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1. Zusammenfassung

Tuberkulose und Sarkoidose haben als granulomatdse Erkrankungen nicht nur in ihrer
Histopathologie, sondern auch in der klinischen und radiologischen Prasentation Uber-
schneidungen, die — besonders bei atypischen Manifestationen — eine korrekte
Diagnosestellung erschweren kdnnen. Schwéchen der bisher verwendeten diagnos-
tischen Verfahren in Hinblick auf Sensitivitat und Spezifitat tragen zu dieser Problematik
bei.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob mittels immunhistochemischer
Farbung an Lungenbiopsien die Erstellung eines Immunglobulin G-Subklassenprofils bei
Patienten mit pulmonaler Sarkoidose und Tuberkulose mdglich ist, und inwiefern diese
Bestimmung eine Differenzierung zwischen den Erkrankungen erlaubt. Eine Auswertung
der Ergebnisse erfolgte durch lichtmikroskopische Auszahlung der angefarbten Plasma-
zellen. Es zeigte sich, dass bei getrennter Betrachtung der Subklassenverteilung, sowohl
bei Tuberkulose als auch bei Sarkoidose, zwischen den einzelnen Klassen signifikante

Differenzen mit hoher Effektstarke bestehen.

Unter Berlcksichtigung anderer Forschungsergebnisse fielen zudem bei Sarkoidose
erniedrigte IgG4-Werte auf, welche durch ein lokal erhéhtes IFNy/IL4 Verhaltnis erklart
werden koénnten. Bei Tuberkulose ist hingegen von einer erhéhten IgG1- und 1gG3-Sub-
klassen-Produktion auszugehen, welche durch die subklassenspezifischen Effektor-
funktionen ihrer Fc-Regionen bei der Bekampfung intrazellularer Pathogene von beson-
derer Bedeutung sind. Werden die Subklassenprofile der beiden Entitaten direkt
verglichen, so bestehen aussagekraftige Differenzen: Bei Tuberkulose lieRen sich fir
jede Subklasse signifikant mehr Immunglobulin-produzierende Plasmazellen nachwei-
sen als bei Sarkoidose. Méglicherweise wird dies durch den héheren und andauernden
Stimulus durch mykobakterielle Antigene innerhalb des Granuloms verursacht, wéahrend

bei Sarkoidose eine unspezifische Stimulation besteht.

Im Rahmen weiterer Studien sind Untersuchungen unter Berlcksichtigung der
Erkrankungsdauer und Vortherapie der Patienten notwendig sowie hdhere Fallzahlen
winschenswert. Dennoch bietet diese Arbeit einen wichtigen Anhaltspunkt dafiir, dass
die Bestimmung des 1gG-Subklassenprofils als Biomarker die bisherigen Methoden in
der Differenzierung der Erkrankungen unterstiitzen kann. Ebenfalls festzuhalten ist, dass
das Verfahren der immunhistochemischen 1gG-Subklassenfarbung an Lungenbiopsien
fur diagnostische- und prognostische Zwecke geeignet ist und ihr Nutzen zukinftig auch

bei anderen Lungenerkrankungen erforscht werden kénnte.
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2. Einleitung

2.1 Aktuelle Problematik der Diagnosestellung

Sarkoidose und Tuberkulose haben aufgrund der Lunge als ihrem Hauptmanifestations-
ort nicht nur Ahnlichkeiten in Klinik und radiologischem Bild, sondern als granulomatdse
Erkrankungen auch Uberschneidungen in der Histopathologie. Vor allem in Landern mit
einer hohen Tuberkulosepravalenz und einer bedeutenden Zahl an atypischen
Tuberkulosemanifestationen kann es durch Schwachstellen der bisher verwendeten
diagnostischen Verfahren Schwierigkeiten geben, eine Differenzierung zwischen beiden
Erkrankungen zu ermdglichen und damit eine eindeutige Diagnose zu stellen.
Angesichts der unterschiedlichen Therapieregime ist dies jedoch von enormer
Bedeutung: Ein mit Tuberkulose fehldiagnostizierter Sarkoidose-Patient riskiert die
medikamentdsen Nebenwirkungen einer - gemal Leitlinie - mindestens 6-monatigen
Antibiotikatherapie mit Tuberkulostatika. Zugleich wird eine adédquate immunsuppressive
Behandlung verzdgert sowie das Fortschreiten potenziell irreversibler Lungenschaden

ermoglicht 12,

Ebenso kann sich eine Behandlung eines Tuberkulose-Infizierten mit Immunsuppressiva
als fatal erweisen: Die in der Sarkoidosetherapie eingesetzten Glucocorticoide und Anti-
TNF-a-Inhibitoren gehen mit einem deutlich erhéhten Risiko einher, bei Personen mit
latenter Infektion eine aktive Tuberkuloseerkrankung zu verursachen 3°. Zudem gibt es
Fallberichte von disseminierten Erkrankungen nach oben genannten Therapien, sodass
vor Einnahmebeginn dieser Medikamente ein Tuberkulose-Screening durchgefiihrt

werden soll &7.

In der Forschung wird daher nach Biomarkern gesucht, welche die aktuelle Diagnostik

erganzen und ihre Licken schlieRen kénnen.

2.2 Sarkoidose

2.2.1. Epidemiologie

Sarkoidose ist eine Multiorganerkrankung, die vorwiegend Erwachsene im Alter von 20-
50 Jahren betrifft und beziglich der Pravalenz starke geographische, ethnische und
Umwelt-abhéangige Unterschiede aufweist. Frauen sind Uber alle Ethnien hinweg

haufiger betroffen als Manner.

Pravalenz und Inzidenz zeigen ein deutliches Nord- Siidgefalle: So wurden in der nord-

lichen Hemisphéare 96% aller Sarkoidose-Erkrankungen gemeldet. Die hdchsten Raten
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verzeichnen Amerika, Indien und Nordeuropa, wobei die Dunkelziffer nicht gemeldeter
Félle besonders auf der Stidhalbkugel schwer einschatzbar ist. Auch innerhalb Europas
weist der Norden bis zu 15-fach héhere Inzidenzraten im Vergleich zum Mittelmeerraum

auf 8. In Deutschland betragt die Pravalenz 46/100 000 Einwohner °.

Bei einer Betrachtung der ethnischen Herkunft gibt es starke Unterschiede beziglich
Haufigkeit, Geschlechterverteilung, Erkrankungsalter, Klinik und Outcome der
Erkrankten'®. Vorwiegend betroffen sind Kaukasier, gefolgt von Afro-Amerikanern und

Asiaten &.

2.2.2. Pathogenese

Die Ursachen flr eine Erkrankung an Sarkoidose sind noch unklar. Studien weisen
darauf hin, dass Umweltfaktoren wie infektiose Erreger und anorganische und
organische Partikel bei genetisch, epigenetisch oder immunologisch Pradisponierten
eine Thl (Typl-T-Helfer)-Zellen gewichtete immunologische Uberreaktivitat gegen
Gewebsantigene mit Granulombildung initiieren 1. Die vielfaltigen Ausloser sowie die
genetische Komponente kénnten die grol3e epidemiologische Heterogenitat in Haufigkeit
und Klinik erklaren.

Einige Studien konnten mit hoher Sensitivitat und Spezifitdt Propionibacterium acnes im
betroffenen Gewebe Sarkoidose-Erkrankter kultivieren sowie immunhistochemisch mit
P. acnes-spezifischen Antikdrpern (PAB Antikdrper) kleine runde Korperchen innerhalb
der Granulome anfarben 2. Die Ergebnisse indizieren, dass dieses Bakterium zumindest
ein Ausloser bei Patienten sein konnte. Andere Untersuchungen, bei denen
mykobakterielle Bestandteile in Sarkoidose-Granulomen nachgewiesen wurden, legen

Falle von Mykobakterien-assoziierter Sarkoidose nahe 3.

2.2.3. Klinik

Bei 95% der Patienten ist die Lunge involviert - als systemische Erkrankung kann jedoch
grundsétzlich jedes Organ betroffen sein. Haufige Manifestationsorte sind neben der
Lunge vor allem Haut, Lymphknoten, Auge und Leber, sodass meist eine multi-
disziplinare Betreuung der Erkrankten erforderlich ist 4. Bei einer Lungenbeteiligung sind
ein persistierender Husten sowie Luftnot typische Symptome. Auch Mudigkeit, Fieber,
geringere Leistungsfahigkeit und Arthralgien kénnen den Alltag der Betroffenen
einschranken °. Es gibt jedoch viele asymptomatische Patienten, bei denen die
Diagnose zuféllig im Rahmen der radiologischen Abklarung einer anderen Erkrankung

gestellt wird. Bei 25-65% aller Erkrankten lasst sich im Rontgenthorax die flr Sarkoidose
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typische bihilare Lymphadenopathie nachweisen. Pathologische Befunde im

Rontgenbild sind bei 90% der Patienten zu finden 26,

In 60% der Falle kommt es innerhalb der ersten 2-5 Jahre zu einer klinischen Remission,
bei den restlichen persistiert die Erkrankung 7. Insgesamt entwickeln 20% aller
Patienten eine fortschreitende Lungenfibrose 8. Ausnahmen bilden das Lofgren-
Syndrom mit der klinischen Symptomkonstellation Erythema nodosum, Polyarthritis und
bihilare Lymphadenopathie sowie das Heerfordt Syndrom mit der Trias aus Parotitis,
Uveitis und Fazialisparese. Als Akutformen sind diese meist selbstlimitierend und heilen

folgenlos aus 1%,

2.2.4. Histopathologie der Lungensarkoidose

Sarkoidosegranulome werden als dicht gepackte, gut ausgebildete, nicht
nekrotisierende Granulome beschrieben. Sie bestehen im Zentrum aus Epitheloidzellen
und CD4+ (cluster of differentiation 4) T-Lymphozyten, sowie aus reifen Makrophagen
und multinuklearen Langhans-Riesenzellen. Ringférmig entlang des Granuloms ordnen
sich in der Peripherie B-Lymphozyten/Plasmazellen und CD8+ T-Zellen sowie ein Saum

mit lamellarer Fibrose an 2. Weitere assoziierte Befunde sind zytoplasmatische

Einschlisse in den Riesenzellen wie Asteroid-, Schaumann- und Calciumoxalatkdrper
(siehe Abb. 1) %2,

Abbildung 1: Aufbau eines Sarkoidosegranuloms, bestehend aus Epitheloidzellen (1),
multinukledren Riesenzellen (II) sowie einem Begleitinfiltrat aus Makrophagen und

Lymphozyten (Ill). HE-Farbung, 200-fache VergroRerung.
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Die granulomattse Ausbreitung in der Lunge folgt dem perivaskularen Lymphsystem
entlang Pleura, interlobularen Septen und bronchovaskularer Strukturen 22, Haufig
werden sie auch in der AuBenwand der groRen Atemwege gefunden, weshalb sich zur

Probengewinnung transbronchiale Biopsien eignen 2,

2.2.5. Diagnostik

Nachdem es keinen spezifischen diagnostischen Test zum Nachweis von Sarkoidose
gibt, basiert die Diagnosestellung auf der Trias Symptomatik, Radiologie und Histo-
pathologie. Bei einer fiir Sarkoidose typischen Symptomkonstellation verbunden mit der
Beteiligung von mehr als zwei Organsystemen, einer Biopsie aus einem betroffenen
Organ, welche nicht-nekrotisierende Granulome zeigt, und dem Fehlen eines Anhalts-
punktes fur eine andere Ursache, kann die Erkrankung als sehr wahrscheinlich
eingeschatzt werden 8. Dennoch bleibt Sarkoidose eine Ausschlussdiagnose: Mit Hilfe
der Diagnostik wird lediglich eine Wahrscheinlichkeit bestimmt, mit welcher die Diagnose
zutrifit und Differenzialdiagnosen unwahrscheinlich werden. Deshalb sollte die
Einschéatzung als potenziell fehlbar eingeschatzt und besonders dann hinterfragt
werden, wenn die Klinik des Erkrankten unspezifisch ist, eine pathologische Proben-
gewinnung nicht moglich ist oder Hinweise fur andere Ursachen der Beschwerden

existieren.

