Einfluss von Tabakrauch auf die CFTR-Funktion

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereiches Medizin

der Justus-Liebig-Universitat Gielzen

Vorgelegt von Azadeh Bagheri-Hanson, geb. Bagheri-Behrouzi

Aus Teheran, Iran

GielRen, 2016



Aus dem Medizinischen Zentrum fir Kinderheilkunde und Jugendmedizin des

Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitat Giel3en
Abteilung Allgemeine Padiatrie und Neonatologie

Leiter: Prof. Dr. med. Klaus-Peter Zimmer

Gutachter: Prof. Dr. med. Klaus-Peter Zimmer

Gutachter: Prof. Dr. med. Ludger Fink

Tag der Disputation: 21. November 2017



Erklarung zur Dissertation

.Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstadndig und ohne unzulassige
Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle
Textstellen, die wértlich oder sinngemald aus veréffentlichten oder nichtverdffentlichten
Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mindlichen Auskinften beruhen,
sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefihrten und in der
Dissertation erwdhnten Untersuchungen habe ich die Grundsatze guter
wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-Liebig-Universitat Giel3en
zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis niedergelegt sind, eingehalten sowie
ethische, datenschutzrechtliche und tierschutzrechtliche Grundsatze 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
Dissertation stehen, oder habe diese nachstehend spezifiziert. Die vorgelegte Arbeit
wurde weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder &hnlicher Form einer anderen
Prufungsbehdrde zum Zweck einer Promotion oder eines anderen Prifungsverfahrens
vorgelegt. Alles aus anderen Quellen und von anderen Personen lUbernommene
Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird,
wurde als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die
direkt und indirekt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Mit der
Uberprifung meiner Arbeit durch eine Plagiatserkennungssoftware bzw. ein

internetbasiertes Softwareprogramm erklare ich mich einverstanden.”

Ort, Datum Unterschrift



Inhaltsverzeichnis

1.

EINIEITUNG: oo 1
1.2 TADAKIAUCK ...t e e 1
1.2 Aufbau und Funktion des lonenkanals CFTR..........ooooiiiiiie, 1
1.3 Funktionsmessungen am Epithel ... 3
1.4 Sekundéare CFTR-Funktionsstérung durch Tabakrauch ..............cccoooeee 4
1.5 Ziel der DISSEITALION ......ccco oo 5

Material und MethOOeN:...........ouiiiiiii e 6
2.1 Untersuchungskollektiv und Rekrutierung der Probanden............cccccccevvvvvvinnnnnn. 6
2.2 Ablauf der UNtersSUChUNGEN .......uuiiii e 6
20 1 11 PR 7
2.4 Schweil3chloridmessung (SChweiRtest, ST) ..cccceeviiiiiiiiiiiie e 7
2.5 Cotininbestimmung iM UFiN ... 9
2.6 Nasale Potentialdifferenzmessung (NPD)........ccooooeeiiiiiiiiiiie e, 10

2.6.1 Versuchsaufbau NPD............uuiuiiiiiiiiii e 12

2.6.2 NPD VersuchsdurchfUnrung...............eeeueemmiiiiiiiiiiieeeeeeees 15

2.6.3 AUSWEITUNG NPD ... e e e e eaneees 17
2.7 Intestinale Kurzschlussstrommessung (ICM) ... 19

D 0 N AN | (o =T 3 0= o TS PPPPPOTTPR 19

2.7.2 Entnahme der ReKIUMDIOPSIEN. .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 19

2.7.3 ICM VersuChSaufbDaU .............uuiiiiiiiiiiiee e 20

2.7.4 Versuchsdurchflhrung ICM ............uuuueiiiiiiiiiiiiiieeeeeees 22

2.7.5 AUSWEITUNG ICM ... e e e e e e eaes 23
2.8 Verwendete Chemikalien ... 23
2.9 Datenverarbeitung und StatistiK ... 24

ErQEDNISSE ... e eaaae 26
3.1 UntersuchungskolleKEiV ... 26

3.1.2 Anamnestischer ZigarettenkonSum ..o 26
3.2 CotininmessuNg iM UTIN ... 27
3.3 Gesundheitsangaben....... ..o 29

3.3.1 Zigarettenkonsum des KOIEKLIVS ............uuuuuiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeenees 30

3.3.2 Passive Zigarettenrauchbelastung:..........cooviieiiiiiiiiiieeece e 31
3.4 SChweil3ChlONAMESSUNG ....cevviiiiiiiiiiiiiiiee ettt 32

3.4.1 Ergebnisse des Schweil3chlorids zur Beurteilung der CFTR-Funktion......... 32



3.4.2 Kategorisierung der Schweil3chloridwerte anhand diagnostischer

RETEIENZWEITE ... . e e e e e et e e e e e e e eeneees 33
3.4.3 Schweil3chloridergebnisse nach anamnestischer Nikotinbelastung: ........... 34
3.5 Nasale PotentialdifferenZmesSuNg .........ccovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 34

3.5.1 Kategorisierung des APDFreeCl/Iso anhand diagnostischer Referenzwerte 35

3.5.2 Durchfihrung von ZWeitmeSSUNGEN ............uuuruurmmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiieininnnnennnenens 36
3.5.3 Ergebnisse des APDgeeciiso ZUr Beurteilung der CFTR-Funktion ............... 38
3.5.4 Basale Potentialdifferenz und Natrium-Resorption............cccceeeveeeririiinnnnnnnn. 40
3.5.5 Prifung zellularer INtegritat..............uuummmmmiiiiiiiiiiii e 41
3.6 Intestinale KurzschluSSStrOMMESSUNG ....vuuuiiiieeeiiieiiiiiee e eeeeeeertee e e e e e e eeeneanaaes 42

3.6.1 Ergebnisse des Als(Forsk+Ca+His) zur Beurteilung der CFTR-Funktion ... 43

3.6.2 Kategorisierung des Alg(Forsk+Ca+His) anhand diagnostischer

RETEIENZWEITE ... 44
3.6.3 Ergebnisse des Als(Forsk) zur Beurteilung der CFTR-Funktion................. 44

4. DISKUSSION.....iiiiie oo 46
4.1 Cotinin im Urin zur Objektivierung der individuellen Nikotinbelastung ............... 46
4.2 Tabakrauch und CFTR-Funktion der SChweiRdrise ............ccccvvvviviieeeiiiiiiinnnen, 47
4.3 Tabakrauch und CFTR-Funktion am intestinalen Epithel ..................cnnnnnnn. 48
4.4 Tabakrauch und CFTR-Funktion am respiratorischen Epithel ........................... 50
4.5 Auswirkungen auf die Beurteilung der diagnostischer CFTR-Funktionstests..... 51
4.6 Reversibilitat der tabakrauchinduzierten CFTR-Funktionsstérung..................... 53
{4 =X [o] 0 =T o RO PP P PP PPPPPPPPPPPPP 54
4.8 Schlussfolgerung und AUSSIChtEN: ...........uiiii i, 54
5. ZUSAMMENTASSUNG ... ettt sennenes 56
L TS YU 110 0 = 1Y/ 57
A= 4= (o] o 0117 SRR 58
7.1  AbbildungsverzeiChnis....... ... 58
7.2 TabellenverzeiChnis ... 58
7.3 ADKUIZUNGEN. ..o 59
8. LIteraturverZeiChinis ..............uuuuumeiiiiiii e 61
ANNANG ... 65
EinverstandniSerkl&rungen..........oooo e 65
Anamnesebogen nach SOP ICM_EUOOL, VErsion 2.7............uuuuuuuuummmmmmmmmnmineninnnnnn 69

[ = 18] €7z To 11 o PSSR

(IS o T=] 01T F= 10 | ST



1. Einleitung:

1.1 Tabakrauch

Tabakrauch fuhrt durch unterschiedliche Substanzen zu Schadigungen in
verschiedenen Organen, allem voran in den Atemwegen, im kardiovaskularen System,
zu DNA-Schaden mit der Folge erhéhten Karzinomrisikos und zur Abhéngigkeit. Dabei
ist nicht fir alle Erkrankungen ein lineares Dosis-Wirkungsprinzip zu finden (Surgeon
General of the United States 2010).

In den Atemwegen fihrt Tabakrauch durch oxidativen Stress zur Ausschittung von
Entziindungsmediatoren, die eine Inflammation auslosen, die auch Jahre nach
Tabakentwohnung fortbestehen kann (Adcock et al. 2011). Auch wurde eine
tabakrauchinduzierte verminderte mukoziliare Clearance in den oberen (Baby et al.
2014) und unteren Atemwegen (Bohning et al. 1975) gezeigt. Studien wurden
verotffentlicht, die eine Funktionsstérung des CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Regulator)-Kanals als Ursache beschrieben. Es wurde eine Reduktion des CFTR
MRNA-Levels (Kreindler et al. 2005) und eine Verringerung der Airway Surface Layer
(ASL)-Hohe als Folge erhdhter Internalisierung von CFTR durch Tabakrauch gezeigt
(Clunes et al. 2012).

1.2 Aufbau und Funktion des lonenkanals CFTR

CFTR befindet sich in der apikalen Zellmembran exokriner Drisen und ist ein
lonentransporter. Er besteht aus 2 transmembranéren (MSD) Domaéanen, 2 nukleotid-

bindenden (NBD) sowie einer regulatorischen (R-) Domane (Abb. 1-1).

CFTR wird durch die c-AMP abhangige Proteinkinase A reguliert. Beim Anstieg des c-
AMP Levels intrazellular kommt es zur Phosphorylierung der Serylreste an der R-
Domaéne und fihrt zu einer Konfigurationsanderung, vom geschlossenen zum offenen

Zustand, sodass Chlorid aus der Zelle sezerniert wird (Loeffler 1997).
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Abbildung 1-1 Aufbau des CFTR-Kanal, Abbildung entnommen aus (Chiaw et al. 2011)

Chloridsekretion aus der Zelle ist die elektrische Triebkraft fir Natrium- und konsekutiv
Wasseraustritt in das apikale Lumen. Neben calciumaktivierenden Chloridkanalen
(CaCC) sorgt CFTR fur diesen Chloridtransport. Indem CFTR indirekt den epithelialen
Natriumkanal (ENaC) blockiert, der Natrium in das basolaterale Interstitium pumpt
(Stutts et al. 1995), verstarkt er den Chloridtransport. ENaC wiederum hat eine
entscheidende Bedeutung, weil er allein verantwortlich fur die Wasser- und
Salzresorption in die Zelle und den basolateralen Raum ist (Clunes and Boucher
2011).

Bei der Erkrankung Mukoviszidose kommt es zu einem nahezu kompletten
Funktionsverlust des CFTR (Davis et al. 1996). Die dadurch verursachten Schaden am
Atemwegstrakt, welche fur die Mortalitit der CF (Zystische Fibrose)
hauptverantwortlich sind, werden durch folgende Phanomene erklart: Die deutlich
verminderte Chloridsekretion (Tarran et al. 2001) mit konsekutiv erhohter
Natriumrickresorption (Boucher et al. 1986) und osmotisch bedingtem
Wasserriickstrom aus dem Lumen (Matsui et al. 1998) fiihrt zur Dehydratation des
Airway Surface Liquid (ASL) und verringert die mukozilidre Clearance (Pilewski and
Frizzell 1999). Dies beglnstigt im Verlauf die bakterielle Besiedlung (Clunes and
Boucher 2011) (Hidaka and Hidaka 1999) mit den o.g. Folgen fir die Lunge ( siehe
Abb. 1-2).
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Abbildung 1-2 Schematische Darstellung der CFTR-Funktion am Atemwegsepithel bei gesunden
(links) und bei Mukoviszidose (rechts), aus Harrisons Innere Medizin, (Dietel et al. 2012)

Dieser Prozess ist fur die reduzierte Lebenserwartung der Betroffenen
hauptverantwortlich, die derzeit ca. 40 Jahre betragt (MacKenzie et al. 2014).

1.3 Funktionsmessungen am Epithel

Schon vor der Entdeckung des CFTR-Gens 1989 haben Forscher zum besseren
Verstandnis der Erkrankung am respiratorischen Epithel der CF-Patienten
elektrophysiologische Messungen durchgefuhrt (Knowles et al. 1981) und eine gestoérte
Chloridsekretion festgestellt. Auch in diesem Feld haben sich bis heute Fortschritte und
Veranderungen ergeben, so dass ihr Benefit nicht mehr allein wissenschaftlichen
Zwecken vorenthalten ist, sondern auch Eingang in diagnostische Algorithmen (De
Boeck et al. 2011) gefunden hat. Diese sogenannten Funktionsmessungen kénnen
beim Menschen vor allem an Schwei3driisen, Nasen-, und Rektumepithel durchgefihrt
werden. FiUr die nasale Potentialdifferenzmessung (nPD) und intestinale
Kurzschlussstrommessung (ICM) an rektalen Schleimhautbiopsaten (Derichs et al.

2010) wurden europaische und amerikanische Leitlinien und Standard Operating



Procedures (SOP’s) entwickelt. Weltweit werden sie an wenigen, ausgewahlten
Zentren angeboten. Die nPD-Messung setzt eine gewisse Mitarbeit des Untersuchten
voraus und ist daher erst ab dem 6. Lebensjahr méglich. Die ICM wird nach Entnahme
der Rektumschleimhaut ex vivo in einer Ussing-Kammer ausgefuhrt und kann somit in
jedem Alter realisiert werden. Im klinischen Alltag werden diese Untersuchungen dann
eingesetzt, wenn bei klinischem Verdacht eine klare Diagnose der CF nicht anhand
eines pathologischen Schweil3testergebnisses oder Nachweis zweier Mukoviszidose-

verursachender Mutationen bestétigt werden kann.

Im experimentellen Setting werden Funktionsmessungen zum Nachweis
therapeutischer Wirksamkeit von Arzneistoffen eingesetzt. So konnte beispielsweise
eine 10-fach verbesserte Chloridleitfahigkeit durch CFTR-Potentiator Ivacaftor anhand
der ICM an Zellkulturen aus humanem Bronchialepithel von CF-Betroffenen gezeigt
werden (Van Goor et al. 2009). Mit der ICM konnte auch an Patienten bei lvacaftor
eine Verbesserung der CFTR-Aktivitat am intestinalen Epithel gemessen werden
(Graeber et al. 2015).

Zusammenfassend lasst sich sagen, das NPD und ICM sowohl zur Diagnosestellung
der CF in unklaren Féallen als auch in der Wirksamkeit von Medikamenten, die gezielt

am CFTR ansetzen, hilfreich sind.

1.4 Sekundare CFTR-Funktionsstérung durch Tabakrauch

Bereits in den achtziger Jahren wurde in experimentellen Untersuchungen an caninen
Atemwegsepithelien eine verminderte Chloridsekretion durch Tabakrauch gezeigt
(Welsh 1983). Im Verlauf wurden eine Reduktion von CFTR mRNA an Zellkulturen von
menschlichen Atemwegsepithelien durch Tabakrauchextrakt beschrieben (Kreindler et
al. 2005). Eine kanadische Arbeitsgruppe publizierte erstmalig den Hinweis auf eine
verminderte CFTR Funktion mittels nasaler Potentialdifferenzmessung an gesunden
Rauchern (Cantin et al. 2006). Auch durch Messung der bronchialen Potentialdifferenz
wurde eine Reduktion der Chloridleitfahigkeit bei Rauchern mit und ohne chronisch
obstruktive Lungenerkrankung (COPD) um 50% gegenluber Nichtrauchern gezeigt
(Dransfield et al. 2013, Raju et al. 2013).



Bei Voruntersuchungen aus der eigenen Arbeitsgruppe zur Generierung von
Normwerten fir die ICM und nPD, die an CF-Patienten und gesunden Probanden
durchgefuhrt wurden, fanden wir eine pathologische Chloridleitfahigkeit bei der NPD
bei 3 von 12 tabakrauchexponierten Teilnehmern, die im Bereich von CF-Patienten lag.
In der ICM war ein solcher Effekt nicht messbar (Bagheri-Hanson et al. 2014).

