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Einleitung

1 FEinleitung

1.1 Hintergrund

Harnwegsinfektionen (HWI) zéhlen zu den héaufigsten bakteriellen Infektionen weltweit
" Das weibliche Geschlecht ist hiervon wesentlich haufiger betroffen als das mannliche
19,4478 Innerhalb der einzelnen Altersgruppen und Geschlechter unterscheiden sich die
Auftretenswahrscheinlichkeiten. Ein Altersgipfel zeigt sich zwischen 15 und 35 Jahren
und betrifft dabei Frauen 40-mal haufiger als Manner. Ein weiterer Altersgipfel findet
sich in der Gruppe der Uber 80-jahrigen Frauen. Allgemein lasst sich sagen, dass ca.
50% aller Frauen einmal in ihrem Leben eine Harnwegsinfektion entwickeln. Hierbei

erhalt jede dritte Frau eine antibiotische Therapie 44,

Ein Drittel der Patientinnen mit einer symptomatischen Harnwegsinfektion erkranken
innerhalb  von finf Monaten an einem Rezidiv %. Eine symptomatische
Harnwegsinfektion ist definiert durch die Anwesenheit von infektidsen Erregern im
Harntrakt und dem Vorliegen von typischen Symptomen *°. Hierbei wird je nach
Lokalisation ~ zwischen unterer  Harnwegsinfektion  (Zystitis) und  oberer
Harnwegsinfektion (Pyelonephritis) unterschieden. Typische Symptome der Zystitis
sind Pollakisurie, Dysurie, imperativer Harndrang und ggf. begleitende Hamaturie. Eine
Pyelonephritis ist charakterisiert durch Flankenschmerzen, ein klopfschmerzhaftes
Nierenlager und ggf. begleitendes Fieber (> 38°C) *. Die Urosepsis, als schwerste Form
einer Infektion der Harnwege, ist ein Kklinisches Syndrom, bei dem komplexe
physiologische und biochemische Veranderungen zu einem schweren Verlauf einer
Infektion filhren konnen 8 Die Sepsis ist definiert als Symptomkomplex mit
lebensbedrohlichen Organdysfunktionen, welche durch eine inddaquate Reaktion eines
Wirts auf eine Infektion hervorgerufen werden ®. Die Organdysfunktionen werden

hierbei mittels des SOFA-Scores (sequential organ failure assessment score) ermittelt &7,

Eine Harnwegsinfektion wird als unkompliziert eingestuft, wenn definitionsgeman
keine funktionellen oder anatomischen Behinderungen, keine Nierenfunktionsstérungen
und keine relevanten Komorbiditaten vorliegen, die eine HWI begiinstigen 8.
Dementsprechend gehéren zu den pradisponierenden Faktoren anatomische
Besonderheiten wie angeborene Ureterabgangsstenosen, Harnblasendivertikel oder

erworbene Verénderungen wie Nieren-, Harnleiter- und Blasensteine, urogenitale
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Tumore und das Vorliegen einer Schwangerschaft. Auch sich im Urogenitaltrakt
befindliche Fremdkdrper wie Harnblasenkatheter und Harnleiterschienen oder
funktionelle Einschrankungen bei der Blasenentleerung und der Nierenfunktion kénnen
zu komplizierten Verldufen fuhren. Einschrdnkungen des Immunsystems wie
beispielsweise ein schlecht eingestellter Diabetes mellitus oder beim Acquired
Immunodeficiency Syndrome (AIDS) z&hlen ebenso zu den Bedingungen, die eine
komplizierte HWI begiinstigen .

Eine rezidivierende Harnwegsinfektion (rHWI) wird bei zwei symptomatischen
Episoden innerhalb der letzten sechs Monate, bzw. drei symptomatischen Episoden

innerhalb der letzten zwoIf Monate angenommen &,

Zusétzlich gilt es zwischen einer klinisch relevanten Infektion und einer
asymptomatischen Bakteriurie (ABU) zu unterscheiden. Bei einer asymptomatischen
Bakteriurie sind Mikroorganismen in Keimzahlen oberhalb definierter Grenzwerte

nachweisbar. Es fehlen jedoch eine Leukozyturie oder typische Zystitis Symptome °2,

Das haufige Auftreten von Harnwegsinfektionen bedingt einen hohen Verbrauch von
Antibiotika. Der Einsatz von Antibiotika korreliert direkt mit der Entstehung von
Resistenzen gegeniiber den eingesetzten Antibiotika 7. Die Zunahme von
Antibiotikaresistenzen stellt ein globales Problem dar und bedroht die Behandlungen
von Infektionen weltweit. Resistenzmechanismen entstehen und verbreiten sich durch
die Globalisierung zunehmend. Hochrechnungen hierzu zeigen auf, dass die Anzahl der
Toten durch antibiotikaresistente Keime von derzeit 700.000 pro Jahr, auf tber zehn
Millionen im Jahr 2050 ansteigen konnte 2°. Die World Health Organisation (WHO) hat
bereits 2014 auf diese Tendenz aufmerksam gemacht und eine Faktenzusammenstellung
hierzu vorgelegt %. Der WHO Report zeigt auf, dass ohne umfassende, koordinierte
Aktionen zur Verminderung von Resistenzen die antiinfektiose Therapie insgesamt
gefahrdet ist. Wenn bei banalen Infektionen die Medikamente der ersten Wahl nicht
mehr wirksam sind, missen Reserveantibiotika verwendet werden, was wiederum
Resistenzen gegen diese Medikamente hervorruft, sodass sie fur schwerwiegendere
Infektionen nicht mehr zur Verfugung stehen. Auflerdem sind die Reserveantibiotika
unter Umstanden weniger spezifisch, wodurch eine l&ngere Krankheitsdauer und
letztlich  zusatzliche  Kosten  resultieren  konnen.  Hierdurch  wird  der

gesamtgesellschaftliche Aspekt fiir Gesundheitssystem und Volkswirtschaft deutlich 7.
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Fur Harnwegsinfektionen wird die Antibiotikaresistenz durch die Europdische Sektion
fur Infektionen in der Urologie (ESIU) mittels einer weltweit internetbasierten Studie
gemessen. Die Global Prevalence Study of Infections in Urology (GPIU) zeigt gegen
alle getesteten Antibiotika hohe Raten von Resistenzen. Hierzu zéhlen Breitband-
Penicilline, Fluorchinolone und Cephalosporine der dritten Generation. Nur Imipenem,
welches zur Gruppe der Carbapeneme und somit den Reserveantibiotika gehort, wies
eine Resistenzrate < 10% auf .

Aufgrund dieser Entwicklungen hat die World Alliance Against Antibiotic Resistance
(WAAAR) einen Aktionsplan erstellt, womit der Anstieg der weltweiten
Antibiotiaresistenzen verlangsamt werden soll 19, Strategien sind allgemeine Forderung
des Bewusstseins, Organisation eines nationalen Plans zum verantwortlichen Gebrauch
von Antibiotika in der Human- und Veterindrmedizin im Sinne des Antibiotic-
Stewardship (ABS), sowie die Entwicklung und Erforschung neuer Antibiotika oder
alternativer Behandlungsmethoden. In der AWMF S3-Leitlinie ,,Strategien zur
Sicherheit rationaler Antibiotika-Anwendung im Krankenhaus* sind Empfehlungen zur
Umsetzung der ABS-Programme beschrieben und ABS-Ziele definiert . Diese Ziele
zur Bekampfung der Antibiotikaresistenz sind in Deutschland in der ,,Deutschen

Antibiotika-Resistenzstrategie* (DART) festgehalten worden °.

Auch diese Arbeit soll einen Beitrag zur Erforschung von alternativen

Behandlungsmethoden leisten.

1.2 Anatomie der Harnblase

1.2.1 Makroskopische Anatomie

Die Harnblase befindet sich zentral im kleinen Becken und zahlt zu den ableitenden
Harnwegen. Sie ist ein muskuldres Hohlorgan und dient der Speicherung und
Entleerung von Urin. Der untere Pol ist auf Hohe des Unterrandes der Symphyse und
der obere Pol ist je nach Fillungszustand zwischen Symphysenoberrand und
Bauchnabel. Die Lage der Harnblase ist extraperitoneal. Die kraniale Flache wird
jedoch von Peritoneum Uberzogen, welches hier je nach Geschlecht die Excavatio
vesicouterina oder die Excavatio rectovesicalis als Umschlagsfalte bildet und die
dorsale Begrenzung darstellt. Kaudal stellt die Muskelplatte des Diaphragma pelvis mit

M. levator ani und M. transversus perinei profundus die Begrenzung dar. Ventral und
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lateral ist die Harnblase durch lockeres Bindegewebe mit zugehdrigem Venenplexus
umgeben. Durch dieses Bindegewebe sowie das leicht verschiebbare Peritoneum,
werden erhebliche GroRenveradnderungen bei unterschiedlichen Fullungsvolumina der

Harnblase ermoglicht 2.

1.2.2 Mikroskopische Anatomie

Die ableitenden Harnwege und somit auch die Harnblase bestehen aus einer
dreischichtig aufgebauten Wand. Dies sind von auffen nach luminal eine Tunica

adventitia, eine Tunica muscularis, sowie eine Tunica mucosa *°.

Die Adventitia ist bindegewebig aufgebaut und verankert die Harnblase in der
Umgebung. Die Muskelschicht der Harnblase mit dem M. detrusor vesicae ist stark
ausgepragt und zahlt zu der glatten Muskulatur, welche parasympathisch und
sympathisch innerviert wird. In der Blasenwand befinden sich vegetative
Ganglienzellen, Nerven und Mechanorezeptoren, wodurch Uber afferente Nervenbahnen
Informationen Uber die Dehnung der Harnblase und somit den Flllungszustand

vermittelt werden “°,

Die luminal gelegene Tunica mucosa ist ein mehrschichtiges Epithel und besteht aus der
Lamina epithelialis (Urothel/Ubergangsepithel), sowie der Lamina propria. Die Lamina
propria stellt die Bindegewebsschicht der Mucosa dar und enthdlt einen dichten
Kapillarplexus. Die Lamina epithelialis wird auch als Ubergangsepithel oder Urothel
bezeichnet und setzt sich aus einer Basalschicht, Intermedidrschicht und
Superfizialschicht zusammen. Je nach Fullungzustand der Harnblase passt sich das
Urothel mit einer Anderung der Epithelhbhe und Zellform den entsprechenden
Bedingungen an. Die Zellen der Basalschicht bestehen aus einer Zelllage und dienen als
Stammzellenvorrat fir das Urothel. Die Intermediérschicht bildet die mittlere Schicht
des Urothels und besteht aus mehreren Zelllagen. Die Anzahl der Zelllagen variiert je
nach Fullungsvolumen der Harnblase von sechs bis sieben im ungedehnten Zustand zu
drei bis vier in einem gedehnten Zustand. Die Superfizialschicht grenzt direkt an das
Lumen der Harnblase an und besteht aus den Deckzellen des Urothels. Die Deckzellen
sind oft polyploid und werden auch umbrella cells genannt. Sie kdnnen im gedehnten
Zustand der Harnblase ihre apikale Oberflache vergroRern und tberspannen mehrere
Zellen der Intermedidrschicht. Eine Besonderheit der Deckzellen ist die lumenseitige

Plasmamembran. Diese enthdlt spezifische Transmembranproteine, die Uroplakine

7
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genannt werden und in der Membran Plaques bilden. Diese steifen Plaques werden
durch flexible Membranen, welche Scharniere heil3en, unterbrochen. Lateral zwischen
den Deckzellen befinden sich tight junctions. Gemeinsam wird hierdurch eine Barriere
des Urothels gegenuliber den Harnbestandteilen hergestellt. Bei zunehmender Dehnung
der Harnblase flachen die Deckzellen ab, wodurch die Membranoberflache vergrolert
wird und es zur Glattung von Membraneinstilpungen kommt. Zusétzlich befinden sich
im Zytoplasma der Deckzellen zahlreiche flache Vesikel mit Membranmaterial aus
Plaques und Scharnieren, die bei Bedarf in die apikale Plasmamembran eingebaut
werden koénnen. Dies konnte ebenfalls der MembranoberflachenvergroRerung,

allerdings auch der Erneuerung der apikalen Plasmamembran dienen .

Der histologische Aufbau des Urothels ist wichtig zum Verstandnis der Pathogenese

von Harnwegsinfektionen.

1.3 Erregerspektrum

Harnwegsinfektionen werden durch ein breites Spektrum von Krankheitserregern
ausgeldst. Hierzu zahlen vor allem Bakterien, welche in Gram-positive und Gram-
negative Klassifiziert werden, jedoch zu einem geringen Anteil auch Pilze. Das
Keimspektrum bei unkomplizierten und komplizierten Harnwegsinfektionen
unterscheidet sich. Der haufigste Erreger in beiden Gruppen ist jedoch Escherichia coli.
Bei unkomplizierten Harnwegsinfektionen sind uropathogene E. coli (UPEC) zu 75%
die ausldsenden Keime. Die weiteren Erreger sind Klebsiella pneumoniae (6%),
Staphyloccoccus saprophyticus (6%), Enterococcus spp. (5%), Streptokokken der
Gruppe B (3%), Proteus mirabilis (2%), Pseudomonas aeruginosa (1%),
Staphylococcus aureus (1%) und Candida spp. (1%). Bei den komplizierten
Harnwegsinfektionen sind uropathogene E. coli zu 65% die verantwortlichen Erreger.
Des Weiteren zeigt sich eine Zunahme bei Enterococcus spp. (11%), K. pneumoniae
(8%), Candida spp. (7%), P. aeruginosa (2%) und S. aureus (3%) %°.

1.3.1 Gram-positive Bakterien

Staphylokokken

Staphylokokken sind grampositive, fakultativ anaerobe, unbewegliche Kokken. Sie

bilden keine Sporen und liegen aufgrund der Unbeweglichkeit haufenférmig zusammen.
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Eine Differenzierung innerhalb der Spezies erfolgt durch ihr Koagulase-Verhalten. S.
aureus zeigt ein Koagulase-positives Verhalten, S. saprophyticus ist Koagulase-negativ.
Gegenuber Streptokokken lassen sie sich durch ihre Katalase-Positivitat abgrenzen.
Eine Anzlchtung von Staphylokokken gelingt gut bei 37° C. Auf bluthaltigen

N&hrboden zeigen sie ein unterschiedliches Hamolyseverhalten 3L,

S. saprophyticus besiedelt oft die Haut des Perineums und spielt als Erreger bei jungen,

sexuell aktiven Frauen im Rahmen der ,,Honeymoon-Zystitis* eine Rolle *.

S. aureus gehort zu den widerstandsfahigsten Bakterien und besiedelt zu 30 % dauerhaft
die Haut oder Schleimhéute von Menschen. Weitere 30 % sind passagere Keimtrager.
Die bevorzugten Areale sind vor allem der Nasenvorhof, Rachen, Achsel und Rima Ani.
Die Widerstandsfahigkeit zeigt sich vor allem gegeniiber Austrocknung, Sonnenlicht
und Hitze, pH-Veranderungen oder Anderungen des Salzgehalts. Harnwegsinfektionen
werden durch S. aureus selten verursacht. Eher typisch sind Infektionskrankheiten mit
Abszessbildungen der Haut oder Schleimhdute und Wundinfektionen oder Infektionen
innerer Organe, wie Endokarditis und Osteomyelitis. S. aureus verfugt Uber viele
Virulenzfaktoren. Die verschiedenen Stdmme unterscheiden sich aber in ihrer
pathogenen Potenz, da das Vorkommen der Virulenzfaktoren variabel ist. Als
nosokomialer Problemstamm ist vor allem der methicillinresistente S. aureus (MRSA)
wichtig. Dieser verfligt zumeist auch Uber Virulenzfaktoren, wodurch schwere

Krankheitsverldufe entstehen kdnnen, die eine komplexe Therapie nach sich ziehen 3.

Streptokokken

Streptokokken sind grampositive, fakultativ anaerobe, unbewegliche Kokken. Sie bilden
ebenfalls keine Sporen und lagern sich kettenférmig zusammen. Im Gegensatz zu den
Staphylokokken sind sie Katalase-negativ. Viele der Streptokokken-Typen gehoren zur
physiologischen Normalflora der menschlichen Haut und Schleimhaut. Eine
Differenzierung innerhalb der Spezies erfolgt anhand ihres Hamolyseverhaltens auf
bluthaltigen N&hrbdden, sowie serologisch anhand des Antigenmusters des
zellwandassoziierten C-Polysaccharids. Die Unterteilung in verschiedene Serogruppen
erfolgt nach Lancefield. Fir Harnwegsinfektionen relevant sind Streptokokken der
Serogruppe B, welche ein vollstdndiges Hamolyseverhalten (B-Hamolyse) zeigen. Der
Vertreter S. agalactiae besiedelt hauptsdchlich die Schleimhaut des Urogenitaltrakts.
Wichtiger Virulenzfaktor ist der CAMP-Faktor, der die Hamolyse verstarkt 3.

9
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Enterokokken

Die Enterokokken sind besonders hitzestabile oftmals paarweise angeordnete
Streptokokken. Sie zeigen somit dieselben oben beschriebenen Eigenschaften auf. Sie
sind nicht in der Lage Nitrat zu Nitrit zu reduzieren, sodass der Nitrit-Nachweis im
Urinstreifentest bei Harnwegsinfektionen durch Enterokokken stets negativ bleibt. Die
humanpathogenen Vertreter werden der Serogruppe D nach Lancefield zugeordnet. Die
zwei wichtigsten Vertreter E. faecalis und E. faecium konnen abhangig vom
Erndhrungsverhalten bis zu 50 % der physiologischen Darmflora ausmachen.
Harnwegsinfektionen kdnnen durch Schmierinfektionen entstehen. Wichtiges Merkmal
ist, dass Enterokokken intrinsisch resistent gegen alle Cephalosporine und
Aminoglykoside sind. Bei nosokomialen Infektionen tritt gehduft ein

vancomycinresistenter Enterococcus (VRE) auf .

1.3.2 Gram-negative Bakterien

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa ist ein gramnegatives, fakultativ anaerobes, bewegliches Stabchen, das
keine Sporen bildet. Es ist Katalase- und Oxidase-positiv und ist ein nicht
fermentierendes Bakterium. Pseudomonaden gelten als typischer Nasskeim mit
anspruchsloser Lebensweise an seine Umgebung. Auf Kulturmedien prasentiert es sich
grinlich-blaulich mit pB-Ha&molyse und einem sufRlich-aromatischen Geruch. Dieser
Geruch zeigt sich v.a. auch bei Wund- und Harnwegsinfektionen. Weitere typische
Infektionen durch Pseudomonaden sind die Otitis externa, Atemwegsinfektion
(beispielsweise  durch  kontaminierte Inhalationsgerdte oder  Klimaanlagen),
Endokarditiden und Sepsis. Aufgrund der hohen Umweltpersistenz und der
intrinsischen  Resistenz gegenuber diversen Antibiotika ist P. aeruginosa ein

bedeutender nosokomialer Erreger 3L,

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae bilden eine Gruppe von gramnegativen Stabchen, die sich unter

aeroben und unter anaeroben Bedingungen (fakultativ anaerob) vermehren kénnen. Sie

10
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bilden keine Sporen und sind erregerabhéngig begeif3elt und dadurch beweglich oder
unbegeilielt. Mit dem Enterobacteriaceae-common-Antigen (ECA) besitzen sie ein
gemeinsames Antigen. Die Spezies stellen ca. 50 % der Erreger von nosokomialen
Infektionen. In den folgenden Punkten werden die flur Harnwegsinfektionen

bedeutenden Erreger niher beschrieben 3L,

Proteus mirabilis

P. mirabilis ist stark peritrich begeiRelt und dadurch lebhaft beweglich. Dies bedingt
auch das Phidnomen des ,,Schwirmens® auf festen, feuchten Nahrboden. Hier werden
keine Kklar abgrenzbaren umschriebene Kolonien gebildet, sondern sie zeigen sich
flachenhaft. Proteus kommt als Faulniserreger in der Erde, im Abwasser oder auf
Tierkadavern vor, findet sich jedoch auch physiologisch in der Darmflora des
Menschen. Dementsprechend ist die Gattung ein haufiger Erreger nosokomialer
Harnwegsinfektionen. Zu den weiteren Infektionen, die durch P. mirabilis bedingt sind,
zahlen Atemwegsinfektionen, Wundinfektionen und Septikamien 3.

Wichtiger Virulenzfaktor ist eine ausgepragte Urease-Aktivitat. Durch Urease wird
Harnstoff zu Kohlendioxid und Ammoniak hydrolysiert. Daraus resultiert ein Anstieg
des Urin-pH-Werts, wodurch Salze im Harntrakt auskristallisieren und es zur Bildung
von Harnsteinen kommen kann. Hierdurch koénnen sich kristalline Biofilme auf
Kathetern bilden. Dadurch schiitzt sich der Erreger vor dem Immunsystem des Wirts
und vor Antibiotika. Zusatzlich kann eine Blockierung des Urinabflusses aus

Harnleitern oder Kathetern resultieren, was letztendlich die Infektion fortschreiten lasst
20, 31

Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae ist ein unbewegliches, bekapseltes und gramnegatives Stabchen. Die
Kapsel besteht aus einer dicken Polysaccharidschicht und schiitzt den Erreger vor
Phagozytose. Die Gattung kommt ubiquitdr vor und findet sich physiologischerweise im
Erdreich, im Wasser sowie auf Pflanzen. Teilweise kommen die Erreger auch in der
Darmflora des Menschen vor. Kulturell wachsen Klebsiellen auf glukosehaltigen
Néahrbdden in schleimigen, groRen Kolonien. Infektionen durch Klebsiellen bedingt sind

vor allem: Pneumonie, Otitis, Bronchitis, Meningitis, Endokarditis, Cholezystitis,

11
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Harnwegsinfektionen und Sepsis. Wichtiger Virulenzfaktor ist eine Typ-1-Pili
vermittelte Adh&sion am Epithel der Harnblase und die Ausbildung eines Biofilms, zur
Herstellung der Erregerpersistenz. Die Therapie von Klebsiellen ist oft schwierig
aufgrund von Mehrfachresistenzen. Deshalb ist K. pneumoniae ein wichtiger Erreger

nosokomialer Infektionen 2%-31,

Escherichia coli

E. coli ist ein sporenloses, gramnegatives, fakultativ anaerobes und peritrich begeil3eltes
Stabchenbakterium. E. coli ist ein klassischer Fékalindikator, d.h., es wird als
Nachweismittel fur fakale VVerunreinigungen von z.B. Trinkwasser, Lebensmitteln oder
Bedarfsgegenstdnden des téglichen Lebens verwendet. Im  menschlichen
Gastrointestinaltrakt leben viele verschiedene Stdamme von E. coli, wovon die meisten
harmlose Kommensalen sind, sodass durch diese keine Infektionen resultieren. Einige
Stamme sind durch eine spezielle genetische Ausstattung jedoch humanpathogen. Diese
humanpathogenen Stdmme lassen sich in zwei Gruppen unterteilen. Man unterscheidet
enteropathogene Stdmme, die zu intestinalen Durchfallerkrankungen flhren, von nicht-
enteropathogenen Stammen, die extraintestinale Infektionen auslésen 3. Die nicht-
enteropathogenen Stdmme werden deshalb auch extraintestinal pathogene E. coli
(EXPEC) genannt. Hierzu gehoren auch die uropathogenen E. coli (UPEC), die im

Folgenden naher beschrieben werden 2.

UPEC sind hochspezialisierte Erreger mit vielen Virulenzfaktoren, welche in der
Pathogenese von Harnwegsinfektionen eine wichtige Rolle spielen. Die
Virulenzfaktoren kdnnen in folgende vier Gruppen unterteilt werden: Adhé&sion, Toxine,

Eisenakquirierung und Immun-Evasionsstrategien 2.

Adhasine dienen der Anheftung des Erregers an das Urothel. Die wichtigsten Pili sind
Typ-1-Pili und P-Pili. Nach Bindung an das Urothel kann auch eine Internalisierung des
Erregers in die Uroepithelzellen erfolgen. Die UPEC sammeln sich hierbei im
Zytoplasma der Deckzellen und leiten die Replikation ein. Dadurch bilden sich
intrazellulare Kolonien in Biofilm-&hnlicher Organisation, welche intracellular
bacterial communities (IBCs) genannt werden. Die Kolonien reifen, bis es zu einer
Desintegration der Wirtszelle kommt, sodass die UPEC neuerlich an Wirtszellen
adhérieren und sich die Infektion etabliert. Hierbei koénnen auch tiefer liegende

Zellschichten des Urothels befallen werden. Die hier ausgebildeten intrazellularen
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Reservoire werden quiescient intracellular reservoirs (QIRs) genannt. Die UPEC
persistieren in diesen Zellschichten mit einer geringeren Erregerlast und sobald die
Zellen sich weiter differenzieren und nach luminal entwickeln, startet der
Infektionszyklus erneut. Dies erklart u. a. die Entstehung eines Rezidivs 2> %2, Das
Eindringen der Erreger und die Ausbildung von intrazellularen Biofilm-&hnlichen

Strukturen gehort zu den Immun-Evasionsstrategien 2.

Ein weiterer Virulenzfaktor ergibt sich durch die Deckung des Nahrstoffbedarfs, indem
Eisen akquiriert wird. UPEC bendtigen Eisen zur Durchfiihrung ihrer biologischen
Funktionen. Freies Eisen steht im menschlichen Korper jedoch nur begrenzt zur
Verfligung, da der Hauptanteil in gebundener Form vorliegt. Durch die Synthetisierung
von Siderophoren kann dem Wirt Eisen entzogen werden, welches die Bakterien zur
Verstoffwechselung nutzen. Das Vorliegen von Eisenaufnahmesystemen tragt erheblich

zur Pathogenitat der Erreger bei 2142,

Toxine und Proteasen als Virulenzfaktoren kdnnen die Wirtszellen direkt schadigen und
zerstOren. Hierdurch gelingt die Nahrstoffversorgung, sowie das Vordringen in tiefer
liegende Gewebsschichten. Dies geschieht durch Beeinflussung der zelluldren Integritat
mit Veranderung der zellularen Homoostase und Lyse der Zellen. Beispiele fur Toxine
von UPEC sind das Hamolysin und zytotoxischer Nekrosefaktor. Serinproteasen-
Autotransporter sind beispielsweise das secreted autotransporter toxin (Sat), protein

involved in intestinal colonization (Pic) und temperature-sensitive hemagglutinin (Tsh)
20, 42,53

1.4 Pathogenese von Harnwegsinfektionen

Harnwegsinfektionen entstehen durch die Adhésion von uropathogenen Erregern an das
Urothel. Dabei handelt es sich grundsétzlich um aszendierende Infektionen. Nur in
seltenen Fallen ist der Infektionsweg per continuitatem z. B. bei Fistelbildung oder

deszendierend durch Bakteridamien mit beispielsweise Staphylokokken *°.

