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Einleitung

1 Einleitung

Die cystische Fibrose (CF, Synonym: Mukoviszidose) ist die héaufigste angeborene
Stoffwechselerkrankung 1m europdischen Raum und der kaukasischen Bevolkerung
Nordamerikas [1, 2]. Genetische Mutationen eines zelluldren Chloridkanals fiihren zu
Storungen im Wasserhaushalt und fordern die Produktion von zdhem Schleim. Betroffen sind
dabei vor allem die Lunge und die Leber, aber auch die Haut und das Pankreas [3—5]. In den
Atemwegen stellt die Storung der mukozilidren Clearance eine Grundlage fiir vermehrte
Infektionen dar, bei denen es durch die entziindliche Komponente zu einer verstirkten
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten kommt. In mehreren Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass diese Immunzellen durch Ausschiittung von Matrix Metalloproteinasen
(MMPs), vor allem MMP-8 und MMP-9, mit am strukturellen Umbau der Atemwege und des
Lungenparenchyms beteiligt sind [6, 7].

Die MMPs gehoren zu einer Familie zinkabhingiger Endoproteasen, die ihre Bedeutung
besonders beim Um- und Abbau extrazelluldrer Strukturen finden. Bei chronischen
Erkrankungen, wie der chronic obstructive pulmonary disease (COPD) [8, 9], der Sarkoidose
[10], der Pneumonie [11] oder dem Asthma [12] kommt es zu dauerhaft erhohten
Konzentrationen an MMPs im Serum, in der bronchoalveoldren Lavage und im Sputum [13].
Auch bei der CF konnte im Serum [14] sowie im Sputum [6, 7, 15-17] eine gesteigerte
Enzymkonzentration im Vergleich zu nicht erkrankten Probanden beobachtet werden. Dieser
Unterschied fand sich einerseits bei klinisch stabilen CF-Patienten [7, 15] und verstérkte sich
andererseits unter Exazerbation deutlich [6, 14]. Die gleichzeitige Korrelation der MMPs mit
der pulmonalen Parenchymdestruktion [16] unterstreicht die Bedeutung dieser Proteasen im
Prozess des chronisch pulmonalen Remodeling. Das Wissen iiber die Funktion und
Zusammenhdnge der MMPs konnte neue diagnostische und therapeutische Wege in der

Behandlung der cystischen Fibrose eroffnen.

Um diesen Aspekten nachzugehen, werden in der vorliegenden Studie die serologischen
MMP-2 und MMP-9 Isoenzyme von 58 adulten Patienten mit CF untersucht und mit einer
gesunden Kontrollgruppe verglichen. Altere Studien beschreiben ausschlieBlich die
Gesamtkonzentration an MMP-2 und MMP-9. Aus anderen Arbeiten, vor allem zur
Untersuchung der Tumorgenese, sind jedoch eine Vielzahl von Isoenzymen bekannt, die
bisher weder bei der CF noch bei anderen chronischen Lungenerkrankungen untersucht

wurden.
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Ein Ziel dieser Arbeit ist zundchst die unterschiedlichen Isoenzyme zymographisch
darzustellen, da eine getrennte Bestimmung der Isoenzyme durch den klassischen ELISA
noch nicht moglich ist. Die Zymographie, bisher eine hauptsdchlich qualitative oder
semiquantitative Nachweismethode von Proteasen, soll dabei so angepasst werden, dass eine
Quantifizierung der Enzymkonzentration mdoglich ist. Der Nachweis der unterschiedlichen
Banden erfolgt mittels Gelatinasestandard, Molekulargewicht und Western Blot. Eine
Verifizierung der quantitativen Zymographie soll durch eine zusdtzliche ELISA Bestimmung
der MMP Gesamtkonzentration erfolgen. Im Weiteren sollen die gewonnen Ergebnisse der
MMP Isoenzyme untereinander und mit laborchemischen sowie klinischen Parametern in
Bezug gesetzt werden. Eine Besonderheit dieser longitudinal angelegten Studie stellt die
Bestimmung der MMP Konzentration bei neun CF-Patienten zu zwei Zeitpunkten dar: zum

Zeitpunkt einer akuten Exazerbation und nach erfolgter intravendser antibiotischer Therapie.

Mit der vorliegenden Arbeit sollen die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 im Blut von CF-
Patienten untersucht werden, um vor dem Hintergrund der pulmonalen Pathogenese deren
prognostische Bedeutung als Biomarker zu entschliisseln. Das Verstindnis tiiber die
Regulation und das Verhalten der Isoenzyme konnte deren Bedeutung als Biomarker
unterstreichen, die zur Exazerbationsdiagnostik und/oder zur Verlaufskontrolle nach
antibiotischer Therapie eingesetzt werden konnen. Dariiber hinaus konnten die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zur Etablierung neuer therapeutischer Optionen in der Modulation der

MMPs bei CF beitragen.
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1.1 Die cystische Fibrose

1.1.1 Epidemiologie

Die Privalenz der cystischen Fibrose (CF), im deutschsprachigen Raum auch unter
Mukoviszidose bekannt, variiert in Europa zwischen 1:2500-3300 Lebendgeburten in
Abhéngigkeit regionaler und ethnischer Bevolkerungsgruppen [1, 2, 18]. Wahrend 1938, im
Jahre der Erstbeschreibung, noch von der CF als eine reine Kinderkrankheit gesprochen
wurde, da die Patienten schon in sehr jungen Jahren verstarben, ist heutzutage das Erreichen
der Adoleszenz keine Seltenheit mehr [4]. Zukiinftig wird die durchschnittliche
Lebenserwartung von CF-Patienten dank der Weiterentwicklung therapeutischer Mafinahmen
auf 45 bis 50 Jahre geschitzt [19]. Dennoch bleibt die CF bisher eine unheilbare Erkrankung,
die gerade durch das stetig wachsende Lebensalter der Patienten die Medizin vor neue
Aufgaben stellt. Rezidivierende und progrediente Exazerbationen fordern die pulmonale

Destruktion und steigern das Risiko am akuten Lungenversagen zu sterben [20].

1.1.2 Pathogenese und mukoziliiire Clearance

Die Ursache fiir CF ist ein molekulargenetischer Defekt auf dem langen Arm des
Chromosoms 7 (Locus 7q31.2). Das betroffene Gen codiert das CFTR-Protein (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), ein aus 1480 Aminosduren bestehendes
Protein, das in der Zellmembran von vorwiegend epithelialen Zellen als Chloridkanal fungiert
[1, 18]. Durch den Defekt, des zur ABC (ATP-binding-cassette) Familie zdhlenden Proteins,
ist die transmembranidre Transportfunktion gestdrt und es kommt zu einem Ausfall des
Chloridionenflusses [21]. Am respiratorischen Epithel wird neben dem aktiven
Chloridtransport aus der Zelle auch die Regulation anderer Ionenkanile, wie dem ,,epithelial
sodium channel®“ (ENaC), dessen Expression in Gegenwart von CFTR reduziert wird oder
dem ,,outwardly rectifying chloride channel ORCC, beeinflusst [22]. Die verminderte
Chloridsekretion iiber CFTR und ORCC sowie eine gesteigerte Natriumresorption durch
ENaC reduziert das epitheliale Fliissigkeitsvolumen bei gleichbleibender Osmolaritit und
Elektrolytzusammensetzung (,,isotonic, low-volume-Hypothese*) [23, 24]. Die Folgen sind
ein verminderter perizilidrer Fliissigkeitsfilm sowie eine vermehrte Produktion viskdseren

Sekretes mit Beeintridchtigung der mukozilidren Clearance bei CF-Patienten [25-27].
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Abbildung 1: Osmotische Dysregulation durch defekten Chloridkanal, modifiziert nach [28].
Links: Physiologischer lonentransport in der Zelle. rechts: Pathophysiologisch vermehrter Natrium-

und Wassertransport in die Zelle durch defekten Chloridkanal bei CF.

1.1.3 CFTR und klinische Auspriagung

Bis heute sind tiber 1700 verschiedene Mutationen des CFTR-Gens identifiziert worden
[29, 30]. Die hiufigste Mutation, die in Deutschland zu etwa 70% auftritt, trigt den Namen
AF508 und bezeichnet das Fehlen der Aminosdure Phenylalanin (= F) an der Position 508 im
CFTR-Protein. Homozygote Mutationstriger zeigen in 95% der Fille spezifische Symptome
der CF, deren klinische Ausprigungen jedoch stark variieren konnen [26]. Einerseits
manifestieren sich bestimmte Mutationstypen unterschiedlich ausgeprigt an verschiedenen
Organen. So lassen sich abhdngig vom Phéinotyp insgesamt sechs verschiedene
Mutationsklassen finden, wobei eine CFTR-Mutation auch mehreren Klassen zugeordnet
werden kann [2, 18, 31]. Andererseits konnen bei eher schwach ausgeprigten Mutationen, die
beispielsweise noch eine Restfunktion des CFTR-Proteins aufweisen, weniger schwere
Lungenverdnderungen oder gastrointestinale Beeintrachtigungen beobachtet werden [26, 32]
(Auswirkungen unterschiedlicher CFTR-Mutationen, siehe Tabelle 1). Auch konnen Patienten
mit exakt der gleichen Mutation im CFTR-Gen einen sehr unterschiedlichen
Krankheitsverlauf aufweisen. Grund hierfiir sind neben Umweltfaktoren so genannte
,modifier genes* [33]. Heterozygote Gentrager konnen ein erhohtes Risiko fiir die allergische
bronchopulmonale Aspergillose (ABPA), fiir eine Pankreatitis oder eine Sinusitis zeigen,

bleiben jedoch beziiglich der CF meist klinisch asymptomatisch [4].
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Tabelle 1: Auswirkungen unterschiedlicher CFTR-Mutationen

e Volliges Fehlen der CFTR-Proteinbiosynthese

e Reifungsstorung des CFTR-Proteins

e Geringere CFTR-Konzentrationsdichte in der Zelle
e FEinschrinkungen der lonenleitfahigkeit

e Regulationsdefekt des CFTR-Ionenkanals

1.1.4 Chronische Inflammation

Die CF ist eine Multisystemerkrankung mit Befall aller sekretorischen Organe. Der primire
Defekt des epithelialen Elektrolyttransportes fiihrt nicht nur in der Lunge, sondern auch an
Leber, Pankreas und Reproduktionstrakt durch Bildung von viskésem Sekret zu einer
obstruierenden  kanalikuldren  Passagestéorung [3]. Die progressiv  obstruktive
Lungenerkrankung stellt dabei jedoch die Hauptursache fiir Morbiditdt und Mortalitit bei
Patienten mit CF dar [1, 34]. Das Krankheitsgeschehen ist, beginnend bei der Geburt, mit
einer histologisch weitgehend unauffilligen Lunge bis zur volligen Zerstérung der

pulmonalen Struktur, vielschichtig und weitgehend ungeklart [35].

Die Pathogenese der CF resultiert aus der angeborenen CFTR-Mutation, die zu einer
reduzierten pulmonalen Immunabwehr durch eine primédr eingeschrinkte mukozilidre
Clearance sowie einer exzessiven aber ineffektiven Immunantwort fiihrt [36]. Eine von den
neutrophilen Granulozyten dominierende Atemwegsinflammation beginnt mit den ersten
Lebenstagen und erfdhrt einen stetigen Progress vom Kindes- in das Erwachsenenalter.
Welchen Einfluss dabei primér pulmonale Infektionen haben, wird kontrovers diskutiert.
Studien Mitte der 90iger Jahre bei Sduglingen mit CF zeigten eine signifikante pulmonale
Entziindungsreaktion ohne vorausgegangene mikrobielle Infektion [37, 38]. Diese
Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass erst eine primdre, endogene
Gewebsschidigung die initiale Keimbesiedelung ermdglicht [37]. Auf der anderen Seite wird
vermutet, dass die unphysiologische oder fehlende CFTR-Aktivitit zu Verdnderungen der
mukozilidren Clearance und einer Dehydratation der Atemwege mit Viskosititszunahme des
Bronchialsekrets fiihrt, die eine primére Infektion mit pathogenen Keimen beschleunigt
[23, 39]. Wihrend in der gesunden Lunge inhalierte Bakterien rasch und ohne
Entziindungsreaktion eliminiert werden, kommt es bei der CF zu einer Erregerpersistenz.

Durch eine Vielzahl endogener Faktoren, basierend auf der CFTR-Mutation, sind zelluldre
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Abwehrmechanismen ineffektiv und erschweren eine gezielte Erregerelimination. Hierzu
zdhlen unter anderem eine Stérung in der lipoxinregulierten Aktivierung neutrophiler
Granulozyten [40] oder die CFTR modulierte Interleukin 18 Ausschiittung [41]. Eine
zusitzliche Vermehrung des epithelialen Asialo-GM1 (Gangliosid M1) Rezeptors der
Atemwege ermdglicht eine gesteigerte Adhdsion von Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Burkholderia cepacia und anderer, meist gramnegativer, Keime [42]. Es folgt eine
chronische bakterielle Infektion, die eine anhaltende Inflammation unterhdlt und im spéteren
Krankheitsstadium rezidivierend akute Exazerbationen triggert. Der Zeitpunkt und das
Ausmal} der Keimbesiedlung sowie die speziellen Adaptationsmechanismen der Bakterien,
Ausbildung von Antibiotikaresistenz und Organisation in einem Biofilm, sind dabei
entscheidend fiir die Prognose der CF [43, 44]. Die Folgen der dauerhaften Inflammation sind
makro- und mikroskopische Bronchiektasien, Stenosen und Fibrosierungen der kleinen
Atemwege, Atelektasen und Emphyseme [7, 45, 46], die durch sekundire Beeintrachtigung
der mukozilidren Clearance eine weitere bakterielle Retention begiinstigen [47]. Die durch
bakterielle Stimuli anhaltende Aktivierung und Rekrutierung inflammatorischer Zellen,
insbesondere neutrophiler Granulozyten, fordern die Freisetzung proteolytischer und
zytokiner Substanzen [48, 49]. Zellprodukte wie die neutrophile Elastase induzieren in
bronchialen Epithelzellen die Expression von IL-8 [50], das eine chemotaktische Wirkung auf
neutrophile Granulozyten besitzt [51]. Es folgt ein Circulus vitiosus mit zunehmender und
exzessiver Steigerung einer ineffektiven, neutrophilen Granulozyten dominierenden

Erregerabwehr.

1.1.5 Neutrophile Granulozyten

Die initiale Entziindungsreaktion in den Atemwegen beginnt durch eine Interaktion von
Makrophagen und bronchialen Epithelzellen mit bakteriellen Oberflichenstrukturen. Es folgt
die  Freisetzung einer Vielzahl von  proinflammatorischen  Zytokinen, wie
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a), IL-1B, IL-6 und IL-8, die darauthin eine komplexe
Inflammationskaskade in Gang setzen [52]. Am Ende steht die Einwanderung von
neutrophilen Granulozyten, die mit ihrer weiteren Ausschiittung von Zytokinen und Proteasen
neben der eigentlichen bakteriellen Bekidmpfung auch die extrazelluldire Matrix der
Atemwege und des Lungenparenchyms zerstoren. Der progrediente Funktionsverlust der
Lunge ist damit, weniger durch bakterielle Exotoxine, als vielmehr mit der gesteigerten

neutrophilen Granulozyten dominierenden Entziindungsreaktion assoziiert [49, 53-56].
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Die destruierende Wirkung entfalten die neutrophilen Granulozyten dabei durch Freisetzung
von Wasserstoffperoxid, Hypochlorsdure, neutrophile Elastase, Cathepsin G und
Metalloproteinasen (MMPs) [51]. Insbesondere MMP-2 und MMP-9 werden eine zentrale

Rolle in der chronisch pulmonalen Parenchymdestruktion zugeschrieben [7, 12, 57-59].

Die gesteigerte und anhaltende neutrophile Stimulation bei der CF ist Folge einer
Dysregulation der Zytokinexpression. So liegen, verglichen mit anderen chronischen
Lungenerkrankungen oder gesunden Probanden, die Interleukine IL-6, IL-8 und IL-18, die
eine neutrophile Chemotaxis unterhalten, bei CF-Patienten in héheren Sputum- oder BAL-
Konzentrationen vor [60, 61]. Das Interleukin 10 hingegen, welches in neutrophilen
Granulozyten die Apoptose einleitet und damit die Entziindungsreaktion kontrolliert, ist in der
Expression bronchialer Epithelzellen reduziert [62]. Ursdchlich fiir diese Fehlregulation der
Zytokine ist eine gesteigerte Aktivitdt des nuklearen Transkriptionsfaktors kB (NF-«xB)
[63, 64], der durch das Fehlen des CFTR-Gens beeinflusst wird [17, 36]. Neben dem direkten
Einfluss der CFTR-Mutation auf die chronische Inflammation fiihrt der Zerfall neutrophiler
Granulozyten mit Freisetzung von DNA und konsekutiver Steigerung der Sekretviskositit zu
einer sekundidren Reduktion der mukozilidren Clearance, die chronische und akute bakterielle

Infekte beschleunigt [47].

1.1.6 Akute pulmonale Exazerbation

Die anhaltende Rekrutierung sowie die gesteigerte Uberlebensdauer der neutrophilen
Granulozyten im pulmonalen Kompartiment unterhalten den chronisch infektiosen und
inflammatorischen Prozess. Eine akute Entgleisung dieser Homdostase mit einer gesteigerten
endobronchialen Proliferation bakterieller Erreger, im Besonderen durch Pseudomonas
aeruginosa, mit gleichzeitiger systemischer Entziindungsreaktion wird als pulmonale
Exazerbation bezeichnet. Die Vielzahl unterschiedlicher Symptome im Verlauf einer akuten
Exazerbation erschwert eine einheitliche Definition, was die Differenzierung von
Studienergebnissen beeintrachtigt. Die standardisierte Erhebung von klinischen Symptomen
oder Untersuchungsbefunden stellt den Versuch dar, einen einheitlichen Bewertungsstandard
der akuten pulmonalen Exazerbation von CF-Patienten festzulegen [65—-67]. Obwohl alle drei
Arbeiten gute Ubereinstimmungen untereinander zeigen, unterliegen klinische Symptome
jedoch dem subjektiven Eindruck des Untersuchenden. Dariiber hinaus ergeben sich
Schwierigkeiten bei der klinischen Abgrenzung einer therapiebediirftigen bakteriell bedingten

akuten Exazerbation von einer Virusinfektion. Die Etablierung eines laborchemischen
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Parameters konnte hierbei zur Objektivierung der Krankheitsintensitdt beitragen.
Nachweislich fiihren rezidivierende Infektexazerbationen zu einem starken und irreparablen
Remodeling des Lungenparenchyms [68, 69]. CF-Patienten profitieren daher bei drohender

Exazerbation von einer frithzeitigen intravendsen antibiotischen Therapie.

1.1.7 Therapieoptionen

Héufige und langwierige Lungeninfekte konnen auf Dauer zu einem Cor pulmonale und einer
Lungeninsuffizienz fithren [19]. Atemnot und chronischer Sauerstoffmangel sind die Folge
und bilden bei einem Teil der betroffenen Patienten Uhrglasnigel und Trommelschlegelfinger
[70]. Therapeutisch versucht man schon friihzeitig bakterielle Infektionen mit oralen
Antibiotika zu behandeln [43]. Mit hoherem Lebensalter nehmen Infektion mit
chemotherapeutisch resistenten und biofilmproduzierenden Keimen, wie MRSA und
Pseudomonas aeruginosa, zu und erschweren eine wirksame antibakterielle Therapie [44, 71].
Eine frithzeitige Suppression oder Eradikation kann nachweislich die Langzeitprognose der
CF-Patienten verbessern [2, 72]. Neben dem Freihalten der Atemwege mittels Physiotherapie,
Expektoranzien oder Sekretolytika, ist ein weiterer wesentlicher Bestandteil die
antiinflammatorische Therapie mit oralen oder inhalativen Glukokortikoiden, hoch dosiertem
Ibuprofen oder Fischdlen [46]. Zunehmend wird auch der Einsatz von synthetischen
Proteaseinhibitoren zur Erhaltung der Homdostase gepriift [73]. Als letzter Ausweg, bei
deutlich eingeschriankter Lungenfunktion durch hédufige Entziindungen, bleibt bislang nur die

Lungentransplantation [74].

Sekretelimination Antiobstruktive/
antiinflammatorische
Physiotherapie: Autogene Theraple
Drainage; Thoraxmobilisation Inhalative
Kortikosteroide
Inhalationstherapie Antibiotische
Behandlung
Beta-2-Sympathomimetika zur Orale Langzeittherapie wirksam
Dilatation der Bronchien gegen Staphylokokken;
intravendse Therapie bei
Exazerbation: kalkuliert bzw.
entsprechend Antibiogramm

Abbildung 2: Die vier Sidulen der pulmonalen Therapie bei CF-Patienten
8
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1.1.8 Hepatische Beteiligung

Mit hoherem Lebensalter erwachsener CF-Patienten findet sich neben der pulmonalen
Erkrankung eine zunehmende klinische Manifestation anderer Organe. Die hepatobilidre
Beteiligung nimmt dabei nach der Lungenfunktionsstorung und Transplantations-
komplikationen die dritthdufigste zum Tode fiihrende Ursache bei CF-Patienten ein [75, 76].
Identisch mit der pulmonalen Dysfunktion beginnt die Lebererkrankung zu einem frithen
Zeitpunkt, wird aber aufgrund fehlender oder unspezifischer Symptome im Krankheitsverlauf
zumeist erst spit diagnostiziert [77-79]. Ein unvorhersehbarer Erkrankungsprogress von
Leberzirrthose und pulmonaler Hypertonie macht eine frithzeitige Diagnose jedoch
unverzichtbar [79]. Die Ursachen der Lebermanifestation sind dabei vielfiltig. Colombo et al.
beschreiben neben spezifischen Verdnderungen direkt am CFTR-Gen, auch iatrogene
Schiadigungen, z.B. durch chronische Medikamenteneinnahme oder Funktionsstérungen
auBerhalb des Leberparenchyms [80, 81]. Das defekte CFTR-Protein, lokalisiert im
Gallenblasenepithel sowie in der apikalen Membran von Cholangiozyten der Gallenginge,
fiihrt durch Sekretionsstdrung zu einem viskdseren Gallensaft mit lokalem Gallenstau
(Cholestase) [22]. Die Folge ist eine Retention toxischer Gallensduren sowie eine Hoch-
Regulation von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Peroxiden [81], die durch Aktivierung
hepatischer Sternzellen eine periduktale Fibrose induzieren [82, 83]. Die Progression von der
Cholestase iiber eine fokale (zentrale) bis hin zu einer multilobulédren bilidren Zirrhose kann
Jahre oder Jahrzehnte dauern und wird als ein stetiger Prozess angesehen [77, 84]. Das
Auftreten einer hepatobilidren Manifestation ist dabei neben dem ménnlichen Geschlecht,
einem bekannten Mekoniumileus oder einer Pankreasinsuffizienz hiufiger mit spezifischen

CFTR-Mutationen assoziiert [78].
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1.2 Die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs)

Die Matrix-Metalloproteinasen gehoren zur Familie der zinkabhidngigen Endopeptidasen, die
die Féhigkeit besitzen, Komponenten der extrazelluldren Matrix (EZM) zu spalten. Derzeit
unterscheidet man 26 MMPs und unterteilt diese beziiglich ihrer Substratspezifitidt und ihres
Molekulargewichtes [85]. Eine wichtige Rolle spielen sie bei physiologischen und
pathophysiologischen Um- und Abbauprozessen der EZM. Man findet sie bei einer Vielzahl
von menschlichen Erkrankungen, einschlieBlich der Arthritis [86], kardiovaskulidren
Erkrankungen [87] sowie der Tumorausbreitung und -metastasierung [88-90]. FEine
entscheidende Rolle spielen die MMPs zudem bei Entziindungsreaktionen [91],
Reparationsvorgéngen [92], der Zellwanderung [93] und der Angiogenese [94]. Verschiedene
Zellen der EZM, Fibroblasten, Entziindungszellen, Endothel- und Epithelzellen, exprimieren
die MMPs. Im besonderen Malle konnte bei chronischen Entziindungen eine vermehrte
Expression der MMPs, insbesondere MMP-8 und MMP-9, aus neutrophilen Granulozyten

nachgewiesen werden [6, 36, 95].

