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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Atiologie und Pathogenese der Zystischen Fibrose

Das Krankheitsbild der Zystischen Fibrose wurde erstmals 1936 durch Fanconi
beschrieben und ist mit einer Inzidenz von 1 auf 2000-2500 Lebendgeburten die
haufigste angeborene Stoffwechselerkrankung von Menschen kaukasischer Herkunft.
Die Erkrankung wird autosomal rezessiv vererbt, wobei die Frequenz der heterozygoten
Gentrager bei 1:25 liegt.

Das fur den Defekt verantwortliche Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 7 in
der Position 7q31-32. Dieses sogenannte CFTR — Gen (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator — Gen) umfalt circa 250 Kb und codiert fur ein, aus 1480
Aminosauren zusammengesetztes, in den exokrinen Drusenzellen apikal sitzendes,
transmembrandses Glykoprotein. Bei diesem Protein handelt es sich um einen cAMP-
abhangigen lonenkanal, der den Chloridionenflul® reguliert.

Bislang sind mehr als 1000 Mutationen im CFTR-Gen bekannt, welche das
Krankheitsbild der Mukoviszidose bedingen konnen. Die haufigste Mutation in
Westeuropa ist mit 70-75% der Falle die delta F508 — Mutation (Tsui 1992, Riordan et
al. 1989). Bei dieser Mutation liegt in Position 508 des CFTR-Gens eine Deletion von 3
Basenpaaren vor, wodurch die Kodierung fur Phenylalanin fehlt. Durch die
unterschiedlichen Mutationen kommt es in verschiedenem Ausmal zu pathologischen
Veranderungen. Diese konnen entweder in einer gestorten CFTR—Proteinsynthese, in
einer verminderten Konzentration des CFTR-Proteins oder in Reifungs- oder
Transportstorungen des CFTR-Proteins in der Zelle liegen, wodurch es zu einer
fehlerhaften Regulation des lonenkanals oder zu einer mangelnden lonenleitfahigkeit
kommt.

Die Konsequenz der Defekte ist ein verminderter oder fehlender Chloridionentransport
durch den CFTR-Kanal, so dass es zu einer Anhaufung von Chloridionen innerhalb der
Zelle kommt. Dies hat eine gesteigerte Reabsorption von Natrium und Wasser zur Folge
was zu einer erhohten Viskositat vor allem der bronchialen und intestinalen Sekrete
fuhrt.
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1.2. Allgemeine Organmanifestationen der Zystischen Fibrose

Die Mukoviszidose ist eine Multiorganerkrankung, wobei die Auspragung der Beteiligung
der einzelnen Organsysteme sehr variabel ist.

Die typischen gastrointestinalen Symptome der Mukoviszidose sind durch die
Beteiligung von Pankreas, Darm, Leber und Gallenwegen verursacht. Es kommt
allgemein zur Prazipitation des hochviskésen Sekrets in den Acini und
Ausfuhrungsgangen der exokrinen Drusen mit konsekutiver Obstruktion, Fibrosierung
und Atrophie des Parenchyms der betroffenen Organe.

Im Pankreas resultiert daraus eine exokrine Insuffizienz mit Maldigestion, Malabsorption,
Steatorrhoe, abdominellen Schmerzen und Gedeihstérungen. Bei fortschreitender
Destruktion des Bauchspeicheldrisengewebes, mit Untergang auch der endokrinen
Zellen des Pankreas, kann sich im Verlauf eine diabetische Stoffwechsellage ausbilden.
Eine charakteristische Erstmanifestation der Zystischen Fibrose ist der bei
Neugeborenen auftretende Mekoniumileus. Im spateren Krankheitsverlauf kann es
durch die Eindickung der intestinalen Sekrete zum distalen intestinalen Obstruktions-
Syndrom (DIOS) kommen. Weitere Manifestationen am Darm kdnnen Invaginationen
oder ein Analprolaps sein.

In der Leber entsteht durch die wasserarme, zahflissige Galle eine Cholestase.
Darausfolgende entzindliche Veranderungen im Parenchym mit periportalen
Fibrosierungen enden in einer bilidaren Leberzirrhose mit den moglichen Komplikationen
einer Splenomegalie oder Osophagusvarizen.

Aus der exokrinen Pankreasinsuffizienz und der Cholestase resultieren ausgepragte
Fettresorbtionsstérungen mit den typischen Mangelerscheinungen.

Gehauft werden auch cholagene Konkremente bei CF-Patienten diagnostiziert. In den
oberen Atemwegen kann es zu nasalen Polypen oder einer chronischen Sinusitis
kommen.

Bei mannlichen Erkrankten kann zudem durch die Obliteration des Ductus deferens eine
Infertilitdit bedingt werden. Eine unphysiologische Zusammensetzung des

Zervixschleims kann bei Frauen ebenfalls die Fruchtbarkeit beeinflussen.
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1.3. Die Lungenmanifestation bei Zystischer Fibrose

Das Ausmall der Lungenbeteiligung ist fir die meisten CF-Patienten der fur die
Lebenserwartung limitierende Faktor. Auch die Morbiditat und Hospitalisierungsdauer
sind mafdgeblich durch die bronchopulmonale Beteiligung bestimmt.

Untersuchungen zeigen, dass die Lunge bei einem Saugling mit Zystischer Fibrose bei
Geburt histologisch normal ist (Sturgess et al. 1982). Wenige Wochen spater zeigen
sich aber bereits hypertrophierte submukdse Drusen und hyperplastische Becherzellen
in den Bronchiolen. Ob zu diesem Zeitpunkt bereits virale oder bakterielle Infektionen
vorliegen, wird kontrovers diskutiert. Durch Hypersekretion und Anhaufung des
charakteristischen zahen Sekrets kommt es zur Obliteration der zunachst peripheren
Atemwege mit Ausbildung von Atelektasen und Uberblahten Bereichen. Dieser Prozess
weitet sich mit der Zeit bis auf die grofl3en, zentralen Atemwege aus.

In bereits sehr frihen Krankheitsstadien konnte eine Erh6hung von
proinflammatorischen Leukinen (insbesondere Interleukin 8) und des Tumor-Nekrose-
Faktors alpha, noch vor einem nachweisbaren bakteriellen Erstbefall, in der
bronchoalveolaren Lavage (BAL) nachgewiesen werden (Khan et al. 1995)). Bei den
dadurch hervorgerufenen Entzindungsreaktionen sind massenhaft neutrophile
Granulozyten mit ihren inflammatorischen Produkten wie Proteasen und
Sauerstoffradikalen zu finden, die eine sekundare Gewebsdestruktion bewirken. Eine
bestehende Imbalance im Proteasen — Antiproteasen — Verhaltnis verstarkt die
entstehenden Epithelschaden (Birrer et al. 1994).

Zudem wird durch das hochviskdse Sekret die mukoziliare Clearance und damit die
Selbstreinigungsfunktion der Lunge von Sekreten stark beeintrachtigt (Wood et al.). Die
Sekretstase, die entstandenen Epithelschaden und vorangehende virale Infekte
bewirken eine hohe Pradisposition fur bakterielle Kolonisationen mit nachfolgenden
Infektionen (Ramsey et al. 1992, Smith et al. 1996). Die, fur die Infektionen bedeutenden
Keime sind insbesondere Staphylokokkus aureus, Hdmophilus influenzae, Burkholderia
cepacia und der Leitkeim der Mukoviszidose Pseudomonas aeruginosa. Bis in die
Funfzigerjahre dominierte Staphylokokkus aureus als Erreger in pulmonalen Isolaten
CF-Erkrankter (Hoiby et al.), was einerseits durch die damalige frihe Mortalitat von CF-

Patienten  bedingt war. Andererseits wurden erfolgreiche eradizierende
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Antibiotikatherapien bei Staphylokokkus aureus-Infektionen entwickelt, welche ebenfalls
fur den Fuhrungswechsel in der relativen Haufigkeit der Erregerverteilung in CF-Lungen
zugunsten von Pseudomonas aeruginosa verantwortlich gemacht werden. Bislang
wurde von einem sequenziellen Besiedelungsmodell ausgegangen. Neuere Studien
konnten zeigen, dass auch bei erwachsenen Patienten bis zu 50% Kokolonisationen der
beiden Bakterienarten bestehen (Burns et al. 1998). Auf Pseudomonas aeruginosa und
den speziellen Befall der Lunge mit diesem Bakterium wird unten ausflhrlicher
eingegangen. Diese spater chronischen Infektionen und die zunehmenden, von
neutrophilen Granulozyten dominierten, Entzindungsreaktionen fihren zu immer weiter
fortschreitenden Schaden an der Lunge und sind entscheidend fiur die Prognose der

Erkrankung.

Diese pathologischen Veranderungen zeigen sich klinisch und radiologisch in Form von
Bronchiolitis, obstruktiver Bronchitis, Bronchiektasien, interstitiellen und lobularen
Pneumonien, Atelektasen und diffuser Alveolardestruktion (Sobonya et al. 1986). Es
resultiert eine kombinierte obstruktive und restriktive Ventilationsstorung mit
Verteilungsstorungen und Verkleinerung der Gasaustauschflache. Das Endstadium ist
haufig durch eine globale Ateminsuffizienz mit pulmonalem Hochdruck und Cor

pulmonale gepragt.

1.4. Diagnostik der Zystischen Fibrose

Haufig wird die Erkrankung erst anhand typischer klinischer Symptome erkannt und
verspatet diagnostiziert. Diese klinischen Symptome konnen sich, wie geschildert, als
anhaltende Diarrhoen und Steatorrhoen, Gedeihstérungen, Kleinwuchs, chronisch
produktivem Husten oder Zeichen einer obstruktiven Ventilationsstérung mit, im Verlauf
sich ausbildenden, Trommelschlegelfingern und Uhrglasnageln zeigen. Gerade die
Kombination aus gastrointestinalen und respiratorischen Manifestationen muss den
Verdacht auf das Krankheitsbild der Mukoviszidose lenken.

Ein regelmalig durchgefuhrtes Neugeborenenscreening wird in Deutschland nicht

umgesetzt. Eine effektive Cystische-Fibrose-Fruherkennung liegt in der Methode zur
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Erkennung des IRT ( immunreaktives Trypsin ) im Vollblut mittels Enzymimmunassay
vor (Lyczak et al.2002).

Die Goldstandardmethode zur Bestatigung des Erkrankungsverdachtes ist der
Pilocarpin-lontophorese-Schweil3-Test nach Gibson und Cooke, welcher die
pathognomonischen Erhdhungen von Natrium- und Chloridionen im Schweill bei
Mukoviszidose nachweisen kann. Die dreifache Bestatigung der Erhéhung einer der
beiden Elektrolytkonzentrationen gilt als beweisend.

Eine Erweiterung der Diagnostik bei unklaren Ergebnissen bietet die transepitheliale
Potentialdifferenzmessung an der Nase (Alton et al 1990) und die Untersuchung von
Rektumschleimhautbiopsien (van Barneveld et al. 2006, Mall et al. 2004).

Die weiterfUhrende Diagnostik umfasst die molekulargenetischen Untersuchungen des

Erbgutes zur Mutationsanalytik

1.5. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ist ein ubiquitarer Keim mit einer hohen
Stoffwechselanpassungsfahigkeit an die Umgebung, welcher sich in feuchtem Milieu
schnell vermehrt. Es handelt sich um ein gramnegatives, aerobes, fakultativ-pathogenes
Stabchenbakterium von plumper Gestalt. Durch die polare Begeiltelung mit einem oder
mehreren GeilReln ist der 2-4 x 0,5-0,8 um groRe Feuchtkeim gut beweglich. Bei
Kultivierung imponieren die Kolonien flach, unregelmafig begrenzt, metallisch glanzend
mit leicht gezacktem Rand. Charakteristisch ist der aromatische, traubenartige Geruch.
Die Bildung von Pigmenten wie Pyorubin, Pyocyanin und Fluorescin wodurch der Eiter
bei Pseudomonas aeruginosa-Infektionen typisch gelblich-grin gefarbt sein kann, ist
fakultativ. In der Regel treten Kolonisierung und Infektionen durch Pseudomonas
aeruginosa bei Patienten mit Defekten der spezifischen oder unspezifischen Abwehr
auf. Im Fall der CF-Patienten ist, wie oben beschrieben, der Befall durch die Sekretstase
und die Epithelschaden beglnstigt. Die zum Grofdteil nosokomial erworbenen
Infektionen konnen postoperative Wundinfekte, Harnwegsinfekte, Endokarditiden,
Pyelonephritiden, Pneumonien und Sepsen bedingen. Ebenfalls haufig befallen sind

Verbrennungswunden.
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Pseudomonas aeruginosa lasst sich bei Erkrankten aus verschiedenen Materialien
(Sputum, bronchoalveolare Lavage etc.) isolieren und durch spezifische
Stoffwechselmuster identifizieren. Zum Zweck eingehender Studien ist die
Gentypisierung der verschiedenen Stamme zum Beispiel in Form der RFLP
(Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen) maglich.

Die natirlichen Vorkommen von Pseudomonas aeruginosa sind das Erdreich, feuchtes
Holz und Oberflachengewasser. Zum Teil ist der Erreger auch im Darm von Mensch und
Tier nachweisbar. GrolRe Bedeutung hat Pseudomonas aeruginosa im
Krankenhausbetrieb als Erreger nosokomialer Infektionen (Botzenhart et al. 1993).
Infektionsquellen kdonnen hier Waschbecken, Toiletten, Inkubatoren, Absaugkatheter,
Desinfektionsmittel, Beatmungs- und Narkosegerate sein (Morrison et al. 1984). Der
haufigste Infektionsweg geht vermutlich Uber kontaminierte Hande des
Krankenhauspersonals (Doring et al. 1993), Familienangehoriger oder Mitpatienten.
Deshalb kommt der Expositionsprophylaxe pradisponierter Patienten, insbesondere
Mukoviszidose-Erkrankten, eine grof3e Bedeutung zu.