Die uropathogenen Erreger stammen zumeist aus dem Gastrointestinaltrakt und
besiedeln die periurethrale Region. In der Folge kommt es zur Kolonisierung der
Urethra und Aszension der Erreger in die Harnblase. Hier missen die Erreger mit ihren
Oberflachenstrukturen am Urothel adhdrieren, wodurch ein Auswaschen durch den Urin

verhindert und eine schnellere Vermehrung erreicht werden soll 242,
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Die Deckzellschicht, als oberste Schicht des Urothels, besteht aus terminal
differenzierten Urothelzellen. Sie fungiert als impermeable Barriere und ist mit
Uroplakinen und einer ausgedehnten Glykosaminoglykanschicht ausgestattet. Die
Anheftung der Uropathogenen erfolgt mittels spezieller Adhésine. Dies sind

urothelspezifische Pathogenititsfaktoren wie z. B. Pili %,

Von besonderer Bedeutung sind der Typ-1-Pili und der P-Pili von E. coli. P-Pili binden
uber die PapG Domaéne im Bereich der Nieren und sind mit Infektionen des oberen
Harntrakts assoziiert. Typ-1-Pili binden mittels der Proteinuntereinheit FimH an
Mannoseeinheiten der Uroplakine und asp1-Integrine der Deckzellenschicht. Typ-1-Pili
nehmen bei der Infektion mit uropathogenen E. coli eine multifaktorielle Funktion ein,
indem sie mehrere Pathogenitatsfaktoren vereinen: Adhdsion, Invasion, Biofilmbildung,
Ausbildung von intrazellularen Reservoiren und Interaktion mit Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems. Dies fihrt zur Aktivierung von immunologischen
Abwehrmechanismen wie der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und zur

differenzierten Zytokinantwort 17273749,

Dieser  eingeleiteten  Entziindungsreaktion  begegnen  die  Erreger  mit
Immunevasionsprozessen, wie z.B. der Invasion der Wirtszellen. Durch das Anheften
der Typ-1-Pili an die Uroplakine werden Signaltransduktionswege aktiviert, die zur
Internalisierung der Erreger fiihren. Im Zytoplasma der Deckzellen verweilen die
Bakterien geschiitzt vor dem Immunsystem und kénnen dort auch replizieren. Hierdurch
ist eine Zelllyse mdglich und die Erreger kdnnen sich weiter verteilen. Bei neuerlicher
Adhésion an Uroplakine startet der Zyklus von vorne und es besteht die Moglichkeit,
dass eine symptomatische Harnwegsinfektion entsteht 2% 27,

Das angeborene Immunsystem leitet die oben beschriebenen Abwehrmechanismen
durch die Erkennung der Bakterien durch spezielle Rezeptoren ein. Hierzu zéhlen die
fir den Harntrakt relevanten Toll-like-Rezeptoren 4 und 5 (TLR4 / TLR5). TLR4 wird
durch Bindung von Lipopolysaccharid an der Oberflache von Gram-negativen
Bakterien, sowie durch Typ-1-Pili und P-Pili von UPECs aktiviert. Flagellin als
Strukturprotein des fortbewegungsvermittelnden Geil3elapparat von Bakterien aktiviert

TLR5 24, 27, 53, 68, 69.

Weitere Abwehrmechanismen nach Eindringen der uropathogenen Erreger sind ein

Spuleffekt durch vermehrten Urinfluss, eine Exfoliation des Urothels, Rekrutierung von
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Phagozyten, sowie die sich im Urin befindlichen antimikrobiellen Substanzen wie

Tamm-Horsfall Protein und Defensine 31 42,

1.5 Alternative Behandlungsmethoden

Das folgende Kapitel soll einen Uberblick tber die derzeitigen alternativen nicht-
antibiotischen Behandlungsmoglichkeiten in der Therapie und Prophylaxe von
Harnwegsinfektionen darstellen. Hierbei wird zur Ubersicht vor allem auf die
Studienlage zu D-Mannose eingegangen.

Allgemeine MaRnahmen sind eine ausflhrliche Beratung und das Vermitteln von
Verhaltensempfehlungen durch spezifische Schulungsprogramme, sowie die Forderung
zur Immunstimulation 8. Darunter versteht man eine pflanzenbetonte Kost, regelmaRige

sportliche Aktivitat und psychosoziale Aspekte .

Bei der Ernahrung sollte auf eine ausreichende Trinkmenge von mind. 1,5 Liter / Tag
geachtet werden. Wobei eine tberméaRige Flussigkeitsaufnahme jedoch zu vermeiden
ist, da ansonsten die im Urin befindlichen antibakteriellen Substanzen wie Tamm-
Horsfall-Protein und Cathelicidin zu stark verdiinnt werden kénnten und hierdurch die
antibakterielle Aktivitat vermindert werden kénnte & 32, Der regelméRige Verzehr von
Saften aus Beeren zeigte sich vorteilhaft. Beeren enthalten Flavonole, welche als

Inhibitoren der Adhé&sion von coliformen Bakterien an menschlichen Zellen fungieren
35

Die Rate an Genitalkontakten Kkorreliert direkt mit dem Auftreten von
Harnwegsinfektionen, sodass eine sexuelle Abstinenz, auch von temporarer Dauer, die
Haufigkeit reduzieren kann. Ebenfalls kann die Form der Verhltungsmethode, wie bei
dem Gebrauch von Intravaginal-Ovula, mit Spermiziden beschichtete Diaphragmen,

Kondomen oder Intrauterin-Spiralen das Risiko fiir Harnwegsinfektionen erhohen & 60,

Empfehlenswert ist es auch eine Auskihlung zu vermeiden. Bei einer offenen
kontrollierten Studie von BAERHEIM und LAERUM flihrte eine gezielte Abkihlung der
FuRe mit einer durchschnittlichen Latenzzeit von 55 Stunden zu Zystitis-dhnlichen

Symptomen. In einer Kontrollperiode traten hingegen keine Rezidive auf °.
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Eine weitere Empfehlung ist der Verzicht auf berméaRige Intimhygiene, da dies das
vorhandene lokale protektive Mikrobiom und Milieu, bestehend aus Laktobazillen und

antimikrobiellen Peptiden, schadigen kann 8,

Bei Frauen in der Postmenopause wird eine lokale Estriolsubstitution empfohlen, damit
einer vaginalen Atrophie entgegengewirkt wird. Hierdurch soll die vaginale Besiedlung

mit uropathogenen Erregern, sowie der vaginale pH-Wert vermindert werden 718,

Die Anwendung von Phytotherapeutika zahlt ebenfalls zu den alternativen
Behandlungsmethoden.  Hierbei  werden unterschiedliche  Heilpflanzen  zur
antibakteriellen Wirksamkeit empfohlen. In einer Studie von WAGENLEHNER et al.
konnte bei der Behandlung von unkomplizierten, neu diagnostizierten, unteren
Harnwegsinfektionen gezeigt werden, dass eine Pflanzenkombination aus Rosmarin
(Rosmarini folium), Tausendguldenkraut (Centaurii herba) und Liebstdckel (Levistici
radix) gegenuber einer Behandlung mit einem Standard-Antibiotikum nicht unterlegen
ist 7°,

Fur eine Immunoprophylaxe zur Stimulation des Immunsystems stehen verschiedene
Applikationswege zur Verfugung. Als orales Immunstimulans ist vor allem das Produkt
OM-89 zu nennen. Es handelt sich um Kapseln mit bakteriellen Zellwandbestandteilen
18 uropathogener E. coli Stamme. In Metaanalysen von BAUER et al. und NABER et al.
konnte die Wirksamkeit von OM-89 zur Pravention bestatigt werden, da es die

Rezidivrate im Durchschnitt um 39 % gegeniiber Plazebo gesenkt hat 5 5.

Parenteral ist der Impfstoff StroVac zur Langzeitpravention zugelassen. Dieser enthalt
10° inaktivierte Erreger von insgesamt zehn Stimmen aus fiinf Spezies und konnte

Durchbruchsinfektionen gegeniiber Plazebo senken & 73,

Akupunktur konnte als kutane Immunstimulation einen positiven protektiven Effekt
zeigen. AUNE et al. fuhrte eine dreiarmige kontrollierte Studie durch, wobei in der
Akupunkturgruppe 85 % der Probandinnen keine Harnwegsinfektion entwickelten. In
einer Scheinakupunkturgruppe waren dies nur 58 % und in der unbehandelten

Kontrollgruppe 36 % *.

Hemmung der bakteriellen Adhasion

Die Aszension von uropathogenen Erregern und die Adhé&sion an das Urothel ist der

zentrale Mechanismus in der Pathogenese von Harnwegsinfektionen. Verschiedene
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Vacciniumarten wie Cranberrys und Moosberen, Glucosaminoglykan-Schicht-
Substituenten und Mannose sollen zu einer Verringerung von diesem Mechanismus

beitragen 8.

1.5.1 Eigenschaften, Wirkmechanismus und Studienlage von D-Mannose

Chemischer Aufbau von D-Mannose

Das Molekil D-Mannose gehort chemisch zur Gruppe der Kohlenhydrate.
Kohlenhydrate (Saccharide) sind organische Verbindungen, welche aus einer Kette von
mindestens drei Kohlenstoffatomen (C) bestehen. Mannose gehort mit insgesamt sechs
Kohlenstoffatomen zu den Hexosen und ist ein Monosaccharid. Jedes Kohlenhydrat
enthalt eine Carbonylgruppe (C=0). Unterschieden wird, ob sich diese Carbonylgruppe
endstandig am ersten Kohlenstoffatom befindet und eine Aldehydgruppe (CH=0) bildet
oder am zweiten und hier eine Ketogruppe (>C=0) existiert. Somit werden die
Kohlenhydrate entsprechend weiter klassifiziert in Aldosen oder Ketosen. Die ubrigen
Kohlenstoffatome sind mit einem Wasserstoffatom und einer OH-Gruppe verbunden.
Es ergeben sich H-C-OH-Gruppen. Ist ein Kohlenstoffatom von vier unterschiedlichen
Substituenten umgeben, wird dieses als asymmetrisch substituiert bezeichnet. Die
Bindungen der Substituenten zum jeweiligen Kohlenstoffatom liegen im
groRtmoglichen Abstand zueinander. Hierdurch ergibt sich die Mdglichkeit, dass die
OH-Gruppe eines asymmetrischen Kohlenstoffatoms nach links (L) oder rechts (D)
zeigen kann. Die Bezeichnung der D- und L-Konfiguration wurde durch den Chemiker
Emil Fischer definiert. Die Darstellung von Kohlenhydratmolekilen in gestreckter
Form wird als Fischer-Projektion bezeichnet. Bei Kohlenhydraten mit mehr als drei
Kohlenstoffatomen bezieht sich die Definition der D/L-Nomenklatur auf das am
weitesten von der Aldehydgruppe entfernte asymmetrische Kohlenstoffatom. Abbildung
1 zeigt exemplarisch D-Mannose in der Fischer-Projektion. Im Stoffwechsel sind
Kohlenhydrate als Bausteine von Membranen an Lipide oder Proteine gebunden. Dieser

Prozess wird Glykosylierung genannt °’.

Mannose wird (ber eine Stickstoff-Bindung an die Uroplakine der Deckzellenschicht

glykosyliert gebunden .
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O\C]/H
OH—C,—H
OH— C;—H
H— Cs — OH
HCs
CH,OH

Abb. 1: D-Mannose in der Fischer-Projektion. Das am weitesten von der Aldehydgruppe entfernte
asymmetrische Kohlenstoffatom flinf hat die OH-Gruppe nach rechts (D).

Der vermutete Wirkmechanismus von D-Mannose zur bakteriellen Adhdsionshemmung

Wie bereits beschrieben bindet E. coli mittels Typ-1-Pili mit der Proteinuntereinheit
FimH an Mannoseeinheiten der Uroplakine der Deckzellenschicht 3" #°. Es wird
angenommen, dass oral zugefiihrte D-Mannose ins Blut aufgenommen und ein
bestimmter Anteil im Urin ausgeschieden wird. Enth&lt der ausgeschiedene Urin
ausreichend hohe Mengen an D-Mannose, wirkt diese als FimH-Antagonist und bindet
an die Typ-1-Pili von Bakterien. Dadurch wird die Anheftung der Bakterien an das
Urothel blockiert und die Komplexe aus Zucker und Bakterien kénnen bei der Miktion

ausgeschwemmt werden?3, Es kommt zu einer Absenkung der Bakterienlast intravesikal
11, 33, 43,54, 59, 79, 82.

Studieniibersicht zu D-Mannose

Studien haben gezeigt, dass D-Mannose, wenn sie als bioverfiigbare Monomere
aufgenommen wird, im oberen Darmanteil absorbiert wird und zu erhohten
Blutplasmaspiegeln fiihrt * 8. In der Studie von ALTON et al. konnte gezeigt werden,
dass die Konzentration von D-Mannose im Blut dosisabhdngig mit zunehmender oraler
Einnahme anstieg. Nach dem Auftreten im Plasma wird D-Mannose mit einer
geschatzten Halbwertszeit von vier Stunden rasch aus dem Blutkreislauf entfernt, wobei

der Rest innerhalb von acht Stunden im Urin ausgeschieden wird 2.
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Studien zur Urinausscheidung von oral aufgenommener D-Mannose liegen nur in einem
geringen Ausmal vor, sodass es nicht moglich ist ein entsprechendes Verhaltnis zu

beschreiben 2847,

Die ersten Untersuchungen zum Effekt von Kohlenhydraten auf die Adhé&sion von
Bakterien an menschlichen Schleimhautzellen fanden bereits Ende der siebziger Jahre
statt.

OFEK et al. veroffentlichten 1977 Untersuchungen zur Adhésion von Gram-negativen
Bakterien an Schleimhautzellen durch Pili. Es wurden Daten présentiert die darauf
hindeuteten, dass die Anheftung von E. coli an Epithelzellen durch Mannoserezeptoren

vermittelt wird Zuvor war Gber die mutmaRlichen Rezeptorstellen nichts bekannt >4,

1980 fluhrten SCHAEFFER et al. eine Studie mit verschiedenen Kohlenhydraten zur
Adhérenz von E. coli an Uroepithelzellen durch %8, Hierbei zeigte eine Konzentration
von 2,5 % D-Mannose, D-Mannitol, a-methyl-D-Mannosid oder Hefemannan eine
vollstaindige Hemmung der Adhédrenz an Epithelzellen. Die Verringerung der
Konzentration dieser Substanzen auf 1,0 % bis 0,1 % fihrte zu einer teilweisen
Hemmung der Bakterienanheftung an die Epithelzellen. D-Fructose, D-Lyxose, D-
Arabinose und D-Glyceralaldehyd fuhrten bei einer 2,5 %-igen Konzentration nur zu
einer teilweisen Hemmung der Adh&sion. Andere weitere getestete Kohlenhydrate wie
beispielsweise D-Glucose oder L-Mannose zeigten selbst bei einer Konzentration von
2,5 % keinen inhibitorischen Effekt. Die héchste Hemmung der Bakterienanheftung
zeigten die Kohlenhydrate D-Mannose und D-Mannitol, welche sechs
Kohlenstoffatome besitzen. Es konnte beobachtet werden, dass Kohlenhydrate mit
derselben Konfiguration der Hydroxylgruppe (-OH) an Kohlenstoffatom zwei wie bei
D-Mannose eine komplette Inhibition der Adhdrenz bewirkten. War die
Hydroxylgruppe von Kohlenstoffatom zwei auf der gegeniiberliegenden Seite, zeigte
sich auch bei einer 2,5 %-igen Konzentration der Kohlenhydrate kein Effekt. Die
hemmende Wirkung von D-Mannose war nicht bei allen Epithelzellen gleich. Je eher
die Epithelzellen zur Aufnahme von Erregern empfanglich waren und somit mutmaglich
mehr Bakterien zur gleichen Zeit andocken konnten, desto geringer war die hemmende
Wirkung. Es wurde vermutet, dass es moglicherweise Unterschiede zwischen den
Epithelzellen in der Anzahl der Rezeptorstellen bzw. dem Grad der Empfindlichkeit
dieser Rezeptoren gegeniiber Bakterien gibt 8. Die Ergebnisse dieser Studie deuteten

bereits darauf hin, dass die Adhérenz durch Wechselwirkungen zwischen spezifischen
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Kohlenhydratmolekilen und Rezeptoren auf der Bakterienoberflache verandert werden

konnte.

Mehrere kleine klinische Studien lieferten erste Hinweise, dass eine orale D-Mannose-

Supplementierung die Haufigkeit von HWI-Rezidiven reduzieren kann.

PORRU et al. untersuchten 2014 im Rahmen einer randomisierten cross-over-Studie die
Wirksamkeit von D-Mannose bei der Behandlung und Prophylaxe von rHWI *°,
Patientinnen mit einer akuten symptomatischen HWI oder drei oder mehr rHWI im
letzten Jahr wurden entweder einer Antibiotika-Therapie oder einer Behandlung mit
oraler D-Mannose zugefuhrt. Als primérer Endpunkt war die Bewertung der
verstrichenen Zeit bis zum Wiederauftreten einer HWI festgelegt. Orale D-Mannose
erwies sich als eine sichere und vielversprechende Behandlungsmdoglichkeit fur akute
und rezidivierende Harnwegsinfektionen bei erwachsenen Frauen. Es wurde ein
statistisch signifikanter Unterschied fur die Patientinnen, welche orale D-Mannose
einnahmen, festgestellt. Wé&hrend einer durchschnittlichen 24-woéchigen Behandlung
blieb diese Gruppe im Vergleich zur Antibiotika-Behandlungsgruppe signifikant langer
infektionsfrei. Der Unterschied zeigte sich bei der Behandlung akuter Episoden als auch
als sichere, praventive Therapie von Harnwegsinfektionsriickfallen, verglichen mit einer

gezielten Antibiotikabehandlung *°.

Eine weitere klinische Studie zur Untersuchung der Wirksamkeit von D-Mannose-
Pulver zur Vorbeugung von rezidivierenden Harnwegsinfektionen wurde 2014 von
KRANJCEC et al. durchgefiihrt %. Eingeschlossen wurden Patientinnen welche die
Kriterien fur rHWI erfullten. Eine anfangliche Harnwegsinfektion wurde antibiotisch
behandelt. Stellte sich die Kontrollurinprobe als unauffallig dar, wurden die
Patientinnen in eine der drei zu untersuchenden Gruppen zur Prophylaxe
randomisiert. Gruppe eins erhielt einmal taglich abends 2 g D-Mannose-Pulver. Gruppe
zwei erhielt einmal taglich abends 50 mg Nitrofurantoin. Gruppe drei erhielt keine
weitere Therapie. Die Prophylaxe wurde am Ende der Studienzeit nach sechs Monaten
abgesetzt. Bei einem Wiederauftreten einer Infektion wurde die Prophylaxe abgesetzt,
eine Antibiotikatherapie verordnet, und die Patientinnen wurden nicht wieder in die
Studie aufgenommen. Der primdare Endpunkt der Studie war die Anzahl der
Patientinnen in jeder Gruppe, die nach sechs Monaten keine rezidivierenden
Harnwegsinfektionen hatten. Es konnte gezeigt werden, dass D-Mannose-Pulver bei der

Pravention von Harnwegsinfektionen wahrend der sechs-monatigen Prophylaxe

20



Einleitung

wirksam war. Die Rezidivrate unterschied sich nicht zwischen Patientinnen, die eine
Standard-Nitrofurantoin-Prophylaxe erhielten, und denen, die D-Mannose-Pulver
einnahmen. Im Vergleich zu Patientinnen in der Gruppe ohne Prophylaxe war die
Rezidivrate bei den aktiven Gruppen signifikant erniedrigt. Die Patientinnen in der D-
Mannose-Gruppe hatten  zusétzlich ein  signifikant geringeres Risiko  fir

Nebenwirkungen als die Patientinnen in der Nitrofurantoin-Gruppe *.

DOMENICI et al. fihrten 2016 eine Pilotstudie durch, in der untersucht wurde, ob D-
Mannose alleine bei der Behandlung akuter Harnwegsinfektionen bei Frauen wirksam
ist und ob sie bei der Behandlung von Rezidiven von Nutzen ist '°. Frauen mit akuter
Blasenentziindung und / oder rezidivierenden Harnwegsinfektionen in der
Vorgeschichte wurden zur Teilnahme eingeladen. Ein validierter Fragebogen zur
Erfassung von Schllsselsymptomen und Einschatzung des Schweregrads einer HWI
wurde bei der Bewertung verwendet. Ein D-Mannose-Préaparat wurde drei Tage lang
zweimal taglich verabreicht und dann zehn Tage lang einmal téglich. Die
Veranderungen bei den Symptomen der Patientinnen, die therapeutischen Wirkungen
und die Verdnderungen der Lebensqualitdt wurden Klinisch und mit einem speziell
validierten Fragebogen bewertet. Nach der beschriebenen Behandlung wurden die
Patientinnen nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt, ob sie sechs Monate lang eine
Prophylaxe mit D-Mannose (einmal téglich fur eine Woche alle zwei Monate) erhielten
oder nicht. Die nach Abschluss der Behandlung ermittelten mittleren Werte im
Fragebogen zeigten im Vergleich zu den Ausgangswerten signifikante Auswirkungen
auf die Kontrolle spezifischer Symptome wie Dysurie, Pollakisurie, Harndrang,
suprapubische Schmerzen und Nykturie. D-Mannose schien eine signifikante positive
Wirkung auf die Beseitigung von Harnwegsinfektionen und die Verbesserung der
Lebensqualitat zu haben. Eine prophylaktische Verabreichung tber sechs Monate zeigte
bei den behandelten Patientinnen 4,5 % Rezidive im Vergleich zu 33,3 % bei den

unbehandelten Patientinnen *°.

2017 filhrten PHE et al. eine offene Machbarkeitsstudie durch, in der untersucht wurde,
ob D-Mannose bei Patienten mit Multipler Sklerose, die ber rHWI berichten, zur
Vorbeugung eingesetzt werden kann 5. Multiple Sklerose Patienten mit und ohne
Blasenkatheter mit wiederkehrenden Harnwegsinfektionen wurden aufgenommen. Die
Teilnehmer erhielten 16 Wochen lang zweimal taglich 1,5 g D-Mannose-Pulver und
wurden angewiesen, vermutete Harnwegsinfektionen zu Hause mit Urinstdbchen zu

uberwachen. In Tagebiichern wurden die Compliance, die Anzahl der
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Antibiotikaverschreibungen fiir Harnwegsinfektionen sowie die Ergebnisse der
Urinstdbchen und -kulturen festgehalten. Die Zahl der monatlich nachgewiesenen
Harnwegsinfektionen nahm sowohl bei Katheteranwendern als auch bei
Nichtanwendern ab. Es wurden keine unerwinschten Wirkungen gemeldet. Als
Schlussfolgerung wurde die Anwendung von D-Mannose bei Multiple Sklerose
Patienten mit rezidivierenden Harnwegsinfektionen und die Selbstiberwachung auf

Infektionen als machbar und sicher eingestuft *.

1.6 Ziele der Studie und Dissertation

Die Relevanz der Forschung zu alternativen Behandlungsmethoden von HWI ergibt
sich durch die derzeitige Situation. Das h&ufige Auftreten von Zystitiden in Verbindung
mit zunehmenden Antibiotikaresistenzen erschwert die Behandlung von HWI. UPEC
stellen die haufigsten Erreger dar. Durch ihren peritrich begeiRelten Aufbau bieten sie
einen Angriffspunkt in der Behandlung und Prophylaxe von HWI bei nicht-
antibiotischen ~ Strategien.  Die  bereits in  Kapitel 1.1  beschriebene
gesamtgesellschaftliche Problematik, unterstiitzt zusatzlich die Bedeutung der

Entstehung einer Dissertation in diesem Sektor.

D-Mannose wird in Deutschland zur Rezidivprophylaxe von Harnwegsinfektionen
verwendet. Dies beruht auf Verdffentlichungen der Deutschen Gesellschaft fur Urologie
e.V., die in der entsprechenden S3-Leitlinie zu Harnwegsinfektionen eine Einnahme in
bestimmten Risikogruppen als MaRnahme zur Risikoreduktion empfehlen 8. Diese
Empfehlung weiter zu beurteilen, die Hintergrinde von bereits zu D-Mannose
durchgefuhrten Studien zu beleuchten und letztlich hohere Evidenz fur die Substanz D-

Mannose zu erhalten, war der Antrieb und das Ziel meiner Dissertation.

Die initiierte Studie des Sponsors MCM Kilosterfrau Vertriebsgesellschaft mbH stellte
die Grundlage hierfur dar. Die Dissertation war ein Teil der Studie, welche ich als

Klinischer Prifarzt begleitet habe.

Bei den oben angefiihrten Studien konnten bereits klinische Effekte durch D-Mannose
Einnahme gesehen werden. Vorliegende experimentelle Daten zeigten anti-adhasive
Eigenschaften bei uropathogenen E. coli. Im Rahmen der Grundlagenforschung fehlen
jedoch Daten, welche den beschriebenen vermuteten Wirkmechanismus mit der

Wirksituation beim Menschen zeigen. Der Gesamtansatz der initiierten Studie von
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Einleitung

Klosterfrau hatte zum Ziel, einen Nachweis fir die biologische Plausibilitat einer oralen
D-Mannose Einnahme zu erbringen. Hierfur sollte bei einem gesunden
Probandenkollektiv die ausgeschiedene Menge von D-Mannose im Urin zwo6lf Stunden
nach Einnahme gemessen werden. Im Weiteren sollte untersucht werden, ob im
Anschluss eine relevante Adhasionswirkung bei einem in-vitro Adhasionsassay gesehen

werden kann.