1.5 Ziel der Dissertation

Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit ist die explorative Untersuchung des Einflusses

von Tabakrauch

1. auf die CFTR-Funktion an der SchweiR3driise (SchweiRchloridmessung), dem
respiratorischen (PD der Nasenschleimhaut) und intestinalen Epithel (ICM an
Rektumbiopsaten) von gesunden Rauchern und Nichtrauchern.

2. auf die diagnostische Beurteilung CFTR-Funktionstests zur Diagnosestellung

der Mukoviszidose.



2. Material und Methoden:

2.1 Untersuchungskollektiv und Rekrutierung der Probanden

Zur Durchfihrung der Querschnittsuntersuchung im Funktionsbereich Padiatrische
Pneumologie, Abteilung Allgemeine Padiatrie und Neonatologie des Zentrums flr
Kinderheilkunde, wurden volljahrige, gesunde Studienteilnehmer mit und ohne
Nikotinbelastung gesucht. Wir planten, fur jede Gruppe 15 Personen zu rekrutieren.
Dazu wurden in der Universitatsklinik und im Hauptgebaude der Justus-Liebig-
Universitat GieRen Aushange fir freiwillige Teilnehmer angebracht. Interessenten
wurden bei Anruf im personlichem Gesprach das Vorhaben der Studie, die
Untersuchungstechniken, moglichen  Risiken, der Zeitaufwand und die
Probandenvergiitung erlautert. Bei Interesse wurde ein Termin fir die Untersuchungen

vereinbart.

2.2 Ablauf der Untersuchungen

Im Zeitraum von August 2014 bis August 2015 fanden sich die Teilnehmer zur
Durchfuihrung der Studie ein. Die Probanden wurden gebeten, vormittags im Zentrum
einzutreffen. Nach einem ausflhrlichen arztlichen Aufklarungsgesprach uber den
Ablauf der Untersuchungen sowie mogliche Risiken und Klarung offener Fragen, wurde

bei allen Teilnehmern das schriftliche Einverstandnis eingeholt.

AnschlieRend wurden die Teilnehmer u.a. zu Komorbiditaten, Erkrankungen an
Mukoviszidose in der Familie und passiver und aktiver Nikotinbelastung befragt. Dies
erfolgte anhand des standardisierten Fragebogens aus dem Standard Operating
Procedures (SOP) fur die nasale Potentialdifferenzmessung (NPD) (ECFS Diagnostic
Network Working Group 2013). Ziel des Fragebogens war es, mogliche Einfliisse wie
Medikamente, Vorerkrankungen, sowie Hinweise fir eine Anlagetragerschaft einer

CFTR-Mutation zu erkennen.

Wenn die Ein- und Ausschlusskriterien erfllt waren, wurden die Untersuchungen
durchgefuhrt. Begonnen wurde mit der Schweifl3chloridmessung und der Abgabe einer
Urinprobe. Im Anschluss daran fand die Messung der nasalen Potentialdifferenz statt

und zuletzt die Entnahme der Biopsien fir die ICM. Nach insgesamt 3-4 Stunden



verlieBen die Teilnehmer das Zentrum. Danach wurde im Labor die ICM-Messung
durchgefuhrt, was nochmals 5-7 Stunden in Anspruch nahm.

Einschlusskriterium Ausschlusskriterium
= 18 Jahre akuter Atemwegsinfekt
Gesund akuter Magendarm-Infekt

Hamorrhoiden

Blutungsneigung

Mukoviszidose-Erkrankung

Tabelle 2-1 Ein- und Ausschlusskriterien zur Teilnahme an der Studie

2.3 Ethik

Die Zustimmung der Ethik-Kommission der Justus-Liebig Universitat Giel3en zur
Durchfiihrung des Schweildtestes, der nPD und ICM lag bereits vor (AZ 109/12). Fir
die zusatzliche projektbezogene Bestimmung der Cotinin- und Kreatininkonzentration
im Urin sowie einem Fragebogen zur Evaluation der Akzeptanz der durchgefuhrten
Untersuchungen, wurde im Vorfeld der Studie ein Amendment bei der Ethik-

Kommission eingereicht. Diesem wurde am 30. Juli 2014 zugestimmt.

2.4 Schweil3chloridmessung (Schweildtest, ST)

Die Messung des Chloridgehaltes im Schweifl? stellt im klinischen Alltag aufgrund der
Verflugbarkeit, altersunabhangigen Durchfiihrbarkeit und einer hohen Sensitivitat und
Spezifitéat (96,5% bzw. 99%) den diagnostischen Goldstandard zum Nachweis bzw.
Ausschluss einer CF dar (Farrell et al. 2008, Naehrlich et al. 2013). Allerdings kénnen
bestimmte Konstellationen, wie z.B. Hypothyreose, Morbus Addison und eine sehr
trockene Haut wie beim atopischen Ezkem, falsch-positive Schweil3-Chloridwerte zur
Folge haben (Doherty-Fuller and Copeland 1988, Squires and Dolan 1989, Brand et al.
1996, Selimoglu et al. 2004). Falsch-negative Werte hingegen sind bei Odemen und

Einnahme von Mineralokortikoiden zu finden (LeGrys 1996).

Die Schweil3testuntersuchung wurde nach den Guidelines des Clinical and Laboratory
Standards Institute (2009) durchgefihrt.




Abbildung 2-1 lontophorese mittels Macroduct ® Sweat Inducer und Pilokarpingels

Die Stimulation der Schweil3produktion erfolgte mittels des Macroduct® Sweat Inducer
3700, Logan, USA. Hierzu wurden auf die entfettete und mit elektrolytfreiem Wasser
gereinigte Haut zwei Pilogel®Scheiben (Macroduct) aufgebracht, welche 0,5%
Pilokarpinnitrat enthielten und Uber zwei Elektroden (positive und negative Elektrode)
mit dem Sweat Inducer verbunden waren (Abb. 2-1). Das Pilokarpin wurde mittels
eines vom Sweat Inducer applizierten Stromes von 1,5 — 3 mA (in aufsteigender
Intensitat Gber 5 min) in die Haut eingebracht und fiihrte dort zu einer vermehrten
Schweil3produktion. Im Anschluss an die Stimulation wurde die Unterarminnenseite

nochmals mit elektrolytfreiem Wasser gereinigt und getrocknet.

Der Macroduct® Sweat Collector (Wescor) wurde mittels Klettband Uber der Stelle der
positiven Elektrode fixiert. Der Schweild wurde durch Kapillarkréfte in den dinnen, zur
Schnecke aufgerollten Schlauch gesogen und dort gesammelt (Abb. 2-2). Nach 30 min
wurde der Sammelprozess beendet und die Schweil3chloridkonzentration, mit dem
ChloroCheck® Chloridmeter (Wescor, Utah, USA) bestimmt. Eine Mindestmenge von
15 pl Schweil ist notwendig. Das Chloridmeter arbeitet nach dem Prinzip der
coulometrischen Titration. Um den Qualitatsstandard und die Messgenauigkeit des
Chloridmeters zu sichern, werden tagliche Chloridbestimmungen anhand von
Standardlésungen mit einem definierten Chloridgehalt durchgefuhrt (232 mmol/l, 47+4
mmol/l und 98+8 mmol/l). Zudem erfolgte vor jeder Messung eine erneute Uberpriifung
mit einer Standardlésung von 100 mmol/l CI".



Abbildung 2-2 Macroduct Sweat Collector

Die Ergebnisse des Chloridgehaltes werden in folgende Klinische Kategorien

eingeordnet (Naehrlich et al. 2013):

<Bis 29 mmol/I CI"  unauffallig, Mukoviszidose unwahrscheinlich
=230-59 mmol/l CI kontrollbedurftig,

= 60 mmol/l CI auffallig= vereinbar mit der Diagnose Mukoviszidose

2.5 Cotininbestimmung im Urin

Cotinin ist ein essentieller Nikotinmetabolit. Mit geringen Schwankungen durch
Geschlecht, untersuchtem Gewebe und Anzahl der Zigaretten pro Tag hat Cotinin eine
Halbwertszeit von ca. 20 Std. Bei Nikotin liegt dies bei ca. 2 Std. (Benowitz and Jacob
1994). Cotinin wird in der Leber durch CYP2A6 (Cytochrom P450, Family 2, Subfamily
A, Polypeptide 6) oxidiert und ist im Speichel, Plasma und Urin nachweisbar. Eine
Untersuchung mit Selbstauskunft Gber den Nikotinkonsum und Cotinin-Messung
konnte zeigen, dass der Gehalt an Cotinin sowohl im Urin als auch im Speichel gut
zwischen Raucher und Nicht-Rauchern differenziert. Zudem korreliert die Hohe des
Cotinin-Spiegels im Urin mit der Schwere des Nikotinkonsums (Benowitz and Jacob
1994). Da die Gewinnung von Urin im klinischen Setting deutlich einfacher

durchzufihren ist und bei der o.g. Studie auf hohe Akzeptanz stiel3, wurde in dieser



Arbeit die Urin-Cotininbestimmung zur Objektivierung des Rauchverhaltens
durchgefihrt.

Die Studienteilnehmer wurden nach der Schweil3test-Untersuchung gebeten eine
Urinprobe abzugeben. AnschlieBend wurde die Kreatinin-Konzentration des Urins
mittels Jaffé-Reaktion in unserem hiesigen Labor bestimmt. Der Rest des Urins wurde
portioniert und bei -70°C eingefroren. Eine Untersuchung aus dem Jahre 1995 zeigte,
dass die Bestimmungen der Parameter Cotinin und Kreatinin auch nach 11 Jahren
zuverlassig maoglich ist (Riboli et al. 1995).

Nach Abschluss der Rekrutierung aller Probanden wurden die Urinproben anhand des
Cotinin-ELISA Kits der Firma Abnova, Taipeh, Taiwan auf ihren Cotiningehalt
untersucht. Die Cotinin-Konzentration wird entsprechend der Absorption bei 405 nm
Wellenlange im Verhaltnis zu definierten Standardkonzentrationen photometrisch
abgelesen.

Cotinin wurde in Relation zum Kreatinin-Wert gesetzt. Angelehnt an bisherige
Veroffentlichungen wurden zwei Kategorien festgelegt: <100 ng Cotinin/mg Kreatinin
und >200 ng/mg. Letztere Kategorie entspricht Werten aktiver Raucher mit einem
Konsum von >10 Zigaretten/Tag. Bei Werten <100 ng/mg ist von Nichtrauchern
auszugehen, Werte zwischen 50 und 100 ng Cotinin/mg Kreatinin wurden bei
Passivrauchern, v.a. durch Exposition im hauslichen/beruflichem Umfeld, gefunden
(Riboli et al. 1990, Riboli et al. 1995).

In dieser Arbeit werden als Nichtraucher Teilnehmer mit Werten <100 ng/mg Cot/Krea

und Raucher mit Werten > 200 ng/mg definiert.

2.6 Nasale Potentialdifferenzmessung (nPD)

Die nasale Potentialdifferenzmessung (nPD) dient als in vivo Messverfahren zur
funktionellen  Diagnostik der einer  Mukoviszidose  zugrunde liegenden
lonentransportstérung. Sie wird in der klinischen Routine bei Patienten eingesetzt, bei
denen durch Anamnese, Schweildtest und Mutationsanalyse keine genaue
diagnostische Einordnung mdoglich ist. Die Messung stellt hohe Anspriiche an die
Mitarbeit des Patienten und ist daher erst bei Kindern ab dem Grundschulalter
durchfuhrbar (Naehrlich et al. 2013).
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Bei der nPD wird eine Spannungsdifferenz am nasalen respiratorischen Epithel
gemessen. Hierbei befindet sich eine Elektrode an der Schleimhaut des Nasenbodens
und eine Referenzelektrode in der Subkutis am Oberarm, welche isoelektrisch zur
Submukosa der Nasenschleimhaut ist (ECFS Diagnostic Network Working Group
2013).

Aufgrund aktiver und passiver lonentransportprozesse am respiratorischen Epithel
kommt es zu einem Spannungsunterschied zwischen der mukosalen und serosalen
Seite des Epithels. Hierbei spielt die Natriumabsorption durch den epithelialen
Natriumkanal (ENaC) und eine Chloridsekretion mittels CFTR und alternativer
Chloridkanale eine vorherrschende Rolle. Beide Transportprozesse fiihren dazu, dass

sich ein lumen-negatives Potential aufbaut.

Zweck der nasalen Potentialdifferenzmessung (nPD) ist es, diesen
Spannungsunterschied zu messen und im weiteren Verlauf der Messung so zu
beeinflussen, dass man eine Aussage Uber die Funktion einzelner
lonentransportprozesse treffen kann. Nach Aufzeichnung der Ausgangswerte wird die
Natriumabsorption des epithelialen Natriumkanals mittels Amilorid geblockt. Im
Anschluss daran, wird der osmotische Gradient fur Chlorid massiv erhéht, indem auf
der mukosalen Seite eine Chlorid freie Losung perfundiert wird. Im weiteren Verlauf der
Messung wird dieser Ldsung Isoproterenol zugesetzt, welches die cAMP-Konzentration
innerhalb der Epithelzelle erhéht und somit den CFTR-Kanal stimuliert. Zum Ende der
Messung wird der Lésung zusatzlich ATP beigefligt, welches Uber eine Erhéhung der
intrazellularen  Calcium-Konzentration zu einer Aktivierung der alternativen
Chloridkanéle fuhrt.

Der Verlauf der Messkurve weist bei Gesunden und Mukoviszidose-Patienten
charakteristische Unterschiede auf. Bedingt durch die bei Mukoviszidose vorliegende
Natriumhyperabsorption  findet man bei  CF-Patienten ein  negativeres
Ausgangspotential und im weiteren Verlauf eine starkere Depolarisation nach Gabe
von Amilorid. Aufgrund des defekten CFTR bei CF lasst sich im weiteren
Versuchsablauf keine nennenswerte Chloridsekretion nach Perfusion von Chlorid-
armer Ldsung und Isoproterenol herbeifihren, wahrend es bei Gesunden zu einer
durch Ausstrome von Chlorid hervorgerufenen Repolarisation des Epithels kommt
(siehe auch Abb.2.3).
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Abbildung 2-3 nPD-Messkurven des eigenen Kollektivs; Mukoviszidosepatient aus eigenen
Voruntersuchungen

Die Durchfuhrung der nPD erfolgte in dieser Studie nach der SOP Version 1.8 (ECFS
Diagnostic Network Working Group 2013).

2.6.1 Versuchsaufbau nPD

Im Vorfeld jeder Messung wurden die Perfusionslésungen und Agargelbriicken der

Mess- und Referenzelektrode semisteril hergestellt.
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Substanz

Konzentration [mM]

NaCl 148
CaCl, * 2 H,0 2,25
KCl 4,05
K.HPO, 2,4
KH,PO, 0,4
MgCl, * 6 H,0 1,2

Tabelle 2-2 Zusammensetzung der Basislosung (A)

Der pH-Wert der Basislosung wurde mittels 1N NaOH oder 1N HCI auf 7,4 eingestellt

Loésung Abkirzung Inhalt Abkirzung

Basislosung Basal Gepufferte NaCl-Losung | A

Basislosung + Amilorid Amil 0.1 mM Amilorid- B
HClin Losung A

Cl-freie Lésung + Free CI 0.1 mM Amilorid-HClin | C

Amilorid Cl-arme Ldsung

Cl-freie Losung + Iso 0.01 mM Isoproterenol- | D

Amilorid + Isoproterenol HCl in Losung C

Cl'-freie LOsung + ATP 0.1 MM ATP in Losung | E

Amilorid + Isoproterenol D

+ ATP

Tabelle 2-3 Verwendete Lésungen in der nPD

Substanz Konzentration [mM]

Na’-Gluconat 148
Ca**-Gluconat 2,25
K*-Gluconat 4,05
K,HPO, 2.4
KH,PO, 0.4
MgSO, * 7 H,0 1,2

Tabelle 2-4 Zusammensetzung der chloridfreien Losung

Der pH-Wert der Losung wurde mittels 1N NaOH oder 1N HCI auf 7,4 eingestellt.
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Nach der Herstellung wurden die Lésungen mit einem Filter der Porengrof3e 0,22 pm
sterilfiltriert und bis zur Verwendung nach spatestens 30 Tage im Kihilschrank
gelagert.

