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Modifizierende Gene bei der zystischen Fibrose

Cystic Fibrosis Modifying Genes

Zusammenfassung

Die zystische Fibrose (CF) ist eine hdufige autosomal rezessive
Erbkrankheit, die durch Mutationen im Cystic Fibrosis Trans-
membrane Conductance Regulator (CFTR) Gen hervorgerufen
wird. Das CFTR-Gen kodiert einen Membran-gebundenen Chlo-
rid lonenkanal; Mutationen im CFTR-Gen fiihren zu einer gestor-
ten Salz- und Fliissigkeitssekretion in verschiedenen Geweben.
Die Symptome der CF kdnnen, selbst bei Geschwistern oder Zwil-
lingen mit den gleichen CFTR-Mutationen, in ihrer Auspragung
sehr variabel sein. Neben Umwelteinfliissen wird der Verlauf der
pulmonalen Erkrankung auch durch weitere genetische Faktoren,
so genannte modifizierende Gene, beeinflusst. Das Verstiandnis
der molekularen und zelluldren Grundlagen der gefundenen Ge-
notyp-Phdnotyp-Assoziationen wird zum besseren Verstindnis
der Erkrankung beitragen und wird helfen neue Ziele fiir phar-
makologische Interventionen bei der CF zu identifizieren.

Abstract

Cystic fibrosis is a common autosomal recessive disease that is
caused by mutations in the cystic fibrosis transmembrane con-
ductance regulator (CFTR) gene. The CFTR gene encodes a mem-
brane-bound chloride ion channel. CFTR gene mutations cause
alterations in fluid and salt secretion of various tissues. The CF
phenotype is highly variable even in siblings and twins carrying
the same CFTR mutations. The course of CF pulmonary disease is
modulated by both environmental and genetic factors indepen-
dent of CFTR. This review summarises association studies that
focused on disease modifier genes in CF. Understanding the mo-
lecular and cellular basis of the genotype-phenotype associa-
tions will help to better understand the disease and to identify
new targets for therapeutic interventions in CF.

Einleitung

Bei der CF handelt es sich um eine monogenetische Erkrankung,
deren Ursache auf Mutationen im Cystic Fibrosis Transmem-
brane Conductance Regulator (CFTR) Gen zuriickzufiihren ist.
Mit einer Inzidenz von 1:2500 ist die zystische Fibrose (CF) die
hdufigste angeborene Stoffwechselerkrankung der weiRRen Be-

volkerung. Das klinische Bild ist vor allem durch eine chronisch
fortschreitende Lungenerkrankung mit rezidivierenden Atem-
wegsinfektionen und durch exokrine Pankreasinsuffizienz, aber
auch durch endokrine Pankreasinsuffizienz und zirrhotischen
Umbau der Leber charakterisiert. Derzeit sind mehr als 1200 Mu-
tationen und Varianten des CFTR-Gens bekannt. Die haufigste
Mutation im CFTR-Gen, die AF508 Mutation, die bei fast 70%
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der CF-Patienten in Westeuropa und den USA vorliegt [1], beruht
auf einer Deletion von drei Basenpaaren in Exon 10, die zu einem
Verlust von Phenylalanin in der Position 508 des CFTR Proteins
fiihrt [2]. Etwa die Halfte aller CF-Patienten in den oben genann-
ten Regionen ist homozygot fiir die AF508 Mutation.

Das Krankheitsbild der CF variiert stark in Bezug auf den Verlauf
und die Schwere der Erkrankung [3]. Mit Ausnahme der Pankre-
asinsuffizienz [4] besteht keine enge Korrelation zwischen dem
klinischen Verlauf und den zugrunde liegenden CFTR-Mutatio-
nen [5-7]. Dies gilt auch fiir die AF508 homozygoten Patienten,
die das ganze Spektrum der Erkrankung reprdsentieren, obwohl
sie Trdger der gleichen Mutationen sind [5,8]. Unter Geschwis-
tern und Zwillingen mit gleicher CFTR-Mutation kann ebenfalls
eine eindrucksvolle Diskordanz beziiglich des pulmonalen Phd-
notyps bestehen [9-11]. Dies legt nahe, dass neben CFTR auch
andere genetische Faktoren den Krankheitsverlauf der CF modi-
fizieren.

Mittlerweile gibt es zahlreiche Studien zur Rolle von modifizie-
renden Genen bei der CF, wobei die Liste von potenziellen Kandi-
daten endlos erscheint. Einerseits konnten solche Gene direkt
mit der CFTR-Proteinsynthese interagieren, z.B. bei der Tran-
skription, zytosolischen Reifung oder zelluldren Expression des
CFTR Kanals. Andererseits kann eine Beeinflussung des CF-Phd-
notyps auch unabhdngig von CFTR stattfinden, z.B. durch Modu-
latoren der Inflammation, der Keimabwehr oder der Regulation
des bronchialen Widerstandes. Diese Ubersichtsarbeit hat zum
Ziel bisher veroffentlichte Studien zu Krankheits-modifizieren-
den Genen bei der CF zusammenfassend darzustellen.

Mausstudien

Erste Hinweise auf chromosomale Regionen, die modifizierende
Gene der CF enthalten kénnten, ergaben sich aus Untersuchun-
gen an cftr-, knockout” Mdusen. Der Phanotyp dieser CF-Mause
zeichnet sich weniger durch eine Lungenbeteiligung, als durch
eine intestinale Obstruktion aus, die sich schon kurz nach der
Geburt manifestiert und ohne eine spezifische Erndhrung zum
Tod fiihrt. Diese intestinale Obstruktion der Maus dhnelt dem
Mekoniumileus beim Menschen. Rozmahel u. Mitarb. konnten
1996 zeigen, dass durch das Einkreuzen bestimmter Mausstam-
me (z.B. CD1, C57BL/6] oder BALB/c]) eine Lebensverlingerung
erzielt werden konnte, wdhrend die bei Kreuzungen mit anderen
Mausstimmen nicht gelang. In Kopplungsanalysen zeigte sich,
dass fiir diese Variabilitdt der intestinalen Obstruktion der
Maus ein cftr-unabhéangiger Lokus auf dem proximalen Chromo-
som 7 verantwortlich war, die beim Menschen der Region 19q13
entspricht [12]. Die Kopplung dieser chromosomalen Region an
die Entwicklung eines Mekoniumileus bei CF-Patienten konnte
in einer Suche nach modifizierenden Genen beim Menschen
von Zielenski u. Mitarb. bestdtigt werden. Eine Verbindung die-
ser Region mit dem Ausmaf$ der pulmonalen Beteiligung der un-
tersuchten CF-Zwillinge und ihrer Eltern bestand nicht [13].