1.6. Definition von Virulenz und Virulenzfaktoren

Als Virulenz bezeichnet man das Ausmal} der krankheitserzeugenden Eigenschaft eines
Stammes einer pathogenen Spezies. Virulenzfaktoren ermoglichen das Durchbrechen
der Abwehr und damit das Zustandekommen einer Infektion und/oder von Schaden an
Wirtszellen. Sie kdnnen chromosomal, phageal oder plasmidkodiert sein.

Die Wirkungsweise der Virulenzfaktoren kann in der Adharenz an Wirtszellen, der
Invasion und Ausbreitung im Gewebe oder auch in der direkten Schadigung und
Zytotoxizitat durch Exotoxine und Exoenzyme liegen. Des Weiteren kdnnen Bakterien
die spezifische und unspezifische Infektabwehr durch Bildung spezifischer Faktoren
beeinflussen. Zusammen mit der Aktivierung von Entzindungszellen, des
Komplementsystems und der Induktion von Zytokinen tragt auch der Wirtsorganismus
zur Virulenz bei, so dass sie insgesamt aus der Wechselwirkung zwischen Erreger und
Wirt resultiert.
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1.7. Virulenzfaktoren von Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa verfugt Uber eine Vielzahl von Produkten und Merkmalen, die
fur die Virulenz dieser Bakterienart verantwortlich sind. Nachfolgend ist eine Auswahl
wichtiger Virulenzfaktoren dargestellt:

Exotoxin A ist eine ADP-Ribosyltransferase, welche durch Translationshemmung die
Proteinbiosynthese blockieren kann (lglewski et al.1979). Des Weiteren hat das Toxin
direkte zytotoxische und immunmodulatorische Effekte.

Exoenzym S wirkt als Adhasin an respiratorisches Epithel und ist zytotoxisch.

Zytotoxin ist durch Ausbildung von transmembrandsen Poren gewebezerstorend.

Die Gruppe von Proteasen und Elastasen wirken proteolytisch auf Elastin, Kollagen und

Laminin (Heck et al. 1986). Es kommt zur Gewebsinvasion, Destruktion respiratorischer
Zilien (Hinglay et al. 1982) und Zerstérung von unspezifischen Abwehrmechanismen.

Phosholipasen bedingen durch den Abbau bestimmter Substanzen die Stimulation von

Entzindungsmediatoren und den Abbau von Surfactant.

Die Produktion von Pigmenten wie Pyocyanin und Pyorubin wirkt bakterizid, senkt die
Zilienschlagfrequenz (Kanthakumar et al.1996) und stimuliert die Freisetzung von
Elastase aus neutrophilen Granulozyten (Ras et al. 1992).

Lipopolysaccharide (Endotoxine), als Bestandteil der &ufleren Membran von

gramnegativen Bakterien, gelten als Adhasine und aktivieren das Komplementsystem.

Viele der Virulenzfaktoren stellen wichtige Antigene dar, wodurch das spezifische
Immunsystem des Wirtsorganismus zu einer starken humoralen Immunantwort stimuliert

wird.

1.8. Der Virulenzfaktor Adhésion bei Pseudomonas aeruginosa

Als Adhasion wird die Bindung der Bakterien an die Zielzellen bezeichnet. Es ist ein
spezifischer Prozess der nach dem Schllssel-Schlo3-Prinzip funktioniert. Diese feste,
dauerhafte Bindung an die Wirtszellen ist die wesentliche Voraussetzung fur die

chronische Kolonisation und spatere Infektion durch Pseudomonas aeruginosa.
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Eine Reihe von Produkten und Bestandteilen von Pseudomonas aeruginosa dienen als
Liganden bei der Adhasion an die Atemwegsepithelien von Mukoviszidosepatienten.
Hierzu zahlen das Exoenzym S (Baker et al. 1991), die Pili (Russel et al. 1989), die
Geilleln (Feldmann et al. 1998), die Lipopolysaccharide (Gupta et al. 1994), das Protein
F (Azghani et al. 2002), der Type-4-pilus (Zoutmann et al. 1991), das Flagellin (Hybiske
et al. 2004, Lillehoj 2002) und das Alginat (Marty et al. 1998).

Es konnte gezeigt werden, dass Pseudomonas aeruginosa eine hohe Adhasion an den
Bronchialschleim und die Epithelien des respiratorischen Systems bei CF-Patienten
aufweist (Dealer et al. 1992, Devaraj et al. 1994, Scharfmann et al. 1996).
Pseudomonas aeruginosa bindet auch verstarkt an die, bei Epithelschaden freiliegende,
Basalmembran des Lungenepithels (Tsang et al. 2003, Plotkowski et al. 2002).
Korrespondierende Rezeptoren an den Zielzellen fur die Anbindung der Adhasine sind
die Glycosphingolipide Asialo-GM 1 und GM 2 (Baker et al. 1990), Glykoproteine
(Ramphal et al. 1987), Glykolipide (Gupta et al. 1994), Sialosylreste (Scharfmann et al.
2000), Muc1 Mucin (Lillehoj et al. 2002) und das Laminin (Plotkowski 1996). Nach de
Bentzman et al. (1996) und Imundo et al. (1995) fuhrt eine vermehrte Expression von
Asialogangliosid 1 (GM 1) auf der apikalen Membran von CF-Lungenepithelzellen zu
einer hoheren Adhasionsneigung von Pseudomonas aeruginosa.

Weiterhin werden Fibronectin und Vitronectin in einer Studie von Leroy-Dudal et al. von
2004 als natlrliche Liganden fur die Adhasion von Pseudomonas aeruginosa benannt.
Als wichtiger Rezeptor fur Pseudomonas aeruginosa wurde auch das CFTR-Protein
selbst angegeben (Pier et al. 1996). Bislang wurde jedoch kaum untersucht, wie sich die
Auspragung der Adhasion bei chronischer Infektion mit Pseudomonas aeruginosa
entwickelt.

Eine Einflussnahme im Sinne einer Reduzierung der Adhasionsstarke von
Pseudomonas aeruginosa an respiratorische Epithelien, konnte fir das Antibiotikum
Azithromycin an buccalen Zellen (Baumann et al. 2001) gezeigt werden. In einer
weiteren Studie wurde fir Azithromycin und Clarithromycin in Kombination mit
Gatifloxazin eine signifikante Inhibition der Adhasion gezeigt (Zhonghua et al. 2001). Fur
Chloramphenicol und Cefsulodin (Di Martino et al. 2001; Carfartan et al. 2004) und auch
Dextran (Barghouti et al. 1996) konnte gegenuber Alveolarepithel die gleiche Wirkung

festgestellt werden. Auch fur Polysaccharide wie Glycogen und Mannan konnte eine
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inhibitorische Wirkung auf die Adhasion nachgewiesen werden (Wolska et al. 2005).
Das Antibiotikum Piperacillin in Kombination mit Tazobactam =zeigte in einer
Versuchsreihe von Fonseca et al. 2004 eine signifikante Abnahme der Adhasion und
eine Abnahme der Biofilmausbildung bei verschiedenen Pseudomonas aeruginosa-
Stammen. In Erforschung sind auch Vakzine mit konsekutiver Antikorperbildung gegen
Adhasine (Cachia et al. 2003). Ziel dieser Forschungen ist es, den primaren Schritt der
Besiedlung durch Pseudomonas aeruginosa, die Adhasion an das respiratorische

Epithel, insbesondere bei CF-Patienten zu blockieren oder zu reduzieren.

1.9. Besonderheiten von Pseudomonas aeruginosa bei Zystischer Fibrose

Bei der Erstbesiedlung der Lunge von CF-Patienten mit Pseudomonas aeruginosa
lassen sich in der Uberwiegenden Anzahl der Falle die nicht-mukoiden Stadmme
nachweisen. Im Verlauf der chronischen Infektion kommt es zu der charakteristischen
Umwandlung in die schleimbildende, mukoide Form (Ddring et al. 1997, Pederson et al.
1992). Ein auslésender Faktor der Transformation wird in der vermehrten
Sauerstoffradikalenproduktion durch neutrophile Granulozyten vermutet (Mathee et al.
1999). Es kommt zu einer Uberproduktion von Exopolysacchariden, dem so genannten
Alginat, welches aus L-Glucuronsaure und D-Mannuronsaure aufgebaut ist (Russel et
al. 1989). Die mukoiden Bakterien assoziieren zu groReren Verbanden, den
Mikrokolonien (Lam et al. 1980). In Verbindung mit Mukus und Entzindungszellen bildet
sich ein Biofilm aus, welcher an Muzine der Bronchien adhariert (Plotkowski et al. 1996).
Das Volumen des Biofilms besteht nur zu 10-20% aus Bakterien. Zur Versorgung der
Bakterien mit Sauerstoff und anderen Nahrstoffen ist der Biofilm mit einem System von
kleinen Kanalen durchzogen (Costerton et al. 1994). In dem Biofilm gebundene
Bakterien wachsen im Gegensatz zu den planktonisch vorkommenden Erregern
verlangsamt (Dunne 2002). Die Eigenschaft zur Alginatbildung von Pseudomonas
aeruginosa geht bei Subkultivierung regelmaliig wieder verloren.

Die Alginatbildung gilt als der wesentliche Virulenzfaktor von Pseudomonas aeruginosa
bei der Zystischen Fibrose, da bei mukoiden Stammen alle Ubrigen potentiellen

Virulenzfaktoren vermindert ausgepragt sind (Govan 1996). Nach einer Studie von
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Vranes et al. von 2004 nimmt auch der Virulenzfaktor Adhasion bei Ausbildung der
mukoiden Form ab. Trotzdem kommt es beim Befall durch die mukoide Variante im
Erkrankungsverlauf zu einer stark fortschreitenden Zerstérung von Lungengewebe und
einer zunehmenden Einschrankung der Lungenfunktion (Pederson et al. 1992).
Die Ausbildung des Alginats und konsekutiv des Biofilms hat weit reichende Folgen auf
das bronchopulmonale System:

- Mechanische Verlegung der Lumina der Bronchien

- Alginat ist ein Adhasin an Lungenepithelien (Marty et al. 1998)

- Herabsetzung der mukoziliaren Clearance

- Erhdhung der Antikorperproduktion

- Beeintrachtigung der Phagozytosefahigkeit (Cabral et al. 1987)

- Verminderung der Wirksamkeit von Antibiotika (Bayer et al. 1991; Aaron et al.

2002))
- Induktion der Produktion von Interleukin 1 und des Tumornekrosefaktors alpha
- Beeintrachtigung der Aktivierung des Komplementsystem

- Steigerung der sekretorischen Aktivitat von mukosen und serdsen Zellen

In Versuchen an Patienten mit diffuser Panbronchiolitis konnte eine verminderte
Produktion von Alginat durch die Anwendung von Makroliden gezeigt werden (Molinari
et al. 1993, Tateda et al.1996, Ichimiya et al.1996). Auch die Ausbildung weiterer
Virulenzfaktoren wie die Produktion von Exoprodukten (z.B. Elastase), von Geifdeln und
die Struktur der Lipopolysaccharide konnten in diesem Zusammenhang positiv
beeinflusst werden.

Eine weitere Madoglichkeit eine Reduktion der Alginatproduktion und auch der
Adharenzstarke an Alveolarepithel zu bewirken, besteht in der Anwendung von
Bismutthiolderivaten (Wu et al. 2002).
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1.10. Infektion der CF-Lunge mit Pseudomonas aeruginosa

Seit den Flnfziger-dJahren ist Pseudomonas aeruginosa der Leitkeim der Zystischen
Fibrose. In der 2.-3. Dekade liegt der Lungenbefall bei CF-Patienten mit Pseudomonas
aeruginosa bei einer Pravalenz von 80% (Govan et al.1996). Der Keim weist eine hohe
Persistenz nach stattgefundener Infektion auf. Oft bleibt die Lunge eines CF-Patienten
ein Leben lang von einem Pseudomonasstamm besiedelt (Tummler et al. 1997). Es
kénnen auch mehrere Klone nebeneinander existieren oder transiente Besiedelungen
auftreten. Ein vollkommener Wechsel des Erregerstammes ist sehr selten. Die
Lungeninfektion @ mit  Pseudomonas  aeruginosa mit den  entzindlichen
Gewebsveranderungen ist maligeblich flir die Prognose der Zystischen Fibrose
verantwortlich.

Was die hohe Pradisposition der CF-Lunge gegenlUber Pseudomonas aeruginosa
bedingt ist noch weitgehend ungeklart. Die Epithelschaden durch vorausgehende
Infektionen mit Viren (z.B. Respiratory Syncytial Virus oder Influenza A-Virus) und
Bakterien (Staphylokokkus aureus, Hé&mophilus influenzae und Streptokokkus
pneumoniae) erleichtern die Kolonisierung und Infektion durch Pseudomonas
aeruginosa. Die hohe Adhasionsbereitschaft an das entzindlich veranderte
Lungenepithel und den Schleim wurde bereits erwahnt. Nach Maselli et al. (2003) sind
das weibliche Geschlecht, der homozygote Genotyp fir die Delta-F508-Mutation und
vorausgehende Infektionen mit Staphylokokkus aureus Risikofaktoren fur die Besiedlung
mit Pseudomonas aeruginosa. Des weiteren ist die, durch Elektrolytimbalance und die
Produktion von hoch viskdsem Schleim, herabgesetzte mukoziliare Clearance und die
verminderte bakterizide Wirkung von Epithelien, durch die Inaktivierung von
Abwehrmechanismen in der CF- Lunge (Smith et al. 1996 und Goldmann et al. 1997),
fur die besondere Anfalligkeit mitverantwortlich. Die erhohte Affinitat fir die Adhasion
von Pseudomonas aeruginosa durch die gesteigerte Ausbildung von Asiolo-GM 1 auf
CF-Lungenepithelien wurde erwahnt. Durch die Adhasion von Pseudomonas aeruginosa
wird die Produktion des proinflammatorisch wirkenden Interleukin 8 erhéht (Di Mango et
al. 1995). Gleichzeitig ist in der CF-Lunge die Produktion des Gegenspielers Interleukin
10 vermindert (Bonfield et al. 1995). Die Selektion von Pseudomonas aeruginosa durch

Antibiotika-Therapien vor allem gegen Staphylokokkus aureus, wird kontrovers
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diskutiert.

