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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Infektionskrankheiten

Infektionskrankheiten gehdren zu den bedeutendsten Krankheitsgruppen der Medizin. Diese
Bedeutung steigt in unserer immer &alter werdenden Bevdlkerung zudem kontinuierlich weiter
an, da das Risiko Infektionen zu erleiden mit zunehmendem Alter erhght ist. Ebenso ist das
Alter mit einem schlechteren Outcome bei Infektionen assoziiert (Gavazzi & Krause 2002).
Dementsprechend sind Infektionskrankheiten auch wichtige Todesursachen. Infektionen des
unteren Atemtraktes sind beispielsweise seit vielen Jahren weltweit nach ischamischen
Herzerkrankungen und zerebrovaskuldaren Erkrankungen die dritthaufigste Todesursache. Im
Jahr 2011 starben 3,2 Millionen Menschen an Infektionen des unteren Atemtraktes. Doch
auch andere Infektionskrankheiten fordern viele Todesopfer. Auf Platz 5 der weltweit
haufigsten Todesursachen finden sich Durchfallerkrankungen, die zumeist infektiés bedingt
sind. Fast 1,9 Millionen Menschen verstarben im Jahr 2011 an Erkrankungen dieser Gruppe.
Mit knapp 1,6 Millionen Menschen starben nur geringfiigig weniger Menschen an den Folgen
einer HIV-Infektion, die damit Platz 6 der haufigsten Todesursachen weltweit darstellt. In
Afrika und Sudostasien sind Infektionskrankheiten sogar die Haupttodesursache (Mathers et
al. 2013).

Doch nicht nur schwer verlaufende Infektionen sind medizinisch bedeutsam. Auch leicht
verlaufende Infektionen, wie die gewdhnliche Erkaltung, kénnen folgenreich sein und
bediurfen daher ebenfalls besonderer Aufmerksamkeit hinsichtlich Diagnostik- und
Therapiemdglichkeiten. In den USA konsultieren jahrlich etwa 25 Millionen Menschen mit
unkomplizierten Infektionen des oberen Atemweges ihren Hausarzt. Dies entspricht fast 8%
der gesamten Bevdlkerung der USA. Diese leichten Infektionen resultieren in der Folge in
etwa 20 Millionen Krankheitstagen der arbeitenden Bevolkerung und etwa 22 Millionen
Krankheitstagen bei Schilern allein in den USA. Kleine Kinder haben schatzungsweise 6-8
Erkaltungsepisoden jahrlich, bei Erwachsenen sind es immerhin noch 2-4 Erkaltungen pro
Jahr (Heikkinen & Jarvinen 2003). Die geschatzten Gesamtkosten fir virale Infektionen des
Atemtraktes belaufen sich allein in den USA auf fast 40 Mrd. US-Dollar jahrlich (Fendrick et
al. 2003). Aus diesen Daten lasst sich die enorme gesellschaftliche Bedeutung vermeintlich
harmloser Infektionen abschatzen.

Insgesamt zeigt sich, dass den Infektionskrankheiten eine immense Bedeutung innerhalb der
Medizin zukommt. Daher ist es wichtig, Infektionen sicher erkennen und deren Verlauf

bestmdglich erfassen zu kénnen. Dafiir kbnnen neben der Anamnese und klinischen bzw.
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mikrobiologischen Untersuchungen auch verschiedene Akute-Phase-Proteine entscheidend
sein. Zu den letzteren gehort unter anderem das C-reaktive Protein (CRP). Hierbei handelt
es sich um ein Protein, das in der Leber gebildet und bei Entziindungsreizen wéhrend der
Akute-Phase-Reaktion vermehrt synthetisiert wird. Somit ist das CRP geeignet, Aussagen
Uber Entziindungsvorgdnge im menschlichen Korper zu treffen (Dorner 2009). In dieser
Funktion wird das CRP schon seit einiger Zeit in der klinischen Routine verwendet (Gavazzi
& Krause 2002; Pepys & Hirschfield 2003).

Ein weiteres Protein, das oft als Entzindungsmarker Verwendung findet, ist das
Procalcitonin (PCT). Dieses Protein wird von C-Zellen der Schilddrise gebildet und ist
vorwiegend bei bakteriellen Infektionen erhdht im Serum messbar. Interessanterweise
stammt es in diesen Féllen aber vermutlich nicht aus der Schilddriise, sondern ebenso wie
das CRP aus der Leber (Dorner 2009). Dabei liefert das PCT ebenso wie das CRP keine
Hinweise auf den Ort des Entziindungsgeschehens (Assicot et al. 1993; Gendrel & Bohuon
1997; Gendrel et al. 1999).

Doch nicht nur Proteine werden als Entziindungsmarker verwendet. Auch eine Erhéhung der
Leukozyten im Blut, wie sie bereits durch Anfertigung eines kleinen Blutbildes erkannt
werden kann, wird zur Diagnose und Verlaufskontrolle entzindlicher Vorgange im
menschlichen Korper verwendet (Dorner 2009).

Aufgrund der oben dargestellten Bedeutung von Infektionskrankheiten fur die Medizin ware
es wuinschenswert, neben allgemeinen Entziindungsmarkern wie den Proteinen CRP und
PCT oder der Leukozytenzahl noch weitere Methoden zur Verfigung zu haben, um
verschiedene Infektionen selektiver erkennen und auch den Verlauf noch effizienter erfassen
zu kbnnen. Damit wéare es eventuell mdglich, eine Verschlechterung des Zustandes der
Patienten frihestmdoglich zu detektieren und so auch friher und effektiver therapieren zu
kénnen. In dieser Arbeit soll mit dem Protein YKL-40 ein neuer potentieller Biomarker fur
Infektionskrankheiten vorgestellt und hinsichtlich seiner klinischen Wertigkeit Uberprift

werden.

1.2. Grundlagen zu YKL-40

1.2.1. Entdeckung und Namensgebung

Das Protein YKL-40 wurde 1989 aus der Osteosarkomzelllinie MG63 identifiziert und galt
urspriinglich als neues Knochenprotein. In vitro wird YKL-40 von dieser Zelllinie in grof3er
Menge sezerniert. Spater erkannte man, dass YKL-40 identisch mit einem Protein ist, das
bereits 1985 wvon Millis et al. in differenzierten glatten Muskelzellen aus

Schweineaortengewebe isoliert wurde (Millis et al. 1985; Johansen 2006). AulRerdem ist
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YKL-40 identisch mit einem Protein, das 1988 von Rejman et al. in bovinen Proteinsekreten
wahrend der nichtlaktierenden Phase nachgewiesen wurde (Rejman & Hurley 1988;
Johansen 2006), sowie mit einem Heparin-bindenden Protein aus humanen Synovialzellen
(Nyirkos & Golds 1990; Johansen 2006).

Der Name ,YKL-40" setzt sich aus den drei N-terminalen Aminoséuren Tyrosin (Y), Lysin (K)
und Leucin (L), sowie dem Molekulargewicht des Proteins von ca. 40 kDa zusammen (Julia
S Johansen et al. 1992; Julia S Johansen 2006). YKL-40 ist in der Literatur auch unter
anderen Namen bekannt geworden, zum Beispiel Human Cartilage glycoprotein 39
(HC-gp39) (Hakala et al. 1993), 38 kDa heparin-binding glycoprotein (gp38k) (Shackelton et
al. 1995), Chitinase 3-likel (CHI3I1) (Rehli et al. 1997), Chondrex (Harvey et al. 1998),
40 kDa mammary gland protein (MPG-40) (Mohanty et al. 2003) oder Breast regressing
protein 39 Kd (Morrison & Leder 1994). Zumeist wird aber die Bezeichnung YKL-40

verwendet.

1.2.2. Struktur, Genetik und Expression

Ein Monomer des humanen YKL-40 besteht aus 383 Aminosduren mit einer molekularen
Masse von 40.476 Da (Hakala et al. 1993) und der isoelektrische Punkt liegt bei einem
pH-Wert von etwa 7,6 (Renkema et al. 1998). Zwischen verschiedenen Spezies zeigt sich
eine hohe Konservierung der N-terminalen Aminoséduresequenz, wohingegen die
C-terminale Sequenz eine héhere Variabilitdt zeigt (Johansen 2006). Die kristalline Struktur
von YKL-40 wurde bereits im Jahr 2003 von Fusetti et al. beschrieben (Fusetti et al. 2003).

Das fur YKL-40 kodierende Gen wird mit dem Namen CHI3L1
bezeichnet. Es befindet sich auf Chromosom 1g31-q32 und
besteht aus 10 Exons. Das Gen enthalt etwa 8 kB grol3e
genomische DNA (Rehli et al. 2003). Durch seine Lokalisation
auf Chromosom 1g31-g32 liegt CHI3L1 in unmittelbarer N&he

der Gene eines MHC-Paralogons (Funkhouser & Aronson
Abbildung 1: Struktur von YKL-40 2007). Von CHI3L1 existieren verschiedene genetische

h Fusetti et al. 2003 . . . L
(nach Fusetti et a ) Varianten, von denen bestimmte Varianten mit einem

erhdhten Risiko fur Asthma assoziiert sind (Ober et al. 2008; Prakash et al. 2013).

Zur Expression von YKL-40 gibt es viele Daten. Einige Aspekte sollen nachfolgend erlautert
werden. Prinzipiell wird YKL-40 in vivo von verschiedensten Zelltypen exprimiert. Dabei spielt
es vor allem bei inflammatorischen und remodellierenden Prozessen eine Rolle (Johansen
2006).
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An beiden Vorgangen sind Zellen des Immunsystems beteiligt, von denen einige YKL-40
exprimieren. Ein Beispiel dafiir sind die Makrophagen. Diese zeigen jedoch unterschiedliche
Expression in vitro oder in vivo. In der Zellkultur exprimieren sie YKL-40 wahrend der letzten
Phasen ihrer Differenzierung (Krause et al. 1996; Rehli et al. 1997; Renkema et al. 1998;
Rehli et al. 2003). Im Korper wird YKL-40 von Makrophagen dagegen erst bei
verschiedensten Entzindungsprozessen und Remodellierungs-Vorgédngen direkt im
betroffenen Gewebe gebildet (Johansen 2006).

Auch neutrophile Granulozyten exprimieren YKL-40, wobei es zunachst in spezifischen
Granula gespeichert und nach vollstandiger Aktivierung der Neutrophilen freigesetzt wird
(Volck et al. 1998; Boussac & Protgines 2000). Diese Tatsache stitzt die Theorie, dass
YKL-40 an Gewebeumbauvorgdngen beteiligt sein kdnnte, da in den Granula der
neutrophilen Granulozyten auch andere Matrix-verandernde Proteine gespeichert werden
(Nordenbaek et al. 1999).

Zu den remodellierenden Prozessen zahlen auch Umbauvorgange im Knochengewebe.
Passend dazu konnte die Expression von YKL-40 in priméaren Osteozyten und Osteoblasten
wahrend der Knochenbildung gezeigt werden. Reife Osteoblasten und Osteoklasten zeigen
dagegen keine Sekretion (Connor et al. 2000; Julia S Johansen 2006).

Des Weiteren kann YKL-40 von glatten Muskelzellen in der Adventitia der Gefal3e sowie in
atherosklerotischen Plaques gebildet werden (Johansen et al. 1999; Nishikawa & Millis
2003). Bei der Entstehung solcher atherosklerotischen Plaques kommt es ebenso zu
Umbauvorgangen im Gewebe der Gefallwande unter Beteiligung glatter Muskelzellen und
Makrophagen (Baretton et al. 2008). Letztere kénnten fir die dortige Nachweisbarkeit von
YKL-40 verantwortlich sein.

Ein wichtiges Organ fur inflammatorische Prozesse ist die Leber. Diese bildet wie in
Kapitel 1.1 besprochen das Protein CRP im Rahmen von Entziindungsprozessen.
Interessanterweise konnte fir Hepatozyten keine YKL-40-Expression gezeigt werden. In der
Leber scheint YKL-40 nur in Arealen mit bestehender Fibrose gebildet zu werden. Dies geht
wiederum konform mit der Beteiligung von YKL-40 an Umbauvorgangen von Gewebe, da die
Fibrose einen solchen Prozess darstellt (Johansen et al. 1997; Johansen et al. 2000). Dazu
passt auch die Beobachtung, dass Veranderungen der extrazellularen Matrix die Regulation
der Synthese von YKL-40 beeinflussen (Johansen 2006).

Es gibt noch weitere Zelltypen, die unter bestimmten Bedingungen YKL-40 bilden und
sezernieren. Zusammenfassend zeigt sich dabei, dass YKL-40 vor allem eine Rolle bei
entziindlichen Prozessen und bei starken Umbauvorgangen des Gewebes, wie
beispielsweise im Rahmen der Knochenneubildung oder der Fibrose zu spielen scheint

(Johansen 2006). Es ist jedoch kein hepatisch gebildetes Akute-Phase-Protein.
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1.2.3. Regulation

Es konnte gezeigt werden, dass Chondrozyten-Kulturen in vitro auf eine Behandlung mit
Interleukin-6 (IL-6) (Xing et al. 1998), IL-17 (Miossec 2003) und IL-18 (Olee et al. 1999)
durch Bildung von YKL-40 reagieren (J S Johansen et al. 2001; Julia S Johansen 2006).
Zytokine und Wachstumsfaktoren scheinen demnach an der Regulation beteiligt zu sein.
Uneinigkeit besteht beztglich der Wirkungsweise des Zytokins Tumornekrosefaktor-a (TNFa)
auf die Regulation von YKL-40. So gaben Nielsen et al. 2011 an, TNFa wirde im Gegensatz
zur Regulation anderer Akute-Phase-Proteine keine Rolle bei der Regulation von YKL-40
spielen (Nielsen et al. 2011). Die Arbeitsgruppe um Prakash et al. entdeckte dagegen einen
synergistischen Effekt fir TNFa (Prakash et al. 2013). Prakash und Kollegen flihrten zudem
einige weitere Faktoren an, die YKL-40 synergistisch oder antagonistisch beeinflussen.
Synergistisch wirken demnach die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-Kinase), Mitogen-
Activated-Protein-Kinase (MAP-Kinase) oder Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),
antagonistisch wirken beispielsweise IL-10 oder Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)
(Prakash et al. 2013).

Aktuell konnte von einer Arbeitsgruppe um Bhardwaj et al. fir menschliche Astrozyten ein
weiterer moglicher Signalweg gezeigt werden: IL-1 sowie IL-6 und ein verwandtes Zytokin
dieser Gruppe, Oncostatin M, sind zusammen in der Lage die Expression von YKL-40 in vivo
zu initileren. Dies erfolgt wahrscheinlich mittels eines Komplexes namens RelB/p50, der
direkt an den YKL-40-Promoter bindet und bei Entziindungsreizen vermehrt synthetisiert wird
(Bhardwaj et al. 2015).

Einige Faktoren der Regulation der Synthese von YKL-40 konnten demnach identifiziert
werden, die vollstandigen Mechanismen bleiben allerdings bisher unklar (Johansen 2006;
Prakash et al. 2013).

1.2.4. Biologische Aktivitat

YKL-40 ist ein sezerniertes Protein. Dies legt nahe, dass seine Funktionen vor allem - wenn
nicht sogar ausschlieBlich - extrazellular sein durften. Es konnten bisher jedoch keine
spezifischen léslichen oder membrangebundenen Rezeptoren fur YKL-40 gefunden werden.
Ebenfalls kann noch keine genaue Aussage Uber seine exakte biologische Funktion
getroffen werden (Johansen 2006). Es wurden jedoch schon einige Effekte und Interaktionen
von YKL-40 entdeckt, die nachfolgend erldautert werden sollen. Dabei kann erneut ein

Zusammenhang zu remodellierenden und inflammatorischen Prozessen hergestellt werden.
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Die Bildung von YKL-40 durch glatte GefaBmuskelzellen wurde bereits im vorherigen Kapitel
erlautert. Malinda et al. entdeckten passend dazu, dass YKL-40 im Rahmen der
Angiogenese die Migration und Organisation der GeféalRzellen stimuliert (Malinda et al. 1999).
Des Weiteren beeinflusst es die Migration der glatten GefaBmuskelzellen und kdnnte somit
an der Entstehung und Organisation atherosklerotischer Plagues beteiligt sein (Nishikawa &
Millis 2003). Im Rahmen dieses Vorgangs konnte YKL-40 mit der Hyaluronsaure
interagieren, da diese ebenfalls eine Rolle bei der Atherogenese spielt. Beide Molekile
scheinen generell an dhnlichen Vorgéngen beteiligt zu sein, daher kénnten deren Funktionen
durchaus miteinander verbunden sein. Eine Bindung der Hyaluronsaure durch YKL-40 ist
zwar nicht nachgewiesen, allerdings wurden zwei Bindestellen fur Hyaluronsaure an YKL-40
entdeckt (Malinda et al. 1999; Nishikawa & Millis 2003). Die Bindung kénnte lokale
Konzentrationen der Hyaluronséure beeinflussen und hétte damit eventuell einen Einfluss
auf die Zelladhasion und Zellmigration im Rahmen entzindlicher Prozesse, Fibrose-
Entstehung, Metastasierung von Malignomen oder eben der Atherogenese (Johansen 2006).
Da YKL-40 stark in Zusammenhang mit Gewebeumbau zu stehen scheint, mutmalten
Recklies et al., dass es einen Wachstumsfaktor darstellen kdnnte. Dazu passt auch die
Entdeckung, dass YKL-40 in vitro das Fibroblastenwachstum anregen und (ber die
MAP-Kinase und PI-3K-Signalkaskaden die Mitogenese stimulieren kann. Eventuell stellt es
dabei sogar ein anti-apoptotisches Protein dar (Recklies et al. 2002). Die PI3K/MAP-Kinase-
Signalkaskade kann unter anderem tber Syndecan 1 aktiviert werden. Dabei handelt es sich
um eine Komponente von Basalmembranen und extrazellularen Matrices zahlreicher
Gewebe. Syndecan 1 bindet mit seiner extrazellularen Doméne Heparansulfat (Prakash et
al. 2013). YKL-40 wiederum bindet an Heparansulfat und kann so die Signalkaskade
initiieren (siehe Abbildung 2). Ein weiterer potentieller Ligand fir YKL-40 ist somit auch
Perlecan, das wie Syndecan 1 in der Basalmembran lokalisiert ist und auf der extrazellularen
Seite an Heparansulfat bindet (Johansen 2006; Prakash et al. 2013).
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YKL-40

Heparansulfat

Zelldifferenzierung

Zellproliferation, Zelliiberleben
Metastasierung & Angiogenese

Abbildung 2: Einbindung von YKL-40 in eine Signalkaskade der Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Angiogenese
(modifiziert nach Prakash et al. 2013)

In Bezug auf mdgliche Funktionen bei entziindlichen Vorgédngen konnte als Ligand des
YKL-40 das Chitin identifiziert werden (Hakala et al. 1993; Renkema et al. 1998; Houston et
al. 2003). YKL-40 gehort zur Gruppe der ,Chitinase-like“-Proteine, da es strukturelle
Ahnlichkeit zu anderen Proteinen dieser Gruppe besitzt. Aufgrund einer Aminoséure-
Substitution besitzt es aber selbst keine hydrolytische Aktivitat mehr und kann gebundenes
Chitin somit nicht spalten (Renkema et al. 1998). Ob ein physiologischer Nutzen der Bindung
von Chitin an YKL-40 besteht bleibt bisher unklar. Eine Theorie von Houston et al. besagt,
YKL-40 konne eine Art Chitin-Sensormolekil darstellen, welches das angeborene
Immunsystem aktiviert und reguliert (Houston et al. 2003).

Von Renkema et al. wurde dariiber hinaus eine weitere Theorie in Bezug auf die Rolle von
YKL-40 bei inflammatorischen Prozessen aufgestellt: Demnach kdénnte YKL-40 auch ein
Opsonin im Rahmen entzindlicher Vorgange darstellen. Diese Theorie wird dadurch
unterstitzt, dass YKL-40 von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten sezerniert wird,
die an der frihen Phase der Immunabwehr gegen Pathogene beteiligt sind (Renkema et al.
1998).

Neuere Untersuchungen zeigen, dass YKL-40 in der Lunge die Bildung von Mucin5AC

steigert. Die Uberproduktion von Muzinen tritt im Rahmen vieler chronisch-inflammatorischer
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Erkrankungen der Lunge auf und kann fiir verschiedenste Komplikationen verantwortlich
sein. YKL-40 kénnte an diesen Prozessen daher mitbeteiligt sein (Liu et al. 2013).

Zusammenfassend zeigt sich erneut die Beteiligung von YKL-40 an verschiedensten
Prozessen der Inflammation und der Remodellierung. Die genauen Funktionen im Kérper
bleiben bisher zwar unklar, fur Erkrankungen, die mit diesen Prozessen einhergehen, kdnnte
YKL-40 aber bedeutsam sein. Die folgenden Kapitel sollen daher einen Uberblick tber
solche Erkrankungen bieten und die bisherigen Untersuchungen hinsichtlich YKL-40

darstellen.

1.3. YKL-40 als Biomarker

1.3.1. Referenzwerte und Stabilitat

Um die folgenden Angaben besser einordnen zu kénnen sollen in diesem Abschnitt kurz
allgemeine Informationen beziiglich der YKL-40-Analytik dargestellt werden.

YKL-40 kann aus Serumproben bestimmt werden. Nach drei Stunden bei Raumtemperatur
beginnt die gemessene Serumkonzentration falschlicherweise anzusteigen. Daher sollten die
Serumproben nicht langer als drei Stunden bei Raumtemperatur belassen werden, um
falsch-hohe Messergebnisse zu vermeiden. Lagert man die Serumproben bei 4°C, bleibt
YKL-40 fur mindestens 72 Stunden stabil (Hggdall et al. 2000; Johansen 2006).
Langerfristige Lagerungen der Serumproben sollten bei -80°C erfolgen. Bei diesen
Temperaturen bleibt YKL-40 fir mindestens acht Jahre stabil (Johansen 2006). Wiederholtes
Auftauen und Einfrieren des Serums hat keinen Einfluss auf die gemessene YKL-40-
Konzentration (Hggdall et al. 2000).

Eine Arbeitsgruppe um Bojesen et al. fihrte 2011 eine Studie an gesunden Probanden
durch, um so die Referenzwerte von YKL-40 in Serum bestimmen zu konnen. Letztlich
konnte an 3130 Probanden eine mediane Serumkonzentration von 40 ng/mL (2,5-97,5%
Referenzbereich: 14 - 155 ng/mL) gemessen werden (Bojesen et al. 2011). Eine weitere
Studie von Harvey et al. ergab einen medianen Referenzwert von etwa 42,9 ng/mL (Harvey
et al. 1998). Bojesen et al. konnten des Weiteren zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen
der YKL-40-Serumkonzentration und dem Alter besteht. Altere Personen weisen auch
hohere YKL-40-Titer auf. Dabei werden Konzentrationen von bis zu 200 ng/mL bei einem
Median von etwa 80 ng/mL gefunden. Innerhalb einer Person steigen die YKL-40-
Serumkonzentrationen nur geringfiigig an, ein tberdurchschnittlich hoher Anstieg kdnnte

also mit erhéhtem Krankheitsrisiko einhergehen (Bojesen et al. 2011).
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Beziglich der Kinetik gibt es Hinweise, dass YKL-40 bei Inflammationsprozessen schneller
ansteigt als das CRP. Somit kénnte das YKL-40 die Informationen des CRP sinnvoll

erganzen (J S Johansen et al. 2005).

1.3.2. YKL-40 und maligne Erkrankungen

Viele solide Tumore produzieren YKL-40. Die meisten zeigen sogar eine Uberexpression des
Proteins. Beispiele dafiir sind das metastasierte Mammakarzinom (Johansen et al. 1995;
Jensen et al. 2003; Johansen et al. 2003), Karzinome des Kolons und des Rektums (Cintin
et al. 1999; Cintin et al. 2002; Johansen et al. 2015), das kleinzellige (Johansen et al. 2004)
und das nicht-kleinzellige (Wang et al. 2015) Lungenkarzinom, das Melanom (H Schmidt et
al. 2006; Henrik Schmidt et al. 2006), sowie renale Karzinome (Geertsen et al. 2003).
Dartber hinaus konnten erhohte Serumkonzentrationen auch bei Patienten mit
Ovarialkarzinomen (Dehn et al. 2003; Dupont et al. 2004), Endometriumkarzinomen
(Diefenbach et al. 2007), Pankreaskarzinomen (Fukushima et al. 2005), Gliomen wie dem
Glioblastoma multiforme (Tanwar et al. 2002) und Prostatakarzinomen (Brasso et al. 2006)
gefunden werden. Auch bei h@matologischen Neoplasien wie der akuten myeloischen
Leukdmie (Bergmann et al. 2005), dem multiplen Myelom (Mylin et al. 2006; Mylin et al.
2009; Mylin et al. 2015) und dem Hodgkin-Lymphom (Biggar et al. 2008) konnten erhdhte
YKL-40-Konzentrationen gemessen werden. Oftmals ist YKL-40 sogar eines der am meisten
Uberexprimierten Proteine im Rahmen des Tumorgeschehens. Dies konnte insbesondere flr
High-Grade-Gliome (Lal et al. 1999; Markert et al. 2001; Tanwar et al. 2002), papillare
Schilddrisenkarzinome (Huang et al. 2001) und extrazellulare myxoide Chondrosarkome
(Sjogren et al. 2003) gezeigt werden. Von myxoiden Liposarkomen wird dagegen kein
YKL-40 sezerniert oder produziert (Sjogren et al. 2003).

