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1. Einleitung

1.1.Grundlagen der Mukoviszidose

1.1.1. Definition

Die Mukoviszidose oder Zystische Fibrose (engl. ,cystic fibrosis“, CF) beruht auf einer Stérung des
sekretorischen Epithels aller exokrinen Driisen. Sie wird autosomal-rezessiv vererbt und ist mit einer
Pravalenz von 1:620 bis 1:90.000 die haufigste angeborene Stoffwechselerkrankung im Kindesalter.
Sie beruht auf Mutationen im ,Cystic-Fibrosis-Transmembrane-Conductance-Regulator‘-(CFTR)-Gen.
Dies fuhrt zur fehlerhaften bzw. fehlenden Funktion des durch das CFTR-Gen kodierten Chloridkanals
mit der Folge eines gestdrten Wasser- und Salztransportes. Dadurch sezernieren die Drisen ein was-
serarmes, hochviskdses Sekret, welches aus den Driisen nicht abflieRen kann, diese verstopft und
eine Entzindung hervorruft. Die Folge sind schwere Sekundarveranderungen an Lunge, Pankreas,

Darm, Leber, Gallenwegen und dem Reproduktionstrakt 32

Nach einer ersten Erwahnung der ,salzig schmeckenden Kinder im 17. Jahrhundert erfolgte zu Be-
ginn des 20. Jahrhundert die Definition der Mukoviszidose vorwiegend durch Fanconi und Anderson.
Quinton postulierte 1983 als Basisdefekt eine intrazellulare Chloridsekretionsstérung 2. 1985 wurde
das CF-Gen auf dem langen Arm des Chromosom 7 entdeckt ">**® und 1989 durch Riordan, Tsui,

Collins in der Position 7931 lokalisiert 2.

1.1.2. Atiologie - Pathophysiologie - Pathogenese

1.1.2.1. Genetik

Das 230 Kilobasenpaare umfassende CFTR-Gen kodiert ein cAMP-reguliertes epitheliales Transport-
protein, welches den transmembrandsen Chloridionenflull reguliert. Bislang sind Gber 900 Mutationen
auf dem CFTR-Gen bekannt. Die in Mittel- und Nordeuropa mit circa 75% am haufigsten zu findende

Mutation ist a-F508, bei der in der Position 508 die Kodierung fur die Aminosaure Phenylalanin fehlt.

Die unterschiedlichen Mutationen des CFTR-Gens kdnnen dazu fuhren, dass das CFTR-Protein fehlt,
falsch positioniert ist oder eine funktionsuntiichtige Struktur aufweist. Welsh et al. teilten 1993 die
CFTR-Mutationen entsprechend der betroffenen Schritte der Proteinsynthese in sechs Mutationsklas-
sen ein '%;

Klasse I: Die CFTR-Proteinsynthese fehlt oder ist gestort.

Klasse II: Die Reifung und der Transport des CFTR-Proteins in der Zelle sind gestort.

Klasse IlI: Die Regulation des CFTR-lonenkanals ist defekt.

Klasse IV: Stérungen in der lonenleitfahigkeit des Kanals liegen vor.

Klasse V: Stérungen in Wechselwirkungen mit anderen Proteinen.

Klasse VI: Verminderte Konzentration an CFTR.
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1.1.2.2. Pathophysiologie

Die pathophysiologischen Vorgange der Mukoviszidose sind an den Schweil3driisen am besten unter-
sucht. Dort wird nach Stimulation der Schweildriisen zwar cAMP als der notwendige intrazellulare
Botenstoff gebildet, es wird aber kein Schweill sezerniert. Die luminalen Sekrete dicken ein und verle-
gen die Ausfiihrungsgange. Weiterhin wird das im Ausfiihrungsgang vorhandene NaCl, welches nor-
malerweise langs des elektrochemischen Gradienten resorbiert wird, nicht wieder in die Zelle aufge-
nommen. Der Uberwiegend transzelluldre Chloridtransport tragt zur transepithelialen Leitfahigkeit bei.
Da die CF-Ausfiihrungsgange mangels funktionsfahigem CFTR fur Chloridionen nur wenig oder gar
nicht permeabel sind, haben sie nur geringe Leitfahigkeit. Dementsprechend kénnen die Natriumionen

nicht resorbiert werden und die NaCl-Konzentration im Endschweil} steigt an.

Auf die Pathophysiologie der Lungenerkrankung bei Patienten mit CF und den méglichen Einfluss des

CFTR-Gendefektes auf die pulmonalen Vorgange wird weiter unten genauer eingegangen.

1.1.2.3. Diagnose:

In der Mehrzahl der Falle fuhrt die pulmonale Symptomatik zur Diagnosestellung. Bestatigt werden
kann das Vorliegen einer Mukoviszidose durch die quantitative Bestimmung der Elektrolyte im
Schweiltest nach Gibson und Cooke. Eine ausreichende Menge Schweily wird mit Hilfe der Pilocar-
pin-lontophorese gewonnen. Eine Chloridkonzentration Gber 80 mmol/L (normal: 5-55 mmol/L) und

eine Natriumkonzentration Gber 70 mmol/L (normal:5-55 mmol/L) ist pathognomonisch fur CF.

1.1.2.4. Prognose

Das mittlere Alter der 1999 neu diagnostizierten Patienten lag bei 1,2 Jahren 108

. Die Lebenserwartung
der Patienten mit CF hat sich in den letzten 10-15 Jahren deutlich verbessert. 85% der Patienten mit
CF erreichen die Pubertat und durch Therapieverbesserungen in den letzten Jahren auch immer hau-
figer das Erwachsenenalter. Die mittlere Uberlebenszeit betragt ungefahr 30 Jahre. Patienten mit CF
mit vorwiegend pulmonaler Manifestation haben eine wesentlich schlechtere Prognose als Patienten

mit CF mit vorwiegend intestinaler Manifestation 242,

1.1.3. Organmanifestationen

Hauptmanifestationsorte der Mukoviszidose sind der Respirationstrakt und der Gastrointestinaltrakt.

1.1.3.1. Pankreas

Eine Pankreasbeteiligung findet sich bei fast allen Patienten mit CF. Auch im Pankreas scheint das
Fehlen des CFTR-Proteins in den Pankreasgangen infolge einer reduzierten Wassersekretion fir die
Prazipitation der Proteine und die Verstopfung der Ductuli und Azini verantwortlich zu sein. Daher
kénnen die Pankreasenzyme den Darm nicht erreichen, was sowohl zu einer Autodigestion der DrU-
sen mit symptomatischer Pankreatitis, als auch zu Verdauungsstérungen infolge einer mangelnden

Neutralisation der Magensaure fuhrt.
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1.1.3.2. Magen-Darm-Trakt

Im Darm fihrt die verminderte Chloridsekretion ebenfalls zu einer sekundaren Wasserretention. Die-
ser Vorgang ist vermutlich die Ursache fiir die Eindickung des Darminhaltes, das Auftreten eines Me-
koniumileus bei 10-15% der Neugeborenen mit CF und fiir das Auftreten des Intestinalen Obstrukti-

onssyndroms (DIOS).

1.1.3.3. Leber

Das Fehlen eines funktionierenden CFTR-Proteins, das in der Leber auf den Epithelzellen der Gallen-
gange lokalisiert ist, fihrt zu einer histologisch sichtbaren Gallenwegsobstruktion > mit konsekutiver
bilidrer Zirrhose, sowie Osophagusvarizenblutungen und Hypersplenismus. Eine erhdhte Lithogenitéat
der Galle, hervorgerufen durch veranderte Sekrete in der Gallenblase wird diskutiert, da eine erhdhte

Pravalenz an Gallensteinen bei Patienten mit CF festgestellt wurde *.

1.1.3.4. Weitere Organmanifestationen
Eine Vielzahl weiterer Organmanifestationen wurden im Zusammenhang mit Mukoviszidose beschrie-

ben. Eine Auswahl soll hier beispielhaft erwahnt werden:

e Schweilldriisen: Bei Patienten mit CF ist aufgrund des CFTR-Defektes die Chloridkonzentration
im Schweis um das 5-fache erhoht 2. Klinisch zeigen die Patienten eine erhdhte Hitzeempfind-
lichkeit

o Nasennebenhdhlen: Im Vordergrund steht eine chronische Pansinusitis. Eine chronische nasale
Polyposis kann das erste Symptom einer Mukoviszidose sein.

e Cervix uteri: Der Wassergehalt des Zervikalschleims ist reduziert und steigt in der Zyklusmitte
nicht an. Dies kdnnte eine Erklarung fur die Fertilitatsstorung der weiblichen Patienten mit CF
sein, da dieser Vorgang der Erleichterung der Penetration der Spermien zum Zeitpunkt der Ovula-
tion dient .

e Vas deferens: Die Mehrzahl der mannlichen Patienten mit CF leidet unter einer Azoospermie in-
folge eines angeborenen bilateralen Fehlens des Vas deferens (CBAVD) 8

o Als seltene Komplikationen wurden bei CF unter anderem eine Myokardfibrose, Arthropathien und

eine IgA-Nephropathie, vermutlich infolge einer Immunkomplex-Krankheit beobachtet 141181,

Auf die Einzelheiten der pulmonalen Manifestation der Mukoviszidose wird im nachsten Abschnitt

gesondert eingegangen.
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Basisdefekt am Chlo-

ridkanal

Schweill mit hohem Salzgehalt

Hochviskose Sekrete

Gallengangs- Neonatale
verlegung intestinale
Obstruktion
Ductus- Obstruktions-
deferens- symptome
obliteration
Pankreas- Gestorte
gang- mukoziliare
obstruktion Clearance
v v v v \
Salzverlust- Gallsteine Azoospermie,| | Maldigestion, [ | Chronische Distale Mekonium-
syndrom bei Leberzirrhose Fertilitats- Gedeih- Pneumonie, intestinale ileus
Fieber / Hitze storung storungen, Respira- Obstruktion
Diabetes torische (DIOS)
mellitus Insuffizienz

Abb 1.1 Ubersicht (iber die wichtigsten Organmanifestationen bei Mukoviszidose
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1.2. Die pulmonale Manifestation der Mukoviszidose

Die Lungenbeteiligung bei Mukoviszidose ist fir den Verlauf und die Prognose der Erkrankung ent-

scheidend und die haufigste Todesursache . Die Krankheit manifestiert sich typischerweise durch

Husten, bronchiale Obstruktion, Tachypnoe
Pathogenese der Lungenverdnderungen bei CF | ynd rezidivierende Pneumonien. Verande-

T O e rungen wie ein vergrolRerter Thoraxdurch-

messer oder Trommelschlagelfinger kdnnen

+ frihzeitig auftreten. Bei Verschlechterung
Defektes/fehlendes CFTR zeigen sich eine beschleunigte Atmung, ein
+ raues Atemgerausch oder auch lokalisierte

Veranderungen an der Oberfiachs Rasselgerausche. Starker, krampfartiger

G5 e A Husten mit Auswurf, Einziehungen, ausge-

+ pragte Thoraxdeformitaten, stindige Ras-

CI' -Sekretion
Na® -Absorption 1

+ Kyphoskoliose und eine Belastungshypoxie

selgerdusche, Giemen und Brummen, eine

Voo e Gl T e, sind Zeichen des fortschreitenden Schwere-

einstrom in die Zellen grads. Akute Exazerbationen manifestieren
+ sich durch eine Zunahme und/oder eine
ELEE R L Verfarbung von Sputum, durch subfebrile
+ oder febrile Temperaturen, Gewichtsverlust,

Bakterielle Infektion mangelnde Belastbarkeit oder Abgeschla-

genheit. Eine massive Produktion von gri-

+ nem, mehrschichtigen bronchiektatischen
Entziindung Sputums ist haufig. Im Spatstadium der Er-
+ krankung treten Belastungs- und Ruhehypo-
Gewebsschiden xie, Tachykardie, Zyanose und Hyperkapnie

mit den Begleiterscheinungen Kopfschmer-

+ zen, Thoraxschmerzen und Orthopnoe hin-
Bronchiektasenbildung

zu. Typische Komplikationen bei langem

+ Krankheitsverlauf sind Pneumothoraces,

Resplratorische Insuffizienz Hamoptysen, Atelektasen und eine allergi-

sche bronchopulmonale Aspergillose .

Abb. 1.2 Schema der Pathogenese der Lungenveranderung bei

Mukoviszidose
Die weiterfihrende Diagnostik zeigt folgende
Auffalligkeiten: Bereits Sauglinge mit CF weisen bodyplethysmographisch Zeichen einer Uberbléhung
auf. Friheste pathologische Veranderungen werden durch die Erhéhung der Ratio des Residualvolu-
mens und der Totalkapazitdt (RV/TLC) angezeigt. Die Messung der Fluss-Volumen-Kurve in der Lun-
genfunktion ist charakterisiert durch einen verminderten expiratorischen Flow bei 25-75% der Vitalka-

pazitat (MEF,s/MEF75). Erst bei Progression der Erkrankung sind Einschrankungen der 1-Sekunden-
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Ausatmungskapazitat (FEV,) oder der forcierten Vitalkapazitat messbar. Die Lungenfunktion fallt pro
Jahr um mehrere Prozentpunkte bezogen auf die Norm. In der Bronchiallavage (BAL) ergeben sich
entziindliche Veranderungen mit oder ohne bakterielle Besiedlung und im Thorax-Réntgenbild zeigt

sich haufig schon sehr friih eine pulmonale Uberblahung und/oder peribronchiale Infiltrate.

Pathophysiologisch liegt im Respirationstrakt eine Viskositatszunahme des Sekrets und eine Sekretre-
tention vor. Wie genau der fir CF bekannte Elektrolyttransportdefekt zu diesen Vorgangen beitragt, ist
noch nicht vollstandig verstanden. Moglicherweise ist der Defekt an der Austrocknung der Sekrete in
den Atemwegen beteiligt, da infolge der fehlenden/mangelhaften Chloridionensekretion eine verstark-
te Na*-Absorption erfolgt, die sekundar zum passiven Fluss von Wasser in die Zelle hinein fiihrt (siehe

Abb. 1.3.). Die Folge ist eine Dehydratation der intralumina-

Bronchial- Mukosa y Interstitium

len Sekrete ®*'**. Die noch intakten, kalziumabhangigen lumen

Chloridkanéle sowie die parazellularen Transportmecha-
nismen sind nicht in der Lage, diesen Defekt zu kompensie- basal

ren. Als Folge der Dehydratation nimmt die Viskositat der

Sekrete zu. Dadurch ist die Mobilisierung der Sekrete er- Na* Absorpion

schwert, und es entsteht eine chronische Obstruktion. Eine QL gesteigert Na'-K'-ATPase

o » Na’
Obstruktion der Organpassagen und ein vergroRerter

Cl «---- cr
Schleimtrakt ist auch in den anderen durch CF befallenen 049" ‘

Sekretion
Organen bekannt, die starke persistierende Infektion und _ defekt
Entzindung sind aber einzigartig in den Atemwegen. Als e = <

Ursache werden sowohl die Viskositatszunahme des Bron-

chialschleims, als auch eine Verminderung der ziliaren Zel-

len mit sekundar verminderter mukozilidrer Clearance dis- Abb. 1.3 Vereinfachte schematische Darstellung

kutiert 2. Eine Erhohung der Clearance kann auch nicht  der Basisstorung bei CF am Beispiel des respi-
ratorischen Epithels.

durch die Gabe von B,-Sympathomimetika erreicht werden.

Die komplexen intrabronchialen Entziindungsmechanismen infolge der Infektionen flihren zu einer
fortschreitenden Destruktion der bronchialen Mukosa sowie langfristig zu Bronchiektasien und einem
progredienten Stabilitatsverlust der Bronchialwande. Es kommt zum Bronchialkollaps, der wiederum

die Mukostase begtinstigt und das Infektionsrisiko steigert.

Intrauterin und nach der Geburt bis zum Beginn einer Infektion oder Entziindung ist die Lunge mor-
phologisch bis auf eine mogliche Erweiterung der submukdsen Drisengange in den Luftwegen normal
2 Als ersten makroskopischen Hinweis auf die intrabronchial ablaufenden Vorgange fanden Went-
worth " und Bedrossiant ° in Autopsien von Patienten mit CF Zeichen von Bronchopneumonien und
Schleimverstopfungen der Bronchien. Die Praparate der alteren Patienten wiesen aulerdem Bron-
chiektasien und Lungenemphyseme auf. Die Veranderungen sind deutlich altersabhangig und un-

147 Elektronenmikrosko-

gleich verteilt "*¢. Sie befallen bevorzugt den rechten oberen Lungenlappen
pisch zeigte sich im Vergleich mit gesunden Kontrollpersonen unspezifische Veranderungen wie Zilie-

nabnormalitadten, Hyperplasie der Mukosazellen, degenerierte und abgeschilferte Epithelzellen und
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Bakterienkolonisation, die aber auch bei chronischen nicht-CF Lungenerkrankungen gefunden wurden
% Mit Fortschreiten der Veranderungen kommt es zur respiratorischen Insuffizienz und zum Cor pul-

monale. Rund 90% der Mukoviszidosepatienten versterben infolge respiratorischen Versagens.

1.2.1. Pseudomonas-Infektion bei CF

Innerhalb der ersten Lebensjahre weisen die Patienten mit CF eine charakteristische Bakterienflo-
ra>®"® pestehend aus Staphylococcus aureus, Hdmophilus influenza und Gram-negativen Bakterien
auf ¥, Erst spater werden fast alle Patienten zusétzlich durch Pseudomonas aeruginosa (PA) infiziert,
welcher eine wichtige Rolle fiir den Verlauf der Lungenerkrankung spielt. Fast alle Patienten sind im
Krankheitsverlauf mit diesem Keim infiziert, die Kolonisation erfolgt durchschnittlichen im Alter von 10
Jahren. Laut mikroskopischer Studien ist der Befall im allgemeinen endobronchial lokalisiert und mit
Obliteration besonders der kleinen Atemwege (< 1mm) durch bakterienhaltige Schleimprépfe verbun-

den. Eine systemische oder disseminierte Infektion erfolgt praktisch nie.

Kurz nach der Kolonisierung in der Lunge Uberwiegt die nichtmukoide Form von Pseudomonas, im
weiteren Verlauf dominiert aber die mukoide Form, die ein mukoides Exopolysaccharid, das Alginat,
produziert. Durch das Alginat ist sie schlechter durch die angeborenen Immunabwehr oder eine Anti-
biotikatherapie abzutéten. Der Erhalt der mukoiden Form scheint mit der ionischen Zusammensetzung
der CF-Atemwegsfliissigkeit zusammenzuhangen '®'. Auch Umweltfaktoren werden fir die Trans-
formation in die mukoide Form verantwortlich gemacht. Die Clearance dieser Form aus der Lunge ist
in der Anfangsphase nach Exposition im Vergleich zur nichtmukoiden Form doppelt so langsam, da
die Bakterien durch das Exopolysaccharid groRe Mikrokolonien bilden kdnnen, welche von den Pha-
gozyten nicht eliminiert werden kbénnen 82182 gje fiihren zu einer besonders schnellen Verschlechte-

rung der Lungenfunktion .

Die PA-Besiedlung selber fihrt wahrscheinlich durch die wahrend der Infektion in den Bronchialsekre-
ten vermehrt nachweisbaren Proteinasen Elastase und alkalische Protease schon frih zu Gewebs-
schaden. Dies wurde in Tierversuchen bestitigt ***®. Die Bedeutung der Proteasen wird im immunolo-

gischen Teil noch weiter erlautert.

Warum eine erhohte Disposition zu einer Lungeninfektion mit Staphylococcus aureus, Hamophilus
influenza und Gram-negativen Bakterien besteht, eine erhéhte Anfalligkeit fiir Pseudomonas aerugi-
nosa existiert und eine dauerhafte Eradikation nicht moglich ist, wurde noch nicht geklart. Als eine
Méoglichkeit wird eine erhdhte Adharenz des Bakteriums an die Epithelzellen von Patienten mit CF
besonders mit AF508-Mutation angenommen '%%Auch eine verminderte Menge an Sialinsadure auf der
Epithelzelloberflache kdnnte eine Rolle spielen. PA binden besser an Asialoproteine als an die sialy-
sierte Form '?°. Somit wiirde eine verstarkte Bindung an Asialo-GM1, ein apikaler Membranrezeptor
fur PA, erfolgen. Dieser wird sowohl auf der Oberflache bei Patienten mit CF, als auch bei gesunden
Kontrollpersonen auf regenerierten respiratorischen Epithelzellen exprimiert. Ein Hinweis fir eine di-

rekte Verbindung zum CFTR-Defekt ist die Untersuchung mit CFTR-Knockout-Mausen, bei denen
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nach Infektion mit 10° Pseudomonas im Vergleich mit Kontrollmdusen eine deutlich erhdhte Mortali-

tatsrate und Bakterienmenge festgestellt wurde “° *®.

Verschiedene Untersuchungen ergaben, dass mit Hilfe einer aggressiven Therapie die frihe PA-
Besiedlung zeitweise so weit unterbrochen werden kann, dass die Atemwege frei von diesem Keim

151

sind "', Hoiby et al. betonen die Wichtigkeit einer regelmaRigen Uberwachung der Patienten durch

Bronchiallavage oder Spulung der oberen Atemwege, um eine mdglichst friihzeitige Diagnose und

59

Therapie zu ermdglichen . Auf Mukoviszidose spezialisierte Zentren sind fir die erfolgreiche Be-

handlung eine wichtige Voraussetzung ",

1.3. Immunologie

1.3.1. Physiologische Immunabwehr der Lunge

Die normale bronchiale Immunabwehr umfasst die mukozilidre Clearance, den Schutz durch das re-
spiratorische Epithel, zelluldre und humorale Anteile des die Bronchialoberfliche bedeckenden Flis-
sigkeitsfilms und phagozytierende Zellen. Im Rahmen der bronchialen und alveolaren epithelialen
Abwehrfunktion kénnen ortsstandige Alveolarmakrophagen, intraepitheliale und interstitielle Lympho-
zyten sowie Surfactant produzierende Typ-IlI-Epithelzellen eindringende Mikroorganismen eliminieren
bzw. deren proinflammatorische Potenz neutralisieren. In der friihen entzindlichen Phase induzieren
Mikroorganismen die Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen durch Alveolarmakrophagen und
Epithelzellen sowie die Expression von Adhasionsmolekilen. Es folgt der Einstrom inflammatorischer
Zellen wie neutrophiler Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten. Lokal sezernierte Immunglobuli-
ne und Surfactantapoproteine fungieren als Opsonine und unterstiitzen die Phagozytose durch Alveo-
larmakrophagen, Granulozyten und Monozyten. Der Phagozytoseprozess und die proinflammatori-
schen Zytokine TNF-a , IL-1 und IL-8 induzieren die Synthese von Lipidmediatoren wie Leukotrien B4
(LTB4), toxischer Sauerstoffradikale und Proteasen. Im Verlauf der Entziindung produzieren die in den
Bronchoalveolarraum eingewanderten Lymphozyten spezifische Antikérper und tragen damit zur be-
schleunigten Elimination von Erregern bei. Die Sekretion antiinflammatorischer Zytokine (wie IL-10),
die Produktion und Sekretion von Antiproteasen und die Synthese antiinflammatorischer Lipidmediato-
ren und des Stickstoffmonoxids begrenzen die lokale Inflammation. Terminiert wird die Entziindung

durch die Apoptose neutrophiler Granulozyten und ihre Elimination durch Alveolarmakrophagen.

1.3.2. Entziindungsmechanismen in der Lunge von Patienten mit CF

Die bei der Mukoviszidose ablaufende intrabronchiale Entziindungsantwort ist charakterisiert durch
eine veranderte Zytokinproduktion und einen tUbermafligen Zustrom von neutrophilen Granulozyten
und Makrophagen: Untersuchungen der Bronchiallavage ergaben eine erhdhte Menge an proinflam-
matorischen Zytokinen wie IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-o. """ | wobei die IL-1 Konzentration mit der An-

1% parallel wurde eine verminder-

zahl der polymorphen mononuklearen Leukozyten (PMN) korreliert
te Konzentration an antiinflammatorisch wirkendem IL-10 festgestellt. IL-10, das in den Entziindungs-

zellen die Produktion von IL-1, IL-8 und TNF hemmt, wird in gesunden Lungen in den Epithelzellen
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produziert " Eine verminderte Produktion an IL-10 in Epithelzellen tragt wahrscheinlich zur tberma-
Bigen und anhaltenden Entziindungsantwort auf transiente Infektionen bei. Auch im CF-Sputum wur-
den IL-1, IL-6, IL-8 und TNF vermehrt festgestellt ">”" IL-8 gilt dabei als besonders wichtiger chemo-

taktischer Faktor """,

Proteasen, einschlielllich Elastase, Proteinase und Cathepsin G, die aus Entzindungszellen freige-
setzt werden, flhren, ebenso wie die Produktion von O,-Radikalen, zu einer direkten Zerstérung des
Lungengewebes. Freigesetzte DNA aus lysierten neutrophilen Granulozyten, Epithelzellen und Bakte-
rien verstarkt die Viskositat der Lungensekrete. Die massive Freisetzung von Elastase kann durch die
antiproteolytische Abwehr der Atemwege, wie zum Beispiel durch a1-Proteaseinhibitor oder SLPI
(,secretory leucocyte protease inhibitor®) nicht unterdriickt werden und entfaltet ungehinderte proteoly-
tische Aktivitat, indem sie Elastin und weitere Strukturproteine zersetzt. Aullerdem hat Elastase eine
sekretférdernde Wirkung, welche die Sekretproduktion und die Atemwegsobstruktion verstarkt. E-
lastase reduziert die Abwehrfahigkeit durch Abspaltung wichtiger Opsonine, wie IgG und C3bi, und fur

1 7401 AuRerdem zerstort sie Fibronektin auf

die Phagozytose entscheidender Rezeptoren wie CR
der Oberflache der Bronchialschleimhaut, so dass Bakterien noch besser adharieren kénnen. All diese
Faktoren tragen zur Chronifizierung der Infektion bei. Die neutrophile Elastase fuhrt auch zur Abspal-
tung der Fc-Teils der Immunglobuline, der fir die Bindung der Immunglobuline an die Makrophagen
verantwortlich ist, und schwécht so die Immunabwehr *°. SchlieRlich verstarkt Elastase in den Epithel-
zellen, den Makrophagen und den neutrophilen Granulozyten die Bildung von chemotaktischen Fakto-
ren, besonders IL-8 und Leukotrien B4, was zur weiteren Neutrophilenansammlung in den Atemwegen

und somit zu einem Circulum vitiosum fihrt.

