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1. Einleitung
1.1 Die Erkrankung Zystische Fibrose (CF)

1.1.1 Atiologie

Die Zystische Fibrose (CF) ist eine genetisch bedingte Stoffwechselstorung, die
viele Organe betrifft. Die ursachliche Stérung verursacht der defekte Chloridka-
nal Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR). Er ist in
der Epithelzellmembran vieler exokriner Drusen fur die Bildung von Schleim
verantwortlich. Umgangssprachlich wird die Erkrankung deshalb auch Mukovis-
zidose (mucus lat.= Schleim, viscidus lat.= zah, klebrig) genannt (Herold, 2013,
Ciofu et al., 2013).

Mit einer Pravalenz von 1:2.500 Geburten gehort sie zu den haufigsten angebo-
renen Stoffwechselkrankheiten der hellhautigen Bevolkerung Europas und der
USA (Herold, 2013, Ciofu et al., 2013). In Deutschland leiden derzeit etwa 8000
Menschen an CF (Sens and Stern, 2012).

Die Krankheit wird autosomal-rezessiv vererbt. Die Haufigkeit der heterozygo-
ten Merkmalstrager betragt in Deutschland etwa 4% der Bevdlkerung. Die ver-
schiedenen CFTR- Mutationen (siehe Kapitel 1.1.4) und modifizierenden Gene
(siehe Kapitel 1.2) haben einen Einfluss auf die Morbiditdt und Mortalitat, so-
dass eine groRRe Varianz innerhalb des Krankheitsbildes Zystische Fibrose
vorhanden ist (Herold, 2013). Heterozygote erkranken nicht oder haben einen

milderen Verlauf mit spatem Krankheitsbeginn (Pschyrembel, 2012).

1.1.2 Symptome und Prognose

CF ist eine Erkrankung der sekretorischen Organe wie Lunge, Pankreas, Dunn-
darm, Gallenwege, Reproduktionstrakt und der Haut. Durch den vom defekten
Chloridkanal bedingten zahen Schleim kommt es zu Obstruktionen, Entzun-
dungsprozessen, Infektionen, Zellumbau in Bindegewebe und dem daraus
resultierenden Funktionsverlust der Organe. Charakteristisch ist eine Mal-

absorption von Fetten und Proteinen aufgrund einer exokrinen Pankreasinsuffi-



zienz, Fibrose bedingter Diabetes mellitus Typ Il, Mekoniumileus, Steatorrhoe,
Gedeihstorungen, Cholestase und Gallensteine, hohe Elektrolytkonzentrationen
im Schweil3, bei Frauen eine verminderte Fertilitdt und bei Mannern Infertilitat
aufgrund eines bilateralen Vas deferens- Verschlusses. Sowohl chronische als
auch akute Atemwegsinfektionen dominieren das Krankheitsbild und sind mit
90% die haufigsten Todesursachen (Herold, 2013, Ciofu, 2013, Pschyrembel,
2012, Davis, 2006).

Die mittlere Lebenserwartung ist seit der Erstbeschreibung 1938 von wenigen
Monaten bis nun zu ca. 32 Jahren gestiegen (Sens and Stern, 2012, Aitken,
1995). Sie ist abhangig von einer friihen Diagnostik und Behandlung. Die The-
rapie beruht bislang auf symptomatischen Behandlungen. Uber eine somati-
sche Gentherapie wird derzeit noch geforscht (Herold, 2013, Nahrlich and
Zimmer, 2013, Aitken, 1995).

1.1.3 Das CFTR- Membranprotein

Das CFTR- Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 7 Position q31.2.
Es besteht aus etwa 250 kb und 27 Exons, die 1480 Aminosauren kodieren
(Riordan et al., 1989, Zielenski et al., 1991, Yang et al., 2015). Aus der Amino-
saurekette formt sich ein Glykoprotein mit zwei symmetrischen Seiten, welche
in der Mitte durch eine regulatorische Doméane (R-Domane) miteinander ver-
bunden sind. Jede Halfte besteht aus einer im Zytoplasma befindlichen Nukleo-
tidbindestelle (NBF1, NBF2= Nukleotid Binding Folds), welche ATP binden
kann und sechs transmembranare Helices, die gemeinsam den Chloridionen-
kanal bilden. Dieses CFTR-Glykoprotein gehoért in die Familie der ABC-
Transporter (ABC= engl. ATP Binding Cassette). Er befindet sich vor allem auf
der apikalen Seite von Epithelzellen (Cheng et al., 1990, Riordan et al., 1989).

Bei einem Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels wird die R-Domane mehr-
fach durch die cAMP-abhangigen Kinasen Protein Kinase A (PKA) und C (PKC)
phosphoryliert. Daraufhin wird ATP an die NBF1 gebunden und hydrolysiert.



Es kommt zu einer Konformationsanderung des lonenkanals und schlielich zu

einem Chloridionenausstrom (Anderson et al., 1991, Nagel et al., 1992).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung vom CFTR-Gen zum CFTR-
Membranprotein

(a) 250kb lange CFTR-Gen mit Introns und durchnummerierten Exons, (b) 1480 Ami-
nosauren lange CFTR-Protein mit Doméanenbeschriftung: NH,-Ende, sechs trans-
membranare Einheiten 1, ATP-bindende NBF1, R-Doméane, sechs transmembranare
Einheiten 2, ATP-bindende NBF2, COOH-Ende , (c) Modell des CFTR-Proteins in der
Zellmembran; aus (Zielenski and Tsui, 1995)

1.1.4 CFTR- Mutationen

Es sind etwa 2.000 Mutationen des CFTR-Gens bekannt, wodurch es zu ver-
schiedenen Funktionsdefekten kommt. Eine drei Basenpaar-Deletion im Codon
508 fuhrt zum Verlust von Phenylalanin (Mutation delF508). Diese Mutation ist
in der kaukasischen Bevdlkerung die haufigste und kommt etwa bei 70% aller
CF-Patienten vor (Herold, 2013). Sie befindet sich in der NBF1-Region (Kerem
et al.,, 1990a). Alle weiteren Mutationen sind, mit einer Haufigkeit unter 4%,
selten (Kristidis et al., 1992).



Die Funktionsdefekte werden in funf Klassen eingeteilt:

In Klasse | sind alle Mutationsformen enthalten, welche zu einer gestorten Pro-
duktion des Proteins fuhren. Hinzu zahlen Nonsense-, Frameshift- und Splice-
Mutationen (z.B. G542X, R553X). Dabei kommt es zu einem vorzeitigem Ab-
leseabbruch der DNA, einer Verschiebung des Leserasters oder einem fal-

schen Spleillen des mRNA- Transkripts.

Zu Klasse Il zahlen die wegen defekter Proteinverarbeitung nicht glykolysierten
Formen und deshalb im Endoplasmatischen Retikulum verbleibenden CFTR-
Proteine. Sie gelangen nicht an ihren Bestimmungsort in der apikalen Membran
der Epithelzellen (z.B. delF508, G480C).

In Klasse Il befinden sich CFTR- Mutationen, welche zwar zu einem korrekten
Einbau in die apikale Epithelzellmembran flhren, jedoch dort durch cAMP nicht,
gering oder nur vermindert reguliert werden konnen (z.B. G551D, S1255P,
G551S, G1349D, R117H). Somit liegt eine defekte Regulation des Chloridka-

nals vor.

Klasse IV vereint Mutationen bei denen es zu einer fehlerhaften Chloridleitfa-
higkeit kommt. Die gestorte Leitfahigkeit kommt durch eine verminderte lonen-
flussrate oder einer verkiirzten Offnungszeit des Kanals zustande. Die Protein-
verarbeitung, der Einbau in die Membran und die Aktivierung durch cAMP sind
bei Klasse IV Mutationen intakt (z.B. R117H, G314E, R334W, R347P).

Klasse V enthalt CFTR-Genmutationen, die zu einer reduzierten Synthese aber
ansonsten normalen CFTR-Proteinen fluhren. Die Synthese wird teilweise ver-
mindert durch Nukleotidveranderungen, die zu alternativem Spleilen fuhren
und Mutationen in der Promotorgegend, wodurch eine herabgesetzte Transkrip-
tion erfolgt. Es kommt zu intakten aber in der Anzahl verringerten CFTR-
Chloridkanalen in der apikalen Zellmembran der Epithelzellen (z.B.P574H,
A455E) (Davidson and Porteous, 1998, Tsui, 1992, Welsh and Smith, 1993,
Herold, 2013, Sheppard et al., 1993, Highsmith et al., 1994, Wilschanski et al.,
1995).



Epithelzelle 1 Epithelzelle 2 Epithelzelle 3 Epithelzelle 4 Epithelzelle 5 Epithelzelle 6

wild-typ
CFTR-Protein I I 1l IV v

Mutationsklassen des CFTR-Proteins

Abbildung 2: Mutationstypen des CFTR-Membranproteins in Epithelzellen

Epithelzelle 1: wild-typ CFTR-Protein - korrekt an der apikalen Epithelzellmembran
lokalisiert, arbeitet als Chloridkanal ; Epithelzelle 2, Klasse |: gestorte Proteinprodukti-
on- es kann kein CFTR-Protein gebildet werden (Nonsense-, Framshift-, Splicemutati-
onen); Epithelzelle 3, Klasse II: defekte Proteinverarbeitung - wegen fehlender Glykosy-
lierung, Verbleib des CFTR- Proteins im Endoplasmatischen Retikulum; Epithelzelle 4,
Klasse lll: defekte Regulation - korrekter Membraneinbau, keine Aktivierung moglich;
Epithelzelle 5, Klasse IV: defekte Chloridleitfahigkeit - korrekter Membraneinbau, ver-
minderter oder verkirzter Chloridionenfluss; Epithelzelle 6, Klasse V: verminderte
Synthese - intakter aber in der Anzahl verringerter CFTR-Chloridionenkanal (nach
(Wilschanski et al., 1995))

Es wird von einer Genotyp-Phanotyp-Korrelation zwischen den verschiedenen
CFTR-Mutationen und der Pankreasfunktion berichtet (Sheppard et al., 1993,
Kerem et al., 1990Db).

Homozygote Mutationsklassen I-lll sind oft mit einer schweren Pankreasinsuffi-
zienz assoziiert. Klasse IV und V gehen meist mit einem milden Typ der Pan-
kreasinsuffizienz einher (Sheppard et al., 1993). Klasse I-lll werden dadurch in
Bezug zur Pankreasfunktion als ,schwere” Mutationen bezeichnet, Klasse IV
und V als ,milde” (Kerem et al., 1990b). Wenn ein heterozygoter Genotyp, mit
einer ,schweren® Mutation (z.B. delF508) und einer ,milden“ Mutation (z.B.
R117H), vorliegt, verhalt sich die ,schwere” Mutation rezessiv, mit einem funkti-
onsfahigen Pankreas (Kristidis et al., 1992, Kerem et al., 1990Db).

Eine Korrelation zwischen dem Genotyp und dem klinischen Phanotyp kann far
die sehr unterschiedliche Schwere der Lungenerkrankung nicht eindeutig fest-

gestellt werden.



Es wird vermutet, dass hierbei modifizierende Gene (siehe Kapitel 1.2), die
Umwelt und sozio6konomische Einflusse eine groRe Rolle bei der Krankheits-
entwicklung spielen (Davidson and Porteous, 1998, Welsh and Smith, 1993).

1.1.5 Typische Lungeninfektionen bei CF

Auler den modifizierenden Genen, den Umwelt- und soziodkonomischen Ein-
flissen haben auch Atemwegsinfektionen bei CF-Patienten eine grol3e Bedeu-
tung. Durch Defekte des CFTR-Chloridkanals und dem daraus resultierenden
zahen Schleimes ist die mukozilliare Clearance der Lunge gestort. Dadurch
konnen Erreger schwerer abtransportiert werden. Deshalb ist eine Infektion der
luftleitenden Atemwege und der Lunge schon wahrend den ersten Lebensmo-
naten typisch. Im Gegensatz zu anderen Organen, wie zum Beispiel dem Pan-
kreas, Dunndarm oder den Vas deferens des Mannes fangt die Inflammation
der Lunge erst postpartal an (Sturgess and Imrie, 1982). Die Schwere der Lun-
generkrankung ist zwischen CF-Patienten sehr unterschiedlich (Middleton et al.,
2013). Die genauen Mechanismen der Entzundungsreaktionen in CF-Pa-
tientenlungen sind bislang noch nicht alle verstanden (Khan et al., 1995).