Wie in Kapitel 1.2.4 bereits erwéahnt, ist die genaue biologische Funktion von YKL-40 bisher
nicht bekannt. Dies gilt auch fur dessen Funktion im Rahmen der Kanzerogenese, wobei
YKL-40 hier, wie im letzten Kapitel erlautert, einen Wachstumsfaktor und gegebenenfalls
sogar ein anti-apoptotisches Protein darstellen kdnnte (Johansen 2006).

Eine weitere Theorie in Bezug auf maligne Erkrankungen und YKL-40 besagt, dass YKL-40
fur die Entstehung des peritumoralen fibroblastischen Stromas verantwortlich oder zumindest
mitverantwortlich sein kdnnte. Dies gilt sowohl fir den Primartumor, als auch eventuelle
Metastasen. Diese Vermutung entstand aus der Beobachtung, dass tumorassoziierte
Makrophagen und neutrophile Granulozyten im tumornahen Bindegewebe YKL-40
exprimieren. YKL-40 kénnte dabei die Fibroblasten-Reifung und -Differenzierung stimulieren

sowie zur vermehrten Bildung von Matrix-Metalloproteinasen und  verstarkter
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Neovaskularisation fiihren. Dies steht in Einklang zur Theorie, dass YKL-40 an der
Angiogenese beteiligt ist und einen Wachstumsfaktor darstellen konnte. Alle zuvor
genannten Prozesse fordern letztlich das Tumorwachstum und bewirken verstarkte
Invasivitat und Destruktivitét der Krebszellen. Dies steht eventuell auch in Zusammenhang
mit der Tendenz zur Metastasierung (Dvorak 1986; Basset et al. 1990; Grégoire & Lieubeau
1995; Rgnnov-Jessen et al. 1996; Bissell & Radisky 2001; Kenny & Bissell 2003; Johansen
2006). Aus den genannten Theorien lasst sich ableiten, dass YKL-40 eventuell einen neuen
Tumormarker darstellen konnte. Dagegen spricht aber die Tatsache, dass YKL-40 auch bei

nicht-malignen Erkrankungen deutlich erhdht sein kann (Johansen 2006).

1.3.3. YKL-40 und nicht-maligne Erkrankungen

Wie eingangs beschrieben spielt YKL-40 vorwiegend bei Erkrankungen mit
inflammatorischen Prozessen sowie Erkrankungen mit Umbauvorgangen des Gewebes eine
Rolle. Bei rheumatoider Arthritis beispielsweise konnte in entziindlich veranderter Synovia
eine starke YKL-40-Expression gefunden werden, auch bei chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen ist YKL-40 in erhéhten Werten im Serum messbar. Bei diesen beiden
Erkrankungsgruppen kénnte YKL-40 ein Autoantigen darstellen und so fir die chronischen
Entzindungsprozesse entscheidend sein (Vos et al. 2000; Johansen 2006). Die Leberfibrose
wurde bereits als Erkrankung mit erhéhtem YKL-40 erwahnt. Auch bei Krankheitsentitaten,
die Granulome bilden, scheint YKL-40 erhdht im Serum messbar zu sein. Dies wurde z.B. fir
die Sarkoidose bereits nachgewiesen (Julia S Johansen et al. 2005).

In Bezug auf infektiose Erkrankungen konnte eine Erhdhung von YKL-40 bereits fir einige
Entitaten gezeigt werden, darunter die Streptokokkus pneumoniae-Pneumonie (Nordenbaek
et al. 1999) bzw. Streptokokkus pneumoniae-Bakteriamie (Kronborg et al. 2002), die
Tuberkulose (Johansen 2006) sowie die Meningitis, bei der im Liquor cerebrospinalis YKL-40
nachweisbar ist. Bei der Meningitis bleibt jedoch anzumerken, dass Patienten mit nicht-
infektiosen Spinalerkrankungen, wie einer lumbalen Bandscheibenprotrusion oder einer
lumbalen Spinalkanalstenose, noch hohere Werte im Liquor aufweisen (Jstergaard et al.
2002; Tsuiji et al. 2002).

YKL-40 scheint zumindest in manchen Situationen ein beginnendes entzindliches
Geschehen friher anzuzeigen als das CRP (J S Johansen et al. 2005). Die genaue Funktion
von YKL-40 im Rahmen von Entziindungen bleibt jedoch unklar. Die Serumkonzentration
von YKL-40 steigt um mehr als 25% an, sobald im Kdrper ein Entziindungsreiz vorliegt. Dies
gilt ebenso fur den bereits etablierten Inflammationsmarker CRP (Kushner 1982; J S
Johansen et al. 2005; Prakash et al. 2013).

10
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Es erscheint daher mdoglich, dass YKL-40 ebenso wie das CRP einen Kklinisch wertvollen
Inflammationsmarker darstellen kénnte, der aber nicht wie Akute-Phase-Proteine abseits des
Inflammationsherdes, z.B. in der Leber gebildet, sondern von den Zellen des Immunsystems
direkt am Ort des Entziindungsgeschehens sezerniert wird. Somit kann es eventuell einen
anderen Aspekt der Entziindung anzeigen und wird ggf. weniger durch Begleiterkrankungen,
wie Storungen der Leberfunktion, beeinflusst. YKL-40 kénnte somit die Informationen des
CRP sinnvoll ergdnzen oder sogar neue Informationen Uber ablaufende Entziindungen
liefern (Johansen 2006).

1.3.4. YKL-40 und die Lunge

Die aktuelle Literatur beschreibt sehr viele verschiedene Lungenerkrankungen in Verbindung
mit YKL-40. Dieses Kapitel soll einen Uberblick tiber diese Erkrankungen bieten und die
mdgliche Bedeutung von YKL-40 in der Diagnostik von Lungenerkrankungen aufzeigen.
Generell spricht fur die Eignung von YKL-40 als lungenspezifischer Marker, dass dessen
Serumkonzentration nicht durch Rauchen verfélscht wird (Julia S Johansen et al. 2004;
Létuvé et al. 2008). Andere Marker fur pulmonale Erkrankungen sind bei Rauchern per se
auch ohne Vorliegen einer Pathologie erhdht. Dies gilt unter anderem fir Cytokine,
Chemokine, Wachstumsfaktoren und reaktive Sauerstoffspezies im Rahmen der COPD
(Létuveé et al. 2008). All diese Marker sind daher fir Raucher nur bedingt zur Diagnostik und
Verlaufsheobachtung bei Lungenerkrankungen geeignet. Es ware somit gerade hinsichtlich
der Lunge von Vorteil, einen spezifischen Marker zur Verfigung zu haben, der durch
Rauchen nicht beeinflussbar ist und wirklich nur das Vorliegen einer manifesten Erkrankung
des Organs anzeigt.

Im Folgenden sollen einige Krankheitsbilder besprochen werden, fir die YKL-40

madglicherweise von Bedeutung sein konnte.

1.3.4.1. Infektionen der Lunge

Im vorigen Kapitel 1.3.3 wurde bereits angedeutet, dass YKL-40 bei Patienten mit
Pneumonie erhdht messbar ist. Die Pneumonie soll daher hier als erstes Beispiel dienen. Die
hochsten YKL-40-Werte sind in der Gruppe der Pneumonie-Patienten bei Streptokokkus
pneumoniae-Infektion messbar. Patienten mit Komplikationen im Rahmen der Pneumonie,
beispielsweise einem Empyem, zeigen dabei noch hohere Werte als solche mit einer
verhéltnismalig blande verlaufenden Pneumonie. Auch Patienten mit einer begleitenden

Streptokokkus pneumoniae-Bakteriamie zeigen hohere Werte. So wurde in einer Studie von
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Nordenbaek et al. 1999 bei Patienten mit Streptokokkus pneumoniae-Bakteridmie eine
mediane Serumkonzentration von 1080 ng/mL (n=15) gemessen, wahrend Patienten mit
lediglich positiver Sputumkultur eine mediane Konzentration von 704 ng/mL (n=7) aufwiesen
(Nordenbaek et al. 1999). Fiur gesunde Personen wurde, wie in Kapitel 1.3.1 beschrieben,
eine  mediane Serumkonzentration von 40 ng/mL (2,5-97,5% Referenzbereich:
14 - 155 ng/mL) ermittelt (Bojesen et al. 2011). Die Serumkonzentrationen waren also bei
Streptokokkus pneumoniae-Bakteriamie deutlich Uber die obere Referenzwert-Grenze
erhoht. Interessant ist die Beobachtung, dass bei diesen Patienten die Hohe des YKL-40
auch entscheidend mit dem Schweregrad der Erkrankung assoziiert zu sein scheint.
Beispielsweise haben Patienten, die im Verlauf ihrer Erkrankung kinstlich beatmet werden
missen oder eine Hamodialyse bendtigen, deutlich hohere Werte als Patienten, die ohne
eine dementsprechende Therapieform behandelt werden konnen. Die YKL-40-
Serumkonzentration stellt bei dieser Patientengruppe wohl einen unabhéngigen
Prognosefaktor fiir das Uberleben dar (Kronborg et al. 2002). Nach Therapiebeginn fallt
YKL-40 bei Streptokokkus pneumoniae-Pneumonie Patienten schneller ab, als das CRP
(Nordenbaek et al. 1999).

Doch nicht nur Streptokokkus pneumoniae geht mit einer Erhdhung der Serumkonzentration
von YKL-40 einher, auch Mycobacterium tuberculosis fuhrt im Rahmen der pulmonalen

Tuberkulose zu einem Anstieg des YKL-40 im Serum (Kim et al. 2012).

1.3.4.2. Chronische Lungenerkrankungen

Abseits der infektiosen Erkrankungen gibt es noch weitere Krankheitsgruppen, die mit
YKL-40 in Verbindung gebracht werden konnten. Ein Beispiel ist die chronisch obstruktive
Lungenerkrankung (COPD). Bei COPD-Patienten ist YKL-40 im Serum erhdht nachweisbar.
Ebenfalls kénnen bei dieser Patientengruppe erhéhte Werte an YKL-40 in der Flissigkeit
einer Bronchiallavage nachgewiesen werden (Létuvé et al. 2008). In beiden Fallen ist
YKL-40 bei den COPD-Patienten stark mit dem Grad der Atemwegsobstruktion korreliert und
gibt somit indirekt einen Anhalt fur die Schwere der Erkrankung. YKL-40 hangt bei dieser
Patientengruppe auflerdem mit der Lungendiffusionskapazitat fir Kohlenmonoxid
zusammen. Diese wiederum zeigt eine Korrelation zum Ausmal3 eines eventuell im Rahmen
der COPD entstandenen Lungenemphysems an. YKL-40 kdnnte somit auch generell mit
dem Vorliegen eines Lungenemphysems verknipft sein, dieser Zusammenhang muss aber
noch genauer untersucht werden (Létuvé et al. 2008; Sakazaki et al. 2011; Gumus et al.
2013).

12
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1.3.4.3. Padiatrische Lungenerkrankungen

Es gibt Erkrankungen der Lunge, die bereits im Kindesalter manifest werden. Darunter finden

sich unter anderem die bronchopulmonale Dysplasie, die Mukoviszidose und das Asthma

bronchiale. All diese Krankheiten wurden auf ihren Zusammenhang mit YKL-40 hin

untersucht. Einige Aspekte, die dabei gezeigt werden konnten, sollen nachfolgend erlautert

werden.

Sohn et al. konnten einen Schutzeffekt des YKL-40 vor der Toxizitdt von Sauerstoff
zeigen. Hyperoxie inhibiert die Expression von YKL-40. Bei Frihgeborenen, die eine
bronchopulmonale Dysplasie entwickeln, ist YKL-40 im Trachealsekret erniedrigt. In
normaler Konzentration kénnte YKL-40 somit vor der Entwicklung einer durch erhéhte
Sauerstoffzufuhr bedingten bronchopulmonalen Dysplasie schitzen (Sohn et al.
2010).

Die Mukoviszidose (Zytische Fibrose) ist eine Erkrankung, die nicht ausschlie3lich die
Lunge betrifft. Jedoch kommt es bei Mukoviszidose-Patienten wie bei der COPD zum
Auftreten einer vorwiegend neutrophilen Inflammation des Lungengewebes (Létuvé
et al. 2008; Hector et al. 2011). Aus diesem Grund wurde die YKL-40-Konzentration
im Serum und Sputum dieser Patientengruppe untersucht. YKL-40 war hier in beiden
Probenmatrices erhoht, wobei die Werte im Sputum hoher als diejenigen im Serum
lagen. Ebenso ist YKL-40 in dieser Patientengruppe wie auch bei der COPD mit dem
Grad der Atemwegsobstruktion korreliert und stellt somit eventuell einen Biomarker
fur den Schweregrad der Erkrankung dar (Hector et al. 2011).

Das Asthma bronchiale ist eine Erkrankung, welche nur die Atemwege betrifft.
YKL-40 kann bei Patienten mit dieser Erkrankung ebenfalls in erhéhter Konzentration
im Serum gemessen werden. Hohere Werte sind dabei mit einem hdheren
Schweregrad des Asthmas assoziiert, ebenso wie es auch bei der COPD und der
Zystischen Fibrose der Fall ist. Bei schwerem Asthma werden Serumkonzentrationen
bis 158 ng/mL (Median 77 ng/mL) erreicht (Chupp et al. 2007). Die Werte liegen bei
den Asthma-Patienten in etwa auf dem Niveau der Werte von COPD-Patienten,
interessanterweise ist YKL-40 aber bei Asthma-Patienten in der Bronchiallavage mit
Konzentrationen um 3 ng/mL kaum nachweisbar. Eventuell ist dies auf das
unterschiedliche Entziindungsgeschehen der beiden Erkrankungen zuriickzufiihren.
Wahrend die COPD - wie oben bereits angefihrt - eher durch eine neutrophile
Entzindung gekennzeichnet ist, stehen beim Asthma bronchiale mehr die
eosinophilen Granulozyten im Vordergrund (Létuvé et al. 2008). Die Produktion von
YKL-40 wurde vor allem fir neutrophile Granulozyten und Makrophagen

nachgewiesen (Boussac & Protgines 2000; Johansen 2006). Daher konnte das im
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Serum messbare YKL-40 bei beiden Erkrankungen aus den Alveolarmakrophagen
stammen, das YKL-40 in der Bronchiallavage bei COPD-Patienten kénnte dagegen
von den bei dieser Erkrankung vorhandenen neutrophilen Granulozyten gebildet

werden.

1.3.4.4. Maligne Lungenerkrankungen

In Kapitel 1.3.2 wurden bereits maligne Erkrankungen besprochen. Da dem Organ Lunge ein
eigenes Kapitel gewidmet wird, sollen hier die malignen Erkrankungen der Lunge noch
ausfuhrlicher hinsichtlich YKL-40 besprochen werden.

YKL-40 ist bei malignen Prozessen in der Lunge erhtht messbar. So zeigt sich bei einigen
Patienten mit kleinzelligem Lungenkarzinom eine signifikante Erhohung der
Serumkonzentration des Proteins. Je weiter fortgeschritten die Erkrankung ist, desto héher
wird der Anteil an Patienten mit erhéhtem YKL-40 und desto hoher werden auch die
Absolutwerte an YKL-40 bezogen auf Patienten mit noch lokal begrenztem kleinzelligen
Lungenkarzinom. YKL-40 ist somit mit der Ausbreitung des Karzinoms korreliert, einige
Patienten weisen jedoch trotz der Erkrankung noch normale Serumkonzentrationen auf.
Diese Patienten haben dabei aber eine hohere Uberlebenszeit als diejenigen mit erhdhtem
YKL-40. Somit scheint YKL-40 auch ein Marker fir die Aggressivitat des kleinzelligen
Lungenkarzinoms zu sein (Johansen et al. 2004). Auch fur nicht-kleinzellige
Lungenkarzinome konnte ein Zusammenhang mit erhohten YKL-40-Werten gefunden
werden. YKL-40 ist dabei auch mit der Rezidivheigung und somit der Prognose assoziiert
(Wang et al. 2015)

1.3.4.5. Alternative Probenmaterialien

Im Rahmen von Lungenerkrankungen erhoht sich, wie schon am Beispiel der
Bronchiallavage und des Sputums angedeutet, nicht allein die Serumkonzentration von
YKL-40, sondern das Protein kann auch in anderen Medien in erhdhter Konzentration
nachgewiesen werden. So ist es beispielsweise bei nahezu allen bisher behandelten
Entitdten auch im Pleuraerguss messbar, sofern ein solcher im Rahmen der jeweiligen
Erkrankung begleitend vorliegt. Die hochsten Werte sind hier bei Patienten mit Tuberkulose
zu finden, gefolgt von exsudativen Pleuraergiissen im Rahmen einer Pneumonie sowie im
Rahmen von Malignomen. Interessanterweise ist es auch bei transsudativen Pleuraergiissen
mit primar kardialer Genese messbar, wenn auch in geringerer Konzentration als bei den

anderen eben genannten Krankheitsgruppen. Die pleurale Konzentration war in allen
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Gruppen hdoher als diejenige im Serum. Wahrend die Tuberkulose aber die hdchsten
Konzentrationen im Pleuraerguss aufweist, so gilt dies im Serum fir Pneumonien, welche
hier die hochsten Werte zeigen. Dies lasst sich eventuell durch eine erhdhte Anzahl von
neutrophilen Granulozyten in der Lunge im Rahmen von Pneumonien erklaren (Kim et al.
2012).

1.4. Zusammenfassung

YKL-40 ist ein Protein, das von verschiedensten Zellen und Gewebetypen gebildet wird.
Uber die genaue Funktion des Proteins im menschlichen Kérper sowie seine Regulation ist
bisher wenig bekannt. Lediglich ein Zusammenhang zu inflammatorischen und
remodellierenden Vorgangen konnte gezeigt werden (Johansen 2006). YKL-40 liegt bei einer
Reihe von Erkrankungen in erhdhter Konzentration im Serum vor. Dies gilt insbesondere fur
diverse Erkrankungen maligner Natur, Entziindungsreaktionen, sowie Erkrankungen, welche
die Lunge betreffen. Daher konnte es mdglicherweise einen neuen informativen

Serum-Biomarker fir diese Erkrankungen darstellen.
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2. Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Wertigkeit von YKL-40 als Inflammations-Biomarker
untersucht werden. In einem breit angelegten Vorversuch explorativer Natur soll ermittelt
werden, bei welchen Krankheitsgruppen und Krankheitsentitdten YKL-40 interessante und
klinisch wertvolle Informationen liefern kdnnte. Das Hauptaugenmerk liegt dabei auf akuten
Entzindungen im Allgemeinen, auf pulmonalen sowie hepatischen Erkrankungen jedweder
Genese, sowie auf malignen Erkrankungen, wobei hier nicht zwischen soliden und nicht-
soliden malignen Erkrankungen unterschieden wird. Mittels der Ergebnisse dieser
explorativen Vorstudie sollen Hypothesen tber den méglichen klinischen Nutzen von YKL-40
erstellt werden. In einer daraufhin angeschlossenen prospektiven Studie sollen diese
Hypothesen nochmals genauer an einem neuen Patientenkollektiv validiert werden.

Hierbei soll die Beziehung zwischen YKL-40 zu anderen Inflammationsmarkern,
insbesondere dem CRP dargestellt werden, mit dem Ziel eine Aussage darlber treffen zu

kénnen, ob YKL-40 andere oder zusatzliche Informationen anzeigen kann als das CRP.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien

Tabelle 1: Chemikalien

Name

Hersteller

Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPOQO4)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PQO4)
Natriumchlorid (NaCl)

Schwefelsaure (H2S04)
3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB)

Fluka Chemie AG (Buchs, Schweiz)

Carl Roth GmBH + C0.KG (Karlsruhe, Deutschland)
Fluka Chemie AG (Buchs, Schweiz)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
R&D-Systems (Minneapolis, MN, USA)
Sigma-Aldrich Co. LLC (Taufkirchen, Deutschland)

3.1.2. Puffer

Tabelle 2: Puffer

Name

Zusammensetzung

Hersteller

Blockpuffer Reagent Diluent

Phosphate-buffered Saline-Puffer
(PBS)

Waschpuffer fiir ELISA

1%-BSA in PBS; pH 7,2 -
7,4

137 mM NacCl; 2,7 mM KCl;
8,1 mM NaxHPOy4; 1,5 mM
KH2PO4; pH 7,4

0,05% Tween 20 in PBS;
pH7,1-7,4

R&D-Systems (Minneapolis, MN, USA)

Eigene Herstellung

R&D-Systems (Minneapolis, MN, USA)

3.1.3. Proteine

Tabelle 3: Proteine

Name Konzentration Hersteller

Anti-Human CHI3L1 IgG aus Ratte 360 pg/mL R&D-Systems (Minneapolis, MN, USA)
Anti-Human ChI3L1 IgG aus Ziege, | 36 pg/mL R&D-Systems (Minneapolis, MN, USA)
biotinyliert

Rekombinantes humanes CHI3L1 als | 120 ng/mL R&D-Systems (Minneapolis, MN, USA)

ELISA-Standard
Streptavidin-HRP

Nicht bekannt

R&D-Systems (Minneapolis, MN, USA)
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Diese Proteine waren allesamt Bestandteil

-human Chitinase 3-like 1" der Firma R&D-Systems (Minneapolis, MN, USA).

3.1.4. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

Costar EIA-Platten

Immunoplatten Nunc MaxiSorp®
Millipore Express Plus-Filter 0,22 um
Reaktionsgefalie

R&D-Systems (Minneapolis, MN, USA)

Millipore (Billerica, MA, USA)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

3.1.5. Gerate

Tabelle 5: Gerdte

Name

Hersteller

Automatisierte 8-Kanal Pipette
Automatisierte Pipette Multipette stream
ELx808 Absorbance Microplate Reader
Feinwaage

Milli-Q-Plus-Anlage

Vortex-Genie 2

Zentrifuge 5415 R

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
BioTek (Winooski, VT, USA)

Sartorius (Géttingen, Deutschland)

Millipore (Billerica, MA, USA)
Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

3.1.6. Software

Tabelle 6: Software

Name

Hersteller

Gen5 Data Analysis
Microsoft Office 2010
SPSS Statistics Version 21

OriginPro Version 8

BioTek (Winooski, VT, USA)
Microsoft (Redmond, WA, USA)

IBM (Armonk, NY, USA)

OriginLabs (Northampton, MA, USA)

18

des Duoset-ELISA-Development-Systems

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)




Material und Methoden

3.1.7. Votum der Ethikkommission

Die Ethikkommission des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitat Minchen
unter dem Vorsitz von Prof. Dr. Georg Schmidt hat der Studie zur diagnostischen Wertigkeit
von YKL-40 zugestimmt (Projektnummer 395/13). Alle Studienteilnehmer wurden
fachgerecht Uber die Studie aufgeklart und gaben schriftlich ihre Einwilligung zur
Untersuchung ihrer Serumproben. Eine Aufwandsentschadigung wurde nicht gewahrt.
Entsprechend den Vorgaben des Datenschutzes wurden samtliche Patientendaten

pseudonymisiert.

3.1.8. Patientenkollektiv der explorativen Studie

Im Rahmen der explorativen Studie sollte vor allem evaluiert werden, fir welche Patienten-
und Krankheitsgruppen der Biomarker YKL-40 von Vorteil sein kdnnte. Dabei sollte vor allem
die Wertigkeit im Vergleich zum CRP festgestellt werden. Es wurden dazu Serumproben von
178 Patienten aus dem Routinelabor des Klinikums rechts der Isar der Technischen
Universitat Minchen (MRI) gesammelt. Es wurden nur Seren gesammelt, bei denen die
klinische Routineuntersuchung bereits abgeschlossen war, und die somit zur Entsorgung
freigegeben waren (,left-over material“). Bei all diesen Seren war bereits das CRP im
Routinelabor gemessen worden. Bei der Auswahl der Proben wurde darauf geachtet, ein
madglichst breites Spektrum des Markers CRP zu erfassen und so eine Auswahl an nicht
(<0,5 mg/dL), niedrig (0,5-4,9 mg/dL), stark (5,0-14,9 mg/dL) und sehr stark (=15,0 mg/dL)
erhdhten Probenwerten zur Verfligung zu haben. Die Einteilung der Grenzwerte fur die
einzelnen Gruppierungen erfolgte rein empirisch. Die héchste CRP-Konzentration lag bei
46,2 mg/dL, der Median aller CRP-positiven Patienten lag bei 15,0+10,6 mg/dL. Einzige
Voraussetzung zum Einschluss der Patientenproben war ein bereits gemessener CRP-Wert.
Weitere Einschlusskriterien gab es nicht. Es gab auRerdem keine Ausschlusskriterien, da in
dieser Studie in alle Richtungen untersucht werden sollte und so ein mdglichst breites
Spektrum an Diagnosen und Hospitalisierungsgrinden bertcksichtigt werden konnte. Von
176 Patienten konnte im Anschluss an die Sammlung eine Liste mit deren jeweiligen
Diagnosen erstellt werden. Dabei wurde zwischen akuten Diagnosen sowie Dauerdiagnosen
aufgrund chronischer Leiden unterschieden. Des Weiteren wurde unterschieden, ob die
Patienten ein akutes Entziindungsgeschehen, eine Lungenerkrankung unabhéngig von der
genauen Entitat, eine Lebererkrankung unabhdngig von der genauen Entitat oder eine
maligne Erkrankung jedweder Herkunft aufwiesen. Wenn moglich wurden auch die
entsprechenden Konzentrationen des PCT erfasst. Dies war im Rahmen dieser Studie
lediglich bei 45 Patienten moglich. Aul3erdem wurde das Alter aller Patienten dokumentiert.