Pseudomonas aeruginosa verfugt Uber eine Vielzahl von Virulenzfaktoren (s. 1.10. und
1.11.) welche das intakte Abwehrsystem von CF-Patienten (Harper et al. 1980,
Scrensen et al. 1990) schwachen und unterlaufen.

Da eine Reihe dieser Virulenzfaktoren wichtige Antigene darstellen, kommt es zu einer
ausgepragten und anhaltenden Antikorperproduktion, durch die der Erreger in der Regel
trotzdem nicht eliminiert werden kann. Es folgt eine frustrane, immunkomplexvermittelte
Entzindungsreaktion mit Aktivierung des Komplementsystems. Eine Schlusselrolle
nehmen die massenhaft vorhandenen neutrophilen Granulozyten ein. Die, durch den
Zerfall von Granulozyten in gro3en Mengen freiwerdende, Neutrophilenelastase fuhrt zu
starken proteolytischen Gewebedestruktionen, induziert die Produktion von Interleukin 8,
und ist eine hochpotente sekretogene Substanz (Déring et al. 1995 und Schuster et
al.1992). Zusammen mit weiteren Proteasen beeintrachtigt sie die lokale Immunabwehr
und hat auch direkte toxische Wirkungen auf das respiratorische Epithel. Weitere
Produkte der Granulozyten sind Sauerstoffradikale und lysosomale Enzyme. Die
progrediente Zerstorung von Lungengewebe fuhrt im Verlauf zum fortschreitenden
fibrotischen Umbau der Lunge. Das geschadigte Lungengewebe ist wiederum
pradisponiert fir erneute Adhasion, Kolonisation und Infektion durch Pseudomonas
aeruginosa.

Da die Infektion der CF-Lunge mit Pseudomonas aeruginosa und damit die
Lungenschaden mit der Uberlebensrate korrelieren (Ramsey 1996), mufB die
Kolonisierung und folgende Infektion so frih wie mdglich erkannt und therapiert werden.
Ein Ziel der vorliegenden Studie ist es, den Zusammenhang zwischen der Entwicklung
des Funktionszustands der Lunge in Abhangigkeit von der Adhasionsstarke im Verlauf
der chronischen Pseudomonasinfektion zu untersuchen.

Infektionen mit Pseudomonas aeruginosa aullerhalb der Lunge kommen bei CF-
Patienten nicht vermehrt vor. Ziel der Forschung ist es, Mallnahmen zu entwickeln, die
die Pradisposition der CF-Lunge fur die Pseudomonasinfektion senken und die

Primarbesiedlung erschweren oder verhindern.
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1.11. Therapie der bronchopulmonalen Infektion durch Pseudomonas

aeruginosa bei Zystischer Fibrose

Fur die antibiotische Therapie von bronchopulmonalen Infektionen mit Pseudomonas
aeruginosa steht eine Reihe von Substanzen zur Verfugung, auf welche der Erreger mit
unterschiedlicher Sensitivitat reagiert. Es kommen zur Anwendung Penicillinderivate wie
Piperacillin und Azlocillin, Cephalosporine der 3. Generation (z.B. Ceftazidim),
Monobaktame, Carbapeneme (Imipenem und Meropenem), Colistin und Aminoglykoside
wie vor allem Tobramycin. Diese Substanzen werden teils inhalativ, teils oral oder
intravends verabreicht.

Insgesamt bestehen im Gegensatz zu den Wildstdmmen bei Krankenhausstammen
haufig Resistenzen gegen verschiedene Wirkstoffgruppen. Diese erworbenen
Resistenzen erschweren die gezielte chemotherapeutische Behandlung sehr. Deshalb
wird die Therapie grundsatzlich mit einer Zweierkombination von Antibiotika mit
unterschiedlichen Resistenzmechanismen vorgenommen.

Eine Eradikation von Pseudomonas aeruginosa ist nur in Ausnahmefallen moglich (Palm
2000), so dass in der Regel nur eine Erregerzahlreduktion Ziel der Therapie sein kann.
Es werden Therapieschemata zur Dauertherapie in Form einer alle 3 Monate
durchzufiihrenden, parenteralen, prophylaktischen antibiotischen Therapie tUber 14 — 21
Tage oder eine gezielte symptomatische Infektexazerbationstherapie angewendet.

In Erprobung sind verschiedene Vakzinstrategien um die Wahrscheinlichkeit eines
Erstbefalls durch Pseudomonas aeruginosa zu verringern. Die Beeinflussung des
grundlegenden Gendefektes durch gentechnische Methoden brachte bislang keinen

durchbrechenden Erfolg.
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1.12. Symptomatische Therapie und Prophylaxe der bronchopulmonalen

Manifestation

Begleitend zu der gezielten antibiotischen Therapie der Lungeninfektionen schlief3t die
Behandlung eine Reihe von prophylaktischen und symptomatischen Therapieansatzen
mit ein:

- Physiotherapeutische ~ MalRnahmen und  korperliche  Aktivitat — zur
Thoraxmobilisation und Sekretelimination, Erhohung der mukoziliaren
Clearance und Lungenelastizitatserhaltung

- Bronchospasmolytika wie Beta-2-Mimetika und Anticholinergika bei
hyperreaktivem Bronchialsystem und Obstruktionen

- Anwendung von Mukolytika wie N-Acetylcystein

- Verabreichung von Glucokortikosteroiden

- Rekombinante DNAse =zur Aufspaltung extrazellularer kumulierter DNA
zwecks Reduktion der Schleimviskositat

- Amilorid zur Beeinflussung des Elektrolytflusses um die Natrium- und

Wasserabsorption zu reduzieren

Auch die optimierte Therapie der gastrointestinalen Manifestationen hat entscheidenden
Einfluss auf die pulmonale Situation. Durch Erhalt eines ausreichenden
Langensollgewichtes und ausreichender Zufuhr von Energietragern, wird die

respiratorische Leistung positiv beeinflusst (Konstan et al. 2003, Steinkamp et al. 2002).
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1.13. Zielsetzung und Fragestellung

Die chronische Infektion der Lunge mit Pseudomonas aeruginosa bei der Zystischen

Fibrose ist ein wesentlicher Faktor bezuglich der Morbiditat und Mortalitat der erkrankten

Patienten. Die Adhasion als feste und dauerhafte Bindung an die Alveolarzellen ist die

wesentliche Voraussetzung fur die Kolonisation und spatere Infektion mit Pseudomonas

aeruginosa.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Entwicklung des Virulenzfaktors Adhasion bei chronisch mit

Pseudomonas aeruginosa infizierten CF-Patienten im Verlauf der Erkrankung zu

untersuchen. Die Untersuchungen wurden an 8 CF-Patienten vom Zeitpunkt der

Erstkolonisation mit Pseudomonas aeruginosa Uber einen Zeitraum von bis zu 15

Jahren durchgefliihrt. Neben der Adhasionsstarke wurde der klinische Status anhand der

Lungenfunktionsparameter FVC und FEV1 im Verlauf erfasst. Zusatzlich wurden in

vorausgegangenen Studien die Genotypen fur einen Grol3teil der Proben bestimmt. Dies

ermoglichte die Untersuchung, ob ein Zusammenhang zwischen der Adhasionsstarke
und den bakteriellen Genotypen besteht.

Folgende Fragestellungen wurden erstellt:

- Ist die Auspragung der Adhasion bei Erstkolonisation mit Pseudomonas
aeruginosa bei CF-Patienten ahnlich oder zeigen sich interindividuelle
Unterschiede?

- Besteht ein Zusammenhang zwischen der Adhasion bei Erstbesiedelung und
dem pulmonalen Funktionszustand?

- Zeigt sich im Verlauf der chronischen Infektion der Lunge bei CF-Patienten eine
Anderung der Auspragung des Virulenzfaktors Adh&sion?

- Liegt bei den einzelnen Patienten ein Zusammenhang zwischen der gemittelten
Adhasion von Pseudomonas aeruginosa und dem durchschnittlichen pulmonalen
Funktionszustand vor?

- Besteht eine Korrelation zwischen der Entwicklung der Auspragung des
Virulenzfaktors Adhasion und des pulmonalen Funktionszustandes bei CF-
Patienten Uber den Untersuchungszeitraum?

- Lassen sich Ruckschliusse von der Adhasionsstarke auf den pulmonalen

funktionellen Zustand eines CF-Patienten ziehen oder umgekehrt?
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- Zeigt sich eine durchschnittlich hohere Adhasion bei Nachweis von mehreren
Pseudomonas aeruginosa- Stammen?

- Besteht ein Zusammenhang zwischen dem Genotyp eines Bakterienisolates und
der Fahigkeit zur Adhasion?
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2. Material und Methoden

2.1. Probenkollektiv und Untersuchungszeitraum

Die in dieser Versuchsreine verwendeten Bakterienisolate wurden von der
Forschungsgruppe ,Molekulare Pathologie der Mukoviszidose® der Medizinischen
Hochschule Hannover zur Verfugung gestellt. Es handelt sich um insgesamt 100
sequentiell isolierte Bakterienasservate aus Sputumproben von acht Mukoviszidose-
Patienten. Die Bakterienisolate wurden jeweils vom Beginn der Erstkolonisation Uber
einen Zeitraum von bis zu 15 Jahren gesammelt und in dieser Arbeit bezuglich ihrer
Adhasionsstarke untersucht. Teilweise wurden aus einer Sputumprobe eines Patienten
mehrere phanotypisch unterschiedliche Pseudomonas aeruginosa-Stamme isoliert und
untersucht. Bei der Auswertung und Darstellung der gemessenen Adhasionsstarken
wurden in diesen Fallen die Adhasionsstarken der phanotypisch unterschiedlichen

Stamme pro Entnahmezeitpunkt gemittelt.

2.2. Laborgerate

-Fluoreszenz-Mikroskop von Zeiss®
-Fluoreszenzlampe, Kappa®

-Auflichtmikroskop, Zeiss® ID 03
-Auswertungssoftware Image Pro Plus®, The Proven Solution, Version 3.0, Media
Cybernetics

-UV-VIS Spektrophotometer, Shimadzu® UV mini 1240
-Brutschrank, Heraeus® HERAcell
-Schuttelbrutschrank, Biometra® APT Line
-Schittelwasserbad, Kéttermann® 244

-Zentrifuge, Hettich® Rotanta/TRC

-Milligrammwaage, Sartorius® analytic
-TiefkUhlschrank, Heraeus® HERAfreeze
-Sterilwerkbank, Heraeus® Modell HERAsafe
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2.3. Medien, Puffer und Losungen

Zellmedium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) mit Zusatz von 10% FCS (hia), 2mM
L-Glutamin und einem Anteil von 50 U/ml Penicillin/Streptomycin

LB-Flussigmedium

HBSS (Hank's balanced salt W/O Phenol red)

Hepes 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic-acid, tris-buffer
Na-Borat (20mM Borsaure und 150 mM NaCl, pH 9,0)

PBS (Phosphat buffered saline)

BSA (Bovine serum albumine)

Formalin 0,5%

Schafblutagarplatten

2.4. Aufbereitung der Bakterienisolate

Die Bakterienisolate wurden in Eppendorf-Rohrchen in einem Tiefkihlschrank bei —80°C
aufbewahrt. Zur Anwendung einer Bakterienprobe in einer Versuchsreihe wurden die
bendtigten Asservate in einen Kihlbehalter Gberfuhrt und mit einer zuvor ausgeglihten
Ose eine kleine Menge entnommen (ca. eine % Ose). AnschlieRend erfolgte der 3-
Osenausstrich auf Schafsblutagarplatten. Diese wurden als Ubernachtkultur im
Brutschrank bei 37° inkubiert. Am nachfolgenden Tag wurde eine Reinkultur mit der Ose
abgezogen und in 5ml LB-Flissigmedium Uberimpft. Nach erneuter Ubernachtkultur im

Schittelinkubator bei 37° waren die Proben fur den Versuch einsetzbar.
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2.5. Lungenzellinie A549

Die Zellinie A549 ist eine humane Lungencarcinomzellinie, welche von einem 1972
explantierten Lungentumor eines kaukasischen Mannes abstammt. Im Detail handelt es
sich um eine Alveolarzellcarcinomlinie entsprechend den Pneumozyten Typ Il. Die gut
differenzierten Epithelzellen wachsen als Monolayer konfluent und adharent. In einer
Verdinnung von 1:5 - 1:10 nach Passage wachsen die Zellen als Monolayer innerhalb
von 4-7 Tagen erneut konfluent. Die Verdopplungszeit liegt bei 30 Stunden. Optimale
Wachstumsbedingungen sind 37°C bei 5% Kohlendioxid und Verwendung von 90%
Delbecco’s Modified Eagle Medium mit 10% FBS.

A549 wurde in zahlreichen Versuchsreihen in Verbindung mit Pseudomonas aeruginosa
verwendet (Gagniere et al. 2004; Leroy-Dudal et al. 2004; Azghani et al. 2002,
Carterson et al. 2005; Chi et al. 1991; Di Martino et al. 2000; Barghouti et al. 1996; Di
Martino et al. 2002; Hahn 1997).

Abbildung 1: Confluenter A 549-Zellrasen
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2.6. Zellkultivierung von A549

Die Zellen wurden in Falkonflaschen mit einer je nach Flaschengrélie entsprechenden
Menge Medium bei 37°C und 5% Kohlendioxid im Brutschrank inkubiert. Alle 2-3 Tage
wurde das Medium vorsichtig mittels Pipette abgesaugt, ohne die adharenten Zellen zu
beschadigen, und durch neues auf 37°C vorgewarmtes Zellmedium ersetzt.

