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1 Einleitung

1.1 Zystische Fibrose

1.1.1 Atiologie

Die Zystische Fibrose (Cystic fibrosis, CF) ist eine lebensverkiurzende
angeborene Stoffwechselerkrankung verursacht durch einen monogenetischen
Defekt im CFTR-Gen (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator). Als Multisystemerkrankung fuhrt sie zu Funktionsstérungen vieler
Organe bedingt durch die Produktion eines zahen Sekrets exokriner Drusen.
Abgeleitet aus den lateinischen Worten mucus = Schleim und viscidus = zah
bezeichnet man die Erkrankung im Deutschen daher auch als Mukoviszidose
[1; 2; 3].

Mit einer Inzidenz von 1:2500 -1 : 3500 Lebendgeborenen ist CF eine der
haufigsten genetischen Stoffwechselstérungen in Europa [4; 5]. Sie folgt dem
autosomal-rezessiven Erbgang, sodass nur homozygote Merkmalstrager
erkranken. In Deutschland leben derzeit Uber 8000 Betroffene. Die Pravalenz

von heterozygoten Anlagetragern betragt etwa 4 % [3; 6].

Genetik

Das CFTR-Gen befindet sich auf Chromosom 7 an Position 7931.2 mit einer
Lange von 250 kb. Aktuell sind mehr als 2000 verschiedene Mutationen im
CFTR-Gen bekannt [7]. Mit etwa 70 % stellt die Mutation AF508 die haufigste
weltweit dar. Die prozentualen Anteile der Mutationen variieren zwar
geografisch, innerhalb der kaukasischen Bevdlkerung ist jedoch keine weitere
CFTR-Mutation mit einer Haufigkeit von mehr als 5 % anzutreffen [8; 9]. Eine

Auflistung der haufigsten Mutationen in Deutschland findet sich in Tabelle 1 [6].



Tabelle 1: Haufigkeitsverteilung der CFTR-Mutationen in Deutschland

Mutation Relative Haufigkeit (%)
AF508 65,6
G542X 1,7
R553X 1,7
N1303K 1,7
G551D 1,5
R347P 1,1
1717-1G > A 0,7
3849+10kbC>T 0,7
W1282X 0,5
R117H 0,5

Aufgelistet sind alle Mutationen mit einer Haufigkeit von mindestens 0,5 %.
Gezahlt wurde jeder Nachweis auf mindestens einem Allel. Die Tabelle
stammt aus der Qualitatssicherung Mukoviszidose von Sens & Stern 2012 [6].

Die zahlreichen Mutationen im CFTR-Gen kann man in sechs verschiedene

Klassen einteilen, denen unterschiedliche Pathomechanismen zugrunde liegen.

Klasse-I-Mutationen flhren zu einem Funktionsdefekt in der Synthese des
CFTR-Proteins. Den Vertretern der Klasse-II-Mutationen liegt ein Fehler in der
Prozessierung des CFTR-Proteins zugrunde. Das fehlerhafte Protein wird
frlhzeitig im endoplasmatischen Retikulum degradiert [10]. Zu dieser Klasse
gehort die haufigste Mutation AF508. Eine Deletion von drei Basenpaaren im
Exon 10 mit einem daraus resultierenden Aminosaureverlust von Phenylalanin
an Position 508 flhrt zu einem vorzeitigen Abbau des CFTR-Proteins [11; 12].
Bei Mutationen der Klasse Il - VI wird das synthetisierte CFTR-Protein zwar an
der apikalen Zellmembran exprimiert, die Funktion des Proteins ist jedoch je
nach Mutationsklasse gestort. In Klasse-llI-Mutationen liegt eine Stérung der
Regulierung des lonenkanals vor. Mutationen der Klasse IV fuhren zu einer
Stérung der lonen-Leitfahigkeit mit einem daraus resultierenden reduzierten
Chloridionen-Transport [13]. Klasse V beinhaltet Mutationen, die eine reduzierte
Proteinsynthese zur Folge haben [14]. Mutationen der Klasse VI fihren zu einer

reduzierten Proteinstabilitat, womit eine verringerte Halbwertszeit mit



frihzeitiger Degradierung verbunden ist [15]. In Abbildung 1 sind die verschie-

denen Mutationsklassen mit inrem jeweiligen Pathomechanismus dargestellt.

Wildtyp : Mutationsklassen

| 1l 1] [\ \" Vi
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1 Protein Transport Funktion Funktion Protein Stabilitat
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Abb. 1: CFTR-Mutationsklassen mit jeweiligem Pathomechanismus

Links ist das Wildtyp-CFTR-Protein als Chloridionenkanal an der apikalen Zellmembran
dargestellt. Rechts sind die verschiedenen Mutationsklassen [|-VI mit jeweiligem
Pathomechanismus abgebildet. Unter den Zellen sind zur Mutationsklasse gehoérige
Mutationsbeispiele aufgelistet. Die Abbildung wurde modifiziert nach Amaral 2015 [16].

Durch Transkription und Translation von insgesamt 27 Exons des CFTR-Gens
entsteht am Ende das aus 1480 Aminosauren bestehende CFTR-Protein [2; 11;
17; 18]. Nach Struktur und Funktion ordnet man das CFTR-Protein den ABC-
Transportern zu [2; 19]. Diese Transporter stellen Membranproteine dar, die mit
Hilfe einer ATP-bindenden Kassette (engl. ATP-binding cassette, ABC)
Substrate aktiv Uber eine Zellmembran beférdern. Das CFTR-Protein fungiert
nach diesem Mechanismus als ein Chloridionenkanal und ist hauptsachlich an

der apikalen Membran sekretorischer Zellen lokalisiert [20; 21].



Der ABC-Transporter setzt sich aus zwei symmetrischen Einheiten zusammen,
welche untereinander Uber eine regulatorische Domane (R) verbunden sind.
Eine Einheit besteht dabei aus einer Transmembrandomane (engl. membrane-
spanning domain, MSD) mit sechs membranspannenden Helices, welche die
eigentliche Kanalpore bilden und einer Nukleotid-Bindedomane (engl.
nucleotide-binding domain, NBD) mit Bindungsstellen fur ATP. Steigt
intrazellular der cAMP-Spiegel an, wird die R-Domane durch cAMP-abhangige
Proteinkinasen (PKA) phosphoryliert und der Kanal damit aktiviert. Die NBDs
binden ATP und stellen Uber dessen Hydrolyse zu ADP die bendtigte Energie
fur den lonentransport bereit. Zusammen fuhren diese beiden Mechanismen zu
einer Konformationsanderung des lonenkanals, welche den Ausstrom von
Chloridionen (CI') ermdglicht [22; 23; 24; 25]. Abbildung 2 zeigt eine

schematische Darstellung des CFTR-Proteins als Chloridionenkanal.
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Abb. 2: Darstellung des CFTR-Proteins als Chloridionenkanal

Dargestellt ist hier das CFTR-Protein als Chloridionenkanal. Bedeutung der Abklirzungen:
ADP = Adenosindiphosphat, ATP = Adenosintriphosphat, MSD = membran-spanning domain,
NBD = nucleotid-binding domain, Pi = anorg. Phosphat, PKA = cAMP-abhangige Proteinkinase,
R-Domane = regulatorische Domane.

Die Abbildung wurde modifiziert nach Sheppard et al. 1999 [25].



1.1.2 Pathogenese und Klinik

Die Mutationen im CFTR-Gen bedingen einen fehlenden oder verminderten
Strom von Chlorid (CI') aus den Zellen exkretorischer Driusen. Die folglich
vermehrte Resorption von Natrium (Na*) und Wasser in die Zellen fiihrt zu einer
Eindickung exkretorischer Sekrete des Bronchialsystems, des Pankreas, der
Leber, des Dinndarms sowie der Gonaden. Der zahflissige Schleim verstopft
die Drusenausfihrungsgange und pradisponiert fir Entzindungen und
Infektionen, die letztendlich Funktionsstérungen unterschiedlicher Art
verursachen [26].

Das klinische Bild ist vor allem durch eine fortschreitende Lungenerkrankung
mit rezidivierenden Atemwegsinfekten charakterisiert (siehe Abschnitt 1.1.3).
Langfristig entwickelt sich durch chronische Entziindungen eine respiratorische
Insuffizienz mit Destruktion des Lungengewebes bis hin zur Lungenfibrose mit
Rechtsherzversagen. Zusatzliche gastrointestinale Stérungen umfassen als
friheste Form der Manifestation einen Mekoniumileus, spater dann Obstipation,
Maldigestion, Steatorrhoe und Gedeihstérungen, bedingt durch eine exokrine
Pankreasinsuffizienz [27; 28]. Eine zunehmende Fibrosierung des endokrinen
Pankreas verursacht bei etwa 50 % der Patienten einen so genannten Cystic
fibrosis-related diabetes mellitus (CFRD) [29]. Durch Beteiligung des
Reproduktionstraktes ist die Fertilitat beider Geschlechter beeintrachtigt.
Manner leiden sehr haufig an einer kongenitalen bilateralen Aplasie der Vas
deferens (CBAVD), woraus eine Unfruchtbarkeit durch obstruktive Azoospermie
resultiert. Frauen weisen ein zahflissigeres Sekret im Zervixkanal auf, welches

die Empfangnisfahigkeit erschwert [30].

1.1.3 Pulmonale Erreger

Normalerweise wird die mukoziliare Clearance, die dem Abtransport von
Schadstoffen aus der Lunge dient, durch die Atemwegsoberflachenflissigkeit
und den Schlag der Zilien gewahrleistet. Der CFTR-Kanal in den Zellen des
Bronchialepithels reguliert dabei mal3geblich den Grad der Hydratation der
Atemwegsoberflachenflissigkeit. Ist der Kanal defekt, kommt es durch die

herabgesetzte ClI-Sekretion zu einer kompensatorisch erhdhten Na®-



Absorption. Durch die osmotische Wirkung stromt Wasser vermehrt in die
Zellen des Bronchialepithels, was zur Dehydratation der Atemwegsoberflachen-
flussigkeit fuhrt. Das zahflissige Bronchialsekret beeintrachtigt die
Beweglichkeit der Zilien und bedingt ein Versagen der mukoziliaren Clearance.
Das pulmonal verbliebene viskdse Sekret bietet einen idealen Nahrboden flr
verschiedene Keimspektren und pradisponiert so flr bronchopulmonale Infekte
[31; 32; 33].

Bakterien sind die haufigsten infektiosen Organismen in den Atemwegen bei
CF-Patienten. Darunter zahlen im Kindes- und Jugendalter Staphylococcus (S.)
aureus und Haemophilus (H.) influenzae, mit zunehmendem Alter dann
Pseudomonas (P.) aeruginosa [6]. Aber auch Keime wie Burkholderia (B.)
cepacia, Stenotrophomonas (S.) maltophilia und Methicillin-restistenter
Staphylococcus aureus (MRSA) nehmen an Bedeutung zu [34; 35; 36; 37].
Abbildung 3 zeigt die Pravalenz bakterieller Erreger in Abhangigkeit der

verschiedenen Altersgruppen von CF-Patienten in Deutschland [6].
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Abb. 3: Pravalenz pulmonaler Keime bei CF nach Altersgruppen

Die Abbildung wurde aus der Qualitdtssicherung Mukoviszidose von Sens & Stern 2012
entnommen [6].



In den letzten Jahren wurde eine Zunahme pulmonaler Besiedlungen durch
Pilze beobachtet. Dies begrindet sich unter anderem durch den prolongierten
Gebrauch inhalativer Antibiotika und Kortikosteroide, stetig verbesserte
Nachweismethoden sowie die steigende Lebenserwartung von CF-Patienten
[38; 39; 40; 41].

Pilze sind eukaryotische Zellen, das Grundgerust ihrer Zellwand besteht im
Wesentlichen aus Glukan und Chitin sowie eingewobenen Glykoproteinen und
Mannanen [42]. Da Pilze mehr als 25 % der Biomasse unserer Erde
ausmachen, wird der Mensch standig mit ihnen konfrontiert. So werden in der
Luft befindliche Pilzsporen eingeatmet sowie Uber Lebensmittel mit der
Nahrung aufgenommen. Zudem spielen Pilze eine gro3e Rolle in der
Medikamentenherstellung [43]. Die meisten Pilzarten sind flir den Menschen
ungefahrlich. Einige haben jedoch als opportunistische Erreger pathogenes
Potential bei Immunkompromittierung. Bei CF-Patienten stellen Candida (C.)
albicans als Hefepilz und Aspergillus (A.) fumigatus als Schimmelpilz die

haufigsten Vertreter im Respirationstrakt dar [44; 45].

Der Hefepilz C. albicans ist ein Mikroorganismus der transienten Flora von Haut
und Schleimhauten. Als apathogener Keim ist er bei etwa 50 % der gesunden
Bevolkerung nachweisbar. Bei immunsupprimierten Menschen ist C. albicans
fur die meisten Pilzinfektionen weltweit verantwortlich. Der Erreger kann sich im
Rahmen von oberflachlichen Infektionen als oropharyngeale, vulvovaginale und
kutane Candidose auflern oder auch systemisch manifestieren [46]. Weitere
Candida-Arten adharieren zudem bevorzugt an Oberflachen von Medizin-
produkten, wie Kathetern und Implantaten. Durch die Bildung von Biofilmen
konnen Angriffe des Immunsystems sowie die Wirkung von Antimykotika
abgeschwacht werden. Mit der Produktion von gewebeschadigenden
hydrolytischen Enzymen ist es Hefepilzen moglich, durch Zellwande in den
Korper einzudringen und persistierende systemische Infektionen auszulésen
[47; 48; 49; 50].



Bezuglich der Pravalenz von Candida im Respirationstrakt von CF-Patienten
existieren diverse Studien. C. albicans wird mit einer Pravalenz von bis zu 78 %
als haufigster Erreger beschrieben, gefolgt von C. dubliniensis, C. glabrata und
C. parapsilosis [45; 51; 52; 53]. Die klinische Relevanz ist bis dato noch nicht
ausreichend geklart. Es konnte jedoch belegt werden, dass ein pulmonaler
chronischer Befall mit C. albicans bei CF-Patienten zu einem signifikanten

Abfall der Lungenfunktion sowie erhdhter Hospitalisierungsrate fuhrt [51; 54].

Der Schimmelpilz A. fumigatus ist als Sporenbildner ubiquitar in der Umwelt
vorhanden. Seine Sporen werden aufgrund des geringen Durchmessers leicht
uber die Atemwege aufgenommen. Fur gesunde Personen ist die Inhalation
luftgetragener Schimmelpilzsporen normalerweise nicht gefahrlich. Aufgrund
der gestdrten mukoziliaren Clearance bei CF-Patienten wird der Pilz jedoch mit
einer Reihe von Atemwegsinfektionen in Verbindung gebracht [55]. Die Sporen
fungieren als Trager von Allergenen und kdnnen so allergische Reaktionen wie
die allergische bronchopulmonale Aspergillose (ABPA) auslésen. Sie kommt bei
CF-Patienten mit einer Pravalenz von 3 - 15 % vor und verursacht durch Uber-
schieende Entzindungen eine schwere Schadigung des Lungengewebes mit
Fibrosierung [55; 56; 57]. Vom Respirationstrakt aus konnen die Pilzerreger
auch hamatogen oder lymphogen disseminieren und dadurch andere Organe
befallen. Eine geflirchtete Erkrankung ist die invasive Aspergillose. Ausgehend
von der Lunge als primarem Infektionsherd verbreitet sich der Erreger und kann
unter anderem Niere, ZNS und Herz befallen [55].

Der Nachweis von A. fumigatus bei CF-Patienten variiert stark, reicht bis zu
58 % und ist damit nach C. albicans der zweithaufigste isolierte Pilz bei CF-
Patienten [45; 52]. Ebenso wie bei C. albicans konnte auch bei einem
pulmonalen chronischen Befall mit A. fumigatus ein signifikanter Abfall der
Lungenfunktion mit erhdhter Hospitalisierungsrate nachgewiesen werden [58].
Andere Aspergillus-Arten wie A. flavus, A. niger und A. terreus werden weitaus
seltener im Respirationstrakt von CF-Patienten nachgewiesen, Uber ihre

klinische Wirkung ist noch wenig bekannt [44].



1.1.4 Diagnostik und Therapie

Eine friihzeitige Diagnosestellung und adaquate Therapie ist fiir das Uberleben
von CF-Patienten essentiell. Bei Vorliegen von typischen klinischen Symptomen
wie z.B. rezidivierenden pulmonalen Infekten, Mekoniumileus und Dystrophie
oder positiver Familienanamnese wird ein Schweildtest als Standarddiagnostik
durchgefuhrt. Dieser misst die Chloridkonzentration im Schweild und gilt ab
einer Konzentration von 60 mmol/l als positiv. Bei nicht eindeutigen Symptomen
oder negativem Schweildtest wird eine Komplettanalyse des CFTR-Gens beider
Allele mit dem Nachweis von CF-verursachenden Mutationen angestrebt [59;
60]. Ein Neugeborenen-Screening auf Mukoviszidose ist in Deutschland seit
2016 bundesweit etabliert. Es beinhaltet als dreistufiges Konzept zunachst eine
quantitative Bestimmung des immunreaktiven Trypsins (IRT) im Blut. Bei nicht
eindeutig positivem Ergebnis folgt ein Test auf das Pankreatitis-assoziierte
Protein (PAP) im Blut mit anschlieRender DNA-Mutationsanalyse [61].