Besonders atypische Formen der Granulome im histologischen Befund, beispielsweise
solche mit fokaler Nekrose, stellen ein diagnostisches Problem dar 23. Ausnahmen in der
Diagnostik bilden das Lofgren- und das Heerfordt-Syndrom, welche aufgrund ihrer

charakteristischen Symptomatik keinen histopathologischen Nachweis benotigen 24,

Um die Verdachtsdiagnose zu stiitzen, kdnnen zusatzlich Biomarker bestimmt werden:
Ein im klinischen Alltag verwendeter Marker ist der Spiegel des Serum-ACE (Angiotensin
Converting Enzyme), welches von Epitheloidzellen gebildet wird und die Gesamt-
Granulomlast des Korpers anzeigt 2*. Dieser ist bei 3/4 aller unbehandelten Sarkoidose-
Patienten erhoht 2. Er ist jedoch mit einer Sensitivitat von 57%, Spezifitat von 90% sowie
positiv und negativem pradiktivem Wert von 90% bzw. 60% zur Bestatigung der
Diagnose oder zum Screening nicht geeignet 26, Unter anderem liegt dieser geringen
Aussagekraft des Wertes das Vorkommen von Polymorphismen im Enzym mit
entsprechend unterschiedlicher Enzymaktivitat zugrunde 2. Auch kodnnen andere
Erkrankungen wie Tuberkulose oder Hyperthyreose Ursache fir erhéhte ACE-Spiegel

sein 24,
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Ein anderer, im klinischen Alltag verwendeter Marker ist der lésliche Interleukin-2
Rezeptor, welcher von CD4+ Typl-T-Helferzellen ausgeschiittet wird. Dieser kann zur
Prognosebestimmung verwendet werden, eignet sich aber aufgrund seiner geringen

Spezifitat nicht zur Diagnosestellung 2%,

Daneben existieren weitere Marker wie der Chitotriosidase-Spiegel, Chemokine wie
CXCL9 (C-X-C motif chemokine 9) und CXCL10 oder Serum-Amyloid, die vor allem
innerhalb von Studien als Aktivitats- und Progressionsmarker herangezogen wurden.
lhre Verwendung im klinischen Alltag ist limitiert 3°-32,

2.3 Tuberkulose
2.3.1. Epidemiologie

Weltweit ist Tuberkulose die haufigste letale Infektionskrankheit und zugleich unter den
10 fihrenden Todesursachen. Bei ca. 7 Millionen Menschen wurde im Jahr 2019 die
Erstdiagnose gestellt. 1,2 Millionen HIV-negative und 0,2 Millionen HIV-positive Tuber-
kulose-Patienten starben im gleichen Jahr daran. 2/3 aller Neuinfektionen fanden in 8
Landern statt, darunter Indien, Indonesien, China und die Philippinen. Insgesamt wird
mit einer Rate latenter Infektionen von etwa einem Viertel der Weltbevélkerung

gerechnet .

In Deutschland betrug die Tuberkulose-Inzidenz im Jahr 2019 5,8 pro 100 000
Einwohner mit den hochsten Raten bei den 20-24-jahrigen Mé&nnern. Ein - mittlerweile
gebremster - Anstieg der Zahlen gemeldeter Erkrankungen kann auf die Flichtlingswelle
von 2015 zurtickgefuihrt werden. So konnte eine ca. 15 mal hdhere Inzidenzrate unter
Personen auslandischer Staatsangehdrigkeit im Vergleich zu deutschen Staatsbiirgern
nachgewiesen werden. Davon gaben die Erkrankten am haufigsten Eritrea (6,9%) als

Geburtsland an, gefolgt von Somalia (6,8%) und Rumanien (6,1%) 4.

2.3.2. Pathogenese

Bei dem Haupterreger der Tuberkulose handelt es sich um das Bakterium
Mycobacterium tuberculosis, ein aerobes, unbewegliches, langsam wachsendes und
aufgrund seines Farbeverhaltens als s&urefest beschriebenes Stdbchen. Neben

anderen Spezies wird es zum Mycobakterium tuberculosis-Komplex gerechnet *°.

Eine Ansteckung finde nahezu immer Uber aerogene Tropfcheninfektion durch einen an
aktiver Tuberkulose-Infizierten statt. Gelangen einzelne Bakterien in die Alveolen,

werden diese von Makrophagen phagozytiert, verhindern jedoch dessen Phagosomen-
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Reifung sowie die Fusion mit Lysosomen. Die Mykobakterien kénnen einem Abtdten
entgehen und vermehren sich intrazellular weiter -8, Durch Ausschitten proin-
flammatorischer Zyto- und Chemokine wie TNF-a von infizierten Alveolarmakrophagen
und Pneumozyten kommt es zur Einwanderung von Monozyten und Neutrophilen in die
Alveolen sowie zur Bildung von Granulomen *°. Infizierte dendritische Zellen induzieren

in lokalen Lymphknoten eine Thl-Zell- dominierte Immunantwort. Die geprimten B- und

T-Lymphozyten lagern sich um das Granulom (siehe Abb. 2) 4941,

Abbildung 2: Aufbau des klassischen Tuberkulosegranuloms, bestehend aus einem
zentralen Nekroseherd mit zu Grunde gehenden Makrophagen und Erregern (I) sowie
umgebende Epitheloidzellen (ll), Langhans-Riesenzellen (lll) und weiteren Zellen der
Immunantwort wie Lymphozyten und Plasmazellen (IV). HE-Farbung, 100-fache
VergroRerung. Oben rechts: Ubersichtsaufnahme des Granuloms, HE-Farbung, 12,5-

fache VergroRRerung.

2.3.3. Klinik

In den meisten Fallen kann nach einer Infektion die weitere Vermehrung des Bakteriums
ausgehend vom Primarkomplex durch eine Zell-vermittelte Immunantwort verhindert
werden, wobei eine vollstandige Elimination oft nicht mdoglich ist. So kann das
Mycobacterium tuberculosis asymptomatisch im Rahmen einer latenten Tuberkulose-
infektion Uber Jahrzehnte persistieren und bei Schwachung der zellularen Immunabwehr
reaktiviert werden 2. Nur etwa 5-10% aller Infizierten entwickeln im Laufe ihres Lebens
eine aktive - sogenannte postprimare - Tuberkulose, wobei Patienten mit HIV, Unter-
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ernahrung, Diabetes oder anderen immunsupprimierenden Erkrankungen und Thera-
pien ein deutlich hdheres Risiko aufweisen “3. Schreitet die Erkrankung bereits initial

nach Infektion fort, wird diese als primér-progressive Tuberkulose bezeichnet %4,

Mit einer Haufigkeit von 80% manifestiert sich die Erkrankung besonders an der Lunge,
kann aber grundsatzlich Uber hdmatogene Ausbreitung jedes Organ betreffen und
dementsprechend organspezifische Symptome hervorrufen 3. Als Zeichen einer
Lungenbeteiligung sind ein persistierender Husten, Hamoptysen oder Thoraxschmerzen

anzusehen .

Allgemeinsymptome kdnnen aus Fieber mit einem typischem Anstieg der Temperatur
am Nachmittag sowie néachtlichem Schwitzen bei gleichzeitigem Abfall der Kérper-
temperatur bestehen, wie auch aus Gewichtsverlust, Mudigkeit und/oder kérperlichem

Leistungsabfall .

2.3.4. Histopathologie der Lungentuberkulose

Das klassische Tuberkulosegranulom besteht aus einem Kern verkdsender Nekrose und
infizierten Makrophagen, um die sich ein Ring an Alveolarmakrophagen und den aus
diesen differenzierten Epitheloidzellen, Riesenzellen und Schaumzellen sowie
neutrophile Granulozyten legen. Im Verlauf bildet sich eine fibrése Kapsel, an der sich
CD4+- und CD8+ Lymphozyten sammeln #’. In Abhangigkeit von Einflussfaktoren der
direkten Umgebung, wie etwa Bakterienlast und lokal modulierter Entziindungsreaktion,
oder Alter einer Lasion, existiert jedoch intraindividuell ein groR3es Spektrum, was den
Aufbau der Granulome betrifft: Zum Teil besitzen sie keine zentrale Nekrose, konnen
aus reinen Makrophagen- oder Fibroblastenansammlungen gebildet werden, oder kalzi-
fizieren im Verlauf 8. Als Funktionseinheit bildet das Granulom einen Interaktionsort
zwischen Bakterium und Immunsystem, an dem zum einen das Mycobacterium persis-

tieren kann, zum anderen eine weitere Ausbreitung verhindert werden soll 42,

Bei der primaren Tuberkulose manifestiert sich die Erkrankung pulmonal vor allem im
Mittel- und Unterlappen, wéahrend sich die postprimare Tuberkulose eher in den apikalen
Bereichen mit Konsolidierungen, Kavernen und Pleuraverdickungen présentiert, die im

Rahmen der granulomatésen Entziindungsreaktion entstanden sind “°.
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2.3.5. Diagnostik

Fur die Diagnostik muss zwischen einer aktiven Tuberkulose und einer latenten Infektion
(LTBI - latente Tuberkulose Infektion) unterschieden werden, da jeweils unterschiedliche
Verfahren angewendet werden: Gemall Empfehlung des Robert Koch Institutes ist der
Interferon-Gamma-Release-Assay (IGRA) als primére Testmethode zur Detektion einer
latenten Infektion anzusehen. Er l0ste sukzessive ab 2005 den Tuberkulin-Hauttest
aufgrund dessen geringeren Spezifitat in Deutschland ab °.

Bei dem IGRA handelt sich um einen indirekten Nachweis einer Tuberkulose-Infektion.
Im Rahmen der zugelassenen Bluttests Quantiferon-Th Gold In-Tube® (Cellestis) und T
SPOT.TB® (Oxford Immunotec) wird die Interferon-Gamma-Produktion sensibilisierter
T-Lymphozyten nach einer Stimulation mit den M. tuberculosis-spezifischen Antigenen
ESAT-6 und CFP-10 gemessen .

Desweiteren ist eine Rontgenthoraxaufnahme zum Screening, zur Diagnostik und
Verlaufskontrolle Standard und kann bei spezifischen Fragestellungen radiologisch um
ein CT oder MRT erweitert werden “°.

Zur Erkennung einer aktiven Tuberkulose und Bestimmung der Infektiositat werden
mikroskopische und kulturelle Nachweise, sowie Nukleinsaureamplifikationstechniken
(NAT) an Proben wie Sputum, Sekreten und Biopsien durchgeftihrt. Der mikroskopische
Nachweis erfolgt entweder mittels lichtmikroskopischer Untersuchung auf saurefeste
Stabchen nach Ziehl-Neelsen-Farbung oder mittels Fluoreszenzmikroskopie nach
Auramin-Farbung L. Die kulturelle Anzucht des Mykobakteriums stellt jedoch nach wie
vor den diagnostischen Goldstandard bei Verdacht auf Tuberkulose dar: Ein positiver
Nachweis sichert die Verdachtsdiagnose und macht im néchsten Schritt eine genaue
Bestimmung der Mykobakterienspezies erforderlich. Ein negatives Ergebnis kann auf-
grund des langsamen Wachstums der Bakterien allerdings erst nach 8-12 Wochen

festgestellt werden 2,

2.4 Schwachen in der diagnostischen Unterscheidung von
Sarkoidose und Tuberkulose

Weltweit wurden im Jahr 2018 nur 55% aller verzeichneten Félle mit neu diagnostizierter
pulmonaler Tuberkulose oder Rezidiv mikrobiologisch bzw. bakteriologisch bestatigt, in
Europa lag der Wert bei 66%. Klinik, Radiologie und Histopathologie besitzen jedoch in

der Diagnostik eine geringe Spezifitat und bergen daher das Risiko einer Fehldiagnose
43
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Die Symptomatik beider Erkrankungen ist unspezifisch und besitzt bei pulmonaler Be-
teiligung deutliche Uberschneidungspunkte: Husten, Dyspnoe, Abgeschlagenheit und
Thoraxschmerzen. Auch Symptome, welche klassischerweise eher einer Erkrankung
zugerechnet werden, wie z.B. Hamoptysen der Tuberkulose, kénnen bei der anderen

vorkommen: In diesem Fall bei bis zu 6% der Sarkoidose-Erkrankten 23,

Zusatzlich zu der Klinik ist die Abwesenheit nekrotisierender Granulome bei Sarkoidose
bzw. ein Nachweis von Verk&sung bei Tuberkulose ein wichtiger Anhaltspunkt in der
histopathologischen Befundung und damit der Diagnosestellung. Jedoch lassen sich bei
Patienten mit Sarkoidose in bis zu 20% der transbronchialen Biopsien nekrotisierende
Anteile nachweisen 2. Ausgedehntere Nekrosen, als Entitdt des nekrotisierendes
Sarkoid-Granulom (NGS) bezeichnet, werden in bis zu 4% der Falle mit pulmonaler
Sarkoidose beschrieben 54%5. Andererseits kénnen sich bei Tuberkulose nicht-

nekrotisierende Granulome in der Histologie prasentieren 6.