Bei Konfluenz der Zellen oder spatestens nach einer Woche wurden die Zellen
passagiert. Hierzu wurde das Medium vorsichtig mit der Pipette abgesaugt und der
Zellrasen anschliefend einmalig mit erwarmter PBS-Pufferlosung von Mediumresten
befreit. Nach Abpipettieren der Mediumreste erfolgte die Zugabe von ebenfalls
erwarmter Trypsin/EDTA-L6sung in einer nach Flaschengrolle festgelegten Menge ( 4, 8
oder 15ml ) auf den Zellrasen. Anschlieend erfolgte die Inkubation im Brutschrank flr
ca. 5 Minuten bis sich die Zellen vom Flaschenboden ablésten. Es war darauf zu achten,
dass die Inkubation nicht Ianger als 10 Minuten betrug, da es sonst zu Zellschaden kam.
Die entstandene Zellsuspension wurde abgesaugt und mit der doppelten Menge
Medium resuspendiert und anschlieBend bei 1180Upm bei 25°C fur 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das entstandene Zellsediment mit
etwas Medium resuspendiert. Im Anschluss wurde mittels Neubauerzahlkammer die
gewiinschte Verdiinnung von 10 ° A549-Zellen/ml eingestellt. Mit dieser Zellsuspension
wurden 12-well-Platten mit je 1ml / Cup beflllt und im Weiteren fir 2 Tage unter
Kontrolle und einmaligem Mediumwechsel bis zur Ausbildung eines konfluenten
Zellrasens im Brutschrank inkubiert. Die nach Befullung der Platten Uberbleibende
Zellsuspension wurde in Falkonflaschen ausgesat und mit entsprechenden Mengen
Zellmedium erneut inkubiert. Die Zellen wurden maximal 25mal passagiert. Bei hOheren
Passagen kam es zu einer ,falsch niedrigen Adharenz“ der Bakterien an den
Lungenzellen. Zudem zeigte sich ein zunehmend verlangsamtes Wachstum der Zellen
mit gehauft auftretenden toten Zellen, so dass sich keine konfluenten Zellrasen mehr
ausbildeten. Zwecks Kontrolle der Reproduzierbarkeit wurde bei jedem Versuchsansatz
der Kontrollkeim PAO (Pseudomonas aeruginosa strain one) mitgefiUhrt um

Abweichungen im Adhasionsprotokoll zu erkennen.
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2.7. Prinzip der Fluoreszenz und FITC

Wird nach der Absorption von Strahlung von Stoffen die aufgenommene Energie nicht in
Form von Warme, sondern als sichtbares Licht abgegeben, so spricht man von
Fluoreszenz. Dieses ausgestrahlte, nicht absorbierte Licht, auch Sekundarstrahlung
genannt, zeigt stets eine grof3ere Wellenlange als die Anregungsstrahlung. Da Bakterien
nicht die Eigenschaft besitzen, sich zur Fluoreszenz anregen zu lassen, kdnnen diese
zur Detektion mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert werden. Durch den
Fluoreszenzfarbstoff FITC ( Fluoreszein-lso-Thio-Cyanat ) kommt es zu einer antikdrper-
unabhangigen direkten Proteinmarkierung. Nach Markierung der Bakterien mit FITC
wird bei der Auswertung im Fluoreszenzmikroskop die Probe mit Licht bestrahlt, das
genau der Wellenlange entspricht, die den Farbstoff am besten zur Fluoreszenz anregt.
Im Falle von FITC wendet man blaues Licht mit einer Wellenlange von 450nm bis
490nm an. Die Einschrankung des Lichtes auf ein bestimmtes Wellenlangenspektrum
wird Uber einen Erregerfilter erreicht. Die von FITC ausgehende Sekundarstrahlung ist
gelbgrinlich (Wick et al. 1976).

Da der Farbstoff mit der Zeit und unter Bestrahlung mit Tageslicht und UV-Licht
verblasst (Picciolo und Kaplan 1985), mul} zlgig gearbeitet werden und die Auswertung
in einem abgedunkelten Raum vorgenommen werden. Bei starker Bestrahlung ist es
moglich, dass FITC 50% der Strahlungsintensitat innerhalb von 2 bis 3 Minuten verliert
(Sedlacek et al. 1981).

2.8. Adhasionsassay

Nach Entnahme der Ubernachtkulturen aus dem Schiittelbrutschrank wurden diese bei
3000g fur 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte das Dekantieren des
Uberstandes und die Resuspension des Pellet mit 8ml gekiihltem Na-Borat-Puffer und
die erneute Zentrifugation unter oben genannten Bedingungen. Dieser Vorgang wurde
zweimal wiederholt. Nach erneutem Verwerfen des Uberstandes wurde mit 1ml Na-
Borat resuspendiert unter Zugabe von 200ul FITC, welches zuvor abgedunkelt aufgetaut

worden war. AnschlieBende Inkubation der Suspension im abgedunkelten
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Schuttelwasserbad bei 23°C fur 30 Minuten.

Nach erfolgter Inkubation wurde die Suspension vorsichtig auf 5ml 6%-Albuminlésung
BSA/PBS geschichtet und fir 15 Minuten bei 3000g bei 4°C zentrifugiert zwecks
Abbindung des Uberschissigen, ungebundenen FITC. Der Uberstand wurde dekantiert,
mit HBSS + Hepes resuspendiert und erneut bei 3000g bei 4°C fur 10 Minuten
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. AnschlieRend erfolgte die
Einstellung der Bakteriendichte am Photometer auf 10 ° cfu/ml bei einer Extinktion von
600nm. Aus zuvor durchgefuhrten Verdinnungsreihen war dieser Wert ermittelt worden.
Nach Verdinnung auf 1:10 mit eisgekuhltem HBSS + Hepes, mit einer
Endkonzentration von 10 8 cfu/ml, wurden die cups der 12-well-Platten mit konfluentem
A 549-Zellrasen mit je 1ml gefullt. Die einzelnen Cups der Platten waren zuvor unter
dem Lichtmikroskop auf Konfluenz des Lungenzellrasen kontrolliert wurden und
anschlie®end vorsichtig mit auf 37°C erwarmten HBSS + Hepes dreimal gespult worden
(Entfernung von Mediumresten).

Die mit Bakteriensuspension gefullten Platten wurden fur 60 Minuten bei 70rpm im
Schuttelbrutschrank inkubiert. AbschlieBend wurden die nicht adharenten Bakterien
durch viermaliges Spulen der Cups mit kaltem HBSS + Hepes abgewaschen und die
Fixierung mit 500pl 0,5% Formalin je Cup vorgenommen. Bis zur Auswertung wurden

die Platten im abgedunkelten Kuhlschrank gelagert.

2.9. Auswertung der Versuchsergebnisse

Ziel des Versuchsansatzes war es die Anzahl der fluoreszenzmarkierten und an
Lungenzellen adharenten Bakterien der verschiedenen Pseudomonas aeruginosa-
Asservate zu bestimmen. Es erfolgte eine Zahlung von Bakterien pro Gesichtsfeld auf
dem Zellkulturrasen.

Die Auswertung erfolgte mittels Auflichtfluoreszenzlichtmikroskopie mit Hilfe des
halbautomatischen Zahlprogramms Image Pro Plus® unter visueller Kontrolle. Die
Bakterienproben wurden jeweils als Dreifachansatz angesetzt und pro Cup je 30
Gesichtsfelder mit einer GréRe von 0,0186 mm? (0,12mm x 0,155mm) ausgewertet. Aus
den fur jede Bakterienprobe ermittelten 90 Werten wurde der Mittelwert gebildet. Der
Referenzkeim PAO (DSM 1707) wurde bei jedem Versuchsdurchgang mitgefuhrt.
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2.10. Statistik

Zur statistischen Auswertung und graphischen Darstellung der erhobenen Daten wurde
mit den Programmen Sigma-Plot SPSS Science 2000, Microsoft Excel sowie dem
Varianzanalysemodell ANOVA (Berechnung mit SAS/Mixed) gearbeitet. In dieser Studie
wurden bereits asservierte Bakterienproben und retrospektiv gesammelte klinische
Daten aufgearbeitet und untersucht.

Die verwendeten Sputumproben waren bei den Patienten in keiner festen zeitlichen
Abfolge entnommen worden. Bei jedem der 8 Patienten waren die Zeitpunkte der
Probengewinnung verschieden und auch die Zeitintervalle zwischen den Proben
variierten individuell stark.

Die Erfassung des funktionellen pulmonalen Zustandes der Patienten erfolgte ebenfalls
individuell und nicht in regelmaligen Abstanden. Zudem wurden die Klinischen
Untersuchungen nicht immer mit den Sputumentnahmen kombiniert durchgefihrt.
Aufgrund dieser Einschrankungen im Datenmaterial erfolgte eine vorwiegend deskriptive

Auswertung der Versuchsergebnisse.

2.11. Genotypisierung der Pseudomonas aeruginosa-Stamme

Bei den Bakterienisolaten wurde in vorausgegangenen Studien fur die erste Halfte des
Untersuchungszeitraumes mit Hilfe der RFLP (Restriktions-Fragment-Langen-
Polymorphismen) eine Gentypisierung vorgenommen. Bei dieser Methode wird mit Hilfe
von selten schneidenden Restriktionsenzymen (z.B. Spe /) die Bakterien-DNA in
verschieden lange Fragmente verdaut. Mittels der Gelelektrophorese im Wechselfeld
werden die resultierenden Fragmente aufgetrennt und bilden ein fir den jeweiligen
Stamm charakteristisches Bandenmuster aus. Die identifizierten unterschiedlichen
Genotypen wurden mit Grof3- und Kleinbuchstaben bezeichnet. Die Methode hat eine

hohe diskriminatorische Qualitat.
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2.12. Klinische Verlaufsparameter

Zusatzlich zu der Entnahme der Sputumproben wurde der Verlauf des klinischen Status
anhand verschiedener Parameter erfasst. Diese Daten wurden retrospektiv aus dem
Archiv der Kinderklinik der Medizinischen Hochschule Hannover zur Verfiigung gestellt.
Die Erfassung des klinischen Status bei den einzelnen Patienten wurde teilweise
unabhangig von der Entnahme der Sputumproben durchgefuhrt, so dal} die Zeitpunkte
der Sputumentnahmen und der klinischen Untersuchungen teilweise nicht korrelieren.
Zudem ist bei 7 der 8 Patienten der Untersuchungszeitraum fur die Sputumentnahme
langer als der flr die klinischen Lungenfunktionsparameter. Wesentlicher klinischer
Parameter war die Lungenfunktion, mit Erfassung des absoluten und relativen FEV1 und
der absoluten und in Relation zum Sollwert gesetzten FVC. Da die absoluten Messwerte
von Geschlecht, Koérpergewicht, Alter und Konstitution abhangig sind und breit streuen,
werden die FEV1 und die FVC in dieser Studie in % des fur Patienten errechneten

Normalwertes angegeben.

2.12.1. Forcierte Vitalkapazitat ( FVC )

Als Forcierte Vitalcapazitat FVC bezeichnet man das Volumen, welches nach maximaler
Inspiration durch forcierte Expiration ausgeatmet werden kann. Eine Verminderung der
FVC lasst auf eine restriktive Ventilationsstorung schlieRen, bedingt durch Fibrose,
Emphysem oder Parenchymverlust. Der Wert steht in Abhangigkeit zu der Lungen- und
Brustwandcompliance. Fortgeschrittene obstruktive Lungenschaden konnen auch zu
einer Verkleinerung der FVC fuhren. Als normal werden Werte >80% des alters- und
geschlechtsbezogenen Sollwertes angesehen. In dieser Studie wurde die FVC
prozentual auf den Sollwert bezogen erfasst.

