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1. Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit einen signifikanten Zusammenhang zwischen
einer Erh6hung proinflammatorischer Mediatoren im Sputum von CF-Patienten und einer
Infektion mit Pseudomonas aeruginosa (PA). Dieses Ergebnis bestatigt die Bedeutung einer
frihen und aggressiven antibiotischen PA-Eradikationstherapie fir neu besiedelte sowie
eine konsequente Suppressionstherapie chronisch infizierter Menschen mit zystischer Fibrose
(CF) zur Reduktion der pulmonalen Inflammation.

Die Ergebnisse dieser Dissertationsschrift verdeutlichen den relevanten Einfluss einer PA-
Infektion sowohl auf die Induktion eines Ungleichgewichtes zwischen neutrophiler Elastase
(NE) und Elafin, als auch auf die gesteigerte pulmonale Inflammation mittels einer vermehrten
Freisetzung von TGF-B1, einem Anstieg der Expression von IL-18 und IL-8 sowie einer
Aktivierung der NFkB-Signalkaskade. All diese Prozesse flihren somit zu einem Fortschreiten
der chronischen pulmonalen Inflammation und Fibrosierung im Rahmen der CF-

Lungenerkrankung (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Zusammenfassende schematische Darstellung des Einflusses einer
Pseudomonasinfektion auf den Kreislauf der chronischen Inflammation bei CF.

Die Identifizierung von hohen TGF-B:-Sputumspiegeln und der Elafin-Defizienz als
beglnstigende Faktoren des Inflammationsgeschens in der CF-Lunge er6ffnet somit neben
der etablierten antibiotischen PA-Eradikations- bzw. Suppressionstherapie neue

Therapieansétze. Die Reduktion der pulmonalen Inflammation mittels Hemmung der NE durch



Substitution von Elafin und die Inhibition von TGF-B: sind vielversprechende Ansatze und

stellen moglicherweise eine komplementére Erganzung zur sog. CFTR-Modulatortherapie dar.



2. Einleitung
2.1 Krankheitsbild der zystischen Fibrose

Das Krankheitsbild der zystischen Fibrose (auch Mukoviszidose, engl.: Cystic Fibrosis, CF) ist
die haufigste genetische Stoffwechselerkrankung der kaukasischen Bevdlkerung und weist in
Deutschland unter Neugeborenen eine Inzidenz von ca. 1:3300 auf (1, 2). Urséachlich fir diese
autosomal-rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung ist eine mutationsbedingte Bildungs-
bzw. Funktionsstérung eines epithelialen Chloridkanals, dem sogenannten Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator (CFTR). Beim Krankheitsbild der CF handelt es sich
um eine Multiorganerkrankung mit einer Vielzahl an Symptomen und Komplikationen. Klinisch
fuhrend ist vor allem die pulmonale Beteiligung (CF-Lungenerkrankung), die durch eine
chronische Inflammation und bronchiale Fibrosierung gekennzeichnet ist und mit einer
erhdhten Morbiditat und Mortalitat einhergeht (3). Symptomatisch fiihrt dies zu persistierenden
bakteriellen Infektionen mit Husten, Dyspnoe, Hamoptysen, Bronchiektasien bis hin zu einer
Lungenparenchymdestruktion mit respiratorischer Globalinsuffizienz. Weitere haufige
extrapulmonale Komorbiditaten umfassen eine exokrine Pankreasinsuffizienz mit Malnutrition
und Malabsorption, Leberfibrose, intestinale Obstruktionssyndrome, Entwicklung eines CF-
assoziierten Diabetes mellitus sowie eine kongenitale bilaterale Aplasie des Vas deferens
(CBAVD) bei mannlichen CF-Patienten (4).

2.2 Epidemiologische Grundlagen der zystischen Fibrose

Die Pravalenz von CF und das Spektrum von CFTR-Mutationen variiert deutlich zwischen
unterschiedlichen Ethnien und Regionen (5). Weltweit sind derzeit etwa 106.000 Menschen an
CF erkrankt, von denen der Grof3teil der kaukasischen Bevolkerungsgruppe zugeordnet
werden kann (6, 7). In Europa konnte 2017 eine Gesamtpatientenzahl von 50.902 ermittelt
werden (2). Im aktuellen deutschen CF-Register (Stand:2019) sind 6463 CF-Patienten
registriert und weisen ein medianes Lebensalter von 21 Jahren und einen mannlichen
Patientenanteil von 51,9% auf. Unter der kaukasischen Bevélkerungsgruppe mit einer
Heterozygotenfrequenz von 1:25 — 1:30 (8) ist eine Inzidenz von ca. 1:2500 Neugeborenen zu
erwarten (9). Durch Sensibilisierung der Arzteschaft in den letzten Jahrzehnten und das im
Oktober 2016 in der Bundesrepublik Deutschland flachendeckend eingeflihrte
Neugeborenenscreening auf zystische Fibrose konnte das mediane Alter bei Diagnosestellung
von 1995 bei 1,9 Jahren auf 0,50 Jahre im Jahr 2016 gesenkt werden (10,11). Somit wurden
im Vergleich zu 1995 (~40%) im Jahr 2016 bereits Giber 67% aller Neuerkrankungen innerhalb



der ersten 12 Lebensmonate diagnostiziert (10,11). Wahrend das aktuelle mittlere Sterbealter
34 Jahre betragt (12), ist mit der Entwicklung und Zulassung neuer CFTR-modulierender
Medikamente, sowie dem Trend zur friheren Diagnosestellung und somit Beginn einer friihen
symptomatischen Therapie von einem deutlichen Anstieg der Lebenserwartung auszugehen.
Im Jahr 2016 erreichten bereits Uber 50% aller deutschen CF-Patienten das 30. Lebensjahr
(20) und bei den nach 2000 geborenen CF-Erkrankten wird eine Lebenserwartung von tber
50 Jahren als realistisch eingestuft (13).

2.3 Genetische Grundlagen der zystischen Fibrose

Nach der Erstbeschreibung von 1936 als eigenes Krankheitsbild durch den Schweizer
Kinderarzt G. Fanconi (14), gelang 1989 der Nachweis des zugrundeliegenden Gendefektes
auf dem langen Arm des Chromosoms 7 (Position q31.2) (15). Dieses Gen kodiert fiir ein 1480
Aminosauren langes, cAMP-reguliertes Membranprotein, das dem CFTR-Kanal entspricht
(16).

Aktuell sind Gber 2100 verschiedene Mutationen bekannt (17, 18), welche sich anhand ihrer
Auswirkungen auf das CFTR-Gen in sechs unterschiedliche Klassen einteilen lassen
(Abbildung 2):

CFTR wird Fehlende CFTR-  Fehlfaltung bzw. CFTR erreicht Verminderte Reduzierte
gebildet und Bildung Bildungsstérung, die Leitfahigkeit Bildung/
erreicht CFTR erreicht Zelloberflache von CFTR vermehrter
funktionsfahig nicht die mit fehlender Abbau von CFTR
die Zelloberflache Funktions-
Zelloberflache fahigkeit

Beispiel- G542X F508del G551D R117H 3849+10kbC—>T
Mutation

Abbildung 2: Ubersicht der CFTR-Mutationsklassen mit Auflistung der zugrundeliegenden Defekte
und Beispielmutationen (modifiziert nach Boyle and de Boeck, 2013) (19).
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Abhangig von der Klasse der Mutationen ist die CFTR-Funktion in unterschiedlicher Intensitat
eingeschrankt oder bleibt véllig aus. Eine klassische CF liegt vor, wenn zwei sog. ,loss-of-
function®-Allele vorhanden sind (Klassen I-1ll). Hier kommt es durch die generalisierte Storung
des sekretorischen Epithels aller exokrinen Drisen im Rahmen der Erkrankung zu schweren
Sekundarverdnderungen an Lunge, Pankreas, Leber und Reproduktionstrakt. Liegt
mindestens ein Allel mit einer Mutation aus den Klassen IV bis VI vor, spricht man von einer
atypischen Mukoviszidose, da eine partielle Funktion von CFTR erhalten bleibt und die CF-
Patienten meist einen milderen Verlauf und eine langere Uberlebenszeit aufweisen (19-21).
Die F508del-Mutation ist mit Uber 80% die haufigste Mutation unter der europaischen
Bevolkerung (22) und geht mit dem Fehlen einer Phenylalaninséure in Position 508 des CFTR-
Proteins in Form einer Codon-Depletion einher (15). Es ist bekannt, dass geringe Anteile der
F508del-mutanten CFTR-Fraktion trotz zellularer Qualitdtskontrolle an die apikale
Epithelmembran gelangen (23), die eine Restfunktion von etwa 20% der normalen CFTR-
Proteine haben (22, 24). Somit vereint die F508del-Mutation sowohl Eigenschaften der Klasse
Il mit denen der Klassen Il und IV. Die strikte Klassifizierung der Mutationsklassen anhand
einzelner zugrunde liegender Defekte ist daher nur begrenzt méglich (25).