Bei der Zystischen Fibrose ist die Lunge am haufigsten mit Pseudomonas
aeruginosa, Héamophilus influenza und Staphylokokkus aureus befallen
(Muhlebach et al., 1999). Trotz Behandlung nehmen die Infektionen immer
wieder einen chronischen Verlauf an und schadigen durch die standige Entzln-
dung das Lungengewebe. Dadurch kommt es zur Fibrosierung, wodurch eine
stetige Verschlechterung der Lungenfunktion, bis hin zur Insuffizienz und noti-

gen Lungentransplantation folgt.

Auch Pilz- und Hefeinfektionen mit Aspergillus fumigatus, Scedosporium apio-
spermum oder Candidosen sind nicht selten (Nagano et al., 2010). Aspergillus
fumigatus kann zu einem erniedrigten forcierten exspiratorischen Volumen
innerhalb 1 sek (FEV4) und Exazerbationen fuhren. Dies tragt negativ zum
Krankheitsverlauf bei (Amin et al., 2010). Die allergische bronchopulmonare

Aspergillose ist ebenfalls eine schwere Komplikation eines Befalles mit Asper-



gillus spp., welche zu einer erniedrigten Lungenfunktion fuhrt (Elphick and
Southern, 2014). Nach einer erfolgten Lungentransplantation endet eine Asper-
gillose bei CF-Patienten zum gréften Teil tddlich (70%) (Paya, 2002).

Durch bronchoalveolare Lavage (BAL) gewonnene Proben aus CF-Lungen
wurde festgestellt, dass haufig keine direkte Korrelation zwischen Erregerbefall
und inflammatorischen Zellen oder Botenstoffen vorhanden ist. Muhlebach und
Mitarbeiter stellten eine verhaltnismalig erhohte Konzentration an neutrophilen
Zellen und Interleukin 8 (IL-8) bei niedrigen Bakterienkonzentrationen fest
(Muhlebach et al., 1999). Khan und Mitarbeiter erfassten sogar eine inflamma-
torische Reaktion, obwohl keine Keime in einer CF-Patientengruppe gefunden
wurden (Khan et al., 1995). Dies lasst weitere Ursachen der Entzindungsent-

stehung im Lungengewebe vermuten.

1.2 Genetischer Einfluss anderer Genpolymorphismen auf CF
Eine Studie von Collaco und Mitarbeitern zeigt, dass in etwa 50% modifizieren-
de Gene (modifier genes) fur die unterschiedliche Auspragung der Lungener-

krankung bei CF-Patienten verantwortlich sind (Collaco et al., 2010).

Schon uber 50 verschiedene Gene, welche die Schwere der Lungenerkrankung
beeinflussen, wurden bereits entdeckt. Der Review von Weiler und Drumm
enthalt eine Ubersicht der bis 2013 publizierten modifizierenden Gene der Lun-
generkrankung bei der Zystischen Fibrose (siehe: (Weiler and Drumm, 2013)).
Beispiele daraus sind Varianten im Gen Mannose-Binding-Lektin 2 (MBL?2),
welche zu einem friheren Auftreten einer chronischen P. aeruginosa Infektion
und einer reduzierten Lungenfunktion fihren (Davies et al., 2004, Dorfman et
al., 2008).

Auch Variationen in den Genen EFH und APIP verandern die Lungenfunktion
(Wright et al., 2011). Desgleichen wurden weitere modifizierende Gene be-
schrieben, die einen Einfluss auf andere Krankheitseigenschaften haben. Unter
anderem zeigen Veranderungen im Gen SLC26A9 ein erhdhtes Auftreten eines

Mekoniumileus nach Geburt. Aullerdem Ubt SLC26A9 ebenso wie die Gene



TCF7L2, CDKAL1, CDKN2A/B und IGF2BP2 einen Einfluss auf den Erkran-
kungsbeginn eines CF-bedingten Diabetes mellitus Typ Il aus (Blackman et al.,
2013). In Abbildung 3 befindet sich eine Ubersicht von einigen modifier genes

und ihren moglichen Einfluss bei CF-Patienten.

Lungs and sinuses
Infection, inflammation
and obstruction

Airway obstruction
TGFB1,MBL2, EHF, APIP,
Chr20q13.2, SLC9A3
and SLC6A14
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MBL2, DCTN4 and
SLC6A14

Liver
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Abbildung 3: Hauptbeschwerden der Zystischen Fibrose und relative Be-
teiligung modifizierender Gene bei Variationen der Krankheitsauspragung

linke Spalte: Ubersicht (iber die bei CF betroffenen Organe und eine Beschreibungen
der Hauptsymtome; rechte Spalte: Auflistung einzelner Symptome, darunter: Beispiele
von modifizierenden Genen, die einen Einfluss auf die jeweiligen Symptome haben;
Kreisdiagramme: dunkelgrau- Einflussanteil des CFTR-Genotyps, mittelgrau- Einfluss-
anteil modifizierender Gene, weil- Einflussanteil von Umwelt- und stochastischen
Faktoren auf das jeweilige Symptom. Abbildung entnommen aus (Cutting, 2015).



Die Erkenntnisse Uber genetische Einflisse auf die CF-Lungenerkrankung
konnen neue therapeutische Ziele hervorbringen.

Deshalb wurde in dieser Arbeit ein Zusammenhang zwischen CF und dem
Protein Caspase Recruitment Domain Family Member 9 (CARD9) ebenso wie

ein Zusammenhang zwischen CF und Pentraxin3 (PTX3) untersucht.

Bei an CF Erkrankten wurde beobachtet, dass bestimmte Pilzinfektionen
schwerwiegende Folgen fur die Lungenfunktion haben kénnen. Da sowohl
CARD?9 als auch PTX3 entscheidende Rollen in der Pilzabwehr spielen, wurden
in dieser Arbeit jeweils in beiden Genen SNP (Single Nucleotid Polymorphism)
auf einen Zusammenhang mit der CF-Lungenerkrankung gepruft. P. aeruginosa
ist einer der haufigsten Lungenpathogene, welcher schwerwiegende Komplika-
tionen hervorrufen kann. Das intakte PTX3-Protein spielt in der Erkennung und
Beseitigung P. aeruginosas ebenfalls eine Rolle, weshalb auch hier ein Zu-
sammenhang zwischen der Lungenfunktion von CF-Patienten und eines SNPs
im Protein PTX3 untersucht wurde (Muhlebach et al., 1999, Nagano et al.,
2010).

1.3 Caspase Recruitment Domain Family Member 9 (CARD9)
Das Adapaterprotein CARD9 befindet sich auf Chromosom 9q34.3 und gehort
zu der Familie der Kaspasen (Glocker et al., 2009). Das etwa 63,5 kDa schwere

Protein besteht aus 13 Exons und 536 Aminoséauren.

Die N-terminale Region von CARD9 ahnelt CARD-Regionen anderer Apopto-
seproteinen. Die zentrale Region beinhaltet eine coiled-coil-Domane, welche flr

eine Proteinoligomerisation wichtig ist (Bertin et al., 2000).

Es wird vorwiegend in Monozyten, die sich zu Makrophagen und dendritischen
Zellen weiterentwickeln, exprimiert. Somit gehort CARD9 zu dem System der

angeborenen Immunabwehr (Hsu et al., 2007, Glocker et al., 2009).

B-Glucan ist ein Zellmembranbestandteil in Pilzen, Hefen und teilweise auch in

Bakterien. Wenn 3-Glucan an Dectin-1 gebunden wird, kommt es zu einer Akti-



vierung der Tyrosinkinase SYK. SYK kontrolliert einerseits die Dectin-1-
abhangige Phagozytose. Andererseits fuhrt SYK zu einer inflammatorischen
Antwort gegen die detektierten Erreger. Dabei aktiviert SYK das Adapterprotein
CARD@. Dieses verbindet sich mit BCL-10 und MALT1 zu einem CARD9-BCL-
10- MALT1-Komplex und aktiviert den Transkriptionsfaktor NF-kB. Dieser Kom-
plex kontrolliert auBerdem die JNK- und p38- Kinaseaktivitat (Gross et al., 2006,
Hara et al., 2007, Bertin et al., 2000, Goodridge et al., 2009).

Es kommt zu einer Myeloidzellaktivierung, Cytokinausschuttung (IL-6 und
TNFa) und einer Aktivierung der angeborenen Immunantwort gegen den Erre-
ger (Hara et al., 2007).

Dectin-1 ‘

Phagocytosis
/'

;]@

CARD9

BCL10

ERLH

NF- nB

l | 1

Proinflammatory Response

Abbildung 4: Verbindung liber CARD9 von Dectin-1 mit dem NF-kB-Pfad

Die Bindung eines [B-Glucans mit dem Rezeptor Dectin-1 induziert eine SYK-
Aktivierung. Dadurch wird die Phagozytose und Aktivierung des Adapterproteins
CARD?9 initiiert. CARD9 bildet eine Einheit mit BCL-10 und MALT1 um die Dectin-1-
Signale an den NF- kB-Pfad weiterzuleiten. Dadurch kommt eine proinflammatorische
Antwort zustande. Zusatzlich kontrolliert der CARD9-BCL-10- MALT-1-Komplex die
JNK- und p38-Kinaseaktivitat. aus (Ruland, 2008)
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Der CARD9-BCL-10- MALT1-Komplex ist wichtig fur eine suffiziente Immunant-
wort gegen Erreger. Gross und Mitarbeiter haben zum Beispiel in Myeloidzellen
mit fehlerhaftem CARDS9 festgestellt, dass eine Eradikation eines Candida albi-
cans-Befalles nicht mehr maoglich war (Gross et al., 2006).

Eine unphysiologische Aktivierung von CARD9 durch Genmutationen oder
Umweltfaktoren kann zu pathologischer Immunzellaktivierung, welche inflam-
matorische Erkrankungen verursachen, einer erhohten Anfalligkeit gegenuber
Infektionen oder zu bestimmten Krebsarten (B-Zell-Lymphom im Magen) fuhren
(Ruland, 2008).

Patienten mit einer CARD9- Q295X Mutation im Exon 6 (Punktmutation C->T)
zeigten laut Glocker und Mitarbeiter eine signifikant erhdhte Wahrscheinlichkeit
auf, an einer Candidose zu erkranken. Kontrollgruppen mit wild-typ oder hete-
rozygoten CARD9 Proteinen dieser Mutation, waren gesund. Das lasst auf eine
autosomal rezessive Vererbung und ebenfalls auf eine zentrale Rolle von
CARD9 in der Pilzabwehr schlieRen (Lanternier et al., 2013, Glocker et al.,
2009, Gross et al., 20006).

In dieser Arbeit wurde der SNP CARD9 S12N (rs4077515 A/G) bei CF-
Patienten untersucht. Bei rs4077515 findet ein Basenwechsel von G zu A statt,
wodurch anstatt der Aminosaure Serin, Asparagin ins Protein eingebaut wird
(NCBI, Zugriff 20.07.2015b). In einer vorangegangen Studie mit einer Popula-
tion von 226 ursprunglich europaischen Probanden, wurde eine Vertei-
lungshaufigkeit der Allele von AA 22%, AG 52%, GG 26% in der Normal-
bevOolkerung angegeben (NCBI, Zugriff 20.07.2015c, NCBI, Zugriff
20.07.2015b).

Rosentul und Mitarbeiter konnten bei CFTR-Gen gesunden Probanden weder
einen signifikanten Zusammenhang zwischen den verschiedenen Allelen des
SNPs rs4077515 und einer unterschiedlichen Anfalligkeit gegenlber Candida
albicans, noch eine Assoziation zwischen diesem SNP und der Cytokinaus-
schittung des Proteins CARD9, bestatigen. Die Studie beinhaltete 331 Patien-
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ten, welche mit Candida albicans befallen waren und 351 Patienten zur

Kontrolle, bei denen kein Befall nachweisbar war (Rosentul et al., 2011).

Pointon und Mitarbeiter fanden jedoch heraus, dass der SNP rs4077515 mit
dem Expressionslevel des Proteins CARD9 assoziiert ist (o= 4,6x70%) (Pointon
et al., 2010).

In weiteren Studien wurde das CARD9-Defizit untersucht. In einer in vivo Studie
konnte festgestellt werden, dass 50% der Mause mit einem vollstandig funk-
tionsfahigem CARD9-Protein mehr als doppelt so lange nach einer Candida
albicans Infektion Uberlebten (12 Tage), als die Mause mit einem fehlerhaften
CARD9 Protein (5 Tage). In einem weiteren Versuch fand Gross mit Mit-
arbeitern heraus, dass die Niereninfiltrationsrate durch Candida albicans bei
Mausen mit einem fehlenden CARD9- Gen nach vier Tagen etwa 100-fach
groler war, als bei Mausen mit einem funktionierenden CARD9 Protein (Gross
et al., 2006).