Nach der European Respiratory Society werden die Schweregrade der funktionellen

Einschrankung wie folgt gestaffelt:

- leichtgradig: FVC 70-90%
- mittelgradig: FVC < 50-70%
- schwergradig: FVC < 50%
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2.12.2. Einsekundenkapazitat ( FEV1 )

Das Forcierte Exspiratorische Volumen, auch Einsekundenkapazitat oder Tiffeneau-Test
genannt, definiert das Gasvolumen, das innerhalb einer Sekunde nach maximaler
Inspiration durch forcierte Exspiration ausgeatmet werden kann. Die gebrauchliche
Angabe des FEV1 in Prozent der Vitalkapazitat wird auch in dieser Studie verwendet.
Der Sollwert der Einsekundenkapazitat betragt mindestens 80% der FVC. Eine
Verminderung des FEV1 kommt insbesondere bei obstruktiven Ventilationsstorungen
vor. Die European Respiratory Society unterscheidet 3 Schweregrade der
Einschrankung der FEV1:

- leichtgradig: FEV1 >70%
- mittelgradig: FEV1 50-69%
- schwergradig: FEV1 < 50%

2.12.3. Anwendungsbereiche der Verlaufsparameter

Zur Bewertung der pulmonalen Funktion bei Cystischer Fibrose haben sich die
Parameter des FEV1 und die FVC zur Verlaufsbeurteilung in vielen Studien etabliert
(Kerem et al. 1990, Pederson et al. 1992, Rabsch 1998, Mekus 2002, Muller 2002). Als
Verlaufsparameter sind sie einfach und schnell durchfuhrbar und sind far die
Verlaufbeurteilung und die Prognose sehr sensitiv (Stanbrook et al. 2004, Sharma et al.
2001, Izbicki et al. 2000, Corey et al. 1998). Da bei diesen Parametern eine grof3e
intraindividuelle Schwankungsbreite vorliegt, wird erst eine Anderung des Ausgangswert
>20% fur das FEV1 und die FVC als signifikant angesehen (Lemen et al. 1990).
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3. Ergebnisse

3.1. Verteilung der Adhasionswerte von allen Proben

Verteilung aller Adhasionswerte
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|
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Adhéasion/Gesichtsfeld

T

0 1 2

Probenkollektiv

Graphik 1: Darstellung aller Adhisionsdaten mit Median und Quartilen

Wie aus der Graphik ersichtlich zeigt sich eine grole Spannbreite bei der Auspragung
der Adhasion mit Werten von 2,8 Ad./GF bis zu 42,2 Ad./GF. Das Median fur alle
Adhasionswerte liegt bei 13,6 Ad./GF. Werte zwischen 8,9 und 21 Ad./GF (Bereich
zwischen 1. und 3. Quartil) entsprechen einer mittelstarken Adhasion. Eine Adhasion
unterhalb von 8,9 Ad./GF ist als niedrig einzustufen. Werte oberhalb der 3. Quartile mit
21 Ad./GF entsprechen somit einer starken Adhasionsauspragung. Adhasionen
oberhalb der 90. Perzentile (31,49 Ad./GF) sind als sehr stark zu benennen.
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3.2. Entwicklung der Adhasion und der klinischen Funktionsparameter bei

den einzelnen Patienten

3.2.1 Adhasion und klinischer Verlauf des Patienten BK

CF-Patient BK ist weiblich und 1966 geboren. Bei dieser Patientin wurden 7
Sputumproben in einem Untersuchungszeitraum von Uber 15 Jahren (1985-1999)
asserviert. Aus diesen Proben wurden Pseudomonas aeruginosa-Stamme isoliert und
auf ihre Fahigkeit zur Adhasion untersucht. Der klinische Beobachtungszeitraum
erstreckte sich tUber 12 Jahre (1985-1996). In den Jahren 86, 88, 96, 97 und 99 wurden
je 2 phanotypisch unterschiedliche Pseudomonas aeruginosa-Stamme aus den
Sputumproben isoliert. Wie unter 2.1 beschrieben wurde bei Vorkommen von mehreren

Stammen pro Untersuchungszeitpunkt aus den Einzelwerten ein Mittelwert gebildet.
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Graphik 2: Mittelwerte mit Standardabweichung der Adhision des Pat. BK
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Adhasion BK mit Regressionsgerade
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Graphik 3: Mittelwerte der Adhésion des Pat. BK mit Regressionsgeraden

Die Auspragung der gemessenen Adhasionsstarke in dieser Versuchsreihe zeigt einen
wellenférmigen Verlauf mit einem Maximum 1991 bei einem Wert von 34,4 adharenten
Bakterien pro Gesichtsfeld (Ad./GF). Zu Beginn (15,3 Ad./GF) und Ende (12,2 Ad./GF)
des Beobachtungszeitraumes lagen annahernd ahnliche Werte vor. Bei Anlage einer
Regressionsgeraden ergibt sich eine leichte positive Steigung der Geraden. Eine
eindeutige Entwicklung der Auspragung der Adhasion zeigt sich bei diesem Patienten
nicht.

Die klinischen Verlaufsparameter zeigen sich bestandig mit tendenzieller Verbesserung
der FVC % von 87% 1985 auf 104% 1996. Eine Abhangigkeit zu der

Adhasionsauspragung lait sich nicht erkennen.
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Lungenfunktion BK
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Graphik 4: Entwicklung der klinischen Funktionsparameter des Pat. BK
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3.2.2 Adhasion und klinischer Verlauf des Patienten CK

Der Patient CK ist mannlich und 1968 geboren. 6 Sputumproben dieses
Patienten wurden in einem Zeitraum von 14 Jahre untersucht (1985-1998). In den
Jahren 85, 90 und 98 wurden je 2 Stamme aus der jeweiligen Sputumprobe
isoliert. 1985, 87 und 95 waren es je 3 Stamme und 1997 4 Stamme. Der
klinische Zustand wurde tber 12 Jahre (1985-1996) erfasst.

Die gemessene Adhasionsstarke nimmt bei diesem Patienten im untersuchten
Zeitraum von 25,2 Ad./GF zu Beginn des Untersuchungszeitraumes auf 12,1
Ad./GF 1998 ab. In der Regressionsanalyse zeigt sich eine deutlich negative

Steigung.
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Graphik 5: Mittelwerte mit Standardabweichung der Adhésion des Pat. CK
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Adhasion CK mit Regressionsgerade
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Graphik 6: Mittelwerte der Adhiision des Pat. CK mit Regressionsgeraden

Die klinische Situation erfahrt GUber den Beobachtungszeitraum eine dramatische
Verschlechterung. Insbesondere die FVC % sinkt vom Eingangswert mit 98% auf 36%
ab. Die FEV1 % nimmt von 65% 1985 auf 46% 1996 ab. Bei diesem Patienten zeigt sich
parallel zu einer Abnahme der Adhasion eine deutliche Verschlechterung der

pulmonalen Situation.
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Graphik 7: Entwicklung der klinischen Funktionsparameter des Pat. CK
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3.2.3 Adhasion und klinischer Verlauf des Patienten DP

Patient DP ist mannlich und 1975 geboren. Von 1985 bis 1998 wurde zu 5 Zeitpunkten
Pseudomonas aeruginosa aus dem Sputum des Patienten isoliert. In den Jahren 85 und
87 konnten je 2 verschiedene Stamme kultiviert werden. Der klinische Status wurde
Uber 13 Jahre von 1985 bis 1997 erfasst.
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Graphik 8: Mittelwerte mit Standardweichung der Adhiision des Pat. DP

Adhasion DP mit Regressionsgerade
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Graphik 9: Mittelwerte der Adhiision des Pat. DP mit Regressionsgeraden
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Die Adhasionsstarke zeigt eine eher bestandige geringe Auspragung mit einem
Ausreiler im Jahr 1990. Hier wurde eine sehr hohe Adhasion mit einem Wert von 29,9
adharenten Bakterien/Gesichtsfeld ermittelt. Die parallel dazu dargestellte
Regressionsgerade zeigt dagegen keine Steigung.

Beim Vergleich mit den klinischen Daten findet sich eine deutliche Verbesserung der
FEV1 % im Jahre 1990, welche mit dem erhéhten Wert der Adhasion zusammenfallt.
Die Anfangs- und Endwerte der FEV1 % (62 und 62), sowie der FVC % (88 und 83)
sind ahnlich denen der Adhasionsauspragung nur leicht bis gar nicht verandert.
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Graphik 10: Entwicklung der klinischen Funktionsparameter des Pat. DP
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3.2.4 Adhasion und klinischer Verlauf des Patienten GS

Patient GS ist weiblich und 1973 geboren. In einem Zeitraum von 15 Jahren (1986-
1998) wurden 5 Sputumproben untersucht. 1991 und 1998 konnten je 2 Stamme und
1988 3 Stamme aus den Sputumproben isoliert werden. Klinischen Daten wurden von
1986-1996 in 7 Untersuchungen erfasst.

Die Adhasion nimmt bei dieser Patientin im Untersuchungszeitraum von 32,2 Ad./GF
1986 auf einen Wert von 8,8 Ad./GF im Jahr 1997 sehr stark ab. Der letzte ermittelte
Wert der Adhasion liegt 1998 bei 14,8 Ad./GF. Die angelegte Regressionsgerade weist

eine negative Steigung auf.
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Graphik 11: Mittelwerte mit Standardabweichung der Adhiision des Pat. GS

34



Ergebnisse

Adhasion GS mit Regressionsgerade
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Graphik 12: Mittelwerte der Adhésion des Pat. GS mit Regressionsgeraden

Die FVC % erfahrt nach einem Ausgangswert von 65% eine deutliche Verbesserung auf
99% 1991 mit nachfolgendem Abfall auf 73%. Der zeitliche Verlauf der FEV1 % zeigt
ebenfalls eine Verbesserung des Wertes von 60% auf 76% im Jahr 1991 mit
anschlieBRendem Abfall auf 61%. Die beschriebene eher kontinuierliche Abnahme der

Adhasionsstarke zeigt keine Korrelation zum klinischen Verlauf.
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Graphik 13: Entwicklung der klinischen Funktionsparameter des Pat. GS

35



Ergebnisse

3.2.5 Adhasion und klinischer Verlauf des Patienten NN

Patient NN ist weiblich und 1975 geboren. Sputumproben wurden in der Zeit von 1986
bis 1998 bei 5 Untersuchungen aufgearbeitet. 1986, 91 und 96 wurden je 2 Stamme und
1987 4 phanotypisch differente Stdamme von Pseudomonas aeruginosa aus den
Sputumproben isoliert. Klinischen Daten wurden von 1985 bis 1996 erfasst.

Der Verlauf der Adhasion zeigt eine Abnahmetendenz bei wechselhafter Auspragung
der Adhasionsstarke, welche sich in der Regressionsanalyse wiederfindet. Die Adhasion
fallt vom Eingangswert 22,4 Ad./GF auf 12,6 Ad./GF ab.
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Graphik 14: Mittelwerte mit Standardabweichung der Adhiision des Pat. NN
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Adhasion NN mit Regressionsgerade

35

25 4

20 4

15

Adhasion/Gesichtfeld

10 4

5 T T T T T T T
84 86 88 90 92 94 96 98

100
Zeitpunkt der Probe

Graphik 2: Mittelwerte der Adhésion des Pat. NN mit Regressionsgeraden

Die klinische Situation des Patienten NN ist bis 1993 stabil mit nachfolgender
Verschlechterung sowohl der FVC % als auch insbesondere der FEV1 %. Die FVC %
nimmt insgesamt von 75% zu Beginn des Beobachtungszeitraumes auf 65% ab. Die
FEV1 % weist einen Abfall von 58% 1985 auf 37% 1996 auf. Mit dieser negativen

Entwicklung der klinischen Situation geht der Abwartstrend der Adhasionsstarke einher.
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Graphik 16: Entwicklung der klinischen Funktionsparameter des Pat. NN
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3.2.6 Adhasion und klinischer Verlauf des Patienten SB

Patient SB ist weiblich. Die Patientin ist 1977 geboren und 1990 verstorben. Im
Untersuchungszeitraum von 1985- 1990 wurden bei dieser Patientin 4 Sputumproben
untersucht. 1986 und 1987 wurden je 4 Stamme und 1990 2 Stdmme aus den
Sputumproben isoliert. Die klinische Beobachtung erstreckte sich von 1986 bis 1990
Uber 5 Jahre.

Die dargestellten Ergebnisse der Adhasion zeigen bei dieser Patientin ebenfalls eine
Abnahmetendenz. Die erfassten Werte der klinischen Parameter zeigen eine weitere
Verschlechterung der bereits vorbestehenden schlechten Ausgangswerte zu Beginn des
Untersuchungszeitraumes. Die FVC % fallt von 44% 1986 auf 23% 1990 ab. Die FEV1

% nimmt von 24% noch auf 18% ab.
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Graphik 17: Mittelwerte mit Standardabweichung der Adhiision des Pat. SB
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Adhasion SB mit Regressionsgerade
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Graphik 18: Mittelwerte der Adhiision des Pat. SB mit Regressionsgeraden
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Graphik 19: Entwicklung der klinischen Funktionsparameter des Pat. SB
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3.2.7 Adhasion und klinischer Verlauf des Patienten SS

Patient SS ist mannlich und 1968 geboren. Uber einen Zeitraum von 12 Jahren (1985-
1996) wurden bei Patient SS 6 Sputumproben untersucht. In den Jahren 85 und 87
wurden je 4 Stamme und 1990 2 Stdmme aus den Sputumproben isoliert. Die klinischen
Untersuchungen wurden Uber 11 Jahre (1985-1995) durchgefuhrt.
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Graphik 20: Mittelwerte mit Standardabweichung der Adhiision des Pat. SS

Die Adhasionsstarke zeigt in diesem Fall eine Abnahme von 20,5 Ad./GF auf 8,8 Ad./GF
mit einem Ausreil’er mit einem Wert von 35,4 Ad./GF 1994. Aufgrund des hohen
Adhasionswertes 1994 zeigt die Regressionsgerade eine leichte positive Steigung.
Unter Auslassung des Wertes von 1994 wirde die Regressionsanalyse eine deutlich

negative Steigung ergeben.
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Adhasion SS mit Regressionsgerade
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Graphik 3: Mittelwerte der Adhision des Pat. SS mit Regressionsgeraden
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Die Werte der klinischen Verlaufsparameter FVC % und FEV1 % werden zunachst
deutlich schlechter mit Erholung und Stabilisierung der Werte gegen Ende des
Beobachtungszeitraumes. Die FEV1 % fallt zunachst von 109% auf 92% 1990 und steigt
bis 1995 wieder auf 102% an. Parallel dazu nimmt die FVC % von 125 % auf 94% 1991
ab mit Wiederanstieg des Wertes auf 104% 1995. Der hohe Adh&sionswert 1994 fallt in
die Phase der sich verbessernden Lungenfunktionsparameter.

Bei Betrachtung des Gesamtuntersuchungszeitraumes verschlechtern sich bei diesem

Patienten mit abnehmender Adhasionsstarke die klinischen Parameter.
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Graphik 22: Entwicklung der klinischen Funktionsparameter des Pat. SS
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3.2.8 Adhasion und klinischer Verlauf des Patienten TH

Patient TH ist mannlich. Zwischen 1984 und 1998 wurden von diesem Patienten 7
Sputumproben auf Pseudomonas aeruginosa untersucht. In den Jahren 84, 86, 90, 95,
97 und 98 wurden je 2 verschiedene Stamme und 1985 4 verschiedene Stamme aus
den Proben isoliert. Patient TH ist 1979 geboren.

Bei diesem Patienten laldt sich trotz starker Schwankungen der Adhasionsstarke eine
Abnahme der Adhasion erkennen. Diese Beobachtung bestatigt sich bei Anlage der
Regressionsgeraden.

