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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Chitinasen und Chitinase-ahnliche Proteine

Das Polysaccharid Chitin ist nach Zellulose das am zweithdufigsten vorkommende
Polymer der Natur. Pro Jahr werden in der Biosphére bis zu 10 Gigatonnen Chitin
synthetisiert und abgebaut. Aufgebaut aus N-Acetyl-D-Glucosamin-Einheiten (GICNAC),
die durch B-1,4-glykosidische Bindungen verknlpft sind, besitzt Chitin die nétige
Stabilitat, um als Hauptbestandteil der Zellwand von Insekten, Krustentieren, Pilzen und
Parasiten zu dienen’™. Der Chitinpanzer bietet den Organismen Schutz vor den rauen
Bedingungen in ihrer Lebensumwelt und schirmt sie gegen Angriffe innerhalb eines
Wirtsorganismus ab®. Der Aufbau von Chitin erfolgt unter der katalytischen Wirkung des
Enzyms Chitin-Synthase, der Abbau zu GIcNAc-Einheiten geschieht mit Hilfe sog.
chitinolytischer Hydrolasen, von denen mehrere Enzyme mit unterschiedlicher Spezifitat
existieren®. Die meisten Organismen besitzen B-Hexosaminidasen, welche die terminale
GIcNAc-Einheit am nicht-reduzierenden Ende des Chitin-Polymers abbauen kdnnen.
Einige Eukaryoten besitzen das Enzym Chitobiase, das imstande ist, Chitobiose-Bausteine
vom reduzierenden Ende des Chitins abzuspalten. SchlieBlich existieren Chitinasen, die
grob in Endo-und Exo-Chitinasen unterteilt werden®. Per definitionem spalten
Endo-Chitinasen glykosidische Bindungen innerhalb der Chitin-Kette, wohingegen
Exo-Chitinasen am nicht-reduzierenden Ende des Chitin-Polymers angreifen und
schrittweise Chitobiose- oder GIcNAc-Einheiten abspalten®®. Das Zusammenspiel von
Endo- und Exo-Chitinasen ermdglicht Organismen, Chitin zu degradieren®. In niederen
Lebensformen stellen Chitinasen damit effiziente anti-parasitare Abwehrwaffen dar, die
Chitin-tragende Pathogene abtoten'®. Chitinase-ahnliche Proteine (chitinase-like proteins,
CLPs) hingegen konnen Chitin nicht abbauen. Sie binden das Polymer und wandeln so
dessen Effekte auf das Immunsystem des Wirtsorganismus ab™".

Kirzlich wurde beim Menschen das Vorkommen zweier Chitinasen, der ,,Chitotriosidase*
und der ,,sauren S&uger-Chitinase” (Acidic Mammalian Chitinase, AMCase), sowie des
Chitinase-ahnlichen Proteins ,,YKL-40* beschrieben*'?. Da jedoch weder Chitin noch
Chitin-Synthase im Organismus der Sdugetiere existieren, betrachtete man Chitinasen und

Chitinase-dhnliche Proteine beim Menschen zun&chst als bedeutungslose, evolutionare
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Relikte. Aktuelle Untersuchungen weisen allerdings darauf hin, dass diese Proteine eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung und Unterhaltung von Erkrankungen des

Menschen spielen.

1.1.1 YKL-40/BRP-39

YKL-40 gilt als Prototyp der Chitinase-&hnlichen Proteine (CLPs). Das zugehorige Gen
CHI3L1 (chitinase 3-like 1) befindet sich auf Chromosom 1 (1g31-g32). Benannt wurde
YKL-40 nach dem Ein-Buchstaben-Code seiner drei N-terminalen Aminosduren
Tyrosin (Y), Lysin (K) und Leucin (L) und seinem Molekulargewicht (40 kDa)'. Es
existieren allerdings viele weitere Namen, unter denen das Protein in der Literatur
bekannt ist, u.a. ,Human Cartilage glycoprotein-39 (HC gp-39)“**, ,,Chitinase-3-like-1
(CHI3L1)*“* und ,,Chondrex“"®. Das entsprechende Protein der Maus, ,,breast regression
protein-39 (BRP-39)*, wird einige Tage nach der Entwdhnung der Jungmause in den
Epithelzellen der mitterlichen Brust gebildet und fuhrt dort zur Rickbildung des Gewebes
(daher der Name ,breast regression protein®)>***®'". Das Protein gilt als Mediator in
Tho-dominierten Entzlindungsreaktionen, reguliert die zellulare Apoptose und die
Differenzierung von Makrophagen im murinen Organismus®®. Im Unterschied zu
Chitinasen sind CLPs aufgrund einer Punktmutation in ihrem katalytischen Zentrum nicht
imstande, Chitin abzubauen'®*°. Einige von ihnen, so auch YKL-40, kénnen allerdings
Chitin binden und so dessen Effekte auf das angeborene Immunsystem des Menschen
modulieren**. Ferner kann YKL-40 Heparin, Hyaluron, Typ | Kollagen und Lektin
binden'?. Das Protein wird von einer Vielzahl von Zellen produziert, unter

anderem von neutrophilen Granulozyten?®, (Alveolar-) Makrophagen'2*#21-2%

13,27

, Qlatten
GefaBmuskelzellen®*?*, Chondrozyten™%, Synovialzellen®*?*" und einigen Tumorzellen
(Tabelle 1). Im Rahmen von akut- und/oder chronisch-entzindlichen Erkrankungen stellen
neutrophile Granulozyten und Makrophagen die Haupt-Produzenten des Proteins dar'?*’.
Aufgrund seines Speicherortes in den spezifischen Granula der neutrophilen Granulozyten,
gilt YKL-40 als ,,Marker-Protein* dieses Zelltyps. Es wird angenommen, dass YKL-40 als
Teil der angeborenen Immunabwehr antimikrobielle Wirkung besitzt, eine wichtige Rolle
im Rahmen von Angiogenese und Gewebeumbau spielt, als Wachstumsfaktor fir
Fibroblasten wirkt und die Anti-Apoptose beeinflusst'*"?*?. Die genaue biologische

Funktion von YKL-40 bleibt jedoch bislang unklar. Hohe Konzentrationen von YKL-40
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finden sich typischerweise im Serum von Patienten, deren Erkrankungen durch

Entziindung und/oder UbermaRigen Gewebeumbau gekennzeichnet sin

Uberblick gibt Tabelle 1:

d**'". Einen

Charakter der Erkrankung

Erkrankung

Infektion?17:29-30

S. pneumoniae-Pneumonie
S. pneumoniae-Bakteridmie
Purulente Meningitis/Enzephalitis

Gelenkerkrankungen®*!"3

Rheumatoide Arthritis
Osteoarthritis
Ankylosierende Spondylarthritis

Lungenerkrankungen®%

Asthma
COPD

Chronische Entziindung und

Granulomatdse Erkrankungen'?3+3

M. Crohn/Colitis ulcerosa
Sarkoidose
Riesenzellarteriitis
Systemische Sklerose

Krebserkrankungen
(fortgeschritten)*740-43

Malignes Melanom
Glioblastom
Kleinzelliges Bronchialkarzinom
Mammakarzinom
Kolorektales Karzinom
Papilléares Schilddriisenkarzinom
Ovarialkarzinom
Prostata-Karzinom
u.a.

40,44

GeféaRerkrankungen Artherosklerose

Tabelle 1: Erkrankungen mit erhéhten YKL-40-Serumkonzentrationen (nach®?)

Bisherige Studien konnten zeigen, dass sich YKL-40 als Biomarker bei verschiedenen
akut- und/oder chronisch-entziindlichen Erkrankungen eignet'’. Die Expression von
YKL-40 bei der chronisch-entziindlichen Lungenerkrankung Cystische Fibrose (CF) wurde
bislang nicht untersucht. Die chronische Inflammationsreaktion in der Lunge von

CF-Patienten wird uberwiegend durch neutrophile Granulozyten und Makrophagen
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unterhalten. Die Analyse von YKL-40 bei CF-Patienten ist somit von hoher Relevanz und

war ein Gegenstand dieser Arbeit.

1.1.2 Chitinasen

Chitinasen sind Chitin-spaltende Enzyme, die in Superfamilien von 18- und 19-Glykosyl-
Hydrolasen (GH) eingeteilt werden, basierend auf Ahnlichkeiten in ihren Aminosauren-
Sequenzen'?. Chitinasen, die beim Menschen gefunden wurden, gehéren alle der
GH-18-Familie an und haben ihre Genloci Uberwiegend auf Chromosom 1 lokalisiert,
darunter Chitotriosidase (1932.1) und saure Sauger-Chitinase (AMCase, 1p13.2)**2. Auch
in der Maus kommen entsprechende Formen der beiden Chitinasen vor®. Die wichtigsten
Zelltypen, die Chitinasen beim Menschen produzieren sind neutrophile Granulozyten,
(Alveolar-) Makrophagen und verschiedene Epithelzellen'®*%%%%* Nur wenige Mitglieder
der humanen GH-18-Familie sind imstande, das Polymer Chitin unter Wasserabspaltung
zu degradieren, darunter Chitotriosidase und saure S&uger-Chitinase. Die restlichen
Mitglieder der GH-18-Familie werden als Chitinase-ahnliche Proteine zusammengefasst.
Sie verbindet die Fahigkeit, Chitin zwar binden, aber nicht abbauen zu kdnnen*?.

Aktuelle Untersuchungen weisen darauf hin, dass sowohl die humane Chitotriosidase als
auch die humane saure Sdauger-Chitinase eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und
Unterhaltung von Erkrankungen des Menschen spielen. Chitotriosidase konnte mit
besonders hoher Enzymaktivitat bei Patienten mit lysosomalen Speicherkrankheiten
nachgewiesen werden*®. In diesem Zusammenhang findet Chitotriosidase heute als
diagnostischer und therapeutischer Verlaufsparameter bei Patienten mit der lysosomalen
Speicherkrankheit M. Gaucher klinisch Anwendung*’“®. Die saure Sauger-Chitinase wird
vor allem mit der Pathogenese des allergischen Asthma bronchiale in Verbindung gebracht
und im Rahmen dieser Erkrankung bereits als therapeutische Zielstruktur diskutiert>*°.

Die Expression der Chitinasen im Krankheitsbild der Cystischen Fibrose ist bislang
unbekannt. CF-Patienten leiden unter einer chronischen pulmonalen Entziindung, die
uberwiegend von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen unterhalten wird. Da diese
beiden Zelltypen als wichtige Produzenten von Chitinasen im Menschen gelten, wurden in
der vorliegenden Studie die Enzymaktivitdat von Chitotriosidase und saurer Sduger-
Chitinase bei der CF-Lungenerkrankung untersucht. Als Analyse-Vergleichsgruppen

dienten Proben von M. Gaucher- und Asthma-Patienten.
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1.1.3 Cystische Fibrose

Cystische Fibrose (CF) oder Mukoviszidose ist die bei Kaukasiern haufigste autosomal-
rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung®. Es kommt ca. ein betroffenes Kind pro 2.500
Geburten in Europa zur Welt, die Frequenz fir heterozygote Gentréger betragt 1:20 bis
1:30%°°°. Die Krankheit beruht auf der Mutation des 230 kbp groRen CFTR-Gens auf
Chromosom 7 (7g31.2), welches fir den ,.cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR)* kodiert**!. CFTR ist ein signalgesteuerter Chloridkanal, der neben
seiner Hauptfunktion, dem Transport von Chlorid-lonen, auch Glutathion und Bikarbonat
transportieren kann>>°®. Die CF-ausldsenden Mutationen am CFTR-Kanal lassen sich in
sechs Klassen einteilen. Bei der in Mittel- und Nordeuropa haufigsten Mutation AF508
(70-75%) fehlt im zugehdrigen Gen an Position 508 die Kodierung fiir Phenylalanin®. Es
kommt zur fehlerhaften Reifung und einem gestorten intrazellularen Transport des CFTR-
Proteins, worauf die Zellen mit einer unspezifischen Stressantwort reagieren, bei der
vermehrt pro-inflammatorische Signale freigesetzt werden®®. Aufgrund der weitraumigen
Verteilung des CFTR-Kanals in den Korpergeweben sind die (sekretorischen)
Epithelzellen verschiedenster Organsysteme betroffen. Es resultieren u.a. eine gestorte
Flussigkeitsabsorption im Bereich der Atemwege und im Dickdarm, fehlerhafte
Elektrolytabsorption im  Bereich der Schweilldrisen und eine mangelhafte
Volumensekretion in Pankreas und Diinndarm®**®, Hauptverantwortlich fir die Morbiditat
und Mortalitat der Mukoviszidose sind die pathologischen Vorgénge in der Lunge: Uber
90% der Patienten versterben an den Komplikationen der Lungenerkrankung®**°. Gestorte
lonentransportvorgange sorgen fiir eine erhéhte Viskositdat des Bronchialsekrets und das
Fehlen perizilidrer Flussigkeit fordert die Schleimadhasion auf der zelluldren
Atemwegsoberflache®. Es kommt zum Zusammenbruch der normalen Sekret-Clearance
und infolge dessen zu den fur CF typischen (chronischen) Atemwegsinfekten. Besonders
hé&ufig sind Infektionen durch Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa zu
beobachten®"*®,

Eine Ansammlung von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen ist, als Zeichen einer
chronischen Inflammationsreaktion, charakteristisch fur die Lungenerkrankung von
CF-Patienten®. Die beiden Zelltypen gelten als wichtige Produzenten von Chitinasen und
Chitinase-ahnlichen Proteinen im Menschen. Ein Gegenstand der vorliegenden Studie war
deshalb, die Expression der Chitinasen und Chitinase-&hnlichen Proteine bei der chronisch-

entziindlichen Lungenerkrankung Cystische Fibrose zu untersuchen.