1.4 Pentraxin 3 (PTX3)
PTX3 gehort zur Familie der Pentraxine. Pentraxine gehdren zu Akute-Phase-

Proteinen und somit zum angeborenen Immunsystem.

Wahrend C-reaktive Protease (CRP) und Serum amyloid P-Komponente (SAP)
zu den kurzen Pentraxinen gehoren, wurde PTX3, oder auch Tumor-Nekrose-
Faktor-Stimuliertes-Gen-14 (TNG14) genannt, zu den langen Pentraxinen zuge-
teilt. Es befindet sich auf dem Chromosom 3925, ist in 3 Exons organisiert,
welche 381 Aminosauren kodieren. Das Protein hat in unglykosilierter Form ein
Gewicht von etwa 40 kDa und besteht aus zwei Domanen. Die B-Blatt formierte
C-terminale-Domane hat groRe strukturelle Ahnlichkeiten zu kurzen Pentraxi-
nen, die a-helikale N-terminale-Domane zeigt Unterschiede und ist langer.
PTX3-Proteine ordnen sich zu Multimeren zusammen (Breviario et al., 1992,
Bottazzi et al., 1997). PTX3 wird in vielen Zellen, vor allem in mononuklearen
Phagozyten, Endothelzellen, dendritischen Zellen und in Fibroblasten als Ant-

wort infektidser und inflammatorischer Signale wie z.B. IL-1, TNFa oder LPS
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gebildet (Alles et al., 1994, Doni et al., 2003). PTX3 spielt daher eine wichtige
Rolle in der angeborenen Immunantwort gegen Pathogene, in der Regulation
von Entzindungsreaktionen und in der Beseitigung abgestorbener Zellen
(Nauta et al., 2005).

PTX3 kann als Muster erkennender Rezeptor (PRR= Pattern Recognition Re-
ceptor) molekulare Strukturen von Pathogenen erkennen (PAMPS= pathogen-
associated molecular patterns), diese binden und einerseits eine Komplement-
systemaktivierung (Uber den Faktor C1q), andererseits eine Beseitigung dieser
durch Makrophagen bewirken (Garlanda et al., 2002, Bottazzi et al., 1997).
Beispielhafte Pathogene waren hierbei Aspergillus fumigatus (Garlanda et al.,
2002), das in der Zellwand von Hefen lokalisierte Zymosan (Diniz et al., 2004)
und P. aeruginosa (Chiarini et al., 2010). Diese Pathogene spielen bei CF-

Patienten eine groRe Rolle in der Krankheitsentwicklung.

Kommt es zu Mutationen im PTX3-Gen, kann dies zu einem Funktionsverlust
des PTX3-Proteins fuhren und damit zu einer hoheren Anfalligkeit gegenuber
Pathogenen (Chiarini et al., 2010), einer defekten Regulierung von Entzun-

dungsprozessen oder dem Verbleib apoptotischer Zellen im Korper.

In dieser Arbeit wurde der SNP PTX3 D48A (rs3816527 (A/C)) bei CF-Patienten
untersucht. rs3816527 befindet sich im zweiten Exon des Gens. Es findet ein
Basenwechsel von C zu A statt, wodurch anstatt der Aminosaure Alanin, As-
paragin ins Protein eingebaut wird (Chiarini et al., 2010). In vorangegangenen
Studien wurde eine Verteilungshaufigkeit der Allele von AA 33%, AC 47%, CC
20% bei 662 europaischen Probanden der Normalbevolkerung angegeben
(NCBI, Zugriff 20.07.2015d, NCBI, Zugriff 20.07.2015a).

Chiarini und Mitarbeiter fanden bei einer Fallzahl von 127 CF-Patienten heraus,
dass CF-Patienten mit dem Genotyp C des SNPs rs3816527 des Gens PTX3
signifikant o6fter eine chronische Infektion mit P. aeruginosa aufwiesen, als CF-
Patienten mit dem Genotyp A (p= 0,038). Diese statistische Signifikanz wurde
allerdings nach einem Permutationstest, aufgrund der multiplen Tests, wieder

aufgehoben. Einen Zusammenhang zwischen den Genotypen des SNPs
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rs3816527 und FEV konnte ebenfalls nicht gefunden werden (Chiarini et al.,
2010).

Olesen und Mitarbeiter berichteten, dass der Genotyp A des SNPs rs3815527
in Kombination mit dem haploiden Genotyp G-A-G (SNPs: rs2305619-
rs3816527- rs1840680) des Gens PTX3 auch einen protektiven Effekt, an pul-
monaler Tuberkulose zu erkranken, besitzt (p= 0,02817) (Olesen et al., 2007).

Denselben haploiden Genotyp G-A-G (SNPs: rs2305619- rs3816527-
rs1840680) untersuchten auch May und Mitarbeiter. Sie untersuchten den Ein-
fluss auf die Proteinproduktion, sowie einen Zusammenhang mit der weiblichen
Fertilitat. Ein Zusammenhang konnte nicht hinreichend bestatigt werden (May et
al., 2010). Barbati und Mitarbeiter entdeckten allerdings, dass der haploide
Genotyp G-A-G (SNPs: rs2305619- rs3816527- rs1840680) mit niedrigeren
PTX3-Plasmawerten einherging, als A-C-A und A-A-A (Barbati et al., 2012).

1.5 Ziele der Arbeit

Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es den Zusammenhang zwischen den
SNPs rs4077515 des Gens CARD9 sowie rs3816527 des PTX3-Gens und der
CF-Lungenerkrankung zu untersuchen. Der Einfluss der verschiedenen SNP-
Genotypen auf die Erreger P.aeruginosa, Aspergillus fumigatus und Candida
albicans wurde dabei betrachten. Des Weiteren wurde ein Zusammenhang
zwischen den SNPs und der Lungenfunktion anhand von FEVmeany und dem

Slope ermittelt.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
Im folgenden Materialteil befindet sich eine Beschreibung und Auflistung Uber
die Herkunft der DNA- Proben, die verwendeten Gerate, Verbrauchsmaterialien,

Kits, Reagenzien, Restriktionsenzyme und Primer.

2.1.1 Probenmaterial und Patientencharakteristika

Das Kollektiv umfasste 528 Patienten, die alle an CF erkrankt sind. Die DNA-
Proben stammten aus Graz (108 Patienten), Munchen (311 Patienten) und
Tdbingen (109 Patienten). Sie wurden in den Jahren 2012-2013 in Graz, 2008-
2010 in Minchen und 2010-2013 in TUbingen entnommen. Die DNA-Extraktion
von den Grazer und sieben Tubinger CF-Patienten wurde aus Vollblut von
Laura Eichler, einer medizinischen Doktorandin in der Kinderklinik Tubingen,
durchgefuhrt. Die restlichen Tubinger und Minchner DNA-Proben wurden be-

reits in der extrahierten Form erhalten.

Von den 528 Patienten waren 266 mannlich (50,4%) und 262 weiblich (49,6%).
Das durchschnittliche Alter im Untersuchungsjahr betrug 19+/- 10 Jahre. Der
jungste Patient war unter einem Jahr alt, der alteste 58 Jahre alt. Der Body-
MaR-Index (BMI) betrug im Median 19,5 kg/m?, das Minimum lag bei 10,96
kg/m?, das Maximum bei 29,70 kg/m?. Der Durchschnittswert der mittleren for-
cierten Einsekundenkapazitat (FEV1 mean)) betrug 81% +/- 27%.
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Abbildung 5: Alter im Untersuchungsjahr der insgesamt 528 Patienten

Die Patienten wiesen verschiedene Schweregrade der Lungenerkrankung auf.
47,5% hatten eine milde Form, 16,7% eine gemafigt-milde, 18,6% eine mittel-
mafige und 11% eine schwere Form der Lungenerkrankung. Lungentransplan-
tierte wurden von dieser Studie ausgeschlossen. Die Einteilung der Lungener-
krankung erfolgte anhand der FEV(mean) und des Alters nach dem Prinzip von
Schluchter (siehe (Schluchter et al., 2006)). Bei 6,3% des Kollektivs war es
aufgrund des zu jungen Alters nicht moglich den FEVmean-Wert zu ermitteln.
So konnte bei diesen 33 Patienten die Schwere ihrer Lungenerkrankung nicht
eingeteilt werden. In den Patientenakten wurden manche Merkmale nicht do-
kumentiert oder ermittelt. In der folgenden Arbeit wurde gekennzeichnet, auf
wie viele Patienten sich das jeweilige Merkmal bezieht. Eine Ubersicht tiber die
CFTR-Genmutationen befindet sich in Tabelle 1.
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2. Material und Methoden
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Abbildung 6: Schwere der Lungenerkrankung nach Schluchter

47,5% hatten eine milde Form(=0), 16,7% eine gemaRigt-milde(=1), 18,6% eine mit-
telmaRige(=2) und 11% (=3) eine schwere Form der Lungenerkrankung
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die CFTR-Mutationen des Kollektivs

Mutationen, welche nur bei einzelnen Patienten vorkamen, wurden nicht einzeln aufge-
listet. Bei 72 Patienten war keine Angabe Uber CFTR-Genmutationen vorhanden.

CFTR-Mutation Haufigkeit Prozent
delF508 411 77,8
G542X 10 1,9
M1101K 3 0,6
R1162X 3 0,6
1717-1G>A 2 0,4
3659delC 2 0,4
E92X 2 0,4
G551D 2 0,4
N1303K 2 0,4
R553X 2 0,4
Einzelne Mutationen 17 3,2
Keine Angabe 72 13,6
Gesamtsumme 528 100
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2.1.2 Gerate

Tabelle 2: Gerateliste

Gerat Bezeichnung Hersteller
Cycler GeneAmp® PCR System 9700 | Applied Biosystems
Minnie-the-Gel Cicle™ Submari-

Gelkammer ne Agarose Gel Unit Hoefer

Peqlab Biotechnologie
Gelkammer 40-1214 GmbH
Imaging System | Odyssey®Fc Li-Cor®
Kahl- Gefrier-
schranke -20°C Gefrierschrank Kirsch
Kahl- Gefrier-
schranke 4°C Kuhlschrank Kirsch
Kahl- Gefrier-
schranke -20°C Gefrierschrank Liebherr

Agitateur manétique chauffant

Magnetrahrer 10515 BioBlock scientific
Mikrowelle Perfect Délonghi

Peglab Biotechnologie
Photometer NanoDrop ND-1000 GmbH
Pipetten Reference 10yl Eppendorf
Pipetten Research plus 0,5-10ul Eppendorf
Pipetten Pipetman 100ul, 1000l Gilson
Plattformschuttler | Titramax 1000 Heidolph
Spannungsgerat | Power PAC 1000;200 Biorad
Thermomixer Thermomixer 5436 Eppendorf
Vortexer MS1 Minishaker IKA®

OHAUS® Europe
Waage E400D GmbH
Wasserbad 1002 GFL®
Zentrifuge Mikrozentrifuge Carl Roth GmbH
Zentrifuge Mikr 22R Hettich
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2.1.3 Verbrauchsmaterial

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialliste

Verbrauchsmaterial |Kennzeichen Hersteller
PCR- Tubes Multiply®-Pro 0,2ml; 0,5ml Sarstedt
Pipettenspitzen Filter Tips 0,5-20ul; 2-100pl Biosphere®
Premium Tips, DNAase& RNAase
Pipettenspitzen frei, 10ul; 100ul; 1000ul Biozym
Verschlussfolie Parafilm®M, 4in.x250Ft. Roll Bemis®

2.1.4 Kits

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Kits

Kit Hersteller
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen
Go-Taq Colorless Master-Mix | Promega
2.1.5 Reagenzien

Tabelle 5: Reagenzienliste

Reagenz Hersteller
10x Blue-Juice Loading Buffer Invitrogen

CutSmart™ Buffer,
10x Concentrate 1,25ml

New England Biolabs®INC

DNA ladder 25bp,100bp

Invitrogen

GelRed Nucleic Acid Stain,
10.000x in water

Biotum

Purified BSA, 100x 10mg/ml

New England Biolabs®INC

Q-Gard®, Milli-Q

Biocel

Rotiphorese 10x TBE- Puffer

Roth

SeaKem® LE Agarose

Lonza
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2.1.6 Restriktionsenzyme

Tabelle 6: Liste der eingesetzten Restriktionsenzyme

in Klammer hinter dem Restriktionsenzymname steht die jeweilige Schnittstelle; die
Sequenz ist 5'-3‘ angegeben, *=Schnittstelle

Restriktionsenzyme Hersteller
HpyCH41V

(5°...AMCGT...3Y) New England Biolabs
Hhal

(5%...GCG"C...3) New England Biolabs
21.7 Primer

Die Primer wurden von der Firma MWG Eurofins Operon synthetisiert und be-
zogen. Die folgende Tabelle enthalt eine Auflistung aller verwendeten Primer
(5°-3‘ Richtung).

