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1. Einleitung

1.1 Einfithrung in die Thematik der cystischen Fibrose

In Deutschland sind aktuell ca. 8.000 Menschen an Mukoviszidose erkrankt. Die
monogenetische Erkrankung wurde erstmals 1936 beschriebe(l). Das der Erkrankung
zugrundeliegende CFTR-Gen wurde 1989 entdeckt(2). Seit der Entdeckung sind mittlerweile
ca. 2000 unterschiedliche Mutationen beschrieben worden. Die Mukoviszidose ist eine
autosomal-rezessiv vererbte Multiorgankrankheit, die auch cystische Fibrose (CF) genannt
wird. Aufgrund der Mutationen, die im CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) Gen auf dem langen Arm des Chromosoms 7 liegen, kommt es zu einem Fehlen oder
einer Dysfunktion des epithelialen Ionenkanals CFTR. Der Ionenkanal ist ein cAMP regulierter
Chloridkanal(3)(4)(5). Durch diesen Defekt wird ein Pathomechanismus in Gang gesetzt, der
durch eine Reduktion des Transportes von Chlorid- und Bikarbonat-Ionen induziert wird. Es
kommt zu einer Reduktion der Fliissigkeitsschicht. In der Folge treten bronchopulmonale
Infektionen auf, durch die vor allem neutrophile Granulozyten aktiviert werden, die durch
Freisetzung von Proteasen und Oxidanzien in hoher Konzentration selbst zu Gewebeschéden
in der Lunge fithren konnen(6)(7).

Aufgrund der Tatsache, dass ca. 2000 Mutationen bekannt sind, konnen unterschiedliche
Defekte durch die verschiedenen Mutationen auftreten. Diese Defekte sind in sogenannte
Mutationsklassen eingeteilt, von denen es insgesamt sechs gibt(5). In der Mutationsklasse 1
treten Mutationen auf, die zu einer fehlerhaften Synthese der messenger-Ribonukleinséure
fithren. Es wird die Translation abgebrochen und kein vollstdndiger Proteinstrang gebildet. Dies
wird  hervorgerufen = durch  Deletionen, Stoppcodons oder Sequenzen  mit
Leserasterverschiebung. Als Folge findet sich fast kein CFTR an der Zellmembran(8). Durch
die Mutationen der Klasse 2 kommt es zu einem verminderten oder fehlenden Transport des
CFTR an die Zellmembran, aufgrund fehlerhafter Konformation des CFTR-Proteins mit
vorzeitigem Abbau durch das Proteosoms. Die F508del Mutation der Klasse 2 ist die hiufigste
Mutation und fiihrt zum Verlust einer Aminosdure durch eine Deletion der Aminoséure
Phenylalanin. Es werden die zytoplasmatischen und membranintegrierten Doménen nicht
angefligt werden. Zusitzlich ist die Reifung des Proteins gestort. Zusitzlich zeichnet sich die
F508del Mutation aber auch dadurch aus, dass ein Teil der defekten CFTR-Molekiile an die
Zellmembran gelangen, wo ihre Funktionsfdhigkeit durch die fehlerhafte Tertidrstruktur
vermindert ist. Des Weiteren ist die Membranstabilitit ebenfalls verringert durch eine
vorzeitige Endozytose(4). Die F508del Mutation hat dementsprechend auch Anteile der Klasse

3 und 6. Die Klasse 3 Mutationen, die auch Gating-Mutationen genannt werden, fithren zu einer



verminderten Offnungswahrscheinlichkeit des Chloridkanals durch reduzierte Aktivierbarkeit
des CFTR. Das bekannteste Beispiel ist die Mutation G551D, bei der die Bindung von ATP
vermindert ist durch Substitution der Aminoséure Glycin in Position 551 des CFTR Proteins
durch Asparaginsdure(9)(10). Die Klasse 4 Mutationen zeichnen sich durch eine verminderte
Leitfahigkeit des CFTR aus, wodurch in der Folge ein verringerter Chloridionenfluss
entsteht(3). Alternatives Splicing, Defekte in der Promotorregion oder im Intron lokalisierte
Mutationen fiithren in der Klasse 5 zu einer verminderten Anzahl funktionsfahigem CFTR-
Protein(3). Im Gegensatz dazu ist bei Klasse 6 Mutationen eine verminderte Stabilitit des
CFTR-Proteins vorhanden, da es zu einem frithzeitigen lysosomalen Abbau aufgrund einer
fehlerhafte Tertidrstruktur kommt(11). Mutationen der Klassen 1 bis 3 resultieren mehrheitlich
in einer zu vernachldssigenden CFTR-Restfunktion von maximal zehn Prozent und kénnen
somit als schwere Mutationen bezeichnet werden. Mutationen der Klassen 4-6 sind meist milde
Mutationen, die mit einer klinisch relevanten CFTR-Restfunktion einhergehen(1)(10).
Signifikante Organverédnderungen finden sich bei Patienten mit CF hauptsdchlich an der Lunge,
den unteren und oberen Atemwegen, dem Magen-Darm-Trakt, der Leber und der
Bauchspeicheldriise. Die Mortalitit und Morbiditét der CF wird jedoch am starksten durch die
bronchopulmonale Manifestation bestimmt(7)(12). Durch den defekten CFTR Chloridkanal
entsteht eine in der Hohe reduzierte Fliissigkeitsschicht (ASL, airway surface liquid) auf der
Schleimhaut der Bronchien und bedingt dadurch eine Verminderung der wichtigen
mukozilidren Clearance(6). Induziert wird mit diesem defekt ein Circulus vitiosus mit
Mukusobstruktion, Inflammation und bakteriellen bronchopulmonalen Infektionen, der
unweigerlich zu bronchialen und pulmonalen Destruktionen fiihrt. Durch die Inflammation
werden Oxidanzien und Proteasen freigesetzt (z.B. Elastase und Matrix-Metalloproteinasen),
die ebenfalls destruierend wirken konnen(13). Zusédtzlich entstehen Atemwegobstruktionen
durch Elastasen und viskdser Mukus durch Akkumulation extrazellulirer DNA und Aktin
durch die Zersetzung angehéufter Neutrophile(14)(15). Anti-infektive, anti-inflammatorische,
anti-obstruktive und schleimlosende Therapien zielen mafgeblich darauf ab, diesem

Pathomechanismus entgegen zu wirken(16).

1.2 Bakterielle pulmonale Infektionen als Hauptmanifestation der CF
Der Hauptfokus der anti-infektiven Therapie liegt auf der inhalativen, oralen und intravendsen
Antibiotikatherapie von dem gram-negativen Stabchen Pseudomonas aeruginosa, weil dieser

Keim dazu neigt einen mukoiden Stamm zu bilden und damit zu einer chronischen Infektion



fihrt und die Prognose der Patienten maBgeblich beeinflusst(16). Leitlinien zur
Eradikationstherapie und zum klinischen Vorgehen bei chronischer Pseudomonas aeruginosa
Infektionen wurden deshalb sinnvollerweise etabliert(17). Weitere Bakterien wie zum Beispiel
Hdamophilus influenzae und Staphylokokkus aureus im Kindesalter und Achromobacter
xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia spp. und auch Staphylokokkus
aureus (Abb. 1) im Erwachsenenalter spielen ebenfalls eine Rolle im Kontext einer

bronchopulmonalen Exacerbation respektive einer chronischen Infektion(16).
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Abb. 1.* Altersabhidngige Haufigkeit des Bakteriennachweises in % von Patienten mit
mikrobiologischer Untersuchung 2018 (n=5870)(18). *Die Nutzungsgenehmigung wurde beim
Mukoviszidose e.V. (Dr. Miriam Schlangen) eingeholt.

1.3 Nachweis von Pilzen im Respirationstrakt von Patienten mit CF

Epidemiologische Studien zur fungalen Kolonisation des Respirationstraktes bei CF ergaben
einen hohen Anteil an Faden- und Sprof3pilze. Unter den Fadenpilzen war Aspergillus fumigatus
der am hiufigsten nachgewiesene Pilz (>50%) und Candida albicans unter den SproBpilzen
(>50%)(19-21). Bei den Fadenpilzen treten am hdufigsten nach Aspergillus spp. vor allem
Scedosporium/Lomentospora spp. auf. Diese Pilzspezies kann zu schweren Infektionen bei
immunsuppremierten Patienten fithren, wie zum Beispiel nach Lungentransplantation(22-24).

