyp einer progredienten pulmonalen Fibrose (PPF) entwickeln
kénnen.

Der geschatzte Anteil der Patienten der jeweiligen Entitat, die eine PPF aufweisen kdnnen, ist eingefdrbt dargestellt. Die IPF
wird nicht als PPF gezahlt, da sie klassischerweise immer einen progredient fibrosierenden Verlaufs nimmt. Adaptiert von
[16].

Obwohl der Krankheitsverlauf der verschiedenen ILDs auch innerhalb einer definierten Entitat stark
variieren kann, besteht die gdngige Therapie meist aus einer unspezifischen antientziindlichen und
immunsuppressiven Behandlung [18]. Bei der IPF hingegen erwies sich eine immunsuppressive
Therapie als unwirksam, sie kann sogar schadlich sein [19, 20]. In den letzten Jahren sind zwei
antifibrotische Medikamente, Pirfenidon und Nintedanib, zur Behandlung der IPF zugelassen worden.
Studien haben gezeigt, dass beide Medikamente den Verlust der Vitalkapazitat im Vergleich zu Placebo
verringern und das progressionsfreie Uberleben verlangern kénnen [21-23]. Da diese antifibrotischen

Therapien jedoch keine Heilung bieten, bleibt zum gegenwartigen Zeitpunkt die



Lungentransplantation die einzige definitive Behandlungsoption fiir die IPF [24]. Dies gilt auch fir

andere fibrotische ILDs mit progressivem Verlauf.

Die progressiv fibrosierenden ILDs verdeutlichen, dass prognostische wichtige, molekularbiologische
und klinische Marker eine entscheidende Rolle bei der Phanotypisierung der Erkrankung spielen. Sie
konnen dabei helfen progrediente Krankheitsverlaufe zu identifizieren und ermdéglichen, frihzeitig
therapeutisch zu reagieren. Dies beinhaltet auch die friihzeitige Vorstellung in einem
Transplantationszentrum. In den letzten Jahren kommen bei der Uberwachung des klinischen Verlaufs
auch zunehmend Heimiberwachungen wie Heimspirometrie oder Aktivitatstracker zum Einsatz.
Daruber hinaus sind diese Marker auch fir die Forschung von groRer Bedeutung. Sie kdnnen als
Endpunkte in klinischen Studien verwendet werden, was bedeutet, dass sie helfen kdnnen, die
Wirksamkeit neuer Therapien in Bezug auf Morbiditat und Mortalitdt zu bewerten. Dies konnte wichtig
werden, um schnellere und prazisere Ergebnisse in der Entwicklung neuer Behandlungsansatze zu
erzielen. Abbildung 2 gibt eine Ubersicht tiber den klinischen Verlauf bei IPF sowie eine Darstellung

der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Parameter.

Copyright protection

Abbildung 2: Klinischer Verlauf bei idiopathischer pulmonaler Fibrose (IPF)

Darstellung des Habilitationsprojekts anhand des klinischen Verlaufs bei IPF, adaptiert nach [25].



Ergebnisse

1. Autoimmunitat bei idiopathischer Lungenfibrose

1.1. Charakterisierung des Proteoms zeigt das haufige Vorkommen von MZB1-
positiven Plasma-B-Zellen bei menschlicher Lungen- und Hautfibrose

Zu den moglichen Ursachen fiir die Entstehung von fibrotischen Erkrankungen zdhlen repetitive
Gewebsschadigung, UberschieRende Regenerations- und Reparationsvorgange oder auch
Alterungsprozesse und Autoimmunitat. Wenngleich die Diagnose IPF den Ausschluss einer zugrunde
liegenden autoimmunen Systemerkrankung fordert, gibt es dennoch Hinweis darauf, dass B-Zell-
vermittelte Autoimmunitat eine Rolle spielen konnte bei der Entstehung und/oder dem Fortschreiten

der IPF.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die gemeinsamen und unterschiedlichen Merkmale von Fibrosen bei
verschiedenen Erkrankungen auf molekularer Ebene zu untersuchen. Dazu wurde die Analyse des
Proteoms mit Hilfe von Massenspektrometrie eingesetzt. Da fibrotische Erkrankungen mit einer
unphysiologischen Ansammlung von extrazellularer Matrix (engl. extracellular matrix; ECM)
einhergehen, sollte die Untersuchung der Natur des ECM-Proteoms, auch bekannt als Matrisom, in
bestimmten Geweben und Krankheiten vertieft werden. Zunachst wurden verschiedene Formen von
ILDs sowie Gewebeproben von Patienten mit zirkumskripte Sklerodermie (Morphea), einer Form der
Fibrose im Rahmen einer Autoimmunerkrankung, analysiert und mit gesunden Vergleichsproben
verglichen. Die Analysen zeigten sowohl gemeinsame als auch krankheitsspezifische Veranderungen
in der Proteinregulation bei den unterschiedlichen Fibroseformen. Die zirkumskripte Sklerodermie
(Morphea) bietet sich als Modellsystem an, da betroffene und nicht betroffene Hautareale bei
demselben Patienten analysiert werden kdnnen. Gewebeschnitte aus explantierten Lungen von
Patienten mit verschiedenen ILD-Typen und gesunden Spendern wurden verwendet, um die Natur des

ECM-Proteoms bei ILD umfassend zu untersuchen und zu charakterisieren [26].

Besonders auffallig war, dass bei beiden Arten der Organfibrose eine erhdhte Anzahl von marginal
zone B-cell-1 protein (MZB1)-positiven Plasma-B-Zellen festgestellt wurde [26], siehe Abbildung 3A.
Zur  Validierung der Ergebnisse erfolgten Immunfiarbungen von humanem ILD-
Lungengewebeschnitten. MZB1-positive Zellen konnten als geweberesidente,
antikérperproduzierende CD45-/CD20-/CD38+/CD138+/CD27+-Plasma-B-Zellen identifiziert werden
(Abbildung 3B). Mittels Immunfarbung konnten die Zellen in Gewebeschnitten von Patienten mit ILD

nachgewiesen werden. Zudem zeigten in Ubereinstimmung mit der Erkenntnis, dass MZB1 ein Marker

10



far antikérperproduzierende Plasma-B-Zellen ist, MZB1-positive Zellen eine positive Ko-Farbung mit
humanem IgG. Des Weiteren wurde MZB1 in einer groReren und unabhadngigen Kohorte mittels eine
Western-Blot-Analyse bei gesunden Spendern und weiteren ILD-Geweben im Endstadium
durchgefiihrt. Die Analysen zeigten signifikant mehr MZB1 bei Patienten mit ILD, einschlieBlich IPF und
Nicht-IPF-ILD im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Dariiber hinaus lieB sich eine negative Korrelation
zwischen dem MZB1-Gehalt im Gewebe und der Diffusionskapazitdt DLCo feststellen, was auf einen
klinischen Zusammenhang hindeuten kann [26]. Dariiber hinaus wurde ein Zusammenhang zwischen

MZB1 und dem Gesamt-Immunglobulin G (IgG) im Lungenparenchym beobachtet (Abbildung 3C).

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass MZB1 signifikant haufiger im Lungengewebe von Patienten mit
ILD als bei gesunden Kontrollpatienten nachgewiesen werden konnte. MZB1 korrelierte dabei nicht
nur positiv mit dem Gewebe-IgG sondern auch negativ mit der Lungenfunktion (DLco). Trotz der
molekularen und zelluliren Heterogenitdt von ILD-Patienten scheint MZB1 generell an

Fibroseprozessen in verschiedenen Organen beteiligt zu sein [26].