Tabelle 7: Primerliste

Primer Sequenz 5'-3'

CARD9 S12N (rs4077515 A/G) forward | CAGCGTCTGAGAAGGAGTGG

CARD9 S12N (rs4077515 A/G) reverse |ACTCTGTGGTTGGGTTTGGG

PTX3 D48A (rs3816527 A/C) forward | CAAAGCACATCCAAGGCAGG
PTX3 D48A (rs3816527 A/C) reverse |CTGCGAGTTCTCCAGCATGA
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2.2 Methoden

2.2.1 Extraktion der DNA
Die DNA wurde aus Patientenvollblut (siehe Abschnitt 2.1.1) nach Protokoll des
Kits QIAamp DNA Mini Kit extrahiert.

Die Reagenzien und das Vollblut hatten etwa Raumtemperatur.

Als erstes wurden 200 pl Vollblut, danach 200 pl Buffer AL zu 20 ul Qiagen
Protease hinzu pipettiert. Alles wurde 15 sek im Vortexer gemischt. Daraufhin
wurde das Gemisch bei 56°C fur 10 min im Wasserbad inkubiert. Nach kurzem
Zentrifugieren von am Deckel befindlichen Tropfen wurden 200 ul Ethanol
(96-100%ig) hinzugeflugt, fur 15 sek im Vortexer gemischt und abermals zentri-
fugiert. Vorsichtig wurde nun das Gemisch in eine Q/Aamp Mini Spin Saule
innerhalb eines 2ml Auffangréhrchens gegeben und flr 1 min bei 6000x g zent-
rifugiert. Das Auffangréhrchen wurde verworfen. Die QIAamp Mini Spin Saule
mit dem darin befindlichen Filtrat wurde in ein sauberes 2ml Auffangrohrchen
gegeben. Beim nachsten Schritt wurden 500 pl Buffer AW1 pipettiert und der
Zenfrifugationsschritt bei 6000x g fir 1 min und Auffangréhrchenaustausch
wiederholt. Das alte Auffangrohrchen wurde wieder verworfen. Nun wurden
500 pl Buffer AW2 pipettiert und bei einer Geschwindigkeit von 20.000x g fur
3 min zentrifugiert. Nach dem Tausch des Auffangréhrchens wurde noch einmal
fur 1 min zentrifugiert. Auch hier wurde das Auffangréhrchen verworfen. Ab-
schlieBend wurde die QIAamp Mini Spin Saule in ein sauberes Mikrozentrifu-
genrohrchen gegeben, 10 yl DNA- & RNAase freies H,O hinzugefugt, bei
Raumtemperatur (15-25°C) 1 min inkubiert und flr 1 min bei 6000x g zentrifu-
giert. Die letzte Schrittabfolge wurde wiederholt, sodass am Ende die DNA in

DNA- & RNAase freiem H,O gewonnen wurde.
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2.2.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA

Die gewonnene Proben-DNA wurde mittels des Spektrophotometers auf ihre
Konzentration gepruft. Dabei wurde 1 pl der Probe im NanoDrop vermessen.
Als Referenz diente die gleiche Ldsungssubstanz, wie bei der DNA- Probe
(DNA-& RNAase freies H,0).

2.2.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Um die spezifischen DNA- Abschnitte der Patientenproben (siehe Abschnitt
2.1.1) zu amplifizieren wurde das konventionelle PCR-Schema verwendet. Bei
den Proben wurde jeweils 1-5 pl genomische DNA (Konzentration: 10 ng) zu

folgendem Reaktionsgemisch hinzugefugt:

Tabelle 8: PCR- Reaktionsgemisch bei CARD9 S12N und bei PTX3 D48A

Reagenz Menge Konzentration
Go-Taq Colorless Master- Mix 12,5 ul 1x
Primer forward 1,0 pl 0,2 uM
Primer reverse 1,0 pl 0,2 uM
H.0 ad 25 ul -

Die Amplifikation erfolgte im Cycler nach folgendem PCR-Schema:

Tabelle 9: PCR- Bedingungen bei CARD9 S12N

Schritt Zyklen Dauer |Temperatur
Denaturierung 1 2 min. 95 °C
20 sek. 95 °C
Amplifikation 35 30 sek. 58 °C
30 sek. 72 °C
Elongation 1 5 min. 72 °C
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Tabelle 10: PCR- Bedingungen bei PTX3 D48A

Schritt Zyklen Dauer |Temperatur
Denaturierung 1 2 min. 95 °C
20 sek. 95 °C
Amplifikation 32 15 sek. 60 °C
15 sek. 72 °C
Elongation 1 5 min. 72 °C

Die gewonnenen DNA-Amplifikationen wurden anschliefiend mit Restriktions-

enzymen verdaut.

2.2.4 Restriktionsenzymverdau und Agarosegelelektrophorese
Der Restriktionsenzymverdau erfolgte mit dem Enzym HpyCH4I1V bei CARD9
S12N bzw. mit Hhal bei PTX3 D48A.

Tabelle 11: Zusammensetzung des Restriktionsenzymverdaus
bei CARD9 S12N

Reagenz Menge Konzentration
PCR- Produkt 8,4 pl -
Cut- Smart 1l 1x
HpyCH41V 0,5 pl 10U
BSA 100x 0,1 pl 1x
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Tabelle 12: Zusammensetzung des Restriktionsenzymverdaus
bei PTX3 D48A

Reagenz Menge Konzentration
PCR- Produkt 8,4 ul -
Cut- Smart 1l 1x
Hhal 0,5 pl 10U

Die Inkubationszeit betrug 2 Stunden bei 37 °C. Die dadurch entstandenen
DNA-Fragmente wurden anschliel3end mittels Agarosegelelektrophorese analy-

siert.

Anhand der Agarosegelelektrophorese ist eine Auftrennung nach Lange der
DNA-Fragmente moglich, da diese eine unterschiedliche Laufgeschwindigkeit

aufweisen.

Bei CARD9 S12N wurde ein 1,5%iges, bei PTX3 D48A ein 2%iges Agarosegel
hergestellt. Dazu wurde 1,5 g bzw. 2 g SeaKem® LE Agarose mit 100 ml Ro-
tiphorese 10x TBE- Puffer gemischt, 10-15 min mit einem Ruhrfisch auf einem
Magnetrahrer geruhrt, und ca. 5 min in der Mikrowelle aufgekocht bis es ein
homogenes flissiges Gel ergab. Nach einer kurzen Abkulhlzeit von ungefahr
1 min (vor Beginn der Auspolymerisierung) wurden 10 ul GelRed Nucleic Acid
Stain als fluoreszierender Farbstoff hinzugegeben, luftblasenfrei vermengt und
diese Flussigkeit zur Auspolymerisierung in eine Gelapparatur gegossen. Das
nach etwa 30 min auspolymerisierte Gel wurde in eine mit TBE- Puffer geflllte
Gelkammer gelegt. 9 pl der Probe wurden mit 1 pl 10x Blue-Juice Loading Buf-
fer versetzt und in die jeweilige Geltasche pipettiert. Zur Gréllenabschatzung
liefen bei einer elektrischen Spannung von 100-120 V, 25 bp bzw. 100 bp DNA-
Leitern mit. Die Auswertung erfolgte nach ca.1-1,5 h mittels UV-
Bilddokumentation eines Gelbild-Systems. Ein Beispiel dazu ist in Abbildung 7
sichtbar.
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2. Material und Methoden

Abbildung 7: Beispielhaftes Gelelektrophorese- Bild, CARD9 S12N
(rs4077515), Patientenproben Nr. 29-40 aus Graz

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

2.2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit IBM SPSS Statistics 22. Die Zusam-
menhange zwischen den SNPs und dem Erregerbefall wurden anhand des
Exakten Tests nach Fisher ermittelt. Um die Beeinflussung der Lungenfunktion
durch die SNPs zu testen wurde die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)
sowie der Kruskal-Wallis-Test verwendet.
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3. Ergebnisse

Mittels PCR wurden die 528 Patientenproben jeweils auf den SNP des Proteins
CARD9 S12N (rs4077515) und des Proteins PTX3 D48A (rs3816527) unter-
sucht. Der Anteil an mannlichen (50,4%) und weiblichen (49,6%) Patienten war

ungefahr gleich.

3.1 Genotypverteilung des SNPs rs4077515 des CARD9 Gens

Die Allele wurden mittels PCR, Restriktionsenzymverdau und Agarosegelelek-
trophorese (siehe 2.2.3 und 2.2.4) ermittelt. Da das Enzym HypCHA4IV bei
(5°...AMCGT...3") nur nach einer von Guanin (G) in Adenin (A) mutierte Base
schneiden konnte, gab es bei der Agarosegelelektrophorese drei verschiedene
Moglichkeiten der Basen-Bandenkombination: das Allel AA hatte die Banden
bei 197 bp und 132 bp, das Allel AG bei 329 bp, 197 bp und 132 bp, und das
Allel GG bei 329 bp. Anhand einer 100 bp DNA-ladder konnten die jeweiligen

Basenpaarlangen abgelesen werden.

100bp

DNA H20 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

ladder Patientenproben
L J

400bp &

329bp -->G
300bp +

200b
" 197bp ->A

132bp ..
100bp : P ->A

) Lauffront
Genotyp: GG = GG AA AA | AG AG AA AG AG GG AG AA

\

Abbildung 8: Gelelektrophorese Bild CARD9 S12N (rs4077515), Patienten-
proben Nr. 29-40 aus Graz

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

Die Haufigkeiten der Genotypen beim SNP rs4077515 des Gens CARD9 im
untersuchten Patientenkollektiv sind in Tabelle 13 aufgelistet. Die Form AA kam
17,2% vor, das Allel AG 53,8% und die Form GG bei 29% des Kollektivs.
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Tabelle 13: CARD9 S12N (rs4077515) Allel-Haufigkeiten

Genotyp Haufigkeit | Prozent
AA 91 17,2
AG 284 53,8
GG 153 29,0
Gesamtsumme 528 100,0

3.2 Genotypverteilung des SNPs rs3816527 des PTX3 Gens

Die Allele wurden auch hier mittels PCR, Restriktionsenzymverdau und Agaro-
segelelektrophorese (siehe 2.2.3 und 2.2.4) ermittelt. Da das Enzym Hhal bei
(5"...GCG*C...3") nur nach der Wildtyp-Form mit der Base Cytosin (C) schnei-
det konnte, gab es bei der Agarosegelelektrophorese folgende drei verschiede-
ne Moglichkeiten der Basen-Bandenkombination: das Allel AA bei 131 bp, AC
bei 131 bp, 71 bp und 60 bp und das Allel CC bei 71 bp und 60 bp. Hier diente
eine 25 bp DNA-ladder als Marker zum Ablesen der jeweiligen Basenpaarlan-

gen.

25bp
DNA H20 1 2 3 5 11 12 13 14 15 20 25 26 29 32 33 39 40 41
ladder i b

Abbildung 9: Gelelektrophorese Bild des SNPs rs3816527 des Proteins
PTX3 D48A, Patientenproben Nr.1-41 aus Tubingen

A= Adenin, C=Cytosin; Genotypen: AA, AC, CC
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Die Haufigkeiten der Genotypen beim SNP rs3816527 des Gens PTX3 des
Patientenkollektivs sind in Tabelle 14 aufgelistet. Die Form AA kommt 28,2%
vor, das Allel AC 52,1% und die Form CC bei 19,7% des Kollektivs.

Tabelle 14: PTX3 D48A (rs3816527) Allel-Haufigkeiten

Genotyp Haufigkeit | Prozent
AA 149 28,2
AC 275 52,1
CC 104 19,7
Gesamtsumme 528 100,0

3.3 Befallstatus der Lungenerreger des Kollektivs

Der Erregerstatus wurde eingeteilt nach ,nie diagnostiziert®, ,frei von Kolonisati-
on“, ,intermittierender” und ,chronischer® Befall.