10



Einleitung

1.1.4 Morbus Gaucher

Der Morbus Gaucher zahlt zu den lysosomalen Speicherkrankheiten, denen eine
Fehlfunktion im Lysosom zugrunde liegt®®. Lysosomen sind heterogene Zellorganellen in
nahezu allen eukaryotischen Zellen, deren Hauptaufgabe der Abbau von kdrpereigenen
und korperfremden Substanzen mittels verschiedener Enzyme (sog. saurer Hydrolasen)
ist*®. Ist die Aktivitat eines dieser Enzyme herabgesetzt, konnen bestimmte Makromolekiile
nicht mehr oder nur noch vermindert abgebaut werden und reichern sich in der Zelle an.
Oberhalb einer bestimmten Konzentration gelangen diese unkontrolliert (ber die
Plasmamembran in die extrazellulare Matrix und lagern sich im gesamten
Organismus ab>?. Der M. Gaucher beruht auf einem Defekt des lysosomalen Enzyms
Glukozerebrosidase, welcher autosomal-rezessiv vererbt wird (GBA-Gen)*’. Die
Enzymaktivitat ist typischerweise in allen Zellen des Korpers vermindert, dennoch
beschrankt sich die Anh&ufung von nicht abgebautem Glukosylceramid (Glukozerebrosid)
auf Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems (MMS). So entstehen die
lipidspeichernden ,,Gaucher-Zellen und es bilden sich die typischen Symptome der

Gaucher-Erkrankung heraus®. Eine Ubersicht dazu liefert Tabelle 2:

Zellen Organ Symptom
Kupffer-Stern-Zellen Leber Hepatomegalie
Rote Pulpa Milz Splenomegalie, Andmie
Kri ige Knochensch |
Osteoklasten Knochen risenartige Knoc "ensc merzen,”Osteo ysen,
Osteonekrosen, Stérungen der Hamatopoese
Rezidivierende Atemwegsinfekte,
Alveolar-Makrophagen Lunge Restriktion/Obstruktion
Gliazellen Gehirn Gliose

Tabelle 2: Anhdufung von Glukosylceramid in Zelltypen des MMS mit
nachfolgender Symptomatik (nach*)

Die Gaucher-Krankheit lasst sich, anhand der jeweiligen neuro-pathologischen

Veranderungen, in drei Typen mit unterschiedlichem Krankheitsbeginn, unterschiedlicher

Symptomatik und Lebenserwartung einteilen (Tabelle 3):

11
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Nicht- Neuronopathisch
Neuronopathisch* akut** chronisch***
Inzidenz 1:40.000-1:60.000 <1:100.000 1:50.000-1:100.000
Ethnische Gruppe panethnisch panethnisch panethnisch
Alter bei Ausbruch . - . .
der Krankheit jedes Alter Sauglingsalter Kindheit
ZNS-Symptomatik +++ + bis +++
Hepatosplenomegalie + bis +++ ++ + bis +++
Hamatologische . .
. + bis +++ +++ + bis +++
Symptomatik
Ossére Symptomatik - bis +++ ++ bis +++
Lebenserwartung adult ~ 2 Jahre 2 Jahre bis adult

Tabelle 3: Klinische Einteilung der Verlaufsformen des M. Gaucher.
*ehemals Typ 1, **ehemals Typ 2, ***ehemals Typ 3 (nach*’*)

Die Messung der Chitotriosidase-Enzymaktivitat im Serum der Patienten hat sich als
geeigneter Parameter zur Diagnose-Sicherung und Therapie-Uberwachung erwiesen.
Chitotriosidase wird von den Gaucher-Zellen produziert und findet sich im Blut der
Patienten um das 100- bis 1000-fache erhéht. Nach seiner Entdeckung 1994
(Hollak et al.)*® ist das Enzym heute im Therapie-Monitoring des M. Gaucher etabliert.
Unter erfolgreicher Therapie fallt die Enzymaktivitat von Chitotriosidase im Blut der
Patienten ab. Normwerte werden jedoch auch nach langjahriger Therapie nicht immer
erreicht. Ein Wiederansteigen der Enzymaktivitat von Chitotriosidase im Serum der
Patienten geht haufig der klinischen Verschlechterung voraus*’. Bei ca. 5% der
Bevolkerung (panethnisch) ist Chitotriosidase aufgrund einer 24-Basenpaar-Insertion im
zugehdrigen Gen nicht nachweisbar®®®!, Als Krankheits- und Verlaufsparameter kann
dann PARC/CCL18 dienen®®2. Weder Chitotriosidase noch das Chemokin PARC/CCL18
reflektieren ein bestimmtes klinisches Symptom der Gaucher-Erkrankung, sondern nur das
AusmaB der ibermaRigen Lipidspeicherung im Organismus der Patienten®®?.

Da die bisher hochste Enzymaktivitdt von Chitotriosidase bei M. Gaucher-Patienten
gefunden wurde und die Enzymmessung hier bereits klinisch etabliert ist, wurde die
lysosomale Speicherkrankheit in der vorliegenden Studie als Vergleichsgruppe zur

Cystischen Fibrose analysiert.

12



Einleitung

1.1.5 Asthma bronchiale

Asthma bronchiale ist eine chronisch-entziindliche Lungenerkrankung und zéhlt zum Kreis
atopischer Erkrankungen®. Die chronische Entziindung verursacht eine bronchiale
Hyperreagibilitat, also eine Uberempfindlichkeit der Atemwege auf verschiedenste Reize.
Bei pradisponierten Personen kommt es zu anfallsweise (seltener chronisch) auftretender
Atemwegsobstruktion, bedingt durch Spasmen der glatten Muskulatur, 6dematdse
Schleimhautschwellung und Dyskrinie. Die h&ufigsten Symptome sind intermittierende
Hustenanfélle, pfeifende Atmung und Luftnot. Bei Erwachsenen besteht eine Pravalenz
von ca. 5%, bei Kindern von bis zu 10%*®. Damit stellt Asthma die haufigste chronische
Lungenerkrankung bei Kindern dar und entwickelte sich innerhalb der letzten 30 Jahren in
den westlichen Industrienationen zu der allgemein haufigsten chronischen Erkrankung im
Kindesalter®. Asthma ist eine chronische Erkrankung, bei der es durch kontinuierliche
Umbauvorgédnge in den Atemwegen (Remodeling) zu einer dauerhaften Schédigung der
Lungenstruktur mit Emphysembildung und Verlust der Atemkapazitat kommt®.

In vorangegangenen Studien wurde fur Chitinasen und Chitinase-&hnliche Proteine eine
wichtige Rolle in der Pathogenese des Asthma bronchiale diskutiert. Die Analyse von
Asthma-Proben als Vergleichsgruppe zu CF war somit ein wichtiger Gegenstand der

vorliegenden Untersuchung.

13
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1.2 Das angeborene Immunsystem der Lunge

Die Immunabwehr hoherer Organismen ist ein komplexes System, das der Erkennung und
Elimination mikrobieller Erreger dient, ohne dabei kodrpereigenes Gewebe anzugreifen.
Man unterscheidet ein angeborenes und ein erworbenes Immunsystem. Die angeborenen
Abwehrmechanismen sind jederzeit aktivierbar und vielschichtig miteinander verzahnt®’.
Durch ihre sofortige Einsatzbereitschaft kommt der angeborenen Immunitét entscheidende

66869 Die einzelnen Abwehr-

Funktion zur (friihen) Einddmmung einer Infektion zu
mechanismen richten sich jedoch nicht spezifisch gegen den jeweiligen Erreger und bieten
keinen Schutz gegen eine erneute Infektion. Die erworbenen Abwehrmechanismen
hingegen, welche erst nach Erregerkontakt aktiviert werden konnen, sind adaptiv, das heif3t
sie richten sich spezifisch gegen den Erreger. Eine Immunantwort durch das erworbene
Abwehrsystem tritt allerdings erst verzogert (nach vier bis sieben Tagen) ein. Sowohl die
erworbene, als auch die angeborene Immunabwehr umfassen zelluldre und I6sliche

Komponenten:

Lésliche Komponenten des angeborenen Immunsystems umfassen Proteine des
= Komplementsystems
= Akut-Phase-Proteine
= Zytokine
= Kleinmolekulare Proteine, die bestimmte Strukturen auf mikrobiellen Oberflachen
erkennen, um so eine Eliminierung von nicht-kérpereigenen Molekilen zu

ermoglichen® 7,

Zu den zellularen Komponenten des angeborenen Immunsystems gehdren
= phagozytierende Zellen (neutrophile Granulozyten, Makrophagen und Monozyten)
= Zellen, die inflammatorische Mediatoren freisetzen (Basophile Granulozyten,
Eosinophile Granulozyten und Mastzellen)
= Natdrliche Killerzellen

= Epithelzellen®.

Ein wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit waren Experimente mit neutrophilen
Granulozyten und Monzyten/Makrophagen. Deshalb wird im Folgenden speziell auf diese
beiden Zelltypen als Teil der zellularen Komponente des angeborenen Immunsystems

eingegangen.
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1.2.1 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten (Polymorphnukledre Neutrophile Granulozyten, PMN) sind mit
ca. 60% die zahlenmaRig stérkste Fraktion der Leukozyten im Blut und wichtige zellulére
Funktionstrager des unspezifischen Abwehrsystems™ . Nach ihrer Reifung im
Knochenmark wandern sie in den Blutkreislauf aus, wo sie nur wenige Stunden
zirkulieren. Kommen die Zellen in diesem Zeitfenster nicht mit Infektionserregern in
Kontakt, verlassen sie den Blutstrom und erfahren einen programmierten Zelltod
(Apoptose)™. Im Falle einer Infektion verlassen sie in einem durch Adhésionsmolekiile
und Chemokine vermittelten, mehrstufigen Prozess den Blutstrom nahe dem
Infektionsort®® "3, Durch die Extrazellularmatrix gelangen sie mit Hilfe von Verdauungs-
Enzymen (u.a. Kollagenase und Gelatinase), die sie aus zytoplasmatischen Granula
freisetzen®. Am Zielort angekommen und durch chemotaktische Faktoren stimuliert,
versuchen die neutrophilen Granulozyten durch Freisetzung verschiedenster Substanzen
eingedrungene Mikroben zu eliminieren. Beispiele fiir einige dieser defensiven Substanzen
sind ROS (reactive oxygen species), Hydrogenperoxid, Hypochlorazid, Chloramine und

478 Da die antimikrobiellen

eine Vielzahl proteolytischer und zytotoxischer Enzyme
Substanzen nicht zwischen Mikrobe und Wirtszelle unterscheiden, werden sie zum Schutz
der Zelle in abgekapselten Granula im Zytoplasma gespeichert, bis sie im Rahmen einer
Entzindung nach auflen abgegeben werden oder im Inneren der Zelle mit
phagozytotischen Vesikeln verschmelzen’. Auf diese Weise werden phagozytierte
Mikroben oder anfallende Gewebstrimmer verdaut. Neutrophile Granulozyten besitzen
eine Vielzahl dieser zytoplasmatischen Granula, die essentiell fiir ihre antimikrobielle
Funktion im Rahmen der unspezifischen Abwehr sind. All diese Granula unterscheiden
sich in Inhalt, Zeitpunkt ihrer Freisetzung und auch in ihrer biologischen Funktion. Sie

werden typischerweise in vier Untergruppen eingeteilt, die in Tabelle 4 aufgelistet sind:
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Azurophile Spezifische Gelatinase Sekretorische
Granula Granula Granula Granula

Saure B-Glycerophosphatase,  B,-Mikroglobulin, Acetyltransferase, Plasma-Proteine,

Saure Mukopolysaccharide, Kollagenase, B>-Mikroglobulin, u.a. Albumin.
az-Antitrypsin, Gelatinase, Gelatinase,

a-Mannosidase, Heparanase, Lysozym.
Azurocidin/CAP37/Heparin-  Lactoferrin,

bindendes Protein, Lysozym,

BPI (bactericidal permeability- NGAL (neutrophil

increasing protein), gelatinase-associated
B-Glycerophosphatase, lipocalin),
B-Glucuronidase, Plasminogen-Aktivator,
Cathepsine, Vit. By,-bindendes Protein,
Defensine, Sialidase.

Elastase,

Lysozym,

Myeolperoxidase,
N-acetyl-B-Glucosaminidase,
Proteinase 3,

Sialidase.

Tabelle 4: Inhaltsstoffe der verschiedenen zytoplasmatischen Granula von
neutrophilen Granulozyten (nach™"")

In den spezifischen (,sekundédren®) Granula der neutrophilen Granulozyten konnte
YKL-40 nachgewiesen werden, weswegen es auch als ,,Marker-Protein“ dieses Zelltyps
bezeichnet wird®®. Chitotriosidase stammt ebenfalls aus den spezifischen Granula der
neutrophilen Granulozyten'®. Der Speicherort dieser Proteine zusammen mit anderen
Matrix-abbauenden Enzymen und defensiven Substanzen lasst vermuten, dass sowohl
YKL-40 als auch Chitotriosidase eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunabwehr
spielen®®’®,

Bei entziindlichen Lungenerkrankungen kommt es zu einer massiven Akkumulation von
neutrophilen Granulozyten im Lungengewebe. VVon besonderer Bedeutung ist dies bei der
chronisch-entziindlichen Lungenerkrankung Cystische Fibrose. Einmal aktiviert, schiitten
die neutrophilen Granulozyten den Inhalt ihrer Granula aus, und damit etwa 40

verschiedene hydrolytische Enzyme und Oxidanzien. Da sich diese Substanzen
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unspezifisch sowohl gegen exogene Mikroorganismen als auch gegen korpereigenes
Gewebe richten, kommt es langfristig zur Degradation und zum zystischen Umbau des

Lungengewebes’®.

1.2.2 Monozyten/Makrophagen

Monozyten machen ca. 4-8% der Leukozyten im Blut aus und sind die Vorlauferzellen der
in den Geweben lokalisierten Makrophagen sowie eines Teils der Dendritischen Zellen
(,,Monozyten-Makrophagen-System*, MMS)*¢%®. Sie gehdren sowohl zum spezifischen als
auch zum unspezifischen Abwehrsystem®. Ihre Aufgabe ist die Zerstorung kérperfremder
Strukturen durch Phagozytose und die Aktivierung der erworbenen Immunabwehr mittels
Antigenprasentation®. Die im Knochenmark produzierten Monozyten zirkulieren nur
wenige Stunden bis Tage im Blut, bevor sie in die Gewebe auswandern und sich dort in
unterschiedliche (langlebige) Zelltypen wie z. B. Makrophagen differenzieren®. Vor allem
in den spaten Stadien der Ausdifferenzierung vom Monozyten zum reifen Makrophagen
wird von den Zellen zunehmend YKL-40 produziert**?!. Sie stellen auBerdem eine der
Haupt-Quellen fur die Produktion von saurer Sauger-Chitinase im menschlichen
Organismus dar'?. Makrophagen sind neben den neutrophilen Granulozyten die
wichtigsten Phagozyten des Organismus. Sie nehmen Erreger per Endozytose auf und
fihren die endozytotischen Vesikel den in ihrem Zytoplasma enthaltenen Lysosomen zu.
Deren Lumen wird durch Protonenpumpen angeséauert und der Inhalt durch verschiedene

6880  Dijese Funktion scheint bei

(pH-sensitive) Enzyme im sauren Milieu abgebaut
(Alveolar-) Makrophagen von CF-Patienten gestort zu sein: Wéhrend bei gesunden
Probanden der pH in den Lysosomen u.a. mit Hilfe des CFTR-Kanals niedrig gehalten
wird, scheint die Ansduerung der Lysosomen bei CF-Patienten durch den defekten CFTR-
Kanal gestort zu sein®®°. Dies hat weitreichende Folgen fiir den Abbau von in die Lunge
eingedrungene Mikroorganismen, die zwar weiterhin von den Makrophagen phagozytiert,
jedoch nicht komplett abgebaut werden koénnen®2. Neben verschiedenen pH-sensitiven
Enzymen wie Proteasen, Lipasen und Desoxyribonukleasen befindet sich in den
Lysosomen auch der Speicherort von Chitotriosidase in menschlichen Makrophagen®. Ein
wichtiger Schritt in der Entstehung der Lysosomen ist die Markierung der lysosomalen
Enzyme mit einem spezifischen Mannose-6-Phosphat-Rest im trans-Golgi-Netzwerk®.

Chitotriosidase hingegen scheint tiber einen anderen Sortierungspfad in die Lysosomen der
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Zelle transportiert zu werden, da sie Uber keinerlei Mannose-6-Phosphat-Gruppen
verfugt®®. Als 50 kDa-Protein synthetisiert, kann das Enzym Chitin (C-terminal) binden
und degradieren®®. In dieser Form wird es von den Makrophagen in erster Linie in den
Blutkreislauf sezerniert. Ein bestimmter Anteil akkumuliert jedoch in den Lysosomen und

wird dort in eine C-terminal-gekiirzte 39 kDa-Form prozessiert**®.
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2 Fragestellung

Bisherige Studien deuten darauf hin, dass Chitinasen und Chitinase-ahnliche Proteine eine
entscheidende Rolle bei verschiedenen Erkrankungen des Menschen spielen. Aus diesem
Grund war das ubergeordnete Ziel dieser Studie, die Expression des Chitinase-ahnlichen
Proteins YKL-40 und seines murinen Analogons BRP-39 sowie der beiden Chitinasen
Chitotriosidase und saurer  S&uger-Chitinase bei der chronisch-entziindlichen

Lungenerkrankung Cystische Fibrose zu untersuchen.

