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1. EINLEITUNG

1.1. Die Zystische Fibrose

Die Zystische Fibrose (CF), im deutschen Sprachraum auch Mukoviszidose genannt,
ist die haufigste angeborene autosomal rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung
der weif3en Bevolkerung [Levis 1995, Andersen 1946]. Sie wurde 1936 erstmals von
Fanconi beschrieben [Fanconi 1936].

Die Zystische Fibrose zeigt in Abhangigkeit der ethnischen Herkunft eine variable
Erkrankungshaufigkeit. So sind in der kaukasischen Bevélkerung etwa 1/2500 Le-
bendgeburten betroffen, im Vergleich dazu nur 1/17000 in der afro-amerikanischen
Bevolkerung [Welsh et al. 1995].

Bis heute qilt die Zystische Fibrose als unheilbare Erkrankung mit tédlichem Verlauf.
In den letzten zwei Jahrzehnten ist die Lebenserwartung der CF-Patienten stark an-
gestiegen. Nach Angaben des europaischen CF-Registers lag die mittlere Lebens-
erwartung 1999 bereits bei 31,4 Jahren [Ramsey 1996, Koch und Hoiby 1993], wah-
rend sie 1974 noch bei 14 Jahren und 1949 unter einem Jahr lag [Gilligan 1991].

Die kontinuierliche n epidemiologischen Veranderungen der Zystischen Fibrose sind

hauptsachlich auf folgende Aspekte zurtickzuftihren:

? verbessertes Verstandnis der Pathophysiologie

? verbesserte Pankreasenzymsubstitution und somit verbesserte Verwertung

von hochkalorischer Nahrung

? Fortschritte in der antibiotischen Therapie.

| Einleitung
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Das zu behandelnde Patientenkollektiv hat sich demnach verandert: Handelte es
sich friher bei der Zystischen Fibrose fast ausschlie3lich um eine padiatrische
Erkrankung, erreichen heute bereits ein Drittel der Patienten das Erwachsenenalter
[FitzSimmons 1993].

Die Auspragung der Zystischen Fibrose in den einzelnen Organsystemen ist sehr
unterschiedlich. Sowohl die Anzahl der betroffenen Organe als auch der Schwere-

grad der Symptomatik kann von Patient zu Patient stark variieren.

1.1.1. Diagnostik der Zystischen Fibrose

Der Verdacht auf das Vorliegen einer Zystischen Fibrose kann auf Klinische
Symptome oder Risiken in der Anamnese gegriindet sein. Mekoniumileus, chroni-
sche Lungenentziindungen und gastrointestinale Beschwerden, die zu Malabsorption
und zu mangelndem Ernahrungszustand fuhren, sind die wichtigsten Symptome, die
an eine Zystische Fibrose denken lassen.

Charakteristisch ist eine erhéhte Konzentration der Elektrolyte Natrium und Chlorid
im Schweil3 der Patienten. Bereits in volkstimlichen Berichten aus dem 18./19. Jahr-
hundert wurden ,Kinder, die salzig schmeckten und frih verstarben* beobachtet.

Seit 1959 wird diese Symptomatik diagnostisch durch den ,Pilocarpin-lontophorese-
Schweil3-Test” nach Gibson und Cooke genutzt [Gibson und Cooke 1959]. Bis heute
stellt dieser Test den Goldstandard in der Diagnostik der Zystischen Fibrose dar
[Stern 1997]. Pathognomonisch fir die Zystische Fibrose sind Chloridwerte im
Schweil3 von mehr als 60 mmol/l (Normwert: 20-40 mmol/l). In Grenzfallen hat sich
neben der genetischen Diagnostik die nasale Potentialdifferenzmessung (PD-
Messung) in spezialisierten CF-Zentren etabliert [Knowles et al. 1995,
Alton et al. 1990].

Der friher als Suchtest eingesetzte Albumintest (BM-Test), bei dem die Albuminkon-
zentration im Mekonium bestimmt wurde, ist durch den IRT-Test, einer radioimmuno-
logischen Bestimmung des Trypsin im Blut von Neugeborenen, ersetzt worden
[Lyczak et al. 2002]. Dieser Test ist nicht im routinemaf3ig durchgefiihrten Neuge-

borenenscreening enthalten.
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Durch eine Prénataldiagnostik im Sinne einer Chorionzottenbiopsie in der
10.-12. Schwangerschaftswoche oder einer Amniozentese in der 16. Schwanger-
schaftswoche lassen sich mit Hilfe einer DNA-Typisierung die am haufigsten betrof-
fenen Genloci untersuchen. Die pranatale Diagnostik ist immer dann zu erwagen,
wenn in einer Familie bereits ein krankes Kind vorhanden ist. Eine besondere, aber
voraussichtlich in Zukunft haufiger vorkommende, Indikation besteht bei Kinder-

wunsch einer an Zystischer Fibrose erkrankten Frau.

1.1.2. Allgemeine Pathophysiologie der Zystischen Fibrose

Die Zystische Fibrose wird durch Mutation im ,Cystic fibrosis transmembrane con-
ductance regulator* (CFTR) Gen ausgeltst [Kerem et al. 1989]. Das auf dem langen
Arm des Chromosoms 7 (7g31.2) gelegene CFTR Gen setzt sich aus einer Kette von
1480 Aminoséuren zusammen und besteht aus finf Domanen: zwei membrantber-
spannenden Segmenten, zwei zytosolischen Segmenten (NBF1, NBF2) und einer
regulatorischen R Doméane (Abb. 1) [Riordan et al. 1989, Tsui et al. 1985].

) C-Terminus
M-Terminus

Abb. 1: Schematische Darstellung des fiir die Zystische Fibrose analysierten Genproduktes CFTR
[aus Ringe und Petsko 1990]
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CFTR ist ein signalgesteuerter Chloridkanal, der in die Regulation des epithelialen
lonentransports eingreift [Lyczak et al. 2002, Chroneos et al. 2000,
Welsh et al. 1995, Bear et al. 1992, Anderson et al. 1991, Cheng et al. 1991,
Rommens et al. 1989].

Die Funktionsstorung des CFTR bewirkt eine verminderte Wasser- und Natrium-
sekretion in das Drusenlumen [Tsui 1991]. Die Folge ist eine Zunahme der Viskositat
exokriner Sekrete, welche die Funktion der Organsysteme, vor allem an der Epithel
oberflache des Respirations- und Gastrointestinaltraktes, beeintrachtigt. Zudem fthrt
diese Funktionsstérung zu einer veranderte n Elektrolytkonzentration im Schweil3.

Bis heute sind mehr als 1200 verschiedene Mutationen bekannt, die zu dem oben
genannten genetischen Defekt auf dem Chromosom 7 fuhren. Die delta F508 ist die
haufigste Mutation im CFTR-Gen, die bei fast 70% der CF-Patienten in Westeuropa
und den USA vorliegt. Eine Deletion von drei Basenpaaren in Exon 10, die zu einem
Verlust von Phenylalanin in der Position 508 des CFTR Proteins fuhrt, ist dafur ver-
antwortlich [Tsui 1992, Kerem et al. 1989, Riordan et al. 1989]. Etwa die Halfte aller
CF-Patienten in Nordamerika und Europa sind homozygot fir die delta F508 Mutati-

on.

Die CF-Mutationen lassen sich in sechs Klassen einordnen:

Klasse I: CFTR-Proteinsynthese fehlt oder ist gestort

Klasse II: Reifung und Transport des CFTR-Proteins in der Zelle sind gestort
Klasse Ill: Regulation des CFTR lonenkanals ist defekt

Klasse IV: Stérungen in der lonenleitfahigkeit des CFTR Kanals

Klasse V: Storungen der Wechselwirkungen mit anderen Proteinen

Klasse VI CFTR Konzentration in der Zelle ist vermindert.

Patienten mit zwei Mutationen aus den Klassen I, 1l oder lll zeigen das klassische
Krankheitsbild der Zystischen Fibrose mit gastrointestinalem und pulmonalem Befall.
Patienten mit mindestens einer CFTR Mutation der Klassen IV, V oder VI sind a-

mindest bis zum Schulkindalter pankreassuffizient. Einige Mutationen der Klasse IV,
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V oder VI sind mit einem benignen oder aberranten Verlauf der Zystischen Fibrose

assoziiert.

1.1.3. Spezielle Pathophysiologie der Lunge bei der Zystischen Fibrose

Bei einem CF-Neugeborenen weist die Lunge zunéachst keine morphologischen
Schaden auf [Khan et al. 1995]. Der genetisch determinierte CF-Basisdefekt ist fur
die Produktion eines hochviskdsen Sekrets verantwortlich, woraus eine Neigung zur
Inflammation und Infektion resultiert. Im Verlauf der Erkrankung fuhrt dies auch
schon vor Klinischen Symptomen [Abman et al. 1992] zu einer Destruktion des
Lungengewebes und zu Veranderungen im Bronchialsystem [Dinwiddie 2000].

Im Vordergrund der durch den Krankheitsprozess entstandenen Ventilationsstérung
steht die bronchiale Obstruktion. Diese beginnt in der Peripherie und tbertragt sich
auf die grof3en Bronchien mit Fortschreiten des Krankheitsprozesses [Oppenheimer
und Esterley 1975]. Die morphologischen Verdnderungen bestehen wie bei einer
chronisch obstruktiven Bronchitis aus einer Verlegung des Bronchiallumens durch
zédhen Schleim, einer entzundlichen Infiltration der Submukosa und narbiger
Verziehung der peripheren Atemwege.

Zusatzlich kann die bronchiale Obstruktion durch die Hyperreagibilitdt des Bronchial-
systems verstarkt werden, so dass eine Konstriktion der hypertrophierten glatten
Muskulatur, als Folge einer allergischen Reaktion auf ein Allergen (wie z.B. auf
Aspergillus fumigatus bei einer ABPA), auftreten kann. Eine kontinuierlich fort-
schreitende bronchiale Obstruktion auf dem Boden rezidivierender bzw. chronischer
Infektionen, tragt zu einer Parenchymdestruktion mit Lungenemphysembildung bei.
Chronische bronchopulmonale Entziindungen mit einer gestdrten mukoziliaren Clea-
rance fuhren bei CF-Patienten haufig zur Entstehung diffuser Bronchiektasen.

Bei einem kleinen Teil der CF-Patienten kommt es neben der Obstruktion zu einer
restriktiven Ventilationsstérung, die eher als sekundare Folge verschiedener krank-
heitsbedingter Komplikationen (auch extrapulmonal) und nicht als primére Verande-

rung zu erklaren ist.
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Die Kombination von Sekretstase, Minderbeltftung und den daraus resultierenden
pathologischen Veranderungen der Epithelien, férdert virale und vor allem bakterielle
Infektionen [Rosenfeld und Ramsey 1992]. Daraus resultieren weitere Epithelsché-
den [Lyczak et al. 2002], die ihrerseits zum Auftreten neuer Kolonisationen und damit
zu einer Chronifizierung fuhren.

CFTR selbst scheint ein wichtiger Rezeptor bei der bakteriellen Invasion via Endo-
zytose zu sein [Derichs et al. 2004, Pier 2000, Pier et al. 1996] und somit pro-
inflammatorische Wirkung zu besitzen[Davies 2002].

Anhand der untersuchten Entzindungsparameter (Anreicherung neutrophiler Granu-
lozyten, Immunglobulinen, Interleukin-8 und Arachidonséaure) [Freedman et al. 2004,
Armstrong et al. 1995] konnte festgestellt werden, dass die beschriebenen Entzin-
dungsreaktionen bereits innerhalb der ersten vier Lebensmonate stattfinden
[Khan et al. 1995]. Zuséatzlich wird das Lungengewebe durch bakterielle Virulenz-
faktoren und durch frustrane Abwehr des Immunsystems aus zerfallenden Leuko-

zyten, welche massenhaft Elastase freisetzen, geschadigt [Elborn und Schale 1990].

1.1.4. ,Mikrobiologie“ der Zystischen Fibrose

Die besondere Konsistenz und Zusammensetzung des Bronchialsekretes bei der
Zystischen Fibrose, sowie die Storung der mukoziliaren Clearance, sind pré-
disponierende Faktoren fur bakterielle Infektionen [Smith et al. 1996, Govan 1992].
Kennzeichnend ist ein viskds-schleimiges, oft grines, purulentes Sputum
[Pamsey 1996].

Typisch fur die Zystische Fibrose ist das Uberwiegen bakterieller Infektionen in der
Lunge. Eine danische Studie konnte in 63% bakterielle und in nur 6% virale Infektio-
nen bei einer akuten Exazerbation nachweisen [Pedersen et al. 1981].

Aul3erhalb des Respirationstraktes haben CF-Patienten keine erhdhte Infektneigung
[Hoiby 1977].
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1.1.5. Viren

Die sich hauptséchlich auf den Respirationstrakt auswirkenden Viren, wie
Influenza A und B, Parainfluenza 1 und 3, Rhinoviren, Adenoviren und besonders
das respiratorische—Syncytial-Virus (RSV), spielen als Verursacher akuter Exazerba-
tionen eine untergeordnete Rolle [Prober 1991, Pedersen et al. 1981]. Insbesondere
im Kleinkindesalter gelten sie als Wegbereiter fir bakterielle Superinfektionen. Durch
virale Vorschadigung des Respirationstraktes kann dieser leichter von Bakterien be-
siedelt werden [Conway et al. 1992, Johansen et al. 1992, Abman et al. 1991]. Dies
zeigt sich vor allem bei der haufigen Entwicklung einer chronischen Pseudomonas
aeruginosa Infektion der CF-Patienten nach einer RSV Besiedelung [Johansen und
Hoiby 1992, Pedersen et al. 1981].