Der Befall mit P. aeruginosa bei 40,5% und Staphylokokkus aureus bei 30,9%
aller Patienten stellten die haufigsten bakteriellen chronischen Lungenerkran-
kungen dar. Der haufigste chronische Pilzbefall der Lunge fand durch Aspergil-
lus fumigatus bei 15,9% aller Patienten statt. Bei 18,2% konnte allerdings schon
ein intermittierender Befall durch diesen Pilz festgestellt werden. Die meisten
Patienten waren frei von einer Kolonisation von Candida albicans, wenige wa-

ren chronisch befallen (4,9%).

Im Folgenden befinden sich tabellarische Auflistungen des Befallstatus der

wichtigsten erhobenen Lungenerreger.
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Tabelle 15: Befallstatus der erhobenen bakteriellen Erreger der CF-
Patientenlungen des Kollektivs

Staph. aur.= Staphylokokkus aureus; Staph. epidermidis= Staphylokokkus epidermidis;
*Bei manchen Grazer Patienten wurden nicht alle Lungenerreger bestimmt. Die Anzahl
der fehlenden Patienten stellt diese dar.

Anzahl Gesamtanzahl_%
nie 109 20,6%
Iir;arl]von Kolonisa- 146 27.7%
P. aeruginosa
Status intermittierend 99 11,2%
chronisch 214 40,5%
Gesamtsumme 528
nie 60 11,4%
Iir;arl]von Kolonisa- 209 39.6%
Staph.aur.
Status intermittierend 72 13,6%
chronisch 163 30,9%
Gesamtsumme 504~
nie 383 72.5%
frei von Kolonisa- o
Staph. tion 37 7.0%
epidermidis intermittierend 0 0,0%
Status
chronisch 0 0,0%
Gesamtsumme 4207
nie 227 43,0%
frei von Kolonisa- o
Haemophilus |tion 194 36.7%
influenzae intermittierend 47 8,9%
Status :
chronisch 36 6,8%
Gesamtsumme 504*
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Tabelle 16: Befallstatus der erhobenen Pilze und Hefen der CF-
Patientenlungen des Kollektivs

*Bei manchen Grazer Patienten wurden nicht alle Lungenerreger bestimmt. Die Anzahl
der fehlenden Patienten stellt diese dar.

Anzahl Gesamtanzahl_%
nie 178 33,7%
. f_rel von Kolonisa- 170 32.2%

Aspergillus tion
fumigatus intermittierend 96 18,2%
Status

chronisch 84 15,9%

Gesamtsumme 528

nie 377 71,4%

. f_rel von Kolonisa- 37 7.0%

Aspergillus tion
flavus intermittierend 6 1,1%
Status

chronisch 0 0,0%

Gesamtsumme 420*

nie 86 16,3%

frei von Kolonisa- o
Candida tion 274 51,9%
albicans intermittierend 34 6,4%
Status

chronisch 26 4.9%

Gesamtsumme 420*
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3.4 Zusammenhang zwischen CARD9 S12N (rs4077515) und dem
Status des Erregerbefalles
Mittels des Exakten Tests nach Fisher wurde nach signifikanten Unterschieden
zwischen den drei moglichen Allelvarianten AA, AG und GG des SNPs
rs4077515 und des Erregerstatus in CF-Patientenlungen gesucht. Die Erreger
P.aeruginosa, Aspergillus fumigatus und Candida albicans wurden dabei be-
leuchtet. Zunachst wurde eine Einteilung des Erregerstatus nach ,negativ und
,positiv‘ vorgenommen. Die durch diagnostische Verfahren ermittelten Befalle
des Erregerstatus ,nie“ und ,frei von Kolonisation® wurden hierbei als ein ,nega-
tiver® Erregerstatus gewertet. Ein ,intermittierender Befall* und ,chronischer

Befall“ wurden als ,positiver Erregerstatus gewertet.

Zwischen dem Unterschied eines ,negativen® bzw. ,positiven” Erregerstatus bei
P. aeruginosa und den Allelvarianten des SNPs rs4077515 ergab sich ein
p-Wert von p= 0,7128. Zwischen Aspergillus fumigatus und rs4077515 wurde ein
p-Wert von p= 0,254 erhalten. Bei Candida albicans und rs4077515 betrug der
p-Wert p= 0,072. Da nicht bei allen Patienten der Status des Erregerbefalls mit

Candida albicans ermittelt wurde, beinhaltet diese Testung nur 420 Patienten.

Somit konnte zwischen den Allelvarianten des SNPs rs4077515 bei den Status
,negativ’ oder ,positiv® der Erreger P. aeruginosa und Aspergillus fumigatus

kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden.

Bei den Allelvarianten des SNPs rs4077515 und Candida albicans war jedoch
interessanterweise ein auffallig kleiner p-Wert zu finden. Es konnte gezeigt
werden, dass CF-Patienten mit dem Genotyp GG signifikant haufiger einen
Befall durch den Erreger Candida albicans aufwiesen, als CF-Patienten mit dem
Genotyp AG oder AA.

In den Tabelle 17, 18 und 19 befinden sich die Ubersichten (iber den Zusam-
menhang zwischen dem SNP rs4077515 des Proteins CARD9 S12N und dem

Befallstatus der Erreger, sowie die Ergebnisse des Exakten Tests nach Fisher.
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Tabelle 17: Befallstatus P. aeruginosa- CARD9 S12N rs4077515; A: SNP-
Anzahl pro Status, B: Exakter Test nach Fisher

A) SNP-Allelvarianten: AA, AG, GG; ,0-1% ,0“= es konnte nie ein Befall festgestellt
werden, ,1“= ,frei von Kolonisation“. ,0-1“ werden als negativer Status von
P.aeruginosa gewertet; ,2-3% ,2°= intermittierender Befall*, ,3“= ,chronischer
Befall“. ,2-3" werden als positiver Status von P. aeruginosa gewertet.

B) Exakte Sig. (zweiseitig) = Signifikanz/ p-Wert

A
P. aeruginosa Status
0-1-> negativ
2-3- positiv
Gesamtsumme
negativ positiv
Anzahl Anzahl
Anzahl als Anzahl als
Zeilen% Zeilen%
0, 0,
CARD9 AA 39 42 9% 52 57,1% 91
S12N AG 132 46,5% 152 53,5% 284
rs4077515 15 | 84 | 540% | 69 45 1% 153
Gesamtsumme 255 48,3% 273 51,7% 528
B
Wert | Cxakte Sig.
(zweiseitig)
E.xakter Test nach 4.110 0,128
Fisher
A[]zahl der gultigen 508
Falle
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Tabelle 18: Befallstatus Aspergillus fumigatus- CARD9 S12N rs4077515;
A: SNP-Anzahl pro Status, B: Exakter Test nach Fisher

A) SNP-Allelvarianten: AA, AG, GG; ,0-1“ ,0“= es konnte ,nie“ ein Befall festge-
stellt werden, ,1“= ,frei von Kolonisation®. ,0-1“ werden als negativer Status von
Aspergillus fumigatus gewertet; ,2-3“ ,2“= ,intermittierender Befall, ,3“= ,chro-
nischer Befall®. ,2-3 werden als positiver Status von Aspergillus fumigatus ge-
wertet.

B) Exakte Sig. (zweiseitig) = Signifikanz/ p-Wert

A
Aspergillus fumigatus Status
0-1-> negativ
2-3- positiv
Gesamtsumme
negativ positiv
Anzahl Anzahl
Anzahl als Anzahl als
Zeilen% Zeilen%

AA 59 64,8% 32 35,2% 91
CARD9 S12N
(4077515 AG 180 63,4% 104 36,6% 284

GG 109 71.2% 44 28,8% 153
Gesamtsumme 348 65,9% 180 34.1% 528
B

Wert | Cxakte Sig.
(zweiseitig)

E.xakter Test nach 2.803 0,254
Fisher
A[lzahl der gultigen 508
Falle
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Tabelle 19: Befallstatus Candida albicans- CARD9 S12N rs4077515; A:
SNP-Anzahl pro Status, B: Exakter Test nach Fisher

A) SNP-Allelvarianten: AA, AG, GG; ,0-1“ ,0“= es konnte ,nie“ ein Befall festge-
stellt werden, ,1“= ,frei von Kolonisation®. ,0-1“ werden als negativer Status von
Candida albicans gewertet; ,2-3% ,2“= ,intermittierender Befall*, ,3“= ,chroni-
scher Befall“. ,2-3“ werden als positiver Status von Candida albicans gewertet.

B) Exakte Sig. (zweiseitig) = Signifikanz/ p-Wert; *=innerhalb des Signifikanzni-
veaus a=0,05 (5%)

A
Candida albicans
Status
0-1 - negativ Gesamt-
2-3 > positiv summe
negativ positiv
Anzahl 56 9 65
AA Anzahl_% 86,2% 13,8% 100,0%
Standard-
residuum 0.0 -0,1
CARDS Anzanhl 214 25 239
S12N AG Anzahl % 89,5% 10,5% 100,0%
rs4077515 Standard-
residuum 0.6 -1.6
Anzanhl 90 26 116
GG Anzahl % 77,6% 22,4% 100,0%
Standard-
residuum -0.9 2,3
Anzahl 360 60 420
Gesamtsumme
Anzahl % 85,7% 14,3% 100,0%
B
Exakte Sig.
Wert (zweiseitig)
E.xakter Test nach 8,689 0,012*
Fisher
A?zahl der gultigen 420
Falle
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Um den auffallig kleinen p-Wert zwischen Candida albicans mit den Allelvarian-
ten des SNPs rs4077515 genauer zu untersuchen wurde die Starke des Erre-
gerbefalls zusatzlich verglichen. Der Erregerstatus teilte sich nun in die Starke
der Befallsrate ,nie“, ,frei von Kolonisation®, ,intermittierender Befall“ und ,chro-

nischer Befall“ ein.

Zwischen den Allelvarianten des SNPs rs4077515 und der Starke des Erreger-
befalls von Candida albicans berechnete sich der p-Wert erstaunlicherweise auf
p= 0,081. Dies Uberschreitet das Signifikanzniveau von a= 0,05 (a= 5%) und ist
damit als nicht signifikanter Zusammenhang zu werten. In Tabelle 20 befindet

sich eine Ubersicht dessen.
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Tabelle 20: Stirke der Befallsrate durch Candida albicans- CARD9 S12N
rs4077515; A: SNP-Anzahl pro Status, B: Exakter Test nach Fisher

A) SNP-Allelvarianten: AA, AG, GG

B) Exakte Sig. (zweiseitig) = Signifikanz/ p-Wert

Falle
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A
Starke des Befalls durch Candida
albicans
- Gesamt-
. frei Von | intermit- | chro- | summe
nie Koloni- . .
. tierend nisch
sation
Anzahl 10 46 4 5 65
AA An-
zahl % 15,4% 70,8% 6,2% 7,7% 100,0%
CARD9 Anzahl 55 159 14 11 239
S12N AG An-
rs4077515 zahl % 23,0% 66,5% 5,9% 4,6% 100,0%
Anzahl 21 69 16 10 116
GG An-
zahl % 18,1% 59,5% 13,8% 8,6% 100,0%
Anzahl 86 274 34 26 420
Gesamtsumme -
zahl % 20,5% 65,2% 8,1% 6,2% 100,0%
B
Wert | CXxakte Sig.
(zweiseitig)
E.xakter Test nach 11,043 0,081
Fisher
Anzahl der gultigen 420




3.5 Zusammenhang zwischen CARD9 S12N (rs4077515) und der
Lungenfunktion
FEV1(mean) und der Slope1 beinhalten diagnostische Werte, die Aussagen Uber

die Lungenfunktion von Patienten zulassen.

Um einen Zusammenhang zwischen dem SNP rs4077515 und FEV4(mean) Oder
dem Slope zu finden, wurden diese Merkmale zunachst auf Normalverteilung
gepruft. Da die Normalverteilung negativ ausgefallen war, bei der grof3en Fall-
zahl von 495 Patienten bei FEVmean), und 418 Patienten beim Slope aber mit
einer Normalverteilung gerechnet werden darf, werden im Folgenden beide
Ergebnisse aufgezeigt. Fur die Annahme, dass die Daten aus einer Normalver-
teilung stammen, wurde die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) verwendet.
Fir die Annahme keiner Normalverteilung wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test

gerechnet.