Die zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit lautet somit: Finden sich erhéhte
Expressions- bzw. Aktivitatslevel von Chitinasen und Chitinase-dhnlichen Proteinen bei

der CF-Lungenerkrankung?

Mit Hilfe einer Aufteilung in folgende Einzelaspekte soll diese komplexe Frage

beantwortet werden:

1. Lasst sich das Chitinase-&hnliche Protein YKL-40 und sein murines Analogon
BRP-39 bei der CF-Lungenerkrankung nachweisen?

» Finden sich bei Patienten mit CF im Vergleich zur Kontrollgruppe erhohte
Konzentrationen von YKL-40? Koénnen analog erhdhte Konzentrationen

von BRP-39 im CF-Mausmodell nachgewiesen werden?

= Korrelieren erhdohte Konzentrationen von YKL-40 bzw. BRP-39 klinisch

mit eingeschrankter Lungenfunktion?

2. Konnen erhéhte Enzymaktivitdten von Chitinasen bei der CF-Lungenerkrankung

nachgewiesen werden?

» Findet sich erhohte enzymatische Aktivitat einer Chitinase bei CF und
welche ist die entscheidende Chitinase bei dieser Erkrankung?

= Welche Zellen setzen Chitinase(n) frei und auf welche Stimuli hin?
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3 Material und Methoden

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders erwahnt, von den Firmen Merck oder Sigma

bezogen. Steriles Wasser (Aqua ad iniectabilia) stammte von der Braun Melsungen AG.

3.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Unter ,.enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)“ versteht man die quantitative
Messung eines Antigens in einem Medium mittels enzymgekoppelter Antikorper. Zundchst
wird ein Stoffgemisch mit einem primérem Antikorper inkubiert, der spezifisch das
gesuchte Antigen erkennt und bindet. AnschlieBend wird ein sekundarer Detektions-
Antikdrper zugegeben, der ein anderes Epitop des Antigens bindet und an dessen Ende ein
Reporter-Enzym gekoppelt ist. Nach Zugabe einer Farbreagenz wird diese durch das
indirekt an die gesuchte Substanz gekoppelte Enzym verdndert. Die Intensitat der
Farbreaktion ist somit von der Konzentration der gesuchten Substanz im Stoffgemisch
abhangig®”. In der vorliegenden Studie wurde die Technik des Sandwich-ELISA

verwendet, die in Abbildung 1 schematisch dargestellt ist:

* TMB/HP-Substrat

o Jke ¥y

o
oM
HRP-geloppelter &" f.}{}{}

(enzyme-linked)
Antikorper

Antigen ’

coat-Antikorper,
an den Boden der
Mikrotiterplatte
(nicht dargestellt)
gebunden

Abbildung 1: Prinzip eines Sandwich-ELISA. HRP: horseradish peroxidase, TMB:
tetramethylbenzidine, HP: hydrogen peroxide (nach®)
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3.1.1 ELISA fur humanes CHI3L1 (YKL-40)

Der Quantikine® ELISA fur humanes CHI3L1 wurde zur Messung der
Proteinkonzentration von YKL-40 im Serum, Sputum und der bronchoalvelodren Lavage-

Flussigkeit (BALF) der jeweiligen Patienten- bzw. Kontrollgruppe angewandt.

Material:
ELISA fiir humanes CHI3L1 (R&D Systems, USA):

CHI3L1 Mikrotiterplatte (Part 893664)
96-well-Platte, beschichtet mit einem monoklonalen Ratten-
Antikorper gegen CHI3L1

CHI3L1 Konjugat (Part 893665)
21 ml eines polyklonalen Antikorpers gegen CHI3L1,
gebunden mit Meerrettich-Peroxidase

CHI3L1 Standard (Part 893666)
40 ng von rekombinantem humanem CHI3L1 in gepufferter
Protein-Basis; lyophilisiert

Assay Diluent RD1-34 (Part 895265)
11 ml einer gepufferten Protein-Basis-Ldsung

Calibrator Diluent RD5P Concentrate (Part 895151)
21 ml einer gepufferten Protein-Basis-Ldsung

Wasch-Puffer-Konzentrat (Part 895003)

21 ml einer 25-fach konzentrierten Lésung von gepuffertem
Surfactant

Farblésung A (Part 895000)

12,5 ml von stabilisiertem Wasserstoffperoxid

Farbldsung B (Part 8905001)

12,5 ml von stabilisiertem Chromogen
(Tetramethylbenzidin)

Stopp-Ldsung (Part 895032)

6 ml einer 2N Schwefelsaure

= Klebefolie
= Photometer (Anthos hill labtec HT3, Version 1.06)
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Methode:

Es wurde gemdR dem mitgelieferten Protokoll verfahren. Serum-, Sputum- und BALF-
Proben wurden 1:20 verdiinnt.

Praparation der Reagenzien: Es wurden 20 ml des Wasch-Puffer-Konzentrats mit 480 ml
Aqua ad iniectibilia verdunnt, sowie 20 ml des Calibrator Diluent RD5P mit 80 ml Aqua
ad iniectibilia. Durch Zugabe von 1 ml Aqua ad iniectibilia zum lyophilisierten Standard-
Pulver wurde eine Stock-L6ésung von 40.000 pg/ml hergestellt. Anschliefend wurde eine
Verdlnnungsreihe mit einem maximalen Standard von 4000 pg/ml und einem minimalen
Wert von 62,5 pg/ml erstellt.

Durchfuhrung: Nachdem pro well 100 pl Assay Diluent verteilt wurden, mussten
anschlieBend je 50 ul Standard, Kontrolle oder Probe nach einem bestimmten
Reaktionsschema in die 96-well-Platte eingebracht und durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren mit dem Verdinnungsmittel vermischt werden. Die Platte wurde daraufhin
mit einer Klebefolie bedeckt und fir 2 Stunden bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
AnschlieBend wurde die Platte insgesamt viermal gewaschen und pro well wurden 200 pl
CHI3L1 Konjugat eingebracht. Erneut wurde die Platte per Klebefolie verschlossen und
fir 2 Stunden bei RT inkubiert. Es folgte ein erneuter Wasch-Schritt, nach dem eine
Substrat-Losung hergestellt wurde. Farblosung A und B wurden in gleichen Volumina
gemischt und anschlieBend wurden davon pro well 200 ul pipettiert. Danach wurde unter
Lichtausschluss fur 30 Minuten inkubiert.

Substratreaktion: Als letzter Schritt wurden die Reaktionen durch Zugabe von jeweils
50 pl Stopp-Ldsung (HsSO,4) angehalten.

Detektion: Die Absorption wurde bei 450 nm mittels Photometer gemessen. Eine
Wellenlangenkorrektur erfolgte durch Subtraktion der gemessen Werte bei 540 nm von
den Werten bei 450 nm. Die Berechnung der Standardkurve aus den zwei Standardreihen
und dem Leerwert sowie die davon abhéngige Berechnung der Messwerte erfolgte mit der
speziellen Biolise Software. Das untere Detektionslimit lag bei 1,25-8,15 pg/ml
(Mittelwert 3,55 pg/ml).
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3.1.2 ELISA fur murines CHI3L1 (BRP-39)

Der Quantikine® ELISA fur murines CHI3L1 wurde zur Messung der
Proteinkonzentration von BRP-39 in der bronchoalvelodren Lavage-Flissigkeit (BALF)

von B-ENaC-Transgen-Mausen sowie gesunden Wildtyp-Mé&usen angewandt.

Material:
ELISA fiir murines CHI3L1 (R&D Systems, USA):

Mouse CHI3L1 Mikrotiterplatte (Part 893317)
96-well-Platte, beschichtet mit einem polyklonalen
Antikorper spezifisch gegen murines CHI3L1

Mouse CHI3L1 Konjugat (Part 893318)
12 ml eines polyklonalen Antikdrpers gegen murines
CHI3L1, gebunden mit Meerrettich-Peroxidase

Mouse CHI3L1 Standard (Part 893319)
20 ng von rekombinantem murinem CHI3LL1 in gepufferter
Protein-Basis; lyophilisiert

Mouse Assay Diluent RD1-21 (Part 895215)
12 ml einer gepufferten Protein-Basis-Ldsung

Calibrator Diluent RD5-26 Concentrate (Part 895525)
21 ml einer gepufferten Protein-Basis-Ldsung

Wasch-Puffer-Konzentrat (Part 895024)
50 ml einer 25-fach konzentrierten Losung von gepuffertem
Surfactant

Farblésung A (Part 895000)

12,5 ml von stabilisiertem Wasserstoffperoxid

Farbldsung B (Part 8905001)

12,5 ml von stabilisiertem Chromogen
(Tetramethylbenzidin)

Stopp-Ldsung (Part 895174)

23 ml einer verdiinnten Salzsaure

= Klebefolie
= Photometer (Anthos hill labtec HT3, Version 1.06)
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Methode:

Es wurde gemall dem mitgelieferten Protokoll verfahren. Die murinen BALF-Proben
wurden 1:1000 verdinnt.

Praparation der Reagenzien: Es wurden 25 ml des Wasch-Puffer-Konzentrats mit 600 ml
Aqua ad iniectibilia verdinnt, sowie 20 ml des Calibrator Diluent RD5-26 mit 60 ml Aqua
ad iniectibilia. Durch Zugabe von 5ml Calibrator Diluent RD5-26 (1X) zum
lyophilisierten Standard-Pulver wurde eine Stock-Ldsung von 4000 pg/ml hergestellt.
AnschlieBend wurde eine Verdinnungsreihe mit einem maximalen Standard von
2000 pg/ml und einem minimalen Wert von 62,5 pg/ml erstellt.

Durchfuhrung: Nachdem pro well 50 pl Assay Diluent verteilt wurden, mussten
anschlieBend je 50 ul Standard, Kontrolle oder Probe nach einem bestimmten
Reaktionsschema in die 96-well-Platte eingebracht und durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren mit dem Verdinnungsmittel vermischt werden. Die Platte wurde daraufhin
mit einer Klebefolie bedeckt und fiir 2 Stunden bei RT inkubiert. Anschlielend wurde die
Platte insgesamt fiinfmal gewaschen und pro well wurden 100 pul CHI3L1 Konjugat
eingebracht. Erneut wurde die Platte per Klebefolie verschlossen und fiir 2 Stunden bei RT
inkubiert. Es folgte ein erneuter Wasch-Schritt, nach dem eine Substrat-Ldsung hergestellt
wurde. Farblosung A und B wurden in gleichen Volumina gemischt und anschlieRend
wurden davon pro well 100 pl pipettiert. Danach wurde unter Lichtausschluss fur
30 Minuten inkubiert.

Substratreaktion: Zuletzt wurden die Reaktionen durch Zugabe von jeweils 100 ul Stopp-
Losung (HCI) angehalten.

Detektion: Die Absorption wurde bei 450 nm mittels Photometer gemessen. Eine
Wellenlangenkorrektur erfolgte durch Subtraktion der gemessenen Werte bei 540 nm von
den Werten bei 450 nm. Die Berechnung der Standardkurve aus den zwei Standardreihen
und dem Leerwert sowie die davon abhdngige Berechnung der Messwerte erfolgte mit der
speziellen Biolise Software. Das untere Detektionslimit lag bei 2,23-16,0 pg/ml
(Mittelwert 6,57 pg/ml).

24



Material und Methoden

3.2 Enzymaktivitatsassays

Enzymaktivitatsassays erlauben die indirekte Bestimmung einer Enzymaktivitat, indem
man entweder den Substratumsatz oder die Bildung eines Reaktionsprodukts pro
Zeiteinheit (=Aktivitat) unter standardisierten Bedingungen bestimmt. Wenn das Substrat
bzw. das Produkt eine spezifische Absorption bei einer bestimmten Wellenlédnge besitzt,
kann an der Extinktionsédnderung in der photometrischen Messung der durch das Enzym
katalysierte Umsatz berechnet werden. Die gebrduchliche Definition der Enzymmenge ist
Unit (U), wobei 1U die Enzymmenge ist, die 1 umol Substrat pro Minute bei 37 °C unter

standardisierten Bedingungen umsetzt®.

3.2.1 Enzymaktivitatsassay fir Chitinasen

Der Sigma® Enzymaktivitatsassay fir Chitinasen wurde angewandt, um die
Enzymaktivitdt von Chitotriosidase und saurer Sauger-Chitinase (Acidic Mammalian
Chitinase, AMCase) nachzuweisen. Dazu wurden Serum, Sputum und bronchoalveolare

Lavage-Flissigkeit (BALF) der jeweiligen Patienten- bzw. Kontrollgruppe untersucht.

Material:

Enzymaktivitatsassay fur Chitinasen (Sigma, USA):

= Substrate:

4-Nitrophenyl N-acetyl-p-D-glucosaminide
(Catalog No. N9376)
Zum Nachweis von B-N-Acetylglucosaminidase-Aktivitét
(Exo-Chitinase)

4-Nitrophenyl N,N’-diacetyl-B-D-chitobioside
(Catalog No. N6133)
Zum Nachweis von Chitobiosidase-Aktivitat
(Exo-Chitinase)

4-Nitrophenyl B-D-N,N’,N”’-triacetylchitotriose
(Catalog No. N8638)
Zum Nachweis von Chitotriosidase-Aktivitat
(Endo-Chitinase)
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= Puffer:

Assay Puffer (Catalog No. A4855)

p-Nitrophenol-Lésung 10 mM
(Catalog No. N7660)
CeHsNO3 | 10 mM

Stopp-L6sung (Catalog No. S2127)
Na,CO;4 | 0,39 M
In H,0O

= 96-well-Platten (nunc™-immuno-plates F96 maxisorp)
= 37 °C Wasserbad (GFL, Version 1008)

= Brutschrank (Heraeus-electronic, Typ B5060 EC-CQO2)
= Photometer (Anthos hill labtec HT3, Version 1.06)

Methode:

Es wurde gemaR dem mitgelieferten Protokoll verfahren. Serum-, Sputum- und BALF-
Proben wurden unverdiinnt verwendet.

Losen der Substrate: Die drei Substrate zum Nachweis verschiedener Arten von
chitinolytischer Aktivitat wurden in einer Konzentration von 1 mg/ml bzw. 0,5 mg/ml und
0,2 mg/ml in Assay Puffer geldst. Zur besseren Losung wurden die Substratlésungen bis zu
eine Stunde lang auf einem Horizontalschittler belassen und wéhrend des Experiments auf
Eis gelagert.

Herstellung der Stopp-Lésung: Zu 1g Natrium-Carbonat wurden 24 ml Aqua ad
iniectibilia zugegeben. Die Losung wurde auf dem Vortex-Rittler durchmischt und bei
Raumtemperatur gelagert.

Herstellung der Standard-Lésung: Es wurden 5 pl der 10 mM p-Nitrophenol-Ldsung mit
995 ul Stopp-Lésung verdunnt. AnschlieBend wurde die Lésung auf dem Vortex-Rittler
durchmischt und auf Eis gelagert.