Zur Vollstandigkeit wurden entsprechend folgende Ziele im ,,Clinical Study Protocol*
des Sponsors MCM Klosterfrau Vertriebsgesellschaft mbH festgehalten und definiert 6.

,,Primares Ziel:

Beurteilung und Quantifizierung der Urinausscheidung von D-Mannose (ausgedriickt
als Urinkonzentration) nach oraler Einnahme von 2 g D-Mannose im Vergleich zu
Placebo anhand von Urinproben, die zu Studienbeginn und innerhalb der ersten zwolf
Stunden nach der Einnahme an zwei aufeinanderfolgenden Tagen entnommen wurden.
Innerhalb dieser 12 Stunden werden drei 4-Stunden-Fraktionen gesammelt (null bis
vier, vier bis acht, acht bis zwolf Stunden), wobei erwartet wird, dass die D-Mannose-

Konzentration im Urin von den ersten zu den letzten Stunden abnimmt.
Sekundaéres Ziel:

Die an zwei aufeinanderfolgenden Tagen zu Studienbeginn gesammelten Urinproben
und eine der drei 4-Stunden-Fraktionen, die innerhalb der ersten 12 Stunden nach jeder
Einnahme gesammelt  wurden, werden in einem ex-vivo/in-vitro-
Adhéasionshemmungstest mit UPECs und Harnblasenepithelzellen getestet, um die
antiadhésiven Eigenschaften der Urinproben zwischen den beiden Einnahmegruppen zu
vergleichen. Die zu untersuchende 4-Stunden-Fraktion wird fur jede Probandin unter
Berlicksichtigung der maximalen D-Mannose-Konzentration im Urin ausgewahlt. Die
folgende Hypothese hierzu wird aufgestellt: Die in-vitro Adh&sionshemmung ist von
der D-Mannose-Konzentration im Urin abhéngig. Mit ansteigender D-Mannose-

Konzentration im Urin wird eine stérkere Adhdsionshemmung erwartet.*
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

- -80 °C Gefrierschrank [Thermo Scientific, Model: Hera Freeze HFU T Series
Waltham, MA, USA]

- 0,22 um Sterilfilter [Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland]

- 10 % fotales Rinderserum [Biochrom, Berlin, Deutschland]

- 24-Well Platten [Orange Scientific, Braine-I'Alleud, Belgien]

- 37 °C Wasserbad [VWR, Radnor, PA, USA]

- Agarplatten [Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA]

- Brutschrank [VWR, Radnor, PA, USA]

- Cobas u 411 urine-analyzer [Roche, Basel, Schweiz]

- Combur-Test® [Roche, Basel, Schweiz]

- Connex® Spot Monitor (CSM) [Welch Allyn, Skaneateles Falls, NY, USA]
- DMEM-Medium [Thermo Scientific, Waltham, MA, USA]

- E. coli CHD17 [Klinische Isolate, UKGM Urologie Giel3en, Deutschland]

- E. coli CHD22 [Klinische Isolate, UKGM Urologie Giel3en, Deutschland]

- E. coli CHD94 [Klinische Isolate, UKGM Urologie GielRen, Deutschland]

- E. coli UTI89 [DSMZ, Braunschweig, Deutschland]

- Humane weibliche T24-Harnblasenepithelzellen [DMSZ, Braunschweig, Germany]
- PBS [Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Deutschland]

- Placebo: Glukose [S.I.1.T, Metropolitanstadt Mailand, Italien]

- Priifpraparat: D-Mannose [S.1.1.T, Metropolitanstadt Mailand, Italien.]

- S-Monovette® K3 EDTA 1,6 ml [Sarstedt, Numbrecht, Deutschland]

- S-Monovette® Lithium-Heparin Gel+ 4 ml [Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland]
- Safety-Multifly®-Kanile [Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland]

- SAS-Software [SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA]
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- Seca® 769 Saulenwaage [Seca GmbH und co. kg., Hamburg, Deutschland]
- Trypsin [Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA]

- Uricult® plus [Roche, Basel, Schweiz]

- Urin-Monovette® 4 ml [Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland]

- Urin-Monovette® 10 ml [Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland]

- Urin-Sammelflasche 2 | [Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland]

- Zentrifuge [Eppendorf, Hamburg, Deutschland]

2.2 Methoden

2.2.1 Studiendesign und Konzept

Als unabhangiger Sponsor der durchgefiihrten Studie fungierte die MCM Kilosterfrau
Vertriebsgesellschaft mbH, Gereonsmihlengasse 1-11, 50670 Koln. Dieser war somit
verantwortlich fir Initiierung und gesamte Studienkonzeption, als auch an der

Durchfuhrung und Delegation von Teilschritten der Studie direkt beteiligt.

Fur die unterschiedlichen Teilbereiche der Studie wurden durch den Sponsor Firmen

oder Kliniken beauftragt.

Klinisches Studienzentrum war die Klinik und Poliklinik fur Urologie, Kinderurologie
und Andrologie der Justus-Liebig-Universitat Gielien unter der Leitung von Prof. Dr.
med. F. Wagenlehner. Dieser fungierte als Hauptstudienleiter. Unterstutzt wurde die
klinische Organisation und Umsetzung durch das Koordinierungszentrum fir Klinische
Studien (KKS-Marburg). Der klinische Teil fand an jeweils einem Wochenende (Tag
null bis Tag zwei) im Mérz und Mai 2020 statt. Die anschliel(enden ex-vivo Analysen
der Urinproben wurden im urologischen Labor der urologischen Infektiologie des
Biomedizinischen Forschungszentrum Seltersberg (BFS) durchgefuhrt. Laborleitung
des BFS war Frau Dr. M. Loose. Ich wurde durch Prof. Dr. med. F. Wagenlehner als
Klinischer Prifarzt fir die Studie vorgesehen. Die Unterstiitzung des Studienprojekts als
Klinischer Prufarzt mit wissenschaftlicher Eigenleistung sollte den Rahmen fiir meine
Dissertation geben. Diese Absicht des Studienleiters wurde vor Start des
Studienprojekts mit dem Sponsor abgestimmt, vereinbart und genehmigt. Im Zuge

dessen habe ich alle Teilschritte der klinischen Durchfiihrung sowie der Laborarbeiten
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begleitet. Hierzu gehodren die Unterstitzung bei der Probandinnenrekrutierung,
Durchfiihrung der Screeningvisite, Vorbereitung, Begleitung, Durchfihrung und
Nachbereitung der Studienwochenenden sowie Unterstiitzung und Durchfiihrung der ex-

vivo/in-vitro Versuche im BFS.

An Auftragsforschungsinstitute (CRO, eng.: Contract Research Organisation) kann ein
Sponsor Aufgaben bei Planung und Durchfiihrung von klinischen Studien delegieren.
Diese berwachen und vollziehen die Umsetzung der delegierten Aufgaben. In dieser
Studie wurden die Firmen ,,Arbeitskreis klinische Prifungen PD Dr. med. Seiler
GmbH*“ (AKP), ,.d.s.h. statistical services GmbH* und ,,BBS - Biiro fiir Biometrie und
Statistik, Dipl.-Math. H. Lorenz* vom Sponsor als CRO beauftragt. AKP (berwachte
sowohl die gesamte klinische Studiendurchfuhrung als auch die bioanalytischen
Umsetzungen und Interpretationen. Die statistische Konzeption und Auswertung fand
von und durch Klosterfrau in Zusammenarbeit mit den gerade genannten Statistikfirmen
statt. Die bioanalytische Bestimmung der D-Mannose Konzentration wurde durch das
Fraunhofer-Institut fur Molekularbiologie und angewandte Okologie (IME), Institutsteil
Translationale Medizin und Pharmakologie (TMP) in Frankfurt am Main unter der

Leitung von Herrn Dr. R. G. durchgefihrt.

Bei der vom Sponsor vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine monozentrische,
doppel-blinde, randomisierte und Placebo-kontrollierte Studie. Im Vorfeld der
Durchfilhrung wurde das Studiendesign und die geplante Arbeit von der
Ethikkommision des Fachbereichs Humanmedizin der Justus-Liebig-Universitat
bewertet (Vorsitz Prof. Dr. H. Tillmanns, Aktenzeichen 214/19) und unter dem
Studiencode MCMKO0119 bei AKP als Projektkennung gefiihrt.

Die Informationen und Aufklarungen Uber die Zielsetzungen und Durchfiihrung der
Studie wurde den Probandinnen in schriftlicher Form im Rahmen der Screening-Visite
ausgehandigt. Die Teilnehmerinnen haben ihre schriftliche Einwilligungserklarung vor
Studienteilnahme abgegeben. Die exakte Studienprozedur wird im Folgenden separat

detailliert dargestellt.

2.2.2 Ein- und Ausschlusskriterien, Abbruchkriterien

Folgende Kriterien wurden im ,,Clinical Study Protocol“ des Sponsors MCM

Klosterfrau Vertriebsgesellschaft mbH festgehalten und definiert 46,
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Einschlusskriterien

» Weibliche Probandinnen im Alter zwischen 18 und 64 Jahren
* Unterschriebene Einwilligungs- und Datenschutzerklarung

* Keine klinischen Anzeichen und Symptome (z.B. Dysurie, Pollakisurie und
Harndrang) einer akuten Harnblasenentziindung am Tag des Screenings und der
Randomisierung, definiert durch einen Acute Cystitis Symptom Score (ACSS) im

Bereich ,,typische Symptome* von < 6
» Negativer Teststreifen auf Leukozyten im Mittelstrahlurin am Tag des Screenings
» Bakterieller Urinstatus: Koloniebildende Einheiten < 103/mL am Tag des Screenings

* Probandinnen, die gewillt sind, auf die Einnahme der unzuldssigen

Begleitmedikationen und Produkte zu verzichten

* Probandinnen, die gewillt sind, die Studienprozeduren und Vorgaben zur Diét zu

befolgen

Ausschlusskriterien

e Manner

* Schwangere oder stillende Frauen oder Frauen, die keine bewidhrte Methode zur

Empféangnisverhiitung nutzen

* Vorhandensein jeglicher prédisponierender Faktoren oder jeglicher Leiden, die
mdoglicherweise eine Harnwegsinfektion fordern oder auslésen konnten (d.h.
Nierenkrankheiten, Nierensteine, polyzystische Nieren, Anomalitaten des Harntrakts
oder frihere Operationen der Harnwege, Katheterisierung der Harnwege, Verletzungen
der Wirbelséule etc.)

* Jegliche Anzeichen von komplizierten Harnwegsinfektionen  und/oder
Nierenbeckenentziindung (d.h. Fieber > 38° C [aurikular gemessen], Flanken- oder
Rickenschmerzen, Schttelfrost) innerhalbo von 30 Tagen vor dem Tag der

Randomisierung und am Tag der Randomisierung
* Probandinnen mit Diabetes mellitus Typ 1 oder 2

* Probandinnen mit diagnostizierten (chronischen) Erkrankungen (z.B. Hypertonie)
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» Probandinnen mit bekannter oder vermuteter Uberempfindlichkeit gegen einen oder

mehrere Inhaltsstoffe des Verums und / oder des Placebos

* Probandinnen, die innerhalb von 6 Stunden vor Randomisierung eine analgetische

(z.B. NSARs etc.) und/oder diuretische Behandlung erhalten haben

* Verzehr von Xanthin-haltigen Praparaten oder Lebensmitteln (z.B. Kaffee, Cola,

Schokolade, Schwarztee etc.) innerhalb von 12 Stunden vor Randomisierung

* RegelméBige Nutzung von Vaccinium-haltigen Produkten (z.B. alle Formen von
Blaubeeren, Cranberries, Heidelbeeren, Preiselbeeren etc., d.h. Friichte, getrocknete
Frichte, Pillen, Séafte oder Zusétze), Probiotika oder andere Lebensmittel /
Lebensmittelzusdtze, von denen bekannt ist, dass sie einen Einfluss auf

Harnwegsinfektionen haben, innerhalb eines Monats vor Randomisierung

o Infektion mit multi-resistenten Bakterien in den letzten 12 Monaten vor

Randomisierung

* Nutzung jeglicher antimikrobieller Produkte oder anderer Begleitbehandlungen, die

nach Meinung des Priifarztes die Studienziele stérend beeinflussen kdnnten

* Frithere(s) oder bestehende(s) klinisch signifikante(s) Krankheit/Leiden, die/das nach
Einschéatzung des Prifarztes die Studienziele storend beeinflussen oder die Sicherheit

der Probandin beeintrachtigen konnte

* Teilnahme an anderen klinischen Priifungen zur gleichen Zeit oder innerhalb 4
Wochen vor Aufnahme in diese Studie oder vorangegangene Teilnahme an dieser
Studie

* Bekannte oder vermutete Unfdhigkeit dem Untersuchungsplan nachzukommen (z.B.
keine feste Adresse, friherer oder (und) bekannter Drogenmissbrauch, bekannte

Unzuverlassigkeit oder VVorhandensein einer labilen psychiatrischen Anamnese)

* Geschéftsunfdhigkeit und/oder andere Umstidnde, die verhindern, dass die Probandin

die Art, den Umfang und die mdglichen Auswirkungen der Studie versteht
* In Haft auf gerichtliche oder behdrdliche Anordnung

»  Schwierigkeiten  die  Sprache, in der die Probandeninformation,

Einwilligungserklarung und die Datenschutzerkl&rung formuliert sind, zu verstehen

* Mitglieder der Priifstelle (Priifarzt, Study Nurse, usw.), Mitarbeiter des Sponsors oder
von AKP, oder nahe Verwandte
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Abbruchkriterien

 Schwerwiegende unerwinschte Ereignisse (SUES)
 Rucknahme der Einwilligung der Probandin

+ Jegliche Situation, die vom Prifarzt oder der Probandin als schédigend fur die

Probandin eingeschéatzt wird

« Erkrankungen, die im Verlauf der Studie auftreten, Behandlung benétigen und kein
SUE darstellen, die jedoch nach Meinung des Priifarztes dem Erreichen der Studienziele

entgegenstehen

* Nicht-Einhaltung der Studienbedingungen oder erhebliche Abweichungen von den im

Prifplan vorgegebenen Prozeduren

2.2.3 Nicht erlaubte Begleitmedikation/ -therapien

Folgende Kriterien wurden im ,,Clinical Study Protocol“ des Sponsors MCM

Klosterfrau Vertriebsgesellschaft mbH festgehalten und definiert 46,

Begleitmedikationen waren im Allgemeinen verboten. Ausnahmen gab es jedoch fir
Medikamente, welche bei der Behandlung von potentiell unerwiinschten Ereignissen
notig sind sowie Medikamente, die mindestens vier Wochen vor Studieneinschluss
regelhaft und ohne Dosisanderung eingenommen wurden. Diese durften zuséatzlich
keinen Einfluss auf die Studienziele haben und sollten wéhrend der Studienteilnahme in
derselben Dosierung wie zuvor eingenommen werden. Insbesondere die folgende
Auflistung an Medikamenten bzw. Behandlungen waren wéhrend der Studienteilnahme

nicht zugelassen:

 Systemisch oder lokal angewandte Antibiotika mit dem Ziel der Prophylaxe, wie

beispielsweise eine niedrigdosierte Langzeitbehandlungen mit Antibiotika

* Nutzung von  Cranberry-Saft oder  jeglicher  Medikationen  bzw.

Nahrungserganzungsmitteln, welche Cranberry enthalten
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* Nutzung von Agenzien, die die Wasserausscheidung fordern, z.B. Extrakte der
gemeinen Goldrute, Birkenblatter oder anderer pflanzlicher urologischer Agenzien z.B.

Extrakte der Moosbeerenblatter
» Agenzien zur Ansduerung des Urins, z.B. L-Methionin

* RegelmiBiger Gebrauch von Vaccinium-haltigen Produkten. Zu nennen sind alle
Formen von Blaubeeren, Cranberries, Heidelbeeren, Preiselbeeren, etc. in Form von

Frichten, getrockneten Friichten, Pillen, Saften oder als Zusatze.

* Probiotika oder andere Lebens- und Nahrungserganzungsmittel, von denen bekannt

ist, dass sie einen Einfluss auf Harnwegsinfektionen haben

2.2.4 Sicherheitsendpunkte

Folgende Kriterien wurden im ,,Clinical Study Protocol“ des Sponsors MCM

Klosterfrau Vertriebsgesellschaft mbH festgehalten und definiert “°.

 Die Vertréaglichkeit, einschlieBlich der Bewertung durch die Probandinnen und den

Prifarzt
« unerwunschte Ereignisse, die bei der Behandlung aufgetreten sind
*Dokumentation von Studienabbriichen

Vitalparameter und koérperliche Untersuchungen (vor/nach der Behandlung)

2.2.5 Ablauf der Studie

Klinische Studienprozedur

Zur Rekrutierung der Studienpopulation wurden im Vorfeld weibliche Personen tber
den internen E-Mail-Rundverteiler des Rechenzentrums der Justus-Liebig-Universitat
GieRen gesucht. Hierauf meldeten sich potenziell in Frage kommende Probandinnen
und wurden, soweit moglich, gemal den genannten Ein- und Ausschlusskriterien
vorgescreent. Die vorausgewahlten Probandinnen wurden per E-Mail kontaktiert, um

sie zum Screening durch den Prifarzt einzuladen.

Die Screeningvisite erfolgte zwei Tage vor dem jeweiligen Studienwochenende. Als

erstes flhrte der Prifarzt das Aufklarungsgesprach. Hierbei wurden offene Fragen
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geklart und die schriftliche Einwilligungserklarung zur Teilnahme an der Studie
eingeholt. Am ersten Screeningtag sind 18 Probandinnen gescreent worden, wovon
zwolf an Tag null randomisiert wurden. Im Nachhinein wurde eine Probandin
identifiziert, welche ein Einschlusskriterium verletzt hatte. Diese Probandin wurde mit
in die Auswertung einbezogen aber durch eine weitere Probandin am zweiten
Studienwochenende ersetzt. Letztlich wurden somit am zweiten Screeningtag 19
Probandinnen gescreent und weitere 13 Teilnehmerinnen an Tag null randomisiert. Jede

am Screening teilnehmende Person erhielt fortlaufend eine Probandennummer.

Es wurden die demografischen Daten sowie die medizinische Vorgeschichte nach
MaRgabe der Ein- und Ausschlusskriterien, inklusive aller aktuellen
Begleitmedikationen erfasst. AnschlieRend erfolgte eine korperliche Untersuchung mit
Erhebung von KorpergréRe und -gewicht sowie Erfassung der Vitalzeichen bestehend
aus Korpertemperatur aurikuldr, Puls und Blutdruck. Zur Bestimmung der
Bakterienbelastung und der Leukozyten im Urin, als auch zur Durchfihrung eines
Schwangerschaftstests, wurde eine Urinprobe aus Mittelstrahlurin gewonnen. Der
Leukozytennachweis erfolgte mittels Urinteststreifen in der Schnellanalyse im
Urinlabor der urologischen Poliklinik. Die Bakterienlast wurde durch Anlage einer
Urinkultur in der mikrobiologischen Routinediagnostik festgestellt. Zur Durchfiihrung
des Schwangerschaftstest wurde ein Teil der Urinprobe zur Analyse in das Zentrallabor
des Klinikums versendet. Eine vendse Blutentnahme zur Bestimmung eines kleinen
Blutbilds und klinischer Chemie, einschlieBlich errechneter Plasma-Kreatinin-
Clearance, Natrium, Kalium und Glukose, wurde mittels Safety-Multifly®-Kanile
durchgefuhrt. Die Bestimmung erfolgte ebenfalls im Zentrallabor des Klinikums. Als

letzten Screeningparameter haben die Probandinnen den ACSS-Fragebogen ausgefullt.

Am Tag der Randomisierung (Tag null) sind die geeigneten Probandinnen rechtzeitig
zur Baseline-Bewertung in der Prufstelle erschienen. Es wurden neuerlich die Ein- und
Ausschlusskriterien  Gberprift und der ACSS-Fragebogen ausgefillt. Konnte
Probandinnen-individuell kein Hinderungsgrund festgestellt werden, erfolgte die
Randomisierung im Verhéltnis 1:1 (ber alle verfligbaren Probandinnen. Jede Probandin
erhielt eine spezifische Random-Nummer, die neben der Probandennummer in der
Patientenakte und in der Randomisierungsliste dokumentiert wurde. Die Prufpraparate
waren  &uBerlich identisch und unterschieden sich insgesamt nicht vom

Erscheinungsbild. Auf jedem Beutel und jeder Umverpackung war die Random-
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Nummer aufgedruckt. Anhand dieser Nummer war es moglich die Einnahmezuweisung

zu identifizieren, damit die Verblindung im Notfall h&tte aufgehoben werden kénnen.

Study Code: MCMKO0119

Prifarzt/Zentrum: Prof. Dr. med. F. Wagenlehner, Justus-Liebig-Universitat GielRen

Random-Nummer:
1 Portionsbeutel (4 4g) enthalt entweder 2 g D-Mannose oder Placebo.

Ch.:-B.: Mindestens haltbar bis Ende:

Sponsor: MCM Klosterfrau Vertriebsgesellschaft mbH « Gereonsmiihlengasse 1-11 « 50670 Koln
CRO: AKP * Munzinger Str. 10 » 79111 Freiburg

Abb. 2: Etikett der Prifpréparate (Verum und Placebo); Alle Studienmaterialien wurden in einem
verschlossenen Bereich unter Einhaltung der Lagerungsbedingungen (kihl, trocken, vor direkter
Hitze oder Licht geschiitzt und unter 25°C) aufbewahrt.

Gemeinsamer Studienstart fir alle Teilnehmerinnen war um 18 Uhr an Tag null mit
einem kohlenhydratarmen Abendessen. Fir die Dauer der Studie wurde die
standardisierte Aufnahme von Flussigkeiten und Mahlzeiten beaufsichtigt. Die
Probandinnen wurden zweieinhalb Tage durch das Studienpersonal betreut und

beendeten die Teilnahme mit einer abschlielenden Untersuchung an Tag zwei.

Die verblindete Verabreichung des Prifpraparates an Tag null und Tag eins begann fir
die erste Probandin um 20 Uhr. Danach erfolgte ein zeitlicher Versatz von finf Minuten
zwischen jeder Probandin. Zur Standardisierung mussten die Teilnehmerinnen vor
Einnahme der D-Mannose oder des Placebos ihre Blase entleeren. Dieser ab 18 Uhr bis
zur Praparateinnahme ausgeschiedene Urin wurde separat als Baseline-Urinfraktion (-2
bis 0 Stunden-Fraktion) gesammelt. Die Baseline-Fraktion diente als unbehandelte
Kontrolle fir die Durchfihrung des Adhdsionshemmungstest sowie zur Messung der
physiologischen D-Mannose-Grundkonzentration und der Kreatininkonzentration im

Urin.

Innerhalb der zwdlf Stunden nach Einnahme des Prifpréparates wurden drei
Urinfraktionen ber jeweils vier Stunden gesammelt. Diese wurden entsprechend in je
einem separaten Behéltnis zusammengetragen, damit fir jede Fraktion einzeln die D-
Mannose- und Kreatininkonzentration bestimmt werden konnte. Exemplarisch z.B. fir
die erste Probandin waren Fraktion eins von 20 Uhr bis 00:00 Uhr (O bis 4 Stunden-
Fraktion), Fraktion zwei von 00:00 Uhr bis 4 Uhr (4 bis 8 Stunden-Fraktion) und
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Fraktion drei von 4 Uhr bis 8 Uhr (8 bis 12 Stunden-Fraktion). Die weiteren
Probandinnen folgten im funfminitigen Zeitabstand. Am Ende jeder Sammelperiode
wurden die Probandinnen von der Studienassistenz zur abschlief}enden Urinabgabe des
betreffenden Zeitraums aufgefordert. Die gesammelten Fraktionen wurden in Aliquots
aufgeteilt und dann bei unter -80°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Das
Volumen aller gesammelten Urinfraktionen sowie der daraus entnommenen Anteile
wurde genau gemessen und dokumentiert. Die Aliquots dienten der Bestimmung der D-
Mannosekonzentration, der Beurteilung des inhibitorischen Effekts auf die adhé&siven
Eigenschaften der UPECs, zur Bestimmung der Kreatininkonzentration und -clearance,

sowie als Backup-Proben.

Der erste Beobachtungszeitraum (Phase 1) endete an Tag eins mit einem gemeinsamen
standardisierten Frihstiick um 9 Uhr. Bis zum standardisierten Mittagessen um 13 Uhr
sowie rechtzeitig bis zum Start des zweiten Beobachtungszeitraum um 18 Uhr konnte
die Profstelle, unter Einhaltung der MaRgaben der Nahrungs- und

Flussigkeitsaufnahme, verlassen werden.

Der zweite Beobachtungszeitraum (Phase 1) startete an Tag eins erneut um 18 Uhr und
war vom Ablauf identisch zum ersten. Der klinische Teil der Studie endete nach einem
gemeinsamen  standardisierten  Frihstick und  anschlieRender  personlicher
Abschlussuntersuchung durch den Priufarzt. Hierbei wurde von jeder Probandin, als
auch vom Prifarzt, ein Vertraglichkeits-Fragebogen ausgefillt. Bewertet wurde von

null (sehr schlechte Vertréglichkeit) bis zehn (sehr gute Vertraglichkeit).

Die Einnahme der Flissigkeitsmengen war fiir jeden Zeitraum vorgegeben. Eine

Ubersicht hierzu zeigt Tabelle eins.