Da einige Patienten zu jung fir eine FEV - Messung waren, beinhaltet diese
Testung des Zusammenhangs zwischen FEVjmean) und den SNPs nur 495
Patienten. Da der Slope sich auf mehrere FEVimean-Werte bezieht und bei
manchen Patienten zusatzlich keine Langzeitdaten vorhanden waren, beinhaltet
die Testung des Zusammenhangs zwischen dem Slope und den SNPs nur 418

Patienten.

Zwischen dem SNP rs4077515 und FEVimeany ergaben sich die p-Werte
p= 0,766 (FEV(mean) ist normalverteilt) und p= 0,589 (FEV1(mean) ist nicht normal-
verteilt). Zwischen dem SNP rs4077515 und dem Slope betrugen die p-Werte
p= 0,424 (Slope ist normalverteilt) und p= 0,49 (Slope ist nicht normalverteilt).
Somit konnte kein signifikanter Zusammenhang weder zwischen dem SNP
rs4077515 und FEV1(mean), Noch zwischen dem SNP rs4077515 und dem Slope
festgestellt werden. Auch ein direkter Einfluss des SNPs rs4077515 auf die

Lungenfunktion kann dadurch nicht bestatigt werden.

! Slope gibt hier die Veranderung der Lungenfunktion anhand der Differenzen des
FEV1mean) Im Langzeitverlauf an. Er berechnet sich wie folgt:
Slope = FEVmeanyletzte Untersuchung] — FEVmeanyvorletzte Untersuchung]
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In den Tabellen 21-24 befindet sich eine Ubersicht der Ergebnisse der ANOVA
und Kruskal-Wallis Teste des FEV(mean) bzw. des Slopes in Zusammenhang mit
rs4077515.

Tabelle 21: ANOVA; FEV1(mean)- CARD9 S12N rs4077515

Testung bei der Annahme, dass FEV;mean) Normalverteilt ist; Gruppen= Allele AA, AG,
GG; df= engl. degrees of freedom(=Freiheitsgrade); F= F-Wert (Teststatistik); Sig.=
Signifikanz/ p-Wert

Quadrat- Mittel der .
summe i Quadrate 3 Sig.
Zwischen Gruppen 392,639 2 196,320 0,267 0,766
Innerhalb der 361380,753 | 492 | 734,514
Gruppen

Gesamtsumme 361773,393 494

Tabelle 22: Kruskal-Wallis Test; FEV1mean)- CARD9 S12N rs4077515

Testung bei der Annahme, dass FEVmean) Nicht normalverteilt ist; df= engl. degrees of
freedom(=Freiheitsgrade); Asymp. Sig.= Signifikanz/ p-Wert

|:EV1(mean)
Chi-Quadrat 1,060
df 2
Asymp. Sig. 0,589
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Tabelle 23: ANOVA; Slope- CARD9 S12N rs4077515

Testung bei der Annahme, dass der Slope normalverteilt ist; Gruppen= Allele AA, AG,
GG; df= engl. degrees of freedom (=Freiheitsgrade); F= F-Wert (Teststatistik); Sig.=

Signifikanz/ p-Wert

Quadrat- Mittel der .
summe )] Quadrate 7 Sig.
Zwischen Gruppen 6,846 2 3,423 0,859 0,424
Innerhalb der 1653,077 | 415 3,983
Gruppen
Gesamtsumme 1659,923 417

Tabelle 24: Kruskal-Wallis Test; Slope- CARD9 S12N (rs4077515)

Testung bei der Annahme, dass der Slope nicht normalverteilt ist; df= engl. degrees of

freedom (=Freiheitsgrade); Asymp. Sig.= Signifikanz/ p-Wert

Slope
Chi-Quadrat 2,832
df
Asymp. Sig. 0,243
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3.6 Zusammenhang zwischen PTX3 D48A (rs3816527) und dem
Status des Erregerbefalls

Auch beim SNP rs3816527 des Proteins PTX3 D48A wurde nach einem Zu-
sammenhang zwischen dieses SNPs und dem Erregerbefall der Lunge bei CF-
Patienten gesucht. Es wurde, wie beim vorherigen SNP, nach signifikanten
Unterschieden zwischen den Allelvarianten AA, AC, CC des SNPs rs3816527
und den Erregern P. aeruginosa, Aspergillus fumigatus sowie Candida albicans
gesucht. Die Einteilung erfolgte wieder in einen ,negativen“ und einen ,positi-
ven“ Erregerstatus. In der Gruppe des ,negativen” Erregerbefalls wurden alle
Patienten eingeteilt, bei denen ,nie“ dieser Erreger diagnostiziert werden konnte
und alle Patienten, die ,frei von einer Kolonisation“ waren. Die Gruppe des
,positiven” Erregerbefalls beinhaltete alle Patienten, die von einem ,intermittie-
renden” oder ,chronischen® Befall des Erregers betroffen waren.

Laut dem Exakten Test nach Fisher ergab sich zwischen P. aeruginosa und den
Allelvarianten des SNPs rs3816527 ein p-Wert von p= 0,139. Zwischen Asper-
gillus fumigatus und rs3816527 betrug der p-Wert p= 0,422 und zwischen
Candida albicans und rs3816527 wurde ein p-Wert von p= 0,374 erhalten.

Das lasst auf keinen signifikanten Unterschied zwischen den Allelvarianten AA,
AC und CC des SNPs rs3816527 und den Erregern P. aeruginosa, Aspergillus

fumigatus oder Candida albicans schliel3en.

In den Tabellen 25-27 befindet sich eine Ubersicht iiber den Zusammenhang
zwischen dem SNP rs3816527 des Proteins CARD9 S12N und dem Befallsta-

tus der Erreger, sowie die Ergebnisse des Exakten Tests nach Fisher.
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Tabelle 25: Befallstatus P. aeruginosa- PTX3 D48A rs3816527; A: SNP-
Anzahl pro Status, B: Exakter Test nach Fisher

A) SNP-Allelvarianten: AA, AC, CC; ,0-1% ,0“= es konnte ,nie” ein Befall festge-
stellt werden, ,1“= ,frei von Kolonisation®. ,0-1“ werden als negativer Status von
P.aeruginosa gewertet; ,2-3% 2= intermittierender Befall*, ,3“= ,chronischer
Befall“. ,2-3" werden als positiver Status von P. aeruginosa gewertet.

B) Exakte Sig. (zweiseitig) = Signifikanz/ p-Wert

A
P. aeruginosa Status
0-1-> negativ
2-3-> positiv Gesamt-
negativ positiv summe
Anzahl Anzahl
Anzahl als Anzahl als
Zeilen% Zeilen%
PTX3 D48A AA 62 41,6% 87 58,4% 149
rs3816527 AC 142 51,6% 133 48,4% 275
CcC 51 49,0% 53 51,0% 104
Gesamtsumme 255 48,3% 273 41,7% 528
B
Wert Exak.te SIQ
(zweiseitig)
E.xakter Test nach 3.917 0,139
Fisher
A[lzahl der gultigen 508
Falle
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Tabelle 26: Befallstatus Aspergillus fumigatus- PTX3 D48A rs3816527; A:
SNP-Anzahl pro Status, B: Exakter Test nach Fisher

A) SNP-Allelvarianten: AA, AC, CC; ,0-1% ,0“= es konnte ,nie” ein Befall festge-
stellt werden, ,1“= ,frei von Kolonisation®. ,0-1“ werden als negativer Status von
Aspergillus fumigatus gewertet; ,2-3“ ,2“= ,intermittierender Befall, ,3“= ,chro-
nischer Befall®. ,2-3 werden als positiver Status von Aspergillus fumigatus ge-
wertet.

B) Exakte Sig. (zweiseitig) = Signifikanz/ p-Wert

A
Aspergillus fumigatus Status
0-1-> negativ
2-3- positiv Gesamt-
negativ positiv summe
Anzahl Anzahl
Anzahl als Anzahl als
Zeilen% Zeilen%
PTX3 D48A | AA 92 61,7% 57 38,3% 149
rs3816527 |AC 187 68,0% 88 32,0% 275
CC 69 66,3% 35 33,7% 104
Gesamtsumme 348 65,9% 180 34,1% 528
B
Wert Exak.te SIQ
(zweiseitig)
E.xakter Test nach 1701 0,422
Fisher
A[lzahl der gultigen 508
Falle
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Tabelle 27: Befallstatus Candida albicans- PTX3 D48A rs3816527; A: SNP-
Anzahl pro Status, B: Exakter Test nach Fisher

A) SNP-Allelvarianten: AA, AC, CC; ,0-1% ,0“= es konnte ,nie” ein Befall festge-
stellt werden, ,1“= ,frei von Kolonisation®. ,0-1“ werden als negativer Status von
Candida albicans gewertet; ,2-3% ,2“= ,intermittierender Befall*, ,3“= ,chroni-
scher Befall“. ,2-3“ werden als positiver Status von Candida albicans gewertet.

B) Exakte Sig. (zweiseitig) = Signifikanz/ p-Wert

A
Candida albicans Status
0-1-> negativ
2-3- positiv Gesamt-
negativ positiv summe
Anzahl Anzahl
Anzahl als Anzahl als
Zeilen% Zeilen%
PTX3 D48A AA 101 86,3% 16 13,7% 117
rs3816527 AC 185 83,7% 36 16,3% 221
CcC 74 90,2% 8 9,8% 82
Gesamtsumme 360 85,7% 60 14,3% 420
B
Wert Exak.te SIQ
(zweiseitig)
E.xakter Test nach 2.029 0,374
Fisher
A[lzahl der gultigen 420
Falle
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3.7 Zusammenhang zwischen PTX3 D48A (rs3816527) und der
Lungenfunktion

Um auch hier nach einem Zusammenhang zwischen dem SNP rs3816527 des

Proteins PTX3 D48A und der Lungenfunktion mittels FEVmean) und dem Slope

zu ermitteln, erfolgte die statistische Testauswahl wie beim vorherigen SNP

(siehe Kapitel 3.4).

Zwischen FEV1mean) und den Allelvarianten des SNPs rs3816527 ergaben sich
die p-Werte p= 0,738 (FEV(mean) ist normalverteilt) und p= 0,795 (FEV1(mean) ist
nicht normalverteilt). Zwischen dem Slope und rs3816527 betrugen die p-Werte
p= 0,386 (Slope ist normalverteilt) und p= 0,243 (Slope ist nicht normalverteilt).
Somit konnte auch hier zwischen der Lungenfunktion und dem SNP rs3816527
des Proteins PTX3 D48A kein direkter signifikanter Zusammenhang festgestellt

werden.

In den Tabellen 28- 31 befindet sich eine Ubersicht der Ergebnisse der ANOVA
und Kruskal-Wallis Teste des FEV(mean) bzw. des Slopes in Zusammenhang mit
rs3816527.

Tabelle 28: ANOVA; FEV1(mean)- PTX3 D48A rs3816527

Testung bei der Annahme, dass FEV/mean) Normalverteilt ist; Gruppen= AA, AC, CC;
df= engl. degrees of freedom (=Freiheitsgrade); F= F-Wert (Teststatistik); Sig.= Signifi-
kanz/ p-Wert

Quadrat- Mittel der .
summe £ Quadrate 7 Sig.
Zwischen Gruppen 445,023 2 222,512 0,303 0,739
Innerhalb der 361328370 | 492 | 734,407
Gruppen

Gesamtsumme 361773,393 494
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Tabelle 29: Kruskal-Wallis Test; FEV(mean)- PTX3 D48A rs3816527

Testung bei der Annahme, dass FEVyean) Nicht normalverteilt ist; df= engl. degrees of
freedom (=Freiheitsgrade); Asymp. Sig.= Signifikanz/ p-Wert

I:EV1(mean)
Chi-Quadrat 0,458
df 2
Asymp. Sig. 0,795

Tabelle 30: ANOVA; Slope - PTX3 D48A rs3816527

Testung bei der Annahme, dass der Slope normalverteilt ist; Gruppen= AA, AC, CC;
df= engl. degrees of freedom (=Freiheitsgrade); F= F-Wert (Teststatistik); Sig.= Signifi-
kanz/ p-Wert

Quadrat- Mittel der .
summe e Quadrate 7 Sig.
Zwischen Gruppen 7,602 2 3,801 0,955 | 0,386
Innerhalb der 1652,322 | 415 3981
Gruppen
Gesamtsumme 1659,923 417

Tabelle 31: Kruskal-Wallis Test; Slope- PTX3 D48A rs3816527

Testung bei der Annahme, dass FEVyean) Nicht normalverteilt ist; df= engl. degrees of
freedom (=Freiheitsgrade); Asymp. Sig.= Signifikanz/ p-Wert

Slope
Chi-Quadrat 2,832
df 2
Asymp. Sig. 0,243
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4. Diskussion

Wie in Kapitel 1.2 beschrieben, wurde gezeigt, dass in etwa 50% modifier ge-
nes fur die Lungenerkrankung bei CF-Patienten verantwortlich gemacht werden
(Collaco et al., 2010).

