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1. Einleitung

Intensive Forschungen im Bereich der zystischen Fibrose (CF) haben dazu beigetragen,
dass die Lebenserwartung von CF-Patienten in den letzten Jahren gestiegen ist [Hirche
2003]. Im Jahr 2000 waren bereits 43,6 Prozent der Patienten alter als 18 Jahre.
[Bethesda 2001, Sens B 2001 Uberblick, Sens B 2001 Qualitat]. Die Lebenserwartung
fur 2010 geborene Kinder betragt inzwischen 50 Jahre [MacKenzie 2014].

Frihe Diagnosestellung und rasche Therapieeinleitungen sind mafgeblich an dieser
Entwicklung beteiligt [Naehrlich 2013]. Jedoch kommt es durch die verlangerte
Uberlebenszeit der Patienten zu neuen Herausforderungen in der Diagnosestellung und

in der Therapie von CF-assoziierten Erkrankungen.

Bei der CF handelt es sich nach wie vor um eine letal verlaufende
Multisystemerkrankung, deren Hauptmortalitdts- und Hauptmorbiditatsursache die
Lungenbeteiligung darstellt [Boyle 2007, Dakin 2001]. 90% der CF-assoziierten
Morbiditdt und Mortalitat lassen sich auf die CF-Lungenbeteilung zurtickfliihren [Stern
2008].

Durch autosomal-rezessiv vererbte Mutationen des Chromosom 7, das fur die CFTR-
Kanale codiert, kommt es zur Ausbildung von wasserarmen Sekreten mit einer extrem

hohen Viskositat in den exokrinen Drisen des Korpers [Fauci 2009].

In den Bronchien kommt es zu einer Mukostase und folglich zu einer Obstruktion und
somit zur Einschrankung der mukoziliaren Clearance. Auf dieser Grundlage basierend
entstehen im Rahmen der Lungenbeteiligung bei CF haufig pulmonale Infektionen.
Daraus konnen eine Destruktion von Lungengewebe, Remodelling und Fibrose
resultieren [Ferkol 2006].

Bislang gibt es keine einheitlichen, validen Diagnosekriterien zur Detektion der
pulmonalen Exazerbation (PEx) bei CF [Ferkol 2006, Kraynack 2011]. Aktuell wird die
Diagnose einer PEx vor allem klinisch und mit Hilfe der Lungenfunktionsdiagnostik
gestellt. Dieses Vorgehen ist relativ aufwendig. Zum einen ist das Ergebnis der
Lungenfunktionsuntersuchung entscheidend von der Mitarbeit der Patienten abhangig.
Zum anderen ist die klinische Untersuchung sehr untersucherabhangig und daher
subjektiv [Dakin 2001, Kraynack 2011].



Zur Optimierung der pulmonalen Therapie bei CF ist eine frihzeitige und exakte
Diagnosestellung essentiell. Einheitliche Richtlinien zur Detektion der CF-

Lungenbeteiligung kdnnten diese Prozesse optimieren und somit das Outcome der
Patienten verbessern.



2. Literaturubersicht

2.1 Die zystische Fibrose
211 Definition

Der Name Mukoviszidose setzt sich aus zwei lateinischen Begriffen zusammen. ,Mucus*
bedeutet ,Schleim“ und ,viscidus® bedeutet ,klebrig“ oder ,zahflussig®“. Die Erkrankung
wird auch zystische Fibrose bzw. englisch cystic fibrosis (CF) genannt. Anhand der
Begriffsbezeichnung wird bereits das Kernproblem der Erkrankung hervorgehoben:
Extrem zaher Schleim befindet sich in den exokrinen Drlsen des Korpers von

Betroffenen. Die CF ist eine autosomal-rezessiv vererbte Erbkrankheit [Lowe 1949].
2.1.2  Epidemiologie

Die CF ist die in der kaukasischen Bevdlkerung am weitesten verbreitete
lebenslimitierende autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung. Die Inzidenz betragt 1:3200
Lebendgeburten. Weniger haufig tritt die CF in anderen ethnischen Gruppen auf. In der
schwarzen Bevolkerung betragt die Inzidenz 1:15000 Lebendgeburten, bei
Hispanoamerikanern 1:9200 und bei Asiaten 1:10000 [Boyle 2007].

Dorothy Anderson beschrieb die CF 1938 als Erkrankung der frihen Kindheit [Anderson
1938]. Im Laufe der Zeit hat sich dies gedndert. 2013 betrug das mediane Uberleben
von CF-Patienten bereits 40,7 Jahren [Bethesda 2014]. Die Pravalenz der Erkrankung
bei Kaukasiern in Kalifornien betrug 2004 1:2577 Lebendgeburten [Feuchtbaum 2012].
Im Vergleich hierzu betrug die Pravalenz vor uber 20 Jahren in Wisconsin nur 1:3419
Lebendgeburten [Korosok 1996]. Die Anzahl der gestellten Erstdiagnosen ist mittels
Screening von Neugeborenen von 5,7% in Jahr 1998 auf 62% im Jahr 2013 gestiegen
[Davis PB 2006, Spoonhower 2016]. 2013 betrug das mediane Alter bei
Diagnosestellung 4 Monate [Bethesda 2014]. 10% der CF-Patienten sind bei
Diagnosestellung jedoch bereits alter als 18 Jahre [Bethesda 2014]. In den letzten
Jahren konnte durch Optimierung der Therapien eine Verbesserung der pulmonalen und
nutritiven Situation von CF-Patienten erzielt werden [Mogayzel 2014]. Diese
Entwicklungen verdeutlichen die steigende Bedeutung der CF und der CF-assoziierten

Erkrankungen in den nachsten Jahren.



21.3 Historische Daten

1938, im Jahre der Erstbeschreibung [Andersen 1938], galt die CF als padiatrische
Erkrankung. Die betroffenen Patienten verstarben im Durchschnitt bereits 6 Monate
nach der Diagnosestellung. Damals wie heute war die Lungeninfektion eine der
Hauptmortalitatsursachen im Rahmen der CF. 1948, zehn Jahre spater, begann man
erhdhte Chloridkonzentrationen im Schweild der Betroffenen zur Diagnosesicherung zu
nutzen [di Sant’ Agnese 1953]. Durch die Einflihrung dieses, noch heute in der klinischen
Routine genutzten Schweildtests, konnten auch klinisch milder ausgepragte CF-Formen
entdeckt werden und die Diagnosestellung gelang in friheren Stadien. Im Jahre 1989
wurde das CF-Gen entdeckt [Kerem 1989, Tsui LC 1985], welches fiur einen cAMP-
regulierten Chloridionen-Kanal, den CF transmembrane conductance regulator (CFTR)
codiert [Davis 2006, Neocleous 2014].

Das mittlere Lebensalter von CF-Patienten betrug im Jahre 1980 nur 8,3 Jahre
[Hirche 2003]. Damals waren mehr als 98% der Patienten jlinger als 18 Jahre, sodass
die CF auch damals noch fast ausschlielich als padiatrische Erkrankung angesehen
wurde. Die Lebenserwartung ist in den letzten Jahren gestiegen. 2000 betrug der Anteil
der Uber 18-jahrigen CF-Patienten 43,6% [Hirche 2003].

Eine frGthe und sichere Diagnosestellung und Therapieeinleitung verbessert die
Prognose der Patienten. In Deutschland finden lediglich 59% der Diagnosestellungen im
ersten Lebensjahr der Erkrankten statt [Sens B 2012]. Die Lebenserwartung von CF-
Patienten (Median des Uberlebens) hat sich von wenigen Monaten in den 1950er Jahren

auf heutzutage 40 Jahre verbessert [Sens B 2012].

In den letzten Jahren wurden Substanzen entdeckt, die zielgerichtet den der Erkrankung
zugrunde liegenden Kanaldefekt modulieren kdnnen. Der bereits zugelassene Wirkstoff
Ivacaftor stabilisiert die Offnung des CFTR-Kanals bei CF-Patienten mit einer G551D-
Mutation, wodurch sich die Kanaldffnungszeit erhéht. Ein ebenfalls zugelassener
Wirkstoff ist Lumacaftor, welcher ein CFTR-Korrektor ist, der die korrekte Proteinfaltung
bei CF-Patienten mit einer F508A-Mutation unterstitzt und somit den lonentransport
durch den Kanal erleichtert [Quon 2016]. Die Kombination von Lumacaftor und Ivacaftor
erhoht die Aktivitat und die Stabilitat bestimmter F508A-CFTR-Kanale. Die Mehrzahl der
F508A-CFTR-Kanale bleibt jedoch durch diese Kombination im unstabilisierten Zustand
[Meng 2017]. Der Einsatz der Kombination aus Lumacaftor und lvacaftor konnte bei
Patienten mit einer homozygoten F508del-CFTR-Mutation eine um 42% langsamere

Verschlechterung der FEV1 zeigen [Konstan 2017].



214 Erbgang

Die CF wird autosomal-rezessiv vererbt [Lowe 1949]. Daher erkranken nur Personen,
die homozygot fir das entsprechende Gen sind. Die Vererbung erfolgt
geschlechtsunabhangig. Die statistische Wahrscheinlichkeit an CF zu erkranken betragt
25%, in dem Falle, dass beide Eltern heterozygot flr das entsprechende Gen sind.
Durchschnittlich ist 1 von 2000-3000 Neugeborenen an CF erkrankt [WHO 2004].

Die folgende Abbildung zeigt schematisch den Erbgang einer autosomal-rezessiv

vererbten Erkrankung.

XX N Xx
Mutationstrager Mutationstrager
XX XX Xx XX
CF Mutationstrager Mutationstrager gesund

Abbildung 1: Autosomal-rezessiver Erbgang

Abbildung 1 stellt den Erbgang der CF schematisch dar. ,X* steht hierbei fur das betroffene Allel
und ,x“ steht fir das nicht betroffene Allel. Die beiden in der ersten Generation mit ,Xx"
dargestellten Personen sind Mutationstrager (Synonym: Konduktoren) fiir die CF. Phanotypisch
sind diese gesund. In der zweiten Generation ist die statistische Verteilungshaufigkeit dargestellt.
Bei dem mit ,Xx* bezeichneten Nachfahren handelt es sich ebenfalls um einen Konduktoren. Sind
bei einer Person beide Allele betroffen, so handelt es sich um einen an CF erkrankten
Nachfahren. In der Abbildung ist dieser mit ,XX* gekennzeichnet. Bei Nachfahren, die mit ,xx“

gekennzeichnet sind, handelt es sich um genotypisch und phanotypisch gesunde Nachfahren.
2.1.5 Pathophysiologie

Die Ursache der CF ist die Dysfunktion des Cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR) Proteins [Kerem B 1989]. Dieses Protein ist ein am Zellepithel
luminaler Zellen lokalisierter Chloridkanal und reguliert die Zusammensetzung der
Sekrete exokriner Drisen [Kerem B 1989]. Das CFTR-Gen ist auf Chromosom 7 (Locus
7931.3) lokalisiert [Neocleous 2014]. Mit etwa 250kB codiert es fir 1480 Aminosauren
[Neocleous 2014]. Mutationen in diesem Gen sind ursachlich fur die CF [Kerem B 1989].

Bisher wurden tber 1500 verschiede Mutationen gefunden [Boyle 2007 Strategies].



Die haufigste Mutation ist die AF508-Mutation, welche durch ein Fehlen der Aminosaure
Phenylalanin (=F) an der Position 508 im CFTR-Protein steht. Diese Mutation tritt bei
etwa 70% der CF-Patienten auf [McKone 2006].

Das CFTR-Gen ist ein integrales Protein, das zu den cyclischen-Adenosinphosphat-
(cAMP)-regulierten lonenkanalen und zu den Adenosintriphosphat-(ATP)-bindenden
ABC-Transportern gehért [Ko 1993]. Es besteht aus zwei Untereinheiten [Walker 1982].
Jede dieser Untereinheiten besteht aus sechs Transmembrandomanen [Walker 1982].
Das CFTR-Gen besitzt zwei Nukleotid-Bindedomanen (NBD1 und NBD2) [Walker 1982],
sowie eine regulatorische Domane (R-Domane) [Cheng 1991, Picciotto 1992]. Weitere
Bindedomanen fir Protein-Protein-Interaktionen sorgen fir den Transport von
Bikarbonat [Ko 1993]. NBD1 und NBD2 binden ATP, was fiir die Offnung und SchlieRung
des Kanals notwendig ist [Ko 1993].

Durch den CFTR-Kanal werden Chloridionen reabsorbiert. Dieser Vorgang wird durch
die Aufnahme von Natirumionen durch Natriumkanale hervorgerufen. Bei
eingeschrankter CFTR-Kanalaktivitat wird  dickflissigeres Sekret sezernier
[Welsh 1995].

Die folgende Abbildung zeigt den schematischen Aufbau eines CFTR-Kanals.

Extrazellular Transmembrandoméanen

A N N aVala

Zellmembran

Intrazellular N

Abbildung 2: Der schematische Aufbau eines CFTR-Kanals

Abbildung 2 zeigt den schematischen Aufbau eines CFTR-Kanals. Die beiden Transmembran-
Domanen bilden zusammen den CFTR-Protein-Kanal. Die regulatorische Doméane (R-Domane)

befindet sich intrazellular.
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Die Nukleotid-Bindedomanen (NBD1, NBD2) befinden sich ebenfalls intrazelluldr und binden
ATP, welches fur die Kanal6ffnung und -schlieBung bendtigt wird [Ko 1993].

Ist der CFTR-Kanal defekt, wird weniger bis kein Chlorid durch den Kanal transportiert. Dem zur
Folge reduziert sich auch der Transport von Na* und H20 oder bleibt sogar ganz aus. Aus diesem

Defekt resultiert die Sezernierung von Mukus mit einer extrem hohen Viskositat.

Abbildung 3: Schematischer Aufbau einer Schweil3drise.

Im oberen Panel der Abbildung 3 ist der schematische Aufbau einer Schweil3driise mit normaler
CFTR-Funktion zu sehen. Durch die in der apikalen Zellmembran lokalisierten CFTR-Kanale
(dargestellt in rot) wird Chlorid reabsorbiert. Den negativ geladenen Chloridionen (rot) folgen die

positiv geladenen Natriumionen (blau).

Im unteren Panel der Abbildung 3 ist der schematische Aufbau einer Schweil3driise eines CF-
Patienten dargestellt. Hier sind die CFTR-Kanale (rot) in ihrer Funktion eingeschrankt oder
funktionslos. Aus diesem Grund werden weniger bis keine Chloridionen reabsorbiert, was zur
Folge hat, dass auch weniger beziehungsweise keine Natriumionen (blau) reabsorbiert werden.
Das sezernierte Sekret ist dem zur Folge reich an Natriumchlorid. Der daraus resultierende

erhohte Salzgehalt des Schweiles von CF-Patienten wird zur Diagnosestellung genutzt.

11
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau einer Bronchialdrise.

Im oberen Panel der Abbildung 4 ist der schematische Aufbau einer Bronchialdriise mit normaler
CFTR-Funktion dargestellt. Durch die funktionstichtigen CFTR-Kanale (rot) strdmen
Chloridionen aus der Zelle. Das hat zur Folge, dass auch Natriumionen (blau) in das Lumen der
Bronchialdriisen sezerniert werden. Resultierend daraus erfolgt der Ausstrom von Wasser mit

dem Ergebnis, dass das sezernierte Sekret dinnflissig wird.

Im unteren Panel der Abbildung 4 ist die Situation bei CF-Patienten schematisch dargestellt.
Dadurch dass hier die CFTR-Kanale (rot) in ihrer Funktion eingeschrankt oder funktionslos sind,
werden weniger beziehungsweise keine Chloridionen sezerniert. Dem zur Folge reduziert sich
der Natriumionenausstrom (dargestellt in blau) entsprechend. Folglich verringert sich die
Sekretion von Wasser in das Lumen der Driisen. Es entsteht ein hypertones Milieu. Hieraus
resultiert das Kernproblem der CF. Viskdses Sekret (griin) findet sich in den exokrinen Driisen
von CF-Patienten [Matsui 1998].

Letztlich kommt es durch die veranderte Sekretzusammensetzung zur Inhibition
wichtiger Komponenten der endobronchialen Abwehr, welche eine bakterielle
Besiedelung beglnstigt [Bals 2001, Bals 1999, Smith 1996].

Durch die chronische bakterielle Besiedelung des Respirationstrakts kommt es zu einem

exzessiven Einstrom von neutrophilen Granulozyten [Dinwiddie 2000, Tiddens 2000].

12



Die Aktivitat der proteolytischen Enzyme dieser Neutrophilen ist hoher als die Aktivitat
der endogenen Antiproteasen [Dinwiddie 2000, Tiddens 2000]. Als Folge entstehen
Destruktionen und Umbauprozesse des Respirationstrakts und des Lungenparenchyms
[Dinwiddie 2000, Tiddens 2000].

21.6  Diagnosestellung

Um die Diagnose CF stellen zu konnen, muss eine CFTR-Funktionsstérung und
mindestens ein diagnostischer Hinweis auf CF vorhanden sein. Diagnostische Hinweise
sind ein positives Neugeborenenscreening, ein klinischer Hinweis auf CF oder die CF-
Erkrankung eines Geschwisterkindes. Um eine CFTR-Funktionsstdrung nachweisen zu
kénnen, bendtigt man einen Schweiltest, welcher Schweilichloridwerte von = 60 mmol/l
in mindestens zwei unabhangigen Messungen detektiert oder den Nachweis von zwei
CF-verursachenden CFTR-Mutationen oder den Nachweis einer auf CF-hinweisenden
Abnormalitdt der CFTR-Funktion mittels nasaler Potentialdifferenzmessung (NPD)
[Knowles 1995] oder Intestinaler Kurzschlussstrommessung (ICM) [De Jonge 2004, Mall
2004] [Naehrlich 2013]. Das Ziel ist eine frihe Diagnosestellung, da diese mit
niedrigeren Hospitalisationsraten, besserer Lungenfunktion und geringerer chronischer

Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa assoziiert ist [Coffey 2017].

2.1.6.1 Schweilitest

Der Schweildtest ist ein gut durchfihrbarer und kostenglinstiger Test mit einer
Sensitivitat von 96,5% und einer Spezifitat von 99%, welcher den Goldstandard zur
Diagnostik bei Verdacht auf CF darstellt und daher an erster Stelle im diagnostischen
Algorithmus steht [De Boeck 2006, Farrell 2008].

