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Zusammenfassung:

Reaktive Sauerstoffspezies sind die entscheidenden Faktoren der pulmonalen Toxizitat unter
Radio-Chemotherapie. Sie induzieren eine akute pulmonale entziindliche Reaktion, unter der es
zur Ausschittung einer sich selbst verstarkenden Zytokinkaskade im Sinne eines
multifaktoriellen Zytokinnetzwerkes und in der Folge unter einer persistierenden Zytokinkaskade

zur Generierung von sekundaren reaktiven Sauerstoffspezies kommt.

Die Aktivierung dieser Zytokinkaskade ist noch Monate nach Chemotherapie oder Strahlentherapie
auch bei Patienten, die klinisch keine Symptome der Lungenschadigung zeigen, nachweisbar.
Dieser Prozel} kann, ahnlich wie bei der fibrosierenden Alveolitis, mit einer Fibrosierung des
Lungengewebes und mit Ablagerung von extrazellularer Matrix einhergehen.

Die vorliegende Arbeit hat durch die systematische Analyse an 261 Lavagen von 199
Bronchialkarzinom-Patienten vor, unter und nach zytoreduktiver Therapie die Determinanten des

oxidativen pulmonalen Stress untersucht.

Als Mel3parameter des akuten oxidativen Stress ist die Gesamtzellzahl in der BALF, der
Methioninsulfoxidgehalt sowie die Konzentration von Glutathion, IL-1, IL-6 und IL-8, TNF-alpha,
weiterhin die VEGF-Konzentration in der ELF geeignet. Erstmalig gezeigt werden konnte hierbei,
dafl VEGF nicht nur im Rahmen der Neoangiogenese, sondern auch durch reaktive
Sauerstoffspezies hochreguliert wird und oxidativen Stress sensitiv anzeigt.

Bei manifester Lungenfibrosierung kénnte P-III-P ein sensitiver Marker der Fibroblasten-aktivierung
und der Produktion extrazellularer Matrix sein. Die Untersuchungen ergaben zwischen den Folgen
der Strahlentherapie und Chemotherapie lediglich quantitative, keine qualitativen Unterschiede.

Die vorliegende Arbeit méchte die Grundlage schaffen, dosisintensivierte multimodale Therapien
bezlglich der oxidativen pulmonalen Belastungen bei Patienten mit Bronchialkarzinom invasiv zu
monitoren. Dies kdnnte eine individuelle Dosisoptimierung durch die Bestimmung der oxidativen

pulmonalen Kapazitat, insbesondere der Glutathionkonzentration in der ELF, schaffen.

Schlagworte: Lunge, Krebs, Chemotherapie, Radiotherapie, oxidativer Stress



Abstract:

Induction of reactive oxygen is the main pathway of acute pulmonary injury
during radio-chemotherapy. This release of cytokines during inflammation
leads to a self perpetuating cytokine cascade as a cytokine network,
resulting in the generation of secondary oxidative stress.

This cytokine activation is detectable during therapy as well as months
after therapy, even if the patient is clinically asymptomatic. This
activated cytokine network can be accompanied by the deposition of

extracellular matrix (similar as in lung fibrosis).

In our study, we analysed 261 bronchoalveolar lavages (BAL) from 199
patients with lung carcinoma under, before and after chemotherapy and / or
radiotherapy.

The following BAL parameters indicating oxidative stress were found: total
cell count, concentration of methionine sulfoxide, gluthatione, IL-1,

IL-6, IL-8, TNF-alpha and VEGF. It was shown for the first time that VEGF
is also upregulated by oxidative stress. If lung fibrosis is manifest,

P-111-P could be a marker of activation of fibroblasts and of the

production of extracellular matrix. In general, differences found in
measured parameters during chemotherapy or radiotherapy were of
quantitative, not of qualitative nature.

Our study wants to lay the groundwork in monitoring pulmonary stress
invasively in lung cancer patients. This could lead to better individual
dose application by defining the antioxidative capacity, especially the
gluthatione concentration in the BAL.

keywords: lung, cancer, chemotherapy, radiotherapy, oxidative stress
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1 Einleitung

11 Epidemiologie des Bronchialkarzinoms

In Europa erleidet jeder Dritte im Laufe seines Lebens einen malignen Tumor, und fast jeder dritte
tumorassoziierte Todesfall wird durch ein Bronchialkarzinom (BC) verursacht (Negri et al.,1994).
Das BC ist mit einer Inzidenz von 22 pro 100.000 Einwohner der haufigste maligne Tumor des
Mannes (Charloux et al.,1997; Armitage et al.,1997; Mannino et al.,1998; Gadgeel et al.,1999),
zwischenzeitlich bereits der vierthaufigste maligne Tumor der Frau (Ernster, 1994; Ernster, 1996;
Ouellette et al.,1998). Als einer der wenigen malignen Tumoren nahm seine Inzidenz in den
Landern des westlichen Kulturkreises bis vor kurzem weiter zu (Negri et al.,1994; Devesa et
al.,1994; Mannino et al.,1998) und zeigt erst aktuell eine gering fallende Tendenz (Wingo et
al.,1999). Diese Zahlen ordnen dem Bronchialkarzinom nicht nur in der Reihe der malignen
Erkrankungen, sondern auch in der allgemeinen Todesursachenstatistik einen vorrangigen Platz zu
(Statistisches Bundesamt, 1997).

In der Genese des Bronchialkarzinoms ist der Nikotinabusus Risikofaktor Nr. 1 (Becker, 1994;
Holford et al.,1998; Reif et al.,1999), wobei nach neueren Studienergebnissen auch das Rauchen
von Pfeife oder Zigarren ein dem Zigarettenrauchen ahnliches Risikoprofil zeigt (Boffetta et
al.,1999). Das relative Risiko, an einem BC zu erkranken, erhdht sich mit dem kumulativen Nikotin-
Index, nach 20 Jahren Nikotin-Abusus hat sich das relative Erkrankungsrisiko bereits mehr als
verzehnfacht (Becker, 1994; Boyle et al.,1995; Law et al.,1997). So sind Uber 90% der Patienten
mit Bronchialkarzinom langjahrige Raucher (Negri et al.,1994; Holford et al.,1998; Mannino et
al.,1998). Ebenso unstrittig ist heute die Schadlichkeit des Passivrauchens, das mit einer
signifikant erhdhten Inzidenz von malignen Lungenerkrankungen assoziiert ist (Lee, 1991;
Hackshaw et al.,1997; Nyberg et al.,1998; Blot et al.,1998).

Aktives wie passives Rauchen fiihrt zu einer chronischen oxidativen Belastung der Lunge, die

durch folgende Faktoren verursacht wird:

e Beijedem Zigarettenzug werden aktiv 10™ reaktive Sauerstoffspezies inhaliert (Jackson et
al.,1987; Rahman et al.,1996).

e Es kommtin Folge des inhalierten Zigarettenrauches zu einer Akkumulierung von
Entziindungszellen im Alveolarraum durch den Einstrom von neutrophilen Granulozyten sowie
Steigerung der Zahl von Alveolarmakophagen durch Rekrutierung von Blut-Monozyten, die
ihrerseits reaktive Sauerstoffspezies (reaktive Molekule mit der Tendenz, Elektronen

aufzunehmen) generieren (Nowak et al.,1990)

e Die Alveolarmakophagen von Rauchern weisen eine gesteigerte oxidative Aktivitat auf (Clark
et al.,1988; Kasper et al.,1994)
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1.2 Therapie des Bronchialkarzinoms

Bei Erstdiagnose ist das Bronchialkarzinom, bei dem typischerweise keine Frihsymptome
auftreten, zumeist bereits fortgeschritten. Hinzu kommt, da® die Symptomatik insgesamt
unspezifisch ist, so dal} bei einem Altersgipfel um 65 Jahren mégliche tumorassoziierte
Beschwerden wie Belastungsdyspnoe oder auch thorakale Schmerzen durch zumeist begleitende,
ebenfalls nikotin-assoziierte kardiopulmonale Erkrankungen maskiert werden kénnen (North-
Eastern Italian Oncology Group,1990).

Tabelle 1: Symptome bei Erstdiagnose eines Bronchialkarzinoms bei 650 Patienten (Hopwood
et Stephens,1995)

Symptom NSCLC * (% der Patienten) SCLC *(% der Patienten)
Kurzatmigkeit 85 90
Abgeschlagenheit 82 84
Husten 85 80
Thoraxschmerz 0 55
Appetitlosigkeit 0 78
Schlafstérung 58 77
Gewichtsverlust 7 72
Ruhelosigkeit 55 62
Bluthusten 42 24
Temperaturerhéhung 37 39
Schluckbeschwerden 25 37
*NSCLC, n=507;

SCLC, n=143

Dies bedeutet, dall etwa 70% der Patienten bereits bei Erstdiagnose nicht mehr kurativ durch eine
Operation behandelbar sind (Feld et al.,1994; Paesmans et al.,1995). Von den 30% der Patienten,
die initial prognostisch (d.h., primar kurativ) wie auch funktionell operabel sind, erleiden tuber 60%
ein Rezidiv (Beinert et al.,1998). Somit minden fast 90% aller Patienten in ein primar oder
sekundar palliatives Therapieregime mit auch heute noch sehr eingeschrankter Prognose (Beinert
et al.,1999a).

Unter histologischen und klinischen Gesichtspunkten werden Bronchialkarzinome in zwei grofl3e
Gruppen eingeteilt, in kleinzellige und nicht-kleinzellige Karzinome (small cell lung cancer, SCLC,

non-small cell lung cancer, NSCLC).

Die Gruppe der Patienten mit NSCLC, die 80% aller Bronchialkarzinome ausmacht, schlief3t
histologisch Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome, grof3zellige Karzinome und seltenere

Subentitaten wie das Alveolarzellkarzinom oder Bronchialdriisenkarzinom ein. Diese Gruppe laft
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sich bezuglich Prognose, Therapieoptionen und klinischem Verlauf als eine Einheit fassen, so daf}
in der internationalen Literatur die Bezeichnung NSCLC zumeist ohne weitere Subdifferenzierung
Ublich geworden ist (Beinert et al.,1998).

Tabelle 2: Histomorphologische Klassifikation und relative Haufigkeit maligner epithelialer
Lungentumore (Beinert et al.,1998)

Histologie Haufigkeit (%)
Plattenepithelkarzinom 35
Adenokarzinom 29
kleinzelliges Karzinom 19
groRzelliges Karzinom 10
adenosquamoses Karzinom 3

Alveolarzellkarzinom 2
Karzinoidtumor 1
1

Bronchialdriisenkarzinom

Im Gegensatz zum SCLC, das als schnellwachsender und chemosensibler Tumor seit mehreren
Jahrzehnten mit hohen initialen Ansprechraten primar chemotherapiert wird (Albain et al.,1991;
Findlay et al.,1991; Haraf et al.,1992; Repetto et al.,1998), galt noch bis vor wenigen Jahren die
Grundhaltung, bei Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC sei wegen mangelnden Ansprechens
von einer Chemotherapie grundsatzlich abzusehen. Dies ist jedoch spatestens seit 1993,
insbesondere nach Erscheinen einer Meta-Analyse von Souquet et al. (1993) obsolet. In dieser
Arbeit wurde nicht nur ein klarer Uberlebensvorteil, sondern vor allem eine bessere Lebensqualitat
fur die Patienten unter Chemotherapie belegt. In letzter Zeit konnte fir eine Reihe neuerer
Zytostatika wie Vinorelbin, Gemcitabin, CPT-11, Paclitaxel oder Docetaxel) nachgewiesen werden,
daf sie als Mono- oder Kombinationstherapie, oft in Verbindung mit platinhaltigen Zytostatika, zu
gegeniiber friiheren Therapieansatzen verbesserten Remissions- und Uberlebensraten fiihren
kdnnen (Comis, 1993; Cerny et al.,1994; Spencer et al.,1994; Dancey et al.,1997; Millward et
al.,1997; Millward et al.,1997, Comella et al., 1999, Pectasides et al, 1999). Damit ist heute die
Frage der Indikation zur palliativen Chemotherapie bei fortgeschrittenem NSCLC nicht mehr strittig
(Dancey et al.,1997, Bunn Jr. et al., 1998), auch wenn trotz zahlreicher vielversprechender
Therapieergebnisse bis heute noch kein einheitlicher Goldstandard fiir die Chemotherapie des
NSCLC definiert werden konnte (Souhami, 1995; Buccheri, 1996; Beinert et al.,1999a, Giaccone et
al., 1999, Sauter 1999, Shepherd 1999, Wozniak 1999).

Uber die letzten 10 Jahre konnte fiir Patienten mit metastasiertem NSCLC die mittlere
Uberlebenszeit unter zytoreduktiver Therapie verdoppelt und zugleich die Lebensqualitat
verbessert werden (Thatcher et al.,1997; Dancey et al.,1997). In der Therapie lokal
fortgeschrittener, prognostisch oder funktionell nicht operabler NSCLC konnte die kombinierte

Radio- Chemotherapie ermutigende Ergebnisse hinsichtlich Remissionsraten (Ihde et al.,1988;
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Arriagada et al.,1991; Kirkbride et al., 1997, Vokes et al., 1998) und medianen Uberlebenszeiten
(Hussein et al.,1990; Manegold et al.,1998) erbringen. Neben einer besseren systemischen und
lokalen Kontrolle sind diese polychemo- oder multimodalen Therapiekonzepte jedoch auch mit
einer hoheren Inzidenz unerwiinschter Wirkungen behaftet (Turrisi et al.,1988; Gregor et al.,1997),
wobei insbesondere die pulmonale Toxizitat dosislimitierend ist (McDonald et al.,1995; Segawa et
al.,1997). Wochen bis Monate nach Therapie kénnen lebensbedrohliche Pneumonitiden (Roach et
al.,1995; Monson et al.,1998; Yamada et al.,1998) und eine fortschreitende Fibrosierung des
Lungenparenchyms die Prognose dieser Patienten trotz erfolgreicher zytoreduktiver Therapie
limitieren bzw. die Lebensqualitat deutlich herabsetzen (Mattson et al.,1987; Arriagada et
al.,1989a; Geara et al.,1998).

Die Prognose von Patienten mit SCLC ist trotz hoher Remissionsraten von tber 80% bei lokal
fortgeschrittenen Tumoren oder bereits metastasierten Stadien (Dearing et al.,1990) auch nach
Erreichen einer kompletten Remission (entsprechend den WHO-Kriterien (1979), d.h. bildgebend
nicht mehr nachweisbarem Tumor tber 4 Wochen) wegen der hohen Rezidivrate schlecht. So liegt
die mittlere Uberlebenszeit dieser Patienten bei etwas tiber einem Jahr (Bleehen et al.,1994). Nach
5 Jahren leben bei initial auf die Lunge beschranktem Tumorwachstum noch knapp 5% der
Patienten, im bereits metastasierten Stadium sind es nur noch etwa 2% (Lassen et al.,1995). Wird
nach Tumoransprechen auf die Chemotherapie eine Strahlentherapie angeschlossen, kann
hierdurch die rezidivfreie Zeit wie die Gesamt-Uberlebenszeit verlangert werden (Albain et
al.,1991), wobei eine zeitlich enge Abfolge mit intensivierter Chemo- Radiotherapie glinstig zu sein
scheint (Bleehen et al.,1994; Elias et al.,1999, Turrisi et al., 1999). Dosislimitierend im
multimodalen Therapiekonzepten ist, neben Osophagitiden, auch hierbei vorrangig die pulmonale
Toxizitédt (Mornex et al.,1990; Aisner et al.,1992; Johnson et al.,1993, Turrisi 1999).

Somit stellen pulmonale Nebenwirkungen in modernen multimodalen Therapiekonzepten sowohl
fur Patienten mit SCLC wie mit NSCLC eine entscheidende Limitierung sowohl in der Kurzzeit- als
auch Langzeittoxizitat dar (Beinert et al., 2000a). Dieses Nebenwirkungsspektrum soll im folgenden

ausflihrlicher dargestellt werden.

1.3 Pulmonale Nebenwirkungen der zytoreduktiven Therapie

Derzeit sind Kenntnisse tber die pathophysiologischen Mechanismen von Lungenschadigungen
unter zytoreduktiver Therapie noch unbefriedigend (McDonald et al.,1995; Morgan et al.,1995;
Segawa et al.,1997, Beinert et al., 1999d). Auch sind bislang keine therapeutischen Konzepte
etabliert, die Lungentoxizitat unter multimodalen Therapiekonzepten zu modulieren (McDonald et
al., 1995, Niedermeier et al., 1996, Kurbacher et Mallmann, 1998).

Zunehmend werden reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS, s.u.) in Zusammenhang mit der
Pathogenese interstitieller Lungenerkrankungen wie der idiopathischen Lungenfibrose (Strausz et
al.,1989; Maier et al.,1991; Behr et al., 1995, Saleh et al.,1997; Smith et al.,1999) oder anderen
interstitiellen Lungenerkrankungen wie der Sarkoidose (Strausz et al.,1989) oder auch der sog.
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Farmerlunge (Behr et al., 2000) gebracht. Diese Krankheitsbilder &hneln in ihrer klinischen
Erscheinungsform wie ihrem pathomorphologischen Substrat, dem Funktionsverlust des
Lungenparenchyms bei Gewebefibrosierung, den Lungenveranderungen nach kombinierter
Radiochemotherapie und sind durch Lungenfunktionsparameter, radiologische Bildgebung sowie
histomorphologisch von diesen nicht zu diskriminieren (Beinert et al., 1999d).

Es ist die Hypothese der hier vorgelegten Arbeit, dal} reaktive Sauerstoffspezies die Hauptursache
der pulmonalen Toxizitat unter zytoreduktiver Therapie sind, und daf} hier dhnliche
Pathomechanismen wie bei fortschreitenden interstitiellen Lungenerkrankungen wirksam werden.
Diese Hypothese griindet sich auf in vitro- Beobachtungen und Ergebnisse von Tierversuchen,
welche die Bedeutung reaktiver Sauerstoffspezies als auslésende Faktoren fiir
Lungenveranderungen nach Strahlentherapie (Peters, 1996) wie nach Chemotherapie (Shen et
al.,1988; Lehne et al.,1990; Jackson, 1990; Nici et al.,1998) bzw. nach kombinierter Radio-
Chemotherapie (Erhola et al.,1997) unterstreichen.

1.4 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Als reaktive Sauerstoffspezies werden freie Radikale, also Molekile mit einem oder mehreren
ungepaarten Elektronen, sowie Verbindungen mit radikaldhnlichen Eigenschaften
zusammengefaltt (Halliwell, 1991; Halliwell et al.,1992; Halliwell, 1997; Kamata et al.,1999). Sie
sind durch die Tendenz, Elektronen aufzunehmen, gekennzeichnet. Hierdurch werden sie selbst
reduziert, ihr Reaktionspartner durch die Abgabe von Elektronen oxidiert. Diese strukturellen
Besonderheiten erklaren die aulRerordentlich hohe Reaktivitat der ROS und ihr Potential far
Kettenreaktionen, in denen nahezu alle Biomolekule verandert und in ihrer Funktionalitat
beeintrachtigt werden kdénnen (Jenkinson, 1989; Behr et al., 1994; Halliwell, 1997; Kamata et
al.,1999). In der Lunge kénnen sie nahezu alle physiologisch vorkommenden Strukturen wie
Proteine oder Lipide oxidieren und damit in Struktur und Funktion verandern. Dies flhrt zu einer
komplexen, sich selbstverstarkenden inflammatorischen Kaskade mit sekundarer ROS-Bildung
(Rubin et al.,1995). Auch im Bereich der extrazellularen Matrix kommt es durch reaktive
Sauerstoffspezies zu Depolimerisation von Hyaluronsaure (Greenwald et al.,1980), oxidative
Schadigungen an Kollagenmolekiilen und zu Enzymaktivierungen wie etwa der Kollagenase
(Weiss et al., 1985). Antiproteasen, z. B von alpha-1-Antitrypsin (Matheson et al.,1981) oder alpha-
2-Makroglobulin (Reddy et al.,1989) werden inaktiviert, hierdurch die oxidative Inaktivierung von
Antiproteasen und die oxidative Schadigung an Matrixproteinen potenziert. Die Folge sind
morphologische Veranderungen des Lungenparenchyms und multifunktionelle Beeintrachtigungen,
die letztendlich in einer Aktivierung von Fibroblasten miinden kénnen (Meier et al.,1989; Rochester
et al.,1993; Poli et al.,1997b; Janssen et al.,1993).
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Tabelle 3: Intrapulmonale Mechanismen der Zellschadigung durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS)

Unspezifische oxidative Lasionen -> Lipide, Proteine, DNA  -> Zelltod

Lipidmediatoren -> Prostaglandine,

Thromboxane,

Leukotriene -> endotheliale Dysfunktion
Interaktion mit Proteasen ->  Proteolsyse ->  Gewebedestruktion
Transkriptionsfaktoren ->  Zytokinrelease ->  Zytokinkaskade
Fibroblastenaktivierung ->  extrazell. Matrix ->  Lungenfibrose

1.4.1 Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies

Die fortlaufende Produktion kleinerer Mengen von ROS ist ein grundsatzliches Merkmal aeroben
Lebens (Halliwell, 1991). In der Lunge werden reaktive Sauerstoffspezies im Rahmen
korpereigener Abwehrmechanismen physiologisch generiert (Jenkinson, 1989) bzw. kénnen durch
zahlreiche Stref¥faktoren induziert werden (Brigham et al.,1986; Maly, 1988; Zeiss et al.,1988;
Calhoun, 1991; Kelly et al.,1995; Wilborn et al.,1996; Peterhans, 1997; Nader-Djalal et al.,19983a;
Smith et al.,1999).

Zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies sind in der Lunge vorrangig Granulozyten und
Alveolarmakrophagozyten beféahigt (Mustafa, 1990), die molekularen Sauerstoff durch die
membranstandige NADPH-Oxidase zu Superoxidanionen reduzieren (Sibille et al.,1986). Die
hochreaktiven Superoxidanionen dismutieren entweder spontan oder durch die intrazellulare
Superoxid-Dismutase zu dem zytotoxischen Wasserstoffperoxid. Durch die Fenton-Reaktion kann
sowohl aus Superoxidanionen wie auch aus Wasserstoffperoxid das Hydroxylradikal entstehen
(Stadtman, 1990; Rojanasakul et al.,1993). Unter dem Katalysator Myeloperoxidase wird
Wasserstoffperoxid mit Halid-Anionen zur stark toxischen Hypophalidsaure, und hierbei,
entsprechend dem hohen Angebot an Chloridanionen, vorrangig zu hypochloriger Saure
metabolisiert (Weiss, 1989). Superoxid-Radikale (O2*-) kénnen durch verschiedene Superoxid-
dismutasen in Wasserstoffperoxid (H,O,) Gberflihrt werden. H,O, wird weiter umgewandelt in
Wasser, eine Reaktion, die durch Katalasen und Glutathionperoxidasen katalysiert wird.
Glutathion, ein ubiquitares intrazellulares Tripeptid, kann Verbindungen mit einer Reihe von
elektrophilen Substanzen entweder enzymatisch oder nichtenzymatisch eingehen. Die hierbei
entstehende oxidierte Form, das Glutathiondisulfid (GSSG), wird durch die NADPH-abhangige
Glutathionreduktase als eines der wesentlichen Redox-Systeme der Lunge wieder in die
urspringliche reduzierte Form Uberfuhrt. Die nachfolgende Tabelle flhrt die wichtigsten reaktiven

Sauerstoffspezies auf:
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Tabelle 4: Reaktive Sauerstoffspezies:

Ozon (O

Wasserstoffperoxid | H,O,

Hypophalid-Saure | HOCL

Hydroylradikal OH

Superoxidanion 0Oy

1.5 Die Lunge als Zielorgan oxidativer Schaden

Das Lungenparenchym ist in besonderer Weise fur radikalbedingte Schaden und deren friihe wie
spate Folgezustande suszeptibel (Gutteridge et al.,1996; Saugstad, 1998). Eine der
Voraussetzungen hierfir ist die standige hohe Sauerstoffspannung, der das Lungengewebe
ausgesetzt ist. Es konnte gezeigt werden, daf} die Ursache fir die Toxizitat des Sauerstoffs in der
Lunge auf einer erhdhten intrazelluldren ROS-Produktion beruht (Zweier et al.,1989). Die
aullerordentlich hohe Dichte an monozytaren Zellen in pulmonalen Blutgefalen, im Interstitium und
im Alveolarraum, die als koérpereigener Abwehrmechanismus fir die groRte Oberflache des
Koérpers fungieren, stellt eine elementare Quelle fur die Generierung und Freisetzung von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren als Reaktion auf zahlreiche exogene Noxen dar (Maly, 1988).
Durch die lokale Generierung von chemotaktisch aktive Zytokine, insbesondere IL-8, kommt es zur
Akkumulation von Granulozyten in das Lungeninterstitium und den Alveolarraum (Rosiello et
al.,1993; Vogelmeier et al.,1993; Krombach et al.,1996). Von diesen werden gemeinsam mit
monozytaren Zellen und aktivierten Alveolarmakophagen Oxidantien und Proteasen freigesetzt, die
zum Lungenparenchymschaden fiihren kénnen. Uber regenerative Prozesse kommt es schlieBlich
zu einer Aktivierung von Fibroblasten und damit einer Vermehrung von extrazellularer Matrix in der

Lunge mit dem Endzustand des fibrotisch umgebauten Lungenparenchyms.

1.6 Bisherige Untersuchungen an der BALF von Patienten mit soliden

Tumoren

Bisherige Untersuchungen an bronchoalveolaren Lavagen bei Tumorpatienten beschaftigten sich
vorrangig mit den Folgen der Strahlentherapie. So wurden in einer Untersuchung von 1993 an 30
Patienten, die sich bei NSCLC einer primaren Radiotherapie unterzogen, Zellzahlen, Zellpopu-
lationen und Gesamtprotein in der BALF analysiert (Maasilta et al.,1993). Ein Jahr zuvor wurde bei
21 Patienten, die adjuvant nach operativer Entfernung eines Mamma-Ca bestrahlt wurden, im
Vergleich zu 19 Kontrollpersonen der Effekt der Strahlentherapie auf Eiweil3fraktionen der BALF in
Abhéangigkeit des Rauchverhaltens dargestellt (Bjermer et al.,1992). Dies war eine Folgestudie zu
Ergebnissen einer Untersuchung, die ebenfalls an Patientinnen mit Mamma-Ca durchgefihrt
worden war. Hier konnte die Arbeitsgruppe zeigen, dal} die Patientinnen dann eine verminderte
entzlindliche pulmonale Reaktion auf die Strahlentherapie hin entwickelten, wenn sie rauchten
(Bjermer et al.,1990) - Ergebnisse, die bereits auf die intrapulmonale antioxidative Kapazitat als

KenngréRe hinweisen, auch wenn sie damals noch nicht explizit untersucht wurde. 1991 erschien
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eine Studie mit 22 Patienten mit Bronchialkarzinom oder Pleuramesotheliom. Hier konnte in der
Lavage unter und nach Radiotherapie weder fir Fibronektin noch fir Plasminogen ein
Zusammenhang mit pulmonalen Strahlenschaden gefunden werden (Maasilta et al.,1991). 1996
wurden in einer Studie aus Japan Zellpopulationen in der BALF bei 13 bestrahlten und 15 nicht
bestrahlten Patienten mit Bronchialkarzinom verglichen, wobei sich unter Bestrahlung eine
vermehrte Akkumulation von T-Lymphozyten fand (Nakayama et al.,1996). Im Folgejahr erschien
eine Untersuchung, die BALF-Befunde bei 19 Bronchialkarzinom-Patienten analysierte, die teils mit
Strahlentherapie, teils mit Chemotherapie behandelt worden waren. Unter Strahlentherapie zeigte
sich in der BALF ein erniedrigter Quotient von T-Helfer- zu T-Suppressorzellen, wahrend in der
Chemotherapiegruppe, die klinisch unauffallig war, eine Schrankenstérung der alveolokapillaren
Membran gesehen wurde (Capelli et al.,1992). Kurzlich erschien eine Studie an 17 Patienten mit
SCLC-Rezidiv, die mit und ohne begleitende Interferon-Gabe strahlentherapiert wurden. In der
Lavageflissigkeit wurden erhdhte Zellzahlen und eine Stérung der alveolokapillaren
Schrankenfunktion als Ausdruck eines strahleninduzierten Lungenparenchymschadens identifiziert
(Halme et al.,1999).

Zahlreiche bronchoskopische Untersuchungen bei Patienten mit Bronchialkarzinom heben primar
auf Probleme der Tumordiagnostik ab (Rennard, 1990; Calogero et al.,1992; Rennard, 1992; De
Gracia et al.,1993; Willsher et al.,1993; Dowlati et al.,1997; Kjellberg et al.,1997; Cremades et
al.,1998; Dresler et al.,1999; Ahrendt et al.,1999), wahrend Untersuchungen zu Veranderungen
des Lungenparenchyms unter Chemotherapie zurlicktreten. Bereits 1987 wurde in einer Studie an
8 Patienten, die bei fortgeschrittenem Bronchialkarzinom chemotherapiert wurden, eine vermehrte
Zellzahl und Veranderungen in der Zusammensetzung der Surfaktant-Faktoren gesehen. Zwei
Jahre spater wurden Lavage-Daten von 6 Patienten mit soliden Tumoren veréffentlicht, die unter
Methotrexat eine Pneumonitis mit dem Bild einer lymphozytaren Alveolitis entwickelt hatten (White
et al.,1989). Hiermit in Ubereinstimmung ergab die Lavage bei einer kirzlich veréffentlichten Studie
an 4 Patienten mit Methotrexat-induzierter Pneumonitis ebenfalls das Bild einer lymphozytaren
Alveolitis (Schnabel et al.,1997).

Somit liegen systematische Untersuchungen zur therapieassoziierten pulmonalen Toxizitat bei
Tumorpatienten in geringer Zahl zu den Folgen der Strahlentherapie und nur vereinzelt zu den
Folgen der Chemotherapie vor. Dies mag auch damit zusammenhangen, dal} der palliative
Charakter der Strahlentherapie bei Bronchialkarzinom weniger stark ausgepragt ist als bei der
primaren Chemotherapie, und bislang Begleit- oder Folgeschaden der Chemotherapie bei diesen
Patienten weniger im Brennpunkt des Interesses standen (Beinert et al.,1999a).

Im folgenden werden die anatomisch-zytologischen Grundlagen fir die Untersuchungen dieser
Arbeit kurz dargestellt, anschlieBend auf die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies unter
Radio-Chemotherapie und die klinischen Folgebilder, Pneumonitis und Lungenfibrose,
eingegangen. Die intrapulmonalen Mechanismen der antioxidativen Abwehr werden aufgezeigt und
begriinden die in dieser Arbeit verwendeten MelRparameter der bronchoalveolaren
Lavageflissigkeit und des peripheren Blutes bei Patienten unter zytoreduktiver Therapie als
Indikatoren des therapieassoziierten pulmonalen oxidativen Stress.
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2 Hintergrund

21 Anatomische Vorbemerkungen
211 Die Lungenperipherie

Die Lungenperipherie wird nach neueren morophologhischen Schatzungen von einer
Gasaustauschflache mit etwa einhundertsechzig Quadratmetern gebildet (P. Gehr, anatomisches
Institut Bern, mindliche Mitteilung) . Die kleinsten Untereinheiten der terminalen Luftwege, die
Alveoli, sind von Typ-1- und Typ-2-Pneumozyten ausgekleidet. Die Typ-1-Pneumozyten, die einen
Anteil von 95% ausmachen, sind ausdifferenzierte Zellen, die gegen Noxen auf3erordentlich
sensibel sind und ein nur geringes regeneratives Potential aufweisen (Harris et al.,1991; Kasper et
al.,1998). Deren Stammzellen, Typ-2-Pneumozyten, sind gegenliber Schadigungen vergleichs-
weise unempfindlich und kénnen reparativ zur Proliferation angeregt werden (Woodcock Mitchell et
al.,1986; Castranova et al.,1988; Nici et al.,1996). Sie sind weiterhin mal3geblich an der Surfactant-
Produktion beteiligt und besitzen die Fahigkeit zur Produktion extrazellularer Matrix (Crouch et
al.,1987; Rannels et al.,1989).