1.1.6. Pilze

Aspergillus fumigatus, Candida albicans und gelegentlich Exophilia dermatidis sind
die haufigsten Pilzarten, die im Atemtrakt von CF-Patienten gefunden werden
[Blaschke-Hellmessen et al. 1991, Haase et al. 1991]. Bei alteren Kindern und
jungen Erwachsenen stellt die ,allergische, bronchopulmonale Aspergillose (ABPA)*
eine besondere Komplikation bei Infektionen mit Aspergillus fumigatus dar [Mussaffi
et al. 2000, Paul et al. 1996, Schirmann und Reinhardt 1996].
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1.1.7. Bakterien

Fur das Fortschreiten der pathologischen Lungenverédnderungen sind hauptsachlich
Bakterien verantwortlich [Gilligan 1991, Govan 1990]. Sie zeigen bei der Zystischen

Fibrose eine charakteristische Altersabhangigkeit:

100%
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Altersgruppe (Anzahl der Patienten)

Abb. 2: Altersabhéngigkeit der Pravalenz CF-relevanter bakterieller Erreger [aus Bauernfeind und
Przyklenk 1997]

In den ersten Lebensjahren werden pulmonale Infektionen mit Haemophilus
influenza Typ B, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa und Burkholderia cepacia beobachtet (Abb. 2). Nach dem flnften Le-
bensjahr dominieren die Infektionen mit Pseudomonas aeruginosa [Pedersen 1992].
Keime, die ebenfalls haufig zu finden sind: Stenotrophomonas maltophilia, E. coli,
Klebsiella pneumoniae sowie Proteus spezies [Pedersen et al. 1986, Hoiby 1982 und
1974].

Studien aus dem Jahre 1946 zeigen noch eine niedrige Pravalenz fur Infektionen
durch Pseudomonas aeruginosa [diSant’Agnese und Anderson 1946]. Seitdem ist
ein stetiger Anstieg von Infektionen mit Pseudomonas aeruginosa und Staph. aureus
zu verzeichnen (Abb. 3) [Govan 1990, Pier 1985].
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Abb. 3: Bakterielle Erreger der tieferen Atemwege von CF-Patienten kurz vor dem Tod oder nach
Autopsie [Hoiby 1982]

1.1.7.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ist ein grampositives Kugelbakterium, welches typischer-
weise bei Infektionen der Haut und Hautanhangsgebilde zur klassischen Abszess-
bildung fihrt. Ausgehend von grof3en Furunkeln kann es zur Osteomyelitis oder zur
Infektion innerer Organe mit septischen Krankheitsbildern kommen. S. aureus ist
einer der Hauptverursacher von nosokomialen Infektionen und bei 50% der CF-
Patienten besiedelt er in den ersten Lebensjahren den Bronchialtrakt (Abb. 2)
[Gilligan 1991]. Vor dem Einsatz suffizienter Antibiotikatherapien verstarben mehr als
90% der CF-Patienten in sehr jungen Jahren an respiratorischen S. aureus Infektio-
nen [Gilligan 1991, Andersen 1938]. Aufgrund der stetigen Weiterentwicklung der
antibiotischen Therapeutika spielen die S. aureus Infektionen heutzutage keine ent-
scheidende Rolle in der Mortalitat, sondern vielmehr in der fortschreitenden pulmona-
len Verschlechterung von CF-Patienten [Govan und Nelson 1992, Déhring et
al. 1990]. Ahnlich wie bei viralen Infektionen kénnen sie zu einer Schadigung des
Lungengewebes fuhren, welche die Besiedelung u.a. mit Pseudomonas aeruginosa

beglnstigt [Hoiby 1982]. Diese Kombination von S. aureus und Pseudomonas
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aeruginosa konnte regelmaRig bei Patienten mit schlechtem klinischen Allgemein

zustand nachgewiesen werden [Hudson et al. 1993].

1.1.7.2. Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae gehdort zur physiologischen Flora des oberen Respirations-
traktes. Bekapselte Stamme vom Typ B sind vor allem bei Kindern als Verursacher
invasiver Infektionen, wie Meningitiden bekannt. Bei CF-Patienten lassen sich Uber-
wiegend nichtbekapselte Stdmme nachweisen. Haemophilus influenzae gilt als mog-
licher Verursacher akuter Exazerbationen chronischer Lungenerkrankungen bei CF-
Patienten [Pedersen 1992].

1.1.7.3. Burkholderia cepacia

Burkholderia cepacia (frher: Pseudomonas cepacia [Govan und Deretic 1996])
findet sich selten als Erreger nosokomialer Infektionen. Im Verlauf der letzten 20 Jah-
re zeigte der Keim vor allem bei alteren CF-Patienten eine endemische Zunahme
[Hoiby 1982]. Im Vergleich zu Pseudomonas aeruginosa ist seine Pravalenz insge-
samt niedriger [FitzSimmons 1993]. Die CF-Patienten mit einer Burkholderia cepacia
Infektion zeigen neben asymptomatischen Verlaufen (chronische Trager), Verlaufe
mit langsam fortschreitender Verschlechterung und zum Teil letalem Ausgang
(B. cepacia-Syndrom) [Nelson et al. 1991]. Die Kombination von Burkholderia
cepacia und Pseudomonas aeruginosa ist zur Interaktion fahig und bildet Biofilme in
den Lungen von CF-Patienten [Eberl et al. 2004].

| Einleitung




Die Bedeutung des Virulenzfaktors Adhéasion von Pseudomonas aeruginosa bei der
Zystischen Fibrose — Untersuchungen an europaischen Zwillingen und Geschwistern— 11

1.1.8. Die gastrointestinale Manifestation bei der Zystischen Fibrose

Die Zystische Fibrose geht typischerweise mit gastrointestinalen Symptomen wie
Funktionsstérungen von Leber, Pankreas und Darm einher. Durch die abnorm zihen
Sekrete kommt es im Pankreas zu einer Verlegung der Ausfuhrungsgange und
folgend zu ihrer zystischen Erweiterung. Die pankreasspezifischen Verdauungs-
enzyme gelangen nicht in das Duodenallumen, was Maldigestion, Malabsorption,
Steatorrhoe und Gedeihstérungen zur Folge hat Ebenso kann es wegen des nach-
folgenden Unterganges von endokrinem Pankreasgewebe zur Entwicklung eines
Diabetes mellitus kommen. Durch Rickstau der ebenfalls eingedickten Galle entsteht
eine biliare Zirrhose mit deren Folgeerscheinungen. Ein Mekoniumileus tritt bei
5-10% der CF-Patienten in den ersten Lebenstagen als typische Erstmanifestation
auf [Sheppard 1995]. Bei einem Teil der Patienten fuhrt der hochviskése Darm-
schleim zum intestinalen Obstruktionssyndrom, zur Darminvagination oder zum

sekundaren Rektumprolaps.

1.1.9. Weitere Manifestationsorte der Zystischen Fibrose

Auch in den Geschlechtsorganen wird ein hochviskdses Sekret gebildet. Bei mannli-
chen CF-Patienten fuihrt dies zu einer Obliteration des Ductus deferens.

Eine Azoospermie und konsekutive Infertilitdt sind die Folge. Bei Frauen kann die
Veréanderung des Zervixschleims die Fertilitat ebenfalls herabsetzen.

Die abnorme Schweil3produktion mit hohen Natriumchloridmengen kann bei An-
strengung und groRBerer Hitze zu einer schweren hypotonen Dehydratation mit

resultierender metabolischer Alkalose und prarenalem Nierenversagen fuhren.
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1.2. Pseudomonas aeruginosa

1.2.1. Geschichtliches

Bereits 1786 versuchte Otto Friedrich Miller aus Kopenhagen eine Bakteriensyste-
matik mit wissenschaftlicher Nomenklatur zu schaffen. Dabei unterschied er zwi-
schen beweglichen Mikroben, die er als ,Zittertierchen” oder Vibriones bezeichnete
und unbeweglichen ,Urkérperchen® oder Monaden.

Ende des 19. Jahrhunderts erkannte man, dass es bewegliche Stabchenbakterien
gab, die nicht in das Schema der Vibrionen einzuordnen waren. Es handelte sich
vielmehr um ,falsche, weil bewegliche, Urkérperchen®, also Pseudo-Monaden.
Pseudomonas aeruginosa ist der Verursacher des blaugrinen Wundeiters. Die grin-
spanartige Verfarbung der Wundverbdnde (aeruginosus = grinspanartig) war na-

mensgebend. 1882 gelang Gessard die erste Reinkultur.

1.2.2. Allgemeines - Definition

Pseudomonas aeruginosa ist ein gramnegatives, nicht sporenbildendes Stabchen-
bakterium, welches meist leicht gebogen ist und ubiquitar in Wasser sowie im Boden
vorkommt. Es ist durch eine oder mehrere polar angeordnete Geif3eln beweglich
[Vasil 1986].

Pseudomonaden sind obligate Aerobier, die zur Abdeckung ihres Energiebedarfs
Sauerstoff als terminalen Elektronenakzeptor bendtigen. Die Keime weisen eine
hohe natirliche Antibiotikaresistenz auf und sind beziglich ihrer Umwelt anspruchs-
los. Pseudomonas aeruginosa ist ein haufiger und gefiirchteter Erreger nosokomialer

Infektionen.

| Einleitung




Die Bedeutung des Virulenzfaktors Adhéasion von Pseudomonas aeruginosa bei der
Zystischen Fibrose — Untersuchungen an europaischen Zwillingen und Geschwistern — 13

Des Weiteren findet man Pseudomonas aeruginosa bei Patienten mit folgenden Er-
krankungen [Tredgett et al. 1990]:

? chronisch obstruktive Bronchitis anderer Ursache (z.B. Immotiles Zilien
Syndrom),

? Infektionen der Respirationsorgane durch kontaminierte Inhalationsgerate
oder Klimaanlagen,

? Otitis media durch Besuche in nicht gechlorten Schwimmbadern,

? Infektionen von postoperative n Wunden und Brandwunden,

? rezidivierende Harnwegsinfektionen.

Die Pseudomonas aeruginosa Infektion ist nicht spezifisch fiur die Zystische Fibrose,
aber sie kommt bei dieser Erkrankung haufiger als bei anderen chronisch obstrukti-
ven Lungenerkrankungen vor. Sie wird bei der Zystischen Fibrose mit einer Pra-
valenz von 25% unterhalb des ersten Lebensjahres und im Erwachsenenalter tber
80% angegeben [Govan et al 1996, Koch et al. 1993, Pedersen 1992]. Die Inzidenz
betragt in Deutschland sowie in Europa 8% [Doéring 1998].

1.2.3. Morphologie

Die Kolonien von Pseudomonas aeruginosa sind typischerweise flach, unregelmafig
begrenzt, im Randbereich gezahnt, metallisch glanzend und durch Pigmente
(z.B. Pyocyanin) gefarbt (Abb. 4). Sie weisen einen eindringlichen suRlich-
aromatischen Geruch auf. Pseudomonas aeruginosa bildet auf bluthaltigen Nahr-

boden in der Regel eine Beta-Hamolyse aus [Johnson und Boese-Marrazzo 1980].
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4

Abb. 4: Drei-Osenausstrich von P. aeruginosa auf einer Agarplatte

1.2.4. Pseudomonas aeruginosa bei der Zystischen Fibrose

Ausgangspunkt intensiver Forschung sind die Beobachtungen, dass Pseudomonas
aeruginosa bei der Zystischen Fibrose ab einem bestimmten Alter der vorherrschen-
de Keim ist (Abb. 2). Eine Vorschadigung des Epithels durch virale und andere bak-
terielle Infektionen flhrt zu einer erhéhten Pravalenz von Pseudomonas aeruginosa
[Pedersen 1992, Prober 1991]. Nach Besiedelung der tiefen Atemwege ist er selbst
durch intensivste Antibiotikatherapie nicht mehr zu eliminieren. Dies fuhrt zu der fir
die Zystische Fibrose typischen Chronifizierung der Infektion mit diesem Erreger
[Davies 2003, Le Bourgeois 2003, Di Martino 2001, Di Martino et al. 2000,
Hoiby 1982].

Des Weiteren wurde festgestellt, dass bei Infektionen mit Pseudomonas aeruginosa
andere bakterielle Keime fehlen. Dies liegt an der Fahigkeit von Pseudomonas
aeruginosa, Substanzen wie Pyocyanin zu synthetisieren, die das Wachstum anderer
Bakterien inhibieren [Machan et al. 1991].
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Die Erstinfektion mit Pseudomonas aeruginosa erfolgt haufig durch Klinikaufenthalte
in CF-Zentren und Rehabilitationseinrichtungen oder durch Kontakte mit erkrankten
Geschwistern [Jensen et al. 1997, Renders et al. 1997, Tummler et al. 1997, Govan
et al. 1992, Zimakoff et al. 1983].

CF-Patienten bleiben im Regelfall Uber viele Jahre von demselben Pseudomonas
aeruginosa-Stamm besiedelt [Romling et al. 1994, Tredgett et al. 1992,
Horrevorts et al. 1990, Ojenyi et al. 1990].