Am Tag der Messung wurden die Lésungen in Injektionsspritzen a 50 ml gefullt,
Isoproterenol und ATP unmittelbar vor der Untersuchung zugesetzt. Die gefiliten
Spritzen wurden in Perfusorpumpen (Perfusor® Space, Braun, Melsungen)
eingespannt und tber Schlauche und 3-Wege-Héhne mit dem nichtmarkierten Lumen
des Messkatheters verbunden.

Als Messelektrode wurde ein doppel-lumiger Marquart-Katheter und als
Referenzelektrode eine 23 G Butterflynadel mit Luer-Lock-Schlauchadapter verwendet.
Sowohl das markierte Lumen des Katheters als auch die Butterflynadel mit Schlauch
wurden mit einer 3 %igen Agarlésung befillt. Hierfir wurden 3 g Agar und 100 ml
Basislosung (A) auf einer Heizplatte unter standigem RuUhren aufgekocht und
anschlieRend mit Hilfe einer sterilen Spritze beflillt. Nach dem Abkihlen wurden die
Agargelbricken einzeln in sterilen Behdaltern mit Basislosung (A) bis zur weiteren
Verwendung im Kihlschrank gelagert.

Das mit Agar gefllite Lumen des Messkatheters wurde fir die Messung in einem
Becherglas mit 3 M KCI-Lésung fixiert und Uber eine Silberelektrode (Kalomel-
Elektrode) elektrisch mit der Headstage (ISO-Z Isolation Headstage fur BMA-200, AD
Instruments) verbunden. Analog wurde mit dem Agar-gefillten Schlauchende der
Referenzelektrode verfahren. Die Headstage wurde Uber einen Vorverstarker an ein
Powerlab angeschlossen, welches die Daten in digitalisierter Form an einen Computer

weitergeleitet hat, wo sie kontinuierlich aufgezeichnet wurden (Abbildung 2.4)
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Abbildung 2-4 Schematischer Versuchsaufbau der nPD, anlehnend an die
Abbildung aus (Therapeutic Develoment Network Coordinating Center
2009)

2.6.2 nPD Versuchsdurchfiihrung

Vor Beginn der Messung wurden die Elektroden und Agargelbriicken auf ihre
Funktionstichtigkeit tGberprift. Hierzu wurden beide Kalomel-Elektroden in denselben
Behalter mit 3 M KCI platziert. War das Eigenpotential der Elektroden kleiner = 2,5 mV,
wurde mit der Messung fortgefahren. In einem zweiten Schritt wurden die selbst
hergestellten Gelbriicken auf ihre elektrische Leitfahigkeit getestet. Hierzu wurde das
mit Agar geflllte Lumen des Marquart-Katheters sowie das Schlauchende der
Referenzelektrode jeweils mit der entsprechenden Kalomel-Elektrode in einen Behalter
mit 3M KCI fixiert. Die Butterfly-Nadel sowie die Spitze des Marquart-Katheters wurden
zusammen in einen Behalter mit Basislosung (A) eingetaucht. War dieser closed-loop-
offset im Bereich von +2,5 mV, wurde das Offset-Potential mit Hilfe des Offset-Knopfes
am Verstarker auf O korrigiert, um kleine Unterschiede der Versuchsbedingungen

auszugleichen.
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Abbildung 2-5 Proband bei der nasalen PD Messung

Nach dieser Uberprufung des Setups wurde der Proband gebeten, Platz zu nehmen
und seinen Kopf in eine Kopfstiitze zu legen, um eine ruhige und entspannte Haltung
wahrend der Messung zu gewahrleisten (Abb. 2-5). Mit einem Otoskop wurde die
Nasenschleimhaut inspiziert und eventuelle Verletzungen, Rétungen, Polypen, Ulcera
oder Odeme wurden entsprechend ihres Schweregrades dokumentiert. Die mit Agar
gefilite Butterfly-Nadel der Referenzelektrode wurde nach Desinfektion des Hautareals
am Oberarm subkutan angebracht und dort mit Pflaster fixiert. Die Perfusion der
Basislosung wurde mit 80 ml/h gestartet, der Proband nahm zunachst den
Messkatheter zwischen Daumen und Zeigerfinger. Der so bestimmte Finger-Wert stellt
die Spannungsdifferenz zwischen Fingerspitze des Probanden und der subkutanen
Referenzelektrode dar. Er sollte Werte < -30 mV aufweisen und dient einer letzten
Validierung des Versuchsaufbaus. Um den optimalen Punkt flr die Messung zu finden,
wurde der Messkatheter 6 cm entlang des Nasenbodens in das rechte Nasenloch
eingefuhrt, dann langsam zuriickgezogen und die Stelle mit der hochsten
Potentialdifferenz notiert. Die gleiche Prozedur wurde im Anschluss am linken
Nasenloch durchgefihrt, wobei immer das mit Agar geflllte Ende des Messkatheters
der Nasenschleimhaut anlag. Der Katheter wurde an der Stelle der hdchsten
Potentialdifferenz  mit Pflaster fixiert und die Durchflussgeschwindigkeit der
Basislosung (A) auf 300 ml/h erhdht. AnschlieRend wurde solange gewartet, bis sich
ein stabiles Plateau eingestellt hatte (weniger als +/- 1 mV Anderung der Spannung
innerhalb von 30 sec) und dann auf die Basislosung + Amilorid (Loésung B) zur
Blockade der epithelialen Natriumkanéle, mittels eines 3-Wege-Hahnes, umgestellt.
Die Amilorid-Losung musste mindestens 3 Minuten perfundiert werden, jedoch
mussten auch hier, vor dem Umstellen auf chloridfreie Lésung (C), die

Stabilitatskriterien erflillt sein. Die Reaktion auf Chlorid-freie Lésung und folgend auch
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auf Chlorid-freie Losung + Isoproterenol (D) musste mindestens 5 Minuten
aufgezeichnet werden. Zum Schluss wurde auf ATP (E) umgestellt und die Werte fur
mindestens 1 Minute oder dem Erreichen eines transienten Peaks aufgezeichnet. Nach
Ende der Messung am rechten Nasenloch wurde die Durchflussgeschwindigkeit der
Basislosung wieder auf 80 ml/h reduziert und erneut der Finger-Wert registriert.
Anschlieend wurde der gesamte Messablauf auch am linken Nasenloch durchgefihrt.
Hier wurde zum Abschluss neben dem Finger-Wert auch noch der Closed-loop Wert

aufgezeichnet.

2.6.3 Auswertung nPD

Tabelle 2.5 gibt die Wirkung der einzelnen Stoffe sowie deren Interpretation fur die
nPD wieder. Hierzu wurde der Mittelwert der Spannung Uber die letzten 10 sec vor
jedem Losungswechsel gebildet Zur Bestimmung des A-Wertes wird die Differenz der
Mittelwerte aus den aufeinanderfolgenden Losungen gebildet. Lediglich bei A ATP wird

der maximal erreichte Peak verwendet.

Wert/Lésung Funktion

Basale PD Ausdruck des globalen lonentransportes
an der Epithelzelle

Amilorid-Lsg. Spezifischer Blocker des epithelialen
Natriumkanals (ENaC)

Chlorfreie-Lsg. Indirekte Stimulation der Chloridsekretion
nach ENaC

Isoproterenol 3-Agonist: Steigerung der intrazellularen
cAMP-Konzentration und damit CFTR-
Aktivierung

APDgeeciiso Synonym: Wiederanstieg

Beurteilung der  CFTR-spezifischen
Chloridsekretion, Maf3 der CFTR-Aktivitat

ATP Stimulation der nicht CFTR-anhangigen

Chloridsekretion

A ATP Beurteilung der epithelialen Integritat

Tabelle 2-5 Losungen und Werte mit entsprechender Wirkung bzw. Aussage, nach (Knowles et al.
1995)
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Zur Beurteilung der CFTR-Funktion wird APDgrecciiso €iNgesetzt.

Zur Diagnosestellung bzw. zum Ausschluss einer Mukoviszidose stehen mehrere
Berechnungen zur Verfliigung. Vor deren Berechnung wurde die gesamte nPD-
Messung analysiert. Hierzu wurde der Mittelwert der Spannung tber die letzten 10 sec
vor jedem Losungswechsel ermittelt und anschlieRend dieser fiur die weiteren

Berechnungen verwendet.

1. APDrgecciiso, auch Wiederanstieg genannt, wird als eine der sensitivsten und
spezifischsten Methoden zur Bestimmung des CFTR-abhangigen lonentransportes
angesehen (Rowe et al. 2011). Hierbei wird die absolute Differenz zwischen der
Potentialdifferenz bei Amilorid und nach Chlorid-armer Losung + Isoproterenol
berechnet. Ein Wert < -12 mV wird als normwertig (normale CFTR-Funktion), ein
Wert > -7,7 mV als pathologisch (fehlende CFTR-Funktion) und Werte zwischen -
7,7 und -12 mV Wiederanstieg als kontrollbedirftig (Keenan et al., 2015)
angesehen. Hierbei kann zwischen dem Mittelwert aus den beiden Nasenhélften
(APDkg cecinso_ Average) und dem besten Wiederanstieg (APDgeeciiso_Best), der das
bessere Ergebnis aus einem der beiden Nasenhdlften ist, unterschieden werden. In
den meisten Publikationen wird der gemittelte Wiederanstieg genutzt. Es gibt aber
auch Hinweise, dass der Einsatz des besten Wiederanstieges Vorteile bei der
Diagnosestellung haben kénnte (Keenan et al. 2015).

2. Der Wilschanski-Score wird mit der Formel e (4Freec! + Also/ Aamilorid) hagohriehen. Ein
Wert > 0,7 ist hier pathologisch im Sinne einer CFTR-Dysfunktion (Wilschanski et
al. 2001).

3. Der Sermet-Score lautet: -0,11AFreeCl-1so-0.05A Amilorid. Ein Wert > 0,27 spricht
fir eine intakte CFTR-Funktion und macht somit das Vorliegen einer
Mukoviszidose unwahrscheinlich, ein Wert < 0,27 spricht fir Mukoviszidose
(Sermet-Gaudelus et al. 2010).

Probanden, deren nPD-Messung auf keiner der beiden Nasenseiten normwertige
Ergebnisse des Wiederanstieges aufwiesen oder einen pathologischen Wilchanski-
Scores hatten, wurden - sofern sie einverstanden waren - einer erneuten Messung
zeitversetzt unterzogen, um etwaige Einflisse, z.B. wvon unterschwelligen
respiratorischen Infektionen, auszuschlieBen. Bei dieser 2. Messung wurden auch

Cotinin- und Kreatinin im Urin erneut bestimmt.
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2.7 Intestinale Kurzschlussstrommessung (ICM)

2.7.1 Allgemein

Die Ussing Kammer ist ein wissenschaftliches Hilfsmittel, um den Kurzschlussstrom zu
messen, das als Indikator fir den Netto-lonentransport an Epithelien dient. Eine
Ussing-Kammer besteht aus zwei Hélften, deren einzige Verbindung das zwischen
ihnen eingespannte Epithel ist. Epithelien sind von Natur aus polar, d.h. sie haben eine
mukosale und eine serosale Seite. In einer Ussing-Kammer ist es mdglich, die
mukosale von der serosalen Seite zu isolieren und so gezielt lonentransporter zu
beeinflussen. Die beiden Kammerhalften werden mit der gleichen Menge an
Ringerlésung beflllt um chemische, mechanische oder elektrische Triebkrafte zu
minimieren. In jedem Epithel findet lonentransport von der mukosalen zur serosalen
oder umgekehrt statt. Durch diesen lonentransport entsteht eine Potentialdifferenz tber
das Epithel. Dieser Spannungsunterschied wird Uber zwei gewebsnahe
Spannungselektroden gemessen. Bei der intestinalen Kurzschlussstrommessung wird
dieser Spannungsunterschied kurzgeschlossen (auf 0 ,geklemmt®). Hierzu injizieren
zwei gewebsferne Stromelektroden genau so viel Strom, dass die Spannung 0 mV
betragt. Dieser Stromanteil, der injiziert wird, wird Kurzschlussstrom (Isc) genannt und
spiegelt exakt den Netto-lonentransport Uber das Epithel wieder. Laut
Vorzeichenkonvention driickt sich ein Nettotransport positiver Ladungen von der
mukosalen zur serosalen Seite bzw. ein Nettotransport von negativen Ladungen in die
umgekehrte Richtung im Kurzschlussstrom als positiver Wert aus. Der Wert der
transepithelialen Spannungsdifferenz bezieht sich auf die Oberflachenladung der

mukosalen Membran und nimmt somit einen negativen Wert an.

2.7.2 Entnahme der Rektumbiopsien

Zur Entnahme der oberflachlichen Rektumsaugbiopsien wurde die Zange Willital
(UE7605); Ulrich GmbH, Ulm, Germany genutzt. Pro Studienteilnehmer wurden 4-6
Biopsate enthommen. Vor Entnahme wurde sichergestellt, dass kein
Ausschlusskriterium  besteht. Als solches sind Gerinnungsstérungen sowie
Hamorrhoiden definiert, um dem erhohten Blutungsrisiko Rechnung zu tragen.
Nachdem die Saugbiopsiekapsel in den Anus eingefiihrt wurde, wurde Uber ein mit der
Biopsiezange verbundenes Manometer ein Unterdruck angelegt. Durch die zwei

Offnungen in der Saugbiopsiekapsel, wurde die Rektumschleimhaut mit einem
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Saugdruck von 100 - 200 mbar angesaugt und anschlieBend durch die
Schneidevorrichtung abgetrennt. Eine Sedierung der Probanden war nicht notwendig,
da die Proben ca. 3-4 cm oberhalb der externen SchlieBmuskulatur entnommen
wurden und entsprechend (bei fehlender sensibler Innervation) keine Schmerzen zu

erwarten waren.

Die Proben wurden nach der Entnahme sofort in eine eisgekiihlte Losung, bestehend
aus Dulbeccos Phosphatgepufferter NaCl-Lsg. und Indomethacin mit einer
Endkonzentration von 10 puM, tberfihrt. Unmittelbar nach Ende der Biopsieentnahme
wurden die Proben ins Labor tberfuhrt und mit der Messung in der Ussing-Kammer

begonnen, um mogliche Gewebsschaden durch Lagerung zu minimieren.

2.7.3 ICM Versuchsaufbau

Die Durchfihrung der ICM erfolgte nach den SOP der European Cystic Fibrosis
Society-Therapeutic Development Network (ECFS Diagnostic Network Working Group

2011), Version 2.7, welche auf dem Protokoll der Arbeit von Hugo De Jonge (De Jonge
et al. 2004) basiert.

Abbildung 2-6 Ussing Kammer mit 4 Kammern

Wir setzten die Ussing-Kammer EM-CSYS-4 mit 4-Kammersystem von Physiologic
Instrument, San Diego, USA ein (Abb. 2-6). Um eine physiologische Temperatur von
37 °C wahrend der Messung aufrecht zu erhalten, wurde das Kammersystem an ein

Wasserbad (Julabo,Seelbach, Germany) mit Wasserpumpe (Lauda Eco Silva, Lauda-
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Konigshofen, Germany). Zur angeschlossen Abschirmung elektromagnetischer
Stdrungen befindet sich die Ussing-Kammer in einem Faraday-Ké&fig.

Die Elektroden fur die Messung bezogen wir ebenfalls von Physiologic Instruments,
San Diego, USA (Easy Mount Electrode Set P2020). Die Spitzen der Elektroden wurde
mit 3 M KCI-Agar beflllt, mit 3 M KCI Uberschichtet und luftblasenfrei mit einer
Ag/AgCl-Elektrode verschraubt. Zur Lagerung der fertigen Elektroden, wurden zur
Verhinderung einer Austrocknung die Spitzen in ein Becherglas mit 3 M KCI gestellt
und bis zur Verwendung im Kihlschrank aufbewahrt. Unter Verwendung einer
Stereolupe wurden die Biopsate entsprechend ihrer GréRe entweder auf einem Slider
mit einer messbaren Flache von 0,018 cm2 (P2407C) oder 0,011 cm2 (P2407B)

platziert und in die Ussing-Kammer eingespannt.