Dem CFTR-Genotyp kann phanotypisch eine gute Korrelation zum Schweregrad der exokrinen
Pankreasinsuffizienz und H6he der Schweil3chloridkonzentration zugeordnet werden.
Hinsichtlich der CF-Lungenerkrankung zeigt sich die CFTR-Genotyp-Phanotyp Korrelation
jedoch sehr variabel (26). Neben dem CFTR-Genotyp konnte in den letzten Jahren dariber
hinaus eine Vielzahl weiterer krankheitsmodifizierender Faktoren identifiziert werden (6). So
spielen auch modifizierende Gene und Umweltfaktoren eine bedeutende Rolle bei der

Entwicklung des klinischen Phanotyps von Menschen mit CF (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Klinischer Phéanotyp bei CF und Abhangigkeit von Genotyp, modifizierenden Genen

und Umweltfaktoren (6).
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2.4 Pathophysiologische Grundlagen der zystischen Fibrose

Als cAMP-regulierter Chloridkanal in der Zellmembran sekretorischer Epithelien ist CFTR Utber

den transepithelialen lonen- und Wasseraustauch fur ein umfangreiches Spektrum regulativer

Funktionen verantwortlich. Durch ein Fehlen oder eine Funktionsstérung des Chloridkanals

kommt es somit zu einer intrazellularen Akkumulation von Chlorid mit der Folge einer

vermehrten Resorption von Natrium und einem intrazellularen Wassereinstrom (27) (Abbildung

4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Auswirkung der CFTR-Dysfunktion auf den zellularen
Elektrolythaushalt und die luminale Hombostase.

Des Weiteren folgt durch den CFTR-Funktionsverlust eine verminderte negative Regulation
der epithelialen Natriumkanale (ENaC), wodurch der intrazellulare Natriumeinstrom verstarkt
wird (28). Intraluminal kommt es somit zu einem Wassermangel mit einer Viskositatszunahme
der luminalen Sekrete sowie zu einem Anstieg der epithelialen Potentialdifferenz (29). Sowohl
die veranderte Chloridkonzentration, als auch die Potentialdifferenzanderung werden im
Rahmen der CF-Diagnostik genutzt. So gilt neben dem Neugeborenenscreening weiterhin die
Pilocarpin-lontopherese (Schweil3test) mit erhohter Chloridkonzentration im Schweil3
zusammen mit der genetischen Untersuchung als Goldstandard der CF-Diagnostik. Bei
Schweildtestergebnissen im Graubereich und/oder fehlendem Nachweis zweier CF-
verursachenden Mutationen kann mittels Bestimmung der epithelialen Potentialdifferenzen
Uber die Nasenschleimhaut (nasale transepitheliale Potentialdifferenzmessung, NPD-
Messung) oder rektaler Schleimhautbiopsien (intestinal current measurements, ICM) eine
Evaluation der CFTR-Funktion erfolgen (30).

Klinisch manifestiert sich die Viskositatszunahme vor allem in einer konsekutiven Obstruktion
der Bronchien mit lokaler Entziindungsreaktion. Das Fortschreiten der Erkrankung fiihrt haufig
zu einer Chronifizierung der bronchialen Entziindung mit persistierenden bakteriellen

Infektionen und einer Fibrosierung des Lungenparenchyms als Folge (31).
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2.5 Charakteristik der pulmonalen Inflammation bei zystischer Fibrose

Der pulmonale Krankheitsverlauf bei zystischer Fibrose ist gekennzeichnet durch eine
Interaktion von Obstruktion, Infektion und chronischer, dysregulierter Inflammation der
Atemwege. Bereits postnatal und im friihen Kindesalter konnten strukturelle Veranderungen
der Atemwege, sowie pulmonale Inflammationsmarker als Korrelat einer frilhen pulmonalen
Schadigung nachgewiesen werden (32, 33). Die pulmonale Inflammation wird somit bereits
frihzeitig durch die dem Krankheitsbild zugrundeliegende CFTR-Dysfunktion und der damit
einhergehenden Abweichung von physiologischen Atemwegsverhaltnissen beglnstigt. Eine
SchlUsselrolle hinsichtlich der Aufrechterhaltung einer physiologischen Atemwegshomdostase
nimmt die Atemwegsoberflachenflissigkeit (engl. airway surface liquid, ASL) ein, die
funktionell neben der mukoziliaren Clearance von Pathogenen, auch eine Schutzbarriere vor
endo- und exogenen Toxinen darstellt (34). Durch die periziliare Absorption von Flissigkeit
(siehe 1.4) kommt es zu einer Viskositatszunahme der ASL, einer Anlagerung des Mukus an
die Glykokalix bronchialer Epithelzellen und folglich zu einer erschwerten mukozilidren
Clearance (35). Die Ansammlung der Atemwegsoberflachenflissigkeit beglnstigt somit
Infektionen mit Pathogenen wie z.B. Staphylokokkus aureus und Pseudomonas aeruginosa
und fdhrt zu einem Zustand der chronischen pulmonalen Inflammation mit fibrotischem
Remodeling und Destruktion des Lungenparenchyms als Folge (36). Der Hauptfokus von
bisherigen Forschungsarbeiten zur pulmonalen Entziindungsreaktion bei CF lag neben der
Untersuchung der gesteigerten Aktivierung der Inflammation, auch auf dem Verstandnis der
Mechanismen, die eine Reduktion der Inflammation bei CF verhindern. Genau diesen
Mechanismen wird zunehmend eine Schliisselrolle hinsichtlich des pulmonalen
Krankheitsverlauf bei CF zugeordnet (34). In den nachfolgenden Abschnitten werden die
Zusammenhange der wichtigsten inflammatorischen Signalkaskaden und Regulatoren bei CF

erlautert.

2.6 Schlusselregulatoren der pulmonalen Inflammation bei zystischer Fibrose

Die chronische pulmonale Inflammation bei CF ist charakterisiert durch eine von neutrophilen
Granulozyten dominierte Entziindungsreaktion. So betragt der Anteil in der pulmonalen
inflammatorischen Zellpopulation bei Gesunden 1%, bei CF-Erkrankten jedoch ca. 70% (36).
Eine Aktivierung der neutrophilen Granulozyten flhrt zu einer Freisetzung zahlreicher
proinflammatorischer Mediatoren wie Proteasen und reaktive Sauerstoffspezies und folglich
zu einer Verschiebung des Gleichgewichts von Proteasen und Antiproteasen (37) (Abbildung
5).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung zur Charakteristik der pulmonalen Inflammation bei CF.

Die wichtigste an der Lungenparenchymdestruktion bei CF beteiligte Protease ist die von
neutrophilen Granulozyten sezernierte neutrophile Elastase (NE). Es ist bekannt, dass die
hohe Konzentration an NE im Bronchialsekret von CF-Patienten sowohl Folge der vermehrten
Anzahl von neutrophilen Granulozyten, als auch einer erhdhten Sezernierungsrate ist (38, 39)
und langfristig zu einer zuséatzlichen Abschwéchung der mukoziliaren Clearance sowie
Zunahme des fibrotischen Umbaus der Atemwege fiihrt (40).

In gesunden Lungen wird das zellhomgostatische Gleichgewicht vor allem durch Antiproteasen
aufrechterhalten. Dadurch wird einer Gewebedestruktion durch UberschieRende
Proteaseaktivitat, wie sie bei CF-Patienten vorliegt, entgegengewirkt. Eine zentrale Bedeutung
fur ein ausgeglichenes Verhaltnis von Proteasen und Antiproteasen hat der Serin-Protease-
Inhibitor Elafin, der in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten exprimiert wird (41) und
unter anderem als NE-Inhibitor fungiert. Des Weiteren ist Elafin auch an der Inhibition der
proinflammatorischen Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of activated B-cells (NFkB)
Signalkaskade beteiligt, deren Mediatoren in CF-Zelllinien vermehrt exprimiert werden (42, 43)

und mafRgeblich an der chronischen Inflammation und Gewebsdestruktion beteiligt sind (44).
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NFkB selbst ist ein Transkriptionsfaktor, der neben immunologisch-regulativer Funktionen
auch an der Expression von Mediatoren der Zellproliferation und der Apoptose beteiligt ist (45,
46). Im Zusammenhang mit CF konnte auf zellularer Ebene gezeigt werden, dass die erhdhte
Aktivitat der NFkB-Signalkaskade mit einer vermehrten Expression von Interleukin-8 (IL-8)
assoziiert ist (47), die mal3geblich an der chemotaktischen Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten im Rahmen des Inflammationsprozesses der CF-Lungenerkrankung beteiligt ist
(44) und somit den Kreislauf der chronischen Inflammation bei CF weiter aktiviert. Ferner fuhrt
eine vermehrte Aktivierung der NFkB-Signalkaskade auch zu einer vermehrten Expression
proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin-1B (IL-1B) (48). Neben der proinflammatorischen
Wirkung von IL-1B als Induktor von Akute-Phase-Proteinen, aktiviert IL-1f3 selbst die NFkB-
Kaskade und stellt somit einen positiven FeedbackModulator der NFkB-Signaltransduktion dar
(48).

Neben der Neutrophilie, der erhdhten Elastaseaktivitat und der vermehrten Aktivierung der
NFkB-Kaskade wird der pulmonale Krankheitsverlauf auch endogen durch modifizierende
Gene (engl. modyfying genes) beeinflusst. Eines dieser modifizierenden Gene kodiert das
Zytokin Transforming Growth Factor-beta 1 (TGFB:1) welches entscheidend am Prozess der
pulmonalen Inflammation und Fibrosierung involviert ist (34). TGF-B1 kann eine Vielzahl
zellularer Funktionen zugeordnet werden und ist an Prozessen der Zellproliferation,
Zelldifferenzierung und Apoptose beteiligt (49). Fir eine ausgewogene Homdoostase in den
Lungen ist ein Gleichgewicht in der Konzentration von TGF-B;1 von zentraler Bedeutung. Es
konnte gezeigt werden, dass zu geringe Konzentrationen in der Embryogenese zu einer
abnormalen Lungenstruktur fihren und zu hohe Konzentrationen bei ausgereiften Lungen
durch eine vermehrte Synthese von Kollagen und Dysregulation der extrazellularen Matrix den

fibrotischen Umbau in der Lunge beglinstigen (50).