Tab. 1: Zeitplan des Studienablaufs beginnend mit der Aufnahmeperiode wie im ,,Clinical Study
Protocol“ des Sponsors MCM Klosterfrau Vertriebsgesellschaft mbH festgehalten 46
(exemplarisch fiir die erste Probandin)

Super-
Tag Zeit vision Studienprozedur Wassereinnahme Kumulierte
vor Gesamtmenge
Ort
18 Uhr X Stanbdarglsmrtes -
Abendessen ca. 330 ml (in der 230 mi
i ersten Stunde
0 18-20 Uhr X Sammlupg der _Basellne )
Urinfraktion
20 Uhr X Einnahme des 200 ml 530 ml
Prifpraparats
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Sammlung der ersten 4- ca. 330 ml (in den
20 - 00 Uhr Stunden Urinfraktion ersten 2 Stunden) 860 ml
Sammlung der zweiten ca. 330 ml (in den
00 —04 Uhr 4-Stunden Urinfraktion ersten 2 Stunden) 1190 mi
. . 1520 ml
04— 08 Uhr Sammlung dgr drltt_en ca. 330 ml (in den (innerhalb von
4-Stunden Urinfraktion ersten 2 Stunden)
14 Stunden)
.. Verbleib und Zuriickgesetzt
08 — 09 Uhr Uberwachung in der - Y ?0
1 Priifstelle
09 Uhr Standardisiertes ca. 200 ml 200 ml
Frihstiick
- Keine Uberwachung,
Post Frihstuck Priifstelle kann ca. 200 ml 400 ml
—13 Uhr
verlassen werden
13 Uhr Standardisiertes ca. 200 ml 600 ml
Mittagessen
Post Keine Uberwachung,
Mittagessen — Prifstelle kann ca. 330 ml 930 mi
18 Uhr verlassen werden
18 Uhr Stanbdarglswrtes _
Abendessen ca. 330 ml (in der
] q 1260 ml
1 Sammlung der Baseline ersten Stunde)
18 — 20 Uhr . .
Urinfraktion
20 Uhr Einnahme des ca. 200 ml 1460 ml
Prifpraparats
Sammlung der ersten 4- ca. 330 ml (in den
20 - 00 Uhr Stunden Urinfraktion ersten 2 Stunden) 1790 mi
Sammlung der zweiten ca. 330 ml (in den
00 —04 Uhr 4-Stunden Urinfraktion ersten 2 Stunden) 2120 m|
. . 2450 ml
04— 08 Uhr Sammlung d_er drlttf-:n ca. 330 ml (in den (innerhalb von
4-Stunden Urinfraktion ersten 2 Stunden)
24 Stunden)
Verbleib und
08 — 09 Uhr Uberwachung in der
2 ;
Priifstelle
09 Uhr Standflardl?lertes Keine Beschrankung der
Frihstiick LT
Flussigkeitseinnahme
Finale korperliche
Post Fruhstlick Untersuchung &
Bewertung der
Vertréglichkeit

Bestimmung der Mannose-Konzentration in den Urinproben

Die entsprechenden dafiir vorgesehenen Aliquots wurden im Verlauf der Studie zum
Fraunhofer-Institut fir Molekularbiologie und angewandte Okologie (IME), Institutsteil

Translationale Medizin und Pharmakologie (TMP) nach Frankfurt am Main verschickt.
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Die dortige Diagnostik fand unter der Leitung von Herrn Dr. R. G. statt. Es wurde die
Bestimmung der D-Mannose-Konzentration im Urin in allen Proben mittels einer
Methode durchgefiihrt, die gemaR entsprechender EMA-Richtlinie validiert ist °. Bei
der verwendeten Methode handelte es sich um eine Kopplung der
Flussigchromatographie mit einer Massenspektrometrie (high performance liquid
chromatography, HPLC — Massenspektrometrie, MS). Die Flussigkeitschromatographie
dient der Auftrennung eines Stoffgemischs in seine Einzelteile. AnschlieRend kann

durch die Massenspektrometrie ein Analysat identifiziert und quantifiziert werden 8.

Ex-vivo Bestimmung der anti-adhédsiven Aktivitat der Laborproben

Die anti-adhdsiven Eigenschaften wurden fiir die Kontrollurinfraktion (-2 bis 0
Stunden) und eine der drei 4-Stunden-Fraktionen bestimmt, die innerhalb der ersten 12
Stunden nach der Einnahme an zwei aufeinanderfolgenden Tagen gesammelt wurden.
Somit insgesamt vier Urinfraktionen. Die zu untersuchende 4-Stunden-Fraktion wurde
fir jede Probandin unter Beriicksichtigung der vorher Bestimmten maximalen D-
Mannose-Konzentration im Urin ausgewihlt. Alle Experimente wurden verblindet
durchgefiihrt. Im Labor gab es keine Informationen dariiber, welche Probandin das D-
Mannose- oder das Placebopriparat erhalten hatte. Uber die im Urin gemessene D-
Mannose-Konzentration war ebenfalls nichts bekannt. Jede der vier Urinfraktionen einer
Probandin wurde pro Versuchsansatz mit den vier ausgewahlten E. coli Stdimmen in
Triplikaten gemessen. Es wurden zwei unabhéngige Versuchsansatze flr jede Probandin

durchgefihrt, sodass jede Urinfraktion insgesamt mit n = 6 gemessen wurde.

Ablauf eines Versuchsansatzes:

Wie im Laborbericht®® beschrieben wurden weibliche T24-Harnblasenepithelzellen in
DMEM Medium mit 10 % fotalem Rinderserum in einer befeuchteten Atmosphare mit
5 % CO2 bei 37 °C geziichtet. Einen Tag vor der Durchfiihrung des Adharenztests
wurden 5 x 10° Zellen/Well auf eine 24-Well-Platte ausgesit.

Um die Expression von Pili des Typs 1 zu erh6hen, wurden die Bakterien vor dem
Versuchstag tber zwei Ndachte stehend bei 37 °C in kinstlichem Urin verdiinnt und
kultiviert. Kiinstlicher Urin wurde nach STICKLER et al. hergestellt ™.
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Fir den Adhérenztest wurden die D-Mannose-sensitiven Stamme E. coli UTI89
(Zystitis-Stamm aus dem DSMZ), CHD22 und CHD94 (klinische Isolate) verwendet.
Als D-Mannose-resistenter Stamm wurde E. coli CHD17 (klinisches Isolat) ausgewahlt.

Tab. 2: Ubersicht tber die verwendeten E. coli Stimme; Es wurden geeignete Bakterien aus einer
Stammsammlung der Klinik und Poliklinik fur Urologie, Kinderurologie und Andrologie
der Justus-Liebig-Universitdt Giel3en von Patientinnen mit (rezidivierenden) HWI
isoliert. Die Stamme CHD22, CHD94 und CHD17 waren klinische Stdmme aus eben
genannter Klinik. Der uropathogene Stamm UTI89 ist ein human-Isolat von einer Frau
mit unkomplizierter Zystitis und wurde vom DSMZ bezogen.

beschriebene
Sequenz-Typ Stamm Antibiotiak- Herkunft
resistenz
95 uTI89 - DSMZ
69 CHD22 - klinisches Isolat
131 CHD9%4 - klinisches Isolat
38 CHD17 ESBL klinisches Isolat

Am Tag der Infektion wurde ein Well der ausplattierten T24-Zellen zur Quantifizierung
der Zellen verwendet. Hierfiir diente eine Neubauer-Zahlkammer. Der Uberstand der

Zellen wurde vor Zugabe der Urinproben verworfen.

Die bakteriellen Ubernachtkulturen wurden in PBS 1:10000 verdiinnt und mit einer
Multiplicity of Infection (MOI), also einem Verhiltnis von Bakterien zu Zellen von
0,01 zu den T24-Zellen gegeben. Hierzu wurden je 50 ul der verdiinnten Bakterien zu
den jeweiligen Wells pipettiert. Siehe hierzu das Pipettierschema in Tabelle 2 - 4. Die
mit D-Mannose versetzen Zellen der internen Kontrolle wurden mit E. coli CHD22

infiziert.

Die Urinproben wurden in einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und anschlieend funf
Minuten lang bei 3200 g zentrifugiert, um groRere Ausfillungen zu entfernen.
AnschlieRend wurden die Urinproben mit einem 0,22-um-Filter steril filtriert und 500 pl
zu den jeweiligen Wells hinzugegeben. Als interne Kontrolle wurde 50 pul 1 %-ige D-
Mannose in ein Well mit 500 pl der Kontrollurinfraktion vor der Prufpraparateinnahme

an Tag null hinzugefigt.
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Tab. 3: 24-Well Platte 1

CHD22 | CHD22 | CHD22

UTI89 | UTI89 | UTI8Y

CHD94 | CHD94 | CHD9%4

CHD17 | CHD17 | CHD17

Tab. 4: 24-Well Platte 2

CHD22 | CHD22 | CHD22 | CHD22 | CHD22 | CHD22

UTI89 | UTI89 | UTI8Y | UTI89 | UTI8Y | UTI8Y

CHDY94 | CHD94 | CHD94 | CHD94 | CHD94 | CHD94

CHD17 | CHD17 | CHD17 | CHD17 | CHD17 | CHD17

Tab. 5: 24-Well Platte 3; Diese diente lediglich der Zéhlung der Zellen in der Neubauer-
Zahlkammer als auch einer internen Kontrolle.

Interne ctrl

Zellen

zahlen

Legende

Tag 0 Fraktion
0

Tag 1 Tag 1
Fraktion1/2/3 Fraktion1/2/3

Der weitere Ablauf wurde wie im Laborbericht beschrieben durchgefiinrt 3°.

,,Die Platten wurden 30 Minuten lang bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Dann wurden
die Platten drei Minuten lang bei 600 g zentrifugiert und anschliefend weitere 30
Minuten lang bebriitet. Zur Entfernung nicht angehefteter Bakterien wurden die Zellen
dreimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden anschlieRend durch Zugabe von 200 pl
0,05 % Trypsin fir 20 Minuten abgelost, in PBS seriell verdiinnt und auf CAMHB-
Agarplatten zur Quantifizierung der adharenten KBE ausplattiert. Die Agarplatten
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wurden (ber Nacht bei 37 °C inkubiert und die Kolonien am folgenden Tag

ausgezéhlt.

2.2.6 Statistische Analyse

Wie beschrieben fand die statistische Konzeption und Auswertung durch den Sponsor in
Zusammenarbeit mit den genannten Statistikern statt. Die Berechnungen wurden mit der
SAS-Software SAS® system (Version 9.4) durchgefuhrt und folgendermalien im
»otudy Report* des Sponsors MCM Kilosterfrau Vertriebsgesellschaft mbH festgehalten
4. ,,Binire, kategoriale und ordinale Parameter wurden durch absolute und prozentuale
Zahlen zusammengefasst. Numerische Daten wurden mit Standardstatistiken
zusammengefasst (d. h. Anzahl der verfigbaren Daten, Mittelwert,

Standardabweichung, Minimum, Median, Maximum sowie unteres und oberes Quartil).

Die Urin-Kreatininkonzentration wurde fir jede gesammelte Urinfraktion bestimmit.
Anhand dieser wurde eine Normierung der in der Urinfraktion bestimmten D-Mannose-
Konzentration bestimmt. Die Berechnung der normierten Daten erfolgte nach folgender

Formel:

. . D — Mannose Konzentration
Normierte D — Mannose Konzentration =

Kreatininkonzentration

Die 12-Stunden-Kreatinin-Clearance wurde fiir den Zeitraum von 20 Uhr an Tag null
bis acht Uhr an Tag eins berechnet. Die Berechnung erfolgte fur jede Probandin anhand
der Standardformel 22, Grundlage hierfir waren die bestimmten Volumina und
Kreatininkonzentrationen der drei Urinfraktionen sowie die ermittelten Ergebnisse der
Plasmakreatininkonzentrationen im Blut und die jeweilige Korperoberflache 0 der
Probandin.

. Urin — Kreatininkonzentration x Urinvolumen 1,73
Kreatininclearance =

x
Plasma — Kreatininkonzentration x Sammelzeit = Korperoberfliche

Korpergrofie in cm x Kérpergewicht inkg

. . a2
Korperoberflache inm —\/ 3600
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Analysepopulationen

Sicherheitsanalysesatz  (SAS): Der Sicherheitsanalysesatz besteht aus allen
randomisierten Probandinnen, die mindestens einmal mit dem Prufpraparat behandelt

wurden.

Vollistandiger Analysesatz (FAS): Der vollstandige Analysesatz besteht aus allen
randomisierten Probandinnen mit mindestens einer Wirksamkeitsdokumentation nach

der Baseline-Prozedur.

Alle Zielanalysen wurden mit dem FAS durchgefuhrt, und alle Sicherheitsauswertungen

basierten auf dem SAS.

Zielanalysen

Der primére Zielendpunkt (D-Mannose-Konzentration im Urin) wurde anhand der nicht
normierten und normierten Daten der FAS-Population bewertet. Die Analyse wurde
nichtparametrisch  mit  geeigneten  Punktschdtzern und  Konfidenzintervallen

durchgefiihrt. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mit dem Wilcoxon-2-Stichprobentest.

Als Mal} zur Unterscheidung der Untersuchungsgruppen wurde die Mann-Whitney-
Statistik (MWS = P(X > Y)) herangezogen. Die Definition der MWS st die
Wahrscheinlichkeit, dass eine zufallig ausgewihlte Probandin aus der Verum-Gruppe
hohere D-Mannose-Werte aufwies als eine zufillig ausgewahlte Probandin aus der
Placebo-Gruppe. Hierbei entspricht eine MWS von 0,5, dass die Probandin unter beiden
Behandlungsbedingungen gleich gut abschneidet. Eine MWS von groRer als 0,5 weist
auf hohere Werte bei der D-Mannose-Behandlung hin. Je dichter die MWS bei 1 liegt,

desto zuverlissiger ist der Nachweis 2.

Die MWS als Mal} fiir die Relevanz der Gruppenunterschiede kann mit folgenden
Benchmarks angegeben werden: 0,71 groRe Uberlegenheit ; 0,64 mittlere Uberlegenheit
; 0,56 kleine Uberlegenheit ; 0,5 Gleichheit ; 0,44 kleine Unterlegenheit ; 0,36 mittlere
Unterlegenheit; 0,29 grol3e Unterlegenheit.

Mit Hilfe der MWS konnen die Null- und Alternativhypothese fiir den Vergleich der D-
Mannose-Gruppe (X) mit der Placebo-Gruppe (Y) entsprechend formuliert werden
(Uberlegenheit):

Nullhypothese Ho: P(X > Y) < 0,5 und Alternativhypothese Ha: P(X >Y) > 0,5.
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Der gruppenweise Vergleich von Ausgangsmerkmalen wie z.B. demografische und
anamnestische Variablen wurden deskriptiv beschrieben ohne statistische Tests

durchzufihren.

Der sekundare Zielendpunkt (in-vitro-Haftung, bestimmt als Funktion der D-Mannose-

Konzentration im Urin) wurde ebenfalls mit den Daten der FAS-Population bewertet.

Anhand von Rohdaten (Koloniebildende Einheiten pro Well im Vergleich mit
Kontrollwerten) und durch Bildung von Verhéltnissen (nach Praparateinnahme / vor
Préparateinnahme) wurden explorative Analysen durchgefiihrt, um geeignete
Punktschitzer mit entsprechenden 95%-Konfidenzintervallen zu ermitteln und die
Behandlungsgruppen miteinander zu vergleichen. Die angelegte Statistik ist
nichtparametrisch.

Sicherheitsanalysen

Im ,,Clinical Study Protocol* des Sponsors MCM Kilosterfrau Vertriebsgesellschaft
mbH wurde beschrieben, wie beim Auftreten von unerwinschten Ereignissen (UEs) zu
handeln ist 6. Anhand der primaren System-Organ-Klasse (SOC) und der vom Medical
Dictionary for Regulatory Activities (MedDRA) bevorzugten Begriffe, sollten diese
kategorisiert werden. Die SOC und Begriffe sind im MedDRA-Worterbuch kodiert 3,
Bei Auftreten von schwerwiegenden unerwinschten Ereignissen sollten diese in einer

gesonderten Tabelle aufgefiihrt werden. Es traten keine unerwiinschten Ereignisse auf.
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3 Ergebnisse

In der durchgefuhrten Studie wurden 25 Probandinnen in die Analyse eingeschlossen.
Bei zwei zeitversetzten Studienwochenenden wurde die erste Probandin am 11. Marz
2020 aufgenommen und die letzte Probandin beendete die Studie am 10. Mai 2020.

Bei einer Probandin (1-01) wurde nach der Studienteilnahme festgestellt, dass ein
Einschlusskriterium verletzt wurde. Hierbei handelte es sich um die bakterielle
Belastung des Urins (KBE < 10%/ml) am Tag des Screenings. Die Teilnehmerin wurde
zundachst durch eine weitere Probandin (1-32) am zweiten Studienwochenende ersetzt,
dann aber letztlich mit in die Auswertung aufgenommen. Hierdurch betrug die

Probandinnenanzahl der Placebo-Gruppe 13 anstatt der geplanten 12.

Alle Teilnehmerinnen haben die Studie erfolgreich abgeschlossen und konnten
ausgewertet werden. Bei der Durchfilhrung wurden keine schwerwiegenden
Abweichungen vom geplanten Protokoll aufgezeichnet. Alle Probandinnen konnten in
das Safety Analysis Set (SAS) und in das Full Analysis Set (FAS) aufgenommen

werden.

Die in diesem Kapitel folgenden Tabellen und grafischen Abbildungen zum priméren
und sekundéren Endpunkt sind aus dem ,,Clinical Study Report* des Sponsors MCM

Klosterfrau Vertriebsgesellschaft mbH entnommen bzw. adaptiert .

3.1 Demografische Daten und grundlegende Merkmale

Das Probanndinnenalter betrug zwischen 20 und 29 Jahren. In der Verum-Gruppe lag
das Alter im Mittel bei 25,0 £ 2,52 Jahren. In der Placebogruppe zeigte sich ein Alter
von 24,2 + 2,74 Jahren (arithmetisches Mittel £ Standardabweichung). Die folgende
Tabelle 6 zeigt das Alter in Jahren, das Korpergewicht in kg und die Korpergrof3e in cm

nach Behandlungsgruppen getrennt:
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Tab. 6: Alter, KérpergroRe und Gewicht am Tag des Screenings #

Substanz A Substanz B
Variable Statistik 2 g D-Mannose 2 g Placebo I?ﬁgisggt
(N =12) (N = 13)
n 12 13 25
Mittelwert (SD)| 25,0 ( 2,52) 242 (2,74) 24,6 (2,61)
Alter [Jahre] Min-Max 21-29 20-29 20-29
Median 25,0 24,0 24,0
Q1-Q3 23,0-27,0 23,0-27,0 23,0-27,0
n 12 13 25
Mittelwert (SD)|  166,8 ( 5,04) 166,2 ( 5,10) 166,5 (4,98)
KorpergroRe [cm] Min-Max 160 - 179 159 - 174 159 - 179
Median 165 167 165
Q1-Q3 163,5-169,0 163,0-170,0 163,0-170,0
n 12 13 25
Mittelwert (SD)| 66,8 ( 13,81) 61,2 (6,43) 63,9 (10,78)
Kdrpergewicht [kg] Min-Max 49,4 -104,4 50,6 — 70,9 49,4 -104,4
Median 63,5 59,0 62,7
Q1-Q3 60,0-71,1 57,7-65,0 57,9-68,4

Bei

allen Probandinnen wurde wahrend

der Screeningvisite

Untersuchung mit Bestimmung der Vitalwerte durchgefthrt.

eine korperliche

Die Korpertemperatur, der Blutdruck, als auch die Herzfrequenz von Tag -2 sind in der

folgenden Tabelle 7 zusammengefasst.

Die genannten Merkmale zeigten bei Studienbeginn (Tag des Screenings) und bei der

Abschlussuntersuchung (Tag 2) keine Veranderung, die zu einem signifikanten

Gruppenunterschied fuhrten.

Tab. 7: Kérpertemperatur, Herzfrequenz und Blutdruck am Tag des Screenings %

Sz 290 | SO0 | g
Variable Statistik (N=12) (N =13) (N =25)
n 12 13 25
Mittelwert (SD) 36,9 (0,32) 36,8 (0,26) 36,9 (0,28)
Kdrpertemperatur[°C] Min-Max 36,4-374 36,4—37,3 36,4-374
Median 36,9 36,9 36,9
Q1-Q3 36,6 — 37,2 36,6 — 36,9 36,6 — 37,1
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Substanz A 2 g D-

Substanz B 2 g

Variable Statistik 'z/ll\lainfg)e (ﬂagef; I?:Igiszagt
n 12 13 25
Mittelwert (SD) 84,2 (13,23) 80,0 (11,06) | 82,0 (12,08)
Herzfrequenz [bpm] Min-Max 64 - 103 65 - 105 64 - 105
Median 83,5 76,0 79,0
Q1-Q3 73,5-955 74,0-85,0 74,0-91,0
n 12 13 25
Mittelwert (SD) 125,4 (11,87) 123,4 (14,73) | 1244 (13,20)
Systolischer RR [mmHg] Min-Max 102 - 142 103 - 155 102 - 155
Median 129,0 122,0 123,0
Q1-Q3 121,0-133,0 114,0-128,0 |120,0-1310
n 12 13 25
Mittelwert (SD) 82,5 (12,94) 78,2 (12,07) | 80,3 (12,42
Diastolischer RR [mmHg] Min-Max 67 - 105 66 - 111 66 - 111
Median 82,0 75,0 75,0
Q1-Q3 71,0-93,0 72,0-82,0 72,0 - 84,0

Die Tests auf Leukozyten im Urin sowie die Schwangerschaftstests waren bei allen

Probandinnen negativ.

Die Ergebnisse des ACSS-Fragebogen sind in Tabelle 8 dargestellt. Bei 92% aller
Probandinnen lag der Wert am Tag des Screenings bei 0. Am Randomisierungstag war

dies bei 96 % der Teilnehmerinnen der Fall.

Tab. 8: Acute cystits symptom score 4

Substanz A2 gD- | SubstanzB 2 g
Insgesamt
Mannose Placebo (N = 25)
(N=12) (N =13) B
ACSS-
Ergebnis N (%) N (%) N (%)
0 12 (100,0%) 11 (84,6%) 23 (92,0%)
) 1 0 (0,0%) 1(7,7%) 1(4,0%)
Tag -2 - Screening
3 0 (0,0%) 1(7,7%) 1(4,0%)
Insgesamt 12 (100,0%) 13 (100,0%) 25 (100,0%)
0 12 (100,0%) 12 (192,3%) 24 (196,0%)
Tag 0 - Randomisierung 1 0 (0,0%) 1(7,7%) 1(4,0%)
Insgesamt 12 (100,0%) 13 (100,0%) 25 (100,0%)
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Aufgrund der maximalen Kapazitdt des Messbechers von 500 ml wurden die
Probandinnen mit ungenauen Urinvolumenmessungen (einzelne Urinabgabe wahrend
einer Sammelperiode mit einem Volumen >500 ml) nicht in die Berechnung der
zusammenfassenden Statistik in der folgenden Tabelle 9 einbezogen. Folgende Daten

fehlen:

-2-0 Stunden aufgrund eines Volumen > 500 ml bei den Probandinnen 1-12 (A), 1-14

(B),

0-4 Stunden aufgrund eines VVolumen > 500 ml bei Probandin 1-12 (A),

4-8 Stunden aufgrund eines VVolumen > 500 ml bei Probandin 1-12 (A),

8-12 Stunden aufgrund eines Volumen > 500 ml bei den Probandinnen: 1-12 (A), 1-13

(A), 1-14 (B), 1-23 (A)

Tab. 9: Urinvolumina [ml] wahrend der vordefinierten Fraktionen von Beobachtungszeitraum 1 4

Phase | Substanz A 2 g D- Substanz B 2 g
Eraktion Statistik Mannose Placebo Insgesamt
(N=12) (N=13) (N = 25)
N 11 12 23
Mittelwert (SD) 436,8 (206,18) 453,3 (129,22) 445,4 (166,56)
Min-Max 270 - 980 240 - 690 240 - 980
-2 - 0 Stunden
Median 380,0 445,0 410,0
Q1-Q3 285,0 — 450,0 380,0 — 500,0 340,0 - 500,0
Fehlt 1 1 2
n 11 13 24
Mittelwert (SD) 640,0 (162,03) 698,5 (163,11) 671,7 (161,81)
Min-Max 355 - 890 400 - 945 355 - 945
0 - 4 Stunden ]
Median 650,0 720,0 652,5
Q1-Q3 500,0 — 760,0 590,0 — 800,0 575,0 - 792,5
Fehlt 1 0 1
n 11 13 24
Mittelwert (SD) 387,3 (98,29) 418,5 (188,72) 404,2 (151,77)
Min-Max 150 - 510 240 - 1000 150 - 1000
4 - 8 Stunden ]
Median 400,0 360,0 380,0
Q1-Q3 340,0 - 430,0 350,0 — 425,0 345,0 - 4275
Fehlt 1 0 1
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Phase | Substanz A2gD-| SubstanzB2g
Eraktion Statistik Mannose Placebo Insgesamt
(N=12) (N=13) (N = 25)
n 9 12 21
Mittelwert (SD) 312,2 (122,86) 468,8 (105,32) 401,7 (135,79)
Min-Max 80 - 500 320 - 660 80 - 660
8 - 12 Stunden ]
Median 290,0 450,0 400,0
Q1-03 260,0 - 370,0 395,0-527,5 320,0 - 450,0
Fehlt 3 1 4

Die Kreatininwerte des Urins vor der Einnahme des Prufpraparates und der
Urinfraktionen 1 bis 3 fur den ersten Beobachtungszeitraum sind in der folgenden

Tabelle 10 zusammengefasst.

Tab. 10: Kreatininwerte [mg/I] im Urin der vordefinierten Fraktionen von Beobachtungszeitraum

145
Substanz A 2 g D- Substanz B 2 g
Phase | Statistik Mannose Placebo Insgesamt
Fraktion (N=12) (N =13) (N = 25)
n 12 13 25
Mittelwert (SD) 379,5 (178,30) 322,5(102,83) 349,8 (143,89)
-2 - 0 Stunden Min-Max 157 - 840 192 - 477 157 - 840
Median 363,5 297,0 348,0
Q1-Q3 276,5-4145 226,0 —389,0 242,0—401,0
n 12 13 25
Mittelwert (SD) 308,9 (104,79) 271,7 (110,08) 289,6 (107,01)
0 - 4 Stunden Min-Max 153 - 562 148 - 528 148 - 562
Median 304,5 260,0 290,0
Q1-Q3 252,5-352,0 194,0 — 305,0 195,0-321,0
n 12 13 25
Mittelwert (SD) 510,9 (235,92) 502,1 (170,14) 506,3 (200,01)
4 - 8 Stunden Min-Max 316 - 1136 257 - 951 257 -1136
Median 4225 521,0 469,0
Q1-Q3 360,5 —553,5 418,0-537,0 367,0-537,0
n 12 13 25
8 - 12 Stunden Mittelwert (SD) 607,2 (409,26) 389,6 ( 75,75) 494,0 (303,22)
Min-Max 313 -1803 280 - 540 280 - 1803
Median 507,0 389,0 419,0

45




Ergebnisse

Substanz A2gD-| SubstanzB2g
Phase | Statistik Mannose Placebo Insgesamt
Fraktion (N=12) (N=13) (N = 25)
Q1-Q3 338,5-670,0 333,0 - 429,0 333,0 -538,0
Waihrend des zweiten Beobachtungszeitraums konnten alle  vorliegenden

Urinvolumenmessungen in die Berechnung der Statistik einbezogen werden. Diese sind

in der folgenden Tabelle 11 dargestellt.