Eine Besonderheit von Scedosporium/Lomentospora Spezies, die zu der Gruppe der
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Hyalohyphomykosen aufgrund der Bildung septierter Hyphen im Gewebe gehdrt, ist der
erschwerte Nachweis im Bronchialsekret. Aus diesem Grund sind epidemiologische Daten zu
Pilzen abgesehen von Candida spp. und Aspergillus spp. schwer zu bewerten. Der Nachweis
von Spezies des Scedosporium/Lomentospora Komplexes gelingt deutlich schlechter, wenn bei
der mikrobiologischen Diagnostik kein Selektivmedium verwendet wird(25).

Zusitzlich werden aber auch weitere andere, vor allem seltene, Pilze bei Patienten mit CF
nachgewiesen, wie zum Beispiel Exophiala dermatidis, Trichosporon mycotoxinivorans oder
Geotrichum spp.(19,26). In einer aktuellen eigenen Arbeit zur Epidemiologie von Pilzen im
Bronchialsekret von Patienten mit CF in Deutschland konnte in der Analyse von 4153 Patienten
ebenfalls gezeigt werden, dass nach dem Sprosspilz Candida albicans der Fadenpilz
Aspergillus fumigatus am haufigsten nachgewiesen werden konnte. Weniger hiufig sind die
Atemwege mit Exophiala spp. und mit Scedosporien spp. besiedelt (Abb.2, unpublizierte
Daten).
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Abb.2 Altersabhingige Héufigkeit des Pilznachweises in % von Patienten mit
mikrobiologischer Untersuchung 2017 (n=4153), unpublizierte Daten.

Die Ursachen fiir den hdufigen Nachweis von Pilzen im Respirationstrakt von Patienten mit CF
sind noch ungeklart. Folgende unterschiedlichen Hypothesen werden aber in diesem Kontext
diskutiert: 1) der hdufige Gebrauch von Antibiotika (inhalativ, oral und intravends)(27-29) und
inhalativen Kortikosteroiden(30), ii) das zunehmende Alter der Patienten(31), iii) die

signifikante Verbesserung der mikrobiologischen Nachweismethoden fiir Pilzspezies wie zum



Beispiel verbesserte Kulturmethoden(32-35), PCR(36) oder Oligonukleotid Arrays(37).
Inwiefern die zuvor genannten Pilze eine klinische Relevanz bei Patienten mit CF besitzen, ist

nach wie vor nur zum Teil bekannt und Bedarf weiterer Forschung auf diesem Gebiet.

1.4 ABPA als einzige mit Pilzen assoziierte respiratorische Manifestation bei CF

In Bezug auf die klinische Bedeutung von Pilznachweisen in respiratorischem Material bei
Patienten mit CF sind nur wenige Publikationen vorhanden. Anhand von Registerdaten des
deutschen Mukoviszidoseregisters konnte jedoch erstmals an einer groeren Patientenkohorte
ein Einfluss auf die Lungenfunktion demonstriert werden. Von den 2599 Patienten waren
32.5% mit Aspergillus spp. kolonisiert. Diese Patienten hatten eine signifikant schlechtere
FEV: Prozent vom Soll mit einem Median von 64.5 + 24.6 im Vergleich zu 75.7 + 27.3
(p<0.0001). Eine Limitierung dieser Studie ist die fehlende Unterscheidung der Patienten mit
positivem Aspergillusnachweis in die jeweilige Krankheitsentitdt. So konnen Patienten mit
Aspergillus spp. Nachweis eine harmlose Besiedlung, eine Sensibilisierung oder eine klinisch
relevante ABPA haben(38,39). In der Literatur gibt es aktuell Hinweise fiir neue Aspergillose-
Krankheitsentititen(38—40). Beschrieben wird in einzelnen Patientenféllen die Aspergillus-
Bronchitis und aktuell auch Patienten mit einer Aspergillus-Pneumonie(41,42). Auf diese
Krankheitsentitdten wird im Rahmen der Habilitationsarbeit ndher eingegangen. Nur die
ABPA ist als Krankheitsentitit in Bezug auf eine klare Diagnosestellung und Therapie bei der
CF in der Literatur beschrieben worden(43—-52). Im Rahmen einer CF kann sich jedoch die
Diagnosestellung als sehr schwierig gestalten, da oft Symptome der ABPA nicht von
Symptomen einer bronchopulmonalen Exacerbation zu trennen sind. Aus diesem Grund hat
eine Konsensuskonferenz Diagnosekriterien erarbeitet, die die Diagnosestellung im Kontext
der CF erleichtern sollen(44). Jedoch werden auch mit dieser Empfehlung verspétete Diagnosen
einer ABPA gestellt oder sogar iibersehen, weshalb es besonders in Bezug auf die ABPA einen
hohen Bedarf an einer verbesserten Diagnostik gibt.

Die vorgelegte Habilitationsschrift bearbeitet das Thema pulmonale Pilzinfektionen bei CF.
Das Ziel der wissenschaftlichen Arbeit war, Themen von der Epidemiologie bis zur Therapie
von Pilzinfektionen bei CF zu bearbeiten, um ein mdglichst umfassendes Bild zur Bedeutung
der pulmonalen Pilzerkrankungen zu bekommen. Das Thema ist wissenschaftlich ein
weitgehend unbearbeiteter Bereich im Kontext der CF. Wissenschaftliche Arbeiten zum Thema

pulmonale Infektionen haben sich fast ausschlieBlich mit bakteriellen Infektionen beschéftigt.



Das einzige wissenschaftlich bearbeitete Thema in Bezug auf Pilze bei CF ist die ABPA,

welches aber ebenfalls in den eigenen Forschungsergebnissen integriert wurde.

1.5 Fragestellung der Arbeit

Anhand verschiedener Fragestellungen wurde das Thema bronchopulmonale Pilzerkrankung
bei Patienten mit CF bearbeitet. Da nur wenig epidemiologische Daten vorliegen zu diesem
Thema wurde zundchst der Frage nachgegangen, ob neben Bakterien auch Pilze in einer
signifikanten Zahl im Sputum von Patienten mit CF nachgewiesen werden konnen. In
Zusammenarbeit mit europdischen, mikrobiologischen Zentren wurden die jahrlich detektierten
Pilze im Sputum von Patienten mit CF analysiert, um quantitative und qualitative Aussagen zu
dieser Frage treffen zu konnen. Konsequenterweise wurde im néchsten Schritt der Frage
nachgegangen, ob der Nachweis von Pilzen eine Bedeutung hat. Neuartige, sensitive
Diagnostikverfahren (ARTE Assay)(53) wurden verwendet, um zu untersuchen, inwiefern sich
die Pilzbesiedlung im Respirationstrakt bei Patienten mit CF in harmlose Besiedlung und
Infektion unterscheiden lédsst. Da A. fumigatus einer der am héufigsten nachgewiesenen Pilze
bei CF ist, stellte sich die Frage nach der klinischen Bedeutung und Manifestation. Demzufolge
wurden mit klinischen, serologischen, immunologischen und radiologische Biomarkern
pulmonale Aspergillosen untersucht(19,47-51). Die stirkste klinische Relevanz bei den
klinischen Manifestationen der Aspergillosen hat die ABPA. Statistische Analysen des
Berliner Patientenkollektivs wurden durchgefiihrt mit dem Ziel Risikofaktoren fiir eine ABPA
zu finden(52). In Bezug auf Besonderheiten bei therapeutischen MaBBnahmen von pulmonalen
Pilzerkrankungen war klinisch die Frage nach einem Therapieregime fiir resistente Pilze aus
dem Scedosporium apiospermum Komplex und von Lomentospora prolificans von grofler
Bedeutung. Anhand von den Biomarkern Lungenfunktion, Radiologie und klinischer
Symptomatik wurden prospektiv unterschiedliche antifungale Therapieregime (Mono- versus
Kombinationstherapie) untersucht, um diese Frage zu beantworten(38,54,55).