In L&ndern wie Indien, in denen eine hohe Tuberkulosepravalenz in der Bevdlkerung bei
vergleichsweise niedriger Sarkoidosepravalenz vorliegt, kdnnen atypische Mani-
festationen, wie die bereits genannten Tuberkulosegranulome ohne Nekrose, sogar -
unter Berlcksichtigung der absoluten Fallzahlen - haufiger auftreten, als die fir

Sarkoidose typischen nicht-verkasenden Granulome °’.

Bei Verdacht auf Sarkoidose ist es in jenen Landern, in denen die Aussagekraft der
Histopathologie in der Diagnostik gering ist, besonders wichtig, eine Tuberkulose mittels
der dafur zugelassenen Testverfahren auszuschliel3en oder den Erreger im Fall einer
initial falschen Verdachtsdiagnose nachzuweisen. Die diagnostischen Verfahren haben
jedoch Schwachen in Sensitivitat und Spezifitat: Im Gegensatz zur kulturellen Anzucht
als Nachweis einer aktiven Infektion, gibt es fur die LTBI keinen Goldstandard in der
Diagnostik. Fur die Ermittlung der Pravalenz der latenten Infektion und die Bestimmung
der Testgenauigkeit der Ublicherweise verwendeten Verfahren - wie beispielsweise den
Quantiferon-Tests —, wurde daher die Methodik der (Bayesschen) latenten Klassen-
analyse angewandt °8°%: Unter Verwendung dieser und Einbeziehung von 157 Studien,
wurde bei Immunkompetenten ohne bisherige BCG (Bacillus-Calmette-Guérin)-Impfung
eine mittlere Sensitivitat von 84% bei einer Spezifitdt von 100% des Tuberkulin-Hauttests
(TST) bestimmt. Auch wenn dieser in Deutschland bei Erwachsenen nicht mehr emp-
fohlen wird, so wird er immer noch in vielen Landern angewandt. Beziglich des
Quantiferon-Gold inTube® (GIT)-Tests betrugen Sensitivitat und Spezifitat nur 52% bzw.
97%, die des T-SPOT.TB® lag bei 68% bzw. 97%. Bei jenen Erkrankten mit Impfung

sank die Spezifitdt des Tuberkulin-Hauttests aufgrund der Kreuzreaktivitat auf 79%, die
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des Quantiferon GIT-Tests lag bei 93% °°. Pai et al. ermittelten in ihrer Metaanalyse eine
Sensitivitdt von 70% des Quantiferon-Tests sowie 77% bei dem TST mit ebenfalls ab-

fallender Spezifitat auf 59% des letzteren bei BCG-Impfung .

Gupta et al. untersuchten, inwiefern die Aussagekraft der oben genannten Testverfahren
zur Unterscheidung der beiden Erkrankungen von der allgemeinen Tuberkulose-
pravalenz in der Bevolkerung beeinflusst wird: In Indien, einem Land mit hoher Tbc-
Pravalenz, fiel der Tuberkulin-Hauttest bei 76,6% der Thc-Erkrankten positiv aus, bei
Sarkoidosepatienten ebenfalls in 10,5% aller Falle. Bei Verwendung des Quantiferon-
Tests war das Ergebnis sogar in 34,2% der Sarkoidosefélle positiv, bei den
Tuberkuloseerkrankten in 60%. Die Spezifitdt des Verfahrens, d.h. die Wahrschein-
lichkeit eines negativen Testergebnisses bei Sarkoidoseerkrankung, lag somit bei
lediglich 50% Prozent. Die des Tuberkulin-Hauttests lag bei 76,7% (siehe Tabelle 1) ©2.

Performance indices of a negative TST or QFT in patients of sarcoidosis compared to tuberculosis

Sarcoidosis vs. Tuberculosis

Negative TST Negative QF T
Sensitivity 89.5 (75.2-97.1) 65.8 (48.9-80.4)
Specificity 76.7 (57.7-90.1) 50 (31.3-68.7)
Positive predictive value 66.9 (49-84.5) 62.5 (45.8-77.3)
Negative predictive value 66.1 (48.1-84.2) 53.6 (33.9-72.5)

All values are represented as percentage (95% confidence intervals)

Tabelle 1: Im Rahmen einer Studie durchgefiihrte Tuberkulin-Hauttests und Quanti-
feron-Tests zur Unterscheidung zwischen Sarkoidose und Tuberkulose zeigen, dass
Sensitivitdt und Spezifitat, d.h. die Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen eines negativen

Ergebnisses bei Sarkoidose, bei dem Hauttest hoher liegt als bei dem Quantiferon-Test
62

Die Studien verdeutlichen die Schwachen der Verfahren hinsichtlich Sensitivitat und
Spezifitét fur die Differenzierung der Erkrankungen. Besonders in Landern mit einer

hohen Tuberkulose-Pravalenz sinkt die Aussagekraft der eingesetzten Tests.

Liegt bei einem Patienten eine aktive Tuberkulose vor, so ist die Kultur, wie oben
erwéhnt, der Goldstandard. Wie eine Studie, bei der Kulturen aus Biopsien von pleuraler
Tuberkulose angelegt und eine Sensitivitat von 41% und Spezifitat von 100% bestimmt
wurde, nahelegt, werden viele Infektionen jedoch nicht detektiert ®3. Bei Sputum-
Kulturen, angezichtet auf LOwenstein-Jensen-Medium, zeigte sich auf3erdem eine
Sensitivitat von lediglich 76-84% 645,
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Durch die Schwachstellen dieser Verfahren kdnnten Tuberkuloseinfektionen aufgrund
von falsch-negativen Testergebnissen und Kulturen nicht als solche erkannt werden und
somit die Fehldiagnose einer Sarkoidose gestellt werden. Biomarker kénnen Klinikern
bei Unsicherheiten unter Anwendung bisheriger Methoden deshalb eine Hilfestellung

bieten.

2.5 1gG-Subklassen als Biomarker
2.5.1. Aufbau und Funktion der Subklassen

Als Teil der humoralen Immunantwort auf Antigene werden von Plasmazellen funf
verschiedene Immunglobulin-Klassen gebildet, von denen Immunglobulin G mit einem
Anteil von 70% im Serum gesunder Erwachsener am haufigsten vorkommt. I1gG wird

seinerseits in vier Unterklassen unterteilt ©6:67,

Die Immunglobulin G-Subklassen entsprechen in der Reihenfolge absteigend ihrem Vor-
kommen im Plasma: IgG1 macht mehr als 60-70% des Gesamt-IgG aus, IgG2 20-30%,
IgG3 5-8%, wahrend 1gG4 einen Anteil von weniger als 5% besitzt %85°, Ein Immun-
globulin-Antikdrper besteht aus 2 jeweils identischen Leicht- und Schwerketten, welche
gemeinsam zwei 2 Fab-Fragmente mit gleichen Antigenbindungsstellen bilden. Die
schweren Ketten bilden zudem eine Fc-Region, welche Komplement - C1q - oder Fc-
Rezeptoren bindet und dariiber spezifische Effekte wie Neutralisation und Opsonierung
von Pathogenen, Komplementaktivierung sowie die antikbrperabhangige zelluléare Zyto-
toxizitat vermittelt . Die Subklassen unterscheiden sich strukturell unter anderem in
ihren Fc-Fragmenten und tibernehmen so unterschiedliche Effektorfunktionen 7. 1IgG3
ist beispielsweise effizienter als IgG1l in der Komplementaktivierung- 1gG2 bindet

Kompliment nur schwach, 1gG4 hingegen gar nicht 71,

Bei Infektionen sind daher je nach Pathogen unterschiedliche IgG-Subklassen dominant,
sodass als Folge unterschiedliche Subklassen-Profile entstehen: Gegen bakterielle
Polysaccharid- Antigene werden als Immunantwort vorwiegend IgG2-Antikorper gebildet
2. 1gG1 und IgG3 werden bei Bekampfung viraler Antigene verstarkt exprimiert,

wohingegen die Rolle von 1gG4 bislang weitgehend unverstanden ist 374,

2.5.2. Anwendung als Biomarker in der Diagnostik

Mit dem Begriff ,Biomarker’ werden objektiv messbare biologische Parameter
beschrieben, welche als Indikatoren fir physiologische und pathologische Prozesse

gelten oder eine Antwort auf eine Exposition abbilden "¢, Die Bestimmung der 1gG-
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Subklassen und ihre Anwendung als Biomarker fur Diagnostik, Verlaufs- und Therapie-
monitoring sowie zur Prognoseabschatzung bei Erkrankungen wird seit langem prakti-
ziert: In der Nephrologie ist die Bestimmung der Immunglobuline beispielsweise ein
etabliertes Verfahren zur Diagnostik glomerularer Erkrankungen wie der membrandsen
Glomerulonephritis 7. Bei einem primaren Antikorpermangelsyndrom wird der Nachweis

der Subklassen fiir die Diagnosestellung sowie zum Therapiemonitoring eingesetzt 8.

In der aktuellen Forschung wird der Biomarker beispielsweise als pradiktiver Marker fur
das Ansprechen von Medikamenten bei Melanom-Patienten getestet oder bei Unter-

suchungen von Lebererkrankungen verwendet 70,

2.6 Anwendung eines P38-MAPK-Inhibitors bei Tuberkulose

In einer an diese Arbeit angegliederten Studie hatte ich mich mit Doramapimod, einem
p38-MAPK-Inhibitor (p38-mitogenaktivierte Proteinkinase-Inhibitor), und der Bedeutung
dieser Kinase in der Pathogenese bzw. den Nutzen einer Kinasehemmung als mdgliche
Therapie fir Tuberkulose beschaftigt 8. Bei dem Versuch wurde an Tuberkulose-
infizierten Mausen untersucht, inwiefern die Gabe des Kinasinhibitors Doramapimod

Auswirkungen auf die lokale Entzindung im Lungengewebe hat.

Im Rahmen von klinischen Studien war bei dem Medikament bislang vor allem die
therapeutische Wirksamkeit bei Autoimmunerkrankungen wie der Rheumatoiden
Arthritis oder Psoriasis durch seine antiinflammatorische Effekte mittels Immun-

modulation gepriift worden &2,

Aufgrund ihrer Bedeutung fir die Immunantwort bzw. bei der Vermittlung inflamma-
torischer Prozesse konnte die p38-MAP-Kinase fur die Immunglobulinproduktion bei

Tuberkulose ebenfalls von Bedeutung sein.

2.7 Ziele der Arbeit

Besonders in Landern mit hoher Tuberkulosepravalenz und dadurch limitierter Aussage-
kraft der aktuell verwendeten diagnostischen Verfahren, aber auch aufgrund der Uber-
schneidungen beider Erkrankungen in ihrem Kklinisch-pathologischen Bild, gibt es

Bemuhungen, weitere Biomarker zu finden, die eine Differenzierung erleichtern.

Ziel der Arbeit ist es deshalb zu Uberpriufen, inwiefern sich die Bestimmung der IgG-
Subklassen als neuer Biomarker eignet, um die richtige Zuordnung der Biopsie zu einer
der Erkrankungen, und damit eine korrekte Diagnosestellung zu erméglichen. Hierfur

wurden erstmalig mittels Immunhistochemie die Immunglobulin G-Subklassenprofile fir
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die Erkrankungen Sarkoidose und Tuberkulose an Lungenbiopsien bestimmt
(Einfuhrung der Methode). Anschliel3end wurde geprift, ob fir eine Unterscheidung der
beiden Erkrankungen signifikante Differenzen in der Produktion der einzelnen IgG-Sub-
klassen bestehen, und ob Korrelationen bezlglich der Anzahl ihrer exprimierenden

Plasmazellen — getrennt nach Erkrankung - nachweisbar sind.

Ein weiteres Ziel der Arbeit ist die Uberprifung, inwieweit der Kinaseinhibitor
Doramapimod durch seinen Einfluss auf proinflammatorische Zytokine Auswirkungen
auf die perigranulomatdse Immunglobulinproduktion hat.
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3. Material und Methoden

3.1 Studiendesign

3.1.1. Auswahl der Studienteilnehmer

Vom 18.02.-15.03.2018 wurden alle in dem Institut der Pathologie des Uniklinikums Koln
eingegangenen Sarkoidose- und Tuberkulosefélle der Jahre 2006 bis einschliel3lich
Mérz 2018 mittels des Programms PathoPro Version 9.0.9070 erfasst.