1.2.5. Adh&sion von P. aeruginosa und dessen Bedeutung in der

Pathophysiologie der Lungenschadigung

Bei in vitro Versuchen liel3 sich eine erhdhte Adhasion von Pseudomonas aeruginosa
sowohl an den Rezeptoren im Bronchialschleim [Dealer et al. 1992] als auch an
»hackten Epithelzellen* des respiratorischen Epithels von CF-Patienten nachweisen
[Imundo et al. 1995, Zar et al. 1995, Cervin et al. 1994]. Dies ist in Publikationen fur
Typ 1l Alveolarepithelzellen A549, verschiedene Bronchialepithelzelllinien sowie fir
nicht respiratorisches Epithel beschrieben Davies et al. 2001, Fleiszig et al. 2001,
Jendrossek et al. 2001, Ratner et al. 2001, Garrity-Ryan et al. 2000].

In Inokulationsversuchen siedelte sich Pseudomonas aeruginosa besonders auf
krankhaft verandertem respiratorischem Epithel an und war hochaffin gegeniber
Mukus [Hoiby 1998, Tsang et al. 1994, Koch et al. 1993, Nelson et al. 1990].

Dieser Mukus befindet sich diskontinuierlich auf dem respiratorischen Epithel, haupt-
sachlich in der Trachea und in den Bronchien. Unter anderem befinden sich dort auf
der Oberflache Defensine, die gegeniber Bakterien, Viren und Pilzen toxisch sind,
indem sie in deren Zellmembran inserieren und diese dadurch permeabel machen.
Diese antimikrobielle Wirksamkeit der Defensine scheint von der Salzkonzentration
des Umgebungsmilieus abhangig zu sein, denn bei hoheren NaCl-Konzentrationen
im Sekret der CF-Patienten wird diese Aktivitdt entscheidend inhibiert [Smith et
al. 1996]. Eine Restfunktion der Chloridsekretion schitzt nicht vor einer

Pseudomonas aeruginosa — Infektion, so dass neben den CFTR-assoziierten Fakto-
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ren andere Faktoren den Zeitpunkt der Infektion mitbestimmen missen [Derichs et
al. 2004].

Die pulmonale Manifestation der Zystischen Fibrose ist zum Teil auf die Aktivierung
neutrophiler Granulozyten und Alveolarmakrophagen zurtickzufiihren. Die Persistenz
von Erregern (P. aeruginosa) oder haufige Reinfektionen (S. aureus) fuhren zu
einem standigen Einstrom phagozytierender Zellen in die Lunge. Folge sind frustrane
Phagozytoseversuche [Doring et al. 1995]. Weiter werden neutrophile Granulozyten
chemotaktisch stimuliert, sowie das Komplementsystem und weitere immunologische
Abwehrsysteme aktiviert [Kharazmi et al. 1986]. Durch Uberwiegen proinflamma-
torischer Substanzen kommt es zu nachfolgenden Gewebsschadigungen; eine
besondere Stellung hat dabei die Neutrophilenelastase [Pedersen et al. 1992].

Der Ubergang zur chronischen Pseudomonas aeruginosa-Infektion ist variabel
[FitzSimmons 1993] und fihrt bei CF-Patienten zu einer starken spezifischen Anti-
korperproduktion gegen die im Weiteren erlauterten Antigene [Fomsgaard 1998,
Hoiby 1998, Kronborg 1995].

1.2.6. Virulenzfaktoren von P. aeruginosa

Bei Betrachtung der immunologischen Ebene wird deutlich, dass das menschliche
Immunsystem eine Reihe von Pseudomonas Antigenen erkennt und entsprechende
Antikorper bilden kann (z.B. Lipopolysaccharide, Exotoxin A und Alginat).

Diese Virulenzfaktoren ermoglichen das Durchbrechen der Abwehr und damit das
Zustandekommen einer Infektion mit resultierenden Schaden an den Wirtszellen.
Virulenz ist zumeist multifaktoriell und das Ergebnis der Wechselwirkung von erreger-
und wirtseitigen Faktoren. Eine wesentliche pathogenetische Funktion von
Pseudomonas aeruginosa bei der Zystischen Fibrose ist seine Fahigkeit zu fester
und dauerhafter Bindung.

Die bakterielle Adh&sion an den Oberflachenrezeptoren des respiratorischen Epithels
stellt den ersten Schritt der Infektion dar. Als Adhasine an die Epithelzellen der
Trachea, des Oropharynx oder an den Schleim der Atemwege gelten Pili [Marcus et
al. 1989, Russell et al. 1989], Flagellen [Feldman 1998], Geil3eln [Feldman et al.
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1998], Exoenzym S [Baker et al. 1991, Albus 1989] sowie Lipopolysaccharide [Gupta
et al. 1994]. Auf dieses Molekll wird wegen seiner Bedeutung fir die Adhéasion im
Folgenden naher eingegangen [Hoiby 1995].

Lediglich das Polysaccharid Dextran und wenige Antibiotika, wie z.B. Azithromycin,
haben einen Effekt auf die Adhéasion von Pseudomonas aeruginosa
[Baumann et al. 2001, Barghouthi et al. 1996].

1.2.6.1. Lipopolysaccharide

Lipopolysaccharide, auch Endotoxine genannt, sind Molekiile, die fest an die aul3ere
Oberflache gramnegativer Bakterien gebunden sind und einen integralen Bestandteil
der aufleren Membran bilden. Aul3en bestehen sie aus einer Polysaccharidkette,
einem Kernoligosaccharidkomplex und einem zentralen Lipid-A-Teil. Die Vielfalt der
so genannten O-Typen von Lipopolysacchariden entsteht durch Variation der Anzahl
und der Zusammensetzung der Polysaccharidkette n [Fomsgaard 1990]. Im Rahmen
der Chronifizierung der Infektion mit Pseudomonas aeruginosa ist eine Reduktion an
Polysaccharidketten (rough type) und eine durch die geringere Variabilitat der
Core-und Lipid-A-Struktur bedingte Polyagglutinabilitdt die Folge [Pedersen 1992,
Ojeniyi 1991, 1990 und 1985].

Lipopolysaccharide gelten daneben als wesentliche Mediatoren der Komplementakti-
vierung [Jensen et al. 1993]. Die sehr hohen Antikorpertiter, die im Serum chronisch
infizierter CF-Patienten nachgewiesen werden konnten, sind im Sinne eines Elimina-
tionsmechanismus des Koérpers zu deuten, welcher aus der Lunge ins Serum Uber-
getretene LPS-Molekile neutralisiert und auf diese Weise endotoxische Symptome
verhindert [Kronborg et al. 1995].
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1.2.6.2. Flagellin

Pseudomonas aeruginosa ist u.a. durch das Vorhandensein von Flagellin
[Hybiske et al. 2004] in der Lage, an die basalen Schichten des respiratorischen
Epithels zu adharieren. Dies findet vor allem in nicht intakten Bereichen, dem so-

genannten ,nackten respiratorischen Epithel”, statt [Tsang et al. 2003].

1.2.6.3. Neutrophilenelastase

Die Neutrophilenelastase stimuliert die Interleukin 8 Produktion der respiratorischen
Epithelzellen und fuhrt somit zu einer vermehrten Schleimproduktion. Insgesamt be-
hindern die Proteasen die lokale unspezifische Immunantwort bei initialer
Pseudomonas aeruginosa Infektion [Hoiby und Koch 1990] und induzieren eine stark

ausgepragte Bildung spezifischer Antikorper gegen bakterielle Toxine und Enzyme.

1.2.6.4. Exotoxin A

Die am starksten toxische Substanz, die von Pseudomonas aeruginosa produziert
wird, ist das Exotoxin A. Im Vergleich zu Endotoxin hat es eine 10.000-fach erhohte
Toxizitat [Liu et al. 1973]. Durch rezeptorvermittelte Endozytose sind in erster Linie
das Alveolarepithel und das pulmonale Endothel betroffen [Bourke et al. 1998
und 1994, FitzGerald 1980]. Granstrom et al. untersuchten den Antikorperverlauf
gegenuber Exotoxin und stellten eine Erh6hung der Antikérper gegen Exotoxin A bei

der chronischen Pseudomonas aeruginosa Infektion fest [Granstrom et al. 1984].
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1.2.6.5. Mukoexopolysaccharid (Alginat)

Alginat ist ein heterogenes mukoides Exopolysaccharid aus Mannuronsaure und Ga-
luronsaure [Russell und Cacesa 1989], welches zuerst bei Meeresalgen nachgewie-
sen wurde. Linker und Jones beschreiben erstmals eine &ahnliche Substanz bei
mukoiden Formen von Pseudomonas aeruginosa [Linker und Jones 1966], die in
groRerer Menge bei der chronischen Pseudomonas Infektion von CF-Patienten syn-
thetisiert wird [Meluleni et al. 1995].

Der Schleim gilt als bedeutsamer Faktor flr die Pathogenese der Zystischen Fibrose,
da die meisten ubrigen potentiellen Virulenzfaktoren von mukoiden Stdmmen nicht
exprimiert werden [Govan et al. 1996]. Alginat ist die Grundsubstanz des Biofilms
[Hoiby 1998, Pedersen 1992, Giwercman et al. 1991] Es wirkt als Barriere gegen die
Immunmechanismen des Kdrpers sowie gegeniuber angreifenden Antibiotika [Koch
et al. 1993] und spielt somit eine immunmodulatorische Rolle [Hoiby 1998, Govan et
al. 1996, Pedersen 1992]. Aufgrund von Bindungsversuchen verschiedener Exopoly-
saccharide an respiratorische Zellen vermutet man, dass Alginat als Ligand fur die
Adhasion von Pseudomonas aeruginosa agiert [Marty et al. 1998]. Hinzu kommt die
mechanische Auswirkung auf das sich zunehmend verengende Lumen des
Endobronchialraums.

Weitere Bakterien, welche ebenfalls Alginat produzieren, sind nicht humanpathogen
[Pedersen et al. 1989].

1.2.7. Mukoide Wachstumsform

Aktuelle molekularbiologische Studien konnten zeigen, dass Veranderungen im Le-
bensraum der Keime, beispielsweise ein vermindertes Nahrungsangebot oder
steigende Osmolaritat, Spontanmutationen zur Folge haben kdnnen. Diese erhdhte
Rate an Spontanmutationen fihrt wiederum zu einer Veranderung der Produktion
von Alginat. Es kommt zu einem typischen Phanotypwechsel der Keime, die dann in

einer mukoiden Form auftreten und Mikrokolonien bilden [Doring 1997, Govan und
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Deretic 1996, Deretic et al. 1994 und 1990, Pedersen 1992, May et al. 1991,
Hoiby 1974]. Dabei sollen laut Mathee et al. wahrend der Entziindungsreaktion durch
Leukozyten freigesetzte Sauerstoffradikale eine Uberproduktion von Alginat
indizieren [Mathee et al. 1999].

Bei etwa 10% der Patienten lassen sich bereits zu Beginn der Besiedelung mukoide
Keime finden und bei etwa 50% treten diese bereits in der initialen Phase der Besie-
delung auf [Hoiby 1974]. Somit beherbergen CF-Patienten h&ufig mukoide und
nicht-mukoide Stamme gleichzeitig nebeneinander.

Die Bakterienkolonien produzieren Polysaccharide, die den Biofilm in Form einer
Matrix umgeben. Der grof3te Teil der Matrix wird von kleinsten Wasserkanalchen
durchzogen. Durch diese werden die Mikrokolonien mit wassergelostem Sauerstoff
versorgt [Costerton et al. 1994]. Antikorper haben die Fahigkeit, diesen Biofilm zu
penetrieren [Meno und Amako 1990].

Die im Biofilm wachsenden Bakterien bewirken eine andauernde Aktivierung ver-
schiedener Entziindungsparameter und sind im Falle von Pseudomonas aeruginosa
bei der Zystischen Fibrose oftmals Ursache von chronischen, gewebszerstérenden
Entztindungsprozessen [Kharazmi et al. 1999].

Obwohl der mukoide Phanotyp von Pseudomonas aeruginosa eigentlich ein
defizienter Organismus mit geringerer Produktionsrate von Exotoxinen ist, wird er als
der pathogenere Phanotyp angesehen [Kharazmi et al. 1999, Hoiby 1998, Pedersen
et al. 1992 und 1990, Brown et al. 1990].
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1.3. Zwillingsstudien bei der Zystischen Fibrose

Im Rahmen der CF-Forschung sind Untersuchungen an Zwillingen und Geschwister-
paaren, die an Zystischer Fibrose erkrankt sind, weit verbreitet. An diesem speziellen
Patientenkollektiv kann der Einfluss auf unterschiedliche genetische Faktoren
reduziert werden [Bronsveld et al. 2000 und 2001]. Ein weiterer Ansatz trifft den
Aspekt des gemeinsamen Aufwachsens der Kinder. Die Zwillings- und Geschwister-
paare wachsenin derselben Umgebung auf. So teilen sie meist ihren soziobkono-
mischen Status, die generellen Lebensbedingungen und dariber hinaus auch ver-
gleichbare therapeutische Behandlungsstrategien.

Bei heterozygoten CF-Zwillingen und CF-Geschwistern findet man ein Patienten
kollektiv, in dem unterschiedliche genetische L&sionen differenziert analysiert werden
kénnen [Bronsveld et al 2001, Dolan and Boomsma 1998, Phillips 1993].

Bei monozygoten Zwillingen mit dem gleichen genetischen Hintergrund sind externe
Faktoren, wie die Besiedlung mit Mikroorganismen und deren Bedeutung fir den

Krankheitsverlauf besonders gut vergleichbar.