Um die vielen unbekannten Ursachen der CF-Lungenerkrankung weiter zu
erforschen, wurden in dieser Arbeit die Genotypverteilungen der SNPs
rs4077515 des CARD9-Gens und rs3816527 des PTX3-Gens bei insgesamt
528 CF-Patienten aus Deutschland und Osterreich untersucht. Auerdem wur-
de nach einem Zusammenhang zwischen diesen SNPs und dem Erregerbefall
der Lunge geforscht. Dabei wurde der Befall mit P. aeruginosa, Aspergillus
fumigatus und Candida albicans betrachtet. Des Weiteren wurde nach einem
Zusammenhang zwischen den SNPs und der Lungenfunktion mittels FEV1mean)
und dem Slope gesucht.

Die Haufigkeiten der Genotypen entsprachen bei beiden Genen den Vertei-

lungshaufigkeiten in der Normalbevdlkerung.

Bei rs4077515 des CARD9-Gens wurde herausgefunden, dass Patienten mit
dem Allel GG signifikant haufiger an Candida albicans erkrankten, als Patienten
mit dem Genotyp AG oder AA (p= 0,012). Bei der Befallsstarke in der Lunge
durch Candida albicans war jedoch keine Abhangigkeit von rs4077515 erkenn-
bar. Ebenfalls weder zwischen dem SNP und dem Befall durch die Erreger
P. aeruginosa oder Aspergillus fumigatus, noch zwischen rs4077515 und

FEV1(mean) 0der dem Slope wurde ein Zusammenhang festgestellt.

Zwischen dem SNP rs3816527 des PTX3-Gens und dem Lungenbefall durch
die gleichen Erreger wie bei CARD9 ist ferner kein Zusammenhang erkennbar.
Genauso wenig konnte eine Beeinflussung zwischen rs3816527 und der Lun-

genfunktion anhand von FEV1mean) und dem Slope gefunden werden.
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4.1 Haufigkeiten der Genotypen

Bei CARD9 S12N rs4077515 zeigte sich die Form AA bei 17,2%, das Allel AG
bei 53,8% und die Form GG bei 29% der CF-Patienten. Das entspricht in etwa
der Verteilung in der europaischen Normalbevolkerung, welche in einer Studie
mit 226 Probanden mit AA 22%, AG 52% und GG 26% angegeben wurde
(NCBI, Zugriff 20.07.2015b).

Auch bei PTX3 rs3816527 entsprachen die Haufigkeiten der Genotypen der
CF-Patienten (AA 28,2%, AC 52,1%, CC 19,7%) in etwa der Haufigkeitsvertei-
lung der Normalbevdlkerung (AA 33%, AC 47%, CC 20%).

Somit konnten keine groRen Unterschiede der Genotyphaufigkeiten der unter-
suchten SNPs zwischen CF-Patienten und der Normalbevolkerung festgestellt

werden.

4.2 Befallstatus der Lungenerreger

Das Patientenkollektiv dieser Arbeit wies zu 51,7% einen Lungenbefall durch

P. aeruginosa, zu 44,5% durch Staphylokokkus aureus, 34,1% durch Aspergil-
lus fumigatus und zu 11,3% durch Candida albicans auf. Durch das weitaus
grolRere Patientenkollektiv konnten hiermit die Ergebnisse einer Studie von
Muhlebach und Mitarbeitern bestatigt und verfestigt werden: P. aeruginosa und
Staphylokokkus aureus gehoéren zu den haufigsten bakteriellen Lungenerregern
bei CF-Patienten (Muhlebach et al., 1999). Ferner berichten Nagano und Mitar-
beiter in einer Arbeit Uber die Untersuchung des Lungenbefalls durch Pilze und
Hefen bei der Erkrankung Zystische Fibrose. Bei einem Kollektiv von 77 CF-
Patienten zeigten 58% einen Befall durch Candida albicans. Dies ist bei weitem
eine grolRere Befallsrate, als unser Kollektiv aufwies. Die unterschiedlich hohe
Befallsrate konnte daran liegen, dass innerhalb der Studie von Nagano et al.
32% der untersuchten Patienten aufgrund von akuten pulmonalen Exazerbatio-
nen das Krankenhaus aufsuchten.

Im Gegensatz dazu handelte es sich bei den Daten des Kollektivs dieser Arbeit

um diagnostische Daten aus Routineuntersuchungen. Genauso unterschied
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sich auch der Altersmedian, welcher bei Nagano et al. 28,5 Jahre und bei die-
ser Studie 19 Jahre betrug (Nagano et al., 2010).

In anderen Studien divergieren die Befallsraten durch Candida albicans bei CF-
Patienten ebenfalls. In einer Studie von Wahab et al. wurde eine Befallsrate von
15% angegeben. Dort wird aufgezeigt, dass fruher Candida dubliniensis falsch-
licherweise ebenfalls als Candida albicans diagnostiziert wurde und dies zu den
hohen Befallsraten gefiihrt haben kénnte (Wahab et al., 2014).

Die Befallsrate durch Aspergillus fumigatus variiert laut unterschiedlichen Stu-
dien zwischen 5,2 — 57% (Nagano et al., 2010, Bakare et al., 2003, Nelson et
al., 1979, Schonheyder et al., 1985, Burns et al., 1998). Diese Unterschiede
konnten, wie schon in einer Arbeit von Bakare und Mitarbeitern beschrieben,
auf verschiedene Altersspannen oder Klimaunterschiede zuruckzufihren sein
(Bakare et al., 2003).

Demzufolge ist der Befall der Lungenerreger bei den CF-Patienten dieser Arbeit
mit vorherigen Studien vergleichbar und Unterschiede nachvollziehbar. Dadurch
konnen auch die weiteren erhobenen Daten Uber die Zusammenhange zwi-
schen den verschiedenen Genotypen der SNPs und dem Erregerbefall der
Lunge, auf andere an Zystischer Fibrose erkrankten Patienten Ubertragen wer-

den.

4.3 rs4077515 des CARD9-Gens

Das Adapterprotein CARD9 gehort zum System der angeborenen Immunab-
wehr (siehe Kapitel 1.3) (Hsu et al., 2007, Glocker et al., 2009). Genmutationen
oder Umweltfaktoren kdnnen zu einer unphysiologischen Aktivierung des
CARDY9-Gens und dadurch zu einer pathologischen Immunzellaktivierung fuh-
ren. Diese kann inflammatorische Erkrankungen oder eine veranderte Infek-

tionsanfalligkeit verursachen (Ruland, 2008).

In dieser Arbeit wurde der SNP rs4077515 des CARD9-Gens untersucht. CF-
Patienten mit dem Genotyp GG des CARD9-Gens wiesen signifikant haufiger
einen Erregerbefall durch Candida albicans in der Lunge auf, als CF-Patienten
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mit dem Genotyp AG oder AA (p= 0,0712). Somit stellt die missense-Mutation
von der Base G zu A und dem dadurch bedingten Wechsel der Aminosaure von
Serin zu Asparagin, einen gewissen Schutz vor Candida albicans dar.

Es wurde herausgefunden, dass nur die Tatsache ob eine Neigung zu einem
Befall vorliegt oder nicht, ausschlaggebend ist. Der Genotyp beeinflusst die
Starke (Ausmal) des Candida albicans Befalles jedoch nicht. Zur Erklarung
dieses Sachverhalts kann die Studie von Pointon et al. einen Beitrag leisten.
Sie haben herausgefunden, dass der SNP rs4077515 mit dem Expressionslevel
des Proteins CARD9 assoxziiert ist (o= 4,6x10"%). Demnach wiirde der Genotyp
GG zu einem erniedrigten CARD9-Proteinspiegel in den Zellen flihren. Der
Schluss liegt dadurch nahe, dass aufgrund eines erniedrigten CARD9-
Proteinspiegels nicht alle Candida albicans Hefen erkannt werden, somit nur
niederschwellige inflammatorische Antworten erfolgen und als Konsequenz zu
einer erhohten Befallsrate fUhren. In der Studie von Pointon et al. wird unzurei-
chend klar, welcher Genotyp mit einem erhdhten und welcher mit einem niedri-
gen Expressionslevel einhergeht. Es wurden innerhalb der gleichen Studie viele
SNPs betrachtet. Bei der genauen Berichterstattung im Paper wurden aber
Abstriche gemacht (Pointon et al., 2010). Mittels multipler Tests kdnnten zusatz-
lich falsch positive Ergebnisse entstanden sein. Ob die Erkenntnis Uber die
Funktion des SNPs rs4077515 im CARD9-Gen von Pointon et al. reprodu-

zierbar ist, ware eine weitere Studie wert.

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Ergebnissen fanden Rosentul und
Mitarbeiter keine Beeinflussung der Candida albicans Infektion durch den SNP
rs4077515 des CARD9-Gens. Allerdings unterschied sich der im Blut kultivierte
Candida albicans-Befall bei CFTR-Gen gesunden Patienten ihrer Studie, mit
dem diagnostizierten lokalen Lungenbefall bei CF-Patienten dieser

vorliegenden Arbeit.

Ihre Studie beinhaltete 331 Patienten, welche eine Candidamie hatten, und 351
Patienten zur Kontrolle, bei denen kein Blutbefall nachweisbar war (Rosentul et
al., 2011). Eine Candidamie stellt einen stark invasiven Befall dar, sodass dies
wiederum die oben beschriebenen Ergebnisse bekraftigt. Der Genotyp kann
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allein fur die Erkrankungsneigung, nicht jedoch flr die Starke des Candida

albicans- Befalls verantwortlich gemacht werden.

Genauso wie Candida albicans enthalten Aspergillus fumigatus und P. aeru-
ginosa in der Zellmembran (B-Glukan, das Uber einen Signalweg von CARD9
erkannt wird (Lequette et al., 2007, De Vlieger et al., 2011, Ruland, 2008,
Mezger et al., 2008). Eine Assoziation zwischen Aspergillus fumigatus oder
P. aeruginosa und dem SNP rs4077515 des CARD9-Gens konnte in dieser
Arbeit allerdings nicht gefunden werden. Dies wirft abermals die Frage nach der
genauen Funktion von rs4077515 im CARD9-Gen auf, welche noch nicht voll-
standig erforscht wurde. Obwohl es bei diesem SNP zu einem Ami-
nosaurewechsel von Serin zu Asparagin kommt und in einem Exon (Exon 12)
lokalisiert ist, kdonnte es sein, dass er nur minimale Auswirkungen auf die Pro-
teinstruktur und somit auch auf die Funktion austbt. Dagegen sprechen wirde,
dass sich die beiden polaren Aminosauren Serin und Asparagin in ihrer Grolke
und der Hydrophobizitat und damit auch ihrer Interaktionen im Protein unter-
scheiden (Rosentul et al., 2011, NCBI, Zugriff 20.07.2015b, Loffler et al., 2007).

Auch zwischen der Lungenfunktion und dem SNP rs4077515 ergab sich kein
signifikanter Zusammenhang. Eine weitere Studie, ob sich Candida albicans auf
FEV1mean) und den Slope bei CF-Patienten auswirkt, konnte zur Klarung beitra-

gen.

4.4 rs3816527 des PTX3-Gens

PTX3 gehoért zu den Akute-Phase Proteinen und somit zum angeborenen Im-
munsystem. Als Muster erkennender Rezeptor (Pattern Recognition Particle=
PRR) erkennt PTX3 molekulare Strukturen von Pathogenen, bindet sie, aktiviert
das Komplementsystem und bewirkt eine Beseitigung dieser durch Makropha-
gen (siehe Kapitel 1.4) (Garlanda et al., 2002, Bottazzi et al., 1997).

Beispielhafte Pathogene, welche auch eine grof3e Rolle in der Krankheitsent-

wicklung bei CF-Patienten spielen, waren P. aeruginosa, Aspergillus fumigatus
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und das in Hefen befindliche Zymosan (Garlanda et al., 2002, Chiarini et al.,
2010, Diniz et al., 2004). Deshalb wurde in dieser Arbeit der Zusammenhang
zwischen diesen Erregern und dem SNP rs3816527 des PTX3-Gens unter-

sucht.