Im Zusammenhang mit CF konnte in Studien gezeigt werden, dass die TGF-B:Konzentration
im Sputum von CF-Patienten im Vergleich zu Gesunden erhdht ist (51) und high producer
genotypes mit einer beschleunigten Dysfunktion der Lunge bei CF assoziiert sind (52). Drumm
et al. konnte in einer grof3en Multicenterstudie Mutationen im TGF-B1-Gen (-509 und Codon-
10-CC-Polymorphismen) als wichtigstes modifizierendes Gen fur den pulmonalen Verlauf bei
CF identifizieren (53). Ferner wurde nachgewiesen, dass hohe TGF-B:-Spiegel in der CF-
Lunge zu einer Abnahme der ASL und der zilidren Schlagfrequenz fihren und mit einer
Abnahme der CFTR-Aktivitat, sowie mit einer Inhibition der Wirkung von CFTR-Modulatoren

in humanen Bronchialepithelzellen einhergehen (54, 55).

Die hohe neutrophile Aktivitat, das Ungleichgewicht zwischen Proteasen und ihren Inhibitoren,

sowie die u.a. durch modifizierende Gene induzierte Freisetzung proinflammatorischer und
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profibrotischer Mediatoren fiuhrt zu einer Vielzahl an pathogenen Effekten und sind in

Abbildung 4 zusammenfassend dargestellt.

2.7 Grundlagen zur Infektion mit Pseudomonas aerigunosa bei zystischer Fibrose

Durch das Fehlen oder die Dysfunktion des CFTR-Kanals und der damit assoziierten Abnahme
der mukozilidren Clearance werden pulmonale Infektionen bei CF begiinstigt und stellen einen
zentralen Risikofaktor fur das Fortschreiten der CF-Lungenerkrankung dar. Die
Keimbesiedlung der CF-Patienten ist je nach Altersklasse unterschiedlich, so sind im Kindes-
und Jugendalter vor allem Besiedlungen mit Staphylococcus aureus und Hemophilus
influencae fuihrend, ab dem Erwachsenenalter ist die chronische Besiedlung mit Pseudomonas
aeruginosa (PA) am haufigsten vorzufinden (12) (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Haufigkeiten von chronischen Lungeninfektionen bei Mukoviszidose-Patienten mit
mikrobiologischer Untersuchung aus dem deutschen Mukoviszidoseregister 2019 (12).

Die Infektion mit PA ist maRgeblich an dem Prozess der chronischen Inflammation bei CF
beteiligt und gilt als das wichtigste Pathogen fir den pulmonalen Krankheitsverlauf von CF-
Patienten (56). Mit einer Pravalenz von Uber 80% im Erwachsenenalter stellt die chronische
Infektion mit PA einen wesentlichen Risikofaktor fiir eine erhéhte Morbiditat und Mortalitat von
Patienten mit CF dar (57-59). So flhrt die chronische PA-Infektion Uber einen massiven
Anstieg von inflammatorischen Zellen wie polymorpher Leukozyten zu einer Aktivierung
proinflammatorischer Zytokinkaskaden und schlie3lich zu einer Zunahme der chronischen
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Inflammation der CF-Lunge (60). Wesentlich fur die Pathogenitdt von PA sind dessen
Virulanzfaktoren, zu denen u.a. Geil3eln, Fimbrien und Typ-IV-Pili zahlen, welche eine
Adhasion des Bakteriums an die Wirtszelle erméglichen (61). PA verflgt ferner Gber adaptive
Mechanismen in den Atemwegen, die trotz Abwehrreaktionen des Wirtes und regelmaliger
antibiotischer Therapie ein Uberleben mdglich machen. Durch die Fahigkeit des Wachstums
unter dem Schutz eines Biofilmes ist PA in der Lage, sich den inflammatorischen
Abwehrmechanismen zu entziehen sowie eine antibiotische Therapie zu tolerieren

(62). Neben der Mukostase in der CF-Lunge scheint auch das Fehlen des CFTR-Kanals selbst
einen Einfluss auf die Anfalligkeit fur PA-Infektionen zu haben. So konnte durch Luan et al. im
Schweinemodell eine CFTR-abhangige Sekretion der ASL nachgewiesen werden, die bei
Fehlen des CFTR-Kanals ausbleibt und somit die natirliche Schutzbarriere vor endo- und

exogenen Toxinen abschwacht (63).

Hinsichtlich der Auswirkung einer chronischen PA-Infektion auf den Krankheitsverlauf von CF-
Patienten konnte bereits im friihen Kindesalter in unterschiedlichen Studien ein deutlicher
Zusammenhang zwischen PA-Infektion und Verschlechterung des Klinischen Phanotyps
nachgewiesen werden. So zeigte sich eine deutliche Korrelation zwischen einer chronischen
PA-Infektion und einer progressiven Verschlechterung der Lungenfunktion als auch einer
signifikanten Gewichtsabnahme (64, 65). Ferner wiesen Patienten mit chronischer PA-
Infektion eine 2,6-fach erhdhte 8-Jahresmortalitat auf (65). Wahrend eine chronische PA-
Infektion somit ein relevanter Risikofaktor fur einen progressiven Krankheitsverlauf bei CF ist,
sind viele der mechanistischen Zusammenhénge bislang unklar und Gegenstand aktueller
Studien.

2.8 Bedeutung von Sputum-Biomarkern bei zystischer Fibrose

Im Rahmen der Verlaufsdiagnostik bei chronischen Erkrankungen ist die regelméRige
Reevaluation von verfligbaren klinischen Parametern ein zentraler Bestandteil und hat sich bei
zahlreichen Krankheitsbildern als Standarddiagnostik etabliert. Im klinischen Alltag stellen die
standardisierte mikrobiologische Erregerdiagnostik, die Lungenfunktionsdiagnostik (wie z.B.
Spirometrie, Bodyplethysmographie, multipebreath-wash-out (MBW)), sowie die Bestimmung
von Inflammationsparameter im Serum die Grundlagen des Verlaufsmonitorings von CF-
Patienten dar. Mit dem steigenden Lebensalter und der verbesserten Lebenserwartung
aufgrund der immer friher einsetzenden symptomatischen und teilweise auch kausalen
Therapie, hat die Erforschung neuer sensitiver Parameter zur Verlaufsbeurteilung bei CF in

den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen. Hierzu gehéren sogenannte
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Biomarker, biologische Merkmale, die definitionsgemar objektiv messbar und beurteilbar sein
sollen und als Indikator von physiologischen oder pathologischen Prozessen sowie als
moglicher Verlaufsparameter pharmakologischer Therapien interpretiert werden kdnnen (66).

Das Monitoring der pulmonalen Inflammation ist fur die Indikationsstellung einer
therapeutischen Intervention bei CF von zentraler Bedeutung und stellt vor allem bei chronisch
PA-Infizierten eine besondere Herausforderung dar. Neben den etablierten Parametern sind
weitere zuverlassige systemische Inflammationsmarker zur Beurteilung des pulmonalen
Inflammationsgeschehens wiinschenswert. Aufgrund der Unspezifitat des C-reaktiven
Proteins (CrP) vor allem bei chronisch PA-infizierten CF-Patienten hat sich die zusatzliche
Bestimmung von PA- Antikdrpern gegen alkalische Protease, Elastase und Exotoxin A von PA
zur Beurteilung des Infektionsverlaufs etabliert (67). Aufgrund der limitierten Aussagekraft von
systemischen Serummarkern hinsichtlich der lokalen pulmonalen Inflammation, kommt der
Untersuchung von inflammatorischen Mediatoren im Sputum eine besondere Bedeutung zu.
Bislang wurde vor allem die NE in zahlreichen klinischen CF-Studien in der bronchoalveolaren
Lavage (BAL) und im Sputum von CF-Patienten untersucht (68). So ist eine hohe NE-Aktivitat
in der BAL von CF-Patienten mit einem vermehrten Auftreten von Bronchiektasien, einem
schlechteren Ansprechen der antibiotischen Therapie bei pulmonaler Exazerbation, sowie
einer Verschlechterung der Lungenfunktion assoziiert (69, 70). Ferner geht eine
eingeschrankte Lungenfunktion mit einer erhdhten Konzentration von Interleukin-13 und

Interleukin-8 sowie einer erhéhten Anzahl an Neutrophilen einher (71).

2.9 Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Die gesteigerte Expression von neutrophilen Granulozyten, das Ungleichgewicht zwischen
Proteasen und ihren Inhibitoren sowie die u.a. durch modifizierende Gene induzierte
Freisetzung proinflammatorischer und profibrotischer Mediatoren sind maf3geblich an dem

Prozess der pulmonalen Inflammtion bei CF beteiligt.