Inkubation von Substrat und Probe in der 96-well-Platte: Die Substrat-Losungen wurden
zusammen mit der Standard-Losung flr einige Minuten im Wasserbad bei 37 °C erwarmt.
AnschlieBend wurden Substrat- und Standard-Losungen nach einem  bestimmten

Reaktions-Schema in die 96-well-Platte pipettiert. Daraufhin wurden 10 pl der jeweiligen
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Probe in die Platte eingebracht und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mit der
Substratlésung vermischt. Es folgte eine 30-mindtige Inkubation im Brutschrank bei 37 °C.
Substratreaktion: Im sauren Milieu (pH ~4.8) erfolgte bei 37 °C die enzymatische
Hydrolyse der Substrate durch die verschiedenen Chitinasen. Zur Veranschaulichung des
Sachverhaltes zeigt Abbildung 2 die Degradation des Substrates Chitin durch die saure

Sauger-Chitinase und Chitotriosidase:

saure Sduger-Chitinase Chitotriosidase
Exo-Chitinase Endo-Chitinase
CHZ0H l CHzOH CHZOH l CHZOH CHz0H
0 0 a 0 0 OH
oH 0 OH o OH 0 OH 0 OH
HO
HH N NH HH NH
' t ! € ¢
£ /2R c PN
0% “chy 07 "CHy 07 ey 0% “Chy 0% ™CHy
L N J
Chitin

Polymer von B-(1-4)-N-Acetyl-D-Glucosamin-Einheiten

Abbildung 2: Chitinase-spezifische Degradation eines Chitin-Polymers durch Endo- und
Exo-Chitinasen in N-Acetyl-D-Glucosamin-Einheiten®

Durch die enzymatische Hydrolyse wurde p-Nitrophenol freigesetzt, das nach Zugabe der
Stopp-L6sung durch lonisierung eine gelbe Farbreaktion erzeugte.

Detektion: Zur Quantifizierung der Farbung wurde die Absorption bei einer Wellenlange
von 405 nm im Photometer gemessen. Die Berechnung der Standardkurve aus den
Standard- bzw. Leerwerten sowie die davon abhangige Berechnung der Messwerte erfolgte
mit der speziellen Biolise Software. Als optimaler Messbereich wurde derjenige Abschnitt
auf der Standardkurve festgelegt, welcher ein mindestens doppeltes Signal des Leerwertes

aufwies und in dem eine ausreichende Steigung vorlag.
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3.3 Zellkultur

3.3.1 Isolierung neutrophiler Granulozyten und mononuklearer Zellen

Material:
= Eppendorf-Reaktionsgefalie
= Zentrifuge (Heraeus Megafuge 1.0 R)
= Brutschrank (Heraeus-electronic, Typ B5060 EC-CQO2)
=  Ficoll-Pague™ PLUS (GE Healthcare Bio-Sciences AB)

= Puffer:
PBS-Puffer
NaCl 137 mM
KCI 2,68 mM
Na,HPO, 5,36 mM
KH,PO, 1,76 mM
InH,0 pH 7,4

Ammoniumchlorid-Puffer

NH,CI 4,159

KHCO, 500 mg

EDTA 18 mg
In 500 ml H,O

Methode:

Verwendet wurde das Vollblut von CF-Patienten/-innen  bzw. gesunden
Kontrollprobanden/-innen in jeweils gleichen Volumina. Mittels Dichtegradienten-
zentrifugation wurden die neutrophilen Granulozyten bzw. mononukledren Zellen isoliert.
Dazu wurde das Vollblut 1:1 mit PBS-Puffer verdinnt und die Mischung vorsichtig auf
das gleiche Volumen an Separationsmedium geschichtet. AnschlieBend wurde 20 Minuten
bei 20°C und 400g zentrifugiert. Entsprechend der Dichte der jeweiligen Blut-
Bestandteile entstand im Zentrifugationsréhrchen zuunterst ein Pellet aus verschiedenen
Zellen, das durch eine Phase aus Ficoll-Paque®-Plus von der Interphase mit
mononukledren Zellen getrennt war. Zuoberst entstand ein Plasma-Phosphatpuffer-

Gemisch. Zur Veranschaulichung dient Abbildung 3:
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Vor Zentrifugation Nach Zentrifugation

A

Plasma-
+— Phosphatpuffer-
Gemisch

Interphase mit
-~ mononukledren
Zellen

Ficoll-Paque® + Ficoll-Pague”
Plus Plus
) / Erythrozyten/
+— Granulozyten/
tote Zellen

— Verdiinnte
Zellsuspension

Abbildung 3: Schema zur Dichtegradientenzentrifugation

Der Plasma-Phosphatpuffer-Uberstand wurde abgenommen und die Interphase, bestehend
aus mononukledren Zellen, wurde in einem neuen Rdéhrchen konserviert. Anschliel3end
wurden diese mit Ammonium-Chlorid-Puffer gewaschen und fir 10 Minuten bei
4 °C inkubiert. Im Zentrifugationsrohrchen wurde der Ficoll-Paque®-Plus-Uberstand
entfernt, sodass das Pellet aus Granulozyten und Erythrozyten (brig blieb. Die
Granulozyten/Erythrozyten wurden mit PBS-Puffer gewaschen. Die mononukledren Zellen
bzw. Granulozyten/Erythrozyten wurden anschlielend fiir 10 Minuten bei 4 °C und 300 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen mit Ammoniumchlorid-Puffer
resuspendiert und 10 bzw. 30 Minuten bei 4 °C zur Lyse der Erythrozyten inkubiert. Nach
erneutem Zentrifugieren wurde der Uberstand abgekippt. Die Zellen wurden mit
Ammoniumchlorid-Puffer resuspendiert und erneut fiir 10 Minuten bei 4 °C inkubiert.
Nach einem letzten Zentrifugationsschritt und Verwerfen des Uberstandes behielt man im

Zellpellet die mononukledren Zellen bzw. neutrophilen Granulozyten.

3.3.2 Stimulation neutrophiler Granulozyten und mononukledrer Zellen

Material:
= Eppendorf-Reaktionsgefalie
= Zentrifuge (Heraeus Megafuge 1.0 R)
= 37 °C Wasserbad (GFL, Version 1008)
= Brutschrank (Heraeus-electronic, Typ B5060 EC-CQO2)
= RPMI 1640 Medium with stable glutamine (PAA Laboratories GmbH)
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= Stimulanzien (Tabelle 5):

Stimulanzi bkl Hersteller verwendete
timulanzien Abklrzung Konzentration
Synthetic bacterial lipoprotein Pam;CSK, Invivogen 1 pg/mi
Heat Killed Listeria HKLM Invivogen 1 pg/ml
monocytogenes
Flagellin from S. typhimurium FLA-ST Invivogen 1 pg/ml
Synthetic diacylated lipoprotein FSL1 Invivogen 1 pg/ml

Single-stranded GU-rich
oligonucleotide complexed SSRNA40 Invivogen 1 pg/ml
with LyoVec™

Type B CpG oligonucleotide ODN2006 Invivogen 5uM
Lipopolysaccharide from E.coli LPS Invivogen 1 pg/ml
Phorbol myristate acetate PMA Sigma-Aldrich 20 ng/ml
Interleukin-8 IL-8 Peprotech 200 ng/ml

Granulocyte-macrophage

colony-stimulating factor GM-CSF Peprotech 50 ng/mi

Tabelle 5: Verwendete Substanzen zur Stimulation von neutrophilen Granulozyten
und mononukledren Zellen

Methode:

Die isolierten neutrophilen Granulozyten bzw. mononukledren Zellen wurden in RPMI-
Nahrmedium resuspendiert und unter dem Lichtmikroskop mittels Neubauer-Z&hlkammer
ausgezéhlt. Anschliefend wurden jeweils vergleichbare Zellzahlen in Eppendorf-
ReaktionsgefalRe pipettiert. Nach Zugabe der Stimulanzien wurden die neutrophilen
Granulozyten eine Stunde, die mononukledren Zellen 6 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Zuletzt wurden die Proben zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt und konserviert.
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3.4 Patienten und gesunde Kontrollgruppe

Die klinischen Parameter der Patienten/-innen und der Kontrollgruppe sind in der
folgenden Tabelle 6 aufgelistet. Von allen Studienteilnehmern/-innen bzw. deren Eltern
wurde eine schriftliche Einverstdndniserklarung eingeholt und alle durchgefuhrten
Methoden wurden von der Ethikkommission des Klinikums der Ludwig-Maximilians-
Universitat (LMU) Miinchen bewilligt.

Cystische Morbus Asthma Kontroll-

Fibrose Gaucher  bronchiale  gruppe
Anzahl n 59 3 30 26
Alter (Jahre) 22+15 32+11 15+6 25%9
Geschlecht (3/9) 31/28 1/2 13/17 12/14
FEV; (%) 63+ 15 n.g. 61+12 n.g.
Leukozytenzahl
+ + +
(10°l) im Blut 10+5 n.g. 12+2 8+3
Neutrophile
+32 .g. .g. 171
(%) in Sputa 833 ng ng 0
Ps. aeruginosa* 35 n.g. n.g. 0
Antibiotika 35 n.g. 0 0
AFs508 34/19/6
homozygot/heterozygot/andere

Tabelle 6: Klinische Daten zu den untersuchten Patientengruppen®

3.4.1 Cystische Fibrose

Insgesamt wurden 338 CF-Patienten in die Studie eingeschlossen. Aus dieser Kohorte
konnten von 59 Patienten Serum-, Sputum- und BALF-Proben gewonnen werden. Im
Analysematerial wurden die Proteinkonzentration von YKL-40 sowie die enzymatische

Aktivitdt von Chitotriosidase und saurer Sduger-Chitinase untersucht und mit den

! Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben; FEV;: Forciertes exspiratorisches
Volumen der ersten Sekunde (% des Vorhersagewertes); *definitionsgeméaR bei Isolation von Pseudomonas
aeruginosa in mind. zwei aufeinanderfolgenden Sputum-Proben in einem Intervall von mind. sechs Monaten;
n.g.=nicht gemessen.
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Ergebnissen bei gesunden Kontroll-Probanden verglichen. Die CF-Gruppe beinhaltete 31
méannliche und 28 weibliche Patienten/-innen mit einem Durchschnittsalter von 22 Jahren
(Mittelwert). Einschlusskriterien waren die Diagnose der CF anhand klinischer Symptome
und einem positiven SchweiB-Test (CI'-Konzentration im Schweifl3 >60 mmol/l) und/oder
der Nachweis einer krankheitsauslosenden CFTR-Genmutation. Weitere Kriterien waren
ein forciertes exspiratorisches Volumen der ersten Sekunde (FEV;) von >30% des
Vorhersagewertes und Klinische Stabilitat unter laufender Therapie Uber mindestens vier
Wochen vor Studienbeginn. Beziglich der CF-auslosenden Genmutationen waren 34
Patienten AF508 homozygot, 19 Patienten waren heterozygote Triager der AF508-Mutation
und sechs Patienten wiesen anderen CFTR-Mutationen als AF508 auf.

3.4.2 M. Gaucher

Es wurden drei Personen mit M. Gaucher im Alter zwischen 22 und 48 Jahren (Mittelwert
32 Jahre) in die Studie eingeschlossen, von denen jeweils Serum-Proben gewonnen werden

konnten. Die Gruppe beinhaltete einen ménnlichen und zwei weibliche Patienten/-innen.

3.4.3 Asthma bronchiale

In die Asthma-Gruppe wurden 30 Personen zwischen 7 und 28 Jahren (Mittelwert 15
Jahre) aufgenommen, die eine anfallsweise auftretende oder chronische Atemwegs-
obstruktion mit oder ohne Infektassoziation aufwiesen und bei denen Asthma bronchiale
durch erhohtes IgE oder im Prick- und/oder RAST-Test bestatigt wurde. Aus dieser
Kohorte konnten von allen Studienteilnehmern Serum- und BALF-Proben gewonnen

werden. Die Gruppe beinhaltete 13 mannliche und 17 weibliche Probanden/-innen.

3.4.4 Kontrollen

Sechsundzwanzig Personen mit einem Durchschnittsalter von 25 Jahren (Mittelwert) ohne
Lungen- und/oder infektiose Atemwegserkrankungen oder Allergien wurden als Kontroll-
Gruppe ausgewahlt (davon 12 maénnlich, 14 weiblich). Von den Kontrollprobanden

konnten Serum-, Sputum- und BALF-Proben gewonnen und untersucht werden.
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3.5 Murine Proben
Die Erzeugung von B-ENaC-Transgen-Mé&usen (Linie 6608) wurde bereits im Vorfeld

beschrieben®™. Die Tiere zeichnen sich durch die Uberexpression eines epithelialen
Natrium-Kanals (,,3-ENaC*) aus, wodurch in den Atemwegsepithelien vermehrt Natrium
absorbiert wird. Dadurch kommt es zur perizilidren Flissigkeitsarmut, abnehmender
Auf diese Weise

09 Zur

Zilien-Schlag-Frequenz und eingeschrankter Mukus-Clearance.

wird die charakteristische Pathologie der CF-Lungenerkrankung imitiert

Veranschaulichung dient Abbildung 4:

Wildtyp (gesund)

ENaC

CFTR und
alternative CI"-Kaniile

B-ENaC-Tg-Maus (Cystische Fibrose)

ENaC

Na* Absorption A Anionen-Sekretion

Homdostase des
periziliiren
Fliissigkeitsspiegels

Mukus
Clearance

'3 GAGs

o Chemokine,

Na* Hyper-
absorption

Wachstums-
faktoren

#¥ Neutrophile

¥ Elastase

® Mukus-
Zellgranulat

Alternative CI"-Kaniile

Reduzierte Anionen-
l Sekretion in CF

Periziliire
Fliissigkeitsarmut

( Mukus-Stase,
Inflammation.
® v Becherzell-Hyperplasie

Abbildung 4: Uberexpression von epithelialen Na*-Kaniilen (B-ENaC) in den Atemwegen von
transgenen Tieren. GAGs=Glykosaminoglykane (nach™)

Alle Tierexperimente wurden durch das Regierungsprasidium Karlsruhe oder Miinchen
freigegeben. Bei Erhaltung der Kolonie wurde auf eine genetische Vielfalt geachtet und die
jeweiligen B-ENaC-Transgen-Mause wurden durch PCR identifiziert. Nachkommen aus
einer Generation von Wildtyp-Mausen dienten in allen Experimenten als Kontrollen. Die
Mause wurden in der pathogen-freien Umgebung einer Kleintieranlage untergebracht und
hatten stets freien Zugang zu Futter und Wasser. Zur Gewinnung der bronchoalveolaren
Lavage-Flussigkeit (BALF) wurden die Mause per intraperitonealer Injektion einer

Kombination aus Ketamin/Xylazin (120 mg/kg bzw. 16 mg/kg) anésthesiert, anschlieRend
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wurde die Trachea kanuliert und die Lungen mit jeweils 800 ul PBS lavagiert. Die
Proteinkonzentrationen von BRP-39 wurden schlie3lich mit Hilfe eines ELISA der Firma
R&D Systems in den Uberstanden der BALF gemessen (siehe Abschnitt 3.1.2). Gesamt-
und differenzierte Zellzdhlungen wurden mittels Zytospin-Z&hlmethode untersucht. Die
Experimente wurden von Untersuchern durchgefiihrt, die bezuglich des Genotyps der
Mause geblindet waren. Die Lungenfunktion wurde durch eine im Vorfeld beschriebene

Methode gemessen®.