Kahn et al. stellten das Konzept einer allein infektiés bedingten Entziindung bei CF in Frage. Sie zeig-
ten bei Kindern mit CF ohne Anzeichen einer bakteriellen, viralen oder Pilz-Infektion entzlindliche
Vorgange in den Atemwegen, bestehend aus einer erhéhten Zahl an Neutrophilen sowie einer erh6h-
ten Interleukin-(IL)-8 Konzentration in der Broncholalveolarflissigkeit 8882 Dementsprechend kénnte
angenommen werden, dass entzindliche Vorgange der bakteriellen Infektion vorausgehen, bzw. die

defekte CFTR-Funktion alleine zur Entziindungsdisposition oder Entziindungsreaktion beitragt.

Neben der Veranderung der intraluminalen Sekrete scheint der CFTR-Basisdefekt noch weiteren Ein-

fluss auf die Pathophysiologie der primaren Lungenerkrankung zu haben:

Defensine, die beim gesunden Menschen als antimikrobielle Substanzen eine Bedeutung fur die an-
geborene Immunabwehr im Respirationstrakt besitzen, werden von Patienten mit CF vermindert se-
zerniert. Die Bedeutung der Defensine ist im einzelnen allerdings noch unklar, ein Zusammenhang
zum CFTR-Basisdefekt noch nicht geklart ***,

Weiterhin produzieren bronchiale Epithelzellen von Patienten mit CF im Gegensatz zu Epithelzellen
gesunder Personen IL-6 und IL-8 und exprimieren grol’e Mengen ICAM-1, einen Liganden fiir das
wichtigste Adhasionsmolekil der Neutrophilen. Laborstudien zeigten, dass eine Adhasion der

neutrophilen Granulozyten Uber ICAM die IL-8 Produktion verstarkt und zu einer Persistenz der
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Neutrophilen in und/oder auf dem Epithel fihrt; der schadigende Effekt wird so verlangert. Somit ha-
ben die Epithelzellen selbst einen entscheidenden Einfluss auf die lokale Entziindungsreaktion, was
Folge der defekten CFTR-Funktion sein konnte, deren Produkt hauptsachlich auf Epithelzellen expri-
miert wird.

Andere Untersuchungen zeigten, dass CFTR eine Rolle fur die Internalisierung von Bakterien durch
Epithelzellen spielen kdnnte. Pseudomonas binden spezifisch an die extrazelluldre Doméane von
CFTR, wodurch physiologischerweise die Ingestion von Bakterien und deren intrazelluldre Abtdtung
ermdoglicht wird. Bei Patienten mit CF scheint es so zu sein, dass die infolge der defekten CFTR-
Funktion veranderten Glykokonjugate auf der Zelloberflache fiir die verbesserte Haftung der Mikroor-
ganismen und die verstarkte IL-8 Sekretion verantwortlich sind % Auch das veranderte ionische Milieu
der Atemwege bei CF-Kranken scheint die Abwehr zu schwachen und eine anhaltende Infektion mit

Entziindungsantwort zu ermdglichen **'%*,

Zusammenfassend scheinen eine Vielzahl an Mechanismen an der Pathophysiologie der Mukoviszi-
dose beteiligt zu sein. In dieser Studie wurden speziell die adaptive Immunitat und die Lymphozyten-
subpopulationen untersucht. Eine kurze Zusammenfassung der bereits vorliegenden Untersuchungen

zu diesem Thema bietet der folgende Abschnitt.

1.3.3. Die erworbene Immunitat bei Patienten mit CF

Ob bei Patienten mit CF innerhalb der humoralen und der zellvermittelten Immunitat ein Defekt vorliegt
und welche Bedeutung dieser bezuglich des Krankheitsverlaufs bei CF hat, ist noch nicht geklart. Bei-
spielsweise blieben verschiedene Versuche, einen metabolischen Defekt der CF-Lymphozyten festzu-

stellen, ergebnislos oder widerspruchlich 1218

. Weiterhin zeigte sich, dass trotz einer normalen Anzahl
an T-Zellen *® und einer normalen proliferativen Antwort auf in-vitro Stimulation durch verschiedene
Bakterien '*°, die zelluldre Immunantwort gegen Gram-negative Bakterien, wie Klebsiella pneumoniae,

Serratia marescens und Proteus mirabilis und auch gegen Pseudomonas aeruginosa fehlerhaft ist 138

Bezuglich der antikdrpervermittelten Immunitat spricht eine normale Anzahl an zirkulierenden B-
Zellen, eine normale oder erhdhte Konzentration an Immunglobulinen und das Vorhandensein spezifi-

scher Antikbrper gegen Pseudomonas fir eine normale Funktion®®'%

. Dagegen spricht die Beobach-
tung, dass die Menge der Immunglobuline bei einer signifikanten Anzahl an Kindern mit CF unter 10
Jahren erniedrigt (Hypogammaglobulinamie) und bei alteren Patienten mit fortgeschrittener Lungener-
krankung Uber das normale Niveau erhoht ist (Hypergammaglobulinamie) % Das Zusammentreffen
der Hypergammaglobulindmie und der Lungenerkrankung kénnte bedeuten, dass die antikérperver-
mittelte Immunitat eine Rolle in der Lungenschadigung spielt. Bestarkt wird diese Vermutung durch
den Nachweis von zirkulierenden Immunkomplexen in Patienten mit CF mit fortgeschrittener Erkran-

kung 1268,

AuRerdem sind die funktionalen Fahigkeiten der spezifischen Antikbrper gegen Pseudomonas aerugi-

nosa fraglich. Ein hoher Titer an Anti-Pseudomonas Antikérpern wurde im Blutkreislauf und in bron-
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chialen Sekreten und im Sputum nachgewiesen 27 Diese scheinen aber eine effektive Opsonisierung
fur die Pseudomonasaufnahme und —abtétung durch normale und CF-Makrophagen zu verhindern
oder zu hemmen *'. Pier et al. wiederum vermuten eine protektive Rolle einiger anti-Pseudomonas
aeruginosa Antikérper, da sie zeigen konnten, dass altere, relativ gesunde Patienten mit CF mit anti-
mukoid-Exopolysaccharide-spezifischen Antikdrpern frei von einer erkennbaren Pseudomonas aeru-

ginosa—Besiedlung blieben '*°.

Die Untersuchungen bezuglich der Veranderungen der einzelnen Lymphozytensubpopulationen bei
CF sind unvollstéandig und teilweise widerspriichlich. Bei T-Zellen von Patienten mit CF fand sich im
Vergleich mit Kontrollpersonen eine verminderte T-Zell-Zytotoxizitat gegen allogene mononukleére
Zielzellen, was als eine der Ursachen fir die persistierende PA Infektion diskutiert wird, da laut Mark-
ham et al. die zytotoxischen T-Zellen fiir die Elimination von PA wichtig sind 8 _AuRerdem ergab sich
bei 25% der Patienten eine erhéhte T-Suppressorfunktion, sowie ein verminderter Prozentsatz an T-
Helfer-Zellen und eine verminderte T-Helfer-Funktion, ermittelt Gber die Immunglobulinsynthese 2
Bestatigt wurden die Ergebnisse in einer Folgeuntersuchung. Hier war die Supressor-Aktivitat wah-
rend einer pulmonalen Exazerbation deutlich erhéht und ebenfalls die zytotoxische Aktivitat und T-
Helfer-Aktivitat erniedrigt " Déring et al. dagegen konnte nach durchfluBzytometrischer Bestimmung
von CD4- und CD8-Oberflachenmarkern keinen Unterschied in der Expression bei Patienten mit CF
und bei Kontrollpersonen feststellen 8, Bezuglich der Concanvalin A (Con A) induzierten Suppressor-
Aktivitdt beobachteten Harper et al. eine leichte Erniedrigung, die aber nicht statistisch signifikant war,
wie es Lahat et al. in einer ahnlichen Untersuchung feststellten 378 Die Ratio zwischen Helfer-
/Inducer- und zytotoxischen/Suppressor-T-Zellen ist Patienten mit CF im Vergleich zu gesunden Kon-

152

trollen laut van Geffel >° nicht signifikant verandert. Smith et al. hingegen beobachteten eine signifi-

kante Erhéhung der CD4/CD8-Ratio .

Untersuchungen der Entziindungsvorgange sowie der Lungenschadigung beschranken sich tiberwie-
gend auf den intrabronchialen Raum. Tomashefski et al. aber fanden in Lungenautopsien von Patien-
ten mit CF auch eine interstitielle Pneumonie als Zeichen der Lungenerkrankung bei CF. Die histologi-
schen Untersuchungen zeigten diffus erweiterte Alveolarsepten, unter anderem hervorgerufen durch

140

Lymphozyten "8 Auch Sorensen et al. "*® wiesen im Lungeninterstitium Infiltrate mononukleérer Zel-

len nach. Diese sind auch schon in der friihen Kindheit vorhanden '*?

. Dies spricht daflir, dass auch
das Lungeninterstitium sowie die T- und B-Lymphozyten an der Entzindungsreaktion beteiligt sind

und zur direkten Zerstérung des Lungengewebes beitragen.

Bei den CD4"-T-Helfer-Zellen wurden zwei verschiedene Zytokinsekretionsmuster festgestellt '°: Typ
Tu1-(T-Helfer-1) Zellen produzieren vor allem IL-1, y-Interferon (INF-y) und TNF-B, wohingegen Typ
Tn2-(T-Helfer-2)-Zellen charakteristischerweise IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 abgeben. Ty1 und Ty2 ent-
stehen aus derselben Vorstufe (T40) ®. Die weitere Differenzierung erfolgt vermutlich durch Umwelt-
und genetische Faktoren. Unter anderem scheint IL-4 die Entstehung von Ty2-Typ-Zellen, und y-IFN
die Entstehung von Ty1-Zellen zu begunstigen 1980 Umgekehrt verhindert INF-y die Ausbildung von

Tn2-Zellen, wahrend IL-4 die Ausbildung von Ty1-Zellen blockiert. Die verschiedenen Sekretionsmus-
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ter fihren zu verschiedenen Funktionen der zwei T-Zell Typen: Ty1-Zellen aktivieren mit ihren Zytoki-
nen Makrophagen und zytotoxische Zellen. Histologisch imponiert diese Entziindungsantwort vor al-
lem mit zellularen Infiltraten (zellulare Immunreaktion). Die Zytokine der Ty2-Zellen sind entscheidend
fur die Aktivierung und Differenzierung der B-Zellen in antikdrper-sezernierende Zellen (humorale

Immunreaktion). Eine Ubersicht zeigt die folgende Abbildung:

Humorale Immunantwort sezernierte
Aktivierung von B-Lymphozyten Zytokine
IL-4
IL-5
L-Selektin IL-6
@ IL-10
TGF-B
! :I iy ey
/
d
. CD45RA : ™ IL-2
"professionelle"APC i 1e) TNF

Zellulare Immunantwort
Aktivierung von Makrophagen

Abb. 1.4 Schematische Darstellung der Entwicklung von CD4-Effektorzellen *

Verschiedene Untersuchungen sprechen daflr, dass in der CF-Lunge eine Ty2-Typ Entziindungsant-
wort erfolgt: Es wurde nachgewiesen, dass eine intrabronchiale Antigenbelastung eher zu einer humo-

ralen als zu einer zellvermittelten Immunantwort fiihrt **°

, da beispielsweise die Entziindung bei aller-
gischem Asthma unter anderem durch aktivierte T-Zellen und eine erhdhte IgE-Konzentration charak-
terisiert ist 2. Auch Coyle et al. 2 machen eine Tny2-Reaktion verantwortlich fiir die massive IgE-
Konzentration in Lungen von Patienten mit bronchialer Hyperreagibilitdt. Beim atopischen Asthma
Uberwiegt eine aus Ty2-Typ T-Lymphozyten bestehende T-Zell Population 22 Constant et al. machen
das Lungenmilieu per se, infolge dort vorhandener dendritischer Zellen fur die Differenzierung der T-
Helfer-Zellen in den Ty2-Typ verantwortlich % schlieBlich sprechen auch die in der Lunge gefundenen
Plasmazellen ", die im spateren Krankheitsverlauf auftretende Hypergammaglobulinamie ¥ und die
bei den Patienten mit CF beobachtete erhéhte IL-6 Konzentration in der Bronchoalveolarflissigkeit 106,
im Sputum ® und in der Trachealdriisensekretion % fiir ein Uberwiegen der Ty2-Antwort in der CF-
Lunge. Eine Beteiligung dieser Entziindungsvorgange an allergischen pulmonalen Komplikationen, an
der allergischer bronchopulmonaler Aspergillose und an der akuter Bronchiolitis obliterans organisier-
ter Pneumonie (BOOP) wird diskutiert '°>'*"** Somit haben die Entziindungsprozesse wahrscheinlich

auch einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf der Mukoviszidose.
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1.4. Zielsetzung der durchgefiihrten Untersuchung

Schon andere Untersuchungen nutzten die durchfluBzytometrische Bestimmung der LS zur Bestim-
mung der Funktion des Immunsystems und des Krankheitsverlaufs bei entziindlichen Erkrankungen
wie Sarkoidose 2" Asthma “¢ und BOOP '®. Allerdings beschrankten sich die bei Patienten mit CF
bisher durchgefiihrten Analysen der Lymphozytensubpopulationen (LS) auf eine geringe Zahl unter-
suchter Subpopulationen und wenige Patienten. Die Ergebnisse waren widersprtchlich. In der hier
vorliegenden Untersuchung erfolgte erneut eine durchflulzytometrische Bestimmung der peripheren
Lymphozytensubpopulationen im Blut, wobei sowohl die Bandbreite der untersuchten LS, als auch die

Anzahl der untersuchten Patienten mit CF deutlich erweitert wurde.

Zur detaillierten Beurteilung der mdglichen Veranderungen der LS bei Mukoviszidosepatienten wurden
mit Hilfe gesunder Normalpersonen Normwerte der Lymphozyten und der einzelnen LS erstellt. Um
CF-spezifische Veranderungen von infektionsbedingten Veranderungen differenzieren zu kdnnen,
erfolgte weiterhin die Untersuchung einer Gruppe mit Patienten mit rezidivierenden Atemwegsinfektio-
nen unter den gleichen Bedingungen. Die Ergebnisse der drei Gruppen wurden miteinander vergli-

chen und speziell im Hinblick auf den pulmonalen Entziindungsprozess bei CF diskutiert.

Da im Gegensatz zum intrabronchialen Kompartement das Wissen Uber die interstitiellen Entzin-
dungsvorgange der Lunge von Patienten mit Mukoviszidose noch limitiert ist, wurden parallel zur
durchfluBzytometrischen Bestimmung der LS immunhistochemische Untersuchungen von CF-
Lungengewebe durchgefihrt. Durch den Vergleich der peripheren Verdnderungen und der immun-
histochemischen Befunde konnte so eine genauere Analyse der Bedeutung des lymphozytaren Sys-

tems fir die pulmonalen Vorgange erreicht werden.

Die Veranderungen der LS bei Patienten mit CF wurden auch in bezug auf die persistierende Pseu-
domonas-aeruginosa Infektion bei diesen Patienten analysiert. Ein kausaler Zusammenhang mit peri-

pheren Veranderungen der LS wurde diskutiert.
Abschlieflend wurden die erhaltenen Ergebnisse im Hinblick auf ihre mégliche Bedeutung fir die Pa-
thophysiologie der Mukoviszidose diskutiert. Mogliche Auswirkung auf die Therapie der Erkrankung

sollten erortert werden.

Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht tiber die Zielsetzungen der durchgefiihrten Untersuchung.
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Erstellung altersentsprechender Normwerte der LS durch Durchfihrung einer Lymphozytenpha-

notypisierung bei gesunden Kontrollpersonen.

Untersuchung der altersabhangigen Veranderungen der LS bei Patienten mit CF und Normalper-

sonen.

Direkter Vergleich der Lymphozytensubpopulationen zwischen den Patienten mit CF und der

Kontrollgruppe

Vergleich zwischen der histologischen Verteilung der Lymphozyten in der Lunge und den peri-

pheren Veranderungen im Blut

Vergleich der Unterschiede zwischen der CF-Gruppe und Kontrollgruppe sowie zwischen der

Gruppe der rezidivierenden Infekte und der Kontrollgruppe.

Diskussion eines mdglichen Zusammenhangs zwischen dem CFTR-Basisdefekt und den Veran-

derungen der Lymphozytensubpopulationen.

Analyse der Wirkung der LS-Veranderungen auf die Pathophysiologie bei CF.

Untersuchung des Einfluss der veranderten Lymphozytensubpopulationen auf die Persistenz von

Pseudomonas aeruginosa bei Mukoviszidose.

Diskussion bestehender pathophysiologischer Konzepte der Mukoviszidose mit Hilfe der erarbei-

teten Datenbasis.

Tab. 1.1 Zielsetzung der durchgefiihrten Untersuchung
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2. Patientengut, Material und Methoden

2.1. Patienten

Es wurden 56 Patienten mit CF (Alter: 1 Monat bis 36 Jahre, 26 weiblich), 23 Patienten mit rezidivie-
renden Luftwegsinfekten (Alter: 4 Monate bis 9 Jahre, 9 weiblich) und 83 gesunde Personen als Kon-

troligruppe (Alter: 1 Monat bis 28 Jahre, 36 weiblich) untersucht.

Aus der Gesamtmenge der Messungen bei Patienten mit CF wurden 44 Messungen ausgewabhlt, bei
denen nach Auswertung von klinischen Zeichen und Laborparametern (CRP < 15 mg/l) eine akute
Exazerbation der Lungenerkrankung ausgeschlossen werden konnte. Ebenfalls ausgeschlossen wur-
den Patienten, die gleichzeitig Kortikosteroidtherapie (z.B. Decortin®, Pulmicort®) erhielten. Lagen bei
einem Patienten mehrere Untersuchungen vor, wurde nach Anwendung der genannten Ausschlusskri-

terien die jeweils aktuellste Messung verwendet.

Bei den Personen der Kontrollgruppe handelte es sich um Freiwillige aus dem Klinik- und Laborperso-
nal oder um Patienten, die aufgrund einer Routineuntersuchung oder eines chirurgischen Elekti-
veingriffes die Kinderpoliklinik der RWTH-Aachen aufgesucht hatten. Keine der untersuchten Kontroll-
personen war in den letzten zwei Wochen vor der Blutentnahme an einem akuten Infekt erkrankt. Wei-
tere Ausschlusskriterien waren jede Art von allergischen Erkrankungen, rezidivierende Infekte, Er-

krankungen des Immunsystems, sowie akute oder chronische Medikamententherapie.

Die Gruppe der Patienten mit rezidivierenden Lungeninfekten (RI) diente als Vergleichsgruppe. Auf-
genommen wurden 23 Kinder (Alter: 4 Monate bis 9 Jahre, 9 weiblich), die zur Abklarung ausgeprag-
ter, rezidivierender Lungeninfekte die Kinderpoliklinik der RWTH-Aachen aufgesucht hatten. Aus-

schlusskriterien waren schwere, beziehungsweise primare Erkrankungen des Immunsystems.

Die Zustimmung der Ethikkommission der RWTH-Aachen lag vor Beginn der Studie vor. Alle Patien-
ten mit CF, alle Patienten mit rezidivierenden Infekten und alle Kontrollpersonen oder deren Eltern
wurden Uber die Studie aufgeklart. Die Blutentnahme erfolgte wahrend einer Venenpunktion fir Routi-

neuntersuchung.

Far die histopathologische Untersuchung stand Lungengewebe von vier Patienten mit CF zur Verfu-
gung:

Bei Patient Nummer 1 handelte es sich um ein sechs Monate altes Kind, das an Linksherzversagen
infolge einer akuten Bronchopneumonie verstorben war. Von Patient Nummer 2, einem 20-jahrigen
Jungen mit CF und Bronchiolitis obliterans organisierter Pneumonie (BOOP) lag eine Lungenbiopsie
vor. Die Patienten Nummer 3 und Nummer 4 waren zwdlf und siebzehn Jahre alt. lhnen war infolge
einer schweren lebensbedrohlichen Erkrankung einer Lungenhalfte eine einseitige Pneumektomie

durchgefiihrt worden.
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Die technischen Grundlagen der Durchfluf3zytometrie, sowie die genaue Durchfiihrung der Lymphozy-

tenphanotypisierung und der Immunhistochemischen Farbung werden im folgenden naher erlautert.

2.2. Methoden

Es wurde 1ml Vollblut aus einer Venenpunktion entnommen (EDTA-Blutenthnahmerdhrchen). Sofort
nach Blutentnahme wurde eine automatische Bestimmung der Leukozytenzahl Uber einen Zahlauto-
maten (Coulter®, MAXM) vorgenommen. Innerhalb der nachsten Stunden wurden der Farbevorgang
und die Lymphozytenphanotypisierung durchgefiihrt. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde das Blut bei

Raumtemperatur gelagert.

2.2.1. DurchfluRzytometer

2.2.1.1.Technische Grundlagen
Die Durchfluizytometrie ist eine Methode zur SIMPLIFIED [ AYOUT OF TYPICAL ANALYTICAL FLOW CYTOMETER
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Abb. 2.1 Schematische Darstellung des Aufbaus der opti-
schen Messeinheit zur simultanen Messung von Vorwarts-
streulicht (FSC), Seitwartsstreulicht (SSC), Fluoreszenz 1
(FITC) und Fluoreszenz 2 (PE)

strahl interagiert. Es kommt dabei zu einer
Richtungsanderung des einfallenden Lichtes,
die durch Zelleigenschaften, wie Zellgrofie,
Struktur der Zellmembran und intrazelluldre Bestandteile beeinflusst wird. Als Lichtquelle dient ein
blauer Argonlaser. Das Licht wird nicht in alle Richtungen gleichmaRig gestreut: Der grofite Teil geht
in die Vorwartsrichtung, also in Richtung des einfallenden Lichtstrahls. Er wird als Vorwartsstreulicht
(forward light scatter, FSC) bezeichnet und ist ein MaR fir die Zellgréf3e. Das im rechten Winkel zum
einfallenden Licht gestreute Licht (Seitwartsstreulicht, side scatter, SSC) hangt hauptsachlich von der

intrazellularen Granularitat ab (s. Abbildung 2.1.) .

Unter Fluoreszenz versteht man das durch Strahlung angeregte Leuchten eines Stoffes. Fluoreszie-
rende Verbindungen absorbieren Lichtenergie Uber einen fiir sie charakteristischen Wellenlangenbe-

reich (Absorptionsspektrum). Mit dieser Energie werden Elektronen in ein héheres Energieniveau
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gehoben. Beim Rickfall auf das Grundniveau emittiert das Elektron ein Photon, welches schlieRlich
von Detektoren (Photomultiplier) gemessen wird. Das abgestrahlte Licht ist langwelliger als das Anre-

gungslicht und bildet das Emissionsspektrum.

Einmal angeregt, ist die Intensitat des emittierten Fluoreszenzsignals direkt proportional zur Menge
des gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes und damit auch zur Anzahl der Bindungsstellen auf dem Par-
tikel. Die Bindung erfolgt mit Hilfe von monoklonalen Antikdrpern, die mit Fluoreszenzfarbstoffen mar-
kiert sind. Sie binden spezifisch an die Differenzierungsantigene (,cluster of differentiation“, CD), d.h.
an Zellmembranstrukturen, die von hamatopoetischen Zellen einer definierten Zellreihe in einem be-
stimmten Entwicklungsstadium exprimiert werden, und ermoglichen so eine Unterscheidung der Zel-
len.