Zuverlassige Biomarker im Sputum von CF-Patienten zur Uberwachung der pulmonalen
Inflammation und des Krankheitsverlaufs der CF-Lungenerkrankung gewinnen zunehmend an
Bedeutung. Wahrend PA-Infektionen mit einer Verschlechterung des klinischen Outcomes und
einer erhOhten Mortalitat verbunden sind, ist die Vielfalt und das Zusammenspiel der im

Rahmen der pulmonalen Inflammation involvierten Mediatoren bislang wenig verstanden.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, den Zusammenhang und Einfluss von PA-Infektion

auf das Gleichgewicht von Proteasen und Antiproteasen, auf die inflammatorische
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Zytokinausschuttung, auf TGF-R1 als genetic modifier und den NFkB-Signalweg im Sputum

von CF-Patienten zu untersuchen.
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Abstracy]

Research guestion Pulmonary disease progression in patients with cystic fibrosis (CF) is characterised by
mflammation and fibrosis and aggravated by Pseudomonas agruginosa (Pa). We investigated the impact of
Pa specifically on: 1) protease/antiprotease balance; 2) inflammation; and 3) the link of both parameters to
clinical parameters of CF patients.

Methods Transforming growth factor-8; (TGF-B,), interleukin (IL)-1pB, IL-8, neutrophil elastase (NE) and
elastase inhibitor elafin were measured (ELISA assays). and gene expression of the NF-B pathway was
assessed (reverse transcriptase PCR) in the sputum of 60 CF patients with a minimum age of 5 years.
Spirometry was assessed according to American Thoracic Society guidelines.

Results Our results demonstrated the following: 1) NE was markedly creased in Pa-positive sputum,
whereas elafin was significantly decreased; 2) increased IL-1B/IL-8 levels were associated with both Pa
infection and reduced forced expiratory volume in 1 s, and sputum TGF-B, was elevated in Pa-infected CF
patients and linked to an impaired lung function; and 3) gene expression of NF-kB signalling components was
increased in sputum of Pa-infected patients, and these findings were positively correlated with IL-8.
Conclusion Our study links Pa infection to an imbalance of NE and NE inhibitor elafin and increased
iflammatory mediators. Moreover, our data demonstrate an association between high TGF-8, sputum levels
and a progress in chronic lung inflammation and pulmonary fibrosis in CF. Controlling the excessiveairway
inflammation by inhibition of NE and TGF-8, might be promising therapeutic strategies in futureCF
therapy and a possible complement to cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)
modulators.

Introduction

Cystic fibrosis (CF) 1s the most common lethal autosomal recessive disease, caused by mutations and
subsequent absence/dysfunction of the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR). While
CF affects multiple organs, the majority of life-limiting sequelae are related to progressive lung disease
caused by bronchial inflammation, bacterial infection and lung matrix rgmadelling resulting in continuous
decline of lung function [1]. Pseudomonas aeruginosa (Pa) is one of the most prevalent microorganisms in
CF, chronically infecting the lungs of 50—-60% of adult CF patients already early in life [2-4]. Persistence
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of Pa over years substantially contributes to rapid progression of lung disease and higher mortality and
morbidity in CF patients [3, 6]. While Pa infection has been widely regognised as an adverse pulmonary
outcome parameter, the mechanisms and potential biomarkers linking Pa to these devastating lung changes
over time remain elusive.

Pa infection aggravates CF-related lung disease by adversely affecting the impaired mucociliary. clearance
and increasing influx of inflammatory cells. These pathophysiological changes result in a release ofcytokines,
growth factors and proteases, ultimately leading to a protease/antiprotease imbalance [7-9]. Various clinical
and experimental studies have shown that protease activity is mechanistically mportant m CF-related lung
matrix remedelling [10. 11]. In particular, neutrophil elastase (NE). released by activated neutrophils, the
most prominent mflammatory cell type, is one of the main proteases inducing structural lung damage in CF
by impairing muceciliary. clearance and mediating proinflammatory activity by degrading elastic fibrgs [10-
16]. Recent studies in CF confirmed a strong association between high NE activity in bronchoalveolar lavage
(BAL) fluid and the onset and progression of structural abnommalities including early bronchiectasis and
future lung function decline as well as reduced treatment response in pulmonary exacerbations [17, 18]. There
1s only one study, carried out in a limited number of CF patients, gnalysing NE and elafin concentrations in
sputum which provides evidence that elafin is cleaved by its cognate enzyme NE [19].

There is a growing body of evidence that mflammatory pathways in CF are also extensively influenced by
genetic modifiers, notable amongst these being transforming growth factor-B. (TGF-B:). TGF-f: is not
only a key regulator of bronchial inflammation, pulmonary fibrosis [20] and cell proliferation and cell
differentiation [21], but has also been shown to inhibit CFTR expression [22]. Moreover, matrix remadslling
and local hypoxia as a result of increased mucus deposition [23, 24] promote the release of proinflammatory
cytokines, such as interleukin (IL)-1B, and activation of inflammatory pathways [11].

Reliable sputum biomarkers for therapeutic monitoring and/or predicting the clinical course of CF are gaining
importance. While Pa has been shown to be closely related to the clinical outcome and survival of CF patients
[25, 26], the variety and coherences of involved mﬂammatorv mediators are poorly understood, and most
studies have a limited number of patients. Therefore, we inv estizated the linkbetween Pa infection and the
protease/antiprotease imbalance, inflammatory cytokines, TGF-| B: as a2 genetic modifier and the NF-kB

signalling pathway in sputum inflammatory cells.

Material and methods

Study population

We mvestigated 60 patients with a confirmed diagnosis of CF according to the consensus guidelines of the
Cystic Fibrosis Foundation [27]. Further inclusion criteria for this study were a minimum age of 3 years
and the capability to produce and expectorate sputum. Patients with current pulmonal exacerbation or acute
respiratory infection were excluded. Based on the Leeds criteria, Pa infection in our cohort is defined by
three positive cultures over 12 months with at least a 1-month interval between the samples. Patients who
underwent successful Pa eradication (three negative cultures in a row with at least a 1-month interval between
the samples) were considered negative. All CF patients infected with Pa were being treated with cycled
inhaled antibiotics.

Ethics, consent and permissions

Human guidelines of good clinical practice and the declaration of Helsinki (1964) and Edinburgh (2000)
were followed in the conduct of the trial. Ethical approval was obtained from the Medical Ethical Committee
of the University Hospital Cologne (approval number 12-168). All parents and all patientsolder than 8
years of age provided written informed consent.

Sputum analysis

Sputum was induced by inhalation of hypertonic saline during a routine physiotherapist session at regular
outpatient visits. Sputum processing was performed according to the standard operating procedure of the
TDN (Therapeutic Drug Development Network, USA). Sputum was processed within 1 h of collection and
sputum plugs segregated from possible saliva. The sputum samples were diluted in 9:1 (weight to volume)
phosphate-buffered salme (D-PBS), filtered through 100 pm and 40 um mesh, and centrifuged for 10 min
at 260%g at 6°C. Supematants were stored at -80°C for further analysis; cell suspensions were concentrated
by cytespin (1x10° cells-mL-") and stored at -20°C.

Elastase and elafin concentrations in sputum were determined by specific ELISA assays (EnzChek Elastase
Assay Kit, Molecular Probes Europe, Leiden, Netherlands; Elafin/Skalp Human ELISA-kit, ahcam.
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Cambridge, UK). Proinflammatory cytokine concentrations in the sputum were assessed by using a human
inflammatory cytokine ELISA-kit (BD Cytometric Bead Array Humane Inflammatory Cytokine Kit, San
Jose, CA, USA). TGF-B, levels in sputum of all patients were determined using the TGF-specific ELISA-
lat (Quantiki-neELISA Human TGF-,. R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). All assays and kits were
performed according to the manufacturer's protocol.

The different measurements of our sputum analysis have been done in succession with priorities given to
the measurement of TGF-,, IL-1p and IL-8. For some patients the amount of sputum sample was madequate
to assess the levels of all the Inflammatory mediators explored in this study: hence, the number of investigated
samples varied among different measurements.

RNA isclation and quantitative reverse transcriptase PCR

Total RNA was isolated using Trizol reagent (Invitrogen, Paisley, Scotland, UK), and quantitative reverse
transcriptase PCR. was performed using the 7500 Real-time PCR. system (Applied Biosystem, Foster City,
CA, USA) [28]. The relative amount of the specific mRNA was nonmalised to B-actin. Primers were designed
using Primer Express Software v3.0.1 (Thermo Fisher Scientific. Waltham, MA, USA); primer pairs are
listed in supplementary table S1.

Spirometry

i ic measurements were assessed prior to any study intervention according to the American Thoracic
Society guidelines [29] by the use of Master Screen Body (Jagger, Heidelberg, Germany) and SenfrySuite™
version 2.19 software (Carefusion. Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). For all spromefric
measurements the Global Lung Function Initiative's reference equations were used (GLI-2012). Maximum
values of forced expiratory volume in 1 s (FEV) % predicted were used for analysis, defined as FEV,% of
the patient divided by the average FEV,% in the population for any person of similar age, sex and body
composition.

Statistical analysis

Collected data in the text are reported as megan=sp, To compare datasets from two subgroups, we used an
unpaired t-test for independent samples when the frequency distribution was normal, or the Mann—Whitney
U-test when the distribution was not normal. Cytokine levels were correlated by Pearson or Spearman
correlation depending on their distribution. The strength of correlation is defined depending on the
correlation coefficient r (1=0.3—-0.5=weak, r=0.5-0.7=moderate, r=0.7=strong). A p-value <0.05 was
considered as statistically significant; statistical analysis was performed using Prism 7 software package
(GraphPad 7, San Diego, CA, USA). All results were correlated to age, body mass index (BMI), FEV, values
and status of Pa infection by using Pearson or Spearman correlation depending on their distribution.