Die Durchfuhrung des Schweiltest erfolgt basierend auf der Leitlinie des Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Entweder erfolgt die Durchfiihrung nach Gibson-
Cook [Gibson 1959] oder mittels Macroduct-System®. Nach einer Hautstimulation mit
Pilokarpin Uber einen Zeitraum von 5 Minuten mit Hilfe einer Spannungsquelle, wird flr
eine Dauer von 30 Minuten der Schweil} der Patienten gesammelt [Gibson 1959, Gibson
1976].

13



Im Anschluss erfolgt die Analyse des Chloridgehalts. Hierbei gelten folgende

Grenzwerte:
< 29 mmol: unauffallig = CF unwahrscheinlich
30-59 mmol/l: Kontrollbereich = weitere Diagnostik auf CF erforderlich
= 60 mmol/l: vereinbar mit der Diagnose CF

Die Messung der Leitfahigkeit kann fur Screeninguntersuchungen genutzt werden.

Hierbei gelten folgende Grenzwerte:
< 50 mmol/l: unauffallig
= 50 mmol/l: Hinweis auf CF

Bei Werten von = 50 mmol/I Natrium-Chlorid-Aquivalent erfolgt die Durchfiihrung eines

Schweiltestes zur Diagnosesicherung [Naehrlich 2013].

Ein flachendeckendes Neugeborenenscreening wurde in Deutschland am 20.08.2015
eingefiihrt. Ziel dieses Screenings soll ein mdglichst friher Therapiebeginn sein

[Gemeinsamer Bundesausschuss 2015].

Beim Neugeborenenscreening wird im ersten Schritt eine Kapillarblutprobe des
Neugeborenen entnommen und auf eine Trockenkarte getropft. Fir das CF-Screening
wird das Kapillarblut auf immunreaktives Trypsin (IRT), ein Pankreasenzym, untersucht.
Ist die Konzentration dieses Proteins erhdht, so erfolgt die Analyse der Blutprobe auf ein
weiteres Protein, das Pankreatitis-assoziierte Protein (PAP). Zeigen sich auch hier
erhdhte Werte, so erfolgt die weitere Diagnostik mittels Schweildtest [Crossley 1979,
Nauck 2012].

2.1.6.2 Genetik

Besteht der Verdacht auf CF, so folgt dem Schweildtest die genetische Untersuchung.
Diese dient der Diagnosesicherung sowie der molekulargenetischen Diagnostik. Die
Patienten beziehungsweise deren Eltern sind vor der genetischen Diagnostik
aufzuklaren. Bei einem auffalligen Befund muss eine genetische Beratung in jedem Fall
dringend empfohlen werden. Grundlage hierfir ist das deutsche Gendiagnostikgesetz
[Gesetz Uber genetische Untersuchungen beim Menschen 2009] und die S2-Leitlinie
Humangenetische Diagnostik und genetische Beratung [Deutsche Gesellschaft fur
Humangenetik e.V. 2011]. Die Heterozygotentestung ist indiziert bei Eltern von CF-

Patienten und wird als pradiktive genetische Untersuchung angesehen. Nicht zulassig
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sind laut Gendiagnostikgesetz ein allgemeines Heterozygotenscreening oder ein

Heterozygotentest bei Kindern [Naehrlich 2013].

Nicht fur alle der 1932 CFTR-Mutationen ist ein krankheitsverursachender
Zusammenhang eindeutig nachgewiesen. In der ,Cystic Fibrosis Mutation Database”
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/app)  sind die krankheitsverursachenden
Mutationen aufgelistet. Auch in der Konsensusarbeit von Castellani [Castellani 2008]
sowie in den Leitlinien des europaischen CF-Netzwerks [Dequeker 2009] kénnen die
haufigsten CF-verursachenden Mutationen gefunden werden. Je nach ethnischer
Herkunft der Patienten variiert das Spektrum der Mutationen und deren
Haufigkeitsverteilung. Die unterschiedlichen Mutationen und deren
Haufigkeitsverteilungen sind im WHO-Report von 2004 aufgefihrt. In Deutschland sind
folgende Mutationen mit einer Haufigkeit von 21% bekannt: F508del, G542X, R553X,
N1303K, G551D, CFTRdele2,3 (21kb), R347P, 1717-1G>A und 3849+10kbC>T. In der
Schweiz und in Osterreich gehéren F508del, G542X und R553X mit einer Haufigkeit von
21% ebenfalls zu den haufigsten Mutationen. Die Reihenfolge der Auflistung
bertcksichtigt die Haufigkeit der jeweiligen Mutationen [WHO 2004].

2.1.6.3 Elektrophysiologie

Um Patienten, bei denen der Schweiltest und die genetische Untersuchung keine klare
Aussage bezlglich der Diagnosesicherung liefern, weiter einordnen zu kénnen, kann die
elektrophysiologische Messung der CFTR-Chloridkanalfunktion herangezogen werden
[Naehrlich 2013]. Vor allem bei Patienten deren Schweil3chloridkonzentration im Bereich
von 30-59 mmol/l liegt und bei denen der Nachweis von 2 CF-verursachenden CFTR-
Mutationen nicht gelingt, kdnnen die nasale NPD sowie die ICM helfen, die Diagnose zu
sichern beziehungsweise auszuschliel3en [De Boeck 2006, Farrell 2008, Goubau 2009,
Mayell 2009]. Bei der NPD wird die In-vivo-Potentialdifferenz zwischen einer kutanen
Referenzelektrode und einem im unteren Nasengang eingebrachten Katheter zum einen
in Ruhe und zum anderen nach Applikation von Substanzen, die die Natrium- und
Chloridkanale beeinflussen, gemessen [Knowles 1995]. Im Gegensatz zu der NPD ist
die ICM eine Ex-vivo-Methode, bei der der Kurzschlussstromfluss an Rektumbiopsaten
der Patienten nach medikamentdser Stimulation der CFTR-Kanalfunktion gemessen
wird [De Jonge 2004, Mall 2004].
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2.1.6.4 Algorithmus bei klinischem Verdacht auf zystische Fibrose

Algorithmus bei klinischem Verdacht auf CF
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Abbildung 5: Algorithmus bei klinischem Verdacht auf CF (modfiziert nach Naehrlich 2013).

16



2.1.6.5 Lungenfunktion

Im Hinblick auf die Diagnostik der Lungenbeteiligung im Rahmen der CF, kommt der
Lungenfunktionsdiagnostik eine wichtige Bedeutung zu. Die Prufung der Lungenfunktion
gibt Hinweise auf Ventilations-, Diffusions- und Perfusionsstérungen der Lunge [Fauci
2009]. Im Rahmen der Lungenfunktionsdiagnostik konnen statische und dynamische
GroRen bestimmt werden [Fauci 2009]. Das Residualvolumen (RV) ist das Gasvolumen,
welches sich am Ende der Exspiration in der Lunge befindet [Sterk 1980]. Die totale
Lungenkapazitat (TLC) ist das Luftvolumen, das nach maximaler Inspiration in der Lunge
vorhanden ist [Fauci 2009]. Als Vitalkapazitat (VC) wird das Lungenvolumen, welches
beim Ubergang von der TLC zu dem RV ausgeatmet wird, bezeichnet [Fauci 2009]. Die
Einsekundenkapazitat, auch forciertes exspiratorisches Volumen in einer Sekunde
(FEV1) genannt, ist das Luftvolumen, das wahrend der ersten Sekunde der Exspiration
ausgeatmet werden kann [Fauci 2009]. Neben dem Absolutwert, wird der auf die Ist-VC
bezogene relative Wert (FEV1%VC) bestimmt. Dieser Wert wird als Tiffeneau-Index
bezeichnet [Tiffeneau 1948].

2.2 Serummarker fir Matrixumbau und Neutrophile
2.21 Extrazellulare Matrix

Unter extrazelluldrer Matrix (EZM) versteht man den Gewebeanteil, der sich im
Interzellularraum befindet [Ayad 1998]. Die EZM spielt im Bereich der Kommunikation
von Zellen untereinander, der Zelladhasion, des Zellwachstums und der Apoptose eine
wichtige Rolle [Jackson BC 2010]. Aufzerdem ist die EZM entscheidend fur die Funktion
und die Struktur des Gewebes [Jackson BC 2010].

2.2.2  Matrix Metalloproteinasen

Matrix Metalloproteinasen (MMPs) sind extrazellulare Proteasen, die als Mediatoren am
Gewebeumbauprozess beteiligt sind. 1962 entdeckten Gross und Lapiere die
Kollagenase und deren Funktion im Abbauprozess von fibrillarem Kollagen [Gross 1962,
Brinckerhoff 2002]. Spater wurde eine Kollagenase, Collagenase-1 oder auch MMP-1,
in erkrankter Haut und Synovia entdeckt [Birkedal-Hansen 1993]. MMP-1 initiiert den
Abbau von fibrillarem Kollagen durch die Spaltung der Peptidbindung zwischen Gly775-
lle776 oder Gly775-Lys776 in Typ I, Il oder Ill Kollagen [Birkedal-Hansen 1993, Welgus
1983]. Inzwischen wurden insgesamt 23 strukturell ahnliche humane Proteinasen, die
alle zu der MMP-Familie gehdren, entdeckt [Page-McCaw 2007]. Es konnte eine erhdhte

MMP-Aktivitdt beispielsweise bei der Rheumatoiden Arthritis und einigen
17



Karzinomerkrankungen gezeigt werden [Egeblad 2002, Coussens 2002].

2.2.2.1 Aufbau der Matrix Metalloproteinasen

MMPs sind Zinkendopeptidasen [Cauwe 2007]. Sie sind Multidomanproteine und
bestehen aus einem Signalpeptid, einem Propeptid, einer katalytischen Domane mit
einer Bindungsregion und einer Hdmopexindomane [Nagase 2006]. Die katalytische
Domane besitzt eine hochkonservierte zinkbindende Region, in der drei Histidine fur die
Bindung eines Zinkions zustandig sind [Van Wart 1990]. Das Propeptid besteht aus etwa
80 Aminosauren und alle bisher bekannten MMPs, bis auf MMP-21 und CA-MMP,
besitzen eine einheitliche Sequenz PRCXXPD [Parks 2001].

Die Aktivierung der MMPs kann durch extrazellulare proteolytische Spaltung durch
andere MMPs oder durch Serinproteasen, wie zum Beispiel durch Plasmin, erfolgen
[Jackson BC 2010]. Die MMPs, die eine Furin-Erkennungssequenz aufweisen
(MT-MMPs, MMP-11, MMP-21, MMP-23B und MMP-28) werden im Golgiapparat

aktiviert und von dort in einer proteolytisch aktivierten Form sezerniert [Jackson 2010].

Besondere Bedeutung wird den MMPs in entziindlichem Gewebe zu gesprochen [Le
2007]. Die Expression von MMPs wird ausgeldst durch inflammatorische Zytokine und
durch Transkriptionsfaktoren, wie Activator-Protein-1 (AP-1), Nuklear-Factor-KappaB
(NFkB) und Serum-Amyloid-A-Activating-Factor (SAF-1) [Jackson 2010].

Chronisch inflammatorisch verandertes Gewebe weist erhdhte MMP-Konzentrationen
auf [Fernandez-Patron 2001]. Es wird davon ausgegangen, dass MMPs zu der
Leukozyteninfiltration ~aus der Peripherie in das Gewebe beitragen
[Fernandez-Patron 2001]. Die Erhéhung der Durchlassigkeit der Basalmembran wird
durch MMP-2 und MMP-9 hervorgerufen [Fernandez-Patron 2001]. Die Spaltung von
Endothelin-1 zu einem Endothelin-A-Rezeptor bindenden Peptid wird durch MMP-2
katalysiert [Fernandez-Patron 2001]. Dadurch wird der Endothelin-A-Rezeptor aktiviert,
Integrine werden hochreguliert und die transendotheliale Migration von Leukozyten wird
ausgeldst [Fernandez-Patron 2001]. MMP-1, MMP-7, MMP-9, MMP-14 und MMP-17
kénnen den Tumornekrosefaktor (TNF) aktivieren [Gearing 1994, Gearing 1995]. MMP-
1, MMP-2, MMP-3 und MMP-9 aktivieren Interleukin-1 beta (IL-1B) [Ito 1996]. MMP-3,
MMP-7, MMP-9 und MMP-14 aktivieren den Transforming growth factor (TGF-B)
[Yu 2000, Schultz 2009]. MMPs spalten Chemokine. Dies kann sowohl zur Hemmung
der Inflammation als auch zu deren Aktivierung fuhren [Le 2007]. MMPs kdnnen neben
Chemokinen auch Zytokine modifizieren [Van den Steen 2000, Van den Steen 2003,
McQuibban 2000, McQuibban 2002]. Daher spielen MMPs sowohl bei akuten und
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chronischen Entzindungen als auch bei Autoimmunerkrankungen und in der
Regeneration nach Entziindungen eine wesentliche Rolle [Jialiang Hu 2007]. MMPs sind
wichtig fur die Initierung, die Aufrechterhaltung und die Beseitigung akuter und

chronischer Inflammationen [Jialiang Hu 2007].

2.2.2.2 Matrix Metalloproteinasen im Kontext von Krankheiten

Besonders bei Krankheitsbildern, bei denen Matrixabbau oder Inflammation eine Rolle
spielen, sind MMPs beteiligt [Fingleton 2007]. Beispiele hierfir sind die Rheumatoide
Arthritis, GefalRerkrankungen wie zum Beispiel Aneurysmata, Karzinomerkrankungen
und einige neurodegenerative Erkrankungen [Fingleton 2007]. Ebenso sind MMPs an
Wundheilungsprozessen beteiligt [Toriseva 2009]. Hierbei bauen MMPs EZM ab,
induzieren eine Inflammation und rekrutieren Zellen, die fir die Reepithelialisierung und
Angiogenese entscheidend sind [Toriseva 2009]. Auch an der Entstehung von
Lungenerkrankungen, wie dem Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) und der
Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) sind MMPs entscheidend beteiligt
[Daheshia 2005]. MMPs bewirken den Gewebeabbau, die Entstehung von Fibrose und
tragen zu der Inflammation, die im Rahmen dieser Erkrankungen auftritt, bei [Jackson
BC 2010]. Die Serumkonzentrationen von MMP-1, MMP-8 und MMP-9 weisen bei CF-
Patienten erhdhte Werte auf und korrelieren mit dem Vorhandensein einer PEXx
[Roderfeld 2009]. Der Serumkonzentrationsanstieg von MMP-8 bei CF-Patienten ist mit
Verschlechterung der Lungenfunktion assoziiert [Roderfeld 2009]. Es wurde ein
Zusammenhang zwischen erniedrigten MMP-2-Serumkonzentrationen bei CF-Patienten
und dem Auftreten einer PEx gezeigt [Roderfeld 2009]. Durch antibiotische Therapien
im Rahmen der PEx bei CF-Patienten, kommt es zu einem Abfall der
Serumkonzentrationen von MMP-1, MMP-8 und MMP-9 [Roderfeld 2009]. Daher
konnten diese Marker zur Detektion der PEx bei CF-Patienten herangezogen werden
[Roderfeld 2009].

2.2.3 Tissue Inhibitors of Metalloproteinases

Die inhibitorische Aktivitat der Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMPs) wurde
bereits in den frihen 1970er Jahren entdeckt [Bauer 1975]. 1979 wurde entdeckt, dass
die inhibitorische Aktivitat von MMPs 25-31kDa schweren Proteinen zugeordnet werden
kann [Vater 1979, Welgus 1979]. Spater wurde diesen Proteinen, welche nicht nur
Kollagenasen, sondern auch Gelatinasen und die Progelatinase (mittlerweile auch als

MMP-3 bezeichnet) inhibieren kénnen, der Name TIMPs gegeben [Cawston 1981].
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TIMPs sind als Gegenspieler der MMPs zu verstehen. Aktivierte MMPs werden durch
TIMPs in ihrer Funktion inhibiert [Jackson BC 2010]. Bislang sind vier unterschiedliche
TIMPs bekannt. Bezeichnet werden diese als TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 und TIMP-4.
TIMPs spielen eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Balance zwischen EZM-
Aufbau und EZM-Abbau [Gomez 1997]. Es wird vermutet, dass TIMP-1 und TIMP-2
multifunktionale Proteine mit vielfaltigen Funktionen sind [Gomez 1997]. TIMP-1 und
TIMP-2 besitzen eine wachtumsfaktorahnliche Funktion [Gomez 1997]. Sie kénnen die
Angiogenese inhibieren. TIMP-1 und TIMP-2 weisen bei Patienten mit CFLD erhohte
Serumkonzentrationen auf und kénnen in Kombination mit der transienten Elastographie
als diagnostische Mittel zur Detektion der CFLD und der portalen Hypertension
eingesetzt werden [Rath 2012]. TIMP-3 ist das einzige Mitglied der TIMP-Familie,
welches bisher ausschlieBlich in der EZM gefunden wurde [Gomez 1997]. Es wird
angenommen, dass TIMP-4 gewebespezifisch in der EZM vorhanden ist [Gomez 1997].
Die Serumkonzentration von TIMP-4 ist bei Patienten mit CFLD signifikant erhoht [Rath
2013].

2.2.4  Chitinase 3-like-Protein

Das Chitinase 3-like-Protein (YKL-40) ist ein inflammatorisches Glykoprotein. Dieses
Protein ist beteiligt an der Chemotaxis, der Zellmigration, der Reorganisierung und dem
Gewebeumbau. Erhdhte YKL-40-Serumkonzentrationen sind an der Entstehung von
Endothelschdden und der Entstehung von Fibrose beteiligt [Tao 2014, Knorr 2003,
Gressner 2007].

Bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis, wurden hohe YKL-40-Konzentrationen in
Synovialflissigkeit gefunden [Johansen 1993]. Es wird angenommen, dass das im
Rahmen einer Inflammation aus den neutrophilen Granulozyten freigesetzte YKL-40, als
Autoantigen eine T-Zell-vermittelte-Autoimmunantwort induziert [Volck 1998, Johansen
2006]. Vermutlich ist YKL-40 involviert in den Prozess des Gewebeumbaus und des
Gewebeabbaus [Volck 1998, Johansen 2006]. YKL-40 fungiert als Wachstumsfaktor flir
Fibroblasten [Recklies 2002, De Ceuninck 2001]. Die Serumkonzentration von YKL-40
weist bei Patienten mit Leberfibrose erhdhte Werte auf [Rath 2011]. Besonders deutlich
wird dieser Sachverhalt bei der Hepatitis C assoziierten Leberfibrose [Rath 2011]. Des
Weiteren konnte bei CF-Patienten, besonders wahrend einer schweren PEX, ein Anstieg
der YKL-40-Serumkonzentration nachgewiesen werden [Leonardi 2016]. YKL-40 kann
daher als nicht-invasiver Marker fur Inflammation und Fibrose genutzt werden [Saitou
2005, Mehta 2008, Fontana 2008, Berres 2009, Rath 2011].