Die pulmonale Manifestation stellt in 70-90 % der Falle die haufigste
Todesursache bei CF-Patienten dar [62; 63]. Bisher standen hauptsachlich rein
symptomatische Therapien zur Verflugung. Dabei kommen Sekretolytika,
Kochsalzinhalation und Physiotherapie sowie frihzeitige antibiotische
Therapien zur Vorbeugung von Atemwegsinfektionen zum Einsatz. Bei
zunehmender respiratorischer Insuffizienz kann die Notwendigkeit einer
Sauerstoff-Langzeittherapie bis hin zur Lungentransplantation bestehen. Die
Forschung beschaftigt sich aktuell hauptsachlich mit mutationsspezifischer
Therapie bei CF zur kausalen Behandlung des Gendefekts. Hier werden CFTR-
Potentiatoren und CFTR-Korrektoren voneinander unterschieden. Korrektoren
korrigieren die defekte CFTR-Kanalfunktion, wahrend Potentiatoren die
Aktivierung des Chloridionen-Kanals an der Zelloberflache verstarken, so dass
dessen Offnungswahrscheinlichkeit erhéht und damit einhergehend der Chlorid-
ionentransport verbessert wird [64; 65; 66]. Seit 2012 ist Ivacaftor (Kalydeco®)
als mutationsspezifischer CFTR-Potentiator zur Behandlung der Mukoviszidose
bei Patienten mit Klasse-lll-Mutationen im CFTR-Gen zugelassen. In den

Folgejahren erweiterte sich dieses Konzept kontinuierlich, auch auf Klasse-IV-



Mutationen. Die auf Ivacaftor ansprechende CFTR-Mutation muss dabei auf
mindestens einem CFTR-Allel nachweisbar sein [67]. Der genaue Wirk-
mechanismus von /vacaftor ist noch nicht bekannt. Es existieren jedoch
mehrere Studien Uber potentielle Bindungsstellen am CFTR-Protein [68; 69; 70;
71; 72]. Der gesteigerte Chloridionentransport flhrt pulmonal zu einer
Verflussigung des zahen Sekrets mit signifikanter Verbesserung der
Lungenfunktion [67; 73; 74; 75; 76; 77]. Der Groldteil der CF-Patienten tragt die
Klasse-lI-Mutation AF508, bei der ein Fehler in der Prozessierung des CFTR-
Proteins mit einem vorzeitigen Abbau im endoplasmatischen Retikulum
verbunden ist [10; 11; 12]. Ivacaftor zeigte hier als Potentiator keine klinische
Wirksamkeit [78]. Fur Klasse-lI-Mutationen sind CFTR-Korrektoren erforderlich.
Sie verbessern die Konformationsstabilitat des CFTR-Proteins und ermdglichen
so den Transport bis an die Zelloberflache [64; 79]. Lumacaftor wurde als
Korrektor der AF508-Mutation identifiziert [80]. Diese Mutation befindet sich in
der NBD1 des CFTR-Proteins. Lumacaftor scheint Wechselwirkungen zwischen
der NBD1 und den MSDs zu stabilisieren [81; 82; 83; 84]. Der Wirkstoff zeigte
bei homozygoten AF508-Tragern einen Abfall der Chloridkonzentration im
Schweil}, konnte jedoch keine signifikante Verbesserung der Lungenfunktion
erzielen [85]. Die Mutation AF508 fuhrt nicht nur zu einem Fehler in der
Prozessierung des CFTR-Proteins. Der Teil, der trotz Prozessierungsfehler an
die Zelloberflache gelangt, weist Defekte sowohl in der Kanalfunktion als auch
in der Proteinstabilitat auf [86; 87]. Dahingehend wurden Studien mit einer
Kombination aus Ivacaftor und Lumacaftor durchgeflhrt. Bei homozygoten
Tragern der AF508-Mutation konnte eine signifikante Verbesserung der
Lungenfunktion erreicht werden, sodass die Medikamentenkombination
(Orkambi®) 2015 erfolgreich zugelassen wurde [88; 89; 90]. Orkambi® zeigte
jedoch keine pulmonale Verbesserung bei CF-Patienten mit nur einer Kopie der
AF508-Mutation [88; 91]. Zudem induziert Lumacaftor den CYP3A4-
Metabolismus von Ivacaftor und verringert durch diese Wechselwirkung dessen
klinische Wirksamkeit [85; 90; 92]. Tezacaftor agiert ebenfalls als CFTR-
Korrektor. Im Gegensatz zu Lumacaftor ist der Wirkstoff jedoch kein Induktor

von CYP3A4 und hat demzufolge ein reduziertes Potential flr
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Arzneimittelwechselwirkungen [92; 93]. In Kombination mit /vacaftor konnte bei
homozygoten AF508-Tragern eine signifikante Verbesserung der Lungen-
funktion nachgewiesen werden. Zusatzlich wurde Uber eine bessere
Vertraglichkeit berichtet [94]. Darlber hinaus zeigte diese Medikamenten-
kombination auch eine klinische Wirksamkeit bei heterozygoten AF508-Tragern
mit einer CFTR-Restfunktionsmutation im zweiten Allel, sodass die Kombination
von lvacaftor mit Tezacaftor (Symdeko®) seit 2018 zur Behandlung von CF-
Patienten ebenfalls zugelassen ist [95; 96; 97]. Fur viele heterozygote AF508-
Trager mit einer zweiten Mutation, die entweder zu keinem CFTR-Protein oder
zu einem CFTR-Protein fuhrt, welches nicht auf Ivacaftor allein oder auf
Symdeko® anspricht, ist 2019 eine neue Kombinationstherapie entwickelt
worden [98]. Diese beinhaltet neben dem CFTR-Korrektor Tezacaftor und dem
Potentiator Ivacaffor noch Elexacaftor als Korrektor der zweiten Generation. Es
wurde vermutet, dass die Kombination zweier Korrektoren mit unterschiedlicher
Wirkung einen groferen Einfluss auf die Menge des an die Zelloberflache
exprimierten CFTR-Proteins haben konnte. Elexacaftor und Tezacaftor binden
an verschiedenen Stellen im CFTR-Protein und kdnnten einen additiven Effekt
aufweisen [99; 100]. Mehrere Studien zeigten eine signifikante Verbesserung
der Lungenfunktion unter dieser Dreifachtherapie im Vergleich zu Symdeko®,
sowohl bei homozygoten als auch heterozygoten AF508-Tragern [99; 101; 102;
103]. Diese Dreifachtherapie (Trikafta®) kann eine wirksame CFTR-Modulator-
Therapie fur mehr als 90 % der CF-Patienten darstellen und wurde 2019

erfolgreich zugelassen [98].

Durch den rasanten Fortschritt der Behandlungsmaoglichkeiten und Malinahmen
zur frihzeitigen Diagnosestellung steigt die Lebenserwartung stetig an. Aktuell
liegt die durchschnittliche Lebenserwartung von an CF erkrankten Patienten
bereits bei Uber 40 Jahren [6; 104; 105].
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1.1.5 Genotyp-Phanotyp-Korrelationen

Trotz stetiger Zunahme der durchschnittlichen Lebenserwartung in den letzten
Jahrzehnten sind bei der individuellen Uberlebensdauer einzelner Patienten
nach wie vor starke Unterschiede festzustellen. McKone und Mitarbeiter
beschaftigten sich mit Korrelationen zwischen Genotyp und Prognose bei CF-
Patienten. Sie konnten darlegen, dass Mutationen der Klassen | - lll, welche in
der Regel zu einem Funktionsverlust des CFTR-Proteins flhren, einen eher
schweren Krankheitsverlauf mit erhdhter Mortalitatsrate aufwiesen. Mutationen
der Klassen IV — V mit noch erhaltener Restfunktion des CFTR-Proteins zeigten
eher mildere Krankheitsverlaufe [106; 107]." Abgesehen von nachgewiesenen
engen Korrelationen zwischen dem CFTR-Genotyp und der exokrinen
Pankreasinsuffizienz scheint der Verlauf der Erkrankung, vor allem hinsichtlich
der Lungenbeteiligung, weniger vom Genotyp abhangig zu sein [108; 109; 110].
In mehreren Studien an Geschwistern und Zwillingen mit gleicher CFTR-
Mutation konnten Unterschiede bezlglich des Schweregrads der pulmonalen
Erkrankung festgestellt werden [111; 112; 113]. Die klinische Varianz kann
durch die verschiedenen CFTR-Mutationen also nicht vollstandig begrindet
werden, sodass zusatzliche Einflussfaktoren wie exogene Umwelteinflisse und
modifizierende Gene (siehe Abschnitt 1.2) zunehmend Gegenstand der
Forschung sind [114; 115].

' Die Mutationsklasse VI wurde in diesen Studien nicht bericksichtigt.
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1.2 Einfluss von genetischen Modifikatoren und Umwelteinfliissen
Obwohl CF auf einem monogenetischen Defekt beruht, weisen Individuen mit
gleicher CFTR-Mutation zum Teil erhebliche Unterschiede in der Krankheits-
auspragung auf. Zusatzliche genetische Einflisse, sogenannte modifizierende
Gene, und Umweltfaktoren beeinflussen den Verlauf der Erkrankung. Der
pulmonale Phanotyp scheint zu Uber 50 % von modifizierenden Genen
abhangig zu sein [113; 114; 115].

Modifizierende Gene entstehen durch Variationen eines Genabschnitts, die die
Proteinstruktur und -funktion verandern kdnnen. Klassischerweise sind diese
Variationen durch Einzelnukleotidpolymorphismen (engl. single-nucleotide
polymorphism, SNPs) bedingt, einige Polymorphismen kdénnen auch die

Deletion oder Insertion mehrerer Nukleotide umfassen.

Zur ldentifizierung solcher Modifikatoren existieren bereits diverse Studien.
Mittlerweile wurde eine Vielzahl von potentiellen Kandidaten mit der CF-
Lungenerkrankung in  Verbindung gebracht [116]. Darunter zahlen
beispielsweise genetische Varianten im Mannose-bindenden Lektin (engl.
Mannose-binding lectin, MBL). Das Gen wurde als eines der ersten potentiellen
Modifikatorgene identifiziert und spielt eine Rolle in der angeborenen
Immunabwehr. Eine verringerte Expression dieses Gens ist mit einem
schwereren Verlauf der CF-Lungenerkrankung assoziiert [117; 118]. Der
Transformierende Wachstumsfaktor Beta 1 (engl. Transforming growth factor
beta 1, TGFB1) war aufgrund seiner Rolle in Entziindungsprozessen ebenfalls
in diversen Studien als Modifikatorgen von gro3em Interesse. Es zeigte sich,
dass eine erhdhte TGFB1-Expression mit einer vermehrten Entzindung und
Fibrose und daraus resultierendem schwereren pulmonalen Krankheitsverlauf
einhergent  [119; 120; 121]. Weitere Entzindungsmediatoren wie
Tumornekrosefaktor Alpha (TNF-a) [122] und Interleukin-10 (IL-10) [123]
wurden ebenfalls als Modifikatoren mit einer schlechteren Lungenfunktion in

Verbindung gebracht.
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Im Verlauf des technischen Fortschritts wurden genomweite Assoziations-
studien mittels vollstandiger Genomsequenzierung durchgefuhrt [124; 125;
126]. Vorteil dieser Methodik ist die vergleichsweise wesentlich grolere Anzahl
beteiligter Probanden. In solch einer Studie von Corvol et al. wurden
6365 Patienten aus Frankreich, Kanada und den USA eingeschlossen. Hierbei
konnten unter anderem genetische Varianten in MUC 4 und 20 (engl. Mucin),
SLC9A3 (engl. Solute carrier family 9 member 3), HLA (engl. Human leukocyte
antigen) und AGTR2 (engl. Angiotensin Il receptor type 2) als modifizierende

Gene der CF-Lungenerkrankung identifiziert werden [126].

Abgesehen von genetischen Einflissen konnten auch andere Faktoren mit dem
Schweregrad der CF-Lungenerkrankung in Verbindung gebracht werden. Das
Geschlecht scheint eine Rolle zu spielen. Studien zeigten, dass weibliche CF-
Patienten einen friheren pulmonalen Befall mit P. aeruginosa, einen starkeren
Abfall der Lungenfunktion und ein reduziertes mittleres Uberlebensalter im
Vergleich zu mannlichen CF-Patienten aufweisen [127; 128; 129].

Des Weiteren gibt es Zusammenhange mit einigen Umwelteinflissen: der
soziodkonomische Status, die Exposition gegenlber Zigarettenrauch und
bakterielle Infektionen kdnnen zu einem starkeren Progress der CF-
Lungenerkrankung beitragen [130; 131; 132; 133].

Abbildung 4 veranschaulicht den relativen Anteil von mdglichen Modifikatoren

und Umwelteinflissen auf verschiedene CF-Erkrankungssymptome.

Uber Assoziationen zwischen modifizierenden Genen und der Anfalligkeit fiir
Pilze bei der CF-Lungenerkrankung ist aktuell noch sehr wenig bekannt.
Aufgrund der mdglichen fungiziden Wirkung von Chitinasen wurden diese als
potenzielle Modifikatoren in der vorliegenden Arbeit ndher betrachtet (siehe
Abschnitt 1.3).
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Obstruktion der Atemwege
TGFB1, MBL2, EHF,
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Infektionen mit P. aeruginosa
MBL2, DCTN4, SLC6A14,
IFRD1, PTX3, HLAII

Exokrine
Pankreasinsuffizienz

Diabetes mellitus
TCF7L2, CDKALA1,
CDKN2A/B, IGF2BP2,
SLC26A9

Intestinale Obstruktion
MRSA, SLC6A14,
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Abb. 4: Anteil moglicher Einflussfaktoren auf CF-Erkrankungen

Genetische Modifikatoren und nicht-genetische Faktoren tragen in unterschiedlichem Ausmalf}
zur Merkmalsauspragung der CF-Erkrankung bei. Aufgelistet sind einzelne Symptome der CF-
Erkrankung mit jeweils darunter stehenden Beispielen mdglicher modifizierender Gene. Die
Kreisdiagramme stellen die Einflussanteile vom CFTR-Genotyp (dunkel-lila), modifizierenden
Genen (hell-lila) und nicht-genetischen Faktoren (weill) auf das jeweilige Symptom dar. Die
Abbildung wurde modifiziert nach Cutting 2015 [115].
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1.3 Chitinasen

Chitin ist eines der haufigsten natirlich vorkommenden Biopolymere, welches
einer Vielzahl von Organismen zur Strukturbildung dient. Das Polysaccharid
besteht aus B-1,4-glykosidisch verknlUpften N-Acetyl-D-Glucosamin-Einheiten
und ist ein wesentlicher Zellwandbestandteil von Pilzen [42]. Aulierdem kommt
es als Komponente des Exoskeletts vor allem bei Gliederfuliern, wie Insekten,
Krebstieren und TausendflRern vor [134]. Enzymatisch abgebaut wird Chitin
durch hydrolysierende Enzyme, sogenannte Chitinasen. Darlber hinaus gibt es
Chitinase-ahnliche Proteine (chitinase-like protein, CLP), welche mit Chitin zwar

eine Bindung eingehen, jedoch keine enzymatische Aktivitat besitzen [135].

Chitinasen und CLPs gehoéren zur Familie 18 und 19 der Glykosidasen [136;
137]. Die Spaltung der glykosidischen Bindungen erfolgt entweder innerhalb der
Chitinkette Uber Endochitinasen oder von einem Ende des Polymers aus durch
Exochitinasen [138] (siehe Abbildung 5).

Exochitinasen — Endochitinasen ]
CH,0H CH,OH CH,OH CH,0H CH,OH
Q Q Q Q Q oH
OH 0 OH oy OH o OH 0 OH
HO
NH NH NH NH NH
| | | | |
C
4 4 7\ 7\ 4\
o/ \CH3 o/ \CH3 o} CH, o) CH, o} CH,
— —In

Abb. 5: Darstellung einer Chitinkette mit Spaltungsort der Chitinasen

Exochitinasen spalten Chitin von einem Ende der Kette, wohingegen Endochitinasen innerhalb
der Polymerkette spalten.
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Diese hydrolysierenden Enzyme sind bei Mikroorganismen, Pflanzen und
Tieren weit verbreitet und dienen unter anderem der Abwehr chitinhaltiger
Pathogene. Pflanzen produzieren beispielsweise Chitinasen zum Schutz vor
schadlichen Pilzen [139]. Bakterien nutzen Chitin-Abbauprodukte als Energie-
quelle. Fur Pilze wiederum ist der durch Chitinasen katalysierte Abbau des
Chitinpolymers wichtig flr das eigene Wachstum und die Zellteilung [140; 141;
142; 143].

Obwohl Saugetiere Chitin weder synthetisieren noch metabolisieren kdnnen,
wurden bereits mehrere chitinolytische Enzyme und Chitin-bindende Proteine in
Saugern nachgewiesen. Beim Menschen wurden unter anderem die
Chitotriosidase [144; 145] und AMCase (Acidic mammalian chitinase, saure
Saugerchitinase) [146] als Chitinasen und YKL-40 als Prototyp der CLPs [147;
148] entdeckt. Studien zeigten auf, dass die Sezernierung dieser Enzyme vor
allem in neutrophilen Granulozyten und Makrophagen stattfindet. Ihnen wird
eine Rolle im angeborenen Immunsystem und in Entzindungsprozessen
zugeschrieben [149; 150; 151; 152; 153; 154].

1.3.1 Chitotriosidase

Die Chitotriosidase wurde als erste humane Chitinase 1995 von Boot und
Mitarbeitern entdeckt [144]. Es existieren zwei Isoformen: ein Protein mit
50 kDa und ein durch dessen proteolytische Prozesse in Phagozyten
entstandenes Protein mit 39 kDa. Beide besitzen chitinolytische Aktivitat. Das
Protein mit 50 kDa stellt jedoch die vorherrschende sekretorische Form im
Blutkreislauf dar und fungiert dabei als Endochitinase [145; 155; 156].

Das Enzym wird von Phagozyten sezerniert, welche unter anderem durch
immunmodulatorische Zytokine, darunter TNF-a und IFNy, und chitinhaltige
Pathogene aktiviert werden [149; 157; 158; 159].

So konnte die Chitotriosidase bereits mit verschiedenen Erkrankungen in
Verbindung gebracht werden und stellt fir einige auch einen potentiellen
diagnostischen und prognostischen Marker dar. Die grofdte Bedeutung wurde

ihr  bei Morbus Gaucher zuteil, einer angeborenen Ilysosomalen
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Speicherkrankheit. Bei dieser Erkrankung kommt es durch einen Enzymdefekt
zur lysosomalen Glykolipidakkumulation in Gewebsmakrophagen, welche
dadurch chronisch aktiviert werden. Sekundar erhoht sich die Chitotriosidase-
Sekretion, deren Hohe mit dem Schweregrad der Erkrankung korreliert.
Behandelt wird Morbus Gaucher mit einer Enzymersatztherapie, wobei die
Chitotriosidase-Aktivitat zur Kontrolle des Therapieerfolgs herangezogen wird
[160; 161]. AnschlieBend wurden auch bei anderen Erkrankungen, die mit
entzuandlicher Aktivitat und Makrophagenaktivierung im Zusammenhang stehen,
signifikante Zunahmen der Chitotriosidase-Aktivitat nachgewiesen. Darunter
zahlen beispielsweise die B-Thalassamie, Arteriosklerose und Multiple Sklerose
[162; 163; 164].

Des Weiteren konnten erhdhte Chitinase-Aktivitdten im durch BAL
(bronchoalveolare Lavage) gewonnenen Sekret von Patienten mit Sarkoidose,
Lungenfibrose, COPD und Asthma festgestellt werden [165; 166; 167; 168;
169]. Seibold und Kollegen demonstrierten schlielBlich 2008, dass beim
Menschen die Chitotriosidase als vorherrschend aktive Chitinase in den

Luftwegen exprimiert wird [170].

Bezuglich der Enzymfunktion ist aktuell noch wenig bekannt. Es gibt jedoch
zunehmend Hinweise flr eine fungizide Wirkung [171]. Im Blut von
Meerschweinchen konnten nach systemischen Infektionen mit A. fumigatus
erhdohte Chitinase-Aktivitaten gemessen werden [172]. Vandevenne und
Kollegen bewiesen in vitro eine antimykotische Aktivitat der Chitotriosidase
gegenuber C. albicans [173]. DarUber hinaus konnte eine in vitro Studie zeigen,
dass rekombinante Chitotriosidase kinstliches Chitin hydrolysiert und damit das
Pilzwachstum hemmt [146]. In einem vergleichbaren in vivo Experiment an
neutropenen Mausen mit systemischen Mykosen konnte deren Uberlebens-
wahrscheinlichkeit durch Injektion von rekombinanter Chitotriosidase gesteigert
werden [149].
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Das fur die Chitotriosidase kodierende Gen CHIT1 befindet sich auf
Chromosom 1g31-q32. Der Genomabschnitt besteht aus 12 Exons und
umspannt etwa 20 kb genomische DNA [156; 174]. Forscher entdeckten im
CHIT1-Gen eine 24-bp-Duplikation im Exon 10 (rs3831317). Durch fehlerhaftes
Spleilen resultiert eine Produktion von funktionsunfahigem Protein, welches mit
einem Mangel an enzymatischer Aktivitat assoziiert ist [174]. Bei homozygoten
Polymorphismus-Tragern fuhrt dies zum kompletten, bei heterozygoten Tragern
zum inkompletten Verlust der Chitinase-Aktivitat [170]. In der kaukasischen
Bevolkerung weisen etwa 6 % eine Homozygotie und 35 % eine Heterozygotie
fur die 24-bp-Duplikation auf [174; 175; 176; 177; 178]. Dieser Enzymmangel
scheint keinen unmittelbaren Krankheitswert zu besitzen. Es wird jedoch
vermutet, dass Individuen mit genetischem CHIT1-Polymorphismus eine

erhdhte Anfalligkeit flr Chitin-haltige Pathogene aufweisen.