Aufgrund der nur unvollstandig erfassten klinischen Daten a3t sich Uber die funktionelle,

pulmonale Situation keine Aussage machen.
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Graphik 23: Mittelwerte mit Standardabweichung der Adhésion des Pat. TH
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Adhasion TH mit Regressionsgerade
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Graphik 24: Mittelwerte der Adhésion des Pat. TH mit Regressionsgeraden
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Graphik 25: Entwicklung der klinischen Funktionsparameter des Pat. TH
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3.3. Zusammenfassende Darstellung der Adhasion bei den einzelnen CF-

Patienten

Auspragung der Adhasion bei den einzelnen CF-Patienten
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Graphik 4: Ausprigung des Virulenzfaktors Adhision bei den einzelnen Patienten

Bei dieser Graphik wurden alle ermittelten Adhasionswerte pro Patient
zusammengefasst und als Boxplot mit Median dargestellt. Es zeigt sich eine grofl3e
Spannbreite bei der Auspragung der Adhasion mit Werten von 2,8 Ad./GF bei Patient
TH bis zu 42,2 Ad./GF bei Patient CK. Das Median aller Adhasionswerte lag bei 13,6
Ad./GF. Die Patienten DP mit einem Median von 7,19 und TH mit 8,94 weisen
durchschnittlich die niedrigsten Adhasionwerte auf. Bei Patient NN liegt der Median mit
20,6 am hochsten. Den zweith6chsten Median hat Patient BK mit 16,75.
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3.4. Zusammenfassende Darstellung der FEV1 % bei den einzelnen CF-

Patienten
FEV1 % bei den einzelnen CF-Patienten
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Graphik 5: Gesamtdarstellung der ermittelten Werte der FEV1 % der untersuchten CF-Patienten

In dieser Graphik wurden fur jeden CF-Patienten die Ergebnisse der FEV1 %
zusammengefasst. Patient SS hat mit einem Median von 103,5 fur die FEV1 % den
durchschnittlich hochsten Wert. Den zweith6chsten Median erreicht Patient TH mit
91,5%. Patient BK hat einen Median von 75%. Die niedrigsten Werte hat Patient SB mit
einem Median von 18% fur die FEV1 %.
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3.5. Zusammenfassende Darstellung der FVC % bei den einzelnen CF-

Patienten
FVC % bei den einzelnen CF-Patienten
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Graphik 6: Gesamtdarstellung der ermittelten Werte der FVC % der untersuchten CF-Patienten

Die Darstellung der zusammengefassten Werte der FVC % fir die einzelnen CF-
Patienten zeigt eine sehr dhnliche Verteilung wie die FEV1 % (s. 3.4.). Wie bei der FEV1
% hat Patient SS auch bei der FVC % die durchschnittlich hochsten Werte mit einem
Median von 109%. Patient BK und TH liegen mit Medianen von 95% und 93% ebenfalls
hoch. Mit deutlichem Abstand hat Patient SB auch bei der FVC % die schlechtesten

Ergebnisse mit einem Median von 23%.
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3.6. Zeitliche Entwicklung der Adhasion unter Zusammenfassung der

Ergebnisse aller Patienten

In dieser Darstellung wurden die Adhasionswerte aller Patienten im Verlauf in 7
Zeitabschnitten zusammengefasst. Diese zeitliche Unterteilung wurde gewahlt, um in
jedem Zeitabschnitt vergleichbar groRe Datenmengen zu erhalten. Zudem sollten
moglichst viele der untersuchten Patienten pro Zeitabschnitt reprasentiert sein. Der
Zeitpunkt Start erfasst die Ergebnisse der Erstuntersuchungen der Patienten.

Uber den dargestellten Zeitraum |aRt sich eine Abnahme der Adh&sionsstérke erkennen.
Der Median fur die Adhasionen pro Gesichtsfeld nimmt vom Zeitpunkt Start mit 19,4 auf

10,4 im letzten Zeitabschnitt ab (statistische Auswertung siehe 3.6.1).

Veranderung der Adhasion aller CF-Patienten im Verlauf
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3.6.1 Statistische Auswertung der Entwicklung der Adhasion unter
Zusammenfassung der Ergebnisse aller Patienten anhand einer

Varianzanalyse

Die Entnahme der Sputumproben bei den Probanden wurde in teils sehr
unregelmafliigen und unterschiedlichen Zeitabstanden vorgenommen. Aufgrund dieser
Tatsache liegt nicht von jedem Patienten zu jedem Zeitpunkt ein Adhasionswert vor. Bei
dem gewahlten Varianzanalysemodell handelt sich um eine ANOVA (ANalysis Of
VAriance between groups) fur unbalancierte Messwiederholungen (durchgefuhrt von Hr.
Dr. Willers, Mathematisches Institut der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf). Bei
dieser Analyse wird eine Annahme Uber die fehlenden Werte der einzelnen Patienten in
den gewahlten Zeitfenstern gestellt, da zur Durchfiihrung einer Varianzanalyse von
jedem Patienten zu jedem Zeitpunkt ein Wert vorliegen sollte. Die Darstellung im dualen
Logarithmus wurde gewahlt zur Stabilisierung der Streuung. Eine Veranderung um eine
Einheit bedeutet somit eine Verdopplung oder Halbierung der Werte. Allgemein werden
relative Veranderungen der Werte zum Startwert analysiert. Bei der Auswertung der
Daten wurden diese wie unter 3.5. in 7 Zeitabschnitte eingeteilt. Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum zeigte sich eine signifikante Abnahme der
Adhésionsauspragung (p-Wert = 0,02) vom Startwert bis zum Endwert auf nahezu die
Halfte (die Differenz vom Startwert zum Endwert betragt -0,96).
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Graphik 8: Relative Verinderung der Adhision aller CF-Patienten im Verlauf in einer ANOVA-

Varianzanalyse fiir unbalancierte Messwiederholungen

3.7. Zeitliche Entwicklung der klinischen Funktionsparameter unter

Zusammenfassung der Daten aller Patienten

Bei der Darstellung und Auswertung der zusammengefassten klinischen Daten aller
Patienten wurden diese in 6 Zeitabschnitte eingeteilt, aufgrund der zu den
Sputumproben unterschiedlichen Datenmenge und der unterschiedlichen zeitlichen

Erfassung der klinischen Werte.
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3.7.1 Zeitliche Entwicklung der FEV1 % bei allen Patienten

Der graphisch dargestellte Verlauf der zusammengefassten Daten der FEV1 % aller
Patienten zeigt sich bestandig mit einem Ausgangsmedian von 65% und einem
Endmedian von 61,5%. Im Zeitabschnitt 6-7 Jahre wird ein Wert von 75,5% erreicht.
Eine deutlich ersichtliche Entwicklung in Form einer Verbesserung oder
Verschlechterung der Werte wie bei der Adhasionsauswertung zeigt sich trotz des sehr

langen Untersuchungszeitraumes nicht.
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Graphik 9: Verinderung der FEV1 % aller untersuchten CF-Patienten im Verlauf

Die Darstellung mit Anlage einer Regressionsgeraden an die Mediane der FEV1 % aller
Patienten zeigt eine nur geringe negative Steigung. Eine zu erwartende deutliche und

kontinuierliche Verschlechterung der FEV1 % bei den CF-Patienten stellt sich nicht dar.
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Graphik 10: Mediane der FEV1 % aller Pat. im Verlauf mit Regressionsgeraden

3.7.2 Zeitliche Entwicklung der FVC % bei allen Patienten

Die zusammengefasste Darstellung der Untersuchungsergebnisse der FVC in % des
Sollwertes zeigt eine Abnahmetendenz, wobei eine deutliche Verschlechterung der FVC
% von uber 20% im Verlauf (Lemen et al. 1990) nicht vorliegt.

Der Median nimmt von 87,5 auf 78% im Verlauf ab. Die an die Mediane der FVC % aller
Patienten angelegte Regressionsgerade zeigt somit eine negative Steigung.
Zwischenzeitlich werden Medianwerte von 89% (Zeitabschnitt 3-5 J.) und 90%

(Zeitabschnitt 6-7 J.) erreicht.
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Graphik 11: Verinderung der FVC % aller untersuchten CF-Patienten im Verlauf
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Graphik 12: Mediane der FVC % aller Pat. im Verlauf mit Regressionsgeraden
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3.8. Vergleich der Adhasion mit der FVC % und der FEV1 % bei

Erstkolonisation

Die zu der Ersterfassung der Adhasion ermittelten Werte der pulmonalen
Funktionsparameter FVC % und FEV1 % zeigten ebenfalls eine deutliche Streuung. Die
Erstmessung der FVC % ergab Werte von 65% bei Patient GS bis 125% bei Patient SS.
Der Median der ermittelten Werte fur die FVC % lag bei 87,5%. Die FEV1 % war am
niedrigsten bei Patient NN mit 58% und am hochsten bei Patient SS mit 109%. Der
Median aller Patienten bei Erstbestimmung lag fur die FEV1 % bei 65%. Patient SB
wurde aufgrund fehlender klinischer Werte bei Studienbeginn nicht mitberucksichtigt.
Patient SS hat somit flr beide Funktionsparameter die besten Werte. Bei der Adhasion
zeigt Patient SS mit 21,12 Ad./GF jedoch keine auffallende Auspragung. Patient NN mit
deutlich schlechteren Werte mit einer FVC % von 75% und einer FEV1 % von 58% zeigt
eine annahernd gleiche Adhasion (22,43 Ad./GF) wie Patient SS (21,12 Ad./GF). Bei
Patient GS mit der hochsten Adhasion von 32,22 Ad./GF liegt die FVC % mit 65 und die
FEV1 % mit 60% eher niedrig. Patient DP mit der niedrigsten Adhasion von 6,67 Ad./GF
hat fr die FEV1 % mit 62% einen ahnlichen Wert wie Patient GS. Die FVC % liegt bei
DP zu Beginn der Erfassung bei 88% und somit im Gesamtdurchschnitt.

Zusammenfassend |aRt sich in dieser Studie kein Zusammenhang zwischen der Starke
der Adhasion von Pseudomonas aeruginosa bei Erstbesiedelung und den dazu

erfassten pulmonalen Funktionsparametern feststellen.

3.9. Vergleich der klinischen Verlaufsparameter mit der Adhasion bei den

einzelnen CF-Patienten

Bei diesem Vergleich wurde von den einzelnen Patienten die durchschnittliche
Adhasionsauspragung den Medianen der FVC % und der FEV1 % gegenulbergestellt.

Patient NN mit dem hochsten Median von 20,6 Ad./GF bei der Adhasion lag bei den
Werten fur die Lungenfunktionsparameter mit einem Median von 75% fur die FVC %

und 52% fur die FEV1 % im mittleren Bereich der insgesamt erfassten Werte. Patient
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DP mit der durchschnittlich niedrigsten Adhasion mit einem Median von 7,19 Ad./GF
zeigte bei den ermittelten pulmonalen Verlaufsparametern eine FVC % mit einem
Median von 85% und fir die FEV1 % ein Median von 64,5%. Somit lieBen sich bei stark
unterschiedlichen Adhasionswerten zwischen den Patienten keine entsprechenden
Differenzen in den Lungenfunktionswerten nachweisen.

Bei Patient SS mit den besten gemessenen klinischen Werten mit einem Median fur die
FVC % von 109 und einem Median von 103,5 fur die FEV1 % lag die Adhasion mit
15,75 im oberen Durchschnitt. Patient SB hatte mit Medianwerten von 23% fir die FVC
% und 18% fur die FEV1 % die mit Abstand schlechtesten klinischen Werte. Die
Adhasionsauspragung lag mit einem Median von 15,74 Ad./GF im Vergleich zu Patient
SS gleich hoch.
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3.10. Adhasionsauspragung in Abhangigkeit von der Anzahl der isolierten

Pseudomonas aeruginosa-Stamme

Adhéasionsauspragung in Anhangigkeit der Anzahl der isolierten P.a.-Stdmme
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Graphik 13: Zusammenfassung der Adhiisionsdaten aller Pat. in Abhiingigkeit von der Anzahl der isolierten

P. aeruginosa-Stimme in den Proben

In den einzelnen Sputumproben der untersuchten Patienten wurden bis zu 4
phanotypisch verschiedene Pseudomonas aeruginosa-Stamme isoliert. In 14 Proben
wurde 1 Stamm, in 22 Proben 2 Stamme, in 4 Proben 3 Stdamme und 7 Proben 4
Stamme nachgewiesen. In der zusammenfassenden Darstellung liegt der Median fur die
Adhasion bei Befall mit 1 Stamm bei 11,98. Der Median fur 2 Stamme betragt 13,45 und
der fur 3 Stamme 17,74. Bei Befall mit 4 Stammen liegt der Median mit 14,27 wieder
niedriger. Ein Anstieg der Auspragung der Adhasion in Abhangigkeit von der Anzahl der

isolierten Pseudomonas aeruginosa-Stamme laft sich nicht dokumentieren.

56



Ergebnisse

3.11. Abhangigkeit der Adhasion vom Genotyp

Die ermittelten Adhasionsdaten wurden im Weiteren mit den Ergebnissen der
Genotypisierung der Pseudomonas aeruginosa-lsolate verglichen.

Patient NN war chronisch mit dem Pseudomonas aeruginosa-Genotypen (Klon C)
infiziert. Dieser Klon wurde in allen untersuchten Proben isoliert. Die Adhasion variiert
bei diesen Isolaten zwischen 14,47 Ad./GF und 38,51 Ad./GF (Mittelwert 25,84 Ad./GF).
Es findet sich somit keine fur diesen Genotyp charakteristische Adhasionsstarke

Der gleiche Genotyp wurde bei Patient GS bestimmt. Die Adhasionsstarke reicht bei
diesem Patienten von 8,87 Ad./GF bis zu 32,22 Ad./GF mit einem Mittelwert von 19,66
Ad./GF. Auch hier IaRt sich somit keine Korrelation zwischen dem Genotypen und der
Adhasionsauspragung feststellen.