Die im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Daten und Proben wurde von den
Patienten zur routinemaiigen Diagnosestellung und nicht fur wissenschatftliche Projekte
erhoben bzw. entnommen. Die Patienten willigten in der BioMaSOTA-Einverstandnis-
erklarung ein, dass die bei der Diagnostik nicht verbrauchten Proben eingelagert und fiir

weitere Forschungszwecke verwendet werden dirfen.

Zusatzlich erfolgte eine fur die Forschung an dem menschlichen Biomaterial
erforderliche Beratung der Ethikkommission (AZ 20-1260_2).

Nach Auswahl geeigneter Patienten wurde das Probanden- und Datenmaterial pseudo-

nymisiert und ausschlie3lich codiert aufbewahrt bzw. ausgewertet.
Sarkoidose:

Von den urspringlich 199 Treffern fur die Schlagworter ,1. LUN 2. Sarkoidose® in dem
gesuchten Zeitraum 01.01.2012-31.12.2016 wurden bei PathoPro jene Falle heraus-
gefiltert, die eine entsprechende klinische Symptomatik aufwiesen und nach ihrer histo-
pathologischen Untersuchung von erfahrenen Fachérzten des Instituts der Pathologie

als Sarkoidose diagnostiziert wurden.

Von dieser Auswahl wurden nur Patienten eingeschlossen, bei denen zur Diagnostik
eine Biopsie (transbronchiale-, Kryo- oder Zangenbiopsie) durchgefihrt und ausgewertet
wurde. In einigen Fallen war zusatzlich im Rahmen einer EBUS-TBNA

Lymphknotengewebe gewonnen worden.

Patienten mit einer Tuberkulose-Erkrankung in der Vorgeschichte, mit interstitiellen
Lungenerkrankungen oder aktuellen Infektionen und solche, bei denen in der Akte ein

Malignom vermerkt war, wurden von der Untersuchung ausgeschlossen.

Eine Auswahl nach neu diagnostizierten Patienten bzw. Dauer der Erkrankung wurde

nicht vorgenommen.

Die Préaparate der verbleibenden 46 Sarkoidose-Féalle wurden aus dem Archiv heraus-

gesucht und unter dem Mikroskop untersucht.
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Jene, deren Material auf den Tragern nicht fur eine immunhistochemische Untersuchung
ausgereicht hat, und solche, bei denen sich keine Plasmazellen um den Granulomwall
herum befanden — und somit keine auswertbaren Zellen im Auszahlbereich - wurden

aussortiert.

Insgesamt ergab sich eine Gruppengrol3e von 39 Sarkoidose-Patienten. Die Paraffin-
blocke dieser Falle bzw. die Gewebsproben wurden herausgesucht, per Mikrotom
geschnitten und nach den immunhistochemischen Farbungen unter dem Lichtmikroskop

ausgewertet.

Tuberkulose:

Von den 141 Treffern fir die Schlagworter ,1. LUN 2. Tbc* im Zeitraum 01.01.2008 -
15.03.2018 wurden die Falle herausgesucht, bei denen aufgrund eines Nachweises
mittels PCR und Agarose-Gelelektrophorese DNA-Fragmente der Insertionsfrequenz
IS6110 in der erwarteten Grofl3e von Mycobacterium tuberculosis detektiert werden
konnte und gepaart mit der histologischen Morphologie die Diagnose Tuberkulose

gestellt wurde.

Préparate, bei denen mittels molekularbiologischen Methoden atypische Mykobakterien

nachgewiesen werden konnten, wurden aussortiert.

Zusatzlich wurden — wie bei den Sarkoidoseféllen - nur Préparate von Patienten beriick-
sichtigt, bei denen mittels Biopsie Probematerial entnommen wurde, und solche
aussortiert, bei denen unter dem Mikroskop keine Granulome, keine Plasmazellen um
den Granulomwall herum oder zu wenig Material fir die immunhistochemischen
Untersuchungen zu finden war. Ausgeschlossen wurden ebenfalls Patienten mit

Malignomen, bekannten Lungenerkrankungen sowie mit HIV als Koinfektion.

Insgesamt ergab sich eine Fallgréf3e von 19 Patienten, deren zugehorige Blocke in dem

Archiv herausgesucht, und fur die Immunhistochemie weiterverarbeitet wurden.

3.1.2. Studienobjekte

Die in der Studie enthaltenen Patienten werden in Tabelle 2 (siehe Seite 26)

beschrieben.

Die Sarkoidose-Gruppe besteht aus insgesamt 39 Patienten. Mit einem Anteil von 59%

(23 von 39) bilden M&nner die gréfRere Gruppe. Der Altersdurchschnitt betragt 50 Jahre.

Mit einem mittleren Alter von 52 Jahren ist die Tuberkulosegruppe, bestehend aus 19

Patienten, ahnlich strukturiert. Manner machen einen Anteil von 74% (14 von 19) aus.
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Sarkoidose Tuberkulose
Mann/ Frau 23/16 14/5
Altersmedian/Mittelwert 47/50 47152
(Spannweite) (25-77) (24-76)

Tabelle 2: Charakteristika der Studiengruppen. Insgesamt gingen in die Arbeit mehr
Sarkoidose- als Tuberkulosepraparate ein. Hinsichtlich des Geschlechterverhaltnisses
zeigt sich ein héherer Manneranteil, der in der Tuberkulosegruppe ausgepragter ist als
in der Sarkoidosegruppe. Bezlglich des Altersmedians sind beide Gruppen ver-

gleichbar.

3.2 Grundlagen der Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Untersuchungen basieren auf dem Prinzip der Immun-
reaktion, genauer gesagt einer Antigen-Antikorper-Reaktion: Die Antigenbindungsstelle
des Antikorpers (Paratop) bindet tber ein Zusammenwirken mehrerer Krafte mit hoher
Spezifitdt an das Epitop des Antigens, welches eine komplementare Raumstruktur
besitzt. Diese Bindung wird anschliel3end mit Hilfe spezieller Detektionssysteme sichtbar
gemacht — dabei zeigen sich folgende Reaktionsmuster der Antikorper: (i) Zyto-
plasmatisch, (i) nuklear, und (iii) membranstandig. Auf3erdem gibt es Kombinations-
formen 8, Diese Technik ermdglicht es, die Verteilung der Proteinkomplexe im Gewebe
zu erkennen sowie spezifische Zelltypen- und Bestandteile nachzuweisen. Die Immun-
histochemie nimmt so in der Histopathologie einen festen Platz in der Diagnostik und

Erforschung verschiedener Erkrankungen ein.

Um das gesuchte Antigen zu detektieren, gibt es zwei tbergeordnete Methoden. Zum
einen gibt es das direkte Verfahren, bei dem der verwendete Antikérper direkt an ein
Markermolekl, z.B. an ein Enzym wie Peroxidase oder an einen fluoreszierenden Farb-
stoff wie Fluorochrom bindet. Vorteil ist vor allem die Schnelligkeit dieser Methode. Das
Verfahren wird heute allerdings nur noch selten eingesetzt, da es aufgrund der not-
wendigen hohen Antikdrperkonzentrationen teuer ist, eine hohe Hintergrundfarbung

erzeugt wird und die Herstellung des spezifischen Konjugats aufwendig ist 8.

Zum anderen gibt es die indirekte Methode, bei der ein unkonjugierter Primarantikorper
zwischengeschaltet wird, an den wiederum ein Bricken- bzw. Sekundarantikdrper
bindet, welcher sich spezifisch gegen den Primarantikérper richtet. Dieser Bricken-
antikorper ist mit einem Markerenzym konjugiert, das anschliel3end die Farbreaktion

katalysiert. Unter die indirekte Methode fallen die gebrauchlichen Verfahren wie die
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Peroxidase-Anti-Peroxidase (PAP)-Methode, die Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-Technik,
die Alkalische Phosphatase-Anti Alkalische (APAAP)- Methode und die Polymer-

konjugat-Technik, die bei der hier vorliegenden Arbeit angewendet wurde &°.

Diese basiert auf einem Dextranpolymersystem, welches durchschnittlich 70 Enzyme
und 10 Sekundarantikérper konjugiert (sieche Abb. 3). Aufgrund der hoheren Spezifitat
der Antikoérper kommt es zur Signalverstarkung sowie einer Reduktion der Hintergrund-
farbung. Durch Vermeidung von Avidin und Biotin, die zum Beispiel bei der ABC-Technik
zum Einsatz kommen und aufgrund einer endogenen Aktivitat unspezifische Farbungen

verursachen, kann die Hintergrundfarbung zusatzlich verringert werden 2.

/| o Dextranpolymer

konjugiert mit
Enzymenund
L ‘Sekundéirantikérpem

Primédrantikorper

. Antigen

Abbildung 3: Antigennachweis mittels Dextranpolymersystem. Der spezifische Primar-

antikbrper bindet an das zu detektierende Antigen. Zur Visualisierung wird ein
sekundarer Antikorper hinzugegeben, welcher an ein mit Enzymen konjugiertes
Dextranpolymer gebunden ist. Die Enzyme katalysieren die Immunreaktion, sodass der

Komplex als Prazipitat sichtbar wird 2°.

3.3 Durchfuhrung der immunhistochemischen Untersuchungen

Fur die Nachweise der Immunglobulin-Subtypen 1gG1-IlgG4 wurden die immun-
histochemischen Untersuchungen an den Paraffinschnitten auf dem Leica BOND MAX
- einem vollautomatisiertem Farbeautomat - mit Hilfe des Bond™ Polymer Refine
Detection-Kits (Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland) durchgefiihrt. Dieses basiert

auf einem biotinfreien, polymeren Meerrettichperoxidase-Linker-Antikérper-Konjugat-
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system. Das Protokoll wurde an noch nicht entparaffinierten Praparaten entsprechend

der Herstellerempfehlung durchgefiihrt. Die einzelnen Schritte stellen sich wie folgt dar:

1)

2)

3)

4)

5)

Entparaffinierung mittels Dewax Losung

Hydratisierung mit Isopropanol (100%) und Aqua dem. (demineralisiertem
Wasser)

Antigendemaskierung

Bei der Fixierung der Gewebeproben mit Formalin kommt es in Folge von
Aldehydvernetzungen und Veréanderung der dreidimensionalen Struktur des
Antigens zu einem Verlust der Immunreaktion: die Epitope der Antigene kénnen
nicht von Antikorpern erkannt werden (Maskierung). Um eine Antigen-
demaskierung zu erreichen, wurde im Farbeautomat fur den immun-
histochemischen Nachweis der Immunglobuline IgG1, IgG2 und IgG4 eine Hitze-
demaskierung (,heat induced epitope retrieval“ (HIER)) in einem EDTA-Puffer
(pH 9) fur zwanzig Minuten durchgefuhrt. Fir den Nachweis von IgG3 wurden
die Schnitte im Rahmen einer proteolytischen Demaskierung (,proteolytic
induced epitope retrieval® (PIER)) unter Verwendung des BOND Enzyme

Pretreatment Kit bei 25°C fiir zehn Minuten vorbehandelt.

Peroxidase-Block

Bei der immunhistochemischen Farbung erfolgt die Visualisierung der Antigen-
Antikoérperreaktion durch Zugabe des Chromogens Diaminobenzidintetra-
hydrochlorid (DAB), einem Peroxidasesubtrat. Das im Konjugatsystem
verwendete Enzym, eine Peroxidase, wandelt dieses in einen Farbkomplex um.
Da das zu untersuchende Gewebe trotz Fixierung noch eine endogene
Enzymaktivitat besitzt, die das Chromogen des Detektionssystems umsetzen
und damit falsch positive Ergebnisse hétte erzeugen konnen, wurde die
endogene Peroxidase mittels Wasserstoffperoxid blockiert (Inkubationszeit fiinf
Minuten).