AnschlieBend wurden gewebsnah die Spannungselektroden und gewebsfern die
Stromelektroden angebracht. Jede Kammerhélfte wurde mit 2 ml Meyler-Puffer (Tab.
2-7) befillt und mit Carbogen begast (95 % O, + 5 % CO,). Die Elektroden wurden
Uber das DM MC6 Single Channel Electrode Input Module (Physiologic Instruments)
mit dem voltage-clamp Verstarker VCC MC4 (Physiologic Instruments) verbunden. Der
Verstarker wiederum war mit dem PowerLab 8/30 konnektiert, welcher mit Hilfe der
LabChart® Software, Version 7.2, ADInstruments Pty Ltd., Oxford, UK auf einem
Computer die Messung registrierte.

Substanz Konzentration [mM]
NacCl 128
CaCl, * 2 H,0O 1,3
KCI 4,07
HEPES 10
Na,HPO, 0,3
NaH,PO, 0,4
MgCl, * 6 H,0 1,0
NaHCO; 20,2

Tabelle 2-6 Zusammensetzung des Meyler-Puffer fir ICM
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Vor der Entnahme der Biopsate, wurden die Pufferldsungen fertiggestellt und auf Eis
bzw. im Wasserbad bei 37 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.7.4 Versuchsdurchfuhrung ICM

Vor der Messung an Biopsaten wurde die Ussing-Kammer mit leeren Slidern bestiickt,
zusammengebaut und die Elektroden angeschlossen. Auf 37 °C vorgewarmter Meyler-
Puffer wurde in die Kammern gegeben, die Begasung mit Carbogen gestartet. Nach
einer Equilibrierungsphase von mindestens 30 Minuten, wurden im Open-circuit-Modus

das Eigenpotential der Elektroden und der Widerstand des Systems korrigiert.

Nach Entnahme der Biopsien wurden diese zwischen den entsprechenden Slidern
positioniert und in die vorgewarmte Ussing-Kammer platziert. Um durch die lange
Untersuchungsdauer der ICM eine vorzeitige Gewebsschadigung zu vermeiden,
wurden alle Kammern durch die gesamte Untersuchung mit Carbogengas (95% 02/5%
CO2) versetzt. Lab Chart wurde gestartet und fir 5 Minuten die transepitheliale
Potentialdifferenz im open-circuit Modus aufgezeichnet. Am Ende des Zeitraumes
wurde ein kurzer Strompuls von 15 pyA gegeben und Uber das Ohm’sche Gesetz der
Widerstand des Gewebes berechnet. Betrug der Widerstand mindestens 10 Q * cm?,
wurde die Messung fortgesetzt, ansonsten die entsprechende Biopsie gegen eine neue
Biopsie ausgetauscht. Am Verstarker wurde der Modus auf voltage-clamp umgestellt.
Von diesem Zeitpunkt an wurde das transepitheliale Potential auf 0 mV geklemmt und
der Kurzschlussstrom (Isc), der hierflr nétig war, wurde aufgezeichnet. Nach weiteren
5 Minuten wurde auf der serosalen Seite der Kammer Carbachol in einer
Endkonzentration von 100 uM appliziert. Carbachol filhrt zu einer Offnung der
serosalen Kaliumkanale. Durch die dadurch entstandene elektrische Triebkraft in der
Zelle kommt es konsekutiv zu einer transienten, cholinerg getriggerten Chlorid-
Sekretion. Dieser Schritt dient zur Uberpriifung der zellularen Integritat: Falls keine
Reaktion auf Carbachol zu sehen ist, muss entsprechend der SOP die Biopsie ersetzt
werden. Zum Auswaschen des Carbachols aus dem Gewebe, wird der Meyler-Puffer in
der Ussing-Kammer 3 Mal im Abstand von 10 Minuten erneuert. Zur Hemmung des
epithelialen Natriumkanals wurde Amilorid (100 puM) auf der mukosalen Seite
hinzugegeben. Im nachsten Schritt folgte nach 5 min die Stimulation der
Chloridsekretion mittels Forskolin (10 uM) und IBMX (100uM), welche sowohl mukosal
als auch serosal appliziert wurden. Forskolin fuhrt durch Erhdéhung der intrazellularen

cAMP-Konzentration zu einer Aktivierung des CFTR-Kanals. Die gleichzeitige Gabe
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von IBMX, einem Phosphodiesterase-Inhibitor, verlangsamt den Abbau von cAMP in
der Zelle. Nach weiteren 10 Minuten wurde auf beide Seiten des Epithels der CFTR-
Potentiator Genistein (10 pM) zugegeben. Nun folgte wiederum serosal Carbachol in
einer Konzentration von 100 pM. Zur Hemmung des nicht CFTR-vermittelten
Chloridtransportes wurde 200 uM DIDS (4,4-Diisothiocyano-2,2-stilbenedisulfonic acid)
mukosal eingesetzt. Zum Ende der Messung wurde Histamin (500 pM) auf der

serosalen Seite appliziert, um die Ca**-gesteuerte Chloridsekretion zu reaktivieren.

Zum Schluss der Messung wurde zur erneuten Uberprifung des Setups und der
Elektroden in den open-circuit Modus gewechselt, die Potentialdifferenz abgelesen und
der Widerstand des Gewebes mittels eines Strompulses bestimmt.

2.7.5 Auswertung ICM

Folgende Kriterien missen fur eine valide Messung erfullt sein: Der Gewebswiderstand
sollte =2 10 Q * cm? sein und im Verlauf der Messung das Gewebe mindestens auf eine

Substanz eine Reaktion gezeigt haben.

In Voruntersuchungen wurde als bester Marker zur Differenzierung von Patienten mit
klassischer CF, pakreassuffizienter CF und nicht-CF die Summe der Anderung des
Kurzschlussstromes nach Applikation von Forskolin / IBMX, Carbachol und Histamin=
Al (Forsk+CatHis) angesehen (Derichs et al. 2010). Bei 4 bis 6 verwertbaren
Messungen pro Patient wurde ein Mittelwert fur Als. (Forsk+Ca+His) uber alle SOP
konformen Messungen des jeweiligen Probanden gebildet. Dabei werden aufgrund der
unterschiedlichen Messflache der verwendeten Slider die einzelnen Werte zuvor auf

MA/cm?2 normalisiert.
Anhand einrichtungseigener Normwerte wurden folgende Grenzwerte genutzt:
Alg. (Forsk+Ca+His) > 39,6 pA/cm? = intakte CFTR-Funktion, CF unwahrscheinlich

Alg. (Forsk+Ca+His) <39,6 pA/cm?, Mukoviszidose wahrscheinlich.

2.8 Verwendete Chemikalien
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Chemikalie Hersteller
NacCl Sigma Aldrich, St. Louis, USA
CacCl, Merck, Darmstadt
KCI Merck
MgCl, Merck
HEPES Roth, Karlsruhe
Na,HPO, Sigma Aldrich
NaH,PO, Sigma Aldrich
NaHCO; Sigma Aldrich
D-Glucose Merck
Indometacin Sigma Aldrich
Amilorid HCI - USP Sigma Aldrich
Forskolin Sigma Aldrich
IBMX Sigma Aldrich
Genistein Sigma Aldrich
Carbachol Sigma Aldrich
DIDS Sigma Aldrich
Histamin Sigma Aldrich
DMSO Sigma Aldrich
Ethanol Roth

Tabelle 2-7 Chemikalien und Pharmaka fiir nPD und ICM

2.9 Datenverarbeitung und Statistik

Alle Messdaten aus der Cotinin-, Kreatinin, Schweif3chlorid, nasale Potentialdifferenz-
und intestinale Kurzschlussstrom-Messung sowie die Gesundheitsdaten der
Probanden wurden in die SPSS-Datenbank eingegeben. Alle Auswertungen fanden mit
der SPSS-Statistik, Version 23.0.0.0; IBM; Armonk, USA statt. Die Darstellungen aus
der nPD und ICM (Abb. 2.3) wurden mit dem Programm OriginLab (Version 6.1,
Northampton, USA) bearbeitet.

Zur Darstellung der Ergebnisse wurde die deskriptive Statistik sowie Boxplot-
Graphiken eingesetzt. Alle Daten wurden auf Normalverteilung untersucht. Bei nicht-
normalverteilten Variablen wurde der Median sowie der Interquartilbereich angegeben.
Hierbei gibt n den Stichprobenumfang an. Unterschiede zwischen den Gruppen

wurden mit dem Mann-Whitney-U Test, bzw. dem Kruskal-Wallis Test auf Signifikanz
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gepruft. Das Signifikanzniveau lag bei einer Fehlerwahrscheinlichkeit von unter 5%,
entsprechend p < 0,05. Der exakte Fisher Test wurde zum Vergleich von Probanden
mit Werten im pathologischen, kontrollbedurftigen und normwertigen Bereich fur
Mukoviszidose genutzt. Dabei geben Balken tber den Boxplots, sofern vorhanden, das
Signifikanzniveau wieder.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungskollektiv

Im Rahmen dieser Dissertation wurden insgesamt 32 Probanden untersucht. Bei 31

Teilnehmer (97%) konnten alle vorgesehenen CFTR-Funktionsuntersuchungen
durchgefuhrt werden.

Die Probanden setzten sich aus 18 Manner im Alter von 19 bis 57 Jahre und 14 Frauen
im Alter 20 bis 57 Jahre zusammen. Der Alters-Median bei den Méannern betrug 24,0
Jahre, bei den Frauen 24,5 Jahren.

Weiblich Mannlich

Median: 24,5 J.
4 Interquartil: 12

Median: 24,0 J.
Interquartil: 8

Haufigkeit

20 30 40 S0 60
Alter Alter

Abbildung 3-1 Altersverteilung in Abhangigkeit vom Geschlecht

Die Altersverteilung beider Geschlechter wurde auf Normalverteilung untersucht: Beim
Shapiro-WilkTest wurde eine Signifikanz von 0,000 fir Manner sowie eine von 0,001

bei Frauen gezeigt, somit konnte eine Normalverteilung nicht bestatigt werden.

3.1.2 Anamnestischer Zigarettenkonsum

Das Rauchverhalten wurde vom Kollektiv wie folgt berichtet: 17 Probanden berichteten

nicht zu rauchen (53%), entsprechend 15 gaben taglichen Zigarettenkonsum an (47%).
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3.2 Cotininmessung im Urin

Zur Objektivierung des Rauchverhaltens wurde bei allen Teilnehmern der
Cotinin/Kreatinin-(Cot/Krea)-Quotient gemessen. Bei der Anwendung anhand der
Referenzwerte mit <100 ng/mg fir Nichtraucher und >200 ng/mg fur Raucher (Riboli et

al. 1990) zeigte sich eine unterschiedliche Verteilung gegeniber den anamnestischen
Angaben (Abb. 3-2).

Geschlecht 454

B mannlich
B weiklich

Anzahl

nein ia =100 ngimg =200 ngimg

Abbildung 3-2 Anamnestische Nikotinbelastung links versus Raucherstatus nach Cotinin/Kreatinin
Quotient rechts; die Y-Achse entspricht Anzahl der Probanden

69 % des Raucherkollektivs sind Manner, der Anteil von Frauen bei den Nichtrauchern
war 53%.

Aktiver Nikotinkonsum Cotinin-Kreatinin Quotient im Urin
(ng/mg)
<100 2100 bis =200 >200
Nein 17 0 0
Ja 2 0 13

Tabelle 3-1 Raucherstatus nach Cotinin Krea Quotient versus anamnestisch berichteter aktiver
Nikotinbelastung

Teilnehmer, die keinen aktiven Nikotinkonsum berichteten, hatten alle einen Cot/Krea <

100 ng/mg. Dies war auch unabhéngig davon, ob sie Passivrauch ausgesetzt waren
ober nicht.

13 der 15 Probanden, die uUber aktiven Zigarettenkonsum berichteten, lagen Uber dem
Wert von > 200 ng/mg Cot/Krea. Bei den Studienteilnehmern 13 und 14 waren
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Cot/Krea Werte von 18 bzw. 57 ng/mg zu messen, welche im Bereich von
Nichtrauchern lagen (=< 100 ng/mg)(Tab. 3-1). Diese beiden berichteten, 5-6 Zig./Tag
in der Woche sowie 10-15/Tag an den Wochenenden bzw. 5 Zig./Tag und 10/Tag an

den Wochenenden zu rauchen.

Die Unterteilung des Kollektivs in dieser Studie erfolgte anhand des Cotinin/Kreatinin
Quotienten in Raucher und Nichtraucher, da er uns (ber die tatsachlich
aufgenommene Zigarettenrauchmenge des Organismus mehr Auskunft gab. Lediglich
bei der Passivrauch-Exposition wurde aufgrund fehlender Grenzwerte die Unterteilung

nach anamnestischen Angaben durchgefiihrt.
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3.3 Gesundheitsangaben

Anlehnend an die SOP ICM wurden anhand des Fragebogens 1 Angaben zur aktuellen

Gesundheitssituation der Eigen- und Familienanamnese erfragt. Insbesondere wurden

respiratorische und atopische Erkrankungen sowie medikamentése Therapien

festgehalten, aber auch nach einer Mukoviszidose-Erkrankung in der Familie gefragt.

Die Tabelle 2 stellt die Antworten zusammen.

Alter Raucher Nichtraucher n aller
Median | n (%) n (%) TN (%)
mit ohne > NR*
PR PR (%)

Mannlich 24,0 969 |4(50)| 5@45) 947 | 18(56)
Weiblich 24,5 431) |40 | 6(55) 10 (53) | 14 (49)
Allergien 4 2 3 5 9
ARC 2 1 3 4 6
Chronische 0 0 1 1 1
Rhinitis
Adenoide 1 1 1 2 3
Akuter IDOL 2 1 0 1 3
HNO-OP 3 3 1 4 7
Lungenerkrankung 0 0 0 0 0
Mukoviszidose in 0 0 0 0 0
Familie
Hepatopathie 0 0 0 0 0
Hamorrhoiden 0 0 1 1 1
MedikamentOse 0 0 0 0 0
Therapie
Infertilitat 0 0 0 0 0

Tabelle 3-2 Gesundheitsdaten des Untersuchungskollektivs, gruppiert nach Raucherstatus

Es waren keine relevanten Unterschiede bezlglich Allergien, Pollinosis, HNO-OPs

zwischen Raucher und Nichtraucher zu finden. Alle Teilnehmer gaben an, gesund zu

sein. Eine medikamenttse Therapie wurde ebenfalls von allen verneint.
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Obwohl wir beim ersten Telefonat mit allen Teilnehmern vereinbart hatten, im Falle
eines Atemwegsinfektes die geplanten Untersuchungen, v.a. wegen der nPD, zu
verschieben, erschienen 3 mit abklingendem Infekt zum Termin. Nach &rztlicher
Untersuchung entschieden wir uns die Messungen bei den Probanden durchzufiihren
und vereinbarten mit den Teilnehmern im Falle uneindeutiger Ergebnisse der nPD die
Messungen zu einem spéateren Zeitpunkt zu wiederholen, sofern die Probanden sich

einverstanden erklarten.

3.3.1 Zigarettenkonsum des Kollektivs

rauchen

M rein

B gelegentlich

ol-=
Zigaretten/Tag

o 6-10
Zigaretten/Tag

=10
Zigaretten/Tag

unbekannt

Abbildung 3-3 Taglicher Zigarettenkonsum

Die aktiven Raucher zeigten folgende Verteilung: 7 Personen rauchten 1-5 Zigaretten
taglich, eine Person 6-10 Zigaretten und 7 mehr als 10 Zigaretten pro Tag. Die

Angaben der Studienteilnehmer 13 und 14 wurden hier exkludiert.
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Abbildung 3-4 CotininKreatinin Konzentration in ng/mg im Verhéltnis zu Rauchmenge. In diesem
Boxplot wurden Proband 13 und 14 aus der Analyse entfernt

Zigarettenkonsum Cotinin-Kreatinin Quotient (ng/mgQ)
Median Minimum Maximum
0 10 2 50
1-5 Zigaretten/Tag 802 221 2548
6-10 Zigaretten/Tag* 1081 1081 1081
>10 Zigaretten/Tag 2086 417 4048

Tabelle 3-3 Median und Range der Cot/Krea im Verhaltnis zur taglich gerauchter Zigarettenmenge;
Proband 13 und 14 wurden aus der Analyse entfernt

Es war eine positive Korrelation zwischen berichteter Zigarettenmenge und Cot/Krea

zu beobachten.