Results

Clinicai data of study population

A cohort of 60 CF patients was recruited based on our inclusion and exclusion criteria. As demonstrated in
table 1, the meanEsp age was 21.2=12.2 years; 51.9% were male; 41 patients were Pa-negative (68.3%)
whereas 19 patients were infected with Pa (31.7%). The FEV, values were reduced in the subgroup of Pa-
positive (59.5=25.0% pred) in comparison to Pa-negative patients (79.8£22.7% pred), as well as in the
subgroup of patients aged 18 years and older (63.8+23.8% prgd). The average BMI of our cohort was
192 kg'm~. Regarding age, BMI, sex and CFTR mutation, we detected no significant relation to the
measured inflammatory mediators.

Increased NE and reduced elafin concentration in soluble CF sputum in Pa-positive CF patients

To determine if poor clinical outcome of Pa-gglonised CF patients is linked to an imbalance of NE and its
mhibitor elafin, we assessed both markers in soluble CF sputum. Concentrations of NE were significantly
higher in Pa-positive CF sputa when compared with Pa-negative sputa (211.2£31.9 ng-mL-* versus
359.1265.8 ng-mL-', p<0.05) (figure 1a). Elafin is primarily expressed by bronchial epithelial cells and
mhibits NE. We found that elafin concentration was significantly lower in sputa of Pz-positive CF patients
in comparison to sputa of Pa-negative patients (16 311=2184 pg-mL-' versus 69752943 pg-mL-', p<0.001)
(figure 1b), suggesting a NE/elafin imbalance in Pa-positive CF himgs, fayouring elastic fibres degradation
and fibrotic matrix remodelling.

Sputum IL-1§ and IL-8 are linked to decline of lung function in in Pa-positive CF patients

To link Pa golonisation to the release of proinflammatory cytokines, IL-1@ and IL-8 were determined n CF
sputum samples. We detected a significant increase of IL-1B (+249.4%, p<0.001) and IL-8 concentrations
(+218.4%, p=0.0001) in sputum of Pa-positive CF patients (IL-1B: 1278=314 versus 3187=407 pg-mL-';
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TABLE 1 Demographics of study popuiation

Clinical parameters Means=e orn (%)
Age years 21.2%122
=18 years 25 (41.7)
>18 years 35(58.3)
Female 29 (48.3)
Male 31(51.7)
Pseudomonss seruginosa infection 19 (31.6)
FEV: % 73.42251
Pa infected 59.5225.0
Pa negative 79.83227
<18 years 86.8320.7
»18 years 63.8223.8
CFTR mutations
F508del homozygous 32(53.3)
F508del heterozygous 21(35.0)
Other mutations 7(11.7)

FEV;: forced expiratory volume in 1 s; CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator.

IL-8: 2804=463 versus 6124=483 pg-mL-") (figure 2). Sputum IL-1§ and IL-8 concentrations were >3-fold
and 1.8-fold, respectively, higher in patients with FEV, <80% when compared to patients with FEV, =80%
(IL-1B: FEV,; 280% versus FEV, <80%: 902+£226 pg-mL-' versus 2869+416 pg-mL-', p<0.0001; IL-8:
FEV =80% versus FEV, <80%: 2811=553 pg-mL-' versus 5021+548 pg-mL-*, p<0.01) (figure 3). Finally,
we determined a strong positive correlation between IL-1P and IL-8 levels in our cohort of Pa-positive and
Pa-negative CF patients (=0.7645; p<0.0001) (figure 4).

Linking concentrations of TGF-b1 o clinical parameters and inflammatory cylokines in sputum of CF
pafients

Since TGF-B, has been identified as a genetic modifier for CF lung disease, we assessed TGF-B,
concentrations in sputa of CF patients with or without Pa colonisation, High sputum TGF-$; was intimately
linked to both Pa colonisation and to lower FEV values at the timepoint of sample collection. Specifically,
sputum TGF-B was significantly higher in Pa-positive CF patients compared to Pa-negative CF patients (Pa-
negative: 84.5+11.7 pg-mL-', Pa-positive: 173.8224.0 pg-mL-', p=<0.001) (figure 52). Sputum TGF-B, levels
were significantly higher in CF patients with reduced FEV, values <80% pred than in patients with FEV,
values >80% pred (FEV, »80%: 85.7+14.2 pg-mL-', FEV, <80%: 139.7=18.9 pg-mL-', p=<0.05)
(figure 3b). Moreover, we tested the correlation between TGF-B, and the proinflammatory cytokines.
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FIGURE | Assessment of 2) neufrophil elastase (NE) concentrations (ng-mL"') and ©) elafin concentrations
wg;mL") in spufum of cystic fibrosis (CF) patients, related to Pseudomonss infection: P. seruginosa-negative
CF patients (n=32} and P. seruginosa-positive CF patients (n=16). Data presented as median and inferquartile
range; Mann—Whitney U-test performed. **: p<0.01; ***: p<0.001.
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FIGURE 2 ) Interleukin (IL)-8 and b) IL-1B concentrations (pg-mL") in sputum of cystic fibrosis (CF) pafients, related
o Pseudomonss infection: P. seruginosa-negative CF patients (n=34) and P. serugincsa-positive CF patients
{n=18). Data presented as median and interquartile range; Mann-Whitney U-fest performed.

22 p<0.0001.
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FIGURE 3 a) Interleukin (IL}-18 and b) IL-8 concentrations (,m;mL") related to forced expiratory volume in 1 s
{FEV:) values: elevated IL-1B and IL-3 levels were detecled in cystic fibrosis (CF) patients with FEV, <80% (n=27)
compared to CF patients with FEV, values »80% (n=25). Data presented as median and interquartile range;
Mann-Whitney U-test performed. **: p<0.01; ****: p<0.0001.
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FIGURE 4, Pearsan correlation between interieukin (IL)-1B and IL-8 concentrations (pg-mL—") in sputum of cystic
fibrosis patients (n=52). A positive correlation beiween IL-18 and IL-3 levels was detected (r=0.763; ****: p<0.0001).
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FIGURE 3, Assessment of sputum fransforming growth factor-B; {TGF-B:) concentrations (pg-mL—") in cystic fibrosis
patients by specific TGF-; ELISA. Correlation fo 5 Pseudomonas aeruginoss colopisalion (P. seruginoss-negalive:
n=33; P. aeruginosa-posifive: n=17) and b forced expiratory volume in 1 s (FEV;) % predicted (FEV; »80%: n=23;
FEV, <80%: n=27). Data presented as median and interquartile range; Mann-Whitney U-test performed. *: p<0.05;
22 n<0.0001.

Indeed, both IL-18 and IL-8 showed a significant positive correlation to TGF-: levels in sputum (IL-18:
r=0.707; p<0.0001; IL-8: r=0.670; p<0.0001) (figure 6a and b).

Expression of the NF-§8. siqualling cascade in sputum celis of CF patients is regulated by Pa

The above results linking Pa to increased inflammatory cytokines and higher concentrations of TGF-f; in
lungs of CF patients led us to the question whether the expression of inflammatory signalling pathways in
sputum cells is differentially regulated by Pa colonisation in CF lungs. To this end, we measured gene
expression of mediators of the NF-§B, signalling cascade and detected a significant increase m mRNA of
IKKa, IL-6, p50 and p65 in sputum samples of patients with Pa infection (figure 7). Furthermore, we found
a significant positive weak correlation between high IL-8 levels in sputum and the gene expressionof p30
(=0.402; p=0.01) and p65 (r=0.356; p=0.05) as markers of the NF-§B signalling cascade (figure 8).

Discussion

The present study shows that the reduction of lung finction in Pa-positive CF lungs is intimately linked to
an imbalance of proteases (sputum NE) and antiprofeases (sputum elafin). and increased concentrations of
sputum TGF-B, and proinflammatory cytokines (IL-18, IL-8), which might adversely affect the
mflammation and remodelling of CF lungs. An activation of NF-§B signalling in sputum cells, presumably
neutrophils, might be triggering these processes.

Infections with Pg in CF patients are associated with significantly poorer outcomes [30]. While improvement
of life expectancy has been mainly attributed to an early and aggressive treatment of Pa

LT

e

FIGURE & Spearman correlation between concentrations of sputum fransforming growth factor-B¢ (TGF-§)
m-mL-‘) and proinflammatory cytokines interieukin {IL)-16 and IL-8 in cystic fibrosis patients (n=50). Positive
correlations between a) IL-18 and TGF-§; levels (r=0.707; ****: p<0.0001) and b} IL-& and TGF-§; levels {r=0.670;
*22 0<0.0001).
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FIGURE 7 Gene expression of NF-§B, signalling cascade mediators in cystic fibrosis sputum celis of 43 patients:
pS0, p6S, IKKa and interleukin (IL)-6 levels were determined by quantitative reverse transcriptase PCR.
Significantly elevated mRNA expression of mediators of the NF-gB sionaling, cascade: a) IKKa, b IL-6, ¢} p50
and d) p65. Data presented as median and interquartile range; Mann-Whitney U-test performed. P. seruginosa:
Pseudomonas aeruginosa. *: p<0.05; **: p<0.01.

infections [31], the imitial underlying processes triggering a persistent inflammation and leading to lung injury
and destruction remain elusive. Several studies have investigated proinflammatory markers in sputum of CF
patients [16, 32], but only a few reports addressed the impact of Pa cglonisation on disease progression in
CF [25, 26]. In our present study, correlation of inflammatory sputum markers with clinical parameters
showed that cglonisation with Pa was not only significantly related to higher inflammatory sputum markers,
but also to reduced lung function. Specifically, we found that Pa is linked to higher concentrations of IL-1B
and IL-8, which in tum were strongly comrelated with increased sputum TGF-B,. Both inflammatory
cytokines IL-1fB and IL-8 as well as TGF-B; induce inflammation and lung matrix remodellng favouring
fibrosis, thereby contributing to irreversible structural lung changes and reduced
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FIGURE & Spearman correlations between level of interleukin (IL}-8 and quanfifative mRNA expression of p50
and p65. Significant positive correlations between IL-3 levels and quantity of mRNA expression of the NF-5B
signalling proteins 2) pS0 (r=0.402; **: p<0.01) and b) p65 (r=0.356; * p<0.05).
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lung fimction [21]. Moreover, inflammatory markers have been identified as risk factors for lung function
decline in CF or other chronic lung diseases independent of Pa [33].