2.1.2 Das Lungeninterstitium

Das Lungeninterstitium besteht vorwiegend aus extrazellularer Matrix. Diese ist aus Typ-l und Typ-
Il Kollagen, Elastin, Proteoglykanen und nicht-kollagenen Glykoproteinen wie z. B dem Fibronektin
zusammengesetzt (Davidson, 1990). Sparlich im Interstitium enthalten sind Fibroblasten, die das
Gleichgewicht zwischen Abbau und Neusynthese des interstitiellen Bindegewebes halten
(Adamson et al.,1990).

2.1.3 Der interstitielle Raum

Der interstitielle Raum wird allseitig von Basalmembranen der Alveolarepithelzellen umschlossen.
Durch das Interstitium ziehen Kapillaren, die ebenfalls durch Basalmembranen abgegrenzt sind
(Davidson, 1990).

2.1.4 Die Basalmembran

Der Basalmembran bildet die Barriere flr die zellulare Migration in den Alveolarraum (Boyce et
al.,1991). Weiterhin figuriert sie als Leitstruktur reparativer Mechanismen und spielt auch bei
UberschieRender Fibrosierung eine vorrangige Rolle (Crouch et al.,1987). Die Basalmembran
besteht aus zwei Hauptbestandteilen, dem Kollagen Typ 1V, das die Membranstruktur stabilisiert,
und dem Laminin, das in komplexer Interaktion zu anderen Matrixproteinen steht (Klein et
al.,1988). Laminin wird hauptsachlich von Epithel- und Endothelzellen synthetisiert (Kubota et
al.,1988). Erhdhte Laminin-Werte im peripheren Blut werden bei Erkrankungen gefunden, die mit
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einem erhéhten Umsatz von Basalmembranen vergesellschaftet sind, wie z. B. der Leberzirrhose
(Tsutsumi et al.,1996; Korner et al.,1996; Gabrielli et al.,1996), aber auch bei dem Wachstum
maligner Tumoren (Ferrarini et al.,1994). Erhohte Serumspiegel wurden weiterhin unter
Chemotherapie- (Singer et al.,1986) wie Strahlentherapie- (Rosenkrans et al.,1987) induzierten
Lungentoxizitat gesehen, deren Folge eine Schadigung der Basalmembran mit einem gesteigerten

Laminin-Umsatz ist.

2.2 Bronchoalveolare Lavage (BAL)

Die Anfange der BAL liegen heute mehr als 50 Jahre zurtck. Initial wurde sie rein therapeutisch
angewandt, um zumeist Patienten mit Bronchiektasien von zdhen intrabronchialen
Sekretansammlungen zu befreien (Crystal et al.,1986). Bis in die 60er Jahre wurde sie als primar
therapeutische Anwendung, insbesondere bei Patienten mit cystischer Fibrose (Kylstra et al.,1971)
eingesetzt und hat auch heute noch ihren Platz in der Notfallbehandlung von Asthmapatienten mit
Mucusexzess oder alveolarer Proteinose (Schweisfurth et al.,1990; Alberti et al.,1996). Erstmals im
Jahr 1961 wurde die Lavage als diagnostisches Instrument, zunachst am Tier (Myrvik et al.,1961),
drei Jahre spater auch am Menschen (Keimowitz, 1964) eingefiihrt. Zu Beginn der 70er Jahre
wurde dann mit Einflihrung des flexiblen Bronchoskops die Ara der modernen Bronchoskopie
eingelautet (Reynolds et al.,1974). Heute ist die bronchoalveolare Lavage ein sicheres und
nebenwirkungsarmes diagnostisches Verfahren, das auch bei wiederholtem Einsatz keine

strukturellen Lungenschaden verursacht.

Durch die bronchoalveolare Lavage werden Zellen des Alveolarraums durch Verdiunnung und
Auswaschung des alveolaren epithelialen Flissigkeitsfilms (epithelial lining fluid, ELF) mit
physiologischer Kochsalzldsung gewonnen. Die zellulare Differenzierung zeigt beim
Lungengesunden mit 85% zum grofiten Teil Alveolarmakrophagen, gefolgt von Lymphozyten
(15%) und neutrophilen Granulozyten (3%). Daneben finden sich vereinzelt Mastzellen und
eosinophile Granulozyten. Ein Teil dieser Zellen tritt aus dem Lungeninterstitium in den
Alveolarraum Uber, so daf} die BAL-Flissigkeit (BALF) Riickschllsse auf die zellularen
Bestandteile des Interstitiums erlaubt bzw. interstitielle Prozesse in der Lavageflissigkeit
gleichsam gespiegelt werden (Hunninghake et al.,1979; Weiland et al.,1989).

2.21 Zelluldre Bestandteile der BAL
2.2.1.1 Monozyten/Alveolarmakrophagen

Bei fast allen interstitiellen Lungenerkrankungen ist die absolute Zellzahl und damit der Anteil an
Alveolarmakrophagen in der BALF vergroRert (Brieland et al.,1987). Diese rekrutieren sich aus der
verstarkten Einwanderung von Monozyten aus dem pulmonalen Kapillarbett, die im Lungengewebe
zu Alveolarmakrophagen ausreifen (Wewers et al.,1989; Elias et al.,1985). In der Lavage lassen
sich zwei Populationen von Alveolarmakrophagen differenzieren, eine grof3zellige, reifen
Alveolarmakophagen entsprechend, und eine kleinzellige, mit noch unreifen Zellformen (Krombach
et al.,1996). Aktivierte Alveolarmakrophagen bilden (gemeinsam mit neutrophilen Granulozyten)
eine wesentliche Quelle von Proteasen, Lipidmediatoren, Chemotaxinen, Leukotrienen und
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insbesondere reaktiven Sauerstoffspezies (Brigham et al.,1986; Maly, 1988; lacobini et al.,1997;
Nader-Djalal et al.,1998). Weiterhin kdnnen sie zahlreiche Zytokine und Wachstumsfaktoren
freisetzen (Clark et al.,1988; Clelland et al.,1990). Diese Pluripotenz weist den
Alveolarmakophagen (neben dem bedeutendsten Vertreter der intrapulmonalen zellularen Abwehr,
den neutrophilen Granulozyten) eine Schllisselrolle nicht nur in der Abwehr von bakteriellen und
viralen Infektionen, sondern auch in der Regulation von Entziindungs- und Reparaturmechanismen
zu (Henke et al.,1993). Durch die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies kann es im Rahmen
akuter Entzindungsreaktionen zudem zu einer direkten Parenchymschadigung kommen (Calhoun,
1991; Simeonova et Luster,1995).

2.2.1.2 Neutrophile Granulozyten

Interstitielle Lungenerkrankungen sind regelhaft mit einer Vermehrung von neutrophilen
Granulozyten im Alveolarraum vergesellschaftet (Hogg, 1987; Schweisfurth et al.,1990).
Neutrophile Granulozyten bilden den Hauptbestandteil der zellularen Abwehrmechanismen der
Lunge. Sie sind nicht nur in der Lage, zahlreiche Proteasen wie z.B. Elastasen, Kollagenease,
Cathepsin g oder Gelatinase freizusetzen (Rodell et al.,1988; Anderson et al.,1990), sondern
spielen im Abwehrprozel} vor allem auch durch den Release reaktiver Sauerstoffspezies
(Superoxidanion, Wasserstoffperoxid, hypochlorige Saure) eine vorrangige Rolle (Ward et
al.,1988). Es sind jedoch gerade diese Mechanismen zur Abwehr von Lungenschadigungen, die
UberschieRend zu einem Lungenparenchymschaden und, vor allem durch die Generierung von
sekundaren reaktiven Sauerstoffspezies, zu Schadigungen der extrazelluldren Matrix fihren
kénnen (Hogg, 1987; Worthen et al.,1987; Rodell et al.,1988; Carre et al.,1991; Maier et al.,1991).

2.2.1.3 Eosinophile Granulozyten

Eosinophile Granulozyten sind vor allem bei der fibrosierenden Alveolitis in der BALF massiv
vermehrt (Fujimoto et al.,1995). Sie enthalten zahlreiche Proteine, wie z.B. das Eosinophilic
Cationic Protein, Major Basic Protein oder die eosinophile Peroxidase. Diese Proteine kénnen
alleine oder in Verbindung mit einer oxidativen Lungenbelastung zu Lungenstrukturschaden fiihren
(Agosti et al.,1987; Ballantyne et al.,1989; Rowen et al.,1990).
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2.21.4 Lymphozyten

Das intrapulmonale Verteilungsmuster der Lymphozyten beinhaltet das bronchusassoziierte
lymphatische Gewebe sowie, diffus, das Interstitium von Alveolen und Bronchien. Sie sind Trager
der spezifischen zellularen und humoralen Immunabwehr und kénnen durch Zytokinfreisetzung
Alveolarmakrophagen und Fibroblasten aktivieren (Reynolds, 1987). Die Aktivierungsprofile der
einzelnen Lymphozytensubpopulationen sind hierbei auRerordentlich komplex und bis heute noch
nicht vollstandig geklart. Ihr direkter Anteil an einer moglichen Gewebeschadigung ist als eher
gering einzuschatzen, auch wenn zytotoxische Lymphozyten oder Natural-Killer-T-Lymphozyten
Epithelzellen direkt schadigen konnen (Doherty et al.,1993).

2.2.2 Nicht zelluldre Bestandteile der BAL
2.2.2.1 Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-alpha)

TNF-alpha, ein multifunktionelles Peptid, ist an der Expression, Synthese, sowie Sekretion von
uPA (Urokinase —Type Plasminogen Activator) auf Endothelzellen beteiligt. In vitro férdert TNF-
alpha die Wanderung der Endothelzellen zur Gefalformation und inhibiert die Proliferation dieser
Zellen (Matuschak et al.,1998). Weiterhin erhdht TNF die Produktion und Sekretion von bFGF in
Endothelzellen, und, - durch Zytokininduktion - die Kollagenaseaktivitat (Smith et al.,1998). Bei der
Fibrogenese wird die Fibroblastenaktivierung durch Wachstumsfaktoren wie PDGF gefordert, die
durch TNF-alpha mit induziert werden (Kelley, 1990).

TNF-alpha wird produziert von Makrophagen, Monozyten, Neutrophilen, CD4-positiven
Lymphozyten, NK-Zellen, LAK-Zellen sowie Endothelzellen.

2.2.2.2 Interleukin 6 (IL-6)

IL-6, ein Polypetid mit einer Gré3e von 26 kDa, wird von zahlreichen Zellen, vor allem stimulierten
Monozyten, Fibroblasten und Endothelzellen, in geringerem Malde auch von Makrophagen, B- und
T- Lymphozyten, neutrophilen und eosinophile Granulozyten produziert (Kelley, 1990). IL-6 wird
von Bronchialepithelien u.a. bei inhalativer Asbestbelastung exprimiert, wobei die IL-6 Induktion
durch intrazelluldre Hydroxyl-Scavenger und das Antioxidans N-Acetylcystein aufgehoben werden
konnte (Simeonova et al.,1997). In vivo-Untersuchungen an Patienten mit Kollagenosen, bei denen
gehauft interstitielle Lungenerkrankungen auftreten, unterstreichen eine mogliche Schlisselrolle
von IL-6 (neben IL-8 und anderen Interleukinen) in der Genese der Lungenfibrose bei
entzlindlichen Systemerkrankungen wie der systemischen Sklerose oder Sarkoidose (Bolster et
al.,1997; Takizawa et al.,1997). Hier scheint IL-6 die Interaktion zwischen Alveolarmakrophagen
und Fibroblasten zu modulieren bzw. zu verstarken (Shahar et al.,1996). Im Tiermodell der
Bleomycin-induzierten Lungenfibrose konnte kirzlich eine Schlisselrolle fir IL-6 und TNF-alpha
als Anteile eines proinflammatorischen Zytokinnetzwerkes in der profibrotischen entziindlichen
Lungenparenchymveranderung identifiziert werden (Smith et al.,1998).
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2.2.2.3 Wachstumsfaktoren

2.2.2.3.1 Transforming Growth Factor (TGF-beta)

TGF-beta, ein Uber eine Disulfid -Brliicke verbundenes Heterodimer, das in zumindest finf
Isoformen vorliegt, ist ein potenter Inhibitor alveolarer epithelialer Zellproliferation und scheint nach
akutem pulmonalen Stress die Reparationsphase der Epithelien zu regulieren (Khalil et al.,1994).
Zugleich férdert es die Produktion von Kollagen und extrazellularer Matrix durch
Fibroblastenproliferation (Khalil et al.,1991; Eickelberg et al.,1999). Es wirkt weiterhin auf
Fibroblasten, Monozyten und neutrophile Granulozyten chemotaktisch und férdert die Migration der
Entziindungszellen durch ICAM-1 Expression von Epithelien (Suzuki et al.,1994). Der
Wachstumsfaktor wird im Rahmen der Entziindung von aktivierten Makrophagen, Epithelzellen und auch

Blutpléttchen sezerniert und ist somit in der BALF présent.

2.2.2.3.2 Plateled-derived growth factor (PDGF)

Die Aktivierung von Bindegewebszellen wird von einer Vielzahl von Mediatoren wie TNF-alpha
oder PDGF gesteuert (Smith et al.,1995), wobei PDGF in niedriger Konzentration als
Chemoattraktans, in héherer Konzentration als Wachstumsfaktor fir Fibroblasten wirkt (Kovacs et
al.,1986; Antoniades et al.,1990; Walsh et al.,1993).

2.2.2.3.3 Vascular epithel growth factor (VEGF)

VEGF, ein multipotentes Protein, wurde zunachst 1983 als ein die mikrovaskulare Permeabilitat
massiv steigernder Faktor charakterisiert (Senger et al.,1983), eine Wirkung, die auf der Offnung
endothelialer Fenestrae beruht (Roberts et al.,1995). Uber die letzten 10 Jahre riickte VEGF als
wichtigster Wachstumsfaktor in der Neoangiogenese und damit als Grundvoraussetzung invasiven
wie metastasierten Tumorwachstums in das Zentrum der Forschung zur Cancerogenese (Le
Querrec et al.,1993; Senger et al.,1994; Bikfalvi, 1995; Dvorak et al.,1995; Ferrara, 1995; Crew,
1999; Neufeld et al.,1999). Diese Ergebnisse bahnten hierbei den Weg fir neue,
antineoangiogenetische Therapieformen (Martiny-Baron et al.,1995; Borgstrom et al.,1996; Bouvet
et al.,1998; Konno et al.,1998). Zudem konnte nachgewiesen werden, dal® Patientinnen mit
Mamma-Ca eine héhere VEGF-Konzentration im peripheren Blut haben als Patientinnen mit einem
benignen Brust-Tumor (Salven et al.,1999), und, daR eine hohe VEGF-Konzentration bei soliden
Tumoren mit einer unguinstigen Prognose verbunden ist (Salven et al.,1998; El-Assal et al.,1998;
Locopo et al.,1998).

VEGEF ist das in vivo am starksten wirksame angiogenetische Zytokin (Shibuya, 1995; Kolch et
al.,1995; Martiny-Baron et al.,1995; Claffey et al.,1996b; Siemeister et al.,1998). Es stimuliert die
Proliferation von makrovaskularen Endothelzellen und erhéht die vaskulare Permeabilitat (Senger
et al.,1994). In endothelialen Zellen werden durch VEGF die Synthese einer Vielzahl von
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Proteinen, darunter der von Willebrand Faktor (Le Querrec et al.,1993), Metalloproteinasen
(lwasaka et al.,1996; Lamoreaux et al.,1998), weiterhin die Produktion von interstitieller
Kollagenase induziert, die interstitielles Kollagen Typ I-Ill degradiert (Lamoreaux et al.,1998).
Hierdurch kénnte die Interaktion zwischen migrierten Epithelzellen und umgebender extrazellularer
Matrix, wie in dem kurzlich formulierten RIMAC-Modell (radial invasion of matrix by aggregated
cells), im Rahmen der Neoangiogenese gesehen werden (Vernon et al.,1999). Hierbei wirkt VEGF
als Chemoattraktans auf Epithelzellen, weiterhin auch auf Makrophagen, Monozyten und
Mastzellen (Oh et al.,1997).

Die Neoangiogenese wird durch VEGF insbesondere durch folgende Mechanismen induziert:
VEGF wird mit hoher Affinitat an die beiden Rezeptoren KDR und flk-1 an der Zelloberflache von
Endothelzellen gebunden, wodurch es zur Freisetzung des von Willebrand-Faktors kommt (Le
Querrec et al.,1993; Malavaud et al.,1997). Zusatzlich wird die Aktivitat des Glutamin-1-Glukose-
Transporters (Bikfalvi, 1995) sowie des Plasminogenaktivators und der Kollagenasen erhdht
(lwasaka et al.,1996; Mandriota et al.,1997). Durch elektronenmikroskopische Darstellungen
konnte nachgewiesen werden, daf} nach Rezeptorbindung von VEGF eine erhdhte
Gefaldurchlassigkeit durch Auseinanderweichen des Endothelzellverbandes an den tight junctions
kommt (Senger et al.,1994; Ferrara, 1995; Claffey et al.,1996a). Die VEGF-Synthese wird
wesentlich durch das lokale Sauerstoff- und Glukoseangebot beeinflut (Oku et al.,1998; Sinor et
al.,1998, Beinert et al., 1999c).

Neben der zentralen Rolle von VEGF im Rahmen der Neoangiogenese gibt es zunehmend
Hinweise darauf, dal VEGF auch in die antioxidative Abwehr insbesondere von Endothelzellen
involviert ist. So konnte in vitro nachgewiesen werden, dal die VEGF Gen-Expression und -
Sekretion in dem Modell endothelialer Zellen des Rattenherzens durch Wasserstoffperoxid (H,0,)
hochreguliert wurde, eine Reaktion, die durch N-Acetylcystein, einem potenten Antioxidans,
blockiert werden konnte (Choung et al.,1998). Die mdgliche Funktion von VEGF in vivo bei
oxidativem Stress kdnnte durch kiirzlich mitgeteilte Ergebnisse eines in vitro Versuches an
Endothelzellen aus Umbilicalvenen weiter geklart werden. Hier wurde durch VEGF , aber auch
durch andere angiogenetische Faktoren wie Fibroblast growth factor (FGF-alpha und FGF-beta),
eine 5 bis 10- fach erhéhte Resistenz der Endothelzellen gegen ROS (Wasserstoffperoxid)
nachgewiesen (Yang et al.,1997). Kirzlich konnte weiterhin gezeigt werden, dal VEGF in
humanen mikrovaskularen Endothelzellen die Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2
induziert und dadurch zu einer Dosis-abhangigen Verlangerung der Uberlebenszeit dieser Zellen
fuhrt (Nor et al.,1999).

2.3 Fibroblasten

Eine Fibrosierung des Lungengewebes ist Folge einer tberschielienden Aktivierung der
Fibroblasten im Lungeninterstitium mit nachfolgender massiver Produktion von extrazellularer
Matrix (Crouch, 1990). Diese extrazellulare Matrix wird hauptsachlich von Fibroblasten, in
geringem Mal aber auch von Endothelzellen und Mesothelzellen synthetisiert (Adamson et
al.,1994).
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2.3.1 Fibroblastenaktivierung

Untersuchungen zur Fibroblastenaktivierung gehen vornehmlich auf in vitro Experimente zuriick.
Die Aktivierung dieser Bindegewebszellen wird von einer Vielzahl von Mediatoren wie TNF-alpha,
TGF-beta FGF oder PDGF gesteuert (Smith et al.,1995), wobei die Produktion dieser Faktoren
teilweise einer Regelung durch den nuklearen Transkriptfaktor NF-kappa B unterliegt. TGF-beta,
der Wachstumsfaktor mit dem gré3ten Potential zur Induktion von extrazellularer Matrixproduktion,
wird im Rahmen des Entziindungsgeschehens von aktivierten Makrophagen, Epithelzellen und
Blutplattchen sezerniert und ist somit in der BALF prasent. TGF-beta ist weiterhin als
Chemoattraktant fiir Fibroblasten in die friihe Phase der Lungenfibrosierung mafigeblich involviert
(Korfhagen et al., 1994).

Von der Aktivierung der Fibroblasten bis zur manifesten Lungenfibrose werden drei Schritte
durchlaufen: Zunachst kommt es zur Chemotaxis der Fibroblasten und damit zur gerichteten
Wanderung zum La&sionsort (Behr et al.,1993). Dort proliferieren sie in einem zweiten Schritt, um
anschlieBend extrazellulare Matrix, insbesondere Typ | und Typ Il Kollagen (Crouch, 1990),
daneben auch Typ VI Kollagen (Specks et al.,1995) zu produzieren. Weiterhin unterliegt die
Fibroblastenaktivierung einer Interaktion mit Abbauprodukten der Matrix (Crouch, 1990). Hierbei ist
die Zellzyklusphase, in der sich die Fibroblasten befinden, entscheidend fir inre Empfanglichkeit
gegenuber externen Stimuli (Bayreuther et al.,1992).

2.3.2 Kollagenbildung als Folge der Fibroblastenaktivierung

Die frihe proliferative Phase der Lungenfibrosierung ist vorrangig durch die Synthese von Kollagen
Typ Il gekennzeichnet (Bjermer et al.,1986) und wird von der Produktion von Kollagen VI gefolgt
(Specks et al.,1995), wahrend in der Endform der Lungenfibrose Kollagen Typ | Uberwiegt (Last et
al.,1990a). Die Synthese des Kollagen Typ Il beginnt mit der intrazellularen Bildung von
Prokollagen-Typ-llI-Monomeren, die sich im endoplasmatischen Retikulum zu Homotrimeren mit
tripelhelikaler Struktur als Prokollagen-Typ-llI-Molekile zusammenfiigen und in dieser Form in den
Extrazellularraum abgegeben werden. Hier werden durch Peptidasen C- und N-terminale
Propeptide abgespalten und anschlieRend die Quervernetzung, die die hohe Stabilitat des
Kollagen-Typ-lll ausmacht, initiiert (Last et al.,1990b). Das abgespaltene N-terminale priméare
Prokollagen-lll-Peptid wird im Verhaltnis 1:1 zum Kollagen-Typ-lll gebildet und ist sowohl im Blut
als auch in der BALF von Patienten mit Lungenfibrose als Marker der intrapulmonalen Kollagen-

Typ-lll-Produktion und damit der Fibrosierungsaktivitat bestimmbar (Maasilta et al.,1991).

Im ProzeR der intraalveolaren und interstitiellen Fibrosierung nimmt die Aktivierung von
Fibroblasten somit eine Schlisselrolle ein. Die Expression von Kollagenen, Fibronectin und
Proteoglykanen kann dabei ursachlich entweder durch Reaktionsprodukte der
Lipidmembranschadigung (4-Hydroxynonenal) oder durch Zytokine bzw. Wachstumsfaktoren

hervorgerufen werden.
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24 Das intrapulmonale System der antioxidativen Abwehr

241 Antioxidative Enzymsysteme

Enzyme des Glutathion-Redox-Zyklus, Superoxid-Dimutase (SOD) und die Catalase sind primar
intrazellulare Enzymsysteme, die ineinandergreifend zu einer Minimierung von intrazellularen ROS
fuhren. SOD katalysiert die Umformung von Superoxidanionen zu Wasserstoffperoxid, das durch
Catalase zu Wasser neutralisiert wird. Alternativ hierzu kann Wasserstoffperoxid auch durch
Glutathion zu Wasser reduziert werden. In diesem Reaktionsschritt entsteht GSSG, das durch die
Glutathionreduktase durch beta-Nikotinamid-Adenindinucleotidphosphat (NADPH) in die reduzierte
Form von Glutathion tberfihrt wird (GSH).

Neben dem Glutathion-Stoffwechsel kommt auch dem Pentose-Phosphat-Zyklus eine zentrale
Bedeutung bei der Elimination von ROS zu. Hier werden Reduktionséquivalente (NADPH)
bereitgestellt, die sowohl fur die Reduktion von GSSG zu GSH als auch zur Synthese von
Superoxidanionen durch die NADPH-Oxidase erforderlich sind.

2.4.2 Nicht-enzymatische Anitoxidantien

Den nicht-enzymatischen Antioxidantien, die intra- wie extrazellular lokalisiert sind, kommt im
Gegensatz zu den primar intrazellular aktiven enzymatischen Antioxidantien eine wichtige Rolle bei
der Eliminierung von extrazellularen ROS zu. Zu diesen antioxidativen Systemen zahlen die
Serumproteine, vornehmlich Albumin und Lactoferrin, sowie Glutathion, Vitamin E und Vitamin C.
Die antioxidative Wirkung beruht teils auf einer kompetitiven Entlastung, da durch die Bindung der
hochreagiblen ROS andere Proteine vor Oxidation geschutzt werden (Wasil et al.,1987; Haliwell,
1988).

Zweiwertige Ubergangsmetallionen wie Fe®* oder Cu®* potenzieren bereits in geringer
Konzentration die Wirkung von ROS durch eine verstarkte Bildung des reaktiven Hydroxylradikals.
Transferrin und Coeruloplasmin wirken antioxidativ durch die Ferro-Oxidase-Aktivitat von
Coeruloplasmin, das Fe** zu Fe** oxidiert, das dann an Transferrin gebunden wird. So ist auch
Lactoferrin durch seine Fahigkeit der Eisenbindung ein Teil des intrapulmonalen antioxidativen
Systems (Okrent et al.,1990; Davis, 1991).

Vitamin E (alpha-Tocopherol) kann durch seine lipophilen Eigenschaften die Lipidoxidation in
Zellmembranen verhindern, wo es selbst mit ROS und Lipid-Peroxiden reagiert (Suntres et
al.,1994; Demling et al.,1995). Daneben kann es direkt als ROS-Fanger fungieren (Comstock et al.,
1997). In Verbindung mit Ascorbinsaure wirkt es synergistisch bei der Entgiftung von Oxidantien.
Alpha-Tocopherol verbindet sich bevorzugt mit Radikalen, die wahrend radikalischer
Lipidperoxidationen anfallen. Nach Wanderung zur Oberflache der Lipidmembranen kann das
entstandene Tocopherol-Radikal durch Askorbinsaure wiederhergestellt werden, die selbst in
relativ stabiles Semidehydroaskorbat iberflihrt wird. Askorbinsaure ist als potente antioxidative
Substanz auch zur Entgiftung einer Reihe anderer reaktiver Verbindungen fahig.

Um die Entstehung grofRer Mengen von Oxidantien zu verhindern, werden Metallionen wie Eisen
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und Kupfer konsequent gebunden. Uber die Fenton-Reaktion wiirde in Anwesenheit dieser Metalle
vorhandenes H,0; in Hydroxylradikale (OH*) umgewandelt werden. Daher ist der Gehalt der intra-

wie extrazellularen Flissigkeit an freiem Eisen extrem niedrig. Hierbei fungieren metallbindende

Proteine wie Transferrin, Ferritin und Coeruloplasmin als indirekte Antioxidantien.

2.4.3 Das pulmonale Glutathionsystem

Glutathion gehort, wie oben aufgefiihrt, sowohl zu den enzymatischen wie den nicht
enzymatischen antioxidativen Systemen. GSH ist ein effektiver Radikalenfanger, der nach
Oxidation durch die intrazellulare Glutathionreduktase oder durch den gamma-Glutamyl-Zyklus

wiedergewonnen werden kann.

Die intra- wie extrazellulare Prasenz des Glutathion rdumen ihm eine Sonderstellung in der ROS-
Elimination der Lunge ein (Pablos et al.,1997). Die intrazellular gelegene Glutathionreduktase oder
der gamma-Glutamyl-Zyklus bewirken, dal® tber 90% des Glutathion in der Zelle als GSH
vorliegen (Cantin et al.,1991). Der komplexe Glutathionmetabolismus schlie3t das intra- und
extrazellulare Kompartement ein. Ist Glutathion intrazellular Gberschissig, kann es in den
Extrazellularraum abgegeben werden (Cantin et al.,1987; Cantin et al.,1991; Behr et al.,1995), ein

Vorgang, der fiir die meisten Zellen nicht reversibel ist (Deneke et al.,1995).

Durch das membranstandige Enzym gamma-Glutamyl Transpeptidase (gamma-GT) wird
extrazelluldares GSH, GSSG und gamma-Glutamylglutathion zu gamma-Glutamyl- und Cysteinyl-
Glycinresten gespalten. Diese werden dann in die Zelle aufgenommen und miinden hier erneut in
die Glutathion-Synthese ein (Drozdz et al.,1998). Dieses intra-extra-intrazellulare Recycling-
System ist fUr die hohe antioxidative Potenz des Glutathions verantwortlich und weist ihm eine

vorrangige Stellung in der Reihe der antioxidativen Abwehrmechanismen der Lunge an.

244 Methioninsulfoxid als Indikator intrapulmonaler ROS-Belastung

Die Aminosaure Methionin macht etwa einen Anteil von 3 Mol % aller humanen Proteine aus.
Durch Oxidation der Thioathergruppe von Methionin entsteht Methioninsulfoxid (Met(O)), dessen
Anteil an einem Protein im Vergleich zu dem Gesamtmethioningehalt des Makromolekiils ein Maf}
fur den Oxidationsgrad ist (Behr et al.,1995; Behr et al.,1997; Van Zandwijk, 1995). Der Met(O)-
Gehalt der Proteine des Alveolarraumes ist jedoch nicht nur ein direkter Indikator der oxidativen
Belastung. Da die Bildung von Met(O) die Erschdpfung antioxidativer Schutzmechanismen sowie
das Fehlen anderer Substrate zur Oxidation voraussetzt, spiegelt der Gehalt von Methioninsulfoxid
nicht nur die Belastung durch reaktive Sauerstoffspezies, sondern zugleich den Funktionszustand
der intrapulmonalen oxidativen Abwehr wider (Behr et al.,1994; Behr et al.,1997).

25 Hitzeschockproteine (HSP)

Als Antwort auf Stress-Stimuli exprimieren Zellen als adaptive Antwort eine Gruppe von Proteinen,
die Hitzeschockproteine genannt werden. Einflisse von Hyperoxie, Hyperthermie, Endotoxine

sowie exogener Substanzen, die ebenfalls mit erhdhter Generierung von reaktiven
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Sauerstoffspezies in Verbindung gebracht werden, kénnen durch HSP-Induktion zu einer
gesteigerten Widerstandsfahigkeit gegentiber dem auslésenden Stimulus oder anderen Stress-
Stimuli fihren (Beinert et al., 2000b).

Die Familie der Hitzeschockproteine besteht aus einer heterogenen Gruppe von Proteinen
zwischen 8 und 110 kDa. Am besten charakterisiert sind die HSP70-Familie und die Ham-
Oxygenase (HO-1, 32 kDa), die den ersten Schritt des Hamabbaus katalysiert.