1.2.1 Domanenstruktur der MMPs

Der strukturelle Proteinautbau der MMPs besteht, bis auf wenige Ausnahmen, beginnend
vom N-terminalen Ende aus einem Signalpeptid, einem Propeptid, einer katalytischen Einheit
mit einer hochkonservierten zinkbindenden Region und einer Hamopexindoméne, deren
Funktion in der Substratbindung besteht [96]. Letztere ist mit der katalytischen Domine tiber
die Hinge-Region verbunden. Die membranstindigen MMPs besitzen zusitzlich am C-
terminalen Ende eine transmembrane und zytoplasmatische Domine, die eine Verankerung in
der Zellmembran ermdglicht [97, 98]. Wiahrend das Signalpeptid den intrazelluldren
Transport zur Plasmamembran ermoglicht, an der die MMPs zumeist inaktiv sezerniert
werden, ist das Propeptid entscheidend fiir die extrazelluldre Aktivierung. Die proteolytische
Aktivitdt der einzelnen MMPs ist selektiv fiir ein Spektrum von Proteinen der EZM, wie
bspw. Kollagen, Fibronektin, Laminin, Proteoglykane, Elastin, Vitronektin, Entaktine und

Aggrekan, zusitzlich besteht eine iiberlappende Substratspezifitit [96, 97].
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau der MMPs, modifiziert nach [99]. Schematische Darstellung
von vier im Aufbau unterschiedlichen MMP-Gruppen. Alle MMPs weisen eine katalytische Einheit
mit einem Zinkion, einem Signalpeptid und einem cysteinhaltigen Propeptid auf. Die einzelnen
Untergruppen besitzen zusitzliche Einheiten; die Gelatinasen beispielsweise das Fibronektin vom Typ
II oder die membrangebundenen MMPs eine Transmembrandoméine. Die MMPs mit Minimaldoméne

weisen weder eine Hinge-Region noch eine Himopexin-dhnliche Doméne auf.

Neben der strukturellen Klassifikation werden die MMPs nach ihrer Substratspezifitit in
sieben Hauptgruppen unterteilt. Die interstitiellen Kollagenasen (MMP-1, MMP-8, MMP-13
und MMP-18) degradieren das native fibrillidre Kollagen durch Spaltung von Kollagen Typ I,
I, IIl und V. Die daraus entstandenen kleineren Peptidfragmente werden durch andere MMPs
weiter abgebaut. Hierzu zéhlen unter anderem die Gelatinasen A und B (MMP-2 und MMP-
9), die zusitzlich selektiv Kollagen Typ IV spalten konnen. Die dritte Gruppe bilden die
Stromelysine (MMP-3, MMP-10 und MMP-11). Sie degradieren vor allem die nicht
kollagenen Doménen des Kollagen Typs IV, Fibronektin und Laminin. MMP-12 bildet die
eigenstindige Gruppe der Metalloelastasen und besitzt, wie sich aus dem Namen ableiten
lasst, als Hauptsubstrat das Elastin. Einige MMPs zeichnen sich durch eine zusétzliche
transmembrandre Doméne aus. Sie unterscheiden sich von den 16slichen MMPs und werden
in die Gruppe der membrangebundenen MMPs oder auch MT-MMPs (membran type matrix

metalloproteinase) zusammengefasst. Matrilysin  (MMP-7) degradiert verschiedenste
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Proteoglykane, wie Laminin, Fibronektin und Vitronektin und bildet eine eigene Gruppe. Die

nicht klassifizierten MMPs werden in einem letzten Kollektiv zusammengefasst [96].

1.2.2 Regulation der MMPs

Die Aktivitdit der MMPs kann auf unterschiedliche Weise reguliert werden. Auf zellulérer
Ebene erfolgt diese Regulation transkriptionell sowie posttranskriptionell. Extrazelluldr
miissen inaktive Vorlduferstufen der MMPs, so genannte proMMPs, erst durch Abspaltung
ihres Propeptids aktiviert werden [97, 98]. Die transkriptionell gesteuerte Proteinsynthese
unterliegt einer komplexen Regulation aus induzierenden und supprimierenden Faktoren.
Wachstumsfaktoren aus Epithelzellen (EGF), Fibroblasten (B-FGF) oder Thrombozyten
(PDGF) sowie Zytokine, wie der Tumornekrosefaktor-o (TNF-a), Interleukin 1 (IL-1) sowie
IL-6, aktivieren die Proteinsynthese der MMPs. Auch freie Sauerstoffradikale bewirken eine
direkte Aktivierung der Transkription. Heparine, Retinoide und Kortikosteroide weisen

hingegen eine inhibitorische Wirkung auf [97].

Tabelle 2: Beeinflussung der Transkription von MMPs, modifiziert nach [97]

Induktoren Suppressoren
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) Heparine
Interleukin 1 und 6 (IL-1 und IL-6) Retinoide (Vitamin A)
Wachstumsfaktoren (EGF, B-FGF, PDGF ) Kortikosteroide
Freie Sauerstoffradikale Tetrazykline
Prostaglandine (PG) F2a Antrazykline

Eine weitere Regulierungsebene ergibt sich in der vesikuldren Speicherung der MMPs, vor
allem in polymorphkernigen Granulozyten (PMN). Entziindliche Prozesse triggern durch
chemotaktische Faktoren, wie beispielsweise IL-8, Komplementfaktoren oder bakterielle
Antigene ihre Freisetzung [97]. Extrazellulér erfolgt ein weiterer Kontrollmechanismus durch
die inaktiv sezernierten MMPs (proMMPs). Das Propeptid enthélt eine hochkonservierte
Sequenz mit einem ungepaarten Cysteinrest (PRCGVPD), der das Zinkion der katalytischen
Domine bindet. Erst Proteolyse, Oxidation oder andere Einfliisse am Propeptid kdnnen eine

Konformationsdnderung der 3D-Struktur bewirken, die das Zinkion vom Cystein freilegt
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(cystein switch). Die Initialproteolyse kann beispielsweise durch Trypsin, Plasmin, bakterielle
Proteinasen, Elastase, andere MMPs oder aber durch einen autoproteolytischen Vorgang,
anhéngig von pH-Wert und Temperatur, ausgeldst werden. Das intermedidre Molekiil wird
erst durch die vollstindige Abspaltung des Propeptids aktiviert [96-98, 100]. Neben ihrer
Féhigkeit die EZM zu degradieren, greifen MMPs durch Freisetzung von Mediatoren
entscheidend in extrazellulire Signalwege ein und wurden zudem auch im Zellkern

nachgewiesen [101].

Entfernung der
Pro-Domane

A 4

Abbildung 4: Aktivierung durch Abspaltung der Prodomine, modifiziert nach [99]. Der
Cysteinrest des Propeptids bindet an das Zinkion der katalytischen Doméne. Diese Cystein-Zink-
Bindung maskiert das aktive Zentrum. Erst durch proteolytische Abspaltung des Propeptids erfolgt die
Aktivierung der MMPs (Cystein-switch).

1.2.3 Die Bedeutung von MMP-2 und MMP-9

Die Gelatinasen MMP-2 (Gelatinase A) und MMP-9 (Gelatinase B) stellen mit ihrer
besonderen Primérstruktur innerhalb der MMP Familie eine eigene Untergruppe dar. Beide
Proteasen tragen drei Fibronektin Typ Il Module innerhalb der katalytischen Doméne, die die
enzymatische Interaktion mit kollagenen Bestandteilen begiinstigen [97, 102]. Am C-
terminalen Ende ermoglicht die Himopexindoméne beider MMPs mit den Gewebsinhibitoren

(TIMPs) zu interagieren [103].

Gelatinase A (MMP-2) ist eine Protease, die in der latenten Form ein Molekulargewicht von
~72kDa und in der aktiven Form von 62kDa besitzt. Fibroblasten, Endothel- und Tumorzellen
stellen dabei die hauptsdchlichen Expressionsorte dar. Ihre Substrate sind vielzéhlig und
neben Kollagen vom Typ IV, welches die Hauptkomponente der Basalmembran darstellt,
finden sich auch Kollagen Typ V, VII, X und XI sowie Laminin, Fibronektin und Elastin
[103]. Wihrend die meisten proMMPs iiber 16sliche Faktoren aktiviert werden, findet die
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Aktivierung von proMMP-2 iiber einen zelloberflichengebundenen MT1-MMP-TIMP-2-
Komplex statt [104].

Tabelle 3: Die Matrix-Metalloproteinasen 2, 8 und 9, modifiziert nach [97].

MMP Synonyme Bildungsorte Matrixsubstrate
Gelatinase A, Fibroblasten, Kollagen des Typs I, IV, V, VII, X,
72kDa- Endothelzellen, X1, XIV sowie Laminin, Fibronektin,

5 Gelatinase Tumorzellen (Lunge, Tenascin C, al-Proteinase-Inhibitor,

Ovarien, Pankreas, Kolon, Myelinbase-Protein, Elastin, Laminin,
Prostata) Aggrekan, B Amyloid, Versican,
Gelatin, MMP-9, MMP-13

Neutrophile Neutrophile Granulozyten, Kollagene Typ L, IL, 111, V, VII, VIII,

3 Kollagenase, Tumorzellen (Mamma) X, Aggrekan, Gelatine, Fibronektin,
PMN- a2-Antiplasmin
Kollagenase
Gelatinase B Neutrophile Granulozyten, Kollagene Typ IV, V, VII, X, X1V,
92kDa- Endothel- und Epithel- Gelatine, Elastin, Aggrekan, Versican,
9 Gelatinase zellen, Tumorzellen Nidogen, Fibronektin, Vitronektin,

(Lunge, Pankreas, Kolon,  al-Proteinase-Inhibitor, Plasminogen

Rektum, Mamma, Ovar)

Die Gelatinase B (MMP-9) besitzt im Unterschied zur MMP-2 eine zusétzliche prolinreiche
Kollagen Typ V dhnliche Aminosdurensequenz (54 Aminosduren) zwischen der katalytischen
und der Himopexindoméne, deren Funktion bisher unbekannt ist. Ein Schutz vor Degradation
wird diskutiert [105]. Die posttranslationale Glykosidierung von Oligosaccariden der
Prodomine fiihrt zu einem MMP-9 Monomer von ungefédhr 92kDa. Weiterhin kann MMP-9
in mehreren Komplexen, im Folgenden als Isoenzyme bezeichnet, vorliegen. Die kovalente
Bindung zweier Monomere iiber eine Disulfidbriicke bildet ein MMP-9 Homodimer mit
ungefdhr 220kDa. Beide Formen besitzen trotz unterschiedlicher Molekiilmasse identische
Eigenschaften und spalten kollagene Substrate mit &hnlicher Effizienz [106]. Neben
Tumorzellen, Endo- und Epithelzellen, sind es vor allem die Entziindungszellen, die vermehrt

MMP-9 exprimieren. Kollagen-Typ II, IV und V werden genauso gespalten, wie Gelatin,
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Galektin-3 und Elastin [107]. Ein weiteres MMP-9 Isoenzym besitzt ein Molekulargewicht
von ungefdhr 125-130kDa. Hierbei handelt es sich um einen heterodimeren Komplex aus
MMP-9 und Lipocalin, einem 25kDa groflen Protein, welches spezifisch durch neutrophile
Granulozyten sekretiert wird. Dieser MMP-9/NGAL Komplex ist ebenso wie das Homodimer
iber eine Disulfidbriicke verbunden [106, 107]. Haufiger bildet MMP-9 jedoch mit seinem
endogenen Inhibitor TIMP-1 (sieche Kapitel 1.2.4) einen Komplex iiber die
Héamopexindomédne [108]. Diese nicht kovalente Bindung zwischen den beiden Molekiilen
unterbindet die degradierende Eigenschaft von MMP-9. Zusammen ergeben sie eine
Molekiilmasse von ca. ~175kDa. Das inaktive Monomer von ca. 92kDa wird nach Abspalten
der Prodoméne, bspw. durch Stromelysin-1, in die aktive Form von ca. 78kDa iiberfiihrt
[103, 106, 109]. Neben der Aktivierung des Monomers wird auch die Existenz eines
aktivierten MMP-9 Homodimers mit ca. 200kDa sowie eines aktivierten MMP-9/NGAL
Heterodimers mit ca. 115kDa diskutiert [110].

20kD — ——  proMMP-9 Homodimer
20KkD — — aktives MMP-9 Homodimer
130 KD —01  proMMP-9/NGAL
1H5KD ~— —— aktives MMP-9/NGAL
2KD — ——  proMMP-9 Monomer
86 kD
TR — > aktives MMP-9
2KD  — —  proMMP-2
62KkD — — aktives MMP-2

Abbildung 5: Schematische Darstellung der zymographischen MMP-2/9 Isoenzyme.
Dargestellt sind alle MMP-2 und MMP-9 [soenzyme mit Angabe der ungefdhren Molekiilmassen.

1.2.4 Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMPs)

Den MMPs kommen im ganzen Korper zahlreiche physiologische Aufgaben zu. So sind sie
unersetzlich bei der Abwehrfunktion [91], der Wundheilung [92] und GefdBneubildung [94].
Bei chronischen Entziindungen kann es jedoch zu einer Uberexpression der aktivierten
Proteinasen kommen, die eine vermehrte Degradation korpereigener Strukturen zur Folge hat.

Zum Schutz der EZM vor einer iiberschieBenden Aktivitit der MMPs existieren, zusitzlich
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zur Regulierung durch Transkription, Translation und lokalen Aktivierung, spezifische und
unspezifische Inhibitoren. Zu den unspezifischen Inhibitoren zihlt man unter anderem das a2-
Makroglobulin, die Familie der ,.tissue inhibitors of matrix metalloproteinases* (TIMPs)
bildet die Gruppe der spezifischen Inhibitoren. Entscheidend ist das Zusammenspiel von
MMPs und TIMPs fiir das ,tissue remodeling. Ein UbermaBl der MMPs verstirkt die
Degradation der EZM [111], eine Dominanz der TIMPs ist mit einer verstirkten Fibrosierung
assoziiert [112—114]. Erst ein ausgewogenes Gleichgewicht zwischen Protease und

Antiprotease ermdglicht eine koordinierte Gewebehomoostase [115].

Derzeit sind vier verschiedene TIMPs bekannt: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 und TIMP-4 [107].
Eine Vielzahl von Bindegewebszellen, wie Fibroblasten und Chondrozyten oder auch
Makrophagen sind in der Lage TIMPs zu bilden. Uber das C-terminale Ende binden sie an das
aktive Zentrum latenter und aktiver MMPs im Verhiltnis 1:1 und entfalten so ihre
inhibitorische Wirkung [116]. Unterschiedliche Wachstumsfaktoren und Zytokine steuern je
nach TIMP-Subtyp die Expression [117, 118]. Eine primire Aktivierung der Inhibitoren wie
bei den MMPs besteht nicht. Zuséatzlich zur natiirlichen Gegenregulation der MMP Aktivitét
besitzen TIMPs eine gut belegte Antitumorwirkung [89]. Auch eine MMP unabhingige,
wachstumsfordernde und antiapoptotische Eigenschaft wird diskutiert [119]. Obwohl die vier
bekannten Vertreter der TIMPs durch ihre dhnlichen strukturellen Eigenschaften unspezifisch
an allen MMPs binden konnen, zeigen sich hohere Affinititen zu bestimmten
Reaktionspartnern. Dies findet eine besondere Bedeutung im therapeutischen Einsatz bei
Tumoren [89, 90, 110] oder auch bei chronischen Lungenerkrankungen [120]. TIMP-1
inhibiert bevorzugt MMP-1 oder MMP-9, wohingegen TIMP-2 eher mit MMP-2 eine
Bindung eingeht [103, 107].

TIMP-1, der erste entdeckte spezifische MMP Inhibitor hat ein Molekulargewicht von ca.
28,5-31kDa und kann aufler MMP-14 und MMP-19 alle MMPs in ihrer Wirkung hemmen.
Bei MMP-9 kann TIMP-1 mit der monomeren und mit der homodimeren Form einen
Komplex bilden, wobei es mit dem Monomer ein stochiometrisches Verhéltnis von 1:1
eingeht. Beim Homodimer liegen zwei hochaffine Bindungsstellen im Bereich der
Héamopexindomine vor, so dass zwei TIMP-1 gebunden werden kénnen [106]. Wichtige
Produktionsorte fiir TIMP-1 sind neben Monozyten, Makrophagen und Synovialzellen auch
Fibroblasten und humane Hepatozyten [118]. Eine Steigerung der TIMP-1 Expression konnte
durch TGF-B1, IL-6, IL-11, CNTF und andere Zytokine gezeigt werden [121]. IL-1 und TNF-

a wirken im Gegensatz dazu hemmend auf die TIMP-1 Expression [107].

16



Finleitung - Die Rolle der MMP Isoenzyme bei der cystischen Fibrose

1.3 Die Rolle der MMP Isoenzyme bei der cystischen Fibrose

Die chronischen pulmonalen Infekte der CF-Patienten sorgen auf unterschiedlichste Weise fiir
eine inflammatorische Reaktion im Respirationstrakt. Angelockt von einer Vielzahl von
Zytokinen und Mediatoren verlassen inflammatorische Zellen, allen voran die neutrophilen
Granulozyten, das pulmonale Kapillarbett und wandern ins alveoldre Gewebe. Dabei miissen
sie die sonst undurchlédssige Basalmembran, eine dichte Schicht aus Kollagen und anderen
Komponenten der EZM, passieren [122]. Fiir die Diapedese stehen den neutrophilen
Granulozyten in Vesikeln gespeicherte Enzyme zur Verfiigung. Hierbei handelt es sich unter

anderem um MMP-8 (neutrophile Kollagenase), MMP-9 und die neutrophile Elastase.

In mehreren Studien {iber entziindliche Lungenerkrankungen zeigte sich eine Erhhung dieser
MMPs, beispielsweise beim acute respiratory distress syndrom (ARDS) [57], beim Asthma
[123] oder bei der chronic obstructive pulmonary disease (COPD) [9, 12, 124]. Andere
Arbeiten iiber chronische Lungenentziindungen [11, 125], idiopathische pulmonale Fibrose
[8] oder Bronchiektasien [126] demonstrierten zudem, dass eine Uberexpression an MMP-9
in Zusammenhang mit Strukturschiden der Lunge steht. Auch bei CF-Patienten konnte in
mehreren Studien gezeigt werden, dass vor allem die Gesamtkonzentrationen an MMP-8 und
MMP-9 im Sputum oder der bronchoalveoldren Lavage (BAL) hochreguliert sind und mit
einer Reduktion der Lungenfunktion einhergehen [6, 7, 16, 127-129]. Ob und in wie weit sich
diese lokalen Ergebnisse des bronchopulmonalen Systems auch im Blut bei adulten CF-
Patienten widerspiegeln, wurde bisher nicht untersucht. Eine systemische Hochregulation der
MMPs unter einer akuten pulmonalen Exazerbation, konnte damit unter Umstéinden auch
einen pathogenen Einfluss auf andere Organe, beispielsweise die Leber, haben. Auch bleibt
bisher unberiicksichtigt wie sich die unterschiedlichen MMP-2 oder MMP-9 Isoenzyme bei
CF-Patienten verhalten. In den bisherigen Untersuchungen wurde entweder mit Hilfe des
ELISAs alleinig die MMP-9 Gesamtkonzentration bestimmt [7, 128] oder ein rein qualitativer
Nachweis von aktiviertem MMP-9 Monomer, MMP-9/NGAL Heterodimer oder MMP-9
Homodimer in Sekreten von CF-Patienten bestitigt [6, 15, 127]. Semiquantitativ
demonstrierten Delacourt und Mitarbeiter bei CF-Kindern mit Exazerbation die erhohte
Expression einer aktiven 88kDa Gelatinase, die mit kollagenen Abbauprodukten assoziiert
war. Die Autoren kamen zum Schluss, dass das Verhiltnis der 95/88kDa Gelatinase eine
entscheidende Rolle in der pulmonalen Pathogenese bei der CF spielen konnte. Eine
quantitative Untersuchung mehrerer MMP-2 und MMP-9 Isoenzyme, insbesondere vor dem

Hintergrund, dass einige Isoenzyme erst in wenigen Arbeiten iiber Tumorgewebe [130] oder
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Angiogenese [110] beschrieben wurden, existiert fiir die CF oder andere chronische

Lungenerkrankungen nicht.

1.3.1 Exazerbation

Im Rahmen akut pulmonaler Inflammation kommt es zu einer vermehrten Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten aus der Blutbahn in das alveolire Kompartiment. Fiir die
Diapedese der immunologischen Zellen durch die Basalmembran spielen die Gelatinasen
MMP-8 und MMP-9 eine entscheidende Rolle [131]. Erst die proteolytische Degradierung
von Elastin, Fibronektin und weiterer Bestandteile der Basalmembran durch MMP-9
ermoglicht die Diapedese der neutrophilen Granulozyten in das extravaskuldre Gewebe [132].
Torii und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die MMP-9 Konzentration mit dem 7S-Kollagen,
einem Marker fiir die Zerstorung der Basalmembran, korreliert [133]. Delclaux und
Mitarbeiter konnten im Weiteren demonstrieren, dass die Inhibition von MMP-9 durch
TIMP-1 die Zellmigration von neutrophilen Granulozyten unterbindet [55]. Der Einsatz des
synthetisch hergestellten MMP-Inhibitors Batimastat reduzierte auf diese Weise die

alveolokapilldre Destruktion [53].

Auch auf anderen Wegen kann das Lungengewebe dauerhaft geschiddigt werden. So kann
MMP-9 indirekt durch Wechselwirkungen mit regulatorischen Proteinen eine pulmonale
Destruktion bewirken. Hierzu =zdhlt beispielsweise die al-Antiproteinase. Deren
physiologische Funktion ist es, freie Radikale oder eine iiberschieBende Enzymreaktion in der
Lunge zu inhibieren. Wird die al-Antiproteinase durch eine erhohte MMP-9 Konzentration
im Serum verstirkt abgebaut, entfdllt diese Inhibition. Interleukin 8 kann zudem von MMP-9
in eine noch aktivere Form tberfiihrt werden, die wiederum zu einer héheren Konzentration
an MMP-9 fiihrt [134]. Auch die neutrophile Elastase aus Granulozyten, die bei Exazerbation
freigesetzt wird, flihrt zu verstirkter Gewebsschiddigung durch Inhibition von TIMP-1 und
Aktivierung von MMP-9 [135]. Dieser circulus vitiosus bewirkt eine weitere Inaktivierung
der wichtigen Inhibitoren. Schlussendlich resultiert ein Ungleichgewicht von Proteasen und
Inhibitoren mit einer immer weiter ansteigenden proteolytischen Aktivitdt. Die chronische
Zerstorung der EZM und die alveolokapilliren Schidden fiihren iiber Jahre zu einem

Remodeling der Lunge, an deren Ende die Lungeninsuftizienz steht.
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2 Zielsetzung und Hypothese

Verschiedene Arbeiten haben gezeigt, dass Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und deren
spezifische Inhibitoren (TIMPs) eine wichtige Rolle im Krankheitsprozess bei Patienten mit
cystischer Fibrose (CF) spielen. Insbesondere konnte eine Erhohung der Gesamtkonzentration
von MMP-2 und MMP-9 im Serum von CF-Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollprobanden beobachtet werden [14, 136]. Die unterschiedlichen Konzentrationen der
einzelnen Isoenzyme von MMP-2 und MMP-9 hingegen, wurde bisher weder fiir die CF noch
fir andere chronische Atemwegserkrankungen untersucht. Das Verstindnis der
Regulationsmechanismen von MMPs sowie deren Funktion beim Remodeling der Atemwege
konnten wichtige Hinweise iiber die zukiinftigen Therapiemdoglichkeiten der CF aufzeigen.
Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist die quantitative Analyse aller Isoenzyme, welche
in weiteren Schritten in Bezug zu klinischen und weiteren laborchemischen Parametern

gesetzt werden soll.

2.1 Quantitative Zymographie

Fiir die Bestimmung der MMP-2 und MMP-9 Isoenzyme kann die herkdmmliche Analyse mit
dem ELISA nicht eingesetzt werden, da aktuelle Messverfahren fiir diese Fragestellung nicht
zur Verfiigung stehen. Das Verfahren der Zymographie, bisher auf den qualitativen oder
semiquantitativen Enzymnachweis beschrinkt, soll dabei so angepasst werden, dass eine
quantitative zymogene Proteasenbestimmung, dquivalent zum ELISA, mdglich ist. Die
ELISA Ergebnisse von Roderfeld et al. [14] sollen mit der vorliegenden Arbeit zunichst
anhand der Gesamtkonzentrationen von MMP-2 und MMP-9 bestétigt werden.