Pa elicits massive neutrophil influx in part by release of pyocyanin [34] and modulates neutrophilic myeloid-
derived suppressor cells (MDSCs) in CF lungs [35]. Here, we show a marked activation of gene expression
of NF-§B signalling i inflammatory sputum cells of Pa-colonised CF patients, suggesting an activation of
mflammatory cells, presumably neutrophils, promoting thereby the release of inflammatory cytokines and
matrix-remodelling proteases. In parallel, ncreased sputum NE, a biomarker for monitoring CFlung disease,
was significantly related to Pa. Elevated activity of NE 1s associated with bronchiectasis in CF [36],1s predictive
of future lung function decline [16] and is related to treatment response in pulmonaryexacerbations [20].
Furthermore, recent studies in CF demonstrated a strong association between high NE activity m BAL fluid
and the onset and progression of structural abnormalities including early bronchiectasis [18]. Previous in
vitro experiments confirm this notion by demonstrating an inhibitory effectof inhaled anti-Pseudomonas
antibiotic treatment on the activity of NE [37], indicating thereby an activatingeffect on NE by Pa. This
enzyme is pivotal to lung damage because it releases growth factors, e.g. TGF-B., and degrades elastic fibres,
Elastin fibre breakdown products are highly proinflammatory, promoting the recruitment of activated
mflammatory cells [38]. Increased release of NE by recruited lung neutrophils and elastin peptide fragments
are related to chronic lung diseases, such as pulmonary arterial hypertension [39] or pulmonary fibrosis [40].

Inhibition of elastase by lung endogenous elafin, which is primarily produced in bronchial epithelial cells,
mitigates lung destructive processes [41, 42]. Measurement of elafin in our cohort showed a marked decrease
of elafin in CF lungs ¢glonised with Pa, suggesting a suppressive effect of Pa on elafin expression in vivo.
Interestingly, Guvoref al. [19] demonstrated that elafin is protelyfically cleaved by its cognate enzyme NE
m BAL fluid of CF patients infected with Pa. The confirmed elafin deficiency as seen in our cohort might be
the result of an impaired bronchial epithelial cell homeostasis in Pa-positive lungs. Our present findings
indicate a relevant imbalance of proteases and antiproteases in CF lungs. While elafin deficiency in CF lungs
with Pa may relate to increased NE, other functions of elafin need to be considered. For example, prior studies
demonstrated a marked inhibitory effect of elafin on NF-KB and TGF-B, activation in the lung [16, 42]. Thus,
deficient release of elafin may promote activation of NF-KB and TGF-: signalling and aggravate lung injury

by triggering inflammatory response and lung matrix remodslling. respectively.

Pa and lung inflammation are important in the clinical course of CF [25, 26]. The present study shows a
marked increased expression of components of the NF-gB pathway in sputum cells and elevated
concentrations of sputum IL-18 and IL-8. These findings were supported by in vitro experiments showing
that exposure of CF bronchial epithelial IB3-1 cells or CF nasal epithelial cells to Pa upregulates the gene
expression of IL-1, IL-8 or NF-KRB activity [43]. Altematively, the lack of inhibitory effect of elafin on NF-
KB ;ngguwgoould in part underly the activation of inflammatory NF-KB signalling and thereby enhance the
expression of IL-18 and IL-8 [16] Additionally, excessive NE as a result of elafin deficiency could promote
IL-8 expression, neutrophil recruitment and a self-perpetuating cycle of neutrophil-mediatedinflammation
[11]. Interestingly. Carsanivoet al. [44] demonstrated that stimulation of Pa-exposed CF nasal epithelial cells
with IL-18 mcreased IL-8 expression. This strong link between IL-1§ and IL-8 may explain the cormrelation
of both cytokines in our cohort.

The intimate link between IL-1B/IL-8 and reduced lung function (lower FEV, values) does not only
emphasise the important functional role of Pa in the clinical course of CF, but also the additional need for
pharmacological approaches targeting specific inflammatory mediators. Initial investigations using IL-1B
receptor inhibitor (Anakinra) demonstrated an amelioration of the inflammasome-dependent inflammation
in human CF-mutated bronchial epithelial cells [43]. Previous studies demonstrated that IL-8 serves as first
line of host defence against invading microorganisms [46] and as a potent chemoattractant for neutrophils.
Moreover, NF-§B-mediated IL-8 and IL-1B chemokine secretion and neutrophil influx are prominent early
in CF disease progression [47]. Our study identifies Pa colonisation as a possible aggravator for both
activation of NF-kB-signalling and related increase of IL-1p and IL-8.

TGF-8, is a pleiotropic growth factor, involved mn the regulation of cell differentiation and survival,
inflammatory response and fibrotic processes of chronic lung diseases [19]. Furthermore, recent studies
identified TGF-B, as an important genetic modifier in the lung pathobiology of CF. For example, inhibition
of CFTR expression has been shown to be one mechanism by which TGF-8, modulates pathomechanisms
in CF. However, it remains unclear if the changes in proteases/antiproteases and the increase of inflammatory
cytokines in Pa-positive spufum samples are linked to impaired pucogiliaxy. clearance, or if
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FIGURE ¢ Simplified presentation of the vicious circle of chronic inflammation in cystic fibrosis (CF) as a result of
high neutrophilic activity, disruption of the homeostatic protease/antiprotease balance and microbial infection
with P. aeruginoss in the CF lung causing chronic inflammatory lung disease and pulmonary fibrosis. NE:
neutrophil elastase; TGF-B;: transforming growth factor-8:; IL: interleukin.

an elevation in active TGF-R, aggravates these processes and therefore serves as a potential biomarker. Qur
results demonstrate a correlation between high sputum TGF-8, in CF patients and the degree of pulmonary
mflammation, as well as an association to Pa golonisation and lower FEV, values. These findings indicate
the possible role of TGF-B: as a sputum biomarker for disease progression in CF.

This study has some limitations. It is well known that longer duration of Pa cglonisation is associated with
CF lung disease progression [48], but our study did not evaluate the duration of Pa colonisation regarding
measured mediators. Moreover, for some patients the amount of sputum sample was inadequate to assess the
levels of all the inflammatory mediators explored in this study, and lack of associations between potential
confounders may be related to the smaller sample size for some of the inflammatory mediators In addition,
mvestigating the influence of an inhibition of elafin and TGF-B, on the inflammatory response in the CF
lung would be of interest. Therefore, further cell culture studies are needed and are planned byour working
group for the future.

In conclusion, our results demonstrate a significant association between high inflammatory sputum mediators
and Pa infection and confirm the importance of an early eradication therapy for newly colonised patients as
well as an aggressive chronic treatment of Pa jn already chronically infected CF patients. Our findings also
demonstrate the important impact of Pa infection on NE/elafin imbalance and hypsrinflamamation by the
release of TGF-B, and increase of IL-1B/IL-8 as well as NF-KB activity, all ultimately resulting in progress
of chronic inflammatory lung disease and pulmonary fibrosis (figure 9). Reducing the excessive airway
inflammation by inhibition of NE and TGF-§3; might be a promising therapeutic strategy in future CF therapy
and a promising complement to CFTR modulators.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit erfolgte die Bestimmung von proinflammatorischen
Mediatoren im Sputum von CF-Patienten und deren Korrelation zum inflammatorischen und
klinischen Phanotyp. Es konnte in einer reprasentativen Kohorte gezeigt werden, dass die
Expression der untersuchten proinflammatorischen Mediatoren im Sputum sowohl eine
Assoziation zum Pseudomonasstatus als auch zur Lungenfunktion der CF-Patienten
aufweisen. Die vorliegende Studie konnte somit erstmals nachweisen, dass eine Infektion mit
PA nicht nur mit einem Ungleichgewicht zwischen Proteasen (NE) und deren Inhibitoren
(Elafin), sowie einer vermehrten Expression proinflammatorischer Zytokine (IL-1p3, IL-8) und
erhdhter Expression von TGF-B1 im Sputum einhergeht, sondern auch klinisch mit einer
eingeschrankten Lungenfunktion Kkorreliert. Weiterfihrend konnte durch diese Studie
dargestellt werden, dass eine pulmonale PA-Infektion mit einer Aktivierung der NFkB-
Signalkaskade assoziiert ist und somit die Interaktion zwischen PA und NFkB — Signalweg ein

maoglicher weiterer Trigger der chronischen pulmonalen Inflammation bei CF ist.

Die Ergebnisse unterstreichen daher die zentrale Bedeutung der PA-Infektion fir die
pulmonale Inflammation bei CF und zeigen auf, welchen wichtigen Stellenwert die frihzeitige
Eradikation einer PA-Infektion fir den Krankheitsverlauf der CF-Lungenerkrankung hat.