In einer Fallstudie von Vicencio und Kollegen an sechs Kindern mit schwerem
Asthma und fungaler Sensibilisierung (SAFS, severe asthma and fungal
sensitization) wiesen alle Patienten eine Heterozygotie bezuglich der 24-bp-
Duplikation auf. Die Forscher stellten damit die Hypothese auf, der
Polymorphismus sei ein Risikofaktor flr die Entstehung von SAFS und anderen
ahnlichen Erkrankungen [179]. Im Gegensatz dazu existieren auch mehrere
Studien, welche diese Hypothese nicht bestatigen konnten [180; 181]. Livnat
und Mitarbeiter untersuchten vor kurzem CF-Patienten hinsichtlich der
Pradisposition fur ABPA und A. fumigatus-Kolonisation in Bezug auf den
CHIT1-Polymorphismus. Sie konnten dabei keinen signifikanten Zusammen-

hang feststellen [182].
Es wurden auch andere Polymorphismen im CHIT1-Gen entdeckt, darunter

G354R und A442V. Diese scheinen jedoch nur mit einer leichten bis malligen

Abnahme der Chitinase-Aktivitat assoziiert zu sein [183].
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1.3.2 AMCase

Die AMCase ist ein 50 kDa schweres Protein, welches eine 39 kDa N-terminale
katalytische Domane zur Hydrolysierung von Chitin enthalt [146]. Das Enzym
fungiert als Exochitinase [184] mit einer chitinolytischen Aktivitat bei einem pH-
Optimum von 2, woraus auch der Name ,saure Saugerchitinase“ resultierte
[146]. Das fur die AMCase kodierende Gen CHIA (Chitinase, Acidic) befindet
sich auf Chromosom 1p13.1-21.3, besteht aus insgesamt 12 Exons und kodiert
mehrere Splei’-Isoformen [185]. Das Enzym wird durch Epithelzellen und
Makrophagen im Gastrointestinaltrakt und der Lunge sezerniert [186; 187]. Eine
Uberproduktion wurde mit der angeborenen Immunantwort, speziell der Th2-

Inflammation (T-Helferzellen vom Typ 2) in Verbindung gebracht.

Zhu und Mitarbeiter konnten an Maus-Modellen einen Zusammenhang
zwischen der AMCase-Expression und allergischem Asthma demonstrieren.
Dafur wurden Mause zur Allergenprovokation gegentber Ovalbumin exponiert.
Die Exposition fuhrte zur Ausbildung charakteristischer Asthma-Merkmale wie
Th2-gesteuerter allergischer Entzindung und Eosinophilie. Damit einhergehend
zeigte sich eine Th2-spezifische, IL-13-vermittelte AMCase-Expression in
pulmonalen Epithelzellen und Makrophagen. Parallel konnten in der Studie
auch vermehrte AMCase-Expressionen bei Patienten mit bronchialem Asthma
nachgewiesen werden. Dartber hinaus konnten Zhu und Kollegen zeigen, dass
die Inhibierung der AMCase-Aktivitat durch Zugabe von Allosamidin, einem
Chitinase-Inhibitor, zu einer signifikanten Abnahme der Inflammation,
Gewebseosinophilie und Lymphozytenakkumulation fuhrt. Sie stellten damit die
Hypothese auf, AMCase koénne ein wichtiger Vermittler von IL-13-vermittelten
Reaktionen bei Th2-dominanten Stérungen wie Asthma sein [188].

Es existieren noch diverse weitere Studien, welche erhohte AMCase-

Expressionen mit Asthma in Verbindung bringen konnten [150; 189; 190].
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Auch in anderen inflammatorischen Erkrankungen konnten erhdhte AMCase-
Expressionen beobachtet werden, darunter die chronische Rhinosinusitis [191]
und allergische Konjunktivitis [192; 193].

Aufgrund der chitinolytischen Aktivitdt und der Annahme fungizider Wirkungen
beschaftigten sich Forscher mit Zusammenhangen zwischen AMCase und
Chitin-haltigen Pathogenen. Chen und Mitarbeiter demonstrierten 2009 als eine
der ersten, dass AMCase das Wachstum von C. albicans, A. fumigatus und
Trichophyton rubrum in vitro signifikant hemmt [194]. Weitere Studien an
Asthma-induzierten Maus-Modellen konnten ebenfalls aufzeigen, dass ein
Vorkommen von Chitin bzw. Chitin-haltigen Pathogenen, darunter Hausstaub-
milben, mit einer verstarkten AMCase-Expression einhergeht [190; 195]. Diese

Erkenntnisse lassen auf ein antifungales Potential schlie3en.

In dieser Arbeit wurden die SNPs rs61756687 und rs3818822 im CHIA-Gen

beleuchtet.

Der SNP rs61756687 im CHIA-Gen befindet sich im Exon5. Ein
Basenaustausch von Adenin (A) zu Guanin (G) fuhrt im Protein zu einem
Aminosaureaustausch von Lysin (K) zu Arginin (R) [196; 197]. In der
Normalbevodlkerung sind Haufigkeitsverteilungen um AA 75 %, AG 23 % und
GG 2 % angegeben [197; 198; 199; 200].

Der SNP rs3818822 im CHIA-Gen befindet sich im Exon4. Ein
Basenaustausch von Guanin (G) zu Adenin (A) fihrt im Protein zu einem
Aminosaureaustausch von Glycin (G) zu Arginin (R) [197; 201]. In der
Normalbevolkerung sind Haufigkeitsverteilungen um AA 2 %, AG 26 % und
GG 71 % angegeben [197; 199; 202].
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Bierbaum und Mitarbeiter gingen in einer Studie mit 322 an Asthma erkrankten
Kindern verschiedenen genetischen Varianten der AMCase auf den Grund.
Dabei zeigten sich sowohl fir den SNP CHIA rs61756687 als auch fur den SNP
CHIA rs3818822 signifikante Assoziationen mit kindlichem Asthma [197].
Amuniddin und Mitarbeiter analysierten genetische Chitinase-Varianten im
Zusammenhang mit der Erkrankung COPD. Diese Studie konnte fur den SNP
CHIA rs3818822 eine signifikante Korrelation zwischen Genotyp und
Lungenfunktion als auch der gemessenen Chitinaseaktivitat nachweisen [203].
Wu und Kollegen untersuchten an 395 Asthmatikern Chitin-haltige Pathogene,
hier Hausstaubmilben im eigenen Haushalt, bezuglich ihres Effekts auf die
Expression genetischer Varianten der AMCase. Hierbei konnten keine
signifikanten Assoziationen zwischen Pilzexposition und der Expression des
SNPs CHIA rs3818822 festgestellt werden [204].

1.4 Fragestellungen und Zielsetzung der Studie

Die vergangene Forschung deutet auf einen Zusammenhang zwischen
Chitinasen und inflammatorischen Erkrankungen hin. Nach aktuellem Kenntnis-
stand existieren wenige Studien mit CF-Patienten Uber eine Assoziation von

Modifikatorgenen und der pulmonalen Anfalligkeit gegenuber Pilzen.

Diese Arbeit beschaftigt sich daher mit folgenden Fragestellungen:
a) Kdénnen Polymorphismen in Chitinasegenen bei CF-Patienten mit einem
pulmonalen Befall durch fungale Erreger in Verbindung gebracht werden?
b) Gibt es Assoziationen zwischen den Polymorphismen und der

Lungenfunktion?
Dabei wurden fur das CHIT1-Gen die 24-bp-Duplikation (rs3831317) und fur

das CHIA-Gen die SNPs rs61756687 und rs3818822 als Polymorphismen

naher betrachtet.
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2 Material und Methoden
21 Material

2.1.1 Patientenproben zur Genotypisierung

Die fur die hier durchgefihrte Studie verwendete CF-Patienten-Kohorte besteht
aus DNA-Proben von Probanden der CF-Zentren Tubingen, Midnchen und
Graz. Diese wurde in der Publikation von Hector et al. 2016 genauer
beschrieben [205]. Insgesamt wurden 528 Proben von an CF erkrankten
Patienten analysiert. 108 Proben stammten dabei aus der Ambulanz der
klinischen Abteilung fur padiatrische Pulmonologie und Allergologie der
Universitatsklinik fuar Kinder- und Jugendheilkunde Graz, welche als
Vollblutproben bereitgestellt wurden. 311 DNA-Proben wurden von der
Christiane-Herzog-Ambulanz fir Mukoviszidose und Cystische Fibrose des Dr.
von Haunersches Kinderspital der Universitat Minchen zur Verfigung gestellt.
109 DNA-Proben stammten von der Mukoviszidose-Ambulanz der

Universitatsklinik flr Kinder- und Jugendmedizin Tubingen.

Alle Patienten erhielten eine ausfuhrliche Aufklarung uber die Verwendung der
von ihnen bereitgestellten Proben sowie die Erfassung klinischer Daten im
Rahmen wissenschaftlicher Untersuchungen. Eine Einverstandniserklarung
wurde von allen Teilnehmern selbst oder im Falle von Minderjahrigen von deren
Eltern eingeholt. Die Ethik-Kommission der Universitatsklinik Tubingen erteilte
nach eingehender Prufung die Genehmigung unter der Projekt-Nummer:
501/2015B0O2.

23



2.1.2 Patientendaten

Neben der Gewinnung von Probenmaterial zur Genotypisierung wurden
relevante Patientendaten wie Alter, Geschlecht und die zugrundeliegenden
CFTR-Mutationen erfasst. Dartber hinaus wurden Uber einen Untersuchungs-
zeitraum von mehreren Jahren klinische Parameter wie BMI, pulmonaler
Erregerbefall und Lungenfunktionsparameter erhoben. Dabei lag der
Erhebungszeitraum der Patienten der Universitatsklinik fur Kinder- und
Jugendheilkunde Graz zwischen 2012 und 2013, des Dr. von Haunersches
Kinderspital der Universitat Munchen zwischen 2008 und 2010 und der
Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendmedizin Tubingen zwischen 2010 und
2013.

Mikrobiologische Befunde

Fir die Erhebung des pulmonalen Erregerspektrums wurden von den Patienten
regelmallig Sputumproben bzw. tiefe Rachenabstriche enthommen. In den
spezialisierten Instituten der verschiedenen Kliniken wurde das Vorkommen von
Pilzen und Bakterien darin analysiert.

Zur besseren Beurteilung und Vergleichbarkeit des Kolonisationsstatus wurde
der Erregerbefall in vier Gruppen eingeteilt. Dies erfolgte in Anlehnung an die

Einteilung von Chotirmall et al. [51], welche in Tabelle 2 aufgeflhrt ist.

Tabelle 2: Einteilung des fungalen und bakteriellen Kolonisationsstatus

Gruppe Befall Positive Befunde
3 chronisch > 50 %
2 intermittierend 35-50%
1 selten <35%
0 nie 0%

Die Einteilung des Kolonisationsstatus der Patienten in vier Gruppen ist
abhangig von der Haufigkeit der positiven Befunde und bezieht sich auf alle
mikrobiologischen Befunde innerhalb von 12 Monaten.
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Lungenfunktion

Mittels Spirometrie wurde die Lungenfunktion eines jeden Patienten regelmaliig
ermittelt. Die Spirometrie ist ein gangiges Verfahren im Rahmen der
Lungenfunktionsdiagnostik zur Messung von statischen und dynamischen
Atemvolumina und dient der Beurteilung der Lungenfunktion. Ein wichtiger
Lungenfunktionsparameter bei CF-Patienten ist die exspiratorische
Einsekundenkapazitat (FEV4). Das FEV4 zahlt zu den dynamischen Atem-
volumina und stellt das Volumen dar, welches der Patient nach maximaler
Inspiration innerhalb einer Sekunde forciert ausatmen kann. Bei CF-Patienten
gilt dieser Wert als ein wesentliches prognostisches Kriterium [206].

Bei jeder Lungenfunktionsuntersuchung wurde jeweils das beste Resultat von
drei Messversuchen ausgewahlt und dokumentiert. Die Ergebnisse des FEV;,
erschienen dabei in Prozent des Vorhersagewertes (% IST zu SOLL),
basierend auf Referenzwerten der gesunden Bevolkerung.

Zusatzlich wurde der Slope anhand der FEV{-Werte bestimmt. Der Slope stellt
die durchschnittliche Veranderung des FEV -Wertes pro Jahr dar und wurde

berechnet, wenn Daten von zwei oder mehr konsekutiven Jahren existierten.
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2.1.3 Geriate

Tabelle 3: Liste der verwendeten Gerite

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Gefrierschrank

Geldokumentationssystem
Gelkammer

Heizblock
Kuhlschrank

Magnetrihrer
Mikrowelle
PCR-Cycler

Pipetten
Pipetten
Pipetten

Plattformschuttler
Prazisionswaage
Spannungsgerat

Spektralphotometer
Sterilbank

Vortexer

Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge

-20 °C
Odyssey® Fc

PerfectBlue™ 40-1214

Thermomixer 5436
+4 °C

Agitateur magnétique
chauffant 10515

MW 311 Perfect

GeneAmp PCR System
9700

0,510 l
10 — 100
100 — 1000

Polymax 1040
EMB 1200-1
PowerPac 1000

NanoDrop 2000
HERAsafe

MS1 Minishaker
Mikro 22 R

Rotixa 50 RS

Mini-Zentrifuge

Liebherr

Li-Cor® Biosciences GmbH

Peglab Biotechnologie
GmbH

Eppendorf AG
Kirsch

Thermo Fisher Scientific
De Longhi
Applied Biosystems

Abimed GmbH
Gilson
Abimed GmbH

Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG

Kern und Sohn GmbH

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Thermo Fisher Scientific
Heraeus Holding GmbH

IKA®-Werke GmbH & Co.
KG

Andreas Hettich GmbH &
Co. KG

Andreas Hettich GmbH &
Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG
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2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Liste der Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Biosphere® Filter Tips (10 pl, 100 pl, 1000 l)
PCR Tubes Multiply®-Pro 0,2 ml
Polypropylen Tubes (50 ml)

Premium Tips (10 pl, 100 ul, 1000 pl)

Sarstedt AG & Co. KG
Sarstedt AG & Co. KG
Greiner Bio-One GmbH
Biozym Scientific GmbH

Safe-Lock Tubes (1,5 ml /2,0 ml) Eppendorf AG

2.1.5 Reagenzien und Kits

Tabelle 5: Liste der Reagenzien und Kits

Reagenz Hersteller

BluedJuice™ Gel Loading Buffer (10x) Invitrogen

CutSmart® Buffer (10x) New England BioLabs® GmbH
DNA Ladder 25 bp; 100 bp Invitrogen

Ethanol AppliChem GmbH

GelRed Nucleic Acid Stain,10.000x in water
GoTaq® Colorless Master Mix

GoTaq® Green Master Mix

NEBuffer 3.1 (10x)

Nuklease-freies Wasser

Purified BSA (100x) 10 mg/ml

QIAamp DNA Blood Mini Kit

Rotiphorese® TBE-Puffer (10x)

SeaKem® LE Agarose

Biotium

Promega

Promega

New England BioLabs® GmbH
Promega

New England BioLabs® GmbH
Qiagen

Carl Roth GmbH und Co. KG
Lonza

27



2.1.6 Primer und Restriktionsenzyme

Tabelle 6 zeigt eine Ubersicht der Sequenzen verwendeter Primer. Diese
wurden von der Firma Eurofins MWG Operon synthetisiert. Lediglich der
aufgereinigte Primer CHIA rs3818822 forward wurde aufgrund des speziellen

Designs von der Firma biomers.net GmbH hergestellt.

Tabelle 6: Liste der verwendeten Primer

SNP Primer Sequenz (5°- 37)

CHIT1 forward AGCTATCTGAAGCAGAAG
rs3831317 reverse GGAGAAGCCGGCAAAGTC
CHIA forward GTCTCACCCTGCCTTCTTTG
rs61756687 reverse ACCCAATTCTCCTCGGAAAG
CHIA forward CCATTGGAGGCTGGAACTCC
rs3818822 reverse CCCCAAATGTCCACCAAAT

Die Restriktionsenzyme Apol und Hpall wurden von der Firma New England
BioLabs® GmbH bezogen. Tabelle 7 zeigt eine Ubersicht der Erkennungs-

sequenzen und Schnittstellen.

Tabelle 7: Liste der verwendeten Restriktionsenzyme

Restriktionsendonuklease Erkennungssequenz
Apol (5"... RTAATTY ... 3")
P (3"... YTTAA'R ... 5")
(5°...CCGG ... 3)
Hpall
pa (3"...GGC"C ... 5")

Y = Schnittstelle, A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin,
R = Purin-Base, Y = Pyrimidin-Base
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2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Isolierung

Zur Isolierung der DNA aus Patientenvollblut wurde das Q/Aamp DNA Blood
Mini Kit von der Firma Qiagen verwendet. Die Durchfuhrung erfolgte geman
Herstellerprotokoll.

Zunachst wurden 200 pl Vollblut, 20 pl Qiagen Protease und 200 pl Buffer AL in
ein 1,5 ml Eppendorf-Tube gegeben und flr 15 Sekunden auf dem Vortex
gemischt. AnschlieBend inkubierte die Probe fur zehn Minuten bei 56 °C im
Heizblock. Nach Zugabe von 200 yl Ethanol wurde die Probe erneut gemischt
und zentrifugiert. Um die DNA an eine Membran zu binden, wurde das Gemisch
in eine QIAamp Mini Spin Saule mit 2 ml Collection-Tube Uberflihrt und fur
eine Minute bei 22 °C und 6000x g zentrifugiert. Die mit aufgefangener DNA
geflllte Saule wurde in ein neues Collection-Tube Uberflhrt, der gefilterte Rest
verworfen. Zur ersten Waschung der DNA wurden der Probe 500 pl Buffer AW1
zugeflgt und diese fur eine Minute bei 22 °C und 6000x g zentrifugiert. Die
Saule, wiederum in einem neuen Collection-Tube, wurde fur die
zweite Waschung mit 500 ul Buffer AW2 gefillt und fir weitere drei Minuten bei
22 °C und 20000x g zentrifugiert. Anschlieend wurde die Probe in einem
neuen Collection-Tube fur eine Minute trocken zentrifugiert, um alle Reste des
Puffers aus der Membran zu lI6sen. Am Ende wurde die in der Q/Aamp Mini
Spin Saule befindliche DNA mit 50 pl nukleasefreiem Wasser von der Membran
gelést und in einem 1,5 ml Eppendorf-Tube fur eine Minute bei 6000x g
zentrifugiert. So wurden von jeder Probe 50 yl DNA extrahiert. Zur direkten
Weiterverarbeitung erfolgte die kurzzeitige Lagerung bei 4 °C im Kuhlschrank.

Ansonsten wurden alle Proben bei -20 °C im Gefrierschrank gelagert.
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2.2.2 Quantifizierung der extrahierten DNA

Alle Proben, bei denen die DNA-Extrahierung eigenstandig durchgeflhrt wurde
sowie bei allen Proben der Universitatsklinik Tubingen erfolgte die Messung von
DNA-Konzentration und Bestimmung des Reinheitsgrades mithilfe eines
NanoDrop Spektralphotometers. Dieses kann das Absorptionsspektrum uber
einen Wellenlangenbereich von 190 - 840 nm messen.