In diesem Kollektiv lag das mediane Alter bei 69,0+18,3 Jahren. Bezlglich des Geschlechts
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wurde darauf geachtet, eine in etwa identische Anzahl an Proben zu messen, es wurden
letztlich 90 mannliche Patienten sowie 88 weibliche Patientinnen eingeschlossen. Mehrfache
Einschlisse gleicher Patienten, z.B. nach erneuter Krankenhauseinlieferung, wurden nicht
vorgenommen.

Die nachfolgende Tabelle 7 zeigt nochmals das gesamte Patientenkollektiv, aufgeschlisselt

nach den definierten CRP-Kategorien:

Tabelle 7: Patientenkollektiv der explorativen Studie (M = Mannlich; W = Weiblich).

Kategorie Anzahl Alter (Median +Standardabweichung )

M 21

CRP normal (<0,5 mg/dL) 67,0+18,15
w 14
M 10

CRP schwach erhéht (0,5-4,9 mg/dL) 66,0+21,98
w 21
M 24

CRP stark erhéht (5,0-14,9 mg/dL) 72,5+18,55
w 20
M 35

CRP sehr stark erhdht (15,0 mg/dL) 68,0+16,25
w 33
M 90

Gesamt 69,0+18,3
w 88

Um auch eine vergleichende Aussage lber den Verlauf der Marker treffen zu kénnen, wurde
von acht Patienten mehrfach Serum gesammelt und das YKL-40 gemessen. Fir die
Einzelauswertung wurde von diesen mehrfach gemessenen Patienten jeweils eine Probe
zufallig ausgewahlt, um keine Verfalschung der Ergebnisse hervorzurufen.

Da in einem Krankenhaus nur Proben von hospitalisierten Patienten gesammelt werden
koénnen, die mit sehr wenigen Ausnahmen schliel3lich alle eine Pathologie jedweder Genese
aufweisen, konnen mit diesem Kollektiv keine sicheren Aussagen Uber die Referenzwerte
des YKL-40 in einem komplett gesunden Kollektiv getroffen werden. Daher wurden
zusatzlich zum Krankenhauskollektiv 100 Serumproben von gesunden Blutspendern des
Bayerischen Roten Kreuzes (BRK) in Minchen gesammelt und als Kontrollkollektiv
verwendet. Die Blutspender gaben am Tag der Spende ein subjektives Gesundheitsgefihl
an, somit kann ein akutes Krankheitsgeschehen bestmdglich ausgeschlossen werden.

Alle Serumproben wurden nach Sammlung aliquotiert, anschlieRend bei -80°C eingefroren
gelagert und erst kurz vor der Messung wieder aufgetaut. Unmittelbar nach der Messung
wurde das verbliebene Material wieder bei -80°C eingefroren. Sollten Nachmessungen
erforderlich gewesen sein, so wurden die Aliquots erneut unmittelbar vor der Messung

aufgetaut.
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3.1.9. Patientenkollektiv der prospektiven Studie

Aufbauend auf die Ergebnisse der explorativen Erststudie wurden fir die daran
angeschlossene  prospektive  Studie  Serumproben von Patienten aus zwei
Krankheitskategorien benétigt. Die erste Kategorie wurde von Patienten mit einer
radiologisch bestéatigten Pneumonie gebildet (,Untersuchungsgruppe"), wahrend die zweite
Kategorie von Patienten mit anderweitigen Entziindungsformen auf3er Pneumonien gebildet
wurde (,Kontrollgruppe"). Es wurde wie bereits bei der explorativen Studie Serum aus dem
Routinelabor des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitat Minchen (MRI)
gesammelt. Bei allen Serumproben waren die Routinemessungen bereits abgeschlossen
und das Material zur Entsorgung freigegeben (,left-over material”). Fur alle Serumproben
wurde bereits vor der Sammlung der jeweilige Wert des CRP im Serum bestimmt. Diese
zuvor erfolgte Messung der CRP-Serumkonzentration stellte unabhangig von ihrer genauen
Konzentration neben der bestitigten Diagnose das einzige Einschlusskriterium dar.
Ausschlusskriterien fur beide Kategorien waren neben dem Vorhandensein einer pulmonalen
Begleitdiagnose das Vorliegen einer orthopadisch-unfallchirurgischen Erkrankung bzw. das
Vorliegen einer Sepsis oder eines systemischen inflammatorischen Response-Syndroms
(SIRS). Dies entsprach Beobachtungen der explorativen Studie und sollte eine Uberlagerung
bzw. Verfalschung der Messergebnisse bestmoglich verhindern.

Fur die Untersuchungsgruppe blieb die Atiologie der Pneumonie unberiicksichtigt, es kann
also nicht zwischen bakteriell, viral oder mykotisch verursachten Pneumonien bzw. anderen
Ursachen wie Reflux oder Strahlenbehandlung differenziert werden.

In die Kontrollgruppe wurden folgende Diagnosen eingeschlossen:

» Blepharitis

» Cholangitis

» Cholezystitis

» Divertikulitis

» Endokarditis

* Endophtalmitis

* Erysipel

» Harnwegsinfekt

* Hepatitis (autoimmun)

« Kolitis
e Pankreatitis
« Phlebitis

» Pleuritis (isoliert)
» unspezifische bakterielle Infektion mit Escherichia coli

Es wurde Serum von insgesamt 58 Patienten gesammelt, wovon 28 Patienten der
Untersuchungsgruppe und 30 Patienten der Kontrollgruppe zugeordnet wurden. Bei der

Auswahl der Probanden wurde darauf geachtet eine mdglichst identische Anzahl von
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mannlichen und weiblichen Probanden in beiden Gruppen einzuschlieRen. Des Weiteren
wurde die Altersverteilung in beiden Gruppen bestmdglich angeglichen. Hierfir wurde jedoch
keine Geschlechtertrennung vollzogen. Das mediane Alter der Patienten dieses Kollektivs
sollte zudem mit dem Altersmedian des gesamten Kollektivs der explorativen Studie
vergleichbar sein.

Eine Ubersicht liber das Patientenkollektiv gibt folgende Tabelle 8:

Tabelle 8: Patientenkollektiv der prospektiven Studie (M = Mannlich; W = Weiblich).

Gruppe Anzahl der Patienten Alter (MedianzStandardabweichung)
Unt h M 16 71413
ntersuchungsgruppe +
gsgrupp W 12
Kontroll M 19 72+13
ontrollgruppe *
grupp W 1
. M 35
Gesamt (beide Gruppen) 7213
w 23

Fur den Vergleich der Messergebnisse beider Gruppen mit einem gesunden Kollektiv wurde
erneut das bereits in der explorativen Studie verwendete Kollektiv aus 100 gesunden
Blutspendern des Bayerischen Roten Kreuzes (BRK) herangezogen. Diese Gruppe wird im
Folgenden als ,Gesunde" bezeichnet.

Wie schon in der explorativen Studie wurden alle Serumproben unmittelbar nach Sammlung
aliquotiert, anschlieRend bei -80°C eingefroren gelagert und erst kurz vor der Messung
wieder aufgetaut. Verbliebenes Material wurde nach der Messung unverziglich wieder
bei -80°C eingefroren. Fir gegebenenfalls erforderliche Nachmessungen wurden die

Aliquots erneut unmittelbar vor der Messung aufgetaut.
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3.2. Methoden

3.2.1. Prinzip des Immunoassay-Systems zur Bestimmung von YKL-40

In dieser Arbeit kam als Immunoassay zur Bestimmung von YKL-40 ein ELISA zum Einsatz.

Das Prinzip dieses Systems wird schematisch durch nachfolgende Abbildung 3 verdeutlicht:
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_ Capture-AK Y "
| ll
NG \g Qs o O
| | [ [
Mikrotiterplatte
[ |

|
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3. I e VL

Detektions-AK

7

»,’:%\\ N
Y ¥ /

Abbildung 3: Prinzip der YKL-40-Detektion mittels Immunoassay (ELISA). (AK=Antikorper; Struktur von YKL-40 nach
Fusetti et al. 2003)

3.2.2. Vorbereitung des Immunoassays

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Duoset-ELISA-Development-System ,human Chitinase
3-like-1* der Firma R&D-Systems (Minneapolis, MN, USA) unter Berlcksichtigung der
Herstellerangaben verwendet. Es handelt sich hierbei nicht um einen validierten Routine-
Assay. Die Reaktionsoberflache in den Wells der ELISA-Platten musste durch Fixieren der
Capture-Antikorper selbst hergestellt werden. Zudem wurden die beiden Antikdrper und der
Standard fUr den ELISA lyophilisiert geliefert und mussten aufgeldst werden. Dies kann zu
Problemen in der Reproduzierbarkeit zwischen einzelnen Platten bzw. verschiedenen

Batches des Systems flihren.
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Das Auflosen der Lyophilisate wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt. Der Capture-
Antikorper wurde in 1,0 mL PBS-Puffer gel6st, um eine Konzentration von 360 pg/mL zu
erreichen. Der Detektionsantikorper wurde in 1,0 mL Reagent Diluent gel6st, bei einer
Konzentration von 36 pg/mL. Das Lyophilisat des Standards wurde in 0,5 mL Reagent
Diluent geldst, damit wurde eine Konzentration von 120 ng/mL erzielt. Anschliel3end wurden
aus den Losungen 60 pL Aliquots hergestellt. Die Aliquots wurden schlie3lich bei -80°C
eingefroren, gelagert und kurz vor der Verwendung wieder vollstandig aufgetaut.

Der PBS-Puffer wurde entsprechend der Angaben von R&D-Systems hergestellt. Jeweils am
Vortag der Messung wurde 1 Liter PBS-Puffer neu angesetzt. Im Anschluss wurde der PBS-
Puffer bei 0,22 um filtriert und schlieRlich bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.

Die Platten wurden am Vortag mit den Capture-Antikérpern aus dem ELISA-Kit von
R&D-Systems beschichtet. Dazu wurde ein Aliquot des Capture-Antikorpers vollstandig
aufgetaut und anschlieend 58 pL mit 10,392 mL PBS-Puffer auf 2,0 pg/mL verdinnt.
100 uL des verdinnten Antikdrpers wurden pro Well mittels der automatischen
Repetierpipette aufgetragen. Die Platte wurde daraufhin Uber Nacht bei RT abgedeckt

gecoated.

3.2.3. Durchfiihrung des Immunoassays am Messtag

Zunachst wurde der bendtigte Waschpuffer sowie der Reagent Diluent vorbereitet. Der
Waschpuffer wurde 1:25 verdinnt. Der Reagent Diluent wurde 1:10 verdinnt. Die
Verdinnung erfolgte jeweils mit PBS-Puffer.

Nach der Inkubation tGber Nacht wurde die ELISA-Platte vollstandig trocken geklopft und
anschlieliend gewaschen. Dazu wurden mittels einer 8-Kanal Pipette von Eppendorf 400 pL
der Waschlésung in jedes Well gegeben, die Platte ausgekippt und anschlieRend erneut
trocken geklopft. Die Prozedur wurde noch zweimal wiederholt.

Zum Blocken der Platte wurden 300 pL Reagent Diluent pro Well pipettiert, fir eine Stunde
inkubiert und die Platte anschlieRend erneut gewaschen.

Die vollstandig aufgetauten Serumproben und der Standard wurden fur die Erstmessung
1:100 in Reagent Diluent verdinnt. Falls die Ergebnisse nicht im Bereich der
Kalibrationsreihe lagen, wurde die Probe 1:500, 1:5000, 1:10.000 beziehungsweise
1:25.000 verdunnt und erneut gemessen. FiUr die Kalibriergerade wurde als hdochste
Konzentration 2000 ng/mL angesetzt. Diese wurde sechs Mal im Verhéaltnis 1:1 mit Reagent
Diluent vermischt, so dass eine 7-Punkt-Standardkurve erreicht wurde. Es wurden je 100 pL
des verdinnten Serums und des Standards pro Well in Doppelbestimmung luftblasenfrei

aufgetragen. Die Platte wurde zwei Stunden inkubiert und wiederum drei Mal gewaschen.
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Danach konnte der Detektionsantikérper in einer Konzentration von 200 ng/mL aufgetragen
werden. Nach Auftragen von 100 pL dieser Lésung folgte eine erneute zweistiindige
Inkubationszeit inklusive drei Waschschritten. Um die Detektionsantikérper mit HRP zu
markieren, wurden 100 pL der Streptavidin-HRP aufgetragen. Diese war zuvor entsprechend
dem Herstellerprotokoll verdiinnt worden. Es wurde fir 20 Minuten lichtgeschiitzt inkubiert.
Wahrenddessen wurde die TMB-Substrat-Losung auf Raumtemperatur gebracht. Nach
erneutem Waschen der Platte wurden 100 uL Substrat pro Well zugegeben und 20 Minuten
lichtgeschitzt inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Reaktion mit 50 uL 2 M
Schwefelsaure beendet, was einen Farbumschlag von blau nach gelb zur Folge hatte.

SchlieBBlich konnte die Platte mit dem ELx808 Absorbance Microplate Reader bei einer
Wellenlange von 450 nm ausgelesen werden. Die ausgelesene optische Dichte konnte nun

Uber den Standard in die YKL-40-Konzentration umgerechnet werden.

3.3. Statistische Auswertung

Die Verwaltung der Datensatze erfolgte mit der Software Microsoft Excel 2010 (Microsoft,
Redmond, WA, USA). Die Erstellung der Grafiken fiur die Auswertung der Daten der
Verlaufsmessungen erfolgte mit der Software OriginPro Version 8 (OriginLabs, Northampton,
MA, USA). Die Auswertung aller anderen Daten und die statistischen Analysen erfolgten mit
der Software IBM SPSS Statistics Version 21 (IBM, Armonk, NY, USA).

3.3.1. ROC-Kurven (Receiver-Operating-Characteristic)

ROC-Kurven dienen der Feststellung der diagnostischen Wertigkeit von Tests oder Markern
fur bestimmte Fragestellungen. Bei der Erstellung einer ROC-Kurve wird fir verschiedene
Schwellenwerte die Sensitivitat auf der Ordinate gegen 1-Spezifitdt auf der Abszisse
aufgetragen. Letzteres entspricht dem Wert der falsch erkannten Kranken an allen Kranken.
Die Spezifitdt selbst beschreibt den Anteil der richtig erkannten Gesunden an allen

Gesunden. Sie wird wie folgt berechnet:

Anzahl der richtig erkannten Gesunden

Spezifitat = Anzahl aller Gesunden

Die Sensitivitat beschreibt den Anteil der richtig erkannten Kranken an allen Kranken,

berechnet sich also folgendermal3en:
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Anzahl der richtig erkannten Kranken

Sensitivitit =
ensitivita Anzahl aller Kranken

Bei der Erstellung der ROC-Kurve wird fur jeden Messwert angenommen, dass es sich dabei
um den Schwellenwert zur Unterscheidung Gesunder und Kranker handelt. Sensitivitat und
Spezifitdt werden unter dieser Annahme fir jeden Messwert berechnet und die Punkte
graphisch dargestellt und verbunden. Eine ideale ROC-Kurve lage exakt auf der linken bzw.
oberen Begrenzungslinie des dargestellten Quadrats. Liegt die ROC-Kurve nahe an der
diagonalen Bezugsgeraden, sind die Aussagen des untersuchten Tests dem Zufall
unterworfen.

Um die diagnostische Qualitdt des untersuchten Tests bzw. Markers mit einer Zahl
visualisieren zu kdnnen, wird bei ROC-Analysen stets die Flache unter der ROC-Kurve (engl.
Area Under the Curve; AUC) berechnet. Ein AUC-Wert von 0,5 entspricht der
Bezugsgeraden in der Grafik und bedeutet dabei wiederum, dass die Aussagen des Tests
bzw. Markers zuféalliger Natur sind. Ein Wert von 1,0 wéare der Idealwert und wirde eine
exzellente diagnostische Wertigkeit anzeigen. Generell gilt, je hdher der AUC-Wert, desto
hoher die diagnostische Giite des Tests.

ROC-Kurven erméglichen es also einen Schwellenwert zu bestimmen, bei dem Sensitivitat
und Spezifitat fir den untersuchten Test bestméglich sind. Auf3erdem wird es durch
Verschieben des Schwellenwerts maoglich, den Gewinn an zusatzlichen richtig-positiven
gegenuber dem Nachteil an gleichzeitig vermehrten falsch-positiven Ergebnissen
einzuschatzen (Metz 1978; Zweig & Campbell 1993).

3.3.2. Box-Whisker-Plots

Box-Whisker-Plots (syn. Boxplots) sind eine Methode zur grafischen Darstellung von Lage-
und Streuungsmafen eines Datensatzes. Abbildung 4 zeigt den schematischen Aufbau
eines Boxplots. Ein Boxplot besteht aus der eigentlichen ,Box“, die durch zwei senkrechte
Linien nach oben und unten ergénzt wird. Diese Linien bezeichnet man als ,Whisker”. Die
Einrahmung der Box kennzeichnet das 25-%-Quantil (unten) bzw. das 75-%-Quantil (oben).
Quantile zeigen einen Schwellenwert an, an dem ein gewisser Prozentsatz der Werte kleiner
ist als der Schwellenwert, der Rest der Werte liegt darlber. Der jeweilige Prozentsatz wird
dem Begriff Quantil vorangestellt. Der Bereich zwischen dem 75-%-Quantil und dem 25-%-
Quantil wird als Interquantilen-Abstand bezeichnet. Dieser zeigt die Streuung der Messwerte

an.
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In der Box wird mit einem waagerechten Strich
8 = A der Median dargestellt. Der Median entspricht

) formal dem 50-%-Quantil, die Halfte der Daten
95-%-Quantil

ist also kleiner als der Wert des Medians, die

andere Halfte ist groéRer.

W ResRantl Die Whisker kennzeichnen das 5-%-Quantil
& Median (unten) sowie das 95-%-Quantil (oben).
N

5.9, -Quantil AusreiRer werden meist mit Kreisen oder

anderen Symbolen (ber den Whiskern

5-%-Quantil

dargestellt.
Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Boxplots Boxplots dienen dazu, sich schnell einen
Uberblick tiber die Verteilung von Daten verschaffen zu kénnen. AuRerdem kénnen mehrere
Boxplots nebeneinander aufgetragen werden. Dies ermdglicht einen schnellen Vergleich der

Daten zwischen verschiedenen Untergruppen (Tukey 1977; McGill et al. 1978).

3.3.3. Korrelationsanalyse nach Spearman

Die Korrelation der Marker wurde in dieser Arbeit aufgrund fehlender Normalverteilung der
Daten nach Spearman berechnet. Diese Art der Korrelationsanalyse ist von der
Datenverteilung unabhangig, da nicht die eigentlichen Messwerte, sondern diesen Werten
zugeordnete Rangplatze ausgewertet werden. Zudem wird dieser Test durch Ausreil3er nicht

so stark beeinflusst wie andere Korrelationsanalysen (Z6fel 2001).

3.3.4. Signifikanz

Die Berechnung der Signifikanz wurde fur deskriptive Statistiken und AUC-Werte von
ROC-Analysen aufgrund fehlender Normalverteilung der Daten mittels des
nichtparametrischen Tests fur unverbundene Stichproben nach Mann-Whitney-U
durchgefuhrt. Es wurden folgende Signifikanzniveaus definiert: Ein Wert von p < 0,05 wurde
als signifikant betrachtet, Werte von p > 0,05 dagegen als nicht signifikant. Zuséatzlich wurden
Werte von p < 0,01 als signifikant mit geringer Irrtumswahrscheinlichkeit und von p < 0,001
als signifikant mit sehr geringer Irrtumswahrscheinlichkeit betrachtet. In den Grafiken dieser
Arbeit sind folgende Markierungen enthalten: Signifikante Werte (p < 0,05) sind mit einem
Stern (*), signifikante mit geringer Irrtumswahrscheinlichkeit (p < 0,01) mit zwei Sternen (**)
und signifikante mit sehr geringer Irrtumswahrscheinlichkeit (p < 0,001) mit 3 Sternen (***)

gekennzeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1. Performance des Immunoassays

In diesem Abschnitt werden die Performance-Daten des in dieser Arbeit verwendeten
Immunoassays besprochen. Das System kam sowohl in der explorativen Vorstudie, als auch
der daran angeschlossenen prospektiven Studie zum Einsatz, weshalb die Performance-

Daten fur beide Studien gemeinsam bestimmt wurden.

4.1.1. Richtigkeit

Aufgrund des Fehlens eines international anerkannten Standards fir YKL-40 und damit
eines wahren Wertes konnte die Richtigkeit des Immunoassays nicht ermittelt werden.
Vergleiche mit Daten aus der Literatur ergeben jedoch mit den Ergebnissen dieser Studie

vergleichbare Serumkonzentrationen (vgl. beispielsweise Kapitel 5.2.1.).

4.1.2. Verdinnungslinearitat

Fur die Bestimmung der Verdinnungslinearitait wird eine Probe in mehreren
Verdunnungsstufen gemessen und die Abweichungen der Messwerte zum Ergebnis der
unverdinnten Probe bewertet. Die durchschnittliche Wiederfindung des verwendeten

Immunoassays betragt ca. 91 £ 11 % (Tabelle 9).

Tabelle 9: Verdiinnungslinearitdt des Immunoassays.

Verdiinnungsfaktor Wiederfindung im Durchschnitt [%] Standardabweichung [%)]
(n=5)
2 90,8 11,0
4 90,1 11,8

4.1.3. Recovery

Ebenso wie fir die Bestimmung der Richtigkeit eines Immunoassays, wird auch fur die
Bestimmung der Recovery eine international anerkannte Standardldsung mit bekannter
Konzentration bendtigt. Daher wurde die Recovery des Immunoassays im Rahmen dieser
Arbeit nicht bestimmt. Da es sich um einen kommerziell erhaltlichen Assay handelt, der
vollstandig nach Herstellerangaben verwendet wurde und analog in anderen Studien

eingesetzt wird, wird von einer ausreichenden Assay-Performance ausgegangen.
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4.1.4. Préazision

Um die Streuung der Messwerte bestimmen zu kénnen, wurden Variationskoeffizienten

bestimmt. Dies erfolgte durch Messung zweier Serumproben auf 13 exemplarischen Platten,

eine davon mit niedriger YKL-40-Serumkonzentration von ca. 20 ng/mL (,Low Control"), die

andere mit einer h6heren Serumkonzentration von ca. 88 ng/mL (,High Control"). Die Proben

wurden im Doppelansatz gemessen, so dass aus der Schwankung zwischen den beiden

gemessenen Werten der intra-assay-Variationskoeffizient (engl. Coefficient of Variation; CV)

berechnet werden konnte. Dieser lag im Durchschnitt bei 2,30%. Die Schwankung zwischen

den einzelnen Platten wird als inter-assay-CV bezeichnet und betrug 7,95%. Tabelle 10 zeigt

die einzelnen Daten fiir die Berechnung des intra-assay-CV:

Tabelle 10: Intra-Assay-CV des Immunoassays (CV=Variationskoeffizient; HC=High Control; LC=Low Control,

MW=Mittelwert).

N Ergebnis 1 LC Ergebnis 2 LC CV LC Ergebnis 1 HC Ergebnis 2 HC CV HC
[ng/mL] [ng/mL] [%] [ng/mL] [ng/mL] [%]
1 21,19 21,30 0,38 98,10 98,52 0,30
2 20,77 19,71 3,72 101,20 103,02 1,25
3 20,34 16,87 13,18 83,40 83,79 0,32
4 19,97 20,13 0,58 81,02 80,89 0,11
5 18,04 17,36 2,73 75,94 76,24 0,28
6 18,85 17,75 4,25 82,44 78,85 3,15
7 18,85 17,75 4,25 82,44 78,85 3,15
8 19,55 20,05 1,80 88,97 93,01 3,14
9 18,89 18,17 2,75 81,43 80,31 0,98
10 21,07 20,45 2,12 84,17 86,66 2,06
11 19,66 20,11 1,62 92,55 94,55 1,51
12 21,17 20,05 3,86 90,60 91,09 0,38
13 21,95 21,87 0,25 95,21 97,53 1,70
MW - - 3,19 . - 1,41
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Tabelle 11 zeigt analog die Daten fir die Berechnung des inter-assay-CV:

Tabelle 11: Inter-Assay-CV des Immunoassays (CV=Variationskoeffizient; MW=Mittelwert).