3.6 Statistische Auswertung

Um signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zu ermitteln, wurde der nicht-
parametrische Kruskal-Wallis-Test durchgefihrt. Konnten signifikante Unterschiede
ermittelt werden, wurde anschlieend beim Vergleich von mehr als zwei unabhangigen
Stichproben der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test verwendet. Um Korrelationen
stetiger Variablen zu berechnen, wurde der Spearman-Rho-Test angewandt. Ein
Wahrscheinlichkeitswert p<0,05 wurde als signifikant angenommen. Bei einem
Korrelationskoeffizienten r>0,3 wurde eine Korrelation angenommen. Die statistischen
Analysen wurden mit Prism 4.0 (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA) und STATA
Version 8.2 fur Windows (STATA Corporation, College Station, TX, USA) durchgefinhrt.
Die Diagramme wurden anhand der Programme Prism 4.0 und Excel 2007 (Microsoft,
Redmond, WA, USA) erstellt und sind im folgenden Ergebnisteil dargestellt. Dabei
wurden auf der Abszisse die untersuchten Patientengruppen bzw. das untersuchte Medium
aufgetragen und auf der Ordinate der jeweilige Parameter. Es sind Mittelwerte und
Standardfehler des Mittelwertes dargestellt. Es gilt: p<0,05 (*) und p<0,01 (**).
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4 Ergebnisse

4.1 Chitinase-ahnliche Proteine

4.1.1 YKL-40
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Abbildung 5: YKL-40-Konzentrationen im Serum (in pg/ml)

Abbildung 5 zeigt die YKL-40-Konzentrationen im Serum von Patienten mit Cystischer
Fibrose (CF), M. Gaucher und Asthma im Vergleich zur Kontrollgruppe. In jeder der drei
Krankheitsgruppen konnten im Vergleich mit gesunden Probanden signifikant erhohte
Protein-Konzentrationen gemessen werden. Die hochsten Werte zeigten sich bei

M. Gaucher-Patienten.
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Abbildung 6: YKL-40-Konzentrationen im Serum und Sputum (in pg/ml) als
Balkendiagramm
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Abbildung 7: YKL-40-Konzentrationen im Serum und Sputum (in pg/ml) als
Punktdiagramm

In den Abbildungen 6 und 7 sind die Proteinkonzentrationen von YKL-40 im Serum und
Sputum von CF-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe dargestellt. Der obere Graph
zeigt Mittelwerte und Standardfehler des Mittelwertes als S&ulendiagramm, der untere

36



Ergebnisse

Graph bringt die Werte der einzelnen Patienten als Punktdiagramm zur Darstellung, wobei
horizontale Linien die Mediane reprasentieren.

Es zeigte sich, dass die Konzentrationen von YKL-40 sowohl im Sputum als auch im
Serum der CF-Patienten - verglichen mit den gesunden Proben - signifikant erhoht waren.
Innerhalb der Sputum-Proben fiel auf, dass die YKL-40-Konzentrationen eine breite
Streuung ihrer Werte aufwiesen. Diese reichen von Konzentrationen ahnlich denen
gesunder Kontroll-Probanden bis zu 30-fach erhohten Werten. Insgesamt korrelierten die
Konzentrationen von YKL-40 im Serum mit den Konzentrationen in den Sputum-Proben
untereinander, sowohl bei CF-Patienten (r=0,69, p<0,01), als auch in geringerem Ausmaf
bei den gesunden Kontroll-Probanden (r=0,42, p<0,05, Daten nicht abgebildet). Die
YKL-40-Konzentrationen im Sputum zeigten wiederum Korrelation zur Anzahl der darin
enthaltenen neutrophilen Granulozyten (r=0,74, p<0,01), nicht jedoch zur Anzahl
Eosinophiler Granulozyten (r=0,13, p>0,05), Lymphozyten (r=0,18, p>0,05) oder
Makrophagen (r=0,10, p>0,05, Daten nicht abgebildet).

r=-0,56, p<0,01

FEV1 (% des Vorhersagewertes)

0 100000 200000 300000

YKL-40 (pg/ml)

Abbildung 8: Korrelation zwischen YKL-40 im Sputum (in pg/ml) von CF-Patienten und
FEV, (% des VVorhersagewertes)

Abbildung 8 zeigt die Konzentrationswerte von YKL-40 (im Sputum) in Korrelation

zum  Lungenfunktionsparameter FEV; (Einsekundenkapazitat, in Prozent des

Vorhersagewertes). Die YKL-40-Level im Sputum der CF-Patienten korrelierten mit einer
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Atemwegsobstruktion im Lungenfunktionstest (r=-0,56, p<0,01), nicht jedoch mit
Parametern zur Beschreibung einer restriktiven Ventilationsstorung (Daten nicht

abgebildet).
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Abbildung 9: YKL-40-Konzentrationen in der BALF (in pg/ml)

Die Messungen von YKL-40 in der bronchoalveoldren Lavage-Flissigkeit (BALF) von
CF- und Asthma-Patienten sowie von gesunden Kontrollen ergab fir CF eine signifikante
Erhohung der Werte gegenlber den Kontrollprobanden. In der BALF der Asthma-

Patienten konnte kein YKL-40 nachgewiesen werden.

38



Ergebnisse

4.1.2 BRP-39
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Abbildung 10: BRP-39 in der BALF von B-ENaC-Transgen-M&usen im Vergleich mit
Wildtyp-Méausen (in ng/ml)

Abbildung 10 zeigt die Konzentrationen von BRP-39 in der BALF von
B-ENaC-Transgen-(Tg)-Méausen (n=9) im Vergleich mit Wildtyp-(WT)-Méusen (n=7).
Anhnlich der Situation bei der humanen CF-Erkrankung, konnten in der BALF der
B-ENaC-Tg-Mause signifikant erhohte Werte des murinen YKL-40-Analogons BRP-39

nachgewiesen werden.
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Abbildung 11: Korrelation zwischen BRP-39 in der BALF (in ng/ml) von B-ENaC-Tg-
Mausen (schwarze Fullung) bzw. WT-Mausen (weil3e Fullung) und Resistance (cm H,O/ml/s)

Das Diagramm in Abbildung 11 zeigt die Konzentrationswerte von BRP-39 (in der BALF)
in Korrelation zum Atemwegswiderstand (Resistance) im Lungenfunktionstest fir
B-ENaC-Transgen-Méause (n=9, schwarze Fillung) und Wildtyp-Mdause (n=7, weile
Fullung). Dabei zeigte sich fur die Miuse mit der B-ENaC-Uberexpression eine
Korrelation zwischen den BRP-39-Leveln in der BALF und der Atemwegsobstruktion im
Lungenfunktionstest (r=0,66, p<0,05). Dies galt nicht fir Parameter der pulmonalen
Restriktion (Daten nicht abgebildet).
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4.2 Chitinasen

4.2.1 Chitotriosidase
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Abbildung 12: Chitotriosidase-Enzymaktivitat im Serum (in units/ml)

In Abbildung 12 ist die Chitotriosidase-Enzymaktivitdt im Serum von Patienten mit
Cystischer Fibrose, M. Gaucher, Asthma und der gesunden Kontrollgruppe dargestellt.
Patienten mit CF und M. Gaucher zeigten eine signifikant héhere Enzymaktivitat im
Serum im Vergleich zu den Kontrollprobanden. Patienten mit Asthma wiesen eine moderat

erhdhte Enzymaktivitat gegentiber den gesunden Kontrollen auf.
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Abbildung 13: Chitotriosidase-Enzymaktivitat im Sputum (in units/ml)

Die Sputum-Untersuchungen ergaben eine signifikant hoéhere Enzymaktivitdt von
Chitotriosidase bei CF-Patienten im Vergleich mit der Kontrollgruppe.
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Abbildung 14: Chitotriosidase-Enzymaktivitat in der BALF (in units/ml)
Abbildung 14 zeigt die signifikant erhohte Enzymaktivitdt von Chitotriosidase in der

BALF der CF-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. In der BALF der Asthma-

Patienten konnte keine Enzymaktivitat nachgewiesen werden.
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4.2.2 Saure Sauger-Chitinase (Acidic Mammalian Chitinase)
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Abbildung 15: Acidic Mammalian Chitinase-Enzymaktivitat im Serum (in units/ml)

In Abbildung 15 sind die Ergebnisse der Enzymaktivitats-Messungen der sauren Sauger-
Chitinase (Acidic Mammalian Chitinase, AMCase) im Serum von CF-, M. Gaucher- und
Asthma-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen dargestellt. Fur die drei
Krankheitsgruppen zeigte sich im Serum keine signifikant erhohte Enzymaktivitat

gegenuber der Kontrollgruppe.
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Abbildung 16: AMCase-Enzymaktivitat im Sputum (in units/ml)

Die Untersuchungen der Enzymaktivitdt von saurer Sauger-Chitinase zeigten im Sputum

von CF-Patienten signifikant hohere Werte im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.
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Abbildung 17: AMCase-Enzymaktivitat in der BALF (in units/ml)
Die Messungen der Enzymaktivitdt von saurer Sduger-Chitinase in der BALF zeigten

signifikant erhdhte Werte bei CF-Patienten und leicht erhohte Werte in den Asthma-

Proben im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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4.3 invitro

4.3.1 PMN (Polymorphnukleédre Neutrophile Granulozyten)
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Abbildung 18: Chitotriosidase-Enzymaktivitat (in units/min) im Zellkulturiberstand nach
Stimulation von PMN mit verschiedenen (TLR-) Liganden fiir 6 Stunden bei 37 °C

Abbildung 18 stellt die Messungen von Chitotriosidase-Enzymaktivitdt im Zellkultur-
uberstand der neutrophilen Granulozyten von CF-Patienten bzw. gesunden Kontrollen mit
und ohne Stimulation dar. Die Zellen wurden mit verschiedenen bakteriellen und viralen
(TLR-) Liganden stimuliert und fur 6 Stunden bei 37 °C inkubiert. Es zeigte sich, dass die
Stimulation der CF-Zellen durchweg hohere Enzymaktivitats-Werte hervorrief als die
Stimulation von Zellen gesunder Kontrollprobanden. PMA, GM-CSF, LPS (TLR4),
Flagellin (TLR5) und ssRNA (TLR8) hatten den starksten Effekt auf die CF-Zellen. Die
Chitotriosidase-Aktivitat im Kulturiiberstand der CF-Zellen nach Stimulation mit PMA
war mehr als doppelt so hoch wie im Uberstand der Zellen gesunder Probanden. Nach
Stimulation mit GM-CSF zeigte sie sich mehr als 3-fach so hoch und nach Stimulation mit
dem TLR4-Liganden LPS wies die Aktivitat einen Uber 4-fach erhohten Wert gegeniber

den gesunden Kontrollen auf. Die Stimulation der neutrophilen Granulozyten von
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CF-Patienten mit Flagellin (TLR5) ergab einen Anstieg der Chitotriosidase-Aktivitat auf
einen knapp 7-fach hoheren Wert als bei der Kontrollgruppe. Die Stimulation mit sSRNA
(TLR8) ergab eine Aktivitat, die ca. 15-fach gegenuber dem Wert der gesunden Probanden
erhoht war. Als etwas schwécher erwiesen sich die Effekte bei Zugabe von CXCLS,
Pam3cSK4 (TRL1/2), HKLM (TRL2) und ODN (TLR9): Die Chitotriosidase-Aktivitat

zeigte sich bei CF tendenziell gegeniuiber den Kontrollen erhoht, jedoch nicht signifikant.

4.3.2 PBMC (Mononukleére Zellen des peripheren Blutes)
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Abbildung 19: Chitotriosidase-Enzymaktivitat (in units/min) im Zellkulturiberstand nach
Stimulation von PBMC mit verschiedenen (TLR-) Liganden fiir 6 Stunden bei 37 °C

Abbildung 19 zeigt die Messungen von Chitotriosidase-Enzymaktivitdt im Zellkultur-
uberstand der mononukleédren Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear
cell, PBMC) von CF- bzw. Kontroll-Probanden mit und ohne Stimulation. Die Zellen
wurden mit bakteriellen und viralen (TLR-) Liganden stimuliert und fiir 6 Stunden bei
37 °C inkubiert. Nach Stimulation der Zellen mit PMA, Flagellin (TLR5) und ODN
(TLR9) zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Enzymaktivitat im Zellkulturiiberstand
bei CF-Patienten (5-fach bzw. 2,5-fach bzw. 2-fach erhoht gegeniiber den gesunden
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Kontrollen). Die Stimulation mit Pam3CSK4 (TLR1/2), HKLM (TLR2), LPS (TLR4) und
sSRNA (TLR8) flihrte zum Nachweis einer moderat erhdhten Enzymaktivitat gegentiber
den Kontrollen, wahrend die Stimulationsversuche mit GM-CSF und CXCL8 keinen

Anstieg der Enzymaktivitat gegentber den Kontrollen zeigten.
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5 Diskussion

In der vorgelegten Studie wurden Chitinasen und Chitinase-&hnliche Proteine bei der
CF-Lungenerkrankung ex vivo und in vitro untersucht. Dabei konnten signifikant erhdhte
Proteinkonzentrationen von YKL-40 bzw. Enzymaktivitdten von Chitotriosidase und
saurer S&uger-Chitinase (Acidic Mammalian Chitinase, AMCase) im Serum, Sputum und
der bronchoalveoldaren Lavage-Flussigkeit (BALF) von Patienten mit Cystischer Fibrose
(CF) im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen werden. In vivo-Untersuchungen
am Tiermodell wiesen erhdhte Konzentrationen von BRP-39, dem murinen Analogon zum
humanen YKL-40, in der BALF von CF-ahnlichen B-ENaC-Transgen-Mé&usen im
Vergleich mit Wildtyp-Méausen nach. Fir beide Proteine, YKL-40 und BRP-39, ergaben
sich Korrelationen mit klinischen (Lungen-) Funktionsparametern im humanen bzw.
murinen CF-Modell. Im Rahmen der in vitro-Untersuchungen konnten Stimuli identifiziert
werden, die zur verstarkten Expression von Chitotriosidase aus neutrophilen Granulozyten
bzw. mononukleéren Zellen fihren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen darauf hin, dass die beiden analysierten
Chitinasen sowie das Chitinase-&hnliche Protein YKL-40 eine wichtige Rolle im Rahmen
der CF-Lungenerkrankung spielen und zukinftig therapeutische Ansatzpunkte Dbei

neutrophilen Lungenerkrankungen bieten kénnten.

5.1 Chitinase-ahnliche Proteine

Es wurden das Chitinase-dhnliche Protein YKL-40 beim Menschen und sein murines
Analogon BRP-39 in der Maus untersucht. Als Krankheitsgruppen beim Menschen dienten
Cystische Fibrose, M. Gaucher und Asthma bronchiale. Analysiert wurde unterschiedliches
Probenmaterial, u.a. Serum, Sputum und BALF der Probanden. Im Tiermodell wurde
BRP-39 in der BALF von B-ENaC-Transgen-Mausen im Vergleich mit Wildtyp-Mausen
analysiert. Die Ergebnisse der humanen bzw. murinen Proteinmessungen wurden jeweils
mit klinischen Parametern der Lungenfunktionspriifung korreliert. Es zeigte sich, dass
CF-Patienten erhéhte Proteinkonzentrationen von YKL-40 im Kreislauf und in den
Atemwegen aufweisen. Ahnliche Ergebnisse fanden sich fir BRP-39 bei den

Experimenten mit transgenen Tieren im Rahmen eines murinen CF-Modells. Sowohl fir
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die humane als auch die murine CF-Erkrankung konnten erhthte Level von YKL-40 bzw.
BRP-39 klinisch mit einer verstarkten Atemwegsobstruktion im Lungenfunktionstest

korreliert werden.