Der hier verwandte Durchfluizytometer (FACS-
ABSORPTION FLUORESCENCE

s AT pECTRA can®, Becton Dickinson) enthalt einen luftgekihl-

ten Argon-lonenlaser, der Licht Gber eine Wellen-
lange von 488 nm generiert. Die fiir die Zweifach-
fluoreszenz verwandten Farbstoffe FITC (Fluo-

rescein-isothiocyanat, grin) und PE (Phycoe-

Absorbance
Intensity

rythrin, rotorange) haben beide ein Absorptions-

Relative Fluorescence

maximum in diesem Bereich. Die Gipfel ihrer

Emissionsmaxima liegen aber davon getrennt

(FITC: Emissionsmaximum ca. 515 nm, PE: ca.

400 500 600 500 600

580nm), so dass eine Unterscheidung méglich ist
(s.a. Abbildung 2.2.).

Wavelength (nm)

Abb. 2.2 Die Absorptions- und Emissionsspektren von
FITC und PE im Wellenlangenvergleich

Mit Hilfe von FACSComp®-Software und Ca-
iIBRITE®-Beads wird vor der Messung die Instrumenteneinstellung justiert. Eine Justierung der Detek-
toren (Photomultiplier, PMT) muss erfolgen, da die durch den Laserstrahl angeregten Fluorochrome
Licht in einem groReren Wellenbereich emittieren. Das emittierte Licht wird hauptsachlich tGber einem
der drei Photomultiplier erfasst (primare Signalerfassung), ein Teil des Signals wird aber auch von
anderen Detektoren erkannt. Diese ,Spektraliiberlappung“ muss durch elektronische Kompensation
korrigiert werden. Durch die CaliBRITE®-Beads, die aus unmarkierten Mikropartikeln, FITC-markierten
und PE-markierten Mikropartikeln bestehen, wird eine geeignete Kompensationseinstellung ermittelt.
Nach erfolgter Instrumenteneinstellung wird mit einer Multipartikelsuspension eine Empfindlichkeits-
prifung durchgefihrt.

Zur Messung wird die in den Probenréhrchen vorgegebene Zellsuspension (siehe unten) durch Uber-
druck Uber eine Stahlkapillare in die Messkiivette eingefiihrt. Beim Eintreten in die Messkammer wer-
den die Zellen durch die sie umgebende Tragerfliissigkeit (,Sheath-fluid“ FACSFlow®, BD) stark be-
schleunigt, wodurch sich Aggregate auftrennen und die Zellen in méglichst laminarer Strémung anei-

nandergereiht wie Perlen einer Perlenkette sequentiell den Analysepunkt erreichen (Hydrodynamische
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Fokussierung). An dem Analysepunkt werden die Zellen in Sekundenbruchteilen durch die oben ge-

nannte Messung der Lichtstreuung und der Fluoreszenz charakterisiert s,

2.2.1.2. Antikérper
Folgendes Antikdrperpanel zur Untersuchung der einzelnen Zellen wurde eingesetzt:

Fluoreszenz CD (Kombination) Klone Bedeutung:

LeukoGATE: Unterteilung der Leukozy-
1 FITC CD45/ PE CD14 2D1/M®P9 ten in Lymphozyten, Monozyten, Granu-

lozyten, sowie Zelltrimmern (Debris)

Negativkontrolle zur Festsetzung von

Quadrantenmarkern und Bestimmung

2 FITC y1/PEy2 X40/X39 ) ) B o
der nicht-antigenspezifischen Antikorper-
bindung (unspezifischen Farbung)
3 FITC CD3/PE CD19 SK7/4G7 Unterscheidung von T- und B-Zellen.
Bestimmung der Helfer- / Inducer T-
Lymphozyten und der Supressor- / Zyto-
4 FITC CD4 / PE CD8 SK3/SK1
toxischen T-Lymphozyten, sowie der
Ratio CD4/CDS8.
Prozentualer Anteil der HLA-DR-
5 PE HLA-DR / FITC CD3 L243/SK7 Rezeptor tragenden reifen humanen
aktivierten T-Lymphozyten.
Identifiziert aktivierte T-Zellen, die den
6 FITC CD3/PE CD25 SK7/2A3
IL2-Rezeptor (a-Kette) bilden.
Unterscheidung von CD57(+)CD8(-) und
7 FITC CD57 / PE CD8 HNK-1/SK1

CD57(+)CD8(+).

Identifizierung  von T- und NK-
Lymphozyten, sowie von T-Lymphozyten,
die das CD16- und/oder das CD56-

Antigen exprimieren.

8 FITC CD3/ PE CD16+CD56 SK1/B73.1,MY31

Unterscheidung  von Supressor-
9 FITC CD8/PE CD11b SK1/D12 (CD8(+)CD11b(+)) und zytotoxischen T-
Lymphozyten (CD8(+)CD11b(-))
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10 FITC CD19/PE CD5 4F7/L17F12 Marker fur B-Zellreifung

Ermittlung des Anteils der naiven, ruhen-
1 FITC CD45RA / PE CD4 L48/SK3 den T-Lymphozyten an den CDA4(+) T-
Lymphozyten.

Identifizierung des Anteils der Gedacht-
12 FITC CD45R0O / PE CD4 UCHL-1/SK3
nis-T-Zellen an CD4(+) T-Lymphozyten

AuRer FITC CD45RO (DAKO®) wurden alle verwendeten Antikérper von der Firma Becton-

Dickinson® bezogen.

2.2.1.3. Probenerstellung

Zur Erstellung der Suspension wurden zunachst zwolf Réhrchen mit je 20ul Antikdrperldsung in der im
Panel genannten Reihenfolge gefillt. 100 pl gut gemischtes Blut wurden hinzugefiigt und das Ge-
misch zur Bindung der Antikérper 20 Minuten im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden zur Lyse der
Erythrozyten pro Réhrchen 2ml FACS Lysing Solution® (BD) in der Konzentration 1:10 mit aqua-bidest
hinzugefugt. Diese Losung enthalt weniger als 50% Diethylenglykol und weniger als 15% Formalde-
hyd. Nach einer weiteren Inkubationsphase von 10 min wurde mit 300G (1300 Umdrehungen) 10 min
zentrifugiert (Megafuge® 1.0 Heraeus). Nach Abkippen des Uberstandes, wurden 2 ml PBS (phos-
phatgepufferte Kochsalzlésung) pro Réhrchen beigefligt und die Zellsuspension ein zweites Mal bei
300G 10 min zentrifugiert (Waschvorgang). AnschlieRend wurde der Uberstand wieder abgekippt und

die gewaschenen Leukozyten in 0.4ml PBS wieder in L&sung gebracht.

2.2.1.4. Datenauswertung

Die Datenauswertung erfolgte tUber die dem DurchfluRzytometer angeschlossene Datenauswerteein-
heit mit der halbautomatischen SimulSET®-Software (v 3.1). Die Daten des Patienten oder der Kon-
trollperson, die Anzahl der Leukozyten pro pl, sowie der prozentuale Anteil der Lymphozyten, ermittelt
aus einem Differentialblutbild, wurden manuell eingetragen. Das Ergebnis jeder einzelnen Probe wur-
de in einer graphischen Zweiparameterdarstellung ausgegeben, wobei jeweils zwei Parameter, z.B.
die beiden Fluoreszenzen, miteinander korreliert wurden. Dabei wurden die Intensitatsachsen der
beiden Parameter gegeneinander aufgetragen, so dass eine gemessene Zelle als ein Punkt darge-
stellt wurde, dessen Lokalisation in der Darstellung von den Eigenschaften der Zelle beziglich der

beiden Parameter abhing (Dot Plot).

AuRerdem berechnete die Software automatisch jede erfalte Subpopulation als prozentualen Lym-
phozytenanteil, bezogen auf den prozentualen Anteil von Lymphozyten im Analysefensters, das mit

dem LeucoGATE-R&hrchen ermittelt wurde. Nach Eingabe der Leukozytenzahl und des prozentualen
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Lymphozytenanteils aus einem Differentialblutbild war erganzend die Berechnung der absoluten Zell-

zahl (Z/ul) fur jede Subpopulation moglich.

& Granulozytem—P;
T
o . .
73] L
t1  {Debris
onozyten
o <4—Lymphozyten|
o 265

F=C-H

Abb. 2.3 LeukoGATE zur Differenzierung der Leu-
kozyten in Lymphozyten, Monozyten und Granulozy-

ten

Durch CD45/CD14 (LeucoGATE) erfolgte nach
Zahlung von 15000 Events die Differenzierung der
Leukozyten in Lymphozyten, Monozyten und Gra-
nulozyten. Durch die Software wurde daraus auto-
matisch ein Lymphozytenanalysefenster erstellt
(Gating), das mindestens 98% der normalen reifen
Lymphozyten der Probe einschliefien musste. Bei
den Messungen der weiteren Proben wurden nur
noch die im Gate erfassten Lymphozyten analysiert
(s. Abbildung 2.3).

Die Antikérper in der negativen Kontrolle (Réhr-
chen 2) sind spezifisch gegen Antigene gerichtet,
die auf humanen Leukozyten nicht vorkommen. Sie

dienten zum einen dazu, Quadrantenmarker (Fluo-

reszenz 1, Fluoreszenz 2) um die ungefarbten Lymphozytenpopulationen zu setzen und zum anderen

dazu, das Ausmald der nicht-antigenspezifischen Antikdrperbindung (unspezifischen Farbung) abzu-

schatzen.
=
=
1 Ql Q2
Y
oy = Quadrantenmarker
L
5 4
Q4
B el
10° 10° 107 10 o

FL1-H

Abb. 2.4 Negativkontrolle zur Beurteilung der unspezi-

fischen Farbung

Die Quadrantenmarker teilten die Grafik in vier
Quadranten ein (Q1-4). Sie wurden automatisch in
die Auswertung der weiteren Proben ibernommen.
Jede Position der Marker wurde wahrend der Mes-
sung kontrolliert und bei Bedarf verandert (s. Ab-
bildung 2.4).

Mit Hilfe der vier Quadranten konnte eine genaue
quadrantenspezifische Auswertung durchgefihrt
werden. Diese enthielt die prozentuale Angabe der
Subpopulationen pro Lymphozyten sowie die
Absolutzahl der Zellen pro ul. Dadurch war es
moglich, eine noch detaillierte Differenzierung der

einzelnen Zellpopulationen vorzunehmen.

Alle zwolf Analyserbhrchen wurden in festgelegter

Reihenfolge und nach dem genannten Schema gemessen. Die am Ende der Auswertung angegebene
Summe der relativen T- (CD3), B- (CD19) und NK- (CD16/CD56) betrug 100+ 5%.
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2.2.2. Histopathologie

Die 4um dicken Paraffin-Blocke des Lungengewebes wurden mit Hamatoxylin-Eosin, Elastica van
Gieson und einer Immunfarbung gefarbt. Der Vorgang der einzelnen Farbungen wird im folgenden
erlautert:

2.2.2.1. HE-Farbung

Vor dem Farbevorgang wurde eine Hamalaun-Losung nach folgendem Schema angesetzt: 1,0g Ha-
matoxylin wurden mit 0,2g Natriumjodat und 500ml Aqua destillata gemischt. Nach einer Inkubation
Uber 24 Stunden wurden der Mischung 50g Kaliumaluminiumsulfat, 50g Chloralhydrat, 1g Citronen-
saure sowie 500 ml Aqua destillata hinzugefligt. Nach 10 Tagen Inkubation war die L&sung
gebrauchsfertig.

Die entparaffinierten Schnitte wurde 10 Minuten in dieser Hamalaunlésung gefarbt. Nach dem Abspu-
len mit Wasser und einer 10-minitigen Ubergangsperiode, in der die Schnitte blauen konnten, erfolgte
eine weitere Farbung fir die Dauer von 5 Minuten in 1%iger wassriger Eosinldsung, der funf Tropfen
Eisessig zugesetzt worden waren. Nach zweimaligem Abspilen mit Aqua destillata erfolgte die Diffe-
renzierung und Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe: Kurzes Tauchbad in 70%igem
Alkohol, 30 Sekunden Tauchbad in 96%igem Alkohol, dreimaliges Tauchbad Uber mindestens 2 Minu-
ten in absolutem Alkohol.

2.2.2.2. Elastica-van-Gieson Farbung

Zunachst wurden die Schnitte fir 20 Minuten bei 65°C in Resorcin-Fuchsin-Ldsung gefarbt. Nach dem
Abspilen mit Aqua destillata erfolgte die Differenzierung in 80%igem Alkohol. Nach einem doppelten
Abspiilen mit Aqua destillata wurde die 10-minitige Kernfarbung in Weigert’s Eisenhamatoxylin
durchgefihrt. Diese Lésung mufte vor dem Farben aus 10g Hamatoxylin und 1000ml 96%igem Alko-
hol (L6sung A), sowie 40ml 29%ige Eisen-lll-chlorid-L6ésung, 950 ml Aqua destillata und 7,5 ml kon-
zentrierte Salzsaure (Losung B) erstellt werden. Es erfolgte anschliefsiend Abspulen mit Aqua destilla-
ta, eine dreifache Spulung mit HCI-Alkohol (=1000 ml 70%iger Alkohol plus 10 ml konzentrierte HCI)
und eine doppelte Spllung mit Aqua destillata. Die folgenden 10 Minuten im Wasserbad wurden zum
Blauen des Praparates genutzt. Danach erfolgte fir 3 Minuten eine weitere Farbung mit Pikrofuchsin-
I6sung (= 400 ml kalt geséattigte, wassrige filtrierte Pikrinsdure plus 30 ml 1%ige wassrige Saurefuch-
sinlésung). Nach dem Abspiilen mit Aqua destillata wurde das Praparat in einer aufsteigenden Alko-

holreihe mit 70%igem, 96%igem und absolutem Alkohol differenziert und entwassert.

2.2.2.3. Immunférbung

Gefarbt wurde nach dem Routineprotokoll fiir die indirekte Peroxidase-Methode mit DAB als Chromo-
gen:

Nach Entparaffinisierung und Hydratisierung der Schnitte wurde die endogene Peroxidaseaktivitat
durch 10-minitige Inkubation mit 1% H,O, in PBS bei Raumtemperatur blockiert. Nach Spilung mit
Puffer erfolgte die Inkubation der Schnitte mit verdiinntem Normalserum tber 20 Minuten bei Raum-
temperatur. Dann die Inkubation mit dem Primarantikérper. Danach wurde mit Puffer zweimal gesplilt

und die Schnitte mit biotinylierten Zweitantikérpern 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Hier-
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nach fand wieder ein doppelter Spllvorgang mit Puffer statt. Dann erfolgte eine 30-minttige Inkubati-
on mit dem Vectastain ABC-Peroxidase-Komplex bei Raumtemperatur. Nach einem dreimaligen Spu-
len mit Puffer wurde mit dem Peroxidase-Substrat/DAB Uber 10 Minuten inkubiert. Es erfolgte eine
Spulung mit Wasser Uber 5 Minuten sowie eine Fixierung. Schnitte aus hyperplastischen Tonsillen

dienten als negative oder positive Kontrollen.

Die folgenden Antikorper (alle von der Firma DAKO®) wurden benutzt:

Fluoreszenz CD (Kombination) Klon Gefarbte Zellpopulation
1 CD 68 M814 Monozyten
2 CD20 M755 B-Zellen
3 CD4 MT310 T-Helfer-Zellen, Monozyten
4 CD8 M7103 Supressorische/zytotoxische T-Zellen
5 CD56 MOC-1 NK-Zellen
6 CD45RA 4KB5 Naive T-Zellen, ruhende B-Zellen
7 CD45RO UCHL-1 Gedéachnis-T-Zellen

2.2.3. Mikrobiologie

Bei jedem der Patienten mit CF wurde ein tiefer Rachenabstrich entnommen und im mikrobiologischen
Labor auf die Prasenz von Pseudomonas aeruginosa und Staphylococcus aureus hin untersucht.
Angegeben wurde jeweils nur das Vorhandensein der Bakterien; eine Mengendifferenzierung wurde

nicht vorgenommen.

2.2.4. Auswertung und Statistik

Die erhaltenen Daten der Lymphozytenphanotypisierung und der mikrobiologischen Untersuchungen
wurden zusammen mit den weiteren Daten der Patienten und der Normalpersonen (Geburtsdatum,
Alter, GréRe und Kérpergewicht) in einer EXCEL®-Datentabelle zusammengestellt. Es wurden vier

verschieden Altersgruppen gebildet:

Altersgruppe I: 1 Monat bis 3 Jahre;
Altersgruppe Il 4-9 Jahre,
Altersgruppe Il 10-15 Jahre;
Altersgruppe IV: alter als 16 Jahre.

Die Einteilung der Altersgruppen wurde zwecks besserer Vergleichbarkeit an friihere Arbeiten zu Un-

tersuchungen der Lymphozytensubpopulationen angepasst.
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44 Patienten mit CF wurden ausgewertet. Aufgrund des im Untersuchungszeitraum geanderten
Antikorperpanels lagen flir CD3/CD16CD56 von 41, fiir CD8/CD11b von 42, fur CD19/CD5 von 36 und
fir CD45 RO/RA von 37 Patienten Daten vor.

Die 23 Patienten der RI-Gruppe konnte vollstandig ausgewertet werden. Allerdings erfolgte hier nur
eine Datenerhebung in den ersten beiden Altersgruppen (1 Monat — 9 Jahre).

In der Kontrollgruppe wurden insgesamt 83 Personen ausgewertet, wobei bei CD45Ra und CD45Ro

nur 81 Personen untersucht werden konnten.

Far alle anderen Subpopulationen ergab sich folgende Verteilung in den Altersgruppen:

Rezidivierende
Altersgruppe CF: Normal:
Infekte
AG | n=6 n=14 n=17
AGII n=38 n=9 n=21
AG Il n=12 n=19
AG IV n=18 n= 26

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der SPSS-Software. Durchgefiihrt wurden der zweiseiti-

ge Mann-Whitney U Test, der Wilcoxon Test und der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman.

Zunachst wurde eine ,over-all“-Analyse mit einer Signifikanzgrenze von p<0,001 erstellt. Zu diesem
Zweck wurden die Daten der Gruppen ohne Beachtung der Altersgruppen gebtindelt und miteinander
verglichen. Dieser Test diente dazu, die grundlegenden signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen mit ausreichender Sicherheit zu erfassen. Da in diesem Test keine Differenzierung in Alters-

gruppen erfolgt war, konnten altersabhangige Veranderungen nicht erkannt werden.

Da altersabhangige Veranderungen der LS aber schon bekannt sind, wurde zur Beurteilung dieser
Veranderungen weiterhin ein Vergleich der CF-, RI- und Kontrollgruppe, jeweils aufgeteilt in die ver-
schiedenen Altersgruppen, durchgefuhrt. Als Signifikanzgrenzen wurde friheren Arbeiten entspre-
chend p < 0,05 (5%) und p < 0,03 (3%) festgelegt. Die erhaltenen Ergebnisse konnten aber aufgrund
eines hohen Fehlers 1. Grades bei vielen verschiedenen abhangigen Variablen und einer geringen
Populationsgro®e nur als Tendenz gewertet werden. Daher sollen sie in der vorliegenden Arbeit
hauptsachlich deskriptiven Charakter haben und als plausible Méglichkeit mit in die Diskussion einbe-
zogen werden. Eine Untersuchung der altersabhangigen Veranderungen der LS mit Hilfe einer grofie-

ren Population wird empfohlen.

Die Ergebnisse der Histopathologie wurden wegen der kleinen Patientenzahl nicht statistisch ausge-
wertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Lymphozytenphanotypisierung

3.1.1. Altersunabhangiger Vergleich

Der altersunabhangige Vergleich mit Hilfe einer ,over-all“-Statistik zeigte eine deutliche Abnahme der
CD8(+)-Zellen, der CD4CD45RO(+)-Memory-Zellen, der IL2-R(+)-Zellen und der CD16(+)CD56(+)-
NK-Zellen. Fur die CD3(+)-T-Zellen pro Lymphozyten hingegen wurde bei den Patienten mit CF ein
erhohter Wert beobachtet. Alle weiteren Lymphozytensubpopulationen ergaben in dieser Statistik im
Vergleich mit den Kontrollpersonen keine signifikanten Unterschiede. Eine Ubersicht der Ergebnisse

der ,over-all“-Statistik zeigt Tabelle 3.1:

Alle Patienten mit CF Alle Kontrollen L
Zellpopulation | pjer: 4 Mo. 36 Jare. | Aler 1 Mo. 29 Jafre s anifikants
Leukozyten x 10°%/ul 6,3 (4,9-7,9) 6,7 (5,4-8,7)
Lymphozyten x 1073/l 1,9 (1,4-2,4) 2,5 (1,8-3,3)
CD3+ x 10°%/ul 1,5(1,1-1,8) 1,8 (1,3-2,6)
% CD3+ in Lymph. 76 (69-81) 69 (65-74) P<0,001
% HLADR+ in CD3+ 9 (6-11) 8 (6-12)
% CD25+ in CD3 gesamt 11 (9-16) 15 (11-23)
CD25+CD25 x 10/ul 0,19 (0,14-0,24) 0,3 (0,23-0,36) P<0,001
CD19+ x 10°/l 0,28 (0,19-0,41) 0,38 (0,26-0,74)
% CD19+ in Lymph. 15 (12-18) 17 (13-21)
% CD16+56+ in Lymph. 9 (6-13) 12 (9-15)
CD16+56+ x 107/l 0,15 (0,11-0,27) 0,3 (0,23-0,39) P<0,001
Ratio CD4/CD8 1,5 (1,1-2) 1,2 (1-1,5)
CD8+ x 10%/ul 0,6 (0,4-0,8) 0,9 (0,6-1,2) P<0,001
% CD8+ in Lymph. 29 (24-36) 33 (28-38)
Ratio CD8+11-/CD8+11+ 3,5(2,3-5,9) 3(244)
CD4+ x 10°%/ul 0,9 (0,5-1,1) 1(0,7-1,4)
% CD4+ in Lymph. 44 (38-50) 40 (35-46)
CD45RA+CD4+ x 107/l 0.6 (0,3-0,8) 0,7 (0,4 -11)
% CD45RA+ in CD4+ 63 (56-73) 60 (51-69)
C45RO+CD4+ x 107/l 0,4 (0,3-0,5) 0,7 (0,5-1) P<0,001
% C45RO+ in CD4+ 49 (37-57) 57 (45-67)

Tab 3.1 Ergebnis der altersunabhangigen Auswertung. Daten als dargestellt als Median und 25%/75% Perzentilen.
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3.1.2. Altersabhangiger Vergleich

Zusatzlich wurden alle Lymphozytensubpopulationen bezliglich der altersabhangigen Veranderungen
und bezlglich der Unterschiede zwischen der Gruppe der Patienten mit CF, der Kontrollgruppe und

der Gruppe der rezidivierenden Infekte untersucht.

Zunachst ergab sich, dass die Unterschiede mit dem Alter der Patienten kontinuierlich zunahmen, so
dass ein Zusammenhang zwischen den Verénderungen der LS und dem Krankheitsverlauf vermutet
werden kann. Abbildung 3.1 zeigt dies am Beispiel der IL-2-positiven Zellen im Bezug zum zuneh-

menden Alter.

%IlL2-R(+)-Zellen pro CD3 gesamt im Vergleich zum Alter

60%

50%

40% -
30% ._.L‘-

% IL-2R(+)-Zellen

Alter [a]
0 Patienten mit CF B Kontrollgruppe

Abb.3.1 Entwicklung der IL-2(+)-Zellen bei zunehmendem Alter. Ein Vergleich der CF-Patienten
mit den Kontrollpersonen.

Besonders auffallende signifikante Unterschiede im Vergleich der Patienten mit CF mit den gesunden

Kontrollpersonen zeigten die folgenden Subpopulationen:

Die CD4(+)CD45RO(+)-Memory-Zellen pro ul zeigten in den Altersgruppen |, Il und IV eine deutliche
Erniedrigung. Der Anteil der CD45RO(+)-Zellen an der Gesamtzahl der CD4-Zellen war in den Alters-
gruppen Il und IV erniedrigt. Parallel war der Anteil der CD45RA(+)-Zellen innerhalb der CD4-Zellen in
den Altersgruppen Il und IV erhdht.

Auch die den IL-2-Rezeptor exprimierenden CD3(+)-Zellen waren in den Altersgruppen Il und IV sig-
nifikant erniedrigt. Gleiches wurde fiir die Absolutzahl der CD3(+)CD25(+)-Zellen pro pl in den Alters-
gruppen Il und IV beobachtet.

Weiterhin vermindert waren die CD16(+)CD56(+)-NK-Zellen/ul in den Altersgruppen I, Ill und IV. E-
benso waren sowohl der relative Anteil als auch die Absolutzahl der CD3(+)CD16(+)CD56(+)-Zellen in

diesen Altersgruppen signifikant vermindert.
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Die CD4(+)-Zellen pro Lymphozyten waren in den Altersgruppen Il und Il gegentber der Kontroll-
gruppe signifikant erhoht. In den Altersgruppen Il und Il war auRerdem eine erhohte CD4/CD8-Ratio
beobachtet worden. Bei den Patienten alter als 16 Jahre dagegen war die Ratio dieser Zellen wieder

im Normbereich, wohingegen die Absolutzahl der CD4(+) und CD8(+)-Zellen erniedrigt war.

Der Uberwiegende Teil der signifikanten Unterschiede lie sich bei den Patienten alter als 16 Jahre

(Altersgruppe V) beobachten.