Platte |Low Control [ng/mL] | High Control [ng/mL]
1 21,25 98,31
2 20,24 102,11
3 18,60 83,60
4 20,05 80,95
5 17,70 76,09
6 18,30 80,65
7 18,30 80,65
8 19,80 90,10
9 18,53 80,87
10 20,76 85,41
11 19,88 93,55
12 20,61 90,85
13 21,91 96,37
MW 19,69 87,72
6,59 9,30
CV [%]
7,95

4.2. Ergebnisse der explorativen Studie

4.2.1. Ergebnisse im Kontrollkollektiv

Als Kontrollen wurden gesunde Blutspender des Bayerischen Roten Kreuzes (BRK) in
Munchen verwendet. Mittels des in Kapitel 3.2.2 beschriebenen Immunoassay-Systems von
R&D-Systems wurden die Serumproben auf ihre YKL-40-Konzentration hin gemessen.

Tabelle 12 fasst die Ergebnisse der Messung zusammen:
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Tabelle 12: YKL-40-Serumkonzentration im Kontrollkollektiv (n=100).

. . Standard - .. . . .
Mittelwert | Median abweichung Minimum | Maximum | Perzentile 2,5 | Perzentile 97,5
YKL-40 [ng/mL] 27,8 24,8 14,1 6,4 76,9 11,8 71,3

Die Serumkonzentration des YKL-40 ergab fir die Proben der gesunden Blutspender einen
medianen Wert von 24,8 ng/mL. Der Referenzbereich von Perzentile 2,5 bis 97,5 lag bei
11,8 - 71,3 ng/mL. Dies ist Ausdruck einer Spannweite des vermutlichen Referenzwerts auf
das etwa dreifache des Medians.

Abbildung 5 fasst das Ergebnis nochmal graphisch in einem Boxplot zusammen:
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Abbildung 5: Boxplot der YKL-40-Serumkonzentrationen in den BRK Kontrollproben (n=100). Die schwarzen Kreise
kennzeichnen nahe Ausreier, der Stern einen extremen AusreiRer.

Der Boxplot zeigt die Verteilung der Messwerte. Auffallig wird hier das Vorhandensein einiger
Ausreiler nach oben. AulRerdem fallt ein extremer Ausreiler (Stern) bei einem Wert von
76,9 ng/mL (Maximum in Tabelle 12) auf. Diese Ausreil3er bedingen den im Vergleich zum
Median hohen Wert der 97,5%-Perzentile. Wie im Boxplot ersichtlich reicht die obere Grenze
ohne Berlcksichtigung der AusreiBer nur bis etwa 50 ng/mL. Dies sollte bei der

Interpretation der vermutlichen Referenzwerte berticksichtigt werden.
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4.2.2. Korrelation von CRP und YKL-40

In der Einleitung (Kapitel 1.1) wurde das CRP bereits als etablierter Entzindungsmarker
vorgestellt. Ebenfalls wurde in der Einleitung YKL-40 als moglicher Marker fur verschiedene
entzindliche Erkrankungen charakterisiert. Da demzufolge beide Marker fir die Diagnostik
entzindlicher Erkrankungen interessant sind, wurden die Messergebnisse der
Serumkonzentrationen beider Proteine hinsichtlich ihrer allgemeinen Korrelation untersucht.
Die Ergebnisse werden in diesem Kapitel erlautert. Die Korrelation wurde anhand des im
Abschnitt Material und Methoden (Kapitel 3.1.8) aufgefuihrten Klinikkollektivs analysiert.
Dabei handelt es sich um Serumproben von Patienten, bei denen noch keinerlei Gruppierung

nach Diagnosen vorgenommen wurde.
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Abbildung 6: Streudiagramm aller Proben des Klinikkollektivs. X-Achse logarithmisch. Jeder Punkt steht fiir eine Probe
(n=178). Korrelation nach Spearman p=0,607.

Das Streudiagramm in Abbildung 6 zeigt alle 178 gemessenen Proben des Klinikkollektivs.
Dabei wird die YKL-40-Serumkonzentration gegen die Serumkonzentration des CRP
aufgetragen. Es wird ersichtlich, dass es einige Patientenproben gibt, bei denen sowohl
YKL-40 als auch das CRP deutlich erhoht sind. Genauso gibt es aber einige Werte, bei
denen das YKL-40 gegenuber dem Referenzwert von etwa 25 ng/mL erhoht ist, das CRP
jedoch niedrige Konzentrationen aufweist. Wenige Patienten wiesen auch eine deutlich
erhdohte CRP-Konzentration bei normaler bis hochnormaler YKL-40-Konzentration auf. Eine

allgemeine Korrelation zwischen YKL-40 und CRP kann schon allein aufgrund der Abbildung
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vermutet werden. Die visuelle Vermutung wird durch Berechnung des
Korrelationskoeffizienten nach Spearman bestéatigt. Sie ergibt einen Wert von 0,607. Dieser
ist auf dem Niveau von 0,01 statistisch signifikant (p=0,01; zweiseitig). Es konnte also eine
mittelstarke Korrelation zwischen CRP und YKL-40 in diesem Krankenhauskollektiv gezeigt
werden.

Im Folgenden sollen kurz die gefundenen Diagnosen bei obig genannten drei Gruppen
dargestellt werden. Die Grenzwerte fur die Einteilung in die Gruppen wurden rein empirisch

festgelegt.

Gruppe 1: CRP erhoht bei gleichzeitig normalem YKL-40

In diese Gruppe wurden drei Patienten einsortiert. Kriterium fur den Einschluss in diese
Gruppe war eine YKL-40-Serumkonzentration von <100 ng/mL bei einer gleichzeitigen
CRP-Erhéhung Uber 15 mg/dL. Aufgrund der geringen Anzahl erscheint eine genaue
statistische Aufschliisselung nicht sinnvoll. Die YKL-40-Serumkonzentrationen lagen mit
35,3-84,8ng/mL im Referenzbereich, die CRP-Konzentrationen im Serum mit
16,6 - 30,1 mg/dL deutlich oberhalb der oberen Referenzwertgrenze. Alle drei Patienten
hatten eine jeweils andere Krankheitsentitat, so war eine Patientin mit einer gedeckt
perforierten Sigmadivertikulitis vorstellig geworden, ein Patient war wegen einer Sepsis bei
Agranulozytose in Behandlung und der dritte Patient war wegen eines Lungenkarzinoms
stationdr aufgenommen worden. Es zeigt sich also, dass es kaum Patienten zu geben
scheint, bei denen nur das CRP erhoht nachweisbar ist, wahrend das YKL-40 nicht ansteigt.
Bei den drei zuféllig gefundenen Patienten ist hierbei auch keinerlei Schema erkennbar, alle

drei Patienten litten an verschiedenen Krankheiten.

Gruppe 2: CRP und YKL-40 erhoht

In diese Gruppe wurden 25 Patienten eingeschlossen. Dies entspricht 14% des
Klinikkollektivs. Bei all diesen Patienten lag das CRP bei Uber 20 mg/dL, das YKL-40 war auf
mindestens 600 ng/mL erhoht.

Wie aus nachfolgender Tabelle 13 ersichtlich wird, konnten die Patienten in dieser Gruppe in
drei Krankheitskategorien eingeteilt werden. Dabei gilt es zu beachten, dass einige Patienten

mehrfach eingeteilt werden mussten, da sie an mehreren der aufgefiihrten Krankheiten litten.
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Tabelle 13: Gruppierung der 25 Patienten mit erhohtem CRP und erhéhtem YKL-40 in vier Kategorien, je nachdem ob die
entsprechende Kategorie bei einem Patienten zugrunde lag (Ja) oder nicht (Nein).

Krankheitskategorie Ja Nein
Akute Entziindung 19 6
Maligne Erkrankung 12 13
Lungenerkrankung 8 17

Keine der obigen Kategorien 2 23

Unter den acht Patienten mit einer Lungenerkrankung fanden sich sieben mit einer
Pneumonie, sowie ein Patient mit chronisch-obstruktivem Asthma bronchiale. Es zeigt sich,
dass beide Marker vor allem bei Patienten mit akut entziindlichem Geschehen erhéht sind,
jedoch lag bei immerhin der Halfte der Patienten auch eine maligne Grunderkrankung vor.
Es gab unter diesen 25 Patienten lediglich zwei, die in keine der drei Kategorien eingeteilt
werden konnten. Darunter befand sich eine Patientin mit einer Angina pectoris, einer
peripheren arteriellen Verschlusskrankheit und einem chronischen Nierenleiden sowie ein

Patient mit einer Coxarthrose und einem Herzklappenfehler.

Gruppe 3: CRP normal bei gleichzeitig erhéhtem YKL-40

In diese Gruppe wurden 21 Patienten eingeschlossen. Dies entspricht ca. 12% des
Klinikkollektivs. Alle hatten einen verhaltnisméafRig niedrigen CRP-Wert, der hier als
<3,0 mg/dL definiert wurde. Gleichzeitig lag bei allen Patienten eine Erhohung des YKL-40

auf mindestens 100 ng/mL vor.

Tabelle 14: Gruppierung der 21 Patienten mit erhohtem YKL-40 und niedrigem CRP in drei Kategorien, je nachdem ob die
entsprechende Kategorie bei einem Patienten zugrunde lag (Ja) oder nicht (Nein).

Krankheitskategorie Ja Nein
Orthopadie 8 13
Kardiovaskular 7 14
andere 6 15

Wie in Tabelle 14 ersichtlich, konnten in dieser Gruppe zwei Krankheitskategorien
unterschieden werden: zum einen die Kategorie der orthopadischen Erkrankungen, zum
anderen die Kategorie der kardiovaskuldaren Erkrankungen. Unter den orthopadischen
Pathologien fanden sich vier Frakturen, weiterhin eine Rippenprellung, eine

Spondylolisthesis, eine offene Bursa praepatellaris sowie eine Spinalkanalstenose.
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Zu den kardiovaskularen Pathologien wurde gerechnet: Bradyarrythmie in Kombination mit
Hypertonie und Vorhofflimmern, Thrombophlebitis, subretinale Blutung, Lungenembolie bei
gleichzeitigem Hamatothorax durch eine rupturierte Aortendissektion, Bauchaorten-
aneurysma sowie ein zerebraler Infarkt und eine akute gastrointestinale Blutung.

Sechs Patienten konnten keiner Kategorie zugeordnet werden.

Bei Analyse der YKL-40-Serumkonzentration in den drei gebildeten Kategorien ergibt sich

folgendes Bild:
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Abbildung 7: YKL-40-Konzentration in den drei Krankheitskategorien (n=21).

Die Spannweite war bei den orthopadischen Erkrankungen mit einem Minimum von
121,42 ng/mL und einem Maximum von 1464,06 ng/mL am hoéchsten ausgepragt. Der
Median der Serumkonzentration lag bei 300,85 ng/mL.

Aber auch die Gruppe der kardiovaskuldren Erkrankungen zeigte bei einem Median von
181,44 ng/mL erhohte Werte.

4.2.3. YKL-40 und CRP bei Lebererkrankungen

Alle Patienten wurden im Hinblick auf ihre Diagnosen ausgewertet und dabei in vier
Kategorien eingeteilt: Lebererkrankungen, maligne Erkrankungen, pulmonale Erkrankungen
sowie akute Entziindungsgeschehen allgemein. Die Ergebnisse in diesen vier Kategorien

sollen in den folgenden Abschnitten dargestellt werden.
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Zunachst sollen die Lebererkrankungen behandelt werden. Als Lebererkrankungen wurden
folgende Diagnosen gewertet:

» Akutes Leberversagen

* Chronisches Leberversagen
* Hamangiome der Leber

» Hepatozellulares Karzinom
* Leberfibrose

* Lebermetastasen

* Leberzirrhose

» Steatosis hepatis

» toxische Lebererkrankung

* Virus-Hepatitis

Es ist offensichtlich, dass alle Erkrankungen ganz unabhangig von der genauen Entitat bzw.
Atiologie untersucht wurden. Es sollte lediglich tiberpriift werden, ob CRP bzw. YKL-40 in der
Lage sein konnte, einen Leberzellschaden anzuzeigen und somit eine gewisse
Organspezifitat fur die Leber aufweisen wirde. Bei allen oben aufgefuihrten Diagnosen
kommt es zu solchen Leberzellschadigungen, wenn auch in unterschiedlichem Ausmalfi. In
Abbildung 8 sind alle untersuchten Serumproben dargestellt und farblich im Hinblick auf

Vorliegen einer Lebererkrankung (grun) oder Fehlen einer solchen (rosa) gekennzeichnet.
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Abbildung 8: Streudiagramm von CRP und YKL-40, differenziert nach Vorliegen einer Lebererkrankung. X-Achse
logarithmisch. Jeder Punkt steht fiir ein Patientenserum mit (griin) oder ohne (rosa) Vorliegen einer Lebererkrankung.

(n=176).
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Bei Betrachtung des Streudiagramms erscheint rein visuell keine Gruppierung moglich zu
sein. Es gibt fir beide Marker Patienten mit einer Lebererkrankung und niedrigen
Serumkonzentrationen, ebenso gibt es aber auch bei beiden Markern Patienten mit einer
Lebererkrankung und hohen Serumkonzentrationen. Dies ist aus der unstrukturierten
Verteilung griner (Patienten mit Lebererkrankung) bzw. rosafarbener (Patienten ohne
Lebererkrankung) Punkte entlang beider Achsen zu erkennen.

Im Folgenden wird die Verteilung von YKL-40 fir beide Gruppen noch genauer betrachtet:

”/%
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Abbildung 9.A: YKL-40 bei Differenzierung nach Vorliegen einer Lebererkrankung. Y-Achse logarithmisch. B: Tabellarische
Ubersicht der statistischen Auswertung fiir Lebererkrankungen.

Auffallig ist zunachst die enorme Spannweite der gemessenen Serumkonzentrationen in
beiden Gruppen, erkennbar an den weit auseinander liegenden Maxima bzw. Minima sowie
der hohen Standardabweichung. Des Weiteren liegt keine Normalverteilung der
Serumkonzentrationen vor, was anhand des grof3en Unterschieds zwischen Mittelwert und
Median hervorgeht. Der Median ist in der Gruppe der Patienten mit Lebererkrankung etwa
doppelt so hoch gelegen wie bei den Patienten ohne hepatische Beeintrachtigung. Der
Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen ist auf dem Niveau von 0,01 statistisch
signifikant. Aufféllig ist dariber hinaus, dass es in beiden Gruppen Werte im Referenzbereich
gibt, der Median aber stets deutlich Gber normalen Serumkonzentrationen liegt.

Im letzten Schritt sollte die diagnostische Wertigkeit, also die mogliche Sensitivitdt und
Spezifitdt von YKL-40 und CRP fir Lebererkrankungen bestimmt werden. Die Daten wurden
daftr mittels einer Receiver-Operating-Characteristic-Kurve (ROC-Kurve) visualisiert und

ausgewertet. Nachfolgende Abbildung 10 zeigt das Ergebnis:
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Abbildung 10: ROC-Kurve fiir YKL-40 (blau) und CRP (griin) bei Vorliegen einer Lebererkrankung (positiv: n=27; negativ:
n=148).

Die Flache unter der Kurve (englisch: Area under the curve, AUC) betragt fir CRP 0,672 und
fur YKL-40 0,658. Beide Kurven liegen in etwa Ubereinander und nur knapp oberhalb der
Bezugsgeraden. Bei einem Verlauf direkt auf der Bezugsgeraden mit einer AUC von 0,5
waren die Aussagen komplett dem Zufall unterworfen. Die Ergebnisse dieser ROC-Analyse

sind statistisch signifikant (p<0,01).

4.2.4. YKL-40 und CRP bei malignen Erkrankungen

Zu den malignen Erkrankungen wurden folgende Diagnosen gezahlt:

* AEG-Karzinom des Magens

* Antrum-Karzinom des Magens

* Akute lymphatische Leukamie

* Akute myeloische Leukamie

* Bronchial-Karzinom

e B-Zell-Lymphom

» Cancer of Unknown Primary (CUP-Syndrom)
» Chronisch lymphatische Leukamie
e Chronisch myeloische Leukamie

* Endometrium-Karzinom

* Fibrosarkom

» Gingiva-Karzinom

* Gliom

» Glioblastoma multiforme

* Harnblasen-Karzinom

* Hepatozellulares Karzinom

* Larynx-Karzinom
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* Leiomyosarkom

e Mamma-Karzinom

* Mantelzelllymphom

* Myelodysplastisches Syndrom
* Nasopharynx-Karzinom
* Nierenbecken-Karzinom
* Nierenzell-Karzinom

+ Osophagus-Karzinom

e Osteosarkom

e OQvarial-Karzinom

e Prostata-Karzinom

» Rektum-Karzinom

e T-Zell-Lymphom

e Zervix-Karzinom

* Zungen-Karzinom

Es konnten verschiedenste maligne Prozesse aus unterschiedlichsten Gewebetypen
bertcksichtigt werden. Auch in dieser Kategorie wurde keine weitere Subgruppierung
vorgenommen, sondern die generelle Eignung von CRP und YKL-40 als allgemeiner

Tumormarker untersucht.
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Abbildung 11: Streudiagramm fiir CRP und YKL-40, differenziert nach Vorliegen einer malignen Erkrankung. x-Achse
logarithmisch. Jeder Punkt steht fiir ein Patientenserum mit (griin) oder ohne (rosa) Vorliegen einer malignen Erkrankung
(n=176).
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Abbildung 11 zeigt wiederum alle Serumproben fir CRP und YKL-40 im Streudiagramm,
aufgeteilt nach Vorliegen eines malignen Prozesses (griin) bzw. Fehlen eines solchen (rosa).
Wie schon bei den Lebererkrankungen zeigt sich auch hier keine generelle Strukturierung in
der Verteilung der Messwerte, wobei man aber vermuten kann, dass Patienten mit maligner
Erkrankung durchaus hdhere Werte an CRP und YKL-40 aufweisen (mehr griine Punkte im
Bereich hoherer Konzentrationen der beiden Marker). Eine Haufung der malignen
Erkrankungen im Bereich eines der beiden Marker wird jedoch nicht ersichtlich.

Abbildung 12 zeigt die Auswertung der Messergebnisse fur YKL-40:

A 100000 B
YKL-40 [ng/mL] maligne Erkrankung
10000 ¢ Ia neln
_ Anzahl 64 109
Mittelwert 948 474
Ny Median 241 185
>2-. &\\\\\\\\\ \\\\\\\\ Standardabweichung 2416 749
100 N\ \\\ Maximum 14254 5471
Minimum 35 14
p-Wert 0,081

T
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maligne Erkrankung

Abbildung 12.A: YKL-40 bei Differenzierung nach Vorliegen einer malignen Erkrankung. Y-Achse logarithmisch. Die
schwarzen Kreise kennzeichnen zwei nahe AusreiBer. Die Unterschiede in den Populationen unterscheiden sich nicht
signifikant. (ja: n=62; nein: n=108). B: Tabellarische Ubersicht der statistischen Auswertung fiir maligne Erkrankungen.

Es liegt keine Normalverteilung der Daten vor, da Mittelwert und Median deutlich
voneinander abweichen. Minimale Werte im Referenzbereich sowie sehr hohe Maxima
weisen zusammen mit der hohen Standardabweichung auf eine grof3e Spannweite der
gemessenen YKL-40-Konzentrationen im Serum hin. Beide Gruppen weisen erhdhte
mediane Werte auf. Der Unterschied in der Verteilung der Messergebnisse zwischen beiden
Gruppen ist jedoch nicht signifikant (p=0,081).

Die Daten wurden zur letztendlichen Einschatzung der Eignung von CRP und YKL-40 als

allgemeiner Tumormarker zusétzlich mittels ROC-Kurven-Analyse ausgewertet:
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Abbildung 13: ROC-Kurve fiir YKL-40 (blau) und CRP (griin) bei Vorliegen einer malignen Erkrankung (positiv: n=62;

negativ: n=113).

Die AUC liegt hier fur CRP bei 0,675 und fir YKL-40 bei 0,583. Das CRP hebt sich von der
Bezugsgeraden ab, wahrend YKL-40 nahezu deckungsgleich mit dieser
Berlcksichtigt werden muss die fehlende statistische Signifikanz dieses Tests fir YKL-40

(p=0,069).
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4.2.5. YKL-40 und CRP als Inflammationsmarker

Im Folgenden wurde die Eignung von CRP und YKL-40 als Inflammationsmarker untersucht.
Das CRP ist schon lange als Entzindungsmarker bekannt und wird téglich gemessen
(Pepys & Hirschfield 2003). Aus diesem Grund soll insbesondere dieser Abschnitt einen
Vergleich zwischen CRP und YKL-40 ermdéglichen. Als Positivgruppe dienten hier alle
Patienten mit einem akuten Entziindungsgeschehen. Dazu zahlten im Einzelnen die
folgenden Diagnosen:

* Abszess (keimunabhangig)
* Appendizitis

* Aspergillose

» Bronchitis

» Cholangitis

* Cholezystitis

» Dekubitus (infiziert)

» Diszitis

» Endokarditis

» Endophtalmitis

* Erysipel

» Gastroenteritis

* Hepatitis

» infizierte Endoprothese
» Kolitis

* Lymphangitis

* Mastitis

*  Mukositis

* Multiple Sklerose (akuter Schub)
* Pankreatitis

* paraspinale Infektionen

* Peritonitis

* Pneumonie

* Prostatitis

* Pyelonephritis

* Sepsis

* Sigmadivertikulitis

* Sinusitis

» Thrombophlebitis

* Tonsillitis

» zerebrales Hamatom (infiziert)
e Zystitis

In dieser Gruppe konnten wiederum viele verschiedene Diaghosen und Organsysteme
bertcksichtigt werden. Somit kdnnen organ- und diagnoseunabhangige Aussagen getroffen
werden. Dies ermdglicht wiederum eine gute Einschatzung der Wertigkeit von CRP und hier

vor allem YKL-40 als allgemeine, systemische Entziindungsfaktoren.
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Abbildung 14: Streudiagramm fiir CRP und YKL-40, differenziert nach Vorliegen einer akuten Entziindungsreaktion.
X-Achse logarithmisch. Jeder Punkt steht fiir ein Patientenserum mit (griin) oder ohne (rosa) Vorliegen einer akuten
Entziindungsreaktion. (n=176).

Aus dem Streudiagramm wird ersichtlich, dass der Uberwiegende Anteil der Proben in den
hohen Konzentrationsbereichen beider Marker griin dargestellt ist, also von Patienten mit
akuten Entziindungsreaktionen stammt. Mit zunehmender Konzentration der Marker finden
sich stets weniger Proben von Patienten ohne akut inflammatorische Erkrankungen. Im
linken unteren Eckbereich - dem Bereich niedriger Konzentrationen - finden sich dagegen
nahezu keine positiven Proben. Ein Unterschied in der Verteilung zwischen CRP und YKL-40

kann jedoch nicht festgestellt werden.
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Die Messergebnisse fur YKL-40 werden nachfolgend detailliert gezeigt:

A 100000+ B

‘ R YKL-40 [ng/mL] Akute Entziindung

10000+ ® 2 acth

_ — . Anzahl 84 92
fﬂ L Mittelwert 1023 299
i &.\\\\\\\\\\\ \\\\\\\\\\\\\\i - a:.v:a::limwl.uerlnc - 14254 4259
7 &\\\\\\\\\\\\\ Minimum 22 14

— | p-Wert <0,001

T I
ja nein

akute Entziindung

Abbildung 15.A: YKL-40 bei Differenzierung nach Vorliegen einer akuten Entziindungsreaktion. Y-Achse logarithmisch. Die
schwarzen Kreise kennzeichnen nahe Ausreifer. B: Tabellarische Ubersicht der statistischen Auswertung fiir akute
Entziindungen.

Erneut zeigt sich eine hohe Spannweite der Messergebnisse mit groRen Unterschieden in
den Maxima und Minima sowie hoher Standardabweichung. DarlUber hinaus liegt abermals
keine Normalverteilung vor. Werte im Referenzbereich kénnen in beiden Gruppen gefunden
werden. Der Median und auch das Maximum liegen fur die Gruppe der akuten Entziindung
ca. 3x hoher als bei den Patienten ohne die selbige. Dieser Unterschied in der
Datenverteilung ist statistisch signifikant. Dies ist im Boxplot (Abbildung 15A) ebenso
erkennbar, da der Median der Negativgruppe knapp unterhalb des 25%-Quantils der
Positivgruppe liegt.