5.1.1 YKL-40/BRP-39

Die CF-Lungenerkrankung ist charakterisiert durch einen chronischen Entzlindungs-
prozess, der tberwiegend durch neutrophile Granulozyten unterhalten wird und langfristig
zur Zerstérung des pulmonalen Gewebes fihrt>’. Dementsprechend gelten die
pathologischen Vorgénge in der Lunge als richtungsweisend fur die Morbiditat und
Mortalitat der Erkrankung®°®. Das Chitinase-ahnliche Protein YKL-40 gilt als , Marker-
Protein® der spezifischen Granula von neutrophilen Granulozyten®® und wurde bereits in
einer Reihe friherer Studien untersucht, u.a. zu den beiden (neutrophilen)
Lungenerkrankungen Asthma bronchiale (Chupp et al.)** und COPD (Letuve et al.)®. In
diesem Zusammenhang wurde eine madgliche Rolle des Proteins im Rahmen von
Entziindung und Gewebeumbau diskutiert und YKL-40 als moglicher zukiinftiger
Biomarker und therapeutische Zielstruktur vorgestellt. Seine Expression bei der Cystischen
Fibrose, die als ,,Prototyp* der neutrophilen Lungenerkrankungen gilt, wurde bisher nicht
untersucht. Wir stellten die Hypothese auf, dass die Proteinexpression von YKL-40 bei
Patienten mit CF vor allem in den Atemwegen erhoht ist und mit den Ergebnissen der
Lungenfunktion (Atemwegsobstruktion) der Patienten korreliert.

Es zeigte sich, dass CF-Patienten stark erhohte Konzentrationen von YKL-40 in den
Atemwegen (Sputa > BALF) aufweisen, die zudem mit dem AusmaR der neutrophilen
Entziindungsreaktion in der Lunge assoziiert sind. So korrelierten die Level von YKL-40
in den Sputa der CF-Patienten jeweils positiv mit der darin enthaltenen Anzahl an
neutrophilen Granulozyten, nicht jedoch mit der Anzahl an Eosinophilen Granulozyten,
Lymphozyten oder Makrophagen (siehe Kommentar zu Abb. 6 und 7). Diese Ergebnisse
konnten im murinen CF-Krankheitsmodell bestétigt werden: Es zeigten sich, entsprechend
den Ergebnissen beim Menschen, erhdhte Level von BRP-39 in der BALF von B-ENaC-
Transgen-Mausen im Vergleich mit Wildtyp-Mdausen (siehe Abb. 10).

Dies fuhrt zu der Frage, unter welchen Bedingungen es zu diesen stark erhdhten
Konzentrationen von YKL-40 in den Atemwegen von CF-Patienten kommt. Die Tatsache,
dass tberhohte YKL-40-Level in den Atemwegen der CF-Probanden mit dem Ausmald der
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Neutrophilen-Invasion in der Lunge korrelieren, stiitzt nebst einigen anderen Punkten
unserer Studie die Annahme, dass YKL-40 in CF-Patienten mehr das Ausmaf} der
neutrophilen Entziindungsreaktion in der Lunge reflektiert, als dass seine Regulation direkt
dem Einfluss des CF-Gendefekts (CFTR) untersteht:

M Vorangehende Studien konnten zeigen, dass neutrophile Granulozyten das Protein

YKL-40 in ihren spezifischen Granula speichern®®’,

(i)  Spater gelang verschiedenen Arbeitsgruppen der Nachweis, dass neutrophile
Granulozyten in den Atemwegen von CF-Patienten CD66b exprimieren. Das
Protein zeigt die Aktivierung der Zellen und die Ausschiittung ihrer spezifischen

Granula an?®%,

(ili)  Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die hochsten Spiegel von
YKL-40 in CF-Sputa gefunden wurden, wo zahlreiche aktivierte neutrophile
Granulozyten zu finden sind. Ihre Zellzahl korrelierte zudem mit den Proteinleveln
von YKL-40 im Sputum (siehe Abb. 6 und 7).

YKL-40 konnte in CF-Seren hingegen nur in moderater Erhéhung nachgewiesen werden.
Maoglicherweise tritt das Protein mit steigender Konzentration aus den Atemwegen in die
Zirkulation tber, was die erh6hten Spiegel in den Seren der CF-Patienten erklaren wiirde.
Gleichwohl ware moglich, dass neutrophile Granulozyten mit CFTR-Defekt grundsétzlich
mehr YKL-40 freisetzen als Zellen gesunder Kontrollen. Dies ist eine wichtige Hypothese,
derer man sich in zukinftigen Studien annehmen muss.

Eine weitere entscheidende Fragestellung war, ob in der Lunge sezerniertes YKL-40 bzw.
BRP-39 klinisch mit dem Schweregrad der CF-Lungenerkrankung korreliert. In diesem
Zusammenhang konnten wir zeigen, dass sowohl im Menschen als auch im Mausmodell
der CF-Lungenerkrankung, erhohte Konzentrationen von YKL-40 bzw. BRP-39 in den
Atemwegen (Sputa bzw. BALF) mit einer erhohten Atemfluss-Obstruktion im
Lungenfunktionstest assoziiert waren (FEV bzw. Resistance, siehe Abb. 8 und 11). Fir die
Parameter zur Charakterisierung einer restriktiven Ventilationsstérung traf dies nicht zu.
Bereits 2009 konnte in einer Studie gezeigt werden, dass die beiden Proteine
entscheidenden Einfluss auf die Atemwegsobstruktion haben kodnnen, indem sie als
wichtige Bindeglieder im Rahmen der Allergen-Sensibilisierung und IgE-Produktion

fungieren™.
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Zusammenfassend konnte in der hier vorliegenden Studie gezeigt werden, dass bei
CF-Patienten im Vergleich mit gesunden Kontrollprobanden durchweg hdohere
Konzentrationen des Chitinase-ahnlichen Proteins YKL-40 vorliegen. Diese Ergebnisse
konnten durch Studien an einem murinen CF-Krankheitsmodell mit transgenen B-ENaC-
Méausen bestatigt werden. Sowohl beim Menschen als auch in der Maus korrelierten die
jeweiligen YKL-40- bzw. BRP-39-Level (positiv) mit der Atemfluss-Obstruktion im
Lungenfunktionstest. Diese Ergebnisse passen zu den Resultaten der Studie von Lee et al.:
Mit Hilfe von brp-39-knock-out-Mausen und Mausen mit Uberexpression von YKL-40
zeigten sie, dass YKL-40 und BRP-39 eine entscheidende Rolle im Gewebeumbau, in der
Regulation der Apoptose und in der Entstehung der Atemwegsobstruktion spielen. Die
Proteine fungieren dabei als wichtige Regulatoren in der Allergen-Sensibilisierung und
IgE-Produktion®®. Damit konnte YKL-40 in Zukunft eine wichtige Rolle als Biomarker
und therapeutische Zielstruktur bei der CF-Lungenerkrankung zukommen. Trotz grof3er
Fortschritte, die bei der Erforschung von Chitinase-&hnlichen Proteinen in den letzten
Jahren gemacht wurden, sind weitere Untersuchungen nétig, die sich der Erforschung der
biologischen Funktion von YKL-40 widmen, um die Rolle des Chitinase-ahnlichen

Proteins in der (Patho-) Physiologie der CF-Lungenerkrankung weiter zu evaluieren.

53



Diskussion

5.2 Chitinasen

In der vorliegenden Studie wurden die Enzymaktivitdten von Chitotriosidase und
saurer Sauger-Chitinase (Acidic Mammalian Chitinase, AMCase) bei CF-Patienten
untersucht. Als Probenmaterial dienten Serum-, Sputum- und BALF-Proben von Patienten
mit Cystischer Fibrose, M. Gaucher und Asthma. Chitotriosidase konnte mit erhohter
enzymatischer Aktivitdt sowohl in der Lunge als auch im Kreislauf der CF-Patienten
nachgewiesen werden. Im Falle der sauren Saduger-Chitinase fanden sich signifikant

erhdhte Aktivitétslevel in der Lunge, nicht jedoch im Serum der CF-Patienten.

5.2.1 Chitotriosidase

Hollak et al. entdeckten 1994 im Plasma von Patienten mit der lysosomalen
Speicherkrankheit M. Gaucher eine Enzymaktivitdt, die das Substrat 4-Methyl-
umbelliferyl-Chitotrioside mit 1000-facher Kapazitat hydrolisieren konnte. Das
verantwortliche Enzym wurde Chitotriosidase genannt®®'. Weiterfiihrende Studien
zeigten, dass Chitotriosidase bei M. Gaucher-Patienten Uberwiegend von Lipid-beladenen
Makrophagen, den sog. ,,Gaucher-Zellen“ freigesetzt wird®. Heute wird das Enzym im
Rahmen des Therapie-Managements der Gaucher-Erkrankung regelmaRig im Serum der
Patienten bestimmt*’. Neben Makrophagen gelten heute neutrophile Granulozyten, welche
Chitotriosidase in ihren spezifischen Granula speichern, als Hauptproduzenten des
Enzyms'®’®. Diese beiden Zelltypen dominieren wiederum die chronische pulmonale
Entziindungsreaktion im Krankheitsbild der Cystischen Fibrose®*°.

Die Expression des Enzyms Chitotriosidase bei der CF-Lungenerkrankung wurde bislang
nicht untersucht und war ein Gegenstand der vorliegenden Studie. Wir stellten die
Hypothese auf, dass die Enzymexpression von Chitotriosidase bei Patienten mit CF
systemisch und/oder pulmonal erhéht ist. Zudem war von Interesse, auf welche Reize hin
Makrophagen bzw. neutrophile Granulozyten Chitotriosidase produzieren und freisetzen.
Wir quantifizierten daher zunéchst die Enzymaktivitdt von Chitotriosidase im Serum,
Sputum und der BALF von CF-Patienten. Als Vergleichsgruppe dienten unter anderem
Serum-Proben von M. Gaucher-Patienten.

In den Messungen zeigte sich sowohl bei CF- als auch bei M. Gaucher-Patienten eine
starke Erhohung der Chitotriosidase-Aktivitdt im Serum. Fir Chitotriosidase-

Enzymaktivitat im Serum wurde ein ,,Alterseffekt” festgestellt, das heil3t mit steigendem
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Alter konnte in verschiedenen Studien auf niedrigem Niveau erhohte Enzymaktivitdten
nachgewiesen werden*****® Die Héhe der Enzymaktivitat in den untersuchten Serum-
Proben liegt sowohl fur CF (ca. 10-fach), als auch fiir M. Gaucher (ca. 15-fach) iber den
Werten, die man alters-assoziiert erwarten wiirde®’. In den BALF-Proben von CF-Patienten
zeigte sich ebenfalls stark erhohte Aktivitat der Chitinase, der moderateste Anstieg der
Enzymaktivitat fand sich in den CF-Sputum-Proben.

Sowohl fir neutrophile Granulozyten als auch fur Makrophagen konnten bereits in
verschiedenen Studien Stimuli identifiziert werden, die zur Induktion bzw. Ausschittung
von Chitotriosidase fihren. Fir Makrophagen definierten Bussink et al. folgende
Substanzen als starke Induktoren des Genprodukts Chitotriosidase: in den Zellen
akkumulierende Glykosphingolipide, Eisen und/oder Glykogen. AuRerdem scheint
der Wachstumsfaktor ,,granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)* die
Chitotriosidase-Expression in Makrophagen zu steigern®. Dieser Zusammenhang ist in
Abbildung 20 dargestellt:
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v
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Abbildung 20: Regulation der Chitotriosidase-Expression in humanen Makrophagen.
md=Makrophage, CHIT=Chitotriosidase (nach®)

Dementsprechend ldsst sich erhohte Chitotriosidase-Enzymaktivitat in einer Reihe von
Erkrankungen nachweisen, denen alle (i) eine Aktivierung von Zellen des Monozyten-
Makrophagen-Systems (MMS) gemein ist und (ii) bei denen alle eine Uberladung dieser
Zellen mit Glykosphingolipid bzw. mit anderen Lipiden, Eisen und/oder Glykogen
vorliegt. Tabelle 7 gibt dazu einen Uberblick:
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Krankheits- . Akkumulierende
Krankheit Zellt
charakter Substanz yp
M. Gaucher*®9%
Lysosomale M. Niemann-Pick A/B/C*
. . GM;-Gangliosidosis* Lipid Makrophagen
Speicherkrankheiten M. Krabbe®®
Wolman-Krankheit®®
Artherosklerose®441%
Artherosklerose o Lipid Makrophagen )
Koronare Herzkrankheit™ (;,Schaum-Zellen*)
Hamatologische Malaria (PI. falciparum)%? _ .
Funktionsstorungen B Thalassamie® 1219 Eisen / Lipid Makrophagen
Neuro-degenerative Multiole Sklerose®1% Mvelin Makrobhagen
Funktionsstorungen P y phag
Nicht-alkoholische - Kupffer-Sternzellen
" Steatohepatitis (NASH)™ _
Entziindung _ P 6106( ) Lipid (Granulomatése)
Sarkoidose™ Makrophagen
Glykogen- Glykogen-Speicherkrankheit Glykogen Kupffer-Sternzellen

Speicherkrankheiten

Typ IVG,lO?

Tabelle 7: Uberblick tiber Erkrankungen mit erhéhter Chitotriosidase-Enzymaktivitat im
Serum und der jeweils pathologisch gespeicherten Substanz in Zellen des MMS (nach™®)

Die hochsten Werte von Chitotriosidase-Enzymaktivitat finden sich, wie oben bereits

erwéhnt, im Serum von Patienten mit der lysosomalen Speichererkrankung M. Gaucher.

Lysosomale Speichererkrankungen sind allgemein charakterisiert durch Enzymdefekte, die

zu einer pathologisch erhohten Lipidanreicherung in den Lysosomen der Zellen fuhren.