1.4. Fragestellung

In der Gruppe der CF-Zwillinge und Geschwister ist eine Infektion mit demselben
Pseudomonas aeruginosa Stamm wahrscheinlich. Der Verlauf der Lungen
erkrankung ist dennoch meist unterschiedlich. Somit ergeben sich die Fragen, ob
dieselben Pseudomonas aeruginosa Stamme eine unterschiedlich ausgepréagte
Fahigkeit zur Adhasion zeigen und ob dieser Virulenzfaktor ein wichtiges Einfluss-
kriterium fir den Verlauf der Lungenerkrankung ist. Da es ebenfalls unterschiedliche
klinische Verlaufe unter den CF-Zwillingen und Geschwistern gibt, erscheint es
denkbar, dass die Starke der Adhasion von Pseudomonas aeruginosa den klinischen

Zustand des CF-Patienten beeinflusst.
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Dazu sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Zeigen genotypisch gleiche Pseudomonas-Isolate von CF-Zwillingen und Ge-
schwistern identisches Adhasionsverhalten im Rahmen einer Infektion?

Ist der Virulenzfaktor Adhasion eine fir einen bakteriellen Genotypen spezifi-
sche Eigenschaft?

2. Korreliert die ,Starke der Adhasion* mit dem klinischen Zustand des CF-
Patienten? Gehen ,niedrige Adhasionen” mit einer guten Lungenfunktion
einher?

3. Gibt es unterschiedliche Kklinische Verlaufe einer Zystischen Fibrose bei
monozygoten Zwillingen versus Geschwistern?

4. Zeigt sich bei der in beiden Zwillingspaaren mild verlaufenden Zystischen
Fibrose auch ein A&hnliches Adhasionsverhalten von Pseudomonas
aeruginosa? Zeigen sich bei Zwillingspaaren mit unterschiedlichen klinischen
Verlaufen auch unterschiedliche ,Adhasionsstarken® von Pseudomonas

aeruginosa?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Chemikalien

Zellmedium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) mit Zusatzen von 10% FCS
(hitzeinaktiviert), 2mM L-Glutamin, 50 U/ml
Penicillin/Streptomycin und 1mM Na-pyruvat

HBSS (Hanks™ balanced salt W/O Phenol red)

BSA (bovine serum albumine)

PBS (phosphat buffered saline)

Natriumborat (20mM Borsaure und 150mM NacCl, pH 9,0)

Hepes

Flissigmedium LB

Formalin 0,5%

Alle Substanzen wurden in héchstmdglichem Reinheitsgrad von kommerziellen Her-
stellern bezogen.

2.2. Verwendete Gerate

Milligrammwaage (Sartorius® analytic)
Schittelbrutschrank (Biometra® APT Line)
Schuttelwasserbad (Koéttermann® 244)

UV-VIS Spektrophotometer (Shimadzu® UV mini 1240)
Zentrifuge (Hettich Rotanta®/TRC)

Brutschrank (Heraeus® HERAcell)

Sterilwerkbank (Heraeus® HERAsafe)

Tiefkuhlschrank (Heraeus® HERAfreeze)
Auflicht-Mikroskop (Zeiss® ID 03)
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Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss®)
Fluoreszenz-Lampe (Kappa® Cystische Fibrose 15/4 MCC MCU II)

Software (Image Pro Plus®, The Proven Solution, Version 3.0, Media Cybernetics)

2.3. A549-Zellkultur

A549 ist eine humane Lungenkarzinom-Zelllinie. Hierbei handelt es sich um gut
differenzierte Pneumozyten Typ Il, die aus einem Alveolarepithelkarzinom eines
Mannes aus dem Jahre 1972 stammen. lhr Wachstum ist adharent im Monolayer
und sie sind nach Passage in einer 1.5 bis 1:10-fachen Verdinnung nach 4-7 Tagen
erneut konfluent.

Die Inkubation erfolgt bei 37°C und 5% CO; in ,Dulbecco’s Modified Eagle Medium*
mit Zusatzen von 10% FCS, 2mM L-Glutamin, 50 U/ml Penicillin/Streptomycin und
1mM Natriumpyruvat. Unter diesen Bedingungen betréagt die Verdopplungszeit etwa
30 Stunden [DSMZ 2002].

Bisherige Verwendung fand A549 bei Forschungen Uber Interaktionen zwischen
Pseudomonas aeruginosa [Chi et al. 1991] und anderen Keimen. Zudem wurde A549
bei Untersuchungen von Adhasinen wie beispielsweise Typ 4-Pilus [Hahn 1997] und

Protein F [Azghani et al. 2002] verwendet

2.4. Passagieren von A549 und deren Aussaat

Die Zellen wurden meist in 75ml Falkonflaschen inkubiert. Das Medium wurde alle
zwei bis drei Tage vorsichtig mittels Pipette abgesaugt und durch ein auf 37°C auf-
gewarmtes Medium ersetzt. Bei Konfluenz wurden die A549 Zellen spétestens in
wochentlichen Abstéanden passagiert.

Das Medium wurde dann mit einer Pipette abgesaugt und der Monolayer einmalig
mittels PBS (pH 7,2) von Mediumresten befreit. Eine, je nach Gr6Re der Falkon
flasche, definierte Menge an Trypsin/EDTA (4/8/15ml) wurde zugegeben und funf

Minuten im Brutschrank inkubiert. Diese Zeitvorgabe wurde genau eingehalten, um
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die A549 Zellen nicht zu schadigen. Die entstandene Suspension, der vom Boden
abgeltsten Zellen, wurde in doppelter Menge Medium/PBS resuspendiert und bei
1180Upm bei 25°C zehn Minuten zentrifugiert. Nach erneuter Resuspension in Me-
dium erfolgte die Verdiinnung der Zellzahl auf 10° A549/ml. Die definierte Zellzahl
wurde auf 12-well-Monolayer mit je 10° A549/Cup ausgesét und innerhalb von zwei
Tagen bei 37°C und 5% CO, zur Konfluenz ink ubiert (Abb. 5).

Abb. 5: konfluente A549 unter Auflichtmikroskopie

Alle Arbeiten mit den A549 Pneumozyten wurden unter sterilen Bedingungen unter

der Herasafe® Sterilwerkbank durchgefihrt.

2.5. Untersuchtes Probenmaterial und Patientenkollektiv

Die Pseudomonas aeruginosa Sputumproben von CF-Zwillingen und Geschwistern
stammen von der Klinischen Forschergruppe ,Molekulare Pathologie der Muko-
viszidose* der Medizinischen Hochschule Hannover und wurden fir diese wissen-
schaftliche Arbeit zur Verfugung gestellt. Die Sputumproben wurden den CF-

Zwillingen und Geschwistern zeitgleich in mehreren europaischen CF-Zentren
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entnommen und charakterisiert. Der Transport der Proben erfolgte in gefrorenem
Zustand von Hannover an das Kinderimmunlabor des Zentrums fur Kinder- und Ju-
gendmedizin des Universitatsklinikums Dusseldorf. Sie wurden dann bei -80°C
asserviert.

Fur diese Arbeit standen Sputumproben und klinische Daten von 27 Geschwister-
paaren zur Verfigung. Darunter waren acht homozygote Zwillingspaare (29,6%), funf
dizygote Zwillingspaare (18,5%) und 14 Geschwisterpaare (51,9%) (Abb. 6). Bei
einer Geschwistergruppe handelt es sich um drei Geschwister, die an Zystischer

Fibrose erkrankt sind. Insgesamt handelt es sich damit um 55 CF-Patienten (einmalig

drei Geschwister).

Zwillings- und Geschwisterverteilung
100%
8 Omonozygote
80% —|  Zwillinge
mdizygote
O Geschwister
40% —
14
20%
0%
Abb. 6: Zwillings - und Geschwisterverteilung

Aus den vorliegenden Proben wurden 100 verschiedene phanotypische Staémme von
Pseudomonas aeruginosa isoliert. Alle Bakterienisolate wurden bereits mittels

Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP) genotypisiert (Bsp. Abb. 7).
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Abb. 7: RFLP klonaler Varianten von P. aeruginosa eines CF-Patienten

2.5.1. Vorkommen verschiedener P. aeruginosa Stamme

Anhand der Morphologie wurden verschiedene Pseudomonas aeruginosa Stamme
aus einer Sputumprobe isoliert. Eine Mehrzahl der CF-Patienten weist mehrere

phanotypisch unterschiedliche Pseudomonas aeruginosa Stamme auf.
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Anzahl unterschiedlicher P. aeruginosa Stamme

Abb. 8:  Anzahl unterschiedlicher P. aeruginosa Stamme der Gesamtgruppe

Aus Abbildung 8 geht hervor, dass 24 der 55 CF-Patienten nur von einem
Pseudomonas aeruginosa Stamm besiedelt werden, 19 Patienten zwei verschiedene
Stamme, zehn Patienten drei verschiedene und zwei Patienten vier verschiedene
Pseudomonas aeruginosa Stdmme in ihrer Lunge aufweisen. Damit haben 43,6%

der Patienten nur einen und 56,4% der Patienten mehrere Stamme.

2.6. Asservierung und Kultivierung der Bakterien

Aus den bei -80°C gelagerten Asservaten wurde eine ¥4 Ose auf eine Schafblut-
agarplatte als 3-Osenausstrich angelegt. Bei 37°C wurden die Platten Uber Nacht
inkubiert. Anschliel3end wurde eine Einzelkolonie in LB-Flissigmedium Gberimpft und

erneut bei 37°C in einem Schuttelinkubator unter aeroben Bedingungen ink ubiert.
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2.7. Bakterienbindungsassay

Die Uber Nacht inkubierte Bakterienflissigkultur wurde bei 3000g und 4°C zehn
Minuten zentrifugiert. Nach Dekantieren und Resuspendieren mit 8ml auf Eis ge-
kuhltem NatriumboratPuffer erfolgte mehrfach eine Zentrifugation unter oben ge-
nannten Bedingungen (3000g, 4°C, 10min).

Nun erfolgte das Resuspendieren in 1ml Natriumborat-Puffer und anschlie3end die
Markierung der Bakterien mit Fluoreszein-Iso-Thio-Cyanat (FITC). Dabei handelt es
sich um eine antikdrperunabhangige direkte Proteinmarkierung [Wick et al. 1976]. Zu
1ml Bakteriensuspension wurden 200ul FITC-Suspension hinzugegeben und das
Gemisch fir 30min unter leichtem Schutteln in einem abgedunkelten Wasserbad bei
23°C inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die Suspension vorsichtig Uber 5ml 6%iger Albumin-
ldsung BSA / PBS geschichtet und zentrifugiert (3000g, 4°C, 15min). Der Uberstand
wurde verworfen und das nun gelb gefarbte Pellet in 8ml auf Eis gekihlter Lésung,
bestehend aus einer 1:50 L6sung Hepes und HBSS, resuspendiert und bei 3000g
und 4°C zehn Minuten mehrmals zentrifugiert.

Daraufhin erfolgte die Einstellung der Bakteriendichte mittels Photometer.
Aus vorangegangenen Experimenten konnte mittels Verdinnungsreihen gezeigt
werden, dass Pseudomonas aeruginosa bei 600nm und einer Extinktion von 0,65
eine Bakteriendichte von 10° cfu/ml aufweist. Nach einer 1:10 Verdiinnung mit der
auf Eis gekuhlten Hepes-HBSS Loésung wurden die zuvor durch mehrmaliges
Waschen von Medium befreiten 12-well-Monolayer mit A549 mit der nun definierten
Menge von 102 cfu FITC-markierten Pseudomonas aeruginosa beimpft.
AnschlieRend wurden diese unter Schwenken bei 37°C Uber eine Stunde bei 70rpm
inkubiert. Nicht adh&rente Bakterien wurden durch mehrfaches Waschen entfernt

und der Assay mit 500ul 0,5% Formalinldsung je well fixiert.
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2.8. Auswertung

Die Auswertung erfolgte mittels Auflichtfluoreszenzlichtmikroskopie unter visueller
Kontrolle mit Hilfe eines halbautomatischen Zahlprogramms (Image Pro Plus ®)
(Abb. 9 und 10).

Das jeweilige Gesichtsfeld besitzt eine Grofl3e von 0,0186 mm?2 (0,12mm x 0,155mm).
Im Dreifachansatz wurden jeweils 30 Gesichtsfelder untersucht und der Referenz-
stamm PAO1 (DSM 1707) bei jedem Versuchsdurchgang mitgefuhrt.

Abb. 9: schwach adharierende Pseudomas aeruginosa an A549

Abb. 10: stark adharierende Pseudomonas aeruginosa an A549
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2.9. Klinische Verlaufsparameter

Lungenfunktionsuntersuchungen koénnen die Einschrankung bei Atemwegs-
obstruktionen erfassen. Als Lungenfunktionsparameter dienen in der Verlaufs-
beobachtung der Zystischen Fibrose die Forcierte Vitalkapazitat FVC sowie die Ein-
sekundenkapazitat FEV1. Sie dienen zur Objektivierung von Verlauf und Prognose
der Zystischen Fibrose [Sharma et al. 2001, Corey et al. 1998].

Die Ermittlung der Patientendaten sowie der Lungenfunktionsuntersuchung erfolgte
durch mehrere europaische CF-Zentren parallel zur Entnahme der Sputumproben.
AnschlieRend erfolgte das Zusammentragen der Daten durch die Forschergruppe
.Molekulare Pathologie der Mukokoviszidose" der Medizinischen Hochschule in

Hannover.

2.9.1. Forcierte Vitalkapazitat FVC

Die Forcierte Vitalkapazitat FVC ist definiert als das Gasvolumen, welches nach
maximaler Inspiration durch maximal forcierte Exspiration ausgeatmet werden kann.
Bei obstruktiven Ventilatonsstérungen kommt es zu einer Abnahme der FVC.