Eine ROC-Kurven-Analyse diente wiederum der genauen Einschatzung der diagnostischen

Wertigkeit von YKL-40 und CRP fur akut inflammatorische Prozesse:
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Abbildung 16: ROC-Kurve fiir YKL-40 (blau) und CRP (griin) bei Vorliegen einer akuten Entziindungsreaktion (positiv:
n=82; negativ: n=93).

Beide Kurven heben sich deutlich von der Bezugsgeraden ab. Die Kurve von CRP liegt dabei
noch etwas oberhalb der Kurve von YKL-40. Dazu passend ergab sich eine AUC von 0,812
fur CRP sowie von 0,725 fir YKL-40. Die Ergebnisse sind mit p<0,001 statistisch als
hdchstsignifikant einzuschatzen.

4.2.6. YKL-40 und CRP bei Lungenerkrankungen

Wie in der Einleitung beschrieben, scheint es einen Zusammenhang zwischen YKL-40 und
Lungenerkrankungen zu geben. Diese Theorie sollte in dieser Arbeit Uberprift werden. Wie
in den Abschnitten zuvor wurden zunéchst alle Krankheiten zusammengefasst, die in
jedweder Form die Lunge betreffen. Im Einzelnen wurden folgende Diagnosen als
Lungenerkrankung gewertet:

» Aspergillose (generalisiert)

» Asthma bronchiale (chronisch-obstruktiv)

* Bronchial-Karzinom

» Bronchitis (purulent)

* Bronchopneumonie

» chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)
* Lungenembolie

* Lungentdem (kardialer Genese)

*  Pneumonie
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pulmonale Hypertonie

pulmonale Metastasen anderer Primarkarzinome
respiratorische Insuffizienz mit begleitendem Pleuraerguss
Verlust von Teilen der Lunge

In diesem Kollektiv konnte ein breites Spektrum an mdglichen Diagnosen bertcksichtigt

werden und somit die generelle Lungenspezifitat von YKL-40 - auch im Vergleich mit CRP -

untersucht werden.
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Abbildung 17: Streudiagramm fiir CRP und YKL-40, differenziert nach Vorliegen

einer Lungenerkrankung. X-Achse

logarithmisch. Jeder Punkt steht fiir ein Patientenserum mit (griin) oder ohne (rosa) Vorliegen einer Lungenerkrankung.

(n=176).

Bei Betrachtung des Streudiagramms in Abbildung 17 entsteht rein visuell der Eindruck, dass

der Uberwiegende Anteil der Proben mit den hochsten YKL-40-Konzentrationen von

Patienten mit pulmonalen Erkrankungen stammt. Fur das CRP ergibt sich dieser Eindruck

nicht, hier findet sich eine gemischte Verteilung der beiden Gruppen. Darlber hinaus erkennt

man, dass im Bereich der niedrigen Konzentrationen nahezu ausschlie3lich Proben von

Patienten ohne Lungenerkrankung zu finden sind. Dies gilt vor allem fir YKL-40, jedoch

auch - in geringerem Ausmal? - fir das CRP.
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Abbildung 18 zeigt die Messergebnisse fiir YKL-40 im Detail:

A 100000 B
*kk
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g 0 &\\\\\\\\\\\g Median 771 164
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Abbildung 18.A: YKL-40 bei Differenzierung nach Vorliegen einer Lungenerkrankung. y-Achse logarithmisch. (ja: n=41;
nein: n=132). B: Tabellarische Ubersicht der statistischen Auswertung fiir Lungenerkrankungen.

Wie schon in den zuvor besprochenen Krankheitskategorien liegt keine Normalverteilung der
Daten vor. Ebenso lasst sich wiederum eine enorme Spannweite erkennen, mit Minima im
Normbereich und Maxima, die bis zu 500-fach darlber liegen. Der Median in der Gruppe der
Lungenerkrankungen liegt ca. 4,5-fach hoher als der Median der Negativgruppe. Dieser
Unterschied ist statistisch signifikant, was sich in der Position des Medians in der
Negativgruppe deutlich unterhalb des 25%-Quantils der Positivgruppe widerspiegelt. Der
Median der Positivgruppe liegt dariber hinaus etwa 30x hoher als der Referenzwert von
ca. 25 ng/mL. Jedoch gibt es auch in dieser Gruppe - wie bereits angesprochen - Werte im
Referenzbereich. Die Positivgruppe erreicht dennoch insgesamt deutlich héhere Werte,
entsprechend dem ca. 3x h6heren Maximum.

Eine abschlieRend durchgefiinrte ROC-Kurven-Analyse diente abermals der Einschatzung

der diagnostischen Wertigkeit der beiden Proteine:
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Abbildung 19: ROC-Kurve fiir YKL-40 (blau) und CRP (griin) bei Vorliegen einer Lungenerkrankung (positiv: n=41; negativ:
n=134).

Auffallig ist der deutliche Unterschied der ROC-Kurve von YKL-40 zur Bezugsgeraden, was
sich in einer AUC von 0,804 ausdrickt (Abbildung 19). Auch die Kurve von CRP hebt sich
von der Bezugsgeraden ab, liegt jedoch unterhalb von YKL-40. Die AUC fir CRP ergab

einen Wert von 0,702. Diese Ergebnisse sind als statistisch signifikant zu bewerten.

Da es in der Literatur - wie bereits in der Einleitung (Kapitel 1.3) beschrieben - Hinweise gab,
dass YKL-40 einen Biomarker sowohl fir Lungenerkrankungen als auch fir akute
Entzindungsreaktionen darstellen kénnte und die Ergebnisse dieser Arbeit in eine &hnliche
Richtung weisen, sollte nun eine Subgruppe analysiert werden, die diese beiden
Krankheitskategorien vereint. Aus der Gruppe der Patienten mit Lungenerkrankung werden
nur diejenigen betrachtet, die an einer akut entzindlichen Lungenerkrankung litten
(Aspergillose, Bronchitis, Bronchopneumonie oder Pneumonie). In der ROC-Kurven-Analyse
ergeben sich in diesem Fall nur minimal veranderte AUC-Werte. Fir CRP wird nun eine AUC
von 0,701 (im Vergleich zu 0,702) erzielt (p=0,001). Der AUC-Wert fur YKL-40 steigt von
0,80 auf 0,81 (p<0,001). Diese Werte entsprechen also im Wesentlichen denen bei
Betrachtung aller Lungenerkrankungen.

Eine weitere Herangehensweise war die Betrachtung eines veranderten Kollektivs mit
ausschlie3lich entzindlichen Erkrankungen. Dazu wurden aus allen gesammelten
Serumproben diejenigen ausgewdhlt, die von Patienten mit akut entzindlichen

Erkrankungen stammten. Innerhalb dieser Gruppe wurde dann nochmals unterschieden
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zwischen Patienten mit einer akut entztndlichen Lungenerkrankung und Patienten mit einer
anderweitigen akuten Inflammationsreaktion. Untersucht man diese Stichprobe nun
hinsichtlich der diagnostischen Wertigkeit fur die Detektion einer Lungenentziindung, so

ergibt sich folgende ROC-Kurve:
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s
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Abbildung 20: ROC-Kurve fiir YKL-40 (blau) und CRP (griin) bei Vorliegen einer Lungenentziindung in einem Kollektiv aus
akuten entziindlichen Erkrankungen (positiv: n=31; negativ: n=51).

Mit einer AUC von 0,488 unterscheidet sich das CRP nicht von der Bezugsgeraden. Das
YKL-40 liegt deutlich tber dieser, was im AUC-Wert mit 0,779 zum Ausdruck kommt. Das
Ergebnis war fir YKL-40 statistisch signifikant.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass YKL-40 bei vielen Patienten mit vorliegender
Lungenerkrankung erhdht im Serum messbar ist. Fir das CRP lasst sich eine Kumulation
von Patienten mit Lungenerkrankungen bei hohen Serumkonzentrationen nicht so deutlich
erkennen. Dementsprechend kann in der ROC-Kurven-Analyse flr Lungenerkrankungen
auch ein gréRerer Wert der AUC fur YKL-40 (YKL-40: 0,804; CRP: 0,702) nachgewiesen
werden. In einem Kollektiv aus entziindlichen Erkrankungen ergibt sich in der ROC-Analyse
ein Wert von 0,488 fur CRP und ein Wert von 0,779 fir YKL-40. Somit erscheint es mdglich,
dass YKL-40 bei vorhandenen Entziindungszeichen mit Hilfe eines entsprechend
festgelegten Schwellenwerts, sowie in Zusammenschau mit anderen klinischen bzw.
laborchemischen Befunden in der Lage sein kbénnte, eine (Mit-)Beteiligung der Lunge am

Entzindungsgeschehen anzuzeigen, respektive auszuschlieRen. Diese Theorie sollte im
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Rahmen der angeschlossenen prospektiven Studie (Kapitel 4.3) nochmals exakter validiert

werden.

4.2.7. Vergleiche mit PCT

Die bisherigen Kapitel dienten dem Vergleich von YKL-40 und CRP. Jedoch gibt es in der
klinischen Routine auch andere wichtige humorale Entziindungsmarker. Einen hohen
Stellenwert hat das PCT, welches in der Einleitung (Kapitel 1.1) bereits vorgestellt wurde. Da
auch das PCT oft in der klinischen Routine zum Einsatz kommt (Assicot et al. 1993; Gendrel
& Bohuon 1997; Gendrel et al. 1999) ware ein Vergleich mit YKL-40 interessant. Dieses
Kapitel soll einige vergleichende Aspekte zwischen diesen Markern liefern, wobei das CRP
mit beriicksichtigt wird. Wie bereits im Abschnitt ,Patientenkollektiv der explorativen Studie®
(Kapitel 3.1.8) beschrieben, lag der PCT-Wert nicht fur alle verwendeten Patientenproben
vor, es konnten lediglich fir 45 Patienten Werte erhoben werden. Daher sind hier keine
genauen Analysen mdglich und alle Ergebnisse lediglich als hinweisgebend aufzufassen. Die
Sensitivitdtsanalysen sind erneut nach den bereits in Kapitel 4.2.3 bis 4.2.6 verwendeten
Kategorien vorgenommen worden. Tabelle 15 fasst die AUC-Werte von CRP, PCT und
YKL-40 fur die einzelnen Krankheitsgruppen zusammen. Aufgrund der geringen Fallzahl
erscheint die graphische Auswertung der ROC-Kurven aller Gruppen in dieser Arbeit nicht
sinnvoll. Lediglich die fir diese Arbeit relevantesten Krankheitsgruppen der akuten
Entzindung sowie der Lungenerkrankungen sollen genauer betrachtet werden. Zu beachten
ist die fehlende statistische Signifikanz fur die AUC-Werte von CRP und PCT in diesen

Analysen. Diese war lediglich bei Betrachtung der akuten Entziindungen gegeben.

Tabelle 15: AUC-Werte der ROC-Analysen fiir CRP, PCT und YKL-40 in verschiedenen Krankheitsgruppen.

Krankheitsgruppe AUC (CRP) AUC (PCT) AUC (YKL -40)
Lebererkrankung 0,399 0,313 0,535
Maligne Erkrankung 0,567 0,500 0,481
Akute Entziindung 0,743 (p=0,009) | 0,706 (p=0,027) | 0,754 (p=0,006)
Lungenerkrankung 0,438 0,551 0,712 (p=0,025)
Akut entziindliche Lungenerkrankung 0,509 0,572 0,729 (p=0,029)
Lungenerkrankung bei Selektion rein
entzundlicher Krankheitsbilder 0337 0524 0726 (p=0,048)

Es ergaben sich fir hepatische und maligne Erkrankungen AUC-Werte nahe der
Bezugsgeraden mit Werten von 0,31 bis 0,57. Die AUC-Werte fir akute Entziindungen
liegen fur alle drei Marker dagegen deutlich dartber (Abbildung 21).
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Abbildung 21: ROC-Kurve fiir YKL-40 (blau), CRP (griin) sowie PCT (rosa) bei Vorliegen einer akuten Entziindungsreaktion
(positiv: n=29; negativ: n=15).

Auffallig wird in dieser Grafik, dass alle drei Kurven einen vergleichbaren Verlauf zeigen.
Dies ist auch aus den ahnlichen AUC-Werten ersichtlich. Die Ergebnisse fir diese Gruppe

sind fur alle drei Marker statistisch signifikant.
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Nachfolgende Abbildung 22 zeigt die ROC-Kurven-Analyse fur Lungenerkrankungen, bei

Auswertung des Klinikkollektivs:
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Abbildung 22: ROC-Kurve fiir YKL-40 (blau), CRP (griin) sowie PCT (rosa) bei Vorliegen einer Lungenerkrankung (positiv:
n=14; negativ: n=30).

CRP und PCT heben sich hierbei nicht von der Bezugsgeraden ab, wéhrend YKL-40
oberhalb davon verlauft. Somit konnte in dieser Analyse - trotz der niedrigeren Probenzahl
und der damit einhergehenden Unschéarfe der Auswertung - ein ahnlicher Verlauf wie bei
Betrachtung des gesamten Kollektivs gezeigt werden (Kapitel 4.2.6).

Tabelle 15 zeigt zusatzlich die AUC-Werte fur rein entzindliche Lungenerkrankungen. Hier
ergeben sich - ebenfalls wie bei Betrachtung des gesamten Kollektivs - nur minimale
Anderungen. Auch die Werte fiur das veranderte Kollektiv aus rein entziindlichen
Erkrankungen entsprechen im Wesentlichen den - statistisch genaueren - Ergebnissen bei
Auswertung ohne Bertcksichtigung des PCT.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Ergebnisse fur PCT tendenziell denen des CRP
entsprechen. Unterschiede zwischen YKL-40 und CRP, die bereits bei Betrachtung des
Gesamtkollektivs gefunden wurden, werden auch in dieser kleineren Stichprobe unter

Bertcksichtigung des PCT abgebildet.

4.2.8. Ergebnisse der Verlaufsmessungen

Wie im Abschnitt ,Patientenkollektiv der explorativen Studie® (Kapitel 3.1.8) bereits
beschrieben, wurde von acht Patienten mehrfach Probenmaterial gesammelt, um Hinweise

auf den Verlauf der Markerkonzentrationen zu erhalten und eventuell vergleichende
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Aussagen treffen zu kdnnen. Hierbei konnte zumeist auch das PCT zusatzlich zu CRP und
YKL-40 mit in die Auswertung einbezogen werden.

Insgesamt zeigten die drei Marker bei den Patienten meist gleichférmige und gleich
gerichtete Bewegungen (Anstieg bzw. Abfall), es konnte kein generelles Muster im Verlauf
der einzelnen Marker festgestellt werden.

In Bezug auf YKL-40 fanden sich aber einige interessante Aspekte, die Hinweise auf
mdgliche Vorteile dieses Proteins in bestimmten Situationen geben kénnten. Im Folgenden
sollen exemplarisch einige dieser Aspekte dargestellt werden. Eine Interpretation der

Beobachtungen folgt im Rahmen der Diskussion (Kapitel 5.4).

Patient 1:
Akute Diagnosen: Akute Myeloische Leukamie, schwere Sepsis, CMV-Pneumonie, CMV-Hepatitis
Dauerdiagnosen: Myelodysplastisches Syndrom, Diabetes mellitus Typ Il, arterielle Hypertonie
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0,75 0,75
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Abbildung 23: Patient 1: Verlauf von CRP (schwarz), YKL-40 (rot) sowie PCT (blau). Fehlende Punkte bedeuten, dass zu
diesem Abnahmezeitpunkt der entsprechende Wert nicht erhoben wurde. Die Absolutwerte wurden auf die jeweiligen
Maximalwerte normalisiert, um in den entsprechenden y-Achsen die relative Anderung darstellen zu kdnnen und somit
eine bessere visuelle Vergleichbarkeit zu erzielen. Der entsprechende Maximalwert lag fiir CRP bei 43,1 mg/dL, fiir
YKL-40 bei 19.114,02 ng/mL und fiir PCT bei 148,3 ng/mL. Auf der x-Achse ist der Zeitverlauf in Stunden ausgehend von
der ersten gesammelten Probe angegeben. Uber der Grafik sind die Diagnosen des Patienten unterteilt nach akuten
Pathologien und Dauerdiagnosen aufgrund chronischer Leiden angegeben. Das Kreuz kennzeichnet den Todeszeitpunkt
des Patienten.

Die Diagnosen von Patient 1, wie sie in Abbildung 23 aufgefiihrt sind, machen deutlich, dass
es sich um einen sehr schwer kranken Patienten handelte, der kurz nach der letzten
Blutentnahme verstorben ist. Alle drei Marker waren deutlich tUber die Norm erhoht, das
YKL-40 zeigte hier mit einem Maximalwert von 19.114,02 ng/mL sogar die hochste in dieser
Arbeit gemessene Serumkonzentration. Auch das PCT war mit einem Maximalwert von

148,3 ng/mL extrem erhoht. Der Patient wurde zum Abnahmezeitpunkt aller hier
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bertcksichtigten Blutproben bereits therapiert. Abbildung 23 zeigt den Verlauf der drei
Marker. Es ist - wie zuvor beschrieben - erkennbar, dass alle drei Marker bis 14 Stunden
nach der ersten Blutprobe ahnlich stark abfallen. Nach Stunde 17 fallt das CRP weiter ab
und erreicht wie auch das PCT seinen kleinsten Wert in Stunde 27. YKL-40 hingegen steigt

ab Stunde 17 erneut an und erreicht in Stunde 27 wieder 90% des Ausgangswertes.

Patient 2:

Akute Diagnosen: Herzstillstand mit erfolgreicher Reanimation, Dekubitalgeschwiire °1 und °2
Dauerdiagnosen: Diabetes mellitus Typ Il, diabetische Polyneuropathie, Atherosklerose,
chronische Nierenerkrankung
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Abbildung 24: Patient 2: Verlauf von CRP (schwarz), YKL-40 (rot) sowie PCT (blau). Fehlende Punkte bedeuten, dass zu
diesem Abnahmezeitpunkt der entsprechende Wert nicht erhoben wurde. Die Absolutwerte wurden auf die jeweiligen
Maximalwerte normalisiert, um in den entsprechenden y-Achsen die relative Anderung darstellen zu kdnnen und somit
eine bessere visuelle Vergleichbarkeit zu erzielen. Der entsprechende Maximalwert lag fiir CRP bei 20,0 mg/dL, fiir
YKL-40 bei 916,5 ng/mL und fiir PCT bei 0,9 ng/mL. Auf der x-Achse ist der Zeitverlauf in Tagen ausgehend von der ersten
gesammelten Probe angegeben. Uber der Grafik sind die Diagnosen des Patienten unterteilt nach akuten Pathologien
und Dauerdiagnosen aufgrund chronischer Leiden angegeben.

Patient 2 litt nicht an einem akuten Entzindungsgeschehen. Dennoch sind vor allem CRP
und YKL-40 mit Maximalwerten von 20 mg/dL beziehungsweise 916,5 ng/mL deutlich Gber
die Norm erhoht. Bei Betrachtung von Abbildung 24 ist ersichtlich, dass alle drei Marker bei
diesem Patienten zumeist etwa gleich geartete Verlaufe zeigen. Zunéchst fallen alle drei
Marker ab, von Tag 3 bis 4 findet sich eine kurze Stagnation des Abfalls, bevor daraufhin die
Werte an Tag 5 weiter abfallen. Diese Bewegungen werden von allen drei Markern in nahezu
gleicher Art und Weise ausgeflihrt. Bei genauerer Betrachtung ist aber interessant, dass
CRP bis Tag 9 weiter abféllt und erst danach in den Peak an Tag 12 ansteigt. YKL-40
beginnt dagegen schon ab Tag 5 wieder anzusteigen und hat ebenfalls an Tag 12 einen
Peak. Ahnliches gilt fur den Verlauf ab Tag 14. Hier fallt das CRP zun&chst ebenfalls noch

ab, YKL-40 beginnt dagegen schon ab diesem Zeitpunkt erneut anzusteigen. Das CRP
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reagiert wiederum einen Tag spater. Das PCT beginnt sogar erst ab Tag 16 mit dem
Wiederanstieg und damit erst zwei Tage nach YKL-40. Bei beiden Peaks steigt YKL-40 auch

relativ gesehen am stérksten an.

Patient 3:

Akute Diagnosen: Aspirationspneumonie, hypoxischer Hirnschaden nach Status epilepticus
Dauerdiagnosen: MELAS-Syndrom, Diabetes mellitus Typ I, arterielle Hypertonie, Wernicke-Enzephalopathie
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Abbildung 25: Patient 3: Verlauf von CRP (schwarz), YKL-40 (rot) sowie PCT (blau). Fehlende Punkte bedeuten, dass zu
diesem Abnahmezeitpunkt der entsprechende Wert nicht erhoben wurde. Die Absolutwerte wurden auf die jeweiligen
Maximalwerte normalisiert, um in den entsprechenden y-Achsen die relative Anderung darstellen zu kénnen und somit
eine bessere visuelle Vergleichbarkeit zu erzielen. Der entsprechende Maximalwert lag fiir CRP bei 22,1 mg/dL, fiir
YKL-40 bei 454,8 ng/mL und fiir PCT bei 0,2 ng/mL. Auf der x-Achse ist der Zeitverlauf in Tagen ausgehend von der ersten
gesammelten Probe angegeben. Uber der Grafik sind die Diagnosen des Patienten unterteilt nach akuten Pathologien
und Dauerdiagnosen aufgrund chronischer Leiden angegeben.

Patient 3 litt an einer Aspirationspneumonie. YKL-40 ist mit einem Maximum von
454,8 ng/mL etwa 18-fach Uber die Norm erhéht, aber auch CRP ist mit einem Maximum von
22,1 mg/dL zunachst deutlich erhéht. Das PCT ist bei diesem Patienten mit 0,2 ng/mL nur
marginal erhéht und zeigt Uber den zeitlichen Verlauf keine Veranderung und ist damit nicht
geeignet um eine Verlaufsaussage zu treffen. Interessanterweise sinkt das CRP von Anfang
an kontinuierlich ab, wohingegen YKL-40 fast auf Ausgangsniveau verbleibt und erst gegen
Ende der Messreihe, ab Tag 10, langsam absinkt. In diesem Fall gab es also einen deutlich

unterschiedlichen Verlauf der beiden Proteine.
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Patient 4:

Akute Diagnosen: Aspirationspneumonie, Magenperforation, gallige Peritonitis
Dauerdiagnosen: Kardia-Karzinom (AEG II)

1,0 4

1.0
0,9—. -—0,9
0,8—- _—0,8
0,7—_ _—0,7
0,6—- ——0,6
0,5—- -—0,5
04- . 0.4
03- crp — L03
1o i
0279 yKL-40 -02
014 e PCT L 0,1
o 1 2 T

Tag

Abbildung 26: Patient 4: Verlauf von CRP (schwarz), YKL-40 (rot) sowie PCT (blau). Fehlende Punkte bedeuten, dass zu
diesem Abnahmezeitpunkt der entsprechende Wert nicht erhoben wurde. Die Absolutwerte wurden auf die jeweiligen
Maximalwerte normalisiert, um in den entsprechenden y-Achsen die relative Anderung darstellen zu kénnen und somit
eine bessere visuelle Vergleichbarkeit zu erzielen. Der entsprechende Maximalwert lag fiir CRP bei 31,5 mg/dL, fiir
YKL-40 bei 5101,1 ng/mL und fiir PCT bei 7,5 ng/mL. Auf der x-Achse ist der Zeitverlauf in Tagen ausgehend von der
ersten gesammelten Probe angegeben. Uber der Grafik sind die Diagnosen des Patienten unterteilt nach akuten
Pathologien und Dauerdiagnosen aufgrund chronischer Leiden angegeben.

Auch Patient 4 litt an einer Aspirationspneumonie sowie einer galligen Peritonitis nach
Magenperforation. Das CRP war mit einem Ausgangswert von 31,5 mg/dL mehr als 60-fach
Uber die Referenzwertobergrenze von 0,5 mg/dL erhoht. YKL-40 war mit einem
Ausgangswert von 5.101,1 ng/mL sogar mehr als 200x Uber den Referenzwert von etwa
25 ng/mL erhoht. Dieser Patient unterstreicht nochmals die zuvor getroffene Aussage eines
in groRen Teilen identischen Verlaufs der drei Marker. Alle drei zeigen in diesem Beispiel
initial einen deutlichen Abfall der Serumkonzentration bis Tag 4, daraufhin steigen CRP und
YKL-40 bis Tag 8 parallel wieder an. Zu beachten ist, dass die Kurve fiur YKL-40 in
Abbildung 26 zwar unter der des CRP liegt, die Erh6hung Uber den Referenzwert aber bei

YKL-40 ausgepragter ist, was aus der Graphik so nicht ersichtlich ist.
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4.3. Ergebnisse der prospektiven Studie

4.3.1. Auswertung der Messdaten

In der prospektiven Studie sollte das vielversprechendste Ergebnis der explorativen
Erststudie nochmals exakter an einem neuen Patientenkollektiv validiert werden. Das
Ergebnis, welches nun fir diese Studie ausgewahlt wurde, war der mdgliche Vorteil von
YKL-40 in der Detektion entziindlicher pulmonaler Prozesse in einem Kollektiv aus
entziindlichen Erkrankungen. Es wurde udberprift, ob YKL-40 in der Lage ist, bei
Vorhandensein von entziindlichen Erkrankungen oder unspezifischen Entziindungszeichen
eine pulmonale (Mit-)Beteiligung anzuzeigen. Fur die Studie wurde das in Kapitel 3.1.9
beschriebene Patientenkollektiv verwendet.