2.2 MMP-2 und MMP-9 Isoenzyme

Nach Verifizierung der Isoenzyme mit Western Blot und Massenspektrometrie sollen

insbesondere folgende Fragen bei klinisch stabilen CF-Patienten untersucht werden:

o Welche Aktivitdtsunterschiede lassen sich zwischen den einzelnen Isoenzymen finden

und ergeben sich dadurch Hinweise auf den Expressionsort?
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e Zeigen sich Gemeinsamkeiten zwischen den im Serum bestimmten Isoenzymen und
den organspezifischen Blutparametern, wie dem CRP, den neutrophilen Granulozyten
oder den Leberwerten?

e Wie korrelieren die klinischen Parameter, wie beispielsweise die Lungenfunktion, mit
den Isoenzymen?

e Die spezifischen Inhibitoren der MMPs, die TIMPs, sind entscheidend fiir ein
ausgeglichenes Protease/Antiprotease Verhéltnis. Welcher gegenseitige Einfluss von
TIMP-1 und den Isoenzymen ldsst sich beobachten und gibt es ggf. Hinweise auf ein

Ungleichgewicht von Proteasen und Inhibitoren?

2.3 Akute Exazerbation und intravenose Therapie

Im Rahmen von akuten Exazerbationen kommt es bei CF-Patienten zu einem sprunghaften
Anstieg von MMP-9 [6, 14, 16]. Neben der Fragestellung, wie sich die einzelnen Isoenzyme
in ihrer Aktivitdt bei einer akuten Exazerbation verhalten, stehen die aktivierten MMPs, die
mit einer erhdhten Zerstorung des Lungenparenchyms assoziiert werden, im Mittelpunkt des
Interesses [16]. Die Hypothese der vorliegenden Arbeit ist, dass die aktivierten MMPs als
serologischer Biomarker zur Diagnostik einer akuten Exazerbation oder der
Erkrankungsschwere dienen konnen. Weiterhin wird der Frage nachgegangen, ob nach

intravendser antibiotischer Therapie eine Reversibilitit der Isoenzyme erreicht werden kann.
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3 Material und Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurde zum qualitativen und quantitativen Nachweis von MMP-2
und MMP-9 die Zymographie angewandt. Damit war es nicht nur moglich das Vorliegen der
Gelatinasen nachzuweisen, sondern auch deren Konzentrationen in einer Probe zu
untersuchen. Eine zusidtzliche quantitative Bestimmung der MMP-2, MMP-8 und MMP-9
Gesamtkonzentration wurde mit Hilfe von ELISA Assays durchgefiihrt und mit den Werten
der Zymographie verglichen. Ein besonderer Schwerpunkt wurde hierbei auf den Vergleich
von Serumproben gelegt, die vor und nach antibiotischer Therapie bei Patienten mit CF

abgenommen wurden.

3.1 Material und Chemikalien

Fir die Zymographie wurden folgende Materialien verwendet: Eppendorf-Pipetten,
Eppendorf-Tubes mit Halter, Wasserbad, Gelkammer mit Kimmen, GieBstinder,
Farbewanne, feine Pipettenspitzen zum Beladen der Gele, Laborglas und Spannungsgeber.
Die Chemikalien fiir die Zymographie wurden von der Firma Merck, der Stoff Acrylamid
(KMR-Gefahrenstoff) von der Firma Appli-Chem bezogen. Als Zymographie-Marker wurde
ein humaner Gelatinase-Zymographiestandard fiir MMP-2 und MMP-9 mit der Katalog-Nr.
CC073 der Firma Chemicon® International, fiir die ProteingroBenabschitzung bei der
Zymographie wurde der Proteinstandard SeeBlue“Plus2 (Katalog-Nr. LC5925) der Firma
Invitrogen verwendet. Zur quantitativen Bestimmung von aktiven MMP-9 wurde ein
Aktivitits-Assay mit dem Namen Fluorokine E, fiir die Bestimmung von humanem TIMP-1
Quantikine® und fiir die Gesamtkonzentration an MMP-2, MMP-8 und MMP-9 Fluorokine
MAP multiplex® fiir humane MMPs gewihlt. Alle drei Assays stellte die Firma R&D-
Systems aus Wiesbaden zur Verfiigung. Die Durchfiihrung der Assays erfolgte entsprechend

den Anweisungen des Herstellers.
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3.2 Klinische Daten

Die Daten fiir diese Studie wurden von 58 CF-Patienten gewonnen, die sich im Zeitraum von
Februar 2006 bis Mérz 2007 regelmédBig in der pulmonologischen Ambulanz der
Universitétsklinik Gieen vorgestellt haben. Die Kontrollwerte kommen dabei von 40
gesunden Personen, die sich ebenfalls im oben angegebenen Zeitraum im Klinikum
vorstellten. Keiner der Freiwilligen zeigte zum Abnahmezeitpunkt des Blutes Infektions- oder
Entziindungszeichen der Lunge. Personen mit Asthma in der Vergangenheit oder Raucher
wurden ausgeschlossen. Alle CF- und Kontrollpatienten gaben ihr schriftliches Einverstdndnis
zur Verwendung der gewonnenen Untersuchungsmaterialien und Daten, nachdem sie
ausfiihrlich tiber die Studie aufgeklart wurden. Die Datenerhebung und -auswertung sowie die
Einverstindnis- und Aufklarungsbdgen zu dieser prospektiven Studie wurden von der Ethik-

Kommission genehmigt (AZ 70/07).

Die Patienten stellten sich alle drei Monate zu regelmédfigen Kontrollen vor. Kiirzere
Abstdnde ergaben sich bei Patienten mit besonderen Beschwerden. Bei jeder Vorstellung
erfolgte eine ausfiihrliche Anamnese und korperliche Untersuchung. Diese schloss eine
Lungenfunktionspriifung mit der Bestimmung von Blutgasen und der Einsekundenkapazitit
sowie die Untersuchung von Blut- und Sputumproben ein. Im Blut wurden bei allen Patienten
die Leukozyten, ein Differentialblutbild, CRP wund Procalcitonin bestimmt. Die
Lungenparameter wurden mit Hilfe eines Bodyplethysmographen (MasterScreen V4.6) der
Firma VIASYS Healthcare GmbH, Hoechberg, erstellt. Fiir die Blutgase wurde das Ohr mit
Finalgon® (Boehringer Ingelheim Pharma GmbH) zur Foérderung der Durchblutung
eingerieben, mit einer Lanzette angestochen und das Blut mit einer Glaskapillare aufgezogen.
Die Auswertung erfolgte mit dem AVL-OMNI-Modular System der Firma Roche

Diagnostics, Penzberg.

Andere Untersuchungen, wie Sonographie oder Endoskopie sowie auch bildgebende oder
histologische Ergebnisse, konnten den Patientenakten entnommen werden. Der diagnostische
Nachweis der cystischen Fibrose erfolgte bei den Patienten schon in frither Kindheit durch
den Schweilitest und wurde spiter mit genetischen Methoden bestitigt. Dabei zeigte sich bei

38 der 58 CF-Patienten (rund 70%) eine AF508 Mutation.
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3.3 Materialgewinnung

Fiir die zymographischen Untersuchungen wurden insgesamt 176 Serumproben von 58 CF-
Patienten und 40 Kontrollpatienten verwendet. Das vendse Blut der Probanden wurde
vormittags in der pulmonologischen Ambulanz in Gieflen abgenommen und zeitnah
weiterverarbeitet, um mogliche Fehlerquellen oder Verfalschungen der Werte zu reduzieren.
Zur Blutaufarbeitung wurden je ein Serum- und ein Plasmardhrchen der Probanden bei 2000-
3000 Umdrehungen/min fiir zehn Minuten zentrifugiert, anschlieend das Zentrifugat auf 20

Eppi-Tubes (Eppendorf-Reaktionsgefal3) aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

3.4 Zymographie

Die Zymographie stellt eine Variation der klassischen SDS-Gelelektrophorese dar, die zur
Aktivititsanzeige zusétzlich Gelatine im Gel enthdlt. Das Grundprinzip der Gel-

Elektrophorese sieht folgendermal3en aus [137]:

Zur Trennung einer Proteinmischung wird standardméfig ein SDS-Polyacrylamidgel (Sodium
dodecyl sulfat) eingesetzt. Nach dem Auftragen der Probenlosung und Anlegen einer
Spannung in der Elektrophoresekammer werden die zu untersuchenden Proteine in
Abhiéngigkeit ihres Molekulargewichtes sowie der Gelporengrofle und der Stromstirke
aufgetrennt. Eine Temperatur von 4°C verhindert eine vorzeitige Aktivierung der MMPs. Im
Gegensatz zur herkdmmlichen SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) inkubiert das Zymographiegel nach der Proteintrennung sowie nach erfolgter
SDS Auswaschung iiber Nacht bei 37°C. In dieser Zeit erfolgt die Autoaktivierung der
latenten MMPs. In der sich anschlieBenden Farbung des Gels mit Coomassie Brilliant Blue
bleiben an den Stellen helle Banden zuriick, an denen die aktivierten Gelatinasen enzymatisch
aktiv wurden [138]. Anhand zweier Zymographiemarker, einem Molekularmassen- und
einem Gelatinasestandard (Katalog-Nr. CC073), kann die Proteingrof3e abgeschitzt werden
und eine qualitative Aussage zum untersuchten Protein erfolgen. Quantitativ ldsst sich die

Proteinkonzentration iiber die Bandenintensitit sowie die Bandengrofe berechnen.
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3.4.1 Herstellung der Zymographiegele

Die Herstellung des Zymographiegels unterteilt sich in Trenn- und Sammelgel. Das Trenngel,
entscheidend fiir die Auftrennung der Proteine, unterscheidet sich durch Zusatz von Gelatine
und dem Acrylamidanteil vom Sammelgel (Zusammensetzung sieche Tabelle 4). In den
GieBstand, zwei durch einen Spacer (Gummiband) getrennte Glasplatten, wird die
zehnprozentige Trennlosung nach Zugabe der Katalysatoren Ammoniumpersulfat (APS) und

Tetramethylethylendiamin (TEMED) gegossen und mit Isopropanol {iberschichtet.

Tabelle 4: Zusammensetzung des Trenngels

Trenngel (10% Acrylamid, 0,1% Gelatine) 1x 4x

30% Acrylamid 2,5 ml 7,2 ml
Gelatine + Aqua dest. 7,5 mg + 2,95 ml 30 mg+ 11,8 ml
1,5 M Tris pH 8,8 Puffer 1,9 ml 7,6 ml
20%ige SDS 37,5 ul 150 pl
TEMED 6 ul 24 ul
20%ige APS-Losung 37,5 ul 150 pl

Die Polymerisation des Trenngels benétigt bei Raumtemperatur ca. 20 Minuten. Nach
Abgieflen des Alkohols, Spililung mit Wasser und Trocknung kann das Sammelgel
aufpipettiert werden. Zur Vermeidung spiterer Laufartefakte sollten Lufteinschliisse
vermieden werden. Fiir die spdtere Probenaufnahme wird ein Kamm mit der gewiinschten
Taschenanzahl in das Gel eingefiihrt. Nach ca. 30 Minuten ist das Sammelgel polymerisiert,
Kamm und Spacer werden entfernt und das Zymographiegel in die Elektrophoresekammer
eingebaut. Oberer und unterer Kammerteil sollten blasenfrei und vollstindig mit Pufferldsung

bedeckt sein, bevor das Zymographiegel mit den Proben gefiillt werden kann.

Tabelle 5: Zusammensetzung des Sammelgels

Sammelgel (5% Acrylamid, ohne Gelatine) 1x 4x
30% Acrylamid 635 ul 1540 pl
Aqua dest. 4 ml 16 ml
2 M Tris pH 6,8 313 ul 1252 ul
20%ige SDS 25 ul 100 pl
TEMED 5ul 20 pul
20%ige APS-Losung 40 pl 160 pl
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3.4.2 Vorbereitung der Proben

Die bei -80 °C eingefrorenen Proben wurden aufgetaut, im Verhéltnis 1:4 mit Probenpuffer
nach Lammli gemischt und 5 pl mit einer feinen Kaniile in die vorgesehenen Vertiefungen
(Kammern 3 bis 13) des Sammelgels gegeben. Eine vorzeitige Aktivierung der MMPs wurde
durch permanente  Kiihlung unterbunden. Der Gelatinasestandard mit einer
Ausgangskonzentration von 0,1 mg/ml wurde im Verhéltnis von 1:640, Standard zu Puffer,
verdiinnt und 5 pl in die erste Vertiefung pipettiert. Die zweite Kammer wurde ausgelassen,
um ein Vermischen von Standard und Probe zu vermeiden. Fiir die Bestimmung der
Molekiilmasse wurden 5 pl des Markers SeeBlue®Plus2 im Verhiltnis 1:5 verwendet, der

bekannte Proteine mit definierten Molekulargroen von 4 bis 250kDa enthalt.

3.4.3 Auftrennung der Proteine und Entwicklung der Zymographie

Nach Beladen aller Sammelgelvertiefungen wurde eine Stromstirke von 31 mA angelegt und
als obere Begrenzung eine Spannung von 130 Volt eingestellt. Diese Werte gelten fiir zwei
parallel laufende Kammern. Nach einer Laufzeit von 5 Stunden mit kontinuierlicher
Temperierung der Elektrophoresekammer bei 4°C, wurde das Sammelgel vom Trenngel
entfernt und verworfen. Zur Entfernung des denaturierenden SDS und Entfaltung der Enzyme
wurde das Gel in einer Wanne mit einem Waschpuffer (siche Tabelle 6) zweimalig 15
Minuten schwenkend gewaschen. Im Anschluss wurde durch mehrmaliges griindliches
Spiilen mit Wasser der Waschpuffer wieder entfernt. Das Gel mit den aufgetrennten MMPs
wurde im Folgenden im Inkubationspuffer, einer kalziumhaltigen, leicht alkalischen Losung,
fiir 24 Stunden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Wéhrend andere Studien sich oft auf 18
Stunden beschrinkten, wurde bewusst eine 24 stiindige Inkubationszeit gewidhlt, um

insbesondere schwichere Banden, bspw. von aktiviertem MMP-9, hervorzuheben.

Tabelle 6: Zusammensetzung des Wasch- und Inkubationspuffers

Waschpuffer Inkubationspuffer
1 Trit
50 ml Triton pur 50 ml 2 M Tris/HCI
50 ml 2M Tris/HCL 1 ml 5 M CaCl,
2 1’1’115 M CaCb

mit aqua dest. auf zwei Liter auffiillen und pH auf 7,5 einstellen
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Die in der Elektrophorese aufgetrennten MMP Isoenzyme werden durch die im Puffer
enthaltenen Kalziumionen enzymatisch aktiv und spalten die Gelatine im Gel. Nach erfolgter
Inkubation wurde der Inkubationspuffer entfernt und mit Coomassie Brilliant Blue auf dem
Schiittler fiir eine Stunde gefdrbt. Zur optimalen Abzeichnung der weilen Banden gegeniiber
dem blauen Hintergrund wurden die Gele anschlieBend zweimalig mit klarem Wasser
aufgekocht und fiir zwei Stunden auf dem Schiittler belassen. Die Verteilungsmuster der Gele

wurden mit Hilfe eines CanoScan LiDE 60 Scanners (Canon) digitalisiert und gespeichert.

3.4.4 Puffer und Losungen

Die Puffer und Losungen wurden nach Standardprotokollen und den gebriuchlichen

molekularbiologischen Techniken hergestellt.

Tabelle 7: Puffer und Losungen
Zusammensetzung Zusitze

0,5 M Tris/HCI pH 6,8

Sammelgelpuffer 0.4% SDS mit SM HCI auf pH 6,8

einstellen
ad 250 ml Aqua dest.

1,5 M Tris/HCI pH 8,8
mit SM HCI auf pH 8,8

Trenngelpuffer 0,4% SDS
einstellen
ad 1000 ml Aqua dest.
Coomassie Brilliant 2,5g Coomassie Brilliant Blue ad 500 ml Aqua dest.
Blue (0,5%) 40% Methanol, 10% Eisessig 16sen und abfiltrieren

25 mM Tris base (2,9g)
Laufpuffer- ad 1000 ml Aqua dest.
0,192 M Glycin (14,4g)

SIS pH sollte 8,3 betragen
1% SDS
40% Glycerin, 8% SDS ad 10 ml Aqua dest.
Lammli-Puffer 250 mM Tris/HCI pH 6.8 aliquotieren und bei
0,4% Bromphenolblau -80°C lagern
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3.4.5 Auswertung

Fiir die quantitative Auswertung der Zymographiegele wurde von der Firma Biometra das
Computerprogramm BioDocAnalyze 3.0 (Whatman Biometra GmbH, Goéttingen, D)
verwendet. Diese Software erkennt und umrandet die einzelnen Banden der eingescannten
Gele automatisch und analysiert diese densitometrisch. Eine geringfiigige Schwankung in der
Peak-Bestimmung bei mehrmaliger Auswertung wurde durch die Berechnung des
Mittelwertes von drei verschiedenen Messungen reduziert. Die Banden, die das Programm
nicht erkannte, wurden manuell nachgezogen. Um einen rein subjektiven Fehler
auszuschlieBen, erfolgte die Auswertung mit weiteren Densitometrie-Programmen, wie bspw.
dem LumiAnalyze 3.0 und der Image J Software. Diese bestitigten die Daten der
BioDocAnalyze 3.0 Auswertungen. Die absoluten Differenzen der Einzelwerte fielen jedoch
weniger deutlich aus, so dass die Auswertung im Weiteren mit dem BioDocAnalyze 3.0

Programm durchgefiihrt wurde.

Um zufillige Fehler durch die manuelle Bearbeitung zu reduzieren, wurde die Auswertung
eines Gels dreimalig, mit anschlieBender Berechnung des Mittelwertes, durchgefiihrt. Zur
Validierung der Zymographie durften die einzelnen densitometrischen Messungen nur
geringfiigig voneinander abweichen. Die Homogenitét der drei Messungen wurde mit der
Mal3zahl Cronbachs a (Alpha) berechnet, welche das Maf} an interner Konsistenz einer Skala
in der multivariaten Statistik angibt. Jedes Item der gleich aufgebauten Stichproben, in diesem
Fall die einzelnen Banden der drei Messungen, wird miteinander verglichen und anschlieSend
die durchschnittliche Korrelation bestimmt. Anders als mit der reinen Korrelation, die immer
nur zwei Stichproben miteinander vergleicht, erhdlt man bei Cronbachs a auch bei grofleren
Stichproben immer nur einen Wert. Cronbachs o kann Werte annehmen zwischen minus
unendlich und 1, wobei nur Werte fiir a > 0,7 aussagekréftig sind. Je hoher Cronbachs a ist,

desto hoher ist die proportionale Varianz zwischen den Stichproben [139, 140].

N-F

1+ (N—1)-r

Yy =

N entspricht der Anzahl der Items (Banden), T ist die durchschnittliche Korrelation zwischen den

Items
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Das Programm erkennt die optische Dichte der einzelnen Banden und definiert den
Hintergrund als Bezugsdichte. Die Differenz aus der Dichte des Hintergrundes und der
gemessenen Bande ergibt einen Absolutwert. Um alle 40 Gele und damit auch die einzelnen
Banden untereinander vergleichen zu konnen, konnten die Absolutwerte nicht herangezogen
werden, da identische Farbhintergriinde der einzelnen Gele nicht reproduzierbar waren. Eine
leichte Farbschwankung bei der Gelherstellung sowie bei der Gelbearbeitung konnte nicht

vermieden werden.

Um dieses Problem zu beheben, wurde auf jedes Gel ein Zymographiestandard aufgetragen,
dessen Enzymkonzentration bekannt war. Hierfiir wurde ein aus gleichen Teilen gemischter
MMP-2/MMP-9-Gelatinasestandard ~ verwendet (Katalognummer CC073, Chemicon®
International), dessen gesamte Enzymkonzentration mit 0,1 mg/ml angegeben wurde. Bei
einer Verdlinnung von 1:640 und einem aufgetragenen Volumen von 5 pl ergab sich eine
Gesamtenzymmenge pro Standard-Lane von 0,78 ng, entsprechend fiir MMP-2 und MMP-9
je 0,39 ng. Diese Unterscheidung war notwendig, da MMP-2 und MMP-9 unterschiedliche
enzymatische Aktivititen aufweisen, die sich in Helligkeitsunterschieden zwischen den
Banden niederschlagen [107, 141]. Eine Gleichsetzung aus Addition der Helligkeitswerte
aller Banden mit der gesamten Enzymmenge der Standard-Lane war somit nicht moglich.

MMP-2 und MMP-9 mussten getrennt voneinander betrachtet werden.

Neben der latenten Form von MMP-2 und dem MMP-9 Monomer fanden sich zusitzlich auch
die dazugehorigen aktivierten Formen im Standard. So lieBen sich insgesamt vier
verschiedene zymographische Banden voneinander abgrenzen. Eine prozentuale Unterteilung
in latente und aktivierte MMPs konnte jedoch wegen der Autoaktivierung nicht sicher
festgesetzt werden. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit jeweils die Helligkeitswerte
der latenten und aktivierten Bande von MMP-2 bzw. MMP-9 addiert und mit der Hélfte der
gesamten Enzymmenge (0,39 ng) gleichgesetzt. Durch Dreisatzberechnung konnte damit die

Enzymmenge der zu untersuchenden Probenbanden berechnet werden.
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3.5 ELISA

Zusétzlich zur quantitativen Gelatinezymographie wurden im ELISA die Werte der
Gesamtkonzentration an MMP-2, MMP-8 und MMP-9, der Anteil an aktiver MMP-9 und der
spezifische Inhibitor TIMP-1 im Serum der CF-Patienten und Kontrollprobanden bestimmt.

3.5.1 MMP-9

Fiir die Bestimmung der absoluten und aktiven MMP-9 Konzentration aus dem Serum von
CF-Patienten wurde der Enzym-Aktivitits-Assay Fluorokine® E der Firma R&D-Systems
verwendet und entsprechend den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Es handelt sich
dabei um einen so genannten Sandwich-ELISA. Die 96 Wells der Mikrotiterplatte sind an der
Oberflache mit Antikdrpern gegen humanes MMP-9 beschichtet. Zunidchst wurde aus dem
mitgelieferten MMP-9 Standard eine Verdiinnungsreihe von 16 ng/ml bis 0.25 ng/ml
hergestellt, die als Doppelbestimmung einpipettiert wurde. Der Verdiinner stellte dabei den
Nullwert dar. Die auf Raumtemperatur gebrachten Proben wurden in einem Verhéltnis von
1:100 verdiinnt und jeweils 50 ul in die Wells gegeben. Nach zweistiindiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Fliissigkeit aus jedem Well entfernt und die Platte mit einem
Waschpuffer dreimalig gewaschen. Fiir die Bestimmung des gesamten MMP-9 war es
erforderlich die latente in die aktive Form zu iiberfilhren, da nur aktives MMP-9 die
anschlieBende Fluoreszenz-Reaktion ausldst. Diese Aktivierung erfolgte durch Zugabe von p-
aminophenylmercuric  acetate (APMA). Bei Bestimmung der aktiven MMP-9
Ausgangskonzentration entfdllt der Aktivator. Nach Zugabe einer Substratlosung und einer
Inkubationszeit von 17-20 Stunden kann mit Hilfe eines Fluoreszenz-Platten-Lesers die
Substratumsetzung photometrisch bei 450 nm gemessen werden. Die MMP-9
Konzentrationen sind proportional zur ermittelten Farbintensitit. Die Sensitivitdt des Tests

betrdgt im Mittel 5 pg/ml.