Bei Patient SS liel3 sich ein Genotypwechsel feststellen. In den Bakterienisolaten von
1985 und 86 wurde der Genotyp K bestimmt mit einem Adhasionsmittel von 20,41
Ad./GF. Zu den nachsten Probenentnahmen 1987 und 1990 hatte sich ein Wechsel zum
Genotyp C vollzogen mit einem Mittelwert fur die Adhasion von 10,73 Ad./GF (hochster
Wert 16,19 Ad./GF; niedrigster Wert 6,51 Ad./GF). Das Adhasionsmittel liegt nach dem
Genotypwechsel von K nach C um nahezu die Halfte niedriger. Patient SS weist somit
im Verlauf ebenfalls den Genotyp C auf. Im Vergleich mit den Patienten NN und GS
zeigt sich zusammenfassend fir den Genotyp C, dass die Adhasion bei gleich
bleibendem Genotyp sowohl innerhalb eines Patientenverlaufes als auch interindividuell
stark variabel ist und nicht spezifisch fir einen Genotypen ist.

Der Genotyp bei Patient CK (Klon a) war in den untersuchten Proben gleichbleibend.
Die Adhasion lag bei diesen Proben zwischen 10,15 Ad./GF und 36,93 Ad./GF, das
Adhasionsmittel bei 22,04 Ad./GF. Auch hier zeigte sich erneut eine deutliche Streuung
der Adhasionswerte bei gleichbleibendem Genotyp.

Bei Patient DP mit bestandigem Genotyp H lag die Adhasion zwischen 4,19 Ad./GF und
8,14 Ad./GF mit einem Mittelwert von 7,01 Ad./GF.

In den gewonnenen Proben von Patient SB wurden P. aeruginosa-Stamme mit dem
Genotyp D und E nachgewiesen. Bei Patient BK lag vorwiegend der Genotyp F vor.
Auch bei diesen Genotypen zeigte sich kein bestandiger Zusammenhang zu der

Adhéasionsstarke.
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4. Diskussion

Das Krankheitsbild der Zystischen Fibrose ist die haufigste angeborene
Stoffwechselerkrankung von Menschen kaukasischer Herkunft. Sie ist eine
Multiorganerkrankung, wobei das Ausmal® der Lungenbeteiligung der wesentliche
Faktor bezuglich der Morbiditat und Mortalitat ist. Die Veranderungen in der Lunge eines
CF-Patienten bedingen eine hohe Pradisposition fur bakterielle Infekte insbesondere
gegenuber dem Leitkeim Pseudomonas aeruginosa. Diese hohe Pradisposition fur die
Besiedelung und nachfolgende Infektion der CF-Lunge mit P. aeruginosa ist weitgehend
ungeklart. Vorraussetzung fir die Kolonisation und spatere chronische Infektion mit
Pseudomonas aeruginosa ist die feste und dauerhafte Adhasion der Bakterien an die
Wirtszellen. Die Entwicklung der Auspragung des Virulenzfaktors Adhasion von
Pseudomonas aeruginosa bei Besiedlung und Infektion der CF-Lunge ist im Verlauf
bislang wenig erforscht. Bisherige Veroffentlichungen beziehen sich auf Vergleiche der
Adhasion von mukoiden und nicht-mukoiden Pseudomonas aeruginosa-Stammen. Nach
Erstbesiedlung mit zumeist nicht-mukoiden Stammen kommt es im Verlauf der
chronischen Infektion zu der charakteristischen Umwandlung in die schleimbildende,
mukoide Form (Ddring eta al. 1997; Pederson et al. 1992). Fur die mukoiden Stamme
wurde im Vergleich zu nicht-mukoiden Stammen eine deutlich verringerte
Adhasionsfahigkeit festgestellt (Govan et al. 1996; Vranes et al. 2004).

Zur Klarung der Entwicklung der Adhasionsauspragung wurden in der vorliegenden
Studie 100 sequentielle Bakterienisolate von 8 CF-Patienten seit Beginn der
Kolonisation Uber einen Zeitraum von bis zu 15 Jahren auf ihre Fahigkeit zur Adhasion
untersucht. Das verwendete Adhasionsassay wurde bereits vielfach in der Erforschung
der Adhasion von Bakterien benutzt und stellt somit eine etablierte Methode dar (Chi et
al. 1991, Baker et al. 1991, Schroten et al. 1992, Di Martino et al. 2002). Um die
Adhasion der Bakterien mit Hilfe der Auflichtfluoreszenzlichtmikroskopie auswerten zu
kénnen, wurde in diesem Adhasionsassay der Proteinfarbstoff FITC verwendet. Da
dieser Floureszenzfarbstoff mit der Zeit und unter Bestrahlung mit Tageslicht oder UV-
Licht verblasst (Picciolo und Kaplan 1985), erfolgte die Auswertung direkt im Anschluss

an jede Versuchsdurchfihrung in einem abgedunkelten Raum. Sedlacek et al.
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beschrieben 1981 eine mogliche Abnahme der Strahlungsintensitat von FITC innerhalb
von 2-3 Minuten bei starker Bestrahlung. Bei der Auszahlung der adharierenden
Bakterien pro Gesichtsfeld wurde neben der automatischen Auszahlung jeweils eine
visuelle Auszahlung durchgefihrt.

Die in dieser Versuchsanordnung verwendete Zelllinie A549 ist in der Erforschung der
Adhasion von Pseudomonas aeruginosa an Lungenepithelzellen bei Zystischer Fibrose
sehr etabliert (Gagniere et al. 2004; Leroy-Dudal et al. 2004; Azghani et al. 2002;
Carterson et al. 2005; Chi et al. 1991; Di Martino et al. 2000; Barghouti et al. 1996; Di
Martino et al. 2002; Hahn 1997). Es war darauf zu achten, dass die A549-Zellen nicht
Ofter als maximal 25mal passagiert wurden. Bei hoheren Passagen zeigte sich in
Kontrollversuchen eine falsch niedrige Adharenz von Pseudomonas aeruginosa an die
Lungenzellen. Zudem zeigte sich bei hdoheren Passagen (> 25 Passagen) ein
zunehmend verlangsamtes Wachstum der Zellen mit gehauft auftretenden
abgestorbenen Zellen, so dass der fur die Versuchsanordnung notwendige konfluente
Zellrasen nicht mehr ausgebildet wurde.

Bei der notwendigen Ablosung der Zellen aus den Inkubationsflaschen mit
Trypsin/EDTA-L6sung war darauf zu achten, dass die Inkubation mit Trypsin nicht
langer als 10 Minuten durchgeflihrt wurde. Bei langerer Inkubation kam es zu
Zellschaden, was ebenfalls einen nicht konfluenten Zellrasen bedingte. Die mit A549-
Zellen befillten Cups der 12-well-Platten wurden vor Versuchseinsatz einzeln unter dem
Lichtmikroskop auf Konfluenz des Zellrasens kontrolliert.

Vergleichend zu der Adhasionsentwicklung wurde die funktionelle pulmonale Situation
der 8 untersuchten Patienten anhand der FVC % und der FEV1 % im Verlauf

ausgewertet.

Die bereits genannten Arbeiten von Govan und Vranes lieRen auf eine Abnahme der
Adhasionsstarke von Pseudomonas aeruginosa im Verlauf der chronischen Infektion der
Lunge bei Zystischer Fibrose schlieRen. Diese Hypothese stiutzt sich auf die
beschriebene  Adhasionsabnahme von Pseudomonas aeruginosa bei der
charakteristischen Umwandlung von der nicht-mukoiden in die mukoide Form wahrend
einer chronischen Infektion (Doring et al. 1997, Pederson et al. 1999). In Bezug auf die

Lungenfunktionsparameter wurde von einer kontinuierlichen Verschlechterung im

59



Diskussion

Krankheitsverlauf ausgegangen (Kerem et al. 1990, Rabsch 1998). Zur Klarung dieser
Arbeitshypothesen wurde sowohl die individuelle, als auch die Entwicklung der
Gesamtgruppe untersucht.

Die Ergebnisse der Studie zeigten eine grolde Streuung bei der Auspragung der
Adhasion mit Werten von 2,8 Ad./GF bis zu 42,2 Ad./GF.

Schon bei der Ersterfassung der Adhasionswerte bei den 8 untersuchten CF-Patienten
zeigte sich eine sehr variable Auspragung des Virulenzfaktors. Die gemessenen
Mittelwerte der Adhasion bei Erstbesiedelung reichten von 6,67 Ad./GF bis zu einem
Wert von 32,22 Ad./GF. Aus dieser Verteilung ergab sich die Folgerung, dass die
Adhasionsauspragung von Pseudomonas aeruginosa bei Erstkolonisation der Lunge
eines CF-Patienten starke interindividuelle Unterschiede aufweist. Obwohl die Adhasion
an die Wirtszelle der wesentliche Schritt in der Besiedelung und nachfolgenden Infektion
ist und die Patienten mehrheitlich mit den Erstisolaten dauerhaft besiedelt blieben, liel3
sich eine einheitliche zunachst starke Auspragung der Adhasion nicht nachweisen.
Unabhangig von der Adhasionsstarke bei der Erstbesiedlung kam es bei allen 8
untersuchten Patienten zu einer chronischen Infektion mit Pseudomonas aeruginosa.
Ein Schwellenwert der Adhasion fur eine erfolgreiche Kolonisation und folgende

Infektion mit Pseudomonas aeruginosa lief3 sich nicht erkennen.

Bei der Auswertung der Entwicklung der Adhasionsauspragung bei den einzelnen
Patienten zeigte sich diese sowohl im Verlauf der einzelnen Patienten als auch im
interindividuellen  Verlauf sehr variabel. Bei 6 Patienten kam es im
Beobachtungszeitraum zu einer Abnahme der Adhasion. Besonders deutlich zeigte sich
diese Entwicklung bei Patient CK (Abnahme der Adhasion von 25,2 Ad./GF auf 12,1
Ad./GF) und Patient GS (Abnahme der Adhasion von 32,2 Ad./GF auf 14,8 Ad./GF). Bei
Patient SS zeigte sich unter Auslassung des hohen Wertes 1994 ebenfalls eine
deutliche Abnahme der Adhasion von 20,5 Ad./GF auf 8,8 Ad./GF. Im Weiteren ergaben
sich sichtbare Abnahmen der Adhasionsauspragung fur die Patienten NN, TH und SB.
Bei den Patienten BK und DP konnten keine wesentlichen Entwicklungen des
Virulenzfaktors Adharenz nachgewiesen werden.

In der Zusammenfassung der Adhasionsdaten aller Patienten lieR sich eine signifikante

Abnahme der Adhasion Uber den Untersuchungszeitraum auf nahezu die Halfte des

60



Diskussion

Startwertes nachweisen. Die Ergebnisse der zusammenfassenden Auswertung der
Adhasion aller Patienten und die Mehrheit der Adhasionsverlaufe der einzelnen
Patienten lassen auf eine Abnahme des Virulenzfaktors Adhéasion bei chronischer
Infektion mit Pseudomonas aeruginosa bei CF- Patienten schlielen und stlitzen somit
die Beobachtungen von Vranes et al. und Govan et al. Zudem kam es bei den Patienten
mit anfanglich hoher Adhasion (Pat. CK, GS und NN) im Verlauf zu einer

verhaltnismaRig starkeren Downregulation der Adhasion als bei den Ubrigen Patienten.

Im Weiteren wurden die Adhasionswerte mit den parallel erfassten klinischen
Parametern FVC und FEV 1 in Bezug gesetzt.

Die zu der Ersterfassung der Adhasion ermittelten Werte der pulmonalen
Funktionsparameter FVC % und FEV1 % zeigten ebenfalls eine deutliche Streuung. Die
Erstmessung der FVC % ergab Werte von 65% bis 125%. Die Werte der FEV1 % lagen
zwischen 58% und 109%. Im Vergleich der Adhasionsstarke der einzelnen Patienten
mit ihren pulmonalen Funktionsparametern bei Erstbesiedlung liel? sich in dieser Studie
keine Abhangigkeit feststellen.

Der Vergleich der durchschnittlichen Adhasionsauspragung mit den Medianen der

FVC % und der FEV1 % der einzelnen Patienten ergab, dass ein Rlckschluss von der
Adhasionsstarke eines Pseudomonas aeruginosa-lsolates auf den klinischen Zustand
eines CF-Patienten nicht moglich ist. Ebenso lief3 sich aus den Ergebnissen keine
SchluRfolgerung von den klinischen Verlaufsparametern FVC % und FEV1 % auf die
Adhasionsauspragung stellen. Eine Korrelation zwischen der durchschnittlich ermittelten

Adhasion und den erfassten pulmonalen Funktionsparametern zeigte sich somit nicht.

In der parallelen Betrachtung der Adhasionsentwicklung und der Entwicklung der
Lungenfunktion bei den einzelnen Patienten zeigte sich ebenfalls keine einheitliche
Beziehung zwischen den Faktoren. Bei Patient CK zeigte sich parallel zu der deutlichen
Abnahme der Adhasion eine ausgepragte Abnahme der FVC % und der FEV1 %. Auch
die Patienten NN, SB und SS wiesen eine Assoziation zwischen der Abnahme der
Adhasion und der negativen Entwicklung der erfassten Lungenfunktionsparameter auf.
Bei den anderen 4 untersuchten CF-Patienten lie sich diese Korrelation nicht

nachweisen. Der kontinuierliche starke Abfall der Adhasion bei Patient GS spiegelte sich
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nicht in der FVC % und der FEV1 % wider. Bei Patient BK kam es im Verlauf sogar zu
einer Verbesserung der Lungenfunktion bei wellenféormiger Adhasionsentwicklung.
Auffallend ist bei Patient DP, dass mit dem sehr hohen Wert fir die Adhasion von 29,9
Ad./GF die besten Werte der Lungenfunktion zusammenfielen (FVC % 87 und FEV1 %
81). Diese Beobachtung blieb aber ein Einzelfall.