Peroxid Block: 30ml 3-4% Wasserstoffperoxid

Auftragung des primaren Antikorpers
Die primaren, monoklonalen Antikbrper gegen die Immunglobulin G-Subklassen
wurden mit BOND Primary Antibody Diluent (Leica Biosystems) optimal verdiinnt

(siehe Tabelle 3, Seite 29), auf die Praparate aufgetragen und fir jeweils zwanzig
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6)

7)

Minuten inkubiert. Der Primarantikérper bindet dabei spezifisch an das gesuchte

Antigen.
Antikorper Hersteller Verdiinnung (vol/vol)
Mouse anti-human IgG1 | Bio-Techne, 1:50
antibody, (2C11cc) Minneapolis, MN, USA

Rabbit anti-human IgG2 | Abcam, Cambridge, UK | 1:20.000
antibody, (EPR4418)
Rabbit anti-human IgG3 | Abcam, Cambridge, UK | 1:2000
antibody, (RM119)
Mouse anti-human IgG4 | Cell Marque, Rocklin, | 1:100
antibody, CA, USA
(MRQ-44)

Tabelle 3: Verwendete Antikorper und ihre optimale Verdinnung fir die immun-

histochemischen Untersuchungen

Auftragung des sekundaren Antikorpers

Zur Lokalisation der verwendeten Mausantikorper, welche an das Antigen
binden, wurde ein Post-Primary-lgG-Linker-Reagenz aufgetragen und fir acht
Minuten inkubiert. Die Kaninchenantikérper wurden mit einem Poly-HRP-IgG-
Reagenz fir ebenfalls acht Minuten behandelt. Dabei bindet der pimare
unkonjugierte Antikorper an das Epitop des Sekundaren, welcher mit einem
Meerrettichperoxidase (HRP)-markierten Polymerkonjugat konjugiert ist.

Post Primary Kaninchen-anti-Maus-1gG: 30ml in Tris-gepufferter physiologischer
Kochsalzlésung/0,09% ProClin 950 mit 10% Tierserum

Polymer _Anti-Kaninchen-Poly-HRP-IgG: in Tris-gepufferter physiologischer
Kochsalzlosung/0,09% ProClin 950 mit 10% Tierserum

Auftragung des Substratchromogens

Das Substratchromogen 3,3‘-Diaminobenzidintetrahydrochloridlosung (DAB)
wurde auf die Schnitte pipettiert und fiir zehn Minuten inkubiert. Die konjugierte
Peroxidase wandelt das farblose DAB um und macht den Komplex als braunes
Prazipitat sichtbar.

DAB Part 1: 2,4ml 66mM Diaminobenzidintetrahydrochloridlésung Hydrat mit
Stabilisator

DAB Part 2: 30ml <0.1% Wasserstoffperoxid in Stabilisatorlésung
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8) Gegenfarbung
Zur Kontrastfarbung und leichterem Erkennen eines positiven Komplexes durch
eine besser sichtbare Gewebesstruktur wurde Hamatoxylin (finf Minuten
Inkubationszeit) verwendet, welches die Zellkerne blau farbt.

Hamatoxylin: 30ml <0,1%

3.4 Lichtmikroskopische Auswertung

Die immunhistochemisch angefarbten Schnitte wurden lichtmikroskopisch bei 400-
facher VergroRerung (entsprechend High Power Field, HPF; 40x ObjektivvergréRerung
mittels Leica 40x/0.8 HC PI. Fluotar, 10x OkularvergrofRerung Leica HC Plan s 10x/25
M) ohne Kenntnis der Erkrankung des vorliegenden Falls oder weiterer personen-
bezogener Daten ausgewertet. Der Durchmesser des HPF betrug 0,625 mmz2.

Falls die Grof3e der Schnitte dies ermoglichte, wurden jeweils 5 x 10 aneinander-
hangende HPF betrachtet, sodass insgesamt eine maximale Anzahl von flnfzig
Gesichtsfeldern in die Analyse einging. Erlaubte die Praparatgro3e keine Auswertung
von funfzig HPF's, wurde die maximal erreichbare Anzahl an Feldern gewertet. Die Aus-
zahlung wurde so durchgefiihrt, dass die Lymphozyten entlang des Granulomwalls aus-
gewertet wurden. Die Zahl der angefarbten, Immunglobulin G-Subklassen
produzierenden Zellen je HPF wurde in Exceltabellen dokumentiert, addiert und
anschlie3end der arithmetische Mittelwert der gefarbten Plasmazellen pro Gesichtsfeld

- getrennt fUr jede Subklasse und Praparat - berechnet.

Aufgrund des bei der immunhistochemischen Farbung verwendeten Chromogens
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) erschienen Stellen des Antigens im Gewebe-

schnitt braun.

Um andere Zelltypen mit schwacher Anfarbung, darunter vor allem Mastzellen, auszu-
schliel3en, wurden nur Zellen gewertet, die morphologisch Plasmazellen entsprachen
und ein immunhistochemisch braun gefarbtes Zytoplasma besafien. Da sich vor allem
bei der Anfarbung der IgG1-Antikorper eine Hintergrundfarbung zeigte (siehe Abb. 4,
Seite 31), wurden einheitlich nur Plasmazellen gewertet, bei denen sich die Immun-
globulin G-Antikorper der spezifischen Klasse stark braun gefarbt zeigten - schwache

Farbungen wurden nicht gewertet.
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Abbildung 4: Immunhistochemischer Nachweis von IgG1l mit Hintergrundfarbung,
400- fache VergrolRerung. Der gestrichelte Pfeil (linke Bildhalfte) zeigt einen Lymphozyt
mit unspezifischer Hintergrundreaktion (nicht gewertet). Der durchgangige Pfeil (rechte
Bildhalfte) zeigt auf eine Plasmazelle mit starker zytoplasmatischer Reaktion (positiv

gewertet).

3.5 Statistik

Zur Datenauswertung wurde das Statistikprogramm IBM SPSS Statistics 25.0 benutzt.
Hierflr wurden die berechneten Mittelwerte der Antikdrper produzierenden Plasmazellen
pro Gesichtsfeld fir jedes Praparat und jede Immunglobulin G-Subklasse (s.0.) verwen-
det und getrennt nach ihrer Erkrankung - Sarkoidose oder Tuberkulose - eingetragen.

Alle metrische Variablen wurden mit Hilfe des arithmetischen Mittelwertes,
Standardabweichung (SD) sowie Minimum (Min) und Maximum (Max) als Mal3 fur die

Spannweite charakterisiert und ihre Werte auf jeweils eine Nachkommastelle gerundet.

Zunachst wurden die Werte der einzelnen Variablen auf Normalverteilung tGberprift. Bei
einem Grofteil der Variablen zeigte sich beim Test nach Kolmogorov Smirnov keine
Normalverteilung. Daher wurden zur Uberpriifung und Berechnung statistischer Unter-
schiede zwischen Sarkoidose und Tuberkulose in der Haufigkeit der IgG-Subklassen-
produktion der nichtparametrische Mann Whitney U-Test bei unabh&ngigen Stichproben

verwendet.

Fur die Berechnung des Signifikanzniveaus beim Vergleich der Subklassenproduktion
innerhalb einer Erkrankung, Sarkoidose oder Tuberkulose, wurde der Friedman-Test

und Post-Hoc-Test fir abhéngige Stichproben angewendet.
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Das Signifikanzniveau wurde wie folgt beschrieben: p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***).
Bei einem Niveau von p<0,05 wurden die Werte als signifikant angesehen.

3.6 Histopathologische Auswertung der Mauselungen

Fur die Versuche wurden Tuberkulose-infizierten Mause fir achtundzwanzig Tage mit
dem Kinaseinhibitor Doramapimod (orale Gabe) behandelt. Eine Vergleichsgruppe
erhielt Polyethylenglykol (Vehikel). AnschlielBend wurde der Nutzen einer Therapie mit
dem Kinaseinhibitor hinsichtlich einer Reduktion der Entziindung innerhalb des Lungen-
gewebes beurteilt. Als Parameter wurden die Auspragung der Peribronchiolitis, Peri-
vaskulitis, Alveolitis sowie der Granulombildung herangezogen. Zusatzlich wurden 14
und 28 Tage nach Beginn der Doramapimod-Gabe die Menge an gebildeten proin-
flammatorischen Zytokinen wie IL-6, TNFa (Tumornekrosefaktor alpha) oder IFNy

(Interferon gamma) gemessen.

Die histopathologische Auswertung der Hamatoxylin/Eosin (HE)-gefarbten Schnitte der

fixierten Mauselungen erfolgte wie in der Publikation beschrieben 82,
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4. Ergebnisse

4.1 Charakteristika

Die Praparate von 59 Patienten gingen in die Auswertung ein. 39 stammten von
Sarkoidose-Erkrankten, 19 von Tuberkulose-Infizierten. Weitere Parameter wie Alter des
Patienten, Dauer der Erkrankung und medizinische Vorbehandlungen wurden nicht
berlcksichtigt.

Zur statistischen Auswertung wurden die arithmetischen Mittelwerte der High Power
Fields (HPF) eines Praparates fiir die jeweiligen 1gG-Subklassen berechnet und diese —

nach Erkrankung getrennt — miteinander verglichen.

Abbildung 5 gibt einen Uberblick tber die Mittelwerte der angefarbten, Immunglobulin
produzierenden Plasmazellen eines HPF pro Subklasse beider Erkrankungen.

Erkrankung

80,0 M Sarkoidose
M Tuberkulose

60,0
400

200

HE_EN = o

lgG1 lgG?2 lgG3 lgG4

Mittelwert angefarbter Zellen pro HPF

lgG-Subklasse

Fehlerbalken: 95% Cl

Abbildung 5: Vergleich der Mittelwerte der IgG Subklassen-produzierenden Zellen pro
HPF bei Sarkoidose und Tuberkulose. Sowohl bei den Sarkoidose- als auch bei den
Tuberkulosepraparaten zeigt sich eine Abnahme der Antikérperproduktion von IgG1 hin
zu IgG4. Im direkten Vergleich der Erkrankungen zeigt sich bei den Tuberkuloseféllen
eine Uber alle Subklassen hinweg signifikant hoéhere Zahl an Immunglobulin

produzierenden Plasmazellen.
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4.2  Ergebnisse getrennt nach Erkrankung

4.2.1. Subklassen-Verteilung bei Sarkoidose

Die Immunglobulin G-Produktion bei 39 an Sarkoidose erkrankten Patienten wurde aus-
gewertet. Tabelle 4 (siehe Seite 35) zeigt Mittelwerte, Standardabweichung sowie
Signifikanzniveau und Effektstarke der Immunglobulin G Subklassen im Vergleich von
Sarkoidose und Tuberkulose.

Die Effektstarke r ermittelt die Bedeutsamkeit eines statistisch signifikanten Ergebnisses.
Sie berechnet sich mittels des Pearson-Korrelationskoeffizienten r = |%| und kann

Werte zwischen 0 und 1 annehmen. z entspricht dabei dem z-Wert (Standardwert), n der
StichprobengréiRe.

Nach Cohen lasst sich die Bedeutung wie folgt einteilen &7:

r-Wert Effektstarke
0,1<r<03 schwach
03<r<0,5 mittel

r=05 stark

Bei den Sarkoidosepraparaten wurden mit durchschnittlich 13 angefarbten Plasmazellen
pro HPF am meisten Immunglobuline der Subklasse IgG1 gebildet. Antikérper der
Klasse 1gG2 wurden im Mittel von 2,2 Lymphozyten/HPF exprimiert, 1gG3 von 1,1 und
IgG4 von keiner Plasmazelle (0,2).

Fur den Vergleich der Subklassen innerhalb der Sarkoidosekohorte wurde der
Friedman-Test fiir abhangige Stichproben durchgefihrt. Dieser zeigte einen

signifikanten Unterschied bezlglich der Mittelwerte der einzelnen Subklassen.

Um zu differenzieren, welche Subklassen untereinander jeweils signifikante Mittelwert-
unterschiede aufweisen, wurde desweiteren der Post-Hoc-Test flr abhéngige Stich-
proben angewendet: Es lieBen sich signifikante Differenzen zwischen IgG1 und IgG2
(r=0,16), IgG1 und IgG3 (r=0,28), 1gG2 und IgG4 (r=0,24) mit jeweils schwacher
Effektstarke, sowie zwischen IgGl und IgG4 (r=0,40) mit mittlerer Effektstarke

nachweisen.

Fur die Sarkoidosegruppe lasst sich somit ableiten, dass IgG1l das pradominant
gebildete Immunglobulin ist. Mit Ausnahme der Differenz zwischen IgG3 und 1gG4
bestehen auflerdem signifikante Unterschiede in der Anzahl der Subklassen-

produzierenden Plasmazellen.
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4.2.2. Subklassen-Verteilung bei Tuberkulose

Die Praparate von 19 an Tuberkulose erkrankten Patienten wurden in die Auswertung

aufgenommen.

Die Mittelwerte belegen, dass IgG1 bei Tuberkulosepatienten mit einem Wert von 64,5
Zellen/HPF die dominierende Subklasse ist. IgG2 und IgG3 wurden mit 13,7 Zellen/HPF
bzw. 12,2 Zellen/HPF von ahnlich vielen Plasmazellen produziert, IgG4 hingegen mit 4,2
angefarbten Zellen pro HPF am wenigsten (siehe Tabelle 4).