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte die Messung anhand der
Extinktion der Probe bei einer Wellenlange von 260 nm. Dies entspricht dem
Absorptionsmaximum von Nukleinsduren. Nach der Messung wurde die
Konzentration automatisch durch das Gerat berechnet und in ng/ul
ausgegeben. Um den Reinheitsgrad der Proben zu bestimmen, wurde neben
der oben beschriebenen Messung die Extinktion auch bei 280 nm gemessen.
Dies entspricht dem Absorptionsmaximum von Proteinen. Das Gerat errechnet
den Absorptionskoeffizienten anhand des Verhaltnisses der Extinktion von
260 nm zu 280 nm. Reine DNA zeigt ein Verhaltnis von 1,8 bis 2,0, wohingegen
Werte < 1,8 auf eine Proteinverunreinigung deuten. Vor der Messung wurde
das Spektralphotometer zunachst mit nukleasefreiem Wasser kalibriert. FUr die

eigentliche Messung wurde 1 ul unverdiinnte DNA-Probe analysiert.

2.2.3 Genotypisierung der Polymorphismen

Fir die Ermittlung der Genotypen wurde zunachst das bekannte, den
Polymorphismus tragende DNA-Fragment mittels PCR amplifiziert. Im Falle der
SNPs rs61756687 und rs3818822 im CHIA-Gen wurden die amplifizierten DNA-
Fragmente anschlielend mit der spezifischen Restriktionsendonuklease Apol
(rs61756687) bzw. Hpall (rs3818822) versetzt. Es folgte die Gelelektrophorese
in 2%igem Agarosegel. Die Banden wurden zum Abschluss mithilfe eines
Geldokumentationssystems sichtbar gemacht und ausgewertet. Im Folgenden
werden die einzelnen Schritte zunachst allgemein dargestellt und anschliel3end

die spezifischen Durchfihrungen der einzelnen Genotypisierungen dargelegt.
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Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
Das Prinzip der PCR, welches der Biochemiker K. Mullis im Jahre 1983

entwickelte, besteht aus der Amplifizierung bekannter DNA-Abschnitte mittels

spezifischer Primer und einer Taqg-Polymerase [207]. Die Amplifizierung erfolgt
bei der konventionellen PCR in mehreren temperaturregulierten Zyklen. Ein
Zyklus besteht dabei aus drei Teilschritten. Zunachst wird die DNA mittels Hitze
denaturiert. Dabei werden die Wasserstoffbriickenbindungen, welche den DNA-
Doppelstrang zusammenhalten, aufgebrochen. Im nachsten Schritt erfolgt die
Primeranlagerung (Annealing) an die DNA-Zielsequenz. Primer sind
synthetisierte Oligonukleotide, die spezifisch komplementar an die Einzelstrang-
DNA binden und so den Startpunkt der Amplifizierung festlegen. In einem
letzten Schritt erfolgt die Amplifizierung (Elongation) durch Anlagerung von
freien Nukleotiden mithilfe der thermostabilen DNA-Polymerase. Diese
katalysiert die Neusynthese des DNA-Strangabschnitts beginnend am 3’-Ende
des angelagerten Primers. Durch Wiederholung der Zyklen erreicht man eine
exponentielle Amplifizierung des DNA-Fragments. Im Anschluss an die
Amplifizierungszyklen werden in der finalen Elongationsphase noch alle

begonnenen Elongationen beendet.

Spaltung der DNA durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, welche bestimmte DNA-Abschnitte
anhand ihrer Basenabfolge erkennen und innerhalb dieser schneiden kénnen.
Die dadurch entstehenden DNA-Fragmente (Restriktionsfragmente) lassen sich
mithilfe der Gelelektrophorese anhand ihrer Langen auftrennen. Bei SNPs flhrt
die veranderte Basenabfolge zu einem Verlust der Bindungsstelle der
spezifisch flir diesen Abschnitt hergestellten Endonuklease. Dadurch werden
die DNA-Fragmente an dieser Stelle nicht geschnitten. Somit ergeben sich
langere DNA-Fragmente bzw. abweichende Banden im Agarosegel. In dieser
Arbeit wurden die Restriktionsendonukleasen Apol und Hpall verwendet, die

spezifischen Erkennungssequenzen sind in Tabelle 7 dargestellt.
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Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Molekilen anhand ihres
Molekulargewichts und der elektrischen Ladung. DNA-Fragmente kdnnen so
nach ihrer Grolie aufgetrennt werden. Mithilfe eines Fluoreszenzfarbstoffes, der
mit DNA interkaliert, kdnnen die entstandenen charakteristischen Banden
anschlie3end unter UV-Licht ausgewertet werden.

In allen Versuchen wurde ein 2%iges Agarosegel verwendet. HierfUr wurden
2 g SeaKem® LE Agarose mit 10 ml Rotiphorese® TBE-Puffer (10x) und 90 ml
H20 durch einen Magnetrihrer vermischt und durch dreiminttiges Aufkochen in
der Mikrowelle geldst. AnschlieRend wurde das Gel mit 10 yl GelRed Nucleic
Acid Stain versetzt und in eine vorbereitete Gelkammer geflllt. Nach der
Aushartung des Agarosegels wurde die gesamte Gelapparatur mit TBE-Puffer
(1x) aufgeflllt. Zum Beladen der Geltaschen wurden 9 ul Probe mit 1 pl
Blueduice™ Gel Loading Buffer versetzt. Fur die genauere Bestimmung der
PCR-Produktlangen wurde als Referenz parallel eine 25 bp- bzw. 100 bp-DNA-
Leiter aufgetragen. Eine DNA-Leiter ist ein Gemisch von DNA-Strangen
bekannter unterschiedlicher Langen, welche als GréRenmarker zur
Abschatzung von DNA-Fragmentlangen dient. Die Proben liefen etwa
90 Minuten bei einer elektrischen Spannung von 100 V. AnschlieRend wurden

die Banden mittels des Geldokumentationssystems Odyssey® Fc ausgewertet.

2.2.4 Durchfihrung der Genotypisierung von CHIT1 rs3831317
Die PCR mit zugehoérigen Primern wurde nach folgendem Schema pipettiert
und unter nachstehenden Bedingungen durchgefuhrt. Dabei wurden die Primer

nach dem Protokoll von Boot et al. [174] gewahlt.
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Tabelle 8: PCR-Reaktionsgemisch von CHIT1 rs3831317

Reagenz Volumen Konzentration
GoTaq® Green Master Mix 12,5 ul 1x
Primer forward 1,0 pl 0,2 uM
Primer reverse 1,0 pl 0,2 uM
DNA 1,0 pl 10 ng
H,0O (Nuklease-frei) 9,5 ul -

Tabelle 9: PCR-Bedingungen bei CHIT1 rs3831317

Schritt Temperatur Zeit
initiale Denaturierung 95 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 30s
Annealing 35 x 57 °C 30s
Elongation 72 °C 20s
finale Elongation 72 °C 5 min
Klhlung 4°C

Mittels Gelelektrophorese wurden die PCR-Produkte anschlieRend nach ihrer
Grolke aufgetrennt und ausgewertet.
Zur Veranschaulichung des Designs der Primer und der 24-bp-Duplikation ist in

Abbildung 6 der zugehoérige Genomausschnitt dargestelit.

Vorwarts-Primer

5 |AGCTATCTGAAGCAGAA GACTGGGCGGGGCCATGGTCT
3 |[ITCGATAGACTTCGTCTITCCCTGACCCGCCCCGGTACCAGA

GGGCACTGGACTTAGATGACTTTGCCGGCTTCTCCITGCAA 3°
CCCGTGACCTGAATCTACTGAAACGGCCGAAGAGGACGTT 5

Ruckwarts-Primer

[ ] PCR-Primer [ | 24-Basenpaarsequenz

Abb. 6: Ausschnitt aus der Genomsequenz CHIT1 rs3831317

Die roten Markierungen zeigen die Bereiche, in denen die beiden Primer binden. Die
blaue Markierung umfasst die 24-Basenpaarsequenz, welche als Polymorphismus
dupliziert ist.
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2.2.5 Durchfiihrung der Genotypisierung von CHIA rs61756687
Der SNP rs61756687 im CHIA-Gen wurde nach untenstehendem PCR-Schema

analysiert. Dabei wurden sowohl die Primer als auch das Restriktionsenzym

Apol nach dem Protokoll von Bierbaum et al. [197] gewahlt.

Tabelle 10: PCR-Reaktionsgemisch von CHIA rs61756687

Reagenz Volumen Konzentration
GoTaq® Colorless Master Mix 12,5 ul 1x
Primer forward 1,5 ul 0,3 uM
Primer reverse 1,5 ul 0,3 uM
DNA 1,0 pl 10 ng
H,0O (Nuklease-frei) 8,5 ul -
Tabelle 11: PCR-Bedingungen bei CHIA rs61756687
Schritt Temperatur Zeit
initiale Denaturierung 95 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 30s
Annealing 35 x 56 °C 30s
Elongation 72 °C 30s
finale Elongation 72 °C 5 min
Klhlung 4°C

Fir die Ermittlung des SNPs wurde das amplifizierte

anschliel3end mit der Restriktionsendonuklease Apol versetzt.

Tabelle 12: Reaktionsansatz des Verdaus durch Apol

Reagenz Volumen Konzentration
PCR-Produkt 8,4 ul -
NEBuffer 3.1 1,0 pl 1x

BSA 0,1 ul 1x
Apol 0,5 ul 5U

Das Gemisch wurde bei 37 °C fur 2 Stunden inkubiert.

DNA-Produkt
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Mittels Gelelektrophorese wurden die verdauten PCR-Produkte anschliel3end

nach ihrer GroRRe aufgetrennt und ausgewertet.
Zur Veranschaulichung des Designs der Primer, der Schnittstelle des Enzyms

Apol und des Basenaustauschs von Adenin (A) zu Guanin (G) ist in

Abbildung 7 der zugehoérige Genomausschnitt dargestelit.

Vorwarts-Primer

5 [ GTCTCACCCTGCCTTCTTT GTCTCCCTCAGTTTCACTG
3" |CAGAGTGGGACGGAAGAAACLCAGAGGGAGTCAAAGTGAC

CCATGGTTTCTACTCCTGAGAACCGCCAGACTTTCATCAC
GGTACCAAAGATGAGGACTCTTGGCGGTCTGAAAGTAGTG

v
CTCAGTCATCA'AATTCCTGCGCCAGTATGAGTTTGACGGG

GAGTCAGTAGTTTAAIGGACGCGGTCATACTCAAACTGCCC

CTGGACTTTGACTGGGAGTACCCTGGCTCTCGTGGGAGCC
GACCTGAAACTGACCCTCATGGGACCGAGAGCACCCTCGG

CTCCTCAGGACAAGCATCTCTTCACTGTCCTGGTGCAGGT
GAGGAGTCCTGTTCGTAGAGAAGTGACAGGACCACGTCCA

GGGGAAGGAAGTCCCAGTCTTTAGCCCAAAAAGATTCAAA
CCCCTTCCTTCAGGGTCAGAAATCGGGTTTTTCTAAGTTT

GTCTTPCTTTCCGAGGAGAATTGGGTIGGCTCTAGGGTAAA 3
CAGAAAGAAAGGCTCCTCTTAACCCAICCGAGATCCCATTT 5

Ruckwarts-Primer

[_] PCR-Primer [ | Schnittstelle Apol V¥ Basenaustausch rs61756687

Abb. 7: Ausschnitt aus der Genomsequenz CHIA rs61756687

Die roten Markierungen zeigen die Bereiche, in denen die Primer binden. Die griine
Markierung veranschaulicht die SNP-Stelle mit Darstellung der Restriktionsschnittstelle
des Enzyms Apol. Der rote Pfeil kennzeichnet die Stelle des Basenaustauschs.
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2.2.6 Durchfiihrung der Genotypisierung von CHIA rs3818822

Der SNP rs3818822 im CHIA-Gen wurde nach untenstehendem PCR-Schema

analysiert. Dabei wurden sowohl die Primer als auch das Restriktionsenzym

Hpall nach dem Protokoll von Bierbaum et al. [197] gewahlt.

Tabelle 13: PCR-Reaktionsgemisch von CHIA rs3818822

Reagenz Volumen Konzentration
GoTaq® Colorless Master Mix 12,5 ul 1x
Primer forward 1,0 pl 0,2 uM
Primer reverse 1,0 pl 0,2 uM
DNA 1,0 pl 10 ng
H,0O (Nuklease-frei) 9,5 ul -

Tabelle 14: PCR-Bedingungen bei CHIA rs3818822

Schritt Temperatur Zeit
initiale Denaturierung 95 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 30s
Annealing 33 x 58 °C 15s
Elongation 72 °C 30s
finale Elongation 72 °C 5 min
Kihlung 4°C

Fir die Ermittlung des SNPs wurde das amplifizierte

anschliel3end mit der Restriktionsendonuklease Hpall versetzt.

Tabelle 15: Reaktionsansatz des Verdaus durch Hpall

Reagenz Volumen Konzentration
PCR-Produkt 8,5 ul -
CutSmart® Buffer 1,0 pl 1x
Hpall 0,5 ul 5U

DNA-Produkt

Der Ansatz inkubierte bei 37 °C Uber Nacht. Mittels Gelelektrophorese wurden

die verdauten PCR-Produkte anschliefend nach ihrer Grélde aufgetrennt und

ausgewertet.
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Der zugehdrige Genomausschnitt zur Veranschaulichung des Designs der
Primer, der Schnittstelle des Enzyms Hpall und des Basenaustauschs von
Guanin (G) zu Adenin (A) ist in Abbildung 8 dargestellt. Die Schnittstelle des
Enzyms Hpall befindet sich direkt am 3’-Ende der Sequenz des Primers CHIA
rs3818822 forward. Daflir wurde diese Primersequenz verandert. Die
eigentliche Base Thymin (T) wurde durch die Base Cytosin (C) ersetzt, um hier
die Schnittstelle des Restriktionsenzyms Hpall einfigen zu kdénnen. Dies ist in

der Abbildung mit einem roten Kreis gekennzeichnet.

Vorwarts-Primer

5" CCATTGGAGGCTGGAAC’I(C GGACTGCCCCGTAAG
3 GGTAACCTCCGACCTTGAGGCICCTGACGGGGCATTC

~

9 .

TCTTCTATGGAGAGCATGTTGTTCGTTTGCTATGGA
AGAAGATACCTCTCGTACAACAAGCAAACGATACCT

AAACAAGTTAGCCCCATGTGATCACTGTCCCTTTAG
TTTGTTCAATCGGGGTACACTAGTGACAGGGAAATC

ACTTCACAATCTAAGACAGGGTATTGAGGATGTACA
TGAAGTGTTAGATTCTGTCCCATAACTCCTACATGT

TAAACAAATATATGAATTAAATATATTGCTACACCA
ATTTGTTTATATACTTAATTTATATAACGATGTGGT

GAACCTCATTATTAAGTGGAACACAATTTATTTCAT
CTTGGAGTAATAATTCACCTTGTGTTAAATAAAGTA

ACATTT TTTGGTGGACATTTGGGGCCCTATCCAC 3
TGTAAA AAACCACCTGTAAACCCCIGGGATAGGTG 5

Ruckwarts-Primer

D PCR-Primer |:] Schnittstelle Hpall VW Basenaustausch rs3818822
O veranderte Base

Abb. 8: Ausschnitt aus der Genomsequenz CHIA rs3818822

Die roten Markierungen zeigen die Bereiche, in denen die Primer binden. Die grine
Markierung veranschaulicht die SNP-Stelle mit Darstellung der Restriktionsschnittstelle
des Enzyms Hpall. Der rote Pfeil kennzeichnet die Stelle des Basenaustauschs. Der
rote Kreis umrundet die veranderte Base in der Primersequenz.
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2.3 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit IBM SPSS
Statistics, Version 24. Bei der vorliegenden Gruppengrof3e und in Analogie zu
ahnlichen CF-Genotypisierungsstudien [208; 209] wurde eine Normalverteilung
angenommen. Anhand von t-Tests bei unabhangigen Stichproben wurde
zunachst auf signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen eines Genotyps
und pulmonalem Erregerbefall untersucht. Dabei wurden flir den SNP CHIT1
rs3831317 Nichttrager des Polymorphismus (Wildtyp) jenen mit der 24-bp-
Duplikation auf beiden Allelen gegenubergestellt. Bei den SNPs rs61756687
und rs3818822 im CHIA-Gen wurde je der Genotyp AA mit dem Genotyp GG
verglichen. AnschlieRend wurden mithilfe des exakten Tests nach Fisher jeweils
noch die heterozygoten Trager in die statistischen Auswertungen mitein-
bezogen. Mit der Korrelation nach Pearson wurden potentiell statistische
Zusammenhange zwischen pulmonal-fungalem Erregerbefall/ Kolonisations-
status und dem obstruktiven Lungenfunktionsparameter FEV: sowie dem
longitudinalen Lungenfunktionsabfall (Slope) untersucht. Zur abschliel3ienden
Eruierung einer Assoziation zwischen Genotypen und den Lungenfunktions-
parametern diente die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA, Analysis of
variance). Das Signifikanzniveau in den statistischen Auswertungen wurde bei
P < 0,05 festgelegt. Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit
Excel 2007.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientencharakteristika

Das Kollektiv der Studie umfasste 528 Teilnehmer, die an CF erkrankt sind. Die
Geschlechterverteilung war mit 266 mannlichen (50,4 %) und 262 weiblichen
(49,6 %) Patienten ausgeglichen. Im Durchschnitt waren die Patienten im
Untersuchungsjahr 19 £ 10 Jahre alt, wobei der jungste noch unter einem Jahr
und der alteste bereits 58 Jahre alt war. Der BMI betrug im Schnitt
19,5 + 3,3 kg/m? mit einem Minimum von 10,96 kg/m? und einem Maximum von
29,7 kg/m?. Die Lungenfunktion wurde anhand der exspiratorischen
Einsekundenkapazitat (FEV4) eruiert. Bei 33 Personen fehlten hierzu die
Angaben, das Mittel der restlichen 495 lag bei 81 + 27 % mit einem Minimum
von 8,64 % und einem Maximum von 133,98 %. Zusatzlich wurde der Slope
des FEV; errechnet, wobei bei 418 Patienten ein durchschnittlicher Abfall des
FEV4 von -0,98 + 2,0 % pro Jahr beobachtet werden konnte. Der maximale
Abfall betrug -7,21 %, der maximale Anstieg lag bei +6,56 %. Bei den restlichen
110 Patienten konnte aufgrund von fehlenden oder unzureichenden Angaben
kein Slope erhoben werden. Tabelle 16 fasst die Patientencharakteristika

Zusammen.