Nachfolgende Tabelle 16 gibt einen Uberblick (iber die Serumkonzentrationen von YKL-40
und CRP fir die Untersuchungs- und Kontrollgruppe, sowie das gesunde Vergleichskollektiv.
Als Untersuchungsgruppe wurden diejenigen Patienten mit einer radiologisch bestatigten
Pneumonie bezeichnet, wéhrend die Kontrollgruppe von Patienten mit anderweitigen

Entzindungsformen auRer Pneumonien gebildet wurde (vgl. Kapitel 3.1.9).

Tabelle 16: Ubersicht der Serumkonzentrationen von YKL-40 und CRP in den drei Untersuchungskategorien
(n=Anzahl; MW=Mittelwert; SD=Standardabweichung; Max.=Maximum; Min.=Minimum;

p-Wert U/K=Untersuchungsgruppe bezogen auf Kontrollgruppe; p-Wert x/G= Gruppe bezogen auf Gesunde).
n MW | Median SD Max. Min. p-Wert p-Wert
U/K x/G

Untersuchungsgruppe | 28 | 4056 | 2431 | 427,0 (1666,2| 57,4 0,003 <0,001
E:]Zl;m4lj Kontroligruppe 30 | 2134 96,6 303,4 | 1439,2| 17,6 - <0,001

Gesunde 100 | 27,8 24,8 14,1 76,9 6,4 - -
Untersuchungsgruppe 28 | 13,2 9,7 11,4 43,2 0,2 0,858 <0,001

CRP

(ma/dL] Kontrollgruppe 30 | 11,6 10,4 8,5 36,7 1,7 - <0,001

Gesunde 100] 0,2 0,1 0,3 2,4 0,0 - -

Es zeigt sich, dass das YKL-40 mit einem medianen Wert von 243,1 ng/mL in der

Untersuchungsgruppe am hochsten war. Die mediane Serumkonzentration in der
Kontrollgruppe betrug nur ca. 40% dieses Werts, wahrend die Gruppe der Gesunden
normale Serumkonzentrationen aufwies. Sowohl in der Untersuchungs- als auch in der
Kontrollgruppe gab es jedoch eine hohe Spannweite in der Verteilung der
Serumkonzentrationen, erkennbar am weit auseinander liegenden Maximum und Minimum,
sowie der hohen Standardabweichung. Wahrend das Minimum in der Kontrollgruppe im sehr

niedrigen Bereich liegt (17,6 ng/mL), ist der minimale Wert in der Untersuchungsgruppe mit
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57,4 ng/mL noch etwa 3x hther gelegen. Die maximal gemessene Serumkonzentration ist in
beiden Gruppen vergleichbar.

Fur das CRP ergaben sich in der Gruppe der Gesunden normale Serumkonzentrationen mit
geringer Standardabweichung. In der Untersuchungs- wie auch der Kontrollgruppe zeigten
sich mit 9,7 bzw. 10,4 mg/dL erhdhte Konzentrationen. Jedoch konnte kein wesentlicher
Unterschied zwischen den Gruppen gefunden werden. Auch die Spannweite war in beiden

Gruppen vergleichbar (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Verteilung der YKL-40-Serumkonzentrationen in den drei untersuchten Proben-Kategorien. Y-Achse
logarithmisch. Die schwarzen Kreise kennzeichnen nahe AusreiBer. (n (gesamt) = 158).

Wie bereits beschrieben sind die YKL-40-Serumkonzentrationen in der Untersuchungs-
gruppe am hochsten. Erkennbar wird, dass der Median in der Untersuchungsgruppe hoher
als das 75%-Quantil der Kontrollgruppe liegt. Zudem zeigt sich, dass YKL-40 in beiden
Erkrankungsgruppen zum Uberwiegenden Anteil hdhere Werte aufweist als im gesunden
Kollektiv.

Um nun die Ausgangsfrage dieser Studie zu klaren, ob das YKL-40 in diesem Kollektiv aus
inflammatorischen Erkrankungen besser als CRP geeignet ist pulmonal lokalisierte

Entzindungsprozesse anzuzeigen, wurde eine ROC-Kurven-Analyse durchgefihrt:
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Abbildung 28: ROC-Kurve fiir YKL-40 (blau) und CRP (griin) fiir die Untersuchungsgruppe (Pneumonien).

Wie in Abbildung 28 ersichtlich, verlauft die ROC-Kurve von CRP entlang der
Bezugsgeraden (AUC 0,514). Die ROC-Kurve von YKL-40 verlauft im Gegensatz dazu
oberhalb der Bezugsgeraden und weist eine AUC von 0,730 auf. Dieses Ergebnis ist fur

YKL-40 statistisch signifikant (p=0,003).

4.4, Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte der klinische Nutzen des Proteins YKL-40 evaluiert werden. Zunéachst
wurde an Serumproben gesunder Blutspender ein Referenzbereich der YKL-40-
Serumkonzentration von 11,8 - 71,3 ng/mL (2,5 - 97,5%) bei einem Median von 24,8 ng/mL
ermittelt. Anschlie@end wurde in einer ersten orientierenden Studie fur verschiedene
Krankheitsgruppen untersucht, ob YKL-40 im Falle erhdhter Serumkonzentrationen in der
Lage sein konnte, Erkrankungen der jeweiligen Gruppen anzuzeigen. Zugleich wurden die
Ergebnisse mit bereits etablierten Labormarkern wie CRP und - mit Abstrichen - PCT
verglichen. Analysen der Mittelwerte und Mediane =zeigten vor allem fir akute
Entziindungsreaktionen erhohte Serumkonzentrationen aller untersuchten Marker. YKL-40
scheint zudem bei Lungenerkrankungen in den meisten Féllen erhdht zu sein. Die
diagnostische Wertigkeit wurde mittels ROC-Kurven-Analysen untersucht. Die dabei
berechneten AUC-Werte dienen als Hinweis auf die diagnostische Guite der Labormarker

hinsichtlich der Detektion von Erkrankungen der verschiedenen Gruppen. Die hdchsten
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AUC-Werte ergaben sich fur CRP und YKL-40 hinsichtlich entziindlicher und pulmonaler
Erkrankungen. Ein nennenswerter Unterschied in den AUC-Werten konnte bei Betrachtung
eines rein entzindlichen Kollektivs gefunden werden, wenn man dabei die Wertigkeit
beziglich der Selektion pulmonaler Entziindungsprozesse aus diesem Kollektiv untersuchte.
Hierbei ergab sich fir das CRP mit 0,488 ein AUC-Wert nahe der Bezugsgeraden, wahrend
YKL-40 eine AUC von 0,779 aufwies. Vergleiche mit PCT waren nicht fir alle Proben
mdglich und konnten lediglich als hinweisgebend gelten. Die Ergebnisse fir PCT waren
ahnlich den Ergebnissen von CRP.

In einer angeschlossenen prospektiven Zweitstudie wurde an einem neuen Patientenkollektiv
nochmals die Beobachtung der explorativen Studie validiert, dass YKL-40 im Vergleich zu
CRP in einem Kollektiv aus rein inflammatorischen Erkrankungen selektiv pulmonale
Entzindungsprozesse anzeigen kénnte. ROC-Kurven-Analysen erbrachten hierbei mit einer
AUC von 0,730 fur YKL-40 sowie von 0,514 fir CRP ahnliche Ergebnisse wie die zuvor
durchgefihrte explorative Studie. Die Beobachtungen der explorativen Erststudie konnten

demnach bestatigt werden.
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5. Diskussion

5.1. Fragestellung

YKL-40 ist ein ca. 40 kDa grof3es Glykoprotein, das von verschiedensten Zelltypen gebildet
und ins Blut sezerniert wird. Dazu z&hlen unter anderem Makrophagen, neutrophile
Granulozyten, glatte Muskelzellen und Osteoblasten. YKL-40 wird vorwiegend wahrend
entzindlicher Aktivitat und/oder im Rahmen von Gewebeumbauvorgédngen sezerniert
(Johansen 2006).

Ziel dieser Arbeit war es aufgrund dieser Beobachtungen die Eignung von YKL-40 als
Serum-Biomarker flr verschiedenste Krankheitsbilder zu untersuchen. Es wurden vier grof3e
Gruppen untersucht: hepatische Erkrankungen, pulmonale Erkrankungen, inflammatorische
Erkrankungen sowie maligne Erkrankungen.

Es sollte versucht werden, folgende Fragen zu beantworten:

1. Ist YKL-40 in der Lage, pathologische Prozesse in den Organen Leber oder Lunge
anzuzeigen?

2. Stellt YKL-40 einen allgemeinen Tumormarker dar?

3. Stellt YKL-40 einen Entzindungsmarker dar?

4. Wie verhalt sich YKL-40 im Vergleich zu bereits etablierten Labormarkern wie CRP und
PCT?

Diese Fragen wurden mittels der in Kapitel 3 vorgestellten Methoden untersucht und
erzielten die in Kapitel 4 dargestellten Ergebnisse. Die Diskussion versucht nun die
Ergebnisse im Hinblick auf oben genannte Fragen zu interpretieren und in den aktuellen

Stand der Forschung einzuordnen.

5.2. YKL-40 als Biomarker

5.2.1. Referenzwerte bei gesunden Personen

Um die Werte bei kranken Patienten einordnen zu konnen, wurde zunachst versucht
Referenzwerte der Serumkonzentration von YKL-40 fur gesunde Personen zu bestimmen.
Eine danische Arbeitsgruppe um Bojesen et al. hat 2011 eine Studie mit 3130 freiwilligen
gesunden Blutspendern durchgefihrt. Als Ergebnis dieser Studie wurde eine mediane
YKL-40-Serumkonzentration von 40 ng/mL (2,5-97,5% Referenzbereich: 14 - 155 ng/mL)

angegeben (Bojesen et al. 2011). Eine weitere Arbeitsgruppe um Kim et al. erzielte in einer
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Studie mit 73 Probanden einen Referenzbereich der YKL-40-Serumonzentration von
14 - 58 ng/mL bei einem Median von 28 ng/mL (Kim et al. 2012).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 100 freiwillige Blutspender des Bayerischen Roten Kreuzes
untersucht. Dabei wurde ein Referenzbereich der YKL-40-Serumkonzentration von
11,8-71,3 ng/mL (2,5 - 97,5%) bei einem Median von 24,8 ng/mL gefunden. Diese Werte
stimmen gut mit den Werten der Studie von Kim et al. tberein. Die Studie von Bojesen et al.
erzielte dagegen fir den Median und die obere Referenzwertgrenze etwas hdhere Werte.
Ursachlich hierfir kdnnte beispielsweise sein, dass die Arbeitsgruppe um Bojesen et al. ein
anderes ELISA-System zur Messung der YKL-40-Serumkonzentrationen nutzte.

Zudem bleibt zu bertcksichtigen, dass YKL-40 mit dem Alter ansteigen kdnnte. Die Studie
von Bojesen et al. zeigte einen exponentiellen Anstieg mit zunehmendem Alter (Bojesen et
al. 2011). Dem gegentber steht jedoch eine Studie von Harvey et al., die keinen Anstieg in
héherem Alter feststellen konnten (Harvey et al. 1998).

Dartber hinaus gibt es genetische Varianten des CHI3L1-Gens, welche mit erhdhter oder
verminderter basaler YKL-40-Sekretion einhergehen. Diese Varianten koénnten einen
moglichen Grund fir die hohe Spannweite des Referenzbereichs von YKL-40 im Serum
darstellen (Ober et al. 2008).

Gegebenenfalls missen also das Alter sowie mdgliche genetische Varianten bei der
Interpretation von YKL-40-Konzentrationen im Serum berucksichtigt werden. Hierflir wéaren

jedoch weitere Studien zur Bestatigung des Einflusses dieser Faktoren notwendig.

5.2.2. Der mdogliche Nutzen von YKL-40 in der Diagnostik

Wie bereits mehrfach erwéhnt, gibt es Hinweise darauf, dass YKL-40 in der Klinischen
Diagnostik von Nutzen sein konnte. In dieser Arbeit wurde die Eignung von YKL-40 als
Biomarker fir verschiedene Krankheitsgruppen untersucht. Die Ergebnisse wurden bereits in

Kapitel 4 dargestellt und werden nachfolgend diskutiert und bewertet.

5.2.2.1. Lebererkrankungen

YKL-40 wird in normalen Leberzellen nicht exprimiert (Hu et al. 1996; Johansen et al. 1997).
Eine Arbeitsgruppe um Hakala et al. konnte 1993 zwar mRNA-Expression in menschlichen
Leberzellen nachweisen (Hakala et al. 1993), das untersuchte Gewebe kénnte jedoch aus
fibrotisch verandertem Lebergewebe stammen (Johansen 2006). Dass YKL-40 in
Leberarealen mit nachweisbarer Fibrose exprimiert wird, konnte bereits gezeigt werden

(Johansen et al. 1997; Johansen et al. 2000). Aulerdem wurde die YKL-40-Expression fir
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Leberzellen gezeigt, die mit dem Hepatitis-C-Virus infiziert waren (Shackel et al. 2003). Bei
derartigen Patienten fand sich die YKL-40-Expression vorwiegend in Arealen mit
vorhandenen Mottenfra3nekrosen (Johansen et al. 2000).

Aus diesen Hinweisen ergab sich die Vermutung, YKL-40 kdnnte ein genereller Marker fir
pathologisch verdndertes Lebergewebe sein, zumal es von gesundem Lebergewebe - wie
gerade angesprochen - nicht gebildet wird. Diese Vermutung sollte in dieser Arbeit
untersucht werden.

Kapitel 4.2.3 zeigte die eingeschlossenen Diagnosen und die Ergebnisse fur die
Untersuchung der Lebererkrankungen. Auffallig war ein im Vergleich zu Patienten mit
anderweitigen Erkrankungen ohne hepatische Beteiligung annéhernd verdoppelter Wert der
medianen YKL-40-Konzentration. Die Spannweite der Werte war jedoch annahernd gleich
und es gab fir beide Gruppen Werte im Referenzbereich. Die maximalen Werte lagen fir
beide Gruppen dber 10.000 ng/mL, was vermutlich durch akute Begleiterkrankungen zu
erklaren ist. Nicht alle Patienten mit pathologischen Prozessen in der Leber hatten eine
isolierte Lebererkrankung.

Eine ROC-Kurven-Analyse ergab eine AUC von 0,658 fir YKL-40 bzw. von 0,672 fur CRP.
Beide Proteine scheinen also nahezu identische Aussagen zu liefern, wobei der Unterschied
zur Bezugsgeraden (AUC=0,5) sehr gering ausfallt. Dementsprechend scheint YKL-40
ebenso wie das CRP nicht geeignet, Hepatopathien in einem Kollektiv kranker
Klinikpatienten anzuzeigen. Es bleibt anzumerken, dass in dieser Arbeit die allgemeine
Eignung von YKL-40 pathologische Prozesse in verschiedenen Organsystemen anzuzeigen,
untersucht wurde, unabhangig von genauen Entitaten. Weitere Studien mit entsprechenden
Patientenkollektiven kénnten eventuell Aufschluss lber eine dennoch vorhandene Wertigkeit
fur spezifische hepatische Krankheitsbilder geben. Beispielsweise ist YKL-40 - wie oben
erwahnt - in fibrotischen Leberarealen nachzuweisen (Johansen et al. 1997; Johansen et al.
2000). Gegebenenfalls ware daher eine Untersuchung interessant, ob die Hohe des YKL-40
im Serum den Fortschritt bzw. den Grad einer Leberfibrose widerspiegeln kénnte. Auch auf

die mdgliche Bedeutung fur die Hepatitis C wurde anfangs bereits hingewiesen.

5.2.2.2. Maligne Erkrankungen

YKL-40 steht in Zusammenhang mit der Proliferation, der Differenzierung, dem Uberleben
und der Invasivitdt von malignen Zellen. Diese Wirkungen werden durch eine Reihe
verschiedener Interaktionen von YKL-40 mit dem peritumoralen Stroma und verschiedenen
Zellen, die ebenfalls an diesen Vorgangen beteiligt sind, erzielt (Dvorak 1986; Basset et al.
1990; Grégoire & Lieubeau 1995; Rgnnov-Jessen et al. 1996; Bissell & Radisky 2001; Kenny
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& Bissell 2003; Johansen 2006). Aus diesen Beobachtungen konnte die Vermutung
abgeleitet werden, dass YKL-40 einen Tumormarker darstellen kénnte (Johansen 2006).
Tatsachlich wurde schon bei vielen unterschiedlichen Tumorentitdten ein erhéhtes YKL-40
im Serum gefunden und es ist dabei oftmals mit einer schlechten Prognose assoziiert.
Beispiele dafiir wurden bereits in der Einleitung (Kapitel 1.3.2) erwahnt.

Im Gegensatz zu diesen Studien, die YKL-40 im Hinblick auf spezifische Tumorentitaten
getestet haben, sollte in der vorliegenden Arbeit die Eignung als allgemeiner Tumormarker
untersucht werden. Es sollte Uberprift werden, ob ein hohes YKL-40 im Serum generell in
der Lage ware ein Tumorgeschehen anzuzeigen. Daflr wurde Serum von Patienten mit
unterschiedlichsten Tumorentititen gesammelt und getestet. Die eingeschlossenen
Diagnosen und die Ergebnisse wurden bereits in Kapitel 4.2.4 dargestellt. Auffallig war ein
erhohter Median bei Patienten mit einer malignen Erkrankung (241 ng/mL gegenuber
185 ng/mL bei Patienten ohne maligne Erkrankung). Jedoch war die Standardabweichung in
beiden Gruppen sehr hoch (2416 ng/mL bei Patienten mit und 749 ng/mL bei Patienten ohne
maligne Erkrankung) und es gab stets Werte im Referenzbereich. Ein deutlicher Unterschied
in der Serumkonzentration konnte also nicht festgestellt werden. Die hohen Maximalwerte
von bis zu 14.254 ng/mL kénnen vermutlich durch akute Begleiterkrankungen erklart werden.
Die Patienten waren nicht alle primar wegen ihrer malignen Grunderkrankung in Behandlung,
sondern oftmals wegen akuter Komplikationen wie bakteriellen Infektionen. Eine genauere
Differenzierung der aktuellen Behandlungsursache wéare fur zukinftige Studien
erstrebenswert. Eine ebenfalls durchgefihrte ROC-Kurven-Analyse ergab eine AUC von
0,583 fur YKL-40 respektive 0,675 fur CRP. Der Unterschied zur Bezugsgeraden mit einer
AUC von 0,5 fallt fur YKL-40 marginal aus. Der Wert fur CRP hebt sich von dieser ab, das
Protein scheint jedoch mit einer AUC von <0,7 ebenfalls nur bedingt zur Detektion maligner
Erkrankungen geeignet zu sein. Eine Eignung von YKL-40 und CRP als allgemeiner
Tumormarker kann somit weitgehend ausgeschlossen werden, wobei die fehlende
Signifikanz der ROC-Analyse fir YKL-40 berlcksichtigt werden muss.

YKL-40 wird wie eingangs erlautert von vielen Tumorentitdten vermehrt gebildet, dennoch
scheint es nicht als diagnostisch bedeutsamer Tumormarker geeignet zu sein. Ein moglicher
Grund dafur kénnte die Tatsache sein, dass YKL-40 auch bei vielen anderen, nicht-malignen
Erkrankungen erhéht im Serum messbar ist, beispielweise bei entzindlichen Prozessen
(Johansen 2006; Libreros & Iragavarapu-Charyulu 2015). Entzindliche Vorgange wurden
2011 von Hanahan und Weinberg als elementares Kennzeichen von malignen Tumoren
beschrieben (Hanahan & Weinberg 2011). Man kann deshalb vermuten, dass der Ursprung
der vermehrten YKL-40-Bildung maligner Tumoren nicht in den Tumoren selbst zu suchen
ist, sondern in der begleitenden inflammatorischen Reaktion (Libreros & Iragavarapu-

Charyulu 2015). Diese Vermutung wird durch eine aktuelle Studie von Kjaergaard et al. 2015
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unterstitzt. Diese Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass ein erhohtes YKL-40 im Serum mit
einem erhdhten Risiko, an verschiedenen Tumorentitdten zu erkranken, assoziiert ist.
Genetisch bedingte erhthte YKL-40-Expression ist im Gegensatz dazu nicht mit dem
vermehrten Auftreten dieser malignen Tumoren verknipft. Als Ergebnis wurde die Theorie
postuliert, dass YKL-40 nicht fir die Krebsentwicklung verantwortlich sein kann, sondern als
inflammatorischer Biomarker aufgrund der begleitenden entzindlichen Reaktion bei
Tumoren vermehrt gebildet wird. Somit kénnte YKL-40 fur die Erfolgskontrolle von
Tumortherapien von Nutzen sein, da sich ein Ansprechen der Therapie in einer verringerten
entziindlichen Reaktion und einer damit einhergehenden abfallenden YKL-40-Konzentration
zeigen konnte. Da entzindliche Vorgange jedoch selbst ein Risikofaktor fir bestimmte
Tumoren sind, koénnte YKL-40 in diesen Fallen auch das erhdhte Risiko anzeigen
(Kjaergaard et al. 2015). In jedem Fall missen bei der Interpretation der YKL-40-Werte von
Tumorpatienten vorhandene Komorbiditaten bertcksichtigt werden (Johansen et al. 2009).
Eine Ausnahme zu der Feststellung, YKL-40 koénne nicht verantwortlich fur die
Krebsentwicklung sein, wurde allerdings bereits von Kawada et al. gezeigt: Bei kolorektalen
Karzinomen scheint YKL-40 selbst die Proliferation der Krebszellen anzuregen und die
Angiogenese zu stimulieren (Kawada et al. 2012).

Auch wenn YKL-40 kein allgemeiner Tumormarker ist, gibt es Hinweise, dass es in
Kombination mit anderen Markern von Nutzen fur die Tumordiagnostik sein kénnte. Eine
Arbeitsgruppe um Johansen et al. fuhrte 2015 eine Studie an 4496 Patienten mit
kolorektalen Karzinomen durch. YKL-40 hatte in dieser Studie eine gréRere Aussagekraft
hinsichtlich der Vorhersage von kolorektalen Karzinomen, wenn man es zusammen mit dem
bereits etablierten Marker CEA betrachtete (Johansen et al. 2015). Es kdnnte daher
interessant sein, YKL-40 in Kombination mit bereits etablierten Tumormarken zu
untersuchen, da es unterstiitzend die Sensitivitat flr die jeweilige Entitat erhéhen kdnnte.
Beurteilt man die Ergebnisse dieser Arbeit und die verschiedenen Beispiele aus der Literatur,
so lasst sich zusammenfassend feststellen, dass YKL-40 fir viele verschiedene
Tumorentitdten als Biomarker interessant sein konnte. Eine Eignung als allgemeiner
Tumormarker kann weitgehend ausgeschlossen werden. Dies liegt vor allem daran, dass
YKL-40 zu allererst ein Biomarker fur Inflammation zu sein scheint. Aus diesem Grund ist es
auf jeden Fall erforderlich, Komorbiditdten von Patienten mit malignen Tumoren bei der
Interpretation von YKL-40 zu berlcksichtigen. Zukinftige Studien kénnen eventuell die Rolle
von YKL-40 im Rahmen von malignen Geschehen besser aufdecken und somit noch weitere
Hinweise liefern, inwiefern das Protein fur die Diagnostik dieser Erkrankungen von Nutzen

sein konnte.
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5.2.2.3. Orthopadie/Unfallchirurgie

YKL-40 wird wahrend der Knochenbildung von primaren Osteozyten und Osteoblasten
gebildet. Reife Osteozyten sowie Osteoklasten zeigen im Gegensatz dazu keine Sekretion
von YKL-40. Das Protein wird also vermutlich nur wéhrend der Neubildung von
Knochengewebe sezerniert (Connor et al. 2000; Johansen 2006). Daraus lasst sich die
Vermutung ableiten, YKL-40 konnte auch im Rahmen orthopadischer bzw.
unfallchirurgischer Knochenaffektionen erhéht sezerniert werden. Diese Vermutung wurde in
dieser Arbeit zwar primar nicht untersucht, doch fanden sich Hinweise, die diese Theorie
stitzen konnten. In Kapitel 4.2.2 wurden die Ergebnisse der Korrelation von CRP mit YKL-40
fur die Patienten der explorativen Studie vorgestellt, wobei drei Gruppen unterschieden
wurden. In Gruppe 3 wurden 21 Patienten mit normalem CRP und erhéhtem YKL-40
eingeteilt. Davon waren acht Patienten (ca. 38%) wegen einer orthopadischen Erkrankung
stationdr aufgenommen worden. Diese acht Patienten wiesen mit einer medianen YKL-40-
Serumkonzentration von 300,85 ng/mL deutlich erhdhte Werte auf. Das Maximum lag bei
1464,06 ng/mL und damit ca. 58-fach Uber dem in der explorativen Studie gemessenen
Referenzwert von etwa 25 ng/mL. Dieser Patient war wegen einer Jochbeinfraktur in
Kombination mit einer Orbitabodenfraktur in Behandlung. Gerade bei Frakturen kommt es zu
deutlich verstarkter Knochenneubildung und konsequenterweise war das YKL-40 bei diesem
Patienten auch deutlich erhoht.