Als Wirkungsmechanismen werden Apoptoseunterdriickung, intrazellulare Proteinstabilisierung
und Inhibition von Pro-Stressproteinen diskutiert (Choi et al.,1996). HO-1 induziert die Ferritin-
Synthese und wirkt mdglicherweise auf diese Weise antioxidativ (Choi et al.,1996). Darlber hinaus
vergrélert es die Menge an vorhandenem Bilirubin, einem potenten Antioxidans. Nach HSP70-
Transfektion und nachfolgender hyperoxischer Belastung humaner Lungenadenokarzinomzellen
konnte eine herabgesetzte Rate an Lipidperoxidation und eine Verminderung des zellularen ATP-
Verlustes beobachtet werden (Wong et al.,1997). Der Mechanismus der herabgesetzten zellularen
ROS-Genese nach HSP70-Expression kdnnte auf den antioxidativen Schutz der mitochondrialen
Integritat zuriickzufihren sein (Polla et al.,1993), da in den Mitochondrien im Rahmen
physiologischer Prozesse groRe Mengen an ROS generiert werden (Mizzen et al.,1989). So konnte
nach HSP70 Induktion an einer humanen pramonozytischen Zellinie gezeigt werden, dal} diese
Zellen unter H,0,-Belastung im Gegensatz zu nicht induzierten Zellen nahezu konstante
mitochondriale Membranpotentiale aufwiesen (Preville et al.,1999). Ahnliche Effekte konnten auch
fur kleinere Mitglieder der HSP-Familie gezeigt werden. So blieb unter HSP 25/27 die strukturelle
Mitochondrienintegritat beinahe vollstandig erhalten (Preville et al.,1999).

Vergleichsweise wenig ist bislang iber die Expression von StreRproteinen in pulmonalen Zellen
bekannt. In der menschlichen Lunge konzentriert sich die HSP-Expression ortsstandiger
Zellverbande wesentlich auf die Bronchialepithelien der proximalen Atemwege, wahrend in weiter
distalen Atemwegen und in der Lungenperipherie bei Typ-1- und Typ-2-Pneumozyten keine
induzierbaren Stref3proteine nachgewiesen werden konnten ( Bonay et al.,1994; Vignola et
al.,1995; Wong et al.,1997; Wong et al.,1998). In den Zellen der BALF ist eine HSP-Expression
vorrangig auf Alveolarmakrophagen nachweisbar (Kindas-Mugge et al.,1996).

2.6 Reaktive Sauerstoffspezies unter zytoreduktiver Therapie
2.6.1 Chemotherapie

Fir eine Vielzahl zytoreduktiver Substanzen ist zwischenzeitlich bekannt, daf teils die
zytoreduktive Wirkung, vor allem aber das Nebenwirkungsprofil wesentlich auf die Entstehung
freier Radikale zurickzufihren sind und somit die Folgezustdnde den Schaden nach

Strahlentherapie nicht nur gleichen, sondern grofRenteils auf den selben Mechanismen beruhen.

In diesem Kontext missen vor allem Bleomycin (Kanofsky, 1986; Hay et al.,1991),
Cyclophosphamid (Patel et al.,1985), Ifosfamid (Issels et al.,1993), Adriamycin (Gille et al.,1997),
Etoposid (Koh et al.,1996) und Mitomycin,(Castro et al.,1996), weiterhin auch neuere Substanzen
wie z. B die Taxane oder Antimetabolite wie Gemcitabin genannt werden, wobei fir zahlreiche
Zytostatika diese Wirkungsmechanismen anhand der klinischen Erscheinungsformen der
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Pneumonitis oder Fibrosierung naheliegen, wenngleich diese noch nicht im Einzelnen
nachgewiesen wurden. Fir Platin, das langjahrig zur Behandlung solider Tumoren eingesetzt wird,
wurde eine pulmonale Toxizitat bislang nicht hervorgehoben, es kann aber davon ausgegangen
werden, dal} in der Kombinationstherapie oxidativer Stress durch das Begleitpraparat potentiell

verstarkt wird.

Tabelle 5: Pulmonale Toxizitat zytoreduktiver Pharmaka (nach Niedermeyer et al., 1996)

Bleomycin Hypersensitivitadtspneumonitis, ARDS-8hnliches Bild, Pneumonitis, Fibrose
Mitomycin Hypersensitivitdtspneumonitis, Pneumonitis, Fibrose
Doxorubicin ARDS-ahnliches Bild

Actinomycin D ARDS-ahnliches Bild

Carmustin Pneumonitis, Fibrose, ARDS-ahnliches Bild
Busulfan Pneumonitis, Fibrose

Cyclophosphamid | Pneumonitis, Fibrose

Melphalan Pneumonitis, Fibrose

Methotrexat ARDS-ahnliches Bild, Pneumonitis, Fibrose
Azathioprin Pneumonitis, Fibrose

Cytarabin ARDS-Bild

Vinblastin Pneumonitis, Fibrose

Vincristin Pneumonitis, Fibrose

Vindesin Pneumonitis, Fibrose

Teniposid ARDS-ahnliches Bild

Procarbazin Hypersensitivitdtspneumonitis

Taxane Bronchospasmen

In der Folge werden einige Zytostatika (-Gruppen) beispielhaft besprochen.

2.6.1.1 Bleomycin

Die lungenschadigende Potenz von Bleomycin ist seit Jahrzehnten bekannt. Histologisch sind die
hier gefundenen Gewebeveranderungen denen der idiopathischen Lungenfibrose sehr ahnlich,
was zur Etablierung einer Reihe von Bleomycin-Tiermodellen auf dem Forschungsgebiet der
Lungenfibrose geflihrt hat (Matalon et al.,1986; Giri et al.,1987; Hay et al.,1987a; Idell et al.,1987;
Ward et al.,1987; Filderman et al.,1988). Das zur Familie der Antibiotika zahlende Zytostatikum
enthalt zwei strukturelle Hauptkomponenten, eine Bithiazol-Komponente, die in die DNA-Helix
eingebaut wird und hier zu Einzel- wie Doppelstrangbriichen fiihrt, und eine Komponente mit
Pyrimidin- und Imidazolstrukturen. Diese bilden O2-Fe(ll)-Bleomycin-Komplexe, die intrazellular zur
Entstehung von reaktionsfreudigen Hydroxylradikalen fihren (Hay et al.,1991). So wurde
nachgewiesen, dafd in Anwesenheit von Bleomycin Fettsauren in ihrer Struktur veréndert werden

und Singlet-Sauerstoff, ein potentes Oxidans, freigesetzt wird (Kanofsky, 1986).
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Bleomycin wird durch intrazelluldre Bleomycin-Hydrolasen zum inaktiven Desmethylbleomycin
abgebaut. Die ausgepragte pulmonale Toxizitat von Bleomycin wird einerseits durch den hohen
intrapulmonalen Sauerstoffpartialdruck, der die Bildung von reaktive Sauerstoffspezies beguinstigt,
verstarkt, andererseits zeigen die Bleomycin-Hydrolasen intrapulmonal eine relativ niedrige
Aktivitat (Hay et al.,1987b). Zudem konnten in vitro Experimente an Alveolarmakrophagen und
Monozyten des peripheren Blutes von Bleomycin-behandelten Tieren zeigen, dal} diese Zellen
eine erhohte Bereitschaft zur Freisetzung von Superoxid-Radikalen besitzen (Slosman et al.,1990).
Diese Ergebnisse lassen vermuten, da® Alveolarmakophagen und intrapulmonale monozytare
Zellen wahrscheinlich direkt durch Bleomycin zur Generierung von reaktive Sauerstoffspezies
angeregt werden kénnen (Slosman et al.,1990).

2.6.1.2 Cyclophosphamid und Ifosfamid

Die Alkylantien Cyclophosphamid und Ifosfamid besitzen strukturelle Ahnlichkeiten. Beide kénnen
zum korrespondierenden 4-Hydroxymetaboliten oxidiert werden und reagieren iber mehrere
Schritte zu Aldo-Phosphamid und der eigentlich wirksamen Substanz, einem Phosphoramid des
Mechlorethamin (Colvin, 1982). Die Lungentoxizitat von Ifosfamid, das vermehrt zu Dechlorethyl-
Ifosfamide und Chloroacetaldehyd abgebaut wird, ist geringer als bei Cyclophosphamid. Trotz der
Wahrscheinlichkeit, daf’ die Lungentoxizitat vorrangig auf die Metabolite der Substanzen
zurtickgeht, bleibt unklar, ob die beiden Alkylantien oder ihre Metaboliten direkt reaktive
Sauerstoffspezies generieren kénnen (Issels et al.,1993; Malik et al.,1996), oder ob ihr pro-
oxidativer Effekt indirekt durch Erniedrigung der Glutathion-Pools zustande kommt (Einhorn et
al.,1976; Gurtoo et al.,1981; Patel et al.,1985).

2.6.1.3 Anthrazykline

Anthrazykline sind allein in den seltensten Fallen lungentoxisch. Sie sind jedoch in der Lage, die
pulmonale Toxizitat einer Strahlentherapie zu verstarken. Freie Radikale entstehen, wenn Fe®
oder Cu®* bei Bindung durch Adriamycin reduziert werden. In Anwesenheit der reduzierten
Metallionen und Sauerstoff kbnnen dann Hydroxylradikale generiert werden (Gianni et al.,1988).
Experimentell konnte die enge Assoziation zwischen der Fahigkeit zur Fe3+-Reduktion und der
Radikalentstehung gezeigt werden (Gianni et al.,1988; Erhola et al.,1996). Wahrend der
Aktivierung kann Adriamycin ein Elektron erhalten und so zum Semiquinon-Radikal werden (Gianni
et al.,1988; Gille et al.,1997). Dieses kann in Anwesenheit von Sauerstoff zur Bildung von
Superoxid-Radikalen fiihren (Erhola et al.,1996).
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Wie Adriamycin kann auch Mitomycin durch Ein- und Zwei-Elektronen-Reduktion aktiviert werden.
Dabei entsteht ein Semiquinon-Radikal oder das korrespondierende Hydroquinon (Krishna et
al.,1991), wobei unter hypoxischen Bedingungen der Metabolismus zum Semiquinone dominiert.
Die Semiquinone kdnnen als potente Alkylantien fungieren. Je nach Anwesenheit von Sauerstoff
kénnen diese rasch oxidieren, wobei Superoxid-Radikale und Wasserstoffperoxid generiert
werden. Ist der Sauerstoffpartialdruck gering, fallt das Semiquinon vermehrt an und reagiert mit
H,O,, wobei Hydroxylradikale entstehen, eine Reaktion, die unabhangig von der Anwesenheit
katalytischer Metallionen ist (Belinsky et al.,1993).

2.6.2 Wirkmechanismen ROS-vermittelter Lungenschadigungen unter

Chemotherapie

Die Einwirkung von reaktive Sauerstoffspezies auf das Lungenparenchym fihrt zu strukturellen
und funktionellen Veranderungen von Membranlipiden, Proteinen und DNA (Halliwell et al.,1992).
Die uberwiegende Anzahl der DNA-Doppelstrangbriche kann durch intrazellulare
Reparatursysteme suffizient repariert werden, wahrend verbleibende DNA-Schaden zu sofortigem
oder prolongiertem apoptotischen Interphasenzelltod oder postmitotischen Zelltod fiihren kdnnen
(Fuks et al.,1994). Der zelluldre ATP-Gehalt ist bei oxidativem Strefd deutlich erniedrigt (Cochrane,
1991). Hierdurch berwiegt die nekrotische Degeneration der geschadigten Zellen mit nachfolgen-
der entzindlicher Abraumreaktion (Lelli et al.,1998). Membrantransportproteine kdnnen durch freie
Radikale in ihrer Funktion beeintrachtigt werden. Das flihrt unter anderem zu gesteigerten
intrazelluldren Ca ?*-Konzentrationen mit Aktivierung von Phospholipasen, Endonukleasen und

Proteasen mit nachfolgenden Verédnderungen am Zytoskelett (Cochrane, 1991).

Die frihe Phase nach ROS-induzierter Schadigung wird durch Interaktionen ortsstandiger
Zellenpopulationen wie Alveolarmakrophagen, Fibroblasten, Endothelien und Epithelien
gekennzeichnet. Alveolarmakrophagen sind in der Lage, eine breite Palette von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren zu sezernieren, u.a. TNF-alpha, IL-6, IL-8 und IL-1 (Gossart et al.,1996).

IL-1 besitzt erhebliche Bedeutung flr die T-Zellaktivierung und Induktion weiterer Elemente der
Zytokinkaskade und scheint ein wichtiger Faktor der initialen Entzlindungsphase zu sein. Die
relativ geringe Fahigkeit der Alveolarmakrophagen, ihre IL-1-beta-Sekretion zu steigern (Elias et
al.,1985; Wewers et al.,1989; Sagone et al.,1989), setzt moglicherweise einen Influx von
peripheren Blutmonozyten voraus, um bestimmte IL-1beta-Spiegel zu erreichen (Rochester et
al.,1993). Nach in vitro Bestrahlung von Alveolarmakrophagen konnte das limitierte Vermdgen zur
IL-1-Sekretion beobachtet werden (O’ Brien-Ladner et al.,1993). In Tiermodellen zur Lungenfibrose
wurde deutlich, daf’ erst nach einer Latenzphase von etwa zwei Wochen die Sekretion dieses
Zytokins erheblich anstieg (Rubin et al.,1995).

Der Influx von polymorphkernigen Neutrophilen wird wesentlich von IL-8, IL-1, TNF, aktiviertem
Komplement und als Folge der Lipidperoxidation entstandenem 4-Hydroxynonenal (4-HNE)

gesteuert. Dies ist auch teilweise Folge der IL-1- und TNF-getriggerten Expression von
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Adhasionsmolekilen (intracellular cell adhesion molecule-1, endothelial leukocyte adhesion
molecule-1) (Yonemaru et al.,1989). So steigern sie die Adharenz der Leukozyten an endotheliale
Zellen und unterstitzen die Diapedese (Gozin et al.,1998). IL-2, das unter oxidativem Stress von T-
Lymphozyten sezerniert wird, flihrt bei Fibroblasten zur vermehrten Expression von Monozyten-
Chemoattraktant-Protein 1 (Tatla et al.,1999). Weiterhin scheint es unter akuter Lungenschadigung
zu einer IL-2 vermittelten T-Zell Aktivierung zu kommen, die in eine gegen pulmonale Fibroblasten
gerichtete Zytotoxizitat mindet (Zambello et al.,1996).

PMN-Zellen sind in der Lage, aggressive ROS-Verbindungen, die fir die Abwehr von
Mikroorganismen unerlaBlich sind, an ihre Umgebung abzugeben (Maly, 1988; Yonemaru et
al.,1989).

Die Seitenketten von Membranphospholipiden sind besonders anfallig fiir radikalbedingte
Veranderungen. In typischen Kettenreaktionen kann ein OH* hier zur Entstehung hunderter von
Peroxiden sowie Aldehydverbindungen wie Malonaldehyd (MDA) und HNE fiihren (Pryor et
al.,1996). In in-vitro-Versuchen erwies sich HNE als Verstarker der Kollagen-I-Synthese (Parola et
al.,1993; Poli et al.,1997a). Dies erklart sich mdglicherweise durch die Fahigkeit dieser Verbindung,
humane mononukleare Zellen zur Sekretion von TGF-beta anzuregen. TGF-beta kann selbst, tiber
die Aktivierung des AP-1-Transkriptionsfaktors, zur Steigerung der Kollagenexpression fihren (Poli
et al.,1997). AuRerdem sind HNE und einige seiner homologen Aldehyde in der Lage,
chemotaktisch auf PMN-Zellen zu wirken (Curzio et al.,1985; Curzio, 1988; Adkins et al.,1990;
lacobini et al.,1997).

Somit flhrt die primare wie sekundare Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies unter
Chemotherapie zu einer Vielzahl von funktionellen und dann auch strukturellen Veradnderungen des
Lungenparenchyms. Uber eine proinflammatorische Zytokinkaskade, die in der Fibroblasten-
aktivierung miinden kann, entstehen dann klinische Bilder der Pneumonitis oder Lungenfibrose,
wie sie auch unter Strahlentherapie gesehen werden (s.u.).

2.6.3 Strahlentherapie
2.6.3.1 Wirkmechanismus

Die zytoreduktive Wirkung der Strahlentherapie im Gewebe beruht grofteilig auf der Generierung
von reaktiven Sauerstoffspezies. lonisierende Strahlung flihrt zur homolytischen Spaltung der
kovalenten Bindungen zwischen Sauerstoff und Wasserstoff. Dabei entstehen je ein
Wasserstoffradikal (H*) und ein hochreaktives Hydroxylradikal (OH*), die Grundlage fir die
zytotoxische Wirkung der Strahlentherapie wie ihrer unspezifischen Gewebetoxizitat sind (Halliwell,
1991). Die Wirkung ist in Kombination mit zahlreichen Chemotherapeutika, die selbst zur
Generierung von reaktive Sauerstoffspezies flihren, verstarkt bzw., wie etwa unter gleichzeitiger
Gabe von Bleomycin, potenziert (Einhorn et al.,1976).
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2.6.3.2 Pulmonale Toxizitat

Nach Einwirkung von ionisierender Strahlung auf die Lunge kdnnen zwei verschiedene
Nebenwirkungsmechanismen unterschieden werden, die beide durch den massiven Untergang von
Epithel- und Endothelzellen sowie durch direkte oxidantienvermittelte Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren induziert werden. Die sogenannte klassische Strahlenpneumonitis (Morgan
et al.,1995; Segawa et al.,1997; Yamada et al.,1998; Monson et al.,1998) zeigt eine
charakteristische sigmoide Dosis-Inzidenz-Beziehung. Dabei beschrankt sich die entzindliche
Reaktion auf das bestrahlte Lungenvolumen und wird von einer mehr oder weniger starken
Fibrosierung des Lungenparenchyms gefolgt (Mattson et al.,1987; Vergara et al.,1987; Arriagada
et al.,1989; Geara et al.,1998). Die sogenannte sporadische oder hypersensitive Pneumonitis
(Gibson et al.,1988) entspricht keiner eindeutigen Dosis-Inzidenz-Beziehung (Denis et al.,1991)
und kann auch nach Gabe von Chemotherapeutika auftreten (Schnabel et al.,1997). Ursache
dieser Reaktion ist mdglicherweise eine endogene Antigenbelastung, die im Rahmen der massiven
unspezifischen Gewebsschadigung auftritt. Hier wird eine generalisierte, lymphozytéare Entziindung
mit eher geringer Tendenz zur Fibrosierung beobachtet (Vergara et al.,1987; Zwick et al.,1991; De
et al.,1995; Monson et al.,1998).

Morphologische Studien zeigen bereits innerhalb der ersten Woche nach Bestrahlungsbeginn eine
vermehrte Leukozytendichte in den interstitiellen Kapillaren der Lunge. Wenig spater treten grofte
Teile dieser Population in das Interstitium Uber, so da die Leukozytendichte hier ebenfalls ansteigt
(Ward et al.,1993). Typ-1- und Typ-2-Pneumozyten zeigen friihzeitig degenerative Veranderungen,
wobei insbesondere Typ-1-Pneumozyten nach Bestrahlung (Vergara et al.,1987) (wie auch nach
Bleomycin- (Jones et al.,1978) oder Ifosfamidgabe (Barnett, 1982)) zahlenmaliig stark vermindert
sind. Die freiliegenden Basalmembranen erscheinen geschwollen und verdickt. Einige Monate
nach Bestrahlung erfolgt als Zeichen der protrahierten Gewebeschadigung eine weitere
Verminderung der Typ-1-Pneumozyten (Vergara et al.,1987, wahrend Typ-2-Pneumozyten fokale
Hyperplasien (Guerry-Force et al.,1988) und stark vergréRerte Zellvolumina zeigen (Vergara et
al.,1987). Im Epithelgefiige tauchen kubische Zellen auf, die noch nicht vollstandig zu Typ-1-
Pneumozyten ausdifferenzierte Abkémmlinge von Typ-2-Zellen sind (Guerry-Force et al.,1988). In
der Folge kann es klinisch zu dem Bild der Pneumonitis oder der Lungenfibrose kommen (Mattson
et al.,1987; Gibson et al.,1988; Lingos et al.,1991; Rosiello et al.,1993).

Frihere Studien postulierten eine Latenzzeit zwischen zytoreduktiver Therapie und der klinischen
Manifestation von therapieassoziierten pulmonalen Folgeschaden (Rubin et al.,1992). Neuere
Untersuchungen zeigen hingegen, dal} bereits unter Therapie erhdhte Zytokinspiegel in der BALF
nachweisbar sind, die lange vor Auftreten der ersten klinischen Symptome kaskadenartig in
Spatschaden der Lunge einmiinden. Dieser Prozel setzt initial eine Strukturstérung oder
Unterbrechung der Kontinuitat der Basalmembran der Alveolarwandung voraus und unterliegt einer
komplexen Zytokinregulation sowie Steuerung durch Adhasionsmolekile (Rosiello et al.,1993;
Rubin et al.,1995)
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2.6.4 Kilinische Bilder pulmonaler Toxizitat unter zytoreduktiver Therapie

2.6.4.1 Pneumonitis

In Folge der antineoplastischen Therapie kann es nach einigen Wochen bis Monaten zu Dyspnoe,
Reizhusten, Fieber und Abgeschlagenheit kommen. Diese unspezifische, relativ spat einsetzende,
aber oft im weiteren Verlauf vital gefahrdende klinische Manifestation therapieassoziierter
Lungenschaden entzieht sich vor ihrer klinischen Manifestation der konventionellen Diagnostik
(Lungenfunktion, Bildgebung), ist haufig irreversibel und nicht selten letal. Bei fulminanten
Verlaufen findet sich nach Auftreten der ersten Symptome eine rasch progrediente
Diffusionsbeeintrachtigung (Marks et al.,1997) und ein Ventilations-Perfusions-Mismatch
(Rawlinson et al.,1988; Botterman et al.,1990). Daneben fihrt eine zunehmende Ansammlung von
extrazellularer Matrix (ECM) in den Alveoli und im Interstitium zu obstruierten und funktionslosen
terminalen Ventilationsrdumen. Diese Zunahmen des ventilatorischen Totraums und des
intrapulmonalen Shunt-Volumens verstarken die resultierende Hypoxamie weiter und fihren zur

respiratorischen Partial- und dann Globalinsuffizienz (Rosiello et al.,1990; Porembka et al.,1993).

Die nach langeren Latenzzeiten beschriebene sogenannte Late-Onset Pneumonitis tritt zumeist
nach Chemotherapiegabe auf und scheint vorrangig durch ein Ungleichgewicht zwischen
pulmonalen Oxidantien und Antioxidantien bedingt zu sein (Rosiello et al.,1990). Eine wirksame
Therapie ist bislang nicht bekannt. So kommt es trotz systemischen Einsatzes von Kortikosteroiden
haufig zu einer kontinuierlichen dramatischen Verschlechterung der respiratorischen Situation
dieser Patienten mit im Verlauf progredienter und irreversibler Fibrosierung (Tucker et al.,1977;
Mark et al.,1978; Malik et al.,1996).

2.6.4.2 Lungenfibrose

Patienten mit beginnender Lungenfibrosierung infolge zytoreduktiver Therapie fallen
typischerweise nach 6-12 Wochen durch Reizhusten und zunehmende Dyspnoe auf (Koh et
al.,1996), Symptome, die Uber Monate zur respiratorischen Insuffizienz und schlieBlich zum Cor

pulmonale mit akutem Rechtsherzversagen fiihren kénnen (Malik et al.,1996).

Thorax-Réntgen und Thorax-CT zeigen je nach Schwere ein inhomogene milchglasartige Triibung
des bestrahlten Parenchyms bis hin zu dichten retikularen und nodularen, fibrotischen Infiltraten
mit Pleuraverdickungen (Gross, 1977; Mattson et al.,1987). Diese radiologischen Befunde kénnen
jedoch erst zu einem relativ spaten Zeitpunkt erhoben werden, wenn der entziindliche Prozef}
bereits ein florides, irreversibles Stadium erreicht hat (Rubin et al.,1995).

Infolge der Strahlentherapie-induzierten Gewebeschadigung werden neben einer massiven
Erhéhung der Totraumventilation und damit Ansteigen des Shuntvolumens ausgedehnte
Epithelldsionen mit intraalveolaren Fibrinansammlungen beobachtet, die zu einer schweren

Diffusionsstérung fihren.
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3 Fragestellung

Bei Patienten mit fortgeschrittenem Bronchialkarzinom ist die Chemotherapie oder Radio-
Chemotherapie die Methode der Wahl. Diese Therapie folgt einer Dosis-Wirkungs-Beziehung und
ist vorrangig durch eine pulmonale Toxizitat begrenzt, deren klinische Erscheinungsform durch das
Bild einer interstitiellen Lungenerkrankung als Pneumonitis und Lungenfibrose gekennzeichnet ist.
Bislang wurde dieses Toxizitatsprofil angesichts der begrenzten Lebenserwartung der Patienten
als nicht im Vordergrund stehend hingenommen. Zwischenzeitlich erfolgte jedoch fur diese
Patienten eine Neubewertung der Therapieziele, wodurch die Untersuchung von Akut- wie
Spatfolgen der Therapie vermehrt in den Vordergrund geriickt wurde. Diese Neubewertung der
Therapieziele grindet sich auf zwei Entwicklungen:

1. Neue multimodale Therapieansatze des Bronchialkarzinoms mit verbesserter
Tumorkontrolle und verlangerten Uberlebenszeiten beziehen auch im palliativen
Therapieansatz qualitative Endpunkte mit ein, die neben der akuten Beherrschung
tumorassoziierter Symptomatik auch auf die nach einer (Radio-) Chemotherapie

erreichbaren Lebensqualitat zielen.

2. Dosisintensivierten Therapiekonzepte, die insbesondere fiir Patienten mit lokal fortge-
schrittenem Bronchialkarzinom neue prognostische Optionen eréffnen, wurden in
bisherigen Dosisfindungsstudien vorzugsweise an allgemein-klinischen
Toxizitatskriterien evaluiert. Neuere Konzepte mit sequentieller oder auch simultanen
Anwendung von Strahlen- und Chemotherapie fuhren jedoch vermehrt zu einer
pulmonalen Toxizitat, die in eine grundsatzlich lebensbedrohliche interstitielle

Lungenerkrankung (Pneumonitis, Fibrose) miinden kann.

Spezifische Untersuchungen zur Genese der Lungentoxizitat und ihrer individuellen Auspragung
unter zytoreduktiver Therapie fehlen bislang weitgehend. Ein Verstandnis der intrapulmonalen
Pathomechanismen kdnnten einerseits die (individuelle) Adjustierung der therapeutischen
Dosierung unterstitzen und andererseits neue Optionen zur Modulation und Begrenzung der

toxischen Therapiefolgen erdffnen.

Das in der vorliegenden Arbeit angestrebte Verstandnis der therapieassoziierten Lungentoxizitat
geht von einer moglichen grundsatzlich gemeinsamen Pathogenese der interstitiellen
Lungenerkrankungen aus. Neuere zellbiologische und biochemischen Daten zur idiopathischen
Lungenfibrose weisen als wesentliches Charakteristikum auf eine vermehrte Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies und ein hierdurch induziertes Ungleichgewicht des intrapulmonalen Oxidantien-
Antioxidantien-Gleichgewichtes hin. Diese Hypothesen stimmen mit Gber die letzten Jahre in den

Vordergrund geriickten Vorstellungen Uberein, dal3 die Toxizitat einer Radio-Chemotherapie
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ebenfalls durch die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies vermittelt ist. Diese Ergebnisse sind
jedoch bislang fast ausnahmslos am Tier sowie in vitro gewonnen worden und noch nicht
ausreichend, um auf den individuellen Patienten und seine Suszeptibilitat gegentber

therapieassoziierten Schaden lbertragen zu werden.

Folgt man der oben genannten Analogiebildung zwischen den interstitiellen Lungenerkrankungen,
so kénnen die in der Forschung zur Lungenfibrose erkannten zellularen und biochemischen
Prozesse als Leitfaden zum Verstandnis der therapieassoziierten pulmonalen Schaden bei

Tumorpatienten dienen.

Die vorliegende Arbeit formuliert hieraus die These, daf} fir die Lungenschaden unter Radio-
Chemotherapie vorrangig reaktive Sauerstoffspezies verantwortlich sind, die unmittelbar nach
Induktion des Lungentraumas zu einer Zytokinkaskade fiihren, die sich perpetuiert und schlieflich

zur reversiblen oder auch irreversiblen pulmonalen Parenchymveranderung fihrt.

Zur Uberpriifung dieser These wurden 228 Lavagen von 170 konsekutiven Patienten mit
Bronchialkarzinom unter oder nach zytoreduktiver Therapie und vergleichend 33 Lavagen von 29
Patienten ohne Therapie untersucht. Anhand der Analyse bronchoalveolarer Lavageproben, die zu
verschiedenen Zeitpunkten unter sowie nach zytoreduktiver Therapie gewonnen wurden, wurde

eine Kinetik der durch reaktive Sauerstoffspezies induzierten pulmonalen Toxizitat beschrieben.

Hierbei wurde Glutathion, das als antioxidativer Schutzmechanismus der Lunge eine Sonderrolle
spielt, und unter physiologischen Bedingungen in relativ hohe Konzentration in reduzierter Form im
epithelialen Flussigkeitsfilm der Alveolen vorliegt, in seiner oxidierten und reduzierten Form
gemessen. Dieses Verhaltnis gibt Aufschluf3 Gber den Funktionszustand des
Glutathionmetabolismus und damit Giber die antioxidative Wirksamkeit des pulmonalen
Glutathionsystems.

Wird die antioxidative Kapazitat der Lunge Uberschritten, kommt es u.a. zur Oxidation und
Inaktivierung von Proteinen. Diese Uberschreitung der antioxidativen Kapazitat wurde durch die
Messung des Anteiles von oxidierten Methioninresten als direkte Folge der oxidativen Belastung
gemessen. Methionin, ein ubiquitares Protein, sitzt u.a. im aktiven Zentrum von alpha-1-Antitrypsin,

dessen Antiproteasenfunktion bei Oxidation des Methioninrestes inaktiviert wird.

Zudem wurden die zellularen Bestandteile der Lavageflissigkeit, Parameter der Zytokinkaskade
(wie TNF-alpha, IL-1, IL-6, u.s.w.) und Aspekte der Bindegewebsaktivierung (Laminin, Prokollagen-
I1I-Peptid, Wachstumsfaktoren, u.s.w.) als Verlaufsparameter der durch die zytoreduktive Therapie
induzierten zytologischen und biochemischen pulmonalen Veranderungen charakterisiert.
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Das Anliegen der vorliegenden Arbeit war es, die Grundlagen fir eine individuelle Modulation der
oxidativen pulmonalen Toxizitat unter intensivierten multimodalen Therapien mit gleichzeitiger
Radio-Chemotherapie (durch friihzeitige Dosislimitierung und/oder Verbesserung der
antioxidativen Lungenkapazitat) zu bieten. Sie definiert mogliche Meligréfien der akuten oxidativen
pulmonalen Belastung und ihre Bedeutung im weiteren Krankheitsverlauf. Dies soll zukunftig,
entsprechend einer grof3en interindividuellen Schwankungsbreite antioxidativer pulmonaler
Kompensationsmechanismen, ein optimiertes Verhaltnis von zytoreduktiver Effektivitat und

erreichbarer Lebensqualitat bei Patienten mit fortgeschrittenem Bronchialkarzinom sichern.