Anhand der zuvor genannten Fragestellungen wurden die eigenen Forschungsergebnisse und
Publikationen chronologisch unterteilt in Arbeiten zu epidemiologischen Daten zur pulmonalen
Pilzkolonisation, zu diagnostischen Verfahren zum Pilz- und Infektionsnachweis, zu
Definitionen der Krankheitsentititen in Bezug auf Faden- und Sprosspilze, zu Risikofaktoren

fiir pulmonale Pilzerkrankungen und zu Therapien von speziellen Pilzinfektionen.
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2. Eigene Arbeiten im wissenschaftlichen Kontext

2.1 Epidemiologie der Pilznachweise im Respirationstrakt von Patienten mit CF

Der Hauptfokus der mikrobiologischen Analysen bei CF liegen auf den Bakterien, da die
bronchopulmonalen Infektionen vor allem durch Bakterien ausgelost werden. Es treten aber
auch schwere Pilzinfektionen auf, die héufig iibersehen werden. Da es aber kaum Daten zur
Epidemiologie von Pilznachweisen im Bronchialsekret von Patienten mit CF gibt, war im
Rahmen der Forschungsarbeit ein wichtiger Ansatz, grundlegende und epidemiologische Daten
zum Pilznachweis bei CF zu studieren. Hierfiir wurde ein etabliertes europdisches Netzwerk
genutzt, um im Rahmen einer europdischen Studie an insgesamt neun CF Zentren tiber 60.000
Proben aus bronchialem Sekret bei Patienten mit CF zu untersuchen. Der am héaufigsten
nachgewiesene Fadenpilz in den neun europdischen Zentren war Aspergillus fumigatus mit
maximal 42.4% (in Osterreich). Bei den SproBpilzen war Candida albicans mit bis zu 79.9%
(in Italien) der haufigste Sprofpilz. Jedoch konnte mit dieser europaweiten Studie ein deutlicher
Unterschied in der Inzidenz der Faden und SprofBpilze gezeigt werden. Allein beim Nachweis
von Aspergillus fumigatus zeigten sich grof3e Unterschiede mit einer Spannweite von 3.9% bis
42.4%. Bei Candida albicans reichte der Unterschied von 45% bis 79.9%.

Zusammenfassend belegt die europaweite Studie grofle regionale Unterschiede im Nachweis
von unterschiedlichen Pilzen im Respirationstrakt von Patienten mit CF und zeigt damit den

Bedarf an einer strukturierten und einheitlichen mykologischen Diagnostik.

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Arbeit Schwarz C, Bouchara JP, Buzina
W, Chrenkova V, Dmenska H, de la Pedrosa EGG, Canton R, Fiscarelli E, Le Govic Y, Kondori
N, Matos T, Romanowska E, Ziesing S, Sedlacek L. Organization of Patient Management and
Fungal Epidemiology in Cystic Fibrosis. Mycopathologia. 2018 Feb,;183(1):7-19. doi:
10.1007/s11046-017-0205-x. Epub 2017 Nov 3.

Ubersetzung durch den Autor:

. Das Erreichen eines besseren Lebens fiir Mukoviszidose-Patienten
(CF) ist hauptsdchlich auf ein besseres Management und eine bessere
Infektionskontrolle in den letzten drei Jahrzehnten zuriickzufiihren.
Hier wollen wir die Eckpfeiler fiir ein effektives Management von CF-
Patienten zusammenfassen und einen Uberblick iiber das Wissen iiber

die Pilzepidemiologie in diesem klinischen Kontext in Europa geben.
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Gezeigt werden Daten aus einer retrospektiven Analyse, die 66.616
Proben von 3235 CF-Patienten umfasst, die in 9 CF-Zentren aus

3

verschiedenen europdischen Ldindern nachbeobachtet wurden. *
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2.2 Anwendung der anti-fungalen TH17 Reaktion als neuartiger Marker fiir eine
Lungenpathologie bei Patienten mit CF und akuter ABPA

Neben dem allgemeinen Nachweis von Pilzen, ist die spezifische Diagnostik von Aspergillus-
Entitdten eine groBe Schwierigkeit und Schwachstelle. Dies ist vor allem bei der haufigsten
Aspergillus-Entitét, der ABPA, der Fall. Die Diagnosestellung einer ABPA bei Patienten mit
CF ist erschwert durch eine Uberlappung von klinischen Allgemeinsymptomen der
Grunderkrankung und den spezifischen Symptomen der akuten ABPA. Verspitete
Diagnosestellung der ABPA konnen bereits nach kurzer Zeit irreversible Lungenschidden wie
Bronchiektasen verursachen, weshalb die Entwicklung, Testung und Implementierung
neuartiger diagnostischer Marker sowie das Verstdndnisses des Pathomechanismus von grof3er
Bedeutung ist. In der vorliegenden Forschungsarbeit konnte erstmals eine wichtige Rolle der
T-Zellen bei akuter ABPA nachgewiesen werden. Von den 188 untersuchten Patienten mit CF
zeigten nur Patienten, die eine akute ABPA hatten, signifikant erhohte TH-17 Frequenzen. Als
weiteres Ergebnis konnte erstmals gezeigt werden, dass Candida albicans diese TH-17 Antwort
auslost.

Zusammenfassend l4sst sich mit der TH-17 Antwort ein neuer Marker fiir die Diagnostik einer
akuten ABPA beschreiben. Des Weiteren konnte mit der Kreuzreaktivitit zwischen Candida
albicans und Aspergillus fumigatus und der Induktion einer Lungenpathologie durch
Aspergillus-spezifische TH-17 Zellen ein neues immunologisches Phdnomen beschrieben

werden.

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Arbeit Bacher P, Hohnstein T, Beerbaum
E, Rocker M, Blango MG, Kaufmann S, Réhmel JF, Eschenhagen P, Seidel K, Rickerts V, Lozza
L, Stervbo U, Nienen M, Babel N, Milleck J, Assenmacher M, Cornely OA, Wisplinghoff H,
Heine G, Worm M, Creutz P, Tabeling C, Ruwwe-Glosenkamp C, Sander LE, Knosalla C,
Brunke S, Hube B, Kniemeyer O, Brakhage AA, Schwarz C, and Scheffold A. Human Anti-
fungal Thil7 Immunity and Pathology rely on Cross-Reactivity against Candida albicans.
Cell. 2019 Mar 7;176(6):1340-1355.e15. doi: 10.1016/j.cell.2019.01.041. Epub 2019 Feb 21.

Ubersetzung durch den Autor:
., Th17-Zellen bieten Schutz an Barrieregeweben, konnen aber auch zur
Immunpathologie  beitragen.  Die  Bedeutung  und  die

Induktionsmechanismen  pathologischer — Thl7-Antworten  beim
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Menschen sind noch wenig verstanden. Hier identifizieren wir das
mukokutane Pathobion Candida albicans als den wichtigsten direkten
Induktor von humanen anti-fungalen Thl7-Zellen. Gegen andere Pilze
gerichtete Thl7-Zellen werden durch Kreuzreaktivitdt mit C. albicans
induziert. Eine Darmentziindung fiihrt zur Ausdehnung von C. albicans
und kreuzreaktiven Thl7-Zellen. Auffallend ist, dass Thl7-Zellen, die
gegen den luftiibertragenen Pilz Aspergillus fumigatus kreuzreagieren,
bei Patienten mit Atemwegsentziindungen, insbesondere bei akuter
allergischer bronchopulmonaler Aspergillose, selektiv aktiviert und
vermehrt werden. Dies deutet auf einen direkten Zusammenhang
zwischen den schiitzenden Thl7-Reaktionen des Darms gegen C.
albicans und der Lungenentziindung durch luftiibertragene Pilze hin.
Wir identifizieren die heterologe Immunitit gegen ein einzelnes,
ubiquitdres Mitglied der Mikrobiota als zentralen Mechanismus fiir die
systemische Induktion von humanen anti-fungalen Thl7-Reaktionen
und als potenziellen Risikofaktor fiir pulmonale

‘

Entziindungserkrankungen. *
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2.3 Definition der Pilzpneumonie bei Patienten mit CF