Healthy donor

A ® T-test significant Scleroderma B
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Pearson correlation - IgG / MZB1

3.0
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25
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15

ILD patient (EAA

05 1
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NSIP
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5 4 3 -2 -1 01 2 3
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Abbildung 3: Hohe Expression von MZB1+ gewebestdindigen Plasma-B-Zellen bei Patienten mit ILD und Patienten mit Hautfibrose
(Schiller et al. 2017)

A: Das Streudiagramm zeigt die x-fache Differenz zu den Kontrollwerten fir Patienten mit ILD (Abszisse) und Patienten mit
lokalisierter Sklerodermie (Ordinate). Signifikante Werte sind orange (ILD) und blau (Sklerodermie) dargestellt. MZB1 war in

beiden Gruppen signifikant erhoht. B: Mittels Immunfluoreszenz lassen sich MZB1+ Zellen bei Patienten mit ILD im
Endstadium im Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant haufiger nachweisen. C: MZB1 korreliert positiv mit dem
Nachweis von IgG im Gewebe bei Patienten mit ILD und gesunden Kontrollen [26].
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1.2. Massenspektrometrie basierte Autoimmunprofil-Analyse enthillt pradiktive
Autoantigene bei idiopathischer Lungenfibrose

Die Diagnosestellung einer IPF erfordert den Ausschluss von anderen Differentialdiagnosen wie
autoimmun-bedingten Grunderkrankungen [24]. Hierzu werden im klinischen Alltag das klinische
Erscheinungsbild und eine Reihe von Autoantikdrpern ausgewertet. Im Gegensatz zu einem
»klassischen” Patienten mit IPF lassen sich bei Patienten mit autoimmun-bedingter ILD im Labor haufig
antinukledre Antikdrper nachweisen, wie z. B. Scl-70-Antikérper gegen Topoisomerase-l bei
systemischer Sklerose. Solche Autoantikérper kénnen bei der Klassifizierung der Patienten helfen und
moglicherweise auch Kliniker zu einer korrekten Diagnose fiihren. Dennoch gibt es zunehmend
Hinweise darauf, dass die IPF klinische Merkmale aufweisen kann, die auf Autoimmunprozesse
hindeuten. Die ausgepragte Variabilitat der klinischen Verlaufe bei IPF koénnte darauf hindeuten, dass
die klinische Phanotypisierung individueller erfolgen muss, um eine personalisierte Therapiestrategie
verfolgen zu kénnen. Wie in der vorherigen Arbeit gezeigt, konnten wir MZB1-positive Plasma-B-Zellen
im Gewebe von Patienten mit ILD identifizierten, welche Antikdrper produzieren und sezernieren [26].
Da in unserer Studie MZB1-Werte mit hoheren Gewebe-lgGs und schlechteren
Lungenfunktionsparametern assoziiert waren, stellte sich die Frage, ob einige der nachgewiesenen

IgGs autoreaktiv sind.

Die Hypothese war nun, dass MZB1-positive Plasmazellen permanent im Lungengewebe bleiben
(,,tissue resident”) und dort verschiedene lungen- bzw fibrosespezifische Autoantikérper produzieren,
welche an der Pathophysiologie der IPF, ggf. auch protektiv, beteiligt sind. Zur Identifikation von
Autoantigenen bei ILD sollte daher ein Massenspektrometrie-basierter Ansatz etabliert werden, der
so genannte Differential Antigen Capture assay (DAC) [27]. Der DAC besteht aus der
Immunprazipitation von Proteomextrakten aus ILD und gesundem Spenderlungengewebe sowie der
jeweils dazugehorigen Plasma-/Serum-1gGs (Abbildung 4a). AnschlieRend folgt eine quantitative
Shotgun-Proteomik, analog zur Affinitatsreinigungs-Massenspektrometrie. Scl-70-Antikorper sind
gegen das Antigen Topoisomerase gerichtet Autoantikorper, die bei 50-70 % der Patienten mit
systemischer Sklerose nachgewiesen werden kdnnen [28]. Patienten mit autoimmunbedingter ILD
aufgrund einer systemischen Sklerose dienten als Testpersonen zur Bewertung der Sensitivitat und
Spezifitat der Methode. Die Ergebnisse des Tests wurden mit zuvor erhaltenen Ergebnissen klinisch
etablierter Scl-70-ELISA-Tests verglichen und zeigten eine aullergewohnlich gute Spezifitdt und

Sensitivitat des DAC-Tests (Abbildung 4b-e).
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Abbildung 4: Ein Proteomik-Workflow detektiert Autoantigene mit hoher Sensitivitdt und Spezifitdt.

a) Experimenteller Arbeitsablauf: Mittels spezieller Beads werden Antikorper aus dem Plasma gebundenen, um in einem
zweiten Schritt angebotenen Proteine aus nativen Lungenproteinextrakten zu prazipitieren. Die differenzielle Proteinbindung
an die Beads (Erkrankte Patienten versus gesunde Kontrollpersonen) wird mittels Shotgun-MS-basierter Proteomik
quantifiziert.

(B) Der Nachweis der Plasma-Antikorperreaktivitat gegen ein Autoantigen (SLC-70 Antikorper) mittels Massenspektrometrie
(MS) wurde mit einem klinisch durchgefiihrten ELISA-Test bei Patienten mit CTD-ILD verglichen.

(C) Der reprasentative Vulkano-Plot eines Patienten mit systemischer Sklerose, der positiv fur das Scl-70-Antigen
(Toposisomerase 1; TOP1) ist, zeigt die Anreicherung des Autoantigens im Vergleich zu gesunden Spendern. Rote Punkte
zeigen signifikant angereicherte Proteine an (False discovery rate; FDR < 5 %).

(D und E) Jede Patientenprobe in Feld B wurde dreifach gemessen, was zu der dargestellten Anzahl richtiger und falscher
Positivitdt flihrte. Die Spezifitdt der signifikanten Topl (Scl-70)-Anreicherung in ILD im Vergleich zu gesunden
Spenderkontrollen mittels MS-Analyse betrug 100 %, die Sensitivitat 96 % (ROC-Analyse).

[27]

Zur systematischen ldentifizierung potenzieller Autoantigene bei IPF und CTD-ILD wurde der DAC-Test
in zwei unabhangigen Kohorten des Deutschen Zentrums fir Lungenforschung (DZL; DZL-Munich und
DZL-Hannover) eingesetzt (Abbildung 5). Mithilfe des DAC-Ansatzes konnte ein breiteres autoimmunes
Spektrum bei den einzelnen Patienten identifiziert werden, einschlielRlich der Identifizierung haufiger

und krankheitsspezifischer Muster bei Patienten mit zugrunde liegender autoimmunen ILD und IPF.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Kohorte 1 (Test-Kohorte, DZL-Munich) und der Kohorte 2 (Valdierungs-Kohorte,
DZL-Hannover) mit Auflistung der klinischen Daten

Aus [27]