Tab. 11: Urinvolumina [ml] wéahrend der vordefinierten Fraktionen von Beobachtungszeitraum 2 4

Substanz A Substanz B
Phase Il Statistik 2 g D-Mannose 2 g Placebo Insgesamt
Fraktion (N=12) (N=13) (N =25)
n 12 13 25
Mittelwert (SD) 265,8 (120,41) 2942 (132,44) 280,6 (125,00)
-2 - 0 Stunden Min-Max 80 - 450 120 - 480 80 - 480
Median 265,0 300,0 300,0
Q1-Q3 185,0 — 340,0 160,0 — 400,0 160,0 — 370,0
n 12 13 25
Mittelwert (SD) 5775 (236,72) 565,8 ( 95,06) 571,4 (173,89)
0 - 4 Stunden Min-Max 265 - 940 430 - 765 265 - 940
Median 592,5 570,0 570,0
Q1-Q3 325,0—740,0 490,0 — 605,0 480,0 - 670,0
n 12 13 25
Mittelwert (SD) 380,4 (63,08) 402,7 (92,07) 392,0 (78,69)
4 - 8 Stunden Min-Max 290 - 495 250 - 550 250 - 550
Median 380,0 400,0 400,0
Q1-Q3 335,0 — 405,0 320,0 —475,0 320,0 — 450,0
n 12 13 25
Mittelwert (SD) 395,4 (106,40) 498,8 (155,81) 4492 (141,80)
8 - 12 Stunden Min-Max 240 - 600 230 - 855 230 - 855
Median 3775 480,0 420,0
Q1-Q3 320,0 - 470,0 410,0 — 540,0 375,0 - 530,0

Die Kreatininwerte des Urins vor der Einnahme des Prufpraparates und der
Urinfraktionen 1 bis 3 fur den zweiten Beobachtungszeitraum sind in der folgenden

Tabelle 12 zusammengefasst.
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Tab. 12: Kreatininwerte [mg/I] im Urin der vordefinierten Fraktionen von Beobachtungszeitraum

245
Substanz A Substanz B
Phase Il Statistik 2 g D-Mannose 2 g Placebo Insgesamt
Fraktion (N=12) (N=13) (N =25)
n 12 13 25
Mittelwert (SD) | 708,0(361,54) | 673,2 (326,68) 689,9 (337,02)
-2 - 0 Stunden Min-Max 312 - 1629 275 - 1256 275 - 1629
Median 591,0 625,0 598,0
Q1-Q3 515,5-734,0 391,0 - 936,0 417,0 — 828,0
n 12 13 25
Mittelwert (SD) | 400,0 (186,50) 304,4 ( 66,50) 350,3 (143,28)
0 - 4 Stunden Min-Max 189 - 738 182 - 437 182 - 738
Median 3415 313,0 315,0
Q1-Q3 2445 -5495 259,0 — 328,0 259,0 —393,0
n 12 13 25
Mittelwert (SD) | 489,6 (102,13) | 470,5(173,15) 479,7 (140,94)
4 - 8 Stunden Min-Max 376 - 667 278 -910 278 -910
Median 461,0 405,0 423,0
Q1-Q3 404,5-581,0 348,0 - 579,0 381,0-579,0
n 12 13 25
Mittelwert (SD) | 466,2 (117,21) 353,9 ( 72,48) 407,8 (110,45)
8 - 12 Stunden Min-Max 305 - 673 261 - 470 261 - 673
Median 418,0 336,0 402,0
Q1-Q3 379,0 — 553,5 296,0 — 427,0 322,0 -439,0

3.2 Darstellung des priméren Zielendpunkts

Die primére Endpunktvariable war die Quantifizierung der maximalen D-Mannose-
Konzentration im Urin innerhalb der ersten zwolf Stunden nach Einnahme von 2 g
oraler D-Mannose im Vergleich zu Placebo. Diese wurde in einer Baseline-Messung
sowie in drei Urinproben (null bis vier, vier bis acht und acht bis 12 Stunden) nach der

Einnahme an zwei aufeinander folgenden Tagen (Phase | bzw. Phase II) bestimmt.

Bei vielen Messungen zeigte sich der Wert unterhalb der unteren Bestimmungsgrenze
(lower limit of quantification, LLOQ). In der Placebogruppe trat diese Beobachtung
wesentlich haufiger auf als in der Verumgruppe. Bei der Auswertung der Daten wurden

diese Messwerte entsprechend auf Null gesetzt. Der analytische Vergleich der
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Héufigkeit zwischen den Einnahmegruppen wurde mit einem nicht-parametrischen
Ansatz (Wilcoxon-2-Stichprobentest) durchgefuhrt. Aufgrund des haufigen Auftretens
der LLOQ-Messungen wurde der Median als am ehesten geeigneter Punktschatzer
vorgesehen. Der Median besitzt bei der hier vorliegenden Stichprobe eine hohere
Robustheit, da er weniger empfindlich gegen AusreiRer ist *8. Die AusreiRer sind die

Messungen bei denen sich der Wert unterhalb der unteren Bestimmungsgrenze zeigte.

Die Relevanz der Unterschiede zwischen den Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney-
Uberlegenheitsma (MWS) und seinem einseitigen 97,5%-Konfidenzintervall als

entsprechende EffektgroRe quantifiziert.

3.2.1 D-Mannose-Konzentration im Urin in Phase |

D-Mannose-Konzentration ochne Normierung:

Deskriptive Statistiken (n, Mittelwert, SD, Median und Spannweite) werden in der
folgenden Tabelle 13 nach Behandlungsgruppen und Zeit fir den ersten

Beobachtungszeitraum dargestellt.

Die hochste mittlere gemessene D-Mannose-Konzentration wurde mit 3,56 ug/ml in
Fraktion eins (0 - 4 Stunden nach der Einnahme) festgestellt und der Mittelwert nahm
von der ersten bis zur letzten Fraktion ab. In der zweiten Fraktion betrug die mittlere D-
Mannose-Konzentration 3,03 pg/ml und in der dritten Fraktion 1,54 pg/ml. In der
Kontrollgruppe (Placebo) konnte keine Veranderung der D-Mannose-Konzentration

festgestellt werden. Die Werte lagen Uber alle Fraktionen hinweg zwischen 0 und 3,11

ug/mil.

Der Vergleich der Verhaltnisse (Baseline-Urinfraktionen zu den
Beobachtungsurinfraktionen) in Bezug auf den Median zeigte in der D-Mannose-
Gruppe in der zweiten Urinfraktion den hochsten Wert. Dieser maximale Medianwert
betrug 1,73 pg/ml. In den Baseline-Fraktionen war der Median in beiden
Untersuchungsgruppen null. In Fraktion eins der Verum-Gruppe betrug der Median
1,18 pg/ml. Im Vergleich hierzu wurde bei der Placebo-Gruppe in jeder Urinfraktion

ein Median von null beobachtet.

Die D-Mannose-Konzentration im Urin war in der D-Mannose-Gruppe im Vergleich zu
Placebo hdoher. Fir die Fraktionen eins und zwei konnte hierbei eine groRe
Uberlegenheit (Fraktion 1: MWS = 0,788, Fraktion 2: MWS = 0,811) und fiir Fraktion
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drei (Fraktion 3: MWS = 0,667) eine mittlere Uberlegenheit gemak MWS gezeigt

werden. Alle gezeigten Uberlegenheiten waren mehr als relevant nach den angegebenen

Benchmarks.

Zusitzlich wurde die Uberlegenheit fiir die Fraktionen eins und zwei fir die untere
Grenze des 95 % CI nachgewiesen (Fraktion 1: Untere Grenze 95% CI von MWS =
0,560 > 0,5 und P=0,0034, bzw. Fraktion 2: Untere Grenze 95% CI von MWS = 0,595

und P=0,0028).

Tab. 13: Phase I: D-Mannose-Konzentration im Urin [pg/ml] %°

Substanz A Substanz B MWS
Phase | Statistik 2 g D-Mannose 2 g Placebo 95% ClI
Fraktion (N=12) (N=13) Wilcoxon-Test
n 12 13
Mittelwert (SD) 0,61 ( 1,122) 0,24 ( 0,863) 0,576923
95% Cl [-0,102; 1,324] [-0,282; 0,760] [0,337; 0,817]
-2 bis 0 Stunden Min-Max 0-2,87 0-311 P =0,4574
Median 0,00 0,00
Q1-Q3 0,00 - 0,98 0,00 - 0,00
Volumen <LLOQ 9 (75,0%) 12 (92,3%)
n 12 13
Mittelwert (SD) 3,56 ( 5,390) 0,19 ( 0,691) 0,788462
95% ClI [ 0,130; 6,980] [-0,226; 0,609] [ 0,560; 1,017]
0 bis 4 Stunden Min-Max 0-16,86 0-249 P =0,0034
Median 1,18 0,00
Q1-Q3 0,00 — 4,90 0,00 -0,00
Volumen <LLOQ 4 (33,3%) 12 (92,3%)
n 12 13
Mittelwert (SD) 3,03 (4,008) 0,31 ( 0,840) 0,810897
95% CI [ 0,487; 5,580] [-0,198; 0,818] [0,595; 1,027]
4 bis 8 Stunden Min-Max 0-11,98 0-291 P =0,0028
Median 1,73 0,00
Q1-03 0,52 -3,04 0,00 -0,00
Volumen <LLOQ 3 (25,0%) 11 (84,6%)
n 12 13
8 bis 12 Stunden Mittelwert (SD) 1,54 (2,515) 0,22 (0,810) 0,666667
95% CI [-0,057; 3,139] [-0,265; 0,714] [0,429; 0,905]
Min-Max 0-7,84 0-2,92 P =0,0682
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Substanz A Substanz B MWS
| s | RS R |
Median 0,00 0,00
Q1-Q3 0,00 - 2,25 0,00 -0,00
Volumen <LLOQ 7 (58,3%) 12 (92,3%)

Abbildung 3 stellt die Unterschiede fiir den ersten Beobachtungszeitraum in einer
Graphik dar. Die mit rot dargestellten Ergebnisse zeigen die Daten der D-Mannose-
Gruppe. Die Kurven mit den enthaltenen Punkten stellen den Verlauf der Mittelwerte
mit Standardabweichung wahrend des Untersuchungszeitraum dar. Der Median der
jeweiligen Fraktion wird mit den Quadraten dargestellt. Hierbei wird aufgrund der

grolRen Anzahlen der Nullen (<LLOQ) der Unterschied zwischen den Gruppen deutlich.
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Abb. 3: Phase I: D-Mannose-Konzentration [pg/ml] - ohne Normierung im Zeitverlauf

D-Mannose-Konzentration mit Normierung auf Kreatinin im Urin:

In einem zweiten Schritt wurden alle D-Mannose-Konzentrationen auf die individuellen
Urin-Kreatinin-Konzentrationen normiert. Die Ergebnisse der normierten Daten
beeinflussten jedoch nicht die Auswahl der Urinfraktionen, welche fir den

Adhérenzassay verwendet wurden. Hierfur wurden die Urinfraktionen der nicht
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normierten Daten mit der maximalen D-Mannose-Konzentration im Urin ausgewahit.
Durch die Normierung der Daten sollte die Varianz der Messergebnisse verringert
sowie die Vergleichbarkeit der Ergebnisse verbessert werden. Letztlich hatten die
Ergebnisse der normierten Daten keinen Einfluss auf die Interpretation, da die Resultate

vergleichbar waren.

Der maximale Medianwert der D-Mannose-Gruppe wurde ebenfalls in Fraktion eins
beobachtet und

Untersuchungsgruppen, als auch allen Fraktionen der Placebo-Gruppe, mit null dar.

und zwei stellte sich in den Baseline-Fraktionen beider

Tabelle 14 enthalt deskriptive Statistiken (n, Mittelwert, SD, Median und Spannweite)
fir die Vor- und Nachmessungen der Phase | in beiden Behandlungsgruppen mit den

dazugehdrigen Ergebnissen des Wilcoxon-2-Stichprobentests.

Tab. 14: Phase I: D-Mannose-Konzentration im Urin [ug/mI] normiert auf Kreatinin im Urin 4

Substanz A Substanz B MWS
Fakior saistk | SRR | NI | it
n 12 13
Mittelwert (SD) 0,003 (0,0048) 0,001 (0,0040) 0,576923
95% ClI [-,0005; 0,0056] | [-,0013;0,0035] [0,337; 0,817]
-2 bis 0 Stunden Min-Max 0-0,0134 0-0,0143 P =0,4574
Median 0,000 0,000
Q1-Q3 0,000 — 0,004 0,000 — 0,000
Volumen <LLOQ 9 (75,0%) 12 (92,3%)
n 12 13
Mittelwert (SD) 0,017 (0,0323) 0,001 (0,0027) 0,788462
95% ClI [-,0039; 0,0371] | [-,0009; 0,0023] [0,560; 1,017]
0 - bis 4 Stunden Min-Max 0-0,1102 0 —0,0096 P =0,0034
Median 0,004 0,000
Q1-Q3 0,000 -0,016 0,000 — 0,000
Volumen <LLOQ 4 (33,3%) 12 (92,3%)
n 12 13
Mittelwert (SD) 0,007 (0,0094) 0,001 (0,0022) 0,817308
4 bis 8 Stunden 95% Cl [0,0007; 0,0126] [-,0006; 0,0020] [0,602; 1,033]
Min-Max 0-0,0259 0-0,0079 P =0,0022
Median 0,003 0,000
Q1-03 0,001 - 0,008 0,000 — 0,000
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Substanz A Substanz B MWS
et e Bl O R
Volumen <LLOQ 3 (25,0%) 11 (84,6%)
n 12 13
Mittelwert (SD) 0,002 (0,0029) 0,001 (0,0026) 0,660256
95% ClI [0,0000; 0,0037] [-,0008; 0,0023] [0,420; 0,900]
8 bis 12 Stunden Min-Max 0-0,0092 0-0,0092 P =0,0924
Median 0,000 0,000
Q1-03 0,000 — 0,003 0,000 — 0,000
Volumen <LLOQ 7 (58,3%) 12 (92,3%)

Abbildung 4 zeigt die Unterschiede der normierten Daten graphisch. Dargestellt sind
der Verlauf der Mittelwerte sowie der Mediane. In rot sind die Ergebnisse der D-
Mannose-Gruppe gezeigt. In schwarz und grau die Ergebnisse der Placebo-Gruppe. Die
Kurven mit den enthaltenen Punkten stellen den Verlauf der Mittelwerte mit
Standardabweichung dar. Der Median der jeweiligen Fraktion wird mit den Quadraten
dargestellt.

- @ 2g Placebo mean B median

@ 2g D-Mannose mean M median

0.04

[ug/ml]

0.02
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Abb. 4: Phase I: D-Mannose-Konzentration [pg/ml] - mit Normierung im Zeitverlauf
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3.2.2 D-Mannose-Konzentration im Urin in Phase 11

D-Mannose-Konzentration ohne Normierung:

Fur den zweiten Beobachtungszeitraum sind die deskriptiven Statistiken (n, Mittelwert,
SD, Median und Spannweite) in der folgenden Tabelle 15 nach Behandlungsgruppen
und Zeit dargestellt.

Der maximale Medianwert der D-Mannose-Gruppe wurde mit 1,54 pg/ml in Fraktion
eins beobachtet, der zweithdchste Medianwert mit 1,39 pug/ml in Fraktion zwei. In der

Placebo-Gruppe wurde ausschliellich ein Medianwert von null gesehen.

Die D-Mannose-Konzentration im Urin war in der D-Mannose-Gruppe im Vergleich zu
Placebo hoher. Fur die Fraktionen eins und zwei konnte hierbei auch in Phase 1l eine
groRe Uberlegenheit (Fraktion 1: MWS = 0,788; Fraktion 2: MWS = 0,769) und fir
Fraktion drei (Fraktion 3: MWS = 0,615) eine kleine bis mittlere Uberlegenheit gemaR
MWS gezeigt werden. Alle gezeigten Uberlegenheiten waren mehr als relevant nach
den angegebenen Benchmarks.

Dariiber hinaus ist die Uberlegenheit der D-Mannose-Gruppe im Vergleich zu Placebo
fir die Fraktionen eins und zwei fir die untere Grenze des 95 % CI nachgewiesen
(Fraktion 1: Untere Grenze 95% CI von MWS = 0,560 > 0,5, P = 0,0034 bzw. Fraktion

2: Untere Grenze 95% CI von MWS = 0,546> 0.5, P = 0.009).

Tab. 15: Phase 11: D-Mannose-Konzentration im Urin [ug/ml] 4

Substanz A Substanz B MWS
n 12 13
Mittelwert (SD) 1,93 (2,603) 1,40 (2,862) 0,557692
95% CI [ 0,279; 3,587] [-0,331; 3,128] [0,319; 0,796]
-2 bis 0 Stunden Min-Max 0-6,86 0-10,55 P =0,6233
Median 0,54 0,00
Q1-Q3 0,00-3,84 0,00-1,36
Volumen <LLOQ 6 (50,0%) 7 (53,8%)
n 12 13
0 - bis 4 Stunden Mittelwert (SD) 3,95 ( 6,189) 0,27 (0,971) 0,788462
95% Cl [ 0,019; 7,883] [-0,317; 0,856] [ 0,560; 1,017]
Min-Max 0—16,94 0-35 P =0,0034
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Substanz A Substanz B MWS
Median 1,54 0,00
Q1-Q3 0,00 — 3,68 0,00 - 0,00
Volumen <LLOQ 4 (33,3%) 12 (92,3%)
n 12 13
Mittelwert (SD) 2,13 (2,672) 0,32 ( 0,847) 0,769231
95% Cl [ 0,430; 3,826] [-0,196; 0,828] [0,546; 0,992]
4 bis 8 Stunden Min-Max 0-8,76 0-291 P =0,0090
Median 1,39 0,00
Q1-Q3 0,00 — 3,22 0,00 - 0,00
Volumen <LLOQ 4 (33,3%) 11 (84,6%)
n 12 13
Mittelwert (SD) 0,88 (1,356) 0,33 (1,173) 0,615385
95% ClI [0,014; 1,737] [-0,384; 1,034] [0,374; 0,857]
8 bis 12 Stunden Min-Max 0-343 0-4,23 P =0,2571
Median 0,00 0,00
Q1-Q3 0,00-2,16 0,00-0,00
Volumen <LLOQ 8 (66,7%) 12 (92,3%)

Abbildung 5 stellt die Unterschiede fiir den zweiten Beobachtungszeitraum in einer

Graphik dar. Die mit rot dargestellten Ergebnisse zeigen die Daten der D-Mannose-

Gruppe. Die Kurven mit den enthaltenen Punkten stellen den Verlauf der Mittelwerte

mit Standardabweichung wahrend des Untersuchungszeitraum dar. Die mit schwarz und

grau dargestellten Ergebnisse zeigen die Daten der Placebo-Gruppe. Der Median der

jeweiligen Fraktion wird mit den Quadraten dargestellt.
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Abb. 5: Phase II: D-Mannose-Konzentration [pg/ml] - ohne Normierung im Zeitverlauf
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D-Mannose-Konzentration mit Normierung auf Kreatinin im Urin:

Die D-Mannose-Konzentrationen des zweiten Beobachtungszeitraums wurden ebenfalls

auf die individuellen Kreatinin-Konzentrationen im Urin normiert. Der maximale

Medianwert der D-Mannose-Gruppe wurde in Fraktion eins beobachtet. In den weiteren

Fraktionen kam es zu einer Abnahme. In der Placebo-Gruppe war der Median in allen

Fraktionen null.

Tabelle 16 enthélt die zugehdrigen deskriptiven Statistiken (n, Mittelwert, SD, Median

und Spannweite) von Phase Il in beiden Behandlungsgruppen.

Tab. 16: Phase I1: D-Mannose-Konzentration im Urin [pg/ml] normiert auf Kreatinin im Urin 4

Substanz A Substanz B MWS
Phase 11 - 2 g D-Mannose 2 g Placebo Cl
- Statistik
Fraktion (N=12) (N=13) Wilcoxon-Test
n 12 13
Mittelwert (SD) 0,003 (0,0044) 0,002 (0,0046) 0,551282
95% ClI [0,0001; 0,0057] [-,0008; 0,0047] [0,314; 0,789]
-2 bis 0 Stunden ]

Min-Max 0-0,0105 0-0,0169 P =0,6646

Median 0,001 0,000

Q1-Q3 0,000 — 0,006 0,000 - 0,002
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ase - g D-Mannose g Placebo
Fraktion Statistik (N=12) (N =13) Wilcoxon-Test
Volumen <LLOQ 6 (50,0%) 7 (53,8%)
n 12 13
Mittelwert (SD) 0,013 (0,0257) 0,001 (0,0032) 0,788462
95% Cl [-,0037; 0,0290] [-,0010; 0,0028] [ 0,560; 1,017]
0 - bis 4 Stunden Min-Max 0—0,0896 0-0,0114 P =0,0034
Median 0,003 0.,000
Q1-Q3 0,000 -0,011 0,000 — 0,000
Volumen <LLOQ 4 (33,3%) 12 (92,3%)
n 12 13
Mittelwert (SD) 0,005 (0,0063) 0,001 (0,0021) 0,775641
95% ClI [0,0007; 0,0087] [-,0006; 0,0019] [0,553; 0,999]
4 bis 8 Stunden Min-Max 0-0,0188 0-0,0074 P =0,0073
Median 0,002 0,000
Q1-Q3 0,000 — 0,007 0,000 — 0,000
Volumen <LLOQ 4 (33,3%) 11 (84,6%)
n 12 13
Mittelwert (SD) 0,002 (0,0031) 0,001 (0,0034) 0,615385
95% ClI [-,0000; 0,0039] [-,0011; 0,0030] [0,374; 0,857]
8 bis 12 Stunden Min-Max 0-0,0075 0-0,0124 P =0,2248
Median 0,000 0,000
Q1-Q3 0,000 — 0,005 0,000 - 0,000
Volumen <LLOQ 8 (66,7%) 12 (92,3%)

Abbildung 6 zeigt die Unterschiede der normierten Daten graphisch

. Dargestellt sind

der Verlauf der Mittelwerte sowie der Mediane. In rot sind die Ergebnisse der D-

Mannose-Gruppe gezeigt. In schwarz und grau die Ergebnisse der Placebo-Gruppe. Die

Kurven mit den enthaltenen Punkten stellen den Verlauf der Mittelwerte mit

Standardabweichung dar. Der Median der jeweiligen Fraktion wird mit den Quadraten

dargestellt.
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Abb. 6: Phase Il: D-Mannose-Konzentration [pg/ml] - mit Normierung im Zeitverlauf

3.2.3 Zusammenlegung der D-Mannose-Konzentrationen im Urin von Phase
lund 11

D-Mannose-Konzentration ohne Normierung:

In Phase | und Il waren die Ergebnisse der Analysen ahnlich. Die Zusammenlegung
(Pooling)  der Konzentrationen der D-Mannose-Werte  von beiden
Untersuchungszeitraumen sollte den Vergleich zwischen den Einnahmegruppen weiter

verdeutlichen.

Deskriptive Statistiken (n, Mittelwert, s.d., Median und Spannweite) wurden in der

folgenden Tabelle 17 nach Behandlungsgruppen und Zeit dargestellt.

In Urinfraktion eins konnte in der D-Mannose-Gruppe ein kombinierter maximaler
Medianwert von 1,62 pg/ml gezeigt werden. In den weiteren Urinfraktionen war dieser
abnehmend mit 1,36 pg/ml in der zweiten und null in der dritten Fraktion. In der

Placebo-Gruppe waren die Medianwerte durchgehend bei null geblieben.

Die D-Mannose-Konzentration im Urin war in der D-Mannose-Gruppe im Vergleich zu
Placebo hoéher. Fir die Fraktionen eins und zwei konnte eine groBe Uberlegenheit
(Fraktion 1: MWS = 0,827; Fraktion 2: MWS = 0,840) und fur Fraktion drei (Fraktion
3: MWS = 0,667) eine mittlere Uberlegenheit gemak MWS gezeigt werden.
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Tab. 17: Phase | und 11 gepoolt: D-Mannose-Konzentration im Urin [ug/ml] 4

Substanz A Substanz B MWS
Phase I+11 - 2 g D-Mannose 2 g Placebo Cl
. Statistik _ _
Fraktion (N=12) (N=13) Wilcoxon-Test
n 12 13
Mittelwert (SD) 1,27 (1,819) 0,82 (1,849) 0,557692
95% ClI [0,117; 2,428] [-0,299; 1,936] [0,319; 0,796]
-2 bis 0 Stunden ]
Min-Max 0-441 0-6,83 P =0,6233
Median 0,27 0,00
Q1-Q3 0,00 - 2,64 0,00 - 0,68
n 12 13
Mittelwert (SD) 3,75 (5,540) 0,23 (0,831) 0,826923
95% CI [0,233;7,273] [-0,272; 0,732] [0,604; 1,050]
0 - bis 4 Stunden i
Min-Max 0-16,9 0-2,995 P =0,0012
Median 1,62 0,00
Q1-Q3 0,25 4,89 0,00 - 0,00
n 12 13
Mittelwert (SD) 2,58 (3,268) 0,31 (0,844) 0,839744
95% CI [ 0,504; 4,657] [-0,197; 0,823] [ 0,630; 1,049]
4 bis 8 Stunden
Min-Max 0-10,37 0-291 P =0,0014
Median 1,36 0,00
Q1-Q3 0,65-3,13 0,00 - 0,00
n 12 13
Mittelwert (SD) 1,21 (1,879) 0,28 (0,992) 0,666667
95% ClI [ 0,015; 2,402] [-0,324; 0,874] [0,429; 0,905]
8 bis 12 Stunden
Min-Max 0-5,3 0-3,575 P =0,0682
Median 0,00 0,00
Q1-Q3 0,00 -2,20 0,00 - 0,00

Abbildung 7 stellt die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen fir die gepoolten
Ergebnisse in einer Graphik dar. Die mit rot dargestellten Ergebnisse zeigen die Daten
der D-Mannose-Gruppe. Die Kurven mit den enthaltenen Punkten stellen den Verlauf
der Mittelwerte mit Standardabweichung dar. Die mit schwarz und grau dargestellten

Ergebnisse zeigen die Daten der Placebo-Gruppe. Der Median der jeweiligen Fraktion

wird mit den Quadraten dargestellt.
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Abb. 7: Phase | und Il gepoolt: D-Mannose-Konzentration [pg/ml] - ohne Normierung im
Zeitverlauf

D-Mannose-Konzentration mit Normierung auf Kreatinin im Urin:

Deskriptive Statistiken (n, Mittelwert, SD, Median und Spannweite) wurden in der

folgenden Tabelle 18 nach Behandlungsgruppen und Zeit dargestellt.