Die im vorigen Kapitel erwdhnte ABPA, ist die hdufigste Aspergillus-Entitét bei Patienten mit
CF. In diesem Kapitel wird die Forschungsarbeit zu Pilzpneumonien bei CF beschrieben.
Interessanterweise treten gehduft Pilzpneumonien oder andere invasive Pilzinfektionen bei
Patienten mit CF auf, die ansonsten nur bei immunsupprimierten Patienten beobachtet werden
konnen. Da dies eine vollig neue Entdeckung ist, existiert noch keine Definition der
Pilzpneumonie bei CF sondern nur fiir Patienten mit Immunsuppression, wie sie von der
European Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections
Cooperative Group and the National Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses
Study Group (EORTC/MSG) beschrieben wird(56). Diese ist aber auf Patienten mit CF nicht
anwendbar. Der Goldstandard zur Sicherung einer Pilzpneumonie wire die histologische
Sicherung, die bei Patienten mit CF aufgrund des Pneumothoraxrisikos nicht umsetzbar ist. Im
Rahmen einer europdischen Studie konnte erstmals das Phdnomen der Pilzpneumonie bei
Patienten mit CF beschrieben werden. Die Ergebnisse der Studie zeigen als Ausloser fiir eine
Pneumonie die Pilze Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Exophiala dermatitidis,
Candida albicans, Candida lusitaniae, Arxula adeninivorans, Scedosporium apiospermum und
Scedosporium minutisporum. Bei allen Patienten waren pilzspezifische Infiltrate in der
radiologischen Diagnostik sichtbar, die Kriterien fiir eine pulmonale Exacerbation waren erfiillt
und eine ABPA wurde ausgeschlossen. Zusitzlich erfolgte bei allen 18 Patienten der kulturelle
Nachweis der Pilzerreger im Sputum. In 5/18 Fillen wurde unter antifungaler Therapie eine
klinische Stabilisierung und in 13/18 Fillen eine klinische Verbesserung erzielt.
Zusammenfassend lésst sich erstmals die klinische Manifestation einer Pilzpneumonie bei einer
grofleren Patientengruppe mit CF beschreiben und definieren. Das klinische Ansprechen auf
die antifungale Therapie bestitigt zusatzlich die Diagnose einer Pilzpneumonie. B ei Versagen
einer Antibiotikatherapie bei einer pulmonalen Exacerbation sollte eine Pilzpneumonie als

Differentialdiagnose mit in Erwidgung gezogen werden.

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Arbeit Schwarz C, Brandt C, Whitaker P,
Sutharsan S, Skopnik H, Gartner S, Smazny C, Rohmel JF. Invasive Pulmonary Fungal
Infections in Cystic Fibrosis. Mycopathologia. 2018 Feb,;183(1):33-43. doi: 10.1007/s11046-

017-0199-4. Epub 2017 Sep 1.

Ubersetzung durch den Autor:
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,Die invasive Lungenmykose ist nach der allergischen
bronchopulmonalen Aspergillose (ABPA) eine hdufige und schwere
Komplikation der CF-Lungenerkrankung. Unter den Mukoviszidose-
Betreuern besteht eine Unsicherheit, wann und wie Infektionen des
Lungenparenchyms, die durch verschiedene Pilze bei Mukoviszidose-
Patienten verursacht werden, zu behandeln sind. Diese Fallserie bietet
eine multizentrische Erfahrung zur Diagnostik, Manifestation und
Behandlung von nicht-ABPA-Fllen der Lunge. Nicht-ABPA-Fille von
Lungenmykosen bei Mukoviszidose-Patienten wurden in den CF-
Zentren in Berlin, Essen, Worms, Frankfurt (Deutschland), Leeds
(Grofsbritannien) und Barcelona (Spanien) gesammelt. Non-ABPA
wurde  definiert als  Gesamtserum-IgE-Spiegel <500 kU/L.
Scedosporium- und Lomentospora-Spezies scheinen bei Patienten mit
CF virulenter zu sein und wurden in mehreren Fillen erfolgreich mit
dreifachem  Antimykotika-Schema  behandelt. ~ Seltene  Pilze
einschlieflich Hefen koénnen bei Mukoviszidose ein pathogenes
Potential haben. In dieser Serie war das Versagen der
Antibiotikabehandlung der Hauptindikator fiir die Einleitung einer
antimykotischen Behandlung. Fiir eine friihe und effektive Behandlung
von Lungenmykosen bei Mukoviszidose ist die Identifizierung von
Biomarkern und von Risikofaktoren iiber das Versagen der Antibiotika-
Behandlung hinaus entscheidend und dringend erforderlich. Dariiber
hinaus sind Studien zur Behandlungswirksamkeit fiir die verschiedenen

Erreger dieser Infektionen notwendig.
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2.4 Haustierbesitz als eigenstindiger Risikofaktor fiir die Entwicklung einer akuten
ABPA bei Patienten mit CF.

Wie im Kapitel 2.1 beschrieben sind Patienten mit CF stark gefdhrdet im Laufe der CF
Erkrankung eine ABPA zu entwickeln. Aus diesem Grund ist ein weiterer
Forschungsschwerpunkt, der in dieser Habilitationsarbeit beschrieben wird, die Feststellung
von Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer ABPA. Die Therapie der ABPA ist langwierig
und mit vielen Nebenwirkungen durch die Kortikosteroide verbunden und kann zusétzlich zu
einer raschen Entwicklung von irreversiblen Bronchiektasen fiihren. Aus diesen genannten
Griinden ist es medizinisch von enormer Wichtigkeit Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer
ABPA zu erforschen. Risikofaktoren zu kennen ist ein entscheidender Schritt, um préventive
MaBnahmen ergreifen zu konnen und Organschéden zu vermeiden. In dieser Forschungsarbeit
wurden insgesamt 109 Patienten mit CF untersucht. Die Studiengruppe unterteilte sich in 55
Haustierbesitzer und 54 Nicht-Haustierbesitzer. In der Studie konnte ein signifikanter
Unterschied im Auftreten einer ABPA zwischen den beiden Studiengruppen gefunden werden.
Die Entwicklung einer ABPA war mit dem Besitz von Haustieren bei Patienten mit
Mukoviszidose assoziiert (OR 5,0227, 95% CI: 1,182-21,340, p = 0,029).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass der Besitz von Haustieren das Risiko fiir die
Entwicklung einer ABPA stark erhoht. Patienten und Angehorige sollten iiber dieses Risiko
aufgekldrt werden und eventuell Prdventionsmaflnahmen ergreifen. Zusétzlich sollte bei
Patienten mit Haustierbesitz regelméfig auf eine ABPA gescreent werden, um diese

frithestmdglich zu diagnostizieren und rechtzeitig behandeln zu konnen.

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Arbeit Thronicke A, Heger N, Antweiler E,
Krannich A, Roehmel J, Brandt C, Staab D, Tintelnot K, Schwarz C. Allergic

bronchopulmonary aspergillosis is associated with pet ownership. Pediatr Allergy

Immunol. 2016 Sep;27(6):597-603. doi: 10.1111/pai.12590. Epub 2016 Jun 1.

Ubersetzung durch den Autor:

., Hintergrund: — Die  spdte  Diagnose  der  allergischen
bronchopulmonalen Aspergillose (ABPA) ist verbunden mit einer
signifikanten Abnahme der Lungenfunktion und der Morbiditdit bei
cystischer Fibrose (CF). Die Assoziation von ABPA und Haustierbesitz

bei Patienten mit CF ist noch nicht aufgekldirt worden. Unser Ziel war
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es, die Assoziation der ABPA mit dem Haustierbesitz bei Patienten mit
CF zu bestimmen.

Methoden: Klinische und mikrobiologische Daten aus einem
zertifizierten lokalen Patientenregister wurden fiir 109 Patienten mit
CF im Alter von 1-64 Jahren analysiert: 55 Haustierbesitzer und 54
Nicht-Haustierbesitzer. Das primdre Ergebnis der retrospektiven
Beobachtungsstudie war das Auftreten von ABPA bei Haustierbesitzern
und  Nicht-Haustierbesitzern —mit CF. Die frei verfiigbare
Statistiksoftiware R wurde  eingesetzt, um logistische
Regressionsmodelle fiir Assoziationsfaktoren zu untersuchen.
Ergebnisse: Von den 109 in die Studie eingeschlossenen Patienten
waren 61 (56%) weiblich. Das mittlere Alter der Gesamtgruppe betrug
25,4 £ 13,2 Jahre. Die bereinigte Analyse ergab, dass ABPA (OR
35,0227, 95% CI: 1,182-21,340, p = 0,029) mit dem Besitz von
Haustieren in Patienten mit Mukoviszidose assoziiert ist. Dariiber
hinaus war ABPA bei Haustierbesitzern mit CF mit einer erhéhten
Anzahl von Exazerbationen (OR 6,446, 95% CI: 1,057-39,328, p =
0,043) assoziiert. Andere Ergebnisse unterschieden sich nicht
signifikant.