Im folgenden werden die Ergebnisse des altersabhangigen Vergleiches fir jede Subpopulation sowohl
als Tabelle, als auch in Form eines Balkendiagramms dargestellt. Im Diagramm ist fir jede Alters-
gruppe der Median, sowie die 25%- und 75%-Perzentilen abgebildet. Im begleitenden Text werden

nur signifikante Veranderungen oder Unterschiede beschrieben.
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3.1.2.1. Leukozyten

Altersgruppe 1 I n v Vergleich Alters-
gruppen

Leukozyten x 10~ /ul CF | 84(6,2-102) | 52 (4,8-55) 6,3 (4,8-7,0) 6,5 (,1-8) 0,161

Leukozyten x 107 /ul N | 8.8(7,5-11,9) 7,1(53-9,1) 6,2 (5,3-7,2) 6,4 (5,5-7,7) 0,001

Leukozyten x 10™ /ul RI 7,8 (6,2-10,1) 7,4 (6-9,4) - -

Vergleich CF/N 0,506 0,15 0,919 0,667

Vergleich RI/N 0,121 0,541 - -

Altersabhéngige Verdnderungen:

Bei den gesunden Kontrollpersonen findet sich eine altersabhangige Abnahme der Leukozytenabso-

lutzahl.

Signifikante Verdnderungen der Leukozyten

Weder im Vergleich der Kontrollgruppe mit der CF-Gruppe, noch im Vergleich mit der RI-Gruppe lasst
sich ein Unterschied feststellen.

Anzahl der Gesamtleukozyten/ul

Anzahl der Leukozyten x 10-3/pl

p= 0,506 p=0,121
1 Mo - 3 Jahre (AG I)

p= 0,15 p=0,541
4 -9 Jahre (AG Il)

p= 0,919
10 - 15 Jahre (AG IlI)

p= 0,667

> 16 Jahre (AG IV)

E CF-Patienten

EKontrollgruppe

Orez. Infekte
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3.1.2.2. Lymphozyten

Altersgruppe | I n v Vergleich Alters-
gruppen

Lymphozyten x 10™ /ul | CF 3,3 (3,1-5,9) 2,2 (1,9-2,4) 1,9 (1,5-2,4) 1,5 (1,1-2) 0,004

Lymphozyten x 107 /ul [ N 4,8 (4,3-7,6) 2,6 (2,2-3,2) 2,2 (1,8-2,7) 1,9 (1,6-2,4) 0

Lymphozyten x 10™ /ul | RI 3,6 (2,4-4,3) 2,8 (2,2-4,1) - -

Vergleich CF/N 0,294 0,118 0,133 0,013

Vergleich RI/N 0,002 0,751 - -

Altersgruppe | M m v Vergleich Alters-
gruppen

%Lymphozyten/Leuk. [ CF 46 (38-54) 41 (38,5-45,5) | 34 (26,75-35,75) 26,5 (19-30) 0

%Lymphozyten/Leuk. N | 61 (48,25-64,25) | 40 (29,75-43,5) 35 (31-42) 31 (27-37) 0

Y%Lymphozyten/Leuk. Rl | 41 (31,5-51,75) 38 (30-47) - -

Vergleich CF/N 0,032 0,494 0,201 0,003

Vergleich RI/N 0,001 0,454 - -

Altersabhéngige Verdnderungen:

Die Absolutzahlen der Lymphozyten und der relative Anteil der Lymphozyten an den Leukozyten zei-

gen sowohl bei den Patienten mit CF, als auch bei der Kontrollgruppe eine altersabhangige Abnahme.

Signifikante Verdnderungen der Lymphozyten pro ul

Nur in der Altersgruppe IV sind die Lymphozyten pro ul bei den Patienten mit CF gegentber der Kon-

trollgruppe vermindert. Bei der RI-Gruppe sind diese Zellen in der Altersgruppe | vermindert.

Lymphozyten x 10-3/ul

Lymphozyten x 10-3/ul

p=0,294 p=0,002
1 Mo - 3 Jahre (AG 1)

p=0,118 p=0,751
4 -9 Jahre (AG Il)

p=0,133
10 - 15 Jahre (AG Ill)

p=0,013
> 16 Jahre (AG IV)

‘ E CF-Patienten

B Kontrollgruppe

Orez. Infekte ‘

Signifikante Verdnderungen der Lymphozyten pro Leukozyten

Beim prozentualen Anteil der Lymphozyten an den Leukozyten zeigt sich im Vergleich CF/Normal bei

den Patienten mit CF der Altersgruppe | und Altersgruppe IV ein kleinerer Wert.

In der RI-Gruppe sind diese Zellen nur in Altersgruppe | gegeniiber der Kontrollgruppe erniedrigt.
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70

% Lymphozyten/Leukozyten

p=0,032 p=0,001
1 Mo - 3 Jahre (AG I)

p=0,494 p=0,454
4 -9 Jahre (AG Il)

p= 0,201
10 - 15 Jahre (AG Ill)

p= 0,003
> 16 Jahre (AG IV)

B CF-Patienten

EKontrollgruppe

Orez. Infekte

3.1.2.3. T-Lymphozyten (CD3):

Altersgruppe I I m v Vergleich Alters-
gruppen

CD3+ x 10° /i CF | 2002437 | 1601517 | 14(1.319) | 12(081.7) 0,015

CD3+ x 107 Jul | N | 34(2746) | 2(1.526) 15(1.21.9) | 1.4(1.11.7) 0

CD3+ x 107 1yl RI | 21(1,628) | 1.7(1,4-26) : -

Vergieich CF/N 0,363 0,088 0,598 0,09

Vergleich RI/N 0,001 0,309 - -

Altersgruppe I I m v Vergleich Alters-
gruppen

% CD3+ in Lymphozyten | CF |76 (61-81) 74 (66-79) 77 (66-84) 76 (70-81) 0,774

% CD3+ in Lymphozyten | N | 67 (63-74) 68 (65-73) 69 (68-74) 71 (66-77) 0,336

% CD3+ in Lymphozyten | RI 64 (54-67) 65 (60-70) - -

Vergleich CF/IN 0,195 0,293 0,064 0,024

Vergleich RN 0,107 0,286 - -

Altersabhéngige Verdnderungen:

Nur die Absolutzahlen der T-Lymphozyten sowohl in der Gruppe der Patienten mit CF, als auch in der

Kontrollgruppe zeigen eine altersabhangige Abnahme.

Signifikante Verdnderungen der CD3-positiven Zellen pro pl

Bei den absoluten T-Zellen ist nur bei den Patienten mit CF ab 16 Jahren (Altersgruppe V) ein ver-

minderter Wert erkennbar. In der Gruppe der rezidivierenden Infekte sind die absoluten Lymphozyten

in der Altersgruppe | erniedrigt.
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CD3(+)-Zellen x 10-3/ul

CD3+ x 10-3/pl
N
(6]

p=0,363 p=0,001 p=0,088 p=0,309 p=0,598 p=0,09
1Mo-3Jahre (AGI)  4-9Jahre (AGIl)  10-15Jahre (AGII) > 16 Jahre (AG IV)

‘ E CF-Patienten i | Orez. Infekte ‘

Signifikante Verdnderungen des prozentualen Anteils der CD3-positiven Zellen an den Lymphozyten
Bei den relativen T-Zellen ist in der Altersgruppe IV der Wert der CF-Gruppe gegenlber der Kontroll-
gruppe erhdht.

% CD3(+)-Zellen/Lymphozyten

100

%

p=0,195 p=0,107 p=0,293 p=0,286 p= 0,064 p= 0,024
1 Mo - 3 Jahre (AG 1) 4 -9 Jahre (AG Il 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)

E CF-Patienten B Kontrollgruppe Orez. Infekte ‘
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3.1.2.4. B-Zellen (CD19):

Altersgruppe I I m v Vergleich Alters-
gruppen

CD19+ x 10° /ul CF | 04(0213) | 04(0,306) | 03(0205) | 02(02-03) 0,04

CD19+ x 10° /ul N | 12(11,9) 0,5(0,3-0,7) | 0,4(0,3-0,5) | 0,2(0,2-0,3) 0

CD19+ x 10° /ul RI | 1(0,71,2) 0,8 (0,5-1,1) - N

Vergleich CF/N 0,08 0,329 0,274 0,055

Vergleich RI/N 0,037 0,455 - -

Altersgruppe [ I I v Vergg'l‘:l";hpz‘r"ters'

% CD19+ in Lymphozyten | CF | 14 (10-22) 16 (14-26) 14 (8-26) 14 (10-16) 0,416

% CD19+ in Lymphozyten | N | 24 (20-27) 18 (15-22) 17 (13-19) 12 (10-16) 0

% CD19+ in Lymphozyten | RI 27 (23-40) 26 (21-30) - -

Vergleich CF/N 0,027 0,769 0,516 0,692

Vergleich RI/N 0,044 0,123 - -

Altersabhéngige Verdnderungen:

Bei den B-Zellen/pl zeigt sich sowohl in der CF- als auch in der Kontrollgruppe eine altersabhangige

Abnahme.

Die CD19(+)-Zellen pro Lymphozyten dagegen zeigen nur in der Kontrollgruppe eine altersabhangige

Abnahme.

Signifikante Verdnderungen der Absolutzahl der CD19-positiven Zellen pro ul

In der Altersgruppe | sind die absoluten CD19(+)-B-Zellen bei der RI-Gruppe erniedrigt.

CD19(+)-Zellen 10-3/pl

CD19+ x 10-3pl

p=0,08 p=0,037
1 Mo - 3 Jahre (AG I)

p=0,329 p=0,455
4-9 Jahre (AG Il)

p=0,274
10 - 15 Jahre (AG Ill)

p=0,055
> 16 Jahre (AG IV)

B CF-Patienten Orez. Infekte

B Kontroligruppe

Signifikante Verdnderungen des prozentualen Anteils der CD19-positiven Zellen an den Lymphozyten
Bei den CD19 positiven Zellen pro Lymphozyten erkennt man in der Altersgruppe | der CF-
Patientengruppe einen verminderten Wert und in der RI-Gruppe einen erhéhten Wert.
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%CD19(+)-Zellen/Lymphozyten

45

40

35

p=0,027 p=0,044 p=0,769 p=0,123 p=0,516 p=0,692
1Mo - 3 Jahre (AG ) 4 -9 Jahre (AGIl) 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)
E CF-Patienten O Kontrollgruppe Orez. Infekte ‘

3.1.2.5. CD5(+)-Zellen in CD19(+)-Zellen:

Altersgruppe I I m v Vergé‘:fphp‘:‘r']ters'
%CD5+ in CD19+ gesamt |CF| 50 (33-91) 55 (50-61) 50 (40-65) 42 (29-56) 0,114
%CD5+ in CD19+ gesamt | N| 76 (66-83) 65 (54-72) 63 (60-69) 41 (30-50) 0
%CD5+ in CD19+ gesamt |RI| 75 (60-79) 67 (56-76) - -

Vergleich CF/N 0,34 0,109 0,03 0,806

Vergleich RI/N 0,462 0,205 - -

Altersabhéngige Verdnderungen:
Die Kontrollgruppe weist eine altersabhangige Abnahme des prozentualen Anteils der CD5 positiven

Zellen an den B-Zellen auf

Signifikante Verdnderungen des prozentualen Anteils der CD5-positiven Zellen an CD19-gesamt
In der Altersgruppe lll der Patienten mit CF findet sich eine verminderte Anzahl der CD5 positiven

Zellen in den B-Zellen.
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%CD5 positive Zellen in CD19

100

) -

p=0,34 p=0462 p=0,109 p=0,205 p=0,03 p=0,806
1 Mo - 3 Jahre (AG I) 4 -9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)

‘ E CF-Patienten EKontrollgruppe Orez. Infekte
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3.1.2.6. Helferzellen, Supressor/Zytotoxische Zellen, CD4/CD8 Ratio:

Altersgruppe I n m v Vergleich Alters-
gruppen

CD4+ x 10° Tl | CF | 21(1.722) 7(0,91.1) 0.8 (0,6-1) 0.6 (0,5:0,9) 0,004

CD4+ x 107 /4l N | 24(1,732) | 1.1(08-14) 0,8 (0,6-1) 0,9 (0,7-1,1) 0

CD4+ x 107 RI 12 (1-1,9) 11(0,9-1,7) - -

Vergleich CF/N 0,441 0,354 0,715 0,005

Vergleich RI/N 0,001 0,402 - -

Altersgruppe | 1] m v Vergleich Alters-
gruppen

%CD4+ in LY CF |51 (46-64) 46 (40-51) 42 (36-45) 44 (34-50) 0,264

%CD4+ in LY N 41 (40-50) 37 (35-39) 34 (31-40) 46 (41-48) 0

%CD4+ in LY RI 38 (32-46) 37 (33-47) - -

Vergieich CF/N 0,159 0,017 0,017 0,667

Vergleich RIN 0,067 0,401 5 -

Altersgruppe I I I v Vergleich Alters-
gruppen

CD8+ x 10° /i CF | 00(061,9) | 06(0507) | 070408 | 04(04-06) 0,1

CD8+ x 107/l N 12 (11,7) 0,9(0,71,2) 0,8 (0,6-1) 0,6 (0,5-0,9) 0

CD8+ x 10° /4l RI | 09(0512) | 07(051.2) - -

Vergleich CF/N 0,141 0,051 0.1 0,006

Vergleich RIN 0,010 0,081 - »

Altersgruppe I I I v Vergleich Alters-
gruppen

%CD8+ in LY CF | 27 (2331 26 (22-33) 30 (25-36) 34 (27-39) 0,28

%CD8+ in LY N 26 (21-28) 35 (32-38) 35 (29-41) 34 (30-41) 0

%CD8+ in LY RI 26 (21-29) 27 (23-29) B -

Vergleich CF/N 0,551 0,04 0,166 0,266

Vergleich RIN 0,968 0,006 - B

Altersgruppe I I I v Vergleich Alters-
gruppen

RATIO CD4/CD8 CF | 2.1(1523) 18 (1.1-2) 13(1.118) | 1.4(0.91.7) 0,218

RATIO CD4/CD8 N | 18(1322) 71 (1-1.3) 1(0.7-1.2) 14 (1-1.6) 0

RATIO CD4/CD8 RI 17 (1,22) 16 (1,3-2) - -

Vergieich CF/N 0,484 0,03 0,017 0,659

Vergleich RIN 0,512 0,022 5 5

Altersabhédngige Verédnderungen
Bei den Patienten mit CF weisen nur die CD4(+)-Zellen pro pl eine altersabhdngige Abnahme mit

zunehmendem Alter auf.

In der Kontrollgruppe finden sich immer altersabhangige Veranderungen: CD4(+)/ul nehmen ab, die
relativen CD4 nehmen zu. CD8(+)/ul nehmen genau wie die Ratio CD4/CD8 ab. Die CD8 positiven

Zellen pro Lymphozyten nehmen zu.

Signifikante Verdnderungen der Absolutzahl der CD4-positiven Zellen pro ul
Die Anzahl der CD4(+)/u in der CF-Gruppe ist erst ab dem 16. Lebensjahr (Altersgruppe V) vermin-
dert. Die CD4(+)-Zellen/u sind nur in der Altersgruppe | der RI-Gruppe signifikant erniedrigt.
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CD4(+)-T-Zellen x 10-3 pro pl

CD4+ x 10-3 pro pl

p=0,441 p=0,001 p=0,354 p=0,402 p=0,715 p=0,005
1 Mo - 3 Jahre (AG 1) 4 -9 Jahre (AG Il 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)
B CF-Patienten ] Orez. Infekte ‘

Signifikante Verdnderungen des prozentualen Anteils der CD4-positiven Zellen an den Lymphozyten
Der relative Anteil der CD4 positiven Zellen pro Lymphozyten ist bei den Patienten mit CF im Alter von

4-15 Jahre (Altersgruppe lI-1ll) erhdht.

% CD4(+)-T-Zellen pro Lymphozyten

70

p=0,159 p=0,067 p=0,017 p=0,401 p=0,017 p=10,667
1 Mo - 3 Jahre (AG 1) 4-9 Jahre (AG II) 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)
B CF-Patienten B Kontrollgruppe Orez. Infekte

Signifikante Verdnderungen der Absolutzahl der CD8-positiven Zellen pro ul
Die CD8(+)/u der CF-Patientengruppe sind nur in der Altersgruppen IV vermindert.
In der RI-Gruppe sind diese Zellen in der Altersgruppe | erniedrigt.
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CD8(+)-T-Zellen x 10-3 pro pl

1.8

1,6

14

CD8+ x 10-3 pro pl

p=0,141 p=0,010 p=0,051 p=0,081 p=0,1 p= 0,006
1 Mo - 3 Jahre (AG 1) 4 -9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)
‘ Bl CF-Patienten ] Orez. Infekte ‘

Signifikante Verdnderungen des prozentualen Anteils der CD8-positiven Zellen an den Lymphozyten
Die CD8 positiven Zellen pro Lymphozyten sind in der Altersgruppe Il der CF-Patientengruppe ver-

mindert. Bei der RI-Gruppe sind diese Zellen in der Altersgruppe Il verringert.

% CD8(+)-T-Zellen pro Lymphozten

45

40

25 A

%

20

15 4

10 4

p=0,551 p=0968 p=004 p=0,006 p=0,166 p=0,266
1 Mo - 3 Jahre (AG ) 4-9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV))

‘ H CF-Patienten EKontrollgruppe Orez. Infekte

Signifikante Verdnderungen der CD4/CD8-Ratio
Die Ratio CD4/CDS8 ist in den Altersgruppen Il und Ill bei den Patienten mit CF erhoht. Bei den RI-

Patienten ist sie in der Altersgruppe Il kleiner als bei der Kontrollgruppe.
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25

CD4/CD8-Ratio

0,5 1

p=0484 p=0,512
1 Mo - 3 Jahre (AG I)

p=0,03 p=0,022
4 -9 Jahre (AG Il)

p=0,017
10 - 15 Jahre (AG IIl)

p=0,659
> 16 Jahre (AG IV)

E CF-Patienten B Kontrollgruppe Orez. Infekte ‘

3.1.2.7. IL2-Rezeptor-Zellen (CD25):

Altersgruppe I I i v Vergleich Alters-
gruppen

%CD25+ in CD3 gesamt | CF 9 (7-12) 10 (8-14) 11 (9-13) 15 (11-17) 0,191

%CD25+ in CD3 gesamt | N 8 (7-10) 14 (11-16) 13 (12-17) 29 (23-35) 0

%CD25+ in CD3 gesamt | RI 8 (7-15) 11 (8-14) - -

Vergleich CF/N 0,552 0,071 0,026 0

Vergleich RI/N 0,766 0,267 - -

Altersgruppe I I m v Vergleich Alters-
gruppen

%CD3+CD25+/Lymp. CF 6 (5-8) 8 (5,5-10,75) 8,5 (6,25-10) 12 (8-13) 0,104

%CD3+CD25+/Lymp. N 6 (5-6,25) 10 (7-11,25) 9 (8-13) 21 (17-25) 0

%CD3+CD25+/Lymp. Rl | 6(4,75-7,25) 7 (5-8) - -

Vergleich CF/N 0,383 0,248 0,235 0

Vergleich RI/N 0,903 0,282 - -

Altersgruppe I I i v Vergleich Alters-
gruppen

CD3+CD25+ /ul CF | 234 (160-301) | 186 (140-221) | 198 (118-218) | 174 (133-237) 0,475

CD3+CD25+ /ul N | 287 (270-369) | 285 (216-330) | 226(167-282) | 383 (331-488) 0

CD3+CD25+ /l RI | 186 (140-261) | 201 (146-259) - -

Vergleich CF/N 0,183 0,017 0,109 0

Vergleich RI/N 0,001 0,124 - -

Altersabhéngige Verdnderungen:

Nur bei der Kontrollgruppe zeigt sich immer eine altersabhangige Zunahme.

Signifikante Verdnderungen des prozentualen Anteils der CD25-positiven Zellen an CD3-gesamt

Die CD25(+)-Zellen in CD3 gesamt sind in der CF-Patientengruppe ab der Altersgruppe Il erniedrigt.
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% IL-2R positiver Zellen in CD3(+)-Zellen

40

p=0,552 p=0,766 p=0,071 p=0,267 p=0,026 p=0
1 Mo - 3 Jahre (AG 1) 4 -9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)
E CF-Patienten ] Orez. Infekte ‘

Signifikante Verdnderungen der CD3CD25-positiven Zellen pro Lymphozyten
Bei den CD25(+)CD3(+)-Zellen pro Lymphozyten findet sich nur bei den Patienten mit CF &lter als 16

Jahre (Altersgruppe 1V) eine Verminderung gegeniber der Kontrollgruppe.

%CD3(+)CD25(+)-Zellen pro Lymphozyten

30

p=0,383 p=0,903 p=0,248 p=0,282 p=0,235 p=0
1Mo - 3 Jahre (AG 1) 4 -9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)
‘ H CF-Patienten O Kontrollgruppe Orez. Infekte

Signifikante Verdnderungen des CD3CD25-positiven Zellen pro ul
Die CD25(+)CD3(+)-Zellen pro pl sind nur in den Altersgruppen Il und IV gegenuber dem Wert der
entsprechenden Altersgruppe der Kontrollpersonen vermindert. In der RI-Gruppe zeigen die

CD25(+)CD3(+)-Zellen pro pl nur in der Altersgruppe | eine Verringerung.
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CD3(+)CD25(+)-Zellen x 10-3 pro ul

0,6

CD3+CD25+ Zellen x 10-3 pro pl

p=0,183 p=0,001
1 Mo - 3 Jahre (AG I)

p=0,017 p=0,124 p=0,109

4 -9 Jahre (AG Il)

10 - 15 Jahre (AG IIl)

p=0

> 16 Jahre (AG IV)

‘ E CF-Patienten

B Kontrollgruppe

Orez. Infekte

3.1.2.8. HLA-DR(+)-Zellen:

Altersgruppe I I I v Vergg'lf:;hp‘::ers'
%HLADR* in CD3+ CF | 5210 6 (4-10) 11 (8-14) 9(6-10) 0,09
%HLADR* in CD3+ N 5 (3-7) 12 (8-14) 10 (6-12) 9 (7-13) 0
%HLADR®* in CD3+ RI 7 (5-11) 7 (5-11) B 5

Vergleich CF/N 0.779 0,045 0312 0,377

Vergleich RIN 0.077 0.037 - -

Altersabhéngige Verdnderungen:

Die HLA-DR positiven Zellen innerhalb der CD3-Zellen zeigen sowohl bei den Patienten mit CF als

auch bei der gesunden Kontrollgruppe eine altersabhangige Zunahme.

Signifikante Verdnderungen des prozentualen Anteils der HLA-DR-positiven Zellen an CD3-gesamt

Sowohl bei der CF-Patientengruppe als auch bei der Gruppe der rezidivierenden Infekte ist nur in der

Altersgruppe Il eine Verminderung der HLA-DR positiven Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe zu

erkennen.
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HLA-DR-positive Zellen in CD3(+)-Zellen

16

14

12

10

p=0,779 p=0,077
1 Mo - 3 Jahre (AG 1)

p=0,045 p=0,037 p=0,312

4 -9 Jahre (AG II) 10 - 15 Jahre (AG Ill)

p=0,377
> 16 Jahre (AG IV)

B CF-Patienten

EKontrollgruppe

Orez. Infekte
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3.1.2.9. NK-Zellen (CD1656):

Altersgruppe | I n v AIY:rrsggh:ll,lcphpe
%CD16+56+/Lymphozyten CF 12 (4-14) 9 (6-13) 8 (6-11) 9 (6-16) 0,865
%CD16+56+/Lymphozyten N 6 (6-11) 13 (10-16) 13 (11-15) 15 (12-15) 0,004
%CD16+56+/Lymphozyten RI 8 (5-12) 8 (5-13) - -

Vergleich CF/N 0,595 0,078 0,001 0,116

Vergleich RI/N 0,825 0,318 - -

Altersgruppe . I 0 v apereieh
CD16+56+ x 10” /yl CF | 0.3(0.1-1.1) 0.2 (0.1-0.3) 0.2 (0.1-0.3) 0.1 (0.1-0.3) 0,405
CD16+56+ x 10 /yl N 0.4 (0.3-0.8) 0.3 (0.2-0.5) 0.3 (0.3-0.4) 0.3 (0.2-0.3) 0,94
CD16+56+ x 10” /yl RI 0,2 (0,2-0,4) 0,2 (0,2-0,3) - -

Vergleich CF/N 0,484 0,02 0,011 0,006

Vergleich RI/N 0,035 0,167 - -

Altersgruppe . I 0 v perleieh
%CD3+16+56+/Lymphozyten| CF [ 2 (0,75-2,25) 3 (1,25-3) 3 (2-5) 3 (2-7,25) 0,111
%CD3+16+56+/Lymphozyten| N 2 (1-5,25) 4 (2,75-7) 6,0 (4,0-8,0) 9 (5-14) 0
%CD3+16+56+/Lymphozyten| RI 1(0-1) 1(1-1) - -

Vergleich CF/N 0,494 0,028 0,009 0

Vergleich RI/N 0,002 0 - -

Altersgruppe | Il m v Al‘t’:r'sgg:‘:l'fphpe
CD3+16+56+ /pl CF |32(16,5-137,75)| 61 (28-71,25) 52 (42-90) 65 (21-128,5) 0,963
CD3+16+56+ /pl N [109 (73,5-212,5)| 123 (69-209,75) [ 117 (83-170) |177,5 (122-222) 0,119
CD3+16+56+ /pl RI 29 (0-42) 34 (17-42) - -

Vergleich CF/N 0,183 0,01 0,01 0

Vergleich RI/N 0 0 - -

Altersabhéngige Verdnderungen:

Bei der Kontrollgruppe nimmt der prozentualen Anteil der CD16+/CD56+ Zellen in den Lymphozyten

mit zunehmendem Alter zu.