In groRen Multizenterstudien konnte bereits gezeigt werden, dass Infektionen mit PA mit einer
deutlichen Verschlechterung des klinischen Phanotyps und einer erhdhten Mortalitéat
einhergehen (65, 74, 75). Wahrend die Umsetzung einer frGhen und aggressiven PA-
Eradikationstherapie ein wesentlicher Grund fir die gestiegene Lebenserwartung in den
letzten zwei Dekaden ist, sind zahlreiche zugrundeliegende mechanistische Zusammenhange
zwischen der persistierenden Inflammationsreaktion und der daraus folgenden Destruktion des

Lungengewebes im Rahmen der CF-Lungenerkrankung nicht verstanden.

Einige Studien untersuchten zwar bereits proinflammatorische Marker im Sputum von CF-
Patienten (39, 71), allerdings gibt es bislang nur wenige Publikationen, die den

Einfluss der PA-Infektion auf die pulmonale Inflammation bei CF untersuchten (76). So konnten
Malhotra et al. mittels Untersuchung proinflammatorischer Zytokine in der BAL von 14 CF-
Patienten zeigen, dass mukoide PA-Spezies im Vergleich zu nichtmukoiden PA-Spezies mit

einer vermehrten Expression von proinflammatorischen Zytokinen einhergehen.

In den folgenden Abschnitten werden die in der Originalpublikation aufgefiihrten Ergebnisse

diskutiert.
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4.1 Zusammensetzung des Patientenkollektivs

Zur Uberpriifung der Reprasentativitat des untersuchten Patientenkollektivs wurden die
demographischen Daten unserer Kohorte mit den Daten des deutschen Mukoviszidoseregister
verglichen (12). Hinsichtlich der Altersverteilung, der Geschlechterverteilung, der
Lungenfunktion, der PA-Infektion sowie der Mutationsklassen konnte eine grolRe
Ubereinstimmung mit den Daten des im Jahr 2019 6463 Patienten umfassenden Registers

erzielt werden. Damit lag der Studie ein reprasentatives CF-Patientenkollektiv zugrunde.

4.2 Zusammenhang von PA-Infektion und Gleichgewicht von Proteasen und
Antiproteasen im Sputum von CF-Patienten

Die pulmonale Inflammation und Fibrosierung bei CF ist gekennzeichnet durch eine vermehrte
Expression von Proteasen und eine dadurch induzierte erhdhte proteolytische Aktivitat. NE gilt
als die wichtigste Protease fiir den Prozess der pulmonalen Inflammation in der CF-Lunge und
als ein moglicher Biomarker zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs der CF-
Lungenerkrankung. Eine erhéhte NE-Aktivitat ist assoziiert mit dem vermehrten Auftreten von
Bronchiektasen (77), einer Verschlechterung der Lungenfunktion (71) sowie einer Abnahme
der Wirksamkeit antibiotischer Therapien bei pulmonalen Exazerbationen (78). Ferner wiesen
Sly et al. einen Zusammenhang von hoher NE-Aktivitdat in der BAL und einer frihen
Entwicklung struktureller Auffalligkeiten des Lungenparenchyms nach (77).

Hinsichtlich des Einflusses von PA auf die Expression und Aktivitdt der NE belegten in-vitro
Experimente, dass inhalative und PA-sensitive Antibiotika einen inhibitorischen Effekt auf die
NE-Aktivitat haben (78). Diese Ergebnisse lassen somit eine stimulierende Wirkung von PA
auf die NE-Aktivitdt vermuten. Die vermehrte Expression von NE geht mit einer vermehrten
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie z.B. TGF-R; und einem vermehrten Abbau
elastischer Fasern einher und fiihrt konsekutiv zu einer weiteren Aktivierung proentzindlicher
Prozesse und einer Stimulierung inflammatorischer Zellen (79). Die vermehrte Freisetzung von
NE durch neutrophile Granulozyten und Elastinfragmente im Rahmen des gesteigerten
protealytischen Abbaus von elastischen Fasern ist auch bei anderen chronischen
Lungenerkrankungen wie der pulmonalen Hypertonie (80) oder der nicht CF-assoziierten

Bronchiektasien pathognomonisch (81).
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Wichtigster Inhibitor einer Uberschiellienden NE-Aktivitat ist Elafin, ein neutrophiler Serin-
Protease-Inhibitor der primar in bronchialen Epithelzellen produziert wird und als bedeutender
Gegenspieler der NE zur Aufrechterhaltung der Homoostase zwischen proteolytischer und
antiproteolytischer Aktivitaten in der Lunge fungiert (82, 83). In vivo konnte Elafin hauptséchlich
unter inflammatorischen Bedingungen detektiert werden, hinweisend dass die
Elafinexpression induzierbar ist (84). So zeigten unterschiedliche Studien bereits, dass die
Elafinexpression durch proinflammatorische Stimuli wie Lipopolysaccharide (85) oder IL-13
(86) hochreguliert werden kann. Ungeklart sind jedoch die zugrundeliegenden
Zusammenhange zwischen Elafin und der pulmonalen Inflammation bei CF, dartber hinaus

gibt es bislang keine Studien aus einem grol3eren CF-Kollektiv.

Die Bestimmung der Elafinkonzentration im Sputum unserer Kohorte zeigte eine deutlich
verminderte Konzentration im Sputum PA-positiver CF-Patienten, hindeutend auf einen bisher
unbekannten suppressiven Effekt von PA auf die Elafinexpression in vivo. Guyot et al. konnten
in diesem Zusammenhang nachweisen, dass Elafin durch die NE selbst proteolytisch im
Sputum von CF-Patienten abgebaut wird (84). Die erhdhte NE-Konzentration im Sputum von
PA-positiven Patienten ist somit eine mogliche Begrindung fur die Elafin-Defizienz in der PA-
positiven Subgruppe. Weiterfihrend scheint PA daher nicht nur wie aus Vorstudien bekannt
die NE-Expression und -Aktivitat zu Dbeeinflussen, sondern auch eine Stérung des
Gleichgewichts zwischen NE und Elafin zu begulnstigen.

Neben dem inhibitorischen Effekt auf die NE hat Elafin jedoch auch weitere wichtige zellulare
Funktionen. So ist bekannt, dass Elafin ebenfalls eine inhibitorische Wirkung auf die NFkB-
Signalkaskade hat, sowie die Aktivierung von TGF-B; in Lungen hemmt (39, 83). Die Elafin-
Defizienz scheint somit auch ein begunstigender Faktor fir die vermehrte Induktion der NFkB-
Signalkaskade und die gesteigerte TGF-B: vermittelte Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine im Sputum PA-positiver Patienten zu sein und stellt folglich einen méglichen Trigger
der pulmonalen Inflammation bei CF dar. Weitere Untersuchungen hinsichtlich der funktionalen
Rolle von Elafin in der pulmonalen Inflammation scheinen besonders vor dem Hintergrund
einer moglichen therapeutischen Substitution sinnvoll. So ist beispielhaft die subkutane
Injektion von Elafin zur Behandlung des pulmonalen arteriellen Hypertonus bereits Tell

klinischer Studien.
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4.3 Korrelation von PA-Infektion und der Freisetzung proinflammatorischer

Zytokine im Sputum von CF-Patienten

Die Infektion mit PA stellt als Trigger der pulmonalen Inflammation einen bekannten
Risikofaktor fir einen progressive Krankheitsverlauf bei CF dar (65, 87). Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit stellten eine signifikant gesteigerte Expression von Komponenten der
NFkB-Signalkaskade sowie erhdhte Konzentrationen der proinflammatorisch wirksamen
Interleukine (IL-1B/IL-8) im Sputum von PA-positiven CF-Patienten heraus. Unsere Studie
bestérkt somit die durch in vitro Experimenten belegte Expressionserhéhung von IL-183, IL-8
und gesteigerte NFkB-Aktivitat in epithelialen IB3-1 Zellreihen und epithelialen nasalen CF-
Zellen nach PA-Infektion (88). Darliber hinaus konnte in vorangegangenen Studien bereits im
frihen Krankheitsverlauf eine gesteigerte NFkB-vermittelte Sekretion von IL-1 und IL-8 sowie

eine Zunahme des Einstroms neutrophiler Granulozyten nachgewiesen werden (89).

Es ist zudem belegt, dass nicht nur eine PA-Infektion selbst, sondern dariiber hinaus auch der
fehlende, bzw. reduzierte inhibitorische Effekt des NE-Inhibitors Elafin auf die NFkB-
Signalkaskade ein mdglicher Ausloser der verstarkten IL-13 und IL-8 Expression ist (39). Ferner
zeigen experimentelle Studien von Twigg et al., dass eine gesteigerte NE-Expression eine
erhohte IL-8 Expression induziert und es folglich zu einer Aktivierung  einer durch

neutrophile Granuloyzten vermittelten Inflammationsreaktion kommt (40).