Schlussfolgerung: Der Besitz eines Haustieres war bei Patienten mit
CF mit ABPA assoziiert. Zukiinftige prospektive multizentrische
Ldngsschnittstudien sind notwendig, um chronologische Kausalititen
zwischen Haustierbesitz, ABPA-Entwicklung und
Lungenverschlechterung zu bestimmen und um festzustellen, ob diese
Einschdtzungen fiir ABPA-empfindliche Patienten jenseits der CF

(Asthma, Bronchiektasie) verallgemeinerbar sind. *
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2.5 Antifungale Kombinationstherapie bei Patienten mit pulmonaler Scedosporiose

Im Kapitel 2.3 wurde bereits auf die schweren Pilzpneumonien bei Patienten mit CF im Rahmen
der Etablierung einer Definition dieses Krankheitsbildes eingegangen. Ein weiterer Teil dieser
Forschungsarbeit im Rahmen der Habilitationsarbeit stellt die Therapie der schwersten Form
der Pilzpneumonie dar. Diese bei CF auftretenden Pilzpneumonien kénnen zwar durch
verschiedene Pilzpezies ausgelost werden, aber am hédufigsten und schwersten treten in diesem
Kontext Pneumonien durch Scedosporium und Lomentospora spp. auf. Diese Spezies zeichnet
sich durch eine ausgeprigte Resistenzlage aus, die antifungale Therapieoptionen einschranken,
weshalb viele Todesfille durch Infektion mit Scedosporium und Lomentospora spp.
beschrieben sind(19,57-61). In Bezug auf Patienten mit CF gibt es keine
Therapieempfehlungen, weshalb in Deutschland eine Studie zur Therapie der pulmonalen
Scedosporiose bei CF durchgefiihrt wurde, um evidenzbasierte Therapieempfehlungen fiir
dieses Patientenkollektiv abgeben zu kdnnen. Untersucht wurden 36 antifungale Therapien bei
31 Patienten mit Scedosporiose. In der Studie zeigte sich eine Kombinationstherapie aus zwei
oder drei Antimykotika einer Monotherapie signifikant iiberlegen. Die Resultate der
Lungenfunktion (p<0.0003), der CT-Diagnostik (p<0.0001) und der Allgemeinsymptome
(p<0.0001) waren nach stattgehabter antifungaler Therapie deutlich besser mit Dreifachtherapie
als mit Monotherapie. Jedoch waren die Therapien insgesamt sehr lange mit einem Median von
3.9 Monaten.

Zusammenfassend konnte eine klare Uberlegenheit der antifungalen Dreifachtherapie
gegeniiber der Monotherapie gezeigt werden. Aufgrund der klinischen Ansprechrate aber auch
der hohen Resistenzrate von Spezies des Scedosporium spp. und Lomentospora Komplexes
sollte die Therapie der Pilzpneumonie mit drei unterschiedlichen Antimykotika begonnen und

erst nach einem Monat reduziert werden.

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Arbeit Schwarz C, Brandt C, Melichar V,
Runge C, Heuer E, Sahly H, Schebek M, Koster H, Bouchara JP, Biedermann T, Meifiner P,
Grofe-Onnebrink J, Skopnik H, Hartl D, Sedlacek L, Tintelnot K. Combined antifungal therapy

is superior to monotherapy in pulmonary scedosporiosis in cystic fibrosis. J Cyst Fibros. 2019

Mar;18(2):227-232. doi: 10.1016/j.jcf2018.08.012. Epub 2018 Oct 6.

Ubersetzung durch den Autor:
,,Die Mukoviszidose (CF) ist durch eine chronische Infektion der

Atemwege mit Bakterien und Pilzen gekennzeichnet. Es konnen
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Infektionen durch Scedosporium/Lomentospora-Arten verursacht
werden, die schwer zu behandeln sind. Schimmelpilze der Gattung
Scedosporium/Lomentospora werden neben Aspergillus spp. am
hdufigsten in respiratorischen Proben von Mukoviszidose-Patienten
nachgewiesen. Unser Ziel war es, die pulmonale Pilzinfektion durch
Scedosporium/Lomentospora bei Mukoviszidose zu definieren und die
antimykotische Behandlung zu untersuchen. In diese multizentrische
Studie (12 Zentren,; Laufzeit Januar 2008 bis Dezember 2014) wurden
31 Patienten mit einer Lungeninfektion durch Schimmelpilze der
Gattung Scedosporium/Lomentospora eingeschlossen. Es wurden 36
Verldufe der antimykotischen Behandlung dokumentiert.  Auf
Scedosporium apiospermum sensu stricto entfielen 48,4% der Fille.
Bei 20/31 Patienten wurde ein therapeutisches Ansprechen unter
Antimykotika (mediane Dauer 3,9 Monate) erreicht. Die Dreifach- und
Doppeltherapie war im Vergleich zur Monotherapie hinsichtlich FEV 1,
Radiologie und Symptomen signifikant wirksamer. Diese Daten deuten
darauf hin, dass die kombinierte Behandlung der Monotherapie bei

Mukoviszidosepatienten tiberlegen ist.

84



https://doi.org/10.1016/j.jcf.2018.08.012

85



3.0 Diskussion

3.1 Hiufigkeit der bronchopulmonalen Kolonisation mit Pilzen

Durch die stetig ansteigende Lebenserwartung der Patienten mit CF &ndert sich das im
Respirationstrakt nachzuweisende Erregerspektrum(59,62—65). Bislang wurden jedoch in den
registerbezogenen Berichtsbdnden in den USA, Europa und auch Deutschland nur die
Nachweise der Bakterien beriicksichtigt(7,66,67). Dies bestétigt eine untergeordnete Rolle der
Pilznachweise im Respirationstrakt der Patienten mit CF. Dies konnte unter anderem durch die
in dieser Habilitationsschrift aufgefiihrten Forschungsergebnisse gedndert werden. Ab dem
Berichtsband 2019 werden in Deutschland die Pilznachweise in respiratorischem Material
ebenfalls beriicksichtigt werden und die altersabhiingige Héufigkeit des Pilznachweises in %
von Patienten mit mikrobiologischer Untersuchung aufgefiihrt werden. Diese Darstellung der
Privalenz von Pilzen im Respirationstrakt anhand von Registerdaten wird aktuell zur
Publikation beim Journal of Cystic Fibrosis eingereicht. Wichtig im Kontext der hohen
Aspergillus fumigatus Pravalenz ist die klinische Bedeutung dieses Nachweises. Denn der
alleinige Nachweis von Aspergillus fumigatus im Respirationstrakt von Patienten mit CF sagt
nichts liber seine klinische Bedeutung aus. Die bereits publizierte Auswertung der
Registerdaten zeigte einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Nachweis von
Aspergillus fumigatus und einer niedrigeren FEV; (p<0.0001). Interessanterweise war der BMI
signifikant hoher als in der Gruppe ohne Aspergillus fumigatus Nachweis (p<0.0001)(38). Dies
spiegelt wider, dass die Patienten in einem eher stabilen Allgemeinzustand sind und nicht per
se eine fortgeschrittene CF Erkrankung haben und dies der Grund fiir eine Aspergillus
fumigatus Kolonisation ist. Aufgrund dieser Ergebnisse ldsst sich ein gewisser Riickschluss
eines direkten Einflusses der Pilzbesiedlung auf die Lungenfunktion zu. Jedoch bestehen
bislang keine Handlungsindikation bei Nachweis von Aspergillus fumigatus im Sputum. Eine
Ausnahme stellt die Therapie der ABPA dar(44—46,50). Host-Pathogen Interaktionen sind aber
bei CF bereits beschrieben worden(64,68,69) und zeigen vor allem auch neben dem Einfluss
von Pseudomonas aeruginosa einen signifikanten Einfluss (p<<0.003) auf die Lungenfunktion,
wenn neben Pseudomonas aeruginosa auch Aspergillus fumigatus den Respirationstrakt
kolonisiert hat(65). Bislang fehlen jedoch Studien, die den evidenzbasierten Nachweis einer
wirksamen anti-fungalen Therapie bei Aspergillus fumigatus Kolonisation erbringen. Die
Diskussionen iiber die Sinnhaftigkeit einer anti-fungalen Therapie bei Kolonisation mit