Aber auch in anderen Erkrankungen, deren gemeinsames Merkmal die zellulére

Akkumulation von Lipiden ist, fanden sich (etwas geringer) erhdhte Enzymaktivitats-Level

von Chitotriosidase. Die folgende Abbildung 21 zeigt die Ergebnisse von Chitotriosidase-

Enzymaktivitdtsmessungen bei verschiedenen lysosomalen Speichererkrankungen im

Vergleich mit den Ergebnissen, die im Rahmen der vorliegenden Studie bei CF gemacht

werden konnten.
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Cystische Fibrose A

Wolman-Krankheit
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Chitotriosidase (nmol/ml.h, log)

Abbildung 21: Chitotriosidase-Enzymaktivitat im Serum (relative Mittelwerte in nmol/ml.h,
Referenzgruppe=1) bei lysosomalen Speichererkrankungen und CF (nach'®)

Im Jahre 2008 publizierten Teichgraber et al. die Ergebnisse einer Studie, die zeigen, dass
es auch im Falle der Cystischen Fibrose zu einer pathologisch gesteigerten Akkumulation
von Lipid in den Zellen kommt'®. Zun4chst wies die Arbeitsgruppe vermehrt anfallendes
Ceramid in intrazelluldren Vesikeln von Epithelzellen des Respirationstraktes CFTR-
defizienter Méuse nach. AnschlieBend untersuchten sie Gewebeproben von CF-Patienten
und bestatigten auch hier die vermehrte Ceramid-Akkumulation in den Epithelzellen
des Respirationstraktes und in submukdsen Driisen'®. Wenig spater entdeckte die
Arbeitsgruppe Zhang et al., dass auch in CFTR-defizienten (Alveolar-) Makrophagen von
CF-Patienten eine gesteigerte (lysosomale) Lipid-Speicherung auftritt®. Ausgangspunkt
dieser Pathophysiologie ist die der CF-Krankheit zugrunde liegende Mutation des CFTR-
Gens, welches fur den ,,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)*
kodiert. CFTR ist ein Chloridkanal, der in den Epithelzellen des Respirationstrakts sowie
der Haut, aber auch in Makrophagen und Lymphozyten exprimiert wird. Nachweislich
befindet er sich sowohl in der Zellmembran als auch in intrazellularen Vesikeln,
insbesondere den Lysosomen®*'™°. Bedingt durch den defekten CFTR-Chloridkanal,
kommt es bei CF-Patienten zur Alkalisierung dieser Zell-Organellen®’. Der zunehmend
basische pH in den Lysosomen bewirkt ein Ungleichgewicht zwischen den Aktivitaten

der dort angesiedelten, pH-sensitiven Enzymen ,Saure Sphingomyelinase* (acid
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sphingomyelinase, ASM) und ,,Saure Ceramidase* (acid ceramidase, AC), die fir
Auf- bzw. Abbau von Ceramid zustandig sind®**®**2 Wahrend die Aktivitat der Sauren
Ceramidase, die Ceramid abbaut, durch die Alkalisierung des pH-Wertes fast vollstandig
blockiert wird, vermindert sich die Aktivitdt der Sauren Sphingomyelinase, welche

Ceramid freisetzt, um nur ca. 309%°+1%%11

. In der Folge akkumuliert Ceramid, ein
Glykosphingolipid®®, in den Lysosomen und spater auch in anderen Membranen
CFTR-defizienter Zellen und wirkt dort als mdglicher Stimulus flir die
Chitotriosidase-Synthese®®*'®. Die Rolle des CFTR-Kanals im Zusammenhang mit der
pH-Regulation intrazellularer Vesikel bei CF wird in der Literatur allerdings kontrovers
diskutiert. Barasch et al. demonstrierten, dass in CFTR-defekten Zellen eine Alkalisierung
des trans-Golgi-Netzwerkes und von Mannose-6-Phosphat-positiven Vesikeln bzw.
Pra-Lysosomen stattfindet®. Diese Ergebnisse konnten spater durch verschiedene Studien
untermauert werden, welche die Alkalisierung von Lysosomen und Phagosomen in

8285 Andere wiederum konnten keinen Nachweis

Alveolar-Makrophagen nachwiesen
erbringen, dass der (defekte) CFTR-Kanal Einfluss auf die Regulation des pHs
intrazellularer Organellen bei CF ausiibt®®***!* Die Diskrepanzen der Ergebnisse
beziglich der Rolle des CFTR-Kanals bei der Regulation des vesikuldren pHs kénnten der
Tatsache geschuldet sein, dass in den genannten Studien jeweils verschiedene Zellsysteme
und verschiedene Techniken verwendet wurden. Bringt man jedoch alle Ergebnisse in
Zusammenhang, kann die in der vorliegenden Studie nachgewiesene erhohte
Chitotriosidase-Aktivitdt im Serum von CF-Patienten ein weiterer Hinweis auf die

Richtigkeit des oben vorgestellten Konzepts sein:

(i)  Vorangehende Studien konnten zeigen, dass es bei CF-Patienten durch den defekten
CFTR-Kanal in (Alveolar-) Makrophagen zu einer Alkalisierung der zelluldren

Lysosomen kommt®.

(i) Durch den steigenden pH-Wert in den Zellorganellen wird die Aktivitdt der
dort angesiedelten Sauren Ceramidase, die Ceramid abbaut, fast vollstandig

blockiert®10%111

(iti) Ceramid akkumuliert in den Lysosomen der Zellen. Entsprechend den Ergebnissen
von Bussink et al. ist dies ein moglicher Stimulus flr die Chitotriosidase-Expression

in CFTR-defizienten Makrophagen®.
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(iv) Entsprechend konnte Chitotriosidase im Rahmen der hier vorliegenden Studie mit
stark erhohter enzymatischer Aktivitat sowohl im Serum, als auch im Sputum und
der BALF von CF-Patienten nachgewiesen werden (siehe Abb. 12-14).

Auch flr neutrophile Granulozyten, neben Makrophagen die Hauptproduzenten von
Chitotriosidase™® '8, definierten Bussink et al. bestimmte Stimuli, die zur Ausschiittung des
Enzyms aus den spezifischen Granula der Zellen fiihren: Dies scheint insbesondere durch
den ,,granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)* bzw. Kontakt mit
pathogenem Mimikry stattzufinden®. In Abbildung 22 wird dieser Zusammenhang

veranschaulicht:

azurophile
Granula

Pathogenes Mimikry
NEUTROPHILER

GM-CSF \
.
GRANULOZYT

0
<
spezifische
Granula

Katalytische Chitin-bindende
Domiine Domiine

Abbildung 22: Freisetzung von Chitotriosidase aus den spezifischen Granula von
neutrophilen Granulozyten. CHIT=Chitotriosidase (nach®)

Auch hier liegen entsprechende Korrelationen zur CF-Lungenerkrankung vor.
Adib-Conquy et al. konnten zeigen, dass die Gene fur GM-CSF (auch G-CSF und M-CSF)
in neutrophilen Granulozyten von Probanden mit Cystischer Fibrose hochreguliert
waren'™®. Hartl et al. analysierten 2006 die BALF von CF-Patienten mit und ohne
Pseudomonas aeruginosa-Infektion in der Lunge. Die Ergebnisse zeigten signifikant
erhohte Konzentrationen von GM-CSF in der BALF beider Untersuchungsgruppen™*.
Die in vitro-Ergebnisse der hier vorliegenden Studie ergaben eine signifikant erhohte
Chitotriosidase-Enzymaktivitat nach Stimulation von neutrophilen Granulozyten mit
GM-CSF (siehe Abb. 18).
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Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Studie eine erhdhte Enzymaktivitat von
Chitotriosidase im Serum, Sputum und der BALF von CF-Patienten nachgewiesen werden.
Chitotriosidase konnte bereits in friheren Studien in verschiedenen Erkrankungen mit
erhohter Aktivitdt nachgewiesen werden, dabei fand sich die absolut hochste
Enzymaktivitat bei Patienten mit der lysosomalen Speicherkrankheit M. Gaucher. Hier
scheinen besondere Mechanismen zur verstarkten Induktion und Ausschiittung des Enzyms
zu fuhren, welche von verschiedenen Autoren Stick fur Stlck identifiziert werden
konnten. In dem Versuch, diese Mechanismen auf die pathophysiologischen Vorgange bei
der CF-Lungenerkrankung zu ubertragen, lieBen sich aus den Ergebnissen der
vorliegenden sowie friheren Studien folgende Aussagen ableiten:

(i) Makrophagen und neutrophile Granulozyten gelten als Hauptproduzenten von
Chitotriosidase im menschlichen Organismus'®®. Beide Zelltypen dominieren die
Entziindungsreaktion, die sich chronisch in den Atemwegen von CF-Patienten

abspielt>®**,

(i) Makrophagen produzieren verstarkt Chitotriosidase bei Einwirkung von ,,Stress“
auf die Lysosomen der Zelle (z. B. pathologisch gesteigerte Lipid-, Eisen-
oder Glykogen-Akkumulation in den Zell-Organellen und/oder Einwirkung
von GM-CSF)®. Eine verstarkte Lipidspeicherung in CFTR-defekten
(Alveolar-) Makrophagen sowie Atemwegsepithelien und submukdsen Driisen von

CF-Patienten konnte in jingsten Studien demonstriert werden®%.

(iii) Die verstarkte Ausschittung von Chitotriosidase aus neutrophilen Granulozyten ist
u.a. auf die Einwirkung von GM-CSF auf die Zellen zuriickzufiihren®. Dies konnte
durch die invitro-Ergebnisse der hier vorliegenden Studie bestétigt werden.
Erhohte Konzentrationen von GM-CSF in BALF von CF-Patienten sowie eine
Hochregulierung der zugehorigen Gene in neutrophilen Granulozyten von

CF-Patienten konnten in vorangehenden Studien nachgewiesen werden*>**°,

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen damit auf eine wichtige Rolle von
Chitotriosidase bei der CF-Lungenerkrankung hin. Sie zeigen, dass die Erkrankung mit
signifikant erhohter Aktivitdat des Enzyms Chitotriosidase einhergeht. Die vermehrte
Produktion/Ausschiittung des Enzyms geht Uberwiegend auf aktivierte Makrophagen und
neutrophile Granulozyten zuriick, welche typischerweise in groRer Zahl vor allem in der

60



Diskussion

Lunge der CF-Patienten zu finden sind und dort eine chronische Entzlindungsreaktion
unterhalten. Damit konnte die Bestimmung von Chitotriosidase bei CF-Patienten
gegebenenfalls als Verlaufsparameter Bedeutung erlangen. Einige Theorien, die sich mit
den Mechanismen zur Induktion bzw. Ausschittung des Enzyms durch die beiden
genannten Zelltypen beschaftigen, wurden in der vorliegenden Arbeit diskutiert und

mussen in zukilnftigen Studien weiter verifiziert werden.

5.2.2 Saure Sduger-Chitinase (Acidic Mammalian Chitinase)

Boot et al. berichteten im Jahre 2001, kurze Zeit nach der Entdeckung des Enzyms
Chitotriosidase im menschlichen Organismus, Uber die Identifizierung einer weiteren
Chitinase in Saugetieren. Das Enzym zeigte in den Messungen einen sauren isoelektrischen
Punkt und wurde infolge dessen ,,Acidic Mammalian Chitinase* (AMCase, Saure Sauger-
Chitinase) genannt''’. Die Exo-Chitinase wird bisher vor allem mit der Pathogenese des
Asthma bronchiale in Verbindung gebracht®*°. Mitarbeiter der ,,Yale University School of
Medicine* konnten zeigen, dass bei sensibilisierten M&usen eine Allergen-Provokation zu
einem starken Anstieg der Expression von AMCase im Lungengewebe und zu einer
Zunahme der Chitinase-Aktivitat in der bronchoalveoldren Lavage-Fllssigkeit (BALF)
fuhrte, was bei unbehandelten Kontrolltieren nicht der Fall war. Die Konzentration von
AMCase in den Lungen der Asthma-kranken Mé&use war so hoch, dass diese als Kristalle
ausfielen. Die Arbeitsgruppe Zhu et al. fand weiterhin, dass Thy-polarisierte, nicht jedoch
Th;-polarisierte Zellen, die mMRNA- und Protein-Expression von AMCase stimulierten. Die
Induktion der Chitinase fehlte bei IL-13-defizienten Mdusen und eine lungenspezifische
Uberexpression von 1L-13 induzierte die Expression der Chitinase. Die Arbeitsgruppe
schlussfolgerte, dass AMCase selektiv ber einen Th,-, IL13-spezifischen Pfad induziert
wird und damit zur Pathogenese des allergischen Asthmas beitragt*®. Lungenepithelzellen,
die mit rekombinanter AMCase behandelt wurden, produzierten verstarkt die
Thy-assoziierten Chemokine Eotaxin und MCP-1. Zur Evaluation der therapeutischen
Relevanz ihrer Ergebnisse bezliglich Asthma bronchiale fiihrte die Arbeitsgruppe Versuche
mit dem Chitinase-Inhibitor Allosamidin sowie anti-AMCase-Serum durch. Die Inhibition
von saurer Sduger-Chitinase fihrte u.a. zur verminderten Expression von Eotaxin und
MCP-1 sowie zur Abnahme der Atemwegsiberempfindlichkeit. AuBerdem wurde die
Einwanderung von Makrophagen, Eosinophilen Granulozyten und Lymphozyten in die
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Lunge gehemmt. Weiterhin gelang es der Arbeitsgruppe, die Expression der sauren
Sduger-Chitinase auch im Lungengewebe von Asthma-Patienten nachzuweisen.
Immunohistochemisch konnten sie zeigen, dass AMCase in Lungenepithelzellen und
Alveolar-Makrophagen von Patienten mit Asthma bronchiale lokalisiert war. Dort lag sie
als intrazellul&res und sezerniertes Protein vor, wobei die sezernierte Form tberwog. Bei
lungengesunden Kontrollprobanden konnte keine Expression nachgewiesen werden®.

Die Expression der sauren Sauger-Chitinase bei der Lungenerkrankung Cystische Fibrose
wurde bislang nicht untersucht. Wir stellten die Hypothese auf, dass das Enzym im
Rahmen der chronischen Entzlindungsreaktion vermehrt in den Lungen und/oder im
Organismus der CF-Patienten exprimiert wird. Dazu untersuchten wir Serum-, Sputum-
und BALF-Proben von CF-Patienten auf erhohte Enzymaktivitdt der sauren
Sauger-Chitinase. Asthma-Proben dienten als Analyse-Vergleichsgruppe. In unseren
Experimenten zeigte AMCase die signifikant hochste Enzymaktivitat in der BALF von
CF-Patienten (4-fach erhoht gegeniiber Kontrollen bzw. 2,5-fach erhoht gegenuber
Asthma-Proben, siehe Abb. 17). Auch in den Sputa von CF-Patienten konnte eine
signifikant erhohte Enzymaktivitat nachgewiesen werden (2,5-fach erhoht gegeniber
Kontrollen, siehe Abb. 16), nicht jedoch in den Seren der CF-Patienten. Dies konnte der
Tatsache geschuldet sein, dass als Produzenten von saurer Sauger-Chitinase in Mensch und
Maus neben gastrointestinalen Epithelien vor allem Atemwegsepithelien und Alveolar-
Makrophagen identifiziert wurden®24.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass AMCase bei CF-Patienten verstarkt in der Lunge
exprimiert wird, stellte sich die Frage, auf welchen Stimulus hin dies geschieht. Die
Arbeitsgruppe Hartl et al. untersuchte kirzlich in einer Studie das Auftreten verschiedener
Zelltypen und Chemokine in der BALF von CF-Patienten mit und ohne Pseudomonas
aeruginosa-Infektion. Im Verlauf ihrer Erkrankung infizieren sich nahezu 80% aller
CF-Patienten mit Ps. aeruginosa™®, Das Bakterium ist damit der haufigste Verursacher
von chronischen Lungeninfektionen bei CF''°. Die Arbeitsgruppe entdeckte, dass die
Konzentration von IL-13 in der BALF von CF-Patienten mit und ohne pulmonale
Ps. aeruginosa-Infektion stark erhoht ist. Die hochsten Level von IL-13 konnten bei
CF-Patienten nachgewiesen werden, die unter einer chronischen Infektion mit
Ps. aeruginosa litten. In diesem Fall zeigte sich zudem eine vorwiegend Thy-dominierte

116

Immunantwort . Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der Studien von Hartl bzw.

Zhuetal. ist dies womdglich die Ursache fur die gesteigerte Enzymaktivitdt von
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saurer Sauger-Chitinase in der Lunge von CF-Patienten, die in der vorliegenden Studie
nachgewiesen werden konnte. Ein ahnliches Szenario wie im Falle des Asthma bronchiale
ware denkbar und ist in Abbildung 23 schematisch dargestellt: Th,-Helferzellen, von
dendritischen Zellen per Antigenkontakt aktiviert, setzen IL-13 frei, das die Expression der
sauren Sauger-Chitinase in Alveolar-Makrophagen und Atemwegsepithelien von
CF-Patienten gezielt und potent stimuliert. Die Chitinase-Expression wiederum induziert in
Lungenepithelzellen die Freisetzung von Chemokinen: u.a. MCP-1, MCP-2 und
Makrophagen-Inflammations-Protein (MIP)-13,  wodurch ~ vorwiegend  Monozyten
rekrutiert werden. AuBerdem Eotaxin, das Eosinophile Granulozyten anlockt sowie
ENA-78, durch welches neutrophile Granulozyten in die Atemwege rekrutiert werden.

Resultat ist eine pulmonale Inflammationsreaktion®**%°.