20



2.2.5 Hyaluronsaure

Hyaloronsaure (hyaluron acid, HA) ist ein natlrlich vorkommendes Polysaccharid [lalenti
1994]. Aufgebaut ist es aus einer Disaccharideinheit, welche D-Glucuronsaure und N-
Acetylglucosamin enthalt [lalenti 1994]. HA tragt wesentlich zum Aufbau der EZM bei
und ist ein wichtiger Bestandteil des Bindegewebes, der Synovialflissigkeit, des
embryonalen Mesenchyms und der Haut und findest sich auch in einigen anderen
menschlichen Geweben [lalenti 1994], wie zum Beispiel in respiratorischen Epithelzellen
[Baraniuk 1996]. Inhalierte HA kann vor Bronchokonstriktion, die durch inflammatorische
Mediatoren verursacht wird, schutzen [Turino 2003]. Je nach Molekulargewicht kann HA
unterschiedliche Effekte hervorrufen [Manzanares 2007]. HA mit hohem
Molekulargewicht wird unter dem Einfluss freier Radikale und Enzyme gespalten und
kann dadurch hemmend im Rahmen einer Inflammation wirken [Manzanares 2007]. HA
mit niedrigem Molekulargewicht kann zur Mobilisation von Immunzellen beitragen
[Manzanares 2007]. HA reguliert die Angiogenese und moduliert die Proliferation und

Migration von Zellen im Rahmen der Wundheilung [Jiang 2007].

Bei CF-Mausen konnte ein positiver Effekt auf Inflammationen des respiratorischen
Epithels durch Inhalation von HA gezeigt werden [Gavina 2013]. Es konnte aul3erdem
gezeigt werden, dass die HA-Inhalation eine effektive Methode bei CF-Patienten mit

inflammatorischer Lungenbeteiligung darstellt [Ros 2013].

Auch in der Diagnostik der Leberfibrose kann die HA-Serumkonzentrationsbestimmung
zum Ausschluss einer fortgeschrittenen Leberfibrose oder einer Leberzirrhose
herangezogen werden. Daher gilt die HA im Bereich der Leberdiagnostik bereits als

vielversprechender Fibrosemarker [Gressner 2009].
2.2.6  Prokollagen lll Peptid

Prokollagen Il Peptid (PIIIP) wird in den Fibroblasten produziert [Klappacher 1995]. Bei
der Umwandlung von Prokollagen Il in Kollagen Ill wird PIIIP abgespalten und gelangt
in den Blutkreislauf [Klappacher 1995].

Die Konzentration des PIIIPs korreliert mit dem Fibrosierungsgrad im Rahmen von
Lebererkrankungen [Gerling 1996]. Daher eignet sich die Bestimmung der PIIIP-
Serumkonzentration zum Beispiel zur Verlaufskontrolle von fibrosierenden

Lebererkrankungen [Gerling 1996].
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2.2.7 Immunreaktives Trypsin

Immunreaktives Trypsin (IRT, Trypsinogen) ist die Vorstufe des Trypsins [Steer 1999].
Trypsin fungiert als Enzym der Proteinverdauung und wird vom Pankreas sezerniert
[Steer 1999]. Seit 1979 gibt es mit der Messung von IRT eine einfache, zuverlassige

Screening-Methode fur die CF bei Neugeborenen [Crossley 1979, Rueegg 2013].
2.2.8 Inflammation

Eine wichtige Komponente des angeborenen Immunsystems sind die neutrophilen
Granulozyten (Synonym: Neutrophile, Granulozyten) [Zarbock 2008]. Neutrophile sind
als Untergruppe der Leukozyten zu verstehen [Zarbock 2008]. Kommt es zu einer
Gewebeschadigung, zum Beispiel im Rahmen einer Inflammation, so werden
Neutrophile rekrutiert [Zarbock 2008]. Neutrophile Granulozyten spielen eine
wesentliche Rolle bei der Bekdmpfung bakterieller Infektionen [Zarbock 2008]. Als
Reaktion auf lokale Invasion durch Mikroorganismen, kdénnen Neutrophile in das
umliegende Gewebe wandern [Zarbock 2008]. Neutrophile sezernieren antimikrobielle
Peptide und kénnen Mikroorganismen mittels Phagozytose eliminieren [Zarbock 2008].
Bei Mutationen des CFTR-Gens kommt es zu einer abnorm erhdhten
Neutrophilenaktivitat [Painter 2006, Painter 2008, Painter 2010]. Dadurch kénnen
UberschielRende Immunantworten hervorgerufen werden [Nichols 2015]. Bei CF sind
Neutrophile in Gberhéhtem MalRe vorhanden, sodass die normale Abwehrfunktion zu
einem pathologischen Prozess werden kann [Nichols 2015]. AulRerdem setzen
Neutrophile unter anderem MMP-8 und MMP-9 frei, welche die EZM abbauen kénnen
[Nichols 2015].

2.3 Die zystische Fibrose — Eine Multisystemerkrankung

Die CF als Multisystemerkrankung manifestiert sich an vielen verschiedenen Organen,
wobei besonders die CF-Lungenbeteiligung einen limitierenden Einfluss auf den Verlauf
der Grunderkrankung hat [Boyle 2007, Stern 2008]. Alle Organe, die eine sekretorische

Funktion haben, kénnen von der zystischen Fibrose betroffen sein [Fauci 2009].
2.31 Die zystisch-Fibrose-assoziierte Lungenerkrankung

Besonders die CF-assoziierte-Lungenerkrankung und deren altersabhangige
Verschlechterung ist fir die erhdhte Morbiditat und Mortalitdt im Rahmen der
Grunderkrankung ausschlaggebend [Boyle 2007, Hirche 2003, Dakin 2001]. Etwa 90%

der Todesfélle bei CF lassen sich auf die respiratorische Insuffizienz zurtckfuhren [Stern
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2008]. Klinisch &uRert sich die CF-Lungenerkrankung durch Mukostase,
Mukushypersekretion und persisitierende neutrophile Inflammation [Ferkol 2006].
Pathophysiologisch zeigt sich die CF-assoziierte Lungenerkrankung durch abnormales
Geweberemodelling und die Akkumulation von EZM. Durch die Retention von
hochviskosem Mukus in den Atemwegen von CF-Patienten, kommt es zu von
Inflammation begleitenden Infektionen und letztlich zur Destruktion und zum
Remodelling des Lungengewebes [Dinwiddie 2000, Tiddens 2000].

2.3.1.1 Pulmonale Exazerbation

Die Pulmonale Exazerbation (PEx) aulRert sich klinisch durch episodenweise auftretende
respiratorische Symptome, wie zum Beispiel vermehrte Sputumproduktion und Husten
[Wood 1987, Ramsey 1994, Nelson 1985]. Systemische Symptome wie Fatigue,
Gewichtsverlust und Anorexie kdnnen begleitend auftreten [Wood 1987, Ramsey 1994,
Nelson 1985]. Pathophysiologisch liegt der PEx ein komplexes Zusammenspiel von
Zellen der Immunabwehr, Zellen des respiratorischen Epithels und dessen
Bakterienflora zugrunde [Rosenfeld 2001, Gibson 2003, Ferkol 2006]. Eine vermehrte
bakterielle Besiedlung des Respirationstraktes und die Aktivierung des Immunsystems
spielen hierbei eine zentrale Rolle [Rosenfeld 2001, Gibson 2003, Ferkol 2006].

Die Haufigkeit des Auftretens einer PEx variiert in den verschiedenen Altersgruppen
[Rabin 2004]. Beispielsweise tritt bei unter 6 jahrigen CF-Patienten bei 23% und bei
erwachsenen CF-Patienten bei 63% der Patienten eine PEx auf, die eine antibiotische
Therapie nétig macht [Rabin 2004]. Risikofaktoren fiir das Auftreten einer PEx sind virale
Infektionen des Atemwegssystems, eine eingeschrankte FEV1, Besiedelung des
Atemtraktes mit Pseudomonas aeruginosa und ein niedriger sozioGkonomischer Status
[Wood 1987, Emerson 2002, Schechter 2001]. Auch das Alter der CF-Patienten hat
Einfluss auf das Auftreten einer PEx [Rabin 2004]. Je alter die Patienten sind, desto
haufiger tritt eine PEx auf [Rabin 2004]. Die Inflammation, die im Rahmen einer PEx
auftritt wird durch lokale Stimuli, Mediatoren und Chemokine verursacht [Cunningham
2003, Bonfield 1995]. In der Lungenfunktionsuntersuchung kann eine verminderte VC
oder ein Abfall der FEV1 und mehr als 10% als Hinweis auf eine PEx gewertet werden
[Ramsey 1994, Gozal 1993]. Aufgrund konsequenter Therapien erreichen in
Deutschland etwa 60% der padiatrischen CF-Patienten eine FEV1 von mindestens 80%
des Sollwerts, wohingegen lediglich 19 Prozent der Erwachsenen einen normalen Wert
erreichen [Sens Uberblick 2001]. Fallt die FEV1 unter 30% des Sollwerts, so ist mit einer
mittleren Sterblichkeit von 50% innerhalb der folgenden zwei Jahre zu rechnen

[Stuhrmann 1999, Hayllar 1997].
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Bisher gibt es aufler der Lungenfunktionsuntersuchung keine validen bzw. im klinischen
Alltag routinemalRig eingesetzten nicht-invasiven diagnostische Marker fur das Auftreten
und den Progress einer PEx [Ferkol 2006]. Fur die PEx gibt es bislang weder eine
standardisierte  Definition, noch  zuverldssige  Laborparameter, die zur
Diagnosesicherung der PEx dienen [Ferkol 2006]. Vor diesem Hintergrund wird deutlich,
dass es notig ist, zuverlassige Routinemarker, die eine PEx identifizieren und das

Voranschreiten einer PEx detektieren, im klinischen Alltag zu etablieren.

2.3.1.2 Krankheitsstadien und Scoresysteme

Zur Einteilung der CF in verschiedene Krankheitsstadien wurden unterschiedliche

Scores entwickelt. Im folgenden Abschnitt wird eine Auswahl davon vorgestellt.
Rosenfeld-Score

Margaret Rosenfeld etablierte im Jahr 2001 einen Exazerbationsindex, welcher dazu
dient, CF-Patienten in 2 Gruppen zu unterteilen. Dieser Exazerbationsindex wird auch
als Rosenfeld-Score bezeichnet und unterscheidet zwischen CF-Patienten mit PEx und
CF-Patienten ohne PEx. Der Rosenfeldscore setzt sich aus insgesamt sechs klinischen
Befunden, welche im Rahmen einer akuten Lungeninfektion auftreten koénnen,
zusammen. Jeder dieser klinischen Befunde wird unterschiedlich gewichtet und
bekommt daher einen individuellen Punktwert. Geringe kérperliche Belastbarkeit wird
mit 1,8 gewichtet, dem krankheitsbedingten Fernbleiben von der Schule oder der Arbeit
wird ein Punktwert von 1,6 zugeteilt und vermehrtem Husten oder vermehrtem Auswurf
wird ein Punktwert von 1,5 zugesprochen. Auskultatorisch auffalligen Befunden wie
vermehrtem Giemen, Brummen oder Rasseln wird der Wert 1,2 zugeteilt. Eine
Verminderung des Hungergefuhls wird mit 1,1 gewichtet. Ist die Summe der einzelnen
Punktwerte groRer als 2,6, so ist das Kriterium fur eine PEx erflllt [Rosenfeld 2001,
Roderfeld 2009].

Vorteile diesen Scores liegen in der raschen, nicht-invasiven Durchflhrbarkeit und der
Anwendbarkeit bei padiatrischen und erwachsenen CF-Patienten. Der Rosenfeldscore

ist ein Score der speziell fir die Detektion der PEx entwickelt wurde.
Chrispin-Norman-Score

Ein weiterer Score fir die Beurteilung der Lungenbeteiligung im Rahmen der CF ist der
Chrispin-Norman-Score (CNS). Dieser radiologische Score wurde bereits 1974 von
Chrispin und Norman entwickelt und basiert auf der Beurteilung von Réntgenbildern des

Thorax. Hierfur ist sowohl eine Beurteilung einer posterior-anterior Aufnahme als auch
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einer seitlichen Aufnahme notig. Beurteilt werden folgende Parameter:
Sternalvorwdlbung,  Brustkyphose, Zwerchfellabflachung, bronchiale streifige
Strukturvermehrung im rechten Oberfeld, linken Oberfeld, rechten Unterfeld, linken
Unterfeld, Fleckschatten im rechten Oberfeld, linken Oberfeld, rechten Unterfeld, linken
Unterfeld, Ringstrukturen im rechten Oberfeld, linken Oberfeld, rechten Unterfeld, linken
Unterfeld und grofR¥flachige Transparenzminderung im rechten Oberfeld, linken Oberfeld,
rechten Unterfeld und linken Unterfeld. Pro Parameter werden Punkte von null bis zwei
vergeben. Die Punkte bedeuten Folgendes: 0: nicht vorhanden. 1: vorhanden, aber nicht
ausgepragt. 2: ausgepragt. Die jeweils vergebenen Punktwerte werden addiert. Im
besten Fall konnen null, im schlechtesten Fall kbnnen 38 Punkte erreicht werden
[Chrispin 1974]. Ein Vorteil dieses Scores ist die relativ einfache Durchfiihrbarkeit.
Aulerdem koénnen die Rontgen-Thoraxbilder weitestgehend objektiv beurteilt werden.
Nachteile sind die bei der Erstellung der Rontgen-Thoraxbilder entstehende Strahlung
und die Vernachlassigung anderer Organsysteme, an denen sich die CF ebenfalls
manifestieren kann. Ein weiterer Nachteil ist die Anwendung dieses Scores bei
Erwachsenen CF-Patienten, da Chrispin und Norman diesen Score an padiatrischen CF-

Patienten entwickelt haben.
Shwachman-Score

Der Shwachman-Score ist ein 1958 von Shwachman entwickeltes Schema zur
Befundauswertung mit dem Ziel der Festlegung eines Schweregrads der CF. Beurteilt
werden bei diesem klinischen Score die Parameter allgemeine Aktivitat, klinischer
Befund, Ernahrungszustand und Roéntgenbefund des Thorax. Pro Parameter wird ein
Punktwert zugeordnet. Die Summe der Punktwerte entspricht dem Schweregrad
[Shwachman 1958].
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Allgemeine Aktivitat

Klinischer Befund

Ernahrungszustand

Réntgenbefund

Vollig normale Aktivitat;
spielt Ball; besucht die
Schule regelmaRig usw.

25 Punkte

Normal; kein Husten;
Atmung regelrecht; Lungen
frei; gute Korperhaltung

25 Punkte

Gewicht/Lange oberhalb der
25. Perzentile; Stihle
geformt, fast normal; gut
entwickelte
Muskulatur/Tonus

25 Punkte

Lungenfelder klar

25 Punkte

Geringe Ausdauer; abends
mude; Schulbesuch gut

20 Punkte

Puls/Atmung in Ruhe
normal; seltenes
Husten/Rauspern; keine
Trommelschlegelfinger/-
zehen; Lungen frei;
minimales Emphysem

20 Punkte

Gewicht und Lange
zwischen 15. und 20.
Perzentile; Stiihle leicht
verandert; ausreichende
Muskulatur und Tonus

20 Punkte

Minimale Betonung der
Bronchial- und
Gefalzeichnung;
beginnendes Emphysem

20 Punkte

Ruht sich tagslber gern aus;
ermudet leicht nach
Anstrengung; Schulbesuch
noch ausreichend

15 Punkte

Gelegentlicher Husten, z.B.
morgens beim Aufstehen;
Atmung leicht beschleunigt;
leichtes Emphysem; rauhes
Atemgerausch

15 Punkte

Gewicht/Léange oberhalb der
3. Perzentil; Stuhle im
Allgemeinen schlecht,
mafig, kaum geformt; sehr
geringe Auftreibung des
Abdomens, soweit
Uberhaupt nachweisbar;
schlaffer Muskeltonus;
reduzierte Muskulatur

15 Punkte

Leichtes Emphysem mit
fleckformigen Atelektasen;
vermehrte Bronchial- und
Gefalzeichnung

15 Punkte

Nur hauslicher Unterricht
maoglich; nach kurzem gehen
Dyspnoe; ruht sich gern aus

10 Punkte

Viel Husten, gewodhnlich mit
Auswurf; Einziehung des
Thorax; maRiges
Emphysem; Thorax kann
deformiert sein; meist
Rasselgerausche;
Trommelschlegelfinger ++
bis +++

10 Punkte

Gewicht/Lange unterhalb
der 3. Perzentile; schlecht
geformte, massige, fettige
Ubelriechende Stihle;
schlaffe und an der Masse
reduzierte Muskulatur;
leichte bis maRige
Auftreibung des Abdomens

10 Punkte

MaRg schweres Emphysem;
ausgedehnte Bezirke von
Atelektasen sowie verstreute
Infektionsherde; minimale
Bronchiektasen

10 Punkte

Orthopnoe, bettlagerig oder
sitzend

Schwere Hustenanfalle;
Tachypnoe mit Tachykardie
und erheblichem
Lungenbefund; unter
Umstanden
Rechtsherzversagen;
Trommelschlegelfinger +++
bis ++++

Erhebliche Unterernahrung;
grof3es aufgetriebenes
Abdomen; Rektumprolaps;
volumindse, faulige, fettige,
zahlreiche Stlhle

Ausgepragte Veranderungen
mit Zeichen der Verlegung
der Luftwege und Infektion;
lobare Atelektase und
Bronchiektasen

5 Punkte 5 Punkte 5 Punkte 5 Punkte
Punktzahl: 86-100 71-85 56-70 41-55 <40
Schweregrad: 1° 1° e [\ Ve
Einstufung: sehr gut gut leicht erkrankt mittelschwer schwer erkrankt
erkrankt