Aspergillus Spezies aber auch anderen Pilzspezies hat aber bereits begonnen(58,64,70).
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3.2 Diagnostik der pulmonalen Pilzinfektion bei CF
3.2.1 Mikrobiologische Besonderheiten bei Scedosporium apiospermum und Lomentospora
Komplex

Bei Patienten mit CF sind die persistente Kolonisation und die Infektion mit Scedosporium-
Arten immer noch ein unterschétztes Thema. Die Daten unserer Arbeitsgruppe bestitigen die
hohe Rate falsch-negativer Ergebnisse, wenn kein selektives Medium verwendet wird,
insbesondere wenn Patienten von einigen Aspergillus-Arten co-colonisiert werden(25). In der
Studie verwendeten alle zugehdrigen mikrobiologischen Laboratorien den SceSel+ Agar(71)
als semiselektives Medium zum Nachweis von Pilzen des Scedosporium apiospermum und
Lomentospora Komplexes in den Atemwegsproben von Patienten mit CF. Der Nachweis
erfolgte in 95% der Félle, wenn der SceSel+ Agar verwendet wurde aber nur in 46% ohne
Verwendung des Agars. In 54% wiren somit die Pilze des Scedosporium apiospermum und
Lomentospora Komplexes mit dem nicht-selektiven Medium nicht detektiert worden. Aus
diesem Grund sollte bei unklarer pulmonaler Infektion und V.a. Pilzinfektion bei Patienten mit
CF ein Selektivmedium verwendet werden, um auch diese seltenen Pilze nachweisen und bei
Indikation dann auch adiquat behandeln zu konnen. In der Regel werden die Pilze des

Scedosporium apiospermum und Lomentospora Komplexes anders als zum Beispiel

Aspergillus fumigatus behandelt (siehe auch 3.3.2)(54,59,72).

3.2.2 Definition einer Pilzpneumonie bei Patienten mit CF

Pilzpneumonien sind etwas sehr Seltenes bei Patienten mit CF und ein eher neu registriertes
klinisches Phdnomen bei Patienten, die nicht per se immunsupprimiert sind(41,42,54,59,72,73).
Aus diesem Grund gab es bisher auch keine klare Definition fiir eine Pilzpneumonie bei CF.
Jedoch existiert eine Definition der invasiven Pilzpneumonie, die von der EORTC/MSG erstellt
wurde(56). Die Definition der EORTC/MSG anzuwenden ist im Hinblick auf das Risiko einer
Lungenbiopsie mit histologischer Sicherung zur Bestétigung der Diagnose nicht umsetzbar und
vertretbar. Eine européische Arbeitsgruppe hat eine Definition der Pilzpneumonie bei Patienten
mit CF aktuell erstmalig beschrieben(54,59). Mit der neu festgelegten Definition besteht fiir
Kliniker nun ein neues Instrument, anhand dessen sich ein Algorithmus fiir die Feststellung
einer Pilzpneumonie erarbeiten ldsst. Diese Definition hat sicherlich auch seine Schwéchen
bzw. Limitationen, da es zu einer Uberlappung von Symptomen kommt, die mit den CF
bedingten bronchopulmonalen Exazerbationen einhergehen. Gleiche Schwierigkeiten und
Uberlappungen sind ebenfalls bei der Definition einer nicht-tuberkuldsen Mykobakteriose bei

Patienten mit CF bekannt, bei der ebenfalls &hnliche klinische Symptome wie bei einer
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normalen CF bedingten Exazerbation und der NTM Infektion auftreten konnen. Aus diesem
Grund werden weitere diagnostische Testverfahren fiir die sichere Diagnose bendtigt, die im

nichsten Absatz diskutiert werden.

3.2.3 Antigen-spezifische T-Zellreaktion als diagnostisches Instrument
3.2.3.1 Antigen-spezifische T-Zellreaktion als diagnostisches Instrument fiir pulmonale
Mykosen

Patienten mit CF sind meistens mit mehreren Bakterien und auch Pilzen kolonisiert. Im Kindes-
und Jugendalter herrscht Staphylokokkus aureus und im Erwachsenenalter Pseudomonas
aeruginosa vor, aber ebenfalls andere Bakterien wie Stenotrophomonas maltophilia,
Hdamophilus influenzae, Achromobacter xylosoxidans, Burkholderia spp. und Pilze wie
Aspergillus fumigatus oder Candida spp. besiedeln gleichzeitig den Respirationstrakt(16,65).
Aufgrund der multiplen Erregerkolonisation zum selben Zeitpunkt, ist es mit kulturellen
Nachweismethoden nicht moglich, den pathogenen Erreger vom harmlosen Erreger zu
differenzieren. Dies stellt bei der Co-Kolonisation von den oben genannten Erregern ein
therapeutisches Dilemma dar, weil die Erreger unterschiedliche Behandlungsstrategien zur
Bekdmpfung bendtigen. Erschwerend kommt sicherlich hinzu, dass die mikrobiologische
Untersuchung des Sputums ebenfalls limitiert ist und Erreger nicht zu 100% nachgewiesen
werden konnen. Aus den zuvor genannten Griinden geht hervor, dass eine schnelle, nicht-
invasive und spezifische Diagnostik dringend benétigt wird, um Patienten mit einer pulmonalen
Pilzinfektion diagnostizieren zu konnen. Dementsprechend stellt der von uns verwendete
ARTE Assay bei Patienten mit CF eine geeignete Methode, diese diagnostische Liicke zu
schlieBen, in dem er eine Pilzpneumonie detektieren kann ohne invasive Mallnahmen ergreifen
zu miissen (Histologische Sicherung) und stellt somit ein neues und innovatives diagnostisches
Instrument dar, welches aber aktuell nur im Forschungslabor zur Anwendung
kommt(53,55,74). Mit dieser Methode konnten wir die individuelle TH-Zell-Reaktion des

Patienten auf einzelne Antigene nach nur 36-48 Stunden feststellen.

3.2.3.2 Antigen-spezifische T-Zellreaktion als diagnostisches Instrument fiir die ABPA
Die Diagnosekriterien fiir eine ABPA bei Patienten mit CF sind bereits 2003 festgelegt worden
und seitdem nicht mehr gedndert worden. Nach wie vor miissen folgende Kriterien bei einer

ABPA erfiillt sein: klinische Verschlechterung, die nicht auf eine andere Atiologie
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zurlickzufiihren ist, eine Gesamt-IgE-Serumkonzentration >1000 IE pro ml, ein positiver Haut-
Prick-Test auf Aspergillus oder die in-vitro-Prisenz von spezifischen 4. fumigatus-1gE-,
Prizipitations- oder IgG-Antikorpern gegen A. fumigatus sowie neue oder kiirzlich aufgetretene
Anomalien in der Thorax-Rontgenaufnahme oder im CT, die nicht mit Antibiotika und
Standard-Physiotherapie behoben werden konnten(44). Trotz dieser Definition werden
bestimmte Patienten nicht diagnostiziert oder aber auch zu spit. Da die ABPA irreversible
Lungenschiden verursachen kann, wire eine frilhere und spezifischere Diagnose
wiinschenswert. Antworten lassen sich hier beim Immunsystem der Patienten finden. T-
Lymphozyten sind zusammen mit den B-Lymphozyten die zelluldren Elemente des adaptiven
Immunsystems. Die Aktivierung von B-Zellen durch einen spezifischen Erreger fiihrt zur
Produktion von ldslichen antigenspezifischen Rezeptoren, den Antikorpern. Die Aktivierung
von T-Zellen fiihrt zu einer klonalen Expansion von antigenspezifischen Effektor-T-Zellen. Die
Bestimmung von Serumantikorpern ist eine seit langem etablierte und weit verbreitete Methode
zur Beurteilung des Wirt-Pathogen-Interaktionsstatus. Die Antikorpertiter konnen jedoch tiber
einen langen Zeitraum beibehalten werden und spiegeln daher nicht unbedingt den
tatsdchlichen Status wider. Dies gilt insbesondere fiir Erreger, die die Atemwege besiedeln und
nicht vollstindig eliminiert werden, wie bestimmte Pilzerreger bei der Mukoviszidose(53,74).
Weitere Einschrinkungen sind, dass sowohl das Gesamt-IgE als auch das A. fumigatus-
spezifische IgG eine grofe interindividuelle Variabilitit aufweisen. CD4 T-Helfer (Th)-Zellen
spielen eine zentrale Rolle bei der adaptiven Immunantwort gegen extrazelluldre Pathogene wie
Pilze. Mit ihren spezifischen T-Zell-Rezeptoren kdnnen sie Antigenepitope erkennen, die von
antigenprasentierenden Zellen préisentiert werden, was zu einer transienten Aktivierung der T-
Zelle fiihrt. Aktivierte antigenspezifische T-Zellen werden klonal expandiert, produzieren
Effektormolekiile und differenzieren sich weiter, was optimierte Reaktionen gegen einen
Erreger ermdglicht. Nach Eliminierung des Antigens zieht sich die expandierte T-Zell-
Population innerhalb kurzer Zeit zusammen und die Zellen verlieren den Phinotyp der akuten
Aktivierung, wahrend T-Zell-Geddchtnismarker erhalten bleiben. Durch die Messung der
antigenspezifischen T-Zell-Aktivitdit werden somit im Gegensatz zu Antikorpertitern
detailliertere  Informationen {iber den aktuellen = Wirt-Pathogen-Interaktionsstatus
geliefert(53,55,74). Die wichtigsten an der Aspergillose beteiligten T-Helfer-Zellen sind T-
Helfer 1 (Th1), Th2 und Th17-Zellen. Von Th2-Zellen wurde wiederholt berichtet, dass sie eine
erhohte Haufigkeit bei ABPA aufweisen(19,45,55). Thl-Zellen spielen eine entscheidende
Rolle bei der Aufklarung einer invasiven 4. fumigatus-Infektion. Die Th17-Reaktion bietet eine