Auch die CD3(+)CD16(+)CD56(+)-Zellen pro Lymphozyten zeigen bei den Normalpersonen eine

signifikante Zunahme.

Signifikante Verdnderungen des prozentualen Anteils der CD16(+)CD56(+)-Zellen pro Lymphozyten

Fir den prozentualen Anteil der CD16(+)CD56(+)-Zellen in den Lymphozyten zeigt sich in der Alters-

gruppe lll der CF-Gruppe eine Verringerung.
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%CD16(+)CD56(+)-Zellen pro Lymphozyten

p=0,595 p=0,825 p=0,078 0,318 p= 0,001 p=0,116
1 Mo - 3 Jahre (AG ) 4 -9 Jahre (AG 1) 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)
‘ E CF-Patienten O Kontroligruppe Orez. Infekte ‘

Signifikante Verdnderungen der CD16(+)CD56(+)-Zellen pro ul

CD16(+)CD56(+)-Zellen absolut sind in den Altersgruppen Il — IV der Patienten mit CF im Vergleich zu
den Normalpersonen vermindert. In der Gruppe der rezidivierenden Infekte ist die Anzahl

der CD16(+)56(+)-Zellen pro ul in der Altersgruppe | erniedrigt.

CD16(+)CD56(+)-Zellen x 10-3 pro pl

038

0,6

CD16+CD56+ x 10-3 pro pl

p=0,484 0,035 p=0,02 p=0,167 p=0,011 p= 0,006
1 Mo - 3 Jahre (AG 1) 4 -9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)
‘ E CF-Patienten ] Orez. Infekte ‘

Signifikante Verdnderungen der CD3(+)CD16(+)CD56(+)-Zellen pro Lymphozyten
Die Anzahl der CD3(+)CD16(+)CD56(+) Zellen pro Lymphozyten ist bei Patienten mit CF in den Al-
tersgruppe II-IV gegenuber der Kontrollgruppe kleiner. In der RI-Gruppe sind diese Zellen in beiden

Altersgruppen erniedrigt.
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16

CD3(+)CD16(+)CD56(+)-Zellen pro Lymphozyten

14

12

p=0,494 p=0,002 p=0,028 p=0 p= 0,009 p=0
1 Mo - 3 Jahre (AG 1) 4 -9 Jahre (AG Il 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)
‘ Bl CF-Patienten 2] Orez. Infekte

Signifikante Verdnderungen der CD3(+)CD16(+)CD56(+)-Zellen pro ul
Die Absolutzahlen der CD3(+)CD16(+)CD56(+)-Zellen weisen in der Altersgruppen Il-IV der CF-

Gruppe einen verminderten Wert auf. In der RI-Gruppe sind diese Zellen in den Altersgruppen | und Il

erniedrigt.

250

CD3(+)CD16(+)CD56(+)-Zellen x 10-3 pro pl

200

150

100

CD3+CD16+CD56+ x 10-3 pro pl

50

p=0,183 p=0 p=0,01 p=0 p=0,01
1 Mo - 3 Jahre (AG I) 4 -9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG Ill)

p=0
> 16 Jahre (AG IV)

E CF-Patienten B Kontrollgruppe

Orez. Infekte
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3.1.2.10. CD8(+)CD11b(+) T-Supressor-Zellen/CD8(-)CD11b(+) Zytotoxische T-Zellen:

Altersgruppe I I I v Alt‘éf;g'r‘;';:en

CD11+CD8+ x10°/ul] CF_| 0,12 (0,05-0,6) | 0,13 (0,11-0,15) | 0,13 (0,06-0,26) | 0,09 (0,04-0,1) 0,152

CD11+CD8+ x10°/ul] N | 0,22 (0,14-0,37) | 0,21 (0,16-0,28) | 0,15 (0,12-0,18) | 0,19 (0,15-0,28) 0,123

CD11+CD8+ x10°/ul] RI_| 0,11 (0,08-0,17) | 0,13 (0,08-0,18) - -

Vergleich CF/N 0,327 0,051 0,685 0

Vergleich RI/N 0,015 0,118 - -

Altersgruppe I I m v Vergleich
Altersgruppen

CD11-8+ x 10° /gl CF 0,7 (0,4-1,0) 0,4 (0,4-0,5) 0,4(0,3-0,5) 0,3(0,2-0,5) 0,209

CD11-8+ x 10° /gl N 0,9 (0,7-1,0) 0,6 (0,4-0,9) 0,6 (0,5-0,7) 0,4 (0,3-0,5) 0

CD11-8+ x 10° /yl Rl | 0,65(0,32-0,9) | 0,58 (0,35-0,75) - -

Vergleich CF/N 0,183 0,137 0,02 0,086

Vergleich RIN 0,017 0,455 - -

Altersgruppe I I n v Alt‘;‘f;g'reu';;en

%CD11+8+/LY CF 6 (2-7) 55 (4-7) 55 (2,5-10,5) 5,0 (4,0-7,0) 0,9

%CD11+8+/LY N | 40(275575) | 8(5,7510,25) 7.0 (5,0-8,0) 9,0 (7,0-13) 0

%CD11+8+/LY RI 3,5 (3-6,25) 4 (3-6) - -

Vergleich CF/N 0,777 0,094 0,775 0

Vergleich RIN 0,763 0,068 - -

Altersgruppe I I I v Alt‘éf;g'r‘;';:en

%CD11-8+/LY CF 16 (13-22) 18 (16-19) 20,5 (15,5-23,75) | _ 23,5 (17-28) 0,095

%CD11-8+/LY N 18 (14-21,25) | 21 (18,75-25,25) 25 (22-31) 21 (19-24) 0,001

%CD11-8+/LY Rl |17,5 (13,25-20,25)| 18 (16-21) - -

Vergleich CF/N 0,805 0,043 0,008 0,488

Vergleich RIN 0,75 0,351 - -

Altersgruppe I I i v Alt‘é‘:;g'r‘;';gen

Ratio11-11+ CF 2,9 (1,8-7) 3.1 (2,7-3,5) 4 (1,8-7,6) 4.7 (2,8-6,2) 0,597

Ratio11-11+ N 4.7 (2,7-6.6) 2,9 (1,9-4,5) 3,7 (2,8-4,4) 2,3(1,6-2,9) 0

Ratio11-11+ RI 4 (2,8-6,8) 4.2 (3-5,7) - -

Vergleich CF/N 0,599 0,683 0,776 0

Vergleich RIN 0,751 0,277 - -

Altersabhéngige Verdnderungen:
Die CD11(-)CD8(+)-Zellen pro pl und die Ratio CD11(-)/CD11(+) nehmen bei der gesunden Kontroll-
gruppe altersabhangig ab.

Die CD11(+)CD8(+)-Zellen pro Lymphozyten und CD11(-)CD8(+)-Zellen pro Lymphozyten dagegen

zeigen eine Zunahme mit zunehmendem Alter.

Bei den Patienten mit CF findet sich keine altersabhangige Veranderung.

Signifikante Verdnderungen der CD11(+)CD8(+)-Zellen pro ul

Die Absolutzahl der CD11(+)CD8(+)- der Patienten mit CF zeigt nur in der Altersgruppe IV einen nied-

rigeren Wert. In der RI-Gruppe sind diese Zellen in der Altersgruppe | vermindert
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CD11(+)CD8(+)-Zellen pro pl

700

600

500

CD11+CD8+ /ul

p=0,327 p=0,015 p=0,051 0,118 p=0,685 p=0
1Mo - 3 Jahre (AG ) 4 -9 Jahre (AGIl) 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)
‘ Bl CF-Patienten [ Kontrollgruppe Orez. Infekte

Signifikante Verdnderungen der CD11(-)CD8(+)-Zellen pro ul
Bei den CD11(-)CD8(+) pro pl ist bei der CF-Patientengruppe nur in der Altersgruppe Il ein

kleinerer Wert feststellbar. In der RI-Gruppe sind diese Zellen in der Altersgruppe | erniedrigt.

CD11(-)CD8(+)-Zellen pro pl

CD11-CD8+

p=0,183 0,017 p=0,137 p=0,455 p=0,02 p=0,086
1Mo - 3 Jahre (AG ) 4 -9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)
‘ E CF-Patienten ] Orez. Infekte ‘

Signifikante Verdnderungen des prozentualen Anteils der CD11(+)CD8(+)-Zellen an den Lymphozyten
Der prozentuale Anteil der CD11(+)CD8(+)-Zellen pro Lymphozyten ist nur in Altersgruppe IV der CF-

Patientengruppe vermindert.
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% CD11(+)CD8(+)-Zellen pro Lymphozyten

14

12

10

%

p=0,777 p=0,763 p=0,094 p=0,068 p=0,775 p=0
1Mo - 3 Jahre (AG 1) 4 -9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)
‘ B CF-Patienten o Orez. Infekte ‘

Signifikante Verdnderungen des prozentualen Anteils der CD11(-)CD8(+)-Zellen an den Lymphozyten
Der relative Anteil der CD11(-)CD8(+)-Zellen pro Lymphozyten weist bei der CF-Patientengruppe im

Alter von 4-15 Jahren (Altersgruppe Il und Ill) einen verminderten Wert auf.

% CD11(-)CD8(+)-Zellen pro Lymphozyten

%

p=0,805 p=0,75 p=0,043 p=0,351 p= 0,008 p=0,488
1 Mo - 3 Jahre (AG I) 4 -9 Jahre (AG Il 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)
‘ B CF-Patienten B Kontrollgruppe Orez. Infekte ‘

Signifikante Verdnderungen der Ratio CD11(-)/CD11(+)
Die Ratio CD11-/CD11+ ist bei den Patienten mit CF in der Altersgruppe IV erhoht.
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CD11(-)CD8(+)/CD11(+)CD8(+)

p=0,599 p=0,751 p=0,683 p=0,277 p=0,776 p=0
1Mo - 3 Jahre (AG 1) 4 -9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)

‘ H CF-Patienten E Kontrollgruppe Orez. Infekte
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3.1.2.11.CD57/CD8-Zellen:

Vergleich Alters-

Altersgruppe | [} ] v
gruppen
C57+CD8+yl CF 42 (0-96) 52 (28-137) 115 (57-181) 120 (65-133) 0,213
C57+CD8+l N 85 (61-93) 188 (74-256) 183 (126:252) | 140 (107-184) 0,006
C57+CD8+jl 60 (33-120) 62 (27-167) : :
Vergleich CF/N 0.22 0,018 0,109 0.115
Vergleich RN 0,451 0,022 - .
Altersgruppe I I i v Vergleich Alters-
gruppen
%CD57+8+ Lymph. | CF 1(0-7) 3(1-6) 6 (3-10) 7 (5-12) 0,024
%CD57+8+ ILymph. | N 2 (1-2) 6 (4-9) 8 (6-11) 8 (6-10) 0
%CD57+8+ ILymph | RI 2.5 (14) 3(14) : .
Vergleich CF/N 0,504 0,023 0,222 0,674
Vergleich RN 0,219 0,102 : :
Altersgruppe I I m v Vergleich Alters-
gruppen
CD57+CD8 7l CF | 335(32.96) | 285 (21,25-75.75)| 66,5 (39-107.75) | 51,5 (27.0-82) 0,342
CD57+CD8 -/l N | 134 (79.5232) | 93 (72,75-114) 87 (76-114) 59,5 (40-84) 0,001
CD57+CD8 -/l 48,5 (33,5-89) 49 (27-85) : :
Vergleich CF/N 0.042 0,002 0.15 0,496
Vergleich RI/N 0,001 0,037 - -
Altersgruppe I I I v Vergleich Alters-
gruppen
%CD57+8- [Lymph. | CF | 1,0 (1,04.,0) 1,0 (1,0-3.5) 3,0 (2,0-6,25) 35 (2,0-6,0) 0,037
%CD57+8- ILymph. | N | 2,0 (2,0-3,0) 4.0 (2,06,0) 4.0 (3,05,0) 3,0 (2,04,0) 0,01
%CD57+8- Lymph. 15 (1-3.25) 2 (1-4) 5 :
Vergleich CF/N 023 0,006 0,128 0,409
Vergleich RIN 0.235 0,142 . :

Altersabhéngige Verdnderungen:

CD57(+)CD8(+)-Zellen pro pl zeigen nur bei der Kontrollgruppe altersabhangige Veranderungen.

Die CD57(+)CD8(-) Zellen pro pl nehmen nur bei der Kontrollgruppe altersabhangig ab.

Der prozentuale Anteil der CD57(+)CD8(+)- und der CD57(+)CD8(-) Zellen an den Lymphozyten zeigt

sowohl bei der CF-Patientengruppe als auch bei den Kontrollpersonen eine altersabhangige Zunah-

me.

Signifikante Verdnderungen der CD57(+)CD8(+)-Zellen pro pl

Die CD57(+)CD8(+)-Zellen pro pl ist bei der CF-Patientengruppe nur in der Altersgruppe Il vermindert.

Bei der RI-Gruppe sind sie in Altersgruppe |l verringert
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14

% CD57(+)CD8(+) pro Lymphozyten

12

10

%

p=0,504 p=0,219
1Mo -3 Jahre (AG 1)

p=0,023 p=0,102 p=0,222
4-9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG Ill)

p=0,674
> 16 Jahre (AG IV)

B CF-Patienten

[ Kontrollgruppe

Orez. Infekte ‘

Signifikante Verdnderungen des prozentualen Anteils der CD57(+)CD8(+)-Zellen pro Lymphozyten

Auch der prozentuale Anteil der CD57(+)CD8(+)-Zellen an den Lymphozyten ist nur in der Altersgrup-

pe Il der Patienten mit CF vermindert.

300

CD57(+)CD8(+)-Zellen pro pl

250

LS
(=)
o

150

CD57+CD8+ /ul

100

50

p=0,22 p=0,451 p=0,018 p=0,022 p=0,109 p=0,115
1Mo - 3 Jahre (AG 1) 4 -9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG IIl) > 16 Jahre (AG IV)
E CF-Patienten i8] Orez. Infekte

Signifikante Verdnderungen der CD57(+)CD8(-)-Zellen pro ul

Bei den CD57(+)CD8(-) Zellen pro pl zeigt sich ein kleinerer Wert in den Altersgruppen | und Il der CF-

Patientengruppe. Diese Zellen/ul sind auch in den Altersgruppen | und Il der RI-Gruppe erniedrigt.
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CD57(+)CD8(-)-Zellen pro i

250

200

-
[
o

-
o
o

CD57+CD8-/ul

p=0,042 p=0,001  p=0,002 p=0,037 p=0,15 p= 0,496
1Mo-3Jahre (AGI)  4-9Jahre (AGIl)  10-15Jahre (AGIIl) > 16 Jahre (AG IV)

‘ B CF-Patienten 0 Orez. Infekte ‘

Signifikante Verdnderungen des prozentualen Anteils der CD57(+)CD8(-)-Zellen pro Lymphozyten
Bei dem prozentualen Anteil der CD57(+)CD8(-) Zellen an den Lymphozyten ist der Wert der CF-
Gruppe im Vergleich zu den Gesunden nur in der Altersgruppe Il kleiner

%CD57(+)CD8(-)-Zellen pro Lymphozyten

p=0,23 p=0,235 p=0,006 p=0,142 p=0,128 p= 0,409
1Mo - 3 Jahre (AG 1) 4 -9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)

El CF-Patienten [ Kontrollgruppe Orez. Infekte ‘
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3.1.2.12. CD4(+)CD45RA(+)-T-Zellen:

Altersgruppe | I I v Alt‘é‘:s'g:r‘;';gen
CD45RA+CD4+ x 10° /| CF | 1.7(0622) | 08(07-09) | 06(0509) | 04(03-06) 0,008
CD45RA+CDA+ x 10°/ul | N | 22(1531) | 09(0511) | 05(04-07) 05 (0.4-0.6 0
CD45RA+CD4+ x 10°/ul | R | 1(0,8-1.6) 0,9 (0,7-1,4) : 5

Vergleich CF/N 0.21 0.715 0.2 0.103

Vergleich RIN 0,002 0.777 - :

Altersgruppe | I m v AI:’;gﬁ:‘;gen
%CDA45RA+CDA4+/Lymph. | CF |51,5 (36,25-66,0)] 36 (30-37) 29 (26-37) 26 (23-33) 0,039
%CDA45RA+CD4+/Lymph. | N | 38 (35,75-47) | 27,5 (25-31,75) | 22,5 (20-25) | 25,5 (20-29) 0
%CDA45RA+CDA+/Lymph | RI |32.5 (25,7542,5)| _ 32 (27-42) 5 5

Vergleich CF/N 0.178 0.143 0,007 0,542

Vergleich RN 0,041 0,137 : -

Altersgruppe I I m v Alt\;‘:s'g:r‘fl'ggen
%CD45RA+/CD4 gesamt | CF | 84 (66-97) 72 (67-72) 63 (58-73) 57 (50-64) 0,022
9%CDA45RA+/CD4 gesamt | N | 80( 76-83) 61 (57-70) 54 (51-61) 52 (45-57) 0
%CDA45RA+/CD4 gesamt | RI | 79 (71-85) 75 (68-83) : .

Vergleich CF/N 0,37 0,059 0,016 0,031

Vergleich RN 0,905 0,017 : :

Altersabhéngige Verdnderungen:
CD45RA(+)CD4(+)/ul, der prozentuale Anteil der CD45RA(+)CD4(+) an den Lymphozyten und der
prozentuale Anteil der CD45RA positiven Zellen an CD4 gesamt zeigen sowohl bei der Patienten als

auch bei der Kontrollgruppe eine Abnahme der Werte mit zunehmendem Alter.

Signifikante Verdnderungen der CD4(+)CD45RA(+)-Zellen pro ul
CD45RA(+)CD4(+) /ul weist keinen Unterschied im Vergleich der CF-Gruppe mit der Kontrollgruppe

auf. Bei der RI-Gruppe sind diese Zellen in der ersten Altersgruppe der RI-Gruppe erniedrigt.
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CD45RA(+)CD4(+)-Zellen x10-3 pro pl

CD45RA+CD4+ x10-3 / pl

p=0,21 p=0,002 p=0,715 p=0,777 p=0,2 p=0,103
1 Mo - 3 Jahre (AG 1) 4-9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)
‘ Bl CF-Patienten ] Orez. Infekte ‘

Signifikante Verdnderungen des prozentualen Anteils der CD4(+)CD45RA(+)-Zellen pro Lymphozyten
Der prozentuale Anteil der CD45RA(+)CD4(+)-T-Zellen an den Lymphozyten ist bei den Patienten mit
CF gegenulber der gesunden Kontrollgruppe nur in der Altersgruppe lll erhéht. Diese Zellen sind in der

Altersgruppe | der RI-Gruppe vermindert.

% CD45RA(+)CD4(+)-Zellen pro Lymphozyten

p=0,178 p=0,041 p=0,143 0,137 p= 0,007 p=0,542
1 Mo - 3 Jahre (AG 1) 4 -9 Jahre (AG II) 10 - 15 Jahre (AG IIl) > 16 Jahre (AG IV)
‘ B CF-Patienten E Kontrollgruppe Orez. Infekte ‘

Signifikante Verdnderung der CD4(+)CD45RA(+)-Zellen innerhalb der CD4(+)-Zellen

In der Gruppe der Patienten mit CF ist der Anteil der CD4(+)CD45RA(+)-Zellen innerhalb der CD4-
Zellen in den Altersgruppen Il und IV erhéht. Die CD45RA(+) Zellen pro CD4 gesamt sind in der Al-
tersgruppe Il der RI-Gruppe erhoht.
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%CD4(+)CD45RA(+)-Zellen pro CD4

p=0,37 p=0,905 p=0,059 p=0,017 p=0,016 p=0,031
1Mo - 3 Jahre (AG I) 4 -9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG Il > 16 Jahre (AG IV)

‘ B CF-Patienten B Kontrollgruppe Orez. Infekte
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3.1.2.13. CD45RO(+)CD4(+)-Memory-T-Zellen:

Vergleich
Altersgruppe | | 1 v Altersgruppen
CD45R0O+CD4+ x 107 /ul CF | 0.4(0.3-0.6) 0.4 (0.4-0.5) 0.4 (0.3-0.6) 0.4 (0.3-0.5) 0,673
CD45R0O+CD4+ x 10” /ul N 1.1(0.8-1.2) 0.8 (0.5-1) 0.5 (0.4-0.6) 0.7 (0.5-0.8) 0
CD45R0O+CD4+ x 10” /ul R | 04(0,3-0,7) 0,5 (0,4-0,7) - -
Vergleich CF/N 0,002 0,024 0,208 0
Vergleich RIN 0,001 0,021 - -

Vergleich
Altersgruppe | | 1 v Altersgruppen
%CD45RO+CD4+/Lymph. | CF [15,5 (13,25-24,5)| 20,5 (15-23) 19 (17-23) 23,5 (21,25-28) 0,069
%CD45R0O+CD4+/Lymph. N [ 21(16,5-23,25) |27 (23,75-30,75)| 21 (18-26) 35 (28-42) 0
%CD45R0O+CD4+/Lymph. RI | 17,5 (10,75-21) 17 (11-21) - -
Vergleich CF/N 0,3 0,067 0,499 0
Vergleich RI/N 0,098 0,022 - -

Vergleich
Altersgruppe | | 1 v Altersgruppen
%CD45R0O+/CD4 gesamt CF 25 (21-46) 44 (38-45) 43 (36-56) 53 (46-60) 0,051
%CD45R0+/CD4 gesamt N 38 (34-51) 59 (54-66) 54 (49-59) 63 (56-69) 0
%CD45R0+/CD4 gesamt RI 38 (23-53) 42 (24-57)
Vergleich CF/N 0,128 0,033 0,121 0,007
Vergleich RN 0,578 0,021 - -
Altersabhéngige Verdnderungen
Bei den CD45RO weist nur die Kontrollgruppe altersabhéngige Verdnderungen auf:
CD45RO(+)CD4(+)/ul  nimmt mit zunehmenden Alter ab, der prozentuale Anteil der

CD45RO(+)CD4(+)-Zellen an der Lymphozyten und der prozentuale Anteil der CD45RO(+)-Zellen an

CD4 gesamt nehmen mit zunehmendem Alter zu.

Signifikante Verdnderungen der CD4(+)CD45RO(+)-Zellen pro pl
Die Anzahl der CD45RO(+)CD4(+)-Zellen pro ul ist bei der CF-Patientengruppe in den Altersgruppen

[, Ilund IV erniedrigt. Diese Zellen sind in der Altersgruppe | und Il der RI-Gruppe erniedrigt.

CD4(+)CD45RO(+)-Zellen x 10-3 pro pl

CD4+CD45RO+ x 10-3 /pl

p=0,002 p=0,001

1 Mo - 3 Jahre (AG 1)

p=0,024 p=0,021
4-9 Jahre (AG Il)

p=0,208
10 - 15 Jahre (AG Ill)

=0
> 16 Jahre (AG IV))

HE CF-Patienten

B Kontrollgruppe

Orez. Infekte
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Signifikante Verdnderungen des prozentualen Anteils der CD4(+)CD45R0O(+)-Zellen pro Lymphozyten

Die CD45RO(+)CD4(+)-Zellen pro Lymphozyten sind in der Altersgruppe IV der Patienten mit CF ver-

mindert. Bei den RI-Patienten sind diese Zellen nur in der Altersgruppe Il vermindert

%CDA4(+)CD45RO(+)-Zellen pro Lymphoyzten

p=0,3 p=0,098 p=0,067 p=0,022 p=0499 p=0
1Mo - 3 Jahre (AG ) 4 -9 Jahre (AG Il 10 - 15 Jahre (AG Ill) > 16 Jahre (AG IV)
Bl CF-Patienten [ Kontrollgruppe Orez. Infekte ‘

Signifikante Verédnderung der CD4(+)CD45RO(+)-Zellen innerhalb der CD4(+)-Zellen

Der prozentuale Anteil der CD45RO(+)-Zellen pro CD4 gesamt ist in der Altersgruppe Il und IV der

CF-Gruppe erniedrigt. Bei der RI-Gruppe sind diese Zellen nur in Altersgruppe Il vermindert.

%CD4(+)CD45RO(+)-Zellen pro CD4-Zellen

p=0,128 p=0,578
1 Mo - 3 Jahre (AG )

p=0,033 p=0,021 p=0,121 p =0,007
4-9 Jahre (AG Il) 10 - 15 Jahre (AG IIl) > 16 Jahre (AG IV)

E CF-Patienten

o g \
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3.2. Histopathologie und Immunhistochemische Farbung

Die Histopathologie und die immunhistochemische Farbung des Lungengewebes der vier Patienten

mit CF ergaben die folgenden Ergebnisse. Eine Ubersicht zeigt Tabelle 3.2.