Fiir die quantitative Bestimmung der Gesamtkonzentration an MMP-2 und MMP-8 wurde der
Fluorokine MAP multiplex® fiir humane MMPs der Firma R&D-Systems aus Wiesbaden
verwendet. Die Vorgaben des Herstellers wurden eingehalten, weswegen an dieser Stelle auf

die ausfiihrliche Beschreibung der Firma R&D-Systems verwiesen wird.
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3.5.2 TIMP-1

Bei der Quantifizierung von humanem TIMP-1 wurde das Quantikine® ELISA Kit ebenfalls
von der Firma R&D Systems aus Wiesbaden verwendet. Auch hierbei handelt es sich um
einen Sandwich-ELISA, der dem Prinzip des MMP-9 ELISAs entspricht. Die Boden der
Mikrotiterplatten sind mit monoklonalen Méuse-Antikorpern gegen TIMP-1 beschichtet. Die
optimale Verdiinnung des Serums wurde auf 1:100 festgelegt. In Doppelbestimmung wurden
jeweils 50 pl Standard oder Probe in die Wells gegeben und fiir zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach anschlieBendem Waschen und Zugabe von 200 pl eines anti-
TIMP-1-Peroxidase-Konjugates wurden die Wells erneut eine Stunde auf dem Schiittler
inkubiert. Unter Lichtschutz erfolgte eine halbstiindige Substratumsetzung, die im Anschluss
photometrisch bestimmt werden konnte (s.0.). Die Sensitivitdtsgrenze dieses Tests liegt bei

weniger als 0,08 ng/ml.

3.5.3 Auswertung

Aus der Standardlosung des ELISA Kits wurde eine Verdiinnungsreihe erstellt und
photometrisch gemessen. Die gewonnenen Fluoreszenzwerte wurden in Abhéngigkeit der
Enzymkonzentration in ein Koordinatensystem aufgetragen und mit allen Punkten in einer
linearen Regression eine Ausgleichsgerade berechnet und in das Diagramm eingetragen. Die
photometrisch erhobenen Probendaten wurden auf dieser Geraden gesucht und die

dazugehorige Enzymkonzentration auf der Ordinate abgelesen.
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3.6 Western Blot

Die in der Zymographie detektierten Gelatinasen wurden mit Hilfe eines Western Blots
identifiziert. Fiir die Darstellung von MMP-9/NGAL-Komplexen kamen humane MMP-9
Antikorper (der Firma R&D; MAP 911) in der Verdiinnung 1:250 zum Einsatz.

3.6.1 Vorbereitung der Proben

Die Durchfithrung des Western Blots benétigt eine moglichst reine Proteinsuspension, um
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen zu vermeiden. Die Aufreinigung der Gelatinasen
von den restlichen Serumbestandteilen wurde mit Hilfe einer Gelatine Sepharose
durchgefiihrt. Hierzu wurden 700 pl Serum von verschiedenen CF-Patienten mit 700 pl Tris-
HCI-Nativpuffer und 100 mg Gelatine Sepharose iiber Nacht bei 4°C auf dem Schiittler
(Thermomixer comfort der Firma Eppendorf AG, Hamburg) bei 300 rpm inkubiert. Die
Gelatinasen binden an die Gelatine und konnen durch Waschen mit dem Tris-HCIl-
Nativpuffer von den restlichen Serumbestandteilen getrennt werden. Erst die Zugabe einer
gesdttigten (ca. 8 molaren) Harnstofflosung mit Limmli-Puffer ohne B-Mercaptoethanol
(100 pl) lost die MMPs von der Gelatine Sepharose. Der Nachweis der aufgereinigten

Gelatinasen aus dem Lysat erfolgte mittels Zymographie.

3.6.2 Durchfithrung des Western Blots

Der Ablauf des Western Blots dhnelt im ersten Schritt dem der Zymographie. Das
Proteingemisch wird zunédchst in der Gelelektrophorese anhand der unterschiedlichen
MolekiilgroBen aufgetrennt. Bis auf die Gelatine gleicht die Zusammensetzung der
Tragermatrix der des Zymographiegels und auch die Versuchsdurchfithrung ist identisch mit
der Zymographie (Zusammensetzung und Konzentrationen siehe oben). Die Proteinlésung
wurde unverdiinnt in den Volumina 5 pl, 15 pl und 25 pl aufgetragen. Nach Auftrennung der
Proteine wurde senkrecht zum Polyacrylamidgel ein elektrisches Feld mit einer Stromstirke
von 100 mA angelegt, das einen Transfer der Proteine aus dem Gel auf eine Membran aus
Nitrozellulose (PVDF-Membran) ermdoglicht. Fiir diesen Vorgang, dem sogenannten
,,Blotten* wurde eine Mini Trans Blot Cell Kammer der Firma Bio Rad Laboratories GmbH
aus Karlsruhe verwendet. Durch hydrophobe Wechselwirkungen an der Membranoberfldche
binden die Proteine in dem Muster der elektrophoretischen Auftrennung und stehen nach dem

Auswaschen von SDS fiir weitere Untersuchungsmethoden zur Verfiigung.
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3.6.3 Proteindetektion

Fiir die Proteinbestimmung konnen einerseits die membrangebundenen Proteine unspezifisch
iiber bestimmte Farbstoffe, wie beispielsweise Coomassie, markiert werden, andererseits
identifizieren monoklonale oder polyklonale Antikdrper passende Proteinbanden auf der
Membran mit einer sehr hohen Spezifitit. Die Vorbereitung der Nitrozellulosemembran
erfolgte durch eine einstiindige Inkubation in einer drei prozentigen Milchpulverlésung (TBS-
NP40, sieche Tabelle 8) bei Raumtemperatur auf dem Schiittler. Hierdurch werden

unspezifische Bindungsstellen blockiert.

Tabelle 8: Zusammensetzung des TBS-NP40-Puffers

20 mM Tris pH 7,5
TBS-NP40 137 mM NaCl, + 0,1% NP-40

— pH auf 7,5 einstellen

Im Anschluss wurde die Nitrozellulosemembran mit einem spezifischen MMP-9 Antikorper
(human-MMP-9 Antikorper, R&D; MAB911) iiber Nacht im Kiihlschrank bei 4°C inkubiert
(Antikorper zu Milchpulver 1:250). Nach zweimaligem Waschen mit dem TBS-N-Puffer zur
Entfernung ungebundener Antikoper erfolgte eine einstiindige Inkubation mit dem Sekundér-
Antikorper (anti-goat-mouse, DAKO, PO447). Dieser bindet spezifisch auf den ersten
Antikorper und visualisiert vorhandenes MMP-9. Ein ebenfalls durchgefiihrter Nachweis auf
Lipocalin (Antikorper zu Milchpulver 1:500, R&D, AF 1857) fiel durch einen geringen
Gelatinasenanteil zu schwach aus. Fiir die weitere Bestimmung der Banden wurden die im
Western Blot erkannten Proteinbanden mit einem Skalpell ausgeschnitten und in der

Massenspektrometrie untersucht.

Tabelle 9: Zusammensetzung der Anoden- und Kathodenpuffer im Western Blot

Anodenpuffer 1 Anodenpuffer 2 Kathodenpuffer

0,3 M Tris base 25 mM Tris base 40 mM e-Aminocapronséure

20% Methanol + ad 1000 ml Aqua dest.
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3.7 Statistik und Textverarbeitung

Fir die statistische Auswertung wurden zunichst alle Daten auf Normalverteilung hin
tiberpriift. Bei Berechnungen unter 50 Items wurde der Shapiro-Wilk-Test und fiir mehr als 50
Items der Kolmogorov-Smirnov-Test verwendet. Bei Erfiillung der Kriterien fiir die
Normalverteilung (Werte von 0,05 bis 0,2) wurde zur Unterscheidung der Mittelwerte der t-
Test angewandt. Bei drei oder mehr Versuchsgruppen wurden die Unterschiede zwischen
Mittelwerten anhand der ,,einfachen ANOVA* (ordinary measures of analysis of variance)
und anschlieBend mit dem post hoc Testverfahren auf Signifikanz gepriift. Der Vergleich von
Mittelwerten mit einer Kontrollgruppe erfolgte anhand der Prozedur nach Dunnett. Zum
Vergleich von Mittelwerten aller Stichproben untereinander wurde das Verfahren nach Tukey
und Kramer angewandt. Alle nicht normalverteilten Daten wurden mit einem nicht-
parametrischen Test untersucht. Hierbei kam der Mann-Whitney U Test fiir unverbundene
Stichproben und der Wilcoxon Rang Test fiir verbundene Stichproben zur Anwendung. Ein
Zusammenhang zwischen den Daten wurde nach Spearmen fiir die nichtparametrische
Rangkorrelation durchgefiihrt. Kleine nominale oder ordinale Stichproben wurden mit Chi-
Quadrat gepriift. Soweit nicht anders angegeben, wurde fiir die Darstellung der Daten in den
Abbildungen der arithmetische Mittelwert + mit einfacher Standardabweichung (SD) aus den
Einzelmesswerten gebildet. Fiir ordinal verteilte Werte wurde der Median gewdhlt. Der
Stichprobenumfang der Versuche ist der jeweiligen Legende zu den Abbildungen zu

entnehmen.

Die graphische Darstellung des Datenmaterials erfolgte anhand von Balkendiagrammen und
in Boxplots. Der Bereich einer Box stellt dabei die mittleren 50% der gemessenen
Stichproben dar, wobei der Median durch einen dicken schwarzen Balken hervorgehoben
wird. Die obere Begrenzung entspricht der 75% und die untere die der 25% Marke. Die
Streuung der iibrigen Werte wird durch die von der Box abgehenden Striche, die maximal
1,5fache Boxenldnge haben, dargestellt. Extremwerte werden mit einem Kreis (0), Ausrei3er
werden als Einzelpunkte markiert (*). Die Nullhypothese wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5% verworfen und der Unterschied damit als statistisch
signifikant angesehen. Im Folgenden sind die Signifikanzschwellen mit Sternchen (*)
markiert, wobei fiir * p < 0,05 (signifikant) sowie ** p < 0,01 (hochsignifikant) gilt [140]. Die
statistische Auswertung erfolgte auf den Berechnungsgrundlagen des Programmes SPSS
Version 14.0 (SPSS Inc., IL, USA). Die Niederschrift und das Layout der Arbeit erfolgten mit
dem Textverarbeitungsprogramm WORD 2007 (Microsoft®).
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4 FErgebnisse und Auswertung

4.1 Validierung der Zymographie

4.1.1 Gegeniiberstellung der Densitometrie Programme

In den Voriiberlegungen wurden insgesamt drei Software Programme, Image-J,
BioDocAnalyze 3.0 und LumiAnalyze 3.0 zur densitometrischen Auswertung der
Zymographie in Erwigung gezogen. Zielparameter war eine moglichst hohe Korrelation mit
den Werten des ELISAs. Zusidtzlich floss auch die Art der Bearbeitung und die
Reproduzierbarkeit der Daten in die Wahl des Auswertungsprogrammes mit ein. Image-J und
LumiAnalyze 3.0 zeigten eine gute Korrelation zu den ELISA-Werten, BioDocAnalyze 3.0

betonte dariiber hinaus auch die absoluten Differenzen der Einzelwerte (siehe Abbildung 6).

N
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Abbildung 6: Gegeniiberstellung der Befunde unterschiedlicher Densitometrie Programme.
Die Enzymkonzentrationen der ersten 10 Serumproben wurden mit drei verschieden Programmen,
Image-J, LumiAnalyze und BioDocAnalyze untersucht. Eine optimale Ubereinstimmung der relativen
minimalen und maximalen Konzentrationen mit den ELISA-Daten fand sich dabei bei dem

BioDocAnalyze 3.0.

4.1.2 Reproduzierbarkeit der densitometrischen Daten

Die in der Zymographie erstellten Banden wurden mit dem BioDocAnalyze Densitometrie
Programm der Firma Biometra ausgewertet. Die automatisch erkannten Banden zeigten dabei

eine geringfligige Variation in Form und GréB8e. Dieser systematische Fehler sollte durch die
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dreimalige Messung der Gele reduziert werden. Hierbei ergab sich zwischen den drei
Auswertungen eine mittlere Homogenitdt nach Cronbach a = 0,982 £+ 0,0015 (£ 0,04). Das
Gel mit der grofBten Abweichung innerhalb der drei Messungen (P1) zeigte dabei einen Wert
von a = 0,965. Die grofite Homogenitdt zwischen den einzelnen Messungen fand sich mit
o = 0,995 im Gel D2. Die ausgesprochen hohe Ubereinstimmung zwischen den wiederholten
Auswertungen eines Gels betont die Reproduzierbarkeit der Werte mit dem BioDocAnalyze

3.0 Programm und spricht fiir die Auswahl der gewihlten Software.

4.1.3 Homogenitiat serumgleicher Gele

Fir die Vergleichbarkeit aller durch die Zymographie gewonnenen Daten war eine
Standardisierung der Gelherstellung, der Probenbehandlung sowie der Versuchsbedingungen
Voraussetzung. Eine geringfiigige Schwankung lie3 sich jedoch in der Anfarbung der Gele
nicht vollstdndig vermeiden, so dass als Index fiir jedes Gel ein Enzymstandard mit bekannter
Konzentration mitgefiihrt wurde. Die gewonnenen Bandenpeaks jedes Gels wurden mit Hilfe
des Gelindexes im Dreisatzverfahren auf die gesuchten Enzymkonzentrationen umgerechnet.
Die Richtigkeit dieser Uberlegungen konnte im ersten Schritt durch den Vergleich der beiden
in Doppelbestimmung angefertigten Gele iiberpriift werden. Die Korrelation dieser
serumgleichen Gele (z.B. A1/A2: r = 0,989) ist in Tabelle 10 wiedergegeben. Aus allen
Korrelationswerten serumgleicher Gele berechnete sich ein Mittelwert von r = 0,969 +

0,0035. Dieser hohe Korrelationsgrad spricht fiir die Homogenitét der serumgleichen Gele.

Tabelle 10: Korrelation serumgleicher Gele

Gel A\/A; r=0,989 Gel I}/1, r=0,963
Gel B1/B, r=0,953 Gel J1/), r=0,965
Gel C//C, r=0,983 Gel K /K, r=0,941
Gel D{/D, r=0,977 Gel Li/L, r=0,973
Gel E|/E; r= 10,980 Gel M /M, r=0,946
Gel F/F, r=0,969 Gel Ni/N, r=0,987
Gel G//G; r=0,964 Gel 0,/0; r=0,982
Gel H/H, r=0,968 Gel P,/P, r=0,962

Die Serumproben wurden auf insgesamt 16 Gele in Doppelbestimmung aufgetragen. Serumgleiche
Gele zeigten eine hohe Ubereinstimmung in den gemessenen Enzymkonzentrationen. Angegeben ist

der Korrelationswert, wobei r = 1 einer Ubereinstimmung von 100% gleichzusetzen ist.
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4.1.4 Vergleichbarkeit aller Gele

Im zweiten Schritt zur Validierung der quantitativen Zymographie sollten, neben der
Gelhomogenitit serumgleicher Proben, alle Gele und damit auch alle Serumproben
untereinander vergleichbar sein. Als ungefdhre Orientierungspunkte fiir die berechneten
Zymographiekonzentrationen sollten die MMP-9 Gesamtkonzentrationen der standardisierten
ELISA Auswertung dienen. Hierzu standen 126 ELISA-Werte, von 58 Patienten (86 Werte)
und von 40 Kontrollprobanden (40 Werte) zur Verfiigung.

Der verwendete Enzym-Aktivitits-Assay Fluorokine E der Firma R&D-Systems bestimmte
die Gesamtkonzentration an MMP-9 in der Serumprobe unabhingig von der
Zusammensetzung der Isoformen. Ein Grofteil der Enzymkonzentration, rund 80%, wurde
dabei durch das proMMP-9 Monomer prisentiert. Dieses zymogene MMP-9 Monomer
korrelierte im hohen Mafle mit den ELISA-Werten (r = 0,857; p < 0,001). Die
Enzymkonzentration im ELISA setzt sich jedoch aus der Summe der Isoformen zusammen,
dem aktiven und latenten MMP-9 Homodimer (jeweils in doppelter Konzentration, da ein
Enzym aus zwei Monomeren aufgebaut ist), dem aktiven und latenten MMP-9/NGAL
Heterodimer sowie dem latenten und aktiven MMP-9 Monomer. Die Summierung aller
zymographischen MMP-9 Isoenzyme erreichte hierbei mit den ELISA Werten eine
Ubereinstimmung von r = 0,882 (p < 0,001).

Tabelle 11: Korrelation der Enzymkonzentration von ELISA und Zymographie (126
Werte)

Verfahren proMMP-9 Monomer ~ MMP-9 Gesamtkonzentration
Korrelation nach Pearson 0,857 0,882""
Signifikanz (2-seitig) < 0,001 <0,001

Ahnlich wie fiir die Gesamtkonzentration an MMP-9 ergab sich auch bei isolierter
Betrachtung fiir die aktivierten MMP-9 Isoenzyme (aktives MMP-9 Homodimer, aktives
MMP-9 Heterodimer und aktives MMP-9 Monomer) eine signifikante Korrelation zwischen
dem ELISA und der Zymographie (r = 0,566; p < 0,001). Die Kontrollgruppe zeigte im
ELISA sowie in der Zymographie im Mittel geringere Enzymkonzentrationen als die CF-
Gruppe, dass sich graphisch in der dichten Punktwolke in Abbildung 7B (Kreise)
wiederspiegelt. Die MMP-2 Enzymkonzentration zwischen ELISA und Zymographie ergab
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eine negative Korrelation (r = - 0.437; p < 0,001). Wéhrend im ELISA die Kontrollgruppe
eher hohe Werte und die CF-Patienten niedrigere MMP-2 aufwiesen, verhielten sich die

Daten in der Zymographie genau entgegengesetzt.
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Abbildung 7: Lineare Beziehung zwischen ELISA und Zymographie. Jedem ELISA Wert der 58
CF-Patienten und 40 Kontrollprobanden wurde ein zymographischer Wert der Gesamtkonzentration
an gesamtMMP-9 (A), aktiven MMP-9 (B) und MMP-2 (C) zugeordnet. Der lineare Zusammenhang,
insbesondere zwischen beiden gesamtMMP-9 Werten, spricht fiir eine hohe Korrelation und damit fiir

eine gute Vergleichbarkeit der beiden Messmethoden.
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4.1.5 Western Blot

Die elektrophoretische Auftrennung des Gelatine Sepharose Lysats mit anschlieBender
polyklonaler MMP-9 Antikorper Inkubation detektierte drei Banden: das MMP-9 Homodimer
(~220kDa), den MMP-9/NGAL Komplex (~130kDa) und das MMP-9 Monomer (~92kDa). In
Abbildung 8 sind die unterschiedlichen MMP-9 Banden des Western Blots vergleichend mit
den Ergebnissen der Zymographie und einem kDa-Standard dargestellt.

kDa-Standard Western-Blot Zymographie
: s —> MMP-9 Homodimer

250kDa

160kDa -

105kDa -

Abbildung 8: Proteinbanden im Western Blot. Im Western Blot (mittlere Spalte) konnten drei
Banden mit dem humanen MMP-9 Antikdrper MAB911 detektiert werden; MMP-9 Homodimer,
NGAL/MMP-9 Heterodimer und MMP-9 Monomer. Diese Banden fanden sich auch in der
zymographischen Darstellung (rechts). Zum Abschitzen der MolekiilgroBe wurde ein kDa-Standard
gegeniibergestellt (links).
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4.2 Deskriptive Statistik der klinischen Daten

4.2.1 Patienten der Studie

Die vorliegende Studie, die sich aus Daten von insgesamt 98 Probanden zusammensetzte,
wurde in Kooperation mit der pulmonologischen Ambulanz der Universitétsklinik Gieen im
Zeitraum von Februar 2006 bis Mérz 2007 erhoben. Das Gesamtkollektiv wurde in zwei
Gruppen eingeteilt (siche Tabelle 12). Zum einen die Gruppe der CF-Patienten (rund 60%),
die sich mindestens einmal alle drei Monate zu regelméfigen Kontrollen in der Ambulanz
vorstellten, bzw. bei besonderen Beschwerden auch in kiirzeren Abstinden. Von einigen
Patienten existierte nur eine einzige Blutentnahme, bei anderen hingegen bis zu fiinf
Blutproben von unterschiedlichen Zeitpunkten. Insgesamt ergaben sich 136 Blutproben von
58 Patienten. Bei allen 40 gesunden Probanden wurde nur einmalig Blut entnommen.
Einschlusskriterium der Freiwilligen war, dass zum Abnahmezeitpunkt keinerlei Anzeichen
auf Asthma oder Entziindungszeichen der Lunge vorlagen. Insgesamt wurden 176

Serumproben bearbeitet.

Tabelle 12: Studienkollektiv

Probanden Proben
Cystische Fibrose 58 136
Kontrollgruppe 40 40
Summe 98 176

4.2.2 Alter der Patienten

Die Patienten der Studie waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme zwischen 18 und 50 Jahre
alt, dies entsprach einem Mittelwert von 31 Jahren und einem Median von 32 Jahren (SD 6,9).
Bei der Kontrollgruppe zeigte sich ein Mittelwert von 26 Jahren (SD 5,6) mit einer Streuung
von 20 bis 41 Jahren. Damit war das mittlere Alter der Kontrollgruppe signifikant jlinger als
das der CF-Gruppe (p < 0,001). Der Altersverlauf entsprach bei den CF-Patienten einer
Normalverteilung, nicht jedoch bei der Kontrollgruppe (siehe Abbildung 9).
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12 - CF-Patienten
D Kontollprobanden

o
-
1

Anzahl der Probanden
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Abbildung 9: Altersverteilung der CF-Patienten und der Kontrollgruppe. Altersverteilung der 58
CF-Patienten (dunkel) und 40 gesunden Kontrollprobanden (hell). Eine Normalverteilung ist bei den
CF-Patienten (p = 0,163) gegeben, nicht jedoch bei der Kontrollgruppe (p = 0,004) (signifikante

Abweichung von der Normalverteilung).

4.2.3 Geschlechtsverteilung

Die 58 CF-Patienten der Studie waren zur Hélfte weiblich und ménnlich mit jeweils einem
Mittelwert von 31 Jahren. Auch die Kontrollgruppe teilte sich zu gleichen Teilen in beide
Geschlechter mit jeweils 20 Personen auf, wobei die weiblichen Probanden im Durchschnitt

mit 24,2 Jahren etwas jlinger waren als die ménnlichen Probanden mit 29,3 Jahren.

4.2.4 Einteilung der CF-Patienten

Die CF-Patienten wurden nach dem Infektionsgrad in zwei Gruppen unterteilt. Als
Unterscheidungskriterium diente ein Exazerbationsindex der Lunge, der von Rosenfeld 2001
etabliert wurde [67]. Ihm zugrunde liegen insgesamt sechs klinische Befunde, die bei einer
akuten Lungeninfektion auftreten konnen und mit Punktwerten eine unterschiedlich starke
Gewichtung finden. So wird dem Befund der geringeren korperlichen Belastbarkeit ein
Indexwert von 1,8 zugesprochen, vermehrter Husten oder vermehrter Auswurf je einen Wert
von 1,5. Ein krankheitsbedingtes Fernbleiben von Schule oder Arbeit addiert den Wert 1,6

hinzu. Zusétzliche auskultatorische Befunde, wie vermehrtes Rasseln, Giemen oder Brummen
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in der Lunge, erhalten den Index 1,2. Als letzter Wert flie3t in die Berechnung mit 1,1 ein

vermindertes Hungergefiihl ein. Von einer pulmonalen Exazerbation spricht man, wenn der

sogenannte PEx-Score (pulmonale Exazerbation) einen Punktwert von 2,6 lberschreitet

[67, 98]. Von den 58 Patienten, die sich ambulant innerhalb eines Jahres vorstellten, zeigten

18 bei ihrem erstmaligen Besuch nach o.g. Kriterien eine pulmonale Exazerbation (PEx). Die

18 CF-Patienten mit PEx bildeten ein mittleres klinisches Symptombild nach dem Rosenfeld-

Wert von 4,5 Punkten. Bei den CF-Patienten ohne PEx ergab sich ein mittlerer Wert von 0,48.

Beide Gruppen unterschieden sich damit hochsignifikant voneinander (p < 0,001).

