Cystische Fibrose

Johannes Wildhaber
Fribourg



Cystische Fibrose

Haufigste fatale genetische Erkrankung (kaukasisch)
Multisystemische Krankheit

Charakterisiert durch eine Pankreasinsuffizienz, eine
pulmonale Beteiligung und eine Erh6hung des Chlors im
Schweiss (CI)



Geschichte

1936: Erster Fall einer Pankreasfibrose mit
Bronchiektasien beschrieben durch Fanconi. Synonym:
dysporia entero-broncho-pancreatica, Mucoviscidose

1938: Pathologische und klinische Beschreibung der
Cystischen Fibrose durch Anderson

1959: Schweisstest
1980: Beschreibung der epithelialen Dysfunktion

1989: isolation des Gens durch Lap Chee Tsui



Genetische Erkrankung

 autosomal rezessive
(AR) Krankheit
(Chromosom 7)

« Gesunder Trager:
— 1 anormales Gen

 Betroffener:

— 2 mutierte Gene Enfant non fouché Enfant porteur  Enfant porteur  Enfant FK
- -
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* Mittlere Lebenserwartung:
8.4 Jahre 1969, 32-40 Jahre aktuell

« Hauptmorbiditat und -mortalitat:
Chronisch pulmonale Beteiligung, > 80% der Todesfalle



...die haufigste

~ 60’000 Betroffene weltweit
Trager: 1/20 (5%), 1 auf 1’600 Geburten

Europe, USA = 1/2’500 naissances

Afro-amerikaner 1/15°000

Asiaten 1/30°000



Genetischer Defekt

« Mutation eines Gens, welches das Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator protein (CFTR) kodiert

* Protein liegt auf der apikalen Membran der folgenden

Epithelzellen:

Sinu-bronchialbaum

Verdauungstrakt

Hepatobiliaren- und Pankreasgangen
Reproduktionssystem

Haut



CFTR

arway (lumen)

 AMPc-abhangiger Cl- Kanal

* Regulator des transepithelialem
Transport von Na*

* Regulator des exkretorischen ClI-
Ca?* abhangigen Kanals

= Impermeabilitat von Cl-, Retention
von CI-

— Akkumulation von Na*
— Retention von H,O

= Dehydrierte Sekretion, zah/ Schweiss
« salzig »




CFTR (2)

5 Mutationsklassen:

. Fehlen der Synthese von
CFTR

1. Retention und Destruktion
von CFTR im
endoplasmatischen
Retikulum

lll.  Anormale Antwort auf
Aktivationssignale des
CFTR

IV. Veranderung der
Leitfahigkeit und der
lonensekretion

V. Normale Synthese, aber

guantitativ vermindert
CFTR Rowe S, NEJM 2005;352:1992




CFTR (3)

800 bekannte Mutationen

Haufigste Mutation: DeltaF508
— Bel 70% der heterozygoten Trager (kaukasisch)
— 50% der homozygoten Betroffenen

Gewisse Mutationen finden sich in bestimmten
ethnischen Gruppen (Askhenazijuden: W1282X,
Hollander: A455E)



Pathogenese

Defektes CFTR Gen
\ 4
CFTR Protein nicht funktionsfahig
\ 4
Sekretion Cl-|/Absorption Na* 1
\ 4
Bronchiale Obstruktion
A\ 4
Infektion
Inflammation
Bronchiektasen

Gibson R, Am J Respir Crit care med 2003;168:918















Klinische Manifestationen

Pulmonale Beteiligung: Chronischer Husten,
Kolonisation mit typischen Erregern (Staph. aureus, H.
Influenza, Pseudomonas, Stenotrophomonas),
chronische bronchiale Obstruktion, Bronchiektasen

Chronische Sinusitis, Polypen

Intestinale Beteiligung: Mekoniumileus, distal
Intestinale Obstruktion, Rektalporpals,
Hyperbilirubinamie, biliare Zirrhose

Metabolische Alkalose



http://www.merck.com/media/mmhe2/figures/fg053_1.gif

Klinische Manifestationen (2)

« Pankreasinsuffizienz:
Exoktrin, 90% der Patienten > 1 an: Steathorhoe,
Malabsorption, Gedeihstorung,Mangel an
fettloslichen Vitaminen und essentiellen Fettsauren

Endokrin, 50% ab 30 Jahren: Insulinabhangiger
Diabetes

« Verzdgerte Pubertat und Infertilitat



Heterogenitat der Krankheit

Wild type/ | Polyvariant | Very Mild/ | Very Mild/ Severe/ Severe/ DISEASE
Wild type | Haplotype Other Very Mild Mild Severe HETEROGENEITY
I —

Oligospermia Epididymal Obstruction IAVD l

<40 mmol/L ) mma 90 Sweat Duct

Male Genital

Exocrine
Pancreas

Endocrine
Pancreas

Intestine

SINGLE ORGAN "NON-CLASSIC" "CLASSIC"
DISEASE CF CF




Diagnose

e 70% vor 1 Jahr
« Nach 10 Jahren in 8% der Falle

« Schweisstest: Pilocarpiniontophorese Konduktivitat und
Konzentration von CI- und von Na* im Schweliss
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Diagnose (2)