Aus Studien an Mdusen ergeben sich auch Hinweise auf die Be-
teiligung mehrerer chromosomaler Regionen an der Ausbildung
des pulmonalen Phédnotyps der CF [14]. Haston u. Mitarb. konn-
ten zeigen, dass unterschiedliche Regionen an der Ausbildung

verschiedener pulmonaler Phdnotypen beteiligt sind. In histopa-
thologischen Untersuchungen fanden sie Hinweise auf eine
Kopplung unterschiedlicher chromosomaler Regionen fiir die
pulmonale Fibrose, gemessen an der Kollagendeposition (Chro-
mosom 1, 2, 6, 10, 17), die interstitielle Verdickung der Alveolen
(Chromosom 2, 12) und die Anzahl der Alveolen in der Lunge
(Chromosom 2, 7, 14, X) [15].

Modifizierende Gene des pulmonalen Phanotyps

Im Folgenden werden Studien an Patienten mit CF genannt, in
denen eine Assoziation zwischen CF-Phdnotyp und modifizie-
renden Genen untersucht wurde. Die in diesen Studien unter-
suchten Genen werden, nach ihren vermuteten modifizierenden
Mechanismen, in drei Gruppen zusammengefasst:

Regulation von CFTR

f2-Adrenorezeptor

Der [3,-adrenerge Rezeptor ([3,-AR) gehort zu der Gruppe G-Pro-
tein gebundener Rezeptoren und ist iiber seine Stimulation der
Adenylatzyklase maf3geblich an der Regulation der cAMP-Kon-
zentration in den Atemwegen beteiligt [16]. Der [3,-AR spielt
eine wichtige Rolle bei der Bronchodilatation aber auch bei der
cAMP-abhdngigen Aktivierung des CFTR Kanals. Lymphozyten
von CF-Patienten produzieren nach f-adrenerger Stimulation
weniger cAMP- als Lymphozyten von Kontrollpersonen [17].
Das auf Chromosom 5q31-q32 liegende ,-AR Gen enthadlt zahl-
reiche Polymorphismen, von denen 4 die Aminosduresequenz
des Proteins verdandern, ndmlich die Codons 16 Arg/Gly, 27 Gln/
Glu, 34Val/Met, und 164 Thr/lle. Die beiden hdufigsten dieser
Polymorphismen bewirken Unterschiede in der Desensibilisie-
rung des Rezeptors [18].

In einer Untersuchung an 126 CF-Patienten fand sich eine Asso-
ziation zwischen dem 16 Arg/Gly Polymorphismus im 3,-AR Gen
und der Lungenfunktion. Das Vorhandensein von mindestens ei-
nem 16Gly Allel war bei Patienten im Alter von 6 -20 Jahren mit
einer signifikant schlechteren Lungenfunktion (FEV;, FVC und
MEF5p4yc in % der Norm) und einer groReren jahrlichen Ver-
schlechterung der FEV; assoziiert [19]. Einen Hinweis auf die Ur-
sache dieser Assoziation geben die in dieser Arbeit durchgefiihr-
ten in-vitro-Versuche an peripheren Lymphozyten der Blutbahn,
die bei den Tragern eines 16 Gly Allels eine verminderte lympho-
zytdre cAMP-Produktion nach Stimulation mit Isoproterenol
zeigten. Die 3,-Response der CF-Patienten zeigte in dieser Unter-
suchung keine Abhdngigkeit vom [3,-AR Genotyp [19].

Regulation der Inflammation

Tumor Nekrose Faktor-o (TNF-c)

TNF-a ist ein pro-inflammatorisches Zytokin welches vorwie-
gend von Makrophagen gebildet wird und in den Atemwegen
von CF-Patienten in hohen Konzentrationen vorliegt [20]. TNF-a.
iibt einen starken chemotaktischen Reiz auf neutrophile Granu-
lozyten aus und tragt so zur typischen Neutrophilen-dominier-
ten Inflammation der CF-Atemwege bei. Zwischen der Hoéhe der
TNF-a. Konzentration im Sputum und der Lungenfunktion be-
steht bei CF-Patienten eine negative Korrelation [21]. Das TNF-a
Gen, das auf Chromosom 6p21.3 lokalisiert ist, enthdlt in der Pro-
motorregion einen biologisch relevanten Polymorphismus. Das
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Tab.1 Assoziationen mit Lungenfunktion oder radiologischen Veranderungen der Lunge

Gen (Chromosom) Polymorphismus Allel Auswirkung Phdnotyp
TNF-a. (6p21.3) SNP - 308 A/G G-Allel (TNF2) [TNF-a] T FEV; mit 8 Jahren { und Gewicht | [24]
Promotor
TGF-$ (19q13.1) SNP +869 T/C T-Allel [TGF-B]1 4 FEV, <50% Risiko 2 x | und
Codon 10 FVC <70% 5 Jahre spater [33]
SNP +915 G/C G-Allel [TGF-B] L spater FEV, <50% bei AF508/AF508 [25]
Codon 25
B2-AR (5q31-g32) SNP +46 A/G G-Allel B2-AR | FEV,, FVC und MEFsqs 4
Codon 16 jahrliche Abnahme der FEV; T [19]
GST M1 (1p13.3) Gendeletion M1-0 kein Protein Chrispin-Norman-Réntgen-Score |
Shwachman-Score | [24]
GST M3 (1p13.3) 3 bp Deletion B-Allel [GST M3] T FEV, und FVC T [47]
Intron 6
al-AT (1432.1) SNP, Codon 264 S-Allel
SNP G/A, Codon 342 Z-Allel [a1-AT] L keine Assoziation mit Lungenfunktion [57]
SNP +1237 A-Allel
3 Region, Enhancer Genexpression Brasfield-Réntgen-Score T [59]
MBL2 (10q11.2-q21) SNP C/T, Codon 52 D-Allel [MBL] Risiko fiir Tod oder Lungentransplantation
SNP G/A, Codon 54 B-Allel [MBL] 4 3fach T,
SNP G/A, Codon 57 C-Allel [MBL] FEV; und FVC | [76]
FEV; und FVC J bei AF508/AF508 [77]
al-ACT (14g31-g31.2) SNP - 15 A/G G-Allel in dieser Studie keine FEV, % T, radiologischer Score T [65]
Promotor Korrelation
ACE (17923) 287 bp Deletion DD [ACE] T fritherer Abfall der FEV, <50 % der Norm [25]
Intron 16
NOST (12q24.2-31) GT-Repeat, 5° UTR >27 GTs exhaliertes NO T jahrliche Abnahme der FEV, | [100]