Tabelle 13: Zusammensetzung der Kontroll- und Patientengruppe

Kontroll- CF-Patienten

gruppe ohne PEx mit PEx
Anzahl 40 40 18
mittleres Lebensalter (=SD) 26,8+ 5,6 322+7,4 31,3+6,0
Median (Jahre) 26,5 32,4 32,2
Geschlecht (m/w) 20/20 23/17 6/12
Dauerhafte medikamentdse
Anti-Inflammatorische Therapie 0 33 17
Antibiotische Therapie 0 31 17
Rosenfeld-Score 0,48 £ 0,68 4,19 £ 1,9%*

Demographische Daten und medikamentdse Therapie der Kontrollgruppe und der CF-Patienten. Die

Patienten mit cystischer Fibrose wurden noch einmal unterteilt in Patienten mit pulmonaler

Exazerbation (mit PEx) und ohne PEx.
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4.3 Klinische Befunde und Laborwerte

Die Einteilung klinischer Symptome, wie sie im Rosenfeld-Score zur Anwendung kommen,
unterliegt subjektiven Befunden. Objektive Aussagen iiber den Krankheitsprozess konnen
hingegen biochemische Untersuchungsparameter aus Blut, Sputum und Urin oder funktionelle

Untersuchungen, wie die Bodyplethysmographie, geben.

4.3.1 Lungenfunktionsparameter

Die Lungenfunktionsparameter, wie das forcierte Einsekunden-Exspirationsvolumen (FEV1
in %) und die Vitalkapazitit (VC in %), zeigten eine signifikante Verschlechterung bei den

CF-Patienten mit PEx gegeniiber den Patienten ohne PEx.

Tabelle 14: Lungenfunktionsparameter und Blutgase

CF-Patienten

Parameter

ohne PEx mit PEx
VC (%) 77,95 £ 18,71 55,79 £ 14,21**
FEV1 (%) 64,33 £21,97 40,03 + 13,97**
O, (mmHg) 76,9 + 9,09 70,1 +11,14%*
CO; (mmHg) 37,6 + 3,8 38,8 +9,1

Lungenfunktionsparameter und Blutgase von 40 CF-Patienten ohne Lungenexazerbation (ohne PEx)

und 18 Patienten mit PEX.
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Abbildung 10: Vitalkapazitit und FEV1 bei CF-Patienten ohne und mit PEx. Die VC und die
FEV1 stellen Funktionsparameter der Lunge in Abhédngigkeit des Alters und des Geschlechts dar.
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4.3.2 Entziindungsparameter

Die serologischen Entziindungsparameter, wie das C-reaktive-Protein (CRP) (p < 0,001), die
neutrophilen Granulozyten (p = 0,028) sowie die Monozyten (p = 0,022) unterschieden sich
signifikant zwischen CF-Patienten ohne und mit Exazerbation (siche Tabelle 15). Auch die
Thrombozyten (p < 0,001) lagen bei CF-Patienten mit Exazerbation in héherer Konzentration

vor als bei Patienten ohne PEx.

Tabelle 15: Entziindungsparameter bei CF-Patienten mit und ohne PEx

CF-Patienten

Laborwerte P
ohne PEx mit PEx
CRP (mg/l) 6,27 + 5,44 39,3 + 39,8 <0,001%*
Leukozyten (10°/1) 74+221 10,15 4,22 0,022%*
Neutrophile (10°/1) 5,18 £2,07 7,7+ 4,0 0,028%*
Eosinophile (10°/1) 0,16+ 0,11 0,17 £0,14 0,762
Basophile (10°/1) 0,03 + 0,23 0,031 + 0,24 0,898
Monozyten (10°/1) 0,54+ 0,21 0,72 + 0,32 0,022%*
Thrombozyten (10°/1) 251 + 87 334 + 88 0,005%*

Entziindungsparameter von 40 CF-Patienten ohne Lungenexazerbation (ohne PEx) und 18 CF-
Patienten mit PEx. Insbesondere das CRP wund die neutrophilen Granulozyten als

Inflammationsmarker, lagen bei CF-Patienten mit PEx in hheren Konzentrationen vor.
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Abbildung 11: CRP und neutrophile Granulozyten bei CF-Patienten ohne und mit PEx.
Graphische Darstellung der Entziindungswerte: CRP (/inks) und der neutrophilen Granulozyten
(rechts) bei CF-Patienten ohne und mit Exazerbation (PEx).
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4.3.3 Leberbeteiligung

Die Leber ist nach der Lunge das Organ, das am hdufigsten mit einer erhohten Morbiditat
unter CF-Patienten assoziiert ist. Das Alter, das Geschlecht und andere Komorbidititen, wie
zusétzliche Erkrankungen des Pankreas und/oder der Lunge, zeigen einen erheblichen
Einfluss auf den Krankheitsverlauf. In der vorliegenden Untersuchung fanden sich 32
Patienten (55%) mit einer Erkrankung der Leber. Kriterien fiir eine Leberbeteiligung waren
eine chronische Persistenz von erhohten Transaminasen (fiir mindestens 6 Monate), wie der
Aspartat-Aminotransferase (AST) und der Alanin-Aminotransferase (ALT), eine
sonographisch oder computertomographisch nachgewiesene Leberverfettung sowie eine
Hepatomegalie. Es zeigte sich eine leichte Erhohung der Leberbeteiligung bei den Patienten
tiber 30 Jahren, die nicht signifikant ausfiel. Patienten mit zusitzlicher Leberbeteiligung
hatten jedoch eine signifikante Reduktion der Thrombozyten (p = 0,009) (keine Abbildung).
Wihrend sich die prozentuale Leberbeteiligung beim weiblichen Geschlecht ungefihr gleich
verteilte, zeigte sich innerhalb der Gruppe der ménnlichen Studienteilnehmer eine hdhere

Erkrankungsrate der Leber (62%).
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Abbildung 12: Leberbeteiligung in Abhiingigkeit von Geschlecht und Exazerbation. Links: Von
den 29 CF-Miénnern der Studie wiesen 62% eine Leberbeteiligung auf, unter den Frauen (29) zeigte
sich in etwa eine gleich starke Verteilung mit und ohne Leberbeteiligung. Rechts: CF-Patienten mit
einer Lebererkrankung zeigten signifikant weniger pulmonale Exazerbationen (PEx) als CF-Patienten

ohne eine Leberbeteiligung (p = 0,009).
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Tabelle 16: Exazerbation und Leberbeteiligung

CF-Patienten

Anzahl Gesamt
ohne PEx mit PEx
Ohne Leberbeteiligung 13 13 26
Mit Leberbeteiligung 27 5 32
Gesamt 40 18 58

Ein Fiinftel der CF-Patienten mit einer Leberbeteiligung entwickelte eine pulmonale Exazerbation,

wihrend diese bei den CF-Patienten ohne Leberbeteiligung bei 50% lag.

Die CF-Patienten mit Leberbeteiligung zeigten beziiglich der Transaminasen AST und ALT
eine signifikante Enzymerhdhung im Vergleich zu der Gruppe ohne Lebererkrankung
(AST: p=0,019), (ALT: p = 0,005). Die CF-Patienten mit PEx wiesen dabei geringere AST
und ALT Konzentrationen auf als die Patienten ohne klinische Infektsymptomatik
(AST: p=0,004), (ALT: p = 0,001). Das bedeutet, dass CF-Patienten ohne Leberbeteiligung
deutlich héufiger eine Lungenexazerbation zeigten, wohingegen sich bei CF-Patienten mit

einer Erhohung der Transaminasen seltener ein pulmonaler Infekt fand (p = 0,009).
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Abbildung 13: Transaminasen bei CF-Patienten mit und ohne PEx. Die Transaminasen
(links: AST, rechts: ALT) in Units pro Liter (U/l) lagen in einer signifikant geringeren Konzentration

bei CF-Patienten mit pulmonaler Exazerbation (mit PEx) vor als bei den CF-Patienten ohne PEx.
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4.3.4 Pankreasbeteiligung

Von den 58 CF-Patienten der Studie zeigten 33 CF-Patienten eine rein exokrine Erkrankung
des Pankreas. Kriterien hierfiir waren Verdauungsstorungen, Gewichtsverlust oder Fettstiihle
in der Vergangenheit sowie eine Elastase unter 200 pg/g Stuhl. Eine zusitzliche endokrine
Pankreasinsuffizienz fand sich bei 17 Patienten, definiert durch eine Substitutionstherapie mit
Insulin. Bei acht CF-Patienten lag keine Pankreasbeteiligung vor. Mit hoherem Lebensalter
konnte in der vorliegenden Untersuchung eine Zunahme der Pankreasbeteiligung bei CF-
Patienten beobachtet werden, ohne jedoch signifikant auszufallen. In &hnlicher Weise nahm
auch die Kombination von Leber- und Pankreaserkrankung mit dem Alter zu. Auffillig war
hierbei, dass mit Vorliegen einer Leberbeteiligung nahezu in jedem Fall eine

Pankreasinsuffizienz einherging.

Pankreasbeteiligung
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. keine Leberbeteiligung mit Leberbeteiligung
Pankreasbeteiligung

Abbildung 14: Pankreaserkrankung. Dargestellt sind die Anzahl der CF-Patienten mit
unterschiedlicher Pankreasbeteiligung (/inks) sowie das Verhiltnis von Pankreasinsuffizienz zu

Leberbeteiligung (rechts).
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4.4 Zymographische Gelatinase-Aktivitit

Mit der quantitativen Zymographie wurden 136 Seren von 58 Patienten und 40
Kontrollprobanden untersucht. Die Serumproben, aufgetragen auf insgesamt 36
Zymographiegele, zeigten jeweils in unterschiedlicher Konzentration acht verschiedene, nach
threm spezifischen Molekulargewicht aufgetrennte Gelatinasen. Ein représentatives

Zymographiegel findet sich in Abbildung 15.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Lane

pMMP-9 Homodimer
aMMP-9 Homodimer
pMMP-9/NGAL
aMMP-9/NGAL
pMMP-9 Monomer
aMMP-9 Monomer
pMMP-2

aMMP-2

Abbildung 15: Reprisentatives Zymographiegel. Dargestellt ist eines der 36 Zymographiegele. In
der ersten Lane ist der Gelatinasestandard (pMMP-9, aMMP-9, pMMP-2 und aMMP-2) aufgetragen.
Die Lanes 3-13 enthalten die unterschiedlichen proteolytischen Banden von insgesamt elf

verschiedenen CF-Patienten (a = aktives, p = pro-Enzym).

Der Gelatinasestandard enthilt vier proteolytische Banden entsprechend dem proMMP-9
Monomer (pMMP-9 bei 92kDa), dem aktiven MMP-9 Monomer (aMMP-9 bei 86kDa), dem
proMMP-2 (pMMP-2 bei 72kDa) und dem aktiven MMP-2 (aMMP-2 bei 68kDa). Vier
weitere proteolytische Banden im Bereich der Proteine mit hoéherem Molekulargewicht
konnten durch Abschétzung der Molekularmasse durch einen kDa-Standard sowie mit Hilfe
des Western Blots bestimmt werden. Die oberste Bande wurde als inaktives MMP-9
Homodimer (~220kDa), die schwichere Bande direkt unterhalb davon, als das aktivierte
MMP-9 Homodimer bestimmt. Die beiden Lipocalin-positiven Banden bei ~135 und
~115kDa wurden als inaktives und aktives MMP-9/NGAL Heterodimer identifiziert. Alle
Banden fanden sich in unterschiedlicher Auspragung bei den CF-Patienten und den gesunden
Probanden. Das proMMP-9 Monomer lag dabei in allen Féllen in der hochsten Konzentration
vor. Einzig ein aktiviertes MMP-2 wurde nur bei wenigen Patienten beobachtet und war so

schwach ausgeprégt, dass eine quantitative Auswertung nicht erfolgen konnte.
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4.4.1 Verteilung der Isoenzyme

Die acht zymographischen Banden jeder Probe wurden getrennt voneinander densitometrisch
ausgewertet und die jeweilige Enzymkonzentration berechnet. Hierbei fanden sich zwischen
den CF-Patienten und der Kontrollgruppe signifikante Unterschiede. Alle Isoenzyme von
MMP-9 und das latente MMP-9 waren bei den CF-Patienten in einer hdoheren
Enzymkonzentration exprimiert. Das aktive MMP-9 Homodimer sowie das latente

MMP-9/NGAL Heterodimer lagen dabei in doppelter Konzentration im Vergleich zu der

gesunden Kontrollgruppe vor.

Tabelle 17: Verteilung der Isoenzyme bei Kontrollgruppe und CF-Patienten

Mittelwerte
MMPs (in pg/ml) p
Kontrollgruppe CF-Patienten
proMMP-9 Homodimer 0,19 £ 0,08 0,27 £0,1 <0,001%**
aktives MMP-9 Homodimer 0,027 £0,012 0,056 + 0,02 <0,001**
proMMP-9/NGAL Heterodimer 0,035+0,016 0,068 £ 0,03 <0,001**
aktives MMP-9/NGAL Heterodimer 0,046 £0,017 0,055 £0,0233 <0,03*
proMMP-9 Monomer 0,84 £ 0,26 1,04 + 0,37 <0,03*
aktives MMP-9 Monomer 0,096 + 0,024 0,151 +£0,078 <0,001**
proMMP-2 0,736 £0,125 1,177 £ 0,343 <0,001**
p<0,001%*
, | p<0,001** 00015 B proMMP-9 Homodimer
p<0,001#*
p<0,03* W aktives MMP-9 Homodimer

p<0,001%*
p<0,03*

B proMMP-9 /NGAL Heterodimer

_- aktives MMP-9/NGAL Heterodimer

[N
|

H proMMP-9 Monomer

aktives MMP-9 Monomer

x-fache Expression der MMP Isoenzyme
in Bezug zur Kontrollgruppe
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Abbildung 16: Uberexpression der Isoenzyme bei CF-Patienten. Die Mittelwerte der
zymographischen Enzymkonzentrationen jedes Isoenzyms wurden fiir die Kontrollgruppe gleich eins
gesetzt. Die Graphik zeigt dazu die gesteigerte Expression der einzelnen Isoenzyme bei den CF-
Patienten im Vergleich zu der gesunden Kontrollgruppe.

48



Ergebnisse und Auswertung - Zyvmographische Gelatinase-Aktivitit

Alle zymographischen Isoenzyme, bis auf das aktive MMP-9/NGAL Heterodimer,
korrelierten positiv und signifikant untereinander (p < 0,001). dar. Die Zusammensetzung der
einzelnen Isoenzyme an der MMP-9 Gesamtkonzentration variierte jedoch zwischen jeder
Serumprobe. Den groBten prozentualen Anteil stellte das latente MMP-9 Monomer mit 64,3%
+ 7,7% dar. Die minimalen und maximalen prozentualen Werte bewegten sich dabei von 38%
bis 77%. Das MMP-9 Homodimer bildete mit 16,1% + 4,7% die prozentual zweitgrofite
Enzymkonzentration am Gesamtanteil. Hier variierte der Anteil von 6,7% bis 40,8% im
Serum. Die dritthdufigste Komponente stellte mit einem Mittelwert von 9,0% =+ 3,7% das
aktive MMP-9 Monomer dar. Die prozentualen Enzymkonzentrationen schwankten von 2,0%

bis 23,4%.

B MMP-2 W aMMP-9 g proMMP-9 g aMMP-9/NGAL gy proMMP-9/NGAL g aMMP-9 o proMMP-9
Monomer Monomer Heterodimer Heterodimer Homodimer Homodimer

Abbildung 17: Verhiltnis der Enzymkonzentration von MMP-9 wund MMP-2.
Links: Im Balkendiagramm sind die Enzymkonzentrationen der einzelnen MMP Isoenzyme (siche
Legende) von filinf CF-Patienten dargestellt. Rechts: Das zymographische Korrelat zum
Balkendiagramm. Die  Helligkeitswerte und Grofe der Banden entsprechen den

Enzymkonzentrationen.

Die prozentuale Verteilung der Isoenzyme unterschied sich signifikant zwischen der Kontroll-
und der CF-Patientengruppe. Die Anteile vom aktiven MMP-9 Homodimer und latenten
MMP-9/NGAL Heterodimer waren bei den CF-Patienten stirker, das proMMP-9 Monomer
signifikant schwicher ausgeprégt als bei der Kontrollgruppe (siche Tabelle 18). Innerhalb der
CF-Patientengruppe zwischen PEx und nicht PEx zeigte sich kein signifikanter Unterschied

zwischen den prozentualen Anteilen.
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Tabelle 18: Prozentuale MMP-9 Verteilung

prozentuales Enzymverhéltnis

MMPs p
Kontrollgruppe CF-Patienten
proMMP-9 Homodimer 15,12 + 3,39 16,81 + 5,43 —
aktives MMP-9 Homodimer 2,40 +£1,43 3,48 £ 1,06 1<0,001**
proMMP-9/NGAL Heterodimer 2,67 +£0,75 4,07 £1,16 1<0,001**
aktives MMP-9/NGAL Heterodimer 4,17 +2,32 3,75+ 2,18 —
proMMP-9 Monomer 67,34 + 5,65 62,38 + 8,30 1<0,002%**
aktives MMP-9 Monomer 8,15+2,26 9,51 +£4,35 —

Die prozentualen Anteile an aktivem MMP-9 Homodimer und MMP-9/NGAL Heterodimer waren bei
den CF-Patienten signifikant stirker ausgepridgt als bei der Kontrollgruppe (7). Das proMMP-9
Monomer hingegen zeigte einen signifikant geringeren prozentualen Anteil (]). — bedeutet keine

signifikante Veranderung.

4.4.2 Die aktivierten MMP-9 Monomere

Die Literatur beschreibt verschiedene Banden fiir das aktive MMP-9 Monomer, abhéingig
davon, wie sie aktiviert werden [142]. In der Zymographie zeigten sich unterhalb des
proMMP-9 Monomers zwei nahe zusammenliegende Banden (~86kDa und ~80kDa). Um
eine eventuelle Schwankung dieser beiden aktivierten MMP-9 Monomere mit zu erfassen,
wurden sie getrennt voneinander bestimmt. Beide Enzymkonzentrationen waren in der CF-
Gruppe deutlich gegeniiber der Kontrollgruppe hochreguliert (p < 0,001). In der weiteren
Betrachtung zeigte die prozentuale Verteilung zwischen den beiden aktiven MMP-9
Monomeren bei der Kontrollgruppe eine erhohte Gewichtung von 70% auf die obere Bande.
In der CF-Gruppe fiel die untere Bande im Vergleich zu der Kontrollgruppe stirker aus, so
dass sich beide Gruppen signifikant in der prozentuale Verteilung beider aktiven MMP-9

Monomere unterschieden (p < 0,001).

4.4.3 Verhiltnis von aktivem zu latentem MMP-9

Physiologisch liegt der Grofteil der MMPs in der inaktiven Form vor. Nur ein kleiner Anteil
hat seine Prodoméne abgespalten und kann EZM degradieren. Ein erhohter Quotient aus
aktivem zu inaktivem MMP-9 spricht damit fiir ein akutes oder chronisches
Entziindungsgeschehen [95]. Um diese Annahme zu untersuchen, wurde das Verhéltnis von

der Summe aller aktiven zu der Summe aller latenten MMP-9 Isoenzyme bestimmt. Fiir die
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Gruppe der CF-Patienten ergab sich nach der Enzymkonzentration des ELISAs ein mittlerer
aktiv/inaktiv Quotient {iber Eins. Die Kontrollgruppe mit Werten kleiner als 0,5 unterschied
sich damit signifikant (p < 0,001). Auch zymographisch bestitigte sich eine erhohte
Enzymkonzentration an aktiviertem MMP-9 bei den CF-Patienten im Vergleich zu der
gesunden Kontrollgruppe (p = 0,005). Im Rahmen einer akuten pulmonalen Exazerbation

zeigte sich noch einmal ein hoherer Serumspiegel an aktiviertem MMP-9, der sich jedoch

nicht signifikant von dem der CF-Patienten ohne Exazerbation unterschied.
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Abbildung 18: Verhiltnis von aktiviertem zu latentem MMP-9. Links: Dargestellt ist das
Verhiltnis der Gesamtkonzentration von aktiviertem zu latentem MMP-9 von 58 CF-Patienten und 40
Kontrollprobanden. Rechts: Streudiagramm der Gesamtkonzentration von aktiviertem MMP-9 und

latenten MMP-9 im ELISA fiir die Kontrollgruppe sowie fiir CF-Patienten mit und ohne PEx.

4.4.4 Lungenfunktionsparameter

Unter den 58 CF-Patienten fand sich eine inverse Korrelation zwischen dem forcierten
Exspirationsvolumen innerhalb einer Sekunde (FEV1) und der zymographischen MMP-9
Gesamtkonzentration (r = - 0,409; p = 0,002). Mit Abfall der forcierten Einsekundenkapazitit
stiegen die Konzentrationen aller MMP-9 Isoenzyme, beispielhaft sei hier das aktive MMP-9
mit einer Korrelation von r = - 0,417 (p = 0,002) genannt. Auch das im ELISA bestimmte
MMP-8 (r = - 0,519; p < 0,001) wies signifikant erhohte Enzymspiegel mit Abfall des FEV1
auf. Eine Korrelation von FEV1 und TIMP-1 hingegen konnte nicht beobachtet werden.
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Abbildung 19: FEV1 und MMP-9 bei pulmonaler Exazerbation. CF-Patienten mit pulmonaler
Exazerbation (mit PEx) zeigten signifikant geringere FEV1 Werte (p = 0,001) mit gleichzeitig
erhohter MMP-9 Konzentration als die CF-Patienten ohne PEx.

4.4.5 Isoenzyme bei akuter Exazerbation

Tabelle 19: MMP-Expression in der Kontroll- und Patientengruppe

MMPs (ug/ml) Kontroll- CF-Patienten
gruppe P1 ohne PEx P2 mit PEx

proMMP-9 Homodimer 0,191 < 0,001 0,261 >0,1 0,295
aktives MMP-9 Homodimer 0,027 < 0,001 0,053 0,09 0,065
proMMP-9/NGAL Heterodimer 0,035 <0,001 0,062 0,07 0,077
aktives MMP-9/NGAL Heterodimer 0,046 0,03 0,056 >0,1 0,057
proMMP-9 Monomer 0,835 >0,1 0,926 <0,001 1,32
aktives MMP-9 Monomer 0,096 0,001 0,128 0,005 0,209
proMMP-2 0,736 < 0,001 1,16 >0,1 1,205
Gesamt MMP-9 1,229 0,003 1,487 < 0,001 2,022

Die drei Gruppen (40 Kontrollprobanden, 40 CF-Patienten ohne Exazerbation, 18 CF-Patienten mit
PEx) unterschieden sich in der Expression der einzelnen MMP Isoformen. Signifikanz zwischen:

pl: Kontrollprobanden und CF-Patienten ohne PEx, p2: CF-Patienten ohne und mit PEx.
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Abbildung 20: MMP-9 Expression in der Kontroll- und Patientengruppe. Stellvertretend fiir alle
MMPs sind die MMP-9 Gesamtkonzentration (links) sowie die Summe aller aktivierten MMP-9
(aMMP-9 Homodimer, aMMP-9 Monomer-1 und aMMP-9 Monomer-2) (rechts) dargestellt. Die

Enzymkonzentrationen nahmen von den Kontrollprobanden iiber die CF-Patienten ohne PEx bis zu

den CF-Patienten mit PEx signifikant zu.

4.5 ELISA: MMP-8, MMP-9 und TIMP-1

Die Serumproben der CF-Patienten sowie der gesunden Probanden wurden mit dem ELISA
auf die Gesamtkonzentration von MMP-8, MMP-9 und TIMP-1 untersucht. MMP-8 und
MMP-9 lagen in signifikant hoheren Enzymkonzentrationen bei CF-Patienten im Vergleich
zur Kontrollgruppe vor. Innerhalb der CF-Gruppe fand sich bei den CF-Patienten mit
Exazerbation noch einmal eine héhere MMP-8 und MMP-9 Expression als bei den CF-

Patienten ohne Exazerbation.

Tabelle 20: MMP-8, MMP-9, TIMP-1 und MMP-9/TIMP-1 Quotient im ELISA

CF-Patienten
Enzym in ng/ml Kontrollgruppe

P1 ohne PEx P2 mit PEx
MMP-8 20,34 £ 16,7  <0,001 42,3 +£26,75 0,001 125,51 £113,5
MMP-9 357,36 £ 123,26 0,002 499,55 +210,55 0,006 841,75 + 483,1
TIMP-1 24899 +£40,16 >0,1  251,45+65,76 0,018 295,56 + 78,91
MMPY/TIMP-1 1,48 £ 0,48 0,002 2,02+ 0,86 0,021 3,11 £1,45

ELISA Werte von 40 gesunden Probanden und 52 CF-Patienten, unterteilt in 37 CF-Patienten ohne
pulmonale Exazerbation (ohne PEx) und 15 CF-Patienten mit PEx. Signifikanz zwischen:

p1: Kontrollprobanden und CF ohne PEx, p,: CF-Patienten ohne und mit PEx.
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Abbildung 21: MMP-8 und TIMP-1. Enzymkonzentration von MMP-8 und TIMP-1 bei der
Kontrollgruppe, CF-Patienten ohne PEx und CF-Patienten mit PEx. Die Expression von TIMP-1 war

in allen Gruppen annihernd konstant.