Als Normalbereich werden Werte tUber 80% des Sollwerts betrachtet [Neuberger et
al. 1995, Zapletal und Samanek 1977].

2.9.2. Forcierte exspiratorische Volumen der ersten Sekunde FEV1

Das forcierte exspiratorische Volumen der ersten Sekunde FEV1, auch Ein-
sekundenkapazitat, Atemstol3test oder TiffeneaurWert genannt, definiert das Gas-
volumen, das nach maximaler Inspiration in der ersten Sekunde unter grolter
Anstrengung ausgeatmet werden kann. Bei der im Laufe der Zystischen Fibrose zu
erwartenden bronchialen Obstruktion kann auch bei maximaler Anstrengung in der
ersten Sekunde nur ein verminderter Anteil der Vitalkapazitat ausgeatmet werden.
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Der Sollwert der forcierten Ausatmung in der ersten Sekunde betragt bei Gesunden
Uber 80% des Ausatmungsvolumens [Neuberger et al. 1995, Zaplktal und
Samanek 1977].

2.9.3. Langensollgewicht

Bei Patienten mit Zystischer Fibrose sind, neben dem pulmonalen Status, schlechtes
Gedeihen und daraus resultierendes Untergewicht ein wesentlicher, prognostischer
Parameter bezogen auf die Lebenserwartung und den Verlauf der Erkrankung. Zur
Beurteilung dienen bei Kindern und Jugendlichen das L&ngensollgewicht LSG und
fur Erwachsene der Body Malf3 Index (BMI).

Das Langensollgewicht [= % des Idealgewichts fur die Lange] wird mit folgender

Formel berechnet:

Langensollgewicht = [aktuelles Gewicht / Idealgewicht* zur Lange] x 100

(*Idealgewicht = Gewicht der 50. Perzentile bezogen auf die Lange)

LSG (wfh) in % BMI

90 bis 110 19 bis 25 Normal

85 bis 89 18 bis 19 Untergewicht mild

80 bis 84 17 bis 18 Untergewicht mafiig

75 bis 79 16 bis 17 Untergewicht schwer

unter 75 unter 16 Untergewicht sehr schwer/Kachexie

Patienten mit einem Langenwachstum unterhalb der dritten Perzentile bedlrfen einer
getrennten Betrachtung, da fir sie die LSG-Berechnungen nicht immer angemessen

sind.

| Material und Methoden




Die Bedeutung des Virulenzfaktors Adhéasion von Pseudomonas aeruginosa bei der
Zystischen Fibrose — Untersuchungen an européischen Zwillingen und Geschwistern — 33

2.10. Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Adh&sion von Pseudomonas aeruginosa an A549 Pneumozyten
wurden mit dem zweizeitigen Anova-Test auf Signifikanz gepruft.

Die Prufung auf Korrelation zwischen den einzelnen Geschwisterpaaren erfolgte mit-
tels T-Test.

Das Signifikanzniveau wird bei p < 0,05 angesetzt.

| Material und Methoden




Die Bedeutung des Virulenzfaktors Adhasion von Pseudomonas aeruginosa bei der
Zystischen Fibrose — Untersuchungen an europdischen Zwillingen und Geschwistern— 34

3. ERGEBNISSE

3.1. Berechnung der Adhasion von P. aeruginosa

3.1.1. Adhasionsstarke der untersuchten P. aeruginosa Isolate

Die Adhasion von Bakterien ist definiert als das Anheften von Bakterien an den
Schleimhautoberflachen. Dieser Vorgang stellt den ersten Schritt einer Infektion dar.
In der vorliegenden Arbeit wurde diese ,Adhasionsstarke” ermittelt. Die folgende Ab-
bildung zeigt die Verteilung der einzelnen Adhéasionswerte (Abb. 11 und 12). Es
handelt sich dabei um absolute Zahlen pro 0,0186 mm?2 (ausgemessenes Gesichtfeld
des Auflichtmikroskops: 0,12 x 0,155mm?). Die einzelnen Adh&sionen der phano-
typisch verschiedenen Pseudomonas aeruginosa Stamme wurden zur besseren
Vergleichbarkeit addiert. Damit entstand fir jeden Patienten ein einzelner Wert der
Adhasionsstarke von Pseudomonas aeruginosa. Die Standard-StatistikmalRe der
addierten Adhé&sionen zeigten eine Spannweite der Werte vom Minimum 2,9 cfu/gf

bis zum Maximum von 91,5 cfu/gf. Der Mittelwert lag bei 21,3 cfu/gf (£ 17,7).
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Abb. 11: Graphische Darstellung der Verteilung der Adhasionsstéarke von P. aeruginosa

12

10

absolute Haufigkeit
(o]

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Adhéasion in cfu/gf

Abb. 12: Adhasion von P. aeruginosa in der Gesamtgruppe

Insgesamt fand sich bei den CF-Patienten eine starke Streuung in der Adh&sions-

starke der einzelnen Pseudomonas aeruginosa Stamme. Uberwiegend zeigte sich
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eine Adhasionsstarke zwischen Werten von drei und 18 cfu/gf. In diesem Bereich

lagen 88 der 100 verschiedenen Pseudomonas aeruginosa Stamme.

3.1.2. Betrachtung der fur die Adhasion erzielten Extremwerte

Die Betrachtung des CF-Patienten mit der niedrigsten Adh&sionsstarke von 2,9 cfu/gf
(Abb. 12) zeigte bei den klinischen Untersuchungsergebnissen der Lunge eine funk-
tionelle Vitalkapazitdt von 86,5% und eine Einsekundenkapazitat von 77,8%. Das
Langensollgewicht dieses CF-Patienten lag mit 89,8% ebenfalls im oberen Norm-
bereich. Im Vergleich dazu betrug die Vitalkapazitat bei dem CF-Patienten mit der
groRten Adhasionsstarke 68,4% und die Einsekundenkapazitat 51,9%. Der
Erndhrungszustand lag mit 94,5% im Normbereich.

Resultierend ergaben sich in der Lungenfunktion zwischen diesen beiden CF-
Patienten Unterschiede entsprechend der Adhasionsstarke. Der Ernahrungszustand
lag fur beide nahe dem Normbereich. Der CF-Patient mit der gering gemessenen
Adhasionsstarke von Pseudomonas aeruginosa erzielte in der Lungenfunktions-
priafung deutlich bessere Werte im Vergleich zu dem CF-Patient mit hoher

Adhasionsstéarke von Pseudomonas aeruginosa.

3.1.3. Paarvergleich der Gesamtgruppe

Um die Ergebnisse zwischen den CF-Geschwistern in Form eines Paarvergleiches
untersuchen zu koénnen, wurden die Geschwister in zwei Gruppen geteilt. Somit er-
gaben sich zwei Gruppen mit jeweils 27 Geschwistern, die nun im Paarvergleich auf
die gemessene Adhéasion von Pseudomonas aeruginosa verglichen wurden. Fir die
erste Gruppe ergab sich ein Mittelwert von 16,7 cfu/gf mit einer Standardabweichung
von 16,7. Im Vergleich dazu lag der Mittelwert in der zweiten Gruppe mit 25,7 cfu/gf
und einer Standardabweichung von 18 dartber. Unter Anwendung des T-Tests
zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Auspragung der einzelnen

Adhasionen (zweiseitige Signifikanz p=0,029).
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Abb. 13: Graphische Darstellung der Adhasion von P. aeruginosa im Geschwistervergleich

Eine differenzierte Betrachtung von Geschwisterpaar drei und Geschwisterpaar 20,
die beide nahezu keine Adhasion von Pseudomonas aeruginosa aufwiesen, zeigte
dennoch einen schweren Verlauf der Erkrankung (Abb. 13). Im Fall von
Geschwisterpaar drei mit einer niedrigen Adhéasionsstarke von beiden Geschwistern
befanden sich die klinischen Messparameter in der unteren Norm (Abb. 13). Fur
Geschwisterpaar 20 fielen die klinischen Parameter fir die Lungenfunktionen in
beiden Féllen bei ebenfalls niedriger Adhasionsstarke pathologisch aus (Abb. 13).

Bei intensiver Untersuchung von Geschwisterpaar vier, konnte kein Zusammenhang
zwischen der stark divergenten Adhasion und den klinischen Untersuchungspara-

metern gezeigt werden (Abb. 13).

3.1.3.1. Paarvergleich der monozygoten Zwillinge

Fur die Gruppe der monozygoten Zwillinge, bestehend aus acht Zwillingspaaren,
konnte kein signifikanter Unterschied beziglich der Adhasion von Pseudomonas
aeruginosa festgestellt werden. Bereits bei Betrachtung der einzelnen Mittelwerte fur

diese Gruppe zeigte sich nur ein geringer Unterschied. Der Mittelwert der ersten

| Ergebnisse




Die Bedeutung des Virulenzfaktors Adhasion von Pseudomonas aeruginosa bei der
Zystischen Fibrose — Untersuchungen an europaischen Zwillingen und Geschwistern — 38

Gruppe lag bei 24,4 cfu/gf (£ 27,6). Die zweite Gruppe wies mit 27,9 cfu/gf einen
hoheren Mittelwert und eine geringere Streuung auf (x14,5).
Folgende Graphk zeigt die Adhasionsstarke von Pseudomonas aeruginosa der

einzelnen monozygoten Zwillinge im Vergleich zum Geschwiste rzwilling (Abb. 14).

Adhasion in cfu/gf
N
o

1 2 3 4 5 6 7 8

monozygote Zwillingspaare

Abb. 14: Adhéasionen von P. aeruginosainnerhalb der monozygoten Zwillingspaare

Zwillingspaar _eins zeigte einen sehr groRen Unterschied in der Adh&sion der

Pseudomonas aeruginosa Stdmme von 28,9 cfu/gf im Vergleich zu 5,8 cfu/gf
(Abb. 14). Dieses Ergebnis spiegelte sich in der Auspradgung der Adhasionsstarke
innerhab des Zwillingspaares und in der Lungenfunktionsprifung wider. Die Ein-
sekundenkapazitat lag bei 65,5% vs. 49% bei dem anderen Zwilling.

Zwillingspaar zwei, mit einem ebenfalls grof3en Unterschied in der Auspragung der

Adhasion von Pseudomonas aeruginosa im Sputum, zeigte fur den linken schwarz
markierten Zwilling zwei (Abb. 14) mit einer Adhasion von 43,7 cfu/gf eine deutlich
schlechtere Lungenfunktion mit einer funktionellen Vitalkapazitat FVC von 21,1% und
einer Einsekundenkapazitdt FEV1 von 12,5% (Abb. 15). Im Vergleich dazu waren
beim Geschwisterzwilling mit einer geringeren Adhasion von 21,4 cfu/gf normwertige
Lungenparameter zu beobachten.

Dieses Zwillingspaar zeigte somit einen Zusammenhang zwischen einer hohen

Adhéasionstarke von Pseudomonas aeruginosa und einer schlechten Lungenfunktion.
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Abb. 15: Zusammenhang Adhéasion von P. aeruginosa und Lungenfunktion

beispielhaft fir ein monozygotes Zwillingspaar

Die Zwillingspaare drei, vier, sechs und acht (Abb. 14) zeigten einen geringen Unter-

schied in der Adhéasion im Vergleich zum jeweiligen Geschwisterzwilling. In den ge-
messenen Lungenparametern ergaben sich dennoch Unterschiede. So hatte
Zwillingspaar drei bei niedrigerer Adhasion schlechtere Werte fir die Einsekunden-
kapazitat FEV1.

Bei Zwilingspaar vier (Abb. 14) wurden fir den CF-Patienten mit der hoheren Ad-

hasionsstarke von Pseudomonas aeruginosa schlechtere Werte fiir die funktionelle
Vitalkapazitat FVC (71,3%) und die Einsekundenkapazitat FEV1 (64%) beobachtet,
verglichen mit dem Geschwisterzwilling mit normwertigen Lungenparametern.

Bei Betrachtung von Zwillingspaar sechs (Abb. 14) sind analog zur Adhasion keine

bedeutsamen Unterschiede in den Untersuchungsergebnissen der Lungenfunktionen
festgestellt worden.
Eine niedrige, fur beide Zwillinge auf einem vergleichbaren Niveau befindliche Adha-

sion, wies Zwillingspaar acht (Abb. 14) auf, wohingegen die Lungenfunktion fiir beide

unterhalb der Norm lag. Der Zwilling mit einer Adhé&sion von 8,7 cfu/gf erreichte eine
Lungenvitalkapazitdt FVC von 70,6% und eine Einsekundenkapazitdt FEV1 von
69,7%. Der Zwilling mit einer gering hoheren Adhasion von 14,7 cfu/gf wies mit einer
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Vitalkapazitat FVC von 50,9% und einer Einsekundenkapazitat FEV1 von 51,1% eine
deutlich eingeschrankte Lungenfunktion auf.

Bei den Zwillingspaaren funf und sieben (Abb. 14) korrelierte eine erhdhte Adhasion

ebenfalls mit einer schlechten Lungenfunktion.

In einem zweiten Berechnungsansatz wurden die Pseudomonas aeruginosa Isolate
mit der hochsten Adhasion fir die statistische Auswertung verwendet. Hierbei lagen
die Mittelwerte fur Gruppe eins bei 11,5 cfu/gf (£9,5), Gruppe zwei lag mit einer Ad-
hasion von 17,4 cfu/gf (+ 15,2) darUber. Statistisch gesehen lag dabei kein signifikan-
ter Unterschied vor (2-seitige Signifikanz p=0,056).