Die Ergebnisse sind vergleichbar mit den Ergebnissen der D-Mannose-Konzentration

ohne Normierung.

Tab. 18: Phase | und Il gepoolt: D-Mannose-Konzentration im Urin [pg/ml] normiert auf Kreatinin

im Urin 4
Substanz A Substanz B MWS
Phase_l+|| Statistik 29 D—I\_/Iannose 29 Placebo cl
Fraktion (N=12) (N=13) Wilcoxon-Test
n 12 13
Mittelwert (SD) | 0,003 (0,0046) 0,002 (0,0043) 0,551282
95% ClI [-,0001; 0,0056] [-,0010; 0,0041] [0,314; 0,789]
-2 bis 0 Stunden ]
Min-Max 0-0,0119 0-0,0156 P =0,6646
Median 0,000 0,000
Q1-Q3 0,000 — 0,005 0,000 — 0,001
0 - bis 4 Stunden n 12 13
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Substanz A Substanz B MWS
Phase I+11 Statistik 29 D-l\_/lannose 29 Placebo Cl
Fraktion (N=12) (N=13) Wilcoxon-Test
Mittelwert (SD) | 0,015 (0,0288) 0,001 (0,0029) 0,826923
95% ClI [-,0037; 0,0329] [-,0010; 0,0026] [0,604; 1,050]
Min-Max 0-0,0999 0-0,0105 P =0,0012
Median 0,003 0,000
Q1-03 0,001 - 0,016 0,000 — 0,000
n 12 13
Mittelwert (SD) | 0,006 (0,0077) 0,001 (0,0021) 0,852564
4 bis 8 Stunden 95% ClI [0,0008; 0,0106] [-,0006; 0,0020] [0,646; 1,059]
Min-Max 0-0,0222 0-0,0077 P = 0,0008
Median 0,002 0,000
Q1-Q3 0,001 - 0,008 0,000 — 0,000
n 12 13
Mittelwert (SD) | 0,002 (0,0029) 0,001 (0,0030) 0,653846
8 bis 12 Stunden 95% ClI [0,0000; 0,0038] [-,0010; 0,0026] [0,411; 0,896]
Min-Max 0-0,0079 0-0,0108 P=0,1166
Median 0,000 0,000
Q1-Q3 0,000 — 0,004 0,000 — 0,000

Abbildung 8 zeigt die Unterschiede der normierten Daten graphisch. Dargestellt sind

der Verlauf der Mittelwerte sowie der Mediane. In rot sind die Ergebnisse der D-

Mannose-Gruppe gezeigt. In schwarz und grau die Ergebnisse der Placebo-Gruppe. Die

Kurven mit den enthaltenen Punkten stellen den Verlauf der Mittelwerte mit

Standardabweichung dar. Der Median der jeweiligen Fraktion wird mit den Quadraten

dargestellt.
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Abb. 8: Phase I und 11 gepoolt: D-Mannose-Konzentration [pg/ml] - mit Normierung im Zeitverlauf

3.3 Darstellung des sekundéren Zielendpunkts

Es wurde die Anzahl der KBE/Well in Gegenwart der 0.g. Bakterien gemessen. Die
Messungen wurden fur die Baseline-Fraktion und die jeweilige Urinfraktion nach
Einnahme des Prifpraparats mit der maximalen D-Mannose-Konzentration
durchgefuhrt. Hieraus wurden intraindividuelle Verhaltnisse der Anzahl von KBE/Well
nach der Behandlung zu den Werten der Anzahl von KBE/Well vor Einnahme gebildet.
Die Verhdltnisse wurden als Adhésion bezeichnet. Durch den vermuteten
Wirkmechanismus von D-Mannose wurde davon ausgegangen, dass die Adhasion der
Bakterien an die Zellen durch eine héhere Konzentration von D-Mannose vermindert
sei. Die Verhaltnisse sollten entsprechend die Verminderung der Adhésion beschreiben
und wurden aus den Mittelwerten von sechs Wiederholungen berechnet. AnschlieRend
wurden aus den bereits beschriebenen Griinden Mediane aus den sechs Wiederholungen
gebildet.

Aufgrund der hdufigen Messungen der D-Mannose-Konzentration unterhalb der unteren
Bestimmungsgrenze und der in der Auswertung auf null gesetzten Messwerte, wurden
die Ergebnisse der KBE/Well Werte geclustert. Diese Einteilung erfolgte anhand der
Konzentration der D-Mannose. Es wurden zwei Cluster verwendet: 1.. D-Mannose-

Konzentrationen < 5 pg/ml und 2.: D-Mannose-Konzentrationen > 5 pg/ml. Da die D-
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Mannose-Konzentrationen in allen Urinproben der Placebogruppe unter 5 pg/ml lagen,
konnten die Verhaltnisse nur fiir das Cluster < 5 ug/ml berechnet werden. Bei der D-
Mannose-Gruppe konnten auch Verhéltnisse fir die Kategorie von Konzentrationen > 5
ug/ml gebildet werden. Aus diesen Daten sollte die Funktion der D-Mannose betrachtet
werden.  Die  Baseline-Fraktionen  ausgenommen, gab es im  ersten
Beobachtungszeitraum in der Verum-Gruppe drei Probandinnen mit Werten von > 5
pg/ml sowie sechs Probandinnen mit Werten > 0 - <5 pg/ml und drei Probandinnen mit
Werten von null. Im zweiten Beobachtungszeitraum waren es in gleicher Reihenfolge
drei, finf und vier Probandinnen. In der Placebo-Gruppe hatten jeweils elf
Teilnehmerinnen in  beiden Phasen einen Wert unterhalo der unteren
Bestimmungsgrenze sowie zwei Probandinnen einen Wert von > 0 - < 5 pg/ml. Tabelle
19 gibt einen Uberblick tber die fiir den Adharenzassay verwendeten Urinfraktionen.

Ausgewahlt wurden die Fraktionen mit der jeweils hochsten D-Mannose-Konzentration.

Zur Bewertung der Daten wurde eine explorative Auswertung ohne die Anwendung von
Signifikanztests durchgefiihrt.

Die Adhasionswerte konnten allerdings nicht fiir alle Fraktionen der Probandinnen
bestimmt werden, da sich die T24-Zellen nach einer Stunde Inkubation mit den
Urinproben von den Wells I6sten. Dies war fur Probandin 1-21 fir alle Fraktionen
sowie fur die Probandinnen 1-03, 1-07 und 1-16 flr die Baseline-Fraktion fir Phase 1l
der Fall.

Tab. 19: Urinfraktionen der jeweiligen Probandinnen, welche fiir den Adhéasionshemmungstest
verwendet wurden. Ausgewéhlt wurden die Fraktionen mit der jeweils hochsten D-
Mannose-Konzentration (Verum-Gruppe grin hinterlegt, modifiziert aus dem
,Laborbericht® des Sponsors MCM Klosterfrau Vertriebsgesellschaft mbH
entnommen)®

Urinfraktionen, die fur den Ex-vivo/In-vitro-Adhdsionshemmungstest
verwendet wurden

Random-Nummer/
Probandennummer

A001/1-01
A002/ 1-02*
A003/1-03
A004/1-16*
A005/ 1-05
A006/ 1-06*
A007/1-07*
A008/ 1-15

Phase | Phase |1

o o o |o o |o o |o
e e D L ST =N PN PN IS
o o o |o o |o o |o
O N e P e N L S
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A009/1-14 0 1 0 1
A010/ 1-13* 0 2 0 1
A011/1-11 0 3 0 3
A012/1-12* 0 1 0 2
A013/1-17* 0 3 0 1
A014/1-18 0 1 0 1
A015/ 1-19* 0 2 0 1
A016/1-20 0 2 0 2
A017/1-21* 0 3 0 1
A018/1-22 0 1 0 2
A019/ 1-23* 0 2 0 1
A020/1-24 0 2 0 2
A021/1-29 0 1 0 1
A022/1-33 0 2 0 1
A023/ 1-25* 0 1 0 1
A024/ 1-38* 0 2 0 1
B001/1-32 0 2 0 1

Urinfraktionen: 0 — vor Einnahme, 1 — 0-4h post Einnahme, 2 — 4-8h post Einnahme, 3 — 8-12h post
Einnahme; * - D-Mannose-Gruppe

3.3.1 In-vitro-Adhasionshemmung der verwendeten UPECs

Zu den verwendeten D-Mannose-sensitiven Stdmmen gehoren E. coli CHD22, UTI89
und CHD94. Die folgenden Tabellen 20 bis 23 geben einen Uberblick (iber die
Ergebnisse der Mediane und Verhaltnisse vor und nach Einnahme des Prifpréparats fur
beide Phasen. Tabelle 24 stellt die Ergebnisse fir den verwendeten D-Mannose-
resistenten Stamm E. coli CHD17 dar.

Tab. 20: E. coli CHD22

D-
Median der
) Mannose )
Phase Untersuchungsgruppe Median (KBE/Well) lust Verhéltnisse
cluster
vor/nach
[Hg/ml]
; 0-5
Beobachtungszeitraum Baseline: 932 (n=8) 1,12
D-Mannose
! Post-Einnahme: 924
5-17 0,83
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(n=3)
Baseline: 763 0-5
Placebo 1,03
Post-Einnahme: 1014 (n=13)
0-5
. 1,26
Beobachtungszeitraum Baseline: 796 (n=6)
D-Mannose
I Post-Einnahme: 982 5-17
1,39
(n=3)
Baseline: 857 0-5
Placebo 1,05
Post-Einnahme: 932 (n=12)
Tab. 21: E. coli UTI189
D- -
Median der
. Mannose .
Phase Untersuchungsgruppe Median (KBE/Well) lust Verhéltnisse
cluster
vor/nach
[hg/mi]
0-5
. 1,08
Beobachtungszeitraum Baseline: 1336 (n=8)
D-Mannose
I Post-Einnahme: 1351 5-17
0,75
(n=3)
Baseline: 1307 0-5
Placebo 0,95
Post-Einnahme: 1346 (n=13)
0-5
; 1,21
Beobachtungszeitraum Baseline: 1124 (n=6)
D-Mannose
I Post-Einnahme: 1592 5-17
1,15
(n=3)
Baseline: 1144 0-5
Placebo 1,14
Post-Einnahme: 1403 (n=12)
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Tab. 22: E. coli CHD9%4

D-
Median der
) Mannose .
Phase Untersuchungsgruppe Median (KBE/Well) lust Verhaltnisse
cluster
vor/nach
[Hg/mi]
0-5
. 1,15
Beobachtungszeitraum Baseline: 757 (n=8)
D-Mannose
I Post-Einnahme: 851 517
0,91
(n=3)
Baseline: 796 0-5
Placebo 1,00
Post-Einnahme: 882 (n=13)
0-5
. 1,21
Beobachtungszeitraum Baseline: 625 (n=6)
D-Mannose
I Post-Einnahme: 785 5-17
1,49
(n=3)
Baseline: 708 0-5
Placebo 1,11
Post-Einnahme: 832 (n=12)
Tab. 23: E. coli CHD17
D_
Median der
] Mannose )
Phase Untersuchungsgruppe Median (KBE/Well) lust Verhéltnisse
cluster
vor/nach
[Hg/mi]
0-5
; 0,97
Beobachtungszeitraum Baseline: 99 (n=8)
D-Mannose
I Post-Einnahme: 83 517
1,14
(n=3)
Baseline: 118 0-5
Placebo 0,78
Post-Einnahme: 113 (n=13)
0-5
: 1,00
Beobachtungszeitraum Baseline: 74 (n=6)
D-Mannose
I Post-Einnahme: 974 5-17
0,82
(n=3)
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Baseline: 105 0_5
Placebo 1,19
Post-Einnahme: 107 (n=12)

Eine intern durchgefuhrte Kontrolle mit E. coli CHD22 bestétigte die Fahigkeit von D-
Mannose, die bakterielle Adhasion zu vermindern. Durch Zugabe von 50 pl 1 % D-
Mannose zu Urinproben von Tag null vor Einnahme des Prufpraparats zeigte sich eine
Reduktion von 54 % zur 100 %.

Bei den D-Mannose sensitiven UPECs zeigten sich bei der Verum-Gruppe konstante
und ahnliche Ergebnisse fur den ersten Beobachtungszeitraum und dem zweiten Cluster
mit D-Mannose-Konzentrationen > 5 pug/ml. Die Mediane nach der Einnahme lagen bei
0,83 ; 0,75 und 0,91. Hieraus lasst sich eine Adhdsionshemmung von 83 %, 75 %, bzw.
91 % ableiten. Diese Ergebnisse der drei D-Mannose sensitiven E. coli von Phase |
wurden gemittelt, sodass eine mediane Verringerung der Adhdsion von 17 % beobachtet

werden konnte. Zur Veranschaulichung siehe hierzu Tabelle 24.

Fur den zweiten Beobachtungszeitraum zeigten sich die Ergebnisse insgesamt
uneinheitlich sowie vor allem different zu Phase I. Hierbei waren die Verhaltnisse fur
das zweite Cluster zwischen 1,15 — 1,49. Es konnte keine Verringerung der Adhasion
beobachtet werden. Die Verhaltnisse fiir das Cluster > 0 - < 5 pg/ml lagen zwischen
1,08 — 1,15 flr Phase I und 1,21 — 1,26 fur Phase I1.

Tab. 24: Adhasionswirkung der D-Mannose sensitiven UPECs flr Phase | und Cluster 2

UPEC Adhésionsverhaltnisse fur den 1. Beobachtungszeitraum
& 2. Cluster
E. coli CHD22 0,83
E. coli UTI89 0,75
E. coli CHD94 0,91
Median 0,83

In der Placebogruppe konnten nur D-Mannose-Werte < 5 ug/ml bewertet werden. Der
Median des Adhé&sionsverhaltnisses ergab fir beide Behandlungstage Werte >100%.
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Bei dem D-Mannose-resistenten UPEC E. coli CHD17 zeigten sich die KBE/Well-
Werte im Vergleich insgesamt ca. um den Faktor 10 verringert. Dieses Bakterium
exprimiert keine (funktionellen) Typ-1-Pili, weshalb ein Anheften an die
Blasenepithelzellen nur teilweise erfolgt. Bei der Placebo-Gruppe lagen die Verhéltnisse
bei 0,78 (Phase I) und 1,19 (Phase II). In der Verum-Gruppe waren die Verhaltnisse flr
das Cluster > 0 - < 5 pg/ml zwischen 0,97 fir Phase | und 1,00 fir Phase 1I. Im zweiten
Cluster présentierten sich die Verhéltnisse bei 1,14 fir Phase | und 0,82 fir Phase II.

3.4 Ergebnisse der Sicherheitskriterien

3.4.1 Unerwlnschte Ereignisse

Unerwiinschte Ereignisse wurden bei der Studie keine vermeldet.

3.4.2 Behandlungsabbriiche und -unterbrechungen

Alle Probandinnen haben die Studie ordnungsgemé&l beendet. Die abschlieBende
Untersuchung durch den Priifarzt an Tag zwei wurde bei allen Teilnehmerinnen
regelrecht durchgeflhrt. Hierbei wurde die Bewertung der Vertraglichkeit mit Hilfe

eines standardisierten Fragebogen vor Abschluss der Studie erfasst.

3.4.3 Bewertung der Vertraglichkeit des Prufpraparats

Die Vertraglichkeitsbewertung durch die Probandinnen und den Prifarzt erfolgte
anhand einer 11-stufigen visuellen Analogskala. Diese reichte von 0 = "sehr schlecht™
bis 10 = "sehr gut".

Die Vertraglichkeit wurde durch 24 Probandinnen mit 10 und durch eine Probandin aus
der Placebogruppe mit 9 angegeben. Der Priifarzt bewertete die Vertraglichkeit fir alle

Teilnehmerinnen mit 10. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 25.
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Tab. 25: Bewertung der Vertraglichkeit anhand einer VAS-Skala von 0 bis 10 %°

Substanz A2 g D- | SubstanzB2g Insgesamt
Mannose Placebo (N =25)
(N=12) (N=13)
Ergebnis N (%) N (%) N (%)
Probandin 9 0 (0.0%) 1(7.7%) 1(4.0%)
10 12 (100.0%) 12 (92.3%) 24 (96.0%)
Insgesamt 12 (100.0%) 13 (100.0%) 25 (100.0%)
Prifarzt 10 12 (100.0%) 13 (100.0%) 25 (100.0%)
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4 Diskussion

HWI sind ein erhebliches medizinisches Problem, da sie zu den h&ufigsten bakteriellen
Infektionen weltweit zihlen 77, Die héchste Inzidenz von HWI liegt zwischen 15 und 35
Jahren. Dabei sind Frauen bis zu 40-mal haufiger betroffen als Manner % 44 78 Haufig
sind HWI auch bei alteren Frauen. Insgesamt haben ca. 50 % aller Frauen mindestens
einmal in Ihrem Leben eine HWI und jede dritte Frau erhélt deshalb eine antibiotische
Therapie 1* %, Grundsétzlich werden HWI anhand der Symptomatik sowie der Schwere
der Infektion systematisch eingeteilt. Eine besondere klinische Problematik ergibt sich
aus der hohen Rezidivrate der HWI. Dies bedingt einen hohen Verbrauch von
Antibiotika und fiihrt zu einer Zunahme von Resistenzen gegeniiber den hdufig
eingesetzten Antibiotikaklassen ’’. Die Zunahme von Antibiotikaresistenzen stellt ein
globales Problem dar und bedroht die Behandlungen von Infektionen insgesamt. Daher
ist es notwendig alternative Behandlungsmethoden vor allem fiur die unkomplizierten
HWI zu entwickeln. Das Keimspektrum der HWI ist variabel, allerdings ist der
haufigste Erreger E. coli 2°. Sowohl E. coli als auch andere Erreger der HWI haben
spezielle Pili und die Adhdsion mit diesen an das Urothel ist ein wichtiger Mechanismus
bei der Pathogenese der HWI. E. coli bindet mittels Typ-1-Pili mit der
Proteinuntereinheit FimH an Mannoseeinheiten der Uroplakine der Deckzellenschicht
der Harnblase 3" %°. An diesen Pathomechanismus setzt die Therapie bzw. die
Prophylaxe der HWI mit D-Mannose an. Die Hypothese ist, dass oral zugefiihrte D-
Mannose ins Blut aufgenommen und ein bestimmter Anteil Uber den Urin
ausgeschieden wird. Ausreichend hohe Mengen an freier D-Mannose im Urin
antagonisieren FimH und binden an die Typ-1-Pili der Erreger. Hierdurch wird die
Anheftung an das Urothel blockiert und die Mannose-Bakterien-Komplexe kénnen bei
der Miktion ausgeschieden werden. Daher kommt es zu einer Absenkung der
intravesikalen Bakterienlast 11 33 435459, 79,82 Dyjese Eigenschaft tragt dazu bei, die
Virulenz der Erreger zu verringern und spricht fur die Verwendung von D-Mannose zur

Reduktion des Risikos eines erneuten Auftretens von HWI.

In klinischen Studien gab es bereits Hinweise, dass die orale Applikation von D-
Mannose bei der Behandlung einer unkomplizierten HWI zur Besserung der Symptome
beitragen kann. Teilweise zeigte sich hierbei auch die Tendenz zur Wirksamkeit bei der
Akuttherapie > % 7, Die Vertraglichkeit war hierbei nicht beeintrachtigt. AuBerdem

konnte gezeigt werden, dass die Einnahme oraler D-Mannose die Haufigkeit von
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rezidivierenden HWI  reduzieren kann und dabei einer antibiotischen
Standardprophylaxe nicht unterlegen ist *°. Basierend auf diesen Daten wurde die
unterstiitzende Einnahme von D-Mannose bereits in der deutschen S3-Leitlinie -
Epidemiologie, Diagnostik, Therapie, Priavention und Management unkomplizierter,
bakterieller, ambulant erworbener Harnwegsinfektionen bei erwachsenen Patienten — als
MaRnahme zur Senkung des Risikos von HWI-Rezidiven in der Gruppe der Frauen
etabliert, die aufgrund ihrer Anamnese ein hohes Risikoprofil tragen 8

Allerdings gibt es bisher keine exakten Daten zur Konzentration der D-Mannose im
Urin nach erfolgter oraler Gabe. Auch die Kinetik der Konzentration im Urin ist
unbekannt. Studien zur Urinausscheidung von oral aufgenommener D-Mannose liegen
nur in einem geringen Ausmaf vor, sodass es nicht moglich ist ein entsprechendes

Verhaltnis zu beschreiben 28 47,

Die hier vorliegende Studie sollte nun diese Wissensliicke schlieBen und die biologische
Plausibilitat belegen. Die Urinausscheidung eines D-Mannose-
Nahrungserganzungsmittels nach der oralen Einnahme von Einzeldosen von 2 g D-
Mannose wurde bewertet und in drei Fraktionen quantifiziert. Der Gesamtansatz der
vorliegenden Studie zielte somit darauf ab, pharmakologische Evidenz zu erbringen,
wie hoch die Ausscheidung von D-Mannose im Urin ist und wie dadurch die bakterielle

Adhasion an Uroepithezellen in einem ex-vivo Setting reduziert werden kann.

Als Dosierung wurde flr die vorliegende Studie 2 g D-Mannose an zwei
aufeinanderfolgenden Untersuchungstagen ausgewdhlt. Bei der Auswahl der Dosierung
fungierte die Studie von KRANJCEC et al. als Vorbild, welche ebenfalls 2 g orale D-
Mannose untersuchte. Diese Studie wurde im Jahr 2014 vertffentlicht. Weitere Studien,
welche ebenfalls D-Mannose als Einzelprodukt im Zusammenhang mit rezidivierenden
HWI untersuchten sind PORRU et al. 2014, DOMENICI et al. 2016 sowie PHE et al.
2017 15 3. %5 %6 Dije in diesen Untersuchungen eingesetzten Gesamtdosen pro Tag
unterschieden sich. Sie variierten zwischen 3 g (aufgeteilt in 2 Dosen a 1,5 g oder 3
Dosen a 1 g) bis 2 g (Einzeldosis). Die Vertraglichkeit der Substanz war gut. Im
Rahmen der Studie von KRANJCEC et al. war das Auftreten von Nebenwirkungen in
der D-Mannose-Gruppe deutlich geringer als in der Gruppe, die ein Antibiotikum zur
Prophylaxe eingenommen hatten. Unerwiinschte Nebenwirkungen bei der D-Mannose-
Gruppe waren vor allem Diarrhoen und traten bei lediglich 7,8 % der Teilnehmerinnen
auf. Hohere Dosierungen wurden bei WOOD und CAHILL und in der Studie von
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ALTON et al. untersucht. Bei der Untersuchung von WOOD und CAHILL wurden 0,5
g/kg Korpergewicht (KG) (entspricht einer Einzeldosis von 30 g bei einem 60 kg
schweren Probanden) orale D-Mannose verabreicht 8. In der Folge wurden bei einem
Teilnehmer deutliche Bauchkrdmpfe mit Diarrhoen festgestellt. Bei der Studie von
ALTON et al. wurden bei oraler Dosierung von 0,2 g/kg KG (entspricht einer
Einzeldosis von 12 g bei einem 60 kg schweren Probanden) bei etwa der Héafte der
Probanden gastrointestinale Nebenwirkungen beobachtet. Hierzu gehdrten Diarrhoen
und Flatulenzen ca. 1-2 Stunden nach der Einnahme 3. Bei einer Reduzierung der
Dosierung auf 0,15 g/kg KG traten ahnliche Symptome nur noch bei etwa 10 % der

Teilnehmer auf.

Die gewahlte Dosierung von 2 g D-Mannose entspricht 0,03 g/kg KG bei einer 60 kg
schweren Person. Hierbei wurde die Auftretenswahrscheinlichkeit fir gastrointestinale
Nebenwirkungen als gering eingestuft. Bei den Studienteilnehmerinnen lag das
Korpergewicht am Tag des Screenings im Mittel bei 63,9 kg = 10,78, sodass das Risiko
fur unerwiinschte Ereignisse niedrig eingeschétzt wurde. Diese Einschatzung deckt sich
mit den Ergebnissen, da keinerlei unerwiinschte Ereignisse gemeldet wurden und die
Studie von allen Probandinnen regelrecht beendet werden konnte. Auch die
abschlieBende korperliche Untersuchung an Tag zwei zeigte keine signifikanten
Gruppenunterschiede bei den Vitalwerten im Vergleich zu den Merkmalen
(Korpergewicht, Korpertemperatur, Herzfrequenz und Blutdruck) vor Beginn der
Studie. Das Ergebnis der sehr hohen Vertraglichkeit des Prifpréparats anhand einer 11-
stufigen visuellen Analogskala durch die Studienteilnehmerinnen, als auch durch den
Prifarzt, bestatigt die Auswahl der Dosierung von 2 g. Insgesamt l&sst sich hieraus
ableiten, dass D-Mannose in der Dosierung von 2 g ein sicheres und gut vertragliches

Nahrungserganzungsmittel ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden 25 gesunde Frauen in die Studie eingeschlossen, um
mindestens 12 auswertbare Probandinnen fur jede Behandlungsgruppe zu rekrutieren.
Die Akquirierung der freiwilligen Probandinnen erfolgte nach dem im Methodenteil
beschriebenen Schema. Im Vergleich zu den vier genannten klinischen Arbeiten wurde
die hier durchgefiihrte Studie mit gesunden Probandinnen absolviert. Dies wurde durch
die strengen Ein- und Ausschlusskriterien gewahrleistet. Vor allem das zweifache
Ausfiillen des ACSS am Screeningtag, als auch am Randomisierungstag, sollte den
gesunden Status der eingeschlossenen Frauen bestatigen. Der validierte ACSS-

Fragebogen hat sich als geeignetes Instrument fiir die Diagnostik und die von Patienten
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berichteten Ergebnisse in Klinischen Studien zur Untersuchung verschiedener
Behandlungsmodalitaten von unkomplizierten HWI etabliert ' 2. Die Probandinnen
bestatigten ihre Symptomfreiheit durch niedrige Ergebnisse im ACSS.