Beziiglich der TIMP-1 Expression unterschied sich die Gesamtgruppe der CF-Patienten nicht
von der Kontrollgruppe. Dem im Rahmen einer akuten Exazerbation nur leichten TIMP-1
Anstieg (p = 0,018) stand eine stark gesteigerte MMP-9 Expression gegeniiber, was sich an
einem erh6hten MMP-9/TIMP-1 Quotient wiederspiegelte.

[ CF mit PEx
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Abbildung 22: MMP-9/TIMP-1-Quotient. Bei den CF-Patienten, insbesondere bei den CF-Patienten
mit Exazerbation, fand sich eine gesteigerte Expression von MMP-9 bei nur geringfiigigem Anstieg

der TIMP-1 Expression. Die Folge war ein erhdhter MMP-9/TIMP-1 Quotient.
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4.5.1

Korrelation der MMPs mit inflammatorischen Parametern

Die Leukozyten, Anzahl aller Entziindungszellen, korrelierten mit der im Blut zirkulierenden
MMP-8 (p < 0,001), der gesamten und der aktiven MMP-9 Konzentration (p < 0,001) sowie
dem Gewebeinhibitor TIMP-1 (p < 0,001) hoch signifikant. Nach Differenzierung der

Leukozyten ergaben sich dhnlich signifikante Verdnderungen der MMPs fiir die neutrophilen

Granulozyten sowie die Monozyten. Insbesondere MMP-8 und MMP-9 zeigten zusétzlich zur

jeweiligen hohen Korrelation mit den Leukozyten eine auffillig starke Assoziation

untereinander (r = 0,856; p < 0,001).

Tabelle 21: Korrelation der MMPs und TIMP-1 mit inflammatorischen Zellen

Leukozyten Neutrophile Basophile Eosinophile Monozyten Lymphozyten
r=0,649 r=0,607 | r=0,323 r=-0,148 r=0,343
MMP-8
p <0,001** p<0,001** |p=10,032* p>0,1 p <0,001*%* p=0,014*
gesamt r= 0,558 r= 0,566 r= 0,277 r=- 0,109 r= 0,284
MMP-9 5 <0,001** p<0,001%* | p>0,1 p>0,1 p=0,021* p=0,038*
aktives r=0,493 r=0,527 r=0,126 r=-0,057 r=0,203
MMP-9  [p<0,001%* p<0,001**| p>0,1 p>01  p<0,027* p>0,1
r=0,474 r=0,391 r=0,044 r=0,192 r=0,167
TIMP-1
p <0,001** p=0,005** p>0,1 p>0,1 p =0,006%* p>0,1
MMP-9/, 1r=0,425 r=0,372 r=0,338 r=-0.004 r=20,374
TIMP-1  p<0,002** p=0,007** p=0,025* p>0,1 p=0,001** p=0,007**
29 O Kortrolle
4 CF ohne PEX
B CF mit PEx =
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Abbildung 23: Graphische Darstellung der Korrelation zwischen MMP-8 und MMP-9.
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4.6 MMPs bei medikamentoser Therapie

4.6.1 Dauerhafte antibiotische und antiinflammatorische Therapie

Chronische Entziindungsreaktionen und immer wiederkehrende Infektionen, besonders bei
Besiedlung mit Problemkeimen, wie beispielsweise Pseudomonas aeruginosa, erfordern eine
dauerhafte Steroid und/oder antibiotische Therapie. In Anbetracht des relativ hohen Alters
und dem damit fortgeschrittenen Erkrankungszustand befanden sich die meisten der CF-
Patienten der Studie in einer intensiven medikamentdsen Behandlung. Die regelmiBige
Einnahme von Antibiotika, wie Azithromycin, war bei insgesamt 48 Patienten oder rund 86%
zu beobachten. 50 CF-Patienten, etwa 90%, nahmen eine dauerhafte antiinflammatorische
Therapie in Form von Steroidinhalatoren zu sich. Die CF-Patienten, die eine dauerhafte
antibiotische Therapie bendtigten, zeigten im Durchschnitt eine geringere prozentuale FEV1
(p = 0,001), einen niedrigeren Sauerstoffpartialdruck (p = 0,002) sowie eine hohere
Konzentration fir MMP-9 Homodimer (p = 0,003) und MMP-8 (p = 0,02) als die CF-
Patienten ohne Therapie. Die MMP-9 Gesamtkonzentration bei der Kontrollgruppe und den
CF-Patienten mit und ohne dauerhafte antibiotische Medikation ist in Abbildung 24
wiedergegeben. Ahnliche Verliufe ergaben sich bei simtlichen MMP-9 Isoenzymen sowie
MMP-2. Eine signifikante Reduktion der MMPs oder der Entziindungszellen unter der

dauerhaften antibiotischen Therapie lieB sich hingegen nicht finden.
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Abbildung 24: Einfluss der antibiotischen und antiinflammatorischen Therapie. Die dauerhafte
medikamentdse antibiotische (links) und antiinflammatorische (rechts) Therapie bei CF-Patienten

zeigte keinen signifikanten Abfall der MMPs, vielmehr bestand eine erh6hte Expression.
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Ahnliche Ergebnisse konnten auch unter einer dauerhaften antiinflammatorischen
Steroidtherapie beobachtet werden. CF-Patienten ohne antiinflammatorische Therapie zeigten
eine in etwa gleiche Expression, an beispielsweise aktiviertem MMP-9 im Serum, wie die
Kontrollgruppe. In der Gruppe der CF-Patienten mit Steroideinnahme fand sich entgegen der
Erwartung kein Abfall der MMP-Enzymkonzentrationen unter der dauerhaften
antiinflammatorischen Therapie, sondern ein signifikanter Anstieg. Auch wiesen die CF-
Patienten mit einer dauerhaften Steroidtherapie eine Reduktion der Sauerstoffsittigung auf im

Vergleich zu den CF-Patienten ohne antiinflammatorische Therapie (p < 0,014).

4.6.2 Patienten vor und nach intravenoser antibiotischer Therapie

In dem Beobachtungszeitraum von ungefihr einem Jahr stellten sich 58 CF-Patienten in der
Ambulanz vor. Insgesamt 18 CF-Patienten wiesen bei Erstvorstellung eine akute
Exazerbation mit einem Rosenfeld-Wert von iiber 2,6 auf. Sieben Patienten mit PEx wurden
intravends mit Tobramycin therapiert und deren klinische und laborchemische Befunde
wurden vor und nach antibiotischer Therapie miteinander verglichen. Elf Patienten konnten
nicht in die Untersuchung aufgenommen werden. Entweder erhielten sie orale Antibiotika
oder entzogen sich dem klinischen und serologischen Follow up nach Ende der antibiotischen
Therapie durch Vorstellung bei ihrem niedergelassen Pneumologen. Bei den verbliebenen
sieben Patienten, bei zwei Patienten zu zwei verschiedenen Zeitpunkten, wurden MMP-8,
MMP-9 und TIMP-1 im ELISA bestimmt und zusitzlich eine Gelatine-Zymographie
durchgefiihrt. Einen reprdsentativen Ausschnitt mit Senkung der aktiven MMP-9

Konzentration nach antibiotischer Therapie bei einem CF-Patienten zeigt Abbildung 25.

Exazerbation nach AB

proMMP-9
Monomer

aktives MMP-9
Monomer

Abbildung 25: Uberexpression bei pulmonaler Exazerbation. Die Konzentrationen (Helligkeits-

werte) von proMMP-9 und aktivem MMP-9 vor (linke Lane) und nach antibiotischer Therapie (AB).
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Die antibiotische Behandlung fiihrte zu einem Abfall der Entziindungswerte sowie zu einer
klinischen Besserung der CF-Patienten, was sich in der Reduktion des Rosenfeld-Score
widerspiegelte (p = 0,007). Obwohl sich in Abbildung 26 Tendenzen erkennen lassen, haben
sich weder die serologischen Entzlindungsparameter, wie CRP oder Leukozyten, noch die

Lungenfunktionswerte signifikant nach der antibiotischen Therapie verdndert.
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Abbildung 26: Klinische und serologische Parameter vor und nach antibiotischer Therapie.
Die klinischen Parameter Rosenfeld-Score (4) und forcierte Einsekunden-Kapazitit (B) sowie das
CRP (C), dargestellt in neun Féllen (abgekiirzt durch die Initialen) zum Zeitpunkt einer akuten

Exazerbation und nach antibiotischer Therapie.

Die Konzentrationen von aktivem MMP-9 Homodimer (p = 0,008) und der Gesamtmenge an
aktivem MMP-9 (p = 0,012) sanken signifikant nach der intravendsen antibiotischen Therapie
im Vergleich zum Zeitpunkt vor der Intervention. MMP-2, MMP-§, TIMP-1, gesamtes
MMP-9 und alle anderen Unterformen von MMP-9 (Monomer, NGAL-Heterodimer und
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Homodimer) sanken ebenfalls in der Konzentration, konnten aber das Signifikanzniveau nicht

erreichen.
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Abbildung 27: MMP-9 Isoenzyme vor und nach antibiotischer Therapie. Dargestellt ist die
MMP-9 Gesamtkonzentration (4), die Gesamtmenge aller aktvierten MMP-9 (B) sowie das aktivierte
MMP-9 Homodimer (C) in neun Féllen zum Zeitpunkt einer Exazerbation und nach antibiotischer

Therapie.
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5 Diskussion

5.1 Kritische Diskussion der Methoden

Die vorliegende Arbeit basiert auf der Untersuchung verschiedenster Isoenzyme der
Gelatinase A (MMP-2) und der Gelatinase B (MMP-9) bei Patienten mit cystischer Fibrose.
Neben der zunéchst rein qualitativen Bestimmung sollte auch die quantitative Messung der
Isoenzyme erfolgen, um klinisch stabile CF-Patienten mit gesunden Kontrollprobanden und
CF-Patienten mit einer akuten Exazerbation (PEx) untereinander vergleichen zu konnen.
Dariiber hinaus sollte gepriift werden, ob die Bestimmung der Enzymkonzentrationen zur

Verlaufskontrolle einer intravendsen antibiotischen Therapie geeignet ist.

5.1.1 Rekrutierung der CF-Patienten und der Kontrollgruppe

In der vorliegenden Studie wurden die Daten 58 adulter CF-Patienten iiber einen Zeitraum
von zwOlf Monaten untersucht. Die Studie zeichnet sich insbesondere durch das
aullergewohnliche Patientenkollektiv aus. Bezogen auf die Pravalenz der CF und das relativ
hohe Lebensalter der Patienten war der Stichprobenumfang sehr groB. Ahnlich angelegte
Arbeiten umfassten weit weniger CF-Patienten oder schlossen Personen unter 18 Jahren ein
[7, 16, 127, 128, 143]. Die Altersverteilung der CF-Patienten entsprach einer
Normalverteilung, wies jedoch mit einem Alter von 31 Jahren ein im Mittel hoheres
Lebensalter auf als die Kontrollgruppe mit 26 Jahren. Es liegen keine Hinweise vor, dass eine
Erhoéhung der MMPs vom Alter abhéngig ist. Thrailkill und Mitarbeiter beschreiben sogar

eine negative Korrelation von der MMP-2 Konzentration und dem Lebensalter [136].

5.1.2 Materialgewinnung

Die Abnahme, Bearbeitung und Auswertung der Blutproben erfolgte nach standardisierten
Methoden. Auch die Erhebung der klinischen Parameter, wie der Lungenfunktion, richtete
sich nach internationalen Richtlinien [46]. Bei der Bestimmung der Exazerbation nach
Rosenfeld stellten die sechs klinischen Symptome subjektive Befunde dar, die von
Untersucher zu Untersucher variieren konnen [67]. Die klinische Einteilung der pulmonalen
Inflammation unterliegt dabei einem gewissen Spielraum, gewihrleistet aber durch die
Summe aller klinischen Befunde eine sehr gute Orientierung. Es muss angefiigt werden, dass
keine laborchemischen und klinischen Parameter der Kontrollgruppe bestimmt wurden. Um
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die CF-Gruppe mit der Kontrollgruppe vergleichen zu konnen, wurde der allgemeine
Referenzwert herangezogen. Abhingig von Lebensalter und Geschlecht existieren durch
statistische Untersuchungsergebnisse nicht kranker Personen Standards, die 95% der
gesunden Normalbevilkerung  entsprechen.  Hierunter fielen  beispielsweise die
Lungenfunktionswerte, die Anzahl der immunologischen Zellen oder die serologischen

Parameter.

5.1.3 Bedeutung der Zymographie

In dieser Arbeit wurden die labortechnischen Verfahren der Zymographie, des ELISAs und
des Western Blots angewandt. Alle drei Methoden stellen etablierte Verfahren in der
Nachweisdiagnostik von Proteinen dar. Wihrend der ELISA neben einer qualitativen auch
eine hohe quantitative Aussagekraft besitzt, blieb die Zymographie bisher liberwiegend auf
den qualitativen Nachweis von Proteinen beschrinkt. Eine zymographische Bestimmung der
Enzymkonzentration wird in der Literatur hingegen sehr selten beschrieben. Dabei ist die
Zymographie ein geeignetes Verfahren eine Vielzahl von MMPs gleichzeitig und mit hoher
Sensitivitidt (10pg) zu untersuchen [139]. Gute Ergebnisse hierfiir finden sich bspw. bei
Untersuchungen von Kolon- und Rektumkarzinomen [104, 144], der COPD [145, 146], der
juvenile Arthritis [147] und der cystischen Fibrose [16].

Die Enzymkonzentrationen von ELISA und Zymographie ergaben eine signifikante
Korrelation (r = 0,882**) beider Messmethoden. Auch konnten mit der Zymographie
bedeutende Aussagen beziiglich der MMP-2 und MMP-9 Expression bei CF-Patienten, wie
sie schon mit dem ELISA in anderen Arbeiten nachgewiesen wurden, bestdtigt werden
[7, 14, 127]. Es konnte damit gezeigt werden, dass die quantitative Zymographie zur
Konzentrationsbestimmung der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 eine vergleichbare
Messmethode zum ELISA darstellt. Eine geringe Abweichung zu den ELISA Werten kann
insbesondere durch die Vielzahl methodischer Einzelschritte bei der Zymographie erklart
werden, die potentielle Fehlerquellen beinhalten konnen. Insbesondere eine vorzeitige
Aktivierung der MMPs durch unterbrochene Kiihlung kann zu einer fehlerhaften
Konzentrationsdnderung der einzelnen Gelatinasen fiihren. Der grofe Vorteil der
zymographischen Darstellung ist der zeitgleiche Nachweis sdmtlicher MMP-9 Isoenzyme in
einem Gel. In den vorliegenden Zymogrammen konnten auf diese Weise das MMP-9
Homodimer, das MMP-9/NGAL Heterodimer sowie das MMP-9 Monomer jeweils in der

latenten und aktiven Form getrennt voneinander untersucht werden. Moderne ELISA Kits
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ermoglichen neben der MMP-9 Gesamtkonzentration die Bestimmung der aktivierten MMP-9
Gesamtkonzentration, andere Enzymuntergruppen bleiben dabei jedoch unberiicksichtigt. Der
Einsatz von ELISA und Western Blot bendtigt zudem die Anwendung von Antikérpern, die
das Verfahren sehr kostenintensiv gestalten. Die Zymographie bietet hierzu eine schnelle und

giinstigere Alternative.

5.1.4 Verifizierung der proteolytischen Banden

Die Auswertung der insgesamt acht zymographischen Banden erfolgte zunichst anhand der
Molekularmasse. Hierbei ergaben sich proteolytische Aktivititen bei 72kDa, 80kDa, 86kDa,
92kDa, 115kDa, 135kDa, 200kDa und 220kDa. Die vollstindige Inhibierung aller Banden
durch EDTA bewies die Existenz von MMPs. Mit Hilfe des spezifischen Gelatinasestandards
wurden proMMP-9 Monomer (92kDa), zwei Banden im Bereich des aktivierten MMP-9
Monomers (80kDa, 86kDa) sowie des proMMP-2 (72kDa) bestimmt. Polyklonale MMP-9
Antikorper detektierten im Western Blot neben dem bereits bekannten MMP-9 Monomer
zwel weitere MMP-9 assoziierte Banden, die in der Literatur als MMP-9 Homodimer
(~220kDa) und MMP-9/NGAL Heterodimer beschrieben werden (~135kDa) [106, 110]. Das
MMP-9 Homodimer, welches aus zwei iiber eine Disulfid-Briicke kovalent gebundenen
MMP-9 Monomeren besteht, wird unter reduzierten Bedingungen (Mercaptoethanol)
gespalten [148]. Der definitive Nachweis des MMP-9/NGAL Heterodimers mit simultaner
Detektion von Antikdrpern gegen MMP-9 und NGAL oder der Massenspektrographie konnte
auch mit mehrfacher Proteinanreicherung mittels Gelatin Sepharose nicht erbracht werden.
Eine eindeutige Charakterisierung der Bande findet sich hingegen in der Literatur
[110, 131, 148-150]. Yan et al. konnten neben dem direkten Nachweis einer zymographisch
~125kDa Bande durch Antikorper gegen NGAL und MMP-9 im Western Blot auch die
Rekonstruktion eines MMP-9/NGAL-Komplexes durch in vitro Vermischung von MMP-9
und NGAL nachweisen. [149]. Die Aktivierung aller latenten Isoenzyme mit Hilfe von 4-
Amino-Phenyl-Quecksilberacetat (APMA), welches das latenzvermittelnde Propeptid aus
dem aktiven Zentrum verdringt, gelang trotz wiederholter Versuche nicht. Ardi und
Mitarbeiter hatten durch diese Autoaktivierung ein Verblassen der eigentlichen Bande und
Erzeugung je einer Bande mit niedrigerem Molekulargewicht des Monomers, des

Heterodimers sowie des Homodimers beobachtet [110].
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die obstruktive Lungenerkrankung stellt den Hauptgrund fiir Morbiditdt und Mortalitit der
cystischen Fibrose dar. Eine chronische Inflammation sowie rezidivierende akute pulmonale
Exazerbationen, charakterisiert durch einen von neutrophilen Granulozyten dominierten,
gewebsschddigenden Entziindungsprozess, enden in einem destruktiven Remodeling des
Lungenparenchyms. Standardisierte, nicht invasive Parameter zur Validierung chronischer
und akuter Inflammation sowie eine Verlaufskontrolle medikamentéser Therapien wurden
bisher weder publiziert noch verdffentlicht. Die vorliegende Arbeit untersuchte erstmalig die
Isoenzyme der Matrix-Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 von adulten CF-Patienten und
verglich diese mit serologischen und klinischen Funktionsparametern. Ziel dieser Arbeit ist
die Evaluation nicht invasiver Biomarker zur frilhzeitigen Beurteilung pulmonaler

Exazerbationen sowie zur Antwort- und Verlaufskontrolle antibiotischer Therapien.

5.2.1 MMP-9 Gesamtkonzentration

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, dass im Serum von adulten, klinisch
stabilen CF-Patienten die Expression von MMP-2 (p < 0,001) und MMP-9 (p = 0,001) im
Vergleich zu gesunden Probanden erhoht ist und diese negativ mit der Lungenfunktion
assoziiert sind. Beide MMPs sind in der Lage EZM zu degradieren und stehen im Verdacht
eine entscheidende Rolle in der chronischen Parenchymdestruktion bei Patienten mit
cystischer Fibrose zu spielen [127]. Dass diese Inflammation nicht nur eine lokale
Auswirkung der MMPs im Bronchialsystem von CF-Patienten besitzt [6, 7, 16, 127, 128],
sondern auch systemisch im Blut nachweisbar ist, wurde durch Roderfeld et. al 2009 bei
adulten CF-Patienten belegt [14]. Ob die serologische Proteasenerhdhung durch eine priméir
pulmonale Ausschiittung mit anschlieBender Diffusion, bspw. iiber kleine Lasionen der
Lungenwege, in die Blutbahn gelangte oder die MMPs direkt durch eine systemische
Inflammation im Blut exprimiert werden, konnte bisher nicht eindeutig gekliart werden.
Untersuchungen, die in der BAL von CF-Kindern eine 300 fach erhéhte MMP-8 sowie eine
116 fach erhohte MMP-9 Konzentration im Vergleich zu gesunden Kindern beobachteten,
sprechen jedoch fiir eine Entziindungsreaktion, die sich hauptséchlich in den Lungenwegen
abspielt [127]. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegen im Serum eine dreifache
MMP-8 sowie eine doppelte MMP-9 Konzentration bei klinisch stabilen CF-Patienten
gegeniiber der Kontrollgruppe. Ahnlich hohe serologische Konzentrationsdifferenzen beider

MMPs wurden auch zwischen COPD Patienten und gesunden Probanden gefunden [9]. Brajer
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und Mitarbeiter beobachteten weiterhin, dass mit der erhohten Serumkonzentration an
MMP-9 eine Reduktion der Lungenfunktion sowie ein aggressiverer Krankheitsverlauf
einhergehen [9, 151]. Diese Beobachtung konnte auch fiir die CF bestitigt werden. Die
Lungenfunktion, messbar durch die FEV1 oder die Vitalkapazitit, zeigte eine signifikant
inverse Korrelation mit MMP-8 (r = - 0,519; p < 0,001) und aktiviertem MMP-9 (r = - 0,417,
p = 0,001). Die hohe Assoziation zwischen Lungenobstruktion und der Anzahl neutrophiler
Granulozyten (p < 0,001) unterstreicht zusitzlich das enge Zusammenspiel zwischen

inflammatorischen Zellen und MMPs bei klinisch stabilen CF-Patienten.

5.2.2 Gesamtkonzentration aller aktivierter MMP-9 Isoformen

Das Hauptziel der vorliegenden Studie war es zu demonstrieren, wie sich die
unterschiedlichen MMP-9 Isoenzyme bei adulten CF-Patienten verhalten. Die gewonnenen
Daten belegen eine Erhohung der MMP-9 Gesamtkonzentration bei CF-Patienten im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe und bestitigen damit vorausgegangene
Untersuchungen [7, 14, 128, 143]. Der Blickwinkel dieser fremden Studien blieb jedoch auf
die MMP-9 Gesamtkonzentration fokussiert. Nur wenige Arbeiten untersuchten dariiber
hinaus auch die Existenz von aktivierten MMP-9 Monomeren und beschrdnkten sich dann
hiufig auf den rein qualitativen Nachweis [6, 15, 127, 152]. Der GroBteil der Gelatinasen liegt
in der inaktiven Form vor und zeigt keine destruierenden Eigenschaften [3, 12, 34, 97, 103].
Entscheidend fiir den strukturellen Umbau der Lunge sind jedoch im besonderen Malle die

aktivierten MMPs mit ihrer proteolytischen Aktivitit [16].

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass nicht nur eine erhohte MMP-9
Gesamtkonzentration, sondern auch eine erhohte Konzentration an aktivierter MMP-9 in
Serumproben von CF-Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe vorliegen
(p <0,001). Eine besondere Bedeutung kommt in diesem Zusammenhang dem Quotienten aus
aktivem und inaktivem/latentem Enzymanteil zu, da das Verhiltnis von aktivem und latentem
MMP-9 nicht im gleichen Malle zwischen beiden Gruppen anstieg. Die CF-Patienten wiesen
deutlich mehr aktiviertes MMP-9 auf als die Kontrollgruppe (p = 0,005). Diese Beobachtung
verdeutlicht einerseits, dass bereits bei klinisch unauffélligen CF-Patienten eine gesteigerte
proteolytische Aktivitdt existiert, andererseits, dass die Antiproteasen mit einer suffizienten
Inhibition iiberfordert sind. Zu &hnlichen Ergebnissen kamen auch Delacourt und Mitarbeiter,
die im Sputum von 27 CF-Patienten die freie Gelatinaseaktivitit bestimmten. Die Menge an

nicht inhibierter Gelatinase korrelierte dabei nicht nur im hohen Malle mit dem aktivierten
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MMP-9 Monomer, sondern auch mit der Menge an Abbauprodukten von Kollagen-Typ IV,
dem wichtigsten Substrat von MMP-9 [16]. Das Voranschreiten der Lungendestruktion ist
folglich mehr mit den aktivierten Gelatinasen und weniger mit der Gesamtkonzentration an
MMP-9 assoziiert. Die Umwandlung der latenten MMPs hin zum aktivierten Enzym
unterliegt vielfdltigen Regulationsmechanismen. Einen entscheidenden Einfluss besitzt in
diesem Zusammenhang die humane neutrophile Elastase (HNE). Diese Serinprotease aus
neutrophilen Granulozyten, welche auch bei klinisch stabilen CF-Patienten erhoht ist [15],
fiihrt durch Abspaltung der Prodoméne von MMP-9 zu einem Anstieg der aktivierten MMP-9
Konzentration [6, 152]. Die gleichzeitige Eigenschaft von HNE zur Degradation von TIMP-1
begiinstigt das Ungleichgewicht von Protease und Antiprotease [15].