Bei differenzierter Untersuchung der Gruppe monozygoter Zwillinge fiel ein minimaler
Unterschied der Mittelwerte in den Adh&sionsstarken ohne Signifikanz auf. So lag die
Adhéasion fur Gruppe eins bei 15,5 cfu/gf (x 14,7), bei der anderen Gruppe nahezu
identisch bei 15,8 cfu/gf.

3.1.3.2. Paarvergleich der heterozygoten Zwillinge und Geschwister

Die Gruppe der dizygoten Zwillinge und Geschwister umfasste insgesamt
39 CF-Patienten, funf davon dizygote Zwillingspaare. Ausgeschlossen fir die Be-
rechnungen wurden drei an Zystischer Fibrose erkrankte Geschwister, da im Paar-
vergleich nur jeweils zwei Patienten miteinander verglichen werden konnten. Zur
ganzlichen Darstellung wurden diese jedoch in Abb. 16 graphisch miterfasst.

Ebenso wie bei den monozygoten Zwillingen wurde der Unterschied zwischen beiden
Geschwisterteilen bezuglich der Starke der Adhasion von Pseudomonas aeruginosa
untersucht. Mit Hilfe des T-Tests konnte auch fur diese Gruppe ein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der Adhasionsstéarke festgestellt werden (zweiseitige Signifi-
kanz p=0,021).

Fur die Gruppe eins ergab sich ein Mittelwert der Adhasion von 13,5 cfu/gf (= 8,5).
Mit 24,8 cfu/gf wies die andere Patientengruppe eine deutlich hdhere durchschnittli-

che Adhasion bei gréR3erer Schwankungsbreite auf (£ 19,6).
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Abb. 16: Adhéasionen von P. aeruginosa innerhalb der dizygoten Zwillingspaare und Geschwister

3.1.4. Verteilung der Pseudomonas-Genotypen und Vergleich mit

ihrer Adhasion

Die einzelnen Zwillings- bzw. Geschwisterpaare wurden in vier verschiedene Grup-
pen eingeteilt (Tabelle 1):

In der ersten Gruppe wurden die Zwillingspaare mit identischen Klonen, in der zwei-
ten Gruppe Zwillingspaare mit klonalen Varianten (80-99% Ubereinstimmung) und in
der dritten Gruppe verwandte Klone mit einer Ubereinstimmung von etwa 70% zuge-

ordnet. Die vierte Gruppe beinhaltete die Zwillingspaare mit verschiedenen Klonen.
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Pseudomonas monozygote dizygote
aeruginosa Zwillinge Zwillinge Geschwisterpaare
identische Klone (100%) 2 3 5
klonale Varianten (80-99%) 4 1 8
verwandte Klone (70%) 0 0 1
verschiedene Klone 2 1 0

Tabelle 1: Genetische Unterschiede zwischen den P. aeruginosa Isolaten der einzelnen
Geschwisterpaare

Bakterienisolate, die im Rahmen der klinischen Untersuchung von CF-Zwillingen und
Geschwistern gesammelt wurden, wiesen nach Darstellung ihres Restriktions-
fragmentlangenpolymorphismus (RFLP) in der Regel einen einheitlichen Genotyp
auf. Es wurden genetische Gruppen von Pseudomonas aeruginosa unterschieden.
Der Gruppe genetisch identischer Klone mit einer Ubereinstimmung von 100%
konnten zwei monozygote Zwillingspaare, drei dizygote Zwillingspaare und funf Ge-
schwisterpaare zugeordnet werden. Die Einteilung der klonalen Varianten, mit einer
Ubereinstimmung von 80-99%, traf fuir vier monozygote Zwillingspaare, ein dizygotes
Zwillingspaar und acht Geschwisterpaare zu (Tabelle 1). Hierbei fiel auf, dass der
Uberwiegende Anteil der 2Zwilings- und Geschwisterpaare in diese beiden
Pseudomonas aeruginosa Gruppen einzuordnen war.

Somit war die genetische Ubereinstimmung von Pseudomonas aeruginosa innerhalb
eines Zwillings- oder Geschwisterpaares unabhangig von deren Verwandtschafts-
grad.

Es stellte sich die Frage, ob die genetisch identischen Pseudomonas aeruginosa
Stdmme von Geschwistern auch die gleiche Adh&sionsstarke aufwiesen. Untersucht
wurden hierzu Pseudomonas aeruginosa Stamme im Sputum des jeweiligen CF-
Zwillings.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Adhasionsstarken der untersuc hten Keime
in vier Quartile unterteilt (Definition der Quartile siehe Kapitel 3.3). Die genetische

Verwandtschaft in den Gruppen der identischen Klone, sowie der klonalen Varianten,
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konnte ebenso durch eine gleiche Adhasionsstarke widergespiegelt werden. Es
wurden, mit Ausnahme von zwei Klonen, ahnliche, sich in einem Quartil befindliche
Adhéasionen erzielt. Fur die verschiedenen Klone ergab sich dagegen eine hohe
Variabilitat in ihrer Adh&sionsstarke an A549. Es fanden sich sowohl &hnliche Ad-
hasionen als auch stark divergente Adh&sionen in der Gesamtgruppe der verschie-
denen Klone.

3.2. Vergleich der klinischen Daten

3.2.1. Allgemeine Beschreibung der erhobenen Lungenfunktions-

parameter

FVC FEV1
Mittelwert 84,05 68,01
Standardfehler des Mittelwertes 3,19 3,39
Median 84,82 65,54
Standardabweichung 23,63 25,17
Minimum 32,36 15,76
Maximum 141,21 111,06
Perzentile 20 70,42 49,93
50 84,82 65,54
75 101,70 92,30

Tabelle 2:  Lungenfunktionsparameter der Gesamtgruppe

Tabelle 2 zeigt fur die Gesamtpopulation (n = 55) die Verteilung der gemessenen
Lungenfunktionsparameter. Der Mittelwert fir FVC lag mit 84% im Normbereich, wo-
hingegen fur FEV1 dieser mit 68% unterhalb der Norm lag. Die Ergebnisse fur beide

Lungenfunktionsparameter lassen auf Patienten mit erheblich eingeschrankter
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Lungenfunktion schlieBen (Minimum fur FVC von 32,4% und FEV1 von 15,8%)
(Tabelle 2).

Die folgende graphische Darstellung mittels Boxplots zeigt die Verteilung der Lun-
genfunktionsparameter (Abb. 17 und 18):

FVCin % FEV1in %
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00601, 0 e
70 -
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Abb. 17: Verteilung der FVCin % Abb. 18: Verteilung der FEV1 in %
der Gesamtgruppe der Gesamtgruppe

3.2.2. Paarvergleich der klinischen Parameter

Fur einen Paarvergleich wurden die Ergebnisse der Forcierten Vitalkapazitat FVC
und der Einsekundenkapazitat FEV1 zur Beurteilung des pulmonalen Status, sowie
das Langensollgewicht als Hinweis fir den Erndhrungszustand verwandt. Im Vorder-
grund stand hier die Frage, ob sich Unterschiede innerhalb des Zwillings- oder Ge-

schwisterpaares fur die oben genannten Parameter ergeben.
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3.2.2.1. Paarvergleich Forcierte Vitalkapazitat FVC

Die einzelnen Gruppen zeigten im Mittel oberhalb der Norm liegende Messergebnis-
se fur die Forcierte Vitalkapazitat, fur die eine Gruppe 82% und die andere Gruppe
85,2%. Weder fir die Gesamtgruppe (zweiseitige Signifikanz p=0,417), noch fiur die
Patientengruppe aufgeschlisselt nach monozygoten Zwillingen @weiseitige Signifi-
kanz p=0,484) und Geschwistern (zweiseitige Signifikanz p=0,614), konnte ein signi-

fikanter Unterschied innerhalb der jeweiligen Paare nachgewiesen werden.

3.2.2.2. Paarvergleich Einsekundenkapazitat FEV1

Der Vergleich des Forcierten exspiratorischen Volumens in einer Sekunde FEV1
zeigte weder in der Gesamtgruppe @weiseitige Signifikanz p=0,452), noch in der
Gruppe, differenziert nach Zwillingen (zweiseitige Signifikanz p=0,928) oder Ge-
schwistern @weiseitige Signifikanz p=0,891), signifikante Unterschiede. Auffallend
waren die im Vergleich zur FVC unterhalb der Norm liegenden FEV1 Werte. Sie la-

gen fur die erste Gruppe bei 63,9% und fur Gruppe zwei bei 70,8%.

3.3. Statistischer Zusammenhang zwischen klinischem Zustand und der

Adhasionsstarke von P. aeruginosa

Die in Kapitel 3.2.1. aufgefihrten klinischen Parameter wurden in Beziehung zu der
Auspragung der Adhasion von Pseudomonas aeruginosa gesetzt. Dafur wurden die
Patienten in vier Quartile eingeteilt, die jeweils abhangig von der Adhasionstarke vom
ersten Quartil (Minimum) bis zum vierten Quartil (Maximum) zugeordnet wurden. Die
CF-Patienten mit 0-25% der Maximaladhasion wurden dem ersten Quartil zugeord-
net, 25-50% dem zweiten und 50-75% dem dritten Quartil. Im vierten Quartil befinden
sich diejenigen CF-Patienten mit Pseudomonas aeruginosa Stammen, die eine Ad-

hasionsstarke nahe an den Maximalwerten besitzen (75-100%).
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3.3.1. Statistischer Zusammenhang zwischen der Forcierten Vitalkapaziat

FVC und der Adhasion von P. aeruginosa

Bei Betrachtung der Mittelwerte fir FVC konnte keine negative Korrelation zur ge-
messenen Adhasion festgestellt werden. Vor Berechnung der Signifikanz wurde
jeweils fur alle weiteren Berechnungen die Homogenitat der Varianzen getestet, um
die Zulassigkeit des Vergleiches der Mittelwerte zu bestatigen. Die Auspragung der
Adhéasion von Pseudomonas eruginosa war signifikant unterschiedlich zwischen
den Quartilen =0,049). Die graphische Darstellung mittels Boxplots zeigte keine
lineare Beziehung zwischen Adhasion und der funktionellen Vitalkapazitat im Sinne

einer abfallenden Lungenfunktion bei steigender Adhéasionsstarke.
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Abb. 19: Streuung von FVC nach Adhé&sionsstarke
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3.3.2. Statistischer Zusammenhang zwischen der Forcierten

Einsekundenkapazitat FEV1 und der Adh&sion von P. aeruginosa

Fur die Einsekundenkapazitéat zeigte sich ebenfalls keine statistische Signifikanz in
den Unterschieden zwischen den Quartilen ©=0,275). Die Mittelwerte fielen nicht
vom ersten bis zum vierten Quartil ab, so dass ebenso fur den Lungenfunktions-
parameter FEV1 kein Bezug zwischen Absinken der Lungenfunktion und steigenden
Adhasionswerte n von Pseudomonas aeruginosa gezeigt werden konnte.

Fur samtliche Quartile lagen die Werte meist im pathologischen Bereich (<80%)
(Abb. 20).
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Abb. 20: Streuung von FEV1 nach Adhésionsstarke
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3.3.3. Zusammenhang zwischen den konkordanten klinischen Verlaufen

und der Adh&asion von P. aeruginosa

Die Zwillingspaare wurden ihrem klinischen Verlauf nach in einen konkordanten oder
einen diskordanten Verlauf unterschieden. Die Gruppe der konkordanten klinischen
Verlaufe wurde weiter aufgeteilt in die konkordant positiven und die konkordant nega-
tiven Verlaufe.

Die Gruppe der konkordant positiven Verlaufe, d.h. eine fur beide Patienten mild ver-
laufende Erkrankung, beinhaltete sieben Zwillingspaare. Diese wurden ihrerseits
gemal den klinischen Parametern, beginnend mit der mildesten Auspragung der Er-
krankung, gestaffelt. Bei intensiver Betrachtung der Extremwerte liel3 sich bei dem
Zwillingspaar mit der am mildesten verlaufenden Erkrankung eine sehr gering aus-
gepragte Adhasion von Pseudomonas aeruginosa verzeichnen. Im Gegensatz dazu
zeigte ein Zwillingspaar mit weniger mild verlaufender Erkrankung eine hthere Ad-

hasionsstarke.

In der Gruppe der konkordant negativen Zwillingspaare, die eine schwer verlaufende
Erkrankung bei beiden Patienten beschreibt, wurde eine Streuung der Adhasions-
starke beobachtet. Die Ergebnisse lagen verteilt Gber die gesamte Streubreite der
gemessenen Adhasionen und zeigten sowohl nah beieinander liegende als auch
stark unterschiedliche Adhésionsstarken. Die klinischen Verlaufe hingegen stellten
sich fur beide CF-Patienten ahnlich schlecht dar. Bedeutend erschien, dass in dieser
Gruppe der konkordant negativen klinischen Verlaufe, im Gegensatz zur konkordant

positiven Gruppe, uberwiegend hohere Adhasionsstérken zu verzeichnen waren.

| Ergebnisse




Die Bedeutung des Virulenzfaktors Adhasion von Pseudomonas aeruginosa bei der
Zystischen Fibrose — Untersuchungen an europaischen Zwillingen und Geschwistern— 49

3.3.4. Zusammenhang zwischen den diskordanten klinischen Verlaufen

und der Adh&sion von P. aeruginosa

Die Zwillingspaare mit in unterschiedlichen Schweregraden verlaufender Zystischer
Fibrose wurden weiter unterteilt in eine Gruppe mit starker Diskordanz und in eine
Gruppe mit maRiger Diskordanz. Der Patientengruppe mit stark diskordanten
klinischen Verlaufe n konnten funf Zwillingspaare zugeordnet werden. Es zeigte sich
eine hohe Varianz der gemessenen Werte fur die Adhéasion mit auch sehr ahnlichen
Messergebnissen innerhalb eines Geschwisterpaares.