-308G (TNF2) Allel ist mit einer hoheren Transkriptionsrate und
einer bis zu 5-fach hoéheren konstitutiven und induzierbaren
TNF-a-Synthese assoziiert [22,23].

Hull und Thomson beschrieben 1998 eine Assoziation zwischen
dem TNF2-Allel und der Lungenfunktion sowie dem Koérperge-
wicht von CF-Patienten. Sie fanden in einer Untersuchung an 53
Kindern mit CF, dass Trager des TNF2-Allels im Alter von 8 Jahren
eine signifikant niedrigere FEV; und einen schlechteren Ge-
wichts-Score hatten als Patienten die homozygot fiir das
TNF1-Allel waren [24]. Der Zusammenhang zwischen Lungen-
funktion und TNF-a-Genotyp konnte in einer spdteren Studie al-
lerdings nicht bestatigt werden. In dieser Studie an 251 Kindern
und Erwachsenen mit CF fand sich keine Assoziation zwischen
dem TNF-a - 308 Promotor Polymorphismus und dem Verlauf
der Lungenfunktion [25]. Eine mogliche Ursache fiir die unter-
schiedlichen Ergebnisse dieser beiden Studien koénnte an der
Phanotypisierung der Patientenkollektive liegen. Wdhrend in
der ersten Arbeit Pseudomonasbesiedlung, Chrispin-Norman
Score, Shwachman-Score und Lungenfunktion mit FEV; im Alter
von 8 Jahren zur Beurteilung der Lungenerkrankung herangezo-
gen wurden [24], wurden die Patienten in der zweiten Studie
nicht fiir ihr Alter normiert, dafiir wurden aber longitudinale Da-
ten wie Alter bei Erstbesiedlung der Atemwege mit pathogenen
Keimen sowie Alter bei Unterschreiten der FEV; von 50% der
Norm [25] beriicksichtigt. Die beschriebene Assoziation mit
dem TNF2-Allel kénnte auch durch ein Kopplungsungleichge-
wicht mit MHC-Allelen begriindet sein, da das TNF-a-Gen zwi-
schen den Genloci fiir die MHC Klasse I und Klasse II-Gene liegt
[26].

Transforming growth factor-f (TGF-f3)

TGF-f ist ein Zytokin mit sowohl pro- als auch anti-inflammato-
rischen Eigenschaften. Im Atemwegsepithel moduliert TGF-f3 die
Proliferation von Fibroblasten und die Ablagerung von Kollagen
[27-29]. TGF-p wird von dem TGFf;-Gen kodiert, welches auf
Chromosom 19 in Position 19q13.1 liegt. Fiir zwei Polymorphis-
men an den Positionen +869 (Codon 10) und +915 (Codon 25),
die jeweils zu einer Substitution von Leucin (+915) bzw. Arginin
(+869) durch Prolin fithren, konnte gezeigt werden, dass sie die
Produktion von TGF-f beeinflussen [30]. Die Allele, die zum Ein-
bau von Prolin fithren, sind jeweils mit einer verminderten TGF-
B-Produktion assoziiert. Diese Allele scheinen in bestimmten Si-
tuationen protektiv zu wirken, da sie z.B. nach Lungentransplan-
tation mit einem verringerten Risiko einer pulmonalen Fibrose
einhergehen [30,31]. Individuen mit Leucin oder Arginin in die-
ser Aminosduresequenz hingegen, produzieren mehr TGF-§§ und
entwickeln haufiger eine Lungenfibrosen auf pro-inflammatori-
sche Reize, wie z.B. durch Bleomycin [32].

Der Einfluss der beschriebenen Polymorphismen im TGFf3;-Gen
auf die Lungenerkrankung bei CF wurde erstmals von Arkwright
u. Mitarb. untersucht. In einer Studie an 171 CF-Patienten, die al-
lesamt homozygot fiir die CFTR AF508 Mutation waren, fand sich
eine Assoziation zwischen einer friiheren Verschlechterung der
Lungenfunktion mit dem ,high-producer* Genotyp in Codon 10
[33]. CF-Patienten mit Leucin in Codon 10 unterschritten eine
FVC von 70% der Norm im Durchschnitt 5 Jahre friiher als Trager
von Prolin (p<0,005). Das relative Risiko einer friihzeitigeren
Verschlechterung der FEV; unter 50% der Norm und der FVC auf
unter 70% der Norm war bei diesen Patienten jeweils fast zwei-
fach erhoht. Eine Assoziation zwischen pulmonalem Phdnotyp
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Tab. 2 Assoziationen mit der pulmonalen Keimbesiedelung