Tabelle 16: Patientencharakteristika

Charakteristika

Anzahl 528
Geschlecht (mannlich / weiblich) 266 / 262
Alter im Untersuchungsjahr (Jahre) 19+10
BMI (kg/m?) 19,5+ 3,3
FEV, (% IST zu SOLL) 81+ 27
Slope von FEV, / Jahr (%) -0,98 +2,0

Bei den Geschlechtern handelt es sich um Absolutzahlen. Die restlichen Angaben zeigen
den Mittelwert £ Standardabweichung.
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Anhand von Alter und FEV: wurde die Lungenerkrankung der Patienten
modifiziert nach dem Prinzip von Schluchter et al. in vier Schweregrade
eingeteilt [210] (siehe Anhang). Zu 33 Personen lagen keine Angaben
bezlglich des FEV vor. Von den ubrigen 495 Personen wiesen 50,7 % eine
milde Form auf. Bei 17,8 % ergab sich eine mafig-milde Form, bei 19,8 % eine
mittelmalige und bei 11,7 % eine schwere Form der Lungenerkrankung. In
Abbildung 9 ist die Haufigkeitsverteilung des Schweregrads der Lungen-

erkrankung dargestelit.

mittelmaBig
19,8%

maRig-mild
17,8%

mild ®maRig-mild ®mittelmallig ®schwer

Abb. 9: Haufigkeitsverteilung des Schweregrads der Lungenerkrankung

Dargestellt ist die Haufigkeitsverteilung des Schweregrads der Lungenerkrankung
bei dem untersuchten Patientenkollektiv (n = 495). Die Einteilung anhand von Alter
und FEV; wurde modifiziert nach dem Prinzip von Schluchter et al. [210]
vorgenommen.
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Es wurde die Haufigkeitsverteilung der CFTR-Mutationen im Probenkollektiv
ausgewertet. Gezahlt wurde dabei jeder Nachweis einer CFTR-Mutation auf
mindestens einem Allel. In Tabelle 17 sind alle Mutationen mit einer Haufigkeit
von mindestens 0,25 % aufgelistet. Ein Vorkommen unter 0,25 % wurde
zusammengefasst. 244 Patienten waren homozygot und 170 Patienten

heterozygot fur die haufigste Mutation AF508.

Tabelle 17: Haufigkeitsverteilung der CFTR-Mutationen

CFTR-Mutation Allelhaufigkeit Prozent
AF508 homozygot 488 46,21
heterozygot 170 16,10
G542X 28 2,65
R553X 15 1,42
N1303K 14 1,33
G551D 10 0,95
R347P 8 0,76
M1101K 7 0,66
R1162X 6 0,57
2789+5G>A 5 0,47
1717-1G>A 4 0,38
3659delC 3 0,28
457TAT>G 3 0,28
E92X 3 0,28
Vorkommen unter 0,25 % 73 6,92
Fehlende Angaben 219 20,74*

* Bei 13,63 % (72 Patienten) fehlten die Angaben zu beiden Allelen
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3.2 Genotypen-Verteilung
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Genotypen-Verteilungen von
CHIT1rs3831317, CHIA rs61756687 und CHIA rs3818822 dargestellt.

3.21 CHIT1rs3831317

Der SNP rs3831317 des Gens CHIT1 wurde mithilfe einer PCR und
anschlieBender Gelelektrophorese ermittelt (siehe Abschnitt 2.2.3). Die
Basenduplikation von 24 bp flhrt zu einer Verlangerung des DNA-Fragments,
was sich in der Gelelektrophorese als unterschiedliche Banden widerspiegelt.
Abbildung 10 zeigt beispielhaft ein Agarosegel mit Ergebnissen von PCR-
Amplifikationen flr zehn Proben. Die Banden befinden sich entsprechend der
PCR-Produktlangen bei 75 bp flr das nicht-mutierte Allel (Wildtyp, Wt) und
99 bp flr das mutierte Allel, also die 24-bp-Duplikation (Dup). Sind beide
Banden sichtbar, liegt eine Heterozygotie (Het) vor. Um die Produktgrof3en

genauer abschatzen zu kdnnen, wurde eine 100 bp-DNA-Leiter verwendet.

100 bp _
DNA- Patientenproben
Leiter I o TR S O A AT
—
500
100 W
99 bp — . .

- ESS e o

Genotyp: Wt Het Wt Wt Wt Het Wt Dup Wt Wit

Abb. 10: Geldokumentation von CHIT1 rs3831317

Die Abbildung zeigt ein exemplarisches Beispiel einer Geldokumentation
fur den Polymorphismus CHIT1 rs3831317 bei zehn CF-Patienten.
Mdogliche Genotypen: Wt = Wildtyp (Nichttrager des Polymorphismus),
Het = heterozygoter Trager der 24-bp-Duplikation, Dup = homozygoter
Trager der 24-bp-Duplikation
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Im untersuchten Kollektiv konnte bei 5,6 % die 24-bp-Duplikation homozygot
nachgewiesen werden. 63,3 % der Patienten wiesen den Wildtyp auf, bei
31,1 % lag eine Heterozygotie vor (siehe Tabelle 18). Sieben DNA-Proben

konnten nicht amplifiziert werden.

Tabelle 18: Haufigkeitsverteilung des SNPs CHIT1 rs3831317

Genotyp Haufigkeit Prozent
Wildtyp 330 63,3
Heterozygotie 162 31,1
Homozygotie 29 5,6
Gesamtsumme 521 100,0

3.2.2 CHIA rs61756687

Fir die Ermittlung des SNPs rs61756687 im CHIA-Gen wurde das PCR-
Produkt mit einem Restriktionsenzym versetzt. Um den Basenaustausch von
Adenin (A) zu Guanin (G) zu identifizieren, wurde die Restriktionsendonuklease
Apol verwendet. Dieses Enzym schneidet spezifisch vor der Base
Adenin (5°... R*AATTY ... 3"). Liegt hier ein Basenaustausch zu Guanin (G) vor,
kann die Restriktionsendonuklease nicht schneiden. Die daraus resultierenden
unterschiedlichen PCR-Produktlangen wurden durch Gelelektrophoresen
ermittelt. Abbildung 11 zeigt bespielhaft ein Agarosegel mit den Ergebnissen
der verdauten PCR-Amplifikationen von 16 Proben. Die Banden befinden sich
entsprechend der PCR-Produktlangen bei 91 und 175 bp fir den Genotyp AA
und bei 266 bp flr den Genotyp GG. Sind alle drei Banden (91 + 175 + 266 bp)
sichtbar, liegt der Genotyp AG vor. Um die GrolRe der PCR-Produkte genauer

bestimmen zu kdnnen, wurde eine 25 bp-DNA-Leiter verwendet.
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25 bp Patientenproben

2005 T - 2iiall ian s BE e 7R daidhyal Jophathy 112, 081 5,016
Leiter
500

266 bp - - -

175 0p WD GE9 NP N WD D W 69 Gpe-E e oW

125 . - —-_ e T -

91bp_------‘

Ergebnis: AA AA AA AA AA AA AA AA GG AA AG AA AA AG AA AA

Abb. 11: Geldokumentation von CHIA rs61756687

Die Abbildung zeigt ein exemplarisches Beispiel einer Geldokumentation fir den SNP CHIA
rs61756687 bei 16 CF-Patienten. A = Adenin, G = Guanin, mégliche Genotypen: AA, AG, GG

70,6 % des Patientenkollektivs wiesen den Genotyp AA auf. Bei 2,7 % konnte
der Genotyp GG nachgewiesen werden. Bei 26,7 % der Patienten lag der
Genotyp AG vor (siehe Tabelle 19).

Tabelle 19: Haufigkeitsverteilung des SNPs CHIA rs61756687

Genotyp Haufigkeit Prozent
AA 373 70,6
AG 141 26,7
GG 14 2,7
Gesamtsumme 528 100,0

3.2.3 CHIA rs3818822

Fur die Analyse des SNPs rs3818822 im CHIA-Gen wurde das PCR-Produkt
mit der Restriktionsendonuklease Hpall versetzt. Durch einen Basenaustausch
von Guanin (G) zu Adenin (A) ist kein Schneiden durch das Restriktionsenzym
mdglich. Dies spiegelt sich in der Gelelektrophorese als unterschiedliche
Banden wider. Diese befinden sich entsprechend der PCR-Produktlangen bei
19 und 223 bp fir den Genotyp GG und bei 242 bp fur den Genotyp AA.
Sind alle drei Banden (19 + 223 + 242 bp) sichtbar, liegt der Genotyp AG vor.
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FuUr die genauere Abschatzung der PCR-Produktgréofen wurde eine 25 bp-
DNA-Leiter verwendet. Ein Beispiel eines Agarosegels mit den Ergebnissen

verdauter PCR-Amplifikationen von zehn Proben findet sich in Abbildung 12.

25 bp Patientenproben
DNA-" ¢, o =i 5 el iz ¢85 -9, 10

242 bp e

-
225 W 223 bpwe- s --.

R RN

125

Ergebnis: GG AG GG GG G(‘3 GG AG GG GG GG

Abb. 12: Geldokumentation von CHIA rs3818822

Die Abbildung zeigt ein exemplarisches Beispiel einer
Geldokumentation fur den SNP CHIA rs3818822 bei zehn CF-
Patienten.

A = Adenin, G = Guanin, mdgliche Genotypen: AA, AG, GG

Im untersuchten Kollektiv wiesen 76,1 % den Genotyp GG auf. Bei 22,2 % der
Patienten konnte der Genotyp AG und bei 1,7% der Genotyp AA
nachgewiesen werden (siehe Tabelle 20). 173 DNA-Proben konnten nicht

amplifiziert werden.

Tabelle 20: Haufigkeitsverteilung des SNPs CHIA rs3818822

Genotyp Haufigkeit Prozent
AA 6 1,7
AG 79 22,2
GG 270 76,1
Gesamtsumme 355 100,0
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3.3 Pulmonales Erregerspektrum
Fir die Erhebung des Erregerspektrums der Patienten wurden alle

mikrobiologischen Befunde der verschiedenen Kliniken herangezogen.

Im untersuchten Kollektiv stellte C. albicans mit 79,5 % den haufigsten fungalen
Erreger des Respirationstraktes dar. Darunter war der grof3te Teil der Patienten
(65,2 %) jedoch nur ,selten*? befallen. Lediglich 6,2 % wiesen einen chron-
ischen Befall auf, 8,1 % einen intermittierenden Befall. Eine Kolonisation mit
A. fumigatus wurde bei 66,3 % der untersuchten Patienten festgestellt. Dieser
konnte bei 159 % der Patienten als haufigster Erreger chronischer
Pilzinfektionen nachgewiesen werden, bei 18,2 % aller Patienten bereits als

intermittierender Befall.

Der haufigste nachweisbare bakterielle Erreger mit 88,1 % war S. aureus.
Dabei bestand bei 14,3 % der Patienten ein intermittierender Befall, bei 32,3 %
bereits ein chronischer Befall. Mit 40,5 % stellte P. aeruginosa jedoch den
haufigsten Erreger chronisch bakterieller Infektionen des Respirationstraktes

dar.

In Tabelle 21 und 22 ist der Kolonisationsstatus der wichtigsten untersuchten
Pilze und Bakterien mit absoluter Anzahl und Prozent der jeweiligen

Gesamtsumme aufgelistet.

2 Der Kolonisationsstatus wurde in Anlehnung an die Einteilung von Chotirmall et al. [51] wie
folgt definiert: nie = 0 %, selten < 35 %, intermittierend 35 - 50 %, chronisch > 50 %. Dabei
bezieht sich der Nachweis positiver Befunde auf 12 Monate.
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Tabelle 21: Fungale Kolonisation

Erreger Kolonisationsstatus® Anzahl % von Gesamtsumme
] nie 86 20,5
candida selten 274 65,2
(n = 420) intermittierend 34 8,1
chronisch 26 6,2
Aspergillus e 178 33.7
fumigatus selten 170 32,2
(n =528) intermittierend 96 18,2
chronisch 84 15,9
Aspergillus e 377 89.8
flavus selten 37 8,8
(n =420) intermittierend 6 1,4
chronisch 0 0,0
] nie 376 89,5
pr selten 18 43
(n =420) intermittierend 18 4.3
chronisch 8 1,9
Candida nie 337 80,2
parapsilosis selten 68 16,2
(n =420) intermittierend 12 2,9
chronisch 3 0,7

® Firr die statistische Auswertung und grafische Darstellung wurde der Kolonisationsstatus wie
folgt kategorisiert: 0 = nie, 1 = selten, 2 = intermittierend, 3 = chronisch

47



Tabelle 22: Bakterielle Kolonisation

Erreger Kolonisationsstatus Anzahl % von Gesamtsumme
nie 109 20,6
Pseudomonas
aeruginosa selten 146 27,7
(n =528) intermittierend 59 11,2
chronisch 214 40,5
Burkholderi nie 466 92,4
urkholderia
cepacia selten 23 4.6
(n=504) intermittierend 1,6
chronisch 1,4
nie 60 11,9
Staphylococcus
aureus selten 209 41,5
(n=504) intermittierend 72 14,3
chronisch 163 32,3
nie 458 90,9
MRSA / ORSA it 29 5.7
(n = 504) selten ’
intermittierend 8 1,6
chronisch 9 1,8
nie 227 45,0
Haemophilus
influenzae selten 194 38,5
(n =504) intermittierend 47 9,3
chronisch 36 7,2
nie 203 40,3
Stenotrophomonas
maltophi/ia selten 202 40,1
(n=3504) intermittierend 51 10,1
chronisch 48 9,5
nie 473 93,8
Mykobakterien it 75 3.0
(n = 504) seiten :
intermittierend 8 1,6
chronisch 8 1,6




3.4 Korrelationen zwischen genetischen Varianten und dem pulmonalen
fungalen Kolonisationsstatus

Um Korrelationen von CHIT1 rs3831317, CHIA rs61756687 und CHIA

rs3818822 mit dem pulmonalen Kolonisationsstatus zu untersuchen, wurden

die analysierten Genotypen und mikrobiologisch nachgewiesenen Erreger

herangezogen. Dabei wurden die fungalen Erreger C. albicans, A. fumigatus,

A. flavus, C. glabrata und C. parapsilosis beleuchtet.

3.41 CHIT1rs3831317

Der Kolonisationsstatus von C. albicans in Verbindung mit der Genotypisierung
konnte bei 413 Patienten erfasst werden. Unter diesen wiesen 266 Patienten
den Wildtyp, 127 Patienten eine Heterozygotie und 20 Patienten eine
Homozygotie fur die 24-bp-Duplikation auf. Mit einem Mittelwert von
1,35 + 0,813 war der durchschnittliche Erregerbefall bei Patienten mit 24-bp-
Duplikation auf beiden Allelen signifikant hdher (P = 0,012) als bei Patienten mit
Wildtyp mit einem Mittelwert von 0,94 + 0,684. Unter Einbeziehung der
heterozygoten Trager (Mittelwert 1,08 £ 0,803) zeigte sich jedoch keine
signifikante Assoziation (P = 0,108).

2 -
P=0,012

C. albicans Status

O .
Wit Het Dup

Abb. 13: CHIT1 rs3831317 Varianten und C. albicans Status

Die Abbildung zeigt die genetischen CHIT1 rs3831317 Varianten und deren Kolonisationsstatus
mit C. albicans. Die Balken geben den Mittelwert mit Standardfehler an: Wt = Wildtyp (n = 266),
Het = Heterozygotie (n=127), Dup = Homozygotie (n=20). Die Ordinate stellt den
Kolonisationsstatus nach der Methode von Chotirmall et al. 2010 dar [51]. Die Abbildung wurde
nach Hector et al. 2016 modifiziert [211].
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Der Kolonisationsstatus von A. fumigatus in Verbindung mit der
Genotypisierung konnte bei 521 Patienten erfasst werden. Unter diesen wiesen
330 Patienten den Wildtyp, 162 Patienten eine Heterozygotie und 29 Patienten
eine Homozygotie fur die 24-bp-Duplikation auf. Mit einem Mittelwert von
1,28 + 1,162 war der durchschnittliche Erregerbefall bei Patienten mit 24-bp-
Duplikation auf beiden Allelen zwar hoher als bei Patienten mit Wildtyp mit
einem Mittelwert von 1,16 + 1,067, jedoch nicht statistisch signifikant
(P=0,580). Unter Einbeziehung der heterozygoten Trager (Mittelwert
1,15 + 1,055) zeigte sich ebenfalls keine signifikante Assoziation (P = 0,645).

Der Kolonisationsstatus von A. flavus in Verbindung mit der Genotypisierung
konnte bei 413 Patienten erfasst werden. Unter diesen wiesen 266 Patienten
den Wildtyp, 127 Patienten eine Heterozygotie und 20 Patienten eine
Homozygotie fur die 24-bp-Duplikation auf. Mit einem Mittelwert von
0,20 + 0,523 war der durchschnittliche Erregerbefall bei Patienten mit 24-bp-
Duplikation auf beiden Allelen zwar hoher als bei Patienten mit Wildtyp mit
einem Mittelwert von 0,13 £0,387, jedoch nicht statistisch signifikant
(P=0,434). Unter Einbeziehung der heterozygoten Trager (Mittelwert
0,08 + 0,270) zeigte sich ebenfalls keine signifikante Assoziation (P = 0,264).

2 7 2 7

A. fumigatus Status
A. flavus Status

0 - o L Bl  wim
Wit Het Dup Wi Het Dup

Abb. 14: CHIT1 rs3831317 Varianten und A. fumigatus bzw. A. flavus Status

Die Abbildung zeigt die genetischen CHIT1 rs3831317 Varianten und deren Kolonisationsstatus
mit A. fumigatus (links) bzw. A. flavus (rechts). Die Balken geben den Mittelwert mit
Standardfehler an: Links: Wt = Wildtyp (n=330), Het=Heterozygotie (n=162), Dup =
Homozygotie (n = 29). Rechts: Wt (n = 266), Het (n = 127), Dup (n = 20). Die Ordinate stellt den
Kolonisationsstatus nach der Methode von Chotirmall et al. 2010 dar [51].
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Der Kolonisationsstatus von C. glabrata in Verbindung mit der Genotypisierung
konnte bei 413 Patienten erfasst werden. Unter diesen wiesen 266 Patienten
den Wildtyp, 127 Patienten eine Heterozygotie und 20 Patienten eine
Homozygotie fur die 24-bp-Duplikation auf. Mit einem Mittelwert von
0,05 + 0,224 war der durchschnittliche Erregerbefall bei Patienten mit 24-bp-
Duplikation auf beiden Allelen signifikant geringer (P = 0,032) als bei Patienten
mit Wildtyp mit einem Mittelwert von 0,19 + 0,610. Unter Einbeziehung der
heterozygoten Trager (Mittelwert 0,20 £ 0,591) zeigte sich jedoch keine
signifikante Assoziation (P = 0,932).

Der Kolonisationsstatus von C. parapsilosis in Verbindung mit der
Genotypisierung konnte bei 413 Patienten erfasst werden. Unter diesen wiesen
266 Patienten den Wildtyp, 127 Patienten eine Heterozygotie und 20 Patienten
eine Homozygotie fur die 24-bp-Duplikation auf. Mit einem Mittelwert von
0,55+ 0,686 war der Erregerbefall bei Patienten mit 24-bp-Duplikation auf
beiden Allelen zwar héher als bei Patienten mit Wildtyp mit einem Mittelwert von
0,24 £ 0,539, jedoch nicht statistisch signifikant (P =0,065). Unter
Einbeziehung der heterozygoten Trager (Mittelwert 0,17 £ 0,420) zeigte sich

ebenfalls keine signifikante Assoziation (P = 0,061).
2 - 2 1
P =0,032

C. glabrata Status
C. parapsilosis Status
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Abb. 15: CHIT1 rs3831317 Varianten und C. glabrata bzw. C. parapsilosis Status

Die Abbildung zeigt die genetischen CHIT1 rs3831317 Varianten und deren Kolonisationsstatus
mit C. glabrata (links) bzw. C. parapsilosis (rechts). Die Balken geben den Mittelwert mit
Standardfehler an: Links: Wt = Wildtyp (n=266), Het= Heterozygotie (n=127), Dup =
Homozygotie (n = 20). Rechts: Wt (n = 266), Het (n = 127), Dup (n = 20). Die Ordinate stellt den
Kolonisationsstatus nach der Methode von Chotirmall et al. 2010 dar [51].
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3.4.2 CHIA rs61756687

Der Kolonisationsstatus von C. albicans konnte bei 420 Patienten erfasst
werden. Unter diesen wiesen 304 Patienten den Genotyp AA, 10 Patienten den
Genotyp GG und 106 Patienten den Genotyp AG auf. Mit einem Mittelwert von
0,90 £ 0,568 war der durchschnittliche Erregerbefall bei Patienten mit Genotyp
GG etwas geringer als bei jenen mit Genotyp AA mit einem Mittelwert von
0,98 £ 0,719, dies jedoch nicht statistisch signifikant (P =0,738). Unter
Einbeziehung der Patienten mit Genotyp AG (Mittelwert 1,08 + 0,777) zeigte

sich ebenfalls keine signifikante Assoziation (P = 0,890).