Im Friedman-Test erwies sich ein insgesamt signifikanter Unterschied bezuglich der
Mittelwerte der Subklassen.

IgG - | Patienten Ergebnisse

Subklasse
Erkrankung | Anzahl | Mittelwert | Std.- | Signifikanz | z-Wert | Effektstarke

n H abw. | p z r
o

IgG1 Sarkoidose | 39 13,0 14,6 | <0,001(***) | 5,608 0,74
Tuberkulose | 23 64,5 29,8

lgG2 Sarkoidose | 39 2,2 2,6 <0,001(***) | 4,177 0,55
Tuberkulose | 23 13,7 12,0

lgG3 Sarkoidose | 39 1,2 1,2 <0,001(***) | 4,926 0,65
Tuberkulose | 23 11,1 10,4

lgG4 Sarkoidose | 39 0,2 0,7 <0,001(***) | 4,943 0,65
Tuberkulose | 23 4.2 5,0

Tabelle 4: Deskriptive Statistik und Signifikanzen im durchgefiihrten Mann Whitney U-
Test. Im direkten Vergleich der Erkrankungen zeigt sich fur alle Immunglobulin-
Subkassen ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Mittelwerts der gezahlten
Antikorper produzierenden Zellen. Fur alle Mittelwertdifferenzen Iasst sich eine starke

Effektstarke r nachweisen.

Um eine differenziertere Betrachtung zu ermdglichen, wurde der Post-Hoc-Test fir
abhangige Stichproben durchgefuhrt. Beim Vergleich der Mittelwerte, konnte fiir die
Differenzen zwischen 1gG1 und 1gG2 (r=0,35) sowie 1gG1l und 1gG3 (r=0,41) eine
Signifikanz mittlerer Effektstarke, zwischen IgG1 und 1gG4 (r=0,62) starker Effektstarke,

aulR3erdem zwischen IgG2 und 1gG4 mit schwacher Effektstarke gezeigt werden.
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Es zeigt sich somit, dass in der Tuberkulosekohorte IgG1l das pradominant gebildete
Immunglobulin ist (siehe Abb. 6). Mit Ausnahmen der Mittelwertdifferenzen von 1gG2
und 1gG3 sowie zwischen 1gG3 und 1gG4, zeigen sich aufllerdem signifikante

Unterschiede bzgl. ihrer Produktion zwischen den einzelnen Subklassen.

B, & o Ve

Nachweis von 1gG3 Nachweis von IgG4

Abbildung 6: Immunhistochemischer Nachweis der IgG-Subklassen bei einem
Tuberkulosefall. Zu sehen ist, wie die Anzahl der jeweiligen Immunglobulin

produzierenden Plasmazellen (braun dargestellt) von IgG1 bis IgG4 abnimmt.

4.3  Vergleich beider Erkrankungen

Die IgG-Subklassenproduktion bzw. die Anzahl angefarbter Zellen ist bei den
Tuberkulosepraparaten fir alle 1IgG1 bis IgG4 groRer als bei denen von Sarkoidose-
Patienten.

Mit einer Mittelwertdifferenz von 51,5 angefarbten Plasmazellen pro HPF ist der Unter-
schied bei IgG1 am grof3ten (siehe Abb. 7, Seite 37). Bei lgG2 liegt diese bei 11,5 Zellen,
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IgG3 weist eine Differenz von 9,9 Antikérper produzierenden Zellen je Blickfeld auf, IgG4

hingegen nur eine von 4,0 Zellen/HPF.

Bei allen Immunglobulin G-Subklassen zeigten sich im Mann Whitney U Test im direkten
Vergleich beider Erkrankungen signifikante Unterschiede mit starker Effektstarke nach

Cohen ?.

IgG1-Nachweis bei Tuberkulose

Abbildung 7: Exemplarischer Vergleich der Immunglobulin G1-Produktion bei Sar-
koidose (links) - und Tuberkuloseerkrankung (rechts). Bei Tuberkulose wird signifikant

mehr IgG1 von Plasmazellen, die das Granulom umgeben (braun markiert) gebildet.

Betrachtet man die prozentuale Verteilung der Subklassen - getrennt nach Erkrankung -,
so macht bei den Sarkoidosepraparaten IgG1 mit 78,8% den gréf3ten Anteil aus, gefolgt
von 1gG2 mit 13,5% und 1gG3 mit 6,4%. 1IgG4 mit 1,3% ist die Subklasse, welche anteils-

mafig am wenigsten exprimiert wurde (siehe Abb. 8, Seite 38).

Im Vergleich dazu besitzt bei den Farbungen an Tuberkulosepréparaten 1gG1 einen
Anteil von 68,2% bezogen auf die IgG-produzierenden Plasmazellen, 1IgG2 von 14,5%,
IgG3 von 12,9% sowie IgG4 von 4,5%.

Zusammenfassend lasst sich folgendes feststellen: Bei einem direkten Vergleich der
Immunglobulin-exprimierenden Plasmazellen beider Erkrankungen sind fir alle
Subklassen signifikante Differenzen mit starker Effektstérke nachweisbar. Bei IgG1 ist
diese am gréRten. AulRerdem zeigt sich, dass sowohl bei Sarkoidose als auch bei
Tuberkulose der Anteil der Antikdrper von IgG1 zu 1IgG4 abnimmt.
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Gruppierte Balken Mittelwert von Prozent Schritt: IgGSubklasse Schritt: Erkrankung

Erkrankung

80,00 M Sarkoidose
M Tuberkulose

0,00

40,00

Mittelwert Prozent

20,00

0,00

laG1 lgG2 laG3 laG4
lgGSubklasse

Abbildung 8: Prozentuale Verteilung der Subklassen. Sowohl bei den Sarkoidose - als
auch bei den Tuberkulosepraparaten nimmt der prozentuale Anteil von IgG1 hin zu IgG4
ab. Im direkten Vergleich beider Erkrankungen bestehen fiir alle IgG-Subklassen
signifikante Unterschiede. IgG1-lgG3 wird bei Tuberkuloseerkankung anteilsmaRig

haufiger gebildet als bei Sarkoidose, fir IgG4 ist die Verteilung umgekehrt.

4.4 Korrelationen der Subklassen untereinander

Fur die Frage, ob eine hohe Anzahl Antikorper produzierender Plasmazellen einer IgG-
Subklasse mit hohen Werten anderer Subklassen korrelieren, wurde der Spearman-

Korrelationskoeffizient (rsp) fir die Sarkoidose- und Tuberkulosegruppen berechnet.

Dieser ergab bei den Sarkoidosepraparaten eine signifikante Korrelation der 1IgG2- mit
IgG3-Werten (rsp=0,358) auf dem Niveau p<0,05 (*).

Bei Betrachtung der Tuberkulosefélle ergeben sich Korrelationen mit einem Signifikanz-
niveau von p<0.01(**) fur die Werte 1gG2 und 1gG3 (rsp=0,704), sowie 1gG2 und IgG4
(rsp=0,637). AuRRerdem signifikant ist eine Korrelation der Werte der 1gG3-Bestimmung
mit denen von IgG4 mit rsp=0,681 bei p<0,01(**).

Die lineare Funktion der Regressionsgerade fur die signifikanten Subklassen-
korrelationen bei den Sarkoidose- und Tuberkulosegruppen wird in Abbildung 9 (siehe
Seite 39) dargestellt. Fur einzelne Subklassen lassen sich somit bei beiden Erkran-

kungen Korrelationen nachweisen.
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Abbildung 9: Regressionsgrade der signifikanten Subklassenkorrelationen: Ein hohe
Anzahl Immunglobulin produzierender Plasmazellen einer Subklasse geht mit einer
hohen Zahl einer anderen einher. Bei Sarkoidose konnte eine signifikante Korrelation
von 1gG2 und IgG3 (oben links) gezeigt werden, bei Tuberkulose eine Korrelation von
IgG2 und 1gG3 (oben rechts), IgG2 und IgG4 (unten links), sowie von 1gG3 und 1gG4
(unten rechts).

4.5 Analyse der Mauselungen

Die statistische Analyse erfolgte mittels ungepaarten t-Tests sowie einfaktorieller
Varianzanalyse (siehe Publikation 8%).

Es zeigte sich in der histopathologischen Auswertung eine signifikante Reduktion im
Score fur die Parameter Peribronchiolitis und Perivaskulitis sowie der Anzahl der
Granulome im Lungengewebe (siehe Abb. 10, Seite 40). Zuséatzlich konnte eine
verringerte Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNFa, IFNy und IL6 gemessen

werden.
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Abbildung 10: Vergleich der histopathologischen Scoresflr die Parameter Peri-

bronchiolitis, Perivaskultis, Alveolitis sowie fur die Granulombildung am Lungengewebe

von Placebo- und Doramapimod-behandelten Mausen. Fuir die Marker Peribronchitis,

Perivaskulitis und Granulombildung zeigt sich eine signifikante Abnahme der Punktzahl

81
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5. Diskussion

Die durchgefihrten Untersuchungen haben gezeigt, dass die immunhistochemische
Bestimmung des Immunglobulin G-Subklassenprofils an Lungenbiopsien sowohl bei
Sarkoidose- als auch bei Tuberkuloseerkrankung moglich ist. Die signifikanten Unter-
schiede in der Immunglobulin-Expression zwischen beiden Kohorten indizieren aul3er-
dem, dass die Anwendung dieser Methode als Biomarker eine Hilfe bei der Diagnose-
stellung sein kann. Zusatzlich liel3 sich nachweisen, dass die Anzahl IgG-Subklassen

exprimierender Antikdrper innerhalb einer Erkrankung zum Teil miteinander korrelieren.

Zur Einordnung der Ergebnisse ist es jedoch wichtig zu identifizieren, inwiefern sie mit

denen anderer Studien Ubereinstimmen.

5.1 Immunglobulin G-Subklassenbestimmung bei Sarkoidose

Bei Sarkoidose kann in 31-44% der Falle eine allgemeine Hypergammaglobulindmie im
Serum festgestellt werden. Betrachtet man nur IgG, so ist laut Studdy et al. bei 56% der
Erkrankten eine Vermehrung nachweisbar . Ebenso neigen die Konzentrationen bei
allen 1gG-Subklassen im Serum gegentiber denen der gesunden Kontrollgruppe erhdht
zu sein #, Betrachtet man den relativen Anteil der Plasmazellen an der Gesamtzahl der
Lymphozyten, so konnte im Serum von Sarkoidose-Patienten im Vergleich zu Gesunden
kein vermehrter Anteil IgG-produzierender Plasmazellen pro 103 Lymphozyten (und IgA,
IgM) festgestellt werden. In der bronchoalveolaren Lavage (BAL) liegt er jedoch
gegenlber dem der Kontrolle signifikant héher. Vergleicht man Blut- und Lavagewerte
bei Sarkoidose direkt miteinander, zeigte sich sogar, dass der Anteil der IgG-Plasma-
zellen in der BAL um das 8-fache gegeniber dem im Blut gesteigert ist. In der gesunden
Kontrollgruppe lief3 sich hier kein signifikanter Unterschied feststellen. Hunninghake et
al. werten diesen Anstieg bei den Sarkoidose-Erkrankten als Hinweis auf eine lokale

Antikorperproduktion und mogliche Ursache fiir die Serum-Hypergammaglobulinamie .

Statt lediglich den prozentualen Anteil eines Immunglobulins an der Gesamtzahl der
Plasmazellen zu bestimmen, ist es ebenfalls méglich, die Konzentrationen der einzelnen
Subklassen in der BAL zu vergleichen und Aussagen daruber zu treffen, welcher Teil
davon lokal in der Lunge produziert wurde: aufgrund der erhdhten vaskularen Perme-
abilitdt bei einer Sarkoidose-Erkrankung und einer damit steigenden Transsudation von
Proteinen ist es dafiir notwendig, nicht nur die absoluten Immunglobulin-Konzent-
rationen zu bestimmen, sondern ebenso diejenigen im Serum und gleichzeitig Albumin

in Serum und BAL als Korrekturfaktor heranzuziehen. So ist der IgG/Albumin-Quotient
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der BAL signifikant gegentiber dem bei Gesunden erhoht 9192, Vergleicht man Serum
und BAL-Werte von Sarkoidose-Patienten, zeigen sich unter Einbeziehung von Albumin

fur alle 1I9G-Subklassen erhohte Werte .