Die positive als auch die negative Assoziation zwischen der Adhasionsentwicklung und
der klinischen Entwicklung zeigte keine Abhangigkeit vom durchschnittlichen klinischen
Zustand oder der allgemeinen Adhasionsauspragung. Zusammenfassend liel} sich in
den Einzelverlaufen kein Zusammenhang zwischen der Abnahme der Adhasion und
einer Verschlechterung der Lungenfunktion bei chronischer Infektion mit Pseudomonas
aeruginosa erkennen. Im Verlauf der Infektion mit Pseudomonas aeruginosa kam es bei
der Mehrzahl der untersuchten Patienten unabhangig vom klinischen Verlauf zu einer
Abnahme der Adhasionsstarke.

Diese Beobachtung bestatigte sich auch in der zusammenfassenden Gegenuberstellung
der klinischen Untersuchungsparameter und der Adhasionsstarke aller Patienten.

Die FVC % aller Patienten zeigte keine wesentliche Verschlechterung im
Beobachtungszeitraum. Der Verlauf der Gesamt-FEV1 % wies ebenfalls keine
wesentliche Abnahme in den 12 Jahren auf. Parallel dazu fand eine signifikante
Abnahme der Adhasion auf die Halfte des Ausgangswertes im Verlauf der chronischen

Infektion statt, trotz der lange Zeit stabil gebliebenen Lungenfunktionsparameter.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass es zu einer deutlichen
Abnahme der Auspragung des Virulenzfaktors Adhasion im Verlauf einer chronischen
Infektion mit Pseudomonas aeruginosa kommt. Diese Downregulation des
Virulenzfaktors fallt bei Patienten mit hohen Adhasionswerten im Verlauf starker aus.
Allgemein ist die Auspragung der Adhasion bei Erstkolonisation als auch im weiteren
Krankheitsverlauf interindividuell stark unterschiedlich. Zudem scheint die Entwicklung
einer chronischen Infektion mit Pseudomonas aeruginosa bei CF-Patienten unabhangig
von der Adhasionsstarke bei Erstkolonisation zu sein.

Im Vergleich mit den klinischen Daten zeigt sich die Entwicklung der
Adhasionsauspragung im Verlauf der chronischen Infektion mit P. aeruginosa

unabhangig vom klinischen Zustand eines CF-Patienten.
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Die Analyse der Genotypen ergab, dass der Virulenzfaktor Adhasion bei gleich
bleibendem bakteriellem Genotyp innerhalb eines Patientenverlaufes sowie im
interindividuellen Vergleich ebenfalls stark variabel ist. Die Fahigkeit zur Adhasion ist
daher nach diesen Versuchsdaten keine fir einen bestimmten Pseudomonas
aeruginosa-Stamm spezifische Eigenschaft.

Im Weiteren 1aRt sich auch keine deutliche Abhangigkeit der durchschnittlichen
Adhasion von der Anzahl phanotypisch unterschiedlicher Pseudomonas aeruginosa-

Stamme in einer Probe erkennen.

In dieser Studie wurden bereits asservierte Bakterienproben und retrospektiv
gesammelte klinische Daten aufgearbeitet und untersucht.

Die verwendeten Sputumproben waren bei den Patienten in keiner festen zeitlichen
Abfolge entnommen worden. Bei jedem der 8 Patienten waren die Zeitpunkte der
Probengewinnung verschieden und auch die Zeitintervalle zwischen den Proben
variierten individuell stark.

Die Erfassung des funktionellen pulmonalen Zustandes der Patienten erfolgte ebenfalls
individuell und nicht in regelmaligen Abstanden. Zudem wurden die Kklinischen
Untersuchungen nicht immer mit den Sputumentnahmen kombiniert durchgefihrt.
Aufgrund dieser Einschrankungen im Datenmaterial erfolgte eine vorwiegend deskriptive
Auswertung der Versuchsergebnisse. Die in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse
sollten in groRer angelegten prospektiven Studien weiter erforscht werden. Auch sollte
zukunftig die Moglichkeit von dreidimensionalen A 549-Aggregaten zur Erforschung der
Pathogenitat von Pseudomonas aeruginosa berucksichtigt werden (Carterson et al.
2005). Von diesen Modellen erhofft man sich eine reprasentative, den physiologischen
Verhaltnissen angepasste Aussagekraft bei Interaktionen zwischen Pseudomonas

aeruginosa und Lungenepithelzellen.

Die Adhasion an die respiratorischen Epithelzellen bei CF-Patienten bleibt der erste und
wesentliche Schritt in der Kolonisation und nachfolgenden Infektion der tiefen Atemwege
mit Pseudomonas aeruginosa. Pseudomonas aeruginosa ist ein Keim mit hoher
Anpassungsfahigkeit an seine Umgebung. Nach den Ergebnissen dieser Studie ist nach

erfolgreicher Kolonisation im weiteren Krankheitsverlauf von einer Downregulation der
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Fahigkeit zur Adhasion auszugehen. Demnach ist die Adhasionsfahigkeit bei
Erstkolonisation starker ausgepragt als im weiteren Krankheitsverlauf. Ein wesentlicher
Einflud des Virulenzfaktors Adhasion auf den weiteren Krankheitsverlauf konnte bei
fehlender Assoziation mit der Lungenfunktion (FVC % und FEV1 %) im Verlauf nicht
gezeigt werden. Somit konnte es von Vorteil sein Therapien zur Senkung der Adhasion
eher im Zeitintervall der Erstbesiedelung und Kolonisation anzuwenden.

In der Literatur wird eine Vielzahl von Therapieverfahren mit Substanzen beschrieben,
welche eine Senkung der Adhasion von Pseudomonas aeruginosa bewirken kdonnen.
Auf der einen Seite wurde eine Reihe von Antibiotika auf ihre Wirksamkeit zur
Adhasionssenkung getestet. Fur die Chemotherapeutika Azithromycin (Carfartan et al.
2004), Piperacillin in Kombination mit Tazobactam (Fonseca et al. 2004), Erythromycin
(Tsang et al.2003), Cefsulodin (Di Martino et al. 2001) und auch Gatifloxacin in
Kombination mit einem Makrolid konnte eine teils signifikante Verminderung oder
Inhibition der Adhasion an respiratorisches Epithel gezeigt werden. Auf der anderen
Seite zeigten auch nicht-antibiotische Substanzen Potential zur Inhibition und Reduktion
der Adharenz. Stoffe wie Neuraminidase (Wolska et al. 2005) oder Bismuththiole (Wu et
al. 2002) reduzierten die Adhasion von Pseudomonas aeruginosa. Barghouti et al.
wiesen 1996 den inhibitorischen Effekt von Polysacchariden (Dextran, Glycogen,
Mannan) auf die Adhasion von Pseudomonas aeruginosa an buccalen Epithelzellen und
Lungenzellen nach (A 549).

Wolska et al. bestatigten 2005 in einer Versuchsreihe diesen Effekt.

Der Groldteil der genannten Substanzen hat aber nur dann einen wesentlichen
inhibitorischen Effekt auf die Adhasion, wenn sie vor Anbindung der Bakterien an die
Wirtszelle gegeben werden. Zudem konnte fur die meisten Antibiotika eine deutlich
schlechtere Wirksamkeit nach Ausbildung des Biofilms nachgewiesen werden (Aaron et
al. 2002; Stewart et al. 2002). Einschrankend mufl bemerkt werden, dal3 die
inhibitorischen Effekte auf die Adhasion der genannten Substanzen bislang nur in vitro
erforscht sind.

Eine weitere hoffnungsvolle Therapieform besteht in der Immunisation gegen P.
aeruginosa mittels Vakzinen. Hsieh et al. konnte 2005 durch Immunisierung mit einer
nicht toxischen Form des Exotoxin A von Pseudomonas aeruginosa bei Mausen eine

deutliche Verminderung der Adhasion an oropharyngeales Epithel nachweisen.
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Durch die Erforschung von Substanzen, welche die Adhasion inhibieren oder sogar
I6sen, erhofft man sich die Erstkolonisation zu verhindern oder wenigstens
herauszogern zu konnen. Hierdurch konnte es zu einer deutlichen Verbesserung der

Lebenserwartung der CF-Patienten kommen.
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5. Zusammenfassung

Die Hauptursache der Morbiditat und Mortalitat bei der Zystischen Fibrose ist die
chronische Infektion mit Pseudomonas aeruginosa. Der erste Schritt der Infektion ist die
bakterielle Adhasion an Oberflachenrezeptoren des respiratorischen Epithels. Die
Infektion fuhrt zu einer massiven lokalen Entzindungsreaktion mit sekundarer
Gewebedestruktion und konsekutiv zu einer limitierten Prognose der Erkrankung. Die
Bedeutung des Virulenzfaktors Adharenz im Verlauf der chronischen Pseudomonas
aeruginosa Infektion ist weitgehend ungeklart.

In dieser Versuchsreihe wurden 100 sequentielle Bakterienisolate von acht CF-
Patienten von Beginn der Kolonisation uUber einen Zeitraum von bis zu 15 Jahren
bezuglich ihrer Fahigkeit zur Adhasion untersucht. In einem Bakterienbindungsassay
wurden fluoreszenzmarkierte (FITC) Pseudomonas aeruginosa-lsolate mit der humanen
Lungenkarzinomzelllinie  A549 inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels
Auflichtfluoreszenzmikroskopie mit Hilfe eines halbautomatischen Zahlprogramms unter
visueller Kontrolle. Zusatzlich wurde anhand einer retrospektiven Studie der klinische
Verlauf der CF-Patienten anhand der FVC % wund der FEV1 % in dem
Untersuchungszeitraum verfolgt.

Die sequentiell isolierten Bakterien zeigten in der zusammenfassenden Auswertung aller
Werte Uber den Untersuchungszeitraum eine signifikante Abnahme der
Adhasionsfahigkeit (p-Wert = 0,02) bei interindividuell stark schwankender Auspragung
der Adhasion. Bei den untersuchten Patienten konnte keine Assoziation zwischen der
abnehmenden Adharenz an Lungenepithelzellen und der Lungenfunktion im Verlauf
gefunden werden.

Zudem lalkt sich keine Abhangigkeit der Adhasionsstarke von dem bakteriellen
Genotypen feststellen.

Schlussfolgerung: Die interindividuelle stark unterschiedliche Auspragung des
Virulenzfaktors Adharenz nimmt im Verlauf der chronischen Infektion mit Pseudomonas
aeruginosa ab. Eine Abhangigkeit zwischen der Hohe der Adhasion und des
pulmonalen Funktionszustandes zeigt sich nicht. Der Virulenzfaktor wird vielmehr
unabhangig vom klinischen Zustand des Patienten im Verlauf der chronischen Infektion

mit Pseudomonas aeruginosa herunterreguliert.
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Abstract

Adhasion sequentieller Bakterienisolate von Mukoviszidosepatienten mit
chronischer Pseudomonas aeruginosa—Infektion unter Beriuicksichtigung der
Lungenfunktion

vorgelegt von Dirk Hammes

Die Hauptursache der Morbiditat und Mortalitat bei der Zystischen Fibrose ist die chronische
Infektion mit Pseudomonas aeruginosa. Der erste Schritt der Infektion ist die bakterielle
Adhasion an Oberflachenrezeptoren des respiratorischen Epithels. Die Infektion flihrt zu einer
massiven lokalen Entziindungsreaktion mit sekundarer Gewebedestruktion und konsekutiv zu
einer limitierten Prognose der Erkrankung. Die Bedeutung des Virulenzfaktors Adharenz im
Verlauf der chronischen Pseudomonas aeruginosa Infektion ist weitgehend ungeklart.

In dieser Versuchsreihe wurden 100 sequentielle Bakterienisolate von acht CF-Patienten von
Beginn der Kolonisation tGber einen Zeitraum von bis zu 15 Jahren bezlglich ihrer Fahigkeit zur
Adhasion untersucht. In einem Bakterienbindungsassay wurden fluoreszenzmarkierte (FITC)
Pseudomonas aeruginosa-Isolate mit der humanen Lungenkarzinomzelllinie A549 inkubiert. Die
Auswertung erfolgte mittels Auflichtfluoreszenzmikroskopie mit Hilfe eines halbautomatischen
Zahlprogramms unter visueller Kontrolle. Zusatzlich wurde anhand einer retrospektiven Studie
der klinische Verlauf der CF-Patienten anhand der FVC % und der FEV1 % in dem
Untersuchungszeitraum verfolgt.

Die sequentiell isolierten Bakterien zeigten in der zusammenfassenden Auswertung aller Werte
Uber den Untersuchungszeitraum eine signifikante Abnahme der Adhasionsfahigkeit (p-Wert =
0,02) bei interindividuell stark schwankender Auspragung der Adhasion. Bei den untersuchten
Patienten konnte keine Assoziation zwischen der abnehmenden Adharenz an
Lungenepithelzellen und der Lungenfunktion im Verlauf gefunden werden.

Zudem lalt sich keine Abhangigkeit der Adhasionsstarke von dem bakteriellen Genotypen
feststellen.

Schlussfolgerung: Die interindividuelle stark unterschiedliche Auspragung des Virulenzfaktors
Adharenz nimmt im Verlauf der chronischen Infektion mit Pseudomonas aeruginosa ab. Eine
Abhangigkeit zwischen der Hohe der Adhasion und des pulmonalen Funktionszustandes zeigt
sich nicht. Der Virulenzfaktor wird vielmehr unabhangig vom klinischen Zustand des Patienten

im Verlauf der chronischen Infektion mit Pseudomonas aeruginosa herunterreguliert.

Prof. Dr. med. H. Schroten
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