Mutationssuche: Genmutationen im CFTR durch PCR
Diagnose von 80-85% der bekannten Mutatione

Spezifische Analyse, aber wenig sensibel, da Multiplizitat
der Allele

Sensibilitat 1 wenn Anpassung des Mutationspanels
betreffend Ethnizitat und Phanotyp



Diagnose (3)

« Elektrisches Nasenpotential: Negative Ladung der
Membran erh6ht (-60mV) wegen der intrazellularen
Akkumulation von ClI-

amil
4‘ Cl free

>
E
o
o
m
W
m
ps

Time (min) B Time (min)

Fig 2. Representative nasal PD tracings from a healthy infart {(A) and an infant with CF {B). Trac-
ings show sequential resporee to perfusion with Ringer's sclution, then Ringsr's solution with 1077
mial’L amilorde l::l'.'.'l'l'l.i.l_:' and, fi na]l;r; a solution © -:nt.ainirr; =ro Cl-, 10r* mal'L ariloide, and ||:"':'
mol'L iscprotereral (2 frel

Southern K, J Pediatr 2001;139:353



Diagnostischer Algorithmus

Chloride =80 mmaol /L Chiloricde 40 il L Chiloride =40 mimol /L

surameant Further diagn

rifirmiadc

2 CFTR mutations Mo CFTR miutation

Ciagnosis confirmead Alditi inic: ; Furthier di
only in

Ratjen F, Lancet 2003;361:681



Resultate Luca

 Schwelsstest:
— Konduktivitat 65mmol/I

« Genetik:
— Homozygot DeltaF508



Neugeborenenscreening

Phenyicetanune

Galactosémie [deficit en rarsférass,
<inase, eplimérase|

Dficit en Biotinicase

WMCADD (Deficit en déshydrogenase

des Acyl-Coh A cheine moyenne|

Hypothyroidie congenitale

Hyperplasie congénitale des surrénales

Nousesau: MoetoYiscidase




Neugeborenenscreening

Desagn de IRT dens 1o sang adchi
di la carte de Guthrie
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Pulmonale Beteiligung

Hauptursache der Morbiditat und der Mortalitat

> 80% sterben wegen einer respiratorischen Insuffizienz,
massiven Haemoptyse, cor pulmonale

Lungen bei Geburt normal

Bakterielle Kolonisation = Pulmonale Infektion,
chronisch, intermittierende Exacerbationen

Progressive Obstruktion der Bronchiolen, Zerstorung des
Lungengewebes, Bronchiekatasen

Chronischer Husten, Atemnot, Anstrengungsintoleranz
Progressiver Abfall der Lungenfunktion



Abfall der Lungenfunktion

Median Percent Predicted FEV vs. Age, 1990 and 2002

Age (Years)

CFF National Patient Registry 2002



Pulmonale Beteiligung (2)

Débit

-

Normal angle
of nail bed

<

bronchiectasies



Pulmonale Beteiligung (3)

« Bakterielle Kolonisation = Inflammation, 7 IL8, | IL10,
| antiinflammatorische Cytokine, Afflux von Neutrophilen

* Erreger:

Staph. Aureus (50% zwischen 6-17 Jahren),
H. influenza (25% zwischen 2-5 Jahren)

Pseudomonas aeruginosa (Pa):
29.8% zwischen 2-5 Jahrne, 81.3% zwischen 26-30
Jahren

Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia
Mycobacteries (NTM), Aspergillus



Erreger und respiratorische Infekte

Respiratory Infections vs. Age
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Overall Percentage in 2002:
P aeruginosa 57.8% S. aureus 49.7% — H. influenza 16.3%
S. maltophilia 9.4% — B. cepacia 3.1% A. xylosoxidans 5.2%

CFF National Patient Registry 2002



Pseudomonas aeruginosa

Ubiquitarer Erreger, nicht pathogen bel normaler
Immunitat

Interaktioon Pa < Epithelzellen , Mucine

Initialkolonisation (Rachenabstrich, Sputum, BAL): Pa
non-mucoid, sensibel auf AB = alenfalls eradiziert

Wachstum in anaeroben Milieu = Mutation, Produktion
von Exopolysacchariden (Alginate), Biofilm

Pa mucoid: resistent auf AB, Phagozytose, kann nicht
eradiziert werden



Evolution von Pa

Monmucsid B asruginosa Fucokd P sermnginoss
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* Alter der Erstmanifestation: Pa non-mucoid 1Jahr
Pa mucoid 13 Jahren
« Kurze Latenzzeit (1 Jahr) zwischen O Pa et Pa non-

mucoid, lang (10.9 Jahre) zwischen Pa non-mucoid und
Pa mucoid

Li Z, JAMA 2005;293:581



Evolution von Pa

Stages of Pa infection in CF

Mucoid Fa
Consecutive Pa Isolate
1st Pa Positive Cultures i

Positive p, Neg.

Blrth CU"ZUI’E Culture
Serum Antibodies against Pa

v iid .