Tabelle 1: Shwachman-Score: Schema einer klinischen Befundauswertung [Shwachman 1958]
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Ein Vorteil dieses Scores liegt in der Beurteilung mehrerer Organsysteme. Einen
Nachteil stellt die fur das Rontgen-Thoraxbild erforderliche Strahlung dar. Dieser 1958
eingeflhrte Score wurde an padiatrischen Patienten entwickelt und ist daher nur

eingeschrankt auf erwachsene CF-Patienten Ubertragbar.
2.3.2 Die zystische-Fibrose-assoziierte Leberbeteiligung

Die Diagnose der Leberbeteiligung (CFLD: cystic fibrosis liver disease), die im Rahmen
der CF auftreten kann, kann mit Hilfe kirzlich entwickelter Richtlinien [Debray 2011]
gestellt werden. Voraussetzung fir die Diagnosestellung ist, dass mindestens zwei der
folgenden Kriterien zutreffen oder die Persistenz der folgenden Kriterien Gber ein Jahr

gewahrleistet ist:

e sonographisch bestéatigte Hepatomegalie (Leberspannweite > 2cm unterhalb des
Rippenbogens in der Medioclavicularlinie)

e zwei von der Norm abweichende Leberenzymwerte (ALT, AST, YGT>ULN)

¢ Ultraschallpathologien, auflier der Hepatomegalie (erhdhte bzw. heterogene

Echogenitat, nodulare Veranderungen, unscharfe Leberbegrenzung)

Im Hinblick auf die Analyse des Serums von Patienten mit CFLD konnte gezeigt
werden, dass die Serummarker TIMP-4 und Endoglin in erhdhter Konzentration
vorliegen. Die Expression dieser Marker korreliert mit dem Schweregrad der CFLD und
kann daher ebenfalls zur nicht-invasiven Diagnosestellung genutzt werden. Zur
Erhéhung der Sensitivitat der Diagnosestellung der CFLD, kann die Bestimmung von
TIMP-4 und Endoglin durch die Untersuchung der Lebersteifigkeit mittels der

transienten Elastographie erganz werden [Rath 2013].
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3. Fragestellung und Hypothese

Intensive Forschungen bezliglich Leber- und Lungenfibrose haben dazu beigetragen,
die Pathogenese der Fibrogenese besser verstehen zu kdénnen und nicht-invasive
quantitative Serumfibrosemarker zu identifizieren. Serumfibrosemarker, wie MMPs, sind
pathophysiologisch am Umbauprozess der EZM beteiligt und kénnten als ein direktes
Korrelat der molekularen Pathogenese der Fibrogenese gewertet werden
[Gressner 2007, Page-McCaw 2007, Parks 2001, Rath 2013]. MMP-8 und -9 werden
auflerdem direkt von neutrophilen Granulozyten freigesetzt und induzieren die Sekretion
neutrophiler Chemokine [Campoccia 1993, Gaggar 2011, Nordenbaek 1999, Volck
1998]. Basierend auf dieser Grundlage liegt der vorliegenden Arbeit die Hypothese
zugrunde, dass Matrix- oder Neutrophilenmarker mit der Verschlechterung der
Lungenfunktion und dem Auftreten der PEx bei CF-Patienten assoziiert sind. In der
vorliegenden  Arbeit wurden  ausgesuchte  experimentelle  Matrix- und
Neutrophilenmarker im Serum von CF-Patienten quantifiziert. AufRerdem wurde
untersucht, ob sich diese Marker als Biomarker bzw. Surrogatmarker fir die CF-

assoziierte Lungenerkrankung und die PEx eignen.
Ziele der vorliegenden Arbeit sind folgende:

1. Erforschung neuer Serum-Fibrosebiomarker, die eine PEx bei CF-Patienten
detektieren

2. Prifung dieser Serum-Fibrosemarker auf Lungenspezifitat
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4. Material und Methoden
41 Patienten

Fur die vorliegende Arbeit wurden 54 Erwachsene und 26 Kinder mit CF untersucht. In
Tabelle 2 (siehe S. 33) und Tabelle 3 (siehe S. 35) sind die Charakteristika dieser
Patienten dargestellt. Erhoben wurden neben den Kriterien Geschlecht, Alter und BMI
auch das Vorhandensein einer CF-Leberbeteiligung (CFLD), das mittels Lungenfunktion
ermittelte Einsekundenvolumen und die Vitalkapazitat. AuRerdem wurde das Serum der
eingeschlossenen Patienten auf folgende Parameter untersucht: Hamoglobin,
Thrombozyten, Alanin-Aminotransferase (ALT, GPT), v-Glutamyl-transferase (GGT)
Bilirubin, Albumin, Prothrombinzeit und CRP.

Die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegende Studie wurde auf Grundlage der
Deklaration von Helsinki durchgeflihrt. Von allen teilnehmenden Patienten oder deren
Erziehungsberechtigten wurde vorab eine schriftliche Einverstandniserklarung
eingeholt. Die Studie wurde von der Ethikkommission der medizinischen Fakultat der
Justus-Liebig-Universitat GieRen (Klinikstralte 36, 35392 Gielden, Deutschland) gepruft

und genehmigt. Die Antragsnummer lautet 75/09.

Die Diagnosesicherung der CF erfolgte bei allen Teilnehmern primar mittels Schweifitest
und wurde spater durch genetische Analysen bestatigt. Alle Patienten wurden nach
europaischen und U.S.-Richtlinien behandelt [Flume 2007, Kerem 2005]. Die
teilnehmenden Patienten stellten sich alle 3 Monate zur Routineuntersuchung in den
entsprechenden Ambulanzen der Padiatrie und Pneumologie des Universitatsklinikums
in Giel3en vor. Die padiatrischen Patienten stellten sich im Mukoviszidose-Zentrum der
Kinderklinik vor. Die erwachsenen Patienten stellten sich in der Mukoviszidose-

Ambulanz fir Erwachsene der Medizinischen Klinik 1l vor.

Bei jeder Vorstellung erfolgte eine ausfuhrliche klinische Untersuchung, bei der folgende
Parameter routinemafig erhoben wurden: Anamnese, koérperliche Untersuchung,
Sputumprobe, Blutprobe und Lungenfunktionsuntersuchung plus Blutgasanalyse (BGA).
Die Serumproben der Patienten wurden zur Beurteilung von CRP, Leberenzymen und
Leukozyten in dem Zeitraum zwischen 8:00 Uhr und 14:00 Uhr entnommen. Im Falle
einer PEx wurden die Serumproben vor dem Einsatz von Antibiotika entnommen. Die
Lungenfunktionsuntersuchung wurde mittels Bodyplethysmographie nach etablierten
Richtlinien [Miller 2005] mit einem MasterScreen V4.6 (VIASYS Healthcare GmbH,
Hoechberg, Deutschland) durchgefiihrt. Die ermittelten Werte wurden gewichtsadaptiert

unter Berucksichtigung des individuellen Body-MaR-Index (BMI) ausgewertet. Um die
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Frage, ob Matrix- oder Neutrophilenmarker als aussagekraftige Biomarker fur die CF-
assoziierte Lungenerkrankung herangezogen werden kdnnen, beantworten zu kdénnen,
wurde das Serum von CF-Patienten mit einem FEV1 < und 280%, das Serum von CF-
Patienten mit einer VC < und 280% und das Serum von CF-Patienten mit einem
FEV1/VC-Quotienten < und 270% (FEV1/VC) untersucht. Diese Kriterien wurden bereits
in mehreren klinischen Studien untersucht und dienen als Indikatoren fir die CF-
assoziierte Lungenerkrankung [Flume 2007, Ramsey 1994, Kerem 2005, Gault 2002].

Um die Ergebnisse statistisch analysieren zu kénnen, wurde die CF-assoziierte

Lungenerkrankung folgendermalen definiert:

¢ Mittlere bis schwere Lungenbeteiligung: Patienten mit einem FEV1 und einer VC
<80% und einem FEV1/VC-Quotienten von <70%.

e Leichte Lungenbeteiligung: Patienten mit einem FEV1 und einer VC 280% und
einem FEV1/VC-Quotienten 270%.

Die Patienten wurden dazu aufgefordert bei Auftreten von Symptomen, die mit einer PEx
assoziiert sein kdnnten, direkt die Klinik zu benachrichtigen. Die Definition der PEx wurde
auf Grundlage des von Margaret Rosenfeld im Jahr 2001 festgelegten Scores gestellt
[Rosenfeld 2001]. Der PEx-Score (Rosenfeldscore) umfasst sechs klinische Merkmale
der CF-assoziierten PEx, welche jeweils mit unterschiedlichen Koeffizienten (angegeben

in Klammern) gewichtet wurden:

o Abnehmende Belastbarkeit (1,8)

e zunehmender Husten (1,5)

e zunehmende Verschleimung (1,5)

e Schulunfahigkeit oder Arbeitsunfahigkeit (1,6)

¢ pathologische Auskultationsbefunde in der Lungenauskultation (1,2)
o verringerter Appetit (1,1) [Rosenfeld 2001]

Ergaben die Auswertungen einen Wert 22,6, so wurde die Diagnose der PEXx gestellt.

Eine antibiotische Therapie wurde dann eingeleitet, wenn die behandelnden arztlichen
CF-Spezialisten der jeweiligen Abteilung des Universitatsklinikums Gielden dies anhand
der Kklinischen Befundkonstellation fir erforderlich hielten. Die Auswahl der
antibiotischen Therapie erfolgte basierend auf der Sputumanalyse des jeweiligen
Patienten und wurde so gewahlt, dass die am haufigsten bei PEx auftretenden Erreger

abgedeckt wurden.
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4.2 Routinelaborparameter und Bestimmung experimenteller Matrix- und

Neutrophilenmarker

Das gesamte Patientenkollektiv wurde jeweils an dem Tag, an dem die Quantifizierung
der Serumbiomarker erfolgte, routinemafig klinisch und hadmatologisch untersucht. Die

entnommenen Serumproben wurden auf folgende Biomarker untersucht:

e Serum MMP-1, -2, -8, -9 und -13 wurden mittels Fluorokine MAP multiplex human
MMP panel (R&D Systems, Minneapolis, USA) ermittelt.

o TIMP-1, TIMP-2, C-terminales Procollagen Il Peptid (PIlIP), Hyaloronsaure (HA)
und YKL-40 wurden mit Hilfe von in einer Verdiinnung von 1:200 fir TIMP-1 und
-2, 1:13 fur PIIIP, 1:1 fGr HA und unverdunnt fur YKL-40 (MMP-9: Cat.No. DY911;
TIMP-1: Cat.No. DY970; TIMP-2: Cat.No. DY971, alle von R&D Systems,
Weinheim, Deutschland; PIIIP: Cat.No. E3087Hu, YKL-40: Cat.No. 8020, beide
von Quidel, San Diego, USA; HA: Cat.No. TE1017, Osteomedical, Blinde,

Deutschland) bestimmt.
4.3 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS 21.0 (SPSS Inc, Chicago, lll). Die Testung
der Normalverteilung der Daten erfolgte mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests [Sachs
2006]. Da sich zeigte, dass die Daten nicht normalverteilt sind, wurden nicht-
parametrische Tests fur die Datenauswertung verwendet. Die Expression der

Serummarker ist in Kastendiagrammen (Box-Whisker-Plots) dargestellit.
4.4 Graphische Darstellung der Ergebnisse

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mittels Kastendiagrammen (Box-
Whisker-Plots). Diese eigenen sich zur Darstellung nichtparametrischer Werte und
zeigen Unterschiede zwischen Populationen auf. Ein Kastendiagramm besteht aus
einem Rechteck, dem Kasten oder der Box, und zwei Linien, die den Kasten in jede
Richtung verlangern. Bezeichnet werden diese zwei Linien als Antennen oder Whisker

und werden durch einen Strich begrenzt. Innerhalb des Kastens liegen 50% der Werte.
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Die Begrenzung des Kastens entspricht dem oberen und unteren Quartil
beziehungsweise der 75. bzw. 25. Perzentile. Innerhalb des Kastens wird der Median
als Strich dargestellt, anhand dessen Lage man einen Eindruck uber die Schiefe der
Daten bekommt. Die Antennen oder Whisker stellen die Werte dar, die aul3erhalb des
Kastens liegen. Begrenzt werden diese Antennen durch das Minimum und das
Maximum. Werte, die um das 1,5 bis 3fache von der Darstellung abweichen, werden als
Ausreiller (0) definiert. Signifikante Unterschiede werden hervorgehoben (*p<0,05,
**p<0,01).
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5. Ergebnisse
51 Patientencharakteristika

Klinische und demographische Daten von 54 Erwachsenen und 26 Kindern mit CF, die

in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, sind in Tabelle 2 und Tabelle 3 dargestellt.

5.1.1 Demographische und klinische Daten der adulten CF-Patientenkohorte

Tabelle 2: Demographische und klinische Daten der adulten CF-Patientenkohorte

| | Adulte CF-Patienten (n =54)

Leichte Mittlere bis schwere

CF-Lungenerkrankung CF-Lungenerkrankung Signifikanz

Demographische und
klinische Daten

Mannlich (n)
Weiblich (n)
Alter (J)

Mittelwert (Median) +
SD

BMI (kg/m?)

Mittelwert (Median) +
SD

CFLD (n)
keine CFLD
CFLD

%FEV1

Mittelwert (Median) +
SD

%VC

Mittelwert (Median) +
SD

(n=34)

21
13

32,2(31)+8,38

212 (21)£25

16
18

73 (73) £ 19

86 (88) + 16

(n =20)

10
10

30,9 (30) £ 7

20,2 (20) + 2,7

14

40 (39) £ 13

69 (73) £ 17

p =0,403

p =0,647

p =0,119

p =0,222

p<0,001

p =0,003



_ Adulte CF-Patienten (n =54)

Leichte Mittlere bis schwere
CF-Lungenerkrankung | CF-Lungenerkrankung | Signifikanz
(n=34) ((=740))]
Biochemie
Hamoglobin (g/dl)
'\S"gte"”e"t (Median) £ 1 44 1 (14,4) + 2,1 14,2 (14,5)+ 1,7 p =0,971
Bandbreite 8,5-17,1 10,5-16,9
Thrombozyten (Tsd./ul)
pruetwert (Median) = | 285 (282) + 103 295 (282) + 99 p =0,837
Bandbreite 13-514 113-541
ALT (UIL)
g"gte"”e“ (Median) £ | o7 (55) + 16 24 (21) £ 12 p =0,622
Bandbreite 7-83 10-55
VGT (U/l)
yruelwert (Median) £ | 35 (19) + 31 35 (19) £38 p =0,762
Bandbreite 9-114 6-137
Bilirubin (mg/dI)
yiuelwert (Median) = 1 1.4 0,9)+ 1,9 0,7 (0,6) £0,5 p=0,511
Bandbreite 0,1-7 0,2-1,8
Albumin (g/dI)
'\S"gte'we” (Median) + | 4 3 (4 4)+0,38 42 (4,2) £0,39 p =0,437
Bandbreite 3,4-4,9 3,3-4,6
Prothrombinzeit (%)
wiuelwert (Median) £ | g9 (97) 122 91 (90) 13 p =0,625
Bandbreite 21-112 72-116
CRP (mg/dl)
Mittelwert (Median) +
17 (7) £48 20 (10) +31 p =0,163
)
Bandbreite 0-285 0-135

In der adulten CF-Kohorte zeigten sich bezlglich der in Tabelle 2 erfassten Lungenfunktions-
parameter signifikante Unterschiede zwischen erwachsenen CF-Patienten mit leichter CF-
Lungenerkrankung und erwachsenen CF-Patienten mit mittlerer bis schwerer CF-
Lungenerkrankung. Mittlere bis schwere Lungenbeteiligung wurde folgendermalen festgelegt:
%FEV1 <80%, %VC <80% und reduziertes FEV1/VC-Verhaltnis <70%. Bei Patienten mit leichter
Lungenbeteiligung galten entsprechend folgende Voraussetzungen: FEV1 280%, VC =280% und
FEV1/VC-Verhaltnis =270% [Flume 2007, Ramsey 1994, Kerem 2005, Gault 2002]. Bei

erwachsenen CF-Patienten mit mittlerer bis schwerer Lungenerkrankung zeigten sich erniedrigte

34



Werte der %FEV1 im Vergleich zu erwachsenen CF-Patienten mit leicht ausgepragter CF-
Lungenerkrankung (p<0,001). Ebenso zeigte sich eine Reduktion der %VC bei erwachsenen CF-
Patienten mit mittlerer bis schwerer CF-Lungen-erkrankung im Vergleich zu erwachsenen CF-

Patienten mit leichter CF-Lungenerkrankung (p =0,003).

5.1.2 Demographische und klinische Daten der padiatrischen CF-Patientenkohorte

Tabelle 3: Demographische und klinische Daten der padiatrischen CF-Patientenkohorte

| |Padiatrische CF-Patienten (n =26)

Leichte Mittlere bis schwere

CF-Lungenerkrankung CF-Lungenerkrankung Signifikanz
(n=19) (n =7)

Demographische und
klinische Daten

Mannlich (n) 7 6 p =0,063
Weiblich (n) 12 1
Alter (J)

Mittelwert (Median) +
SD

BMI (kg/m?)