3.2.1. Histologie

Patient 1 (Alter: 6 Monate)
Die Patientin zeigte eine akute Bronchopneumonie mit einer grolen Ansammlung intraalveolarer Gra-
nulozyten. Zeichen einer interstitiellen Pneumonie, lymphozytare Aggregate oder Lymphfollikel wurden

nicht gefunden. Lymphozyten waren kaum vorhanden.

Patient 2 (Alter: 20 Jahre)
Das Lungengewebe dieses Patienten zeigte typische Charakteristika einer Bronchiolitis obliterans
organisierter Pneumonie (BOOP)  sowie deutliche lymphozytare Aggregate und Follikel, vor allem

lokalisiert in der bronchialen Submukosa.

Patient 3/Patient 4 (Alter: 12 Jahre / 17 Jahre)

Bei diesen Patienten fanden sich im Lungengewebe Bereiche mit Abszessformationen, aber auch
Bereiche mit erhaltener Alveolararchitektur mit oder ohne begleitende Alveolarseptenverdickung. Wei-
terhin zeigten sich Areale mit fibrosierender Vernarbung. Eine grolRe Anzahl Schaumzellen wurden
innerhalb der Alveolen nachgewiesen.

Makrophagen und neutrophile Granulozyten waren in den Abszessformationen reichlich vorhanden,
wohingegen das interstitielle Gewebe weitestgehend frei von Granulozyten war. Weiterhin zeigten sich

insbesondere in der bronchialen Submukosa deutliche lymphozytare Aggregate und Follikel.

Zusammenfassend konnten, entsprechend zu anderen Erkrankungen mit pulmonaler Entziindung 143
drei Kompartimente der interstitiellen lymphozytaren Entziindung unterschieden werden: Das Alveo-
larseptum, die subepitheliale und submukdse Schicht der Bronchien und das bronchus-assoziierte-
lymphozytare Gewebe (BALT) mit lymphozytaren Aggregaten und Follikeln. Letzteres besteht aus

einem follikuldren Bereich, welcher durch das parafollikuldre Areal und die ,dome-area“ umgeben ist.

3.2.2. Immunhistochemie

Patient 1

Vereinzelte T-Lymphozyten fanden sich verstreut im interstitiellen Gewebe. Sie waren CD45RA(+) und
CDA4(+) positiv. Da CD20(+)-Zellen im interstitiellen Gewebe praktisch nicht vorhanden waren, handel-
te es sich bei den CD45RA(+)-Zellen eher um naive T-Lymphozyten. Ausgepragte, zuféllig verteilte
interstitielle Ansammlungen von CDS6(+)-Zellen wurden nur bei diesem Patienten beobachtet.
CD45RO(+)- oder CD8(+)-Zellen wurden nicht gefunden.
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Patienten 2,3 und 4

Bei den Patienten 2-4 wurden T-Zellen Uiberwiegend in den parafollikularen Bereichen gefunden. Au-
lerdem fanden sich T-Zellaggregate in follikularen Arealen, sowie in der dome-area, in den Alveolar-
septen und subepithelialen Schichten der Bronchien. Der Hauptanteil der T-Zellen war CD4(+) und
CD45RO(+) positiv. Ausgepragte CD8(+)-Zellansammlungen wurden nur im parafollikularen Bereich

und in der subepithelialen Schicht der Bronchien von Patient 2 gefunden.

CD20(+)-Zellen waren bei den Patienten 2-4 in den follikularen Bereichen vorhanden. Weniger haufig
wurden CD20(+)-B-Zellen im parafollikularen Areal, in der dome-area und im an die Lymphfollikel an-
grenzenden submukdsen Gewebe gefunden. Vereinzelte CD20(+)-B-Zellen wurden auch im bronchia-
len Subepithel beobachtet. Dort wurden auch deutliche Plasmazellinfiltrate (CD20(-)) gesehen. Die
Plasmazellen waren von CD4(+)- und CD45RO(+)-T-Zellen umgeben. CD45RA(+)-Zellen (ruhende B-

Zellen oder naive T-Zellen) fanden sich nur in den follikularen Arealen.

Patient Histologie Immunhistochmie

= Vereinzelte CD45RA(+) und CD4(+)-

1 = Akute Bronchopneumonie )
Zellen (naive T-Lymphozyten)

= Reichlich intraalveolare Granulozyten L N
= Ausgepragte interstitielle Ansammlung

6Mo.) | Wenige Lymphozyten
( ) g¢ -ymphozy von CD56(+)-Zellen.

= BOOP = Ausgepragte CD8(+)-Zellansammlung
2
» Deutliche lymphozytare Anhaufungen im parafollikularen Bereich und in der
und Follikel v.a. in der bronchialen subepitheliale Schicht der Bronchien.
(20 a)
Submukosa = Sonst wie Pat. 3und 4
= Abszessformationen mit Ansammlung . )
) = Uberwiegend T-Zellen (CD4/CD45RO
von Makrophagen und neutrophile Gra- o o ] )
positiv) im parafollikuldaren Bereich, in
nulozyten A i )
follikuldren Arealen, im Kuppelbereich,
= Bereiche erhaltener Alveolararchitektur
] ) in den Alveolarsepten und in Subepithel
3/4 mit und ohne Septenverdickung

i . der Bronchien.
» Areale fibrosierender Vernarbung ) . —
) = Viele CD20(+)-Zellen im follikularen
(12a/17a) | = Ansammlung schaumiger Makrophagen )
) Bereich
in den Alveolen .
) . . = Deutliche Ansammlung von Plasmazel-
= Deutliche lymphozytare Anhaufungen ) ) .
len im bronchialen Subepithel umgeben

von CD4 und CD45R0O positiven Zellen.

und Follikel v.a. in der bronchialen

Submukosa

Tab. 3.2 Ubersicht (iber die histologischen und immunhistochemischen Ergebnisse
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3.2.3. Histologische Schnitte

= Br =kleiner Lungenbronchus

= Al =normale Alveolen
» oP = Organisierende Pneumonie
= — = bronchiale Submukosa mit lymphozytarer Anhaufung

= = =verdickte Alveolarsepten mit mononuklearen Infiltraten

Abb. 3.1

Histologisches  Uber-
sichtsbild mit typi-
schen Zeichen einer
organisierten Pneumo-
nie (BOOP)

HE-Farbung

Es zeigt sich das fir
BOOP charakteristische
fokal betonte Granulati-
onsgewebe in Bronchioli,
Alveolargdngen und Al-
veolen. Die bronchoal-
veolare Struktur ist weit-

gehend erhalten.

Die bronchiale Submu-
kosa ist infolge lympho-
zytarer Ansammlungen

verdickt.

Vereinzelt zeigen auch
die Alveolarsepten eine
Verdickung aufgrund
mononukledrer Infiltrate.
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= F =Follikularer Bereich

= DA =dome area

= PF = Parafollikularer Bereich

Abb. 3.2

Detailansicht eines CF-
Lungenbronchus  mit
BALT

Eine immunhistochemi-
sche Farbung mit anti-
CD45RO-  (Memory-T-

zell-) Antikérpern.

Die T-Zellansammlungen
(in dieser Farbung braun)
finden sich im parafolliku-
laren Bereich und fokal in
der dome area und im

follikularen Areal.



Ergebnisse

Seite 63

= Br =Lungenbronchus

= F =Follikularer Bereich
= DA =dome area
= PF = Parafollikulédrer Bereich

= =(CD45 RO(+)-T-Zellen (braunlich)

Abb. 3.3

Detailansicht eines CF-
Lungenbronchus und
eines angrenzenden

Lymphfollikels.

Eine immunhistochemi-
sche Farbung mit anti-
CD45R0O Antikorpern.

Die im BALT Gewebe
gefundenen T-Zellen
sind Uberwiegend CD4-
CD45R0O-positiv.
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Abb. 3.4

Detailansicht eines CF-
Lungenbronchus mit
BALT

Eine immunhistochemi-
sche Farbung mit anti-
CD20-Antikérpern

a

"-; e R fe

¥ AN e
S PR

CD20(+)-B-Zellen finden
sich bevorzugt im
follikularen Bereich.
Geringe Mengen kénnen
aber auch im para-
follikuldren Bereich und
in der dome area

beobachtet werden.

F = Lymphfollikel

= DA =dome area
= PF = Parafollikulédrer Bereich
= — =CD20(+)-B-Zellen (braunlich)

=" Br = Lungenbronchus
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4. Diskussion

4.1. Ziel der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden zunachst altersentsprechende Normwerte fir die untersuchten

Lymphozytensubpopulationen (LS) erstellt. Mit Hilfe dieser Vergleichsdaten konnten krankheitsspezifi-

Zellpopulation

49
Nw usjuaned
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Leukozyten x 10™/ul

% Lymphozyten

Lymphozyten x 10™/ul

||«
|||«

CD3+ x 107/l

% CD3+ in Lymph. -

CD19+ x 107/pl |

<«

|| o |«
|| | |«

% CD19+ in Lymph.

% CD5+ in CD19 gesamt -

| | <[«

% CD16+56+ in Lymph. -

| | | | | o |«

CD16+56+ x 10/l -

—|

% CD3+CD16+56+ in Ly. -

CD3+CD16+56+/ul -

% HLADR+ in CD3+ 0

N
N
N

% CD25+ in CD3 gesamt -

% CD3+CD25+ in Lymph. -

CD3+CD25+ x 107/l -

Ratio CD4/CD8 -

CD8+ x 107/l

pa

% CD8+ in Lymph.

S|

% C57+CD8+ in Lymph.

C57+CD8+/ul

% C57+CD8- in Lymph.

N

C57+CD8-/ul

% CD11+CD8+ in Lymph. | -

| | | =] =2 = 2| | | = = =] =]
| |«
-
H

% CD11-CD8+ in Lymph. -

CD11+CD8+ x 10™/pl -

CD11-CD8+ x 107/ul

Ratio CD8+11-/CD8+11+

P

CD4+ x 107/l

% CD4+ in Lymph.

CD45RA+CD4+ x 10™/ul

% CD45RA+CD4+ in Ly

|| ]

% CD45RA+ in CD4+

C45RO+CD4+ x 10™/pl -

| | | | | = | | | ¢
<«

% CD45R0O+CD4+ in Ly. -

% C45RO+ in CD4+ -

—

T = signifikante altersabhéngige Zunahme
{ =signifikante altersabhangige Abnahme
- =keine signifikante altersabhangige Veranderung.

Tab. 4.1 Altersabhangige Veranderungen der LS. Ein Vergleich
mit weiteren Studien.

sche Veranderungen der Patienten mit Zysti-
scher Fibrose (,cystic fibrosis“, CF) ermittelt

werden.

Nach einer Untersuchung altersunabhangi-
ger Unterschiede der LS zwischen den Pati-
enten mit CF und der gesunden Kontroll-
gruppe, wurden auch die Unterschiede in-
nerhalb jeder Altersgruppe dieser beiden
Populationen bestimmt. Die physiologische
Bedeutung der einzelnen LS und der Ein-
fluss einer eventuellen Veranderung auf den
Krankheitsverlauf der Mukoviszidose wurde
unter Einbeziehung bereits vorhandener

Studien zu diesem Thema diskutiert.

Zur vollstandigen Interpretation der gewon-
nenen Ergebnisse diente der Vergleich mit
Patienten mit rezidivierenden Infekten (RI)
und die immunhistochemische Untersuchung

von vier CF-Lungenpraparaten.

Alle Beobachtungen wurden abschlie3end in
Bezug zu aktuellen Konzepten der Pa-
thophysiologie bei CF gestellt. Eventuell aus
den Ergebnissen ableitbare Modifikationen

dieser Konzepte wurden diskutiert.

Mit in die Diskussion eingeschlossen wurde
die grundséatzliche Frage, ob es sich jeweils
um krankheitsbedingte oder eher statistisch
bedingte Veranderungen, hervorgerufen

durch ein kleines Patientenkollektiv, handelt.
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4.2. Altersabhangige Veranderungen bei Patienten mit CF

Altersabhangige Veranderungen und Normwerte der LS bei Gesunden sind bereits bekannt. Fir Pati-
enten mit CF ist dies aber die erste Studie, welche periphere Veranderungen einer so gro3en Anzahl

von Lymphozytensubpopulationen, einschlieflich ihrer altersabhangigen Veranderungen, erfasst.

4.2.1. Altersabhédngige Veranderungen der Kontrollpersonen

In der gesunden Kontrollgruppe wurden bei der relativen Anzahl der T-Lymphozyten, der Absolutzahl
der CD16CD56-positiven Zellen und der Absolutzahl der CD3CD16CD56-positiven Zellen keine signi-
fikanten altersabhangigen Veranderungen festgestellt. Alle weiteren untersuchten LS zeigen diese

Veranderungen.

Ahnliche altersabhéngige Veranderungen der LS bei gesunden Personen sind bekannt und physiolo-
gisch (siehe Tabelle 4.1). Sie sind vermutlich Folge einer Auseinandersetzung des Immunsystems mit
externen Antigenen und spiegeln die Reifung und Umwandlung dieses Systems vom Kindes- bis zum

Erwachsenenalter wieder 474389

Wie aber der Vergleich in Tabelle 4.1. zeigt, kdnnen Unterschiede im Vergleich der LS bei gesunden
Kontrollgruppen auftreten. Als Begrindung werden unter anderem rassische und ethnische Einflisse
auf die einzelnen LS diskutiert. In der Tabelle 4.1. werden kaukasische, japanische und arabische
Populationen verglichen. Dies kdnnte die dort beobachteten Unterschiede erklaren. Auch Shahabud-
din et al. erklarten die Diskrepanz der Ergebnisse in einem Vergleich von LS zwischen der eigenen
Studie und einer ahnlichen Vergleichsstudie von Osugi et al. hauptsachlich durch die unterschiedliche

107,130

Rassenangehdrigkeit der untersuchten Personen . Diese These wird gestutzt durch weitere Ar-

beiten, die Veranderungen der LS beziiglich verschiedener Rassenzugehdrigkeit untersucht haben
11129 - Auffallend ist auBerdem, dass die Daten von Erkeller et al., die auch eine kaukasische Popula-

tion untersucht hatten, mit denen aus dieser Studie komplett Ubereinstimmen.

Da in der vorliegenden Studie erstmals ein grof3es Spektrum an LS untersucht wurde, lagen nicht fur
alle LS Vergleichsstudien vor. Eine physiologische altersabhangige Veranderung im Sinne einer Rei-

fung kann aber wahrscheinlich auch hier angenommen werden.

4.2.2. Altersabhdngige Veranderungen der Patienten mit CF

Im Gegensatz zur Kontrollgruppe lieRen sich bei den Patienten mit CF kaum altersabhangige Veran-
derungen nachweisen. Sie fanden sich nur bei der relativen und absoluten Anzahl der Lymphozyten,
der Absolutzahlen der T-Zellen, B-Zellen und CD4-positiven T-Zellen, den relativen und totalen
CD4CD45RA-positiven Zellen und den CD45RA(+) Zellen pro CD4 gesamt. Der prozentuale Anteil der
CD57(+)CD8 positiven und negativen Zellen pro Lymphozyten nahm altersabhangig zu. Die HLA-
DR(+) Zellen in CD3 gesamt nahmen ebenfalls zu. Die anderen LS zeigten keine altersabhangigen

Veranderungen (s.a. Tabelle 4.1).
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Das Fehlen der altersabhangigen Veranderungen bei einem Grofiteil der LS der Patienten mit CF
wurde erstmals in dieser Studie gezeigt. Auch unter Beachtung der geringen Fallzahl innerhalb ein-
zelner Altersgruppe kann die Beobachtung der fehlenden altersabhangigen Veranderungen speziell
bei den IL2-R-positiven Zellen und den CD45RO(+)-Zellen vermutlich als krankheitsbedingt ange-
nommen werden. Welche Faktoren ursachlich an den genannten Vorgangen beteiligt sein kénnen,

wird im folgenden Abschnitt diskutiert.

4.2.3. Mogliche Ursache fiir die fehlenden altersabhdngigen LS-Verdanderungen

Die Vermutung, dass schon kurz nach der Geburt bei Patienten mit CF keine ausreichende Menge
immunkompetenter Zellen vorliegen, kann verworfen werden, da frihere Untersuchungen einen pri-
maren Immundefekt bei CF ausgeschlossen haben "°. Dagegen spricht auch, dass die fehlenden al-
tersabhangigen Veranderungen nur einzelne Zellreihen betreffen. Somit kommt es trotz regelrechter
immunologischer Ausgangslage zu einer fehlenden Bereitstellung spezieller Subpopulationen. Des-
halb kénnte auch ein Reifungsdefekt der Lymphozyten angenommen werden. Infolge der Grunder-
krankung ist moglicherweise eine in den Reifungsprozess eingreifende GroRe gestort. Denkbar ist
dies besonders fur die Zytokine, die innerhalb der Lymphozytenreifung eine wichtige Steuer- und Ko-
ordinationsfunktion einnehmen und schon wiederholt als reduziert bei Patienten mit CF beschrieben

wurden 101102

. AuRerdem koénnte eine kontinuierliche Auseinandersetzung des gesamten Immunsys-
tems mit exogenen Antigenen, wie beispielsweise Pseudomonas aeruginosa, die Reifung der Immun-
zellen verzogern. Bakterielle oder virale Einflisse kénnten eine Rolle spielen. Ein Einfluss viraler

8114 Auch ein erhohter

Infektionen auf die Lymphozytensubpopulationen wurde beschrieben
Verbrauch als Folge der stdndigen Immunantwort muss bedacht werden. Ebenfalls kann die
Abspaltung einzelner CD-Oberflachenmarker eine Rolle spielen. Dies hatte zur Folge, dass die Zellen
nicht mehr durchfluBzytometrisch nachgewiesen werden kénnten. Darauf wird in der Folge noch

detailliert eingegangen.

Das CFTR-Gen wird auch in menschlichen Lymphozyten exprimiert 2. Was genau der Defekt des
Genes bei CF fiir diese Zellen bedeutet, ist noch unklar, ein Einfluss auf die Funktion oder die physio-
logische Lebensdauer kann aber nicht ausgeschlossen werden. So kénnte das Fehlen der altersab-
hangigen Veranderungen bei Patienten mit CF auf den CFTR-Gendefekt zurlickgefuhrt werden. Die
Vorgange waren damit CF-spezifisch. Zur Uberpriifung dieser These ware ein Vergleich mit der RI-
Gruppe interessant, da aber in dieser Gruppe nur die ersten beiden Altersgruppen vorliegen, konnten

die altersabhangigen Veranderungen nicht bestimmt werden.

Zusatzlich kann auch eine veranderte Ernahrung bedingt durch die Grunderkrankung einen Einfluss
auf die LS haben. Die Auswirkung nutritiver Mangelzustédnde auf die Lymphozyten und deren Subpo-
pulationen wurde beschrieben *'. Da ein Hauptmanifestationsort der Mukoviszidose neben der Lunge
das Pankreas ist, fihrt beispielsweise die exokrine Pankreasinsuffizienz mit Steatorrhoe zu einem
Mangel an fettléslichen Vitaminen E, D, K und A. Nutritive Mangelzustande, die sich klinisch oft in
Form von Gedeihstérungen zeigen, sind die Folge. Die Bedeutung von Zink fiir die zellulare Immunitat

ist ebenfalls untersucht und wird im Zusammenhang mit der Besprechung der IL2-R-positiven Zellen
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naher erodrtert . Fehlende altersabhangige Veranderungen der LS kdnnten also auch durch das

Fehlen wichtiger Nahrungsbestandteile bedingt sein.

Als Ursache diskutiert werden muss auch die bei Patienten mit CF oft schon friih durchgefuhrte Anti-
biotikatherapie. Ein Einfluss von Antiinfektiva auf immunologische Zellpopulationen ist bekannt ! Die
regelmaRig stattfindende, normalerweise Uber mehrere Tage oder Wochen laufende Therapie, kdnnte
deshalb auch die Entwicklung der Lymphozyten stéren und ursachlich fir das Fehlen der signifikanten

Veranderungen sein

Abschlieftend beeinflusst auch die unterschiedliche Anzahl der in den beiden Vergleichsgruppen un-
tersuchten und statistisch ausgewerteten Patienten die gemachten Beobachtungen: 44 Patienten mit
CF und 81 Kontrollpersonen gingen in die Auswertung ein. Schon alleine durch diesen quantitativen
Unterschied kdnnen Signifikanzunterschiede auftreten. So war auffallig, dass die LS der Patienten mit
CF im Allgemeinen weitestgehend den altersabhangigen Veranderungen der gesunden Personen
folgen. Es kdnnte daher vermutet werden, dass die altersabhangigen Veranderungen vorhanden sind,
sich aber aufgrund der kleineren Fallzahlen eben nicht signifikant im Vergleich zur Normalgruppe dar-

stellen.
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4.3. Vergleich der LS der Patienten mit CF und der Kontroligruppe

Die Erstellung von Normwerten fiir alle untersuchten LS anhand gesunder Kontrollpersonen ermog-
lichte neben der schon besprochenen Untersuchung der altersabhangigen Veranderungen einen Ver-
gleich der Normwerte mit den Werten der Patienten mit CF. Der altersunabhangige Vergleich diente
dabei der Erfassung grundlegender signifikanter Unterschiede, wohingegen der altersabhangige Ver-

gleich eine detailliertere Beurteilung erlaubte.

Vor der Besprechung der physiologische Funktion der einzelnen untersuchten LS, der beobachteten
Veranderungen bei Patienten mit CF und der méglichen Bedeutung fiir den Krankheitsverlauf bei Mu-

koviszidose, soll die Mdglichkeit eines primaren Immundefekt bei CF diskutiert werden.

4.3.1. Gibt es einen primaren Immundefekt bei Mukoviszidose?

Wie bei der Besprechung der altersabhangigen Veranderungen schon kurz erldutert, erscheint die
Erkléarung der in dieser Studie beobachteten LS-Verdnderungen durch einen primaren Immundefekt
unwahrscheinlich, da die natirlichen, unspezifischen Immunitatsmechanismen, wie das Komplement-
system und die phagozytierenden Zellen, schon friher als weitestgehend normal beschrieben worden

sind "

. AuBerdem sind die erhohte Infektionsneigung und der inflammatorische Prozess trotz des
Befalls verschiedener Organsysteme mit einem ahnlichen Sekretionsdefekt auf die Lunge beschrankt.
Hier ist die Entzlindungsreaktion laut der erstellten Histopathologie (s.u.) eher verstarkt. Hinzukommt,
dass die gravierenden LS-Veranderungen erst im Laufe der Kindheit auftreten und eher Folge einer
physiologischen Entziindungsreaktion sind. Da also vermutlich nicht von einem primaren Immundefekt
gesprochen werden kann, sondern eher krankheitsassoziierte Veranderungen eine wichtige Rolle

spielen, werden nun die Lymphozyten und deren Subpopulationen ndher untersucht.

4.3.2. Lymphozyten

Lymphozyten sind fiir die spezifische, adaptive Immunantwort zusténdig. Sie setzen sich aus Zellsub-

populationen unterschiedlicher Art zusammen.

Die vorliegende Untersuchung bestatigte die Beobachtung, dass man bei den Patienten mit CF nicht
von einer allgemeinen Lymphopenie sprechen kann. Allerdings zeigten die Daten eine Erniedrigung
der relativen und absoluten Lymphozyten in der Altersgruppe IV. Dies widerspricht anderen Untersu-
chungen, die fir die zellvermittelte Immunitat inklusive der Lymphozytenanzahl keine Unterschiede zu

gesunden Kontrollpersonen festgestellt hatten '3

. Méglicherweise lasst sich die periphere Erniedri-
gung der Lymphozyten auf einen Verlust oder Verbrauch einzelner Subpopulationen infolge der ablau-
fenden Entziindungsreaktionen erklaren. Weiterhin kénnte bei nicht signifikant unterschiedlicher Leu-
kozytenanzahl eine Verschiebung in Richtung der Granulozyten, wie beispielsweise bei bakteriellen

Infekten erfolgt sein. Diese sind in der Altersgruppe IV signifikant erhoht.



Diskussion Seite 70

4.3.3. B-Zellen (CD19(+)-Zellen)

Die B-Lymphozyten sind fir die humorale Immunantwort verantwortlich. Sie differenzieren sich nach
Stimulation durch spezifische Antigene weiter zu Plasmazellen, die Antikorper in groRer Menge als
I6sliche Molekule sezernieren. Fir eine Antikérperantwort gegen die Uberwiegende Zahl von Antige-
nen benotigen die B-Lymphozyten allerdings die Hilfe von CD4(+)-T-Helfer-Zellen.

Verschiedene Studien haben bereits unterschiedliche Aspekte der antikdrpervermittelten Immunitat,

60,137

wie beispielsweise auch die Anzahl der zirkulierenden B-Zellen bei CF als normal beurteilt . Dies

wurde in der hier vorliegenden Arbeit bestatigt.