Insgesamt lag die durchschnittliche Anzahl der identifizierten Autoantigene pro Patient bei 16 +40 fir
IPF und 9+15 fiur CTD-ILD (Abbildung 6A). Dies deutet darauf hin, dass die Pravalenz von
Autoantikorpern bei IPF lberraschenderweise nicht geringer war als bei autoimmunassoziierter ILD.
In beiden IPF Kohorten fiel eine breite Autoantigen-Heterogenitat auf: Die Mehrzahl der identifizierten
Autoantigenen konnten nur bei 1 bis 2 Patienten nachgewiesen werden, wohingegen weniger als 10
% der Antigene bei 5 oder mehr Patienten angereichert wurden (Abbildung 6B). Die signifikant
angereicherten Autoantigene zeigten deutliche Nachweis-Unterschiede, wobei die meisten
identifizierten Autoantigene entweder Diagnosen- oder Kohorten-spezifisch nachweisbar waren, was
auf kohortenspezifische Unterschiede, vor allem in Bezug auf die unterschiedlichen CTD-Entitdten
zuriickzufihren sein kénnte (siehe Abbildung 6C). Nur 17 Autoantigene konnten in allen vier Gruppen
identifiziert werden (siehe Abbildung 6C). Circa 50% der identifizierten Autoantigene wurden
ausschlieBlich bei IPF-Patienten der Kohorte 1, die auch klinisch die am schwersten eingeschrankte
Lungenfunktion aufwiesen, gefunden und wiesen somit das umfangreichste Autoantikorperrepertoire
auf (Abbildung 6C). Insgesamt 15 Autoantigene waren bei mindestens drei Patienten jeder IPF-Kohorte

nachweisbar, wobei FCN3 am haufigsten vorkam (siehe Abbildung 6D) und neun Autoantigene waren
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bei mindestens zwei Patienten jeder CTD-ILD-Kohorte nachweisbar (siehe Abbildung 6E). Es zeigten
sich somit gemeinsame und individuelle Antigen-Assoziationen unter den untersuchten Gruppen

(siehe Abbildung 6F).
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Abbildung 6: Gemeinsame und individuelle Autoantigene bei IPF und CTD-ILD

(a) Anzahl signifikant angereicherter Autoantigene pro Patient in Kohorte 1 und Kohorte 2.

(b) Verteilung der identifizierten Autoantigene in beiden IPF-Kohorten.

(c) Venn-Diagramm der Autoantigene bei IPF und CTD-ILD in zwei Kohorten.

(d) Balkendiagramm der am haufigsten nachgewiesenen Autoantigene bei IPF (vorhanden bei mindestens drei Patienten
jeder IPF-Kohorte).

(e) Balkendiagramm der am haufigsten vorkommenden Autoantigene bei CTD-ILD (vorhanden bei mindestens zwei Patienten
jeder CTD-ILD-Kohorte).

(F) Die Heatmap aller vier Gruppen zeigt die am haufigsten identifizierten Autoantigene, die bei mindestens drei Patienten in
mindestens einer Gruppe signifikant angereichert waren. Farblich gekennzeichnet ist die Summe der Student-t-
Teststatistiken signifikanten Proteine (FDR < 10 %). [27]
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Um potenziell klinisch relevante Autoantigene mit pradiktivem Wert bei IPF zu identifizieren fiihrten
wir bei allen Autoantigenen eine Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse durch, die in beiden IPF Kohorten
und bei mindestens drei Patienten vorlagen (n=58). Die mittlere Nachbeobachtungszeit betrug 1,7+1,1
Jahre. Innerhalb der Nachbeobachtung verstarben in Kohorte 1 vier Patienten und 17 Patienten
erhielten eine Lungentransplantation. In Kohorte 2 verstarben zehn Patienten, eine
Lungentransplantation wurde nicht durchgefiihrt. Der Antigen-Nachweis von Thrombospondin-1
(THBS1; n=6; 8.0 %; p = 0,002; Abbildung 7a), Tubulin beta 1 (TUBB1; n=5; 6,7 %; p = 0,019; Abbildung
7b) und CD5L (n = 3; 4,0 %; p = 0,0015; Abbildung 7c) war dabei mit einem signifikant schlechteren
Transplantat-freien Uberleben assoziiert. Fiir THBS1 konnte dies unabhingig voneinander in beiden
Studienkohorten verifiziert werden (Kohorte 1: p=0.0016; Kohorte 2: p=0.0319).

Unter Berlicksichtigung der Co-Varianten FVC und Geschlecht konnten sowohl THBS1 als auch TUBB1
als signifikante Pradiktoren fiir das transplantationsfreie Uberleben identifiziert werden (THBS1 HR:
3,98; 95 %-Kl: 1,432-11,074; p = 0,008; TUBB1, HR: 3,469; 95 %-Kl: 1,150-10,464; p=0.027). Patienten,
die eine Autoreaktivitdt gegen THBS1 aufwiesen, zeigten haufig auch eine dhnliche Autoreaktivitat
gegenlber TUBB1. Dies deutet darauf hin, dass es ein gemeinsames Repertoire spezieller
Autoantigene bei IPF-Patienten gibt, die ein erhdhtes Risiko fiir Mortalitat oder Lungentransplantation
haben. Mit Hilfe einer Darstellung der identifizierten Antigene in der Heatmap konnten zwei
Hauptcluster in den beiden IPF-Kohorten dargestellt werden (Abbildung 7d). Die PCA-Analyse der Z-
score-Student-t-Teststatistik der 58 wichtigsten Autoantigene identifizierte zudem zwei Gruppen
(Abbildung 7e). Alle Patienten in Gruppe 1 (n = 11) waren dem Heatmap-Cluster 1 zugeordnet,
wahrend sechs von neun Patienten (66,7 %) in Gruppe 2 dem Heatmap-Cluster 2 angehorten
(Abbildung 7f). Patienten der PCA Gruppe 2 wiesen im Vergleich zu anderen Patienten mit IPF ein
signifikant kiirzeres Uberleben auf (Abbildungen 7g und 7h). Sowohl die Proteinsignatur von PCA-
Gruppe 1 als auch die von PCA-Gruppe 2 bestanden robust (iber einen mittleren

Beobachtungszeitraum von 3.1+1.6 Jahre (Abbildungen 7i und 7j) [27].
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Abbildung 7: Identifizierung prédiktiver Autoantigene bei IPF

(a-c) IPF-Patienten mit Autoantikdrpern gegen THBS1, TUBB1 oder CD5L zeigten ein signifikant reduziertes
transplantationsfreien Uberleben in der Kaplan-Meier-Analyse.

(d) In das hierarchische Clustering wurden die 58 Proteine einbezogen, die in beiden IPF-Kohorten und bei mindestens zwei
Patienten in einer der beiden Kohorten nachgewiesen wurden.

(e) Die Patienten wurden mittels Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis, PCA) mit den gleichen
Proteinanreicherungswerten wie in (d) gruppiert.

(f) Streudiagramm der Ladungen von Komponente 1 und Komponente 2 der Hauptkomponentenanalyse in (e).

(g und h) Wahrend sich in der Patientengruppe 1 in der Hauptkomponentenanalyse keine Unterschiede im
transplantationsfreien Uberleben ergaben (g), zeigte die Kaplan-Meier-Analyse fiir das transplantationsfreie Uberleben ein
signifikant reduziertes Uberleben in Gruppe 2 (h).

(i und j) Hauptkomponentenanalyse-Proteine der Gruppen 1 und 2 aus der in (f) gezeigten Ubersicht wurden im Verlauf
analysiert; der p-Wert wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test bestimmt. [27]
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Zusammengefasst erlaubte die Anwendung der DAC die ldentifikation von gemeinsamer und
individueller Autoimmunitat bei Patienten mit IPF und autoimmunbedingter ILD. Die Integration
klinischer Metadaten und Autoantikérperprofile identifizierte neue Autoantigene bei IPF und CTD-ILD,
die mit dem transplantationsfreien Uberleben assoziiert waren. Insbesondere Autoantikérper gegen
THBS-1 waren mit einem verringerten Uberleben assoziiert, was auf ihr Potenzial als pradiktive
Biomarker hindeutet. Zudem konnten Autoimmunprofile identifiziert werden, die Patientengruppen
mit erhdhtem Risiko fiir ein kiirzeres transplantationsfreies Uberleben markieren [27]. Diese Analysen
bieten eine Grundlage um entsprechende Autoantigene in zukiinftigen Arbeiten hinischtlich ihrer
pathogenetischen Relevanz weiter zu erforschen und mittels B Zell-vermittelte Autoimmunitat eine

vertiefte Phanotypisierung der IPF Patienten zu erreichen.