Die Auswertung unserer Daten konnte darliber hinaus eine Assoziation zwischen
Sputumkonzentrationen von IL-1p/IL-8 und dem Kklinischen Phanotyp der CF-Patienten
nachweisen. So korrelierten erhéhte Konzentrationen von IL-1B und IL-8 mit einer
eingeschrankten Lungenfunktion. Dieser Zusammenhang unterstreicht nicht nur die Bedeutung
der PA-Infektion auf den klinischen Krankheitsverlauf, sondern auch die Mdoglichkeit und
Notwendigkeit zur Untersuchung neuer therapeutische Ansétze hinsichtlich der Reduktion einer
Uberschiel3enden Inflammation. In ersten Untersuchungsansatzen zur Hemmung von IL-1f3
mittels IL-1B-Rezeptor-Antagonist (Anakinra) konnte bereits eine Verbesserung der
Inflammasom-vermittelten  Entzindungsreaktion in  humanen CF-Bronchialepithelzellen
nachgewiesen werden (90). Diese vielversprechenden Ergebnisse waren schlie3lich Anstol3 zu

einer aktuell durchgefuhrten klinischen Phase 2 Studie (91).

Neben der Korrelation zwischen der Sputumkonzentration von IL-13 und IL-8 und dem
klinischen Phanotyp, zeigte sich in unserer Datenauswertung auch eine starke positive

Korrelation zwischen beiden Interleukinen untereinander. Carrabino et al. belegten anhand
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vorheriger Untersuchungen, dass PA exponierte nasale CF-Epithelzellen nach IL-1B-
Stimulation mit einem deutlichen Anstieg der IL-8-Expression reagieren (92).
Dies stellt somit einen moéglichen Erklarungsansatz fir die starke Korrelation beider Zytokine

in unserer Kohorte dar.

Unsere Studie konnte sowohl eine Assoziation zwischen der Infektion mit PA und einer
vermehrter Genexpression von Mediatoren der NFkB-Signalkaskade, als auch mit einer
gesteigerten Expression von den proinflammatorisch wirksamen Zytokinen IL-1B und IL-8

nachweisen.

4.4 Korrelation von PA und TGF-R;-Sputumkonzentration

Im Rahmen unserer Studie gelang erstmals der Nachweis einer Assoziation zwischen PA-
Besiedlung und hoher TGF-R;-Konzentration im Sputum von CF-Patienten. Eine Aussage, ob
die Besiedlung mit PA jedoch urséchlich fur die Konzentrationserhfhung ist oder die
chronische Inflammationsreaktion mit erhthten TGF-R:-Sputumspiegeln die Besiedlung
begulnstigt, lasst sich anhand unserer Daten nicht abschlieRend beurteilen. Dennoch legen
unterschiedliche Studien nahe, dass PA eine Aktivierung der TGF-3;-Signalkaskade induziert
und somit zu einer vermehrten Expression von TGF-R; flhrt. So konnten Yang et al. zeigen,
dass in gesunden Bronchialepithelzellen das PA-Flaggelin die Erhéhung der TGF-Ri-
Expression vermittelt (93). Ferner deuten aktuelle Untersuchungen darauf hin, dass PA Uber
die Freisetzung eines Proteins (PA3611) eine vermehrte TGF-[3;-Sekretion verursacht (94).
Eine unmittelbare Interaktion zwischen PA und Induktion von TGF-3; in den Lungen von CF-

Patienten gilt daher als wahrscheinlich.

4.5 Korrelation von TGF-R;-Sputumkonzentration zum klinischen und
inflammatorischen Phanotyp

Neben der CFTR-Mutation selbst, wird der Krankheitsverlauf bei CF auch mafgeblich von
modifizierenden Genen und Wachstumsfaktoren beeinflusst (6). Insbesondere dem
pleiotropen Zytokin TGF-B: wird im Zusammenhang der CF-Lungenerkrankung eine
besondere Bedeutung zugesprochen. So ist TGF-1 sowohl an der Regulation der

Zelldifferenzierung und Apoptose, als auch an der Inflammationsantwort und Fibrosierung von

chronischen Lungenerkrankungen beteiligt (49).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde erstmals in einem gro3en CF-Kollektiv die TGF-B1-
Konzentrationen im Sputum bestimmt und mit dem klinischen und inflammatorischen Phanotyp

korreliert. Wir konnten zeigen, dass eine erhdohte TGFB:-Sputumkonzentration nicht nur
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klinisch mit einer PA-Infektion und einer eingeschrankten Lungenfunktion assoziiert ist,
sondern auch mit dem Ausmal der pulmonalen Inflammation korreliert. So stellte sich dartiber
hinaus eine deutliche positive Korrelation zwischen TGF-B:-Konzentration und Expression der
proinflammatorischen Zytokine IL-18 und IL-8 heraus, hinweisend auf eine relevante

modulierende Wirkung von TGF-3, im Prozess der pulmonalen Inflammation bei CF.

Eine mdgliche Rolle von TGF-B; als Sputumbiomarker zur Verlaufsbeurteilung der pulmonalen

Inflammation bei CF ist somit denkbar.

Ebenso wird dem Einfluss von TGF-B1 als genetic modifier im Zusammenhang
pathobiologischer Vorgadnge der CF-Lungenerkrankung eine besondere Bedeutung
zugesprochen. So konnte beispielsweise belegt werden, dass TGF-, Uber eine Inhibition der
CFTR-Expression in primaren humanen Bronchialepithelzellen von NonCF-Individuen den
Mechanismus der CFTR-Biogenese moduliert (55). Ferner wurde im Tiermodell demonstriert,
dass TGF-B: die inflammatorischen Prozesse in der Lunge von Influenza A-infizierten CFTR-
heterozygoten Mausen durch eine gesteigerte Expression von IL-6 und Alveolarmakrophagen
moduliert (95).

Im Zusammenhang mit der pulmonalen Inflammation bei CF gibt es bisher nur vereinzelte
Publikationen mit kleinen Kohorten, die den Einfluss von TGF-B1 auf den inflammatorischen
und klinischen Phanotyp untersucht haben. Die Korrelation von TGF- B1- Konzentrationen (im
Plasma) und klinischen Parametern sind in der Literatur bisher uneinheitlich beschreiben; die
Aussagekraft ist somit eingeschrankt. So konnten Schwarz et al. in einer Subgruppe von
Patienten mit stark eingeschrankter Lungenfunktion (FEV1 in % < 40) erhdhte TGF-B:-Spiegel
im Vergleich zur Kontrollgruppe im Plasma nachweisen (96), wohingegen eine zweite Studie
mit einem Patientenkollektiv von 24 CF-Patienten (Genotyp: F508del homozygot) keine
Korrelation zwischen der TGF-Bi1-Plasmakonzentration und klinischen Parametern detektierte
(97). Studien, in denen TGF-B:-Spiegel in der BAL von Kindern und Jugendlichen bestimmt
wurden, konnten eine Assoziation von erhdhten TGF- [BiKonzentrationen mit einer
eingeschrankten funktionellen Residualkapazitat (FRC) in der Lungenfunktion (98) sowie mit
pulmonalen Exazerbationen (99) nachweisen. Eickmeier et al. untersuchten erstmals TGF-f3:-
Konzentrationen im Sputum von CF-Patienten und gesunden Kontrollen und wiesen neben
einer erhohten TGF- BiKonzentration in der Gruppe der CF-Patienten auch eine positive
Korrelation zu den proinflammatorischen Zytokinen IL-8 und Tumor Nekrose Faktor a (TNFa)
nach (97). In Zusammenschau unserer eigenen Ergebnisse und den Vorarbeiten anderer
Arbeitsgruppen ist aufgrund der deutlichen Korrelation von TGF-f: und proinflammatorischen
Mediatoren eine wesentliche Beteiligung der TGF-BiSignalkaskade an der pulmonalen

Inflammation bei CF sehr wahrscheinlich.
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Aufgrund der Verflugbarkeit von TGF-B:-Inhibitoren, die fur andere Indikationen wie die
idiopathische Lungenfibrose bereits therapeutischer Standard sind (Pirfenidon®), ist die
zuklnftige, vertiefende Untersuchung zum Verstandnis des Einflusses von TGF-B: auf das
Inflammationsgeschehen bei CF ein vielversprechendes Forschungsgebiet. Ferner konnte im
Zellkulturmodell bereits gezeigt werden, dass hohe TGF-B:Konzentrationen, wie sie in der CF-
Lunge vorliegen, die Wirksamkeit von neuen CFTR-Modulatoren abschwachen (58). Eine
Inhibition von TGF-f; stellt somit eine interessante therapeutische Option dar - nicht nur zur
Eindammung der pulmonalen

Inflammation, sondern auch zur Steigerung der Wirksamkeit von sog. CFTR-Modulatoren.

3.6 Limitationen der Studie

Diese Studie weist trotz vieler relevanter Ergebnisse auch einige Limitationen auf. Sowohl aus
humanen, als auch murinen Studien ist bekannt, dass die Dauer der chronischen PA Infektion
sich auf das Inflammationsgeschehen der CF-Lunge auswirkt (100, 101). Die vorliegende
Arbeit hat jedoch keine Differenzierung hinsichtlich der Infektionsdauer mit PA vorgenommen,
sondern nur den aktuellen PA-Status zum Zeitpunkt der Probenentnahme bertlicksichtigt.
Ferner ist die Sputummenge interindividuell sehr unterschiedlich gewesen, so dass nicht alle
durchgefuhrten Messungen mit der gleichen Probenanzahl erfolgen konnte. Fir die weitere
Einordnung des Einflusses einer Substitution von Elafin bzw. einer Inhibition von TGF@: auf
die inflammatorische Antwort in der CF-Lunge wéren vertiefende Zellkulturversuche hilfreich
und werden aufbauend auf den vorliegenden Ergebnissen in Zukunft durch unsere

Arbeitsgruppe durchgefuhrt.
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