-37-

4 Material und Methoden

4.1 Patientenkollektiv
4.1.1 Einteilung in die Therapiegruppen

Untersucht wurden 261 Proben von 199 Patienten mit Gberwiegend lokal fortgeschrittenem,
funktionell oder prospektiv nicht operablem Bronchialkarzinom. Die Bronchoskopie erfolgte in
Gruppe 1 zur Diagnostik im Rahmen des Tumorstagings, in allen tGbrigen Gruppen zur
Remissionskontrolle unter oder nach zytoreduktiver Therapie. Die Patienten wurden in folgende
Gruppen unterteilt:

Gruppe 1 Patienten mit Bronchialkarzinom, vor Therapie

Gruppe 2 Patienten unter laufender Chemotherapie

Gruppe 3 Patienten bis 2,5 Monate nach Chemotherapie

Gruppe 4 Patienten 2,5 - 15 Monate nach Chemotherapie

Gruppe 5 Patienten mehr als 15 Monate nach Chemotherapie

Gruppe 6 Patienten unter laufender Radiotherapie

Gruppe 7 Patienten bis 2,5 Monate nach Radiotherapie

Gruppe 8 Patienten 2,5 - 15 Monate nach Radiotherapie

Gruppe 9 Patienten mehr als 15 Monate nach Radiotherapie

Gruppe 10 Patienten unter erneuter Chemotherapie, nach Radiotherapie

Gruppe 11 Patienten in kompletter Remission, nach mindestens 2 Jahre zurtickliegender
Operation mit nachfolgender Radiotherapie.

Gruppe 1

Patienten, die mit dem Verdacht einer Raumforderung im Bereich der Lunge vorgestellt wurden,
erhielten im Rahmen der stationaren Abklarung eine Bronchoskopie, wobei auch eine Lavage
gewonnen wurde. Zur weiteren Analyse gelangten nur Proben, bei denen histologisch anhand
einer Tumorbiopsie (exophytisch wachsend oder durch transbronchiale Biopsie unter Bildwandler)
oder zytologisch (Feinnadelbiopsie oder Birstenabstrich) ein kleinzelliges oder nicht kleinzelliges

Bronchialkarzinom nachgewiesen wurde.
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Gruppe 2

Diese Gruppe enthalt Patienten, die unter einer laufenden Chemotherapie bei tiberwiegend
metastasiertem Tumorwachstum zur Remissionskontrolle untersucht wurden. Hierbei waren
mindestens 2 Zytostatika-Gaben des ersten Therapiezyklus bereits verabreicht worden (im Mittel
2,6 Zyklen entsprechend).

Hierbei wurden zur Therapie des Bronchialkarzinoms (NSCLC und SCLC) die folgenden Ublichen
Zytostatikakombinationen eingesetzt:

Tabelle 6: Verwendete Chemotherapiekombinationen zur Behandlung des Bronchialkarzinoms

Platinbasierte Kombinations-Chemotherapien:
Gemcitabin / Cisplatin

Mitomycin C / Ifosfamid / Cisplatin

Etoposid / Vinorelbin / Carboplatin

Paclitaxel / Carboplatin

Adriamycin / Vinblastin / Carboplatin

Ifosfamid / Etoposid / Carboplatin

Ifosfamid / Carboplatin

Nicht platinbasierte Kombinations-Chemotherapien
Vindesin / Mitomycin

Gemcitabin / Vindesin

Ifosfamid / Etoposid

Cyclophosphamid / Etoposid

Mono-Chemotherapien
Paclitaxel

Trofosfamid

Etoposid oral

Eine Chemotherapie gilt nach dem letzten verabreichten Zyklus fir den Zeitraum, der bis zu
Beginn eines neuen Zyklus vergangen ware, noch als fortdauernd, auch wenn dieser Zeit keine
weitere Therapie verabreicht wird (zumeist 4 Wochen).
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Gruppe 3,4 und 5

Patienten, die nach einer Chemotherapie lavagiert wurden, teilen sich entsprechend dem Zeitpunkt
in drei Gruppen auf: Patienten der Gruppe 3 wurden friihestens nach einer Zykluslange (zumeist 4
Wochen) nach der letzten Therapiegabe und spatestens 2,5 Monate nach Beendigung der
Chemotherapie untersucht. Gruppe 4 wurde in der Zeitspanne zwischen 2,5 und 15 Monaten

untersucht. Gruppe 5 umfaldt Patienten, die spater als 15 Monate nach Ende der Chemotherapie

im Rahmen einer Kontrolluntersuchung lavagiert wurden.

Gruppe 6,7,8und 9

In diese Gruppen wurden Patienten eingeschlossen, die entweder konsolidierend nach
erfolgreicher vorangegangener Chemotherapie (partielle (PR) oder komplette Remission (CR),
oder bei unter Chemotherapie progredientem lokalen Tumorwachstum (PD) strahlentherapiert

wurden, weiterhin . Somit ging allen Bestrahlungen eine Chemotherapie voraus.

Die Strahlentherapie erfolgte bei allen Patienten konventionell fraktioniert in Einzeldosen von 2-3
Gy pro die in 5 Gaben pro Woche mit einer thorakalen Gesamtdosis von 56 bis 62 Gy.

Die Gruppenzuordnung folgt dem Zeitschema wie bei den Gruppen 2 bis 5 (nach Chemotherapie):

Gruppe 6:

Die Untersuchung erfolgte unter einer konventionell fraktionierten Radiotherapie der Thoraxorgane,
wobei der Beginn der Therapie langer als eine Woche zuriicklag. Die Lavage wurde jeweils im

bestrahlten Lungengebiet durchgefiihrt.
Gruppe 7:

Die Untersuchung lag mindestens 4 Wochen nach Strahlentherapie bis maximal 2,5 Monate

zuruck.

Gruppe 8:

Diese Patienten wurden im Zeitraum zwischen 2,5 Monaten und 15 Monaten untersucht.
Gruppe 9:

Die Strahlentherapie lag mindestens 15 Monate zurtck.

Gruppe 10:

Diese Patientengruppe wurde bei Stadium Il primar einer Radiotherapie unterzogen und bei
Tumorprogression oder Tumorrezidiv mit einer Chemotherapie behandelt. Die Indikation zur
Chemotherapie ergab sich in 4 Patienten bei Lokalrezidiv, bei 5 Patienten bei metastasiertem

Tumorwachstum.
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Gruppe 11:

Patienten, die im Rahmen einer Kontrolluntersuchung nach operativer Entfernung eines
Bronchialkarzinoms zu einer Kontrolluntersuchung kamen, wurden in die Untersuchung
eingeschlossen, sofern die Operation und die (in allen Fallen adjuvant durchgefiihrte)
Strahlentherapie vor mindestens 2 Jahren abgeschlossen wurde, und sofern die aktuelle
Untersuchung keinen Verdacht auf erneutes Tumorwachstum erbrachte (Langzeitremission),
weiterhin weder klinisch noch lungenfunktionsanalytisch der Verdacht auf das Bestehen einer

Lungenfibrosierung bestand.

4.1.2 Tumorhistologie

193 Proben, entsprechend 74%, stammten von Patienten mit nicht kleinzelligem
Bronchialkarzinom, 68 Proben, entsprechend 26%, von Patienten mit kleinzelligem

Bronchialkarzinom.

Die Gruppe der nicht kleinzelligen Bronchialkarzinome umfafte folgende histomorphologische
Diagnosen: Plattenepithelkarzinom: 84 Falle, entsprechend 32%, Adenokarzinom: 81 Falle,

entsprechend 31%, grof3zellige Karzinome, 29 Falle, entsprechend 11% der Proben.

4.1.3 Aufteilung der Lavage-Proben auf die Patientengruppen

Bei 261 Proben von insgesamt 199 Patienten entspricht dies einem Mehrfachuntersuchungsfaktor

von 1,3. Dieser verteilt sich auf die Patienten-Gruppen ahnlich (Kruskal-Wallis-Test).

Tabelle 7: Charakteristika der Patienten bezogen auf die Gruppen der analysierten Proben

Gruppe Patienten Proben m/w SCLC/NSCLC
/Proben /Proben

1 9 9 7/2 0/9

2 41 45 31/14 13/32

3 10 10 7/3 2/8

4 13 19 12/7 4/15

5 12 19 14/5 4/15

6 4 4 4/0 1/3

7 14 15 12/3 10/5

8 42 54 41/13 13/41

9 35 44 32/12 12/32

10 9 9 6/3 317

11 29 33 25/8 11/22
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Die Auswertung der Proben wurde bezogen auf die Anzahl der Proben.

Dieses Verfahren wurde aus zwei Griinden gewahlt:

1. Bezogen auf das Setting konsekutiver Patienten bei Mehrfachmessungen steht
innerhalb einer Gruppe (z. B. wiederholte Kontroll-Bronchoskopie bei kompletter
Remission) kein geeignetes Auswahlverfahren zur Verfiigung, welche BALF pro Patient

zur Analyse kommt,

2. wurde vorausgesetzt, dal die gemessenen Parameter starker von der
Gruppenzugehdrigkeit (z.B. Status vor oder unter Chemotherapie) als intrasubjektiv

beeinfluf3t sind.

4.1.4 Remissionskriterien

Die Beurteilung der Tumorremission unter zytoreduktiver Therapie erfolgt gemaf den glltigen
WHO-Kriterien (1979):

Der Tumor wird in zwei Dimensionen Uber den gréfiten Durchmesser sowie im rechten Winkel

hierzu ausgemessen.

Komplette Remission (CR): Verschwinden des vorhandenen Tumors, Bestatigung anhand einer
Kontrolluntersuchung im Abstand von mindestens 4 Wochen.

Partielle Remission (PR): Mindestens 50%ige Verkleinerung der geometrischen
Gesamttumorgrofie des Tumors fur mindestens 4 Wochen. Weiterhin dirfen keine neuen
Gewebeveranderungen entstanden und keine Anzeichen fir eine Progression bereits bestehender

Gewebeveranderungen vorhanden sein.

Stable Disease (SD): Es ist weder eine 50%ige Verkleinerung der geometrischen
GesamttumorgréRe noch eine 25%ige GréRenzunahme einer oder mehrerer meRRbarer
Gewebelasionen nachweisbar, und es besteht kein Anzeichen fiir das Auftreten einer neuen
Lasion.

Progression (PD): Zunahme der GréRRe mindestens einer meflibaren Gewebelasion um
mindestens 25% oder Entstehung neuer Gewebelasionen.

Die Dauer der partiellen Remission ist definiert als der Zeitraum ab der ersten Gabe der
Chemotherapie bis zum Zeitpunkt des dokumentierten Beginns der Progression. Die Dauer der
kompletten Remission ist definiert als Zeitraum ab dokumentiertem Beginn der kompletten
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Remission bis zum Zeitpunkt, an dem die Krankheitsprogression erstmalig beobachtet wird.

4.2 Bronchoalveolaren Lavage (BAL)
4.2.1 Prinzip der BAL

Die bronchoalveolare Lavage wird durch Einspilen und anschlieRendes Absaugen von Flissigkeit
Uber das flexible Fiberglas-Bronchoskop gewonnen. Die bronchoalveolare Lavageflissigkeit
(BALF), ist ein Gemisch aus dem diinnen Flissigkeitsfilm, der den die peripheren Bronchien und
Alveolen auskleidenden Epithelien aufliegt (epithelial lining fluid, ELF), und dem
zurickgewonnenen Anteil des eingespullten Mediums. Die ELF ist anatomisch dem Interstitium
unmittelbar benachbart. Das in der ELF enthaltene Zellbild und die in ihr gelésten Mediatoren
spiegeln somit nicht nur das Milieu interne des Alveolarraumes, sondern auch das des Interstitiums

mit seinen zellularen Komponenten wider.

Da der durch die Lavage angesplilte Alveolarbereich eine etwa 100mal grofere Oberflache als die
durch die Lavage ausgewaschenen Anteilen des Bronchialbaums aufweist, entsprechen die durch
die BAL gewonnenen zellularen und humoralen Anteile der Peripherie des lavagierten
Lungensegments, wobei die Bronchialanteile zu vernachlassigen sind (Crystal et al.,1986).

4.2.2 Durchfiihrung der BAL

Voraussetzung fur die klinische Sicherheit der Durchflhrbarkeit der bronchoalveolédren Lavage ist
ein ausfihrlicher internistisch-pneumologischer Status des Patienten. Dieser wird anamnestisch,
durch die korperliche Untersuchung und durch Erhebung lungenfunktionsanalytischer Parameter
wie Vitalkapazitat und Atemwegswiderstand sowie einer Blutgasanalyse in Ruhe erhoben. Die
Bronchoskopie erfolgt unter Sauerstoffgabe Uber eine Nasensonde.

Der Patient ist wahrend der Bronchoskopie wach und befindet sich in einer halb sitzenden Position.
Angeschlossen ist ein EKG-Monitor. Die EinflUhrung des Bronchoskops erfolgt nach einer
ausfuhrlichen Lokalanasthesie, die durch Verneblung sowie einer Applikation unter Sicht durch das
Bronchoskop von insgesamt 10 ml einer 1%igen Lésung von Oxybuprocain-Hydrochlorid erfolgt.
Pramedizierend wird zur Vagolyse 0,5 mg Atropinsulfat intravends sowie 7,5 mg Hydrocodon
subkutan appliziert. Zur Bronchoskopie werden Gerate der Fa Olympus (D-Hamburg) eingesetzt.
Das Bronchoskop wird unter Sicht in das Bronchialsystem eingefuhrt. Zunachst erfolgt eine
komplette Inspektion unter besonderer Berlicksichtigung der Tumorlokalisation. AnschlieRend wird
im Bereich des Mittellappens oder der Oberlappen der jeweils nicht tumorbefallenen Lunge das
Bronchialsystem mit dem Gerat auf Niveau des Subbronchus atraumatisch verschlossen. In dieser
Verschlu3position wird die bronchoalveolare Lavage mit 100 ml isotoner pyrogenfreier
Kochsalzlésung in einer Konzentration von 0,9% in 5 aufeinander folgenden Portionen zu je 20 ml
durchgefihrt. Die Instillation des Spllmediums erfolgt unter Raumtemperatur, wobei zur
Ruckgewinnung der eingesplulten Flussigkeit ein Zeitraum von 20 Sekunden nicht tGberschritten

wird.

Alle bronchoalveolaren Lavagen wurden in der Lungenklinik Treuenbrietzen, Akademisches
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Lehrkrankenhaus der Charité, Abteilung fir Onkologie und Bronchologie, Chefarztin Frau Dr. med.
C. Oehm, durchgefihrt.

4.2.3 Aufbereitung der Proben

Alle Proben wurden innerhalb von langstens 4 Stunden in das Labor verbracht und aufgearbeitet,

wobei in dieser Zeit die Proben bei Raumtemperatur belassen werden.

Die Lavage wurde zunachst durch sterile Gaze gegeben, um Schleimbeimengungen abzufiltrieren.
BALF-Proben mit makroskopischen Blutbeimengungen wurden verworfen. Anschlie3end wurde die
Flissigkeitsmenge in einem sterilen Zylinder gemessen und damit der Anteil der bei der BAL
zurickgewonnenen Spiilflissigkeit (Recovery) bestimmt. Im ndchsten Schritt erfolgte die
Zentrifugation bei 800 g Gber 10 min. Der Uberstand wurde dekantiert und in Aliquots zu 2 ml

aufgeteilt. Diese wurden bei - 80°C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

Das nach der Dekantierung zurtickgebliebene Zell-Pallet wurde mit 1 ml PBS aufgenommen.
Anschlief3end wurde mit einem Coulter Counter (Fa Coulter Immunotech, D-Krefeld) in einer 5 pl-

Probe die Zellzahl bestimmt.

4.2.4 Zytologische Untersuchungen
4.2.4.1 Anfertigung der Zytozentrifugenpraparate

Je 100 pl der BALF-Zellsuspension wurden in Zentrifugenkammern (Shandon GmbH, D-Frankfurt)
gegeben. Diese wurden mit Filterpapier und Objekttragern in eine Zytozentrifuge eingespannt
(Shandon GmbH, D-Frankfurt). Nach 5 min Zentrifugieren bei 600 g wurden die Praparate tber 24
Stunden an der Luft getrocknet.

4.2.4.1.1 Zytologische Férbungen

Die Zelldifferenzierung am Praparat erfolgte anhand der Pappenheim-Farbung, die als panoptische
Farbemethode die Differenzierung von Zellelementen wie Kernstrukturen, Zytoplasma und

Granula erlaubt. Die Farbung wurde an den luftgetrockneten Praparaten durchgefiihrt. Sie wurden
Uber 4 min mit May-Griinwald-Losung (Merck, D-Darmstadt) in einer Farbekuvette inkubiert.
Anschliefsend wurden die Praparate 2 min mit Aqua dest. gewaschen und fiir 15 min in der 1:20 mit
Aqua dest. verdinnten Giemsa-L6sung (Merck, D-Darmstadt) gefarbt. Die Einbettung der
Praparate erfolgte mit Glycergel als EinschluBmedium (Dako Diagnostika GmbH, D-Hamburg).

Lichtmikroskopische Auswertung:

Es wurden 300 Zellen lichtmikroskopisch differenziert (Alveolarmakrophagen, neutrophile
Granulozyten, eosinophile Granulozyten, Mastzellen, Lymphozyten).
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4.2.4.2 Vitalitatsnachweis der Zellen

Der Nachweis der Zellvitalitat beruht auf der Trypan-Blau-Methode. 2 %ige wassrige Trypan-
Blaulésung (Fluka AG, D-Neu-Ulm). Nach Mischung mit 1,8% NaCl Lésung zu einer isotonen
Lésung wurde ein Tropfen der BALF-Zellsuspension mit einem Tropfen der Lésung durchmischt.
Lichtmikroskopisch stellen sich die avitalen Zellen blau angefarbt dar, deren relativer Anteil in einer
Neubauer Zahlkammer ausgezahlt wurde.

4.2.4.3 Immunophinotypisierung der BALF-Lymphozyten

Die Lymphozytensubpopulationen wurden durchfluBzytometrisch an einem FACS-Sorter (Becton
Dickinson, D-Heidelberg) mit Argon Laser und Fluorescein-Isothiozyanat/Phycoerythrin (FITC/PE)
Filtersatz analysiert, einer Wellenlange von 488 nm (Grunfloureszens) und 59530 nm
(Rotfloureszens) entsprechend. Pro Markierung wird die Messung aller Parameter an 1 x 10°
Zellen mit einer Fluf3rate von 150 Ereignissen/Sekunde durchgeflihrt. Alle Rohdatensatze wurden
auf Datentrager gespeichert.

Die Differenzierung der durchfluBzytometrisch erfal3ten Zellen erfolgte Giber die unterschiedlichen
Eigenschaften der ZellgréRe (Vorwartsstreulicht) und der Zellgranularitat (Seitwartsstreulicht).
Aufgrund dieser beiden Parameter ist es mdglich, Leukozytenpopulationen wie Lymphozyten,

Monozyten und die neutrophilen Granulozyten zu identifizieren und voneinander abzugrenzen.

Das von den optischen Filtern getrennte Licht wird zur Analyse auf die Detektoren geleitet. Diese
wandeln das Licht in elektrische Impulse um, wobei die Héhe des erzeugten Impulses mit der
Starke des Lichtsignals korreliert. Gleichzeitig verstarken die Detektoren das optische Primarsignal
Uber eine Photonenkaskade. Die elektrischen Impulse der Detektoren werden elekronisch
nachverstarkt, digitalisiert und Gber eine Spezial-Software graphisch als Histogramm dargestellt.

Im Histogramm kann eine beliebige Zellpopulation graphisch ausgewahlt werden, indem sie
achsenparallel durch eine horizontale und vertikale Linie oder Uber eine mit der Maus frei definierte
Flache von den Ubrigen Scatter-Punkten abgetrennt wird. Dieser Vorgang, das sogenannte Gaten,
erlaubt die Selektion definierter Subpopulationen zur weiteren Analyse mittels

fluoreszensgekoppelter Antikorper.

Das Fluoreszensverhalten der Zellen wird anschlie®end Uber die Software zur graphischen
Darstellung angewahlt, wobei auf der x-Achse die Intensitat des FITC-Farbstoffes, auf der y-Achse
die Intensitat des PE-Farbstoffes angezeigt wird.

Die dargestellten MeRdaten missen durch Setzen von Statistikregionen oder auch Quadranten
unterteilt werden. Fir jede dieser Statistikregionen oder Quadranten wird der prozentuale Anteil
der darin enthaltenen Zellen am Gesamt-Histogramm errechnet (Padovan et al.,1992).
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4.2.4.3.1 Vorbereitung des Zell-Pallets zur FACS-Analyse

Die BALF-Zellsuspension wurde durch Zugabe von PBS auf eine Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml
verdiinnt. Bei hohem Erythrozytenanteil in der BAL erfolgte die Lysierung der Erythrozyten mittels
eines speziellen Lysierungsreagenz (FACS-Lysing Solution, Becton Dickinson, D-Heidelberg) .

Bei 4°C wurden je 100 pl dieser Zellsuspension anschlieRend unter Lichtabschluf fir 30 min mit je
10 ul des mit FITC oder PE markierten monoklonalen Antikérpers inkubiert. Im Folgeschritt wurden
durch Zugabe von 1 ml speziellem Lysereagenz (FACS lysing solution, Becton Dickinson, D-
Heidelberg) die Zellen fixiert, zugleich die Erythrozyten lysiert. Die Proben wurden erneut

zentrifugiert, gewaschen und in gekihltem PBS (4°C) resuspendiert.

Es wurden folgende mit FITC- oder PE- Fluoreszenzfarbstoff direkt markierte Antikdrper (Dako
Diagnostika GmbH, D- Hamburg) eingesetzt:

IgG1/1IgG2a (Isotyp Kontrolle) DAKO

CD 14/45 (Leukozyten, Differenzierung in Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten) DAKO

CD 3/4 (Pan T-Zell-Marker, T-Helfer-Zell-Marker) DAKO
CD 3/8 (Pan T-Zell-Marker, T-Supressor-Zell-Marker) DAKO
CD 4/8 (T-Helfer-Zell-Marker, T-Supressor-Zell-Marker) DAKO

4.2.4.3.2 Aufbereitung von peripherem Blut fiir die FACS-Analyse

10FI des monoklonalen direktkonjugierten Antikérpers wurden in ein Réhrchen pipettiert, mit 100
FI Vollblut (mit EDTA oder Citrat versetzt) vermischt und 15-30 min bei Raumtemperatur unter
Lichtabschluf inkubiert.

Zur Erythrozytenlyse wurde 1 ml Lysierungsreagenz (FACS-Lysing Solution, Becton Dickinson, D-
Heidelberg) auf die mit dem Antikdrper vorinkubierten Zellen gegeben. Die Inkubationszeit betrug
10 min und wurde wiederum bei Raumtemperatur unter Lichtabschluf} durchgefihrt.

Anschliellend wurde der Ansatz bei 1400 U/min tber 5 min zentrifugiert, dekantiert und zweimal
mit je 2 ml PBS gewaschen, dazwischen mit 1400 U/min Uber 5 min rezentrifugiert. Die Zellen
wurden in 500 FI PBS resuspendiert und dann durchfluBzytometrisch analysiert. Hierfir wurden die

oben aufgefiihrten, zur Differenzierung der BALF-Zellen eingesetzten Antikérper verwendet.

4.2.4.4 FACS-Analyse der intrazelluldaren Hitzeschockproteine

Da Hitzeschockproteine intrazellular exprimiert werden, mussen die Zellen zur FACS-Analyse
permeabilisiert werden. Hierfir wurden100 pl BAL-Zellen vor Zugabe der spezifischen Antikdrper 1
Stunde mit —20EC geklhltem 80% Methanol bei —20EC inkubiert. Hierbei werden sie in einem
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Arbeitsschritt fixiert und zugleich permeabilisiert.

Die monoklonalen Antikérper gegen das HSP-Antigen liegen in unkonjugierter Form vor. Somit
erfolgte der Ansatz indirekt Uber zwei Stufen. Zunachst wurde das Zell-Pellet mit 10u | des
unkonjugierten Antikérper tGber 30 min bei 4°C inkubiert und mit 4EC gekuhlten PBS gewaschen.
Anschliefsend wurde die Zellsuspension mit je 5u | des Sekundarantikérpers (FITC oder PE
konjugiert) Gber 15 min inkubiert. Ein wiederholter Waschvorgang mit PBS folgte.

Die Negativkontrolle erfolgte mit dem jeweiligen Isotyp des Primarantikérpers (IgG 1, IgG 2a) in
analogen Arbeitsschritten.

Verwendet wurden folgende Isotyp-Kontroll-Antikdrper und HSP-Antikorper:

IgG 1, 1gG 2a (DAKO Diagnostika GmbH, D Hamburg)
HSP 70 (DAKO Diagnostika GmbH, D Hamburg)
HSP 90 (Sigma, D Deisenhofen)

4.2.4.5 Zytokin-Nachweis mittels ELISA

Quantitativer Sandwich Enzym Immunoassay (ELISA), Kit-Systeme:
IL-1, IL-2, IL-6, IL8, TNF-alpha, (Antikorper: R&D Systems, D-Wiesbaden)

Auf einer Mikrotiterplatte sind fir das jeweilige Zytokin spezifische monoklonale Antikdrper
gebunden. Standards und Patientenproben wurden in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte
pipettiert und hier von den immobilisierten Antikérpern gebunden. Nach einer Inkubationszeit von
16-24 Stunden wurden die ungebundenen Substanzen mit einem Waschpuffer (R&D Systems, D-
Wiesbaden) ausgewaschen, anschlieRend der jeweils spezifische enzymgebundene polyklonale
Antikorper in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Durch einen wiederholten
Waschvorgang mit Waschpuffer (R&D Systems, D-Wiesbaden) wurde das ungebundene
Antikoérper-Enzym-Reagenz herausgewaschen, anschlieend eine Substratlésung (stabilisierte
Hydrogen-Peroxidase und stabilisiertes Chromogen (Tetramethylbenzidine), R&D Systems, D-
Wiesbaden) in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert.

Nach wiederholter Inkubation wurde eine Amplifier-Lésung (R&D Systems, D-Wiesbaden)
hinzugegeben, die den Farbkomplex ausldst.

Die Reaktion der Farbentwicklung wurde nach 30 min durch die Zugabe von Stoppldsung (2N
Sulfuric Azid, R&D Systems, D-Wiesbaden) beendet, die Farbintensitat anschlieend mittels
ELISA-Readers (Mikroplatten Absorptionsphotometer, Anthos labtec instruments, A-Salzburg) bei
450-495 nm abgelesen. Gemessen wurde die Absorption entsprechend der optischen Dichte des
Farbkomplexes.

Zur Qualitatskontrolle der Messungen erfolgte stets eine Doppelbestimmung der Parameter. Lag
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die Abweichung zwischen erster und zweiter Messung tUber 5%, wurden die Werte verworfen und
die Messungen wiederholt.

4.2.5 Biochemische Untersuchungen der BALF
4.2.5.1 Bestimmung des Volumens der ELF

Die bronchoalveolare Lavage flihrt zu einer starken Verdinnung des epithelialen Flissigkeitsfilms.
Dieser Verdlinnungsfaktor, der in den durch Absaugung gewonnen Proben schwankt, kann indirekt
durch die Harnstoffverdiinnungsmethode bestimmt werden. Diese Methode vergleicht den
Harnstoffgehalt in der BALF und im peripheren Blut. Da Harnstoff weitgehend frei diffusibel in den
Alveolarraum ist, finden sich in der ELF und im peripheren Blut die gleiche Konzentration. Der
Verdunnungsfaktor ergibt sich als Quotient aus Harnstoffkonzentration im Serum und
Harnstoffkonzentration in der BALF. Das Volumen der ELF ergibt sich nun aus dem

Verdinnungsfaktor multipliziert mit dem BALF-Volumen.

4.2.5.1.1 Prinzip der Harnstoffbestimmung

Die Harnstoffkonzentration wurde im Serum wie in der BALF mit der Test-Combination Harnstoff S
(Spaltung mit Urease, Berthelot-Reaktion) durchgefiihrt (Boehringer Mannheim GmbH, D-
Mannheim). Zunachst wurde bei diesem enzymatischen Test Harnstoff unter Zugabe von 2H,0
durch Urease in Ammoniak umgewandelt. Die Ammonium-lonen reagierten sodann mit Salicylat
und Hypochlorit unter Bildung eines griinen Farbstoffes.
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Der Test-Kit enthalt folgende Losungen:

Lésung 1: Puffer / Urease / Salicylat

Phosphat-Puffer 120 mmol/l, pH 7,0
Urease >5 U/ml
Natriumsalicylat 62,5 mmol/l
Nitroprussid-Na 5,00 mmol/l

EDTA 1,48 mmol/l

Lésung 2: Hypochlorit
Natriumhypochlorit 6 mmol/l

Natriumhydroxid 150 mmol/l

Lésung 3: StandardIésung

Harnstoff 30 mg/dl bzw. 5 mmol/l

Da die Harnstoffwerte in der BALF unter dem Bereich des Standards lagen, wurde dieser
nochmals 1:5 (1mmol/l) verdiinnt. Als Kontrolle wurde das Reagenz "cfas-cal" 15,2 mmol/l

(Boehringer GmbH D-Mannheim) in einer Verdiinnung von 1:100 verwendet.

4.2.5.1.2 Testansatz

500 FI der BALF-Probe wurden mit 1 ml der Lésung 1 in ein Réhrchen aufgenommen und dber 15-
30 min inkubiert. Anschlielend wurde der Testansatz mit 1 ml der Ldsung 2 tber 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert, dann in eine MeRkuvette tberfihrt. Standards und Proben wurden bei
578 nm an einem Eppendorf-Photometer PCP 6123 (Eppendorf GmbH, D-Hamburg) gemessen.

Zur Qualitatskontrolle der Messungen erfolgte stets eine Doppelbestimmung der Parameter.

Toleriert wurde eine Abweichung zwischen erster und zweiter Messung bis 3%.

Wesentliche Voraussetzung fur die Anwendbarkeit der Harnstoffverdiinnungsmethode ist die
standardisierte Durchflihrung der BAL. Wie oben aufgefiihrt, ist hier insbesondere die Einhaltung
der Zeitgrenze wahrend der Riickgewinnung der Spiilflissigkeit wesentlich. Wir verwendeten daher
ausschlieBlich Proben, bei denen eine Instillationszeit von 20 sec bis zum Absaugen der
eingeschwemmten Flussigkeit nicht Gberschritten worden war.
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4.2.5.2 GesamteiweiB

Die GesamteiweilRkonzentration wurde in der BAL mit dem Bio-Rad Protein Assay (BIO-RAD

Laboratories GmbH, Miinchen), Methode nach Lowry, durchgefiihrt.

Der Textilfarbstoff Coomassie Brillant Blue G 250(CBB-G250), Absorptionsmaximum bei 465 nm,
liegt in leicht saurer Losung vor. Mit Proteinen reagiert CBB-G250 rasch unter Ausbildung eines
Protein-Farbstoff-Komplexes und Verschiebung des Absorptionsmaximums auf 595 nm.

In dem Mel3-Kit sind folgende Reagenzien enthalten:

Lésung 1 450 ml konzentriertes Dye-Reagenz (Phosphor Azid und Methanol) Wird 1:5 mit
Aqua dest verdiinnt

Standard 1 cfas-cal 1:100 verdinnt

Testansatz:
100 ul der BALF-Probe wurden in 2 ml Protein Assay Lésung (Losung 1) aufgenommen.

Die Messung gegen einen Leerwert erfolgte am Eppendorf Photometer PCP 6123 (Eppendorf
GmbH, D-Hamburg) bei 578 nm.

4.2.5.3 Albumin

Das Testprinzip von Albumin in der BALF basiert auf einem immunologischen Triibungstest. Die
Albumin-Antikérper reagieren mit dem Antigen aus der Probe unter Bildung eines Antigen-

Antikoérper-Komplexes, der nach Agglutination turbidimetrisch gemessen wird.