Der Kolonisationsstatus von A. fumigatus konnte bei 528 Patienten erfasst
werden. Unter diesen wiesen 373 Patienten den Genotyp AA, 14 Patienten den
Genotyp GG und 141 Patienten den Genotyp AG auf. Mit einem Mittelwert von
0,71 £ 0,611 war der durchschnittliche Erregerbefall bei Patienten mit Genotyp
GG signifikant geringer (P = 0,031) als bei jenen mit Genotyp AA mit einem
Mittelwert von 1,12 + 1,073. Unter Einbeziehung der Patienten mit Genotyp AG
(Mittelwert 1,31 £ 1,057) zeigte sich jedoch keine signifikante Assoziation
(P =0,057) mehr.

2 2
P =0,031

C. albicans Status
A. fumigatus Status

AA AG GG AA AG GG

Abb. 16: CHIA rs61756687 Varianten und C. albicans bzw. A. fumigatus Status

Die Abbildung zeigt die genetischen CHIA rs61756687 Varianten und deren Kolonisationsstatus
mit C. albicans (links) bzw. A. fumigatus (rechts). Die Balken geben den Mittelwert mit
Standardfehler an: Links: AA (n=304), AG (n=106), GG (n=10). Rechts: AA (n=373),
AG (n =141), GG (n = 14). Die Ordinate stellt den Kolonisationsstatus nach der Methode von
Chotirmall et al. 2010 dar [51].
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Der Kolonisationsstatus von A. flavus konnte bei 420 Patienten erfasst werden.
Unter diesen wiesen 304 Patienten den Genotyp AA, 10 Patienten den Genotyp
GG und 106 Patienten den Genotyp AG auf. Mit einem Mittelwert von
0,00 = 0,000 war der durchschnittliche Erregerbefall bei Patienten mit Genotyp
GG signifikant geringer (P = 0,000) als bei jenen mit Genotyp AA mit einem
Mittelwert von 0,13 + 0,378. Unter Einbeziehung der Patienten mit Genotyp AG
(Mittelwert 0,10 £ 0,336) zeigte sich jedoch keine signifikante Assoziation
(P=0,981) mehr.

Der Kolonisationsstatus von C. glabrata konnte bei 420 Patienten erfasst
werden. Unter diesen wiesen 304 Patienten den Genotyp AA, 10 Patienten den
Genotyp GG und 106 Patienten den Genotyp AG auf. Mit einem Mittelwert von
0,20 + 0,632 war der durchschnittliche Erregerbefall bei Patienten mit Genotyp
GG etwas hoher als bei jenen mit Genotyp AA mit einem Mittelwert von
0,16 £ 0,542, dies jedoch nicht statistisch signifikant (P = 0,825). Unter
Einbeziehung der Patienten mit Genotyp AG (Mittelwert 0,25 + 0,718) zeigte

sich ebenfalls keine signifikante Assoziation (P = 0,174).

P =0,000

A. flavus Status
C. glabrata Status
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Abb. 17: CHIA rs61756687 Varianten und A. flavus bzw. C. glabrata Status

Die Abbildung zeigt die genetischen CHIA rs61756687 Varianten und deren Kolonisationsstatus
mit A. flavus (links) bzw. C. glabrata (rechts). Die Balken geben den Mittelwert mit
Standardfehler an: Links: AA (n=304), AG (n=106), GG (n=10). Rechts: AA (n = 304),
AG (n=106), GG (n = 10). Die Ordinate stellt den Kolonisationsstatus nach der Methode von
Chotirmall et al. 2010 dar [51].
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Der Kolonisationsstatus von C. parapsilosis konnte bei 420 Patienten erfasst
werden. Unter diesen wiesen 304 Patienten den Genotyp AA, 10 Patienten den
Genotyp GG und 106 Patienten den Genotyp AG auf. Mit einem Mittelwert von
0,50 = 0,850 war der durchschnittliche Erregerbefall bei Patienten mit Genotyp
GG hoher als bei jenen mit Genotyp AA mit einem Mittelwert von 0,23 + 0,494,
dies jedoch nicht statistisch signifikant (P = 0,344). Unter Einbeziehung der
Patienten mit Genotyp AG (Mittelwert 0,25 + 0,599) zeigte sich ebenfalls keine
signifikante Assoziation (P = 0,075).

C. parapsilosis Status

Nl B i
AA AG GG

Abb. 18: CHIA rs61756687 Varianten und C. parapsilosis Status

Die Abbildung zeigt die genetischen CHIA rs61756687 Varianten und deren Kolonisationsstatus
mit C. parapsilosis. Die Balken geben den Mittelwert mit Standardfehler an: AA (n = 304),
AG (n=106), GG (n = 10). Die Ordinate stellt den Kolonisationsstatus nach der Methode von
Chotirmall et al. 2010 dar [51].
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3.4.3 CHIA rs3818822

Der Kolonisationsstatus von C. albicans in Verbindung mit der Genotypisierung
konnte bei 247 Patienten erfasst werden. Unter diesen wiesen 193 Patienten
den Genotyp GG, 5 Patienten den Genotyp AA und 49 Patienten den Genotyp
AG auf. Mit einem Mittelwert von 1,40 £ 1,140 war der durchschnittliche
Erregerbefall bei Patienten mit Genotyp AA hdher als bei jenen mit Genotyp GG
mit einem Mittelwert von 1,12 + 0,794, dies jedoch nicht statistisch signifikant
(P=0,499). Unter Einbeziehung der Patienten mit Genotyp AG (Mittelwert
1,29 + 0,935) zeigte sich ebenfalls keine signifikante Assoziation (P = 0,337).

Der Kolonisationsstatus von A. fumigatus in Verbindung mit der
Genotypisierung konnte bei 355 Patienten erfasst werden. Unter diesen wiesen
270 Patienten den Genotyp GG, 6 Patienten den Genotyp AA und 79 Patienten
den Genotyp AG auf. Mit einem Mittelwert von 1,33 +0,816 war der
durchschnittliche Erregerbefall bei Patienten mit Genotyp AA etwas hdher als
bei jenen mit Genotyp GG mit einem Mittelwert von 1,18 + 1,103, dies jedoch
nicht statistisch signifikant (P = 0,732). Unter Einbeziehung der Patienten mit
Genotyp AG (Mittelwert 1,30 £ 1,090) zeigte sich ebenfalls keine signifikante
Assoziation (P = 0,089).
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Abb. 19: CHIA rs3818822 Varianten und C. albicans bzw. A. fumigatus Status

Die Abbildung zeigt die genetischen CHIA rs3818822 Varianten und deren Kolonisationsstatus
mit C. albicans (links) bzw. A. fumigatus (rechts). Die Balken geben den Mittelwert mit
Standardfehler an: Links: AA (n=5), AG (n=49), GG (n=193). Rechts: AA (n=6),
AG (n=79), GG (n =270). Die Ordinate stellt den Kolonisationsstatus nach der Methode von
Chotirmall et al. 2010 dar [51].

C. albicans Status
A. fumigatus Status
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Der Kolonisationsstatus von A. flavus in Verbindung mit der Genotypisierung
konnte bei 247 Patienten erfasst werden. Unter diesen wiesen 193 Patienten
den Genotyp GG, 5 Patienten den Genotyp AA und 49 Patienten den Genotyp
AG auf. Mit einem Mittelwert von 0,40 £ 0,548 war der durchschnittliche
Erregerbefall bei Patienten mit Genotyp AA hdher als bei jenen mit Genotyp GG
mit einem Mittelwert von 0,12 + 0,384, dies jedoch nicht statistisch signifikant
(P=0,111). Unter Einbeziehung der Patienten mit Genotyp AG (Mittelwert
0,16 + 0,472) zeigte sich ebenfalls keine signifikante Assoziation (P = 0,142).

Der Kolonisationsstatus von C. glabrata in Verbindung mit der Genotypisierung
konnte bei 247 Patienten erfasst werden. Unter diesen wiesen 193 Patienten
den Genotyp GG, 5 Patienten den Genotyp AA und 49 Patienten den Genotyp
AG auf. Mit einem Mittelwert von 0,00 £ 0,000 war der durchschnittliche
Erregerbefall bei Patienten mit Genotyp AA geringer als bei jenen mit Genotyp
GG mit einem Mittelwert von 0,11+ 0,418, dies jedoch nicht statistisch
signifikant (P =0,543). Unter Einbeziehung der Patienten mit Genotyp AG
(Mittelwert 0,14 + 0,540) zeigte sich ebenfalls keine signifikante Assoziation
(P =0,785).
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Abb. 20: CHIA rs3818822 Varianten und A. flavus bzw. C. glabrata Status

Die Abbildung zeigt die genetischen CHIA rs3818822 Varianten und deren Kolonisationsstatus
mit A. flavus (links) bzw. C. glabrata (rechts). Die Balken geben den Mittelwert mit
Standardfehler an: Links: AA (n=5), AG (n=49), GG (n=193). Rechts: AA (n=5),
AG (n =49), GG (n =193). Die Ordinate stellt den Kolonisationsstatus nach der Methode von
Chotirmall et al. 2010 dar [51].
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Der Kolonisationsstatus von C. parapsilosis in Verbindung mit der
Genotypisierung konnte bei 247 Patienten erfasst werden. Unter diesen wiesen
193 Patienten den Genotyp GG, 5 Patienten den Genotyp AA und 49 Patienten
den Genotyp AG auf. Mit einem Mittelwert von 0,20 + 0,447 war der
durchschnittliche Erregerbefall bei Patienten mit Genotyp AA etwas geringer als
bei jenen mit Genotyp GG mit einem Mittelwert von 0,27 + 0,533, dies jedoch
nicht statistisch signifikant (P = 0,757). Unter Einbeziehung der Patienten mit
Genotyp AG (Mittelwert 0,14 £ 0,500) zeigte sich ebenfalls keine signifikante
Assoziation (P = 0,091).

C. parapsilosis Status

e i
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Abb. 21: CHIA rs3818822 Varianten und C. parapsilosis Status

Die Abbildung zeigt die genetischen CHIA rs3818822 Varianten und deren Kolonisationsstatus
mit C. parapsilosis. Die Balken geben den Mittelwert mit Standardfehler an: AA (n=5),
AG (n =49), GG (n =193). Die Ordinate stellt den Kolonisationsstatus nach der Methode von
Chotirmall et al. 2010 dar [51].
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3.5 Korrelation zwischen fungalem Kolonisationsstatus und
Lungenfunktionsparametern

Das FEV; und der Slope sind als Lungenfunktionsparameter aussagekraftige

Werte zur Beurteilung der Lungenerkrankung bei CF-Patienten. Dafur wurde

untersucht, ob der fungale Kolonisationsstatus der Lunge mit diesen beiden

Parametern und demzufolge mit der Lungenerkrankung korreliert.

Es konnten negative Korrelationen zwischen A. fumigatus (P = 0,000), A. flavus
(P=0,017) und C. glabrata (P =0,000) bezuglich des FEV: nachgewiesen
werden. Je starker der fungale Befall mit diesen Erregern war, desto niedriger
war auch das FEV,. Fur C. albicans und C. parapsilosis wurden keine

Zusammenhange mit dem FEV, festgestellt.

Tabelle 23: Korrelation von fungalem Kolonisationsstatus mit FEV,

Erreger r (Korrelations- Signifikanz N
koeffizient) (2-seitig) (Anzahl der Falle)

C. albicans 0,004 0,931 397

A. fumigatus -0,278* 0,000 495

A. flavus -0,120* 0,017 397

C. glabrata -0,237* 0,000 397

C. parapsilosis -0,049 0,325 397

FUr die statistische Analyse wurde folgendes Signifikanzniveau festgelegt: * P < 0,05.

Bezuglich des Slopes konnte ein Zusammenhang mit C. glabrata (P = 0,024)
gefunden werden. Je starker der Befall mit dem Erreger war, desto starker war
auch der durchschnittliche jahrliche Abfall des FEV4. Solch eine Korrelation
wurde fur C. albicans, A. fumigatus, A. flavus und C. parapsilosis nicht

nachgewiesen.
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Tabelle 24: Korrelation von fungalem Kolonisationsstatus mit Slope

Erreger r (Korrelations- Signifikanz N
koeffizient) (2-seitig) (Anzahl der Falle)

C. albicans 0,032 0,557 334

A. fumigatus -0,082 0,094 418

A. flavus 0,009 0,872 334

C. glabrata -0,124* 0,024 334

C. parapsilosis -0,085 0,119 334

FUr die statistische Analyse wurde folgendes Signifikanzniveau festgelegt: * P < 0,05.

3.6 Korrelation zwischen Genotyp und Lungenfunktion

Nachdem Assoziationen zwischen Genotyp-Varianten und Erregerstatus sowie
zwischen Erregerstatus und Lungenfunktionsparametern untersucht wurden,
erfolgte zum Abschluss eine statistische Analyse zur Beurteilung der Korrelation
zwischen Genotyp-Varianten der Polymorphismen rs3831317, rs61756687 und
rs3818822 mit den Lungenfunktionsparametern FEV und Slope.
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3.6.1 CHIT1rs3831317 und Lungenfunktionsparameter

Bei 488 Patienten konnte sowohl der Genotyp des Polymorphismus rs3831317
als auch das FEV4 bestimmt werden. Das durchschnittiche FEV4 betrug bei
Patienten mit Wildtyp 79,87 + 28,01 %, bei den heterozygoten Tragern
83,77 + 26,35 % und bei Patienten mit 24-bp-Duplikation auf beiden Allelen
82,13 £ 19,33 % (siehe Abbildung 22 links). Es konnte kein signifikanter
Unterschied bezluglich des FEV; zwischen den einzelnen Genotypen
festgestellt werden (P = 0,344).

Fir die Beurteilung des Slopes in Abhangigkeit von den CHIT1 rs3831317
Genotyp-Varianten konnten die Daten von 411 Patienten verwendet werden.
Patienten mit Wildtyp (Mittelwert -1,05 £ 2,01 %) wiesen zwar einen starkeren
Abfall des FEV; auf als die heterozygoten (Mittelwert -0,87 + 1,98 %) und
homozygoten Trager (Mittelwert -0,43 £ 2,02 %) der 24-bp-Duplikation, dieser
Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (P = 0,307) (siehe Abbildung
22 rechts).
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Abb. 22: CHIT1 rs3831317 Varianten und FEV, (links) bzw. Slope (rechts)

Links: Die Abbildung zeigt den Mittelwert des FEV, in Prozent des Vorhersagewertes in
Abhangigkeit von den genetischen CHIT1 rs3831317 Varianten bei CF-Patienten (n = 488). Die
Balken geben den Mittelwert mit Standardfehler an: Wt = Wildtyp (n = 310), Het = Heterozygotie
(n =152), Dup = Homozygotie (n = 26).

Rechts: Die Abbildung zeigt den durchschnittlichen Abfall des FEV,; pro Jahr (Slope) in
Abhangigkeit von den genetischen CHIT1 rs3831317 Varianten bei CF-Patienten (n = 411). Die
Balken geben den Mittelwert mit Standardfehler an: Wt (n = 262), Het (n = 126), Dup (n = 23).
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3.6.2 CHIA rs61756687 und Lungenfunktionsparameter

Bei 495 Patienten konnte sowohl der Genotyp des SNPs rs61756687 als auch
das FEV4 bestimmt werden. Fur Patienten mit dem Genotyp AA ergab sich ein
durchschnittliches FEV1 von 82,53 £ 26,39 %. Patienten mit dem Genotyp AG
wiesen im Mittel ein FEV, von 78,22 + 28,39 % auf und jene mit dem Genotyp
GG eines von 69,09 + 27,94 % (siehe Abbildung 29 links). Es konnte kein
signifikanter Unterschied bezlglich des FEV; zwischen den einzelnen
Genotypen AA, AG und GG festgestellt werden (P = 0,088).

Fir die Beurteilung des Slopes in Abhangigkeit von den CHIA rs61756687
Genotyp-Varianten konnten die Daten von 418 Patienten verwendet werden.
Dabei sank bei Patienten mit dem Genotyp GG (Mittelwert -1,42 + 1,83 %) das
FEV, am starksten. Patienten mit dem Genotyp AG wiesen einen mafigen
Abfall von -1,09 £2,16 % auf, wahrend jene mit Genotyp AA (Mittelwert
-0,92 + 1,94 %) den geringsten FEV -Abfall zeigten (siehe Abbildung 29 rechts).
Auch hier war dieser Unterschied statistisch nicht signifikant (P = 0,570).
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Abb. 23: CHIA rs61756687 Varianten und FEV, (links) bzw. Slope (rechts)

Links: Die Abbildung zeigt den Mittelwert des FEV, in Prozent des Vorhersagewertes in
Abhangigkeit von den genetischen CHIA rs61756687 Varianten bei CF-Patienten (n = 495). Die
Balken geben den Mittelwert mit Standardfehler an: AA (n = 349), AG (n = 134), GG (n = 12).

Rechts: Die Abbildung zeigt den durchschnittlichen Abfall des FEV,; pro Jahr (Slope) in
Abhangigkeit von den genetischen CHIA rs61756687 Varianten bei CF-Patienten (n = 418). Die
Balken geben den Mittelwert mit Standardfehler an: AA (n = 292), AG (n = 115), GG (n = 11).
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3.6.3 CHIA rs3818822 und Lungenfunktionsparameter

Bei 325 Patienten konnte sowohl der Genotyp des SNPs rs3818822 als auch
das FEV4 bestimmt werden. Dabei wiesen Patienten mit dem Genotyp AA das
geringste FEV1 mit einem Mittelwert von 74,99 + 38,97 % auf. Patienten mit
dem Genotyp AG (Mittelwert 82,06 28,36 %) und GG (Mittelwert
81,68 £ 25,91 %) hatten annahrend gleiche durchschnittiche FEVi-Werte
(siehe Abbildung 30 links). Bezuglich des FEV¢ und den einzelnen Genotypen

konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (P = 0,848).

Von 266 Patienten konnte sowohl der Genotyp des SNPs rs3818822 im CHIA-
Gen als auch der Slope erhoben werden. Dabei wiesen Patienten mit den
Genotypen GG (Mittelwert -1,02 £ 1,95 %) und AG (Mittelwert -1,04 + 2,33 %)
einen starkeren Abfall des FEV; auf als Patienten mit dem Genotyp AA
(Mittelwert -0,02 £ 1,57 %) (siehe Abbildung 30 rechts). Dieser Unterschied war
statistisch nicht signifikant (P = 0,547).
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Abb. 24: CHIA rs3818822 Varianten und FEV, (links) bzw. Slope (rechts)

Links: Die Abbildung zeigt den Mittelwert des FEV, in Prozent des Vorhersagewertes in
Abhangigkeit von den genetischen CHIA rs3818822 Varianten bei CF-Patienten (n = 325). Die
Balken geben den Mittelwert mit Standardfehler an: AA (n =5), AG (n =76), GG (n = 244).