Zusammenfassend unterstreichen die vorliegenden Ergebnisse die Tatsache, dass eine erhohte
Aktivitit aktivierter MMP-9 bereits bei klinisch unauftilligen CF-Patienten vorliegt und diese
enger mit dem Krankheitsverlauf assoziiert ist als die Gesamtkonzentration an MMP-9. Vor
diesem Hintergrund wiére eine antiproteatische Therapie auch bei den CF-Patienten zu

diskutieren, die nicht regelméfBigen Exazerbationen unterliegen.

5.2.3 Aktiviertes MMP-9 Monomer

Bei der zymographischen Auswertung konnten unterhalb des latenten MMP-9 Monomers
zwel proteolytisch aktive Banden bei ca. 86kDa und 80kDa beobachtet werden. Bisher wurde
bei dhnlichen Untersuchungen zur cystischen Fibrose ausschlielich von einer Bande im
Bereich der aktivierten Gelatinase B berichtet, die abhidngig von den Autoren zwischen
78kDa und 88kDa bestimmt wurde [6, 16, 106, 127, 152]. Eine Unterscheidung der
aktivierten MMP-9 Spaltprodukte konnte dabei Riickschliisse auf ihren Aktivierungsprozess

ermoglichen.

Die Aktivierung von proMMP-9 ist abhéingig von der priméren Protease, die spezifisch an
verschiedensten Stellen der Prodoméne die Initialproteolyse einleitet [100]. Nach
Konformationsédnderung des Proteins mit Bildung eines intermediéren
Metalloproteinasemolekiils kommt es erst in einem weiteren Schritt, durch Autokatalyse oder
durch Einfluss anderer MMPs, zur Abspaltung des Propeptids und damit zur vollstindigen
Aktivierung des Enzyms [96]. Die Arbeitsgruppen um Gaggar und Jackson beobachteten,
dass HNE die Prodomine am C-Terminus bei Val38 und Ala39 spaltet. Es resultierte ein

86kDa grofles intermedidres Enzym, welches erst durch die anschlieende autokatalytische
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Abspaltung der verbleibenden Prodoméne in ein aktives Protein von ca. 78kDa {iberfiihrt
werden konnte [6, 15]. Ogata und Mitarbeiter aktivierten proMMP-9 durch Stromelysin
(MMP-3) und generierten durch Spaltung zunédchst zwischen Glu59 und Met60 ein inaktives
Zwischenenzym (86kDa) sowie im Anschluss zwischen Arg87 und Phe88 ein ca. 82kDa
groBes aktives Isoenzym [109]. Die kurzlebigen und normalerweise inaktiven
Zwischenstufen, die stark von der Proteasenkonzentration und der Inkubationszeit abhéngig
sind [109, 153], erfahren in Gegenwart von SDS eine Konformationsédnderung und werden
auf diese Weise zu einem Enzym mit gelatinespaltenden Eigenschaften aktiviert [153]. Eine
zymographische Darstellung ist damit mit SDS-PAGE mdglich und koénnte eine Erklarung fiir
beide beobachteten proteolytischen Banden in der vorliegenden Arbeit bieten. Eine andere
Erklarung fiir die beiden Banden konnte die Aktivierung von proMMP-9 in vivo durch
mehrere Endopeptidasen sein [154], die zu aktiven Formen mit unterschiedlichen

Molekulargewichten zwischen 86kDa bis 65kDa fiihren [96, 142].

In der vorliegenden Studie dnderte sich interessanterweise das Verhéltnis von oberer zu
unterer Bande bei CF-Patienten und Kontrollgruppe. Nach Summation beider aktiver MMP-9
Banden présentierte sich mit 70% die obere 86kDa Bande bei der Kontrollgruppe stirker
ausgeprigt als bei den klinisch stabilen CF-Patienten mit 65% (p = 0,001). Bei den CF-
Patienten mit PEx fiel der prozentuale Anteil der oberen Bande noch weiter auf 57%, mit
folglich erhohter proteolytischer Aktivitit in der unteren Bande. Diese Ergebnisse lassen bei
identischer Inkubationszeit eine gesteigerte Proteasenkonzentration bzw. ein Missverhiltnis
aus Protease/Antiprotease vermuten. Auch der Einfluss anderer bzw. zusédtzlicher Proteasen
sollte bei CF-Patienten oder im Rahmen von akuten Exazerbationen erwogen werden. So
beschreibt bspw. Gaggar et al. eine bis zu 40fache Erh6hung von HNE bei CF-Patienten mit

akuter Exazerbation im Vergleich zu gesunden Probanden [6].

Endgiiltig lasst sich anhand der beiden Banden bei 80kDa und 86kDa keine sichere Aussage
dariiber treffen, wie viele bzw. welche Proteasen an der Aktivierung von proMMP-9 beteiligt
waren. Zur Kldrung in wie weit die HNE hierbei eine entscheidende Rolle spielt sind

weiterfiihrende Untersuchungen notwendig.
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5.2.4 Neutrophile MMP-9 Sekretion

Eine Vielzahl von Zellen, wie die bronchialen Epithelzellen, Fibrozyten, alveolare Zellen Typ
IT und glatte Muskelzellen, sind in der Lage MMP-9 zu exprimieren [146]. Bei pulmonalen
Entziindungen und inflammatorischen Lungenerkrankungen stellen jedoch die Leukozyten,
insbesondere die neutrophilen Granulozyten, den Hauptproduktionsort der Gelatinase B dar
[15, 16, 134, 151, 155,]. Die vorliegenden Ergebnisse unterstiitzen diese Annahme bei CF-

Patienten im klinisch stabilen Zustand sowie im Rahmen einer akuten Exazerbation.

Insbesondere folgende Befunde sprechen fiir diese Annahme. In der Zymographie fanden sich
bei allen CF-Patienten drei eindeutige Banden mit einem Molekulargewicht von 92kDa,
130kDa und 220kDa. Diese Banden entsprechen dem charakteristischen proteolytischen
Muster neutrophiler Granulozyten, bestehend aus den inaktiven Formen des MMP-9
Monomers, des MMP-9/NGAL Heterodimers (Lipocalin) sowie des MMP-9 Homodimers
[110, 148, 150]. Alle drei Banden korrelierten stark untereinander (p < 0,001) und zeigten, bis
auf das MMP-9 Monomer, signifikant hohere Enzymkonzentrationen bei den CF-Patienten im

Vergleich zu der Kontrollgruppe (p < 0,001).

Weiterhin ldsst die Korrelation zwischen dem Anteil neutrophiler Granulozyten und der
Konzentration an MMP-8 (p < 0,001) sowie den MMP-9 Isoenzymen (p < 0,001) eine
positive Assoziation bei CF-Patienten vermuten. Vergleichbare Ergebnisse fanden sich bereits
in Studien zu akuten Pneumonien [11, 127]. Hier konnte gezeigt werden, dass die neutrophile
Kollagenase, Synonym fiir MMP-8, im Rahmen der akuten Entziindung aus spezifischen
Granula der neutrophilen Granulozyten freigesetzt wird. Power et al. beobachteten zudem,
dass die Erhohung der Kollagenaseaktivitdt im Sputum von CF-Patienten mit einer Zunahme
der Erkrankungsschwere einhergeht und vermuteten, dass MMP-8 eine entscheidende Rolle
in der Lungenzerstorung bei CF-Patienten spielt [129]. Die Ergebnisse dieser Studie belegen
eine hohe Assoziation zwischen MMP-8 und MMP-9 bei CF-Patienten (r = 0,852; p < 0,001)
im Gegensatz zu der Kontrollgruppe, bei der dieser Zusammenhang nicht gefunden wurde,

und stiitzen damit die Vermutung einer zelleinheitlichen Sekretion beider MMPs.

Fiir die neutrophilen Granulozyten als Expressionsort von MMP-9 spricht zudem das
Vorkommen von NGAL (neutrophil gelatinase associated lipocalin). NGAL stellt einen
stabilen Heterodimerkomplex aus MMP-9 Monomer und Lipocalin dar, der sich
zymographisch bei allen CF-Patienten mit einer Molekiilmasse von ca. 125-130kDa fand.
Humanes neutrophiles Lipocalin (HNL), ein 25kDa grof3es Protein, ist Teil der nichtadaptiven

Immunabwehr und verursacht nach Freisetzung aus der neutrophilen Zelle durch Bindung an

67



Diskussion der Ergebnisse

Siderophoren eine bakterielle FEisenverarmung [156]. Obwohl NGAL auch in
Kolonepithelzellen, wihrend einer gastrointestinalen Inflammation (M. Crohn, Colitis
ulcerosa, Appendizitis oder Divertikulitis) gefunden werden konnte [157], ist es spezifisch fiir
Granula neutrophiler Granulozyten beschrieben [131, 148, 158]. Es wird daher als idealer
Neutrophilenmarker angesehen [159]. Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen klar, dass NGAL
eine hohe Assoziation zu neutrophilen Granulozyten (r = 0,472; p < 0,001), zu MMP-8
(r = 0,728; p < 0,001) und zur Gesamtkonzentration von MMP-9 (r = 0,807; p < 0,001)

aufwelist.

Alle drei Proteine, MMP-8, MMP-9 und NGAL, die in neutrophilen Granulozyten exprimiert
werden, waren in der Studie signifikant in den CF-Patienten im Vergleich zu der
Kontrollgruppe erhoht (p < 0,001) und wiesen dariiber hinaus eine hohe Korrelation
zueinander auf. Diese Ergebnisse betonen den von neutrophilen Granulozyten dominierenden

Entziindungsprozess in CF-Patienten [51].

Weiterhin fanden sich signifikant hohere Konzentrationen von NGAL bei klinisch stabilen
CF-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,001). Jedoch blieb ein zusitzlicher
Anstieg von NGAL bei CF-Patienten mit akuter Exazerbation unterhalb der
Signifikanzgrenze im Vergleich zu CF-Patienten ohne PEx (p = 0,071). Damit zeigt sich eine
Diskrepanz zu den Untersuchungen von Eichler und Roeschard, die beide den Wert des
human neutrophilen Lipocalins im Serum als einen geeigneten Parameter fiir die Diagnose
einer akuten pulmonalen Exazerbation bei CF ansahen [49, 160]. Wéhrend Eichler und
Mitarbeiter einen erhohten HNL-Spiegel bei klinisch stabilen CF-Patienten bestétigten, stieg
die HNL Konzentration in beiden Studien bei akuter Exazerbation weiter an. Die Diskrepanz
zwischen diesen Befunden konnte zum einen in den unterschiedlichen Definitionen der
Exazerbation liegen. Ein definierter Exazerbation-Score, wie der von Rosenfeld, kam bei
Eichler und Roeschard nicht zum Einsatz. Andererseits wurde in den hier durchgefiihrten
Untersuchungen zymographisch nur das MMP-9 gebundene Lipocalin quantitativ bestimmt.
Freies Lipocalin hingegen, welches durch den Enzym-Immuno-Assay von Eichler und

Roeschard miterfasst wurde, entging der Zymographie.
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5.2.5 Aktive neutrophile Gelatinase assoziiert an Lipocalin

Unterhalb des MMP-9/NGAL Heterodimers présentierte sich eine weitere proteolytische
Bande mit einem Molekulargewicht von ca. 115kDa. Dieses MMP-9 Isoenzym zeigte als
einziges keine Konzentrationsunterschiede zwischen CF-Patienten und der Kontrollgruppe.
Dartiber hinaus fanden sich keine Korrelationen mit den Konzentrationen anderer Isoenzyme.
In der Literatur finden sich nur wenige Hinweise auf die Existenz dieses MMP-9 Isoenzyms.
Yan et al. beschreiben im Urin von Tumorpatienten zwei Banden von ~115kDa und ~125kDa,
beide positiv auf Antikorper gegen MMP-9 und NGAL, und interpretierten diese als MMP-9
Komplexe mit der monomeren oder dimeren Form von NGAL [149]. Im Gegensatz dazu
argumentierten Ardi und Mitarbeiter, dass es sich hierbei um ein aktiviertes MMP-9/NGAL
Heterodimer handelt. Alle drei neutrophil assoziierten Banden (92kDa, 130kDa und 220kDa)
konvertierten nach Aktivierung in vitro mit APMA zu Gelatine spaltenden Enzymen kleinerer
Molekiilmassen. Beide unterschiedlichen Annahmen stimmen jedoch darin {iberein, dass
NGAL in der Lage ist MMP-9 vor der Degradation zu schiitzen [149, 161]. Diese Uberlegung
bestitigte sich in den Ergebnissen der vorliegenden Studie, da es weder bei klinisch stabilen
CF-Patienten noch wéhrend einer akuten Exazerbation zu einer gesteigerten Aktivierung des

MMP-9/NGAL Heterodimers kam.

5.2.6 Das MMP-9 Homodimer

Zwei weitere zymographisch aktive Banden mit einer Molekiilmasse von ca. 220kDa und
200kDa wurden als latentes und aktives MMP-9 Homodimer detektiert. Bestehend aus zwei
iiber eine Disulfid-Briickenbindung kovalent gebundenen MMP-9 Monomeren, zeichnet sich
das Homodimer durch dhnliche biochemische Eigenschaften wie das Monomer aus. Fiir die
Dimerisierung ist die Abwesenheit von TIMP-1 Voraussetzung [106, 108]. Intrazelluldr
synthetisiert wird es ausschlieBlich in der inaktiven Form sekretiert. Wéahrend eine Inhibition
durch TIMP-2 nicht méglich ist, bestehen zwei hoch affinitive Bindungsstellen fiir TIMP-1
[106]. Auch eine Aktivierung der latenten Form durch bspw. MMP-3 wurde beschrieben
[106]. Obwohl zahlreiche Autoren die zymographische Existenz der homodimeren Form vor
allem aus sekretorischen Vesikeln neutrophiler Granulozyten dargestellt haben [11, 108, 110,

127, 148, 150], ist tiber das Verhalten bei CF-Patienten wenig bekannt.

Mit den vorliegenden Ergebnissen konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass bei klinisch

stabilen CF-Patienten das aktive sowie das latente MMP-9 Homodimer um das Doppelte
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gegeniiber der Kontrollgruppe hochreguliert war (p < 0,001). Wie auch bei der Monomeren-
Form, unterschied sich der Quotient aus aktiven/inaktiven Homodimeren signifikant zwischen
beiden Gruppen und deutet auf eine stirkere Prdsenz des aktivierten Isoenzyms bei CF-
Patienten hin. Weiterhin waren alle dreit MMP-9 Isoenzyme, Monomer, NGAL-Heterodimer
und Homodimer, in hohem Malle untereinander assoziiert (p < 0,001). Diese Ergebnisse
bestitigen die Annahme einer neutrophil dominierten Inflammation bei CF-Patienten.
Welchen Einfluss jedoch die Homodimere im Zusammenspiel mit den anderen MMP-9
Isoenzymen haben oder welche Rolle sie in der pulmonalen Parenchymdestruktion spielen,

bleibt unklar.

5.2.7 TIMP-1 sowie MMP-9/TIMP-1 Quotient

Diese Arbeit demonstrierte, dass TIMP-1, als wichtigster Inhibitor von MMP-9, bei CF-
Patienten mit PEx gegeniiber der gesunden Kontrollgruppe sowie der CF-Gruppe ohne PEx
signifikant hochreguliert war. Hingegen konnte kein Unterschied zwischen der

Kontrollgruppe und klinisch stabilen CF-Patienten gefunden werden.

Die Ergebnisse stimmen mit Studien, die das Verhalten von TIMP-1 bei klinisch stabilen CF-
Patienten im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe analysierten, iiberein
[14, 128, 143]. Gegenldufig zeigen sich hingegen die Studienergebnisse von Sagel et al. und
Jackson et al. Die erste Studie beschreibt einen signifikanten TIMP-1 Anstieg im Sputum von
18 klinisch stabilen CF-Kindern im Vergleich zu 8 gesunden Kontrollkindern [7]. Im
Gegensatz dazu berichten Jackson et al. eine signifikante Reduktion von TIMP-1 im Sputum
von neun erwachsenen CF-Patienten im Vergleich zu einem gesunden Kollektiv aus 5
Personen [15]. Eine Verzerrung der Ergebnisse beider Arbeiten konnte hierbei
moglicherweise durch das kleine Studienkollektiv entstanden sein. Auch divergierende
Messwerte durch die unterschiedliche Probengewinnung (provoziertes Sputum versus
Serumproben) wiren denkbar. Divergierende Befunde zwischen den Proben aus Serum und
BAL fanden sich beispielsweise bei Hartog et al., die zeitgleich die TIMP-1 Konzentration
bei Patienten mit Pneumonie untersuchten [11]. Trotz der zum Teil widerspriichlichen
absoluten TIMP-1 Konzentrationen ist die Studienlage beziiglich dem Verhiltnis von MMP-
9/TIMP-1 eindeutig. Durch eine deutlich starkere Expression von MMP-9 im Vergleich zum
TIMP-1 besteht bei stabilen CF-Patienten ein hoherer MMP-9/TIMP-1 Quotient
[7, 14, 15, 127, 128]. Ahnliche Ergebnisse lassen sich auch fiir andere chronische

Lungenerkrankungen, wie der COPD, der idiopatischen Lungenfibrose oder der Sarkoidose
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finden [8, 10]. Auch die Ergebnisse dieser Studie belegen einen Anstieg des MMP-9/TIMP-1
Quotienten, nicht nur zwischen der Kontrollgruppe und klinisch stabilen CF-Patienten
(p = 0,002), sondern insbesondere zu der CF-Gruppe mit PEx (p = 0,02). Gleichzeitig zeigte
sich eine negative Assoziation mit der Lungenfunktion. Eine Erh6hung der absoluten TIMP-1
Konzentration im Rahmen akuter Entziindungen, bisher unter anderem beschrieben bei
Pneumonie oder ARDS [11, 162], konnte durch diese Arbeit nun erstmalig auch bei CF-
Patienten beobachten werden [14]. Diese Ergebnisse belegen einerseits ein chronisches
Ungleichgewicht zwischen MMP-9 und TIMP-1 bei bereits klinisch stabilen CF-Patienten.
Andererseits verstirkt sich dieses Missverhéltnis aus Proteasen und Inhibitor bei akuter
Exazerbation noch einmal. Grund hierfiir konnte unter anderem eine zeitliche Verzogerung in
der pulmonalen TIMP-1 Expression durch Alveolarepithelzellen, Fibroblasten, glatte
Muskelzellen sowie alveolare Makrophagen sein [146]. Wang et. al konnten zeigen, dass die
mRNA-Expression von MMP-2 und MMP-9 nach Paraquat induzierter Entziindungsreaktion
in Rattenlungen bereits nach sieben Tagen auf ihr Maximum anstieg. TIMP-1 hingegen
erreichte seine maximale Konzentration erst nach 21 Tagen [163]. Diese zeitliche Diskrepanz
unterstreicht die Bedeutung des MMP-9/TIMP-1 Quotienten als Indikator fiir die Schwere
pulmonaler Exazerbationen und betont die Notwendigkeit einer frithzeitigen antiproteatischen
Therapie. Entscheidend fiir das TIMP-1/MMP-9 Ungleichgewicht bei klinisch stabilen CF-
Patienten scheint jedoch in erster Linie die humane Elastase aus neutrophilen Granulozyten zu
sein, welche spezifische Bindungsreaktionen fiir die Aktivierung von proMMP-9 sowie die
Inhibierung von TIMP-1 besitzt [6]. Die zusitzliche Beobachtung, dass eine hohe HNE
Konzentration mit dem MMP-9/TIMP-1 Quotienten bei klinisch stabilen CF-Patienten
korrelierte, deutete die Arbeitsgruppe um Gaggar als Ursache fiir die Imbalance zwischen

MMP-9 und TIMP-1 [6].

5.2.8 MMP-2

Die hier vorliegenden Ergebnisse der zymographischen Bestimmung von MMP-2 konnten
zeigen, dass, dhnlich wie bei MMP-8 und MMP-9, eine erhohte MMP-2 Expression bei CF-
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden (p < 0,001) vorliegt. Innerhalb der

CF-Gruppe ergab sich hingegen kein Unterschied in der MMP-2 Verteilung.

Im Vergleich zu anderen Untersuchungen {iber chronische Lungenerkrankungen stimmen
diese Ergebnisse mit denen verschiedenster Arbeitsgruppen iiberein [12, 95, 151, 164, 165].
Maisi et al. beispielsweise beschreiben in dhnlicher Weise eine erhohte MMP-2 und MMP-9
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Konzentration in Sputum und in BAL bei Patienten mit chronischem Asthma bronchiale im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe. Wéhrend es im Rahmen einer akuten
Asthmaexazerbation zu einer weiteren Erhohung von MMP-9 kam, konnte ein weiterer
Anstieg von MMP-2 nicht beobachtet werden [165]. Entsprechende Daten fehlen bisher fiir
die cystische Fibrose. Roderfeld und Mitarbeiter beobachteten im ELISA einen signifikanten
Abfall der MMP-2 Expression in adulten CF-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe [14].
Diesen Widerspruch zu den hier erhobenen Daten konnten Wright und Mitarbeiter nicht
bestétigen. Die Autoren demonstrierten bei pulmonalen Zellkulturen von CF-Patienten eine
gleichfalls vermehrte Expression von MMP-2, nachdem sie diese mit Burkholderia
cenocepacia, einem opportunistischen Bakterium in Lungen von CF-Patienten, infiziert hatten
[32]. Die hier vorgestellte Studie zeigte weiterhin eine fehlende Korrelation von MMP-2 zu
den neutrophilen Granulozyten, wie sie bspw. bei MMP-8 und MMP-9 zu finden war. Dieses
Ergebnis unterstreicht, dass MMP-2, anders als MMP-8 und MMP-9, nicht durch neutrophile
Granulozyten exprimiert wird. Als Expressionsorte fiir MMP-2 spielen u.a. Fibroblasten,
Alveolarzellen Typ II sowie bronchialen Endothelzellen eine entscheidende Rolle

[12,91, 134].