Mittelwert (Median) +
SD

CFLD (n)
keine CFLD 11 5 p =0,611
CFLD 8 2

%FEV1

Mittelwert (Median) +
SD

%VC

Mittelwert (Median) +
SD

11,5 (13) £5,5 15 (16) 2,9 p =0,025

-0,22 (-0,5) 1,1 -1,34 (-1,7) 11 p =0,041

91 (94) £15 61 (65) +23 p =0,004

87 (89) +19 79 (76) 29 p =0,657
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| Pédiatrische CF-Patienten (n =26)

Leichte Mittlere bis schwere
CF-Lungenerkrankung | CF-Lungenerkrankung | Signifikanz
(n =19) (n=7)
Biochemie
Hamoglobin (g/dl)
'\S"gte'we” (Median) £ | 13 8 (13.8)+0,9 14,2 (14,2) £1,2 p =0,364
Bandbreite 12,4-15,6 12,5-16
Thrombozyten (Tsd./pl)
prelwert (Median) = | 399 (326) +64 346 (332) +80 p =0,651
Bandbreite 217-418 217-484
ALT (UIL)
'\S"gte"”e“ (Median) + | 35 39) 419 26 (24) +15 p =0,156
Bandbreite 17-85 12-54
vGT (U/l)
Wittetwert (Median) = 1 25 (16) +24 39 (18) +45 p =0,231
Bandbreite 7-115 13-138
Bilirubin (mg/dl)
wiuelwert (Median) =1 0,5 (0,3) 0.4 0,3 (0,3) 20,1 p=0,971
Bandbreite 0,2-1,8 0,1-0,4
Albumin (g/dl)
g"gte'we” (Median) + | 4 4 (4.4)+0.2 4.4 (45) 0,4 p =0,974
Bandbreite 4,1-47 3,9-4,8
Prothrombinzeit (%)
g"gte"”e“ (Median) £ | 57 90) +11 86 (84) +7 p =0,828
Bandbreite 68-106 76-95
CRP (mg/dl)
yruelwert (Median) =14 (0) +3 8 (8) 16 p =0,004
Bandbreite 0-12 0-17

In der padiatrischen CF-Kohorte zeigten sich bezliglich der in Tabelle 3 erfassten Parameter
signifikante Unterschiede im Bereich Alter, BMI, %FEV1 und CRP zwischen padiatrischen CF-
Patienten mit leichter CF-Lungenerkrankung und padiatrischen CF-Patienten mit mittlerer bis
schwerer CF-Lungenerkrankung. Mittlere bis schwere Lungenbeteiligung wurde folgender-
mafen festgelegt: %FEV1 <80%, %VC <80% und reduziertes FEV1/VC-Verhaltnis <70%. Bei
Patienten mit leichter Lungenbeteiligung galten entsprechend folgende Voraussetzungen: FEV1
280%, VC 280% und FEV1/VC-Verhaltnis 270% [Flume 2007, Ramsey 1994, Kerem 2005, Gault
2002]. Die untersuchten padiatrischen CF-Patienten mit mittlerer bis schwerer CF-

Lungenerkrankung waren alter als die padiatrischen Patienten mit leichter CF-Lungenerkrankung
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(p =0,025). Bei padiatrischen CF-Patienten mit mittlerer bis schwerer CF-Lungenerkrankung
zeigten sich erniedrigte BMI-Werte im Vergleich zu padiatrischen CF-Patienten mit leicht
ausgepragter CF-Lungenerkrankung (p =0.041). AulRerdem zeigte sich eine Reduktion der
%FEV1 bei padiatrischen CF-Patienten mit mittlerer bis schwerer CF-Lungenerkrankung im
Vergleich zu padiatrischen Patienten mit leichter CF-Lungenerkrankung (p =0,004). Im Hinblick
auf das CRP zeigte sich eine Erhéhung des CRPs bei padiatrischen CF-Patienten mit mittlerer
bis schwerer CF-Lungenerkrankung verglichen mit padiatrischen CF-Patienten mit leichter CF-

Lungenerkrankung (p =0,004).
5.2 Lungenfunktion und Biomarkerexpression

Die CF-Patienten des untersuchten Kollektivs wurden nach Auspragung der CF-
Lungenerkrankung in zwei unterschiedliche Gruppen eingeteilt. Zur Unterteilung wurden
das FEV1, die VC sowie das FEV1/VC-Verhaltnis herangezogen. Die CF-Patienten mit
einem FEV1 und einer VC von 280% und einem FEV1/VC-Verhaltnis von 270% wurden
in die Gruppe der CF-Patienten mit leichter CF-Lungenbeteiligung eingeschlossen. Die
CF-Patienten mit einem FEV1 und einer VC von <80% und einem FEV1/VC-Verhaltnis
von <70% wurden in die Gruppe der CF-Patienten mit mittlerer bis schwerer
Lungenbeteiligung eingeschlossen [Flume 2007, Ramsey 1994, Kerem 2005, Gault
2002].

Aulerdem wurden folgende Matrix- und Neutrophilenmarker im Serum der CF-Patienten
bestimmt: YKL-40, MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9, MMP-13, TIMP-1, TIMP-2, HA und
PIIIP.

5.2.1  Analyse der adulten CF-Patientenkohorte

Insgesamt wurden 54 erwachsene CF-Patienten untersucht. 34 der erwachsenen CF-
Patienten wurden anhand der oben genannten Kriterien in die Gruppe der Patienten mit
leichter Lungenbeteiligung eingeteilt. Bei 20 erwachsenen CF-Patienten zeigte sich ein
FEV1 und eine VC von <80% und ein FEV1/VC-Verhaltnis von <70%, was flr eine
mittlere bis schwere Lungenbeteiligung im Rahmen der Grunderkrankung spricht. In
diesem Patientenkollektiv konnte im Vergleich zu Patienten mit einer nicht signifikanten
Einschrankung der Lungenfunktion oder einer nur milden ausgepragten CF-
Lungenbeteiligung (definiert als FEV1 und VC 280% oder FEV1/VC 270%) ein stabiler
und signifikanter Anstieg von MMP-8 und YKL-40 verzeichnet werden (Abbildung 6 und
Abbildung 7). AulRerdem zeigte sich eine signifikant erhdhte Konzentration von MMP-9
und TIMP-1 bei erwachsenen CF-Patienten mit reduzierter VC (MMP-9 und TIMP-1) und
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reduzierter FEV1 (TIMP-1) oder einem reduziertem FEV1/VC-Verhaltnis (MMP-9)
(Abbildung 6 und Abbildung 7).

5.2.1.1 Serumkonzentration von MMP-8 und MMP-9 bei adulten CF-Patienten mit

Lungenbeteiligung

MMP-8 (ng/mL) MMP-8 (ng/mL) MMP-8 (ng/mL)
200{ p=0,004 200{ p=0,007 200{ p=0,027
150 —— 150 — 150 S
100H 1004 100; °
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VC=80%  VC<B0% FEV1280% FEV1=80% FEV1NVC=70% FEVING<70%
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40004 p=0,001 4000] p=0,127 40004 p=0,034
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Abbildung 6:  Serumkonzentration von MMP-8 und MMP-9 bei adulten CF-Patienten mit
Lungenbeteiligung

Bei adulten CF-Patienten mit mittlerer bis schwerer Lungenbeteiligung, zeigte sich durchweg ein
Anstieg der MMP-8-Serumkonzentration verglichen mit adulten CF-Patienten mit leichter
Lungenbeteiligung. Mittlere bis schwere Lungenbeteiligung wurde folgendermalfien festgelegt:
%FEV1 <80%, %VC <80% und reduziertes FEV1/VC-Verhaltnis <70%. Bei Patienten mit leichter
Lungenbeteiligung galten entsprechend folgende Voraussetzungen: FEV1 280%, VC =280% und
FEV1/VC-Verhaltnis 270% [Flume 2007, Ramsey 1994, Kerem 2005, Gault 2002]. Bei adulten
CF-Patienten mit einer VC =80% betrug der Median der MMP-8-Serumkonzentration 33,16ng/ml
und der Median der MMP-9-Serumkonzentration 1460ng/ml, wohingegen der Median der MMP-
8-Serumkonzentration bei adulten CF-Patientin mit einer VC <80% 53,55ng/ml und der Median
der MMP-9-Serumkonzentration 2475ng/ml betrug. Bei adulten CF-Patienten mit einem FEV1
280% betrug der Median der MMP-8-Serumkonzentration 27,48ng/ml und der Median der MMP-
9-Serumkonzentration 1550ng/ml, wohingegen der Median der MMP-8-Serumkonzentration bei
adulten CF-Patientin mit einem FEV1 <80% 51,58ng/ml und der Median der MMP-9-
Serumkonzentration 2130ng/ml betrug. Ebenso zeigte sich eine signifikant erhéhte MMP-9-
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Serumkonzentration bei adulten CF-Patienten mit sinkender %VC und sinkendem FEV1/VC
Verhaltnis. Die oberen und unteren Kastenbegrenzungen entsprechen der 75. und 25. Perzentile.
Die Linie markiert den Median. Die Antennenenden markieren jeweils das Minimum und das
Maximum. Die Sternchen kennzeichnen die signifikanten Unterschiede: *p<0,05, **p<0,01.

Ausreil3er sind mit °© gekennzeichnet.

5.2.1.2 Serumkonzentration von YKL-40 und TIMP-1 bei adulten CF-Patienten mit

Lungenbeteiligung
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Abbildung 7:  Serumkonzentration von YKL-40 und TIMP-1 bei adulten CF-Patienten mit
Lungenbeteiligung

Bei adulten CF-Patienten mit mittlerer bis schwerer Lungenbeteiligung, zeigte sich durchweg ein
Anstieg der YKL-40-Serumkonzentration verglichen mit adulten CF-Patienten mit leichter
Lungenbeteiligung. Mittlere bis schwere Lungenbeteiligung wurde folgendermalien festgelegt:
%FEV1 <80%, %VC <80% und reduziertes FEV1/VC-Verhaltnis <70%. Bei Patienten mit leichter
Lungenbeteiligung galten entsprechend folgende Voraussetzungen: FEV1 280%, VC 280% und
FEV1/VC-Verhaltnis 270% [Flume 2007, Ramsey 1994, Kerem 2005, Gault 2002]. Bei adulten
CF-Patienten mit einer VC 280% betrug der Median der YKL-40-Serumkonzentration 62,69ng/ml,
wohingegen der Median der YKL-40-Serumkonzentration bei adulten CF-Patientin mit einer VC
<80% 102,7ng/ml betrug. Bei adulten CF-Patienten mit einem FEV1 280% betrug der Median der
YKL-40-Serumkonzentration  55,78ng/ml, wohingegen der Median der YKL-40-
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Serumkonzentration bei adulten CF-Patientin mit einem FEV1<80% 91,27ng/ml betrug. Ebenso
zeigte sich eine signifikant erhéhte TIMP-1-Serumkonzentration bei adulten CF-Patienten mit
sinkender %VC und sinkendem FEV1. Bei adulten CF-Patienten mit einer VC 280% betrug der
Median der TIMP-1-Serumkonzentration 51,75ng/ml, wohingegen der Median der TIMP-1-
Serumkonzentration bei adulten CF-Patientin mit einer VC <80% 63,21ng/ml betrug. Bei adulten
CF-Patienten mit einem FEV1 2=80% betrug der Median der TIMP-1-Serumkonzentration
47,71ng/ml, wohingegen der Median der TIMP-1-Serumkonzentration bei adulten CF-Patientin
mit einem FEV1 <80% 63,21ng/ml betrug. Die oberen und unteren Kastenbegrenzungen
entsprechen der 75. und 25. Perzentile. Die Linie markiert den Median. Die Antennenenden
markieren jeweils das Minimum und das Maximum. Die Sternchen kennzeichnen die signifikanten

Unterschiede: *p<0,05, **p<0,01. Ausreiller sind mit ° gekennzeichnet.

5.2.1.3 Serumkonzentration von experimentellen Matrix- und Neutrophilenmarkern bei
adulten CF-Patienten in Bezug auf FEV1, VC und FEV1/VC

Des Weiteren erfolgte eine Analyse der Serumkonzentrationen weiterer Marker fir
Matrixumbau und Neutrophile. Hier wurden die Serumkonzentrationen von MMP-1, -2, -
13, TIMP-2, Hyaluronsaure (HA) und Procollagen-IllI-Peptid (PIIIP) im erwachsenen CF-
Kollektiv untersucht. Keiner dieser Marker wies signifikante Unterschiede zwischen
erwachsenen CF-Patienten mit mittlerer bis schwerer und erwachsenen CF-Patienten

mit leichter Lungenbeteiligung auf.
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Tabelle 4: Serumkonzentration von experimentellen Matrix- und Neutrophilenmarkern bei

adulten CF-Patienten in Bezug auf FEV1

_ FEV1280% FEV1<80% Signifikanz

MMP-1 (ng/ml)
Mittelwert £SD
Median (Bandbreite)

MMP-2 (ng/ml)
Mittelwert £SD
Median (Bandbreite)

MMP-13 (ng/ml)
Mittelwert £SD
Median (Bandbreite)

TIMP-2 (pg/ml)
Mittelwert £SD
Median (Bandbreite)

HA (ng/ml)

Mittelwert £SD
Median (Bandbreite)

PIHIP (ng/ml)
Mittelwert £SD
Median (Bandbreite)

1157+420
1295 (510-1790)

13,4+2,9
14,1 (6,7-17)

21,118,1
15,5 (1,6-44,6)

118,5+25,3
117,6 (80,8-157)

26,2+26,1
21,2 (3,6-92)

11,74¢15,4
4,6 (0-45,7)

15624865
1285 (410-4160)

12,8+2,3
12,9 (8,9-18,6)

44,3£140
4,96 (0-651)

130,2+25,6
123,1 (85,3-211,1)

29,321,4
29 (0,8-127,5)

15,3277
4,9 (1,2-136,1)

p =0,369

p =0,244

p =0,374

p =0,247

p =0,275

p =0,721

Die Serumkonzentrationen von MMP-1, -2, -13, TIMP-2, Hyaluronsaure (HA) und Procollagen-

IlI-Peptid (PllIP) wiesen keinen Unterschied zwischen adulten CF-Patienten mit einer FEV1 <80%

und 280% auf.
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Tabelle 5: Serumkonzentration von experimentellen Matrix- und Neutrophilenmarkern bei
adulten CF-Patienten in Bezug auf VC

T e vo<au ——

MMP-1 (ng/ml)
Mittelwert +SD 13381661 16491941 p =0,345
Median (Bandbreite) 1280 (410-3430) 1310 (410-4160)

MMP-2 (ng/ml)
Mittelwert +SD 13,1+2,8 12,8+1,8 p =0,566
Median (Bandbreite) 13,2 (6,7-18,6) 12,8 (9,7-16,5)

MMP-13 (ng/ml)
Mittelwert +SD 69,3+176 12,4+13,5 p =0,184
Median (Bandbreite) 22,7 (1,6-651,8) 5(0-41)

TIMP-2 (pg/ml)
Mittelwert +SD 126+29,2 130,1+21,7 p =0,406
Median (Bandbreite) 119,1 (80,8-211,1) 124,1 (85,3-179,1)

HA (ng/ml)
Mittelwert +SD 32,8+26,8 24,1+14,6 p =0,378
Median (Bandbreite) 28,1 (3,6-127,5) 23 (0,8-53,6)

PIIIP (ng/ml)
Mittelwert +SD 19,2134 10,1+27,7 p =0,674
Median (Bandbreite) 5,3 (0-136,1) 4,9 (1,6-50,5)

Die Serumkonzentrationen von MMP-1, -2, -13, TIMP-2, Hyaluronsaure (HA) und Procollagen-

IlI-Peptid (PIlIP) wiesen keinen Unterschied zwischen adulten CF-Patienten mit einer VC <80%

und 280% auf.
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Tabelle 6: Serumkonzentration von experimentellen Matrix- und Neutrophilenmarkern bei

adulten CF-Patienten in Bezug auf FEV1/VC

MMP-1 (ng/ml)
Mittelwert +SD 14641726 14904860 p =0,751
Median (Bandbreite) 1310 (510-3160) 1270 (416-4160)

MMP-2 (ng/ml)
Mittelwert +SD 12,412,8 13,1+2,2 p =0,442
Median (Bandbreite) 12,4 (6,6-17,1) 13,2 (9-18,6)

MMP-13 (ng/ml)
Mittelwert +SD 15,2+15,4 51,7£150,7 p =0,982
Median (Bandbreite) 8,4 (1,6-44,6) 8,4 (0-652)

TIMP-2 (pg/ml)
Mittelwert +SD 118,726 132+24,8 p =0,075
Median (Bandbreite) 108,7 (80,8-160,1) 124,4 (85,3-211,1)

HA (ng/ml)
Mittelwert +SD 25,9+24.8 29,9423 p =0,416
Median (Bandbreite) 24,8 (3,6-92) 28,7 (0,8-127,6)

PIIIP (ng/ml)
Mittelwert +SD 16,2+33,8 14+22,1 p =0,539
Median (Bandbreite) 4,3 (0-136,1) 5,1 (1,2-122,1)

Die Serumkonzentrationen von MMP-1, -2, -13, TIMP-2, Hyaluronsaure (HA) und Procollagen-
IlI-Peptide (PIIIP) wiesen keinen Unterschied zwischen adulten CF-Patienten mit einer FEV1/VC
<70% und 270% auf.