LY AN SR e
By A W

Negative Intermittent Chronic
West BE (2002}, Speart DP (2002); Ernst RE (1999, 2003, Spencer DH (2003




Pulmonaler Infekt mit Pa

T Produktion von Sekretion, Obstruktion der Atemwege,
Destruktion des Lungengewebes

Abfall der Lungenfunktion dramatischer
Lebenserwartung: 28 Jahre Pa+, 39 Jahre Pa-

Risikofaktoren: homozygot DeltaF508, weibliches
Geschlecht, Staph. aureus, virale Infektionen



CFTR gen
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Verminderung der Flissigkeitsschicht
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Atemwegsenge /
Lungenschadigung

Storung der Lungenfunktion,
Krankheitssyptome



N-acetyl L-cysteine (NAC) is the archetype of a
classic mucolytic

No evidence for the clinical efficacy of NAC
Inhaled NAC can cause bronchospasm

There I1s some evidence that
iInhaled NAC can worsen CF lung
disease.

However there maybe a role for oral
NAC



Sputum Viscosity (Poise at 1350 sec 1)
(Lopez-Vidriero & Reid, 1978)

Mucoid  Mucopurulent Purulent

Chronic Bronchitis

Bronchiectasis

Cystic Fibrosis

Asthma

0.41
(.08-1.25)

0.25
(.04-.46)

.96
(.09-1.72)

0.61
(.15-1.63)

0.39
(.07-.89)

0.39
(.16-.84)

1.46*
(.26-3.10)

1.07
(.46-1.38).

0.61*
(.21-1.63)

0.84
(.39-1.60)




Airway pathology in asthma: mucus plugging




S In sputum

W YT G

Confocal micrograph showing mucin polymers (Texas red-UEA)
and DNA polymers (Green - YoYol) in bronchitis and CF sputum



| Tenacity = adhesion x cohesion
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CFTR gen
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Verminderung der Fliussigkeitsschicht

Sch_leim
i |

Verminderung der Atemwegsreinigung
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. |
Atemwegsenge / Hypertone
(BIAaSe Lungenschadigung Kochsalzlosung

Mannitol

Storung der Lungenfunktion,
Krankheitssyptome



Lungen-Dosis: 8% Lungen-Dosis: 36%

34 Monate | 33 Monate
Klassiscnes Gerdt: Adaptiertes Gerat
MMD 4.2 pm MMD 2.5um

Schuepp et al, Swiss Med Wkly 2004; 134:198-200
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Schleim
Schleim-Penetration

Inaktivierung der

Aminoglycoside durch enge
Bindung an Makromolekiile
(DNA und Glycoproteine)

bakterielle Biofilmproduktion
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Mendelman 1985, Am Rev Respir Dis

Sputum +
Tobramycin (10X MIC)

Sputum +
Tobramyein (25X MIC)




Tobramycin

Ramsey. NEJM 1999; 340:23-30




Antibiotika gegen Pa

Eradikation bel friihzeitiger Kolonisation / Infektion:

— Colistin® inhalativ + Ciproxine po 3 Wochen - 3
Monate

— Tobramycin (TOBI®) inhalativ 28 Tage

Eradikation: 81% der Falle

18 Monate durchschnittliches Intervall vor erneuter

Infektion
Taccetti G, Eur Respir J, 2005;26:458

Langzeittherapie: inhalative Antibiotika,
Colistin® ou TOBI® +/- AB IV

Behandlung von Exazerbationen: zweifach kombinierte
anti-Pa AB IV (oder po) minimum 2 Wochen
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Lungenschadigung

iL.v., inhalativ
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Hypertone
Kochsalzlésung

Mannitol

Physiotherapie

Steroide
NSAID

Steroide
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INOITEKIGNENFUNGS

: N , Hypertone
Verminderung der Fliussigkeitsschicht Kochsalzlésung

rhDNAase zaher Schleim Mannitol

Verminderung der Atemwegsreinigung Physiotherapie
Antibiotika p.o, Infektlon Entzundung Steroide
I.v., inhalativ NSAID
Reparaturprozesse Steroide
D O 4 -

: 3

Bronchodilatatoren Atemwegsenge /

Lungenschadigung

Storung der Lungenfunktion,
Krankheitssyptome



SENERPIE CFTR gen
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Enthusiasmus, >20 Studien

Verschiedene Vektorsysteme:
 Adenoviruses
 Adeno-associated viruses
« Cationic lipids

Nicht erfolgreich:

« Schleimbarriere

« Entzlindungs- und Immunantworten
« Zielzellen und Zielgrésse

Aktuell UK «cationic-lipid-based vector»



Class VI -~

¥ Accelerated

CFTR gen

4t

Class I
« PCT-124 (premature termination codons)

Class Il
 Polyamine deoxyspergualin

« VX-809
« Cationic lipids
Class IlI:

« VX-770 (Ilvacaftor-Kalydeco — G551D —
non conventional mode of gating by
binding to the channel directly)

 Flavonoid compounds (genistein)



CFTR gen

4t

14 28
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Figure 2. Nasal potential difference change after 2 weeks
of oral PTC124 treatment in CF patients carrying stop
mutations.




Conclusion

Survival from Age One, by Year of Birth
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CFF National Patient Registry 2002