Es konnte keine signifikante Beeinflussung auf den Erregerbefall von
P. aeruginosa, Asperqillus fumigatus oder Candida albicans durch die verschie-
denen Genotypen des SNPs rs3816527 des Gens PTX3 bei CF-Patienten
festgestellt werden. Genauso wenig wurde ein Zusammenhang zwischen die-
sem SNP und der Lungenfunktion anhand FEV(mean) und dem Slope herausge-
funden. Auch schon Chiarini et al. konnten keinen Zusammenhang zwischen
rs3816527 und FEV, belegen (Chiarini et al., 2010).

Bei einer Fallzahl von 127 kaukasischen CF-Patienten wurde in einer Studie
beschrieben, dass CF-Patienten mit dem Genotyp C des SNPs rs3816527 des
Gens PTX3 signifikant haufiger eine chronische Infektion mit P. aeruginosa
aufwiesen, als CF-Patienten mit dem Genotyp A (p= 0,038). Diese statistische
Signifikanz wurde allerdings nach einem Permutationstest, wegen multiplen
Tests innerhalb der Studie, wieder aufgehoben (Chiarini et al., 2010). Auch in
dieser Arbeit konnte bei einer groleren Fallzahl von 520 CF-Patienten kein
Zusammenhang zwischen P. aeruginosa und dem SNP rs3816527 bestatigt

werden.

Ein weiterer Teil der Studie Chiarinis et al. befasste sich mit dem haploiden
Genotyp G1-A-G, des PTX3-Gens, bei dem die Base A den SNP rs3816527
darstellt (G1= rs2305619, A=rs3816527, G,= rs1840680). Es zeigte sich, dass
Patienten mit dem haploiden Genotyp G-A-G signifikant weniger an
P.aeruginosa erkrankt waren, als Patienten mit dem haploiden Genotyp A-C-A
oder A-A-A (Chiarini et al., 2010). AulRerdem wurde Uber den protektiven Effekt
des haploiden Genotyps G-A-G, an pulmonaler Tuberkulose zu erkranken,
berichtet (Olesen et al., 2007). Dies lasst vermuten, dass die SNPs rs2305619,
rs3816527 und rs1840680 des PTX3-Gens gemeinsam einen Einfluss auf die
Funktion des PTX3-Proteins haben.
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In einem Mausmodell zeigte sich, dass bei einer pulmonalen Aspergillose Mau-
se, die eine hohe Konzentration an PTX3-Proteinen erhielten, signifikant resis-
tenter gegenliiber dem Erreger waren (Gaziano et al., 2004). Dies lasst auf eine
wichtige Rolle des PTX3-Proteins in der Abwehr gegen Aspergillus fumigatus
schlieRBen. Gegenteilig dazu zeigten die Genotypen des SNP rs3816527 des
PTX3-Gens bei CF-Patienten in dieser Arbeit allerdings keinen Einfluss auf den
Aspergillus fumigatus-Befall der Lunge. Es konnte angenommen werden, dass
die vom Korper gebildete PTX3-Proteinkonzentration bei CF-Patienten niedriger
ist, als die zugefuhrte Proteinkonzentration bei Mausen der erwahnten Studie.
Eine weitere Uberlegung ware, dass rs3816527 keine entscheidende Rolle in

der Funktion des PTX3-Proteins spielt.

Zymosan kommt in der Zellmembran von Hefen wie zum Beispiel Candida
albicans vor. Obwohl sich PTX3 an Zymosan bindet (Diniz et al., 2004), konnte
in dieser Arbeit kein Zusammenhang zwischen dem SNP rs3816527 des PTX3-
Gens bei CF-Patienten und dem Befall von Candida albicans gefunden werden.
Garlanda und Mitarbeiter fanden heraus, dass Konidien der Hefe Candida albi-
cans bei Mausen nicht von PTX3 gebunden werden (Garlanda et al., 2002).
Das lasst die Hypothese zu, dass PTX3 auch beim Menschen Candida albicans

nicht bindet und somit nicht fur dessen Inaktivierung sorgt.

Die genaue Funktion des in dieser Arbeit untersuchten SNPs rs3816527 im
PTX3-Protein wurde bislang noch nicht hinreichend erforscht. Im SNP
rs3816527 des PTX3-Gens findet durch die Basenveranderung C zu A ein
Aminosaurewechsel von Alanin zu Asparagin statt. Das ist ein Austausch von
einer apolaren zu einer polaren Aminosaure, welche sich in ihrer Grof3e und
Hydrophobizitat sehr unterscheiden. Ob dies einen Einfluss auf die Funktion
des PTX3-Proteins spielt, ist aber ebenfalls noch nicht geklart (Loffler et al.,
2007).
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4.5 Kiritische Betrachtung der Heterogenitat der Patienten
Die Ergebnisse sowie ihre Interpretation sollten unter Betrachtung der Starken

und Schwachen dieser Studie erfolgen.

Die verwendeten Patientendaten stellen die jeweils zuletzt erhobenen Werte
dar. Sie wurden in den CF-Zentren Graz, Minchen und Tubingen dokumentiert.
Da die Dokumentation der Patientendaten verschiedenen Zentren und damit
auch vielen verschiedenen Arzten unterlag, kénnten trotz Leitlinien gerechtem
Vorgehen Differenzen nicht sicher ausgeschlossen werden. In Graz zum Bei-

spiel wurde nicht bei allen Patienten der Candida albicans Status gepruft.

Ein weiterer limitierender Faktor ist, dass beim Patientenkollektiv eine groRe
Spannweite des Alters vertreten war. Der alteste CF-Patient wurde 1954 gebo-
ren, der Jungste 2013. Dies ist ein langer Zeitraum, in dem sich in der Diagnos-

tik und Therapie der Zystischen Fibrose viel getan hat.

Das CFTR-Gen wurde zum Beispiel erst 1989 entdeckt. Anfangs wurde ge-
glaubt, dass die vielen Lungeninfektionen nur eine Folge der CF-Erkrankung
sind, nicht jedoch dadurch bedingt werden. Nach und nach kamen neue Thera-
pien zur Verbesserung der Obstruktionen der Luftwege sowie der Behandlung
von Lungeninfektionen hinzu (Davis, 2006). Demnach ist der Vergleich der
Genotypen der SNPs in der Zusammenschau der durchschnittlichen Lungen-

funktion der alteren sowie jingeren CF-Patienten kritisch zu betrachten.

Auch der Ernahrungszustand der CF-Patienten variierte. Es kann nicht sicher
ausgeschlossen werden, dass der Ernahrungszustand nicht ebenfalls die Erre-

geranfalligkeit und Lungenfunktion beeinflusst.

Der Anteil an weiblichen und mannlichen Patienten war hingegen ausgeglichen.
Die haufigste CFTR-Mutation delF508 in der kaukasischen Bevdlkerung stellte
auch bei den CF-Patienten dieses Kollektivs den groten Anteil dar (siehe Kapi-
tel 2.1.1).

In zuklUnftigen Studien kénnte man -zur Minimierung der Patientenheterogeni-

tat- nur eine bestimmte Altersgruppe untersuchen, die in der Vergangenheit
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vergleichbare Diagnostiken und Therapien wahrnehmen konnten. Eine prospek-
tive Studienkonzeption mit standardisierten Probenentnahmen der Lungenerre-
ger fur eine longitudinale Datenanalyse kdnnte dartber hinaus zu einer Verbes-

serung der Vergleichbarkeit fuhren.

4.6 Ausblick

Wodurch die unterschiedliche Schwere der Lungenerkrankung bei CF-Patienten
beeinflusst wird, ist derzeit Bestandteil vieler Forschungen. Diese Arbeit kommt
zu dem Schluss, dass rs4077515 des Gens CARD9 mit dem Candida albicans
Befall in der Lunge assoziiert ist. Ein Zusammenhang zwischen P. aeruginosa,
Aspergillus fumigatus sowie der Lungenfunktion und den beiden untersuchten
SNPs konnte nicht gefunden werden. Genauso wenig wurde ein Zusammen-
hang zwischen rs3816515 des PTX3-Gens und Candida albicans erkannt. Bei
CF-Patienten entsprechen die Haufigkeiten der Genotypen der SNPs
rs4077515 des CARD9-Gens und rs3816515 des PTX3-Gens den Genotyphau-

figkeiten der Normalbevolkerung.

Falls der Lungenbefall durch Candida albicans einen entscheidenden Einfluss
auf die Lungenfunktion oder Exazerbationen und damit auch auf die Erkran-
kungsstarke bei CF-Patienten hat, kdnnte die Erkenntnis, dass Patienten mit
dem Genotyp GG des SNPs 4077515 des CARD9-Gens eine erhohte Anfallig-
keit gegeniiber Candida albicans besitzen, in neuen praventiven Uberlegungen
eine Rolle spielen. Es konnten bei GG-Tragern engmaschigere Kontrollen vor-
genommen werden, um schnell therapeutisch gegen den Erreger vorgehen zu

kdbnnen.

Offen geblieben ist, welche genaue Funktion die untersuchten SNPs im jeweili-
gen Protein spielen. Dies konnte weiterfuhrend untersucht werden. Interessant
ware hierbei, ob diese eine Auswirkung auf die Proteinkonzentration ihres Gens
haben. Des Weiteren kdnnte bei Makrophagen von CF-Patienten unterschied-
licher Genotypen des SNP rs4077515 des CARD9-Gens, in vitro die Konzentra-
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tion der ausgeschutteten Cytokine IL-6 oder TNFa nach Stimulation durch
Candida albicans untersucht werden.

Die weitere Forschung an modifizierenden Genen, welche die Entstehung der
Lungenerkrankung bei CF-Patienten beeinflussen ist unverzichtbar um die
Erkrankung Zystische Fibrose noch besser zu verstehen und aus diesen Er-

kenntnissen gewinnbringende Therapien entwickeln zu kdnnen.
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5. Zusammenfassung

Die Zystische Fibrose (CF) ist in der kaukasischen Bevolkerung die haufigste
genetisch bedingte Stoffwechselerkrankung. Sie betrifft viele Organe, vor allem
den Gastrointestinaltrakt und die Lunge. Die ursachliche Stdérung verursacht der
defekte Chloridkanal Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
(CFTR). Die verschiedenen Auspragungen der Erkrankung des Gastrointesti-
naltraktes, nicht jedoch der Lungenerkrankung, sind weitgehend auf Mutationen
im CFTR-Gen zurUckzufuhren. Um die vielen unbekannten Ursachen der CF-
Lungenerkrankung weiter zu erforschen, wurde in dieser Arbeit der Zusammen-
hang zwischen zwei SNPs von modifizierenden Genen und der Lungenfunktion
sowie dem Erregerbefall untersucht.

Die DNA von 528 CF-Patienten aus Deutschland und Osterreich wurde mittels
des Kits QIAamp DNA Mini Kit aus Vollblut extrahiert. Anhand der PCR, dem
Restriktionsenzymverdau und der Agarosegelelektrophorese wurden die Geno-
typen der SNPs rs4077515 des CARD9-Gens und rs3816527 des PTX3-Gens
ermittelt.

Bei CF-Patienten entsprechen die Haufigkeiten der Genotypen der SNPs
rs4077515 des CARD9-Gens und rs3816515 des PTX3-Gens den Genotyphau-
figkeiten der Normalbevolkerung.

Diese Arbeit legt nahe, dass die Genotypen des SNPs rs4077515 des Gens
CARD9 bei CF-Patienten den C. albicans Befall in der Lunge beeinflussen. Des
Weiteren konnte kein Zusammenhang zwischen P. aeruginosa, A. fumigatus
sowie der Lungenfunktion anhand von FEV1(mean) und dem Slope bei rs4977515
des CARD9-Gens bestatigt werden. Ferner konnte genauso wenig eine Beein-
flussung durch den SNP rs3816515 des PTX3-Gens und den Lungenerregern
P.aeruginosa, A. fumigatus und C. albicans bei CF-Patienten erkannt werden.
Auch die Lungenfunktion blieb durch die Genotypen von rs3816515 unbeein-
flusst.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde herausgefunden, dass eine Beeinflus-
sung durch die Genotypen eines SNPs des modifizierenden Genes CARD9 auf
den C. albicans Befall in der Lunge von CF-Patienten vorliegt. Diese Erkenntnis

kann als Ausgangspunkt fur weitere Studien dienen, die einen Zusammenhang

o7



zwischen dem Erregerbefall durch C. albicans und der Lungenfunktion untersu-
chen. Gegebenenfalls kdnnten praventive oder frihzeitige Therapien bei geno-
typisch anfalligeren CF-Patienten fur einen verbesserten Krankheitsverlauf

sorgen.
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