2. Klinische Progressionsindikatoren bei progressiv fibrosierender ILD

2.1. Variabilitat der forcierten Vitalkapazitat bei progressiver interstitieller
Lungenfibrose: eine prospektive Beobachtungsstudie

Nachdem die Diagnose einer ILD gestellt wurde, sollte der Krankheitsverlauf engmaschig tiberwacht
werden. Der individuelle klinische Verlauf kann dabei sehr unterschiedlich sein und sich als stabile,
langsam fortschreitende oder rasch fortschreitende Krankheit prasentieren. Ein Teil der Patienten
kann dabei einen progredient fibrosierenden Verlauf entwickeln und diese gilt es zu identifizieren. In
den letzten Jahren haben sich Expertengremien zunehmend damit beschéftigt Kriterien zu erarbeiten,
die einen Progress bei ILD abbilden. Der zuverlassigste Risikofaktor um ein Fortschreiten der
Erkrankung zu beurteilen scheint eine verringerte forcierte Vitalkapazitat (FVC) zu sein. Dabei ist bei
der IPF ein FVC-Abfall von 5-10% lber sechs Monate mit einem erhéhten Mortalitatsrisiko verbunden
[29]. Dies findet auch in der deutschen S1-Leitlinie zur interdisziplindren Diagnostik interstitieller
Lungenerkrankungen Beachtung. Hier wird ein klinisches und lungenfunktionelles Monitoring bei ILD
alle 3-6 Monate empfohlen [15]. Da die klinischen und lungenfunktionellen Parameter, welche alle drei
bis sechs Monate beim reguldren Arzttermin erhoben werden den Krankheitsverlauf moglicherweise
unzureichend abbilden, sind in den letzten Jahren zunehmend neue diagnostische Instrumente zum
Einsatz gekommen. So kann die tagliche FVC-Messung mittels Heimspirometrie bei IPF-Patienten
potenziell dabei helfen, Patienten mit einem Risiko fiir einen Progress zu erkennen oder die
Wirksamkeit neuer Therapien zu tGberwachen [30]. Dabei spielt auch das friihzeitige Erkennen von

akuten respiratorischen Verschlechterungen wie im Falle einer akuten Exazerbation eine wichtige
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Rolle. Diese weisen eine 1-Jahres-Inzidenz von 14.2-19.0% bei fortgeschrittener IPF [31, 32] und 3.3-
11.5% bei nicht-IPF ILDs auf [31-35]. Akute Exazerbationen sind bei der IPF und nicht-IPF-ILD mit einem

erhohten Mortalitatsrisiko verbunden [33, 35].

Ziel des vorliegenden Projekts war es im Rahmen einer prospektiven Studie die Umsetzbarkeit und den
diagnostischen Zugewinn der taglichen Heimspirometrie bei Patienten mit IPF und anderen
fibrosierenden Lungenerkrankungen zu untersuchen. Bis zu diesem Zeitpunkt gab es noch keinerlei
wissenschaftlichen Daten zur taglichen Heimspirometrie bei nicht-IPF ILD Patienten.

Fir die Studie wurden 74 Patienten gescreent und 47 Patienten eingeschlossen, wobei 20 IPF Patienten
(42.6%) und 27 (57.4%) nicht-IPF ILD Patienten teilnahmen. Die Patienten sollten liber sechs Monate
taglich Heimspirometrie-Messungen durchfiihren. Zu Beginn, nach drei und sechs Monaten wurde
eine grofRe Lungenfunktion mit 6-Minuten-Gehtest in der Klinik durchgefiihrt. Die Akzeptanz der
Heimspirometrie war gut, dennoch mussten insgesamt sieben Patienten aufgrund von technischen
oder krankheitsbedingten Problemen bei der Durchfilhrung der Messungen aus den Auswertungen
ausgeschlossen werden. Bei der Ubereinstimmung der Heimmessungen (liber sieben Tage) und der
FVC, welche im Krankenhaus an den Studienvisiten gemessen wurde, zeigten sich eine starke
Korrelation (Bias 0.057 L; 95% Grenzen der Ubereinstimmung - 0.42 to 0.53 L) [36].

Wahrend der Studie hatten 12 Patienten (30.0%; IPF: n = 5; nicht-IPF ILD n = 7) einen Progress der ILD:
zwei verstarben, drei wurden lungentransplantiert, ein Patient entwickelte eine akute Exazerbation
und sechs Patienten zeigten in der Lungenfunktionsmessung einen Abfall der FVC um >10% nach drei
oder sechs Monaten. Bei der Auswertung der Heimspirometriemessungen zeigten sich bei einem Teil

der Patienten eine starkere Variabilitat in den einzelnen Messwerten (Abbildung 8a und 8b).

5 b
2500 2500
00 7%00° 00,0%000,_o0,00_ o o
2000~ © 00070 g ? 2000 0 . @ o0 o o°
O() o0 [+) OOO o (51 ()O D\) )
-y - )
E 1500 _E' 1500 ° o ° ®
(@] (@]
E 1000 E 10004
500 500
0 """"""""" 0 TTrTrrr rr T T rrrrrorr 1
0 10 20 30 0 10 20 30
Time (days) Time (days)

Abbildung 8: Unterschiedliche FVC-Variabilitdt in der téiglichen Heimspirometrie bei représentativen Patienten innerhalb
von 28 Tagen.

a) Patient mit geringer FVC-Variabilitdt (3.7 % FVC-CoV). b) Patient mit hoher FVC-Variabilitdt (11.9 % FVC-CoV).
Abkirzungen: forcierte Vitalkapazitat (FVC), Variationskoeffizient (coefficient of variance; CoV)
[36]
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Die individuelle Schwankungsbreite der Heim-FVC wurde mittels Variationskoeffizient (coefficient of
variance; CoV) der einzelnen Heimspirometriewerte berechnet. Der Median aller individueller FVC-
CoVs betrug 5,9% (min. 3,5%, max. 17,8%). Dabei war die Variation in der Gruppe der progredienten
Patienten (medianer FVC-CoV 8,6 %) ausgepragter als in der stabilen Gruppe (medianer FVC-CoV 4,8%;
p=0.002; Abbildung 9). Es fand sich kein Zusammenhang zwischen CoV und der zugrunde liegenden
ILD-Krankheitsentitat oder einer antifibrotischen Therapie.

In der Regressionsanalyse konnte gezeigt werden, dass die FVC-Variabilitdt Gber 28 Tage ein
signifikanter Risikopradiktor fiir einen Krankheitsprogress bei ILD ist (HR 1,203; 95 % Kl: 1,050-1,378;
p = 0,0076). Als optimaler Grenzwert zur Differenzierung zwischen Patienten mit niedriger und hoher
Variabilitat wurde 7,9% bestimmt. Ein ILD-Progress zeigte sich bei Patienten mit geringer Variabilitat
(<7,9 % rel.) in 14,3% (n = 4) der Patienten und bei Patienten mit hoher Variabilitat (> 7,9 % rel.) in
66,7% (n = 8) der Patienten. In der Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse zeigte sich auRBerdem ein
signifikant geringere progressions- und transplantationsfreie Uberlebensrate nach sechs Monaten bei
Patienten mit hoher Variabilitdt (> 7,9 % rel.) im Vergleich zu Patienten mit geringer Variabilitat (< 7,9

% rel.; p = 0,003; Abbildung 10).
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Abbildung 9: Signifikant héhere FVC-Variabilitdit iiber 28 Tage Heimspirometrie bei Patienten mit progressivem Verlauf
im Vergleich zu Patienten mit stabilem Verlauf (p=0.002).