5.2.1.4 Serumkonzentration von experimentellen Matrix- und Neutrophilenmarkern bei
adulten CF-Patienten ohne und mit CFLD

Das Hauptproblem vieler CF-Patienten stellt die Pathologie der Lunge dar, dennoch ist
zu beachten, dass oftmals auch die Funktion der Leber und die Funktion des Pankreas
durch die CF beeintrachtigt sind. Deshalb musste in Betracht gezogen werden, dass die
Beteiligung der Leber und des Pankreas im Rahmen der Grunderkrankung als
potenzieller Storfaktor des bei CF-Lungenbeteiligung beobachteten Anstiegs der
Serumkonzentration von MMP-8, -9, YKL-40 und TIMP-1 fungieren kdnnte. Vor diesem
Hintergrund musste beachtet werden, dass bei Patienten mit CFLD bereits erhdhte
Serumkonzentrationen von TIMP-1, TIMP-2 [Rath 2012] und TIMP-4 [Rath 2013]
nachgewiesen wurden. Des Weiteren wurde bereits ein Anstieg der YKL-40-
Serumkonzentration bei Patienten mit Leberfibrose gezeigt [Rath 2011]. Um zu prifen,

ob die Beteiligung der Leber und des Pankreas einen Einfluss auf die
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Serumkonzentrationsanstiege von MMP-8, -9, YKL-40 und TIMP-1 in der vorliegenden
Patientengruppe hatten, wurde die Serumkonzentration von YKL-40, MMP-1, -2, -8, -9,
-13, TIMP-1, TIMP-2, Hyaluronsdure (HA) und Procollagen-IlI-Peptid (PllIP) bei
erwachsenen und padiatrischen CF-Patienten mit und ohne CFLD analysiert. Die
Diagnosestellung der CFLD erfolgte anhand bereits etablierter Richtlinien
[Debray 2011]. Der Gruppe der erwachsenen CF-Patienten ohne CFLD wurden 22 der
von uns untersuchten 54 Patienten, der Gruppe der erwachsenen CF-Patienten mit
CFLD wurden 32 Patienten zugeteilt. In das Kollektiv der padiatrischen CF-Patienten
ohne CFLD wurden 16 Patienten eingeschlossen. Die untersuchte Gruppe der
padiatrischen  CF-Patienten mit CFLD umfasste 10 Patienten. Die
Serumkonzentrationen von YKL-40, MMP-1, -2, -8, -9, -13, TIMP-1, TIMP-2,
Hyaluronsaure (HA) und Procollagen-lll-Peptid (PIIIP) wiesen keine Unterschiede
zwischen erwachsenen CF-Patienten und padiatrischen CF-Patienten mit CFLD und
erwachsenen und padiatrischen CF-Patienten ohne CFLD auf (Tabelle 7). Damit konnte
die CFLD als maoglicher Einflussfaktor auf die beobachteten

Serumkonzentrationsanstiege bei CF-Lungenbeteiligung ausgeschlossen werden.
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Tabelle 7: Serumkonzentration von experimentellen Matrix- und Neutrophilenmarkern bei
adulten CF-Patienten ohne (n =22) und mit (n =32) CFLD

YKL-40 (ng/ml)

Mittelwert + SD 85,2 +38,5 105,2 +62,8 p =0,360
Median (Bandbreite) 83,6 (31,2-172,8) 81,3 (21,4-275)

MMP-1 (ng/ml)

Mittelwert £ SD 1593 +925 1446 £795 p =0,660
Median (Bandbreite) 1430 (450-4160) 1285 (410-3430)

MMP-2 (ng/ml)

Mittelwert + SD 12,44 £2,6 13,09 £2,4 p =0,379
Median (Bandbreite) 12,76 (6,7-18,6) 13,14 (8,02-18,45)

MMP-8 (ng/ml)

Mittelwert £ SD 54,9 +45,2 59,7 +43,3 p =0,771
Median (Bandbreite) 43,3 (11,3-178,1) 49,2 (2,3-156,1)

MMP-9 (ng/ml)

Mittelwert + SD 1896 +692 2057 +877 p =0,400
Median (Bandbreite) 1690 (85-3280) 2220 (290-3610)

MMP-13 (ng/ml)

Mittelwert £ SD 19,27 £15,34 49,26 +151,26 p =0,298
Median (Bandbreite) 11,93 (1,6-41) 4,96 (0-651)

TIMP-1 (ng/ml)

Mittelwert + SD 59,3 +30,4 66,9 +23,1 p =0,149
Median (Bandbreite) 53,5 (21,1-161,3) 63,2 (27,9-128,7)

TIMP-2 (pg/ml)

Mittelwert £ SD 123,33 18,17 129,94 +£30,1 p =0,606
Median (Bandbreite) 120,72 (89,2-149) 125,7 (80,8-211,1)

HA (ng/ml)

Mittelwert + SD 22,35 +15,36 32,72 +25,96 p =0,143
Median (Bandbreite) 21,99 (0,79-50,3) 28,96 (7,2-127,5)

PIIIP (ng/ml)

Mittelwert £ SD 14,85 +29,45 14,32 £23,6 p =0,898
Median (Bandbreite) 5,02 (1,2-136,1) 4,88 (0-122)

Bei erwachsenen CF-Patienten mit CFLD (nach Debray Kriterien) und erwachsenen CF-
Patienten ohne CFLD wies die Serumkonzentration von YKL-40, MMP-1, -2, -8, -9, -13, TIMP-1,

TIMP-2, Hyaluronsaure (HA) und Procollagen-IlI-Peptid (PIlIP) keine Unterschiede auf.
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Tabelle 8: Serumkonzentration von experimentellen Matrix- und Neutrophilenmarkern bei

padiatrischen CF-Patienten ohne (n =16) und mit (n =10) CFLD

_ ohne CFLD mit CFLD Signifikanz

YKL-40 (ng/ml)
Mittelwert + SD
Median (Bandbreite)
MMP-1 (ng/ml)
Mittelwert + SD
Median (Bandbreite)
MMP-2 (ng/ml)
Mittelwert + SD
Median (Bandbreite)
MMP-8 (ng/ml)
Mittelwert + SD
Median (Bandbreite)
MMP-9 (ng/ml)
Mittelwert + SD
Median (Bandbreite)
MMP-13 (ng/ml)
Mittelwert + SD
Median (Bandbreite)
TIMP-1 (ng/ml)
Mittelwert + SD
Median (Bandbreite)
TIMP-2 (pg/ml)
Mittelwert + SD
Median (Bandbreite)
HA (ng/ml)
Mittelwert + SD
Median (Bandbreite)
PIIIP (ng/ml)
Mittelwert £ SD
Median (Bandbreite)

52,8+23,2
50,4 (22,1-114,6)

10744787
800 (350-3460)

17,63,8
16,9 (12,6-26,8)

45,4+46,2
27,1 (0-189,7)

1537+863
1275 (280-3280)

62,59 +58,4
49,3 (0-249)

61,248,8
61,7 (41,8-72,9)

131,4425,3
133,5 (94,7-178)

19,2410,4
17,5 (0-40,3)

9,1412,2
4,3 (2-50,5)

69,1+40,8
59,2 (22-157)

13811992
1270 (240-3430)

19,744,97
19,7 (12,91-28,34)

21,6+15,5
19,3 (0-54,6)

12014879
830 (340-3270)

71,8 +40,4
70,7 (0,2-131,7)

61,1+19,8
58,4 (27,6-89,5)

150,4+23,2
149 (125,6-210)

22,9+16,3
26,6 (0-45,1)

21 439,1
8,2 (0-136,1)

p =0,412

p =0,521

p =0,238

p =0,159

p =0,204

p =0,317

p =1,00

p =0,084

p =0,642

p =0,707

Bei padiatrischen CF-Patienten mit CFLD (nach Debray) und padiatrischen CF-Patienten ohne
CFLD wies die Serumkonzentration von YKL-40, MMP-1, -2, -8, -9, -13, TIMP-1, TIMP-2,
Hyaluronsaure (HA) und Procollagen-lll-Peptid (PIIIP) keine Unterschiede auf.
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5.2.1.5 Serumkonzentration von experimentellen Matrix- und Neutrophilenmarkern bei

adulten CF-Patienten ohne und mit PI

Um die Spezifitdt des beobachteten Anstiegs der Serumkonzentration von MMP-8, -9,
YKL-40 und TIMP-1 bei CF-Patienten mit Lungenbeteiligung weiter zu belegen, wurde
die Beteiligung des Pankreas als moglicher Storfaktor gepruft. Hierzu wurde das
erwachsene CF-Patientenkollektiv in erwachsene CF-Patienten mit Pankreas-
insuffizienz (PI) und erwachsene CF-Patienten ohne Pl unterteilt. Die Diagnose der PI
wurde in den jeweiligen Ambulanzen mittels Stuhluntersuchungen und Insulin-
messungen gestellt. 51 der untersuchten erwachsenen CF-Patienten waren
pankreasinsuffizient. Nicht pankreasinsuffizient waren lediglich drei erwachsene CF-
Patienten. In dieser Analyse wies ebenfalls keiner der untersuchten Biomarker
signifikante Unterschiede bei CF-Patienten mit Pl und CF-Patienten ohne Pl bezliglich

seiner Serumkonzentration auf.

In Zusammenschau sind diese Daten hinweisend daflir, dass der beobachtete
Konzentrationsanstieg von MMP-8, MMP-9, YKL-40 und TIMP-1 spezifisch fir die
Existenz der CF-Lungenbeteiligung ist, ohne dass eine Beeinflussung dieser
Serummarkerkonzentrationen durch Leber- oder Pankreasbeteiligung als weitere

wesentliche Manifestationsorgane der CF erfolgt.
5.2.2  Analyse der padiatrischen CF-Patientenkohorte

Um den Zusammenhang der zuvor genannten Serummarker mit der CF-
Lungenbeteiligung weiter zu belegen, wurde ein Kollektiv von 26 padiatrischen CF-
Patienten, deren klinische und demographische Daten in Tabelle 3 zusammengefasst
sind, untersucht. Bei diesen padiatrischen CF-Patienten wurde ebenfalls die
Konzentration von Serummarkern flr von Matrixumbau und Neutrophile analysiert. Die
padiatrischen CF-Patienten wurden analog zu dem untersuchten erwachsenen CF-
Kollektiv in padiatrische CF-Patienten mit mittlerer bis schwerer Lungenbeteiligung und
padiatrische CF-Patienten mit leichter Lungenbeteiligung unterteilt. Bei padiatrischen
CF-Patienten mit mittlerer bis schwerer Lungenbeteiligung wurden signifikant erhéhte

Serumkonzentrationen von MMP-8 und MMP-9 nachgewiesen (Abbildung 8).
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5.2.2.1 Serumkonzentration von MMP-8 und MMP-9 bei padiatrischen CF Patienten mit

Lungenbeteiligung

MMP-8 (ng/mL) MMP-8 (ng/mL) MMP-8 (ng/mL)
2004 p=0,006 . 2004 p=0,043 . 2004 p=0,05
150, T 150 " 150 —
100 100 100
o 3
50 50 %I 501 %I
0| %I 0 0
VC=80%  VC<80% FEV1%80% FEV1580% FEVING270% FEVINC<70%
MMP-9 (ng/mL) MMP-9 (ng/mL) MMP-9 (ng/mL)
4000{ P<0,001 4000{ p=0,016 4000{ p=0,007
3000] — 3000] I — 3000 B
2000 2000 20004
1000 é 1000 @ 1000] @
0 0 0
VC280%  VC<80% FEV1280% FEV1<80% FEV1VC270% FEVINVG<70%
Abbildung 8: Serumkonzentration von MMP-8 und MMP-9 bei padiatrischen CF Patienten

mit Lungenbeteiligung

Bei padiatrischen CF-Patienten mit mittlerer bis schwerer Lungenbeteiligung, zeigten sich
Anstiege der Serumkonzentration von MMP-8 und MMP-9 verglichen mit padiatrischen CF-
Patienten mit leichter Lungenbeteiligung. Mittlere bis schwere Lungenbeteiligung wurde
folgendermalen festgelegt: %FEV1 <80%, %VC <80% und reduziertes FEV1/VC-Verhaltnis
<70%. Bei Lungenbeteiligung galten
Voraussetzungen: FEV1 280%, VC 280% und FEV1/VC-Verhaltnis 270% [Flume 2007, Ramsey
1994, Kerem 2005, Gault 2002]. Bei padiatrischen CF-Patienten mit einer VC 280% betrug der
Median 19,32ng/mi Median MMP-9-
Serumkonzentration 1015ng/ml, wohingegen der Median der MMP-8-Serumkonzentration bei

Patienten mit leichter entsprechend folgende

der MMP-8-Serumkonzentration und der der
padiatrischen CF-Patienten mit einer VC <80% 34,17ng/ml und die MMP-9-Serumkonzentration
2450ng/ml betrug. Bei padiatrischen CF-Patienten mit einem FEV1 280% betrug der Median der
MMP-8-Serumkonzentration 19,32ng/ml und der Median der MMP-9-Serumkonzentration
1120ng/ml, wohingegen der Median der MMP-8-Serumkonzentration bei padiatrischen CF-
Patienten mit einem FEV1 <80% 34,17ng/ml und der Median der MMP-9-Serumkonzentration
1915ng/ml betrug. Die oberen und unteren Kastenbegrenzungen entsprechen der 75. und 25.

Perzentile. Die Linie markiert den Median. Die Antennenenden markieren jeweils das Minimum
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und das Maximum. Die Sternchen kennzeichnen die signifikanten Unterschiede: *p<0,05,

**p<0,01. Ausreiler sind mit °© gekennzeichnet.

5.2.2.2 Serumkonzentration von YKL-40 und TIMP-1 bei padiatrischen CF Patienten

mit Lungenbeteiligung

Aulerdem konnte ein signifikanter Anstieg von YKL-40 und TIMP-1 bei padiatrischen
CF-Patienten mit eingeschrankter VC (YKL-40) oder eingeschranktem FEV1/VC-
Quotienten (TIMP-1) nachgewiesen werden (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Serumkonzentration von YKL-40 und TIMP-1 bei padiatrischen CF Patienten

mit Lungenbeteiligung

Bei padiatrischen CF-Patienten mit reduzierter VC zeigten sich signifikant erhéhte YKL-40-
Serumkonzentrationen verglichen mit padiatrischen CF-Patienten mit einer VC von 280%. Die
TIMP-1-Serumkonzentration zeigte bei padiatrischen CF-Patienten mit einem FEV1/VC-
Verhaltnis <70% einen Anstieg im Vergleich zu padiatrischen CF-Patienten mit einem FEV1/VC-
Verhaltnis 270%. Bei padiatrischen CF-Patienten mit einer VC 280% betrug der Median der YKL-
40-Serumkonzentration 45,17ng/ml und der Median der TIMP-1-Serumkonzentration 61,73ng/ml,
wohingegen der Median der YKL-40-Serumkonzentration bei padiatrischen CF-Patienten mit
einer VC <80% 60,43ng/ml und die TIMP-1-Serumkonzentration 65,81ng/ml betrug. Bei
padiatrischen CF-Patienten mit einem FEV1 =280% betrug der Median der YKL-40-

Serumkonzentration 56,71ng/ml und der Median der TIMP-1-Serumkonzentration 63ng/ml,
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wohingegen der Median der YKL-40--Serumkonzentration bei padiatrischen CF-Patienten mit
einem FEV1 <80% 62,34ng/ml und der Median der TIMP-1-Serumkonzentration 64,97ng/ml
betrug. Die oberen und unteren Kastenbegrenzungen entsprechen der 75. und 25. Perzentile.
Die Linie markiert den Median. Die Antennenenden markieren jeweils das Minimum und das
Maximum. Die Sternchen kennzeichnen die signifikanten Unterschiede: *p<0,05, **p<0,01.

Ausreil3er sind mit ° gekennzeichnet.

5.2.2.3 Serumkonzentration von experimentellen Matrix- und Neutrophilenmarkern bei
padiatrischen CF-Patienten in Bezug auf FEV1, VC und FEV1/VC

Analog zu den Beobachtungen im Erwachsenenkollektiv, zeigte die Serum-
konzentration von MMP-1, -2, -13, TIMP-2, HA und PIIP keine signifikanten
Unterschiede zwischen padiatrischen CF-Patienten mit einem FEV1 (Tabelle 9) oder VC
(Tabelle 10) <80% und =280% oder einem FEV1/VC-Quotienten (Tabelle 11) <70% und
270%.

Tabelle 9: Serumkonzentration von experimentellen Matrix- und Neutrophilenmarkern

bei padiatrischen CF-Patienten in Bezug auf FEV1

_ FEV1280% FEV1<80% Signifikanz

MMP-1 (ng/ml)
Mittelwert +SD 11631816 1493+1114 p =0,628
Median (Bandbreite) 810 (240-3460) 985 (350-3430)

MMP-2 (ng/ml)
Mittelwert +SD 19,7+4,5 16,2+3,3 p =0,057
Median (Bandbreite) 19,4 (12,6-28,3) 15 (13,3-23,1)

MMP-13 (ng/ml)
Mittelwert +SD 82,1+56,9 48,2+28,3 p =0,157
Median (Bandbreite) 70,8 (22,7-248,6) 44,7 (11,9-84)

TIMP-2 (pg/ml)
Mittelwert +SD 138,7+21,4 139,2435,2 p =0,842
Median (Bandbreite) 137,3 (94,7-170,7) 137,5 (100,4-210)

HA (ng/ml)
Mittelwert +SD 20,4+12,5 21,3+14,8 p =0,932
Median (Bandbreite) 22,3 (0-42,8) 15,7 (3,4-45,1)

PIIIP (ng/ml)
Mittelwert +SD 6,7+7,5 8,817,6 p =0,153
Median (Bandbreite) 2,9 (0-24,9) 5 (3,2-22,9)

Die Serumkonzentrationen von MMP-1, -2, -13, TIMP-2, Hyaluronsaure (HA) und Procollagen-
IlI-Peptid (PIlIP) wiesen keinen Unterschied zwischen padiatrischen CF-Patienten mit einer FEV1
<80% und =80% auf.
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Tabelle 10: Serumkonzentration von experimentellen Matrix- und Neutrophilenmarkern bei

padiatrischen CF-Patienten in Bezug auf VC

T Vo vo<au ——

MMP-1 (ng/ml)
Mittelwert +SD 11504790 146311141 p =0,683
Median (Bandbreite) 805 (240-3460) 990 (350-3430)

MMP-2 (ng/ml)
Mittelwert +SD 19,2+4,9 16,612,2 p =0,238
Median (Bandbreite) 19,4 (12,6-28,3) 16,3 (13,3-19,4)

MMP-13 (ng/ml)
Mittelwert +SD 73,8456,2 57,5+43,9 p =0,495
Median (Bandbreite) 64,2 (0-248,6) 43,7 (11,9-139,4)

TIMP-2 (pg/ml)
Mittelwert +SD 140,4+29 131+18,1 p =0,531
Median (Bandbreite) 143,6 (94,7-210) 134,5 (100,4-158,2)

HA (ng/ml)
Mittelwert +SD 21,6%+13,2 18,3+12,2 p =0,429
Median (Bandbreite) 23,3 (0-42,8) 13,2 (9,2-45,1)

PIIIP (ng/ml)
Mittelwert +SD 13,2+31,3 10,348,6 p =0,090
Median (Bandbreite) 3,2 (0-136,1) 5,9 (3,6-24,9)

Die Serumkonzentrationen von MMP-1, -2, -13, TIMP-2, Hyaluronsaure (HA) und Procollagen-
IlI-Peptid (PIIIP) wiesen keinen Unterschied zwischen padiatrischen CF-Patienten mit einer VC
<80% und 280% auf.
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Tabelle 11: Serumkonzentration von experimentellen Matrix- und Neutrophilenmarkern bei

padiatrischen CF-Patienten in Bezug auf FEV1/VC

MMP-1 (ng/ml)
Mittelwert +SD 10951798 1657+1094 p =0,188
Median (Bandbreite) 800 (240-3460) 990 (350-3430)

MMP-2 (ng/ml)
Mittelwert +SD 19,2+4,7 16,3+2,7 p =0,188
Median (Bandbreite) 19 (12,6-28,3) 16,4 (13,3-20,7)

MMP-13 (ng/ml)
Mittelwert +SD 80,3+56,2 37,7211 p =0,035
Median (Bandbreite) 72,7 (0-248,6) 37,3 (11,9-76,4)

TIMP-2 (pg/ml)
Mittelwert +SD 140,3+26,1 130,2+26,8 p =0,572
Median (Bandbreite) 137,3 (94,7-210) 120 (100,4-170,7)

HA (ng/ml)
Mittelwert +SD 18+12,5 27,6+11,5 p =0,073
Median (Bandbreite) 15 (0-42,8) 26,8 (13,4-45,1)

PIIIP (ng/ml)
Mittelwert +SD 13,4+30,4 9,349,1 p =0,651
Median (Bandbreite) 4,2 (0-136,1) 4,7 (2,5-22,9)

Die Serumkonzentrationen von MMP-1, -2, TIMP-2, Hyaluronsaure (HA) und Procollagen-Ill-
Peptid (PIIIP) wiesen keinen Unterschied zwischen padiatrischen CF-Patienten mit einer
FEV1/VC <70% und =70% auf. Bei padiatrischen CF-Patienten mit einem FEV1/VC-Verhaltnis
270%, zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Serumkonzentration von MMP-13 verglichen mit
padiatrischen CF-Patienten mit einem FEV1/VC-Verhaltnis von <70%.