-
Lungenepithelzellen AMCase
= |

Basalmembran

o
AMCase =
‘/ MCP-1 Eotaxin
MCP-2 ENA-78 Eotaxin-2
MIP-1
Makrophage l l l

[ ] ® !
Antigen Th2-Zelle ﬁ a o
]
® e
]

Monozytire Neufrophiler Eosinophiler
Zelle Granulozyt  Granulozyt

Dendritische Zelle

Pulmonale Inflammationsreaktion

Abbildung 23: Die mégliche Rolle von AMCase in der Pathogenese der Cystischen Fibrose
(+Ps. aeruginosa-Infektion) (nach'®)

In der vorgelegten Studie waren 35 von 59 untersuchten CF-Patienten mit Pseudomonas
aeruginosa infiziert. Weitere Studien, die Ps. aeruginosa-infizierte CF-Patienten
unabhéangig von nicht-infizierten Patienten auf erhohte AMCase-Enzymaktivitat

untersuchen sind notwendig, um das oben vorgestellte Konzept zu verifizieren.
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Es st festzuhalten, dass die saure S&uger-Chitinase eine wichtige Rolle in
Thy-dominierten, IL-13-vermittelten Immunantworten spielt. In der hier vorliegenden
Arbeit konnte der Nachweis erbracht werden, dass die Chitinase bei CF-Patienten (in der
Lunge) verstarkt exprimiert wird. VVorangehende Studien konnten zeigen, dass durch das
Enzym verschiedene Botenstoffe in den Atemwegsepithelien induziert werden, die
Entziindungszellen in die Lunge locken. Durch die Mdoglichkeit, AMCase mittels
pharmakologischer Substanzen in ihrer Ausprdgung hemmen zu konnen, lasst sich der
Circulus vitiosus aus Infektion und Inflammation durchbrechen. Inwieweit dies in Zukunft
auch ein therapeutischer Ansatzpunkt bei der CF-Lungenerkrankung sein kann, muss in

weiterfiihrenden Studien untersucht werden.
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5.3 invitro

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Studie war es, Stimuli zu identifizieren, die
unter invitro-Bedingungen zur vermehrten Ausschittung von Chitotriosidase aus
neutrophilen Granulozyten und mononukleéren Zellen des peripheren Blutes fuihren. Dabei
konnten verschiedene Substanzen als starke Trigger flr die Freisetzung von Chitotriosidase
durch die jeweiligen Zelltypen identifiziert werden.

Das Kklinische Bild der Cystischen Fibrose wird dominiert durch die chronische
Entzindungsreaktion in der Lunge, die sich bei einem Grofiteil der Patienten bereits im
frihen Kindes- und Jugendalter manifestiert. Schon in den ersten ein bis zwei
Lebensjahren beginnt die Kolonisation der Atemwege mit einer Reihe von mikrobiellen
Erregern, u.a. Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae sowie einigen gram-

118,121 pseudomonas

negativen Keimen (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae)
aeruginosa, der bei nahezu 80% aller CF-Patienten Uber 26 Jahren im Sputum
nachzuweisen ist, tritt erst spater hinzu und wird nach mehreren antibiotischen
Behandlungen oftmals der dominierende Keim im Sputum®*'!#122 Als Wegbereiter fiir
bakterielle Infektionen gelten virale Infekte und die Besiedelung der CF-Lunge mit

123

Pilzen™. Mit der bakteriellen Besiedelung der Lunge verstérkt sich die Einwanderung von

Zellen des angeborenen Immunsystems in das pulmonale Gewebe, Uberwiegend

neutrophilen Granulozyten und Makrophagen®®>®

. Sie gelten gleichzeitig als Haupt-
produzenten des Enzyms Chitotriosidase'®. Im Falle einer Infektion werden diese Zellen
auf schnellstem Wege dorthin rekrutiert, um das Eindringen von Mikroorganismen zu
verhindern. Diese Funktion erfullen sie mit Hilfe von Toll-dhnlichen Rezeptoren
(toll-like receptors, TLR), die sie auf ihrer Oberflaiche exprimieren. Damit kénnen die
Phagozyten eine groRe Zahl von Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (pathogen-
associated molecular patterns, PAMPS) erkennen und somit eine Immunantwort gegen die
eindringenden pathogenen Keime initiieren'?*'®, Um herauszufinden, ob und welche
viralen bzw. bakteriellen Bestandteile zur vermehrten Ausschiuttung von Chitotriosidase
fuhren, entwickelten wir in vitro-Experimente mit neutrophilen Granulozyten bzw.
mononukledren Zellen des peripheren Blutes von CF-Patienten und gesunden Probanden.
Wir stimulierten die Zellen nach Extraktion aus dem peripheren Blut mit verschiedenen
(TLR-) Liganden und maRen daraufhin die Chitotriosidase-Enzymaktivitdt im

Zellkulturiberstand.
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Die Ergebnisse der Experimente mit neutrophilen Granulozyten zeigen einen starken
Anstieg der Chitotriosidase-Aktivitat unter Inkubation mit sSRNA (single-stranded RNA,
Einzelstrang-RNA), die ihre Wirkung als Vertreter flr virale RNA am Toll-like-Rezeptor 8
entfaltet. Die gemessene Enzymaktivitét lag fir CF ca. 15-fach hoher als nach Inkubation
von Zellen aus gesunden Organismen. Wie sSRNA hatte auch der bekannte Neutrophilen-
Stimulator GM-CSF®!?® ginen starken Effekt auf die Freisetzung von Chitotriosidase.
Ebenso Flagellin von begeiRRelten Bakterien (TLR5) und das von gram-negativen Bakterien
gebildete LPS (TLR4). Der Effekt war jedoch milder ausgepréagt als bei Stimulation der
Zellen mit ssSRNA. Auf die Stimulation mit PMA reagierten die neutrophilen Granulozyten
von CF-Patienten mit einem doppelten Anstieg der Chitotriosidase-Aktivitat gegentiber
gesunden Kontrollen.

Bei den Stimulationsversuchen mit mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut von
CF-Patienten lieRen sich PMA, Flagellin (TLR5) und unmethylierte CpG-DNA (ODN,
TLR9) als am stérksten wirksame Stimulatoren nachweisen.

Es ist festzuhalten, dass sich die Hohe der absoluten Messwerte der Chitotriosidase-
Enzymaktivitat zwischen den beiden Zelltypen nur wenig unterscheidet. Aufféllig ist
jedoch, dass bis auf PMA und Flagellin ein unterschiedliches Liganden-Spektrum
maximale Messwerte bei den verschiedenen Zelltypen hervorrief. Uber welchen
Mechanismus die einzelnen Liganden zu einer vermehrten Freisetzung von Chitotriosidase
durch neutrophile Granulozyten und mononukleédre Zellen filhren war nicht Gegenstand
unserer Untersuchungen und muss in weiterfiihrenden Studien untersucht werden.

Wir konnten folglich mit den Versuchen in vitro aufzeigen, dass Chitotriosidase in
geringem Ausmafl von ruhenden, nicht stimulierten neutrophilen Granulozyten bzw.
mononuklearen Zellen in CF produziert wird. Im inflammatorischen Milieu, z. B. im
Alveolarraum bei Lungenerkrankungen mit bakterieller/viraler (Super-) Infektion, wird die
Chitotriosidase-Synthese in diesen Zellen durch spezifische Stimulation ihrer
(TLR-) Liganden um ein Vielfaches gesteigert. Damit reflektiert eine erhohte
Enzymaktivitdt womoglich das AusmaR der im CF-Organismus ablaufenden Immun- und
Entziindungsreaktionen. Uber welchen Mechanismus die einzelnen Liganden zu einer
vermehrten Freisetzung von Chitotriosidase durch neutrophile Granulozyten bzw.
mononukledre Zellen fihren und inwiefern dies ein moglicher therapeutischer Ansatzpunkt
bei der CF-Lungenerkrankung sein kann, muss Gegenstand weitergehender

Untersuchungen sein.
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6 Zusammenfassung

Aktuelle Untersuchungen weisen darauf hin, dass Chitinasen und Chitinase-ahnliche
Proteine eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und Unterhaltung von Erkrankungen
des Menschen spielen. Wichtige Produzenten dieser Proteine sind neutrophile
Granulozyten und Makrophagen. Diese sind wiederum der dominierende Zelltyp der
chronischen pulmonalen Entziindungsreaktion im Krankheitsbild der Cystischen Fibrose,
deren Morbiditat und Mortalitdt maRgeblich durch die pathologischen Abléufe in der
Lunge beeinflusst werden. In diesem Zusammenhang wurden in der vorliegenden Studie
die Proteinkonzentrationen der Chitinase-&hnlichen Proteine YKL-40 und BRP-39 sowie
die enzymatische Aktivitat der beiden Chitinasen Chitotriosidase und saure Sauger-
Chitinase  (Acidic Mammalian Chitinase, AMCase) im Rahmen der chronischen
Lungenerkrankung Cystische Fibrose (CF) untersucht. Als Vergleichsgruppen wurden
Proben von Patienten mit M. Gaucher und Asthma bronchiale analysiert. Methodisch
wurde dabei ex vivo mit ELISA und invitro mit Zellkultur gearbeitet. Die Ergebnisse
wurden anschliefend in vivo am transgenen CF-Mausmodell Gberprift und mit klinischen
Funktionsparametern korreliert.

Das Chitinase-&hnliche Protein YKL-40 fand sich vor allem im Sputum und der BALF
von CF-Patienten signifikant erhoht, wohingegen die Proteinkonzentrationen im Serum nur
einen moderaten Anstieg gegeniber den gesunden Kontrollen zeigten. Die Ergebnisse der
Sputum-Untersuchungen zeigten breit gestreute Messwerte, weshalb die einzelnen Werte
anschlieBend mit den Ergebnissen der Lungenfunktionsprifung (FEV3:) der Probanden
korreliert wurden. Es fand sich eine signifikante Korrelation zwischen erhohten
YKL-40-Konzentrationen im Sputum und einer erniedrigten Einsekundenkapazitat im
Lungenfunktionstest. Diese Ergebnisse wurden anschlieBend am Mausmodell Gberpriift,
indem BRP-39, das murine Analogon zum humanen YKL-40, in der BALF von
CF-dhnlichen B-ENaC-Transgen-Madusen analysiert wurde. Hier konnten ebenfalls
signifikant erhéhte Proteinlevel im Vergleich zu Wildtyp-Mé&usen gemessen werden und
die Werte anschliefend mit einem erhohten Atemwegswiderstand (Resistance) im
Lungenfunktionstest korreliert werden. Zusammenfassend konnte in der vorliegenden

Studie gezeigt werden, dass in den Atemwegen von CF-Patienten im Vergleich mit
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gesunden Kontrollprobanden durchweg hoéhere Konzentrationen des Chitinase-ahnlichen
Proteins YKL-40 vorliegen. Diese Ergebnisse konnten durch Studien an einem murinen
CF-Krankheitsmodell mit transgenen B-ENaC-Mausen bestatigt werden. Sowohl beim
Menschen als auch bei der Maus korrelierten die jeweiligen YKL-40- bzw. BRP-39-Level
mit der Atemfluss-Obstruktion im Lungenfunktionstest. Dies kann ein Hinweis darauf
sein, dass erhohte Konzentrationen von YKL-40/BRP-39 (i) fir eine verstarkte
Entzindungsreaktion in den Atemwegen der Patienten sprechen. Die Entziindung kann
eine Verengung der Atemwege bedingen und/oder (ii) YKL-40/BRP-39 haben
maoglicherweise direkt Auswirkungen auf die Obstruktion der Atemwege. In beiden Fallen
stehen erhohte Konzentrationen von YKL-40/BRP-39 (direkt oder indirekt) mit der
Klinischen Symptomatik der Cystischen Fibrose in Mensch bzw. Maus in Verbindung.
Diese Ergebnisse lassen YKL-40 als zukinftigen potentiellen Biomarker und
therapeutisches Target in der humanen CF-Lungenerkrankung moglich erscheinen.

Bei den Untersuchungen zur Chitotriosidase fand sich in allen Probenmaterialien (Serum,
Sputum und BALF) von CF-Patienten eine signifikant erhdhte Aktivitat des Enzyms. Als
Vergleichsgruppe wurden M. Gaucher-Serumproben analysiert, da in friheren Studien die
bisher hochsten Enzymaktivitdten von Chitotriosidase im Serum von Patienten mit der
lysosomalen Speicherkrankheit gemessen wurden. Es wurde diskutiert, ob ein dhnliches
pathophysiologisches Konzept wie bei der Gaucher-Erkrankung, ndmlich die gesteigerte
Lipid-Speicherung in Lysosomen von (Alveolar-) Makrophagen, zur vermehrten
Ausschittung von Chitotriosidase bei CF-Patienten durch diesen Zelltyp fuhrt. Die
molekular-biologischen Untersuchungen dazu waren jedoch nicht Gegenstand der
Untersuchungen und missen in weiterfiihrenden Studien analysiert werden.

Im Rahmen der in vitro-Experimente konnten Stimuli identifiziert werden, die bei
neutrophilen Granulozyten bzw. mononukledren Zellen des peripheren Blutes von
CF-Patienten zu einer vermehrten Expression von Chitotriosidase fiihren. Nach
Stimulation der Zellen mit bestimmten bakteriellen und viralen (TLR-) Liganden konnte
eine erhohte enzymatische Aktivitdit von Chitotriosidase im Zellkulturiiberstand
nachgewiesen werden. Fir neutrophile Granulozyten wurden PMA, GM-CSF, LPS
(TLR4), Flagellin (TLR5) und ssRNA (TLR8) als starke Induktoren des Enzyms
Chitotriosidase identifiziert. Bei mononukledren Zellen steigerten vor allem die
Stimulanzien PMA, Flagellin (TLR5) und unmethylierte CpG-DNA (ODN, TLR9) die

Chitotriosidase-Aktivitat im Zellkultur-Uberstand um ein Vielfaches. Eine erhohte
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Enzymaktivitdt im Serum bzw. Sputum der Patienten reflektiert damit womoglich das
Ausmal} der im Organismus bzw. der Lunge ablaufenden Entziindungsreaktion. Somit
kann die Bestimmung der Chitotriosidase-Aktivitdt im Serum bzw. Sputum von
CF-Patienten in Zukunft als Verlaufsparameter Bedeutung erlangen.

Im Falle der sauren Sauger-Chitinase (AMCase) fanden sich erhthte Aktivitatslevel vor
allem im Sputum und der BALF von CF-Patienten, nicht jedoch in deren Seren. Diese
Ergebnisse stimmen (Gberein mit der Tatsache, dass AMCase - nach bisherigem
Wissensstand - im Rahmen einer Thy-dominierten, IL-13-vermittelten Inflammations-
reaktion vor allem von Atemwegsepithelien und Alveolar-Makrophagen produziert wird.
Die Konstellation aus Thy-dominierter, IL-13-vermittelter Entziindungsreaktion findet sich
auch im Fall der Cystischen Fibrose, insbesondere wenn es zur bakteriellen Infektion der
Lunge (z. B. mit Pseudomonas aeruginosa) kommt. Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass AMCase im Szenario der CF-Lungenerkrankung eine wichtige Rolle als
Entziindungsmediator spielt. In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass durch das
Enzym verschiedene Botenstoffe (unter anderem MCP-1, Eotaxin und ENA-78) in den
Atemwegsepithelien induziert werden, die Entziindungszellen in die Lunge locken. Die
Hemmung der Chitinase in vivo fuhrte zur verminderten pulmonalen Entziindungsaktivitat.
Inwieweit dies in Zukunft ein therapeutischer Ansatzpunkt bei CF sein kann, muss in

weiterfiihrenden Studien untersucht werden.
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