Abkiirzungen: forcierte Vitalkapazitat (FVC)
[36]
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Abbildung 10: Kaplan-Meier Analyse des progressions- und transplantat-freien Uberlebens bei Patienten mit niedriger
und hoher FVC-Variabilitdt

Basierend auf dem optimalen Grenzwert von 7.9% hatten Patienten mit hoher FVC-Variabilitat (FVC > 7.9%) ein signifikant
kiirzeres transplantat-freien Uberleben im Vergleich zu Patienten mit niedriger FVC-Variabilitit (<7.9%; p=0.003)
Abkirzungen: forcierte Vitalkapazitat (FVC)

[36]

Zusammenfassend ergibt sich aus unseren Daten, dass die Heimspirometrie bei IPF und nicht-IPF ILD
als diagnostisches Mittel gute Anwendbarkeit aufweist. Die tédglich gemessene FVC variierte dabei
teilweise stark. Schwankungen in der taglich erhobenen FVC, gemessen mittels Variationskoeffizient,
waren dabei mit einem erhdhten Risiko flir einen Progress der Erkrankung assoziiert. Moglicherweise

konnte dies einen Risikopradiktor fir Progress bei ILD in der Zukunft darstellen.

2.2. Korperliche Aktivitat und Husten als Indikatoren fur den Krankheitsverlauf bei
fibrotischen interstitiellen Lungenerkrankungen

Patienten mit progressiver, fibrotischer ILD leiden unter erheblichen Einschrankungen der
Lebensqualitit und geringen Uberlebenschancen, vergleichbar mit bestimmten malignen
Erkrankungen. Neben dem Verlust an Lungenfunktion stellen die reduzierte korperliche Aktivitat und
Husten wichtige Einschrankungen im Alltag und Indiaktoren fiir das Progressionsrisiko bei ILD-

Patienten dar. Auch hier beziehen sich die meisten Daten auf Patienten mit IPF. Vor allem als Folge der
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reduzierten Lungenfunktion und Dyspnoe ist die korperliche Aktivitat bei Patienten mit fibrotischen
ILDs eingeschrankt [37, 38]. Aus Angst vor Dyspnoe vermeiden viele Patienten mit chronischen
Lungenerkrankungen wie fibrotische ILDs kérperliche Betatigung mit der Folge der Dekonditionierung
und Verstarkung der Symptomatik [39]. Gerade fiir ILD Patienten wére es daher von grolRer Bedeutung
korperlich aktiv zu bleiben, was auch mit einem besseren Uberleben einher geht [37]. Es ist
wahrscheinlich, dass verschiedene Faktoren zu Inaktivitat fihren koénnen, wie beispielsweise

chronischer Husten, welcher bei Patienten mit fibrotischen ILDs haufig auftritt [40].

Korperliche Aktivitat und Husten wurden bisher bei fibrotischen ILDs nicht gemeinsam untersucht. Ziel
der Studie war es deshalb Patienten mit IPF- und nicht-IPF-ILD in Bezug auf Husten und kérperliche
Aktivitdat zu vergleichen und den Zusammenhang mit gesundheitsbezogener Lebensqualitdt zu
bewerten. Hierfir wurden die Patienten fiir sechs Monate beobachtet. Nach drei und sechs Monaten
wurde im Rahmen einer Studienvisite eine Lungenfunktion in der Klinik durchgefiihrt. Zu Beginn der
Studie wurden die Teilnehmer fiir sieben Tage mit einem Aktivitdtsarmband ausgestattet (Polar A360
Fitness Tracker, Polar Electro GmbH, Biittelborn, Germany), welches die Schritte pro Tag (steps per
day; SPD), zuriickgelegte Distanz und aktive Zeit, definiert als Stehen, Gehen und Laufen, erfasste.
Waiahrend der Studie sollten die Patienten aulRerdem wochentlich die Intensitat ihres Hustens,
gemessen mittels 10cm langer visueller Analogskala (VAScoueh) dokumentieren. Zur Erfassung der
Lebensqualitdt wurden die Fragebogen St. George Respiratory Questionnaire (SGRQ) [41] und der ILD-

spezifische King’s Brief Interstitial Lung Disease Questionnaire (K-BILD) verwendet [42].

In die Studie wurden 40 Patienten eingeschlossen, wobei 15 Patienten eine IPF und 25 Patienten eine
nicht-IPF ILD aufwiesen. Aufgrund von fehlerhaften Daten mussten 2 IPF Patienten und 3 nicht-IPF ILD
Patienten ausgeschlossen werden. Der KBILD zeigte zu Beginn der Studie bei IPF Patienten gréRere
Limitationen als bei nicht-IPF ILD Patienten (48.2+2.6 vs. 53.1+12.1; p=0.022). Der SGRQ wies keine
signifikanten Unterschiede zwischen IPF und nicht IPF ILD Patienten auf [43].

Die Aktivitatsarmbander wurden im Durschnitt 14.7+2.4h/Tag getragen und erfassten durchschnittlich
5008+4234 SPD und eine aktive Zeit von 4.8+2.4h/Tag. Uber die Hélfte der Studienteilnehmer
erreichten weniger als 5000 SPD (Abbildung 11A). Es fanden sich keine Unterschiede zwischen
Patienten mit IPF und nicht-IPF ILD in Bezug auf Tragedauer (p = 0.987), SPD (p = 0.489) oder aktive
Zeit (p = 0.933; Abbildung 11B). SPD, jedoch nicht die aktive Zeit korrelierte signifikant mit klinischen

Parametern wie FVC%, 6-Minuten-Gehtest, body mass index sowie dem KBILD.
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Abbildung 11: Messung der kérperlichen Aktivitdt bei Patienten mit ILD mittels Aktivitétsarmbdndern.

Die taglichen Schritte (steps per day; SPD) unterschieden sich nicht zwischen IPF und nicht IPF-ILD. (B) Aktive Stunden (Gehen
und Laufen) zeigten ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

Abkirzungen: Idiopathische pulmonale Fibrose (IPF), interstitielle Lungenfibrose (ILD), steps per day (SPD).

[43]

Zu Beginn der Studie litten 94.3% der Patienten an Husten (n = 33; IPF: 100%,; nicht-IPF ILD: 91.3%).
Der mittlerexSD VAScough betrug dabei 3.3£2.6 (von Ocm bis 8.8cm). Es fand sich eine signifikante
Korrelation zwischen VAScougn und KBILD. Patienten mit IPF hatten zu Beginn der Studie einen VAScough
von 4.6+2.7, wobei dieser Uber den Beobachtungszeitraum von sechs Monaten um +1.2+1.9 VAScough
anstieg (Abbildung 12A). Bei den nicht-IPF ILD Patienten betrug der VAScough initial 2.5£2.4 und fiel Gber
die Zeit um -0.7+1.0 VAScougn ab (Abbildung 12B). Insgesamt war der zu Beginn der Studie gemessene
VAScough in der IPF Gruppe signifikant hoher als bei nicht-IPF ILD (p=0.020). Darliber hinaus zeigte sich
Uber die 6 Monate Beobachtung bei IPF-Patienten eine Zunahme des VASc.ugh Wohingegen bei nicht-
IPF ILD Patienten die Steigung des VAS..ue abfiel und sich ein signifikanter Unterschied in den
Verldufen ergab (p = 0.009).

In keiner Gruppe konnte ein Zusammenhang zwischen VASc.en und SPD oder aktiver Zeit festgestellt
werden konnte. Jedoch zeigte sich beim VAScough bei nicht-IPF ILD, jedoch nicht bei IPF, eine signifikante
Assoziation mit FVC, DLCO und dem 6MWD.
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Abbildung 12: Individuelle wéchentliche Schwankungen der subjektiven Hustensymptomatik, gemessen mittels visueller
Analogskale (VAS) iiber sechs Monate.