Diese Beobachtungen stiitzen die oben formulierte These. In der Literatur gibt es ebenfalls
Hinweise darauf, dass YKL-40 das Monitoring ossarer Erkrankungen erganzend zu bereits
etablierten bildgebenden Methoden unterstiitzen kénnte. Ein Beispiel ist schon die Tatsache,
dass YKL-40 zuerst in Osteosarkomzellen, einer malignen Neoplasie des Knochens, isoliert
wurde (Johansen et al. 1992; Johansen 2006). Dariiber hinaus gibt es eine aktuelle Studie
von Mylin et al., in welcher YKL-40 als prognostischer Faktor fur skelettale Komplikationen
bei Patienten mit Multiplem Myelom untersucht wurde. Mylin et al. konnten an 230 Patienten
mit dieser Erkrankung eine Erhéhung der YKL-40-Serumkonzentration (Median 113 ng/mL)
zeigen. Aulerdem war ein hohes YKL-40 im Serum mit einer High-Risk-Erkrankung
entsprechend dem Internationalen Staging System (ISS) assoziiert (Mylin et al. 2015). Tsuiji
et al. konnten zeigen, dass im Liquor cerebrospinalis hohe Werte an YKL-40 bei Patienten
mit nicht-infektidsen Spinalerkrankungen, wie einer lumbalen Bandscheiben-Protrusion oder
einer lumbalen Spinalkanalstenose, messbar sind. Diese Werte sind dabei sogar hdher als
YKL-40-Konzentrationen im Liquor wahrend einer Meningitis (Jstergaard et al. 2002; Tsuji et
al. 2002).

In Zusammenschau dieser Beispiele und der Beobachtungen in der vorliegenden Arbeit

scheint es wahrscheinlich, dass YKL-40 bei Krankheiten, die mit Knochenneubildung

66



Diskussion

und/oder -zerstbrung einhergehen, vermehrt gebildet und ins Serum sezerniert wird. Fur
zukunftige Studien gilt es diese Tatsache mit einzuplanen, da Begleiterkrankungen im
Skelettsystem die Aussagekraft hinsichtlich der untersuchten Erkrankungen, wie
Pneumonien, schmalern konnten. Ein erhdhtes YKL-40 konnte auch von den
Knochenlasionen herrihren. In der prospektiven Folgestudie der vorliegenden Arbeit wurden
orthopadische Vorerkrankungen aufgrund der geschilderten Beobachtungen der explorativen

Studie ausgeschlossen, um ebensolche Verfalschungen bestmdéglich zu verhindern.

5.2.2.4. Inflammation

YKL-40 wird von Zellen des Immunsystems gebildet und nach Aktivierung der Zellen im
Rahmen inflammatorischer Prozesse freigesetzt. Verschiedenste Subtypen von
Makrophagen exprimieren YKL-40 beispielsweise direkt am Ort des
Entziindungsgeschehens (Johansen 2006). Neutrophile Granulozyten speichern YKL-40 in
ihren Granula und setzen es bei entsprechenden Stimuli frei (Volck et al. 1998; Boussac &
Protgines 2000).

Die Serumkonzentration von YKL-40 steigt auf einen Entziindungsreiz hin um mehr als 25%
an. Dies kann auch bei Akute-Phase-Proteinen beobachtet werden, die schon langer als
Inflammationsmarker bekannt sind und genutzt werden (J S Johansen et al. 2005).

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde schon langer vermutet, YKL-40 kdnne einen neuen
humoralen Inflammationsmarker darstellen, der bereits etablierte Marker wie CRP und PCT
sinnvoll ergénzen kénnte (Johansen 2006). Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Theorie
nun untersucht. Die eingeschlossenen Diagnhosen und die Ergebnisse wurden bereits in
Kapitel 4.2.5 dargestellt. 84 Patienten mit akuten Entziindungsformen wiesen eine mediane
YKL-40-Serumkonzentration von 429 ng/mL bei einer Standardabweichung von 2160 ng/mL
auf. YKL-40 liegt also bei Entziindungen - wie zu erwarten war - in deutlich erhghter
Serumkonzentration vor (ca. 17x hoher als der Referenzwert von ca. 25 ng/mL). Das
Maximum war mit 14.254 ng/mL extrem erhoht, jedoch gab es auch bei ca. 10% der
Patienten Werte im Referenzbereich. Daher und auch aufgrund der hohen
Standardabweichung empfiehlt es sich, bei der Interpretation der Serumkonzentrationen von
YKL-40 stets andere Parameter, wie den Kklinischen Zustand des Patienten oder
anderweitige Entzindungsmarker, mit zu berticksichtigen.

Interessant ist der Vergleich mit den anderen Patienten der explorativen Studie. Dabeli
handelte es sich ebenfalls um kranke Patienten, die aber nicht an akut inflammatorischen
Erkrankungen litten. Diese Patienten hatten eine mediane YKL-40-Serumkonzentration von

149 ng/mL mit einer Standardabweichung von 523 ng/mL. Folglich waren die Werte auch bei
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diesen Patienten erhoht, jedoch nur etwa sechsfach gegeniiber der oberen
Referenzwertgrenze. Zu bericksichtigen ist auch hier die hohe Standardabweichung,
weshalb YKL-40 stets im Zusammenspiel mit anderen Parametern betrachtet werden sollte.
Es lasst sich dennoch vermuten, dass YKL-40 seine hochsten Konzentrationen tatsachlich
im Rahmen inflammatorischer Prozesse erreicht. Andere Erkrankungen fiihren zwar
ebenfalls zu verstarkter Expression des Proteins, jedoch in geringerem Ausmali.

Um die diagnostische Wertigkeit noch genauer zu uUberprifen wurde wiederum eine
ROC-Kurven-Analyse durchgefiihrt. Diese ergab eine AUC von 0,725 fir YKL-40 und eine
AUC von 0,812 fur CRP bei statistischer Signifikanz (p<0,001). Diese Ergebnisse zeigen,
dass beide Proteine als allgemeine Inflammationsmarker geeignet sind. Bei entsprechend
gewdahltem Schwellenwert ist eine gute Sensitivitat zu erreichen. Das CRP ist als
Entzindungsmarker bereits Teil der taglichen klinischen Routine. YKL-40 scheint eine etwas
schlechtere  Wertigkeit zu besitzen, aber dennoch gut geeignet, allgemeine
Inflammationsvorgange anzuzeigen. Diese Ergebnisse passen gut zu den Vermutungen, die
sich aus den anfangs genannten Beispielen der Literatur aufstellen lieBen. Interessant wére
nun eine genauere Beurteilung der Atiologie akuter Entziindungsgeschehen. So konnte eine
Arbeitsgruppe um Nordenbaek et al. bereits zeigen, dass YKL-40 bei durch Streptococcus
pneumoniae-ausgeldsten Pneumonien erhoht ist, wahrend es bei atypischen Pneumonien
nur leicht bzw. im Fall von Haemophilus influenzae nicht erhht war (Nordenbaek et al.
1999). In diesem Fall war also die Atiologie der Pneumonie entscheidend fiir die Héhe der
YKL-40-Serumkonzentration. Auch der Schweregrad der Entzindung kann eine Rolle
spielen: Die selbe Studie zeigte niedrigere YKL-40-Konzentrationen bei Patienten mit
lediglich positiver Sputumkultur fiir Streptococcus pneumoniae im Vergleich zu Patienten mit
Streptococcus pneumoniae-Bakteriamie (Nordenbaek et al. 1999). YKL-40 konnte also
eventuell fur bestimmte Entzindungsformen - wie im Beispiel von Nordenbaek et al. bei
bakteriell ausgeldsten Infektionen - noch bessere Aussagen liefern. DarUber hinaus wéare es
interessant, ob hohere YKL-40-Konzentrationen mit einer schlechteren Prognose korreliert
sein konnten. Hinweise daflr liefert eine Studie von Kronborg et al., die zeigen konnte, dass
YKL-40 bei Patienten mit Streptococcus pneumoniae-Bakteriamie mit dem Schweregrad und
dem Uberleben korreliert war. Patienten mit Komplikationen, wie dem Bedarf einer
Hamodialyse oder Beatmungspflichtigkeit, hatten signifikant héhere Werte als Patienten
ohne diese Komplikationen. Zudem war YKL-40 bei Patienten, welche die Infektion nicht
Uberlebten, deutlich erhdht (Kronborg et al. 2002). Untersuchungen von Wittenhagen et al.
konnten zudem zeigen, dass das CRP bei Patienten mit dieser Streptococcus pneumoniae-
Bakteriamie nicht mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert war (Wittenhagen et al.
2004).
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Zusammenfassend zeigt sich, dass YKL-40 ein humoraler Inflammationsmarker ist, der
jedoch in seiner Aussagekraft etwas hinter dem CRP zuriick steht. Fur bestimmte
Entzindungsformen konnte YKL-40 die Aussagen des CRP unterstiitzen. Zudem scheint
YKL-40 bei einigen Erkrankungen mit der Prognose korreliert zu sein, wéhrend dies fur das
CRP in diesen Fallen nicht zutrifft. Studien, die nur bestimmte Subgruppen von

Entzindungsformen einschlieRen, kénnten dariber genauere Aussagen ermdglichen.

5.2.2.5. Lungenerkrankungen

Gerade in Bezug auf die Lunge existieren viele Studien, die einen Zusammenhang von
YKL-40 mit verschiedensten Erkrankungen dieses Organs zeigen konnten. Diese wurden
bereits in Kapitel 1.3.4 vorgestellt. Aufgrund dieser Untersuchungen sollte im Rahmen dieser
Arbeit evaluiert werden, ob YKL-40 einen Biomarker fur Erkrankungen der Lunge im
Allgemeinen darstellen konnte. Wie schon fiir die anderen Erkrankungsgruppen wurden auch
hierfir Seren von Patienten mit verschiedensten Lungenerkrankungen gesammelt und
ausgewertet.

Die eingeschlossenen Diagnosen und die dazugehérigen Messergebnisse wurden in
Kapitel 4.2.6 dargestellt. 41 gemessene Seren von Patienten mit Lungenerkrankungen
ergaben eine mediane YKL-40-Serumkonzentration von 771 ng/mL bei einer Standard-
abweichung von 2868 ng/mL. 135 Seren von Patienten ohne Lungenerkrankung dienten als
Vergleichsgruppe. Hierflir ergab sich eine mediane YKL-40 Konzentration von 164 ng/mL bei
einer Standardabweichung von 610 ng/mL. In beiden Gruppen gab es Werte im
Referenzbereich, das Maximum lag bei 14.254 ng/mL (Lungenerkrankung) bzw. 5471 ng/mL
(keine Lungenerkrankung), was Ausdruck einer enormen Spannweite der moglichen
Serumkonzentrationen ist. Der Median war in beiden Gruppen gegentber dem Referenzwert
erhoht, die Gruppe der Patienten mit Lungenerkrankung zeigte dabei jedoch einen im
Vergleich ca. 4,7x hoheren Wert als die Vergleichsgruppe.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich der Schluss ziehen, dass YKL-40 bei pulmonalen
Krankheitsprozessen tatséchlich hohere Werte im Serum aufweist als bei anderen
Erkrankungen. Die Vergleichsgruppe bestand aus Patienten mit unterschiedlichsten anderen
Erkrankungen. Jedoch war YKL-40 auch hier zum Teil deutlich erhéht (Maximum
5471 ng/mL) und es gab - wie bereits beschrieben - auch in der Gruppe der
Lungenerkrankungen unauffallige Werte. Es gibt daher pulmonale Erkrankungen, bei denen
YKL-40 nicht vermehrt exprimiert wird. AuRerdem gilt es wiederum die hohe

Standardabweichung zu bertcksichtigen.
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Eine ROC-Kurven-Analyse im erkrankten Klinikkollektiv ergab eine AUC von 0,804 fir
YKL-40 sowie von 0,702 fur CRP. Diese Ergebnisse waren statistisch signifikant. Daraus
lasst sich schlieRen, dass YKL-40 dennoch gut geeignet ist, Erkrankungen der Lunge
anzuzeigen, und dem CRP darin Uberlegen ist.

YKL-40 wird vor allem im Rahmen entzindlicher Prozesse und bei remodellierenden
Vorgéngen gebildet (Johansen 2006). Auch in dieser Arbeit konnte YKL-40 als
Inflammationsmarker bestatigt werden, wie bereits in Abschnitt 5.2.2.4 dargestellt. Um dieser
Tatsache Rechnung zu tragen und weitere Hinweise zu erhalten, inwiefern YKL-40 als
Biomarker fur die Lunge geeignet sein konnte, wurden im né&chsten Schritt lediglich
entziindliche Lungenerkrankungen betrachtet. Die ROC-Analyse ergab hierbei nahezu
identische AUC-Werte (YKL-40: 0,810; CRP: 0,701; n (positiv)=28; n (negativ)=147). Da hun
alle nicht entzindlichen Lungenerkrankungen ausgeklammert wurden und die Werte sich
nicht verandert haben, kann man schlussfolgern, dass die Wertigkeit von YKL-40 in der Tat
fur entzindliche Lungenerkrankungen gelten dirfte. Andernfalls wére ein im Vergleich
niedrigerer AUC-Wert zu erwarten gewesen. Somit stellte sich die Frage, ob YKL-40
innerhalb aller entziindlichen Erkrankungen eine Organselektivitat fir die Lunge besitzen
konnte.

Dies ware vor allem dann interessant, wenn andere Inflammationsmarker wie CRP und PCT,
welche diese Selektivitat nicht besitzen, eine unklare Erh6hung zeigen, da man in diesem
Fall durch zusétzliche Bestimmung von YKL-40 einen Hinweis auf den Focus der
Entzindung erhalten kdnnte. Im folgenden Schritt wurde nun also ein veréandertes Kollektiv
betrachtet: Es wurden nur akut entziindliche Erkrankungen ausgewertet und die
entziindlichen Erkrankungen der Lunge mit einer Vielzahl anderer entzindlicher
Erkrankungen vergleichend ausgewertet. Die ROC-Analyse erbrachte bei dieser
Herangehensweise eine statistisch signifikante AUC von 0,779 fur YKL-40 sowie eine AUC
von 0,488 fur CRP (n (positiv)=31; n (negativ)=51). Die Ergebnisse fir PCT waren statistisch
nicht signifikant und werden daher an dieser Stelle nicht berlcksichtigt.

Diese Werte sind bemerkenswert, da das CRP sich nicht von der Bezugsgeraden (AUC 0,5)
unterscheidet und somit - wie zu erwarten gewesen war - keine Lungenselektivitat besitzt,
wahrend das YKL-40 tatséchlich eine gewisse pulmonale Selektivitdit im Rahmen
inflammatorischer Erkrankungen hat.

Dieses Ergebnis aus der explorativen Vorstudie sollte nachfolgend in einer gezielten Studie
validiert werden ("prospektive Folgestudie™). Die Ergebnisse dieser angeschlossenen Studie
wurden in Kapitel 4.3.1 dargestellt. Hierbei ergab sich in der ROC-Analyse eine statistisch
signifikante AUC von 0,730 fur YKL-40 und von 0,514 fir CRP. Diese Ergebnisse
entsprechen im Wesentlichen denjenigen der explorativen Erststudie. Somit konnte die in der

explorativen Studie erarbeitete Hypothese, dass YKL-40 im Gegensatz zu CRP in einem
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Kollektiv aus rein inflammatorischen Erkrankungen eine hohe Selektivitdt fir die Lunge
besitzt, in der prospektiven Studie anhand eines neuen Patientenkollektivs verifiziert werden.
Zu beachten ist jedoch, dass die Ergebnisse fiir CRP - im Gegensatz zu den signifikanten
Ergebnissen fir YKL-40 - statistisch nicht signifikant waren.

Dieses Ergebnis kénnte durchaus von klinischem Nutzen sein. Im klinischen Alltag begegnet
man des Ofteren Patienten, die hohe humorale Entzindungsparameter aufweisen, ohne
einen klinischen Hinweis auf den Focus zu zeigen. In diesen Fallen kdnnte eine zusatzliche
Messung von YKL-40 Hinweise auf eine mogliche Beteiligung der Lunge geben. Hierflr
waren jedoch zunachst noch weiterfiihrende klinische Studien notwendig, die entsprechende

Schwellenwerte fur die YKL-40-Konzentration bestimmen missten.

Die vorliegende Arbeit bestatigt damit die Eignung von YKL-40 zur Detektion entzindlicher
bronchopulmonaler Erkrankungen. Die Ergebnisse entsprechen dabei den Beobachtungen
anderer Arbeitsgruppen. So konnten Wang et al. 2013 an 61 Patienten mit einer AUC von
0,81 eine gute Wertigkeit von YKL-40 fir ambulant erworbene Pneumonien zeigen. YKL-40
war zudem ein Indikator fur den Schweregrad der Erkrankung (Wang et al. 2013). In einer
aktuelleren Studie an 64 Probanden konnten Cinarka et al. ebenfalls zeigen, dass YKL-40 in
der Diagnostik ambulant erworbener Pneumonien von Nutzen sein konnte (Cinarka et al.
2015). Messungen am Tag der Krankenhausaufnahme ergaben jedoch mit einer medianen
YKL-40-Konzentration im Serum in HOhe von 89,24 ng/mL niedrigere Werte als in der
prospektiven Studie dieser Arbeit (243,1 ng/mL). Der Median der gesunden Kontrollen bei
Cinarka et al. lag bei 47,44 ng/mL und damit héher als der im Rahmen dieser Arbeit
gemessene Median (24,8 ng/mL) (Cinarka et al. 2015). Eine mogliche Ursache fir die
Differenz der Werte konnte der Einfluss des verwendeten ELISA-Systems sein, da bei
Cinarka et al. ein anderes System zum Einsatz kam als in dieser Arbeit. Vergleicht man die
medianen Konzentrationen der jeweils gemessenen Referenzwerte mit denen der
Pneumoniegruppe, so ergibt sich bei Cinarka et al. eine Erhéhung um den Faktor 1,9
wahrend in der vorliegenden Arbeit eine Erhéhung um den Faktor 9,8 beobachtet werden
konnte. Ein Grund daflr kdnnte sein, dass Cinarka et al. lediglich ambulant erworbene
Pneumonien betrachteten, wahrend fir die vorliegende Arbeit nicht zwischen ambulant und
nosokomial erworbenen Pneumonien bzw. Bronchitiden unterschieden wurde. Daher wurde
im Rahmen dieser Arbeit ein htheres Keimspektrum mit eingeschlossen. Es wéare mdoglich,
dass einzelne Keime hohere YKL-40-Konzentrationen induzieren als andere. Genauso
konnte es Erreger geben, bei denen die YKL-40-Erhthung schwdacher ausfallt, als bei
anderen. Diese Vermutung passt zu den bereits erwahnten Beobachtungen von
Nordenbaek et al., die eine YKL-40-Erhohung fir Streptokokkus pneumoniae zeigen

konnten, wahrend das Protein bei Patienten mit atypischen Pneumonien nicht bzw. nur leicht

71



Diskussion

erhdht im Serum vorlag (Nordenbaek et al. 1999). Dartiber hinaus konnten James et al. eine
Erhdéhung bei Kindern mit bakteriell ausgeldster Pneumonie sowie Bronchiolitis durch
Respiratory-Syncytial-Virus (RSV) zeigen, wahrend akute Bronchiolitiden durch das
Rhinovirus (RV) keine erhthte YKL-40-Sekretion aufwiesen (James et al. 2014). Zukunftige
Studien sollten daher das Keimspektrum der untersuchten Patienten beriicksichtigen, da
dieses mit hoher Wahrscheinlichkeit Einfluss auf die zu erwartende H6he der YKL-40-
Konzentration haben dirfte. Somit kénnten eventuell noch genauere Hinweise gefunden
werden, welche Erkrankungen und &tiologischen Subgruppen durch ein erhéhtes YKL-40
erkannt werden kénnten.

Interessant ist darlber hinaus, dass YKL-40 bei pathologischen Prozessen der Lunge und
der Bronchien nicht nur im Serum in erhdhter Konzentration messbar ist, sondern auch in
begleitenden Pleuraergiissen. Die Hohe der gemessenen Konzentration von YKL-40 im
Pleuraerguss konnte dabei sogar hinweisgebend fiir die Atiologie des Ergusses sein (Kim et
al. 2012). Diese Untersuchungen stimmen mit den Beobachtungen von Adamidi et al.
Uberein (Adamidi et al. 2014). Wahrend in der vorliegenden Arbeit lediglich Serumproben
bertcksichtigt werden konnten, ware es zukiinftig interessant, alternative Probenmaterialien -
wie das Pleurapunktat im Rahmen pulmonaler Prozesse - mit einzubeziehen. Eine
Kombination aus Serumkonzentration und den Konzentrationen in anderen
Probenmaterialien kdnnte eine bessere Differentialdiagnostik durch YKL-40 erlauben.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass YKL-40 einen Biomarker fir
bronchopulmonale Prozesse darstellt. Eine Eignung fir verschiedenste bronchopulmale
Krankheitshilder konnte bereits festgestellt werden und wurde in der vorliegenden Arbeit
bestétigt. Dabei scheint die diagnostische Wertigkeit vor allem fir inflammatorische Prozesse
gegeben. In einem Kollektiv entziindlicher Erkrankungen konnte diese Arbeit sogar eine
relative Organselektivitdt nachweisen. Diese Eignung als Lungenbiomarker ist umso
wertvoller, da die Konzentration von YKL-40 durch Rauchen nicht beeinflusst wird (Johansen
et al. 2004; Létuveé et al. 2008). Zukunftige Studien kénnten spezifische Krankheitshilder und
alternative Probenmaterialien aufdecken, bei denen YKL-40 die Diagnhosefindung verbessern

und erleichtern kdnnte.

5.3. YKL-40 im Vergleich mit CRP und PCT

Um einordnen zu koénnen, in welchen Situationen ein neuer Marker die Diagnostik
verbessern und unterstitzen kann, ist es essentiell, Vergleiche mit bereits etablierten
klinisch-chemischen Kenngrof3en der untersuchten Krankheitsgruppen anzustellen. In dieser

Arbeit wurde YKL-40 stets im Vergleich mit CRP betrachtet. Im Rahmen der explorativen
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Studie konnte - wie in Kapitel 4.2.7 beschrieben - bei einigen wenigen Patienten auch das
PCT in den Vergleich einbezogen werden. Verlaufsbeobachtungen der drei
Inflammationsmarker sind Gegenstand des nachsten Abschnitts, in diesem Teil wird die
Eignung der drei Proteine als Biomarker fur die untersuchten Krankheitsgruppen
vergleichend diskutiert.

In Kapitel 4.2.2 wurde die Korrelation von YKL-40 und CRP fir die explorative Studie
ausgewertet. Es zeigte sich eine mittelstarke Korrelation der beiden Proteine im
untersuchten Kollektiv (Spearman-Koeffizient 0,607; p=0,01). Eine Korrelation der Marker
war auch zu erwarten gewesen, da beide Proteine humorale Inflammationsmarker darstellen.
In der Tat waren beide Proteine am haufigsten bei akut entzindlichen Erkrankungen
gemeinsam erhdht. Auch bei malignen und pulmonalen Erkrankungen waren beide Marker
zumeist gemeinsam erhdht.

Dass die Korrelation insgesamt jedoch nicht stéarker ausfiel, liel3 die Vermutung aufkommen,
es kénne Krankheiten geben bei denen jeweils eines der beiden Proteine hdher im Serum
vorliegt, wahrend das andere nicht bzw. nur leicht erhdht ist. Fir ein erhdhtes CRP bei
normalem YKL-40 konnte dabei kein Muster festgestellt werden. Fir den umgekehrten Fall
eines erhéhten YKL-40 bei normalen bis niedrigen CRP-Werten fanden sich jedoch gehauft
zwei Gruppen: orthopadische, sowie kardiovaskulare Krankheitsbilder. Diese Beobachtung
Uberraschte zunéchst. Bei genauerer Betrachtung und Recherche fanden sich jedoch
Hinweise, dass YKL-40 in der Tat bei ossédren Schaden vermehrt exprimiert wird. Diese
wurden bereits in Abschnitt 5.2.2.3 dargestellt und diskutiert. Fur die Einteilung der Gruppen
wurde fir das CRP rein empirisch ein niedriger Wert als <3 mg/dL definiert. Laut
Untersuchungen von Yoon et al. steigt das CRP bei Frakturen - gerade bei konservativer
Therapie - bei komplikationslosem Verlauf meist nicht Uber diesen Wert an, bei operativer
Therapie steigt es hoher, fallt aber rasch wieder unter 3 mg/dL ab (Yoon et al. 1993). Dies
konnte erklaren, weshalb orthopédische Erkrankungen gehauft in der Gruppe des erhdhten
YKL-40 bei normalen bis niedrigen CRP-Werten auftraten, zumal 50% der hier
bericksichtigten Patienten auch wegen einer Fraktur in Behandlung waren. Die anderen
Diagnosen einer Rippenprellung, einer Spondylolisthesis sowie einer Spinalkanalstenose
gehen - einen komplikationslosen Verlauf vorausgesetzt - nicht mit einer akuten
Inflammationsreaktion einher, weshalb auch hier niedrige CRP-Werte erwartet werden
konnten. Lediglich bei einem Patienten mit offener Bursa war eine Entzindungsreaktion
beteiligt. Insgesamt lasst sich aber vermuten, dass YKL-40 gerade fir diese Erkrankungen
als Biomarker fir das Monitoring des Heilungsverlaufs - ergdnzend zu bereits etablierten
Methoden, wie bildgebenden Verfahren - interessant und dem CRP berlegen sein kdnnte.