Rechts: Die Abbildung zeigt den durchschnittlichen Abfall des FEV,; pro Jahr (Slope) in
Abhangigkeit von den genetischen CHIA rs3818822 Varianten bei CF-Patienten (n = 266). Die
Balken geben den Mittelwert mit Standardfehler an: AA (n = 5), AG (n = 59), GG (n = 202).
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4 Diskussion

CF-Patienten weisen trotz gleicher CFTR-Mutation teilweise erhebliche
Unterschiede bezlglich des Schweregrads der pulmonalen Erkrankung auf
[111; 112; 113]. Diese Beobachtung lie® auf =zusatzliche relevante
Einflussfaktoren schlieBen. Mehrere Studien demonstrierten, dass der
pulmonale Phanotyp mal3gebend von modifizierenden Genen abhangig zu sein
scheint [113; 114; 115].

Die pulmonale Erkrankung ist gekennzeichnet durch rezidivierende Infektionen
mit stetiger Zerstérung des Lungengewebes und daraus resultierendem
Versagen der Lungenfunktion. Neben bakteriellen Keimen wurde in den
vergangenen Jahren eine Zunahme pulmonaler Pilzbesiedlungen beobachtet
[38; 40; 41]. Es ist jedoch noch nicht eindeutig geklart, ob diese als infektiose
Erreger den Organismus schadigen oder nur als natlrliche Besiedlung
vorkommen [38].

Ein wesentlicher Zellwandbestandteil von Pilzen ist Chitin, welches durch
Enzyme, sogenannte Chitinasen, gespalten werden kann. Durch diesen
Mechanismus stellen Chitinasen bei Pflanzen eine Art Abwehrwaffe gegenlber
Chitin-haltigen Pathogenen dar [139; 140; 212; 213]. Beim Menschen konnten
ebenfalls aktive Chitinasen nachgewiesen werden, die Chitotriosidase [144;
145] und AMCase [146].

Aufgrund dieser Erkenntnisse war die Zielsetzung unserer Arbeit, genetische
Varianten der humanen aktiven Chitinasen, Chitotriosidase und AMCase, bei
CF-Patienten zu analysieren und diese auf Zusammenhange mit verschiedenen
pulmonalen Erregern und der Lungenfunktion als mogliche modifizierende

Gene zu untersuchen.
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4.1 Pulmonaler Erregerbefall
Im hier untersuchten Patientenkollektiv konnten als haufigste fungale Erreger
C. albicans und A. fumigatus nachgewiesen werden, gefolgt von

C. parapsilosis, C. glabrata und A. flavus.

Der Hefepilz C. albicans wurde bei 79,5 % der Patienten mindestens einmal
dokumentiert, 14,3 % wiesen bereits einen intermittierenden bis chronischen
Befall auf. In den letzten Jahrzehnten konnte ein massiver Anstieg pulmonaler
C. albicans Nachweise beobachtet werden. Eine Studie von Bauernfeind et al.
1987 zeigte noch eine geringe Pravalenz von 29,4 % [214]. Im Jahr 2001
wiesen Maiz und Mitarbeiter bereits ein Vorkommen von 87,9 % nach [215].
Spatere Studien ergaben ahnlich hohe Pravalenzwerte zwischen 60,7 % und
78,3 % [39; 51; 52]. Die zusatzlich in dieser Arbeit untersuchten Hefen
C. papapsilosis und C. glabrata wurden weitaus weniger nachgewiesen, wie

auch schon in anderen Studien zuvor [39; 52; 216].

Der Schimmelpilz A. fumigatus trat bei 66,3 % der Patienten mindestens einmal
auf, 34,1 % waren bereits intermittierend bis chronisch kolonisiert. Uber den
pulmonalen Befall mit A. fumigatus bei CF-Patienten existieren diverse Studien.
Die Pravalenzen weisen eine grol3e Spannbreite von 5,9 - 78,8 % auf [39; 45;
52; 214]. Der zusatzlich in dieser Arbeit untersuchte Schimmelpilz A. flavus trat
mit der geringsten Haufigkeit auf, ahnlich einer Studie von Masoud-Landgraf et
al. [39].

Bezuglich Ursachen der unterschiedlichen Pravalenzen von Pilzen gibt es viele
Hypothesen. Zum einen koénnten die Unterschiede auf verschiedene
Altersspannen zurlckgefihrt werden. Mit zunehmendem Alter steigt die
pulmonale Pravalenz von Pilzen [45; 217]. Auch geografische Unterschiede und
klimatische Bedingungen mussen berlcksichtigt werden. Simmonds und
Mitarbeiter konnten aufzeigen, dass CF-Patienten mit hohen Titern von
Antikdrpern gegen A. fumigatus signifikant haufiger in landlichen Gebieten
lebten [218].
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Zum anderen ist der Fortschritt in Diagnostik und Therapie zu bedenken. Die
diagnostischen Nachweismethoden haben sich durch neuere technische
Verfahren verbessert, was eine Erhdhung der Sensitivitat und Spezifitat nach
sich zieht [39; 216; 219; 220]. Auch die Therapiemdglichkeiten entwickeln sich
in rasanter Geschwindigkeit. Neben regelmaligen Inhalationen und
Physiotherapie kommen Antibiotika zur frihzeitigen Infektsanierung sowie
Steroide zur Behandlung akuter Entzindungsprozesse zum Einsatz. Zu
beachten hierbei ist, dass der vermehrte Einsatz von inhalativen Antibiotika und
Kortikosteroiden laut Studien jedoch zu einem starkeren pulmonalen Pilzbefall
beitragt [218; 219; 221].

Die diagnostischen Methoden unserer Studie waren folgender Limitierung
ausgesetzt: Bei den hier eingeschlossenen Teilnehmern handelte es sich
sowohl um erwachsene als auch padiatrische Patienten. Gerade kleinen
Kindern ist es haufiger nicht moglich, geniagend Sputum ,hochzuhusten®. Bei
diesen wurde anstatt Sputum ein tiefer Rachenabstrich entnommen. Nicht
ausgeschlossen sind dabei eine Kontamination mit Erregern der Mundflora und
abweichende Keimanzahlen im Bezug zu den tiefen Atemwegen. Armstrong
und Mitarbeiter kamen zu dem Entschluss, die BAL sei oropharyngealen
Kulturen hinsichtlich der Vorhersage fir Erreger in den unteren Atemwegen
Uberlegen [222]. Eine aktuelle Studie von D’Sylva und Mitarbeitern kam zu dem
gleichen Ergebnis [223]. Demgegenuber steht eine Studie von Jain et al., die
keinen Benefit der BAL gegenlber oropharyngealen Kulturen feststellten [224].
Aktuell findet die BAL aufgrund der Invasivitat im klinischen Alltag keine

routinemafige Anwendung.
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4.2 Lungenfunktion

Da die Mortalitat von CF-Patienten malRgebend durch die pulmonale
Manifestation bestimmt wird, sind FEV, und Slope wichtige Parameter des
pulmonalen Zustands [62; 63; 206]. Das FEV, lag bei unseren untersuchten
Patienten im Mittel bei 81+ 27 % mit einem durchschnittlichen Abfall von
-0,98 + 2,0 % pro Jahr. Dabei ist zu berucksichtigen, dass die Ergebnisse stark
abhangig von der Mitarbeit des Patienten sind. Zudem kdnnen pulmonale
Infekte die Lungenfunktion temporar herabsetzen, sodass schlechtere Werte
dokumentiert werden. Aufgrund der hohen Anzahl an Messungen spielten diese

jedoch eine untergeordnete Rolle.

In unserer Studie konnten signifikante Korrelationen zwischen A. fumigatus,
A. flavus und C. glabrata bezuglich des FEV4 nachgewiesen werden. Je starker
der pulmonale Befall mit diesen Erregern war, desto niedriger war auch das
gemessene FEV4. Fur C. albicans und C. parapsilosis wurde solch ein

Zusammenhang mit dem FEV, nicht festgestellt.

Bezuglich Korrelationen zwischen pulmonalem Pilzbefall und einer reduzierten
Lungenfunktion bei CF-Patienten existieren weitere Studien mit unterschied-
lichsten Ergebnissen. Navarro und Kollegen flhrten im europaischen
epidemiologischen Register fir Mukoviszidose eine Querschnittanalyse durch,
um Einflussfaktoren auf das FEV4 zu identifizieren. Dabei waren sowohl die
Aspergillus- als auch die Candida-Besiedlung mit einem um 5-10%
reduzierten FEV: assoziiert. Einzelne Pilz-Arten oder mdgliche Ursachen
wurden hier jedoch nicht naher betrachtet [225]. Eine Studie von Maiz et al.
hingegen konnte weder C. albicans noch A. fumigatus als unabhangigen

Risikofaktor fur eine Beeintrachtigung der Lungenfunktion nachweisen [226].

Chotirmall veroffentlichte 2010 eine Studie, welche erstmals das FEV; als
eigenstandigen Faktor mit der pulmonalen Besiedlung durch C. albicans in
Verbindung brachte. Er flhrte eine prospektive Beobachtungsstudie an 89 CF-

Patienten Uber 11 Jahre durch. Dabei ermdglichte die Haufigkeitsverteilung des
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C. albicans Wachstums im Sputum eine Einteilung der Kohorte hinsichtlich des
Kolonisationsstatus. Der intermittierende und chronische Befall der Atemwege
war mit einer starkeren Abnahme des FEV,; und einer erhdhten
Hospitalisierungsrate assoziiert [51]. Zu dem gleichen Ergebnis ist auch eine
Studie von Gileles-Hillel et al. 2015 gekommen [54].

In unserer Studie wurde C. glabrata mit einem signifikanten FEV;-Abfall in
Verbindung gebracht. Solch ein Zusammenhang konnte fur C. albicans nicht
beobachtet werden. Dies kdnnte mdglicherweise durch Kohortenunterschiede
in den Studien erklart werden, da vorangegangene Studien oftmals nur an
Erwachsenen durchgeflhrt wurden. Darlber hinaus kénnte die Diskrepanz auf
Unterschiede zwischen den beiden Pilz-Arten in Bezug auf die Bildung von

Hyphen und Infektionsstrategien zurtickzufihren sein [227].

In einer retrospektiven Kohortenstudie von Amin et al. 2010 an 230 CF-
Patienten war eine persistierende A. fumigatus Kolonisation in den unteren
Atemwegen mit einer verringerten Lungenfunktion und vermehrten
Hospitalisierungen verbunden. Eine persistierende Infektion war hierbei
definiert als das Vorliegen von mindestens zwei positiven Sputum- oder BAL-
Kulturen pro Jahr. Das FEV1 war bei diesen Patienten signifikant geringer als
bei CF-Patienten ohne persistierende Kolonisation [58]. Eine Studie von de
Vrankrijker et al. 2011 konnte diesen Zusammenhang nicht bestatigen [228].

Unsere Ergebnisse stitzen die Annahme, dass eine pulmonale Kolonisation mit

A. fumigatus zu einem Lungenfunktionsabfall fuhrt.
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4.3 Assoziationen mit CHIT1 rs3831317

Das CHIT1-Gen kodiert die Chitotriosidase, welche 1995 als erste aktive
Chitinase im Menschen entdeckt wurde [144; 145]. Die Aktivitat des Enzyms
wird durch eine 24-bp-Duplikation im CHIT1-Gen (rs3831317) beeinflusst [174].
Seibold und Mitarbeiter analysierten in einer Studie an 91 Probanden, darunter
40 Patienten mit Asthma (Nichtraucher), 25 Patienten mit milder COPD
(Raucher) und 26 gesunde Kontrollteiinehmer, die pulmonale Chitinaseaktivitat
in Sekret aus BAL. Zusatzlich bestimmten sie die Chitotriosidase- und AMCase-
Genexpression in Epithelzellen und Makrophagen der Lunge. Dabei zeigte sich
bei Probanden mit Homozygotie fur die CHIT1 24-bp-Duplikation eine fehlende
Chitinaseaktivitat. Die AMCase-Genexpression war hingegen normal. Sie
schlussfolgerten daraus, die Chitotriosidase sei die primar aktive Chitinase in
den Atemwegen des Menschen. Zudem konnten sie bei Patienten, welche eine
Heterozygotie fir die 24-bp-Duplikation aufwiesen, erniedrigte Chitinase-

aktivitaten messen. Dies liel3 auf einen Gen-Dosis-Effekt schlief3en [170].

Aufgrund der Annahme einer fungiziden Wirkung der Chitotriosidase [146; 149;
171; 172; 173] und steigender Pravalenz der fungalen Atemwegs-Kolonisation
bei CF-Patienten [38; 40; 41] war von Interesse zu bestimmen, ob die 24-bp-
Duplikation im CHIT1-Gen bei der CF-Lungenerkrankung fir Infektionen mit

Pilzpathogenen pradisponiert.

Um die Rolle der Chitotriosidase als hauptsachlich aktive Chitinase bei der CF-
Lungenerkrankung fokussiert zu analysieren, wurde eine Studie an den CF-
Zentren Tubingen und Dublin durchgefuhrt [211], welche mitunter auch
genetische Daten aus der hier durchgeflihrten Studie beinhaltet. Ziel dieser
Studie von Hector et al. war es, die Chitinaseaktivitat systemisch im Blut und in
durch BAL gewonnener Atemwegsflissigkeit bei Patienten mit CF und
allergischem Asthma im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden zu
analysieren. Hector und Kollegen konnten nachweisen, dass die Chitinase-
aktivitat bei CF-Patienten im Vergleich zu Asthmatikern und gesunden

Kontrollprobanden systemisch erhéht war. Aufgrund der Heterogenitat der CF-

68



Lungenerkrankung folgten Korrelationsanalysen, um Faktoren, die mit der
Chitinaseaktivitat assoziiert waren, genauer zu beurteilen. Unter allen
relevanten Einflussfaktoren, darunter Alter, Geschlecht, BMI, CFTR-Genotyp,
Kolonisationsstatus von Bakterien und Pilzen sowie Medikamenteneinnahmen,
ergab nur die Besiedlung mit C. albicans einen statistisch signifikanten
Zusammenhang mit der systemischen Chitinaseaktivitat. Diese zeigte sich bei
CF-Patienten mit C. albicans Kolonisierung erhoht im Vergleich zu nicht-
kolonisierten Patienten. Fur A. fumigatus konnte solch eine Korrelation nicht
nachgewiesen werden. AnschlieBend analysierten Hector und Kollegen die
Chitinaseaktivitat in der Atemwegsflissigkeit von CF-Patienten. Auch hier
wurde eine erhohte Aktivitat bei Patienten mit C. albicans Kolonisierung im
Vergleich zu nicht-kolonisierten Patienten beobachtet. Zusammenfassend
zeigten diese Daten eine erhdhte Chitinaseaktivitat bei CF-Patienten und eine
Assoziation mit der Kolonisierung durch C. albicans.

Weiterhin war es von Interesse, ob ein genetischer Chitinase-Mangel bei CF-
Patienten mit einer erhdhten Anfalligkeit fur eine C. albicans Kolonisierung in
den Atemwegen assoziiert ist. In der hier durchgeflhrten Arbeit analysierten wir
zunachst die 24-bp-Duplikation im CHIT1-Gen (rs3831317) an einer grolden
europaischen CF-Patienten-Kohorte. Bei 5,6 % der Patienten wurde diese
dabei homozygot nachgewiesen. 31,1 % wiesen eine Heterozygotie auf, bei
63,3 % lag der Wildtyp vor. In der Normalbevdlkerung sind &hnliche
Verteilungen der Genotypen bereits in friheren Studien ausfihrlich beschrieben
worden [174; 175; 176; 177; 178; 229], weshalb wir hier auf eine gesunde
Kontrollgruppe verzichteten. AnschlieRend wurden in dieser Arbeit Asso-
ziationen zwischen dem genetischen Chitinase-Mangel und der fungalen
Atemwegs-Kolonisation untersucht. Auch hier erschien uns der Einschluss einer
gesunden Kontrollgruppe als nicht zielfUhrend, da gesunde Kontrollprobanden

keine relevante fungale Atemwegs-Kolonisation aufweisen.
Unsere Untersuchungen zeigten eine Assoziation zwischen C. albicans und

CHIT1. Patienten mit der 24-bp-Duplikation auf beiden Allelen wiesen einen

signifikant starkeren Befall mit C. albicans als Patienten mit Wildtyp auf
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(P=0,012). Unter Einbeziehung der heterozygoten Polymorphismus-Trager
konnte der von Seibold et al. beschriebene Gen-Dosis-Effekt hier jedoch nicht
bestatigt werden (P = 0,108). Daruber hinaus wurde ein starkerer Befall mit
A. fumigatus, A. flavus und C. parapsilosis bei Patienten mit Homozygotie flr
die 24-bp-Duplikation beobachtet, diese Ergebnisse waren jedoch nicht
signifikant. Fur C. glabrata wurde paradoxerweise eine signifikante Assoziation
mit dem Wildtyp festgestellt (P = 0,032). Dies konnte auf die kleine Fallzahl der
homozygoten Trager der 24-bp-Duplikation (n=20) zurickzuflhren sein.

Zukunftige Studien an groReren Kohorten kénnten dartber Aufschluss geben.

In unserer Studie wiesen Patienten mit der 24-bp-Duplikation auf beiden Allelen
im Vergleich zu Patienten mit Wildtyp einen signifikant starkeren Befall mit
C. albicans, hingegen nicht mit A. fumigatus auf. Da Chitin jedoch in den
Zellwanden beider Pilze vorhanden ist, gibt es fur diese Unstimmigkeit aktuell
keine Erklarung. Eine Moglichkeit ware die Zurlckfihrung auf unterschiedliche
Pilzmorphologien in der Atemwegsumgebung, was weitere Untersuchungen
erfordert.

Weitere Forschungsgruppen konnten ebenfalls erhéhte Chitinaseaktivitaten in
pulmonalen inflammatorischen Erkrankungen nachweisen [165; 166; 167; 168;
169]. Vicencio und Kollegen stellten einen Zusammenhang zwischen der 24-bp-
Duplikation und Asthma bronchiale her, wobei die Studie nur sechs Patienten
beinhaltete und alle eine Heterozygotie bezlglich der 24-bp-Duplikation
aufwiesen, keiner eine Homozygotie [179]. Eine groRer angelegte Studie von
Sinha et al. an 964 Probanden konnte ebenfalls eine Assoziation zwischen den
heterozygoten Tragern und Asthma bronchiale aufzeigen [230]. Im Gegensatz
dazu existieren auch mehrere Studien an Asthma-Patienten, welche diesen
Zusammenhang widerlegen [180; 181]. Hinsichtlich der CF-Lungenerkrankung
wurde bis dato noch kein direkter Zusammenhang zwischen der
Lungenfunktion und der 24-bp-Duplikation erforscht. In unserer Arbeit wurde
kein signifikanter Unterschied zwischen den CHIT1-Genotypen und den

Lungenfunktionsparametern eruiert.
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4.4 Assoziationen mit CHIA rs61756687 und rs3818822

Das CHIA-Gen kodiert das chitinolytische Enzym AMCase, welches 2001 als
weitere aktive Chitinase im Menschen entdeckt wurde [146]. Es wird vor allem
durch Makrophagen im Gastrointestinaltrakt und der Lunge sezerniert [186;
187]. Dem Enzym wird eine Rolle in der angeborenen Immunantwort
zugeschrieben [154]. Eine Studie von Zhu et al. 2004 demonstrierte einen
Zusammenhang zwischen der erhohten AMCase-Expression und Asthma
bronchiale [188]. Auch andere Forscher stellten solch einen Zusammenhang
dar [150; 189]. Basierend auf der Studie von Zhu et al. setzten sich Bierbaum
und Kollegen das Ziel, haufige genetische Varianten der AMCase mittels Gen-
Sequenzierung zu identifizieren und auf einen mdglichen Zusammenhang mit
Asthma bronchiale zu analysieren. Mehrere Polymorphismen wurden bei 322
Kindern mit Asthma, 270 erwachsenen Kontrollpersonen und einer
padiatrischen Kontrollpopulation, welche 565 Kinder umfasste, genotypisiert.
Dabei konnten sie eine Assoziation der SNPs rs61756687 und rs3818822 mit
Asthma bronchiale aufzeigen [197]. In unserer Arbeit wurden daher als
genetische AMCase-Varianten die SNPs rs61756687 und rs3818822 analysiert.