Auf eine formale Berechnung des Stichprobenumfangs wurde verzichtet. Die gewahlte
Anzahl an Teilnehmerinnen wurde als ausreichend angesehen, um das Ziel dieser
Sondierungsstudie zu erreichen. Da eine biologische Plausibilitat einer relevanten
Adhésionswirkung nach oraler Einnahme von D-Mannose erbracht werden sollte,
wurde diese Vorgehensweise als gerechtfertigt angesehen. In den klinischen Studien
von PORRU et al. (n = 60), KRANJCEC et al. (n = 308), DOMENICI et al. (n = 43) und
PHE et al. (n = 22) waren die Teilnehmerzahlen im Vergleich tendenziell eher hoher,
bzw. knapp darunter. Nur bei der Untersuchung von KRANJCEC et al. mit 308
Patientinnen war die Anzahl deutlich hoher. In diesen Wirksamkeitsstudien wurden
jedoch kranke Personen untersucht. Die hier vorliegende Studie hat einen anderen
Ansatz mit gesunden Probandinnen, sodass sich die Teilnehmeranzahl nicht ganzlich

vergleichen l&sst.

Von einer methodisch hochwertigen Qualitdt der durchgefihrten Studie kann
ausgegangen werden ®. Der Sponsor der Studie hat die CRO AKP mit der
Durchfithrung und Uberwachung der Studie beauftragt. AKP hat in Abstimmung mit
dem Sponsor ein klinisches Studienprotokoll erstellt, in dem relevante Richtlinien, auch
flr die beteiligten Personen und Firmen der Studiendurchfuhrung, festgehalten wurden.
Wahrend und nach Durchfiihrung der Studie fanden durch AKP Monitorvisiten statt.
Diese dienten der Einhaltung und Uberwachung der im Studienprotokoll festgelegten
Vorgaben. Vor Studienstart wurde sichergestellt, dass alle geplanten Mitwirkenden tiber
eine ausreichende Qualifikation und entsprechende glltige GCP-Zertifikate verfugten.
Das gewdhlte Studiendesign mit dem doppel-blinden, randomisierten und Placebo-

kontrollierten Charakter tragt ebenfalls zur hohen Qualitét dieser Studie bei.

Der primare Zielendpunkt war neben der Vertraglichkeit des Prifpraparats, die Placebo-
kontrollierte Quantifizierung der D-Mannose-Konzentration im Urin. Der exakte Ablauf
der Urinsammelphasen wurde bereits beschrieben. Die Uberpriifung der Therapietreue
wurde durch die vom Sponsor beauftragte CRO AKP und das durchfuhrende

Studienzentrum jederzeit gewahrleistet.
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Als Kontrollurinfraktion vor Einnahme des Priifpraparats diente die Sammelphase von
minus zwei bis null Stunden. Hierbei zeigte sich fir den ersten Beobachtungszeitraum
eine mittlere Urinmenge von 4454 ml (x166.56), im Vergleich zu 280,6 ml (£125) fur
den zweiten Beobachtungszeitraum. Diese Tatsache passt zu den Aussagen der
Probandinnen, dass die Trinkmengenbeschrankung zwischen den Untersuchungstagen
als teilweise knapp bemessen beurteilt wurde. Dies fihrt zu der Annahme, dass die
Baseline-Fraktion von Phase Il hoher konzentriert war als die anderen Urinfraktionen
und wird im Rahmen der Einordnung der Adhasionsversuche noch eine Rolle spielen.
Die Flussigkeitsaufnahme vor Beginn der Untersuchung am Tag der Randomisierung
wurde nicht erfasst und war deshalb unbekannt. Da die Studie abends startete und
folglich erst ab diesem Zeitpunkt die Trinkmenge vorgegeben wurde, kann nicht
eingeordnet werden, inwiefern sich die Trinkmenge vor Beginn der Studie auf die
Konzentration der Baseline-Fraktion von Phase | ausgewirkt hat. Die allgemeinen
Ergebnisse der Urinvolumina wurden weiterhin deskriptiv und ohne statistische

Signifikanztests dargestelit.

Bei der Konzentrationsbestimmung von D-Mannose zeigte sich in einzelnen
Urinfraktionen ein Wert unterhalb der unteren Bestimmungsgrenze von 1 ug/ml.
Hé&ufiger wurde diese Tatsache in der Placebo-Gruppe festgestellt. Diesbezlglich waren
die Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen wéhrend der Baseline-
Urinfraktion am geringsten. In Phase | gab es neun (75 %) Probandinnen in der Verum-
Gruppe, wahrend es in der Placebo-Gruppe zwdlf (92.3%) Frauen mit einem LLOQ in
der Baseline-Urinfraktion gab. In Phase Il war der Unterschied mit sechs (50 %,
Verum-Gruppe) und sieben (53,8 %, Placebo-Gruppe) Teilnehmerinnen bei der
Baseline-Urinfraktion zueinander noch geringer. Dies l&sst einerseits darauf schlief3en,
dass endogen hdchstens eine geringe Ausscheidung von D-Mannose stattfindet, als auch
andererseits, dass die eingenommene D-Mannose von Tag null nach 24 Stunden
groRtenteils ausgeschieden ist. In den Baseline-Urinfraktionen konnte fir beide
Untersuchungstage dementsprechend auch kein signifikanter Unterschied der D-

Mannose-Konzentration zwischen den Einnahmegruppen ausgemacht werden.

In den wenigen vorhandenen Studien zum Nachweis von D-Mannose im Urin gab es
erste Ergebnisse von HARDING et al. im Jahr 1933 2. Hier wurde das Verhalten der
Blutzuckerkurve nach Verabreichung von verschiedenen Kohlenhydraten untersucht.
Mannose wurde in einer Dosis von 25 g oder 50 g verabreicht und konnte damals nicht

im Blut nachgewiesen werden. Ein Anstieg des Blutzuckers wurde daraufhin jedoch

73



Diskussion

nicht festgestellt. Die Autoren erschlossen sich allerdings trotz des fehlenden
Plasmanachweises eine Resorption, da sie geringe Mengen von Mannose im Urin
fanden. AulRerdem gingen sie davon aus, dass die Verwertung der Mannose mindestens

gleich oder hoher als ihre Absorptionsrate sein muss.

WOOD und CAHILL untersuchten 1963 die Verwertung von Mannose beim Menschen
indem sie 0,5 g/kg KG intravenos verabreichten 8. Es zeigte sich, dass der Prozentsatz
der verabreichten Mannose, welcher mit dem Urin ausgeschieden wurde, relativ
konstant war und im Mittel 20 % der infundierten Menge betrug. Der Anstieg der
Blutplasmaspiegelkonzentration von Mannose war bei der parenteralen Applikation
wesentlich héher im Vergleich zur enteralen Absorption. Dementsprechend wurden
auch hohere Konzentrationen im Urin gefunden. Die intravends verabreichte Mannose
wurde proportional zur Glukose verstoffwechselt und zog keine Insulinausschittung
nach sich. Eine signifikante aktive Ruckresorption durch die Niere konnte hierbei

ebenfalls nicht festgestellt werden.

Neuere Untersuchungen hierzu gibt es von GREMPLER et al. In der Studie konnte
nachgewiesen werden, dass der sodium-glucose-linked-transporter-5 (SGLT-5)
spezifisch in der Niere lokalisiert ist und als natriumabhé&ngiger Monosaccharid-
Transporter fungiert. Untersucht wurde die Substratspezifizitit des Transporters fir die
Monosaccharide Mannose, Fruktose, Glukose und Galaktose. Die hdchste Affinitat und
entsprechende Transportrate konnte fir Mannose nachgewiesen werden. Die Daten
dieser Studie lassen vermuten, dass SGLT-5 als spezifischer Transporter in der Niere

die Ausscheidung und Riickresorption von Mannose reguliert 2.

Im Jahr 1997 untersuchten ALTON et al. die Mannosekonzentration im Blut bei
unterschiedlicher oraler Dosierung von 0,07 g/kg KG bis 0,21 g/kg KG 3. Abhangig von
der Dosis wurde ein Konzentrationsmaximum nach ca. ein bis zwei Stunden registriert.
Innerhalb von fiinf bis sechs weiteren Stunden sank der Mannosespiegel im Blut wieder
auf den Basalwert zurlick. Die Halbwertszeit betrug dabei ca. vier Stunden. Die

Ausscheidung im Urin wurde nicht untersucht.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie zeigten in der Verum-Gruppe fur Phase I,
Phase Il als auch flr die Zusammenlegung der beiden Phasen einen Anstieg der D-
Mannose-Konzentration im Urin gegeniiber der Baseline-Fraktion. Die hdchste mediane

Konzentration in Phase | wurde in Fraktion zwei gemessen. Bei der zweiten Phase lag
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die maximale mediane Konzentration in Fraktion eins. Gegenuber der Placebo-Gruppe

konnte mittels der MWS eine relevante Uberlegenheit nachgewiesen werden.

Die oben beschriebenen Arbeiten sind mit den Ergebnissen dieser Studie nicht eins zu
eins zu vergleichen. Entweder wurde die D-Mannose-Konzentration im Urin nicht exakt
bestimmt oder die Dosierungen differierten ziemlich ausgeprégt. Auch die
Applikationsform war nicht immer dieselbe. Die Ausscheidungskinetik scheint jedoch
ahnlich, da innerhalb der ersten vier, bzw. ersten acht Stunden nach der Einnahme die
hdchste mediane Konzentration gemessen werden konnte. VVor allem bei der Darstellung
der gepoolten Analyse konnte dieser Verlauf mit anschlieBend wieder abnehmender
Konzentration gezeigt werden. Dieses Ergebnis war den Erwartungen entsprechend.
Aufféallig zeigte sich jedoch, dass die D-Mannose-Konzentrationen in den
Urinfraktionen eins bis drei der vorliegenden Untersuchung auch in der Verum-Gruppe
haufig unterhalb der unteren Nachweisgrenze lag. Fir den ersten Beobachtungszeitraum
waren dies im Verlauf der Fraktionen je vier, drei und sieben Probandinnen und fur den
zweiten Beobachtungszeitraum je vier, vier und acht Teilnehmerinnen. Diesbeztiglich
lasst sich diskutieren ob der von GREMPLER et al. untersuchte Mechanismus eine
Rolle spielt ?°. Da der SGLT-5 spezifisch in der Niere lokalisiert wurde und die hochste
Affinitdt zum Monosaccharid Mannose zeigte, konnte es zu einer erhdhten
Riickresorption der Mannose gekommen sein 26, Entsprechend wurde im
ausgeschiedenen Urin weniger Mannose festgestellt. Weiterhin stellt sich die Frage,
inwiefern die enterale Absorptionsrate von Bedeutung ist und ob bzw. wie hoch der Teil
der Mannose ist, der durch den Stuhl ausgeschieden wird. Hier lasst sich diskutieren, ob
es bereits intestinal zu einer Adhésion der D-Mannose an UPECs kommt und dadurch
bereits in die Pathogenese von HWI eingegriffen werden kénnte. Interessant hierzu sind
Untersuchungen die von SHARMA et al. durchgefiihrt wurden . In einem Tiermodell
konnte zumindest gezeigt werden, dass sich durch die Zugabe von D-Mannose zur
Nahrung, das Darmmikrobiom verandern kann und es zu einer Zunahme von vermutlich
praventiv tatigen Bakterien kommt. Die Studie wurde zwar nicht hinsichtlich Préavention
von HWI betrachtet, jedoch kdnnte ein praventiv wirkendes Darmmikrobiom mit einer
verringerten Anzahl von UPECs, im Sinne der beschriebenen Pathogenese, im
langerfristigen Verlauf auch eine geringere Aszension von Uropathogenen bedeuten.
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Der sekundare Zielendpunkt war die ex-vivo gewonnenen Urinproben in einem in-vitro
Adhasionshemmungstest mit UPECs und Harnblasenepithelzellen zu testen um hierbei
die antiadhasiven Eigenschaften zwischen den Behandlungsgruppen zu vergleichen.
Aufgrund der Ergebnisse der D-Mannose-Konzentrationen in den einzelnen
Urinfraktionen erfolgte die Bewertung des Adharenzassays durch Bildung von
intraindividuellen Verhaltnissen. Die Anzahl von KBE/Well nach der Behandlung zu
den Werten der Anzahl von KBE/Well vor Einnahme des Prifpréparats wurde
betrachtet. Diese Verhaltnisse stellten die Adhé&sionshemmung dar und durch
Clusterung der D-Mannose-Konzentration konnte hierbei ein eindeutiger Trend zu einer
starkeren Adhédsionshemmung bei hoheren D-Mannose-Konzentrationen gezeigt

werden.

Zur  Vorbereitung auf diese Studie wurden in-vitro Messungen zur
Adhasionsverringerung bei verschiedenen D-Mannose-Konzentrationen durchgefihrt.
Die Urinproben der Probandinnen aus der hier vorliegenden Studie, welche fir die
Adhérenzversuche verwendet wurden, hatten eine D-Mannose-Konzentration von 22-23
KUM. Dieses Ergebnis liegt unterhalb der zuvor bestimmten Konzentrationen, welche fir
eine signifikante Adhasionsverringerung benétigt wurden #°. Bei der internen Kontrolle
wurde die generelle F&higkeit von D-Mannose, eine Adh&sion von Bakterien zu
vermindern, ebenfalls bestatigt. Durch Bildung der intraindividuellen Verhaltnisse
zwischen den Nachbehandlungs-KBE/Well-Werten und den Ausgangs-KBE/Well-
Werten sollte die Adhasion dargestellt werden. Es wurde davon ausgegangen, dass die
Adhésion der Bakterien an die Zellen durch eine héhere D-Mannose-Konzentration
herabgesetzt sei. Die Ergebnisse der Verhéltnisse der KBE/Well-Werte wurden anhand
ihrer Konzentration der D-Mannose in der jeweiligen Urinfraktion geclustert. Die zwei
Cluster bestanden aus Konzentrationen > 0 - < 5 pg/ml sowie Konzentrationen > 5
ug/ml. Unterschieden wurde zusétzlich bei den verwendeten UPECs zwischen D-
Mannose-sensitiven Stdmmen und einem D-Mannose-resistenten Stamm. Insgesamt
waren die Ergebnisse eher inkonstant und konnten nicht fir jeden Behandlungstag
vergleichbare Daten zeigen. Bei der Placebogruppe konnten nur Verhdltnisse fur das
erste Cluster gebildet werden und der Median lag fir beide Behandlungstage mit einer
Ausnahme (E. coli CHD17, Phase I) uber einem Wert von 100 %. Eine Tendenz zu
konstanten Ergebnissen konnte innerhalb der Verum-Gruppe, jedoch nur fir Phase |
und das zweite Cluster sowie den D-Mannose sensitiven Stammen, festgestellt werden.

Im Mittel lielR sich hierbei ein Verhaltnis von 0,83 ableiten, was eine mediane
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Adhasionsverringerung von 17 % bedeutet. Bei diesem zweiten Cluster lag die mittlere
D-Mannose-Konzentration bei 11,87 ug/ml, entsprechend 66 uM und wurde lediglich
durch drei Urinproben gebildet. Diese eindeutige Tendenz der Adhé&sionsverringerung
sollte ggf. durch eine hohere Anzahl von Proben weiter Gberprift werden. Fur den
zweiten Beobachtungszeitraum konnten Kkeine einheitlichen Ergebnisse festgestellt
werden. Mdglicherweise spielte hier eine hohere Konzentrierung der Baseline-Fraktion
der zweiten Phase eine Rolle. Das Urinvolumen der zweiten Phase war im Vergleich zu
Phase | geringer und der Urinkreatininwert im Vergleich erhoht. Zur besseren Ubersicht
sind die einzelnen Mittelwerte der Baseline-Urinfraktionen flr beide Phasen an dieser
Stelle nochmals gemeinsam dargestellt. Die Daten von Tabelle 26 lassen auf eine
hohere Konzentrierung der zweiten Baseline-Urinfraktion schliel3en.

Tab. 26: Zusammenfassende Ubersicht der Mittelwerte der Urinvolumina [ml] und Kreatininwerte
[mg/1] im Urin der Baseline-Fraktionen fur alle Probandinnen

Phase | Phase II
Urinvolumen [ml] 4454 280,6
Urinkreatininwert [mg/1] 349,8 689,9

Hieraus ergibt sich ein hoherer Harnstoff- und Salzgehalt mit einer erhohten
Osmolaritat. Dies konnte die Adhé&sion der Bakterien beeinflusst und herabgesetzt
haben. In diesem Zusammenhang lasst sich auf mégliche Einflisse der Expression von
Typ-1-Pili eingehen. Die Expression variiert in Phasen, wobei reversibel eine Phase-ON
mit Hochregulierung und Zunahme der Typ-1-Pili sowie eine Phase-OFF mit
Herunterregulierung und Verlust der Typ-1-Pili unterschieden wird 2. Das Umschalten
der Phasen wird auch durch &uRere Einfliisse bestimmt, wodurch sich Veréanderungen in
der Transkriptionsrate und der entsprechenden Regulierung der Typ-1-Pili ergeben. In
anatomischen Regionen in denen es eine hohe Anzahl an Mannoserezeptoren gibt,
findet in den UPEC-Zellen entsprechend der Pathogenese eine Hochregulierung der
Typ-1-Pili statt 2. Wenn nun in der Baseline-Urinfraktion von Phase Il von einer
erhohten Osmolaritdt ausgegangen wird, wirde dies in einer verminderten
Expressionsrate der Typ-1-Pili minden. Untersuchungen hierzu zeigten zumindest, dass
bei einer erhohten Osmolaritat die Expression in Richtung der Phase-OFF reguliert wird
83, Das Resultat wire eine Tendenz zum Verlust der Typ-1-Pili. Andererseits kann eine
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erhdhte Salzkonzentration fir die Epithelzellen zusatzlich auch toxisch gewirkt haben
48 Zumindest war bei drei der Teilnehmerinnen die Baseline-Fraktion der zweiten Phase
nicht auswertbar, da sich die Epithelzellen von den Wells abgeldst hatten. Letztlich
resultierten durch diese beiden Tatsachen mdglicherweise falsch niedrige KBE/Well-
Werte in der Baseline-Fraktion der zweiten Phase, sodass es nur zu einer angeblichen

Adhéarenzzunahme in den zu vergleichenden Nachbehandlungsproben gekommen ist.

Die generelle Fahigkeit von D-Mannose zur Hemmung der Adhésion wurde in
verschiedenen Studien vorgestellt > %°. In Tierversuchen bei Meerschweinchen zeigte
selbst eine geringe Konzentration von < 20 pg/ml an freier Mannose im Urin eine

Hemmung der Pili vermittelten bakteriellen Adhasion an das Harnwegsepithel "2,

Insgesamt gilt es sicherlich als generelles Problem inwiefern eine in-vitro Studie, in
diesem Fall der Teil des Adhasionsassays, auf die realistische Situation in-vivo
ubertragen werden kann. Beispielsweise wurden im Rahmen der Laborversuche nur die
T24-Harnblasenepithelzellen als alleinige Zellart verwendet. Dabei handelt es sich um
Tumorzellen, welche sich von der Oberflachenzusammensetzung her von einem
Epithel, welches zu HWI neigt, unterscheiden kann. Zumindest zeigten Daten von
MAALOUF etal, dass der Mannosegehalt auf der Epitheloberfliche bei
Blasentumorzellen im Vergleich zu Nicht-Tumorzellen erhoht ist. Folglich zeigten
UPECs eine bevorzugte Bindung an Blasentumorzellen #. Die Tatsachen, dass nur
diese eine Zellart verwendet wurde und dass das Vorliegen eines Blasentumors im
Kontext der Zielgruppe der 15 bis 35 jahrigen Frauen unwahrscheinlich und nicht
relevant ist, kann als Nachteil der Methodik angesehen werden. Wie im Methodenteil
beschrieben wurden die Bakterien zwei N&chte vor Versuchsdurchfiihrung bei 37 °C in
kinstlichem Urin kultiviert. Ziel hiervon war die Expression der Typ-1-Pili zu erhéhen.
Hierbei lasst sich diskutieren, dass diese Tatsachen von der physiologischen Situation
beim Menschen abweichen. Einerseits fehlen in kinstlichem Urin antimikrobielle
Substanzen wie Tamm-Horsfall Protein und andererseits werden gezielt Bedingungen
geschaffen um die Expression der Typ-1-Pili zu erhohen. Eine weitere Unterscheidung
des Modells zur realistischen Situation bei der Bewertung der Adhé&sionsversuche sollte
auch der in-vitro fehlende Spuleffekt einnehmen, welcher in-vivo durch einen
vermehrten Urinfluss gewéhrleistet wird und wodurch die Exfoliation des Urothels
unterstutzt wird. Letztlich wurden nur vier E. coli Stamme bei den Adhdsionsversuchen
verwendet, sodass hier noch weitere aus dieser Gattung untersucht werden sollten.

Allerdings ware es im Verlauf sicher interessant auch weitere uropathogene Erreger und
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ihr Adhasionsverhalten bei der Verwendung von D-Mannose im Rahmen der
Pathogenese von HWI zu erforschen. Zu nennen ist hier beispielsweise K. pneumoniae,
welcher ebenfalls als Virulenzfaktor tber Typ-1-Pili zur Adhasion am Urothel verfugt.
Insgesamt ist der Nutzen von D-Mannose zur Prophylaxe, als auch zum Teil zur
Akuttherapie, von HWI in den vorangegangenen Kklinischen Studien nachgewiesen
worden. Bei der Verwendung der D-Mannose zur therapeutischen Anwendung eines
akuten Infekts wurde in der Initialphase allerdings ein anderes Dosierungsschema als in
der vorliegenden Arbeit verwendet. Dies waren zu Beginn 3 g téglich, teilweise gefolgt
von einer unterschiedlichen Erhaltungsdosis. Der Nutzen bei der Prophylaxe beruht ggf.
auch auf der insgesamt langeren Einnahmedauer von teilweise bis zu einem halben Jahr
wie bei KRANJCEC et al. Hierdurch konnte der Prozess der Etablierung einer Infektion
bei Rezidiven durchbrochen werden, indem die Bildung von IBCs verhindert wird und
sich somit auch keine intrazellularen Reservoire in tieferen Zellschichten ausbilden
konnen. CUSUMANO et al. konnten diese Tendenz in einem praklinischen Mausmodell

bereits nachweisen 12,

AbschlieRend ist zu sagen, dass sich das Nahrungserganzungsmittel D-Mannose auch in
dieser Studie als sicher und gut vertraglich bewiesen hat. Die Kinetik der Ausscheidung
im Urin nach oraler Einnahme von 2 g zeigte sich vor allem in den ersten vier bis acht
Stunden danach erhoht. Dies spricht fir die allgemeine Empfehlung der Einnahme vor
dem zu Bett gehen. Damit kann sich, besonders in Phasen in denen keine Miktion und
somit auch kein aktiver Spuleffekt stattfindet, die Mannose zur Prophylaxe im Urin

anreichern.

In klinischen Studien wurde die Wirksamkeit von D-Mannose bei der Rezidivreduktion
von HWI bereits teilweise Uberprift. In der vorliegenden Arbeit sollte vorrangig die
biologische Plausibilitat einer oralen D-Mannose Einnahme untersucht werden, indem
die ausgeschiedene Menge im Urin Uber einen Zeitraum von zwolf Stunden nach
Einnahme in drei Fraktionen und an zwei aufeinander folgenden Tagen gemessen wurde
und im Weiteren, ob im Anschluss eine relevante Adhdsionswirkung bei einem in-vitro
Adhasionsassay gesehen werden kann. Eine Adhé&sionsverringerung zeigte sich nur in
Tendenz bei wenigen Proben. Mdoglicherweise lasst sich der hier gewéhlte in-vitro
Versuchsaufbau, trotz der in-vivo gewonnenen Urinproben, nicht vollkommen auf die

reale Situation beim Menschen (Ubertragen. Abschliefend erscheint durch die
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Einordnung der Ergebnisse die orale Einnahme von D-Mannose aber biologisch
plausibel zu sein. Letztlich sollten weitere randomisiert kontrollierte Studien zu oral
eingenommener D-Mannose zur Rezidivprophylaxe und im weiteren Verlauf auch zur
Wirksamkeit in der Akutbehandlung von HWI durchgefiihrt werden. Dem Ziel durch
alternative Behandlungsmdglichkeiten den Antibiotikaverbrauch zu senken, sollte

weiterhin ein hoher Stellenwert eingerdumt werden.
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5> Zusammenfassung

Harnwegsinfektionen (HWI) zédhlen zu den hé&ufigsten bakteriellen Erkrankungen
weltweit. Dabei unterscheidet sich die Geschlechterverteilung erheblich und es wird bei
ca. 50 % aller Frauen einmal im Leben eine Zystitis diagnostiziert. Der hdufigste
Erreger von HWI ist E. coli. Haufig werden zur Therapie Antibiotika eingesetzt. Da
weltweit zunehmende Resistenzraten von E. coli gegeniber haufig verwendeten
Antibiotika ~ zu  beobachten  sind, entstent der Bedarf, alternative
Behandlungsmaglichkeiten in der Pravention von HWI-Rezidiven zu etablieren. D-
Mannose kann durch seine anti-adhdsiven Eigenschaften entscheidend in die
Pathogenese bei HWI eingreifen und zeigte in klinischen Studien bereits

vielversprechende Ergebnisse bei der Reduktion der Rezidivrate von HWI.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bewertung und Quantifizierung der
Ausscheidung von oral verabreichter D-Mannose (ber den Urin bei gesunden Frauen.
AnschlieBend wurde in-vitro der Effekt der erhaltenen Urinproben auf die adhdsiven
Eigenschaften von UPECs Uberpriift. Die Studie wurde randomisiert-, doppelblind- und

Placebo-kontrolliert durchgefihrt.