Gen (Chromosom) Polymorphismus Allel Auswirkung Phdnotyp
HLA Il (6p21.3) DR7 chronische Besiedlung mit P. aeruginosa T
Gesamt IgE T [83]
al-AT (14931-q32.3) SNP, Codon 264 S-Allel [a1-AT] L friihere Besiedlung mit P. aeruginosa
SNP G/A, Codon 342 Z-Allel Pseudomonas-AK im Serum T [55]
SNP +1237 AJG
5 Region, Enhancer A-Allel Genexpression 4 chronische Besiedlung mit P. aeruginosa { [59]
NOST (12q24.2-31) AAT-Repeat >12 AATs exhaliertes NO | Besiedlung mit P. aeruginosa T und
Intron 20 Besiedlung mit A. fumigatus T [97]
NOS3 (7q35-36) SNP +894 T/G G-Allel exhaliertes NO Besiedlung mit P. aeruginosa T [104]
Codon 298

und Codon 25-Allelen fand sich in dieser Untersuchung nicht
[33]. In einer spdteren Studie der gleichen Arbeitsgruppe, die
diesmal in einer groBeren Gesamtpopulation von 259 Patienten
Polymorphismen in mehreren Zytokingenen untersuchte, konn-
te die Assoziation mit den Codon 10 Allelen nicht bestdtigt wer-
den. Allerdings fand sich nun, im Gegensatz zur vorangegange-
nen Studie, in einer Subpopulation von 68 CFTR AF508 homozy-
goten Patienten fiir den ,high-producer* Genotyp in Codon 25
eine signifikante Assoziation mit einer friihzeitigeren Ver-
schlechterung der FEV; unter 50% der Norm. In der Gesamtpopu-
lation der untersuchten CF-Patienten bestand diese Assoziation
nicht [25].

Glutathion-S-Transferasen

Chronische Inflammation und Infektionen fiihren bei der CF zu
oxidativem Stress, der durch die Bildung freier Radikale zur
Schddigung des pulmonalen Gewebes beitrdgt [34,35]. Ein wich-
tiges Antioxidanz der Lunge ist Glutathion [36]. Die Bindung von
Glutathion an toxische Substanzen wird von einer Familie anti-
oxidant wirkender Enzyme katalysiert, die Glutathion-S-Transfe-
rasen (GSTs) genannt werden [37].

Die GSTs werden in unterschiedlichen Geweben exprimiert, un-
ter anderem auch in Lunge und Leber. Fiir GSTM1 und GSTM3
sind Polymorphismen mit funktioneller Bedeutung beschrieben
[38]. Das GSTM1 0-Allel (GSTM1-0), kodiert aufgrund einer aus-
gedehnten Deletion kein Protein. Der homozygote GSTM1-0 Ge-
notyp ist mit einem erhéhten Risiko fiir die Entstehung verschie-
dener Karzinome [39], Lungenemphysem [40] sowie chronischer
Bronchitis assoziiert [41]. Der Polymorphismus in GSTM3 fiihrt
durch eine Deletion von drei Basenpaaren zu einer Bindungsstel-
le fiir den Transkriptionsfaktor YY1, was zu einer veranderten Ex-
pression von GSTM3 fiihrt [38]. Das GSTM3 B-Allel ist mit dem
Verlauf von inflammatorischen und rheumatoiden Erkrankun-
gen assoziiert [42,43]. Im GSTP1 Gen ist an Position +313 ein
Einzel-Nukleotid-Polymorphismus (SNP) beschrieben, der zu ei-
nem Austausch der Aminosdure Isoleuzin (Ile) zu Valin (Val) und
dariiber zu einer Veranderung der Enzymaktivitdt fiihrt [44]. Ho-
mozygotie fiir das Val-Allel ist bei Asthma mit einer geringeren
bronchialen Hyperreagibilitit und mit einem geringeren Risiko
fiir die Erkrankung als solche assoziiert [45].

Die bei der CF durchgefiihrten Assoziationsstudien mit den GST-
Genen fiihrten zu unterschiedlichen, teils widerspriichlichen Er-
gebnissen. Baranov u. Mitarb. zeigten an 194 CF-Patienten, dass
Homozygotie fiir das GSTM1-0 Allel mit einer friiheren Diagnose
der CF sowie einer erhéhten Mortalitdt (Tod vor dem 5. Lebens-
jahr) assoziiert ist [46]. Hull und Thomson fanden in einer Unter-
suchung an 53 CF-Patienten, dass Patienten die homozygot fiir
das 0-Allel waren, stdrkere Verdnderungen im Chrispin-Norman
Rontgen Score und einen schlechteren Kklinischen Zustand
(Shwachman Score) aufwiesen, als Patienten mit GSTM1 A-
oder -B-Allelen [24]. Eine Assoziation des GSTM1-0 Genotyp
mit einer schwereren Lungenerkrankung konnte jedoch in einer
anderen Untersuchung an 146 CF-Patienten nicht bestdtigt wer-
den. In dieser Studie, in der Flamant u. Mitarb. alle vier oben be-
schriebenen Polymorphismen der GST-Gene (M1, M3, P1,T1) un-
tersuchten, fand sich fiir Trager der GSTM1-Deletion eine signifi-
kant bessere Lungenfunktion [47]. Fiir GSTP1 und GSTM1 fand
sich in dieser Untersuchung kein Einfluss auf den pulmonalen
Phanotyp.

In einer anderen Untersuchung derselben Arbeitsgruppe an 106
Patienten wurde fiir das GSTP1-Gen eine Assoziation mit einer
CF-Lebererkrankung beschrieben. Patienten mit GSTP1 Ile/lle-
Genotyp waren signifikant hdufiger von einer Lebererkrankung
betroffen als Trager eines GSTP1 Val-Allels [48].

o-Antitrypsin (o;-AT)

Das Akutphaseprotein o;-Antitrypsin (a,;-AT) ist ein Glykopro-
tein, welches von Monozyten und Hepatozyten gebildet wird. Es
gehort zur Familie der Antiproteasen, die fiir ein Gleichgewicht
zwischen der antimikrobiellen, protektiven Wirkung der Protea-
sen und ihrer destruierenden Wirkung auf das Lungenepithel
sorgen. Das Gleichgewicht zwischen Proteasen und Antiprotea-
sen ist bei der CF gestort [49]. Dem o,-AT kommt in der Lunge
eine besondere Bedeutung zu, da es in besonders starkem MaRe
die Wirkung der exzessiv freigesetzten Neutrophilen-Elastase
hemmt [50]. Eine Verminderung der o;-AT-Konzentration fiihrt
zu Asthma, Bronchiektasie und Lungenemphysem [51 -53]. Das
kodierende Gen fiir a-AT liegt auf Chromosom 14q32.1. Eine
Substitution von Glu durch Val in Codon 264 (S-Allel), und eine
Substitution von Glu durch Lys in Codon 342 (Z-Allel) im o;-AT-
Gen fiithren zu verminderten o,-AT-Konzentrationen [54]. Die
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Tab. 3 Assoziationen mit Lebererkrankung