Bei unserer Untersuchung des SNPs rs61756687 im CHIA-Gen wurden die
Genotypen wie folgt ermittelt: AA 70,6 %, AG 26,7 % und GG 2,7 %. Der SNP
rs3818822 im CHIA-Gen zeigte eine Genotypenverteilung von AA 1,7 %,
AG 22,2 % und GG 76,1 %. In der Literatur sind ahnliche in der Normal-
bevolkerung auftretende Verteilungshaufigkeiten der SNPs angegeben [197;
198; 199; 200; 202], weshalb wir keine gesunde Kontrollgruppe inkludierten.

Aufgrund der chitinolytischen Aktivitat des Enzyms war es flr uns auch hier von
Interesse zu analysieren, ob diese Polymorphismen im CHIA-Gen bei CF-
Patienten mit einer erhdhten Anfalligkeit fur pulmonale Pilzbesiedlungen und

Abnahme der Lungenfunktion assoziiert sind.
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In unserer Studie zeigte der SNP rs61756687 im CHIA-Gen einen signifikanten
Zusammenhang mit A. fumigatus (P =0,031) und A. flavus (P =0,000).
Patienten mit dem Genotyp AA wiesen einen starkeren Befall auf als Patienten
mit Genotyp GG. Unter Einbeziehung des Genotyps AG zeigte sich jedoch
sowohl fur A. fumigatus (P = 0,057) als auch fur A. flavus (P =0,981) keine
signifikante Assoziation mehr. Fur den Kolonisationsstatus von Candida konnte

keine Verbindung mit dem SNP hergestellt werden.

In der Studie von Bierbaum et al. wurde Uber eine Assoziation zwischen dem
SNP CHIA rs61756687 und Asthma bronchiale berichtet. Dabei waren
Patienten mit dem G-Allel anfalliger fir Asthma bronchiale, das A-Allel war mit
einem gewissen Schutz assoziiert. Die AMCase-Aktivitat wurde hierbei nicht
gemessen [197]. Die Stelle des SNPs CHIA rs61756687 ist nur 7 Aminosauren
von der katalytischen Domane des Enzyms entfernt. Diese Missense-Mutation
fuhrt zu einem Basenaustausch von Adenin zu Guanin, woraus ein
Aminosaureaustausch von Lysin zu Arginin resultiert [185]. Unsere Ergebnisse
fuhren zu der Hypothese, dass dieser Aminosaureaustausch die katalytische
Aktivitat der AMCase moduliert und dadurch einer vermehrten Kolonisation mit
Aspergillus vorbeugt. Dies kdnnte durch eine erhdhte Chitinaseaktivtat bedingt
sein. Die Beobachtungen von Bierbaum bezilglich des G-Allels und der
vermehrten Anfalligkeit fur Asthma bronchiale [197] in Verbindung mit weiteren
Forschungsergebnissen Uber eine erhdhte AMCase-Expression bei Asthma
bronchiale [188; 189; 190] wirden unsere Annahme stltzen. Warum diese
Modulation nicht auch zu einer vermehrten Candida-Besiedelung beitragt,
obwohl beide Pilzgattungen aus einem chitinhaltigen Grundgerust bestehen,

bleibt unklar und bedarf weiterer Untersuchungen.
Die Haufigkeitsverteilung der Genotypen lasst darauf schliefen, dass der

Genotyp AA trotz héherer Anfalligkeit flr Pilzkolonisationen bei CF-Patienten zu

keiner evolutionaren Selektion fuhrt.
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Der SNP CHIA rs3818822 zeigte in unserer Studie weder fur die Aspergillus-
noch fir die Candida-Arten eine signifikante Korrelation. Es bestand jedoch
eine Tendenz im Sinne vermehrter Erregerbefalle von C. albicans (P = 0,499),
A. fumigatus (P=0,732) und A.flavus (P=0,111) bei Patienten mit
Genotyp AA im Vergleich zu jenen mit Genotyp AG und GG.

Amuniddin und Mitarbeiter untersuchten genetische Varianten in Chitinasen im
Zusammenhang mit der Erkrankung COPD an einer grof3en Kohorte von 4344
Probanden. Diese Studie beinhaltete unter anderem den SNP CHIA rs3818822.
Probanden mit Genotyp GG wiesen hierbei eine signifikant bessere
Lungenfunktion als Probanden mit Genotyp AA auf. Dartber hinaus
exprimierten Probanden mit Genotyp GG signifikant hdhere AMCase-Level,
gemessen in pulmonalem Sekret aus BAL. Die in BAL zusatzlich gemessene

Chitinaseaktivitat war bei Probanden mit Genotyp GG ebenfalls erhoéht [203].

Die Tendenz von vermehrtem pulmonalen Pilzbefall bei CF-Patienten mit
Genotyp AA in unserer Studie in Verbindung mit den Ergebnissen von
Amuniddin et al. geben Grund zu der Annahme, dass das G-Allel des SNPs
CHIA rs3818822 einen gewissen protektiven Effekt gegentber chitinhaltigen
Pathogenen haben koénnte und dies durch eine erhdhte Chitinaseaktivitat

bedingt ist.

Der Grund fir die fehlende Signifikanz koénnte unter anderem in der
untersuchten Kohortengrofie liegen. Die untersuchte Kohorte bezuglich des
SNPs rs3818822 fiel im Vergleich zu den hier in dieser Studie untersuchten
anderen beiden Polymorphismen wesentlich kleiner aus, da sich die Analyse
des SNPs rs3818822 im CHIA-Gen problematisch gestaltete. Der Vorwarts-
Primer war nicht vollstandig komplementar zur Strang-DNA. Die Amplifikation
war erschwert, da die Tag-Polymerase am 3’-Ende anknupft und sich hier direkt
der zu untersuchende SNP befindet. Deswegen konnte der SNP nur an 355

Proben erfolgreich untersucht werden.
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Die AMCase wurde in Verbindung mit Asthma bronchiale bereits ausfihrlich
untersucht [150; 188; 189; 190]. Ein genetischer Zusammenhang zwischen den
SNPs rs61756687 und rs3818822 im CHIA-Gen und der CF-Lungenerkrankung
wurde jedoch noch nicht erforscht. Bierbaum und Kollegen stellten eine
Beziehung zwischen den beiden SNPs im CHIA-Gen und Asthma bronchiale
her. Auf die Lungenfunktion wurde dabei nicht eingegangen [197].
Demgegenlber steht eine Studie von Chatterjee et al., welche keine
Korrelationen mit den beiden SNPs bei Asthma bronchiale nachwiesen [199].
Wu und Kollegen konnten dies flir den SNP rs3818822 bei Asthma-Patienten
ebenfalls nicht [181]. In der Studie von Aminuddin et al. konnte bei Patienten
mit COPD ein genetischer Zusammenhang zwischen dem SNP rs3818822 im
CHIA-Gen und der Lungenfunktion hergestellt werden [203].

Die Lungenerkrankungen Asthma bronchiale und COPD weisen Ahnlichkeiten
mit CF auf. Alle drei Erkrankungen sind durch chronische Entzindungen der
Atemwege gekennzeichnet [231; 232; 233]. Sie unterscheiden sich jedoch
hinsichtlich Atiologie und Genetik erheblich, sodass die erhobenen Ergebnisse
an Patienten mit Asthma oder COPD nicht automatisch Ruckschlisse auf CF-
Patienten erlauben. Aufgrund der Gemeinsamkeiten ist es jedoch naheliegend,
auch bei CF-Patienten den Einfluss der SNPs rs61756687 und rs3818822 im
CHIA-Gen auf die Lungenfunktion zu erforschen.

In unserer Arbeit wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen den
Genotyp-Varianten dieser SNPs im CHIA-Gen und den Lungenfunktions-

parametern FEV4 und Slope gefunden.
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4.5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend konnten wir in unserer Studie an CF-Patienten C. albicans
und A. fumigatus als haufigste fungale Vertreter im Respirationstrakt
nachweisen. Zudem konnten wir zeigen, dass eine vermehrte Kolonisierung
durch A. fumigatus, A.flavus und C. glabrata mit einer verringerten

Lungenfunktion bei CF-Patienten korreliert.

Unterschiede in Alter, Herkunft und Umweltexposition, sowie verschiedene
Nachweismethoden und stattgehabte Therapien verkomplizieren den Vergleich
mit anderen Studien. Da sich die fungale Kolonisation bei CF jedoch erst mit
dem Krankheitsverlauf entwickelt und unterschiedlich schnell voranschreitet, ist
es wichtig, ein relativ breites Altersspektrum in Studien zu umfassen. Eine
einheitliche Routinediagnostik existiert aktuell nicht, ist jedoch fir eine
Verbesserung der Vergleichbarkeit von Studien hinsichtlich Epidemiologie,
Erregervorkommen und daraus resultierenden Therapieentscheidungen
essentiell [234; 235]. Zudem ist die Einteilung des Kolonisationsstatus fur
Bakterien und Pilze Zentren-Ubergreifend nicht einheitlich [51; 236]. Auch dies
ist methodisch sehr wichtig, um eine objektivierbare Vergleichbarkeit des
Erregervorkommens herstellen zu koénnen. Sinnvoll ware eine geplante
prospektive Studie mit einheitlichen Probenentnahmen zur Eruierung der

Lungenerreger Uber einen langeren Zeitraum an ein und derselben Kohorte.

Die Auspragung der respiratorischen Symptomatik wird zu Uber 50 % von
modifizierenden Genen beeinflusst [113; 114; 115], weshalb die Erforschung
solcher Gene einen immer grélieren Stellenwert einnimmt.

Problematisch an vielen Studien ist dabei die oftmals zu geringe Fallzahl,
sodass die Replizierung der Ergebnisse an grof’en Kohorten haufig nicht
gelingen konnte. Es existieren daher viele kontroverse Ergebnisse, sodass uber
die meisten modifizierenden Gene keine endgultige Aussage getroffen werden

kann.
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In unsere Studie wurden 528 Patienten eingeschlossen. Die Studienparameter
wurden so weit wie moglich versucht, homogen zu halten. Eine generelle
Herausforderung bei Genotyp-Phanotyp-Analysen bei CF ist jedoch die groRe
Heterogenitat der CF-Lungenerkrankung. Durch die Grolie der hier analysierten
Kohorte und die standardisierte DNA-Analysemethodik haben wir versucht,
diese heterogenen Einflussfaktoren zu minimieren. Die Einteilung der Patienten
hinsichtlich verschiedener Studienparameter in Subkohorten ware interessant,
wulrde sich jedoch aufgrund der damit einhergehenden deutlich verringerten

Stichprobengrdélien negativ auf die Aussagekraft der Korrelationen auswirken.

Unsere Arbeit kam zu dem Schluss, CHIT1 als mogliches modifizierendes Gen
fur ein vermehrtes Aufkommen von C. albicans zu betrachten. Eine
Inaktivierung des Enzyms durch die 24-bp-Duplikation im CHIT1-Gen auf
beiden Allelen war mit einer erhdhten Anfalligkeit fir eine Besiedlung mit
C. albicans assoziiert. DarUber hinaus wiesen wir einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem SNP rs61756687 im CHIA-Gen und dem
Kolonisationsstatus mit A. fumigatus und A. flavus bei der CF-
Lungenerkrankung nach. Der SNP rs3818822 im CHIA-Gen zeigte ebenfalls
eine Tendenz mit dem pulmonalen Pilzaufkommen, sodass zusammen
betrachtet auch das CHIA-Gen als mogliches modifizierendes Gen in Betracht

kommit.

Interessant ware, ob ein Mangel an Chitotriosidase durch das Vorhandensein
der AMCase teilweise kompensiert werden konnte. Da CHIT1 den nachweislich
relevanten Effekt auf die Chitinaseaktivitat in der Lunge hat [170], ware es
denkbar, Patienten mit der 24-bp-Duplikation auf beiden Allelen jenen mit
zusatzlichen Polymorphismen im CHIA-Gen gegenuberzustellen. In unserer
Studie waren jedoch nur 29 Patienten homozygot fur die 24-bp-Duplikation im
CHIT1-Gen. Es gab darunter keinen einzigen Patienten, der zusatzlich beide
Polymorphismen rs61756687 und rs3818822 im CHIA-Gen aufwies. Einzeln
betrachtet gab es flr den SNP rs3818822 ebenfalls keinen Patienten, welcher
zusatzlich die 24-bp-Duplikation trug. Fur den SNP rs61756687 existierte nur
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ein einziger Patient. Eine statistische Auswertung war hierfir somit nicht

maglich.

Offen geblieben ist zudem die Frage nach dem Einfluss auf die
Chitinaseaktivitat. Die enzymatische Aktivitat von Chitotriosidase und AMCase
bei der CF-Lungenerkrankung wurde in dieser Arbeit nicht gemessen. In
zukinftigen Studien ware dies winschenswert, um einen Zusammenhang

zwischen der Genexpression und resultierenden Enzymaktivitat herzustellen.

Bezuglich der Lungenfunktion konnten keine direkten Zusammenhange mit den

Polymorphismen im CHIT1- und CHIA-Gen eruiert werden.

Die gesamte Kausalkette vom CHIT1- bzw. CHIA-Polymorphismus Uber eine
veranderte Enzymaktivitat zu einem generell vermehrten Pilzbefall mit daraus
resultierender Reduzierung der Lungenfunktion konnte hier nicht bestatigt
werden. Damit bleibt die klinische Relevanz von Polymorphismen im CHIT1-
und CHIA-Gen bei CF-Patienten weiterhin unklar. Schlussendlich sind zur
Klarung der Wirkung dieser Polymorphismen auf die Enzymaktivitat und
Substratspezifitat noch weitere Studien nétig, um die Hypothese des relevanten

Potentials als modifizierende Gene zu bestatigen.
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5 Zusammenfassung

Die zystische Fibrose (CF) ist eine lebensverkirzende, monogenetische
Stoffwechselerkrankung, welche auf Mutationen im CFTR-Gen beruht. Die
fortschreitend verlaufende Lungenfunktionsstérung mit rezidivierenden
Atemwegsinfekten ist Hauptursache fur Morbiditat und Mortalitat bei CF. Trotz
gleicher CFTR-Mutation variiert der pulmonale Phanotyp teilweise erheblich
unter CF-Patienten, sodass die Erforschung modifizierender Gene immer mehr
in den Vordergrund riickt. Uber Assoziationen zwischen modifizierenden Genen
und der Anfalligkeit flr Pilze bei der CF-Lungenerkrankung ist noch sehr wenig
bekannt. Da in der Vergangenheit eine Zunahme pulmonaler Pilzbesiedlungen
bei CF-Patienten beobachtet wurde und Chitin ein wesentlicher Zellwand-
bestandteil von Pilzen ist, untersuchten wir in dieser Arbeit genetische
Varianten der fur Chitinasen kodierenden Gene CHIT1 und CHIA als mdgliche
Modifikatoren bei der CF-Lungenerkrankung.

Unsere Studie schloss 528 CF-Patienten aus Deutschland und Osterreich ein.
Neben der Erfassung von Alter, Geschlecht und zugrundliegender CFTR-
Mutation wurden Uber einen Zeitraum von 2 bis 3 Jahren der pulmonale
Erregerbefall und Lungenfunktionsparameter erhoben. Hierbei wurden
C. albicans und A. fumigatus als haufigste fungale Vertreter im Respirations-
trakt nachgewiesen, gefolgt von C. parapsilosis, C. glabrata und A. flavus. Die
Lungenfunktion, gemessen am FEV4, lag im Mittel bei 81+ 27 %. Ein
pulmonaler Befall mit A. fumigatus, A. flavus und C. glabrata korrelierte mit
einem verminderten FEV; im Vergleich zur Norm. Fur C. albicans und
C. parapsilosis ergaben sich keine Korrelationen mit der Lungenfunktion.

Im Labor ermittelten wir die Genotypen des Polymorphismus rs3831317 im
CHIT1-Gen (24-bp-Duplikation) und der SNPs rs61756687 sowie rs3818822 im
CHIA-Gen. Die Haufigkeitsverteilung der Genotypen aller drei in dieser Arbeit
untersuchten Polymorphismen bei CF-Patienten war vergleichbar mit der in der
Normalbevolkerung.

Bei der Untersuchung von Effekten der Genotyp-Varianten auf den pulmonalen

Erregerbefall konnte der Polymorphismus rs3831317 im CHIT1-Gen mit dem
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C. albicans Befallstatus in Verbindung gebracht werden. Die 24-bp-Duplikation
auf beiden Allelen war mit einer erhéhten Anfalligkeit fur eine Besiedlung mit
C. albicans assoziiert. DarUber hinaus wiesen wir einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem SNP rs61756687 im CHIA-Gen und dem
Kolonisationsstatus mit A. fumigatus und A. flavus bei der CF-
Lungenerkrankung nach. Der SNP rs3818822 im CHIA-Gen zeigte ebenfalls
eine Tendenz mit dem pulmonalen Pilzaufkommen, hier jedoch nicht signifikant.
Zum Abschluss untersuchten wir noch den genetischen Einfluss von CHIT1
rs3831317, CHIA rs61756687 und CHIA rs3818822 auf die Lungenfunktion. Es
wurde kein Zusammenhang zwischen den verschiedenen Genotyp-Varianten

und den Lungenfunktionsparametern gefunden.
Zusammenfassend legen unsere Ergebnisse der Studie nahe, CHIT1 und CHIA

als mogliche modifizierende Gene fir den pulmonalen Pilzbefall bei der CF-

Lungenerkrankung in Betracht zu ziehen.
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6 Anhang

Tabelle 25: Einteilung des Schweregrades der Lungenerkrankung
(modifiziert nach Schluchter et al. 2006 [210])

Alter Schwer Mittelmallig MaRig-mild Mild
8 <80
9 <79
10 <78 <98 > 98-108 > 109
11 <77
12 <75
13 <72 <94 > 94-108 > 109
14 <69
15 <67 > 97
16 <63 <88 >88 > 92
17 <60 > 90
18 <59 > 87
19 <57 <77 >77 > 86
20 <54 > 84
21 <50 > 82
22 <45 =58 > 98 =77
23 <39 >70
24 <36 <50 > 50 > 68
25 <34 > 67
26 > 62
27 > 58
o8 <29 <38 >38 > 54
29 > 52
30 > 50
31 <24 <34 >34 > 45
32 > 32
33 > 32
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