Welche immunologische Rolle die CD5(+)-B-Zellen spielen, ist noch nicht eindeutig geklart. Die
CD5(+)-Zellen stammen aus dem Peritoneum, nehmen nicht an der adaptiven Immunantwort teil und
bilden wahrscheinlich ein ontogenetisch alteres Immunsystem. Bei Geburt sind fast alle B-Zellen CD5
positiv; sie werden als polyreaktiv bezeichnet. Mit zunehmendem Alter nehmen die CD5(-)-Zellen,
vermutlich infolge einer weiteren Differenzierung zum Beispiel nach Antigenkontakt zu. In dieser Stu-
die war der Anteil der CD5(+)-B-Lymphozyten nur in der Altersgruppe Il erniedrigt. Dies kénnte be-
deuten, dass es bei den Patienten mit Mukoviszidose durch standigen Antigenkontakt und einen kon-
tinuierlichen Reiz zur Immunglobulinproduktion zu einer friilheren Reifung des B-Zellsystems kommt.
Vielleicht wird dadurch auch die im spateren Krankheitsverlauf auftretenden Hypergammaglobulinamie
erklart *.

4.3.4. T-Zellen (CD3(+)-Zellen)

Die T-Lymphozyten sind Regulator- und Effektorzellen der Immunantwort und fiir die zellulare Immun-
antwort verantwortlich. Unterteilt werden sie in zwei Gruppen: Die T-Helfer-Lymphozyten, charakteri-
siert durch das CD4-Molekil, unterstitzen Uber sezernierte Zytokine die Stimulation von B-
Lymphozyten und ihre oben genannte Differenzierung in Plasmazellen (Humorale Immunantwort).
Weiterhin aktivieren sie Makrophagen und andere Effektorzellen (Zellvermittelte Immunantwort). Die
zytotoxischen Zellen, charakterisiert durch das CD8-Molekdil, kdnnen virusinfizierte Zellen zerstéren.
In der weiteren Unterteilung finden sich auch T-Suppressor-Zellen, die eine Immunantwort unterdri-

cken konnen.

Bezlglich der T-Zellen bestatigte die vorliegende Arbeit weitestgehend die Feststellung friiherer Arbei-
ten, die im Vergleich der Patienten mit CF und der Kontrollgruppe keinen grundsatzlichen signifikanten
Unterschied der Anzahl der T-Lymphozyten beschrieben haben . Eine Veranderung innerhalb der
Lymphozytensubpopulation mit einem Einfluss auf den Krankheitsverlauf der Mukoviszidose wird da-

durch aber nicht ausgeschlossen.

Im folgenden wird auf die einzelnen Subpopulationen der T-Lymphozyten genauer eingegangen.
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4.3.5. CD4(+)-T-Lymphozyten / CD8(+)-T-Lymphozyten / CD4(+)/CD8(+)-Ratio

Wie in der Einleitung beschrieben, werden die CD4(+) T-Lymphozyten durch ihre spezifische Zyto-
kinproduktion in zwei funktionell unterschiedliche Populationen, die Ty1- und Ty2-Helferzellen, unter-
teilt 8. Zwischen den beiden Populationen existiert eine gegenseitige Beeinflussung im Sinne einer
Hemmung. Somit wird frihzeitig festgelegt, ob eine Immunantwort vorwiegend humoral oder zellular
ist. Studien haben belegt, dass in der Lunge aufgrund verschiedener Einflisse bevorzugt eine Ty2-
Immunantwort ablauft 2?*'%°_ Die von Tn2-Zellen sezernierten Zytokine unterstitzen die B-Zellen bei

der Aktivierung und Differenzierung in antikérpersezerniernde Zellen.

Die wichtigste Aufgabe der zytotoxischen Zellen ist das Abtbten virusinfizierter Zellen. Nach ihrer O-
berflachenmarkerexpression kénnen verschiedene Unterklassen der CD8(+)-Zellen bestimmt werden.
Dazu gehoren die CD11b(+)CD8(+)-Zellen, die eine suppressorische Wirkung auf das Immunsystem
zu haben scheinen, die CD11b(-)CD8(+)-zytotoxischen-Zellen und die CD57(+)CD8(+)-Zellen, die
nach neueren Untersuchungen maoglicherweise die Bildung der zytotoxischen T-Lymphozyten suppri-

mieren %3,

Die vorliegende Studie zeigte eine Erhéhung des prozentualen Anteils der CD4(+)-Zellen an den
Lymphozyten in den Altersgruppen Il und lll, sowie eine Erniedrigung ihrer Absolutzahl in der Alters-
gruppe V. Der prozentuale Anteil der CD8(+)-Zellen an den Lymphozyten war dagegen in der Alters-

gruppe |l erniedrigt, wie auch die Absolutzahl/pl dieser Zellen in Altersgruppe V.

Diese Ergebnisse widersprechen anderen Studien: Wahrend Van Geffel et al. weder fur CD4(+)- und
CD8(+)- Zellen noch fur die CD4/CD8-Ratio einen signifikanten Unterschied zwischen den Patienten
mit CF und den Kontrollpersonen feststellen konnten (das Alter der untersuchten Personen wird in
dieser Arbeit nicht genannt) %2 fanden weitere Studien eine signifikante Erniedrigung der CD8(+)-

135

Zellen . Knutsen et al. schliel3lich wiesen eine signifikante Erniedrigung des prozentualen Anteils

der CD4(+)-Zellen an den Lymphozyten nach 2

Fir die Erhdhung kénnten die in friiheren Studien beobachteten unterschiedlichen Verlaufe der proli-
ferativen Antwort der CD4- und CD8-positiven T-Zellen auf eine Infektion verantwortlich sein. Die Akti-
vierung der CD4-Zellen erfolgt im Vergleich zu CD8-Zellen schneller . AuBerdem wurde eine héhere
Aktivierungsschwelle der naiven CD8(+)-Zellen fir die Umwandlung in zytotoxische Effektorzellen
beschrieben. Auf diese Vorgange und die Moglichkeit der Abspaltung einzelner Oberflachenmarker

durch Leukozytenelastase wird im folgenden noch eingegangen werden.

Die CD57(+)CD8(+)- und CD57(+)CD8(-)-Lymphozyten waren nur in der Altersgruppe Il signifikant
erniedrigt. Eine groRe Anzahl CD57(+)CD8(+)-Zellen korrelierte in friheren Studien mit einer verrin-

22 Die hier festgestellte Erniedrigung

gerten Fahigkeit eine Zytomegalievirusinfektion zu bekampfen
konnte eine gegenteilige Wirkung haben und bedeuten, dass der suppressorische Effekt auf die zyto-
toxischen Zellen wegfallt, was zu einer gesteigerten Immunantwort und zur beschriebenen Persistenz

der pulmonalen Entzindungsreaktion beitragen konnte. Die Funktion der CD57(+)CD8(-)-Zellen im
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Rahmen der immunologischen Abwehr ist noch unklar. Bei den Patienten mit CF machen sie aber
eine ahnliche Veranderung durch wie die CD57(+)CD8(+)-Zellen, so dass ein Zusammenspiel der

beiden Zellpopulationen mdéglich ist.

Die CD11b(-)CD8(+)-Zellen waren in den Altersgruppen Il und lll der Patienten mit CF reduziert. Dies
widerspricht Untersuchungen bei Patienten mit BOOP und Panbronchiolitis, die im Vergleich mit ge-
sunden Kontrollpersonen keinen Unterschied im prozentualen Anteil der peripheren CD11bCD8-Zellen

aufwiesen %6193,

Abschlieltend muss festgehalten werden, dass die immunologische Funktion der CD8-Untergruppen
noch unzureichend bekannt ist. Auch die hier gewonnenen Ergebnisse lassen keine eindeutige Inter-

pretation zu. Sie kdnnen aber zum allgemeinen Verstandnis beitragen.

4.3.6. HLA-DR(+)-Zellen

Bei HLA-DR handelt es sich um einen Oberflachenmarker, der durch aktivierte T-Lymphozyten ver-
starkt exprimiert wird. Hauptsachlich bei Virusinfektionen findet sich eine verstarkte HLA-DR Expressi-

on besonders auf den CD8(+)-T-Lymphozyten.

In dieser Untersuchung war der prozentuale Anteil der HLA-DR(+)-Zellen an der Gesamtmenge der

CD3-Zellen in der Altersgruppe Il reduziert.

Einerseits kdnnte dies bedeuten, dass bei Patienten mit Mukoviszidose auf eine Virusinfektion eine
reduzierte oder fehlerhafte Aktivierung erfolgt. Da aber andererseits der HLA-DR-Rezeptor hauptsach-
lich auf CD8(+)-T-Lymphozyten exprimiert wird, kdnnte die beobachtete Erniedrigung dieser Zellen

auch Folge der gleichzeitigen Abnahme der CD8(+)-Zellen sein.

4.3.7. Natiirliche Killerzellen (CD16(+)CD56(+)-Zellen)

Neben den antigenspezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten sind die Naturlichen Killerzellen (NK)
zur Abtétung von Zellen fahig. Im Gegensatz zu den Zellen des adaptiven Immunsystems besitzen sie
jedoch keine grofle Vielfalt an Rezeptorspezifitdten, da ihre zytotoxische Aktivitat unabhangig von
einem vorausgegangenen spezifischen Antigenkontakt ist. NK-Zellen kénnen Zellen, die mit einem
Virus oder einem intrazellularen Bakterium infiziert sind, sowie bestimmte Tumorzellen erkennen und

lysieren.

Wie genau die NK-Zellen ihre Zielzellen erkennen, ist noch unklar, es gibt aber Hinweise, dass die
Erkennung auch iiber MHC-codierte Strukturen erfolgt ®. AuRerdem haben Rezeptoren, die auf den
NK-Zellen exprimiert werden, eine Bedeutung fir die Wirkung der NK-Zellen. Dazu gehdrt auch der
Fcy-Rezeptor Il (CD16), der vor allem 1gG1- und IgG3 Antikdrper bindet, wenn sie an ein Antigen
gebunden sind. Es erfolgt eine Vernetzung der CD16-Molekiile, was zur Aktivierung der NK-Zellen

fuhrt, die dann ihre zytotoxische Wirkung entfalten kénnen (,antibody-dependent-cell-mediated cytoto-
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xicity“, ADCC). Die zytotoxische Aktivitédt kann durch bestimmte Zytokine wie Interferone, TNF-a und

IL-2 gesteigert werden.

In der vorliegenden Arbeit waren die CD16(+)56(+)-Zellen pro pl, der relative Anteil der
CD3(+)CD16(+)56(+)-Zellen und ihre Absolutzahl ab der Altersgruppe Il erniedrigt.

Dies widerspricht der Arbeit von Smith et al., in der keine Unterschiede zwischen Patienten und Kon-
troligruppe bezliglich der NK-Zellen beschrieben wurden 3% Eine verminderte NK-Anzahl kdnnte eine
Schwachung der nicht-adaptiven Immunitat bei Patienten mit Mukoviszidose bedeuten. Es sind ver-
schiedene NK-Zellen bekannt, hier kann aber nur der Anteil der NK-Zellen diskutiert werden, der mit
Hilfe von CD16 und Gammaglobulinen opsoniert. Eine Verminderung dieser Zellen kénnte bei CF
mdglicherweise eine reduzierte zytotoxische Aktivitdt bedeuten, da bei Rezeptormangel weniger Akti-
vierung erfolgt. Eine Erniedrigung des prozentualen Anteils der CD16(+)CD56(+)-Zellen an den Lym-

phozyten wurde auch bei gesunden Rauchern beschrieben B

Laut Mocchegiani et al. kdnnte auch ein gestorter Zinkstoffwechsel, der bei Patienten mit CF diskutiert
wird, die Ursache der Erniedrigung der NK-Zellen sein oder zumindest daran beteiligt sein *. Auf die-

sen Punkt wird in der folgenden Besprechung der IL-2R-Zellen noch ndher eingegangen.

4.3.8. IL-2R-Zellen (CD3(+)CD25(+)-Zellen)

Der IL-2 Rezeptor wird von T-Lymphozyten gebildet, wenn sie durch ein Antigen aktiviert werden. Im
Gegensatz zu den HLA-DR positiven Zellen wird der IL-2 Rezeptor bei bakteriellen Infekten verstarkt
produziert. IL-2R-positive Zellen stimulieren die Sekretion von IL-2, dem wichtigsten Wachstumsfaktor

fur T-Lymphozyten.

Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit zeigte vor allem in Altersgruppe IV der Patienten mit CF eine
Erniedrigung der CD25(+)-T-Zellen. Diese Beobachtung war besonders unter der Betrachtung der
Schwere des Entziindungsprozesses Uberraschend. Sie kdnnte bedeuten, dass bei den Patienten mit
CF Uberwiegend nicht-bakterielle, also virale Infekte eine Rolle spielen. Allerdings spricht sowohl die
klinische Erfahrung als auch eine fehlende parallele Hochregulation der HLA-DR positiven Zellen
(s.0.), wie man sie bei viralen Infektionen beobachtet hat, gegen dieses Uberlegung. Es wurde im
Gegenteil eine Erniedrigung beobachtet. Vielleicht kann bei den Mukoviszidosepatienten deshalb eine
verminderte Aktivierung der IL-2R-Zellen angenommen werden, besonders auffallig im héheren Alter

(hier AG V), also bei fortgeschrittener Erkrankung.

Als eine Ursache beschrieben Mocchegiani et al. auch hier eine positive Korrelation zwischen der bei
Patienten mit CF erniedrigten Zink-Konzentration und der erniedrigten IL-2 Aktivitat. % Ein Zinkdefizit
wurde schon wiederholt als Ursache fiir Thymusatrophie, Lymphopenie und Veranderungen verschie-
dener LS verantwortlich gemacht 3, Méglicherweise kénnten auch die in dieser Arbeit beobachteten
peripheren Erniedrigungen, zusammen mit der schon erwahnten Reduktion der NK-Zellen, dadurch

begriindet sein. Eine parallele Bestimmung der Zinkkonzentration im Blut der Patienten, die diese
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Vermutung unterstiitzen konnte, erfolgte aber nicht. Eine Studie mit oraler Gabe von Zink im Vergleich
mit einem Placebo ergab keinen positiven Effekt auf den klinischen Status oder die Lungenfunktion
124 Eine differenzierte Untersuchung der Veranderungen der peripheren Lymphozyten nach oraler

Zinkgabe erfolgte bei der Studie von Safai-Kutti et al. aber nicht.

Weitere mogliche Ursachen, die fur eine periphere Erniedrigung der IL-2(+)-Zellen verantwortlich sein

kénnten, werden im Zusammenhang mit den CD4(+)CD45RO(+)-Zellen besprochen.

4.3.9. Naive- und Memory-T-Zellen (CD4(+)CD45RA(+)- / (CD4(+)CD45RO(+)-Zellen)

Fir CD4-positive T-Zellen ist bekannt, dass sie phanotypisch durch die unterschiedlich starke Expres-
sion von zwei Isoformen von CD45 in die Untergruppen CD45RA(+) und CD45RO(+) eingeteilt werden
kénnen. Beide sind Teil des zellularen immunologischen Gedachtnis. Naive T-Zellen exprimieren die
CD45RA-Isoform in hoher Dichte, wahrend CD45R0O nur in geringer Dichte vorkommt. Auf der ande-
ren Seite ist fir die Memory-T-Zelle eine hohe Dichte an CD45RO und eine geringe Expression von
CD45RA typisch. Untersuchungen ergaben, dass sich CD45RO positive Zellen schnell teilen, eine

kurze Lebensdauer haben und laut in-vitro Untersuchungen eine schnelle Antigen-Antwort aufweisen
96

Auffallig im Ergebnis der vorliegenden Studie war beziglich der CD45RA/RO-Zellen der deutlich er-
niedrigte Wert der peripheren CD45R0O-positiven Memory-T-Helfer-Zellen, besonders in den Alters-
gruppen Il und IV. Parallel dazu lagen die CD45RA-positiven Zellen jeweils im Normbereich, bezie-

hungsweise waren in der Altersgruppe Il erhoht.

Welche pathophysiologischen Vorgange im einzelnen Ausléser fir die CD45RA/CD45RO-
Veranderungen bei CF und den rezidivierenden Infekten sind, ist noch unklar. Folgende Erklarungs-

ansatze bieten sich an:

Beide Zelltypen sind an der Gedachtnisreaktion beteiligt. Gedachtniszellen bendtigen im Vergleich zu
naiven T-Zellen fur ihre Aktivierung eine geringere Antigenkonzentration, was eine schnellere effektive
immunologische Abwehr zur Folge hat. Eine verringerte Konzentration der CD45RO(+)-
Gedachtniszellen im peripheren Blut vor allem der Patienten in den AG Il und IV kénnte bedeuten,
dass bei den Patienten mit CF eine defekte Bildung des immunologischen Gedachtnis vorliegt. Infol-
gedessen ware die immunologische Abwehr reduziert. Moglicherweise liegt eine fehlenden Aktivierung
oder eine mangelnden Koordination der Ablaufe vor, so dass keine Umwandlung der CD45RA(+)-
Zellen in die CD45RO(+)-Zellen erfolgen kann.

Déring et al. beschrieben eine Abspaltung von Lymphozytenoberflachenmarkern (CD2, CD4, CD8)
durch Leukozytenelastase und Cathepsin G. Dies kénnte dazu fuhren, dass die Zellen bei der Far-
bung mit monoklonalen Antikérpern und einer anschliefienden durchfluizytometrischen Bestimmung

unentdeckt bleiben, was zu einer scheinbaren Verminderung der absoluten und relativen Anzahl die-
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ser LS flhren wiirde. Um den beschriebenen Einfluss der Elastase mdglichst gering zu halten, wurden
deshalb in der vorliegenden Studie nur Patienten mit stabilen klinischen Parametern (CRP <15mg/l)
und fehlenden Anzeichen einer pulmonalen Exazerbation ausgewertet. Weiterhin hatte die von Déring
et al. durchgefiihrte Untersuchung eine auf Sputum und Bronchoalveolarfliissigkeit beschrankte Ablo-
sung ergeben, weshalb die Abspaltung der Oberflachenmarker im peripheren Blut als Erklarungsmaog-
lichkeit also vermutlich wegfallt. Die Antigenexpression der Lymphozyten im Blut wies keinen Unter-
schied zwischen den Vergleichsgruppen auf. Ergadnzend hatte die Abspaltung der CDA4-
Oberflachenmarker auch zu einer veranderten Anzahl CD4CD45RA-positiven Zellen gefiihrt, die je-
doch normal war. Schlief3lich zeigt die Immunfarbung des Lungengewebes, wo die CD4-Abspaltung in

vivo laut Déring et al. besonders intensiv hatte sein missen, eine gro3e Menge an CD4-Zellen.

Als weitere Ursache fir die periphere Erniedrigung der CD45R0O-Zellen bei Patienten mit CF kommt
auflerdem eine reduzierte physiologische Umwandlung der CD45RA- in die CD45R0O-Form infolge
einer kontinuierlichen Antigenbesiedlung in Betracht. Es wird eine Umwandlung der CD45RA-positiven
in die CD45RO-positive Form Uber eine nicht naher definierte Zwischenform diskutiert °. Diese Ex-
pression der CD45RO-Isoform ist vermutlich reversibel *'. Die Umwandlung ist laut Bunce et al. anti-
genabhangig, da bei Abwesenheit eines Antigens ein komplette Rickbildung erfolgt, wohingegen per-

sistierender Antigenkontakt die Riickbildung verhindert *.

Darlber hinaus kommt fiir die Abnahme der CD45RA/RO-positiven Zellen und weiterer LS eine pul-

monale Ansammlung in Frage. Darauf wird im folgenden weiter eingegangen.

4.4. Immunhistochemische Untersuchung von CF-Lungengewebe

Die pulmonale Immunabwehr setzt sich aus einer Vielzahl einzelner immunologischer Vorgange zu-
sammen, an denen auch die T-Lymphozyten beteiligt sind. Beispielsweise finden sich vermutlich im
Rahmen der Immunuberwachung Ansammlungen aktivierter T-Zellen und Memory-T-Zellen in den
Lungen gesunder Nichtraucher *. Zellakkumulationen treten aber auch in Bereichen akuter oder
chronischer Entziindungen auf **®” und tragen zur Pathogenese von Asthma, Sarkoidose und Atem-
wegsobstruktionen bei Rauchern bei "% Laut Gruber et al. und Gerblich et al. geht die Ansammlung

von T-Zellen in der Lunge parallel mit einer Abnahme in der Peripherie einher 5248

Verschiedene Studien sprechen aufl’erdem fir die Entwicklung eines Bronchus-assoziierten lymphati-
schen Gewebes in der CF-Lunge: Das von Bienenstock et al. erstmals an Tieren beschriebene BALT
(,oronchus-associated-lymphoid-tissue®) ist charakterisiert als Lymphgewebe in der Lunge 89 Es
scheint anlog zu sein zum Darm-assoziierten lymphatischen Gewebe (,gut-associated-lymphoid-
tissue®, GALT). Obwohl sich in der normalen menschlichen Lunge kein bronchusassoziiertes lympha-

150

tisches Gewebe beobachten lasst ™, haben Studien gezeigt, dass sich BALT durch verschiedene

pathologische Mechanismen wie chronische respiratorische Infektionen, selektive Immundefizite und

90,120

Autoimmunerkrankungen mit intrapulmonaler Zellproliferation ausbilden kann . Beschrieben wur-

de es auch bei Rauchern und Patienten mit chronischer Hypersensitivitatspneumonie ***''®, BALT
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spielt eine wichtige Rolle beziiglich der Antigenaufnahme und der Induktion einer antigenspezifischen

Immunantwort in der Lunge "'*'%4,

Um die peripheren Veranderungen der LS bei den Patienten mit CF besser im Zusammenhang mit der
pulmonalen Entzindungsreaktion beurteilen zu kénnen, wurde eine immunhistochemische Farbung
von CF-Lungengewebe durchgefuhrt. Hierbei erfolgte insbesondere eine gezielte Untersuchung der
CD45RA(+)- und CD45RO(+)-T-Zellen. Im Ergebnis zeigte sich im CF-Lungengewebe eine Ansamm-
lung einzelner Lymphozytensubpopulationen. Bei dem Patienten Nummer | fand sich eine ausgeprag-
te interstitielle Ansammlung von CD56(+)-Zellen, sowie vereinzelte CD4(+)CD45RA(+)-Zellen. Bei den
Patienten Nummer 2 bis Nummer 4 ergab sich eine interstitielle Akkumulation von CD4- und
CD45R0O-positiven Zellen und eine Ansammlung von CD20(+)-B-Zellen und Plasmazellen. Nur bei

Patient Nummer 2 fanden sich zusatzlich ausgepragte CD8(+)-Zellansammlungen.

Dieses Ergebnis ist ein Hinweis darauf, dass chronische Lungenentziindungen, wie sie bei Mukoviszi-
dose ablaufen, zu einer Ansammlung von Lymphozyten in der Lunge fiihren. Méglicherweise betrifft
die pulmonale Ansammlung und die periphere Abnahme besonders die LS, die wichtig fiir die pulmo-
nale Infektionsabwehr sind. Den CD4(+)CD45RO(+)-Zellen kommt dabei scheinbar eine besondere
Bedeutung zu, da hier die Akkumulation am deutlichsten zu beobachten war. Aufierdem kann dadurch
wahrscheinlich auch die Reduktion der IL-2R(+)-Zellen erklart werden, da die CD4(+)CD45RO(+) posi-
tiven Memory-T-Zellen als aktivierte T-Zellen einen relativ gro3en Anteil an den peripheren IL-2R posi-
tiven T-Zellen haben "**. Eine periphere Erniedrigung beider Zelltypen kdénnte so durch eine pulmonale
Ansammlung erklart werden. Eine defekte Umwandlung der CD45R0O-Isoform oder eine Apoptose zu
stark aktivierter CD45RO-positiver Zellen als Erklarung fir die periphere Abnahme dieser Zellen ist

somit unwahrscheinlich.

Die festgestellte Abnahme der CD8-positiven Zellen und der NK-Zellen in der Peripherie kann dem-
nach nicht alleine durch eine Ansammlung in der Lunge erklart werden, da diese Zellen bei unseren
Untersuchungen nur vereinzelt im Lungengewebe des Patient 1 (NK-Zellen) und Patient 2 (CD8-
positve Zellen), jedoch nicht bei den Patienten 3 und 4 nachgewiesen werden konnten. Eine aus-
schlielliche Erniedrigung zugunsten der CD4-Zellen, wie oben beschrieben, ist eher unwahrschein-
lich.