schiitzende Immunitéit gegen A. fumigatus durch die Rekrutierung von Neutrophilen. Eine
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defekte Th17-Immunitdt ist mit einem {ibermédBigen Wachstum von A. fumigatus assoziiert,
aber andererseits ist eine verldngerte und iibertriebene Th17-Antwort mit einer schadlichen
Immunpathologie verbunden(75—77). Die Pathophysiologie der ABPA ist immer noch nicht
vollstdndig verstanden. Wie die drei T-Helfer-Zellarten bei der Pathogenese von einer ABPA
zusammenarbeiten, ist weitgehend ungekldrt. Zudem ist das meiste Wissen iiber die T-
Helferzell-Antwort bei der Aspergillose nur aus Mausmodellen gewonnen worden. Unser
Hauptziel war daher die Analyse der Rolle der drei wichtigsten T-Helferzellen bei ABPA beim
Menschen(55). Eine Herausforderung bei der Analyse pilzspezifischer T-Zellen ist ihre geringe
Haufigkeit von normalerweise <0,1% innerhalb der T-Zell-Population. Daher miissen entweder
Anreicherungsmethoden oder In-vitro-Expansionsmethoden verwendet werden, um die T-Zell-
Frequenz zu bestimmen, so, wie es in der von uns verwendeten ARTE Technik umgesetzt
wurde(53,55,74,78,79). In einer prospektiven Studie gelang es nun eine spezifische T-
Zellreaktion bei Patienten mit akuter ABPA festzustellen(55). Die Patienten mit ABPA wurden
in unterschiedliche Gruppen eingeteilt und zeigten zundchst alle eine vergleichbare IL-4
Antwort ohne signifikanten Unterschied. Dies spiegelt das oben beschriebene diagnostische
Dilemma der Unterscheidung von akuter versus nicht akuter ABPA wider. In unserer Studie
konnten wir aber fiir die akute ABPA ohne Therapie eine erhohte Frequenz der IL-17A Antwort
zeigen(55). Mit diesem Ergebnis konnen nun andere leichter zur Verfiigung stehende
Forschungsmethoden verglichen werden, wie zum Beispiel ein pilzspezifischer Interferon
Gamma Release Assay (IGRA). Jedoch wiirde sich ein Therapieansprechen nicht gut beurteilen
lassen, wie es mit der IL-17A Antwort mdglich wére, denn alle Patienten mit einer anti-
fungalen Therapie hatten wieder eine normale IL-17A Frequenz erreicht. In diesem
Zusammenhang stellt sich auch die Frage, inwieweit diese Uberregulation mit IL-17A auch bei
CF ein Therapieansatz wie bei anderen Erkrankungen sein konnte(80—-83). Zuvor miissen aber
noch genauer die Wirkungen und Nebenwirkungen einer anti- IL-17A Therapie auf Patienten
mit CF bezogen untersucht werden. Denn vor allem im angeborenen Immunsystem spielt IL-
17 eine wichtige Rolle in der Infektabwehr, wie zum Beispiel bei den Atemwegsepithelzellen,
den Makrophagen, den Zellen der glatten Muskulatur, den lymphatischen Zellen sowie bei den
Lipidmediatoren(68,84,85).

95



3.3 Therapieempfehlungen bei bronchopulmonalen Mykosen

3.3.1 Anti-fungale Therapie der Aspergillus fumigatus Bronchitis

Die Aspergillus fumigatus Bronchitis ist eine neue Aspergillus Entitdt und grenzt sich klar von
einer ABPA ab, da ein Gesamt-IgE <500 U/l vorhanden sein sollte(39,40). Fiir die anti-fungale
Therapie kommen vor allem Azole zur Anwendung. In unserer Studie konnte unter einer anti-
fungalen Therapie vor allem ein signifikanter Anstieg der FEV, (p<0.038) im Verlauf unter
einer Azoltherapie von mindestens 2 Wochen (Range 2-6 Wochen) gezeigt werden(38,39). Der
Nachweis von Aspergillus fumigatus im Sputum lieB3 sich bei diesem Studienkollektiv um 50%
reduzieren, was ebenfalls fiir den Erfolg der Therapie spricht. Die hohe Privalenz des
Fadenpilzes Aspergillus fumigatus mit zum Teil iiber 50% in epidemiologischen
Studien(19,26,42) lidsst die Hypothese zu, dass die Aspergillus Bronchitis haufig nicht
diagnostiziert wird und als bakterielle Exazerbation fehlgedeutet wird. Die anhand des
deutschen Mukovoiszidoseregisters festgestellten schlechteren Lungenfunktion bei Patienten
mit Aspergillus fumigatus Nachweis im Sputum im Vergleich zu Patienten, die keinen
Aspergillus fumigatus Nachweis haben, gibt ebenfalls einen indirekten Hinweis auf den
negativen Einfluss von Aspergillus fumigatus, im Sinne einer eventuellen Aspergillus fumigatus
Bronchitis. Aufgrund dieser neuen Datenlage sollte bei klinisch instabilen Patienten oder einem
FEVi-Abfall und fehlendem Ansprechen auf eine Antibiotikatherapie die Aspergillus
Bronchitis in Erwidgung gezogen und dementsprechend eine anti-fungale Therapie mit Azolen
als Therapieoption diskutiert werden. Sicherlich sind zu diesem Forschungsthema weitere
prospektive, randomisierte Studien an einem groBeren Patientenkollektiv wichtig und inhaltlich

sinnvoll. Diese stehen aber aktuell noch aus.

3.3.2 Kombinationstherapie der pulmonalen Mykose durch den Scedosporium
apiospermum und Lomentospora Komplex

Die anti-fungale Therapie der pulmonalen Mykosen verursacht durch den Scedosporium
apiospermum und Lomentospora Komplex ist sehr schwierig, da diese Pilze meistens sehr
virulent sind und eine ausgeprigte Resistenz gegen Antimykotika besitzen(25,42,59,72). Im
Allgemeinen werden bei der Therapie der invasiven Mykose zunéchst Monotherapien von der
EORTC/MCG Consensus Gruppe empfohlen(56). Die Resistenzlage der Spezies des
Scedosporium apiospermum und Lomentospora Komplexes rechtfertigen jedoch eine
Kombinationstherapie, um  synergistische Effekte zu erzielen und weiteren

Resistenzentwicklungen entgegenzuwirken. In einer prospektiven Studie wurde der Vergleich
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von Mono- versus Kombinationstherapie untersucht(54). Die Studie ergab signifikante
Unterschiede fiir die drei Outcomeparameter radiologische Diagnostik (Monotherapie versus
Dreifachtherapie; p<0.0001), Lungenfunktion mit FEV:; (Monotherapie versus
Dreifachtherapie; p<0.0003) und klinische Symptome (Monotherapie versus Dreifachtherapie;
p<0.0001). Die Wirksamkeit von zwei kombinierten Antimykotika konnte auch in in-vitro
Kombinationstests bestitigt werden und unterstiitzt die Empfehlung fiir eine initiale
Kombinationstherapie(86,87). Die Empfehlung fiir die Dauer der anti-mykotischen Therapie
ist schwierig, da es zum einen nur wenig Publikation zu diesem Thema gibt und die aktuelle
Studie eine Spannweite von 1 Monat bis 14 Monate mit einem Median von 3.9 + 2.8 Monaten
ergab. Eine Mindestdauer von 4 Wochen scheint aber nach den aktuell vorliegenden Daten

sinnvoll und empfehlenswert zu sein(54).