5.2.2.4 Serumkonzentration von experimentellen Matrix- und Neutrophilenmarkern bei

padiatrischen CF-Patienten ohne und mit CFLD

Im Hinblick auf Unterschiede zwischen padiatrischen CF-Patienten mit CFLD und
padiatrischen CF-Patienten ohne CFLD wurden bei den analysierten Laborparametern
keine signifikanten Abweichungen gefunden (Tabelle 3). Wie bereits gezeigt, wiesen die
Serumkonzentrationen von YKL-40, MMP-1, -2, -8, -9, -13, TIMP-1, TIMP-2, HA und
PIIIP bei padiatrischen CF-Patienten mit CFLD und padiatrischen CF-Patienten ohne
CFLD keine signifikanten Unterschiede auf (Tabelle 8).
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5.2.2.5 Serumkonzentration von experimentellen Matrix- und Neutrophilenmarkern bei

padiatrischen CF-Patienten ohne und mit PI

Im Hinblick auf die Pankreasfunktion zeigte sich, dass 24 der untersuchten padiatrischen
CF-Patienten pankreasinsuffizient und lediglich zwei der padiatrischen CF-Patienten
pankreassuffizient waren. Es konnte gezeigt werden, dass keiner der in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Serummarker zwischen padiatrischen CF-Patienten mit Pl und

padiatrischen Patienten ohne Pl unterscheidet.

Diese Ergebnisse sind Indikatoren dafir, dass der Anstieg der Serumkonzentrationen
von MMP-8, MMP-9, YKL-40 und TIMP-1 mit einer reduzierten Lungenfunktion bei
padiatrischen CF-Patienten zusammenhangt und dass dieser Zusammenhang
spezifisch fur die Lungenbeteiligung bei CF ist und nicht durch die CFLD oder die PI

beeinflusst wird.

5.2.2.6 Serumkonzentration von experimentellen Matrix- und Neutrophilenmarkern bei

adulten CF Patienten mit pulmonaler Exazerbation

Um die Anstiege der Serumkonzentrationen von MMP-8, -9, YKL-40 und TIMP-1 bei CF-
Patienten mit Lungenbeteiligung weiter zu belegen, wurde die Hypothese aufgestellt,
dass CF-Patienten mit einer PEx im Rahmen der akuten Verschlechterung der
respiratorischen Funktion einen Anstieg der zuvor genannten Serummarker aufweisen.
Die Unterteilung der CF-Patienten in CF-Patienten mit PEx und CF-Patienten ohne PEx
erfolgte mit Hilfe des Rosenfeld-Scores [Rosenfeld 2001].

Von den 54 erwachsenen CF-Patienten litten zum Zeitpunkt der Analyse 16 Patienten
(29,1%) an einer PEx. Die Lungenfunktion derer, die zum Untersuchungszeitpunkt an
einer PEXx litten, war signifikant verschlechtert im Vergleich zu den CF-Patienten ohne
klinische Zeichen einer PEx. In den Analysen zeigte sich eine erhdhte
Serumkonzentration von YKL-40, MMP-8, MMP-9 und TIMP-1 bei erwachsenen CF-
Patienten mit PEx im Vergleich zu erwachsenen CF-Patienten ohne klinische Zeichen
einer PEx (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Serumkonzentration von MMP-8, MMP-9, YKL-40 und TIMP-1 bei adulten CF
Patienten mit pulmonaler Exazerbation

Die YKL-40-Serumkonzentration zeigte bei adulten CF-Patienten mit PEx (131,62ng/ml) eine
sehr signifikante Erhdhung im Vergleich zu adulten CF-Patienten ohne PEx (65,72ng/ml).
Auflerdem zeigten sich signifikant erh6hte Serumkonzentrationen von MMP-8 (77,9ng/ml), MMP-
9 (2560ng/ml) und TIMP-1 (72,18ng/ml) bei adulten CF-Patienten mit PEx im Vergleich zu den
Serumkonzentrationen von MMP-8 (40,27ng/ml), MMP-9 (2040ng/ml) und TIMP-1 (52,23ng/ml)
bei adulten Patienten ohne PEx. Die oberen und unteren Kastenbegrenzungen entsprechen der
75. und 25. Perzentile. Die Linie markiert den Median. Die Antennenenden markieren jeweils das
Minimum und das Maximum. Die Sternchen kennzeichnen die signifikanten Unterschiede:

*p<0,05, **p<0,01. Ausreiller sind mit ° gekennzeichnet.

Die anderen analysierten Serummarker (MMP-1, MMP-2, MMP-13, TIMP-2, HA, PIIIP)
wiesen keine Unterschiede zwischen CF-Patienten mit PEx und CF-Patienten ohne PEXx
auf. Dies lasst vermuten, dass die untersuchten Serummarker fir Matrixumbau und
Neutrophile bei CF-Patienten mit PEx und reduzierter Lungenfunktion nicht generell
hochreguliert sind, sondern der Anstieg der Marker je nach Auspragung des

Schweregrads variiert.
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Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass erwachsene und padiatrische CF-
Patienten mit mittlerer bis schwerer Lungenerkrankung erhéhte Serumkonzentrationen
der Serummarker MMP-8, MMP-9 und YKL-40 aufwiesen und dass die erhdhten
Serumkonzentrationen dieser Biomarker nicht durch eine CFLD oder eine Pl beeinflusst

wurden.
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6. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Befunde erhoben:

e MMP-8, MMP-9 und YKL-40 konnen als Serummarker fir Matrixumbau und
neutrophile Granulozyten zur Detektion der CF-Lungenbeteiligung und der PEx
angesehen werden

o Die Serumkonzentrationsanstiege von MMP-8, MMP-9 und YKL-40 korrelieren

nicht mit dem Vorliegen einer CFLD oder PI
6.1 Diagnostik der CF-Lungenbeteiligung

Der haufigste Grund flr CF-assoziierte Mortalitat ist die progressive Verschlechterung
der Lungenfunktion von CF-Patienten [Kerem 1992, Corey 1996, Corey 1997, Stern
2008]. Die CF-Lungenbeteiligung ist durch vermehrte bakterielle bronchopulmonale
Besiedelung und sich wiederholende Phasen neutrophiler Inflammation und
anschlielender Destruktion von pulmonalem Gewebe gekennzeichnet [Hartl 2007]. Die
CF-Lungenbeteiligung und wiederkehrende Episoden pulmonaler Exazerbation stellen

wichtige limitierende Parameter im klinischen Alltag der CF-Patienten dar.
Lungenfunktionsuntersuchung

Uberraschenderweise gibt es auler der Lungenfunktionsdiagnostik wenige nicht-
invasive Mdglichkeiten zur adaquaten und routinemafigen Diagnostik, dem Monitoring
und zu der Langzeitbeobachtung der Lungenbeteiligung von CF-Patienten. Als
Surrogatmarker der CF-Lungenerkrankung werden folgende Parameter verwendet:
FEV1, VC und der FEV1/VC-Quotient. Diese Parameter gehéren zu den im klinischen
Alltag etablierten Indikatoren fur die CF-Lungenerkrankung [Flume 2007, Ramsey 1994,
Kerem 2005, Gault 2002] und wurden daher in der vorliegenden Arbeit zur Detektion der

CF-Lungenbeteiligung genutzt.
Innovative Aspekte der Diagnostik der CF-Lungenbeteiligung

Bisher sind einige experimentelle Biomarker, unter anderem inflammatorische Zytokine,
Akut-Phase-Proteine und Marker des oxidativen Stresses im Zusammenhang mit der
Diagnosestellung der CF-Lungenbeteiligung und der pulmonalen Exazerbation
untersucht worden [Shoki 2013].
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Fibrosemarker zur Diagnostik der CF-Lungenbeteiligung

In den vergangenen Jahren wurden Biomarker fir den Umbau von EZM
beziehungsweise fur die fibrotische Aktivitat von Gewebe und fur die Ablagerung von

EZM beziehungsweise fur die Diagnostik des Fibrosierungsgrads untersucht.
Neutrophilenelastase

Unter den untersuchten Markern wurde besonders die Neutrophilenelastase des
Sputums als vielversprechender Marker identifiziert. Die Neutrophilenelastase korreliert
mit sinkender Lungenfunktion und pulmonaler Inflammation bei CF-Patienten [Sagel
2012, Mayer-Hamblett 2007, Doring 1994]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
die Neutophilenelastase immunologische Effekte der Lunge, wie die Aktivierung von IL-
8 [Walsh 2001] und die Proliferation von MMP-9 [Jackson 2010] verstarkt. Im Rahmen
des Akuten Respiratorischen Distess Syndroms (ARDS) gilt die Messung der
Konzentration der Neutrophilenelastase im Serum als vielversprechender Marker [Zhu
2017]. Bei der Entstehung der Inflammation und des Emphysems bei COPD konnte
gezeigt werden, dass die Neutrophilenelastase bei dem Umbau von Kollagen-Typ-IV
und der Abbau von Elastin eine wesentliche Rolle spielt [Bihlet 2017]. Die Konzentration
der Neutrophilenelastase im Sputum kann als Biomarker fiir das Krankheitsstadium und
das zukunftige Risiko bei erwachsenen Patienten mit Bronchiektasen genutzt werden
[Chalmers 2016].

MMPs

Die Familie der MMPs umfasst 23 charakterisierte humane Vertreter, welche das
Potenzial haben, nahezu alle Bestandteile der EZM zu zersetzen. Zusammen mit ihren
spezifischen Inhibitoren, den TIMPs, bilden sie den Hauptbestandteil der am Umbau und
der HomoOostase der EZM beteiligten Mediatoren. Studien haben gezeigt, dass die
Herabsetzung der MMP-Aktivitat zu einem erhohten EZM-Umbau, zu einer erhdhten
Reparaturrate  mit Narbenbildung und 2zu einer Akkumulation der EZM mit
anschlieBender  Gewebsfibrose  bei  chronischer  Lungenerkrankung  flhrt
[Elkington 2006, Gueders 2006, Parks 2001]. Daraus kann geschlossen werden, dass
MMPs eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie des Lungengewebeumbaus auch im
Zusammenhang mit der CF spielen. Diesbezuglich haben mehrere Studien zeigen
koénnen, dass erhdhte MMP-Konzentrationen in der bei einer bronchoalveolaren-Lavage
(BAL) gewonnen Flussigkeit oder im Sputum von CF-Patienten [Sagel 2005, Ratjen
2002, Hilliard 2007, Gaggar 2007] mit sinkender Lungenfunktion und

Atemwegsinfektionen im Rahmen der CF assoziiert sind. In diesem Zusammenhang ist
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vor allem MMP-9 zu nennen [Sagel 2005, Ratjen 2002, Jackson 2010]. Des Weiteren
konnte durch Sputumanalysen bereits gezeigt werden, dass MMP-8 und MMP-9 eine
wichtige atiologische Rolle bei der Entstehung einer pulmonalen Inflammation im
Rahmen der CF spielen [Perez 2008, Gaggar 2008]. Es konnte aulerdem gezeigt
werden, dass peroxisome proliferator-activaded receptor (PPARY) Agonisten die
Inflammationsantwort in CF-Zelllinien und bei CF-Mausen, zumindest in dem Teil der
Abschwachung von NF-kB-gesteuerten Prozessen, wie der MMP-9-Produktion,
inhibieren kénnen [Perez 2008]. Gaggar et al fanden heraus, dass MMP-8 und MMP-9
in der Produktion eines starken, von der EZM-abstammenden neutrophilen
Chemokinlockmittels involviert sind und deshalb potenziell an dem Neutrophileneinstrom
und der damit verbundenen Atemwegsdestruktion bei CF-Patienten beteiligt sind
[Gaggar 2008]. Den bereits publizierten Studien liegen Sputumanalysen von CF-
Patienten zugrunde. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass sowohl MMP-8 als auch MMP-9
im Serum von CF-Patienten mit CF-Lungenerkrankung erhdht sind. Die Resultate zeigen
weiterhin, dass sich die bereits beobachtete erhohte MMP-Produktion im
Bronchialsystem der CF-Patienten [Sagel 2005, Ratjen 2002, Hilliard 2007, Gaggar
2007] im Serum dieser Patienten widerspiegelt. Vorteile der Serummarkeranalysen
liegen in der einfachen Durchflihrbarkeit der Probegewinnung. Die Analysen der
Serummarker konnen parallel zu den routinemalig durchgefuhrten Blutentnahmen
erfolgen, sodass auf eine zusatzliche Invasivitat verzichtet werden kann. Dies tragt zur
Praktikabilitat im klinischen Alltag bei, da keine gesonderten Untersuchungen
durchgeflhrt werden muissen. Daher eignet sich dieses Vorgehen besonders bei
Kindern. AuRerdem kénnten sich Serummarker bereits zur Frihdiagnostik eignen. Bei
der Untersuchung von mittels Bronchiallavage gewonnenem Material, muss eine
Bronchoskopie erfolgen. Dieses invasive Vorgehen ist im Vergleich zur Analyse von
Serummarkern sehr zeitaufwandig, risikoreich und nicht in allen Zentren durchfihrbar.
Ein weiterer Nachteil der Analyse von Markern der Bronchiallavage ist die
Organspezifitdt. Serummarker hingegen sind systemische Marker, die Schaden an
unterschiedlichen  Organsystemen detektieren kénnen. Diese Sachverhalte
unterstreichen die Rolle der MMPs als nicht-invasive, neue Serumbiomarker in der

Diagnostik der CF-Lungenerkrankung.
YKL-40

Aufderdem wurden in der vorliegenden Arbeit signifikant erh6hte Serumkonzentrationen
von YKL-40 bei Erwachsenen und Kindern mit CF-Lungenerkrankung beobachtet. Eine

bereits publizierte Studie zeigte, dass die YKL-40-Konzentrationen im Sputum und
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Serum von CF-Patienten im Vergleich zu gesunden Individuen erhéht sind [Hector 2011].
Sowohl bei CF-Patienten als auch bei BENaC-Tg Mausen korrelieren die
Atemwegskonzentrationen von YKL-40 und das dazugehdrige Mausanalogon Breast
regression protein-39 (BRP-39) mit der Schwere der pulmonalen Obstruktion [Hector
2011]. Bei BENaC-Tg Mausen handelt es sich um ein Mausemodell, welches die CF-
Lungenerkrankung simuliert [Mall 2004, Zhou 2011]. Das Atemwegsepithel dieser
Mause ist charakterisiert durch eine Uberexpression von Natriumkanalen (ENaC),
wodurch es zu verstarkter Mukusansammlung, Obstruktion, chronischer neutrophiler
Inflammation, Lungenfibrose und letztlich zu erhéhter Sterblichkeit kommt
[Gehring 2014].

Neben der Bedeutung im Zusammenhang mit CF konnte gezeigt werden, dass das YKL-
40-Serumlevel bei Patienten mit schwerem Asthma [Chupp 2007] und COPD signifikant
erhoht ist [Letuve 2008]. Diese beiden Erkrankungen sind ebenso wie die CF durch
neutrophile Inflammation gekennzeichnet. Asthma und COPD verursachen im Vergleich

zur CF allerdings keine Lungenfibrose, sondern Lungenemphyseme.

Diese Ergebnisse stitzen die Hypothese, dass der in der vorliegenden Arbeit
beobachtete Serumkonzentrationsanstieg von YKL-40 bei CF-Patienten mit

Lungenbeteiligung als Serummarker fur Matrixumbau und Neutrophile fungiert.
MMP-8, MMP-9, YKL-40 und TIMP-1 bei CF-Patienten mit Lungenbeteiligung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Serumexpression von MMP-
8, MMP-9, YKL-40 und TIMP-1 bei erwachsenen und padiatrischen Patienten mit
mittlerer bis schwerer CF-Lungenerkrankung im Vergleich zu CF-Patienten ohne
relevante Lungenfunktionseinschrankung oder leichter CF-Lungenbeteiligung signifikant
erhdht ist. Wichtig ist, dass die Serumkonzentration dieser Marker nicht von dem
Vorhandensein oder der Abwesenheit einer Leber- oder Pankreasbeteiligung beeinflusst
wird. Dieser Sachverhalt wurde in Subanalysen der dieser Arbeit zugrunde liegenden
Studie nachgewiesen. Aus diesem Grund kann die Schlussfolgerung gezogen werden,
dass die vorhergenannten Marker spezifisch fur die CF-Lungenerkrankung sind.
Demzufolge kénnen MMP-8, MMP-9, YKL-40 und TIMP-1 als neue nicht-invasive

Serumbiomarker der CF-Lungenerkrankungen fungieren.
MMP-8, MMP-9 und YKL-40 bei CF-Patienten mit PEx

Um die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zu verifizieren, wurden die Konzentrationen
von MMP-8, MMP-9 und YKL-40 bei erwachsenen CF-Patienten, die zum Zeitpunkt der

Analyse unter einer PEXx litten, analysiert. In dieser Sub-Kohorte wurde gezeigt, dass die
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PEx-Patienten im Vergleich zu CF-Patienten ohne klinische Zeichen einer pulmonalen
Exazerbation héhere MMP-8-, MMP-9- und YKL-40-Serumkonzentrationen aufwiesen.
Diese Resultate konnten weitreichende Folgen haben. Bislang existiert keine
standardisierte Definition der PEx [Ramsey 1994, Dakin 2001]. Vor diesem Hintergrund
wird deutlich, dass Routineserummarker, welche zum einen das Vorhandensein und
zum anderen die Auspragung einer pulmonalen Exazerbation zuverlassig detektieren,
im klinischen Alltag bendétigt werden. Dies ist besonders fir eine friihe Diagnosestellung
essentiell. Denn nur durch friihe Diagnosestellung, kann eine friihe Therapie eingeleitet
werden und somit das Outcome und die Langzeitprognose der Patienten verbessert
werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass MMP-8, MMP-9 und YKL-
40 als neue Serummarker die Diagnosestellung einer PEx erleichtern kénnten. Diese
Hypothese stiitzend, konnte bereits bei COPD-Patienten gezeigt werden, dass die
Serumkonzentrationen von MMP-8, MMP-9 und Neutrophilenelastase hoher sind als
deren Konzentration im Atemkondensat [Sng 2016], wodurch die Relevanz der
Serumanalyse verdeutlicht wird. Des Weiteren weist die YKL-40-Serumkonzentration
auch bei COPD-Patienten erhohte Werte auf und korreliert mit Phasen der Exazerbation
[Lai 2016].