Slavin et al. wiesen auch CD8-positive Zellen und vereinzelte NK-Zellen im Lungengewebe eines Pa-

tienten mit bronchopulmonaler Aspergillose und CF nach '*2

. Méglicherweise sammeln sich diese
Zellen im Lungengewebe von Patienten mit leichteren Entziindungsvorgangen, wie den untersuchten
Patienten 1 und 2. Im weiteren Verlauf der Entziindung bleiben sie mdglicherweise nicht im Lungen-
gewebe, sondern wandern in das Atemwegslumen, wo sie infolge der Immunabwehr verbraucht wer-
den oder nach Abspaltung von CD8-Oberflachenmarkern unentdeckt bleiben. Ein solcher Vorgang
wurde in der Bronchoalveolarflissigkeit (BALF) von Patienten mit CF und auch bei anderen chroni-

schen Lungenerkrankungen wie der exogen-allergischen Alveolitis beschrieben. In der BALF scheinen
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CD8 positive Zellen den Hauptanteil an T-Zellen zu bilden, und laut Déring et al. erfasst dort die Ab-

spaltung mehr als 90% der Oberflachenantigene auf diesen T-Zellen s,

Weiterhin ist eine Akkumulation von CD45RO-positiven Zellen in parafollikuldren Bereichen, Alveolar-
septen und der bronchialen Submukosa typisch fir BALT und Lymphozyten-Migration im Mukosage-
webe. Gleiches gilt fiir ein Uberwiegen von CD20 positiven B-Zellen in der follikularen Gegend und
subepitheliale Plamazellinfiltrate '°. Somit bestatigen die in dieser Studie gemachten Beobachtungen
frihere Studien, die festgestellt hatten, dass es auch bei Patienten mit CF vor allem in Anwesenheit

von Pseudomonas aeruginosa zu einer BALT-Ausbildung kommt 62

und dass dieses eine wichtige
Bedeutung fir die lokale Immunabwehr hat €. Auch bestatigt die in dieser Studie festgestellte Vertei-
lung der Lymphozyten und die groRe Menge der Plasmazellen im Lungengewebe die These einer
Th2-Entziindungsantwort bei CF % Diese wurde auch bei anderen chronischen Lungenerkrankungen
wie beispielsweise der allergischen bronchopulmonalen Aspergillose (APBA), Asthma bronchiale und

RSV-Bronchiolitis beschrieben 774131,

Zusammenfassend lieBen sich in den Lungen von Patienten mit CF ein Pooling bestimmter Lympho-
zytensubpopulationen und eine BALT-Bildung beobachten. Diese Vorgange kénnen wahrscheinlich
prinzipiell als physiologisch angesehen werden. Eine so exzessive Aktivierung des BALT ist bei ge-
sunden Personen aber noch nicht beobachtet worden, obwohl das Ausmal} der physiologischen
BALT-Aktivierung noch nicht klar definiert wurde. Ebenso ist eine pulmonale Ansammlung von
CD4CD45R0O-positiven Zellen, welche gleichzeitig zu einer peripheren Abnahme fihrt, bei Patienten

mit CF oder schweren, pulmonalen Erkrankungen unbekannt.

Vermutlich liegen also weitere, noch nicht klar definierte Faktoren vor, die zur pathologischen Per-
sistenz der Entziindungsreaktion und schlieRlich zu einer kontinuierlichen Destruktion der Lunge flih-
ren. Die genaue Festlegung dieser Faktoren steht noch aus. Verschiedene Mechanismen, wie zum
Beispiel eine CD4-Zellen dominierte Immunantwort verstarkt durch das Pseudomonas-Exoenzym S

kénnten aber beteiligt sein. Darauf wird im folgenden noch eingegangen.

Ob die beschriebenen Vorgange und die daran beteiligten LS CF-spezifische Verdnderungen zeigen
oder ob es sich dabei eher um physiologische Normabweichungen im Zuge einer Entziindungsreakti-

on handelt, soll der Vergleich mit Patienten mit rezidivierenden Infekten zeigen.

4.5. Vergleich mit der Gruppe der rezidivierenden Infekte (RI)

Grundsatzlich fanden sich bei der Gruppe mit den rezidivierenden Infekten im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe Veranderungen der peripheren LS, die denen der Patienten mit CF weitestgehende
entsprechen. Obwohl der Vergleich auf die Altersgruppen | und Il begrenzt war, ergaben sich vor al-
lem in der Altersgruppe Il folgende in beiden Vergleichsgruppen ubereinstimmende Veranderung: Es

zeigte sich eine signifikante Abnahme der relativen und absoluten CD3(+)CD16(+)CD56(+)-Zellen, der
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HLA-DR(+)-Zellen in CD3 gesamt, der CD8(+)-Zellen, der CD57(+)CD8(+)-Zellen und der
CD45RO(+)-Zellen. AuRerdem wiesen beide Gruppen eine Erhéhung der CD4/CD8-Ratio auf.

Diese Beobachtung weist darauf hin, dass es sich bei den bei Patienten mit CF gefundenen Verande-
rungen der LS nicht um CF-spezifische Veranderungen handelt, sondern um einen physiologischen
Prozess, der bei schweren Lungenentziindungen ablauft. Veranderungen der LS bei Patienten mit CF
sind also wahrscheinlich nicht, wie oben vermutet, Folge einer spezifischen Hoch- oder Herabregulie-

rung, einer defekten Aktivierung oder eines Reifungsdefektes.

Die Erkrankungsdauer selbst scheint fiir das Auftreten der peripheren LS-Veranderungen nur eine
untergeordnete Rolle zu spielen, da die Lungenerkrankung der Gruppe der rezidivierenden Infekte nur
seit Monaten bis wenige Jahre bestand. Dennoch kdnnte die Chronizitat der bei CF in der Lunge ab-
laufenden Entziindung fur die sekundar auftretenden Lungenschaden und damit fir den Krankheits-

verlauf der Mukoviszidose verantwortlich zu sein.

Auf die Bedeutung der CD4(+)-Zellen an der Persistenz der pulmonalen Entziindungsreaktion bei
Patienten mit CF wird unten noch naher eingegangen. Der prozentuale Anteil der CD4(+)-Zellen an
den Lymphozyten war in der Altersgruppe Il und lll der Patienten mit CF erhoht, wobei bei der RI-
Gruppe keine Veranderungen festgestellt werden konnte, so dass hier méglicherweise eine CFTR-

spezifische Veranderung vorliegt.
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4.6.Bedeutung der Beobachtungen fiir die Pathophysiologie bei CF:

Die Ergebnisse dieser Studie werden nun im Zusammenhang der geltenden pathophysiologischen
Konzepte der Mukoviszidose diskutiert. Besonders eingegangen wird auf die Bedeutung der Lympho-

zytensubpopulationen an diesen Vorgangen.

Eine klonale Proliferation verschiedener T-Zellpopulationen im Verlauf einer Immunantwort ist lange
bekannt, aber erst neuere Studien beschaftigten sich speziell mit den Regulationsmechanismen der
einzelnen T-Zell-Subpopulationen im Verlauf der Immunreaktion. Untersucht wurde beispielsweise die
klonale Expansion der CD8(+)- und CD4(+)-Zellen nach Antigenstimulation und deren weiterer Ein-
fluss auf die Immunantwort. Studien an Patienten mit Grippevirus- und RS-Virusinfektion sprechen
dafir, dass die CD4(+)- und CD8(+)-Zellen unterschiedlich auf eine Antigenstimulation reagieren 3*%.
Speziell bei einer akuten Infektion scheinen die CD8(+)-T-Zellen eine schnellere und ausgedehntere
Proliferation durchzumachen, wohingegen die CD4(+)-T-Zellen langsamer und nicht so ausgedehnt
proliferieren. Ursachlich wird hier zum Beispiel eine erhéhte Apoptoserate und eine uneffiziente Zyto-
kinsteuerung der Proliferation der CD4-Zellen diskutiert. Eine chronische Antigenstimulation Giber meh-
rere Jahre hinweg scheint sich aber positiv auf die CD4-Proliferation auszuwirken, da dann die beo-
bachteten Proliferationsunterschiede fur CD4- und CD8-Zellen geringer ausfallen und beide Zellpopu-

lationen eine ahnliche Entwicklung durchmachen 8

Die Bedeutung von Pseudomonas aeruginosa fur die in der Lunge ablaufenden Immunvorgange ist
noch nicht eindeutig geklart. Fast alle Patienten mit CF sind im Alter von 11 Jahren mit Pseudomonas

75

aeruginosa infiziert . Die PA-Besiedlung fiihrt zu einer Vielzahl an Komplikationen im CF-

"% Eine definitive Eradi-

Krankheitsverlauf und tragt so entscheidend zur Morbiditat und Mortalitat bei
kation ist kaum mdglich. Welche Faktoren die friihe Erstinfektion begiinstigen und welche vor allem fir
die Persistenz von PA verantwortlich sind, ist noch unklar. Daran beteiligt sind wahrscheinlich ver-

schiedene Einfliisse, wie zum Beispiel das Exoenzyms S und die Ty2Entziindungsreaktion der Lunge.

So untersuchten neuere Studien den Einfluss des Exoenzym S auf die T-Zellaktivierung und -
proliferation " Fir das Exoenzym S war friher ein proliferativer Effekt auf die menschlichen T-Zellen
beschrieben worden *°. Klinisch zeigte sich auRerdem, dass eine akute Verschlechterung der Lungen-
funktion mit einer erhéhten Menge an Exoenzym S einherging. Im Gegensatz dazu ging eine klinische
Besserung nach antibiotischer Therapie mit einer verminderten Menge an Exoenzym S einher 5031,
Der Bakterienload blieb aber unverandert. Zusammenfassend scheint das PA-Exoenzym S also einen

entscheidenden Einfluss auf die pulmonalen Entziindungsvorgénge zu haben.

Bruno et al. untersuchten den Einfluss des Exoenzyms S speziell in Hinblick auf die LS. Sie konnten
zeigen, dass es eine Proliferation immunologisch naiver T-Zellen hervorruft, dass das Exoenzym S als
T-Zell-Mitogen funktioniert und dass besonders die CD4(+)-T-Zellen angeregt werden. Die mitogene
Aktivitat scheint spezifisch fir T-Zellen zu sein, diese unterstitzen aber wiederum die B-Zellaktivitat.

Die von Bruno et al. gemachten Beobachtungen bestatigen frihere Untersuchungen, die die T-
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Zellaktivierung als einen wichtigen Bestandteil der pulmonalen Entziindung bei Patienten mit CF be-

schrieben haben %%,

Als ein weiterer Einfluss auf die Pseudomonas-aeruginosa-Persistenz bei CF wird das Vorherrschen
einer Ty2-Entziindungsreaktion bei Mukoviszidose gewertet. Moser et al. untersuchten im Tiermodel
den Einfluss einer Ty1- und einer T2-Entziindungsantwort auf eine chronische PA-Lungeninfektion %
Sie stellten fest, dass in den Ty1-Mausen im Vergleich zu den T,2-Mausen eine geringere Mortalitat
vorlag, dass die Lungenentziindung milder ausfiel, eine effektivere PA-Clearance stattfand und mehr
INF-y beziehungsweise weniger IL-4 produziert wurde. Somit war der Ablauf der PA-Lungeninfektion

bei Ty1-Mausen insgesamt weniger schwer.

In der vorliegenden Studie war in den Altersgruppen Il und lll eine Erhéhung des prozentualen Anteils
der CD4(+)-Zellen pro Lymphozyten festgestellt worden. Interessanterweise sind die CD8(+)-Zellen

pro Lymphozyten nur in der Altersgruppe Il erhdht.

Diese Beobachtungen widersprechen zum Teil den bisherigen Studien. Grundsatzlich ist eine Expan-
sion der CD4(+)- und CD8(+)-Zellen nach Antigenkontakt zu erwarten 8 diese Expansion wirde wie
oben beschrieben aber im starkeren MalRe die CD8(+)-Zellen betreffen. Ebenso wéare eine langfristige
Proliferation eher bei den CD8(+)-Zellen zu erwarten. Bei einer chronischen Antigenexposition besteht
noch die Méglichkeit, dass sich die Proliferationsrate beider LS anpasst, ein Uberwiegen der CD4(+)-
Zellen ist aber ungewohnlich. Moéglicherweise liegt also bei den Patienten mit CF eine pathologisch

persistierende CD4-Zellexpansion vor.

Als Ursache fir die ungewohnliche Persistenz der CD4(+)-Entziindungsreaktion miissen mehrere
Faktoren angenommen werden, wie zum Beispiel die kontinuierliche Anwesenheit von Pseudomonas
aeruginosa in der Lunge von Patienten mit CF oder auch ein CFTR-spezifischer Defekt noch unklarer
Art.

Die erhohte Anzahl der CD4(+)-Zellen pro Lymphozyten in den Altersgruppen Il und Il kénnten bei-
spielsweise durch eine Exoenzym-S-induzierte-Proliferation erklart werden, da diese wie von Bruno et
al. beschrieben, besonders die CD4-T-Zellen betrifft °. Als Mitogen wiirde das Exoenzym S auch zu
einer Chronifizierung der Entziindung bei CF flhren, das dessen Proliferationsanregung infolge der
Unfahigkeit der Lunge, eine effektive Immunabwehr gegen PA aufzubauen, persistiert. An der Pseu-
domonas aeruginosa-Persistenz wiederum kdnnten mehrere Faktoren beteiligt sein: Zum einen die in
der CF-Lunge ablaufende Ty2-Entziindungsantwort mit ihrem schweren Entziindungsverlauf und zum
anderen die in der Lunge stattfindenden Reparaturprozesse, welche sich durch eine standige Expres-
sion des asialo GM1-Membranproteins auszeichnen. Dieser fordert ebenfalls die PA-Adharenz im
Lungengewebe 2 Maoglicherweise wird so eine Art ,Circulus vitiosus®, bestehend aus sich gegenseitig
beeinflussender PA-Resistenz und gesteigerter Entziindung, hervorgerufen, durch den die CDA4-

Proliferation immer weiter fortschreitet.
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Abgesehen von den genannten Vorgangen muss auch ein CFTR-spezifischer Defekt als Ursache fir
die CD4-Dominanz diskutiert werden. Neben der Lunge sind noch weitere Organe bei Patienten mit
CF entziindlich verandert, es wurde aber noch nicht geklart, ob auch in diesen Vorgangen eine CD4-
Dominanz zu vorliegt. Dies wirde fir einen CFTR-spezifischen Defekt sprechen, da die Pseudomo-
nas-Infektion primar endobronchial lokalisiert ist und praktisch nie zu systemischen oder disseminier-
ten Infektionen flhrt. Sie wirde als alleiniger Triggerfaktor der CD4-Proliferation dort ausscheiden.
Moglicherweise fihrt der Gendefekt Uber den defekten Chloridkanal in den Zellen selber oder durch
einen anderen, noch unbekannten Mechanismus zur CD4-dominierten Entziindungsreaktion bei CF.
Auch ein Einfluss des Gendefektes auf die in die Regulation der Entziindungsreaktion eingreifenden
Zytokine, wie IFN-y oder IL-10, mit sekundar gesteigerter CD4-Proliferation kdnnte moglich sein. Dys-
regulationen und reduzierte Mengen der an der Entziindungsreaktion beteiligten Zytokine (IFN-y J/IL-

10T) wurden beschrieben '**1%,

4.6.1. Auswirkungen der CD4-Dominanz auf die Entziindungsvorgange in der Lunge

Das Vorherrschen von CD4-positiven Zellen, mdglicherweise bedingt durch das Pseudomonas E-
xoenzym S, hatte verschiedene immunologische Mechanismen zur Folge, die die pulmonale Entziin-
dungsreaktion und den Krankheitsverlauf bei CF entscheidend beeinflussen: Die in der Lunge vorhan-
denen CDA4(+)-T-Zellen differenzieren sich aufgrund verschiedener im Einleitungsteil beschriebener
Faktoren bei Patienten mit CF vornehmlich zu Tn2-Helfer-Zellen. So wird die ablaufende Tu2-
Entziindungsreaktion vermutlich Uber IL-4- und IL-6-Sekretion verstarkt. Dies fuhrt auRerdem zu einer
klonalen Expansion der B-Zellen und damit zu einer ebenfalls gesteigerten humoralen Immunantwort.
Als Folge des Uberwiegens der T;2-Reaktion wird im Gegenzug die T1-T-Helfer-Reaktion blockiert.
Dies fUhrt zu einer reduzierten Sekretion von IL-2 und IFN-y, was wiederum durch verminderte Aktivie-
rung von T-Zellen, NK-Zellen und mononuklearer, phagozytierender Zellen einen negativen Einfluss

auf die pulmonale Abwehr hat und eventuell auch zur PA-Persistenz beitragt.

AuRerdem erfolgt in der Lunge eine Proliferation und Differenzierung der naiven B-Zellen in Antikor-
per-sezernierende-Plasmazellen, da die B-Zellen neben weiteren Signalen die Hilfe von CD4-positiven
Zellen des T.2-Typs bendtigen. Diese sind im Lungengewebe im UbermaR vorhanden, eine verstarkte
Differenzierung in Plasmazellen kann erfolgen. So kénnte auch die schon beschriebene, zunachst
widersprichliche Beobachtung vieler B-Zellen im Lungengewebe bei gleichzeitig nicht erniedrigter
Konzentration der B-Zellen im peripheren Blut erklart werden. Durch die erhéhte Menge an Plasmazel-
len ware auch die bei CF beschriebene gesteigerte Menge an Gammaglobulinen in der BALF erklar-
bar. Den Einfluss der T-Lymphozyten auf eine gesteigerte Immunglobulinproduktion zeigten Johansen
et al. mit Hilfe athymischer Ratten, die nach Inokulation von Bakterien im Vergleich zu normalen Rat-

ten eine stark reduzierte 1IgG-Produktion zeigten 8,

Die Rekrutierung der CD4(+)-Zellen in der Lunge mit ihrer gesteigerten IL-4-Sekretion kann wiederum
speziell die IgE-Produktion in B-Zellen stimulieren. Durch eine IgE-vermittelte Sekretion von Histami-
nen und Leukotrienen aus Mastzellen wirde, dhnlich wie beim Asthma, eine allergische Disposition

hervorgerufen. Die Folge sind eine allergische Entziindungsreaktion, lokale Gewebeschaden und das
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Anlocken weiterer Entzindungszellen. Auch IL-13 wird bei chronischen pulmonalen Entzindungen
durch Ty2-Zellen produziert. Es stimuliert das Wachstum, die Differenzierung und auch die Rekrutie-
rung weiterer Mastzellen, eosinophiler und basophiler Granulozyten 2 Alle diese Zellen verstérken
den Ablauf der pulmonalen Entziindung und fuhren weiterhin zu einer erhéhten Menge an freigesetz-
ter DNA in der Lunge. Diese wiederum erhdht ebenfalls die Viskositat des Lungensekretes und tragt

damit auch zur Infektionsanfalligkeit der Patienten mit CF bei.

4.7. Zukuinftige Forschungsansatze

In der vorliegenden Studie wurde erstmals das Fehlen altersabhangiger Veranderungen bei einem
GroRteil der untersuchten Subpopulationen beobachtet. Eine Uberpriifung dieser These durch weitere

Studien mit grélReren Populationen ware wiinschenswert.

AuBerdem wurde in dieser Studie besonders auf die Bedeutung der CD4(+)-Zellen an der Entzin-
dungsreaktion der Lunge hingewiesen. Weitere Untersuchungen zur Bedeutung der CD4-T-Zellen an
pulmonalen Entziindungsreaktionen kdnnten die gemachten Beobachtungen erganzen. Eine Untersu-
chung der CD4-Zellen im Zusammenhang mit weiteren hauptsachlich pulmonalen Erkrankungen wie
Asthma oder BOOP kénnte die Bedeutung des CFTR-Gendefektes bei den Vorgangen der Patienten
mit CF klaren. Eine Ausweitung der Erforschung der Entziindungsreaktion auf weitere im Rahmen der
Mukoviszidose betroffene Organe, wie Pankreas oder Magen-Darm-Trakt ware winschenswert. Hier
ware auch, wie in dieser Studie geschehen, eine spezielle Untersuchung der immunhistochemischen
Veranderungen dieser Organe im Vergleich zu Veranderungen der peripheren LS sinnvoll. Interessant
ware es auch, die Bedeutung der PA-Besiedlung bei Mukoviszidose auf die immunologischen Ablaufe
in weiteren Organe zu untersuchen. Eventuell kénnte die Untersuchung auf einen Vergleich des Ein-

flusses der mukoiden und der nichtmukoiden Form von PA auf die LS ausgedehnt werden.

Fir einige der Lymphozytensubpopulationen ist die genaue Funktion und ihr Einfluss auf den Krank-
heitsverlauf chronischer pulmonaler Erkrankungen noch unbekannt. Normwerte, wie die in dieser Ar-
beit erstellten, bieten eine Hilfestellung. Fur eine genauere Interpretation waren aber weitere Untersu-
chungen hilfreich. Auch die Untersuchung der bisher noch unklaren Regulation der einzelnen an der
Immunantwort beteiligten Zellen untereinander konnte das Verstandnis der Pathophysiologie erleich-

tern.

Bezlglich der Therapie zeigen alle diese Beobachtungen, dass die Reduzierung der intrabronchialen
mikrobiologischen Belastung und der Antigenexposition bei Patienten mit CF essentiell ist. Die schon
frGher beschriebene Notwendigkeit einer frihzeitigen Therapie der Pseudomonas aeruginosa Besied-

4131 50 kdnnte eine Ver-

lung kann infolge der hier dargestellten Ergebnisse nur unterstitzt werden
besserung des interstitiellen Entziindungsprozesses auch durch Blockierung des Triggereffektes von
PA-Exoenzym S auf die Proliferation der CD4(+)-Zellen erreicht werden. Hier sind aber noch keine

Uberzeugenden Therapiekonzepte vorhanden. Aufierdem sollte die Erforschung neuer, effektiverer
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Impfstoffe gegen Pseudomonas aeruginosa ausgedehnt werden, um so schon moglichst friihzeitig

gegen die Kolonisierung der Patienten mit CF durch das Bakterium vorzubeugen o7,

Die Komplikationen der interstitiellen Pneumonie werden eine klinische Herausforderung und ein wich-
tiges Thema der Forschung bleiben. Mdglicherweise wurde die Bedeutung der daran beteiligten Lym-
phozytensubpopulationen bisher unterschatzt. Vielleicht ist die Analyse der peripheren Veranderun-
gen der LS ein brauchbares indirektes Mittel zur Beurteilung dieser noch wenig verstandenen Aspekte

der Lungenerkrankung bei CF.
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5. Zusammenfassung

Die pulmonale Manifestation der Zystischen Fibrose (CF) geht mit intrabronchialen und interstitiellen
Entziindungsvorgangen einher, die durch einen ibermaRigen Einstrom von neutrophilen Granulozyten
und Makrophagen charakterisiert sind. Im Vergleich zum intrabronchialen Kompartiment ist bei Patien-
ten mit CF nur wenig Uber die interstitiellen Entzindungsvorgange und das lymphozytare System be-
kannt. Mit Blick auf den Schweregrad der pulmonalen Entziindung erschienen Veranderungen der
peripheren Lymphozyten und ihrer Subpopulationen wahrscheinlich. Aus diesem Grund wurden in
dieser Studie mit Hilfe der Zweifarbendurchflusszytometrie Veranderungen der Lymphozytensubpopu-
lationen (LS) im peripheren Blut untersucht. Die LS (differenziert durch ihre CD3-, CD19-, CD16-,
CD56-, CD4-, CD8-, CD11b-, CD57-, HLA-DR-, CD25-, CD45RA- und CD45R0O-Expression) von 83
gesunden Kontrollpersonen wurden mit den LS von 44 Patienten mit CF und von 23 Patienten mit
rezidivierenden Luftwegsinfekten verglichen. Es erfolgte eine Auswertung bezlglich altersabhangiger
und altersunabhéngiger Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Auflerdem wurden die altersab-
hangigen Veranderungen innerhalb der CF-Gruppe und der Kontrollgruppe untersucht. Sowohl beim
altersunabhangigen als auch beim altersabhangigen Vergleich der LS ergab sich bei den Patienten
mit CF eine deutliche Abnahme der CD8(+)-Zellen, der CD4CD45RO(+)-Memory-Zellen, der IL2-R(+)-
Zellen und der CD16(+)CD56(+)-NK-Zellen. Ahnliche Veranderungen zeigte auch die Gruppe der
Patienten mit rezidivierenden Infekten. Zusatzlich zur DurchfluBzytometrie erfolgte eine immunhisto-
chemische Farbung von Lungengewebe von vier Patienten mit CF (Alter: 6 Monate, 12, 17 und 20
Jahre). Diese ergab eine Aktivierung von bronchus-assoziiertem lymphatischen Gewebe (BALT) und
eine pulmonale Akkumulation von CD4(+)CD45RO(+)-Zellen.

In dieser Studie konnten bei den Patienten mit CF ausgepragte Veranderungen der peripheren Lym-
phozytensubpopulationen gezeigt werden. Diese Veranderungen sind, wie der Vergleich mit der
Gruppe mit rezidivierenden Infekten ergab, nicht CF-spezifisch. Weiterhin scheint eine Ansammlung
von CD4(+)CD45RO(+)-Zellen in der Lunge grundsatzlich physiologisch zu sein. Die beobachtete
interstitielle Akkumulation dieser Zellen in der CF-Lunge, die mit einer parallelen Erniedrigung im peri-
pheren Blut verlauft, geht aber vermutlich Uber das physiologische Maf} hinaus. Méglicherweise ist die
Ansammlung der Memory-T-Zellen an der Pathophysiologie der CF-Lungenerkrankung beteiligt. Eine
CD4 dominierte Immunantwort konnte zur Persistenz der Entzlindungsreaktion beitragen. Die erarbei-
teten Daten sind eine altersgewichtete grundlegende Basis fir weiterfiihrende Forschungsaktivitaten,
die zum Versténdnis der inflammatorischen Komponente der Lungenerkrankung bei CF beitragen

konnen.
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