3.3.2 Passive Zigarettenrauchbelastung:

Passivrauchexposition Nichtraucher | Raucher | Gesamt
Nein 11 7 18
Taglich 2 5 7
mehrmals pro Woche 2 1 3
einmal pro Woche 3 0 3
Seltener 1 0 1
> PR-Exponierten 8 6 14

Tabelle 3-4 Passivrauchexposition der Teilnehmer
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Alle Probanden wurden auch nach bestehender Passivrauch-Exposition befragt. 14
von 18 Teilnehmern berichteten Uber eine passive Nikotinbelastung. In der Gruppe der
Nichtraucher lag dieser Anteil bei 42% (8 von 19). Davon waren 4 Probanden taglich
bzw. mehrmals in der Woche Passivrauch exponiert. 3 der Nichtraucher waren diesem
einmal pro Woche und eine Person seltener als 1x/Woche exponiert. 11 der
Nichtraucher hatten keinerlei PR-Belastung. Bei den Rauchern hatten von insgesamt
13 Probanden 7 keine Exposition (Tab 3-4).

3.4 Schweil3chloridmessung

//"
o N\
/

N

| Ll Ll I T
10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
Chlorid (mmolll)

Hiufigkeit

Y

Abbildung 3-5 Verteilung der SchweilRchloridwerte der Probanden

Bei den Schweil3test-Ergebnissen fand sich keine Normalverteilung (p= 0,23).

3.4.1 Ergebnisse des Schweil3chlorids zur Beurteilung der CFTR-Funktion

Chlorid Raucher Nichtraucher

Mit PR Ohne PR | > Nichtraucher
Anzahl Probanden 13 8 11 19
Median (mmol/l) 22 27 25 25
Interquartil 16 19 22 20
Min/Max (mV) 10;36 15;44 9;56 9;56

Tabelle 3-5 Median, Interquartil und Range der Schweil3chloridergebnisse
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Der Median der Schweildtest-Resultate fur alle Probanden betrug 25 mmol/l. Die
Verteilung anhand des Raucherstatus zeigte einen Median von 25 mmol/l bei den
Rauchern, und einen Median von 22 mmol/l bei den Nichtrauchern. Nichtraucher mit
PR-Exposition hatten einen Median von 27 mmol/l, jene ohne PR-Belastung einen von
25 mmol/l.

- L1
n

107

T T T
kein Passivrauch PassivrauchNR Raucher

Abbildung 3-6 Boxplot Raucherstatus und SchweiRchlorid in mmol/l, unterhalb orangene Linie:
Normbereich, oberhalb der roten Linie pathologischer Bereich

Es war bei den Chlorid-Ergebnissen weder ein signifikanter Unterschied zwischen
Raucher und Nichtraucher (p= 0,362) noch einer zwischen den 3 Gruppen aktive

Raucher, Nichtraucher ohne und Nichtraucher mit PR-Exposition zu finden (p=0,534).

3.4.2 Kategorisierung der Schweil3chloridwerte anhand diagnostischer
Referenzwerte

Schweil3chlorid mit | ohne | Y

PR | PR Nichtraucher
Normbereich 0 0 0 31 21
Kontrollbereich 4 3 4 7 11
Pathologisch 0 0 0 0 0
Gesamt 0 0 0 31 32

Tabelle 3-6 Kategorielle Verteilung der SchweiRchloridwerte

Setzt man die Schweil3chloridwerte in Beziehung zu den fir die diagnostische
Beurteilung definierten Referenzbereichen aus dem deutschsprachigen Raum

(Naehrlich et al. 2013), so lagen 21 Teilnehmer im Normbereich (= Mukoviszidose
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unauffallig). Fur 4 Nichtraucher ohne PR-, 3 Nichtraucher mit PR-Exposition und 4
Rauchern lagen die Ergebnisse im Kontrollbereich (30-60 mmol/l). Kein Proband hatte
einen Schweildtest > 60 mmol/l (= vereinbar mit der Diagnose Mukoviszidose). Ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bestand nicht (zweiseitiger, exakter
Fisher Test 1,0).

3.4.3 Schweil3chloridergebnisse nach anamnestischer Nikotinbelastung:

Chlorid (mmol/) Nicht-aktive Nikotinbelastung | aktive Nikotinbelastung
Median 25 22
Interquartil 17 15

Minimum; Maximum 9: 44 10; 56

Tabelle 3-7 Schweil3chlorid bei anamnestisch berichteter aktiver und nicht-aktiver Nikotinbelastung

Es wurde geschaut, ob sich die Statistik durch die Aufteilung der Kohorte nach
anamnestisch berichteter Zigarettenbelastung verandern wuirde. D.h. also, das
Studienteilnehmer 13 und 14 zu denen mit aktiver Nikotinbelastung gehohrten. Auch
bei diesem Rechenexemplar war kein signifikanter Unterschied nachweisbar: Der
Median fir die Teilnehmer mit aktiver Nikotinbelastung betrug 22 mmol/l, der fur nicht-
aktiv Nikotinbelasteten lag bei 25 mmol/l, entsprechend einem Signifikanzniveau von
(p= 0,551).

3.5 Nasale Potentialdifferenzmessung

Alle in der nasalen Potentialdifferenz gemessenen Parameter waren nicht
normalverteilt: APDgreeciiso_Average (p=0,09), APDgeeciiso_Best (p=0,003), A Amilorid
(p=0,081), A ATP (p=0,047), basale PD (Shapiro-Wilk Test p=0,450, Koglomorow-
Smirnov p=0,200).

Zur Beurteilung der CFTR Funktion am Nasenepithel wurde die Summe des
Wiederanstieg der Potentialdifferenz nach Gabe der chloridfreien Losung und des
Isoproterenols (= APDreeciiso) herangezogen. Dazu wurden sowohl der Mittelwert aus
der Messung der linken und rechten Nase (APDgeciniso Average) als auch der héchste
zu messende Wiederanstieg (APDegeeciiso BeSt) an einer der beiden Nasenhalften
betrachtet (Keenan et al. 2015).
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3.5.1 Kategorisierung des APDFreeCl/Iso anhand diagnostischer Referenzwerte

APDgcecinso_Best | Raucher Nichtraucher Gesamt
mit PR | ohne PR | > Nichtraucher

Normbereich 6 9 15 21

Graubereich 1 2 3

Pathologisch 1 0

Gesamt 13 8 11 19 32

Tabelle 3-8 Verteilung des besten Wiederanstieges anhand diagnostischer Referenzwerte

Die Ergebnisse aller Teilnehmer verteilten sich auf die Referenzbereiche, die im

klinischen Setting zur Diagnose einer Mukoviszidose verwendet werden, wie folgt: 3

Probanden, davon 2 Raucher, hatte Werte im pathologischen Bereich von >-7,7 mV.

Acht Ergebnisse, davon 5 von Rauchern, befanden sich im Graubereich (Tab 3-8).

Zweiseitiger Fisher’s Exakt betrug p=1,0.

HNO_OP APDFreeCI/Iso_BeSt
Normbereich Graubereich Pathologisch Gesamt
Nein 16 7 2 25
Ja 5 1 1 7
Gesamt 21 8 3 32

Tabelle 3-9 Zusammenhang zwischen HNO_OP und bester Wiederanstieg

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen erfolgter HNO-OP und den jeweiligen

Referenzbereichen Norn-, Grau- und pathologischer Bereich bestand nicht (Exakter
Fisher-Test p= 0,358).
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Wilschanski Raucher Nichtraucher Gesamt

mit PR | ohne PR | > Nichtraucher
Normbereich 13 7 11 18 31
Pathologisch 0 1 0 1 1
Gesamt 13 8 11 19 32

Tabelle 3-10 Ergebnis des Wilschanski Scorest

Nach dem Wilschanski Score lag nur eine Probandin im pathologischen Bereich. Der
zweiseitige exakte Fisher Test betrug p=1,0 (Tab. 3-10). Bei dieser Probandin bestand
anamnestisch 1x pro Woche Passivrauch-Exposition; sie hatte zum Zeitpunkt der
Untersuchung einen abklingenden oberen Luftwegs Infekt. 2 Raucher mit oberem
Luftwegsinfekt waren in der Messung vertreten, ihre Wilschanski Scores lagen im
Normbereich.

Sermet Raucher Nichtraucher > Nichtraucher | Gesamt
mit PR ohne PR

Normbereich 11 7 10 17 28

Pathologisch 2 1 1 2 4

Gesamt 13 8 11 19 32

Tabelle 3-11 Ergebnis des Sermet Scores

Beim Sermet Score lagen 2 Raucher und 2 Nichtraucher im pathologischen Bereich
(Tab. 3-11). Zwei Raucher mit oberem Luftwegsinfekt waren in der Messung vertreten,

ihre Wilschanski Scores lagen im Normbereich.

3.5.2 Durchfiihrung von Zweitmessungen

Wir fuhrten bei allen Probanden, die grenzwertige oder pathologische Ergebnisse der
APDreecinso__Best hatten und telefonisch erreicht werden konnten (siehe Tabelle 3-8),
die nPD-Messung ein zweites Mal durch. Es gelang uns, 7 Probanden zu erreichen.
Ein Proband erschien nicht zum vereinbarten Termin, sodass eine zweite erfolgreiche

Messung bei 6 Teilnehmern realisiert wurde.
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AnschlieRend waéhlten wir die intraindividuell bessere Messung, also die mit der
hoheren APDkeeeciiso_Best fur jeden einzelnen der 6 Teilnehmer aus. Als Besonderheit
ist zu erwahnen, dass eine Probandin zum Zeitpunkt der 2. Messung, 8 Monate nach
ihrer 1. Messung, das Rauchen aufgegeben hatte. Dies liel3 sich durch ein Cot/Krea
<100 ng/mg bestéatigen. lhre 2. Messung ergab ein besseres Resultat des besten
Wiederanstieges, so dass sie der Gruppe der Nichtrauchern zugeordnet wurde und

entsprechend die Auswertungen 12 Raucher und 20 Nichtraucher beinhalteten.

APDxg ccciis0__Best | Raucher Nichtraucher Gesamt
mit PR | ohne PR | > Nichtraucher
Normbereich 7 8 12 20 27
Graubereich 4 0 0 0 4
Pathologisch 1 0 0 0 1
Gesamt 12 8 12 20 32

Tabelle 3-12 Verteilung des besten Wiederanstieges auf die Referenzbereiche nach bester Auswahl
aus 2 Messungen

Fiur die bei der ersten Messung im Grenz- oder pathologischen Bereich liegenden
Probanden war der Wiederanstieg (APDrreeciiso_Best) nach der Auswahl der besseren
Messung (=Beste Auswahl aus 2 Messungen) wie folgt verteilt: es lagen bei 4
Rauchern die Werte im Graubereich, bei einem Raucher war er weiterhin pathologisch

(Tab 3-12). Diesen Raucher hatten wir nicht erreicht, um eine 2. Messung
durchzufihren.
Wilschanski Raucher Nichtraucher Gesamt
mit PR ohne PR | > Nichtraucher
Normbereich 12 8 12 20 32
Pathologisch 0 0 0 0 0
Gesamt 12 8 12 20 32
Tabelle 3-13 Ergebnis Wilschanski Score nach bester Auswahl aus 2 Messungen

Nach Auswahl der jeweils besseren Ergebnisse fir die 6 Probanden lag nach dem

Wilschanski Score keiner der Teilnehmer im pathologischen Bereich (Tab. 3-13).
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Sermet Raucher Nichtraucher Gesamt
mit PR ohne PR | > Nichtraucher
Normbereich 9 8 12 20 29
Pathologisch 3 0 0 0 3
Gesamt 12 8 12 20 32

Tabelle 3-14 Ergebnis Sermet Score nach bester Auswahl aus 2 Messungen

Fur den Sermet Score andert sich die Verteilung auf 3 pathologische Ergebnisse bei 3
Rauchern. Fisher’s Exakt p=0,004 (Tab. 3-14).

3.5.3 Ergebnisse des APDg ccciiso zUr Beurteilung der CFTR-Funktion

APDk ceciis0_Best Raucher Nichtraucher

mit PR ohne PR > Nichtraucher
Anzahl Probanden 8 12 20
Median (mV) -13,7 -33,4 -31,2 -32,6
Interquartil 7,54 12,9 25,2 20,1
QI 90 -5,5/-36,7 -28,4/-51,5 | -13,6/- 60,4 -11,5/-59,9
Min/Max (mV) -4,5/-36,6 | -20,2/-51,5 | -11,1/- 60,4 -11,1/-60,4

Tabelle 3-15 Median, Interquartil und Range des APDFreeCl/Iso_Best nach bester Auswahl

ks [Porsierauch

1
Paererauchi R

Flauchhar

Abbildung 3-7 Boxplot APDFreeCl/Iso_Best, angegeben in mV, nach bester Auswahl aus 2
Messungen oberhalb der roten Linie ist der pathologische Bereich, unterhalb der griinen Linie der

No

rmalbereich
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APDk ccciiso_ Average | Raucher Nichtraucher

mit PR ohne PR > Nichtraucher
Anzahl Probanden 12 8 12 20
Median (mV) -9,0 -28,0 -30,2 -28,4
Interquartil 6,9 20,1 20,9 14,5
IQI 90 -4,1/-36,2 | -20,6/-47,1 | -11,4/-52,9 -9,9/-52,9
Min/Max (mV) -2,98/-36.2 | -13,4/-47,1 | -9,9/-52,9 -9,9/-52,9

Tabelle 3-16 Median, Interquartil und Range des APDFreeCl/Iso_Average nach bester Auswahl
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Abbildung 3-8 Boxplot APDFree Cl/Iso_Average angegeben in mV, nach bester Auswahl aus 2

Messungen

Sowohl der APDgreeciiso-Best (Abb. 3-7) als auch APDgeeciiso Average (Abb. 3-8) waren

bei Rauchern signifikant gegenuber Nichtrauchern erniedrigt (p= 0,000).

Auch Unterschiede bei Rauchern, Nichtrauchern mit und Nichtrauchern ohne PR-

Expositon waren sowohl fur den besten als auch den mittleren Wiederanstieg
signifikant (p=0,001) (Tab. 3-15) bzw. (Tab. 3-16).
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3.5.4 Basale Potentialdifferenz und Natrium-Resorption

Basale PD Raucher Nichtraucher

mit PR ohne PR | > Nichtraucher
Anzahl Probanden 12 8 12 20
Median (mV) -12,6 -11,2 -10,5 -11,1
Interquartil 7,9 8,7 10,0 9,3
Min/Max (mV) -3,1;-22,4 -3,0;-24,2 | -3,2:-20,3 -3,0; -24,2

Tabelle 3-17 Median, Interquartil und Range der Basale PD aus bester Auswahl von 2 Messungen
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Abbildung 3-8 Abbildung Basale PD in mV aus bester Auswahl aus 2 Messungen

Die basale PD Werte unterschied sich zwischen den Gruppen nicht signifikant, p=

0,949 (Abb. 3-8).

A Amilorid Raucher Nichtraucher > Nichtraucher
mit PR ohne PR

Anzahl Probanden 13 8 11 19

Median (mV) 9,6 10,1 8,4 8,6

Interquartil 51 6,3 8,0 6,8

Min/Max (mV) 3,0;12,8 5,5;23,5 3,8;18,6 3,8;23,5

Tabelle 3-18 Anderung der Potentialdifferenz nach Gabe von Amilorid bei bester Auswahl aus 2

Messungen
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Abbildung 3-9 Amiloridantwort in mV aus bester Auswahl aus 2 Messungen

Auch die Anderung der Potentialdifferenz nach Gabe von Amilorid als Parameter fir
die Natriumresorptionsblockade am epithelialen Natriumkanal war zwischen den 3
Gruppen (Raucher, Nichtraucher mit und Nichtraucher ohne PR) nicht signifikant
unterschiedlich (p=0,719).