Milburn et al. konnten nachweisen, dass die Menge (in mg/dl) der in der Lunge
gebildeten Subklassen mit Ausnahme von IgG4, signifikant Uber denen der gesunden
Kohorte liegt. Die Studie wies einen Anteil von IgG1 an der lokal produzierten Gesamt-
IgG Konzentration (gemessen in der BAL) von 76,1% nach, wahrend er fir 1IgG2 19,5%,
fur 19G3 2,8% und 1gG4 1,6% betrug ©°.

Bei Gesunden stellte sich die Verteilung mit einem Anteil bei IgG4 von 38,5% als
hdchstem Wert, gefolgt von IgG1 mit 30% anders dar. Vergleicht man die Verteilung bei
der Kontrollgruppe und den Patienten, so fallt vor allem der deutlich verminderte Anteil
von IgG4 bei Sarkoidose auf (38,5 bei Gesunden vs. 1,6% bei Sarkoidoseerkrankten) &°.
Rankin et al. bestatigen diese Ergebnisse: Gemessen als Albuminquotient sind laut
Studie 1gG1 und IgG3 in der BAL von Erkrankten signifikant gegentber denen von
Gesunden erhoht, 1gG2 ebenfalls - wenn auch nicht statistisch signifikant -, wahrend
IgG4 signifikant verringert ist %%, Im Gegensatz zu den anderen Studien wiesen Bergman
et al. ein erhdhtes IgG4 nach °1. Dieser Umstand konnte damit zu erklaren sein, dass in
dieser Studie mittels SDS-Page eine Konzentration bzw. das Molekulargewicht in Serum
und BAL bestimmt wurde, wahrend sich Milburn et al. auf den prozentualen Anteil am
Gesamt-IgG beziehen. Bei Rankin et al. wurde wiederum mit ELISA als Verfahren eine

andere Methode fiir den Nachweis der Immunglobuline benutzt.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit stiitzen die Resultate von Rankin et al. und
Milburn et al.: Mit 78,8% Prozent macht IgG1 bei den immunhistochemischen Farbungen
an den Lungenbiopsien den grofdten Anteil aus, gefolgt von IgG2 mit 13,5% und 1gG3
mit 6,4%. Ebenfalls liel? sich ein niedriger IgG4-Anteil von 1,3% darstellen. Dabei zu
beachten ist jedoch, dass es sich hier zum einen um die Verteilung der Subklassen an
der Gesamtanzahl an IgG-produzierenden Plasmazellen handelt, wahrend es sich in
oben genannten Studien um prozentuale Anteile an Gesamt-Konzentrationen bzw.

deren Quotienten mit Albumin handelt.

Es konnte allerdings nachgewiesen werden, dass speziell bei Sarkoidose-Patienten die
Zahl der Immunglobulin G-exprimierenden Zellen in der bronchoalveoldren Lavage
hochsignifikant mit den IgG-Konzentrationen in der BAL (Ig/Alb%, r=0,571) und dem
peripheren Blut (ml/l, r=0,658) korreliert. Fir andere Immunglobulin-Klassen sowie bei

Gesunden gilt dies nicht .
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Zum anderen beziehen sich die genannten Studien auf Untersuchungen der BAL, die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden jedoch anhand von Lungenbiopsien
gewonnen. Hunninghake et al. konnten bei Sarkoidose-Erkrankten keinen signifikanten
Unterschied zwischen dem in der Lungenbiopsie bestimmten Anteil an IgG an der
Gesamt-Lymphozytenzahl und dem in der BAL gemessenen Anteil messen. Daraus
kann gefolgert werden, dass die Werte der Lavage reprasentativ fir das Lungen-

parenchym stehen .

Zusammenfassend kann eine lokale Produktion der Immunglobuline bei Sarkoidose
bestatigt werden. Dabei kann eine vermehrte Expression von IgG1 bis IgG3 sowie eine

Verminderung des Anteils von IgG4 beobachtet werden.

Geht man einen Schritt zurlick und betrachtet mit diesen Erkenntnissen die Veranderung
der IgG-Konzentrationen zwischen BAL und Serum von Gesunden, findet man gegen-
teilige Ergebnisse: In der bronchoalveoldren Lavage fanden sich bei gesunden
Probanden im Sinne einer lokalen Produktion - prozentual und absolut - erhéhte Mengen
von 1gG4 gegenuber dem Serum. Merill et al. sprechen deshalb 1gG4 eine besondere
Rolle fur das Immunsystem des Respirationstraktes zu. Die Anteile von IgG1 und 1gG2
sind vergleichbar, IgG3 ist absolut gesehen ebenfalls in der BAL erhoht 899 Qut et al.
konnten die Immunglobuline hingegen nur als Folge einer alveolaren Transsudation

nachweisen und somit keine lokale Produktion feststellen ¥.

Wie kann bei Sarkoidose die veradnderte Zusammensetzung der 1gG-Subklassen in
Lavage und Lungenbiopsie mit einer Erniedrigung von 1gG4 erklart werden? Der
Klassenwechsel bei B-Zellen zu IgG4 sowie die Sekretion dieser Antikorper wird primar
durch die von Th2-Helferzellen ausgeschiitteten Zytokine IL4 und IL13 vermittelt. Diese
sind daher bei IgG4-assoziierten Erkrankungen erhoht %19 Ebenfalls fur eine
vermehrte IgG4-Produktion verantwortlich ist das Zytokin IL10, welches von regulatori-

schen T-Zellen (Treg) sezerniert wird 10102,

Bei Sarkoidose handelt es sich hingegen um eine Thl- gewichtete Immunantwort, bei
der in der BAL eine gegenliber Gesunden signifikant erhdhte, spontane Freisetzung von
IFN-y durch mononukleare Zellen (T-Lymphozyten und Alveolarmakrophagen) der
Lunge nachgewiesen wurde 8919 |EN-y als Markerzytokin der Th1- Zellen inhibiert
jedoch sowohl IL4 als auch IL10 und hemmt damit eine Th2-vermittelte Immunreaktion
104-106 - Zusatzlich ist eine verringerte Zahl IL4-produzierender CD4+- und CD8+ Zellen
sowie eine Vermehrung IFNy-produzierender Zellen in der BAL im Vergleich zum

peripheren Blut zu finden, sodass in der Lunge ein erhdhte IFNy/IL4-Verhéltnis vorliegt
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107 Diese lokale Zytokinzusammensetzung konnte die anteilige 1gG4-Verminderung im

betroffenen Lungenparenchym erklaren.

Andersherum betrachtet, zeigte sich in der bronchoalveolaren Lavage bei Sarkoidose-
Patienten im Rahmen der Kortikosteroidtherapie eine deutliche Verringerung der IFN-y-
Freisetzung - teilweise bis unter die Nachweisgrenze - sowie eine Steigerung der IL4-
Konzentration. Einhergehend damit liel3 sich ein relativer Anstieg des lokal produzierten

IgG4 nachweisen 89:96:103,

5.2 Immunglobulin G-Subklassenbestimmung bei Tuberkulose

Auch wenn die Immunantwort gegen M. tuberculosis, einem intrazellularen Erreger,
primér Zell-mediiert ist, lassen sich dennoch erhohte Immunglobulinkonzentrationen
sowie spezifische Antikdrper gegen das Mykobakterium als Teil einer humoralen Immun-

reaktion nachweisen.

Im Serum von Patienten mit positiver Sputumkultur konnten signifikante Erhéhungen des
Gesamt-lgGs gegenliber den gesunden Kontrollgruppen gezeigt werden 108-110,
Vergleicht man die 1gG-Subklassen im Serum mit denen von Gesunden, so weist die
Studie von Sousa et al. ein erhdhtes IgG1 und IgG3 bei Tuberkulose-Erkrankten nach
111 Differenziert man dies genauer hinsichtlich einer begleitendenden HIV-Erkrankung
und der Schwere ihrer Tuberkuloseerkrankung, zeigt die Studie, dass bei HIV-Positiven
die 1gG1- und IgG3- Konzentrationen signifikant erhdht sind, bei einer gleichzeitigen
Verminderung der IgG2-Konzentration. Litten diese unter einer Miliartuberkulose, war
das gemessene IgGl gegeniiber solchen mit lokalisierter Erkrankung hoher, 19G2
niedriger. Betrachtet man hingegen nur HIV-negative Patienten, unterscheiden sich die

IgG-Konzentrationen bei unterschiedlichem Erkrankungsverlauf nicht.

Insgesamt war 1gG1 unabhangig von dem Krankheitsverlauf die Subklasse mit der
hdchsten Konzentration, gefolgt von - in absteigender Reihenfolge - 1gG2, 1gG3 und
IgG4. In dieser Studie wurden ebenfalls die spezifischen Antikdrper der einzelnen Sub-
klassen gegen LAM und 38-kD Protein Antigen im Serum gemessen . Die Abbildungen
11 und 12 (siehe Seite 45) zeigen ihre Verteilung:
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Abbildung 11: LAM- und 38-kD-Sub-

klassenverteilung *°. In der Anti-
korperantwort gegen LAM zeigt sich eine
IgG1-Produktion,

das 38-kD Protein Antigen eine fast

dominierende gegen

ausschlie3liche. Der jeweilige Anteil der

Subklasse

unterscheidet

sich in

Abhangigkeit von der Klinik nur kaum.

Abbildung 12: IgG-Subklassen-
verteilung in Abhangigkeit von der
Klinik **°. Mit zunehmender klinischer
Auspragung steigt der Anteil des
gebildeten 1gG1 im Verhaltnis zu den
anderen Subklassen. IgG1 wird Gber
alle Krankheitsstadien hinweg am
meisten gebildet, von 19G2 zu IgG4

nimmt die Menge ab.

LAM bezeichnet dabei ein Gykolipid an der Oberflache des Mykobakteriums, welches

als Virulenzfaktor dient **2. Auch in der bronchoalveolaren Lavage lieRen sich gegeniiber

Gesunden erhohte Konzentrationen dieser spezifischen, gegen LAM- gerichteten 1gG-

Antikdrper sowie solche gegen 39 kDa nachweisen.

Hussain et al. wiesen in ihrer Studie nach, dass spezifisches IgG1 als Antwort auf ein M.

tuberculosis-Kulturfiltrat bei pulmonaler Erkrankung im Vergleich zu Gesunden -

gemessen als optische Dichte - erhght ist. Im Rahmen einer polyklonalen Antwort zeig-

ten sich auRerdem gesteigerte IgG1 und IgG3-Konzentrationen 3. Auch bei Antikorpern

gegen mykobakterielle Serin-Protease konnte unabhé&ngig von der Dauer der Erkran-
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kung, dafir zunehmend mit steigender Bakterienlast, eine erhéhte Menge an IgG1 und
IgG3 festgestellt werden. Zudem zeigte sich ein Anstieg von IgG4 bei chronischen

Verlaufen 14,

Trotz vielfaltiger Untersuchungen bzgl. spezifischer Antikdrperkonzentrationen (wie
PPD-, LAM-, Anti-BCG-Antikoérpern) im Serum gibt es nur wenige Studien zu jenen in
der bronchoalveoldren Lavage. Literatur, welche die allgemeinen 1gG-Subklassen-
Konzentrationen in BAL und Lungenbiopsie bzw. einen direkten immunhistochemischem
Nachweis von 1gG(-Subklassen) beschreiben, ist zum Zeitpunkt der Erstellung dieser
Arbeit nicht vorhanden.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit lassen sich dennoch in bisherige Erkennt-
nisse einreihen: So ist wie bei Sousa et al. ebenfalls IgG1 die pradominante Subklasse
in Hinsicht auf die absolute Zahl an Immunglobulin exprimierenden Plasmazellen, gefolgt
von 1gG2 und IgG3 mit einer &hnlichen Anzahl und abschlie3end 1gG4. Beziglich der
prozentualen Verteilung ergab sich fir IgG1 ein Anteil von 68,2%, 1IgG2 macht insgesamt
14,5% der angefarbten Plasmazellen aus, IgG3 12,9% und IgG4 4,5%. Bei Betrachtung
dieser Werte und einem Blick auf die Subklassenkonzentrationen in der BAL bei
Gesunden (s.0.) liegt die Vermutung nahe, dass IgG1 und IgG3 bei Tuberkulose anteils-
mafig vermehrt exprimiert sein kdnnten, wie dies bereits bei Hussain et al. und Sousa
et al. beschrieben wurde 8111113 7ysatzliche Studien mit direktem Vergleich von
Tuberkulose-Erkrankten und einer gesunden Kontrollgruppe sind jedoch flr weitere Aus-

sagen notig.