Der gebrauchsfertige Kit enthalt folgende Ldsungen:

Reagenz 1 Puffer (Tris-Puffer 50 mmol/l, pH 8,0, PEG 4,2%, EDTA 3,7 g/,

Konservierungsmittel

Reagenz 2 Albumin-Antikérper (polyklonaler Anti-Human-Albumin-Antikérper vom Schaf)

Reagenz 3 Kalibratoren (humanes Albumin, Phoshat-Puffer 50 mmol/l, pH 8,0,

Konservierungsmittel)
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Die Messungen erfolgten an einem Photometer Hitachi 911(Eppendorf, D-Hamburg).

Das Gerat Uberfiihrt die Verdiinnungen der Reagenzien und die 10 ul BALF-Probe vollautomatisch
in die MeRkuvetten. Die Messung wurde bei einer Wellenlange von 340 nm durchgefuhrt.

Zu allen Werten wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt. Toleriert werden Abweichungen
zwischen erster und zweiter Messung bis 5% wurden toleriert.

4.2.5.4 Nachweis von Laminin in der BALF

Die Messung von Laminin wurde mit einem ELISA (Fa. Takara, Japan) durchgefiihrt. Ein gegen
das Antigen gerichteter primarer Antikorper ist an eine Platte mit 96 Vertiefungen gebunden. Im
ersten Inkubationsschritt bindet die gesamte Antigenmenge an diesen im Uberschul vorliegenden
Antikoérper. Nach Auswaschen von Serumbestandteilen mit einem vorgegebenen Puffer wurde in
einem weiteren Inkubationsschritt ein Enzym-markierter Sekundar-Antikdrper hinzugegeben. Er
bindet an ein weiteres Epitop des an den Primarantikbrper gebundenen Antigens unter Ausbildung
eines Sandwichkomplexes, der das Antigen von beiden Seiten umschlief3t. Die gebundene
enzymatische Aktivitat im Probenansatz ist proportional der Konzentration des Antigens. Die
Reaktion der Farbentwicklung wurde nach 30 min durch die Zugabe von Stoppldsung (Fa Takara,
Japan) beendet, die Farbintensitat anschliefend mittels ELISA-Readers (Mikroplatten
Absorptionsphotometer, Anthos labtec instruments, A-Salzburg) bei 492 nm abgelesen. Gemessen
wurde die Absorption entsprechend der optischen Dichte des Farbkomplexes.

Vorbereitende BALF-Konzentrierung

Die Bestimmung von Laminin in der ELF wurde unternommen, um spezifische
Aktivierungsprozesse des Bindegewebes zu erfassen. Da dieses Protein in Lavagen von
interstitiellen Lungenerkrankungen lediglich in 20% nachweisbar ist, wurde zu deren besseren
Quantifizierbarkeit die BALF einer Konzentrierung durch Zentrifugenfiltration unterzogen. Diese
wurde durch eine fraktionierte Zentrifugation, die das Ausgangsvolumen kontrolliert vermindert,
erreicht. Die Volumenreduktionsschritte erfolgen hierbei von 2,5 auf 0,5 ml. Der Konzentrierungs-

faktor wurde durch Vergleich des Proteingehaltes in den Proben ermittelt.

4.2.5.5 N-terminales Prokollagen-lllI-Peptid (N-P-llI-P)

Die Bestimmung der N-P-IlI-P-Konzentration wurde mittels Radioimmunoassay durchgefuhrt (RIA-
gnost P Il P - coated tube, Behringwerke, D-Marburg). Eingesetzt wurde ein monoklonaler Maus-
Antikorper gegen humanes N-P-IlI-P, der hochspezifisch fiir das intakte N-P-I1I-P ist und eine
Kreuzreagibilitdt gegenuber N-P-111-P-Spaltprodukten von lediglich 10% aufweist.

Der Radioimmunoassay arbeitet in 2-Schritt-Sandwich-Technik. Zunachst wurde aus wandge-
bundenem Anti-N-P-IlI-P-Antikérper (monoklonal, Maus) und 125J markiertem Anti-N-P-IlI-P-
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Antikdrper (monoklonal, Maus) ein Komplex gebildet. Anschliel3end erfolgte die Auswaschung
freier Traceranteile. Der spezifisch an die Wandung des Testréhrchens gebundene Tracer-Anteil
wurde nun mit einem Gamma-Counter gemessen. Die Ergebnisse wurden durch Vergleich mit
einer 7-Punkt Standardkurve mit Hilfe eines computergestiitzten Auswerteprogramms ermittelt. Die
untere Nachweisgrenze betrug fir N-P-IlI-P 0,1 E/ml.

Fir Doppelmessungen wurde eine Toleranzgrenze von 10% vorgegeben.

4.2.6 Neoangiogene Faktoren und Wachstumsfaktoren

Vascular endothelial cell growth factor (VEGF ), Transforming growth factor (TGF), Epidermal
growth factor (EGF), Platelet derived growth factor (PDGF) und Fibroblast growth factor (FGF-
alpha und FGF-beta)

Der Test basiert auf einem quantitativen Sandwich Enzym Immunassay. Ein spezifischer
monoklonaler Antikdrper gegen VEGF ist auf einer Mikrotiterplatte fixiert. Standards und Proben
wurden in die vorgegebene Vertiefungen pipettiert und dort von dem Antikérper gebunden. Bei
einem Waschvorgang wurden alle nichtbindenden Substanzen entfernt und anschlielend ein
Sekundarantikorper (polyklonaler Antikérper mit Enzym) hinzugegeben, der spezifisch an den
gebildeten VEGF-Antikérper-Komplex bindet.

Anschlieliend wurde durch ein Substrat farblich die Bindung mit dem jeweiligen nachzuweisenden
Faktor detektiert und mittels ELISA-Reader abgelesen.

Alle MeRparameter wurden doppelt bestimmt, eine Abweichung bis 5% zwischen erstem und
zweitem Melwert toleriert.

4.2.7 Methioninsulfoxid

Methioninsulfoxid (Met(O)) entsteht durch Oxidation der Thioathergruppe von Methionin. Der
Oxidationsgrad eines Proteins 1at sich an dem Anteil der oxidierten Methioninreste im Vergleich

zu dem Gesamtmethioningehalt des Makromolekiils ablesen.

Die bei -80°C aufbewahrten Aliquots wurden aufgetaut. Die Methode erfordert eine Mindestmenge
von 100 ug Protein, entsprechend etwa 1,5 ml BALF. Zunachst wurde bei einer Temperatur von
4°C eine dreistiindige Dialyse gegen entionisiertes Wasser durchgefiihrt, dann lyophylisiert und in
840 ul 75%iger stickstoffgesattigter Ameisensaure geldst. Methionin wurde nun durch Zugabe von
Bromcyan (CNBr, Rockford, USA) bis zu einer Endkonzentration von 0,2 M unter Lichtabschlul? bei
Raumtemperatur in einer 100% Stickstoffatmosphare inkubiert. Hierdurch erfolgte die Umwandlung
von Methionin in Homoserin und Homoserin-Lakton (Shechter 1975, Beck-Speier 1988). Die mit
CNBr behandelten Proteine wurden lyophilisiert und tber 48 Stunden mit 6 M HCL (Merck, D-
Darmstadt) unter 5mM Dithioerythritol (Merck, D-Darmstadt) unter Vakuum bei 110°C hydrolysiert,
wobei (Met(O)) quantitativ zu Met reduziert wurde. Anschliellend wurde eine reversed-phase High-
Performance Liquid-Chromatography (RP HPLC, Fa Kontron, D-Minchen. Zum Prinzip s.u.)
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durchgefihrt, in der die initial oxidierten Methioninreste als Methionin und die nicht oxidierten

Methioninreste als Homoserin nachgewiesen wurden.

4.2.8 Gesamtglutathion

Das Glutathiondisulfid (GSSG) wird im MeRansatz durch die Glutathionreduktase unter Verbrauch
von NADPH zu zwei Molekiilen GSH reduziert. Hieraus ergibt sich die Gesamtglutathion (GSHt) -
Konzentration aus der Summe von reduziertem GSH und der zweifachen Menge des gemessenen
GSSG.

100 ul BALF wurden mit 1.1 ml 0,1 M Sodium Phosphat Puffer, pH 7,0, bestehend aus 1mM
ethylenediamine-tetraacetic acid (EDTA), 0,2 mM nicotinamide adenine dinucleotide phophate
(NADPH), 63,5 uM 5.5-dithiobis (2-Nitrobenzoic Azid) (DTNB) und 4 U/ml Glutathione Reduktase

versetzt (alle Chemikalien von Sigma-Aldrich, D-Deisenhofen).

Die Reduktionsrate von DTNB wurde spektophotometrisch bei einer Wellenldange von 412 nm
gemessen. Die GSHt Konzentration von der BALF wurde mit einer internen Standardlésung von
0,84uM GSH berechnet.

Oxidiertes Glutathion (GSSG) wurde nach der Methode Adams wie folgt bestimmt. Nach
Zentrifugation (300 x g , 5 min) BALF wurde mit einem Volumen von 10 mM N-ethylmaleimide in
0,1 M Kaliumphophat-Puffer, pH 6,5, und 17,5 mM EDTA versetzt.

Mit 250 ml dieses Ansatzes wurde eine SEP-PAK ¢ 18 Saule (Waters Associatea, Milford, UK-
Manchester), gefolgt von 3 ml Methanol und 3 ml Aqua bidest, beschickt. GSSG wurde mit 1 ml 0,1
p Kaliumphophat-Puffer, pH 7,5 mit 5 mM EDTA, 800 mM DTNB, 2 U/ml Glutathion- Reduktase
und 1 mM NADPH verdunnt.

Die Reduktionsrate von DTNB wurde wiederholt am Spektralphotometer bei einer Wellenlange von
412 nm gemessen. Die Standards von GSSG (Boehringer Mannheim, D- Mannheim) mit einer
bekannten Konzentration von 0,25 - 4 yM wurden entsprechend den BALF-Proben gemessen und
ergaben die Standardkurven.

Die Konzentration von GSHt wurde wie folgt berechnet:

GSHt = GSH + 2 x GSSG.

Alle Messungen wurden wegen des hohen relativen Fehlers der Einzelmessung dreifach
durchgefihrt, die vorgegebene Toleranzgrenze der Abweichung der Einzelmessungen

voneinander betrug 10%.
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4.2.8.1 Glutathiondisulfid / reduziertes Glutathion

Die Messung des Gesamtglutathions umfaRte sowohl die reduzierte als auch die oxidierte Form

und gab damit Aufschlu® Gber das Verhaltnis dieser Redox-Formen zueinander.

4.2.8.1.1 HPLC (high performance liquid chromatography)

Die Hochdruck-Flissigkeit-Chromatographie ist eine leistungsfahige chemische Trennmethode, die
zur quantitativen Analyse von geringen Stoffmengen angewendet wird.

Das Prinzip der Chromatographie beruht auf der unterschiedlichen Affinitat der einzelnen
Bestandteile eines Gemisches zu zwei verschiedenen Phasen, die nicht oder nur in begrenztem
Umfang untereinander mischbar sind. Eine der Phasen, die sogenannte stationare Phase, befindet
sich durch die Bindung an einen festen Trager in Ruhe. Die andere, die mobile Phase, wird einer

standigen gerichteten Bewegung durch Uberdruck unterzogen.

Aufgrund der unterschiedlichen Verteilungsgleichgewichte der einzelnen Komponenten des
Analysengemisches zwischen stationarer und mobiler Phase kommt es zu einer differenten
Retention der Einzelkomponenten an der stationaren Phase und damit zu unterschiedlichen
Retentionszeiten, d.h. unterschiedlichen Zeiten, welche die Einzelkomponenten bis zum Verlassen
der Saule bendtigen. Hierdurch kommt es zur Auftrennung der Stoffgemische.

Das in die entsprechenden Einzelsubstanzen aufgetrennte Eluat wird wahrend des Verfahrens
kontinuierlich fokussiert und durch den MeRstrahl eines Ultraviolettdetektors gelenkt. Das Signal
wird aufgezeichnet und gegen eine Zeitachse aufgetragen. Das Ergebnis ist ein charakteristisches

Chromatogramm, welches die aufgetragenen Substanzen qualitativ und quantitativ beschreibt.

Der Chromatograph besteht aus einer Pumpe, einem Probeninjektor, einer Trennsaule, dem
mobilen Phasensystem und einem Ultraviolettdetektionssystem. Der Uberdruck gewéahrleistet
einen konstanten Flu der mobilen Phase gegen den Widerstand der stabilen Phase in der

Trennséaule.

4.3 Statistik

Die statistische Analyse erfolgte mit dem Programm SPSS Version 8, auf einem IBM-kompatiblen
Personalcomputer. Alle angegebenen Mittelwerte entsprechen, sofern nicht anders ausgewiesen,
dem arithmetischen Mittelwert, die Abweichungen wurden als Standardabweichungen angegeben.
Unter der Voraussetzung, daf} die Zahlenwerte innerhalb der Gruppen nicht normalverteilt sind,
wurde zum Vergleich von unverbundenen Stichproben ausschlieBlich der nicht-parametrische
Mann-Whitney-U-Test herangezogen. Fur verbundene Stichproben wurde der Wilcoxon-U-Test
eingesetzt. Zur graphischen Darstellung der Werteverteilung tber die Gruppen wurden Box-Plots
gewabhlt, da die von ihnen ausgegebenen graphischen Charakteristika den Gruppenmedian, den
Interquartilbereich und die Extremwerte (Range) beinhalten und damit nicht normalverteilte Daten
adaquat beschreiben.

Zum Vergleich nominalskalierter Daten wurde eine Kontingenztafelanalyse durchgefihrt. Bei
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numerischem Datenformat erfolgte der Vergleich der Testvariablen Uber die Gruppenvariable unter
der Hypothese nicht normalverteilter Daten parameterfrei mit dem Kruskal-Wallis-Test. Bei hier
ausgegebenen Signifikanzen wurde mit dem U-Test unter Bonferroni-Korrektur paarweise
nachgetestet.

Die Abhangigkeit zwischen zwei Variablen wurde parameterfrei mit dem Korrelationskoeffizient
nach Freadman getestet. Zur Beschreibung numerischer Variablen mit nicht normalverteilten
Werten wurden folgende Parameter tabellarisch angegeben: Median, Minimum, Maximum, 25.
Perzentil, 75. Perzentil.

Fir alle angewendeten Testverfahren wurde als Irtumswahrscheinlichkeit ein alpha-Fehler von

0,05 angenommen.



5 Ergebnisse

5.1 Einteilung der Proben

Insgesamt wurden 261 Lavageproben von 199 Patienten vor, unter oder nach Therapie eines
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Bronchialkarzinoms untersucht. Die Proben wurden in die folgenden Gruppen aufgeteilt, die im

folgenden erlautert werden:

Gruppe 1

Vor Therapie

9 Proben von 9 Patienten

Gruppe 2

Unter laufender Chemotherapie

45 Proben von 41 Patienten

Gruppe 3

Bis 2,5 Monate nach Chemotherapie

10 Proben von 10 Patienten

Gruppe 4

2,5 - 15 Monate nach Chemotherapie

19 Proben von 13 Patienten

Gruppe 5

Mehr als 15 Monate nach Chemotherapie

19 Proben von 12 Patienten

Gruppe 6

Unter Radiotherapie

4 Proben von 4 Patienten

Gruppe 7

Bis 2,5 Monate nach Radiotherapie

In dieser Gruppe hatten 3 Patienten klinisch und

radiologisch eine Pneumonitis entwickelt

15 Proben von 14 Patienten

3 Proben von 3 Patienten

Gruppe 8

2,5 - 15 Monate nach Radiotherapie

In dieser Gruppe boten 2 Patienten klinisch,
radiologisch und lungenfunktionsanalytisch das Bild

einer geringen bis maRiggradigen Lungenfibrose

54 Proben von 42 Patienten

(2 Proben von 2 Patienten)

Gruppe 9

Mehr als 15 Monate nach Radiotherapie

44 Proben von 35 Patienten
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Gruppe 10

Unter Chemotherapie, nach Radiotherapie

9 Proben von 9 Patienten

Gruppe 11

Mindestens 2 Jahre zurtickliegende Operation mit

nachfolgender Bestrahlung (komplette Remission)

33 Proben von 29 Patienten

5.2 Anthropometrische Daten

5.2.1 Altersverteilung

Tabelle 8: Die Altersverteilung in den einzelnen Gruppen, bezogen auf die Anzahl der Proben

Gruppe Median Minimum Maximum 25. Perzentil 75. Perzentil|
1 64,00 46,00 88,00 54,50 76,00
2 64,00 47,00 79,00 58,75 70,00
3 64,50 45,00 77,00 52,00 72,00
4 63,00 44,00 81,00 59,00 68,00
5 63,00 33,00 72,00 56,00 63,00
6 66,00 59,00 71,00 60,25 70,25
7 61,00 39,00 79,00 58,00 68,00
8 64,00 38,00 79,00 59,00 69,00
9 64,00 48,00 81,00 59,00 67,50
10 63,00 52,00 71,00 57,50 65,50
11 68,00 35,00 86,00 59,75 70,25
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Zur Uberpriifung, ob die oben gezeigte Verteilung in den Subgruppen signifikant different ist, wurde

der Kruskal-Wallis-Test angewendet. GemaR diesem Testverfahren fanden sich in den
Subgruppen fir das Alter folgende Range:

Tabelle 9: Range der Altersverteilung innerhalb der Patientengruppen

Gruppe N Mittlerer Rang
1 9 143,39
2 45 137,92
3 10 131,15
4 19 128,79
5 19 107,89
6 4 152,88
7 15 119,63
8 54 128,89
9 44 129,44
1 9 115,17
11 33 145,08

Gesamt 261

Hieraus ergab sich im Kruskal-Wallis-Test eine asymptotische Signifikanz von p=0,9, d.h., die

Altersverteilung bezogen auf die Proben in den Subgruppen war nicht signifikant different.

5.2.2 Geschlechtsverteilung und Tumorhistologie in den Patientengruppen

Die folgende Tabelle gibt die Geschlechtsverteilung und die Tumorhistologie in den

Therapiegruppen, bezogen auf die Anzahl der Proben, an:

Tabelle 10: Geschlechtsverteilung und die Tumorhistologie in den Therapiegruppen

Gruppe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
m 7 38 7 15 14 3 11 41 38 7 20
w 2 7 3 4 5 1 4 13 6 2 13
NSCLC 8 36 8 15 15 1 10 42 32 7 22
SCLC 1. 9 2 4 4 3 5 12 12 2 1M1
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In der Kontingenztafelanalyse fand sich im Chi-Quadrat-Test nach Pearson ein Signifikanzniveau
von 0,51. Somit wies die Geschlechtsverteilung in den Subgruppen keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Subgruppen auf.

Insgesamt wurden 193 Proben von Patienten mit NSCLC und 68 Patienten mit SCLC gewonnen,
einem Anteil an kleinzelliger Bronchialkarzinome von gut 35% entsprechend. Da sich die Anzahl
der Proben prozentual entsprechend auf die Anzahl der Patienten verteilte (nicht gezeigt),
entspricht dies einem gegenuber der Haufigkeitsverteilung der Erkrankung Uberproportionalen

Anteil am Gesamtkollektiv.

5.2.3 Chronische Bronchitis und Nikotinabusus

Insgesamt wurden 79 Proben von Patienten mit chronischen Bronchitis gewonnen. Diese teilen

sich auf die Therapie-Subgruppen auf wie folgt:

Tabelle 11: chronische Bronchitis in den Therapie-Subgruppen

Gruppe chronische Bronchitis ja / nein

1 2 7
2 15 30
3 3 7
4 3 15
5 0 18
6 2 2
7 4 11
8 15 39
9 19 25
10 3 5
11 13 20

79 182

Die Haufigkeit des Auftretens von chronischer Bronchitis bezogen auf die Probenanzahl in den
Subgruppen wurde mit einer Kontingenztafelanalyse auf signifikante Unterschiede tUberprift. Der
Chi-Quadrat-Test ergab in der Analyse aller Datensatze ein Signifikantniveau von 0,13. In der
Kontingenztafelanalyse lag jedoch in der Gruppe 5 die beobachtete Haufigkeit des Auftretens einer

chronischen Bronchitis hinter der erwarteten Haufigkeit:
Gruppe 5: erwartete Haufigkeit: 5 Falle. Beobachtete Haufigkeit: 0 Falle.

Von den 261 Proben entfielen 237 auf Raucher. Der kumulative Nikotinabusus verteilte sich auf die

Therapie-Subgruppen wie folgt:



Tabelle 12: Verteilung des kumulative Nikotinabusus auf die Therapie-Subgruppen

Gruppe Median Minimum Maximum  25. Perzentil 75. Perzentil|
1 20,00 0,00 30,00 15,00 20,00
2 30,00 0,00 80,00 20,00 40,00
3 22,50 0,00 40,00 20,00 30,00
4 10,00 0,00 45,00 5,00 25,00
5 10,00 0,00 40,00 5,00 30,00
6 30,00 20,00 40,00 22,50 37,50
7 25,00 0,00 40,00 15,00 35,00
8 20,00 0,00 80,00 10,00 40,00
9 20,00 0,00 50,00 20,00 30,00
10 30,00 00,00 80,00 17,50 30,00
11 30,00 10,00 40,00 20,00 30,00
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Der Anteil der 24 Proben der Nichtraucher verteilte sich weitgehend homogen tber die Gruppen,

wobei der mittlere Anteil an der gesamten Probenzahl bei 91% lag. In der Gruppe ohne

Tumorloading und ohne Therapie (Gruppe 11) sowie in der kleinen Gruppe unter Strahlentherapie

befanden sich ausschliel3lich Raucher.

Der kumulative Nikotinabusus war in dem Uberwiegend aus Rauchern bestehenden Kollektiv bei

den Patienten mit bzw. ohne chronischer Bronchitis (bezogen auf die Anzahl der Proben) im Mann-

Whitney-U-Test in der Gruppe der Bronchitiker signifikant gegenlber denjenigen ohne Bronchitis

erhéht (p=0,019).
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Abb. 1: kumulativer Nikotinabusus / chronische Bronchitis
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5.3 Zytologische Parameter der BALF

5.3.1 \Vitalitatspriifung der Zellen in der BALF

Die Vitalitatsprifung der durch bronchoalveolaren Lavage gewonnenen Zellen erfolgte mit der
Trypan-Blau-Methode. Im Mittel lag der Anteil der hiermit gefarbten avitalen Zellen in der BALF
zwischen 25% und 35% mit einer Spannweite von 3% bis maximal 50%. Das Verteilungsmuster
innerhalb der Subgruppen der Proben (nicht dargestellt) erbrachte im Kruskal-Wallis-Test keine

signifikanten Unterschiede.

5.3.2 Gesamtzellzahl in der BALF

Zur besseren Vergleichbarkeit wurde die Gesamtzellzahl in Zellzahl x 10° pro 100 ml BALF
ausgedruckt. Hierfur wurde die aus dem Pellet gewonnene Zellzahl durch die Recovery geteilt und

mit 100 multipliziert.
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Abb. 2: Zellzahl (/100mlI BALF) / Gruppen
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Die hochsten Zellzahlen fanden sich in den BALF-Proben der Patienten unter Strahlentherapie,
wobei sich in dieser Gruppe allerdings lediglich 4 Proben von 4 Patienten befanden. Adaptiert an
die geringe Fallzahl wurde Fisher's exakter Test angewendet, der im Vergleich zu der Gruppe 11,
also Proben von Patienten, die vor mehr als 2 Jahren operiert und strahlentherapiert wurden, ein
Signifikanzniveau von > 0,001 ergab.

Im Vergleich der Mediane (siehe Box-Plots) fand sich der zweith6chste Wert fir die Gruppe, die
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nach einer erfolgten Strahlentherapie erneut chemotherapiert wird. Im Mann-Whitney-U-Test war
die Zellzahl hier gegentber der Gruppe 11 ebenfalls signifikant erhéht (p>0,001).

Die nachsthdhere Zellzahl (Median) fand sich in der Gruppe der Patienten unter laufender
Chemotherapie. Auch in dieser Gruppe war die Zellzahl signifikant gegeniiber der Gruppe 11
erhoht (p>0,001, Mann-Whitney-U-Test).

Auffallig war, dal® die Zellzahlen nach zytoreduktiver Therapie rasch abfielen und bereits 2,5
Monate nach Chemotherapie nicht mehr signifikant gegentliber den als Kontrollgruppe dienenden
Proben der Gruppe 11 erhdht waren. Bei Z.n. Radiotherapie fand sich in der Gruppe bis 2,5
Monate nach Therapieende noch eine deutliche Erhéhung der Zellzahlen, nach 2,5 Monaten war
jedoch auch dieser therapieassoziierte Anstieg der Zellzahlen in den BALF nicht mehr

nachweisbar.

In den Proben der Gruppe 7 lag der Median der Zellzahl bei 13,24 /100 ml BALF, 25. und 75.
Percentil bei 11,98 und 16,77. Die Patienten mit Pneumonitis wiesen hierzu mit Zellzahlen von 19,
26 und 29 Zellen /100 ml BALF deutlich hdhere Werte auf. In der Gruppe 8 lagen die beiden
Patienten mit manifester Lungenfibrosierung mit 23 und 26 Zellen/100 ml BALF ebenfalls Gber dem
Gruppenmedian (3,34, 25. Perzentil 2,0, 75. Perzentil 9,43 Zellen/100 ml BALF).

Eingesetzt wurden sowohl fiir das NSCLC wie das SCLC vorrangig Polychemotherapien, die beim
nicht kleinzelligen Bronchialkarzinom in der first-line Therapie zumeist platinbasiert waren.

Wahrend in der Probengruppe von Patienten mit primarer Chemotherapie ausschlief3lich
Polychemotherapien verabreicht wurden, kamen bei 3 Patienten nach Radiotherapie auch
Monotherapien zum Einsatz. In der Polychemotherapiegruppe wurde fiir die weitere Analyse
zwischen platinbasierten und nicht platinbasierten Therapien unterschieden. Hier fand sich unter
primarer Chemotherapie kein Unterschied zwischen den Therapiegruppen, wahrend nach
vorangegangener Strahlentherapie die platinbasierte Chemotherapie zu einer signifikant erhéhten
Zellzahl in der BALF fuhrte (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05). Die weitere Zelldifferenzierung zeigte

gleichsinnige Ergebnisse (nicht dargestellt).
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Abb. 3: Zellzahl (/ 100mI BALF) / Gruppe

Um den mdglichen EinfluR des Tumorgeschehens auf die Zellzahl in den BALF-Proben zu
ermitteln, wurde getestet, ob die Gruppe, bei der ein Lungentumor frisch diagnostiziert wurde,
gegeniber der Gruppe mit Patienten in kompletter Remission (Gruppe 11) eine erhdhte Zellzahl
aufwies. Die Zellzahlen in beiden Gruppen waren jedoch ahnlich (Signifikanzniveau von p=0,45,
Mann-Whitney-U-Test) .

45 Lavage-Proben stammten von Nichtrauchern, 216 von Rauchern. Der Anteil von
Passivrauchern unter den Nichtrauchern, der anlalich der Rauchgewohnheiten in den Haushalten
sowie dem gegeniber nicht exponierten Nichtrauchern vermehrten Erkrankungsrisiko fur ein
Bronchialkarzinom zu vermuten ist, lieR® sich nicht exakt erheben. In den Proben von Rauchern
fand sich gegenlber den Proben von Nichtrauchern eine signifikant erhéhte Zellzahl (Mann-
Whitney-U-Test, p>0,001).



-63 -

50
OIO4
40 1 B9
o3
[@iFY)
30 -
Y 20
<
o
E O
o 104
o
5 =
< O
N
-
-
M 10

NEIN JA

RAUCHER
Abb. 4: Zellzahl (/ 100 ml BALF) / Raucher

5.3.3 DurchfluBzytometrische Zelldifferenzierung

Diese Untersuchungen standen nicht von allen Proben zur Verfiigung. In den Gruppen wurden die
folgende Anzahl von Proben systematisch durchfluRzytometrisch aufgearbeitet:

Gruppe 1 5 Proben von 5 Patienten
Gruppe 2 7 Proben von 6 Patienten
Gruppe 3 4 Proben von 4 Patienten
Gruppe 4 6 Proben von 6 Patienten
Gruppe 5 8 Proben von 7 Patienten
Gruppe 6 3 Proben von 3 Patienten
Gruppe 7 5 Proben von 4 Patienten
Gruppe 8 8 Proben von 8 Patienten
Gruppe 9 9 Proben von 9 Patienten
Gruppe 10 6 Proben von 5 Patienten
Gruppe 11 10 Proben von 9 Patienten

Die durchfluBzytometrisch erhaltenen Werte wurden lichtmikroskopisch am sogenannten Zytospin-
Praparat mikroskopisch bestatigt, wobei sich im Mittel eine Divergenz von unter 5% ergab. Da zur
weiteren Auswertung die durchfluBzytometrischen Parameter (Helfer/Supressorzellen)
herangezogen wurden, bildeten diese Daten auch die Grundlage der morphologischen

Differenzierung.



-64 -

5.3.3.1 Alveolarmakrophagen

Bei allen Patientengruppen Uberragte der Anteil an Alveolarmakrophagen bei den zellularen
Bestandteilen. Auffallig war, daf3 der Anteil an Alveolarmakrophagen sowohl nach Chemo- als auch
nach Strahlentherapie signifikant erniedrigt war (jeweils p<0,001, Mann-Whitney-U-Test), wobei
dieser Effekt bei den Patienten nach Strahlentherapie etwas spater, namlich erst in der Gruppe

nach 2,5 Monaten nach Therapieende einsetzte. Weiterhin fiel auf,
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Abb. 5: Alveolarmakrophagen BALF (%) / Gruppe

daf} unter Chemo- wie Radiotherapie der Makrophagenanteil gegenuber der Kontrollgruppe nicht
verandert war, wahrend nach vorangegangener Radiotherapie und erneuter Chemotherapie
(Gruppe 10) der Makrophagenanteil geringgradig, jedoch signifikant (p<0,05, Mann-Whitney-U-

Test) erniedrigt war.

5.3.3.2 Lymphozyten

Der lymphozytare Anteil der BALF-Zellen stellte sich in den Gruppen wie folgt dar:
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Abb. 6: Lymphozyten BALF (%) / Gruppe

In der Varianzanalyse ergaben sich entsprechend des differenten Verteilungsmusters in den
Subgruppen signifikante Gruppenunterschiede. Wurden diese nichtparametrisch im Kruskal-Wallis-
Test nachgeprtft, fanden sich sowohl nach Chemo- als auch nach Radiotherapie signifikant
erhéhte Lymphozytenanteile gegeniiber der Gruppe vor Therapie (p<0,05). Unter Chemotherapie
waren die Lymphozytenzahlen signifikant erhéht, wenn eine Strahlentherapie vorausging. Ein
Unterschied zwischen platinbasierter und nicht platinbasierter Chemotherapie war nicht

auszumachen.

Mit einem Lymphozytenanteil von 8% und 10% zeigten die beiden Patienten mit Pneumonitis
gegeniber dem Gruppenmittel (Gruppe 7, Median 5,5%, 25. Perzentile 5%, 75 Perzentile 9%)
erhdhte Werte.
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5.3.3.3 Neutrophile Granulozyten
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Abb. 7: Neutrophile Granulozyten BALF (%) / Gruppe

Die in der BALF gewonnenen neutrophilen Granuloyzten entsprachen lichtmikroskopisch der
Morphologie neutrophiler Granulozyten aus dem peripheren Blut. In den Patientengruppen fand
sich folgender Verteilungsmodus: Wahrend alle Patientengruppen unter Therapie nur sehr geringe
Anteile an neutrophilen Granulozyten aufwiesen, war sowohl nach Chemo- als auch nach
Radiotherapie der Anteil an Neutrophilen sowohl gegeniliber den Therapiegruppen als auch der
Kontrollgruppe signifikant erhéht (Mann-Whitney-U-Test, 0<0,05).