3.5.5 Prufung zellul@rer Integritat

A ATP Raucher Nichtraucher

mit PR ohne PR | Y Nichtraucher
Anzahl Probanden 12 8 12 20
Median (mV) -3,9 -4,5 -5,6 -5,4
Interquartil 3,7 53 53 5,4
Min/Max (mV) -2,1;-8,3 -1,4;-8,6 | -1,4;-11,5 -1,4;-11.5

Tabelle 3-19 Median, Interquartil und Range fiir Anderung der PD nach Gabe von ATP bei bester
Auswahl aus 2 Messungen

Die Mediane fur A ATP betrugen -3,9 mV bei Rauchern, -4,5 mV bei Nichtrauchern mit
PR- und -5,6 mV bei Rauchern ohne PR-Exposition. Ein Trend zur besseren Reaktion
des Epithels war bei Probanden ohne jegliche Rauchbelastung gegeniiber den Passiv-
und Aktivrauchern sichtbar (Tab. 3-19).
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Abbildung 3-10 ATP Antwort in mV nach bester Auswahl aus 2 Messungen

Die ATP-Antwort, u.a. ein Mal3 fir intaktes Epithel in der nPD, unterschied sich
zwischen den Gruppen nicht signifikant (p=0,401 nach Kruskal-Wallis) (Abb. 3-10).

3.6 Intestinale Kurzschlussstrommessung

Diese Untersuchung wurde nur bei 31 der insgesamt 32 Probanden durchgefihrt, da
eine Probandin erst im Aufklarungsgesprach dber ein Hamorrhoidalleiden mit
operativer Behandlung in der Vergangenheit berichtete. Hamorrhoidalleiden waren als
Ausschlusskriterium  definiert, um  der  erhohten  Blutungsgefahr  nach

Rektumbiopsieentnahme Rechnung zu tragen.
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Abbildung 3-11 Normalverteilung der Stromstarken-Summe nach Gabe von Forskolin, Histamin
und Carbachol in pA/cm?

Eine Normalverteilung lag bei den Ergebnissen der Al (Forsk+Ca+His) nicht vor (p=
0,178) (Abb. 3-11).
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3.6.1 Ergebnisse des Als.(Forsk+Ca+His) zur Beurteilung der CFTR-Funktion

Al (Forsk+Ca+His) Raucher Nichtraucher

mit PR ohne PR | > Nichtraucher
Anzahl Probanden 13 8 10 18
Median ( pA/cm?) 72,1 68,6 100,0 80,2
Interquartil 57,4 24,1 37,2 442
Min/Max ( pA/cm?) 46,9;162,1 | 21,9;155,0 | 68,2;141,7 21,9;155,0

Tabelle 3-20 Median, Interquartil und Range der Stromstarken-Summe nach Forskolin, Histamin
und Carbachol in pA/cm?

Der Median aller Werte fur Alg. (Forsk+Ca+His) betrug 77,2 pA/cm2, Bei den Rauchern
lag er mit 72,1 pA/cm? niedriger als bei den Nichtrauchern insgesamt (80,2 pA/cm3),
dieser Unterschied war aber nicht statistisch signifikant (p=0,541). Der Als. bei den
Nichtrauchern ohne PR lag bei einem Median von 100,0 pA/cm?2 und somit héher als
bei den Nichtrauchern mit PR (68,6 pA/cm?2). Dieser Unterschied war signifikant (p=
0,027). Der Unterschied zwischen den 3 Gruppen Raucher, Nichtraucher mit und ohne
PR war nicht signifikant (p=0,111).

s |_P=0027 |
: p=0.111 '
*b'
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AI, (Forsk+Carbachol+His) pg/cm2

Abbildung 3-12 Boxplot fur Alsc(Forsk+Ca+His) in pg/cmz2
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3.6.2 Kategorisierung des Als.(Forsk+Ca+His) anhand diagnostischer
Referenzwerte

Al (Forsk+Ca+His) | Raucher Nichtraucher Gesamt
mit PR | ohne PR | > Nichtraucher
Normbereich 13 7 11 18 30
Pathologisch 0 1 0 0 1
Gesamt 13 8 11 19 31

Tabelle 3-21 Verteilung der Stromstarken-Summe nach Gabe von Forskolin, Histamin und
Carbachol auf die Referenzbereiche

Bis auf eine Teilnehmerin lagen die Als(Forsk+Ca+His)-Werte aller Probanden
oberhalb der zentrumseigenen Normwertgrenze von 39, 6 pA/cm?2 (Bagheri et al). Die
Teilnehmerin mit erniedrigtem Ergebnis von 21,9 pA/cm? ist Nichtrauchern mit
mehrmals pro Woche bestehender PR-Exposition und einem Cot/Krea-Wert von 10
ng/mg. Der Als.-Wert wurde aus den 4 Messungen mit Werten von 12,4 pA/cmz?, 10,2
MA/cm?2, 13,6 und 51,3 pA/cm? gemittelt. Die Teilnehmerin hatte keine Allergien, war

gesund und litt zum Zeitpunkt der Messung nicht an einer Infektion.

3.6.3 Ergebnisse des Al (Forsk) zur Beurteilung der CFTR-Funktion

Al (Forsk) Raucher Nichtraucher

mit PR ohne PR | > Nichtraucher
Anzahl Probanden 13 8 10 18
Median ( pHA/cm?) 28,7 21,4 33,8 28,1
Interquartil 28,5 12,7 16,1 13,6
Min/Max ( pA/cm?) 11,8;87,32 | -7,5;29,1 | 23,5;50,7 -7,5,50,7

Tabelle 3-22 Median, Interquartil und Range von Alsc(Forsk)
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Abbildung 3-13 Boxplot A Isc (Forsk) in pg/cm?

Al (Forsk) unterschied sich zwischen Raucher und Nichtrauchern nicht signifikant
(p=0,650). Die Differenz der Mediane zwischen Raucher, Nichtrauchern mit und
Nichtrauchern ohne PR-Exposition war aber signifikant (Kruskal-Wallis p= 0,027). Im
U-Test war ein Signifikanzniveau zwischen Nichtrauchern mit und Nichtrauchern ohne
PR Exposition zu finden (p=0,002), nicht aber zwischen Rauchern und Nichtrauchern
ohne PR-Exposition (p=0,522).
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4. Diskussion

Nach Einschluss von 13 gesunden Raucher und 19 gesunden Nichtraucher anhand
ihrer  Cot/Krea-Werte und Unterteilung der Nichtraucher anhand ihrer
Passivrauchbelastung, widmeten wir uns der Frage, ob in diesen Gruppen eine CFTR-
Funktionsbeeintrachtigung messbar ist. Im Folgenden werden die Ergebnisse der
Schweildtestuntersuchung, der nPD und ICM im Kontext der Literatur diskutiert. Auch
wird die Cotininbestimmung erortert, um ihre Vorteile, aber auch Limitationen zu

beschreiben.

4.1 Cotinin im Urin zur Objektivierung der individuellen
Nikotinbelastung

Nach Einschluss aller Teilnehmer und sechs Zweitmessungen der nPD erfolgte die
Cotinin-Bestimmung im Urin, um die Nikotinbelastung durch aktiven oder passiven
Zigarettenrauch zu objektivieren. Hier bestand bei 30 von 32 Teilnehmern eine
Ubereinstimmung  zwischen anamnestisch  berichtetem Rauchverhalten und
gemessenem Cot/Krea-Grenzen. Alle 17 Probanden, die keinen aktiven
Tabakrauchkonsum angaben, hatten eine Cot/Krea-Konzentration im Urin von
Cot/Krea <100 ng/mg, die in Voruntersuchungen als valide Grenze flr Nichtraucher
definiert wurde (Riboli et al. 1995). Bei zwei Probanden fanden wir Diskrepanzen. Sie
berichteten Uber einen Zigarettenkonsum von 6-10 Zigaretten taglich, hatten aber
Cot/Krea-Konzentrationen <100 ng/mg. Riboli et al berichteten ebenfalls von wenigen
Rauchern mit ,falsch-negativen“ Cot/Krea <100 ng/mg. Ein Erklarungsversuch der
Autoren war, dass in der Studie lediglich nach dem Nikotinkonsum der letzten Monate
gefragt worden war, jedoch keine Informationen tber die Rauchmenge der letzten 3-4
Tagen vorlagen. Bei einer HWZ des Cotinin von 20 Std. kénnte somit bei diesen
Teilnehmern eine Rauchabstinenz genau in den letzten 3-4 Tagen vorgelegen haben

und dadurch der Cotiningehalt im Urin im Bereich von Nichtrauchern gesunken sei.

Wir fahren die niedrige Cot/Krea-Konzentration unserer 2 Teilnehmer auf das
Vorgehen unserer Probanden-Rekrutierung zuriick. Studienteilnehmer 13 und 14
gaben beide an, am Abend vor der Messung geraucht zu haben. Wir vermuten daher,
dass diese beiden sich als Raucher ausgegeben haben, um an der Studie teilnehmen

zu kénnen. Denn nachdem sich die Teilnehmer-Rekrutierung schwieriger als vermutet
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darstellte, baten wir die Probanden in ihrem Bekanntenkreis mogliche Interessenten
mit Nikotinkonsum anzusprechen und diese mit uns in Verbindung zu bringen.
Insbesondere Raucher waren zuriickhaltender und gaben als Grund ein schlechtes
Gewissen an, womdglich messbare Funktionsstorungen durch ihr Rauchverhalten zu
erfahren. So fragten auch Teilnehmer 13 und 14 erst an, nachdem wir die Rekrutierung
auf Raucher begrenzten.

Bei allen anderen Teilnehmern bestand eine Ubereinstimmung zwischen anamnestisch
berichtetem Rauchverhalten und gemessenem Cot/Krea-Grenzen. So wurden in dieser
Arbeit umso héhere Cotinin-Konzentrationen gemessen, je kirzer der Abstand vom
Zeitpunkt des Aufwachens war. 7 unserer 13 Raucher berichteten, dass sie am Morgen
der Vorstellung geraucht hatten und 5 weitere innerhalb der letzten 24 Std. Nur von
einem Raucher kennen wir den Zeitpunkt der letzten Zigarette nicht. Dies konnte die
klar Gber dem Grenzwert flr Raucher liegenden Cot/Krea auch fir die ,Wenigraucher*

erklaren.

In der Kohorte waren vorwiegend junge Studenten eingeschlossen. Innerhalb der
deutschen Population stellen sie die Gruppe dar, die im Vergleich zur
Gesamtbevilkerung einen geringeren Raucheranteil hat (RP-Online 2006,
Statistisches Bundesamt 2013). Wir haben uns bewusst fir Studenten entschieden, um
damit ein gesiinderes Kollektiv zu haben, um mdgliche Einflussstérungen auf die
Funktionsmessungen, wie z.B. medikamentdse Einnahme, Komorbiditaten, zu

minimieren.

Das Geschlechterverhéltnis entsprach annahernd den deutschen Verhaltnissen. Im
bundesdeutschen Vergleich sind 58% der Raucher Mannern (Statistisches Bundesamt
2013, Statistisches Bundesamt 2014), in unserem Kollektiv waren 69% aller Raucher

mannlich.

4.2 Tabakrauch und CFTR-Funktion der Schweil3drise

Der mit Pilokarpin-lontophorese gemessene Schweif3chlorid zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern in der eigenen Kohorte
Uberwiegend junger Erwachsener. In der Literatur finden sich widersprichliche
Ergebnisse: Raju et al. fand bei 33 gesunden Nichtrauchern (NR) und 31 gesunden
Rauchern im Alter von 4818 bzw. 50+7 Jahren einen signifikanten Unterschied fir die
(Mittelwerte) Schweil3-Chloridwerte von 14,5+7,7 versus 29,5t13 (Raju et al. 2013).
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Aus der gleichen Arbeitsgruppe war eine weitere Arbeit mit 18 NR und 12 Rauchern
mit einem Zigarettenkonsum >10 pro Tag und >10 Packjahren verdoffentlicht, bei der
sich kein signifikanter Unterschied zwischen dem Schweil3chloridgehalt dieser beiden
Gruppen zeigte (Courville et al. 2014). Beide Kohorten aus der Literatur waren deutlich
alter als die Unseren, umfassen einen hohen Anteil von Afroamerikanern und weisen
z.T. eine langfristige Tabakrauchbelastung von im Mittel 31+14 Packungsjahren
(Courville 2014) auf. Da zehn unserer Raucher jinger als 25 Jahre sind und acht der
13 Raucher weniger als 10 Zigaretten/Tag rauchen, sind sie deutlich geringer belastet
als die Raucher in den beiden anderen Studien. Im Gegensatz zu unserem Kollektiv
litten die Patienten in den Vergleichsstudien in 28% (Raju et al. 2013) bzw. 18%

(Courville et al. 2014) auch unter einer chronischen Bronchitis.

In den letzten Jahren wurde die CFTR-Funktionsmessung an der Schweif3driise um die
experimentell eingesetzte 3-adrenerge Stimulation erweitert (Quinton et al. 2012). Mit
dieser Methode wurde longitudinal bei 7 gesunden Rauchern, die den Nikotinkonsum
beendeten, bereits nach 14 Tagen eine Normalisierung der R-adrenergen (CFTR-
abhangig) Schweilirate (Courville et al. 2015) gemessen. In der konventionellen

Schweil3chloridmessung war jedoch keine Veranderung messbar.

Somit scheint eine CFTR-Funktionsstérung auch an den Schweil3driisen nachweisbar
zu sein. Allerdings ist sie nicht immer mit der klassischen Schweiltestuntersuchung

nach Gibson-Cooke erfassbar.

4.3 Tabakrauch und CFTR-Funktion am intestinalen Epithel

In der vorliegenden Untersuchung findet sich ein Trend zur verminderten CFTR
Antwort bei Rauchern Al (Forsk+Ca+His) im Vergleich zu den Nichtrauchern (Median
72,1 pAlcmz? vs. 80,2 pA/cm? bei Nichtraucher); das Ergebnis ist aber nicht signifikant.
In einer amerikanischen Studie wurde die CFTR-Funktion in der ICM als Al
(Forskolin+IBMX) wiedergegeben und zeigte in den Mittelwerten eine signifikante
verminderte CFTR-Funktion bei Rauchern (Raju et al. 2013). Auch nach Anwendung
des Als, (Forskolin+IBMX) fur die hiesige Studie findet sich kein signifikanter
Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern, die Unterschiede der Mediane
sind sogar noch geringer (Raucher 28,7 vs. 28,1 pA/cm? bei NR). Die Publikation von
Raju enthalt bis auf das Alter und die Ethnie der Probenden keine Charakteristika der

Probanden. Im Mittel lag das Alter der Studienteilnehmer bei 52415 fir Nichtraucher
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bzw. 60+7 Jahren bei den Rauchern. Die Autoren der Publikation betrachten ihr
Ergebnis der ICM als Beweis der CFTR-Stérung jenseits des Atemwegstraktes und
somit einer systemischen Reaktion durch Nikotin.

Bei der Unterteilung der Nichtraucher nach anamnestischer Passivrauchexposition
konnte ein signifikanter Unterschied zwischen diesen Nichtraucher-Untergruppen
sowohl fiur Alg.(Forsk+Ca+His), p=0,027 als auch Als.(Forsk/IBMX) gezeigt werden, p=
0,002. Uberraschenderweise waren diese Parameter bei Rauchern hoher als bei den
Nichtrauchern mit Passivrauchbelastung. Die Gruppengrof3e und die Inhomogenitat der
Passivrauchbelastung der NR mit Passivrauchbelastung schranken aber die
Aussagekraft stark ein.