Trotz deutlich ausgepriagter proMMP-2 Konzentration konnte keine aktive Form von MMP-2
in der Zymographie gesehen werden. Lediglich bei neun Patienten war eine schwache Bande
bei ~68kDa zu vermuten. Wihrend aktiviertes MMP-2 zymographisch in Gewebeproben von
kolonrektalen Karzinomen [104, 130], Zervikalschleim [114], Wundheilungsgewebe [92]
oder aus einer BAL bei Patienten mit idiopathischer interstitieller Pneumonie [125] detektiert
werden konnte, fanden sich in der Literatur keine dhnlichen Ergebnisse fiir Serumproben von
CF-Patienten. Auch andere zymographische Untersuchungen fiir aktives MMP-2 aus
Serumproben blieben negativ [165, 166]. Ein moglicher Grund hierfiir konnte in der lokalen,
zelloberflichengebundenen MMP-2 Aktivierung durch den MTI1-MMP-TIMP-2-Komplex
liegen [12, 107]. Hierdurch entsteht zwar eine starke perizelluldre Aktivierung von MMP-2,
die rasche Inhibierung durch TIMPs nach der Rezeptorfreisetzung macht eine proteolytische
Aktivitit weit entfernt von der Zelloberfliche aber wenig wahrscheinlich [167]. Auch konnte
gezeigt werden, dass im Serum zirkulierendes aktives MMP-2 mit a2 Makroglobulin einen
stabilen Komplex bildet und sich somit der zymographischen Bestimmung bei 64kDa entzieht
[103, 114].
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5.2.9 Leberwerte

Die Lebererkrankung stellt nach Lungen- und Transplantationskomplikationen die
dritthdufigste Ursache fiir krankheitsbezogene Todesfdlle bei CF-Patienten dar. Das Alter der
Erstdiagnose, das Geschlecht und andere Komorbidititen, wie zusétzliche Erkrankungen des
Pankreas und/oder der Lunge, zeigen einen erheblichen Einfluss auf den Krankheitsverlauf
[78]. In der Studie fanden sich 32 CF-Patienten mit einer Leberbeteiligung, die sich damit
signifikant in den Transaminasen AST (p = 0,019) und ALT (p = 0,005) von den CF-
Patienten ohne Lebererkrankung unterschieden. Auffillig war, dass die CF-Patienten mit
pulmonaler Exazerbation (PEx) signifikant niedrigere AST- und ALT-Werte aufwiesen als
die Patienten ohne PEx. Eine Erhdhung der Transaminasen war damit deutlich seltener mit
einem pulmonalen Infekt assoziiert als eine Lungenexazerbation ohne Leberbeteiligung
(p = 0,009). Die erste Annahme, dass ein hoherer Anteil der CF-Patienten ohne PEx durch
eine dauerhafte antibiotische Therapie pulmonal stabil blieb, jedoch durch die lebertoxische
antimikrobielle Therapie hohere Transaminasen aufwiesen, bestdtigte sich bei ndherer
Analyse der klinischen Daten nicht. Vergleichbare Daten konnten trotz intensiver
Literatursuche nicht gefunden werden. Bekannt ist, dass einige CFTR-Genotypen (Gruppe I
bis III) mit einem héheren Mortalititsrisiko assoziiert sind als CFTR-Genotypen der Gruppen
IV und V [26, 29, 80, 172]. Belege fiir die Annahme, dass definierte Genotypen existieren,
die spezielle Organsysteme hdufiger oder ausgeprigter befallen als andere (Leber oder
Lungen), konnten hingegen nicht gefunden werden. Fiir eine eigene Analyse lagen
bedauerlicherweise die CFTR-Mutationen der einzelnen CF-Patienten in einem zu kleinen
Stichprobenumfang vor. In Zukunft konnten diesbeziiglich Arbeiten zu pulmonaler
Exazerbation und Leberfibrose, bspw. gemessen mit Hilfe der transienten hepatischen
Elastographie, in Zusammenschau mit dem jeweiligem CFTR-Genotyp bei Patienten mit

cystischer Fibrose weitere wichtige Ergebnisse liefern.
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5.3 Akute Exazerbation und antibiotische Therapie

Eine in der vorliegenden Arbeit bearbeitete Fragestellung war die nach der Reversibilitdt der
erhohten MMP Konzentrationen im Serum in Abhéngigkeit von der Krankheitsaktivitdt. Es
war zu priifen, ob Patienten mit einer akuten pulmonalen Exazerbation von einer intravendsen
antibiotischen Behandlung profitieren und ob nach erfolgter Therapie die Serumwerte klinisch

stabiler Patienten erreicht werden.

5.3.1 Akute Exazerbation

Die 18 CF-Patienten, die das klinische Symptombild einer akuten pulmonalen Exazerbation
nach Rosenfeld 2001 [67] aufwiesen, zeigten eine erhdhte Serumexpression von MMP-8
(p = 0,001) und MMP-9 (p < 0,006) im Vergleich zu klinisch stabilen CF-Patienten. Dieser
Anstieg beider proteolytischer Enzyme war assoziiert mit einer Reduktion der FEV1
(p < 0,001) sowie einer Erhohung der neutrophilen Granulozyten (p = 0,002) und dem CRP
(p <0,001). Diese Ergebnisse belegen damit, dass bei einer akuten Exazerbation MMP-8 und
MMP-9 Konzentrationen ebenso wie die standardisierten Serumparameter ansteigen.
Vergleichbare Ergebnisse wurden bereits fir CF [14] sowie fiir COPD beschrieben
[145, 173]. Weiterhin zeigten CF-Patienten mit PEx einen hoheren TIMP-1 Spiegel als CF-
Patienten ohne PEx (p = 0,018), jedoch demonstrierte der hdhere MMP-9/TIMP-1 Quotient
bei CF-Patienten mit PEx die zunehmende Sittigung der Inhibitoren bei einer akuten
Entziindung. Diese Annahme einer Uberforderung der Anti-Gelatinaseaktivitiit bestitigt sich
in der hohen Konzentration an aktivierten MMP-9 bei CF-Patienten mit PEx. Die vermehrte
Gelatinase-Aktivitét steht in engem Zusammenhang mit Abbauprodukten von Kollagen Typ
IV und ist ursédchlich fiir die Destruktion von Lungengewebe bei CF-Patienten [16]. Obwohl
zahlreiche Aktivatoren latenter MMP-9 bekannt sind, sprechen viele Daten fiir einen
dominierenden Einfluss der neutrophilen Elastase bei der akuten Exazerbation und damit fiir

die zentrale Rolle der neutrophilen Inflammation [15, 174].

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die drei charakteristischen zymogenen MMPs
neutrophiler Granulozyten im Rahmen einer akuten Exazerbation nicht in gleichem Malle
ansteigen. Wahrend das MMP-9 Monomer bei CF-Patienten mit PEx signifikant hochreguliert
war, blieb der Konzentrationsanstieg des MMP-9/NGAL Heterodimers sowie des MMP-9
Homodimers unterhalb der Signifikanzgrenze. Die unterschiedliche Aktivierung der
neutrophilen Granulozyten unter einer akuten Inflammation konnte urséchlich fiir die
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Anderung der Sekretregulation sein [131]. Auffillig war das starke Auftreten der unteren
aktivierten MMP-9 Monomer-Bande bei 80kDa (p = 0,01). Obwohl unklar bleibt welche
Protease die Aktivierung auslost, konnte dieses Spaltprodukt durch seine signifikante

Hochregulierung unter einer akuten Exazerbation als geeigneter Biomarker fungieren.

5.3.2 Intravenose antibiotische Therapie

Die Ergebnisse dieser Studie belegen eine klinische Besserung der Patienten mit pulmonaler
Exazerbation nach intravendser antibiotischer Behandlung, was sich in der Reduktion des
Rosenfeld-Scores widerspiegelte (p = 0,001). Obwohl abfallende Tendenzen in den
serologischen Entziindungsparametern, wie CRP und Leukozyten, sowie eine Verbesserung
der Lungenfunktionswerte gesehen werden konnte, fielen diese nicht signifikant aus. Andere
Arbeiten konnten hingegen signifikante Senkungen von CRP [49, 175] und den neutrophilen
Granulozyten [49, 176] sowie einen Anstieg der FEV1 [49, 176] nachweisen. Ein Grund fiir
die fehlende Signifikanz der vorliegenden Daten kdnnte in dem geringen Follow up begriindet
sein. Eine weitere Diskrepanz konnte sich geméf oben zitierten Autoren durch die fehlende
Interventionsdauer der antibiotischen Therapie ergeben. Unterschiede zwischen den
Zeitpunkten der Serumentnahmen waren nicht auszuschliefen. Parallel zu den etablierten
Entziindungsparametern konnte in der vorliegenden Arbeit auch ein Abfall der
Konzentrationen von MMP-2, MMP-8, TIMP-1, und der MMP-9 Gesamtkonzentration
beobachtet werden. Diese Gesamtkonzentrationen blieben auch nach drei Wochen
antibiotischer Intervention hoch. Eine andere Tendenz zeigte sich hingegen bei den MMP-9
Isoenzymen. Die Gesamtkonzentration aller aktivierten MMP-9 Isoformen (p = 0,012),
insbesondere die des aktiven MMP-9 Homodimers (p = 0,008), reduzierte sich besonders
deutlich durch eine intravenose antibiotische Therapie. Dabei, und das unterscheidet sich klar
von den Ergebnissen der MMP Gesamtkonzentration, fiel die Konzentration an aktiviertem
MMP-9 auf die Baseline-Werte von stabilen CF-Patienten. Die Erhohung der aktivierten
MMP-9 bei CF-Patienten mit pulmonaler Exazerbation scheint somit durch frithes
Ansprechen und Reversibilitit unter der antibiotischen Therapie gekennzeichnet zu sein und
konnte daher als hilfreicher Parameter zur Beurteilung des Verlaufs bei akuter pulmonaler

Exazerbation eingesetzt werden.
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5.4 Schlussfolgerung

 Als Ergebnis der vorliegenden Arbeit und in Ubereinstimmung mit fritheren Arbeiten
[130, 139] stellt die Zymographie, neben der qualitativen und semiquantitativen, ein
etabliertes Verfahren zur quantitativen Proteasenbestimmung dar. Damit bietet sie
derzeit, anders als das Messverfahren per ELISA, den Vorteil unterschiedliche
MMP-9 Isoenzyme gleichzeitig zu detektieren.

o Klinisch stabile CF-Patienten weisen trotz dauerhafter antibiotischer und/oder
antiinflammatorischer Therapie eine erhohte systemische MMP-8, MMP-9 und
MMP-2 Expression im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden auf. Die
gleichzeitige Korrelation zum Entziindungsmediator CRP sowie die negative
Assoziation mit der Lungenfunktion (FEV1) betonen eine chronisch destruktive
Inflammation im gesamten Organismus.

e Eine hohe Assoziation von MMP-8, MMP-9 Monomer, MMP-9/NGAL (Lipocalin)
sowie den neutrophilen Granulozyten spricht fiir einen neutrophil dominierten
Entziindungsprozess.

e Im Rahmen einer akuten pulmonalen Exazerbation steigt die MMP-9
Gesamtkonzentration stirker als ihr natiirlicher Inhibitor TIMP-1, so dass es zu einem
Protease/Antiprotease Ungleichgewicht kommt. Damit verbunden ist eine gesteigerte
Aktivierung von MMP-9, die nachweislich mit einer erhéhten Parenchymdestruktion
einhergeht. Aktivierungsprozess und aktivierungsspezifische Proteasen bei einer
akuten Exazerbation bleiben jedoch ungeklért.

o FEine differenzierte Antwort der unterschiedlichen MMP-9 Isoenzyme ldsst sich bei
akuter Inflammation finden, die beziiglich ihrer diagnostischen oder therapeutischen
Moglichkeiten weiter untersucht werden sollten. Insbesondere konnte die
zymographische Bestimmung von NGAL bzw. dem aktivierten MMP-9 einen
Surrogat-Marker fiir die akute Exazerbation bei der cystischen Fibrose darstellen.

e Der verzogerte Abfall der unterschiedlichen MMP-9 Isoenzyme nach intravendser
antibiotischer Therapie beschreibt trotz klinischer Symptombesserung eine anhaltend
hohe Inflammation. Neue Behandlungsstrategien, wie etwa der Einsatz von MMP-

Inhibitoren, sollten diesbeziiglich gepriift werden.
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5.5 Ausblick fiir die Zukunft

Es ist bekannt, dass pulmonale Exazerbationen ein Resultat von erhohtem
Bakterienvorkommen in den Atemwegen darstellt, auf die der Korper mit einer
Entziindungsreaktion antwortet. Fiir eine frithzeitige und zielorientierte Therapie ist es
notwendig, die pulmonale Infektion schon im Anfangsstadium zu erkennen. Chronische oder
wiederkehrende Infektionen fiihren zu einer fortschreitenden Destruktion der Atemwege und

verschlechtern auf lange Sicht die respiratorische Funktion der CF-Patienten.

Die erhohten Serumspiegel von MMP-8 und MMP-9 von Patienten mit cystischer Fibrose
sowie ein Ungleichgewicht an TIMP-1 ldsst eine Bedeutung von MMP-8 und MMP-9 in
Verbindung mit pulmonalen Infekten bei Patienten mit CF vermuten. Akute Infekte in den
Atemwegen reduzieren die Lungenfunktion bei gleichzeitiger Erhohung der MMPs. Auf der
anderen Seite sind die MMPs nicht nur bei akuter Exazerbation erhoht, sondern auch bei
klinisch stabilen CF-Patienten. Die Destruktion des Lungenparenchyms erfolgt kontinuierlich
und ist nicht ausschlieBlich Folge wiederkehrender Infekte. Ein mdglichst kontinuierliches
Monitoring sowie eine dauerhafte antiinflammatorische und frithzeitige Therapie bei
beginnender Exazerbation konnte hier zu einer verbesserten Therapie fithren. In diesem
Zusammenhang konnten MMP-8, MMP-9 und insbesondere NGAL sowie aktives MMP-9

mit einem spezifische cut-off-Wert als Biomarker bei Patienten mit CF genutzt werden.

Karakoc et al. bestdtigten in einer Studie mit 38 CF-Patienten, dass die erhohte MMP-9
Expression im Zusammenhang mit Bronchiektasien als Zeichen chronischer
Atemwegsdestruktion steht [143]. Gaggar et al. entdeckten, dass MMP-8 und MMP-9 an der
Produktion des Peptids PGP (Prolin-Glycine-Prolin) beteiligt sind, welches positiv
chemotaxisch auf neutrophile Granulozyten agiert und die Inflammation weiter aufrecht erhalt
[177]. Beide Autoren kommen zu dem Ergebnis, dass CF-Patienten von einer gezielten MMP-

Inhibition beziiglich der Lungenfunktion profitieren kénnen.

Die Daten dieser Arbeit unterstreichen die Bedeutung einer antiproteolytischen Therapie auch
bei den CF-Patienten, die nicht wiederholten Exazerbationen unterliegen. Eine besondere
Bedeutung konnte hierbei unter anderem die Inhibierung der humanen neutrophilen Elastase
bei CF-Individuen spielen. Jackson et al. konnten kiirzlich in vitro den Beweis erbringen, dass
die humane neutrophile Elastase nicht nur spezifische Bindungsregionen zur Aktivierung von
proMMP-9, sondern auch eine Bindungsregion zur Inaktivierung von TIMP-1 besitzt [15].

Dieser doppelte Wirkungsmechanismus potenziert die proteolytische Aktivitit der humanen
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neutrophilen Elastase. Neben einer spezifischen Inhibierung der HNE wire auch die
Entwicklung so genannter ,,Designer-Molekiile* denkbar. Diese kdnnten eine spezifische
Mutation von TIMP-1 in der HNE-Bindungsregion enthalten, die eine Degradation unméglich
macht [178]. Mit dem Ziel das Gleichgewicht von MMP-9 und TIMP-1 bei CF-Patienten
wiederherzustellen, wire auch die inhalative Inhibitorenapplikation von al-Antithypsin oder
TIMP-1 denkbar, um das chronische Remodeling des Lugengewebes zu reduzieren oder sogar
zu stoppen. Synthetische Inhibitoren bieten anders als natiirliche Inhibitoren, die einer
schnellen Metabolisierung unterliegen, den Vorteil einer langlebigeren und spezifischen
Antwort. Auch der FEinsatz von chelatbildenden Antibiotika wie Tetrazykline und
Anthrazykline, die zusétzlich zu ihrer antibakteriellen Wirkung auch eine Inhibition der

MMPs ermoglichen, kdnnten in diesem Zusammenhang Anwendung finden [97].

Neben der schiadlichen Wirkung auf das Lungengeriist haben die MMPs jedoch auch
vielféltige andere physiologische Wirkungsweisen. Eine ungerichtete Inhibition der MMPs
konnte unter Umstinden mehr schaden als helfen. Unverzichtbar sind MMPs bspw. bei der
Zellmigration, ohne die eine effektive Bekdmpfung pulmonaler Infekte nicht denkbar ist. Eine
Uberdosierung von TIMP-1 konnte zudem eine stirkere Fibrosierung in Lunge oder Leber
verursachen. Angelaufene Studien konnten bisher keine akute TIMP-1 assoziierte Toxizitét

erkennen lassen, Langzeitstudien stehen aber noch aus.
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6 Zusammenfassung

Die Familie der Matrix Metalloproteinasen (MMPs) ist in der Lage alle Komponenten der
extrazelluldren Matrix proteolytisch zu degradieren. MMPs spielen daher eine entscheidende
Rolle fiir die Parenchymdestruktion in chronischen Lungenerkrankungen, inklusive der
cystischen Fibrose. Eine Erhohung der MMPs sowie ein Ungleichgewicht zu deren
Inhibitoren, den Tissue Inhibitors of Metalloproteases (TIMP), steht in engem
Zusammenhang zur Lungenfunktion und einer akuten pulmonalen Exazerbation. Mit
Zunahme der Lebenserwartung erwachsener CF-Patienten kann die genaue Betrachtung des
Proteasen-Antiproteasen-Verhiltnisses sowie das Verhalten der MMP-9 Isoenzyme fiir die
Langzeitprognose von grundlegender Bedeutung sein, da aktuell objektive Methoden zur

Evaluierung des Krankheitsverlaufs und Therapieerfolgs fehlen.

In dieser Arbeit wurden 136 Serumproben von 58 erwachsenen CF-Patienten sowie 40
Serumproben von 40 gesunden Kontrollpersonen mit Hilfe der Gelatinezymographie
qualitativ und quantitativ auf die Anwesenheit von MMP-2 und MMP-9 untersucht.
Schwerpunktméfig wurden die gelatinolytische Aktivitdt der MMP-9 Isoenzyme, der aktiven
und latenten Formen des MMP-9 Homodimers, des MMP-9/NGAL-Heterodimers sowie der
aktiven und latenten Form des MMP-9 Monomers gemessen. Die Bestimmung erfolgte durch
den Western Blot. Dariiber hinaus wurden mittels ELISA Technik die Konzentrationen von
MMP-2, MMP-8, MMP-9 und TIMP-1 bestimmt. Des Weiteren erfolgte eine klinische
Unterteilung der Patientengruppe mit pulmonaler Exazerbation (PEx) nach dem Rosenfeld-
Score. In neun Féllen erfolgte mittels der Werte aus Zymographie und ELISA eine

Verlaufskontrolle vor und nach intravendser antibiotischer Therapie.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die quantitative zymographische Bestimmung
von aktivem und latentem MMP-9 sowie MMP-2 in einer hohen Korrelation zu den
gewonnen ELISA Daten steht (r = 0,882). Fiir alle MMP-9 Isoenzyme und MMP-2 fanden
sich erhohte Enzymkonzentrationen im Vergleich zu der Kontrollgruppe, wobei eine
deutliche Dominanz des aktiven MMP-9 Homodimers sowie des MMP-9/NGAL
Heterodimers ersichtlich war. Von den 58 CF-Patienten wurde nach den klinischen Rosenfeld
Kriterien bei 16 CF-Patienten eine akute pulmonale Exazerbation (PEx) diagnostiziert. Die
Enzymkonzentrationen fiir MMP-2, MMP-8 und MMP-9 waren bei CF-Patienten mit PEx
signifikant erhoht, verglichen mit CF-Patienten ohne PEx oder der gesunden Kontrollgruppe.
MMP-2, MMP-8 und MMP-9 korrelierten zudem negativ mit den Lungenfunktionswerten,
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wie FEVI1 und Vitalkapazitit. Unter einer intravendsen antibiotischen Therapie bei CF-
Patienten mit PEx konnte parallel zur Krankheitssymptomatik eine Abnahme von MMP-8
und MMP-9 beobachtet werden. TIMP-1 war in allen Proben (Kontrolle, CF-Patienten ohne
PEx, CF-Patienten mit PEx) nachweisbar, die Konzentrationszunahme mit zunehmender
Entziindungsreaktion fiel jedoch weniger stark aus als der Anstieg von MMP-9. Das
Verhiltnis von MMP-9 zu TIMP-1 stieg zwischen der Kontrollgruppe und CF-Patienten ohne
PEx (p < 0,01) sowie zwischen CF-Patienten ohne PEx zu CF-Patienten mit PEX (p < 0,05)
signifikant an. Es liegt also bei CF-Patienten ein Ungleichgewicht der Proteasen gegeniiber
ihren Inhibitoren vor. Zudem fand sich eine hohe Korrelation zwischen der MMP-8 und
MMP-9 Konzentration (r = 0,856). Beide Isoenzyme korrelierten gleichzeitig signifikant mit

den Leukozyten, insbesondere mit den neutrophilen Granulozyten.

Die Ergebnisse betonen, dass erhohte Serumkonzentrationen verschiedenster MMPs bereits
bei klinisch asymptomatischen CF-Patienten erhoht sind, die Expression bei einer akuten
pulmonalen Exazerbationen jedoch weiterhin stark zunimmt. Dabei steht nicht nur die MMP-
9 Gesamtkonzentration in enger Korrelation zu den klinischen und laborchemischen
Befunden, auch dem Verhiltnis zu den natiirlichen Inhibitoren sowie den aktivierten MMP-9
Isoenzymen kommt eine besondere Bedeutung zu. Hierin besteht ein diagnostischer
Ansatzpunkt sowie eine Moglichkeit friihzeitig, also noch bevor sich dauerhafte Schiden
eingestellt haben, eine zielgerichtete MMP-basierte medikamentdse Therapie bei CF-

Patienten einzuleiten.
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7 Summary

Matrix metalloproteinases (MMPs), a family of proteolytic enzymes, degrade all components
of the extracellular matrix and play a crucial role in the airway remodeling and tissue injury in
cystic fibrosis (CF). An increased expression of various MMPs and the unbalance to their
physiological inhibitors, the tissue inhibitors of metalloproteases (TIMP) is linked to impaired
lung function and acute pulmonary exacerbation. Emanating from these previous findings, a
quantitative analysis of the protease-antiprotease-balance and investigation of the MMP-9
variants might be fundamental for the health-related quality of life and probability of
surviving of adult patients with CF. Currently objective methods to control the progress of the

disease and therapeutic success are missing.

In the study presented the qualitative and quantitative protease activity of MMP-2 and MMP-
9 were investigated by deploying gelatin-zymography. A total of 136 blood serum samples of
58 adult CF patients compared to those of 40 healthy control individuals were analysed.
Special attention was paid to the gelatinolytic activity of the MMP-9 variants, like active and
inactive MMP-9 homodimer, MMP-9/NGAL heterodimer and active and inactive MMP-9
monomer. This enzyme classification was verified by Western Blot analysis. In addition, the
concentrations of MMP-2, MMP-8, MMP-9, and TIMP-1 were also examined by ELISA.
Furthermore CF patients with an acute pulmonary exacerbation (PEx) were identified based
on the clinical score by Rosenfeld. In nine cases, the follow-up of zymography and ELISA

were assessed before and after systemic antibiotic therapy.

The results of the analysis showed a high correlation of active and inactive MMP-9 and
MMP-2 between quantitative gelatin zymography and ELISA (r = 0,882). The increased
serum gelatinolytic activity of all MMP-9 variants and MMP-2 in CF patient compared to the
healthy control group was detected. Particularly active homodimer and MMP-9/NGAL
heterodimer were raised. Among the 58 CF patients examinated, PEx was diagnosed for 16 of
them. Serum levels of MMP-2, MMP-8 and MMP-9 were significantly elevated in CF
patients with PEx, compared to CF patients without PEx and healthy controls. These data also
show that the increase of MMP-2, MMP-8 and MMP-9 is associated with a decrease of
pulmonary function, as measured by forced expiratory volume in 1 sec (FEV1) (p <0,01) and

vital capacity (p <0,01).

Antibiotic treatment of CF patients with PEx led to a decrease of MMP-8 and MMP-9 protein
concentrations, which correlate with other clinical parameters. In all samples, TIMP-1 was
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detectable. However, TIMP-1 concentration did increase less than the inflammatory response
of MMP-9. The MMP-9/TIMP-1 molar ratio was significantly higher in the CF group without
PEx than in the control group (p < 0,01) and also higher in the CF group with PEx than in the
CF group without PEx (p < 0,05). Hence, an imbalance between the protease and their
inhibitors exists. In addition, MMP-8 and MMP-9 concentrations correlated with each other (r
= 0,856) and moreover were positively correlated with the total white cells count, especially

the neutrophil granulocytes.

The data of this study provide with compelling evidence the increased serum concentration of
certain MMPs found for patients with clinically stable CF lung disease, which again rise in
the case of pulmonary exacerbation. It is not only the MMP-9 concentration as a whole
associated with other clinical and laboratory findings, but also its interaction with TIMP-1 and
the active MMP-9 variants, particularly the active homodimer, that seem to be important.
These relations may be useful surrogate markers and could furthermore lead to the
development of specific MMP-based medical treatment to prevent chronic airway remodeling

and tissue destruction for patients with CF.
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8 Abkiirzungsverzeichnis
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