(a) VAS Husten bei Patienten mit IPF
(b) VAS Husten bei Patienten mit nicht-IPF ILD

Abkirzungen: visueller Analogskale (VAS), idiopathische pulmonale Fibrose (IPF), interstitielle Lungenfibrose (ILD)
[43]

Wahrend der Studie verstarben zwei Patienten an respiratorischer Insuffizienz und drei Patienten
erhielten eine Lungentransplantation, wobei sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich Alter
(p=0.91), FVC (p=0.24), DLCO (p=0.88) oder aktiver Zeit (p=0.09) zu den Ubrigen Patienten fanden. In
Hinblick auf die SPD zeigte sich jedoch signifikant niedrigere Werte (17194861 vs. 5557+4329; p=0.007;
Abbildung 13A), wohingegen der VAS.gn bei den verstorbenen und lungentransplantierten Patienten
signifikant hoher war (5.7+3.0 vs. 2.9+  2.4; p=0.047; Abbildung 13B). Auch der KBILD und SGRQ
zeigten bei den Patienten, die im Verlauf verstarben oder lungentransplantiert wurden grofRere
Einschrankungen der Lebensqualitat zu Beginn der Studie an (KBILD: 41.4+4.9 vs. 54.2+11.1; p=0.002;
SGRQ 37.416,9 vs. 51.2£19.4; p=0.044).

Zusammenfassend konnte unsere Studie zeigen, dass sich die korperliche Aktivitat bei Patienten mit
IPF und nicht-IPF ILD nicht unterscheidet und in beiden Gruppen die korperlichen Limitationen mit
Einschrankungen in der Lungenfunktion einhergingen. Im Gegensatz dazu hatten Patienten mit IPF zu
Beginn der Studie eine signifikant hohere Hustenlast und eine starkere Zunahme der
Hustensymptomatik im Verlauf als Patienten mit nicht-IPF ILD. Dariiber hinaus wiesen Patienten, die
wahrend des Studienzeitraums verstarben oder eine Lungentransplantation bendétigten, bei
Studienbeginn einen hoheren VAScueh und geringere SPD auf aus als Patienten ohne ein solches

Ereignis.
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Abbildung 13: Kérperliche Aktivitéit und Husten bei progredienter ILD

(A) Patienten mit folgender Krankheitsprogression (Tod, Lungentransplantation) erreichten signifikant weniger Schritte pro
Tag (steps per day, SPD) (p = 0.007) und (B) litten signifikant starker unter subjektiver Hustensymptomatik (VAScough) (p =
0,047). * entspricht einem p-Wert < 0,05;

Abkiirzungen: Schritte pro Tag (SPD), visuelle Analogskala (VAS), interstitielle Lungenerkrankung (ILD).

[43]

3. Therapieoption Lungentransplantation

3.1. Idiopathische pulmonale Fibrose bei jungen Patienten: Herausforderungen bei
Diagnose und Behandlung

Wahrend die genaue Genese der IPF noch unklar ist, wird der klassische klinische Phanotyp als
mannlich, Ex-Raucher und Gber 60 Jahren alt beschrieben. Die Diagnose erfolgt im multidisziplindren
Team und kann bei typischer Anamnese und Ausschluss alternativer Diagnosen bereits durch das
Vorliegen eines UIP Muster im hochauflésenden CT (HRCT) gestellt werden [24]. Vor allem bei jlingeren
und insbesondere bei weiblichen Patienten sollten andere Ursachen fiir eine ILD wie etwa eine
zugrunde liegende Autoimmunerkrankung mit besonderer Sorgfalt ausgeschlossen werden [24]. Auch
wenn die wissenschaftlichen Daten dazu gering sind, kann die IPF-Erkrankung auch bei jingeren

Patienten auftreten.

Da die antifibrotische Therapie trotz Therapieerfolge keinen kurativen Therapieansatz bei der IPF
darstellt, bleibt zum jetzigen Zeitpunkt bei geeigneten Patienten als einzig definitive Therapie die
Lungentransplantation. Diese ist ein etabliertes Behandlungsverfahren, welches kurz- und mittelfristig

gute Therapieerfolge erzielt.
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Am Klinikum der Universitat Miinchen (LMU), das ein etabliertes Zentrum fir Lungentransplantation
ist, werden zahlreiche junge Patienten, darunter auch solche mit IPF, behandelt. Ziel der Studie war es
daher Patienten mit IPF unter 50 Jahre in Hinblick auf klinische Merkmale, Komorbiditdten und
Uberleben zu charakterisieren. Nach retrospektiver Analyse der Patientenakten von Februar 2011 bis
Februar 2015 konnte gezeigt werden, dass zum Zeitpunkt der Diagnosestellung von 129 IPF Patienten
30 (23.3%) Patienten 50 Jahre oder jinger waren (mittleres Alter: 42.946.3 Jahre) und 99 Patienten
(76.7%) dlter als 50 Jahre waren (mittleres Alter 61.7+7.8 Jahre) [9].

IPF
n=129

1

< 50vyears > 50vyears
n=30(23.3%) n=99(76.7%)
T T
Definite UIP Possible UIP Definite UIP Possible UIP
(HRCT) (HRCT) (HRCT) (HRCT)
n=15(50.0%) n=15(50.0%) n=73(73.7%) n=26(26.3%)
4 1 i ¥ x x 4 *
uip No histology ulp No histology uip No histology uIP No histology
(VATS) (VATS) (VATS) (VATS) (VATS) (VATS) (VATS) (VATS)
n=8 n=7 n=8 n=7 n=24 n=49 n=11 n=15
uip uip
(lung transplantation) (lung transplantation)
n=7 n=10
Abbildung 14: Radiologische und histopathologische Befunde bei Patienten mit IPF
Abkilrzungen: Idiopathische pulmonale Fibrose (IPF), usual interstitial pneumonia (UIP), hochauflésende

Computertomographie (high resolution computed tomography; HRCT), videoassistierte Thorakoskopie (VATS); [9]

Bis auf das Alter unterschieden sich die beiden Gruppen nur gering in Bezug auf demographische
Daten. Bei jingeren Patienten wurde im HRCT seltener ein typisches UIP-Muster nachgewiesen
(p=0.014) und dafiir haufiger ein UIP-Muster bioptisch gesichert (p = 0,08; Abbildung 14). Zudem
wiesen jlingere Patienten bei Erstvorstellung im Zentrum eine niedrigere mittleren FVC auf (p=0.013).
Fast alle Patienten hatten anamnestisch eine immunsuppressive Therapie erhalten, wobei bei
juingeren Patienten seltener eine antifibrotische Therapie eingeleitet wurde (p = 0.006).

Die Komorbiditdten unterschieden sich nicht signifikant zwischen den beiden Altersgruppen,
abgesehen von einer hoéheren Adipositasrate bei jlingeren Patienten (p=0.011; Abbildung 15).