3.4 Mogliche Priventionsmaflnahmen

Die hohe Prédvalenz von Pilzen in CF und das Risiko fiir ein breites Spektrum von
pilzbezogenen Krankheiten von Allergien bis hin zu schweren pulmonalen Infektionen werfen
die Frage der Priavention auf. Aus den eigenen Forschungsergebnissen ergeben sich bereits
Empfehlungen zur Privention einer ABPA(88). Wie in den Ergebnissen présentiert, besteht
eine signifikant hohere Rate an ABPA bei Patienten, die in Kontakt mit Tieren treten.
Interessanter weise bestand kein statistischer Unterschied in Bezug auf die Inhalationsantigen
zwischen Patienten mit und ohne Haustierkontakt. Auch war es nicht von Bedeutung, ob der
Haustierkontakt in Innenrdumen oder auflerhalb der Wohnung stattfand. Des Weiteren war kein
signifikanter Unterschied in der Sensibilisierung fiir Hunde und Katzen, die die haufigsten
Haustiere darstellten, vorhanden. Wir vermuten jedoch, dass sich von den Tieren wihrend des
Kontaktes Aspergillus fumigatus auf die Patienten in einer relevanten Menge iibertrdgt. Diese
Hypothese wird durch eine signifikant hhere Rate an Aspergillus fumigatus Sensibilisierung
(p<0.002) bei den Patienten mit Haustierkontakt unterstiitzt(88). Aus diesem Grund sollten
Patienten, die bereits als Atopiker identifiziert sind und ein erhohtes Gesamt-IgE aufweisen,
bei Verschlechterung des klinischen Zustandes mit Abfall der FEV, auf das Vorliegen einer
ABPA gescreent werden. Zusitzlich sollte auf das Risiko der Entwicklung einer ABPA im
Patienten- oder Elterngesprich hingewiesen werden und eventuell sogar auf einen Tierkontakt
verzichtet werden. Des Weiteren konnte wir in einer weiteren Forschungsarbeit feststellen, dass
die Kolonisation mit Aspergillus fumigatus ein eigener Risikofaktor fiir das Auftreten von CF

bedingter Arthropathie zu sein scheint. Patienten mit Aspergillus fumigatus Kolonisation im
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Sputum hatten signifikant mehr Gelenkbeschwerden als Patienten ohne positive Sputumkultur
(p<0.0198) und hatten ein 4% hoheres Risiko pro Jahr Gelenkbeschwerden zu bekommen(89).
Ein Therapieansatz zur Behandlung der CF assoziierten Arthropathie konnte demzufolge eine
anti-fungale Therapie sein und natiirlich die Vermeidung der Akquisition des Pilzes, der in
Zimmerpflanzen, bei Tieren und feuchten Wénden im Haus vorkommt aber auch vor allem an
Inhalationsgeriten bei schlechter Hygiene(90). Die therapiebedingten Besiedlungen mit Pilzen
durch  Kortikosteroide(30), allgemein  Antibiotika(27,29,91-93)  oder  spezifisch
Azithromycin(93) sind eher nicht zu vermeiden. Diese Therapien sollten aber Anlass geben,
regelmiBig eine Pilzkolonisation oder -infektion auszuschlieBen bei unklarem Abfall der
Lungenfunktion. Besonders beim ldngeren Einsatz von Azithromycin konnte die Gefahr
zunehmen, an einer Pilzinfektion zu erkranken, da Azithromycin die Neutrophilenzahl und IL-
8 reduziert werden(94), die eine wichtige Host Abwehr gegen Aspergillus spp. darstellt(95).
Fiir die prophylaktische Gabe von Antimykotika gibt es jedoch keine Indikation in diesen, da

hierfiir die Evidenz basierten Studien fehlen, um dies empfehlen zu konnen.

4.0 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der Forschungsarbeiten, die in dieser Habilitationsschrift prasentiert werden, war es die
Bedeutung bronchopulmonaler Pilzerkrankungen bei CF zu beleuchten. Aufgrund der
epidemiologischen Studien sind nun Prévalenzen der Pilznachweise im Respirationstrakt von
Patienten mit CF in Deutschland und anderen Lindern Europas bekannt(25,26). Durch die
Etablierung der Definition von pulmonalen Pilzinfektionen lassen sich harmlose Kolonisation
von klinisch relevanten Infektionen unterscheiden(54,59). Die Definition unterstiitzt den CF
Behandler in seiner Entscheidungsfindung fiir oder gegen eine meist langwierige anti-fungale
Therapie.

In Bezug auf die Diagnostik von dem seltenen, aber virulenten, Scedosporium apiospermum
und Lomentospora Komplex konnten grofle Fortschritte erzielten werden, in dem durch die
Verwendung von einem Selektivmedium (SceSel+-Agar) die Nachweisrate um 54% gesteigert
werden konnte(25). Ein weiterer Fortschritt in der Diagnose von pulmonalen Pilzerkrankungen
ist mit der Anwendung des ARTE Assays gelungen. Zum einen konnte bei Patienten mit CF
mit dieser innovativen und schnellen Methode die Differenzierung zwischen Kolonisation und
Infektion immunologisch demonstriert werden und zum anderen die Erh6hung von IL-17a bei

Patienten mit CF und akuter ABPA als immunologischer Marker entdeckt werden(53,55,78).
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Die Forschungsergebnisse zu Assoziations- und Risikofaktoren ermoglichen eine gezielte
Beratung von Patienten und gibt Handlungsempfehlungen fiir den Kliniker. Auch
Empfehlungen in Bezug auf das therapeutische Vorgehen bei pulmonalen Infektionen durch
den Scedosporium apiospermum und Lomentospora Komplex konnten erstmals publiziert
werden und unterstiitzen damit den Kliniker bei der Behandlung dieser schwerwiegenden
Infektionen.

Aus den beschriebenen Forschungsergebnissen lassen sich nun weitere interessante
Forschungsthemen als Ausblick skizieren. Der nédchste Schritt in Bezug auf die
Weiterverwendung des ARTE Assays wire die Untersuchung der bakterien-spezifischen T-
Zellantwort bei Patienten mit CF. Im Vordergrund stehen hierbei aufgrund der Haufigkeit
Pseudomonas aeruginosa und Staphylokokkus aureus und aufgrund der klinischen Relevanz
und schwierigen Diagnosestellung die nicht-tuberkulosen Mykobakterien (NTM). Des
Weiteren sind therapeutische Ansétze bei pulmonalen Pilzerkrankungen von grof3em Interesse
und groBer Relevanz. In diesem Kontext ist die Erhohung der IL-17A Antwort bei Patienten
mit akuter ABPA ein mdoglicher Therapiefokus. Mit Secukinumab existiert fiir die anti-IL17a
Therapie bei Psoriasis bereits ein zugelassenes Medikament aus der Gruppe der Biologika.
Diese Therapie beeinflusst vor allem die Gelenkbeschwerden, die bei Patienten mit CF gehauft
auftreten. Bei Psoriasis ist die anti-IL17a Therapie etabliert und zeigt einen sicheren und
erfolgreichen Einsatz bei dieser Indikation(96—102).

Ein weiterer Therapieansatz, der in diesem Zusammenhang erfolgsversprechend und innovativ
ist, stellt die CAR-T-Zell Therapie dar. Neuere klinische Studien mit der T-Zelltherapie des
chiméren Antigenrezeptors (CAR) zur Behandlung von Patienten mit Leukdmie haben sehr
vielversprechende Ergebnisse gezeigt. Es kann angenommen werden, dass CAR-T-Zellen auch
zur Kontrolle von pulmonalen Pilzinfektionen verwendet werden konnen. Deshalb kdnnte die
Entwicklung von CAR, das auf B-Glucan abzielt, ein Zuckermolekiil, das in den meisten

Pilzzellwénden zu finden ist, vielversprechend sein(103).
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