Der Urin von 25 Probandinnen wurde zwei Stunden vor und tber einen Zeitraum von
zwoOIf Stunden nach Einnahme des Prufpréparats an zwei Tagen hintereinander in
Fraktionen gesammelt. Es zeigte sich eine signifikant erhdhte D-Mannose-
Konzentration im Urin der Verum-Gruppe verglichen mit Placebo. Jedoch variierten die
Ergebnisse der einzelnen Probandinnen stark. Die Vertraglichkeit der Einnahme,
inklusive Verstoffwechselung, wurde als sicher und gut bewertet. Die Ergebnisse der
Adhasionsversuche zeigten sich uneinheitlich. Allerdings konnte in einer Bewertung
eine konstante Tendenz zur Verringerung der bakteriellen Adhésion an die verwendeten

Urothelzellen gezeigt werden.

Abschliefend l&sst sich feststellen, dass die Ausscheidung von oral zugefuhrter D-
Mannose in den ersten vier bis acht Stunden nach Einnahme im Urin erhoht war und
sich die Durchfuhrung der in-vitro Adhasionsversuche vermutlich nicht vollkommen

auf die in-vivo Situation tbertragen l&sst.

Zusammenfassend bestétigt die vorliegende Arbeit die biologische Plausibilitat einer

oralen D-Mannose Einnahme als alternative Behandlungsmethode bei HWI.
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Summary

6 Summary

Urinary tract infections (UTIs) are among the most common bacterial diseases world-
wide. The gender distribution differs considerably and around 50% of all women are
diagnosed with cystitis at some point in their lives. The most common pathogen causing
UTlIs is E. coli. Antibiotics are often used for treatment. As resistance rates of E. coli to
commonly used antibiotics are increasing worldwide, there is a need to establish alter-
native treatment options in the prevention of UTI recurrences. Due to its anti-adhesive
properties, D-mannose can intervene decisively in the pathogenesis of UTIs and has
already shown promising results in clinical studies in reducing the recurrence rate of
UTls.

The aim of the present study was to evaluate and quantify the excretion of orally admin-
istered D-mannose via urine in healthy women. Subsequently, the effect of the urine
samples obtained on the adhesive properties of UPECs was tested in vitro. The study

was randomized, double-blind and placebo-controlled.

The urine of 25 test subjects was collected in fractions two hours before and over a pe-
riod of twelve hours after ingestion of the test preparation on two consecutive days.
There was a significantly increased D-mannose concentration in the urine of the verum
group compared to placebo. However, the results of the individual test subjects varied
greatly. The tolerability of the intake, including metabolism, was assessed as safe and
good. The results of the adhesion tests were inconsistent. However, one evaluation
showed a constant tendency towards a reduction in bacterial adhesion to the urothelial

cells used.

In conclusion, the excretion of orally administered D-mannose in the urine was in-
creased in the first four to eight hours after ingestion and the performance of the in-vitro

adhesion tests can probably not be fully transferred to the in-vivo situation.

In summary, the present study confirms the biological plausibility of oral D-mannose

intake as an alternative therapeutic strategy for UTI.
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7/ Abkirzungsverzeichnis

% Prozent

°C Grad Celsius

ABS Antibiotic-Stewardship

ABU asymptomatischen Bakteriurie

ACSS Acute Cystitis Symptom Score

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome

AKP Arbeitskreis klinische Priifungen GmbH in Freiburg

AWMF Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen medizinischen

Fachgesellschaften

BFS Biomedizinischen Forschungszentrum Seltersberg
CAMHB Cation-Adjusted Mueller—Hinton Broth

Cl Konfidenzintervall

CL Konfidenzlevel

CRO Contract Research Organisation

DART Deutschen Antibiotika-Resistenzstrategie

DMSZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
E. coli Escherichia coli

E. faecalis Enterococcus faecalis

E. faecium Enterococcus faecium

ECA Enterbacteriaceae-common-Antigen

EG Europdischen Gemeinschaft

EMA European Medicines Agency

ESIU Europaische Sektion fir Infektionen in der Urologie
EXPEC extraintestinal pathogene Escherechia coli

FAS Full Analysis Set
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GCP
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HPLC
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IBCs
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K. pneumonia
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Kg

KG
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M.
MedDRA
mg

ml

MOI
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MS
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P. aeruginosa
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PBS

Pic

QIRs
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Good Clinical Practice
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high perfomance liquid chromatography
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lower limit of quantification
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SOFA
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UTlIs
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pl
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Staphylococcus aureus
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Urinary tract infections
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World Health Organisation

Mikrogramm

Mikroiliter

Mikromolar
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Anhang

11 Anhang

11.1 Votum Ethik-Kommision

JUSTUS-LIEBIG FACHBEREICH 11
UNIVERSITAT /’ MEDIZIN
W GIESSEN e
ETHIK-KOMMISSION

Ethik-Kommission, Klinikstr. 29 (Alte Chirurgie), D-35385 Gieflen des FB Medizin

Prof. Dr. Florian Wagenlehner Vorsitzender: Prof. Dr. H. Tillmanns

Poliklinik und Klinik fur Urologie, Kinderurologie und

Andrologie Klinikstr. 29 (Alte Chirurgie)

Klinikstr. 33 D -35385 GieRen

35385 GieRlen

Tel.: (0641)99-42470

Fax: (0641)99-42479

E-Mail: ethik. kommission@pharma.med.uni-giessen.de
nachr.: GielRen, den 5. Marz 2020
Dr. Kr./

Votum der Ethik-Kommission AZ 214/19

Sehr geehrter Herr Prof.Dr. Wagenlehner,

das Projekt [AZ 214/19: Assessment of the urinary excretion of a D-mannose food supplement
in healthy women with a subsequent in vitro evaluation of the effect of the obtained urine
samples on adhesive properties of UPECs - Prospective, single center, double-blind,
randomized, placebo-controlled study. Studiencode: MCMKO0119] wurde in der Sitzung der
Ethikkommission am 28.11.19 begutachtet (Vortrag Herr Prof. Dr. Florian Wagenlehner).

Mit Schreiben vom 14.Januar 2020 erhielten Sie das Votum mit Kritikpunkten bezuglich der
Patienteninformation und -Einwilligung.

Mit email vom 05.03.2020 sandte uns die Fa. AKP die revidiete Fassung der
Patienteninformation und -Einwilligungserklarung V 1.1 vom 12.02.2020. Mit gleichem
Schreiben wurden die finale Bestatigung Uber die Probandenversicherung (AXA Police-Nr.
50224001213 sowie die neuen Versicherungsbedingungen eingereicht.

Nach Durchsicht der Unterlagen bestehen seitens der Ethikkommission nunmehr keine
Einwénde gegen die Durchfiihrung. Wir wiinschen gutes Gelingen und bitten um Zusendung
eines AbschluBberichtes zu gegebener Zeit..
Mit f;eyﬂnzn'chen GriiBen g

A &
Prof. Dr. H. Tillmanns
Vorsitzender der Ethik-Kommission
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11.2Einwilligungserklarung

Einwilligungserkldrung Prifplancode: MCMK0119

Priifstelle: Klinik und Poliklinik fiir Urologie, Kinderurologie und Andrologie
Rudolf-Buchheim-StraBe 7
35392 GieBen
Tel.: +49 641 98544501

Priifer: Prof. Dr. med. Florian Wagenlehner

Eine prospektive, monozentrische, doppelblinde, randomisierte,
Placebo-kontrollierte Studie zur Erfassung der Ausscheidung eines
D-Mannose-enthaltenden Nahrungserganzungsmittel iiber den Urin

in gesunden Frauen mit anschlieBender in vitro Evaluierung des
Effekts der erhaltenen Urinproben auf die adhasiven Eigenschaften

von UPECs

Priifplancode: MCMK0119

Einwilligungserkldarung

Name der Probandin in Druckbuchstaben

geb. AM icaisisiisasaianssissssransarsnsarsasans Tellnehmer-Nr. caiciiiissisisassisssaissarsasarssianss

Ich bin in einem persdnlichen Gesprach durch den Priifer

Name des Priifers

ausfihrlich und versténdlich tUber das Prifpraparat sowie Uber Wesen, Bedeutung, Risiken
und Tragweite der Studie aufgekldrt worden. Ich habe dariiber hinaus den Text der
Probandeninformation sowie die hier nachfolgend abgedruckte Datenschutzerklarung
gelesen und verstanden. Ich hatte die Gelegenheit, mit dem Priifer tiber die Durchfiihrung
der Studie zu sprechen. Alle meine Fragen wurden zufrieden stellend beantwortet.

Méglichkeit zur Dokumentation zusdtzlicher Fragen seitens der Probandin oder sonstiger Aspekte des
Aufkldrungsgesprachs:

Ich hatte ausreichend Zeit, mich zu entscheiden.
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Einwilligungserkldrung Prifplancode: MCMKO119

Mir ist bekannt, dass ich jederzeit und ohne Angabe von Grinden meine Einwilligung zur
Teilnahme an der Studie zuriickziehen kann (mundlich oder schriftlich), ohne dass mir
irgendwelche Nachteile entstehen.

Hiermit mochten wir Sie iiber die in der Datenschutz-Grundverordnung (= DS-GVO)
festgelegten Rechte informieren (Artikel 12 ff. DS-GVO):

Rechtsgrundlage

Die Rechtsgrundlage zur Verarbeitung der Sie betreffenden personenbezogenen Daten bilden bei
kKlinischen 5Studien (einschlielllich klinischer Prutungen) lhre freiwillige schriftliche Einwilligung
gem3B DS-GVO sowie der Deklaration von Helsinki (Erkl&rung des Weltarztebundes zu den ethischen
Grundsétzen fiir die medizinische Forschung am Menschen) und der Leitlinie fir Gute Klinische
Praxis.

Beziiglich Ihrer Daten haben Sie folgende Rechte (Artikel 13 ff. DS-GVO):

Recht auf Auskunft

Sie haben das Recht auf Auskunft (ber die Sie betreffenden personenbezogenen Daten, die im
Rahmen der klinischen Studie erhoben, verarbeitet oder ggf. an Dritte Ubermittelt werden
(Aushéndigen einer kostenfreien Kopie) (Artikel 15 DS-GVO).

Recht auf Berichtigung
Sie haben das Recht Sie betreffende unrichtige personenbezogene Daten berichtigen zu lassen
(Artikel 16 und 19 D5-GVO).

Recht auf Léschung

Sie haben das Recht auf Loschung Sie betreffender personenbezogener Daten, z.B. wenn diese
Daten fiir den Zweck, fir den sie erhoben wurden, nicht mehr notwendig sind oder Sie Ihre
Einwilligung widerrufen, auf die sich die Verarbeitung Ihrer Daten stitzt. Die Rechtmé&Bigkeit der
aufgrund der Einwilligung bis zum Widerruf erfolgten Verarbeitung wird hiervon nicht berihrt."
(Artikel 7, 17 und 19 D5-GVOQ).

Recht auf Einschrénkung der Verarbeitung

Unter bestimmten Voraussetzungen haben Sie das Recht, die Einschridnkung der Verarbeitung zu
verlangen, d.h. die Daten dirfen nur gespeichert, aber nicht verarbeitet werden. Dies miissen Sie
beantragen. Wenden Sie sich hierzu bitte an Ihren Priifer oder an den Datenschutzbeauftragten des
Prifzentrums (Artikel 18 und 19 DS5-GVO).

Im Falle der Berichtigung, Léschung, Einschréinkung der Verarbeitung werden zudem all
jene benachrichtigt, die Ihre Daten erhalten haben (Artikel 17 Absatz 2 und Artikel 19 DS-GVO).

Recht auf Dateniibertragbarkeit

Sie haben das Recht, die Sie betreffenden personenbezogenen Daten, die Sie dem Verantwortlichen
fur die klinische Studie bereitgestellt haben, zu erhalten. Damit kénnen Sie beantragen, dass diese
Daten entweder Ihnen oder, soweit technisch mdéglich, einer anderen von Ihnen benannten Stelle
Ubermittelt werden (Artikel 20 DS-GVO).

Widerspruchsrecht

Sie haben das Recht, bei Vorliegen von Griinden, die sich aus Ihrer besonderen Situation ergeben,
jederzeit gegen konkrete Entscheidungen oder MaBnahmen zur Verarbeitung der Sie betreffenden
personenbezogenen Daten Widerspruch einzulegen (Artikel 21 DS-GVO). Eine solche Verarbeitung
findet anschlieBend grundsatzlich nicht mehr statt.

Einwilligung zur Verarbeitung personenbezogener Daten und Recht auf Widerruf dieser
Einwilligung

Die Verarbeitung Ihrer personenbezogenen Daten ist mit Ihrer Einwilligung rechtmaig (Artikel 6
DS-GVO). Sie haben das Recht, Ihre Einwilligung zur Verarbeitung personenbezogener Daten
jederzeit zu widerrufen. Die RechtmaBigkeit der aufgrund der Einwilligung bis zum Widerruf erfolgten
Verarbeitung wird hierven nicht beriihrt (Artikel 7 Absatz 3 D5-GVO).

Benachrichtigung bei Verletzung des Schutzes personenbezogener Daten
(~Datenschutzpannen")

Hat eine Verletzung des Schutzes personenbezogener Daten voraussichtlich ein hohes Risiko fiir Ihre
persénlichen Rechte und Freiheiten zur Folge, so werden Sie unverziglich benachrichtigt (Artikel 34
DS-GVO).

Méchten Sie eines dieser Rechte in Anspruch nehmen, wenden Sie sich bitte an Ihren Prifer
oder an den Datenschutzbeauftragten Ihres Prifzentrums. AuBerdem haben Sie das Recht,
Beschwerde bei der/den Aufsichtsbehidrde/n einzulegen, wenn Sie der Ansicht sind, dass die
Verarbeitung der Sie betreffenden personenbezogenen Daten gegen die DS-GVO verstéBt (siehe
Kontaktdaten).
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Einwilligungserklarung Priifplancode: MCMKO0119

Kontaktdaten

Datenschutz: Kontaktdaten Priifzentrum

Datenschutzbeauftragte/r Datenschutz-Aufsichtsbehérde

ggf. Name: Datenschutzbeauftragter der Name: Der Hessische Datenschutz-
Justus-Liebig Universitét GieBen beauftragte

Adresse: LudwigstraBe 23 Adresse: Gustav-Stresemann-Ring 1
35390 GieBen 65189 Wiesbaden

Telefon: 0641-99 12230 Telefon: 0611-140 80

E-Mail datenschutz@uni-giessen.de E-Mail poststelle@datenschutz.hessen.de

Datenschutz: Kontaktdaten des Sponsors/der Studienleitung der Studie

Datenschutzbeauftragte/r Datenschutz-Aufsichtsbehbrde

Name: Name: Landesbeauftragte flr
Datenschutz und
Informationsfreiheit
Mordrhein-Westfalen

Telefon: Telefon: | NN |

E-Mail | [ i |

Fiir die Datenverarbeitung Verantwortliche/r

gaf. Name MCM Klosterfrau Vertriebsgesellschaft mbH

Adresse: Gereonsmilhlengasse 1-11

50670 Kéln
| Telefon:
E-Mail

Datenschutz:

Mir ist bekannt, dass bei dieser Studie personenbezogene Daten, insbesondere medizinische Befunde
Uber mich erhoben, gespeichert und ausgewertet werden sollen. Die Verwendung der Daten erfolgt
nach gesetzlichen Bestimmungen und setzt vor der Teilnahme an der Studie folgende freiwillig
abgegebene Einwilligungserkldrung voraus, das heiBt ohne die nachfolgende Einwilligung kann ich
nicht an der Studie teilnehmen.

1. Ich erkldre mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie personenbezogene Daten,
insbesondere Angaben (iber meine Gesundheit und meine ethnische Herkunft, iber mich erhoben
und in Papierform sowie auf elektronischen Datentrdgern bei dem mich behandelnden Arzt
aufgezeichnet werden. Soweit erforderlich, dirfen die erhobenen Daten pseudonymisiert
(verschliisselt) weitergegeben werden:

a) an MCM Klosterfrau Vertriebsgesellschaft mbH, Gereonsmihlengasse 1-11, 50670 Kéln,
den Sponsor oder eine von diesem beauftragte Stelle zum Zwecke der wissenschaftlichen
Auswertung,

b) im Falle eines Antrags auf Zulassung: an den Antragsteller und die fir die Zulassung
zusténdige Behérde Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte,

¢) im Falle unerwiinschter Ereignisse: MCM Klosterfrau Vertriebsgesellschaft mbH (Sponsor),
an die jeweils zusténdige Ethik-Kommission und die zusténdige Bundesoberbehdrde
(Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte), sowie wvon dieser an die
Europdische Datenbank.

2. AuBerdem erkldre ich mich damit einverstanden, dass autorisierte und zur Verschwiegenheit
verpflichtete Beauftragte des Sponsors sowie die zustindigen Uberwachungsbehérden in meine
beim Prifer vorhandenen personenbezogenen Daten, insbesondere meine Gesundheitsdaten,
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Einwilligungserklarung Priifplancode: MCMKO119

Einsicht nehmen, soweit dies fiir die Uberpriifung der ordnungsgemaBen Durchfihrung der Studie
notwendig ist. Fir diese MaBnahme entbinde ich den Prifer von der &rztlichen Schweigepflicht.

3. Ich erkldre mich damit einverstanden, dass meine Daten nach Beendigung oder Abbruch der Studie
mindestens zehn Jahre aufbewahrt werden. Die Speicherung der pseudonymisierten Daten erfolgt
bei der an MCM Klosterfrau Vertriebsgesellschaft mbH (Gereonsmiihlengasse 1-11, 50670 Kdln).
Danach werden meine personenbezogenen Daten geléscht, soweit nicht gesetzliche,
satzungsmaBige oder vertragliche Aufbewahrungsfristen entgegenstehen.

4. Des Weiteren erklare ich mein Einverstandnis flir die Weitergabe der erhobenen Daten in
anonymisierter Form zur wissenschaftlichen Verdffentlichung der Forschungsergebnisse unter
Beachtung der datenschutzrechtlichen Bestimmungen.

5. Ich bin dariiber aufgekldrt worden, dass ich jederzeit und ohne Angabe von Griinden die Teilnahme
an der Studie und meine Zustimmung zur Verwendung meiner Daten, gegeniiber der oben
genannten Klinik beenden kann, ohne dass mir dadurch Nachteile entstehen. Ein Widerruf hat
keinen Einfluss auf meine etwaige weitere &rztliche Behandlung.

6. Im Falle des Widerrufs kann ich entscheiden, ob meine bereits erhobenen Daten geldscht werden
missen, oder in anonymisierter Form weiterverwendet werden diirfen, sofern gesetzliche
Bestimmungen einer Léschung meiner Daten nicht entgegenstehen.

Ich bin mir bewusst, dass im Falle einer anonymisierten Speicherung meiner Daten deren Léschung
auf meinen Wunsch nicht méglich ist.

7. Ich bin daruber aufgekldrt worden, dass ich jederzeit die Teilnahme an der Studie beenden kann.
Die Einwilligung zur Erhebung und Verarbeitung meiner personenbezogenen Daten, insbesondere
der Angaben {ber meine Gesundheit, ist jedoch unwiderruflich. Ich weiB, dass im Falle eines
Widerrufs zur Teilnahme an der Studie die bis zu diesem Zeitpunkt gespeicherten Daten weiterhin
verwendet werden diirfen, soweit dies erforderlich ist, um

a) Wirkungen der zu priifenden Substanz festzustellen,
b) sicherzustellen, dass meine schutzwiirdigen Interessen nicht beeintrichtigt werden,
c) der Pflicht zur Vorlage vollsténdiger Zulassungsunterlagen zu geniigen.

8. Durch den Widerruf der Einwilligung wird die Rechtmé&Bigkeit der aufgrund der Einwilligung bis zum
Widerruf erfolgten Verarbeitung nicht berthrt. D.h., dass die Datenverarbeitung bis zu einem
Widerruf rechtméaBig bleibt.

9. Ich bin Gber folgende gesetzliche Regelung informiert: Falls ich meine Einwilligung, an der Studie
teilzunehmen, widerrufe, miissen alle Stellen, die meine personenbezogenen Daten, insbesondere
Gesundheitsdaten, gespeichert haben, unverziiglich priifen, inwieweit die gespeicherten Daten fiir
die in Nr. 7 a) bis ¢) genannten Zwecke noch erforderlich sind. Nicht mehr benétigte Daten sind
unverziglich zu léschen.

10.Ich bin damit einverstanden, dass Gesundheitsdaten bei mitbehandelnden Arzten erhoben oder

eingesehen werden, soweit dies fir die ordnungsgemaBe Durchfiihrung und Uberwachung der
Studie notwendig ist. Insoweit entbinde ich diese Arzte von der Schweigepflicht.

Ich wurde Uber meine Datenschutzrechte informiert und habe die datenschutzrechtlichen
Informationen im Rahmen der Probandeninformation erhalten.

Unterschrift der Probandin:

Ort, Datum (von Probandin selbst einzutragen) Unterschrift (Vor- und Nachname)
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Einwilligungserklarung Priifplancode: MCMKO119

Ich erkldre mich bereit, an der oben genannten Studie freiwillig
teilzunehmen.

Ein Exemplar der Probanden-Information und -Einwilligung habe ich erhalten. Ein Exemplar
verbleibt an der Prifstelle.

Name der Probandin in Druckbuchstaben

Datum Unterschrift der Probandin

Ich habe das Aufkldrungsgesprach gefiihrt und die Einwilligung der Probandin eingeholt.

Name des Prifers in Druckbuchstaben

Datum Unterschrift des aufklarenden Priifers
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11.3 Acute Cystitis Symptom Score

ACSS-Fragebogen

Erstvorstellung (Diagnose) — Teil A
Uhrzeit: uu: MM Datum der Untersuchung: (Tag/Monat/Jahr)

Haufiges Wasserlassen mit geringen
Urinportionen (wiederholte WC-Besuche)

O Ja, etwas
ofter als sonst

[ Ja, sehr oft

5-6-mal tiglich 9-10-mal taglich
'

O Ja, wenig [ Ja, stark

Starker, unwillkiirlicher Harndrang

Schmerzen und Brennen beim [ Ja, stark

O Ja, wenig

Wasserlassen
Gefiihl einer unvollsténdigen
4 Harnblasenentleerung O Ja, wenig O Ja, stark
Schmerzen oder Beschwerden
(unangenehmes Druckgefiihl) im O Ja, wenig [ Ja, stark
Unterbauch oder Beckenbereich
Sichtbares Blut im Urin O Ja, wenig ] Ja, stark
Gesamtpunktzahl = - Punkte
7 |Schmerzen in der Lendengegend (Flanke)* ] Ja, wenig [] Ja, stark
MNeuer oder zunehmender Ausfluss aus der
8 Scheida [ Ja, wenig [] Ja, stark
Eitriger Ausfluss aus der Harnréhre
b (unabhéngig vom Wasserlassen) O Ja, wenig U Ja, stark
10 Erhdhte Kérpertemperatur (iiber 37,5°C)/ ] Ja, wenig [] Ja, stark

Schiittelfrost

12

Wenn Sie Temperatur gemessen haben,
geben Sie diese bitte an
* oft einseitig (auf einer Seite)

37,6379°C 239,0°C

Gesamtpunktzahl = - Punkte

[] 0 Keine Beschwerden (keine Symptome, fiihle mich wie immer)
[ 1 Geringe Beschwerden (fiihle mich etwas unwohler als sonst)
[] 2 starke Beschwerden (filhle mich merklich schlechter als sonst)
[] 3 Sehr starke Beschwerden (filhle mich schrecklich)

] 0 Uberhaupt nicht beeintrichtigt (arbeite wie an gewéhnlichen Tagen, ohne Beschwerden)
[ 1 Ein wenig beeintrachtigt (wegen der Symptome arbeite ich etwas weniger)

[] 2 Bedeutend beeintréchtigt (alitigliche Arbeit ist anstrengend geworden)

[ 3 stark beeintrachtigt (ich kann praktisch nicht arbeiten)

] 0 Uberhaupt nicht beeintrachtigt (es hat sich nichts gedndert, ich lebe so wie vorher)
[ 1 Ein wenig beeintrachtigt (eine geringe Reduzierung der Aktivitét)

[] 2 Bedeutend beeintréchtigt (viel weniger aktiv, bleibe mehr zu Hause)

[] 3 Stark beeintréchtit (schrecklich, kann das Haus praktisch nicht verlassen)

14

Gesamtpunktzahl = Punkte

Menstruation (Regel) ? O Ja

Pramenstruelle Beschwerden (Beschwerden in der Zeit vor der Regel) ? JJa

Klimakterisches Syndrom (Beschwerden in den Wechseljahren) 7

JJa

Schwangerschaft?

[JJa

Zuckerkrankheit? []Ja

Bitte vergessen Sie nicht, den gefiiliten Fragebogen lhrem Arzt zuriickzugeben.
Wir danken Ihnen fiir Ihre Mitarbeit!

101



Erklarung

12 Erklarung

,Hiermit erkldre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstindig und ohne unzulissige
Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngemal aus veroffentlichten oder nichtveroffentlichten
Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf miindlichen Auskiinften beruhen,
sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der
Dissertation  erwdhnten  Untersuchungen habe ich die Grundsitze guter
wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,,Satzung der Justus-Liebig-Universitit Giellen
zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis® niedergelegt sind, eingehalten sowie
ethische, datenschutzrechtliche und tierschutzrechtliche Grundsitze befolgt. Ich
versichere, dass Dritte von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen
fir Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten
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