Reservoir der Serummarker

Die Antwort auf die Frage nach den Zelltypen, die fur die Erhdhung von MMP und YKL-
40 verantwortlich sind, lasst sich ebenfalls aus der vorliegenden Arbeit ableiten. Obwohl
die untersuchten MMPs und YKL-40 nicht bestimmten Zelltypen zugeordnet wurden,
kann angenommen werden, dass die beobachtete Serumkonzentrations-erhéhung der
MMPs und YKL-40 im Rahmen der PEx das Ausmall der neutrophilen
Atemwegsinflammation widerspiegelt. Diese Annahme wird durch folgenden
Sachverhalt unterstitzt: Neutrophile reprasentieren eine Hauptquelle der MMP-
Produktion, besonders der Produktion von MMP-8 und MMP-9. YKL-40 wird ebenfalls in
den sekretorischen Granula von neutrophilen Granulozyten gespeichert [Hartl 2007].
Weiterfiihrende Studien, die die Serummarkerkonzentration im Sputum und im Serum
im Hinblick auf die Identifikation der Hauptzellquellen dieser Marker beurteilen, sind nétig
um deren Herkunft genauer beschreiben zu kénnen. Denkbar waren zum Beispiel
Studien, die die Korrelation von histologischen Lungenbefunden mit der Hohe der
Serummarker analysieren. Hierbei waren auch immunohistochemische Untersuchungen
an Lungenproben moglich. Allerdings setzt dieses Vorgehen invasive und risikoreiche
Lungenbiopsien voraus. Eine weniger invasive Méglichkeit ware die Untersuchung von

Zellen des Bronchialsekrets. Diese koénnte beispielsweise mittels Immunohistochemie
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erfolgen. Prinzipiell sind Untersuchungen an gréeren Kollektiven zur Uberpriifung der
klinischen Praktikabilitdt und der Kosteneffizienz nétig, um experimentelle Serummarker

im Kklinischen Alltag etablieren zu kénnen.
6.2 Volkswirtschaftliche Bedeutung einer schnellen und einfachen Diagnostik

Der Einsatz von schneller und einfacher Diagnostik ist nicht nur fur Patienten von
erheblichem Vorteil. Aus volkswirtschaftlicher Sicht lassen sich ebenfalls Vorteile
erkennen, da durch den Einsatz von Serummarkern als diagnostisches Mittel Kosten
reduziert werden kdnnen. Die Serummarkeranalyse setzt eine einfache Blutentnahme
voraus und kann daher in jeder noch so kleinen Arztpraxis erfolgen. Hierdurch wird ein
engeres, flachendeckendes Monitoring und daraus resultierend eine schnellere
Zuweisung in Spezialamulanzen bei Anstieg der Serummarker maoglich. Dies fuhrt zu
einer Reduktion der Krankenhausaufenthalte, da ein frihzeitiger Therapiebeginn
mdglich wird [Coffey 2017]. Serummarker sind im Gegensatz zu der Untersuchung der
Lungenfunktion nicht von der Mitarbeit der Patienten abhangig [Fauci 2009] und somit

gerade in der Padiatrie eine sichere Methode zur Diagnostik.
6.3 Limitationen der Studie

Obwohl es sich bei der untersuchten Studienpopulation um eine relativ gro3e und gut

untersuchte Gruppe handelt, missen einige Limitationen diskutiert werden.

Es ist nicht méglich eine erhéhte Serummarkerkonzentration direkt mit Lungengewebe
als Ursprung dieser Biomarker in Verbindung zu bringen, da ein Zusammenhang
zwischen Mitgliedern der MMP-Familie und YKL-40 auch bei anderen
Systemerkrankungen, wie zum Beispiel Diabetes mellitus oder einigen kardiovaskularen
Erkrankungen, beobachtet wurde [Ma 2014, Lewandowski 2011, Lee 2012, Kadoglou
2014, Harutyunyan 2013]. Es wurde gezeigt, dass Mitglieder der MMP-Familie und YKL-
40 in den Atemwegen der CF-Patienten in erhdhtem Male vorliegen [Gaggar 2011,
Sagel 2005, Ratjen 2002, Hilliard 2007, Gaggar 2007, Hector 2011, Fantino 2014]. In
der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass der beobachtete
Serumkonzentrationsanstieg vom MMP-8, MMP-9 und YKL-40 bei CF-Patienten mit
Lungenbeteiligung nicht mit anderen CF-Organschaden, wie der CFLD oder der PI,
korreliert. Vor diesem Hintergrund kann davon ausgegangen werden, dass sich der
beobachtete Konzentrationsanstieg auf die Freisetzung aus dem Atemwegstrakt
zurtckzufihren lasst. Beweisen lasst sich dieser Sachverhalt allerdings durch die blof3en

Analysen von Serum nicht.
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Eine mogliche Einschrankung der Studie stellt die geringe Anzahl der Patienten ohne PI
dar. Dieses Problem resultiert daraus, dass 80 bis 90% aller CF-Patienten
pankreasinsuffizient sind [Durno 2002, Dray 2003] und die Manifestation der PI bereits
in den frihen Lebensjahren der Patienten auftritt [Durno 2002]. Daher ist es recht
schwierig eine grofle Anzahl von CF-Patienten ohne Pl zu rekrutieren. Diese Fakten
spiegeln sich auch in dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kollektiv wider. Die
Ergebnisse der Subgruppenanalyse der Serummarkerkonzentrationen im Hinblick auf
das Vorliegen einer PI, die die vorliegende Arbeit zeigt, unterstreichen die Annahme,
dass der Anstieg von Serummarkern flir Matrixumbau und Neutrophile bei CF-Patienten
mit abnehmender Lungenfunktion, jedoch nicht mit der Existenz einer CFLD oder PI

korreliert.

In der vorliegenden Arbeit wurden Serummarker fir Matrixumbau und Neutrophile mit
Ergebnissen der Lungenfunktionsuntersuchung verglichen. Sicherlich ware es denkbar,
diese Serummarker mit histologischen Befunden zu korrelieren. Hierzu ware allerdings

die Durchfiihrung von invasiven und risikoreichen Lungenbiopsien notwendig.

Aulerdem muss bedacht werden, dass die Ergebnisse der Lungenfunktions-
untersuchung von der Patientenmitarbeit beeinflusst werden kénnen. Da es sich um
zahlreiche Lungenfunktionsuntersuchungen handelt, die Patienten in der Regel
hochmotiviert und das Personal am Universitatsklinikum GieRen in der Durchfuhrung

exzellent geschult ist, sollten Fehlbestimmungen relativ selten sein.
6.4 Ausblick

In Zukunft sollte versucht werden, die Diagnostik der CF assoziierten Lungenbeteiligung
von invasiver hin zu nicht invasiver Diagnostik zu entwickeln. Patientensicherheit,
einfache Durchflhrbarkeit und hohe diagnostische Genauigkeit stellen entscheidende
Parameter in der Entwicklung neuer diagnostischer Instrumente dar. Serummarkern fr
Matrixumbau und Neutrophile sollten auch in Zukunft ein hohes wissenschaftliches
Interesse zukommen, da diese eine nicht invasive und schnelle Methode zur Diagnostik

einer Lungenbeteiligung darstellen.

Mit zunehmendem Alter steigt der Anteil der Patienten, die an einer CF-assoziierten
Lungenbeteiligung leiden. Daher sollte in Zukunft der Schwerpunkt der Diagnostik auf
der Etablierung von Markern fir Matrixumbau und Neutrophile liegen, die bereits bei

padiatrischen Patienten nachweisbar sind.
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Neben den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Markern, konnten Studien die
weitere Marker fur Matrixumbau und Neutrophile untersuchen sinnvoll sein. Auch
Kombinationen von Markern und anderen diagnostischen Methoden sollten untersucht
werden um die Sensitivitat und Spezifitdt zu erhéhen. Des Weiteren waren Studien
sinnvoll, die zusatzliche Einflussfaktoren untersuchen, die die Expression von

Serummarkern beeinflussen.

In der vorliegenden Arbeit wurden 80 CF-Patienten untersucht. Trotz der relativ grof3en
Zahl waren Multizenterstudien an groReren Kollektiven sinnvoll die Uber langere

Zeitraume prospektiv hin untersucht werden.
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7. Zusammenfassung

Die im Rahmen der zystischen Fibrose auftretende Lungenerkrankung ist eine der
Hauptursachen der mit dieser Erkrankung assoziierten Morbiditat und Mortalitat.
Charakteristisch flir die Lungenerkrankung bei zystischer Fibrose ist eine
Verschlechterung der Lungenfunktionsparameter (FEV1 <80%, VC <80%, FEV1/VC
<70%). Neben der Lungenfunktionsuntersuchung gibt es bislang keine verlasslichen
Biomarker zur Detektion der zystisch Fibrose-assoziierten Lungenerkrankung und dem
Auftreten einer pulmonalen Exazerbation. Ziel unserer Untersuchungen war die
Identifikation neuer experimenteller Biomarker fir die Detektion der zystischen Fibrose-

assoziierten-Lungenerkrankung und deren Exazerbation.

Untersucht wurden 54 adulte und 26 padiatrische Patienten einer universitaren
Spezialambulanz. Im Serum der untersuchten Patienten wurde die Konzentration von
MMP-1, -2, -8, -9, -13, TIMP-1, TIMP-2, YKL-40, Hyaluronsaure und Prokollagen IlI
Peptid mittels ELISA gemessen. Die Diagnose der zystischen Fibrose-assoziierten
Lungenerkrankung wurde mittels Lungenfunktionsuntersuchung gestellt. Die Definition
der pulmonalen Exazerbation erfolgt mit Hilfe eines klinischen Scores, der 2001 von

Rosenfeld eingefiihrt wurde.

Erwachsene und Kinder mit mittlerer bis schwerer Lungenbeteiligung wiesen signifikant
erhohte Serumkonzentrationen von MMP-8, MMP-9, YKL-40 und TIMP-1 auf. Die
Serumkonzentrationen von MMP-8 (p=0,036), MMP-9 (p=0,012) und YKL-40 (p=0,003)
bei erwachsenen Patienten, die unter einer pulmonalen Exazerbation litten, waren
signifikant erhéht im Vergleich zu Patienten ohne klinische Zeichen einer pulmonalen
Exazerbation. Die Serumkonzentrationen von MMP-8, MMP-9, YKL-40 und TIMP-1
wurden durch das Vorkommen einer zystischen Fibrose-assoziierten Lebererkrankung

oder einer Pankreasinsuffizienz nicht beeinflusst.

MMP-8, MMP-9 und YKL-40 kénnen als neue nicht-invasive Biomarker zur einfachen
serumassoziierten Detektion einer zystisch Fibrose-assoziierten Lungenerkrankung

sowie deren pulmonaler Exazerbation dienen.
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8. Summary

Cystic Fibrosis lung disease is characterized by progressively declining lung function
(FEV1 <80%, VC <80%, FEV1/VC <70%) and represents a major factor contributing to
the high morbidity and mortality associated with cystic fibrosis. However, apart from
spirometry, respiratory disease surrogate markers reliably indicating cystic fibrosis lung
disease and the occurrence of pulmonary exacerbations are still lacking. The aim of our
study was to identify novel experimental biomarkers for the detection of cystic fibrosis

lung disease and its exacerbation.

54 adult and 26 pediatric cystic fibrosis patients were included in the study and serum
concentrations of MMP-1, -2, -8, -9, -13, TIMP-1, TIMP-2, YKL-40, hyaluronic acid and
procollagen Il peptide were quantified by ELISA. CF lung disease was diagnosed by
lung function test. Pulmonary exacerbation was defined based on a clinical scoring
established by Rosenfeld in 2001.

Adults and children with moderate to severe cystic fibrosis lung disease exhibited
significantly increased serum expression of MMP-8, MMP-9, YKL-40 and TIMP-1.
Further, MMP-8 (p=0,036), MMP-9 (p=0,012) and YKL-40 (p=0,003) were significantly
increased in adult cystic fibrosis patients suffering from pulmonary exacerbation
compared to those without clinical signs of respiratory exacerbation. MMP-8, MMP-9,
YKL-40 and TIMP-1 serum levels were unaffected by the presence or absence of cystic

fibrosis liver disease or pancreatic insufficiency.

MMP-8, MMP-9 and YKL-40 might serve as novel non-invasive serum-associated

biomarkers of cystic fibrosis lung disease and pulmonary exacerbation.
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Anhang

Einverstandniserklarung

==  UNIVERSITATSKLINIKUM
\gg/ GIESSEN UND MARBURG
Uniersi Giesser g

Standort Giessen

Universitdtskiinikum Gieten und Marburg, Medi: Klinik 11, logie, f. Dr. O
Paul-Meimberg-Str. 5, 35385 GieBen Prot. Dr. med. Elke Roeb

Medizinische Klinik Il, Gastroenterologie
Paul-Meimberg-Str. 5

i ; : i 35385 GieRen, GERMANY
(] nin atl 1
Patienteninformation zur Studie  (0641) 99 42336

) & (0641) 9942339
Friherkennung und Verlauf der

Leberbeteiligung bei Mukoviszidosepatienten eroeb@gmx.de
und anderen chronisch Lebererkrankten mittels Www.med.uni-giessen.de
Elastographie (Fibroscan) Gieen, 29, Mai 2008

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Bei Ihnen wird die Durchfuhrung einer Elastographie der Leber mittels Fibroscan vorgenom-
men. Uber diese Untersuchung wurden Sie ausfiihriich vorher aufgeklart. Die Elastographie-
Untersuchung der L.eber dient der Unterstitzung von Diagnose und Betreuung von Leberpa-
tienten. Die Ergebnisse werden nur von Leberspezialisten interpretiert, denen die Erkran-
kung des Patienten und der klinische Rahmen der Erkrankung bekannt sind. Die Untersu-
chung ist relativ ungefahrlich. Sie entspricht in etwa einer Sonographie (Ultraschall). Die
Fibroscan-Untersuchung sollte nicht angewendet werden bei anderen Organen als der Le-
ber, bei Patienten mit aktiven implantierten Vorrichtungen wie Herzschrittmacher, Defibrillator
oder Pumpen, auf Wunden, bei Schwangeren oder bei Patienten mit Aszites.

im Schwerpunkt Gastroenterologie der Justus-Liebig-Universitat Giessen werden chronische
Lebererkrankungen hinsichtlich des Risikos der Entwicklung einer Fibrose oder Zirrhose hin
erforscht. Zu diesem Zweck bitten wir Sie heute um die zusétzliche Entnahme einer geringen
Menge Serum Uber den klinischen Zweck hinaus. Es werden keinerlei kommerzielle Ziele
verfolgt. Vielmehr dient diese Forschung dazu, in Zukunft bessere Ratschlage bezuglich
Diagnostik, Medikamentengabe und —dosierung bei bestimmten Leber-Erkrankungen geben
U k&hnen.

ihr Einversténdnis ist freiwillig; nach Einwilligung in die Teilnahme an dieser Studie ist es
jederzeit moglich, diese Einwilligung teilweise oder ganz zu widerrufen, ohne dass lhnen
nisraus Nachteile entstehen. Etwaige weitere Fragen richten Sie bitte an Ihren behandeinden
Arzt, der Sie mindlich aufklaren wird.

Wir danken fur thre Mitarbeit.

Das Team der (Gastroenterologie

tiniv.-Prof. Dr. med. Elke Roeb
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JUSTUS-LIEBIG- e

UNIVERSITAT FACHBEREICH

GIESSEN MEDIZIN

Zentrum fiir Innere Medizin*Schwerpunkt Gastroenterologie Medizinische Klinik u. PO]ikali_k 1

_Univ.-Prof. Dr. E. Roeb*Klinikstr. 33. *35385 Giessen Zentrum fiir Innere Medizin
i -Gastroenterologie-

Studie - Internistische Intensivmedizin -
Friitherkennung und Verlauf der Leberbeteiligung bei Leitung: Univ. Prof. Dr. med. Elke Roeb
Mukoviszidose-Patienten und anderen chronisch 35392 GieBen, Klinikstr. 13

Lebererkrankten mittels Elastographie (Fibroscan) & 35385 Gllien

T (0641)985-4 23 38

& (0641)985-423 39

E-Mail:

Elke.Roeb@innere. med.uni-piessen.de

Giessen,

Einwilligungserkldrung

Ich habe die Patienteninformation tiber oben bezeichnete Studie gelesen und verstanden.

Uber Wesen, Bedeutung und Reichweite der Studie sowie meine Beteiligung mit ihren Risiken bin
ich durch Prof. Dr. Roeb und/oder deren Mitarbeiter mundlich aufgeklart worden. Nach
ausreichender Bedenkzeit gebe ich hiermit mein freiwilliges Einverstandnis zur Teilnahme an
dieser Studie. Alle meine Fragen wurden ausreichend beantwortet. Ich willige ein, dass die
Ergebnisse der Elastographieuntersuchung sowie Serum fir Forschungszwecke verwendet
werden. Sollte es erforderlich sein, willige ich auch ein, 15 ml Blut (bei Kindern weniger) zur
Verfugung zu stellen.

Mir ist bewusst, dass ich diese Einwilligung jederzeit widerrufen kann chne das mir dadurch
Nachteile entstehen. Eine Kopie dieser Erklérung habe ich erhalten.

Giessen, den

Unterschrift Patient/-in oder
Gesetzliche/r Vertreter/-in

Giessen, den

Unterschrift Arzt/Arztin
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