Gen (Chromosom) Polymorphismus Allel Auswirkung Phdnotyp

GSTP1(11q13) SNP +313 A/G G-Allel veranderte Enzymaktivitat Risiko fiir Leberzirrhose  [48]
Codon 105

MBL2 (10q11.2-g21) SNP C/T, Codon 52 D-Allel
SNP G/A, Codon 54 B-Allel [MBL] L Risiko fiir Leberzirrhose T bei AF508/AF508 [78]
SNP G/A, Codon 57 C-Allel

ACE (17g23) Deletion von 287 bp D-Allel [ACE] T Risiko fiir Leberzirrhose T [25]

Intron 16

Frequenz dieser Polymorphismen ist, mit 8% fiir das S-Allel und
4% fiir das Z-Allel, allerdings niedrig.

Assoziationsstudien mit dem o;-AT-Gen fiihrten bei der CF zu
widerspriichlichen Ergebnissen. In einer Studie von Déring u.
Mitarb. wurde zunachst bei Patienten mit a,-AT-Defizienz {iber
eine frithere Besiedlung der Atemwege mit P. aeruginosa berich-
tet [55]. Mahadeva u. Mitarb. fanden in zwei anschlieffenden Un-
tersuchungen aber das Gegenteil der erwarteten Relation von
a,-AT-Defizienz Allelen und CF-Lungenphdnotyp. 20 ihrer insge-
samt 147 untersuchten CF-Patienten, die Trdger eines o,;-AT S-
oder Z-Allels waren, zeigten im Vergleich zu CF-Patienten mit
Normalallelen eine signifikant bessere Lungenfunktion [56]. In
einer zweiten Studie, in der die gleiche Arbeitsgruppe die a;-AT-
Allelfrequenzen bei 79 CF-Patienten mit extremen Phdnotypen
untersuchte, fanden sich keine Unterschiede in der Frequenz
der a,-AT-Defizienz Allele zwischen Patienten mit schwerer Er-
krankung die zur Lungentransplantation oder zum Tod im Kin-
desalter gefiihrt hatte, und der erwarteten Allelfrequenz in der
Normalbevélkerung [57]. Eine weitere Mutation im o,-AT-Gen
liegt 1237 Basenpaare hinter dem letzten Exon in einer Bin-
dungsstelle fiir Transkriptionsfaktoren, welche die Transkription
des Gens beschleunigen (Enhancer). Henry u. Mitarb. fanden in
einer Untersuchung an 124 Patienten mit CF nun wiederum,
dass das 1237A-Allel, welches mit einer verminderten o4-AT-
Genexpression einhergeht [58], bei den betroffenen 16 Patienten
mit weniger pulmonalen Infektexazerbationen, einer niedrige-
ren Kolonisationsrate der Atemwege mit P. aeruginosa und weni-
ger Verdnderungen im Brasfield Rontgen Score assoziiert war
[59]. Eine groRe kanadische Multi-Center Studie, die an {iber
700 CF-Patienten durchgefiihrt wurde, konnte keinen Zusam-
menhang zwischen der Lungenerkrankung bei CF und den ver-
schiedenen a,;-AT-Genvarianten finden. In dieser bisher groSten
publizierten Assoziationsstudie zum Thema, fanden sich weder
eine Assoziation zwischen dem Verlauf der pulmonalen Erkran-
kung mit den S- und Z-Allelen, noch Hinweise auf einen protek-
tiven Effekt der 3’ 1237A-Mutation im a,;-AT-Gen [60].

o,-Antichymotrypsin

Bei a,;-Antichymotrypsin (a;-ACT) handelt es sich ebenfalls um
einen Proteaseinhibitor, der von Monozyten und Hepatozyten
gebildet wird [61] und, dhnlich wie a;-AT, an der Modulation
von Immunreaktionen beteiligt ist [62]. Das a;-ACT-Gen ist auf
Chromosom 14 in Position 14q31-q31.2 lokalisiert [63]. Zwei
sehr seltene Mutationen im o;-ACT-Gen fiihren zu reduzierten

0.;-ACT-Plasmaspiegeln und sind mit familidrer chronisch ob-
struktiver Lungenerkrankungen (COPD) assoziiert [64].

Der Effekt eines a;-ACT-Mangels auf den Verlauf der CF wurde
von Mahadeva u. Mitarb. an 157 CF-Patienten untersucht [65].
Zehn Patienten, bei denen sich ein Mangel an a,;-ACT im Plasma
fand, waren seltener mit P. aeruginosa infiziert und hatten eine
mildere pulmonale Erkrankung mit besserer Lungenfunktion
und besserem Rontgen Score als die Patienten mit normalem
Plasma o,1-ACT. Eine mituntersuchte Mutation im o;-ACT-Signal-
peptid (-15Thr/Ala) korrelierte zwar nicht mit der Héhe der
a.;-ACT-Plasmaspiegel, der Genotyp -15Ala/Ala war aber mit ei-
ner milderen pulmonalen Erkrankung assoziiert [65].

Angiotensin I Converting Enzyme (ACE)

Das Angiotensin I Converting Enzyme (ACE) wird von einem Gen
auf Chromosom 17q23 kodiert. Das ACE-Gen enthdlt eine biolo-
gisch relevante Genvariante in Intron 16, bei der es sich um eine
287 Basenpaare grofRRe Insertion/Deletion (I/D) handelt. Diese
Genvariante ist fiir ca. 50% der Variabilitdt der normalen ACE-Se-
rumspiegel verantwortlich [66]. ACE-Genotypen die mit hohen
ACE-Spiegeln einhergehen, sind mit einer starkeren kérperlichen
Leistungsfdhigkeit assoziiert [67]. AufSerdem konnte fiir ACE-In-
hibitoren gezeigt werden, dass sie in den Atemwegen anti-fibro-
tische Effekte haben [68,69].