Die Gruppe der maRig diskordanten Verlaufe bestand aus sieben Zwillings- und
Geschwisterpaaren und zeigte vergleichbare Werte fur die Adhé&sion.
Zusammenfassend liel3 sich in den Gruppen der diskordanten klinischen Verlaufe
anhand der Adh&sion von Pseudomonas aeruginosa nicht auf den Schweregrad der
Erkrankung schliel3en.

3.3.5. Zusammenhang zwischen der Anzahl phanotypisch unterschiedli-

cher P. aeruginosa Stamme und den Lungenfunktionsparametern

Es wurden vier Gruppen beginnend mit einer bis hin zu vier verschiedenen Kolonien
unterschieden.

Bei Betrachtung der zugeordneten Mittelwerte beginnend mit FVC fiel auf, dass
beide Patienten mit jeweils vier verschiedenen Pseudomonas aeruginosa Stammen
eine eingeschrankte Forcierte Vitalkapazitat FVC aufwiesen. Die drei anderen
Gruppen lagen mit ihren Mittelwerten oberhalb des Normwertes von 80% (Abb. 21).
Eine hohe Streuung der Gruppe ,Patienten mit drei verschiedenen Keimen* ist er-
kennbar. Hierbei erzielen viele Patienten sehr niedrige Werte fur FVC. Bei einem CF-
Patient dieser Gruppe wurde jedoch auch die starkste FVC gemessen.

Im weiteren Verlauf wurde dies fur die Einsekundenkapazitat untersucht. Es fand
sich kein Zusammenhang zwischen der Anzahl phanotypisch verschiedener

Pseudomonas aeruginosa Stdmme im Sputum der Patienten und der Einsekunden-
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kapazitat. Diese Erkenntnisse wurden fur die Analyse der Mittelwerte, der Spann-
weite und der Streuungsmalie bei allen Untersuchungsgruppen erzielt (Abb. 22).

Daraus resultierend lasst sich das Ergebnis festhalten, dass die Anzahl vorhandener
phanotypisch verschiedener Pseudomonas aeruginosa Stamme ohne einen ein-

deutig messbaren Einfluss auf die Lungenfunktionsparameter war.
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Abb. 21: Streuung von FVC nach Anzahl unterschiedlicher P. aeruginosa Stamme

Abb. 22: Streuung von FEV1 nach Anzahl unterschiedlicher P. aeruginosa Stamme
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3.3.6. Statistischer Zusammenhang zwischen Langensollgewicht und

Adhasion von P. aeruginosa

Das Langensollgewicht als Parameter fir den Erndhrungszustand von CF-Patienten
wurde mit den erhobenen Adhé&sionen verglichen.

In der folgenden Tabelle sind die statistischen Parameter fir das Langensollgewicht

aufge zeigt:
LSG

Mittelwert 100,70
Standardfehler des Mittelwertes 1,68
Median 99,58
Standardabweichung 12,48
Minimum 74,69
Maximum 136,31
Perzentile 20 90,94

50 99,58

75 109,40

Tabelle 3:  Langensollgewicht LSG der Gesamtgruppe

Anhand des Mittelwertes sowie des Medians ist erkennbar, dass die vorhandenen
Patientenkollektive im Durchschnitt ein normwertiges Langensollgewicht (90-110%)
aufweisen. Das Minimum des erzielten Langensollgewichtes von 74,69% wird nicht

zu einem kachektischen Ern&hrungszustand gezahlt.
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Abb. 23:  Adhésion von P. aeruginosa nach Léangensollgewicht

Es konnte keine Korrelation zwischen dem Langensollgewicht und dem Ausmal3 der
Adhéasion von Pseudomonas aeruginosa an A549 gezeigt werden (p=0,683)
(Abb. 23). Bei Differenzierung des Patientenkollektivs in Zwillinge und in Geschwis-

terpaare bestatigte sich dieses Ergebnis.

3.3.7. Statistischer Zusammenhang zwischen der Anzahl phanotypisch

unterschiedlicher P. a. St4amme und dem Langensollgewicht

Nach den in Abschnitt 3.3.5. gezeigten Untersuchungen zum statistischen Zusam-
menhang zwischen den klinischen Daten der Lunge und der Anzahl verschiedener
Pseudomonas aeruginosa Stamme folgte diese Untersuchung in gleicher Weise fir

das Langensollgewicht.
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Abb. 24: Anzahl unterschiedlicher P. aeruginosa Stamme nach Langensollgewicht

Die graphische Darstellung zeigt, dass CF-Patienten aus dem vierten Quartil eine
hohere Zahl unterschiedlicher Pseudomonas aeruginosa Stdmme besitzen als die
Ubrigen Quartile (Abb. 24). Dieser Zusammenhang ist jedoch statistisch nicht signifi-
kant (p=0,137). Eine Differenzierung in Zwillinge und Geschwister bestatigte das Er-
gebnis des Gesamtkollektivs dahingehend, dass die Anzahl unterschiedlicher

Bakterien keine Ruckschliusse auf das Langensollgewicht als Indikator des
Ernéhrungszustandes erlaubt.

3.4. Statistischer Zusammenhang zwischen Langensollgewicht und

Lungenfunktionsparametern

Der Zusammenhang zwischen einem gutem Ern&dhrungszustand (hohem Langen-
sollgewicht) und einer guten Lungenfunktion lie3 sich mit den uns zur Verflgung

stehenden Daten weder fur die Forcierte Vitalkapazitat noch fur die Einsekunden-
kapazitat bestatigen.
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Die Verteilung verdeutlicht eine zunehmende Streuung der FVC und FEV1 in der

Gruppe des vierten Quartils (Abb. 25).

Es konnte kein Zusammenhang zwischen einer pulmonalen Verschlechterung und

einer daraus folgenden Verschlechterung des Erndhrungszustands nachgewiesen

werden.
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4. DISKUSSION

Patienten, die an einer Zystischen Fibrose erkrankt sind, leiden an einem Gendefekt
eines Chloridkanals, der zur Produktion eines hochviskbsen Sekrets in ver-
schiedenen Organen fuhrt. In der Lunge fuhrt dieser zahe Schleim zu einer bronchia-
len Obstruktion mit Neigung zur Inflammation. Es kommt zuné&chst zu einer Kolonisa-
tion mit Haemophilus influenza oder S. aureus und schlie3lich zu einer chronischen
Infektion mit Pseudomonas aeruginosa [Elborn et al. 1993, Brett et al. 1988]. Diese
ist in hohem Mal3e fur den Verlauf und die Prognose der Zystischen Fibrose verant-
wortlich.

Der Einfluss isolierter Pseudomonas aeruginosa Stamme von CF-Patienten bezig-
lich ihrer Fahigkeit zur Adhasion ist bei der Zystischen Fibrose kaum untersucht. Die
bakterielle Adhasion an den Oberflachenrezeptoren des respiratorischen Epithels
stellt den ersten Schritt der Infektion dar. Es ist nicht bekannt, ob und wie sich dieser
Virulenzfaktor innerhalb eines CF-Zwillingspaares oder CF-Geschwisterpaares
unterscheidet und ob maogliche Unterschiede mit dem klinischen Verlauf korrelieren.
Anhand der erhobenen Klinischen Untersuchungsergebnisse der CF-Patienten
werden Zusammenhange im Erkrankungsgrad der Zystischen Fibrose und der Ad-

hasion von Pseudomonas aeruginosa untersuctht.

4.1. Diskussion der Methodik

Der in dieser Studie verwendete Adh&sionsassay ist eine etablierte Nachweis-
methode zur Uberpriifung der Adhasion von Bakterien [Di Martino et al. 2002,
Schroten et al. 1992 und 1993, Baker et al. 1991, Chi et al. 1991].

Das Prinzip der Markierung von Bakterien mittels FITC wurde bereits in mehreren
Studien Uber Virulenzfaktoren von Bakterien angewandt [Schroten et al. 1991 und
1992]. Neben seiner hohen Sensitivitat und Spezifitdt [Samuel et al. 1988] hat der

Farbstoff den Nachteil des schnellen Verblassens; dies geschieht in Abhangigkeit
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von der Zeit sowie Tages- oder UV-Licht-Bestrahlung [Sedlacek et al. 1981, Picciolo
und Kaplan 1985]. Aus diesem Grunde wurde der Versuchsansatz rach Markierung
mit FITC mit einer Formalinlésung fixiert und unter abgedunkelten Versuchsbedin-
gungen ausgewertet.

Zur Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde in jedem Ver-
suchsansatz der Referenzstamm PAO1 mitgefihrt; alle Pseudomonas aeruginosa
Isolate wurden im Dreifachansatz untersucht. Der Adh&asionsassay zeigte eine gute
Reproduzierbarkeit. Diese wurde anhand des jeweils mitgefihrten Referenzstammes
PAO1 sichergestellt.

Wahrend der Versuche wurde beobachtet, dass die verwendete Zellline A549 nur bis
zu einer Passage von P25 verwendet werden durfte. Hohere Passagen ergaben
nicht reproduzierbare, falsch niedrige Ergebnisse und wurden fur den Versuchs-

ansatz nicht verwendet

4.2. Auswahl der klinischen Beobachtungsparameter

Die Lungenfunktionsparameter FVC und FEV1 finden im Klinischen Alltag Ver-
wendung. Sie dienen als Verlaufsparameter flir den pulmonalen Zustand und zur
Beurteilung von Therapieerfolgen bei der Zystischen Fibrose [Mdiller 2002,
Rabsch 1998, Demko et al. 1995, Henry 1992, Kerem et al. 1990].

Diese Parameter sind sensitiv fur den Verlauf der Zystischen Fibrose. Die intra-
individuellen Schwankungen bei den klinischen Parametern sind zu berucksichtigen,
so dass die erforderliche Anderung vom Ausgangswert fir eine n signifikanten Unter-
schied der Funktionellen Vitalkapazitat und der Einsekundenkapazitat etwa 20% be-
tragt [Nickerson et al. 1980].
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4.3. Diskussion der Ergebnisse

Untersuchungen an Zwillingen und Geschwistern, die an Zystischer Fibrose erkrankt
sind, zeigen bei gleicher CFTR-Mutation einen variablen klinischen Verlauf [Derichs
et al. 2004]. Mit Ausnahme der Pankreasinsuffizienz [Kristidis et al. 1992] besteht
keine enge Korrelation zwischen dem klinischen Verlauf und den zugrunde liegenden
CFTR-Mutationen [Mickle et al. 2000, Kerem et al. 1996 und 1990]. Dies gilt auch flr
die delta F508 homozygoten Patienten, obwohl sie Tréger der gleichen Mutation
sind. Unter Zwillingen und Geschwistern mit gleicher CFTR-Mutation kann ebenfalls
eine starke Diskordanz beziiglich der Klinik des pulmonalen Phéanotyps bestehen
[Salvatore et al. 2002, Bronsveld et al. 2001].

Maf3geblich fur die Prognose und die Lebensqualitat ist die pulmonale Infektion und
hier vorrangig die Infektion mit Pseudomonas aeruginosa.

Bei gleicher pulmonaler Besiedlung zeigen sich verschiedene Krankheitsverlaufe bei
CF-2Zwillingen und Geschwistern [Picard et al. 2004]. Die unterschiedlichen Klini-
schen Untersuchungsergebnisse fur CF-Zwillinge sowie Geschwister bei gleichem
Entwicklungsablauf und Umgebung, lassen die Uberlegung aufkommen, ob diese

Unterschiede in der Pseudomonas aeruginosa Infektion begrtindet sind.

Die in der vorliegenden Studie untersuchten 27 Geschwisterpaare, darunter acht
monozygote und funf dizygote Zwillingspaare, waren von genotypisch gleichen
Pseudomonas aeruginosa Stammen Kkolonisiert. 56% aller Patienten sind von
mehreren Pseudomonas aeruginosa Stdmmen besiedelt.

Zur Klarung, ob sich Unterschiede in der Adhasion als wichtigen Virulenzfaktor von
Pseudomonas aeruginosa zeigen, wurde die Adhasion bei diesen CF-Zwillings- und
Geschwisterpaaren gemessen und zwischen den Paaren verglichen.

Die vorliegende Arbeit zeigt eine weite Streuung des Virulenzfaktors Adhasion von
Pseudomonas aeruginosa in der untersuchten Gesamtgruppe. Es wurden Ergeb-
nisse von drei cfu/gf bis 73 cfu/gf gemessen, entsprechend einer sehr starken Ad-

hasion und einer nahezu fehlenden Adhasion (Tabelle 4).

| Diskussion




Die Bedeutung des Virulenzfaktors Adhéasion von Pseudomonas aeruginosa bei der
Zystischen Fibrose — Untersuchungen an européischen Zwillingen und Geschwistern — 58

Zur Klassifizierung der Adhasionsstarken von Pseudomonas aeruginosa wurden
diese in vier verschiedene Quatrtile eingeteilt. Das erste Quartil beinhaltet die Gruppe
der Adhasionen bis 18 cfu/gf. Dies entspricht 25% des am héchsten erzielten Ad-
hasionswertes. Im zweiten Quartil wurden die Werte zwischen 18 und 36 cfu/gf ein-
geordnet (25-50%), dem Quartil 1l wurden die Werte 36 bis 54 cfu/gf zugeordnet
(50-75% der hochsten Adhasion), sowie dem Quartil IV die Adhasionen uber
54 cfu/gf (Tabelle 4).