Pulmonale Hypertonie war die haufigste Komorbiditat bei jingeren und dlteren Patienten mit IPF.
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Abbildung 15: Komorbiditéiten bei Patienten mit IPF
Pravalenz von Komorbiditdten bei jingeren (linker Balken) und &lteren Patienten (rechter Balken) mit IPF, dargestellt in

Prozent (%). Adipositas trat haufiger bei jiingeren Patienten auf (p=0.011)
Abkiirzungen: Idiopathische pulmonaler Fibrose (IPF); [9]

Wahrend der Nachbeobachtung verstarben insgesamt 30 (23,3 %) Patienten [(< 50 Jahre: n=2 (6,7 %);
> 50 Jahre: n=28 (28,3 %); p = 0,0135)], wobei respiratorisches Versagen die Haupttodesursache war
[(< 50 Jahre: n=2 (6,7 %); > 50 Jahre: n=25 (25,3 %); p = 0,0383)]. Ein signifikant héherer Anteil jlingerer
Patienten erhielt eine Lungentransplantation (< 50 Jahre: 73,3 %; > 50 Jahre: 46,5 %; p = 0,012). Bei
der Analyse des kombinierten Endpunkts aus Mortalitdt und Lungentransplantation, zeigten die
jingeren IPF Patienten ein signifikant besseres transplantations-freies Uberleben nach der
Diagnosestellung. So betrug das mediane transplantations-freie Uberleben 6.4 Jahre (95 % Kl 4,6; 8,3)
bei den jingeren Patienten und 4,2 Jahre (95 % Kl 2,4—6,0) bei den &lteren Patienten (p = 0,0375;
Abbildung 16).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass am Klinikum der Universitat Miinchen iber 20% der

IPF Patienten jlinger als 50 Jahre sind, was hauptsachlich darauf zurlickzufiihren sein dirfte, dass viele
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jungere Patienten als Lungentransplantationskandidaten am LMU- Transplantationszentrum evaluiert
werden [9]. Bei jlingeren Patienten war die Diagnose haufiger durch eine Lungenbiopsie
(bronchoskopische Lungenkryobiopsie oder chirurgische Lungenbiopsie) bestatigt. Zudem wurde bei
juingeren Patienten seltener eine antifibrotische Therapie eingeleitet, wobei zu bedenken ist, dass die
antifibrotische Therapie zum Zeitpunkt der Studiendurchfiihrung noch nicht so etabliert war wie
heute. Ansonsten wiesen IPF-Patienten unter 50 Jahren im Vergleich zu dlteren IPF-Patienten dhnliche
Merkmale und einen &ahnlichen Krankheitsverlauf auf. Trotz einer insgesamt eingeschrankten
Prognose hatten jiingere Patienten eine signifikant bessere mediane Uberlebensrate nach der
Diagnosestellung, wahrend ein signifikant héherer Anteil alterer Patienten an respiratorischem

Versagen verstarb.
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Abbildung 16: Transplantations-freies Uberleben bei jiingeren und dlteren Patienten mit IPF.

Kaplan-Meier Kurve zum transplantations-freien Uberleben zeigt ein signifikant besseres Uberleben bei jiingeren im
Vergleich zu dlteren Patienten mit IPF (p=0.0375).
Abkiirzungen: Idiopathische pulmonaler Fibrose (IPF);

(9]
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3.2. Ergebnis der Lungentransplantation bei idiopathischer Lungenfibrose mit
vorheriger antifibrotischer Therapie

Aktuell ist eine antifibrotische Therapie die einzig wirksame und zugelassene Therapie bei IPF. Es
konnte gezeigt werden, dass die beiden Antifibrotika Pirfenidon und Nintedanib den Verlust an FVC
verringern koénnen [21-23]. In Europa wurde Pirfenidon in 2011 fir die milde und moderate IPF
zugelassen und Nintedanib in 2015 fir alle Stadien der IPF [44]. Dennoch ist eine antifibrotische
Therapie kein kurativer Ansatz und die Lungentransplantation stellt die einzig definitive Therapie bei
progressiver IPF dar. Seitdem die antifibrotischen Medikamente Pirfenidon und Nintedanib bei der IPF
zugelassen sind unterziehen sich auch Patienten einer Lungentransplantation, nachdem eine

antifibrotische Therapie eingeleitet wurde.

Pirfenidon (terminale Eliminationshalbwertszeit: 2,4 Stunden) hemmt die Expression des
transformierenden Wachstumsfaktors (TGF)-B und reduziert dadurch die Proliferation von
Fibroblastenzellen und die Differenzierung von Myofibroblasten [45]. Nintedanib (terminale
Eliminationshalbwertszeit: 9,5 Stunden) ist ein intrazelluldrer Tyrosinkinasehemmer (TKI) und hemmt
die Proliferation von Fibroblasten und die Differenzierung von Myofibroblasten durch die Blockierung
von Fibroblastenwachstumsfaktor, vascular endothelial growth factor- und platelet-derived-growth
factor-Rezeptoren [45]. Fir ein weiteres Mitglied der TKI-Familie, Bevacizumab, mit anti-VEGF-
Wirkung konnte gezeigt werden, dass es die Blutungsrate bei Krebspatienten erhéht [46]. Es besteht
daher die Moglichkeit, dass die Verabreichung einer antifibrotischen Therapie vor einer
Lungentransplantation die nachfolgende Wundheilung beeintrachtigen oder Blutungen verstarken
kann. Die europaische Arzneimittelbehorde EMA weiRt daher daraufhin Nintedanib vor gréReren
operativen Eingriffen zu pausieren, ohne eine Empfehlungen zur Dauer der Therapiepause
auszusprechen [47]. Da die Lungentransplantation durchgefiihrt wird, sobald eine passende
Spenderlunge verfiigbar ist, ist ein planméaRiges Absetzen der Therapie nicht mdglich, weshalb
anfanglich an vielen Transplantationszentren antifibrotische Therapien beendet wurden, sobald ein
Patient aktiv zur Lungentransplantation gelistet wurde. Daher wurden in der vorliegenden Studie die
Auswirkungen einer vorherigen Behandlung mit Pirfenidon oder Nintedanib auf die Ergebnisse nach

Lungentransplantation bei Patienten mit IPF untersucht.

Alle Patienten mit IPF, die sich von Januar 2012 bis November 2016 einer Lungentransplantation an
der Universitat Mlnchen unterzogen hatten, wurden in die retrospektive Analyse eingeschlossen. Die
Nachuntersuchung endete im Januar 2017. Die minimale Dosis betrug dreimal taglich 267mg

Pirfednion oder zweimal taglich 100mg Nintedanib. Patienten, bei denen die antifibrotische Therapie
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mindestens vier Wochen vor Transplantation abgesetzt wurde, wurden der Kontrollgruppe ohne
antifibrotische Therapie zugeordnet. So konnten 62 Patienten mit IPF in die Analyse eingeschlossen
werden, von denen 23 (37.1%) zuvor eine Therapie mit Pirfenidon und 7 (11.3%) eine Therapie mit
Nintedanib erhalten hatten. Die restlichen 32 Patienten wurden in die Kontrolle-Gruppe eingeordnet
(Abbildung 17).

Zum Zeitpunkt der Transplantation war die Kontrollgruppe signifikant jinger als IPF Patienten aus der
Pirfenidon oder Nintedanib-Gruppe (Pirfenidon 59.3+3.5 Jahre; Nintedanib 61.3%3.9 Jahre; Kontrolle
55.4+6.2 Jahre; Pirfenidon vs Kontrolle p=0.018, Nintedanib vs Kontrolle p=0.022). Die Komorbiditdten
unterschieden sich zwischen den Gruppen nicht wesentlich bis auf das signifikant hdufigere Auftreten
einer Hyperlipidamie (57,1 % vs. 12,5 %, p = 0,0222) sowie einer zuvor mittels Stentimplantation
versorgten koronaren Herzkrankheit unter Acetylsalicylsdure in der Nintedanib-Gruppe im Vergleich

zu den Kontrollen (57,1 % vs. 12,5 %, p = 0,0222).

LuTX
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. . no antifibrotic
antifibrotic therapy therapy
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status post never under
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(56.5%) (14.3%) (72.7%) (57.1%)

Abbildung 17: IPF Patienten, die sich am Klinikum der Universitdt Miinchen (Munich Transplant Group) einer
Transplantation von Januar 2012 bis November 2016 unterzogen.