Die Patienten mit einer Lungenfibrosierung wiesen in ihrer Gruppe mit 85 und 88% deutlich erhdhte
Werte auf: Median 76%, 25. Perzentil 61,75%, 75. Perzentil 84,25%)
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5.3.3.4 Eosinophile Granulozyten
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Abb. 8: Eosinophile Granulozyten BALF (%) / Gruppe

Der Anteil eosinophiler Granulozyten wurde lichtmikroskopisch am Zytospin-Praparat der BALF
ausgezahlt. In allen Probengruppen war ihr Anteil gering. Vermehrte Werte fanden sich in den
Proben, die nach Chemo- oder Radiotherapie gewonnen wurden, wobei nach Chemotherapie ein
relativer Anstieg von Eosinophilen unmittelbar anschliefend, nach Radiotherapie im Intervall von
15 Monaten gesehen wurde. In der Kontrollgruppe war der Anteil an eosinophilen Granulozyten 0%
(nicht dargestellt).

In der Patientengruppe mit Pneumonitis und Lungenfibrosierung war der Anteil an eosinophilen
Granulozyten nicht erhoht.

5.3.3.5 Immunphanotypisierung der Lymphozytensubpopulationen

5.3.3.5.1 T-Helfer- und T-Suppressor.-Lymphozyten
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Abb. 9: Positive BALF-Zelle (%) / Gruppe

Die Untersuchungen zeigen eine Uberschneidung der Ergebnisse in den Subgruppen, die keine
Differenzierung zwischen den Zeitpunkten unter und nach Therapie erlauben. Fir die Gruppe 6
(unter Radiotherapie) lagen keine Mel3ergebnisse vor.
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5.3.3.5.2 Verhéltnis von T-Helfer- und T-Supressorlymphozyten
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Abb. 10: T4/T8 Lymphozyten / Gruppe

Bei relativ geringer Fallzahl und hoher Streuung der Parameter schien lediglich die Gruppe nach
Chemotherapie einen geringgradig verminderten T4/T8-Quotienten aufzuweisen. Dieser
Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant (Mann-Whitney-U-Test, p=0,1).

In der kleinen Gruppe der Patienten mit Pneumonitis bzw. Lungenfibrosierung ergaben sich durch
die Analyse der Lymphozytensubpopulationen im Vergleich zu den Ergebnissen der Proben in den
jeweiligen Gruppen tendenziell erniedrigte Werte.

5.4 Ergebnisse der biochemischen BALF-Untersuchungen
5.4.1 Quantifizierung der epithelialen Fliissigkeit (ELF)

In den bronchoalveolaren Lavagen wurden auch bei standardisierter Gewinnungstechnik
unterschiedliche Anteile des als Spulflussigkeit instillierten Volumens (Recovery) zurlickgewonnen.
Die folgende Tabelle zeigt die zuriickgewonnenen Volumina in den Patientengruppen (bezogen auf

die gewonnenen Proben).
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Tabelle 13: Recovery in ml in den Patientengruppen

Gruppe Median Minimum Maximum 25. Perzentil 75. Perzentil
1 34,00 20,00 37,00 2475 34,00
2 34,00 18,00 60,00 34,00 38,00
3 33,50 15,00 40,00 21,00 34,00
4 34,00 14,00 42,00 34,00 35,00
5 34,00 12,00 53,00 27,00 34,00
6 38,50 34,00 40,00 35,00 39,75
7 34,00 23,00 45,00 27,00 40,00
8 34,00 16,00 55,00 30,00 42,00
9 34,00 18,00 51,00 30,50 39,75
10 41,00 30,00 50,00 37,25 45,00
11 34,00 12,00 52,00 26,75 34,00

Die Recovery zeigte in allen Patientengruppen ein relativ ausgewogenes Verteilungsmuster,
lediglich bei den Patienten, bei denen unter einer Chemotherapie nach vorangegangener
Radiotherapie lavagiert wurde, war der Anteil der zurlickgewonnenen BAL-Flissigkeit mit 41 ml
geringgradig erhoht (Kruskal-Wallis-Test, p<0,05).

Die Recovery zeigte keinen Zusammenhang mit dem Vorliegen einer chronischen Bronchitis
(Mann-Whitney-U-Test, p=0,6).

Da alle in der Lavage analysierten Substanzen urspriinglich in dem epithelialen Flissigkeitsfilm
geldst waren, ist eine Rekonstruierung der urspriinglichen Konzentration fiir den interindividuellen
Vergleich der biochemischen Mel3parameter wesentlich. Diese Umrechnung erfolgte mittels der
Harnstoffverdiinnungsmethode. Mdgliche Einfliisse der unterschiedlichen Recovery auf die
Berechnung der ELF wurden durch Bestimmung des ELF-Volumens pro 100 ml zurickgewonnene
bronchoalveolare Lavageflissigkeit ausgeschlossen.

Die aus BALF, Recovery und Harnstoffkonzentration errechneten ELF-Volumina wiesen in den
einzelnen Gruppen nur geringe Schwankungen auf, die bei den relativ hohen
Standardabweichungen in den Einzelgruppen nicht signifikant voneinander zu diskriminieren

waren.
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Abb. 11: ELF(mI/100ml BALF) / Gruppe

5.4.2 Gesamtprotein und Albumin
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Abb. 12: Gesamtprotein (mg/ml ELF) / Gruppe
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Abb. 13: Albumin (mg/ml ELF) / Gruppe

Die Konzentration von Gesamtprotein und Albumin in der BALF wurde auf das Volumen der
Epithelial Lining Fluid umgerechnet und als mg/ml ELF dargestellit.

Signifikant erhdhte Werte fir Gesamtprotein fanden sich in den Proben unter Strahlentherapie
sowie unter Chemotherapie, sofern eine Strahlentherapie vorausgegangen war (Gruppe 10).

Als mdglicher Marker einer Permeabilitatsstorung der alveolokapillaren Membran wurde zusatzlich
das Verhaltnis von Albumin zum Gesamtprotein bestimmt.
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Abb. 14: Quotient Gesamtprotein/Albumin / Gruppe

Die Verteilung des Quotienten von Gesamtprotein zu Albumin zeigte ein relativ homogenes Muster.
Auffallig ist der signifikante Abfall dieses Quotienten in der Gruppe der Patienten, die nach einer
erfolgten Radiotherapie erneut chemotherapiert wurden (Gruppe 10, Mann-Whitney-U-Test,
p<0,05). Weder die Protein- noch die Albuminkonzentration in der ELF zeigten eine Abhangigkeit
von dem Vorliegen einer chronischen Bronchitis.

5.4.3 Nachweis spezifischer Bindegewebsproteine

Die folgenden Bindegewebsproteine wurden als Marker von Regenerierungs- bzw.
Reparationsprozessen untersucht
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5.4.3.1 Prokollagen-llI-Peptid (P-llI-P)

P-111-P wurde bestimmt, um die Kollagensynthese in der Lunge zu quantifizieren.
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P-11I-P (U / ml ELF)

Abb. 15: P-IlI-P (U / ml ELF) / Gruppe

Die P-llI-P Werte zeigten in den einzelnen Gruppen eine vergleichsweise gro3e Streuung und
erschienen ungerichtet. So waren die Werte nach wie unter Therapie teils erhoht, teils lagen sie im
unteren MeRbereich. Bei den Patienten mit Pneumonitis lagen die Ergebnisse mit einem P-IlI-P-
Spiegel in der ELF von 1,2 und zweimal 1,3 U/ml ELF Gber dem Gruppen- 75. Perzentil (Gruppe
7). In Gruppe 8 wurden in den Proben der beiden Patienten mit manifester Lungenfibrose mit 3,5
und 5,78 U/ml ELF die héchsten Werte gemessen.

5.4.3.2 Laminin-P1-Konzentrationen

In einer Vorserie fanden sich uberwiegend Werte im Bereich der Nachweisgrenze des Tests, so
daf wir fir diese Messung eine Konzentrierung der Lavageflissigkeit Giber eine fraktionierte
Zentrifugation durchfiihrten. Hierbei erfolgte eine Reduktion des Ausgangsvolumens von 2000 pl
auf etwa 500 pul. Der Konzentrierungsfaktor betrug im Mittel 4,1 + 0,3.
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Abb. 16: Laminin (ng/ml ELF) / Gruppe

Auch diese Mellergebnisse zeigten eine relativ grol’e Streuung der Einzelwerte, ohne dal} sich
gerichtete signifikante Gruppenunterschiede diskriminieren lieen.
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5.5 Wachstumsfaktoren
5.5.1 Plateled derived growth factor (PDGF)

In den Patientengruppen fand sich folgende PDGF-Verteilung in der ELF:
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Abb. 17: PDGF (ng / ml ELF) / Gruppe

Die PDGF-Spiegel in den Gruppen zeigten bis auf die Gruppe unter Radio-Chemotherapie (Gruppe
10, Erhdéhung) und die Gruppe bis 2,5 Monate bzw bis 15 Monate nach Radiotherapie (Gruppe 6
und 7) keine signifikanten Abweichungen voneinander und sind von einer deutlichen Streuung der
Einzelwerte gekennzeichnet. Auch das Patienten-Subset mit klinischer pulmonaler Manifestation

nach Therapie zeigte keine im Gruppenvergleich erkennbar gerichteten Ergebnisse.
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5.5.2 Basic fibroblast growth factor (bFGF)
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Abb. 18: basic FGF (ng / ml ELF) / Gruppe

Auffallig waren die im Vergleich zur Kontrollgruppe gering erhéhten Konzentrationen von bFGF in
der Gruppe vor Therapie sowie unter wie nach Chemotherapie (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05),
wahrend nach Radatio ahnliche Werte wie in der Gruppe 11 gemessen wurden. Insgesamt zeigten
die Werte gedoch eine starke Streuung innerhalb der Gruppen. Auch die Werte der 5 Patienten,
die nach Therapie eine Pneumonitis oder Lungenfibrosierung entwickelt hatten, zeigten keine vom
Gruppenmittel gerichtet abweichenden Ergebnisse der bFGF Spiegel in der ELF.
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5.5.3 Epidermal growth factor (EGF)
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Abb. 19: EGF (ng / ml ELF) / Gruppe

Die MeRergebnisse zeigten dhnliche EGF-Spiegel in allen Subgruppen, signifikante

Gruppenunterschiede bestanden nicht. Diese Ergebnisse belegen, dafl EGF kein sensitiver Marker
fur therapieassoziierte Lungenveranderungen bei Patienten mit Bronchialkarzinom ist. Lediglich ein
EGF-Spiegel in den Proben der Patienten mit Pneumonitis zeigte einen erhéhten Wert, wahrend in

den Proben der Patienten mit Lungenfibrose keine erhdhten Spiegel auftraten.
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5.5.4 Transforming growth factor beta (TGF-beta)
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Abb. 20: TGFv (ng / ml) / Gruppe

In den Gruppen fand sich ein signifikanter Anstieg der TGF-beta-Spiegel nach Chemotherapie
(Mann-Whitney-U-Test, p<0,05), jedoch kein Anstieg nach Radiotherapie. Hier fielen jedoch
einzelne erhohte Werte in den Proben auf, die 2,5 bis 15 Monate nach Radiotherapie gewonnen
wurden und den Proben von Patienten entsprechen, die eine Lungenfibrose entwickelt haben
(Gruppe 8). Auch in Gruppe 7 ist einer der deutlich gegentber dem Gruppenmedian erhdhten

Werte (siehe Graph) einer Probe eines Patienten mit Pneumonitis zuzuordnen.
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5.5.5 Vascular epithel growth factor (VEGF)
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Abb. 21: VEGF (ng / ml ELF) / Gruppe

Die Gruppen 1, 2, 6 und 10 zeigten gegenlber der Kontrollgruppe erhéhte VEGF-Werte (Mann-
Whitney-U-Test, p<0,05), wobei die Werte vor Therapie, also in der Gruppe mit der grof3ten
Tumorlast, und unter Radiotherapie am hdchsten lagen. Auffallig war weiterhin, da® die VEGF-
Spiegel in der Chemotherapiegruppe signifikant héher lagen, wenn eine Radiotherapie
vorausgegangen war (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05). In den Proben der Patienten, die eine
Pneumonitis entwickelt hatten, fanden sich gegeniiber der Werteverteilung der Gruppe (Median
99,5 ng/ml ELF , 25. Perzentil 62,5 ng/ml ELF, 75. Perzentil 221,8 ng/ml ELF) mit 212, 219 und
233 ng/ml ELF deutlich erhéhte Werte. Auch bei den beiden Patienten, bei denen eine pulmonale
Fibrosierung bestand, fanden sich tberproportional hohe VEGF-Spiegel: Median 117,8 ng/ml ELF,
25. Perzentil 67,7 ng/ml ELF, 75. Perzentil 151,3 ng/ml ELF, Probe 1: 310 ng/ml ELF, Probe 2 320
ng/ml ELF.

In einem Subset von 16 Patienten wurden zusatzlich die VEGF-Spiegel im peripheren Blut
gemessen. Hier ergab sich ein nicht sehr ausgepragter, jedoch signifikanter direkter

Zusammenhang (r = 0,38, p < 0,01, Freadman Korrelationskoeffizient).
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5.6 Zytokine

5.6.1 Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF-alpha)
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Abb. 22: TNFalpha (ng / ml ELF) / Gruppe

Das Ergebnis zeigte gegenuber der Kontrollgruppe deutlich erhéhte TNF-alpha-Spiegel in der
Patientengruppe, die bestrahlt wurde, und in der Chemotherapiegruppe, wenn eine Radiatio
vorausgegangen war (Mann-Whitney-U-Test, jeweils p<0,01) . Auch die Patienten mit manifester
pulmonaler Therapiefolge zeigten erhéhte TNF-alpha Werte: Gruppe 7 (Werte in Klammern von
Gruppe 8): Median 0,54 (0,66) ng/ml ELF, 25. Perzentil 0,24 (0,12) ng/ml ELF, 75. Perzentil 1,75
(0,98) ng/ml ELF, Proben 1-3 (1 und 2): 1,6, 1,8 und 2,1 (1,2, 1,4) ng/ml ELF.



-82-

5.6.2 Interleukin 1 (IL-1).
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Abb. 23: IL-1 (ng / ml ELF) / Gruppe

Die hochsten Werte flir IL-1 in der ELF fanden sich in der Gruppe unter Radiotherapie, wahrend
die Ergebnisse vor und unter Chemotherapie ahnlich und von denen der Kontrollgruppe nicht
different waren. Signifikant erhohte Werte fanden sich in den Proben der Patienten, die sich nach
Radiotherapie einer erneuten Chemotherapie unterzogen. Auch die Werte der Patienten mit
Pneumonitis (Gruppe 7) oder Lungenfibrosierung (Gruppe 8) zeigten mit Werten, die in den
Gruppen Uber der 75. Perzentil (Gruppe 7: 28,9, Gruppe 8: 23,9 ng/ml ELF) lagen, erhéhte 1L-1
Spiegel.
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5.6.3 Interleukin 2 (IL-2)
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Abb. 24: IL-2 (ng / ml ELF) / Gruppe

In den meisten Gruppen lagen die IL-2-Spiegel unter der Nachweisgrenze. Erhéhte Werte fanden
sich in den beiden Chemotherapiegruppen, nicht jedoch in den Proben der Patienten, die
radiotherapiert wurden. Auch bei den Patienten mit Pneumonitis oder Lungenfibrose war IL-2 nicht
nachweisbar.
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5.6.4 Interleukin 6 (IL-6)
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Abb. 25: IL-6 (ng / ml ELF) / Gruppe

In den Gruppen fanden sich unter Therapie gegenlber der Kontrollgruppe keine erhdhten IL-6-
Werte, wahrend nach der Chemotherapie (Gruppe 3 und 4) IL-6 vermehrt in den ELF-Proben
nachweisbar war. Hierbei ist der IL-6 Wert bis 2,5 Monate nach Chemotherapie signifikant héher
als 2,5 Monate nach Strahlentherapie. Unter Radiatio stand nur ein MeRwert zur Verfigung.

Die Patienten mit Pneumonitis und Fibrose zeigten mit Werten tberhalb der 75. Perzentile
innerhalb ihrer Gruppen (Gruppe 7 und 8) erhdhte IL-6 Spiegel (Gruppe 7: Median 14,5 ng/ml ELF,
25. Perzentil 8,9 ng/ml ELF, 75. Perzentil 20,2 ng/ml ELF, Proben 1-3: 21, 23 und 30 ng/ml ELF,
Gruppe 8: Median 23,1 ng/ml ELF, 25. Perzentil 12,0 ng/ml ELF, 75. Perzentil 51,7 ng/ml ELF,
Proben 1 und 2: 55 und 63 ng/ml ELF).
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5.6.5 Interleukin 8 (IL-8)
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Abb. 26: IL-8 (ng / ml ELF) / Gruppe

In allen Therapiegruppen fanden sich gegentber den Werten in Gruppe 11 erhéhte IL-8- Spiegel in
der ELF, wobei die hdchsten Werte in der Gruppe unter Radiotherapie gemessen wurden. In den
Proben vor Chemotherapie war gegentiber der Kontrollgruppe der IL-8 Spiegel nicht erhoht.
Auffallig war, dal noch lange Zeit nach Chemo- bzw. Strahlentherapie die IL-8 Spiegel gegenuber
der Kontrollgruppe erhéht blieben. Die IL-8-Spiegel der Gruppe 9 waren gegenlber der Gruppe 8
nicht signifikant erhéht (Mann-Whitney-U-Test, p=0,06). Die hochsten Werte in den Gruppen 7 und

8 wurden von Proben der Patienten mit pulmonaler Krankheitsaktivitat gebildet.
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5.7 Parameter des Oxidantien/Antioxidantien-Gleichgewichts

5.7.1 Methioninsulfoxidgehalt alveolédrer Proteine als Indikator der

pulmonalen oxidativen Belastung
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Abb. 27: MET (0) [%] / Gruppe

Der Anteil oxidierter zu nicht oxidierten Methioninresten war in den Therapiegruppen (Gruppe 2, 6
und 10) sowohl gegeniber der Gruppe vor Therapie als auch der Referenzgruppe signifikant
erhéht (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05). Die hdchsten relativen Werte oxidierten Methionins fanden
sich in der Gruppe unter Strahlentherapie. In den Proben nach Radio- wie Chemotherapie lag der
oxidierte Methioninanteil in einem untereinander wie zur Kontrollgruppe ahnlichem Niveau.
Ebenfalls nicht signifikant different war der Methioninsulfoxidgehalt zwischen Rauchern und
Nichtrauchern in den Einzelgruppen (Kruskal-Wallis-Test, asymptotische Signifikanz: p=0,09). Der
Anstieg des Methioninsulfoxidgehaltes der ELF-Proteine war an einen Glutathion-Konzentrations-

Schwellenwert gekoppelt, der bei etwa 400 uM lag (nicht dargestellt).

In den Gruppen 7 und 8 lagen die Werte der Patienten mit Pneumonitis oder Lungenfibrose
deutlich Uber der jeweiligen 75. Perzentile: Gruppe 7 (in Klammern Werte fir Gruppe 8): Median
2,9% (4,1%), 25. Perzentil 2,2% (2,1%), 75. Perzentil 4,5% (5,9%), Patientenproben 1-3: 5,2%,
5,4%, 6,1% (7,3%, 8,4%).

5.7.2 Glutathion

Die mittlere Gesamt-Glutathionkonzentration in der ELF lag bei den Proben, die von Rauchern

gewonnen worden waren, Uber alle Gruppen gemittelt um den Faktor 2,5 hdher (nicht dargestelit).
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Die héchsten Glutathion-Werte wurden in der Gruppe vor Therapie gemessen, die jedoch zu den
Proben in der Kontrollgruppe nicht signifikant erhéht waren (Mann-Whitney-U-Test, p=0,2), was
durch den Umstand erklart werden koénnte, daf} sich in der Kontrollgruppe ausschlieRlich Raucher

befanden.

Deutlich erniedrigte Glutathion-Werte fanden sich in den Gruppen unter Chemotherapie, wobei hier

zudem der Anteil des reduzierten Glutathions am Gesamt-Glutathion vermindert war.

Glutathionkonzentration in der ELF
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Abb. 28: Glutathion (10~6 M) / Gruppe
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Abb. 29: Verhaltnis von reduziertem zu Gesamt-Glutathion / Gruppe

Glutathion-Werte unter Strahlentherapie (Gruppe 6) standen nicht zur Verfliigung. Es war jedoch
auffallig, dal® nach Chemo- wie Strahlentherapie ein zeitabhangiger Erholungsvorgang mit
langsamem Anstieg der Glutathion-Konzentration in der ELF zu beobachten war. Bemerkenswert
hierbei war, daf} sich das Verhéltnis von reduziertem zu Gesamt-Glutathion rascher als der

Gesamt-Glutathion-Wert normalisierte und lediglich unmittelbar unter der Therapie vermindert war.

In der Gruppe von Patienten mit Pneumonitis oder Lungenfibrosierung fanden sich jeweils deutlich

erniedrigte Werte fur Gesamt-Glutathion und ein verminderter Anteil an reduziertem Glutathion:

Gruppe 7: Glutathion Median 600 10° M, GSH 570 10 M, 25. Perzentil Glutathion 564 10° M,
GSH 541 10° M, 75. Perzentil Glutathion 598 10° M, GSH 582 10° M, Proben 1-3: Glutathion 542,
548 und 554 10°M, GSH 529, 521, 529 10° M.

Gruppe 8: Glutathion Median 648 10° M, GSH 631 10° M, 25. Perzentil Glutathion 600 10° M,
GSH 567 10°® M, 75. Perzentil Glutathion 750 10° M, GSH 726 10 M, Proben 1und 2: Glutathion
562 und 555 10°M, GSH 531 und 520 10° M.

5.8 Hitzeschockproteine (HSP)

Diese Untersuchungen konnten an einem Subset von 21 Proben durchgefiuhrt werden. Dargestellt
wird der Prozentsatz von Alveolarmakrophagen, bei denen durchfluRzytometrisch eine Expression

des jeweiligen Hitzeschockproteins nachweisbar war.



Tabelle 14: Prozentsatz von Alveolarmakrophagen, bei denen durchfluizytometrisch eine
Expression des jeweiligen Hitzeschockproteins nachweisbar war
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Gruppe

2

3

4

5

11

HSP-70

(%)

24,18

27,57

59,92

62,87

67,45

68,93

73,54

79,14

80,06

80,91

84,02

86,01

86,42

86,62

87,20

88,15

90,19

91,60

94,68

96,00

99,32

Gruppe

11
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Tabelle 15: Prozentsatz von Alveolarmakrophagen, bei denen durchfluRzytometrisch eine

Expression des jeweiligen Hitzeschockproteins nachweisbar war

Gruppe 2

3

4

5

7

11

HSP-90 (%)

20,61

23,93

26,49

29,00

44,28

46,17

47,10

47,27

48,21

55,48

59,06

63,53

67,52 X

84,57

x

85,82 X

91,71

91,98

94,13

94,54

98,25 X

99,54

Gruppe 2

11

Fir die Gruppen unter Radiotherapie (Gruppe 6) und unter Chemotherapie nach vorangegangener

Radiotherapie standen keine MeRRdaten zur Verfigung. Fur HSP-90 schien sich im Vergleich zur

Kontrollgruppe eine hohere Expression in den Proben unter Chemotherapie (Gruppe 2)

anzudeuten. Hier fand sich in Fisher's exaktem Test flr kleine Stichproben eine Signifikanz von

lediglich 0,2 (nicht signifikant), jedoch eine Punkt-Wahrscheinlichkeit von 0,043.

Zusammenfassend konnte an den vorliegenden Ergebnissen zur HSP-70 und HSP-90 Expression

an BALF-Zellen lediglich tendenziell eine vermehrte HSP-90 Expression unter Chemotherapie

abgelesen werden.
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5.9 Korrelationen zwischen den einzelnen Untersuchungsparametern

Die Ergebnisse des Zusammenhangs der gemessenen Parameter in der ELF untereinander sind in
Tabelle 16 dargestellt. Erwartungsgemaf zeigen die Konzentrationen von Gesamt-Glutathion,
reduziertem Glutathion und Methioninsulfoxidgehalt einen sehr engen Zusammenhang, der die
Interaktion dieser zentralen Parameter des pulmonalen Oxidantien/Antioxidantien-Systems
dokumentiert. Weiterhin sind insbesondere die Zytokine IL-6 und IL-8, hochsignifikant invers mit
der Glutathion-Konzentration in der ELF verbunden. Ebenfalls ein enger Zusammenhang besteht
zwischen der Gesamt-Zellzahl und dem Anteil an neutrophilen Granulozyten, also den

Zellpopulationen, die Zytokineinwirkung reaktive Sauerstoffspezies generieren (s.u.).
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Tabelle 16: Korrelationskoeffizienten zwischen ELF- Parametern (Korrelationskoeffizient "r"

nach Freadman, Signifikanzniveau ("p") darunter)

Parameter | IL-1 IL-2 IL-6 IL-8 |TNF-a| TGFb |VEGF | EGF | GN | GSH | Met(O)
IL-2 0,25
<0,05
IL-6 0,35 | 0,25
<0,01 | <0,05
IL-8 0,51 | 0,43 | 0,49
<0,01 | <0,01 | <0,01
TNF-a 0,61 | 0,24 | 0,37 | 0,53
<0,01 | <0,05 | <0,01 | <0,01
TGF-b 0,26 | 0,10 | 0,43 | 0,32 | 0,42
<0,05| n.s. | <0,01 | <0,05 | <0,01
EGF 0,14 | 0,07 | 0,173 | 0,11 | 0,08 | 0,32
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. | <0,05
VEGF 023 | 025 | 0,31 | 0,48 | 0,41 | 0,24 | 0,36
<0,05 | <0,05 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,05 | <0,05
GN -0,27 | -0,33 | -0,41 | -0,61 | -0,54 | -0,25 | -0,31 | 0,13
<0,05 | <0,01 | <0,05 | <0,01 | <0,01 | <0,05 | <0,01 | n.s.
GSH -0,25 | -0,32 | -0,42 | -0,60 | -0,55 | -0,22 | -0,33 | 0,08 | 0,99
<0,05 | <0,01 | <0,05 | <0,01 | <0,01 | <0,05 | <0,01 | n.s. | <0,01
Met(O) 0,31 | 0,22 | 0,64 | 0,56 | 0,49 | -0,07 | 0,43 | 0,21 | 0,82 | 0,83
<0,05 | <0,05 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | n.s. | <0,01 | <0,01
Zellenzahl | 0,31 | 0,22 | 0,58 | 0,61 | 0,42 | 0,12 | 0,33 | 0,04 | -0,47 | -0,49 | 0,62
<0,05 | <0,05 | <0,01 | <0,01 | <0,01| n.s. | <0,01| n.s. |<0,01]|<0,01 | <0,01
PMN 0,36 | 0,29 | 061 | 0,57 | 0,41 | 0,45 | 0,47 | 0,13 | -0,53 | -0,55 | 0,58
<0,01 | <0,05 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | 0,01 n.s. | <0,01 | <0,01 | <0,01
Recovery | 0,11 | 0,10 | 0,04 | 0,08 | 0,07 | 0,12 | 0,06 | 0,03 | 0,11 | 0,03 | 0,02
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Legende: n.s. : nicht signifikant; IL-1 : Interleukin 1; IL-2 : Interleukin 2; IL-6 : Interleukin 6; IL-8 :

Interleukin 8; TNF-a : TNF-alpha; TGF-b : TGF-beta; EGF : epidermal growth factor; VEGF :

vaskular endothelial growth factor; GN : Gesamt-Glutathion; GSH : reduziertes Glutathion; Meth(O)
: prozentualer Anteil der oxidierten Methioninreste am Gesamtmethioningehalt der ELF-Proteine;

PMN : polymorphkernige neutrophile Granulozyten.
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6 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beinhaltet die systematische Analyse von bronchoalveolaren Lavagen von
Patienten mit fortgeschrittenem Bronchialkarzinom unter zytoreduktiver Therapie. Untersucht
wurden Kenngrofen der pulmonalen Toxizitat unter Standard-Chemotherapieregimen, wie sie
derzeit zur Behandlung des lokal fortgeschrittenen oder metastasierten Bronchialkarzinoms
routinemaRig zur Anwendung kommen, sowie unter Strahlentherapie. Durch die konsekutive
Untersuchung eines grol3en Patientenkollektivs, das sich in einer Lungenheilstatte zur Therapie
befand, konnten Lavagen zu unterschiedlichen Zeitpunkten und unter unterschiedlichen

Therapiemodalitaten gewonnen werden.

Insgesamt wurden 261 Lavageproben von 199 Patienten untersucht, die vor, unter oder nach einer
zytoreduktiven Therapie standen, wobei 54 Proben unter Chemotherapie und 174 Proben unter

oder nach Radio- und/oder Chemotherapie gewonnen wurden.

6.1 Zellulare Bestandteile der BALF

In unserer Untersuchung fand sich in den BALF-Proben der Patienten unter Radio- sowie
Chemotherapie eine signifikant erhéhte Zellzahl, weiterhin ein erhdhter Anteil an Lymphozyten. Die
Vermehrung der Gesamtzellzahl ging hierbei mit einer Erh6hung des Gesamt-Proteingehaltes der
ELF sowie einer Verminderung des Quotienten von Gesamt-Protein und Albumin im Sinne einer
eingeschrankten Schrankenfunktion der alveolokapillaren Membran einher. Bereits in den 70er
Jahren wurde in Lavagen eine Vermehrung der Gesamtzellzahl als unspezifischer Parameter einer
akuten Lungentoxizitat bzw. eines akuten Lungenschadens gewertet (Kylstra et al.,1971; Reynolds
et al.,1974; Schweisfurth et al.,1990) und in der Folge in zahlreichen klinischen Studien bestatigt
(Thrall et al.,1982; White et al.,1987; Faith et al.,1992; Maasilta et al.,1993; Schnabel et al.,1997).
Auch tierexperimentell finden sich etwa bei der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose (Fahey et
al.,1982; Thrall et al.,1982; Low et al.,1988) oder in anderen Modellen der akuten
Lungenschadigung in der Initialphase eines Lungentraumas eine Vermehrung des BALF-
Zellgehaltes (Bassett et al.,1989; Leigh et al.,1997; Afaq et al.,1998).

Es ist die These dieser Arbeit, dal’ die therapieassoziierte akute Lungenschadigung durch reaktive
Sauerstoffspezies vermittelt ist. Dies wird auch durch die erhdhte Zellzahl in den BALF-Proben
unter Chemotherapie als Ausdruck einer Schrankenstérung sowie eines vermehrten Recruitments
von Entziindungszellen indirekt belegt. Weiterhin wird sie bestatigt durch die in den Proben der
Patienten unter Strahlentherapie nochmals deutlich erhdhte Zellzahl mit vermehrtem Anteil von
Granulozyten und Lymphozyten. Hier stellte sich bei den Patienten auch ohne die klinischen
Symptome einer manifesten Lungenschadigung eine subklinische Pneumonitis bzw. lymphozytare
Alveolitis als Folge der Strahleneinwirkung dar, die entsprechend dem physikalischen Prinzip der
Strahlenschaden ROS-vermittelt ist (Vergara et al.,1987; Calhoun, 1991; Monson et al.,1998).
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Interessanterweise lag die Zellzahl in der Lavage der Patienten, die nach einer Radiatio erneut
chemotherapiert wurden, héher als unter primarer Chemotherapie. Dieser Effekt wurde nicht nur
bei der Zellzahl, sondern bei den meisten anderen in dieser Arbeit untersuchten Parametern
beobachtet.