Bei der CF fand sich in einer Untersuchung an insgesamt 261 Pa-
tienten eine statistisch signifikante Assoziation des ACE DD-Ge-
notyps mit sowohl schwerer pulmonaler Erkrankung (Alter bei
dem eine FEV; von 50% d.N. unterschritten wird) als auch mit so-
nographischen Hinweisen auf eine Leberzirrhose (portale Hyper-
tension) [25]. Die schon bei Gesunden beschriebene Assoziation
des ACE-Gens mit den ACE-Serumkonzentrationen bestand auch
bei 38 untersuchten CF-Patienten, wobei die Patienten mit II-Ge-
notyp die niedrigsten ACE-Spiegel aufwiesen [25].

Beeinflussung der Infektion

Mannose-bindendes Lectin (MBL)

Das Serumprotein MBL ist ein wichtiger Bestandteil des angebo-
renen Immunsystems und schiitzt vor bakteriellen sowie viralen
Infektionen. In dem es an Liganden auf der Oberfliche von Mi-
kroorganismen bindet, fiihrt es, iber die Aktivierung des Kom-
plementsystems, zur Phagozytose [70]. Das fiir MBL kodierende
Gen, MBL2 genannt, liegt auf Chromosom 10 in Position
10q11.2-q21. In Exon 1 von MBL2 befinden sich drei voneinander
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unabhdngige Missensemutationen, die jeweils zu einer erhebli-
chen Verminderung der MBL-Serumkonzentration fiihren [71].
Diese Allelvarianten werden als MBL2-0-Allele bezeichnet, wah-
rend die Normalallele MBL2-A-Allele genannt werden. Heterozy-
gotie fiir die 0-Allele fiihrt zu einer Verminderung der funktiona-
len MBL-Untereinheiten im Serum auf 10-20%, Homozygotie
zur absoluten MBL-Defizienz [72]. Dariiber hinaus wird MBL im
Serum von einem Polymorphismus in Position -221 im
MBL2-Promotor beeinflusst, der als Y-Allel zu einer hohen und
als X-Allel zu einer niedrigen MBL-Expression fithrt [73]. In meh-
reren Studien konnte eine Assoziation zwischen den MBL2-0-Al-
lelen und einem erhohten Risiko fiir verschiedene Infektionen
nachgewiesen werden [74,75].

Bei der CF ist das Vorhandensein von MBL2-0-Allelen mit schwe-
rerer Lungenerkrankung und héherer Mortalitdt assoziiert. Gar-
red u. Mitarb. fanden, in einer Gesamtpopulation von 149 CF-Pa-
tienten, im Vergleich zu homozygoten Wildtyp Tragern, bei P. ae-
ruginosa besiedelten Tragern von MBL2-0-Allelen eine signifi-
kant schlechtere Lungenfunktion sowie ein 3-fach erhéhtes Risi-
ko fiir Tod oder die Notwendigkeit einer Lungentransplantation
[76]. Ahnliche Ergebnisse wurden auch von Gabolde u. Mitarb.
in einer Population von 164 AF508 homozygoter CF-Patienten
berichtet. Die 11 Patienten dieser Population die homozygot
oder compound heterozygot fiir die MBL2-0-Allele der Codons
52, 54 und 57 waren, hatten, im Vergleich zu Trdgern von Wild-
typ-Allelen, ebenfalls eine signifikant schlechtere Lungenfunkti-
on [77]. Die gleiche Arbeitsgruppe konnte in einer spateren Stu-
die auch eine Assoziation von MBL2 mit Leberzirrhose bei CF zei-
gen [78].

HILA Klasse II-Allele

Allergische Symptome wie bronchiale Hyperreagibilitdt, positi-
ver Hautpricktest, erhéhte Konzentrationen von Serum IgE und
prdzipitierende Antikorper, kommen bei der CF gehduft vor
[79,80]. Atopische CF-Patienten scheinen einen schwereren
Krankheitsverlauf zu haben, als nicht atopische [80]. Daher ist
es vorstellbar, dass bestimmte Gene, die das Risiko an einer Aller-
gie zu erkranken erh6hen, den Verlauf der CF negativ beeinflus-
sen. Fiir einige der Haupt-Histokompatibilititskomplex (MHC)
Klasse II-Allele (DR4-DR7) konnte in der Normalbevdlkerung
eine Assoziation mit allergischen Erkrankungen gezeigt werden
[81,82].

In einer Untersuchung an 98 Erwachsenen mit CF fand sich, im
Vergleich zu Gesunden ohne Allergie, eine signifikante Haufung
der HLA Klasse II-Allele DR4 und DR7 und des DR7/DQA*0201
Haplotyps. In der Gruppe der CF-Patienten war das DR7-Allel
mit erhdhtem Gesamt-IgE und mit chronischer P. aeruginosa Be-
siedlung assoziiert. Eine Assoziation zwischen HLA Klasse II-Al-
lelen und FVC oder FEV, fand sich in dieser Untersuchung nicht
[83].

Neuronale (NOS1) und endotheliale NO-Synthase (NOS3)

Der Botenstoff Stickstoffmonoxid (NO) wird von Enzymen gebil-
det, die NO-Synthasen (NOS) genannt werden. NOS kommt in
drei verschiedenen Isoformen vor: NOS1 (neuronale NOS), NOS2
(induzierbare NOS) und NOS3 (endotheliale NOS). Die NOS-Iso-
formen werden in unterschiedlichen Zellen der Atemwege expri-
miert, wie in Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, Endo-

und Epithelzellen, Nervenzellen und glatten Muskelzellen
[84,85]. In den Atemwegen ist NOS an der Regulation zahlreicher
physiologischer Prozesse beteiligt, unter anderem an der Infekt-
abwehr, der Regulation des bronchialen Widerstandes sowie der
Neurotransmission [86 - 88]. Bei Patienten mit entziindlichen Er-
krankungen der Atemwegen wie dem Asthma bronchiale sind
die in der Ausatemluft messbaren Konzentrationen von NO er-
hoht. Trotz, oder vielleicht wegen, der chronischen pulmonalen
Inflammation finden sich bei CF-Patienten jedoch erniedrigte ex-
spiratorische NO-Werte [89-92]. In einigen Studien zeigte sich
bei CF-Patienten eine positive Korrelation zwischen der Hohe
der pulmonalen NO-Konzentrationen und der Lungenfunktion
[90,91,93 -95]. Dies deutet darauf hin, dass der Verlauf der pul-
monalen Erkrankung durch Unterschiede in der individuellen
NO-Synthese beeinflusst wird.