Dieser Aspekt wurde in dieser Arbeit nicht untersucht, die Hinweise, die aber zufallig
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gefunden wurden und in Zusammenschau mit der Literatur erhartet werden konnten, wéren

ein interessanter Aspekt fur zukunftige Studien.

Wie erwdhnt gab es zusatzlich ein gehauftes Auftreten von kardiovaskularen Erkrankungen,
insbesondere solche mit Schadigung der GefalBwéande. Diese Beobachtung steht ebenfalls in
Einklang mit Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen. So konnte eine Arbeitsgruppe um
Malinda et al. - wie in der Einleitung bereits ausgefiihrt - zeigen, dass YKL-40 an der
Angiogenese beteiligt ist, indem es die Migration und Organisation der Gefal3zellen stimuliert
(Malinda et al. 1999). Daher erscheint es wahrscheinlich, dass YKL-40 im Rahmen von
GefalRwandschadigungen vermehrt exprimiert wird, um seine Aufgaben bei der notwendigen
Neubildung dieser Strukturen erfullen zu kdnnen. Auf3erdem wird YKL-40 von glatten
Muskelzellen in der Adventitia der GefalRe gebildet. In diesem Zusammenhang konnte auch
eine erhdhte Bildung von YKL-40 bei der Entstehung atherosklerotischer Plagues - einem
Prozess der ebenfalls mit der Stérung der normalen GefalBwandarchitektur und -integritat
einhergeht - gezeigt werden (Johansen et al. 1999; Nishikawa & Millis 2003).

Die Beobachtung eines erhohten YKL-40 bei kardiovaskularen Erkrankungen lasst die
Vermutung aufkommen, YKL-40 konnte bei diesen Erkrankungen potentiell als Biomarker
genutzt werden. Tatsachlich gibt es bereits Untersuchungen fir eine Reihe von
Krankheitsbildern, die eben dies untersucht haben und einen Einsatz von YKL-40 - auch zur
Verlaufsbeobachtung - nahelegen. Beispiele dafiir sind folgende Krankheitsbilder: frihe
Formen der Atherosklerose (Boot et al. 1999), Verlauf und Entstehung vaskularer
Komplikationen bei arterieller Hypertonie (Ma et al. 2012), chronische Herzinsuffizienz
(Harutyunyan et al. 2012), Koronare Herzerkrankung (Harutyunyan et al. 2013) sowie
instabile atherosklerotische Plaques bzw. der Myokardinfarkt (Wang et al. 2008; Mygind &
Kastrup 2015). Diese Beispiele und die Beobachtungen in dieser Arbeit zeigen, dass YKL-40
durchaus wertvoll in der Diagnostik kardiovaskularer Erkrankungen und dabei anderen
Inflammationsmarkern Uberlegen sein koénnte. Zuklnftige Studien waren allerdings
notwendig, um diese Theorie zu bestatigen und einen klinischen Nutzen nachzuweisen.
Neben der allgemeinen Korrelation zwischen CRP und YKL-40 wurden in der vorliegenden
Arbeit auch ROC-Analysen fur beide KenngréRRen erstellt. In geringerem Umfang wurde auch
das PCT einbezogen. Der Vergleich zwischen CRP und YKL-40 wurde bereits in den
entsprechenden Abschnitten der Diskussion von YKL-40 als Markerprotein (Kapitel 5.2.2)
integriert. Im Folgenden sollen nun noch kurz die Ergebnisse des Vergleichs mit PCT mit
einbezogen werden. Zu beachten ist dabei die fehlende Signifikanz der meisten Ergebnisse
aufgrund der geringen Probenzahl.

In Bezug auf Lebererkrankungen sowie maligne Erkrankungen ergab sich kein

nennenswerter Unterschied zwischen den drei Markern. Keines der drei Proteine scheint als
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Biomarker fur hepatische Erkrankungen bzw. maligne Prozesse geeignet. Dies lasst sich aus
den AUC-Werten schlieRen, die fur alle drei Marker einen Wert nahe 0,5 ergaben. Die
bereits bekannte Eignung von PCT als Inflammationsmarker konnte in dieser Arbeit trotz der
geringen Probenanzahl jedoch statistisch signifikant bestatigt werden. Die Wertigkeit scheint
dabei in etwa identisch mit CRP und YKL-40 zu sein. Interessant ware fir zukinftige
Arbeiten eine genauere Unterscheidung der Atiologie eingeschlossener
Inflammationsprozesse. Es erscheint durchaus mdoglich, dass einzelne Marker fir einzelne
Subgruppen von Entziindungen den anderen Markern Uberlegen sein konnten. So stellt PCT
zum Beispiel vor allem einen Marker fur bakteriell verursachte Inflammationsvorgange und
septisches Geschehen dar (Assicot et al. 1993; Gendrel & Bohuon 1997; Gendrel et al.
1999).

Die fur diese Arbeit interessante Kategorie der Lungenerkrankungen ergab fur PCT eine
AUC von 0,551. PCT besitzt fur diese Gruppe also wie das CRP keinen Wert als Biomarker.
YKL-40 dagegen ist wie bereits besprochen durchaus in der Lage, pulmonale Prozesse
anzuzeigen. Dies gilt insbesondere in einem Kollektiv aus rein inflammatorischen
Erkrankungen. Auch in diesem Kollektiv scheint PCT mit einer AUC von 0,524 keine

Aussagekraft zu besitzen.

Zusammenfassend konnte die vorliegende Arbeit zeigen, dass YKL-40 ein humoraler
Inflammationsmarker ist, der in seiner Aussagekraft in etwa auf dem Niveau bereits
etablierter Entziindungsmarker wie CRP und PCT zu liegen scheint. Weitere Studien
konnten aufzeigen, inwiefern einzelne Marker den anderen bei &tiologischen Unterformen
entzuindlicher Erkrankungen tberlegen sein konnten.

Daruber hinaus kénnte YKL-40 fir einige andere Erkrankungsgruppen von héherem Wert als
CRP und PCT sein. Dies konnte beispielsweise fir orthopadische bzw. unfallchirurgische
sowie kardiovaskulare Erkrankungen gelten. Sicher scheint, dass YKL-40 in der Diagnostik

pulmonal-inflammatorischer Prozesse als Biomarker besser geeignet ist als CRP und PCT.

5.4. Hinweise der Verlaufsbeobachtung

In der explorativen Erststudie dieser Arbeit konnten von acht Patienten mehrfache
Serumproben gesammelt und ausgewertet werden. Dies ermoglichte es den Verlauf von
YKL-40, CRP und PCT zu beobachten. Die drei Proteine wurden bei diesen Patienten
vergleichend betrachtet und es wurde nach Hinweisen gesucht, ob es generelle oder bei
einzelnen Patienten Unterschiede im Verlauf der Serummarker geben kénnten, z.B.

schnelleren bzw. spateren Abfall, erneuter Anstieg etc.
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Wie schon in Kapitel 4.2.8 beschrieben konnte hierbei kein generelles Muster gefunden
werden. YKL-40, CRP und PCT zeigten Uberwiegend gleichférmige und gleich gerichtete
Bewegungen ihrer Serumkonzentration. Somit konnte fur Verlaufsbeobachtungen kein
genereller Vorteil eines der drei Marker gefunden werden, es scheint vielmehr als ware die
Wertigkeit zumeist identisch, sofern der jeweilige Marker bei der entsprechenden Erkrankung
primar erhdht war. Zu beachten ist nattrlich, dass die Patienten fur die Verlaufsmessungen
rein zufallig ausgewahlt wurden. Es gab keine Kriterien, nach denen ausgewahlt wurde und
in Folge dessen gab es, wenn uberhaupt, nur zufallige Uberschneidungen in den
Krankheitsbildern der Patienten. Dies stellt die grofdte Limitation dieser Untersuchung dar.
Genauere Studien mit definierten Krankheitsbildern und Ein- bzw. Ausschlusskriterien sind in
jedem Fall wiinschenswert. Ziel dieser Arbeit war es lediglich, durch diese zuféllige Auswahl
an Patienten Hinweise zu finden, bei welchen Krankheitsbildern diese Studien von Interesse
sein kdonnten. Wie im Ergebnisteil ausgefihrt, waren vier Patienten aus unterschiedlichsten
Grinden interessant. Diese wurden grafisch ausgewertet und dargestellt. Nachfolgend sollen
die Ergebnisse dieser vier Patienten interpretiert und eingeordnet werden. Die zugehdrigen
Grafiken sowie die Auflistung aller Diagnosen der einzelnen Patienten sind in Kapitel 4.2.8
zu finden. Im Folgenden werden nur fur die Diskussion relevante Fakten und Diagnosen

nochmals kurz rekapituliert.

Patient 1:

Es handelte sich um einen Patienten mit schwerer Sepsis, bei sekundarer akuter
myeloischer Leukdmie aufgrund eines myelodysplastischen Syndroms. Zudem bestanden
eine Pneumonie und Hepatitis, beide durch CMV ausgeldst. Im Verlauf der drei Labormarker
zeigte sich initial eine starke Erhdhung aller drei Marker, sowie im Therapieverlauf ein in
etwa gleich starker und gleich schneller Abfall der Proteine. Interessant ist die Auswertung
der letzten Serumprobe. Wahrend CRP und PCT weiter abfielen, stieg die
Serumkonzentration von YKL-40 erneut deutlich an. Dieser neuerliche Anstieg hatte
gegebenenfalls ein Hinweis daflr sein kdnnen, dass sich der Zustand des Patienten noch
weiter verschlechtert, wie es auch der Realitat entsprach, da der Patient kurz darauf
verstorben ist. CRP und PCT suggerierten durch den kontinuierlichen Abfall ihrer
Konzentration in diesem konkreten Fall dagegen eher eine Verbesserung des Zustandes des
Patienten. Ursache daflr kénnte ggf. ein praterminal vorhandenes Multiorganversagen
gewesen sein, dass die Bildung von CRP und PCT beeintrachtigte. Daher ware YKL-40 zur

Verlaufskontrolle dieses Patienten eventuell besser geeignet gewesen.
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Patient 2:

Patient 2 war nach Herzstillstand erfolgreich reanimiert worden. Als Grunderkrankung
bestanden unter anderem ein Diabetes mellitus Typ 2, sowie eine Atherosklerose. Alle
Marker waren initial stark erhdht und zeigten im Verlauf zumeist einen gleichgerichteten
Verlauf. Interessant war, dass YKL-40 an zwei Zeitpunkten wieder anstieg, wahrend CRP
und PCT nicht bzw. erst verspatet wieder erhéht im Serum messbar waren. Des Weiteren
war der Anstieg von YKL-40 relativ gesehen stets am starksten ausgepragt. Auch hier lasst
sich eine Uberlegenheit von YKL-40 zur Diagnostik eventueller Verschlechterungen des
Zustands des Patienten diskutieren. Eine Uberlegenheit von YKL-40 ware ggf. dadurch zu
erklaren, dass dieses Protein, wie weiter oben bereits diskutiert, im Gegensatz zu CRP und
PCT bei kardiovaskularen sowie orthopadischen Erkrankungen als Marker gut geeignet zu
sein scheint. Patient 2 hatte durch seinen Herzstillstand gewiss Schaden der Herzgefalie
und der Herzmuskulatur. Darliber hinaus wurden bei der Reanimation vermutlich die Rippen
des Patienten frakturiert - ein haufiger Befund bei Reanimationen. Es bestand also eine
Verletzung der Knochenstruktur. Dies kdnnte die hohen YKL-40-Serumkonzentrationen in
diesem Fall erklaren. Dass YKL-40 schneller und hdher ansteigt als die anderen Marker
konnte ebenfalls mit Prozessen in diesen Strukturen zusammenhangen. Fur genauere
Aussagen hinsichtlich des klinischen Nutzens dieser Vermutungen musste jedoch der
klinische Zustand des Patienten in die Auswertung einbezogen und mit dem Verlauf der

Marker korreliert werden. Dies war im Rahmen dieser Arbeit nicht méglich.

Patient 3:

Der Patient litt an einer Aspirationspneumonie. Passend zu den Ergebnissen dieser Arbeit
war die YKL-40-Konzentration im Serum inital auf 454,8 ng/mL erhéht. Das PCT war zu allen
Messpunkten mit 0,2 ng/mL nur schwach erhéht und zeigte keine Schwankungen im Verlauf.
Interessant ist in diesem Fall der Vergleich des Verlaufs von YKL-40 und CRP. Das CRP fiel
kontinuierlich ab, bis es nach etwa zwei Wochen nur noch sehr schwach erhéht war. Dieser
Abfall suggeriert eine laborchemische Verbesserung der Krankheitssituation. Das YKL-40
blieb bis etwa Tag 10 deutlich erhéht und nahe dem Ausgangswert. Erst danach sinken die
Konzentrationen ab. Diese Beobachtungen kénnten zweierlei zeigen: Zum einen kdnnte es
sein, dass das YKL-40 dem CRP hinterherhinkt und erst spater eine Verbesserung anzeigt.
Zum anderen konnte es umgekehrt sein. YKL-40 kénnte besser in der Lage gewesen sein
den Krankheitsverlauf zu beobachten. Dafiir spricht eine Untersuchung von Nordenbaek et
al., die zeigen konnte, dass YKL-40 bei Patienten mit Streptokokkus pneumoniae-
Pneumonie schneller abféllt als CRP (Nordenbaek et al. 1999). Berticksichtigt man diese
Beobachtung, spricht mehr fir die Theorie, dass YKL-40 im Falle von Patient 3 nicht

verspatet abfiel, sondern die Krankheitssituation des Patienten schlicht genauer anzeigte.
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Ein Einfluss der atiologischen Unterschiede der Pneumonien von Patient 3 bzw. den
Patienten von Nordenbaek et al. ware jedoch ebenfalls denkbar. Fir eine definitive Aussage
misste deshalb der klinische Zustand des Patienten mit einbezogen werden, was leider nicht
madglich war. Dennoch zeigt dieser Fall, dass es durchaus Situationen gibt, in denen CRP,
PCT und YKL-40 unterschiedlich reagieren. Zukinftige Studien kdnnten fiir solche
Patientenfélle genauer herausarbeiten, wann welcher Marker besser zur Verlaufskontrolle

geeignet sein konnte.

Patient 4:

Dieser Patient litt neben einer Aspirationspneumonie an einer galligen Peritonitis nach
Magenperforation bei Kardiakarzinom. Alle drei Biomarker waren initial deutlich erhéht. Die
relativ gesehen starkste Erhohung zeigte YKL-40 mit Serumkonzentrationen bis zu
5101 ng/mL. Die Konzentration aller drei Biomarker fallt zunéchst deutlich ab. Daraufhin
verzeichnet sich ein erneuter gleichgerichteter Anstieg von CRP und YKL-40 (fur PCT waren
keine Daten mehr vorhanden). Dieser Fall ist deshalb interessant, weil er in Kontrast zu
Patient 3 steht. Beide Patienten litten an einer Aspirationspneumonie. In Falle von Patient 3
unterschied sich aber der Verlauf der Marker, wahrend er bei diesem Patienten nahezu
identisch ist. Der Grund dafur kénnte in den vorhandenen Begleiterkrankungen zu suchen
sein. Patient 4 litt zusatzlich an einer hochentziindlichen Peritonitis, wahrend Patient 3 keine
entziindliche Begleiterkrankung hatte. Im Falle von Patient 4 kdnnten die Aussagen also
durch die zweite - noch starkere - Entziindung Uberlagert sein. Bei Patient 3 dagegen bilden
die Inflammationsmarker lediglich den Verlauf der Pneumonie ab, und hier kdnnte sich der
madgliche Vorteil von YKL-40 zeigen. Diese Tatsache kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass
YKL-40 bei isolierten Pneumonien dem CRP Uberlegen sein kdnnte, wahrend dies bei

zusatzlich vorhandenen Entziindungsherden so nicht gilt.

Es gibt in der Literatur Hinweise, dass YKL-40 in der Tat dem CRP in manchen Fallen
Uberlegen sein konnte. Johansen et al. fihrten 2005 eine bereits erwdhnte Studie an
gesunden, freiwilligen Probanden durch. Im Rahmen dieser Studie wurde den Probanden
Escherichia-coli-Endotoxin verabreicht und die Veranderungen der Serumkonzentration
diverser Marker untersucht. Die Studie zeigte, dass YKL-40 bereits nach zwei Stunden in
erhohter Konzentration messbar war, wahrend das CRP erst nach acht Stunden eine
Erhéhung zeigte (J S Johansen et al. 2005). Diese Beobachtung konnte in dieser Arbeit im
Allgemeinen nicht gemacht werden. Gerade der Abfall der Serumkonzentrationen war bei
den Patienten stets nahezu gleichmaRlig ausgepragt. Zu beachten ist jedoch, dass in dieser
Arbeit meist nicht im Intervall von Stunden, sondern vielmehr von Tagen Proben ausgewertet

wurden. Die Anderungen wiahrend dieser Zeit blieben unberiicksichtigt. Zudem kann es
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bekanntermal3en deutliche Unterschiede bei verschiedenen Krankheitshildern geben. Die
Studie von Nordenbaek et al. 1999 (Nordenbaek et al. 1999) wurde bereits erlautert und
stimmt mit den Befunden von Johansen et al. Uberein. In beiden Studien fiel YKL-40
schneller ab als CRP. Dem gegeniiber steht die Studie von Cinarka et al. an 40 Patienten mit
ambulant erworbener Pneumonie. YKL-40 war in dieser Studie zunéchst auf mediane
89,24 ng/mL erhoht und fiel innerhalb von sieben Tagen auf eine mediane Konzentration von
74,37 ng/mL ab. Dieser Abfall der Serumkonzentration zeigt laut den Autoren die Eignung
von YKL-40 als Biomarker in der Verlaufskontrolle ambulant erworbener Pneumonien auf.
Das ebenfalls gemessene CRP fiel von medianen 22,2 mg/dL im selben Zeitraum auf
5,78 mg/dL ab (Cinarka et al. 2015). Vergleicht man nun die Relation des Abfalls beider
Proteine wird offensichtlich, dass das CRP einen starkeren Abfall verzeichnete. In diesem
konkreten Fall ware das CRP wohl der geeignetere Marker zur Verlaufsbeobachtung
gewesen, wobei auch in dieser Arbeit von Cinarka et al. keine Berlcksichtigung der

klinischen Situation der Patienten erfolgte.

Insgesamt zeigt sich, dass es Félle gibt, in denen sich YKL-40, CRP und PCT &hnlich zu
verhalten scheinen. Es gibt aber auch Félle, bei denen deutliche Unterschiede im Verlauf der
Proteine erkennbar sind. Gerade fir solche Patienten wéren weiterfihrende Studien
winschenswert, die aufzeigen kénnten, wann konkret welcher Marker am besten geeignet ist
den Therapieerfolg zu kontrollieren, um ggf. rechtzeitig eine Anpassung des

Therapieregimes vollziehen zu kénnen.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde der neue Biomarker YKL-40 hinsichtlich seines
mdglichen diagnostischen Nutzens evaluiert. Der Name YKL-40 setzt sich aus den drei
N-terminalen Aminosauren Tyrosin (Y), Lysin (K) und Leucin (L) sowie seinem
Molekulargewicht von etwa 40 kDa zusammen. Das Protein wird von verschiedensten
Zelltypen gebildet und sezerniert, dazu zéhlen zum Beispiel Zellen des Immunsystems,
glatte Muskelzellen oder Zellen des Knochenmilieus. Seine Funktion ist bis heute nicht
restlos aufgeklart, seine Rolle im Rahmen inflammatorischer sowie remodellierender
Prozesse konnte jedoch mehrfach gezeigt werden.

Es gab bereits zahlreiche Studien, die YKL-40 hinsichtlich einer méglichen Eignung als
Biomarker fur unterschiedlichste Erkrankungen untersucht haben. Die vorliegende Arbeit
verfolgte darauf aufbauend das Ziel, YKL-40 als Inflammationsmarker zu charakterisieren
und hinsichtlich seines moglichen Nutzens fir Ubergruppen von Erkrankungen bzw.
Organsysteme zu evaluieren. Aufgrund der aktuellen Forschungslage sollte ein
Hauptaugenmerk auf bronchopulmonale Erkrankungen gelegt werden.

Zunachst wurde eine explorative Studie mit Serumproben von 178 Klinikpatienten und
100 gesunden Blutspendern durchgefuhrt. Im Rahmen dieser Vorstudie sollte ermittelt
werden, fur welche Organsysteme und in welchen Situationen YKL-40 von diagnostischem
Nutzen sein kénnte. Des Weiteren sollte YKL-40 im Vergleich zu CRP und PCT betrachtet
werden. Als Referenzbereich der YKL-40-Serumkonzentration wurde ein Bereich von
11,8 - 71,3 ng/mL (2,5 - 97,5%) bei einem Median von 24,8 ng/mL ermittelt.

Als Ergebnis der explorativen Datenanalyse der Proben des Klinikkollektivs ergab sich, dass
YKL-40 bei vielen unterschiedlichen Erkrankungen erhéht im Serum messbar ist.

Interessant war die Beobachtung, dass YKL-40 bei Erkrankungen des Skelettsystems sowie
bei Erkrankungen des kardiovaskularen Systems im Gegensatz zu CRP als Biomarker
geeignet sein kénnte. Dies zu untersuchen war nicht Ziel dieser Arbeit, es stellt jedoch einen
Ansatz flr zuklnftige Studien dar.

Verlaufsbeobachtungen, die im Rahmen der explorativen Vorstudie dieser Arbeit
vergleichend zu CRP und PCT durchgefuhrt wurden, konnten Situationen aufzeigen, in
denen YKL-40 anders reagiert als die bereits etablierten Marker. Somit konnte YKL-40 ggf.
auch in der Verlaufsbeobachtung einiger Krankheitsbhilder die Diagnostik verbessern und
erganzen.

In dieser Arbeit konnte ein maoglicher klinischer Nutzen von YKL-40 vor allem fir akute
Entzindungen sowie pulmonale Erkrankungen gezeigt werden. YKL-40 stellt einen
humoralen Inflammationsmarker dar, der in seiner Aussagekraft in etwa auf dem Niveau von

CRP und PCT liegt. Zusatzlich besitzt YKL-40 jedoch im Gegensatz zu diesen bereits in der
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klinischen Routine genutzten Biomarken eine gewisse Organselektivitdt flr entziindliche
Prozesse der Lunge. Es konnte gezeigt werden, dass YKL-40 im Gegensatz zu CRP in
einem Kollektiv aus unterschiedlichsten entzindlichen Erkrankungen in der Lage ist,
entziindliche Erkrankungen dieses Organs herauszufiltern. Dies ist flr Patienten mit unklar
erhdhten Entziindungswerten zur Fokussuche interessant. Diese wahrend der explorativen
Studie erarbeitete Hypothese wurde daraufhin in einer angeschlossenen, prospektiven
Studie anhand eines neuen Kollektivs verifiziert.

Serumproben von 28 Patienten mit Pneumonien ergaben dabei eine mediane YKL-40-
Konzentration im Serum von 243,1 ng/mL (Mittelwert 405,6 ng/mL; Minimum 57,4 ng/mL;
Maximum 1666,2 ng/mL).

Serumproben von 30 Patienten mit anderweitigen inflammatorischen Erkrankungen ergaben
eine mediane YKL-40-Konzentration im Serum von 96,6 ng/mL (Mittelwert 213,4 ng/mL;
Minimum 17,6 ng/mL; Maximum 1439,2 ng/mL).

Diese Ergebnisse waren statistisch signifikant (p=0,003).

Insgesamt zeigte sich also, dass YKL-40 fir die klinische Routine von Wert sein koénnte. Es
bedarf aber noch weiterer Studien und Untersuchungen, um das Protein naher zu
charakterisieren, seine Regulation und Aufgaben im menschlichen Organismus zu verstehen

und daraus seinen Nutzen fir die klinische Medizin ableiten zu konnen.
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