Diese vermehrte pulmonale Reaktion, die insbesondere unter einer Chemotherapie nach
Strahlentherapie aufgetreten war, belegt eindriicklich die Interaktionen und mogliche Potenzierung
von therapieassoziierten toxischen Prozessen in der Lunge und weist damit auf die mogliche
Grundlage der klinisch beobachteten hohen pulmonalen Nebenwirkungsrate in der multimodalen
Therapie des Bronchialkarzinoms hin (Turrisi et al.,1988; Gregor et al.,1997). Sie belegt weiterhin
das Persistieren der zellularen und interzellularen Krankheitsaktivitat nach pulmonaler Bestrahlung,
ein Phanomen, das unter dem Begriff des Zytokin-Netzwerkes bzw. der persistierenden
Zytokinkaskade nach Strahlentherapie beschrieben wurde (s.u.) (Rubin et al.,1992; Rubin et
al.,1995).

6.2 Zytokine und Wachstumsfaktoren

In der vorliegenden Arbeit wurden in der Lavageflussigkeit der Patienten in den Therapiegruppen
erhdhte Zytokin-Konzentrationen (IL-1, IL-2, 1I-6, IL-8, TNF-alpha) als Hinweis einer vermehrten
toxischen Reaktion unter zytoreduktiver Therapie gefunden, wobei diese Parameter durchgéangig in
der kleinen Patientengruppe mit Pneumonitis oder Lungenfibrosierung die hdchsten Werte zeigten.

Zytokine sind als Mittlerstoffe des akuten Lungenschadens in zahllosen klinischen wie
experimentellen Untersuchungen im peripheren Blut wie in der LavageflUssigkeit beschrieben
worden, wobei bereits 1988 die zytokinvermittelte Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies
durch neutrophile Granulozyten als wesentlicher Pathomechanismus der Pneumokoniose erkannt
wurde (Maly, 1988). Im selben Jahr wurde am Makrophagen der Ratte gezeigt, da® diese Zellen
unter oxidativem Stress vermehrt Zytokine ausschitten (Warren et al.,1988). Damit werden
immunkompetente Zellen durch Zytokine nicht nur zur Generierung von ROS stimuliert. Diese
reaktiven Sauerstoffspezies flhren im Sinne einer sich selbst verstarkenden Kaskade selbst
wiederum zu einem erheblichen Zytokin-Release und damit einer vermehrten Generierung von
ROS durch ortsstéandige wie immunkompetente Zellen (Kelley, 1990). Dieser sich selbst
verstarkende Mechanismus im Wechselspiel zwischen Zykokin-Release und ROS-Generierung
fuhrte zu der Begriffsbildung des Zytokin-Netzwerks, das bereits 1993 als entscheidende Grofie
der Krankheitsaktivitat von interstitiellen Lungenerkrankungen allgemein sowie insbesondere von

der alveolaren Lungenfibrose postuliert wurde (Rochester et al.,1993).

Im selben Jahr wurden die ersten Ergebnisse von Versuchen publiziert, am Tier pulmonale
Folgeschaden der Strahlentherapie durch Gabe von Zytokinen und damit den Influx von
Entziindungszellen in das Parenchym zu modulieren (Rosiello et al.,1993). Ein Jahr zuvor war die
Genese der strahleninduzierten Pneumonitis und Fibrose im Tierversuch molekularbiologisch
differenziert und unterschiedlichen Pathomechanismen zugeordnet worden (Rubin et al.,1992),
eine Hypothese, die zwei Jahre spater von der selben Arbeitsgruppe widerrufen wurde (Rubin et
al.,1995).
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Entscheidend in der Publikation von 1982 war jedoch die erstmalige Erkenntnis, daf® die zuvor
bestehende Meinung, nach Einwirken des Traumas (Bestrahlung) kdme es zu einer Latenzzeit und
erst dann mit erneuter Krankheitsaktivitat zur Ausbildung der Pneumonitis oder Lungenfibrose,
durchbrochen wurde. Gegen diese gangige Vorstellung, die von dem klinischen Verlauf der
Symptomprasentierung bestimmt war, wurde nun eine kontinuierliche Krankheitsaktivitat postuliert
und durch eine persistierende Zytokinaktivitat belegt, die auch noch Monate nach Bestrahlung
meRbar gewesen war. Wesentlich neu war damals weiterhin, daf3 diese Zytokinaktivitat auch bei

den Tieren nachweisbar war, die klinisch keine Krankheitsaktivitat boten (Rubin et al.,1992).

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen fand sich bei den von uns untersuchten Proben nicht
nur bei Patienten mit manifesten Folgeschaden der Strahlentherapie, sondern auch bei den
Patienten ohne klinische Symptomatik eine gegenuber der Kontrollgruppe signifikante Erhdéhung
von TNF-alpha, IL-1, 1I-6 und IL-8, wobei diese Konzentrationen mit den Zahlen ihrer Ziel- und
Effektorzellen in der BALF (Gesamtzellzahl, neutrophile Granulozyten) einen signifikanten

Zusammenhang zeigten.

IL-1 wies in den Patientenproben deutlich erhéhte Werte unter Strahlentherapie sowie unter
Chemotherapie auf, sofern eine Radiatio vorangegangen war, und erschien damit als akute Stress-
Antwort auf die Therapie in der Lavageflissigkeit. Der Expression von IL-1 kdnnte hierbei eine
protektive Rolle zuzukommen, da im Tierversuch durch Gabe von TNF, nicht jedoch von IL-1 ein
akutes Lungenversagen induziert werden konnte (Eichacker et al.,1991). Somit erscheint IL-1 als
mdglicher Indikator des therapieassoziierten Lungenschadens, obwohl es IL-6, ein zentrales

Zytokin in der Genese des akuten wie chronischer Lungenschadens, aktiviert (Shahar et al.,1996).

Fur diese These kdnnte auch sprechen, dal® IL-1 gegenlber Bleomycin-induzierten

Lungenschaden im Tierversuch protektiv ist (Smith et al., 1998). Da der Wirkmechanismus der
Lungenschadigung von Bleomycin ROS-vermittelt ist (Kanofsky, 1986; Hay et al.,1987; Hay et
al.,1991; Nici et al.,1998), kdnnte diesem Interleukin eine regulatorische antioxidative Wirkung

zukommen.

Die IL-2-Konzentrationen in der ELF zeigten in den Patientengruppen keinen gerichteten
Zusammenhang. Lediglich in der Chemotherapiegruppe nach Strahlentherapie waren erhdhte IL-2-
Konzentrationen nachweisbar. Interessanterweise zeigte sich hier ein signifikanter Zusammenhang
mit dem Anteil lymphozytaren Zellen in der BALF, was darauf hinweisen konnte, daf’ I1L-2 unter

oxidativem Stress von T-Lymphozyten sezerniert wird (Tatla et al.,1999).

IL-2 wird als Immunmodulator unter anderem zur Therapie des Nierenzellkarzinoms eingesetzt
(Spencer et al., 1992). Durch IL-2 aktivierte NK-Zellen kénnen transbronchial gewonnene
Fibroblasten in vitro lysiert werden (Zambello et al.,1996), ein Versuch, der zeigt, da® erhohte I1L-2
Konzentrationen auch in der Interaktion zwischen Entziindungszellen und Fibroblasten involviert
sind und damit in der Genese therapieassoziierter Lungenschaden eine Rolle spielen kdnnten.

Hierfir spricht auch, dal® neuere Untersuchungen diesem Zytokin in der Interaktion mit IL-15 eine
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wesentliche Rolle bei der T-Zell-Alveolitis bei Patienten mit Sarkoidose zumessen (Agostini et
al.,1996). Als Indikator des intrapulmonalen Stress kam IL-2 in unserem Kollektiv jedoch keine

wesentliche Bedeutung zu.

ELF-IL-6-Konzentrationen zeigten in den Lavageproben einen deutlichen Zusammenhang mit der
Chemo- wie der Radiotherapie. Im Vergleich zu IL-1 waren hier die Konzentrationen nach
Therapieende erhoht, wobei dieser Effekt interessanterweise nach Chemotherapie ausgepragter
als nach Strahlentherapie war. Ein ahnlicher Effekt wurde in einem Tiermodell gesehen, in dem
durch Endotoxin-Infusion ein akutes Lungenversagen induziert wurde (Simons et al.,1996). Hier
wurden als zentrale Zytokine IL-1, IL-6 und TNF-alpha gemessen. Wahrend im peripheren Blut der
Tiere TNF-alpha und IL-1 nur initial anstieg, persistierte der erhdhte IL-6 Konzentrationen und wies
damit auf eine mdgliche Schllisselrolle dieses Interleukins in der Perpetuation des akuten

inflammatorischen Lungenprozesses hin.

Bei dem Tiermodell der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose wurde neben TNF-alpha IL-6 als
zweiter spezfischer Stimulus die Expression von Makrophagen-inflammatorischen Protein-1 alpha
(MIP-1) identifiziert, das als zentrales Chemokin sowohl des Recruitments fur monozytére Zellen
als auch in der Genese der alveolaren Fibrosierung gilt (Smith et al.,1998). Bei Patienten mit
interstitiellen Lungenerkrankungen wie Pneumokoniose (Vanhée et al.,1995), Asbestose
(Simeonova et al.,1997), Sarkoidose (Takizawa et al.,1997) oder fibrosierender Alveolitis (Shahar
et al.,1996) wurden in der ELF erhohte IL-6-Konzentrationen gesehen, Befunde, die weiterhin auf
die zentrale Rolle von IL-6 in der Genese dieser ROS-vermittelten interstitiellen Lungen-

erkrankungen (Buhl et al.,1994) hinweisen.

IL-6 wird von zahlreichen Zellen, vor allem von stimulierten Monozyten, Fibroblasten und
Endothelzellen, in geringerem Mafl}e auch von Makrophagen, B- und T- Lymphozyten, und
neutrophilen Granulozyten produziert (Kelley, 1990). Es interagiert mit zahlreichen anderen
Interleukinen, unter anderem IL-8 und TNF-alpha, und ist durch IL-1 induzierbar. Hier war der
gesehene Zusammenhang zwischen den IL-1- und IL-6-Konzentrationen in den untersuchten
Lavageproben zwar signifikant, jedoch nur schwach ausgepragt, was dem unterschiedlichen
Zeitfenster, in dem der Anstieg dieser Interleukine gesehen wurde, entsprach.

Der IL-8-Konzentrationen war in den ELF der Patienten unter und nach Therapie deutlich erhéht
und zeigte hier eine hochsignifikante Korrelation mit der Gesamtzellzahl der BALF wie

insbesondere dem Anteil an neutrophilen Granulozyten.

Dieses Interleukin nimmt gemeinsam mit TNF-alpha eine zentrale Stellung in der Genese
fibrosierender Lungenerkrankungen wie der systemischen Sklerose oder Sarkoidose (Bolster et
al.,1997; Takizawa et al.,1997), exogen allergischen Alveolitis (Beinert et al.,1994), ARDS
(Kurdowska et al.,1997) oder der Bronchiolitis obliterans (DiGiovine et al.,1996) ein. Im Tiermodell
der akuten wie chronischen Lungenschadigung unterschiedlichster Genese ist IL-8 ein zentraler
Baustein des inflammatorischen Zytokinnetzes (Yamamoto et al.,1998; Legastelois et al.,1997;
Miller et al.,1996; Mulligan et al.,1993), unterliegt einer Hochregulation durch reaktive
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Sauerstoffspezies (Verhasselt et al.,1998) und wird unter anderem durch IL-1 und IL-6 induziert
(Schdénbohn et al.,1995). IL-8 ist das starkste Chemoattraktans fir PMN-Zellen, deren Influx
weiterhin von IL-1, TNF, aktiviertem Komplement und als Folge der Lipidperoxidation
entstandenem 4-Hydroxynonenal (4-HNE) gesteuert wird. In der vorliegenden Untersuchung
entsprach dies einer Korrelation von sowohl IL-8 wie IL-1 mit der Zellzahl und dem Anteil an
neutrophilen Granulozyten. IL-8 erscheint auch in unseren Untersuchungen als zentrale Grol3e des
akuten therapieassoziierten Lungenschadens und ist als mdglicher Promotor der persistierenden

Zytokinkaskade auch im zeitlichen Intervall zum schadigenden Agens nachweisbar.

In der Patientengruppe unter Strahlentherapie sowie in der Chemotherapiegruppe, die nach
Bestrahlung erneut systemisch therapiert wurden, fanden sich deutlich erhéhte TNF-alpha-
Konzentrationen in der ELF. Weiterhin zeigten die TNF-alpha-Konzentrationen in der ELF der
Patienten mit manifester therapieassoziierter Lungenschadigung gegentiber der Therapie- wie der
Referenzgruppe erhdhte Werte. Bemerkenswert war zudem der signifikante Zusammenhang
zwischen Gesamtzellzahl, neutrophilen Granulozyten und TNF-alpha-Konzentrationen in der BALF.
TNF-alpha ist, gemeinsam mit IL-8, wesentlich an dem Einstrom an Entziindungszellen in das
Lungenparenchym beteiligt, wobei neutrophile Granulozyten durch TNF-alpha zu einer vermehrten
Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies angeregt werden (Yonemaru et al.,1989; Simons et
al.,1996). Unter ROS-Einwirkung wird wiederum die TNF-alpha Produktion stimulierter
Alveolarmakrophagen induziert (Erroi et al.,1996), ein Prozef, der diesem Zytokin eine wichtige
Schllsselrolle in dem Zytokinnetzwerk der therapieassoziierten Lungenschadigung zuweist. Eine
weitere oxidative Potenz kommt TNF-alpha durch seine Depletion von intrazelluldarem Glutathion
zu, eine Protein-Kinase C vermittelte Reaktion, die an peripheren Lungenendothelien

nachgewiesen werden konnte (Phelps et al.,1995).

Durch diese Mechanismen spielt TNF-alpha eine zentrale Rolle in der Genese fibrosierender
Lungenerkrankungen (Rochester et al.,1993) und wurde in der ELF bei Pneumokoniosen (Vanhée
et al.,1995), experimentell induzierten Silikosen (Gossart et al.,1996) wie der Bleomycin-
vermittelten Lungenfibrose vermehrt nachgewiesen (Piguet et al.,1997). Zudem konnte gezeigt
werden, dal} unter TNF-alpha die extrazellulare Matrixproduktion und Kollagendeposition erhéht ist
(Piguet et al.,1997), was die Bedeutung dieses Interleukins in der Genese therapieassoziierter

Lungenschaden nochmals unterstreicht.

Erhéhte Konzentrationen von TGF-beta fanden wir in der ELF von Patienten nach Chemotherapie,
nicht jedoch nach Strahlentherapie. In der Gruppe der Patienten, die pulmonale Folgeschaden
nach Therapie entwickelt hatten, war der ELF-Spiegel von TGF-beta ebenfalls erhoht. Dies weist
ihm eine mogliche Bedeutung in der Erfassung therapieassoziierter Lungenschadigungen hin,
wobei eine wesentliche Rolle fir TGF-beta in der Genese der Lungenfibrosierung unterschiedlicher
Atiologie vermutet wird (Khalil et al.,1991; Yu et al.,1993; Denis, 1994). Hier kommt es u.a. durch
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 zur Steigerung der intrapulmonalen Kollagenexpression (Poli
et al.,1997). Einschrankend muf} jedoch gesagt werden, dal} in der Literatur kaum Messungen
dieses Zytokins in der BALF von Patienten vorliegen.

Beteiligt ist TGF-beta an dem pulmonalen Influx von neutrophilen Granulozyten im Rahmen des
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initialen Entzindungsgeschehens, wahrscheinlich durch eine Hochregulation des Adhasions-
molekils ICAM-1 an den peripheren Lungengefafiendothelien (Suzuki et al.,1994). In dem
Tiermodell der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose wurde weiterhin eine TGF-beta-abhangige
Regulation der Proliferation von Typ-lI-Pneumozyten nachgewiesen, was auf eine mogliche
Regulation von Proliferations- und Reparationsprozessen unter akuter Traumatisierung hinweist
(Khalil et al.,1994). Neuere Untersuchungen zeigten, dal® TGF-beta unter oxidativem Stress
differente Isoformen exprimiert, ohne quantitativ wesentlich zuzunehmen (O'Reilly et al.,1997), was
moglicherweise unsere Beobachtung erklart, daR dieses Zytokin nach Strahlentherapie bei den

klinisch inapparenten Patienten nicht signifikant erhéht war.

In den von uns untersuchten Patientengruppen lief3 sich kein gerichteter Zusammenhang zwischen

EGF- und PDGF- Konzentrationen in der ELF und zytoreduktiver Therapie nachweisen.

Zwar konnte am Tiermodell fir EGF gezeigt werden, daf} dieser potente Regulator epithelialer
Zellproliferation durch reaktive Sauerstoffspezies in der BALF als Reaktion auf das Lungentrauma
hochreguliert wird (Madtes et al.,1994; Nici et al.,1996). Dennoch scheint diesem Wachstumsfaktor

keine wesentliche Rolle in der Genese fibrosierender Lungenerkrankungen zuzukommen.

PDGF wirkt in niedriger Konzentration als Chemoattraktans fur Fibroblasten, in hdherer
Konzentration induziert es die Fibroblastenproliferation (Kovacs et al.,1986; Antoniades et al.,1990;
Walsh et al.,1993). Im Tiermodell wurde PDGF unter oxidativem Stress vermehrt ausgeschiittet
(Fabisiak et al.,1989). Diese Beobachtungen kénnten auf eine mogliche Bedeutung dieses
Wachstumsfaktors bei chronisch fibrosierenden Lungenerkrankungen deuten. Allerdings fand sich,
in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen, in einer kiirzlich veroffentlichten Arbeit bei Asbest-
exponierten Patienten kein Zusammenhang zwischen pulmonaler Krankheitsaktivitdt und PDGF-

Konzentrationen in der BALF (Mutsaers et al.,1998).

Zusammengefalit erscheinen weder EGF noch PDGF geeignet, therapieassoziierte

Lungenschaden bei Patienten unter (Radio-) Chemotherapie zu erfassen.

Uber VEGF-Konzentrationen in der bronchoalveolaren Lavage wurde erstmalig von unserer
Arbeitsgruppe berichtet (Beinert et al., 1999b, Beinert et al, 2000b). In der vorliegenden Arbeit
wurden in der Patientengruppe, die vor Therapie stand, die hochsten VEGF-Konzentrationen in der
ELF gemessen. Dieses Resultat steht in Ubereinstimmend mit zahlreichen Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen, die an peripheren Blutproben von Tumorpatienten hohe VEGF-Konzentration als
primaren Indikator einer hohen Tumorbelastung beziehungsweise fiir eine hohe Tumoraktivitat
fanden (Salven et al.,1998; El-Assal et al.,1998; Locopo et al.,1998, Salven et al.,1999). Somit
erscheint in dieser Patientengruppe die VEGF-Konzentration priméar als Ausdruck der
Tumoraktivitat, die beim Bronchialkarzinom bei Erstdiagnose typischerweise bereits fortgeschritten
ist. Diese Interpretation wird weiter belegt durch die signifikante Korrelation zwischen den VEGF-
Konzentrationen im peripheren Blut, die bei einem Teil der Patienten vergleichend zu den Werten
in der ELF erhoben wurden. Der Ubertritt in den Alveolarraum wird einerseits durch die GréRe des
Molekuls beglnstigt, das mit 34 - 43 kDa vergleichsweise klein ist. Weiterhin ist VEGF ein Uberaus
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wirksamer Permeabilitatsfaktor (Senger et al., 1983, Roberts et al.,1995), der damit lokal seinen
Ubertritt in den Alveolarraum selbst verstéarkt.

In dem von uns untersuchten Kollektiv lagen die VEGF-Konzentrationen in der ELF unter
Chemotherapie deutlich niedriger als bei Diagnosestellung, was der verminderten Tumorlast
entsprechen kénnte. Interessanterweise wiesen jedoch in der Subgruppe der Patienten, die vor der
Chemotherapie eine Strahlentherapie erhalten hatten, deutlich héhere VEGF-Konzentrationen auf.
Auch wenn die Aussagekraft hier entsprechend der geringen Fallzahl in dieser Gruppe
eingeschrankt ist, scheint eine erhdhte Tumorlast hierfur als Ursache wenig wahrscheinlich. Diese
Patienten befanden sich in engmaschiger Nachkontrolle und zeigten nur in etwa der Halfte ein
metastasiertes Tumorwachstum, so dal} weitgehend ausgeschlossen werden kann, dal} die
Patienten in dieser Gruppe eine héhere Tumorbelastung aufwiesen als diejenigen Patienten, bei
denen der Tumor bei Diagnosestellung bereits lokal fortgeschritten und in der Giberwiegenden
Mehrzahl der Patienten metastasiert war.

Vielmehr weisen diese Ergebnisse auf eine mdgliche Interaktion zwischen VEGF und oxidativem
pulmonalen Stess hin, der in der strahlentherapeutisch vorbehandelten Gruppe unter Chemo-
therapie héher lag als bei den primar chemotherapierten Patienten. Dies wird belegt durch den in
dieser Subgruppe signifikant héheren Anteil an oxidierten Methioninreste in der ELF, da
Methioninsulfoxid ein indirektes Mal} der oxidativen Nettobelastung der Lunge darstellt (Behr et
al.,1994; Behr et al., 1995, Beinert 2000b).

Somit spricht die Parallelitat des relativen Anstieges von VEGF-Konzentration und dem Anteil an
Alveolarproteinen mit oxidierten Methioninresten in diesen beiden Therapiegruppen fir eine
Hochregulation von VEGF auch durch oxidativen Stress (Beinert et al., 1999b, Beinert et al.,
2000b).

Diese These wird weiter gestutzt durch das Ergebnis zahlreicher in vitro-Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen, in den gezeigt wurde, dal® VEGF durch ROS (Kuroki et al.,1996; Brauchle et
al.,1996) wie durch ionisierende Strahlen hochreguliert werden kann (Ando et al.,1998). Zudem
kann die zelluldre Resistenz gegenuber reaktiven Sauerstoffspezies durch VEGF deutlich erhéht
(Yang et al.,1997) und die stressinduzierte Apoptose-Rate hematopoetischer Zellen durch VEGF
gesenkt werden (Katoh et al.,1995).

Unsere Ergebnisse weisen zusammenfassend in Ubereinstimmung mit diesen Berichten darauf
hin, dal3 VEGF in der ELF bei Patienten mit Bronchialkarzinom nicht nur ein Spiegel der
Tumoraktivitat ist, sondern auch durch reaktive Sauerstoffspezies hochreguliert werden kann.
Hierfur sprechen weiterhin die hochsignifikanten Korrelationen von VEGF-Konzentrationen mit
TNF-alpha, IL-1, IL6 und IL-8, Interleukine, die unter oxidativem Stress vermehrt ausgeschuttet
werden bzw bei der Generierung reaktiver Sauerstoffspezies durch Zellaktivierung beteiligt sind
(Yonemaru et al.,1989; Pison et al.,1994; Simeonova et al.,1995; Depuydt et al.,1996; Gutierrez et
al.,1996; Simeonova et al.,1997; Spickett et al.,1998).

Somit ist VEGF nicht nur eine MeRRgréRe der Tumoraktivitat oder der Tumorgrofie, sondern auch
des therapieassoziierten oxidativen Stress. Wahrend der prognostische Stellenwert
pratherapeutischer VEGF-Konzentrationen hinreichend belegt ist, (Volm et al.,1997; Szabo et
al.,1998; Gadducci et al.,1999; Ikeda et al.,1999), sollte die Wertigkeit eines VEGF-Monitorings als
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Erfolgskontrolle der zytoreduktiven Therapie kritisch Uberpruft werden.

6.3 Bindegewebsproteine

Die Konzentrationen von Laminin und P-IlI-P in der ELF zeigten eine breite Streuung Gber die
Patientengruppen und lieBen keine gerichteten Tendenzen erkennen. Lediglich in der kleinen
Patientengruppe mit manifester Lungenschadigung fanden sich Erhéhung der P-IlI-P-Werte, die

jedoch bei geringer Fallzahl nicht statistisch relevant war.

Laminin ist als Bestandteil der Basalmembran in reparative Prozesse involviert und bei
Erkrankungen mit erhdhtem Gewebeumbau im peripheren Blut vermehrt nachweisbar (Tsutsumi et
al.,1996; Kdrner et al.,1996; Gabrielli et al.,1996). Weiterhin wurde im Tiermodell der Bleomycin-
induzierten Lungenfibrose zu Beginn der Fibrosierung histologisch eine massive lokale
Basalmembran-Akkumulation gesehen, Ergebnisse, die gleichartig und ebenfalls histologisch bei
der strahleninduzierten Lungenfibrose nachgewiesen wurden (Rosenkrans et al.,1987). Vergleichs-
werte Uber Messungen in Lavageflissigkeiten von Patienten liegen bislang nicht vor und
erscheinen anhand unserer Ergebnisse als Marker des pulmonalen oxidativen Stress nicht sensitiv.
Ein Grund hierfur kénnte in der Gré3e des Molekls liegen, das mit 200 - 300 kDa die
alveolokapillare Membran nur in geringem Umfang durchdringt. So konnte auch in den Proben der
Patienten mit therapieassoziiertem Lungenschaden kein erhdhter Laminin-Spiegel gemessen

werden.

Das abgespaltene N-terminale primare Prokollagen-IlI-Peptid wird im Verhaltnis 1:1 zum Kollagen-
Typ-lll gebildet und ist im Blut und zum Teil auch in der BALF von Patienten mit idiopathischer oder
exogen induzierter Lungenfibrose und Sarkoidose als Marker der intrapulmonalen Kollagen-Typ-IlI-
Produktion und damit der Fibrosesaktivitat nachgewiesen worden (Bjermer et al.,1986; Maasilta et
al.,1991). Die ungerichteten Ergebnisse bei unserer Untersuchung kénnten durch die relativ
geringe Krankheitsaktivitat der Patienten bedingt sein. Hierauf weisen auch die erhdhten P-I11-P-
Werte bei den Patienten mit manifestem Lungenparenchymschaden nach zytoreduktiver Therapie
hin. Somit kénnte diesem MeRparameter, etwa beim Monitoring einer dosisintensivierten Radio-
Chemotherapie, durchaus Gewicht zuzumessen sein.

6.4 Hitzeschockproteine

Bei lediglich 21 Patienten konnte in der BALF die HSP-70 und HSP-90 Expression von
Alveolarmakrophagen untersucht werden. Entsprechend der kleinen Fallzahl lieRen sich hier keine
signifikanten Zusammenhange darstellen, es fiel aber auf, dall der Anteil an HSP-90 positiven
Zellen in der BALF der Patienten unter Chemotherapie tendenziell erhdht schien.

Hitzeschockproteine (HSP) treten als zellulare Antwort auf zahlreiche physikalische oder
chemische Stressfaktoren auf (Dingwall et al.,1992). Entdeckt wurden HSP bei E. Coli Bakterien
und Larven der Fruchtfliege, die supraphysiologischen Temperaturen ausgesetzt worden waren -

was auch zur Namensgebung "Hitzeschockproteine" gefiihrt hatte (Lanks, 1986). Wahrend die
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zelluldre Antwort auf Stressfaktoren zu einer Downregulation der meisten Gene fihrt, entspricht die
Generierung der HSP einer aktiven Zellantwort im Sinne einer Schutzfunktion zellularer Molekile
(Nagata, 1998). Zunehmend wird die Expression von HSP auf die Einwirkung von reaktiven
Sauerstoffspezies bezogen (Guidot et al.,1995; Choi et al.,1996; Kondo et al.,1997; Wang et
al.,1997; Gorman et al.,1999), wobei dies auch in Zusammenhang mit oxidativem pulmonalen
Stress beschrieben wird (Choi et al.,1996). Weiter bestéatigt werden diese Anséatze durch die
kirzlich veroffentlichten Ergebnisse Uber die vermehrte Expression von Hitzeschockproteinen
durch repetitive Gewebe-Ischamie und -Reperfusion, einem Modell zur Generierung von reaktiven
Sauerstoffspezies (Nishizawa et al.,1999). Weiterhin werden Hitzeschockproteine in humanen
Alveolarmakophagen durch Exposition gegenuber Bleomycin, das die Generierung von reaktiven
Sauerstoffspezies induziert (Kanofsky, 1986), vermehrt exprimiert (Hamilton et al.,1995). Auch bei
interstitiellen Lungenerkrankungen konnte ein Zusammenhang zwischen Krankheitsaktivitat und

der Expression von HSP nachgewiesen werden.(Polla et al.,1993).

Zusammengefalit scheint die Expression von HSP in Alveolarmakrophagen ein méglicher Indikator
fur pulmonalen oxidativen Stress zu sein und kdnnte insbesondere in der intensivierten Radio-
Chemotherapie nicht nur das Mal} an reaktiven Sauerstoffspezies, denen die Lunge ausgesetzt ist,
sondern auch statthabende Kompensationsmechanismen hiergegen anzeigen.

6.5 Glutathionsystem und Methioninsulfoxidgehalt der alveoldren Proteine

In der ELF der Patientengruppen unter zytoreduktiver Therapie fanden sich signifikant erniedrigte
Konzentrationen von Gesamt-Glutathion sowie reduziertem Glutathion (GSH). Ebenfalls in der ELF
in den Therapiegruppen deutlich vermindert zeigte sich der Quotient der Konzentration von

reduziertem zu Gesamt-Glutathion.

Eine gegensinnige Bewegung zeigte der Methioninsulfoxidgehalt (Met(O)) der alveolaren Proteine.
Hier fand sich unter Therapie in der ELF ein deutlich erhéhter Anteil an oxidierten Methioninresten
in der ELF, ein Effekt, der bei den Patienten mit manifester Lungenschadigung besonders stark
ausgepragt war.

Erwartungsgeman lie® sich zwischen diesen zentralen Grofien des intrapulmonalen Redox-
Systems ein hochsignifikanter Zusammenhang nachweisen, wobei der Methioninsulfoxidgehalt
invers mit der Konzentration des Gesamt-Glutathions und GSH und ebenfalls invers mit dem

Verhaltnis von reduziertem Glutathion zum Gesamt-Glutathion korrelierte.

Die Aminosaure Methionin besitzt durch ihre Thioathergruppe eine besondere Empfindlichkeit
gegenuber reaktiven Sauerstoffspezies. Damit kommt ihr als Antioxidans eine ahnliche Wirkung zu
wie Albumin, Vitamin E oder Vitamin C (Hunter et al.,1994). Methionin ist ubiquitar am Aufbau
humaner Proteine beteiligt und macht etwa 2-3% aller alveolarer Proteine aus. Somit ist der Anteil
an oxidiertem Methionin, der Methioninsulfoxidgehalt in der Lavageflissigkeit, ein direkter
Parameter der akuten oxidativen pulmonalen Belastung (Maier et al.,1991, Beinert et al., 2000b).
Methioninreste werden jedoch erst dann oxidiert, wenn die Kapazitat andere Antioxidantien,
insbesondere von GSH, Vitamin E und Vitamin C, bereits erschopft ist. Das heil3t, dafd der in der
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ELF gemessene Anteil an Methioninsulfoxidgehalt an den alveolaren Proteinen Aufschlufd Gber den
Anfall reaktiver Sauerstoffspezies gibt, die die primare antioxidative Kapazitat des pulmonalen
Abwehrsystems bereits Uiberstiegen haben. Somit spiegelt dieser Parameter sowohl den
Funktionszustand des pulmonalen Oxidantien /Antioxidantien-Systems als auch die akute oxidative
Belastung wider und erscheint als Mel3grofie der therapieassoziierten pulmonalen Toxizitat
vorrangig geeignet (Beinert et al., 2000b).