Das Gen der NOS1 liegt auf Chromosom 12 in Position
12q24.2-q24.31. Bei Asthmatikern konnte gezeigt werden, dass
eine Wiederholungssequenz in Intron 20 von NOS1 mit der Va-
riabilitat des exspiratorischen NO assoziiert ist [96]. Der gleiche
Polymorphismus ist auch bei der CF mit der Hohe des exhalier-
ten NO assoziiert [97]. Patienten mit ldngeren Wiederholungsse-
quenzen haben niedrigere NO-Konzentrationen als Patienten
mit kiirzeren Sequenzen. In einer Untersuchung an 75 CF-Patien-
ten konnte auRerdem gezeigt werden, dass die Trdager der
NOS1-Genvarianten, die mit niedrigerem NO assoziiert waren,
ein hoheres Risiko der Besiedlung der unteren Atemwege mit P.
aeruginosa hatten [97]. Diese NOS1-Genotypen mit niedriger
NO-Synthese scheinen auch die Besiedlung der oberen Atemwe-
ge durch pathogene Keime zu begiinstigen [98,99]. Die Bedeu-
tung der NOS1 als modifizierendes Gen bei der CF konnte kiirz-
lich bestdtigt werden. In einer Untersuchung an 59 Erwachsenen
mit CF wurde gezeigt, dass eine CA-Wiederholungssequenz im
NOS1-Gen ebenfalls mit der Hohe des NO in den Atemwegen as-
soziiert ist. NOS1-Genotypen die zu einem héheren NO in den
Atemwegen fiihren waren in dieser Untersuchung mit einer
langsameren Verschlechterung der Lungenfunktion assoziiert
[100].

Die zweite konstitutiv in den Atemwegen exprimierte NOS-Iso-
form ist NOS3. Sie wird von einem Gen kodiert, das auf Chromo-
som 7 in Position 7q35 - 36 liegt. Das NOS3-Gen enthdlt an Posi-
tion 894 in Exon 7 eine G/T-Mutation, die im Codon 298 zum
Austausch von Aspartat gegen Glutamat fiihrt [101], was die Sta-
bilitdt des NOS3-Proteins verdndert [102]. Fiir diese Genvariante
konnte, wiederum zundchst bei Patienten mit Asthma, gezeigt
werden, dass sie ebenfalls mit der Hohe des exhalierten NO asso-
ziiert ist [103].

In einer Studie an 70 CF-Patienten fand sich, dhnlich wie bei den
Untersuchungen an NOS1, dass das NOS3 894G-Allel sowohl mit
niedrigeren NO-Werten in der Ausatemluft, als auch mit einer
hoéheren Kolonisationsrate mit P. aeruginosa assoziiert war. Die-
se Assoziation mit NOS3 bestand allerdings nur bei den weibli-
chen CF-Patienten [104]. Eine mdgliche Erkldrung fiir dieses Er-
gebnis liegt darin, dass die Aktivitdt von NOS3, z.B. im GefdfSen-
dothel, durch Ostrogene stimuliert werden kann, was zu einer
hoheren Aktivitit dieses Enzyms bei Frauen im Vergleich zu
Mannern fiihrt [105]. Da Frauen aber, im Vergleich zu Médnnern,
eine um etwa 50% geringere NO-Produktion in den Atemwegen
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haben [106], ist es vorstellbar, dass der Krankheitsverlauf bei Pa-
tientinnen, die aufgrund ihrer genetischen Disposition eine ge-
ringere NO-Synthese haben, in bestimmten Situationen nicht
ausreichend NO produzieren kdnnen und so der Krankheitsver-
lauf negativ beeinflusst wird. Diese Hypothese wurde kiirzlich
durch eine Studie an Patienten mit Sichelzellandmie unterstiitzt.
Bei der Sichelzellandmie handelt es sich ebenfalls um eine Er-
krankung mit pulmonaler NO-Defizienz [107,108]. In dieser Stu-
die fand sich, dhnlich wie bei der CF, eine Assoziation zwischen
NOS3-Genvarianten mit verminderter NO-Synthese und pulmo-
nalem Phdnotyp bei Frauen aber nicht bei Mdnnern [109].

Interleukine-10 (IL-10)

IL-10 gehort zu den Zytokinen mit antiinflammatorischer Wir-
kung. Bei der CF ist die Bildung von IL-10 im Vergleich zu Gesun-
den vermindert [110-112]. Im IL-10 Gen existiert ein funktionell
relevanter Polymorphismus an Position - 1082 der Promotorre-
gion. Aus Studien an Mdusen ergeben sich Hinweise, dass IL-10
eine wichtige Rolle bei der endobronchialen Infektion mit P. ae-
ruginosa spielt [113,114] und an der Regulation der T-Zell-ver-
mittelten Antwort auf eine Infektion mit A. fumigatus beteiligt
ist [115-117].

In einer deutsch-franzésischen Kooperationsstudie an 387 Pa-
tienten mit CF konnte kiirzlich gezeigt werden, dass CF-Patien-
ten mit dem IL-10- 1082 Allel, das mit einer erhéhten IL-10 Pro-
duktion assoziiert ist, eine signifikant erhdhte Kolonisationsrate
mit A. fumigatus aufwiesen und ein erhdhtes Risiko hatten an ei-
ner allergischen bronchopulmonalen Aspergillose (ABPA) zu er-
kranken [118].