Alle Patienten wurden in Bezug auf eine vorherige antifibritische Therapie gescreent.
Abkirzung: bilaterale Lungentransplantation (BLTx) aus [48].
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Eine vorherige antifibrotische Therapie mit Pirfenidon oder Nintedanib war weder mit einer héheren
intra-operativer Blutungsrate (Pirfenidon 2.445,2+2.443,6 ml; Nintedanib 2.057,1+2.297,0; Kontrolle
2.312,9+1.522,7, p=0.90) noch mit groRerem Bedarf an Blutprodukten assoziiert
(Erythrozytenkonzentrate: Pirfenidon n=4.2+5.7; Nintedanib 7.248.1; Kontrolle 9.3+14.7, p=0.54).
AuRerdem fanden sich keine Unterschiede in Bezug auf intensivmedizinischen Verlauf inklusive
extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO)-Therapie, Dauer der mechanischen Beatmung, Tage
auf der Intensivstation und primare Transplantatdysfunktion. Anastomosenkomplikationen und
Wundheilungsstérungen waren nicht haufiger bei Patienten, welche zuvor antifibrotische behandelt
wurden zu beobachten.

Die Nachbeobachtung nach Lungentransplantation betrug 24.0+16.1 Monate (Pirfenidon 25.4+ 17.8
Monate, Nintedanib 9.315.0 Monate, Kontrolle 26.3+15.0 Monate) und zeigten keine signifikanten
Unterschiede, auch wenn aufgrund der Zulassung von 2015 die Nachbeobachtung in der Nintedanib-
Gruppe signifikant klrzer als in der Kontrollgruppe war (Nintedanib vs. Kontrolle: p = 0.0035). Es gab
keine Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich lymphozytischer Bronchiolitis oder akuter
zelluldrer AbstoRung. Die Uberlebensanalyse ergab nach 12 Monaten keinen signifikanten Unterschied
zwischen den drei Gruppen (Pirfenidon vs. Kontrolle: p = 0.21; Nintedanib vs. Kontrolle: p = 0.47;
Pirfenidon vs. Nintedanib: p = 0.28; Abbdilung 18). Die Nachbeobachtung in der Nintedanib-Gruppe

endete nach 18 Monaten.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass eine vorherige antifibrotische Therapie mit Pirfenidon
oder Nintedanib weder mit einer hoheren Blutungsrate noch mit gestorter Wundheilung oder
Anastomosenkomplikationen nach Lungentransplantation assoziiert war. Auch im 30-Tage- und 12-

Monats-Uberleben zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den Gruppen [48].
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Uberleben bei Patienten nach Lungentransplantation mit und ohne vorherige antifibrotische
Therapie.

Aufgrund der Zulassung 2015 endete die Nachbeobachtung der Nintedanib-Gruppe nach 18 Monaten. pl: Unterschied
zwischen Pirfenidon und Kontrolle; p2: Unterschied zwischen Nintedanib und Kontrolle; p3: Unterschied zwischen Pirfenidon
und Nintedanib.

[48].
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene molekularbiologische und klinische Indikatoren
analysiert, die zum besseren Verstandnis der Pathogenese bei IPF und Prognosevorhersage bei IPF und

anderen progrendient fibrosierenden Lungenerkrankungen hilfreich sein kénnen.

Es konnte gezeigt werden, dass MZB1-positive Plasma-B-Zellen bei Patienten mit ILD und Patienten
mit Hautfibrose nachweisbar sind. MZB1 wurde dabei signifikant starker im Gewebe von Patienten mit
ILD als bei gesunden Kontrollen detektiert und korrelierte positiv mit dem Gewebe-IgG und negativ
mit der Lungenfunktion.

Um Autoantigene zu entdecken, die mit der Entstehung oder dem Fortschreiten bei IPF assoziiert sind,
wurde eine Massenspektrometrie-basierte, unvoreingenommene, Methode mit hohem Umsatz
entwickelt, der Differential Antigen Capture Assay (DAC). Mithilfe des Assays konnte in zwei
unabhadngigen Kohorten aus jeweils IPF und CTD-ILD Patienten ein breiteres Spektrum an
Autoimmunitat bei einzelnen Patienten identifiziert werden, einschlielich der Identifizierung haufiger
und krankheitsspezifischer Autoimmunitatsmuster bei Patienten mit autoimmunbedingter ILD und
IPF. Die Integration klinischer Metadaten und Autoantikérperprofile identifizierte neue Autoantigene
bei IPF und autoimmunbedingter ILD, die mit dem transplantationsfreien Uberleben assoziiert sind.
Insbesondere Autoantikdrper gegen Thrombospondin-1 waren mit einem verringerten Uberleben

assoziiert, was auf ihr Potenzial als pradiktive Biomarker hindeutet.

Bei der Identifizierung von klinischen Risikoindikatoren bei Patienten mit IPF und nicht-IPF ILD konnten
mittels Heimspirometrie Variationen in der taglich gemessenen FVC identifiziert werden. Diese FVC-
Variabilitdt war mit einem erhohten Risiko fiir Tod, Transplantation, akute Exazerbation und FVC-
Verlust >10% assoziiert.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich die korperliche Aktivitat bei Patienten mit IPF und
nicht-IPF ILD nicht signifikant unterscheidet, Patienten mit IPF jedoch starker unter Husten leiden. Bei
Patienten, die im Verlauf verstarben oder eine Lungentransplantation bekamen, zeichneten sich durch

weniger korperliche Aktivitdt und eine hohere subjektive Hustenlast aus.

Unsere Ergebnisse bestatigen, dass auch Patienten unter 50 Jahren eine IPF entwickeln kénnen. Diese
Patienten unterscheiden sich in Bezug auf Komorbiditaten und klinischen Verlauf nicht von alteren IPF
Patienten. Trotz reduzierter Langzeitprognose wiesen IPF Patienten unter 50 Jahre ein signifikant

besseres transplantationsfreies Uberleben auf, wohingegen altere Patienten héaufiger an
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respiratorischem Versagen verstarben, obwohl die jlngeren Patienten eine schlechtere

Lungenfunktion aufwiesen.

Zudem konnte gezeigt werden, dass eine vorherige antifibrotische Therapie mit Pirfenidon oder
Nintedanib bei Patienten mit IPF sicher bis zur Transplantation eingenommen werden kann, da sie
weder das Risiko fir Blutungen erhoht noch mit gestorter Wundheilung oder

Anastomosenkomplikationen assoziiert ist.

In der Zukunft sollen die Bedeutung der identifizieren Faktoren in Studien genauer hinsichtlich
moglicher kausaler Zusammenhadnge untersucht und die Umsetzbarkeit auch in Bezug auf
Therapieentscheidungen und moglicher therapeutischer Targets weiterverfolgt werden. Ein
besonderer Fokus sollte hier auch die translationale Forschung und die Kombination aus

Molekularbiologie und Klinik gelegt werden.
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Abkurzungsverzeichnis

Variationskoeffizient (engl.: coefficient of variance)

Computertomographie

Kollagenose-assoziierte interstitielle Lungenerkrankung (engl: connective tissue disease
associtaed ILD)

Differential Antigen Capture assay

diffusing capacity or transfer factor of the lung for carbon monoxide

Deutsches Zentrum fiir Lungenforschung

Extrazellularmatrix (engl.: extracellular matrix)

false discovery rate

forcierte Vitalkapazitat

hochauflodsenden Computertomographie

Immunglobulin

Interstitielle Lungenfibrose

Idiopathische pulmonale Fibrose

King’s Brief Interstitial Lung Disease Questionnaire

Massenspektrometrie

marginal zone B-cell-1 protein

St. George Respiratory Questionnaire

Schritte pro Tag (engl.: steps per day)

Thrombospondin-1

Tyrosinkinaseinhibitor

Topoisomerase 1

Tubulin beta 1

usual interstitial pneumonia

Visuelle Analogskala Husten

videoassistierte Thorakoskopie
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