Ob die Unterschiede dieser Studie zu jener von Raju et al. durch das deutlich jlingere
Alter der hiesigen Probanden oder auch dem inhomogeneren Nikotinkonsum unserer
Rauchergruppe zu erklaren sind, ist nicht klar. Es ist auch aus der o0.g. Publikation nicht
genau zu entnehmen, wie viele Rektumbiopsate entnommen wurden, ob das kleinere
Kollektiv der 15 gesunden Nichtraucher und 17 gesunden Raucher der gleichen
Kohorte angehorte, bei der auch die Schweil3testuntersuchungen durchgefuhrt wurden.
Es stellt sich die Frage, ob es sich - wie bei der Schweil3testuntersuchung der o.g.
Studie - bei den Rauchern um ein anderes Kollektiv mit héherer Morbiditat handelt.
Raju et al. prasentiert die Ergebnisse der ICM als Mittelwerte. Die hierfiir notwendige

Normalverteilung fand sich in unserem Kollektiv nicht.
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4.4 Tabakrauch und CFTR-Funktion am respiratorischen Epithel

Am respiratorischen Epithel zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen Rauchern
und Nichtrauchern fur den mittleren Wiederanstieg APDkgeecinso_Average (-9,0 vs. -28,4
mV, p=0,000). Zwei andere Gruppen haben gleiche signifikante Unterschiede im
Wiederanstieg der nPD von Rauchern und Nichtrauchern gefunden. Bei der ersten
Gruppe handelt es sich um das in Kapitel 4.2 genannte Kollektiv aus 18 gesunden
Rauchern und 12 gesunden NR (-9.6+4,0 vs. -22,3+10,1 mV) (Cantin et al. 2006), bei
der 2. Gruppe ist es das Kollektiv mit 33 gesunden Rauchern und 31 gesunden
Nichtrauchern (-6,3+1,4 vs. -15,2+2,7 mV) (Sloane et al. 2012). Die Messungen dieser
Gruppen erfolgten entsprechend den amerikanischen nPD-Protokoll, das eine leichte
Abwandlung zum hier verwendeten Protokoll darstellt. Ersteres gibt eine Messung an
der unteren Nasenmuschel vor, die Perfusionslosungen werden angewarmt und die
Perfusionsraten kirzer gewdahlt. Trotz der unterschiedlichen Protokolle stimmen die
Aussage der 0.g. Studien mit dieser Arbeit Uberein und bestatigen eine gute Teststéarke

des Parameters APDgreeciiiso-

In dieser Arbeit war die zellulare Integritat der Atemwegsepithelien bei Rauchern und
Nichtrauchern nicht gestort, da sich die Potentialdifferenz (PD) nach Gabe von ATP
nicht signifikant unterschied (3,9 bzw. 5,4 mV, p=0,501). Auch die basale PD (-12,6 vs.
-11,1 mV) als Ausdruck des globalen lonentransportes am Atemwegsepithel differierte
bei Rauchern und Nichtrauchern nicht signifikant. In den o.g. Vergleichsstudien waren

fur diese 2 Parameter keine Aussagen getroffen worden.

In dieser Studie war auch bei der Potentialanderung nach Gabe des ENaC-Blockers
Amilorid (AAmilorid) zwischen Rauchern und Nichtrauchern kein signifikanter
Unterschied messbar (9,6 vs. 8,6 mV). Bei CF liegt als Ausdruck der gesteigerten
Natriumruckresorption AAmilorid deutlich hoher als bei nicht-CF. Beide oben zitierten

Studien kommen bei ihren Kohorten zum gleichen Ergebnis.

Betrachtet man nun die Ergebnisse dieser Arbeit bezlglich einer Relevanz der
Passivrauchexposition, so lasst sich kein signifikanter Unterschied zwischen
Nichtrauchern mit und ohne Passivrauchbelastung zeigen (p=0,678). Publikation zu
dieser Fragestellung sind bisher nicht veroffentlicht worden. Somit bendtigt es weitere
Untersuchungen, um die Frage der Relevanz von Passivrauch auf CFTR zu
beantworten. Da nicht immer von einem linearen Dosis-Wirkungsprinzip bei
tabakrauchinduzierten Schaden auszugehen ist, ist eine sekundare CFTR-Schadigung

auch bei Passivrauch vorstellbar. So treten Inflammation und endotheliale
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Funktionsstorung bereits bei geringen Passivrauchbelastungen auf (Surgeon General
of the United States 2010).

4.5 Auswirkungen auf die Beurteilung der diagnostischer CFTR-
Funktionstests

Die Schweil3chloridwerte in der Pilokarpin-lontophorese liegen bei einem Median von
25 mmol/l. Fast jede dritte Messung weist Werte zwischen 30 und 59 mmol/l und in
keinem Fall Gber 60 mmol/l auf. Diese Verteilung ist fir gesunde Erwachsene im
Gegensatz zu Kindern und Jugendlichen typisch, da die Schweil3chloridwerte bei
gesunden Probanden altersabhéngig sind und bis zum Erwachsenenalter leicht, aber
statistisch signifikant ansteigen (Mishra et al. 2008). Der diagnostische bedeutsame
Grenzwert von >60 mm/l fur die Mukoviszidose gilt hingegen altersunabhéngig
(Naehrlich et al. 2013). Die vorgelegten Ergebnisse entsprechen denen gesunder
Probanden anderer Kohortenuntersuchungen (Mishra et al. 2008). Fir die im Absatz
4.3 genannten Studien waren bei 8 von 30 Teilnehmer bzw. 17 von 64 Teilnehmern
Werte von = 30 bis < 60 zu finden (Raju et al. 2013, Courville et al. 2014). Bei ca. 25-
30% der erwachsenen gesunden Patienten liegen die Schweil3chloridwerte im
Kontrollbereich zwischen 30-59 mmol/l. Dies hat zur Folge, dass nach den aktuellen
Leitlinien bei jedem vierten Erwachsenen mit Verdacht auf Mukoviszidose eine
weiterflhrende CFTR-Diagnostik im Sinne einer CFTR-Genotypisierung und
elektrophysiologische CFTR-Funktionstestung (NPD/ICM) empfohlen werden musste,
unabhangig vom Raucherstatus. Vielmehr ist zu tberlegen, ob die unteren Grenzwerte
des Schweil3chlorids nicht auch entsprechend den nordamerikanischen Empfehlungen

fir Erwachsene auf 40 mmol/l angehoben werden sollten (Farrell et al. 2008).

Die ICM-Messungen der vorliegenden Kohorte liegen trotz tendenziell reduzierter
CFTR-Funktion bei Rauchern und mit Ausnahme einer nichtrauchenden Probandin im
Normbereich. Tabakrauch beeintrachtigt die Aussagekraft des Als.(Forsk+Ca+His) als
Diagnostikum nicht. Der niedrigste Wert bei Rauchern lag mit 49,6 pA/cm? deutlich
tiber dem Cut-Off von 39,6 pA/cm?2.

Bei der Probandin mit pathologischem Als.(Forsk+Ca+His) lag mehrmals pro Woche
Passivrauchexposition vor. Bei der Betrachtung der ICM-Messung dieser Probandin
waren alle Qualitatskriterien fir eine verwertbare ICM-Messung erfillt. Es zeigt sich
eine positive Reaktion auf Forskolin/IBMX, die bei Mukoviszidose im negativen Bereich

liegt, jedoch keine positive Reaktion auf Carbachol und Histamin in drei der 4 Proben.
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Bei Nicht-CF ist auch bei Carbachol und Histamin eine positive Reaktion vorhanden.

Eine Zweitmessung wurde angestrebt, von der Teilnehmerin aber abgelehnt.

Vergleichsstudien liegen nicht vor, so dass bei dieser gesunden Probandin eine

Erklarung fir den pathologischen Befund derzeit nicht moglich ist.

Bei der nPD ist die Interpretation der Ergebnisse dieser Studie in Bezug auf eine

diagnostische Wertigkeit komplexer:

Nach Durchflhrung der ersten nPD bei allen 32 Teilnehmern liegt das Ergebnis
fir APDreeciiso__Best, der dem besten Wiederanstieg auf chloridfreie Ldsung
und Isoproterenol einer Nasenhdlfte entspricht, bei 11 Teilnehmern nicht im
Normbereich, wenn die vorherrschenden Kriterien zur Diagnose einer CF
herangezogen werden (Keenan et al. 2015). Eine Signifikanz bezuglich
Rauchverhalten liegt dabei nicht vor (exakter zweiseitiger Fisher Test p=0,176).

Bei Anwendung des Wilschanski Scores fir das Kollektiv liegt das Ergebnis
einer einzigen Probandin im pathologischen Bereich fur Mukoviszidose-
Erkrankte. Diese war Nichtraucherin, litt zum Zeitpunkt der Messung jedoch an

einem akuten Atemwegsinfekt.

Bei Verwendung des Sermet Scores sind 2 Raucher und 2 Nichtraucher im
pathologischen Bereich fiir Mukoviszidose-Patienten. Eine Nichtraucherin mit

pathologischem Score hatte einen Atemwegsinfekt.

Eine Zweitmessung bei allen 11 Personen mit nicht im Normbereich liegenden

APDrcecinso__Best-Werten wurde angestrebt, um die 0.g. Ergebnisse zu verifizieren, war

aber nur bei 6 Probanden zu realisieren, da die Gbrigen nicht erreichbar waren.

Nach Auswahl des besseren APDgeciiso_Best aus den beiden Messungen der 6

Personen erfolgte erneut die Beurteilung anhand der diagnostischen Scores. Folgende

Veranderungen waren zu finden:

APDreecinso_Best: Ein Raucher liegt weiterhin im pathologischen Bereich von
CF-Erkrankten. Leider ist bei ihm keine zweite Messung mdglich gewesen. 4

weitere Raucher lagen im kontrollbedtrftigem Bereich (siehe auch Tab 3.9a).
Beim Wilschanski Score sind nun die Werte aller Probanden im Normbereich.

Beim Sermet Score sind 3 Raucher im pathologischen Bereich.

52



Dies lasst folgende Aussagen uber den Einfluss von Tabakrauch auf die diagnostische
Wertigkeit der nPD zu:

¢ Unabhangig vom Raucherstatus sollte bei allen Teilnehmern eine zweite,
bestatigende Messung erfolgen, wenn APDgceciiso_Best herangezogen wird und
sich pathologische oder grenzwertige Befunde zeigen.

e Bei Einsatz des APDgreeciiso_Best fuhrt die sekundédre CFTR-Stérung durch
Nikotinrauch in einigen Fallen zur Uberlappung mit den fir CF-Diagnostik
bestehenden Referenzbereichen. Daher ist beim Einsatz dieses Parameters
zumindest eine Zweitmessung, optimalerweise nach Rauchabstinenz
empfehlenswert, weil eine Erholung des CFTR-Funktion méglich erscheint.

¢ Bei Verwendung des Wilschanski Scores ist bereits bei der 1. Messung kein
Einfluss von Tabakrauch auf die diagnostische Aussage vorhanden. Die einzige
Person, die Nichtraucherin ist, und einen pathologischen Score hatte, litt an
einem Infekt und hatte deswegen auch im Rahmen einer diagnostischen
Abklarung eine Empfehlung zur Zweitmessung erhalten.

o Der Sermet Score bewegt sich in seiner Aussagekraft zwischen dem APDrgeeciiso
und Wilschanski Score.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass der Wilschanski Score in dieser Kohorte am

besten zwischen primérer und sekundarer CFTR-Stérung differenzieren kann. Dies

liegt daran, dass er neben der APDrgeecnso auch die Amiloridantwort (AAmil)
einbezieht, die bei CF durch die verstarkte Na2'-Ruckresorption deutlich verstarkt
ist, aber nicht bei Rauchern. Ein statistisch signifikanter Unterschied des AAmilorid

liegt in dieser Studie zwischen Rauchern und Nichtrauchern nicht vor (p= 0,526).

4.6 Reversibilitat der tabakrauchinduzierten CFTR-Funktionsstdrung

In der Literatur sind keine einheitlichen Ergebnisse beziiglich einer Reversibilitat der

CFTR-Funktionsstérung nach Rauchabstinenz zu finden:

So zeigt eine Arbeitsgruppe einen signifikanten Unterschied in den Schweif3chlorid-
ergebnissen von ehemaligen Rauchern mit COPD im Gegensatz zu gesunden
Kontrollen, nach mehr als einem Jahr Nikotinabstinenz. In der selben Kohorte
unterscheidet sich der Wiederanstieg der PD nach chloridfreier Losung und
Isoproterenol bei den ehemaligen Rauchern nicht von den gesunden Nichtrauchern

(Raju et al. 2013). Die ist allerdings nur eine Querschnittsstudie.
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Bisher ist eine Langsschnittuntersuchung zu dieser Frage durchgefihrt worden. Hier
wurde die CFTR-Funktionsmessung an der Schweil3drise mittels (-adrenerger
Stimulation durchgefuhrt (Quinton et al. 2012). Mit diesem Verfahren war bei 7
gesunden Rauchern, die den Nikotinkonsum im Rahmen der Studie beendeten, bereits
nach 14 Tagen eine Normalisierung der R-adrenergen (CFTR-abhéngig) Schweildrate
(Courville et al. 2015) zu messen.

4.7 Limitationen

Die aufwendigen Untersuchungen am Patienten setzen der Bereitschaft zur Teilnahme
an der Studie enge Grenzen. Gerade die Rekrutierung von Rauchern gestaltete sich
schwierig, da der negative Effekt von Tabakrauch untersucht und die Rate von
Rauchern unter der primaren Rekrutierungsgruppe, junger Studenten, mit 16% (RP-
Online 2006) deutlich unter der der Allgemeinbevolkerung von 25-30% (Statistisches
Bundesamt 2013) liegt. Weiterhin wurde auf eine CFTR-Genotypisierung aller
Probanden verzichtet, da die geschatzten Heterozygotenfrequenz in Deutschland mit
1:50 deutlich unter unserer Probandenzahl lag. Auch war es bei einem Probanden mit
im pathologischen Bereich flir Mukoviszidose liegenden APDrgeeciniso Nicht méglich eine

Zweimessung durchzufihren, wie das fur 6 andere Teilnehmer erfolgte.

Die PR-exponierten Nichtraucher stellten eine inhomogene Gruppe dar. Wahrend 4
Probanden taglich bzw. mehrmals in der Woche PR exponiert waren die Ubrigen 4
diesem nur einmal pro Woche oder seltener ausgesetzt. Die Ungleichheit der Gruppe
konnte ein Grund fir die fehlende Signifikanz der APDgecciiso-Werte im Vergleich zum
Kollektiv der NR ohne PR sein.

4.8 Schlussfolgerung und Aussichten:

In dieser Untersuchung wurde eine sekundar durch Tabakrauch induzierte CFTR-
Funktionsstorung am respiratorischen Epithel, jedoch nicht an der Schweil3drise und

an intestinalem Epithel nachgewiesen, die 2 Kernaussagen zuldsst:

1. Der Nachweis einer sekundéren CFTR-Funktionsstorung, die auch von anderen
Arbeitsgruppen bei Rauchern gezeigt wurde, bietet neue therapeutische
Ansatze fur die hauptsachlich durch Tabakrauch hervorgerufene (Chronic
Obstructive Pulmonary Disease) COPD, weil auch Symptome wie chronische

Bronchitis bei dieser Volkskrankheit denen der CF ahneln. So wurde der oral
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bioverfugbare CFTR-Potentiator Ivacaftor, welcher bei CF-Patienten mit Gating-
Mutationen bereits erfolgreich eingesetzt wird, zur Verbesserung von
tabakrauchinduzierter CFTR-Stérung an  Zellkulturen aus humanem
Bronchialepithel untersucht. Nach Gabe von Ivacaftor konnte eine signifikante
Steigerung der mukoziliaren Transportrate sowie Zunahme des Airway surface
liquid (ASL) an Tabakrauchextrakt exponierten Zellen gegenuber der Kontrolle
gezeigt werden (Sloane et al. 2012). Unlangst wurde auch eine doppelblind-
placebokontrollierte Pilotstudie mit Ivacaftor an Rauchern und ehemaligen
Rauchern mit chronischer Bronchitis initiiert. Nach 14tagiger Therapie zeigten
sich in der Verumgruppe ein Trend zur verbesserten CFTR-Funktion im
Schweil3chlorid und in der nasalen Potentialdifferenzmessung, die aber noch

nicht signifikant war (Solomon et al. 2016).