Wie koénnte es zu der Erhéhung der Subklassen IgG1l und IgG3 in der BAL von
Tuberkulosepatienten kommen? IgG1l und IgG3 haben unter den Subklassen die
hdchste Bindungsaffinitat zu den Fc-Rezeptoren (Fcy1 and Fcy3) von Monozyten und
Makrophagen, die konsekutiv aktiviert werden und Zytokine ausschutten. Zusatzlich be-
sitzen sie die héchste Komplementaktivierung *°-117. Bei mit PPD (purified protein
derivative) stimulierten Monozyten konnte unter anderem durch PPD-spez. 1gG1-Anti-
korper eine vermehrte TNF-alpha-Sekretion nachgewiesen werden '8, Als PPD wird
eine Proteinmischung bezeichnet, welche mittels M. tuberculosis-Bakterien hergestellt
wird *°. Das bei der Stimulation freigesetzte TNF-alpha ist wiederum fur die Phagozy-
tose und Apoptose infizierter Makrophagen und damit fur die Bekdmpfung des Erregers

von elementarer Bedeutung 20121,

Bei Infektionen mit Mycobacterium leprae sowie mit intrazellular lebenden Bakterien im

Allgemeinen konnten ebenfalls 1gG1- und IgG3-Erh6hungen nachgewiesen werden,
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sodass von einer besonderen Rolle dieser Subklassen bei der Immunreaktion gegen

Mykobakterien bzw. intrazellulare Erreger auszugehen ist 122123,

5.3 Einfluss der P38-MAPK auf die Immunglobulinbildung

Die P38-MAPK liegt bei Tuberkulose in den perigranulomatdsen Makrophagen in phos-
phorylierter Form vor und vermittelt unter anderem die Freisetzung der proin-
flammatorischen Zytokine IL1B und TNF 124125 TNF rekrutiert wiederum antigen-spezifi-
sche CD4+-T-Zellen und Monozyten und sorgt fur die Differenzierung letzterer zu Makro-
phagen und dendritischen Zellen. Diese Vorgénge ermoglichen eine Stimulation und
Reifung der B-Lymphozyten zu Antikorper-bildenden Plasmazellen und sind die Grund-

lage fir eine gesteigerte Immunglobulinbildung 126127,

In der Studie konnte nachgewiesen werden, dass durch Inhibierung von p38-MAPK
mittels Doramapimod eine Abschwachung der inflammatorischen Immunantwort als
Reaktion auf eine Tbc-Infektion erzielt werden kann. So zeigte sich durch die Therapie
eine Reduktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF sowie eine Abnahme der

Granulomanzahl 8,

Die durch die Kinase vermittelte TNF-Freisetzung kénnte somit einen Einfluss auf die
bei Tuberkulose lokal erhhte Anzahl von Plasmazellen als Bestandteil des Granuloms
und - damit verbunden- auf die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Steigerung der

Immunglobulinbildung haben.

5.4 Vergleich der Erkrankungen und Bedeutung fur Diagnostik

Vergleicht man nun die Anzahl der immunhistochemisch angefarbten Plasmazellen bei-
der Erkrankungen — jeweils getrennt nach Subklasse- so fallt auf, dass bei Tuberkulose
signifikant mehr Plasmazellen die einzelnen Immunglobuline exprimieren. Am grof3ten
ist dieser Unterschied bei IgG1 (Mittelwertdifferenz von 47 Plasmazellen pro HPF), ge-
folgt von - in absteigender Reihenfolge- Ig3 (11), 1gG2 (10,2) und abschlieRend 1gG4
(3,8 Zellen).

Da bisher keine Untersuchungen in Hinblick auf einen direkten Vergleich beider Erkran-
kungen beziglich unstimulierter und unspezifischer Immunglobulin-konzentrationen in
Serum oder BAL, sowie kein Vergleich jener Klassen durch immunhistochemische
Farbungen durchgefiihrt wurde, gestaltet sich eine Einordnung in bisherige Studien-

ergebnisse schwierig.
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Eine Studie, welche das Zytokin-Profil (Th1- und Th2-Zytokine) in der bronchoalveolaren
Lavage beider Erkrankungen bestimmte, konnte keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen diesen finden. Lediglich im Serum wurden kleine Differenzen festgestellt: so war
die Konzentration von IL2 und IL8 bei Sarkoidose signifikant héher. IL4, IL5 und 1L13
waren bei beiden Erkrankungen im Vergleich zum Gesunden signifikant erniedrigt, bei

Tuberkulose jedoch in gréBerem Ausman 128,

Eine weitere Untersuchung, bei der die mit Granulomen befallenen Lymphknoten dieser
Erkrankungen auf Zytokin-mRNA untersucht wurde, zeigte bei Sarkoidose-Granulomen
ein Thl1l-Zytokinmuster, Tuberkulose ein Thl und ThO-Muster mit mehr detektierbarem
IL4 und IL8. Als Grund fuir den Unterschied bei IL4 zwischen den Erkrankungen in diesen
Studien erscheint, dass die IL4-produzierenden Th2-Zellen bei Tuberkulose moglicher-
weise perigranulomatts lokalisiert sind und ihre Konzentration im Serum deshalb
niedriger ist 12°. Die geringen Differenzen in der Zytokinexpression- und konzentration

erklaren jedoch nicht die erhéhte Antikérperproduktion bei Tuberkulose.

In einer Studie von Starshinova et al. wurde Plasma von Sarkoidose- und Tuberkulose-
patienten sowie von einer gesunden Kohorte mit einem Extrakt aus gesundem Lungen-
gewebe stimuliert. Es konnte gezeigt werden, dass in der Sarkoidose-Kohorte im Sinne
einer autoimmunen Antwort signifikant mehr Immunkomplexe der Klassen IgG1 und
IgG3 (IgG2 und 1gG4 wurden hier nicht bestimmt) gebildet wurde als bei den beiden
anderen Gruppen. Als Reaktion auf eine Stimulation mit den mykobakteriellen ESAT-6-
und SFP-10-Antigenen waren wiederum bei Tuberkulose die Immunkomplexe der oben

genannten Subklassen vermehrt 1%

Moglicherweise sind die spezifischen mykobakteriellen Antigene und die lokal hohe Last
an Bakterien bei Tuberkulose ein starkerer Stimulus fir die Immunreaktion und
Antikérperproduktion als die autoimmun getriggerte Reaktion bei Sarkoidose. Bei letzter
wird vermutet, dass umliegende T-Zellen die Plasmazellen unspezifisch aktivieren kon-
nen °1. Die Anzahl der T-Zellen in der BAL korreliert dabei direkt mit den IgG-produzie-
renden Plasmazellen *°. Angelehnt an oben genannte These zeigt sich bei aktiver Tuber-
kulose, dass bei einer hoherer Bakterienlast und damit starkerem Stimulus, eine Erho-
hung der spezifischen Antikdrperkonzentrationen gegentber derjenigen bei der latenten

Form nachzuweisen ist 123,

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit liel3 sich auRerdem zeigen, dass vor allem bei
Tuberkulose die Zahl der Immunglobulin exprimierenden Plasmazellen einer Subklasse
in gewissem Mal3e (s.0.) mit der Anzahl anderer korreliert. Es liegt die Vermutung nahe,

dass hier ein gemeinsamer Stimulus die Antikdrperproduktion tber alle Subklassen hin-
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weg anregt, wahrend dies bei Sarkoidose nicht in einer solchen Auspragung erkennbar

wird.

Vergleicht man neben den absoluten Zahlen der angefarbten Plasmazellen auch die
prozentuale Verteilung der Subklassen (s. Abb. 8, Seite 38), zeigen sich deutliche
Unterschiede bei den beiden Erkrankungen, die mit den bereits in den obigen,
krankheitsspezifischen Kapiteln beschriebenen Veranderungen im Einklang stehen:
Deutlich wird dies bei 1gG4, welches bei Sarkoidose einen Anteil von 1,3% besitzt,
wahrend es bei Tuberkulose einen von 4,5% ausmacht. Hier zeigt sich erneut die geringe
Subklassen-Produktion von 1gG4 bei Sarkoidose, die im Vergleich mit Gesunden schon
aufgefallen war (s.0.). Aufféllig ist auBerdem der gesteigerte IgG3-Anteil bei Tuberkulose
von 12,9% vs. 6,4% bei Sarkoidose. Der Unterschied unterstreicht die besondere
Bedeutung dieser Subklasse bei der Immunreaktion gegen intrazellulare Erreger wie M.

tuberculosis.

Auch wenn eine weitergehende Forschungstatigkeit zu diesem Themenkomplex not-
wendig ist, so hat diese Studie gezeigt, dass bei der Bestimmung der Immunglobulin G-
Subklassen fiir jede einzelne von ihnen grofRe Differenzen mit hohen Effektstéarken
zwischen den Erkrankungen bestehen. Bei Schwierigkeiten in der Diagnostik mittels der
Ublichen eingesetzten Verfahren, kdnnte die immunhistochemische Bestimmung des
Subklassenprofils daher eine neue Hilfestellung darstellen. Dartiber hinaus kann festge-
halten werden, dass die immunhistochemische Anfarbung der Immunglobulin G-Sub-
klassen sowie die Auswertung jener mittels Lichtmikroskopie geeignete Verfahren sind,
das Subklassenprofil von Plasmazellen im Lungenparenchym anhand von Biopsien zu
bestimmen. Zukunftig kénnte dies auch fir andere Lungenerkrankungen im Sinne von

Diagnose- und Prognosebestimmungen erforscht werden und an Relevanz gewinnen.

5.5 Kritik an der Methode

Trotz der signifikanten Ergebnisse dieser Studie ist es wichtig, ihre Limitationen zu
benennen. Aufgrund mangelnder Angaben konnte die Erkrankungsdauer sowie eine
mdgliche Vortherapie der eingeschlossenen Patienten zum Zeitpunkt der Proben-
entnahme nicht berticksichtigt werden. Es ist allerdings davon auszugehen, dass es sich
um Erstdiagnosen der Patienten handelt, nachdem in den Einsendeformularen unter
dem Punkt klinische Angaben' diese Erkrankungen nicht als Vordiagnose vermerkt
waren und bei PathoPro fir die entsprechenden Patientenfélle eine Ersterfassung der

Diagnose erfolgt ist.
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Nicht mit einbezogen wurde die Schwere der Erkrankung sowie der ethnische Hinter-
grund, der z.B. bei Sarkoidose einen Einfluss auf die Immunglobulin-Werte haben kénnte
8_ Auch hier war eine differenzierte Untersuchung aufgrund mangelnder Angaben auf

dem Anforderungsschein nicht mdglich.

Eine weitere Limitation besteht in der Fallzahl des Untersucherkollektivs, die sich vor-
ranging durch die Einschlusskriterien sowie die begrenzte Zahl an asservierten Proben
von Patienten mit Sarkoidose und Tuberkulose ergibt.

Es ist daher notwendig, weitere Studien mit Bertcksichtigung der oben genannten

Problemstellung durchzuftihren.

Mdgliche Fehler bei der lichtmikroskopischen Auswertung sollten zum einen durch eine
groBe Anzahl ausgewerteter Gesichtsfelder reduziert werden, zum anderen durch die
Tatsache, dass gleichartige Fehler eines Untersuchers bei allen Préparaten einen gerin-

geren Einfluss auf das Ergebnis haben.
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7.3 Rohdaten

Erkrankung Praparatnr IgG1 IgG2 IgG3 IgG4
Tuberkulose C11/15842 101,62963 35,12 34,275 5,86
Tuberkulose C11/27733 103,36667 3,14 11,32 4,14
Tuberkulose C11/36120 53,75 0 0 0
Tuberkulose C12/22387  55,05556 0,59459 4,64865 0
Tuberkulose C12/42217  28,85714 3,725 5,075 5,86667
Tuberkulose C13/5231 59 2,5 15 0
Tuberkulose C14/11169 75,7931 14,07407 28,84848 1,9697
Tuberkulose C15/7140 67,25 5,23077 2,4375 1,625
Tuberkulose C15/10082 41,6 8,66667 10 1,7
Tuberkulose C15/30551  71,63333  34,59459 16 12,40476
Tuberkulose C16/5243 87,22222 17,83333 4,19048 0,35714
Tuberkulose C16/7731 49,25 14,16 4,875 9,4
Tuberkulose C16/9090 27,33333 12,88235 7,56667 0,28
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