Probleme der bisherigen Studien und Ausblick

Hauptprobleme der bisherigen Assoziationsstudien sind geringe
Fallzahlen, kontroverse Ergebnisse (wie bei a1-AT, TNF-a, TGF-f3,
GST-M1) oder noch nicht in einer unabhdngigen Population be-
stdtigte Assoziationen (z.B. ACE, HLA-II, B2-AR, a.1-ACT). Bei den
oben aufgefiihrten Studien wurde eine KohortengroRe von 100
Patienten nur selten iiberschritten. Die Grof3e der untersuchten
Population ist aber von erheblicher Bedeutung, wie z.B. die un-
terschiedlichen Ergebnisse der verschiedenen Studien zu a.1-AT
zeigen [55-57].

Ein weiteres Problem stellt die zum Teil recht unterschiedliche
Definition des Phdnotyps dar, welche sich unter anderem aus
dem unterschiedlichen Studiendesign ergibt. Bei den Studien zu
NOS1 z.B. fand sich in einer longitudinalen Untersuchung eine
Assoziation mit dem Verlauf der Lungenfunktion aber nicht mit
Keimbesiedlung [100], in einer Querschnittsuntersuchung hin-
gegen eine Assoziation mit Keimbesiedlung, aber nicht mit der
Lungenfunktion [97].

Bei der Diskussion der Auswahl der zu untersuchenden Marker
des Phdnotyps, gibt es die Méglichkeit nur extreme Phanotypen
zu beriicksichtigen, da die so gefundenen Assoziationen viel-
leicht starker und daher glaubhafter sind. Andererseits fiihrt die-
se Auswahl zu einer Verkleinerung der Population und so wer-
den womoglich auch relevante Assoziationen mit diesem Design
nicht erkannt. Dieses Problem kann kompensiert werden, indem

die Populationsgrofe erheblich angehoben wird. In eine derzeit
in den USA durchgefiihrten Multicenter-Studie zu modifizieren-
den Genen werden nur CF-Patienten mit gleichem CFTR-Genotyp
(DF508/DF508) und extrem unterschiedlichen Phdnotyp einge-
schlossen. Die Patienten werden anhand ihrer longitudinal erho-
benen FEV;-Werte einer von drei Gruppen zugeordnet: 1)
schwere Lungenerkrankung, 2) milde Lungenerkrankung bei
jiingeren (15-28 Jahre) und 3) milde Lungenerkrankung bei dl-
teren (>29 Jahre) Patienten. In diese Studie wurden bereits {iber
900 Patienten eingeschleust. Vorldufige Auswertungen zeigen,
etwas iiberraschend, dass die P. aeruginiosa Besiedlung der
Atemwege mit 85-89% in den drei Gruppen etwa gleich ist. Da-
ten liber das Alter bei Erstbesiedlung mit diesem Keim liegen
nicht vor. In einer ersten Analyse wurden 10 Gene untersucht,
fiir die von anderen Gruppen bereits eine Assoziation mit der CF-
Lungenerkrankung beschrieben wurde. Mit dem Schweregrad
der pulmonalen Erkrankung fand sich hier eine Assoziation mit
drei genetischen Markern im TGF-3-Gen. Mit den anderen Ge-
nen, darunter z.B. ACE, MBL, TNF-o und NOS3, fand sich keine
Assoziation mit dem Verlauf der Lungenfunktion, was die vorhe-
rigen Studien zum Teil bestatigt, da diese, wie z.B. im Fall von
NOS3, eine Assoziation mit der Keimbesiedlung aber nicht mit
der Lungenfunktion beschrieben hatten [119].

Parallel zu dieser US-amerikanischen Initiative lduft derzeit in
Kanada eine groRe multizentrische nationale Studie, an der 40
CF-Zentren beteiligt sind. Diese Studie hat zum Ziel, alle verfiig-
baren CF-Familien Kanadas (ca. 3000 Patienten) zu rekrutieren.
In dieser Studie wird DNA sowohl von den Patienten, als auch
von deren Eltern gesammelt und untersucht. Analysiert werden
Marker in 1) bestimmten Genen, die schon in anderen Studien
identifiziert wurden oder aus anderen Griinden als Kandidaten-
gen interessant erscheinen, 2) in speziellen genomischen Regio-
nen, die z.B. mit bei der CF-Maus identifizierten Regionen kor-
respondieren, sowie 3) in Form eines Genom-weiten Scans in
der Familien-DNA. Bis jetzt wurden 1382 Familien, darunter 570
Trios (CF-Patient plus beide Eltern), in die Studie aufgenommen.
Zur Zeit liegen Ergebnisse fiir 56 genetische Marker in 39 Genen
verschiedener funktioneller Kategorien vor. Bei 7 dieser geteste-
ten Gene fand sich eine statistisch signifikante Assoziation mit
mindestens einer klinischen Variable. Zu diesen Genen gehéren
TGF-f und Cathepsin B, fiir die bei der CF auch schon in anderen
Studien eine Assoziation mit dem pulmonalen Phdnotyp be-
schrieben wurde, sowie TNF-f3, dem Kalzium-abhdngigen Chlo-
ridkanal CLCA1, und SLC22A, einem Transporter fiir organische
Ionen, fiir die erstmalig eine Assoziation mit der CF-Lungener-
krankung gefunden wurde [120].

Es bleibt abzuwarten, ob in den oben genannten Studien noch
weitere, den Verlauf der CF modifizierende Gene identifiziert
werden, und ob die jeweiligen Ergebnisse in den Studien mit un-
terschiedlichen Einschlusskriterien und Design untereinander
reproduzierbar sind.

Zusammenfassend zeigen die aufgefiihrten Studien, dass modifi-
zierende Gene fiir den Verlauf der Lungenerkrankung bei CF eine
wichtige Rolle zu spielen scheinen. Bevor einzelne genetische
Varianten jedoch eindeutig in ihrer Relevanz eingestuft werden
konnen, bedarf es der Bestdtigung der einzelnen Untersuchungs-
ergebnisse in groferen, unabhdngigen Populationen. Letztlich
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besteht die Hoffnung, dass sich aus diesen Erkenntnissen neue
Ansitze der Therapie ergeben und Risikogruppen definiert wer-
den kénnen, die einer fritheren und intensiveren Behandlung zu-
gefiihrt werden miissen (Tab.1, Tab. 2, Tab. 3).
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