Adhésion
Quartil Prozent cfu/gf
I 0- 25% 0-18
1 25 - 50% 18 — 36
Il 50 - 75% 36 — 54
v 75 -100% 54-73

Tabelle 4:  Verteilung der Quartile fir die Adh&sion von P. aeruginosa

So kdnnen verschiedene Adhasionsstarken deutlicher unterschieden und entweder
einer schwach ausgepréagten Adhasion (Quartil 1) oder in Quartile steigender Ad-

hasionsstarke (Quartil 1I-IV) eingeordnet werden.

In dieser Arbeit lag der Uberwiegende Teil der gemessenen Adh&sionen von
Pseudomonas aeruginosa im ersten Quartil 84 von 100 untersuchten Proben) und
zeigte damit eine schwache Adhasion. Zwo6lf Proben wurden Quartil 1l zugeordnet,
drei Quartil Ill und eine Probe, mit 72,8 cfu/gf, Quartil IV.
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Abb. 26: Verteilung der Proben auf die Quatrtile

Die Gruppen der verschiedenen Adhasionsstarken wurden nun unterteilt nach
monozygoten Zwillings- und dizygoten Zwilingspaaren sowie Geschwisterpaaren.
Aufgrund ihrer ,genetischen Vergleichbarkeit® wurde die Gruppe der dizygoten
Zwillinge mit der Gruppe der CF-Geschwister zusammengefasst.

Durch die niedrige Gesamtzahl von acht monozygoten Zwillingspaaren konnte keine
Signifikanzrechnung durchgefiihrt werden. Jedoch fallt auf, dass die Gruppe der
monozygoten Zwillingspaare Adhdasionsstarken im gleichen Quartil aufzeigten,
wohingegen die Gruppe der dizygoten Zwillings- und Geschwisterpaare Adhasionen
in unterschiedlichen Quartilen zeigten. Fur diese Gruppe war ein signifikanter Unter-
schied in der Auspragung der Adhasionsstarken beobachtbar (zweiseitige Signifikanz
p=0,021).

Zusammengefasst zeigte sich somit, im Vergleich zum signifikanten Unterschied der
Adhéasionen fir Pseudomonas aeruginosa in der Gruppe der dizygoten Zwillings- und
Geschwisterpaare, eine starke Ubereinstimmung in der Auspragung der Adhasionen
in der Gruppe der monozygoten Zwillinge. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit
den Beobachtungen von Johansen et al., die ebenfalls eine &hnliche Auspréagung bei

der chronischen Pseudomonas aeruginosa Infektion innerhalb monozygoter
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Zwillingspaare nachweisen konnten [Johansen et al. 1991]. Die Ergebnisse zeigten
die Auswirkung desselben CFTR Genotyps und lassen vermuten, dass sich die
ersten Schritte der Pseudomonas aeruginosa Infektion in den Lungenepithelien der

monozygoten Zwillingspaare gleichen.

Im weiteren Verlauf wurden die klinischen Funktionsparameter untersucht, die paral-
lel zur Sputumprobe erhoben wurden. Es wurden die zwei Lungenfunktionsparame-
ter FVC und FEV1 sowie das Léngensollgewicht als Parameter der koérperlichen
Entwicklung bei Kindern ermittelt. Diese Untersuchungsparameter wurden ver-
wendet, um den klinischen Zustand von CF-Zwillingen und Geschwistern vergleichen
zu kénnen. Da diese Parameter unabhéngig von Geschlecht und Alter der Patienten
sind [Goss et al. 2005, Katz et al. 2004, Bronsveld et al. 2001], wurde ebenso in
dieser Studie auf eine entsprechende weitere Unterscheidung verzichtet.

Bei Betrachtung der Ergebnisse fir die Lungenfunktionsparameter fiel auf, dass sich
der Mittelwert aller CF-Patienten fir FVC noch im Normbereich befindet, jener fir
FEV1 jedoch im Mittel unter der Norm liegt. Daher wurde fir FVC lediglich eine
geringere Unterscheidungsmaoglichkeit erwartet

Die korperliche Entwicklung bei CF-Zwillingen und Geschwistern, gemessen mittels
Langensollgewicht, ist ahnlich und zeigt keinen signifikanten Unterschied [Picard et
al. 2004]. Die CF-Patienten dieser Studie zeigten durchschnittlich ein im Norm-
bereich liegendes Langensollgewicht. Der kérperliche Entwicklungszustand der
untersuchten CF-Patienten ist somit als gut zu bewerten.

Die CF-Zwillings- und Geschwisterpaare zeigten hinsichtlich der Einsekunden-
kapazitat FEV1 und des Langensollgewichtes einen ahnlicheren Verlauf im Vergleich
zu nicht verwandte n CF-Patienten [Mekus et al. 2000]. Die Ergebnisse der vorliegen-
den Arbeit bestatigen die Beobachtung, dass weder in der Gruppe der monozygoten
CF-2willingspaare noch in der Gruppe der CF-Geschwister ein signifikanter Unter-
schied in der Auspragung ihrer Lungenfunktionen nachgewiesen werden konnte.
Diese Resultate kdnnen, neben dem gleichen genetischen Hintergrund, auf die gro-
3e Bedeutung des gleichen Entwicklungsablaufes von CF-Zwillingen und Geschwis-

tern zuriickzufiihren sein.

| Diskussion




Die Bedeutung des Virulenzfaktors Adhéasion von Pseudomonas aeruginosa bei der
Zystischen Fibrose — Untersuchungen an européischen Zwillingen und Geschwistern— 61

Es galt weiter zu diskutieren, ob die Starke der Adhasion mit dem klinischen Zustand
eines CF-Patienten korreliert. Hierzu wurden die jeweiligen in dieser Studie ge-
messenen Werte fur die Adh&sion von Pseudomonas aeruginosa mit zeitnah zu der
Sputumentnahme gewonnenen klinischen Funktionsparametern verglichen.

Eine signifikante Korrelation zwischen der Auspragung der Adhasion und den
Lungenfunktionsparametern FVC und FEV1 konnte nicht festgestellt werden. In
Einzelfallen war eine negative Korrelation zwischen Adhasionsstarke und Lungen-
funktionsparametern nachzuweisen.

Zur besseren Vergleichbarkeit und Eingruppierung der Zwillings- und Geschwister-
paare nach ihrem Kklinischen Verlauf der Zystischen Fibrose wurden basierend auf
dem Phanotyp des Individuums und der klinischen Parameter drei Kategorien von

Patientenpaaren unterschieden [Mekus et al. 2000]:

? eine in beiden Patienten mild verlaufende Zystische Fibrose

? eine in beiden Patienten schwer verlaufende Zystische Fibrose

? eine unterschiedlich verlaufende Zystische Fibrose, d.h. eine bei einem Pati-
enten mild verlaufende und beim anderen Patienten schwer verlaufende Zysti-

sche Fibrose

Insgesamt sieben CF-Zwillings- und Geschwisterpaare wurden der Gruppe der mild
verlaufenden Erkrankungen zugeordnet, darunter zwei monozygote Zwillingspaare
und funf Geschwisterpaare. Im weiteren Verlauf wurde nach den klinischen Mess-
ergebnissen ein Ranking, beginnend mit dem Geschwisterpaar mit der mildesten
Auspragung der Erkrankung, erstellt. AnschlieBend wurde dieses Ranking mit den
gemessenen Adhasionen fir Pseudomonas aeruginosa verglichen.

Hierbei fiel die beinahe durchgehend schwach ausgepragte Adhé&sionsstarke
(Quartil 1) in der gesamten Gruppe der mild verlaufenden Zystischen Fibrose, be-
zogen auf die Einsekundenkapazitat, die forcierte Vitalkapazitat sowie das Langen-
sollgewicht, auf. Bei Betrachtung der einzelnen CF-Zwillings- und Geschwisterpaare

konnte ebenfalls diese annahernd &hnliche Adhasionsstarke nachgewiesen werden.
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Zusammenfassend zeigten die CF-Zwillinge und Geschwister, die beide eine mild
verlaufende Erkrankung hinsichtlich Lungenfunktion und Ern&hrungszustand auf-
wiesen, auch eine in beiden Fallen milde bzw. schwache Adhasion.

Diese Untersuchungsergebnisse sprechen damit fir eine Korrelation einer gering
ausgepragten Adhéasionsstarke von Pseudomonas aeruginosa mit einer mild verlau-

fenden Lungenerkrankung sowie einer guten Gewichtsentwicklung.

Der Gruppe der konkordant negativen klinischen Verlaufe wurden sechs Zwillings-
und Geschwisterpaare, darunter zwei monozygote Zwillingspaare, zugeordnet.

Es zeigt sich, dass sich die Adhasionen von Pseudomonas aeruginosa zwischen den
CF-Geschwistern gleichen und damit den in beiden Geschwisterteilen gleichen
klinischen Verlauf widerspiegeln. Aul3erdem wurden fir diese Gruppe im Vergleich
zur Gruppe der mild verlaufenden Zystischen Fibrose insgesamt hohere Werte fur die
Adhasion (bis V. Quartil) von Pseudomonas aeruginosa gemessen.

Diese Ergebnisse korrelieren dementsprechend mit dem klinischen Verlauf der Er-
krankung, bei dem hohere Adh&sionsstarken von Pseudomonas aeruginosa mit
einem schwereren Verlauf der Erkrankung einhergehen. Mdéglicherweise spielt die
starker ausgepragte Fahigkeit zur Adhasion von Pseudomonas aeruginosa eine

Rolle im schweren klinischen Verlauf der Zystischen Fibrose.

Bei zwolf Geschwisterpaaren, davon drei monozygote und zwei dizygote Zwillings-
paare, handelte es sich um eine unterschiedlich (diskordant) verlaufende Zystische
Fibrose.

Insgesamt zeigte sich eine starke Streuung der Messergebnisse fur diese Geschwis-
terpaare. Es wurden sowohl gleiche, in einem Quartil befindliche Adh&sionen, als
auch stark unterschiedliche Adhésionen von Geschwisterpaaren beobachtet.
Weiterhin auffallend ist in dieser Guppe der diskordant verlaufenden Zystischen
Fibrose, dass fur funf Zwillingspaare jeweils gleiche Adhasionen (gleiches Quartil)
von Pseudomonas aeruginosa gemessen wurden. Hier zeigte sich trotz unterschied-
lichen klinischen Verlaufs eine Ahnlichkeit der Adhasionsstarken. Es konnte ebenfalls
keine Korrelation zwischen einer hohen Adhéasionsstarke von Pseudomonas

aeruginosa und einer schweren klinischen Situation beobachtet werden.
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Funf Geschwisterpaare wurden aufgrund der stark unterschiedlichen klinischen Un-
tersuchungsergebnisse der Gruppe, der am starksten klinisch divergent verlaufenden
Zystischen Fibrose, zugeordnet. Von diesen funf Geschwisterpaaren ist eines ein
monozygotes sowie eines ein dizygotes Zwillingspaar. lhre Lungenfunktionsparame-
ter und der Entwicklungsstatus unterscheiden sich deutlich, die Adhasion von
Pseudomonas aeruginosa jedoch iegt in drei von funf Zwillings- und Geschwister-
paaren im gleichen Quartil.

Fur die Gruppe der diskordant verlaufenden Zystischen Fibrose kann somit insge-
samt keine Korrelation zwischen Schweregrad der Erkrankung und gemessener Ad-

hasionsstarke nachgewiesen werden.

Zusammenfassend kann in der vorliegenden Arbeit fur einzelne Zwillingspaare eine
Ahnlichkeit (gleiches Quartil) in der Intensitat der Adhasionen von Pseudomonas
aeruginosa festgestellt werden. Der Virulenzfaktor Adh&asion von Pseudomonas
aeruginosa ist dennoch keine fur einen bakteriellen Genotyp spezifische Eigenschatft,
sondern wahrscheinlich abh&angig von externen Faktoren.

Aus Studien an Mausen kann beispielsweise eine unterschiedlich ausgepragte
Pseudomonas aeruginosa Infektion an genetisch identischen Mausen gezeigt wer-
den, die auf eine unterschiedliche Fahigkeit zur Produktion von Alginat zuriickgeftihrt
wird [Hoffmann et al. 2005].

Die klinische Auspragung der Zystischen Fibrose innerhalb der Zwillings- und Ge-
schwisterpaare ist in der Gesamtgruppe sehr variabel. Auch flr die Adhasion von
Pseudomonas aeruginosa kann einzig in der Gruppe der mild verlaufenden
Zystischen Fibrose eine Korrelation beobachtet werden. Aul3erdem wird neben Um-
welteinflissen der Verlauf der pulmonalen Erkrankung mdglicherweise auch durch

weitere genetische Faktoren, die so genannte n modifizierenden Gene, beeinflusst.

Studien weisen auf eine wesentliche Rolle dieser genetischen Faktoren fir die in-
testinale Manifestation der Zystische n Fibrose hin [Cutting 2005]. An der Ausbildung
des pulmonalen Phanotyps der Zystischen Fibrose ergeben sich Hinweise auf die

Beteiligung mehrerer chromosomaler Regionen [Kent et al. 1997].
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Auch Haston et al. zeigen, dass unterschiedliche Regionen an der Ausbildung ver-
schiedener pulmonaler Phé&notypen beteiligt sind [Haston et al. 2002]. So kdnnen
Unterschiede im anatomischen Aufbau (Dicke und Anzahl der Alveolen) der Lunge
zwischen CF-Zwillingen moglicherweise eine Bedeutung in der unterschiedlichen

Auspragung einer Pseudomonas aeruginosa Infektion darstellen.
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