Bezeichnend flr die komplexe Aussagequalitat dieses Parameters fand sich lediglich in der ELF
derjenigen Patienten, die unter Therapie standen, ein erhdhter Methioninsulfoxidgehalt der
alveolaren Proteine, wahrend sich, im Gegensatz zu Glutathion, dieser Parameter nach Therapie

rasch normalisierte.

Ebenfalls interessant ist, dal3 in der Gruppe, die nach vorausgegangener Strahlentherapie erneut
in eine Chemotherapie einmiindete, der Methioninsulfoxidgehalt der ELF hoéher war als in der
Patientengruppe unter primarer Chemotherapie. Dies weist darauf hin, dald die in dieser Studie
nachgewiesene Persistenz von Zytokinen nach zytoreduktiver Therapie nicht nur zu einer
vermehrten Toxizitat unter einer erneuten Chemotherapie fihrt. Der Anstieg oxidierter
Methioninreste in der ELF der erneut chemotherapierten Patienten ist insbesondere der Nachweis,

dal} dieser therapieassoziierte pulmonale Stress oxidativ vermittelt ist.

Die Oxidation von Methioninresten bedeutet zumeist die Inaktivierung, selten aber auch Aktivierung
funktionell bedeutsamer Proteine des Alveolarraums (Swaim et al.,1988). Im Kontext des
pulmonalen antioxidativen Systems ist das Protein, das am leichtesten durch Oxidation seines
Methioninrestes inaktiviert wird, alpha-1-Antitrypsin, dem Hauptvertreter der Antiproteasen (Swaim

%%8) im aktiven Bindungszentrum fiir

et al.,1988). Dieses Protein besitzt nur einen Methioninrest (Met
die Elastase neutrophiler Granulozyten (Stief et al.,1988). Dies heil3t, dal der Gehalt an
Methioninsulfoxid in der ELF zugleich ein inverser Marker fir die intrapulmonale

Antiproteasenaktivitat ist (Matheson et al.,1981).

Aus Makrophagen und insbesondere neutrophilen Granulozyten freigesetzte Proteasen,
insbesondere Elastasen, Kollageneasen, Cathepsin g und Gelatinasen (Rodell et al.,1988;
Anderson et al.,1990) spielen im unspezifischen Abwehrprozef’ der Lunge vor allem durch die
Generierung reaktiver Sauerstoffspezies eine vorrangige Rolle (Ward et al.,1988). Uberwiegt im
Redox-System Lunge jedoch die oxidative Belastung, sind es gerade diese Mechanismen zur
Abwehr von Lungenschéaden, die UberschielRend zu einem Parenchymschaden flhren kénnen
(Hogg, 1987; Worthen et al.,1987; Rodell et al.,1988; Carre et al.,1991; Maier et al.,1991, Behr et
a.l., 2000). In der Folge kommt es durch die weitere Inaktivierung von Antiproteasen wie alpha-1-
Antitrypsin oder alpha-2-Makroglobulin (Gonias et al.,1988; Stief et al.,1988; Reddy et al.,1989) zu
einem Circulus vitiosus, der die oxidative Schadigung an Matrixproteinen durch die Wirkung
aktivierter Proteasen potenziert (Swaim et al.,1988) und damit die interaktive, destruierende
Wechselwirkung zwischen ROS und Antiproteasen eindrucksvoll beschreibt.

Der Abfall der Glutathionkonzentration in der ELF in den Patientengruppen unter Therapie war mit
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einer zunehmenden Oxidation von Methioninresten der alveoldren Proteinen assoziiert. Die in den
Graphen dargestellte inversen Beziehung zwischen der Gesamt-Glutathionkonzentration mit dem
Methioninsulfoxidgehalt in der ELF wurde durch die hochsignifikante inverse Korrelation zwischen
diesen beiden GréRen unterstrichen. Dieses Phanomen spiegelt das intrapulmonale Gleichgewicht
des Oxidantien/Antioxiodantiensystems wider und dokumentiert den Stellenwert von Met(O) als
Marker des oxidativen pulmonalen Stress (White et al.,1986; Cantin et al.,1991). Zudem liel sich
fur die antioxidative Kapazitat ein Schwellenwert der alveolaren Glutathion-Konzentration
darstellen, der bei etwa 400 uM lag. Unterhalb dieses Schwellenwertes kam es zu einem raschen
Anstieg des Met(O)-Anteiles in der ELF, so daf diese Glutathion-Konzentration als kritischer Wert
fur die Funktion der intrapulmonalen antioxidativen Abwehr gelten kann.

Das in der ELF vorhandene Glutathion stammt in erster Linie aus Pneumozyten Typ Il und
Alveolarmakrophagen (Cantin et al.,1991). Es wurde daher vermutet, da® Veranderungen des
Glutathion-Gehaltes in der ELF hauptsachlich auf Funktionsdnderungen dieser Zellen zuriickgehen
(Housset et al.,1991; Doérger et al.,1997). So wurde als Ursache der erhohten Glutathion-
Konzentrationen bei Rauchern (Cantin et al.,1991; van Poppel et al.,1992, Rahman et MacNee,
1999), die sich auch in unserem Patientenkollektiv darstellte, postuliert, da Alveolarmakophagen
durch die Phagozytose alveolar deponierter Aerosolteilchen aus dem Zigarettenrauch
gegenregulativ vermehrt Glutathion in die ELF abgeben (Cantin et al.,1991).

In den Patientengruppen nach Therapie kam es in der ELF zu einer langsamen Erholung der unter
Therapie deutlich verminderten Glutathion-Konzentrationen. Verminderte Glutathion-
Konzentrationen finden sich regelhaft bei interstitiellen Lungenerkrankungen wie der idiopathischen
Lungenfibrose (Behr et al.,1997), die mit einer vermehrten pulmonalen oxidativen Belastung
einhergehen (Saleh et al.,1997). Auch konnten wir bei Patienten mit symptomatischer Farmerlunge
gegeniber asymptomatischen, exponierten Bauern einen deutlich verminderten Glutathiongehalt in
der ELF nachweisen und damit oxidativen Stress als wesentliches Agens der
Erkrankungsprogression wahrscheinlichmachen (Behr et al., 2000). Als Ursache fir diese
Beobachtungen werden Anderungen des Glutathion-Metabolismus vermutet, wobei der Glutathion-
Mangel der idiopathischen Lungenfibrose auf die ELF limitiert ist (Cantin et al.,1987), wahrend
Patienten mit ARDS oder zystischer Fibrose, Erkrankungen, die durch erheblichen pulmonalen
oxidativen Stress gekennzeichnet sind (Jackson, 1990; Elborn et al.,1990; Greally et al.,1993,
Matthes et al., 1999), ein generelles Defizit an Glutathion aufweisen (Buhl et al.,1989; Eck et
al.,1989; Borok et al.,1991). Zu diskutieren sind hierflir zwei mdgliche Mechanismen: Zum einen
kommt es unter der Einwirkung von reaktiven Sauerstoffspezies zur Oxidation von intrazellularem
Glutathion und damit zu einer Verminderung der Konzentration an reduziertem Glutathion
(Rahman et al., 1999) Zudem werden Pneumozyten Typ Il und Alveolarmakophagen direkt durch
reaktive Sauerstoffspezies geschadigt, was zu einer verminderten Produktion von Glutathion und
nachfolgenden Beeintrachtigung des Redox-Systems flihren kann, das dann zum Recycling von
Glutathiondisulfid zur Verfigung steht (Cantin et al.,1991). Hieraus wiirde jedoch ein Anstieg des
Glutathiondisulfids in der BALF folgen. Dies wurde jedoch, wie auch bei den Messungen an
unserem Patientenkollektiv, bislang bei interstitiellen Lungenerkrankungen nicht beobachtet,

vielmehr ist die Glutathion-Gesamtkonzentration bei Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose
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(Cantin et al.,1987) oder HIV-Infektionen (Eck et al.,1989) gegenlber Kontrollpersonen
vermindert. Aus diesen Beobachtungen muf} gefolgert werden, daf® das im Alveolarraum gebildete

Glutathiondisulfid eliminiert werden kann.

Neben dem erwarteten hochsignifikanten Zusammenhang der Kerngrof3en des pulmonalen
antioxidativen Systems und des Methioninsulfoxid-Gehaltes als Marker der oxidativen Belastung
waren diese Parameter signifikant mit den meisten der untersuchten Zytokinen assoziiert. Dies
unterstreicht nicht nur den Begriff des Zytokin-Netzwerkes, in dem Endothelzellen mit
Entziindungszellen Gber Interleukine und Wachstumsfaktoren eine komplexe Interaktion eingehen,
sondern weist zugleich auf reaktive Sauerstoffspezies als den entscheidenden zentralen Faktor der

pulmonalen Gewebeschadigung hin.

Reaktive Sauerstoffspezies werden vorrangig von neutrophilen Granulozyten gebildet, die im
Vergleich zu Alveolarmakophagen eine hohere oxidative Potenz besitzen (Strausz et al.,1989).
Neutrophile Granulozyten produzieren mehr Superoxidanionen als Alveolarmakophagen und sind
in der Lage, das oxidative Enzym Myeloperoxidase zu synthetisieren und auszuschutten, Gber das
Alveolarmakophagen nicht verfiigen (Constantin et al.,1994). Es ist in diesem Zusammenhang von
Bedeutung und weist wiederum auf reaktive Sauerstoffspezies als zentrale GroRe des
therapieassoziierten pulmonalen Stress hin, da® vor allem das Auftreten neutrophiler Granulozyten
mit einer Reduktion der Gesamt-Glutathion-Konzentration in der ELF vergesellschaftet war,
wahrend eine Vermehrung von Lymphozyten die Glutathion-Konzentration im
Alveolarflussigkeitsfilm geringer beeintrachtigte.

Zusammengefaldt stellen die von uns durchgefiihrten Untersuchungen reaktive Sauerstoffspezies
in das Zentrum des unter zytoreduktiver Therapie induzierten pulmonalen Stress. Reaktive
Sauerstoffspezies sind somit nicht Folge, sondern primare Ursache subklinischer wie klinisch
manifester Lungenparenchymveranderungen unter Radio-Chemotherapie. Die ROS-vermittelte
Krankheitsaktivitat 1aRt sich hierbei tber vier pathophysiologische Schritte beschreiben, die in der
interstitiellen Parenchymschadigung miinden:

- Vermehrung der Entziindungszellen

- Gesteigerte oxidative Aktivitat der Entziindungszellen

- Verminderter antioxidativer Schutz durch Glutathion

- Fibroblastenaktivierung durch gesteigerte lokale oxidative Nettobelastung der
Lunge

Wie oben aufgeflihrt, unterscheiden sich die durch Strahlentherapie oder Zytostase induzierte
Lungenparenchymveranderung nicht grundséatzlich von anderen interstitiellen Lungen-
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erkrankungen, die mit einer fibrosierenden Alveolitis einhergehen, sondern stellen vielmehr eine

stark vereinfachte, allgemeine pathophysiologische Grundstruktur interstitieller Lungen-
erkrankungen dar (Beinert et al., 1999d).

6.6 Patientenkollektiv

Die in den aufgefiihrten Untersuchungen als Referenzgruppe genannten Patienten wurden im
Rahmen der Nachsorge bei zumindest 2 Jahren zurlickliegender operativer Entfernung eines
Lungentumors untersucht. Diese Patienten wurden alle vor 1998 operiert und daher noch
routinemaRig einer postoperativen Strahlentherapie zugeflihrt, ein Verfahren, das zwischenzeitlich
nicht mehr dem klinischen Standard entspricht (Munro, 1998; Burdett et al.,1998). Somit wurde als
Kontrollgruppe ein Kollektiv gewahlt, das sowohl das Trauma einer Lungenoperation als auch einer
thorakalen Bestrahlung erfahren hatte. Um Einfllisse hierdurch auf die Ergebnisse der BALF-
Untersuchungen weitgehend auszuschlief3en, wurde vorgegeben, dal nur tumorfreie Patienten
eingeschlossen werden, die eine postoperative Strahlentherapie mindestens vor 18 Monaten
beendet hatten, und bei denen weiterhin klinisch und lungenfunktionsanalytisch kein Hinweis auf
das Bestehen einer Lungenfibrosierung bestand. Der Zeitrahmen wurde mit 18 Monaten gewahit,
da hiernach keine subklinischen aktiven strahleninduzierten pulmonalen Prozesse mehr zu
erwarten sind (Franchin et al.,1991; Moores et al.,1994, Rubin et al., 1995). Die Erfahrung hat
gezeigt, dall Kontrollkollektive fur invasive Untersuchungen, die aus gesunden Probanden
bestehen, zumeist wesentlich junger sind als die zu untersuchenden Patientengruppen. Dies
grindet einerseits in der mit dem Alter offensichtlich deutlich abnehmenden Bereitschaft, sich etwa
fur Forschungszwecke lavagieren zu lassen, andererseits ist es mit zunehmenden Alter deutlich
schwieriger, Probanden zu finden, die gesund sind. Daher wurde fir die vorliegenden
Untersuchungen bewulf3t ein Vergleichskollektiv gewahlt, das bezuglich Alter, Geschlechts-
verteilung, Rauchgewohnheiten und auch anderen, sozialen Kenngré3en weitgehend den

Patientengruppen entsprach.

Mit 35% war der Anteil an Proben von Patienten mit SCLC gegenuber einem Verteilungsmuster
der histomophologischen Diagnosen bei Patienten mit Bronchialkarzinom von etwa 20%
Uberreprasentiert (Beinert et al.,1998). Dies konnte, trotz des spatestens seit 1993 bestehenden
Konsens, dal auch Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC von einer Chemotherapie profitieren
(Souquet et al.,1993), am ehesten Ausdruck einer noch immer zdgerlichen Haltung in der
Therapie des fortgeschrittenen NSCLC sein (Mirimanoff, 1994; Dancey et al.,1997; Repetto et
al.,1998; Beinert et al.,1999a). Dagegen ist die Radio-Chemotherapie von Patienten mit dem
schnell wachsenden SCLC mit einer Tumorverdopplungszeit von etwa 29 Tagen und,
entsprechend der hohen Proliferationsrate auch guten Chemosensibilitat, seit vielen Jahren
klinischer Standard (lannuzzi et al.,1986; Osterlind et al.,1986; De Leij et al.,1987; Papac et
al.,1987).

Lediglich drei Patienten in der Gruppe unmittelbar nach Strahlentherapie und 2 Patienten in der
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Gruppe 2,5 bis 15 Monate nach Strahlentherapie entwickelten klinisch manifeste pulmonale
therapieassoziierte Manifestationen. Damit blieb die Rate an Pneumonitiden und Lungenfibrosen in
diesem Kollektiv hinter der zu erwartenden Komplikationsrate nach Tumortherapie deutlich zurlck.

Dies ist in der Rekrutierungsform des kooperierenden Zentrums begriindet:

Insbesondere nach Abschlul® der Strahlentherapie wurde die Mehrzahl der Patienten von den
zuweisenden Stellen fiir eine Dauer von 4 Wochen in eine Anschluf3heilbehandlung Gberfihrt.
Somit ist in den Gruppen bis jeweils 2,5 Monaten nach zytoreduktiver Therapie der Anteil der
Patienten, der innerhalb der ersten 6 Wochen untersucht wurde, deutlich vermindert. Diese Zeit
ist jedoch der typische Pradiktionsrahmen fir die Entwicklung und Manifestation der

therapieassoziierten Pneumonitis.

Patienten mit Lungenfibrosierung und in der Folge respiratorischer Insuffizienz wurden zumeist
nicht erneut am Zentrum vorgestellt, da sie von den zuweisenden Einheiten firr eine weitere
Chemotherapie als nicht mehr qualifizierend eingestuft wurden und daher nur noch vereinzelt zur

weiteren invasiven Diagnostik zugewiesen wurden.
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7 ROS-assoziierte pulmonale
Krankheitsbilder

Erst vergleichsweise spat, namlich im Jahre 1987, wurde der Zusammenhang zwischen oxidativer
Lungenbelastung und einer Lungenparenchymschadigung entdeckt. Der entscheidende Nachweis
war hier, dafd Entziindungszellen aus der Lunge von Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose
vermehrt Oxidantien produzierten (Cantin et al.,1987). Diese bahnbrechende Untersuchung
eroffnete erstmals den Blick auf den direkten pathophysiologischen Zusammenhang zwischen
oxidativem Stref® und Schadigungen des Lungengewebes.

(Dieser Zusammenhang ist fur die idiopathische und die exogen induzierte Lungenfibrose, fir die
exogen allergische Alveolitis bei Farmern, weiterhin fur die Lungenfibrosierung bei Sarkoidose
bereits in Einleitung und Diskussion ausfihrlich dargestellt worden und wird daher nicht nochmals

aufgenommen) .

Unter Hyperoxie, einer Inhalation von Gber 60% reinem Sauerstoff entsprechend, kommt es zu
einem Leakage-Syndrom mit Schadigung der alveolokapillaren Membran und damit zu einem
Lungentédem. Diese Schadigung der Membran beruht auf der direkten Einwirkung von ROS und
wird durch die Gabe von Bleomycin, das die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies induziert
(Kanofsky, 1986; Hay et al.,1991), verstarkt (Matalon et al.,1987).

Das Adult Respiratory Distress Syndrom (ARDS) wird in seiner Frihphase von einem massiven
Influx von neutrophilen Granulozyten gekennzeichnet, die vermehrt ROS freisetzen (Bernard et
al.,1997). In der Folge wird u.a. alpha-1-Antitrypsin oxidativ deaktiviert, woraus eine verstarkte
Elastaseaktivitat (Antonelli et al.,1989) und damit verstarkte Proteolyse resultiert (Gonias et al.,
1988, Bernard et al.,1997, Matthay et al., 1999).

Inhalierte Asbestfasern kdnnen durch Phagozytose nicht lysiert werden und fiihren hiermit zu einer
Dauerstimulierung von Alveolarmakrophagen und neutrophilen Granulozyten. Die Folge ist eine
vermehrte Produktion von ROS durch diese intrapulmonalen Abwehrzellen (Simeonova et al.,1995;
Simeonova et al.,1997). Das in Asbestfasern komplex gebundene Eisen Il katalysiert zudem durch
die Haber-Weiss-Reaktion die Umwandlung von Sauerstoff zu Hydroxylradikalen (Weiss, 1989). In
der Folge kommt es zur oxidativen Schadigung von Proteinen, Membranlipiden und Nukleinsduren
bis zum lokalen Gewebeuntergang durch Proteolyse (Simeonova et al.,1995), Lungenfibrose
(Lange et al.,1986; Lemaire et al.,1986) oder auch zur malignen Entartung (Albin et al.,1999).

Zusammengefalt stellt die Lungenfibrosierung eine gemeinsame Endstrecke aller interstitiellen
Lungenerkrankungen dar und verbindet in diesem Bild die Endstadien der idiopathischen wie der
exogen allergisch induzierten Lungenfibrose mit der terminalen Lungenfibrosierung als Folge der

Radio-Chemotherapie.
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Daneben wird eine oxidative Genese der Lungenparenchymzerstérung auch fir die zystische
Fibrose (Gao et al., 1999; Roum et al., 1999), fur Asthma bronchiale oder die chronisch obstruktive
Bronchopneumopathie (Kelly, 1999) diskutiert. Diese Entwicklung zeigt, da® pulmonaler oxidativer
Stress als zentrales pathophysiologisches Agens auch bei den nicht interstitiellen
Lungenerkrankungen vermehrt fokussiert wird.
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8 Therapieansatze zur Modulation des
pulmonalen oxidativen Stress bei
Lungenerkrankungen

Insbesondere bei der idiopathischen Lungenfibrose wurden in der Vergangenheit verschiedene
antioxidative Therapiestrategien verfolgt:

Durch die Applikation von reduziertem Glutathion als Aerosol sollte versucht werden, die
Glutathion-Konzentration in der ELF bei Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose zu erhéhen, ein
Effekt, der trotz einer Inhalationstherapie mit 2 x 600 Methioninsulfoxidgehalt
Methioninsulfoxidgehalt pro Tag nach drei Tagen zu keinem signifikanten Anstieg des Gesamt-
Glutathions in der ELF der Patienten mehr fihrte (Buhl et al.,1994).

Erfolgreicher war der Versuch, bei Patienten mit fibrosierender Alveolitis die Glutathion-Synthese
durch hohe Gaben von N-Acetyl-Cystein zu steigern. Unter 3 x taglich 600 mg NAC uber 12
Wochen fiel hier der Methioninsulfoxidgehalt der ELF signifikant ab (Behr et al.,1997). Somit
kénnte diese Substanz, die klinisch als Mucolyticum eingefiihrt ist, auch ihren Platz in der
supportiven Therapie von Tumorpatienten unter Zytostase finden.

Secretory Leukoprotease Inhibitor (SLPI) wirkt als Antiprotease ahnlich wie alpha-1-Antitrypsin und
steht als rekombinantes Molekl zur Verfigung (rSLPI). Neben seiner Eigenschaft als Antiprotease
wirkt es zugleich als Antioxidans, was es zum therapeutischen Einsatz pradestiniert (Schuster et
al.,1996). Am Tier konnte nach inhalativer Verabreichung ein signifikanter Anstieg von GSH in der
ELF nachgewiesen werden (Buhl et al.,1990). Ergebnisse lber Studien an Patienten etwa an
Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose, alpha-1-Antitrypsinmangel oder Mukoviszidose liegen
derzeit noch nicht vor. In Abhangigkeit der klinischen Erfahrungen kénnte eine zur Radio-
Chemotherapie begleitende Gabe von rSLPI mdéglich sein.

Amifostin wurde als Protonenfanger in den 50er Jahren im Walter Reed Army Institute of Research
gegen Strahlenschaden im Kriegsfall entwickelt. Das Prodrug Thiophosphat wird seiner aktiven
Form, einem freien Thiol, intrazellular durch die ubiquitédr vorkommende membrangebundene
alkalische Phosphatase dephosphorilisiert. Dieses freie Thiol ist ein hochwirksames Antioxidans
und ahnlich dem Glutathion in der Lage, reaktive Sauerstoffspezies zu deaktivieren (Souid et
al.,1998). Da die Aktivitat der alkalischen Phosphatase in malignen Zellen gegenliber normalem
Gewebe deutlich vermindert ist, kommt es zu einer selektiven antioxidativen Schutzwirkung der
nicht entarteten Zellen durch Amifostin (Capizzi et al.,1995; Peters et al.,1995). Zudem wurde fiir

Thiol ein aktiver Transport aus Tumorzellen hypothetisiert, wodurch es zu einem potentiell
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zytotoxischer Effekt fir die entartete Zellpopulation kommen kdnnte (Taylor et al.,1997; Kurbacher

et al.,1998). Zu der antioxidativen Wirkung von Thiol kommt die Fahigkeit, alkylierende Substanzen
oder auch Platin direkt zu binden und damit zu neutralisieren. Dies hat zwischenzeitlich zu dem
Einsatz in zahlreichen Therapiestudien bei Patienten mit malignen Erkrankungen als zytoprotektive
Substanz gefiihrt. Neben der geringeren allgemeinen Toxizitat unter zytoreduktiver Therapie wurde
klinisch eine verminderte Knochenmarksuppression (Budd, 1996a; Budd et al.,1997; Pierelli et
al.,1998) und damit geringeres Auftreten von Neutropenien (Betticher et al.,1995) und
Thrombopenien (Budd et al.,1996b) vermerkt. Diese Beobachtungen gaben Anlal3 zum Einbezug
von Amifostin in der multimodalen Therapie des NSCLC (Capizzi et al.,1995; Schiller, 1996;
Tannehill et al.,1997) wie auch bei HNO-Tumoren (Bohuslavizki et al.,1998a; Bohuslavizki et
al.,1998b) oder malignen Systemerkrankungen (Avilés et al.,1997). Zudem wurde es in mehreren
Therapiestudien zum Gewebeschutz unter Strahlentherapie eingesetzt (Peters et al.,1995;
Spencer et al.,1995; Capizzi et al.,1995; Patchen, 1995; Rieth et al.,1996; Tannehill et al.,1996).

Uber die Wirkungsweise am Patienten liegen neben der eher allgemeinen Vorstellung, daR
Amifostin antioxidativ wirkt und damit zum Organschutz unter Radio-Chemotherapie beitragt, nur
wenige Daten vor. Unter Doxorubicin-Gabe wurde fur Amifostin eine cardioprotektive Wirkung bei
der Ratte (Nazeyrollas et al.,1998) bzw. in vitro an Rattenherzmyocyten (Dorr et al.,1996)
beschrieben, wobei die protektive Wirkung mit einem signifikanten Anstieg der intrazellularen
Glutathion-Konzentration verbunden war - ein Zusammenhang, der auch in neueren

Ubersichtsarbeiten zu diesem Thema vermehrt betont wird (Hospers et al.,1999; Links et al.,1999).

Zur Modulation von pulmonaler Toxizitat unter Amifostin liegen nur wenige Daten vor. Am
Tiermodell der Bleomycin-induzierten Fibrose wurde die Modulation von pulmonaler oxidativer
Belastung sowohl bezliglich der Akuttoxiziat (Tag 2) als auch der Fibroseinduktion (Tag 21)
untersucht, wobei Amifostin die Lungenschaden signifikant vermindern konnte (Nici et al.,1998).

Amifostin ist somit als Radikalféanger in zahlreichen zytoreduktiven Therapiekombinationen
vertreten, fur die nur zum Teil oxidativer Strel3 als Ursache fur unerwinschte Wirkungen
beschrieben ist. Uber seinen Wirkungsmechanismus als Protonenfanger ergibt sich jedoch auch
aus der klinischen Erfahrungen die Evidenz, dal’ reaktive Sauerstoffspezies die Hauptursache

unerwinschter pulmonaler Nebenwirkungen unter Radio-Chemotherapie sind.

Wirkungsweise und bisherige klinische Erfahrung scheinen den Versuch, dieser Substanz bei
primar pneumologischen Krankheitsbildern mit vermehrtem pulmonalen oxidativen Stress, etwa bei
Mukoviszidose oder idiopathischer Lungenfibrose einzusetzen, zu rechtfertigen. Bei Patienten mit
Mukoviszidose bietet sich dieser Behandlungsansatz nicht nur wegen der chronisch entzindlichen
Zerstérung des Lungengewebes im Rahmen der perpetuierten bakteriellen Kolonisierung und
frihzeitigen Erschépfung der Antiproteasen an (Roum et al., 1999). Kiirzlich konnte hier an
Epithelzellinien gezeigt werden, dal neben der Mutation des transmembranen Conductance
Regulator Genes mit nachfolgender Elektrolytverschiebung im bronchialen Schleim auch ein

verminderter epithelialer Transport fiir Glutathion vorliegt (Gao et al., 1999).
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9 Zusammenfassung

Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, daf} reaktive Sauerstoffspezies die
entscheidenden Faktoren der pulmonalen Toxizitat unter Radio-Chemotherapie sind. Sie
induzieren eine akute pulmonale entzindliche Reaktion, unter der es zur Ausschuttung einer sich
selbst verstarkenden Zytokinkaskade im Sinne eines multifaktoriellen Zytokinnetzwerkes und in der
Folge unter einer persistierenden Zytokinkaskade zur Generierung von sekundaren reaktiven
Sauerstoffspezies kommt.

Die Aktivierung dieser Zytokinkaskade ist noch Monate nach Chemotherapie oder Strahlentherapie
auch bei Patienten, die klinisch keine Symptome der Lungenschadigung zeigen, nachweisbar. Die
Perpetuierung dieses Prozesses, der, ahnlich wie bei der fibrosierenden Alveolitis, mit einer
Fibrosierung des Lungengewebes mit Ablagerung von extrazellularer Matrix einhergehen kann,
fuhrt bei wiederholter zytoreduktiver Therapie, wie sie dem rezidivierenden Charakter des
fortgeschrittenen Bronchialkarzinoms entspricht, zu einer Uberproportionalen oxidativen
Lungenbelastung.

Die vorliegende Arbeit hat durch die systematische Analyse an 261 Lavagen von 199
Bronchialkarzinom-Patienten vor, unter und nach zytoreduktiver Therapie die Determinanten des

oxidativen pulmonalen Stress untersucht.

Als Mel3parameter des akuten oxidativen Stress ist die Gesamtzellzahl in der BALF, der
Methioninsulfoxidgehalt sowie die Konzentration von Glutathion (gesamt und reduziert), IL-1, IL-6
und IL-8, TNF-alpha, weiterhin die VEGF-Konzentration in der ELF geeignet. Erstmalig gezeigt
werden konnte hierbei, dafl VEGF nicht nur im Rahmen der Neoangiogenese, sondern auch durch
reaktive Sauerstoffspezies hochreguliert wird und oxidativen Stress sensitiv anzeigt.

Im Intervall zum akuten Lungentrauma ist die Konzentration von Glutathion, IL-1, IL-6, IL-8 , TNF-
alpha und VEGF in der ELF ein Marker des perpetuierten oxidativen Stress, der auch Monate
nach der zytoreduktiven Therapie nachweisbar ist.

Bei manifester Lungenfibrosierung kdnnte P-I1I-P ein sensitiver Marker der Fibroblastenaktivierung
und der Produktion extrazellularer Matrix sein.

Die Untersuchungen ergaben zwischen den Folgen der Strahlentherapie und Chemotherapie
lediglich quantitative, keine qualitativen Unterschiede.
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Die vorliegende Arbeit mochte die Grundlage schaffen, dosisintensivierte multimodale Therapien
beziglich der oxidativen pulmonalen Belastungen invasiv zu monitoren. Dies kdnnte eine
individuelle Dosisoptimierung durch die Bestimmung der individuellen oxidativen pulmonalen
Kapazitat, insbesondere der Glutathionkonzentration in der ELF, schaffen. Es wird hierbei die
Hypothese aufgestellt, daf} sich die Akuttoxizitat wie die Wahrscheinlichkeit eines pulmonalen

Folgeschadens nach Radio-Chemotherapie aus der Formel:

Lungenschaden = ROS + Inaktivierung von Antiproteasen

ableiten lalt.

Nach dieser Formel kénnte unter invasivem Monitoring eine optimierte Dosisanpassung der
Therapie und gegebenenfalls Modulation der Toxizitat durch Gabe von Antiproteasen und

Antioxidantien beim einzelnen Patienten erfolgen.



10 Verzeichnis der Abkurzungen

Verzeichnis der Abkilirzungen

EGF epidermal growth factor

GSSG Glutathiondisulfid

GSH reduziertes Glutathion

GSHt Gesamtkonzentration an Glutathion (GSH + GSSG)

HSP Hitzeschockproteine

IL-1 Interleukin 1

IL-2 Interleukin 2

IL-6 Interleukin 6

IL-8 Interleukin 8

Met(O) oxidierte Methioninreste am Gesamtmethioningehalt der ELF-
Proteine

PMN Polymorphkernige neutrophile Granulozyten

NADPH Nikotinamid-Adenindinucleotidphosphat

NK-Zellen Natural-Killer-Zellen

P-1lI-P N-terminales Prokollagen-Ill-Peptid

PBS phosphate buffered saline

RIA Radioimmunoassay

TGF-beta Transforming growth factor beta

TNF-alpha Tumor necrosis factor alpha
VEGF Vascular endothelial growth factor
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