Die sekundare CFTR-Stérung durch Tabakrauch kann die Diagnostik einer CF
mittels nPD beeinflussen, wenn der Einsatz des besten oder mittleren
Wiederanstiegs nach chloridfreier Ldésung und Isoproterenol (= A
PDrreecinso_Best bzw. _Average) verwendet wird. Demgegeniber war der
Wilschanski-Scores zur Diskriminierung einer sekundar bedingten CFTR-
Dysfunktion von einer primaren deutlich Uberlegen. Es empfiehlt sich in der
Funktionsdiagnostik zum Ausschluss oder Nachweis einer CF die Erfassung
des Raucherstatus, optimalerweise durch Cotinin-Bestimmungen,
durchzufiihren, um diesem ,Bias“ gerecht zu werden. Wenn auch in dieser
Studie keine signifikanten CFTR-Storungen durch Passivrauch zu messen
waren, so ist eine Beeintrachtigung nicht grundsatzlich ausgeschlossen und
bedarf weiterer Untersuchungen, da bei passivrauchexponierten Kindern eine
deutliche Uberschreitung der Cotinin-Kreatinin Konzentration tber den fir
Erwachsene definierten CutOff von >200 ng/mg im Urin gezeigt werden konnte

(Reese et al. 1992). Hier sind weitere Studien notwendig.
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5. Zusammenfassung

Tabakrauch fuhrt u.a. Gber Inflammation und verminderter mukoziliarer Clearance an
den Atemwegen zur chronischen Bronchitis und chronisch obstruktiven
Atemwegserkrankung (COPD). Tierexperimentelle Untersuchungen zeigen eine
Verminderung des mMRNA-Spiegels des CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator)-Proteins sowie des Chloridtransports nach Exposition mit

Tabakrauchextrakt.

CFTR ist ein wichtiger Chloridkanal an der apikalen Zellmembran exokriner Driisen.
Der Mukoviszidose liegt ein CFTR-Funktionsverlust von mehr als 270% zugrunde, der

Uber Sekretretention zu chronischer Inflammation und Infektion der Atemwege fiihrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezielt bei 13 gesunden Rauchern im Vergleich zu 19
gesunden Nichtrauchern der Schweil3test, die nasale Potentialdifferenzmessung und
die intestinale Kurzschlussstrommessung (ICM) am Rektumepithel untersucht. Der
Tabakrauchkonsum wurde mittels Cotininbestimmung im Urin objektiviert. Ziele der
Untersuchung waren der Einfluss von Tabakkonsum auf die quantitative CFTR-
Funktion der verschiedenen Organsystemen und die diagnostische Wertigkeit von
Schweil3test, nPD und ICM.

Raucher weisen eine in der nPD signifikante Reduktion CFTR-abhangiger
Chloridsekretion bei Gabe der chloridfreien Losung und Isoproterenol auf (APDgeeciiso -
9,0 mV vs.-28,4 mV, p=0,000). In der ICM war ein Trend zur erniedrigten CFTR-
Funktion bei den Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern messbar, (Al
(Forsk+Ca+His) 72,1 vs. 80,2 pA/cm?). Beim Schweildtest zeigten sich keine
Unterschiede. Unter Berlicksichtigung diagnostischer Referenzwerte sind die
erniedrigten Chloridwerte in der nPD bei 4 Rauchern als kontrollbedirftig zu bewerten
und bei einem Raucher im pathologischen Bereich fir Mukoviszidose. Wendet man
dagegen den sog. Wilschanski-Score fir die nPD an, der auch die Funktion des
epithelialen Natriumkanals bericksichtigt, so lagen alle Probanden unabh&angig vom
Raucherstatus im Normbereich. Beim Schweildtest und der ICM lagen Raucher trotz
CFTR-Funktionsstérung nicht im pathologischen Bereich, der fir die Mukoviszidose

definiert ist.

Die sekundare CFTR-Funktionsstorung bei Tabakrauch bietet therapeutische Ansatze

(z.B. Ivacaftor) zur Behandlung tabakrauchinduzierter Lungenerkrankungen. Fir die
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diagnostische Beurteilung von CFTR-Funktionstests fur die Mukoviszidose ist das
Wissen um den Tabakkonsum notwendig.

6. Summary

Tobacco smoke induces inflammation and impaired mucocilliary clearance in the
airways, which leads to chronic bronchitis and chronic obstructive lung disease
(COPD). Animal models showed reduced CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Regulator) mRNA levels and decreased chloride secretion after cigarette smoke

exposure.

CFTR is an important chloride channel in the apical epithelial membrane of exocrine
glands. Cystic fibrosis is caused by a functional deficit of more than 70% of CFTR
which results in mucus retention preceding chronic inflammation and infection in the

respiratory tract.

In this study sweat test, nasal potential difference (nPD) and intestinal current
measurement (ICM) in rectal biopsies were performed in 13 healthy smokers and 19
healthy nonsmokers. Cigarette smoke exposure was defined by urine cotinine. The aim
of the study was to determine the impact of cigarette smoke on the quantitative CFTR-
function in sweat glands, airway and intestine and on the diagnostic cut-offs of these

diagnostic techniques.

Smokers had a significant decreased chloride secretion in nPD compared to
nonsmokers (APDgeecinso -9,0 mV vs.-28,4 mV, p=0,000) after perfusion of chloridefree
solution and isoproterenol. There was a trend to reduced CFTR-function in the ICM of
smokers, although not significant (Als. (Forsk+Ca+His) smokers 72,1 vs.nonsmokers
80,2 pA/cm?).

From the CF diagnostic point of view one smoker had a pathologic and four smokers
showed an intermediate range due to CFTR-dysfunction. In contrast the so called
Wilschanski Score (reflecting function of CFTR-channel and epithelial sodium channel

(ENaC)) in nPD as well as sweat test and ICM results did not reach pathologic cut-offs.

The suppressed CFTR function due to tobacco smoke offers a target for therapeutic
efforts in COPD, i.e. the CFTR potentiator ivacaftor. Information about smoking status

is important for the use of nPD and ICM as diagnostic tools for cystic fibrosis .
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Anhang

Einverstandniserklarungen

Studie zu neuen Methoden zur Diagnose der Mukoviszidose

(Information fur volljahrige Probanden; Version 1.1. vom 07.07.2014)

Liebe Studienteilnehmer,

die Diagnose der Mukoviszidose (angeborene Stoffwechselerkrankung mit
Bauchspeicheldrisenunterfunktion und/oder chronischer Lungenerkrankung) ist
auch im Zeitalter von Schweiltest und genetischen Untersuchungen im
Einzelfall schwierig zu stellen. In diesen Fallen sind Funktionsuntersuchungen
des Chloridkanals an der Oberflache schleimbildender Driisen von besonderer
Bedeutung. Diese Funktionsuntersuchungen werden an der Nasen- und
Darmschleimhaut durchgefuhrt. Zur Beurteilung der Ergebnisse sind wir auf
Befunde von Mukoviszidosepatienten und Gesunden angewiesen.

1. Ziele, Methoden und Ausschlusskriterien der Untersuchung

Im Rahmen dieser Studie sollen Ergebnisse der Funktionsuntersuchungen an
der Nasen- und Darmschleimhaut erhoben und bei Mukoviszidosepatienten und
Gesunden verglichen werden. Diese Untersuchungen sollen bei 50
Mukoviszidosepatienten  und 50 Gesunden zur Erhebung von
Referenzbereichen sowie bei Patienten mit Verdacht auf Mukoviszidose
durchgefuhrt werden. Sollten Sie in den letzten 30 Tagen vor dem
Untersuchungszeitpunkt an einer Medikamentenstudie teilgenommen
haben, sollte die Untersuchung verschoben werden. Sollte bei Ihnen eine
vermehrte Blutungsneigung und/oder Hamorrhroiden vorliegen, bitten wir
Sie, uns dies mitzuteilen.

2. Ablauf der Untersuchungen
Die Probanden werden in die Studie eingeschlossen, sobald Sie zugestimmt

haben. Die Untersuchung besteht aus einem Schweil3test, der Messung der
Chloridkanalfunktion an der Nasenschleimhaut (nasale
Potentialdifferenzmessung) und einer Entnahme von Enddarmgewebeproben
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zur Messung der Chloridkanalfunktion auf3erhalb des Korpers (im Labor)
(intestinale Kurzstrommessung).

Beim Schweil3test werden fur 5 min auf dem Unterarm zwei ca. 5 cm grof3e
Gelscheiben mittels eines elastischen Bands befestigt und Uber einen niedrigen
Strom die Schweil3produktion angeregt. Dabei kann es zu einem Kribbeln und
einer Hautr6tung kommen, die sich innerhalb einiger Stunden vollstandig
zuriickbildet. AnschlieRend werden die Gelscheiben entfernt und an einer
dieser Stellen ein SchweiRsammelgefal? (ahnlich wie eine Armbanduhr) mit
einem elastischen Band fur 30 min befestigt. Dieses wird anschlielend entfernt
und der Schweil3 aus dem Sammelgefal3 zur Untersuchung weitergeleitet. Die
Untersuchung dauert insgesamt 40 min.

Fur die Messung der Choridkanalfunktion an der Nase wird am Oberarm eine
kleine Nadel oberflachlich in die Haut eingefuhrt. Mit einem zweiten weichen
Schlauch wird in einer Nase ein Messpunkt gesucht und der Schlauch
anschlieBend mit Pflastern befestigt. Danach spulen wir Uber diesen Schlauch
die Nase mit unterschiedlichen, geschmacklosen Flussigkeiten, die
Natriumkanéle blockieren (Amilorid) und Chloridkanéale stimulieren (chloridfreie
Losung, Isoproterenol (Betasympathomimetikium) und ATP). Dabei sollte der
Kopf nach vorne gebeugt und ruhig gehalten werden, damit die Flussigkeiten
zur Nasenspitze hin ablaufen kénnen und die Untersuchung gut zu beurteilen
ist. In der Nase sind ein leichtes Kribbeln und ein stdndiges Naselaufen durch
die Flussigkeiten zu spuren. Nach circa 15 min ist die Untersuchung beendet
und es wird die andere Nasenseite untersucht. Die gesamte Untersuchung
dauert 30 min.

Durch eine Urinanalyse bestimmen wir den Cotiningehaltes als wichtiger
Metabolit des Nikotins. Dieser kann auch bei Passivrauchen erhoht sein. Es gibt
wissenschaftliche Hinweis darauf, dass Zigarettenrauch einen Einfluss auf die
0.g. Chloridkanalfunktion hat und somit bei der Beurteilung der Ergebnisse
berlcksichtigt werden muss.

Als letzte Untersuchung entnehmen wir kleine oberflachliche Gewebeproben
aus dem Enddarm zur Messung der Chloridkanalfunktion im Enddarm. Hierzu
mussen Sie sich auf den Ricken legen, die Hose etwas herunterziehen und
die Beine anwinkeln. Wie beim Fiebermessen wird ein kleines stumpfes
Instrument in der GrolRe eines Kugelschreibers 5 cm in den Enddarm
eingefuhrt. Dabei spirt Ihr Kind einen leichten Druck. Danach werden Uber
einen leichten Unterdruck ca. 5x5mm groRe Gewebsproben in seitliche
Offnungen des Instrumentes angesaugt und abgetrennt. Da im untersuchten
Darmabschnitt keine Schmerzfasern angelegt sind, spiren Sie keinen Schmerz.
Dieser Vorgang wird viermal wiederholt, um 8 Biopsien zu untersuchen. Danach
werden die Gewebsproben im Labor untersucht und fir Sie ist die
Untersuchung abgeschlossen.
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Nach ca. 2 Tagen nach den Untersuchungen werden wir Sie telefonisch
kontaktieren, um nach der Akzeptanz der Untersuchung zu fragen.

3. Madglicher Nutzen
Die Ergebnisse der Messungen an Mukoviszidosepatienten und Gesunden sind

die Grundlage fur die Erstellung von Referenzbereichen. Diese
Referenzbereiche bilden die Grundlage fur die Beurteilung der Befunde von
Verdachtsfallen. Die gesammelten Erfahrungen helfen uns, die Beurteilung
fortlaufend zu entwickeln und die Referenzbereiche auf eine breite Basis zu
stellen.

4. Mogliche Risiken
Beim Schweildtest kann es zu einem Kribbeln und einer vortbergehenden

Hautrétung kommen. In sehr seltenen Fallen (in weniger als einem von 50000
Untersuchten) kann es zu einer geringfligigen Hautverbrennung kommen, die
innerhalb von 1-2 Wochen ohne oder mit lediglich geringflgiger Narbenbildung
abheilt.

Bei der Messung der Choridkanalfunktion an der Nase wird eine subkutane
Referenzelektrode tber eine kleine Nadel am Arm angeschlossen. Dabei kann
es in seltenen Fallen zu Blutungen, Gefal3- oder Nervenverletzungen kommen.
Anschlie3end werden Uber einen weichen Schlauch an der Nasenschleimhaut
die Potentialdifferenzen gemessen und lonenkandle durch verschiedene
Substanzen und Lésungen beeinflusst. Dabei kann es in seltenen Féllen zu
Verletzungen, leichten  Reizungen und leichten  Blutungen der
Nasenschleimhaut kommen. Schwerwiegendere Komplikationen sind aus der
bisherigen Literatur nicht bekannt. Die Testsubstanzen enthalten Medikamente
(Amilorid, Isoprenalin, Adenosintriphosphat) in sehr geringen Konzentrationen,
so dass keine Nebenwirkungen zu erwarten sind, auch fur den Fall, dass ein
Teil der Flussigkeit verschluckt werden sollte.

Fur die Messung der Chloridkanalfunktion im Enddarm sind 6-8 oberflachliche
Gewebsproben notwendig. Bei der Entnahme kann es sehr selten zu
Verletzungen der Darmwand und starkeren Blutungen kommen, die besondere
Mafl3nahmen (z.B. Blutstillung) erfordern.

5. Datenschutz
Wie Ublich unterliegen alle Mitarbeiter des Behandlungsteams und die

Mitarbeiter aller anderen beteiligten Institutionen der arztlichen Schweigepflicht.
Bei  wissenschaftlichen  Studien werden personenbezogene Daten,
insbesondere medizinische Befunde erhoben. Die Weitergabe, Speicherung
und Auswertung dieser studienbezogenen Daten erfolgt nach den gesetzlichen
Bestimmungen des Datenschutzgesetzes und setzt vor der Teilnahme an der
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Studie folgende freiwillige Einwilligungen voraus: Sie erklaren sich damit
einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie erhobene Daten und
Krankheitsdaten in Papierform und auf elektronischen Datentragern
aufgezeichnet werden. Soweit erforderlich, dirfen die erhobenen Daten
pseudonymisiert (verschlisselt) an den Studienleiter, Dr. Nahrlich (Giel3en)
oder eine von diesem beauftragte Stelle zum Zwecke der wissenschaftlichen
Auswertung weitergeben werden.

Falls Sie lhre Einwilligung, an der Studie teilzunehmen, widerrufen, mussen alle
Stellen, die personenbezogene Daten gespeichert haben, unverziglich prifen,
inwieweit die gespeicherten Daten fur die Pflicht zur Vorlage vollstandiger
Unterlagen noch erforderlich sind. Nicht mehr bendétigte Daten sind
unverzuglich zu I6schen.

Die Veroffentlichung der Studienergebnisse erfolgt selbstverstandlich in
anonymisierter und zusammengefasster Form.

6. Freiwilligkeit der Teilnahme
Ihre Teilnahme ist absolut freiwillig. Sie kdnnen lhr Einverstandnis jederzeit,

auch wéhrend der Studie ohne Angaben von Grinden zurticknehmen. lhnen
entstehen daraus fir die weitere Behandlung keine Konsequenzen. Sollten Sie
nicht langer an der Studie teilnehmen wollen, setzten Sie sich bitte mit uns
Verbindung.

Fiar lhre Fragen steht Ihnen lhr behandeinder Arzt jederzeit zur Verfigung.
Schon jetzt vielen Dank fir lhre Bereitschaft zur Teilnahme.

Ansprechpartner:

Dr. Lutz Nahrlich

Universitatsklinikum Gief3en Marburg GmbH
Zentrum fir Kinderheilkunde und Jugendmedizin
Feulgenstr. 12

35385 GielRen
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Anamnesebogen nach SOP ICM_EUO0O01, Version 2.7
Fragebogen ftr Studienteilnehmer

Untersuchungdatum:
Geschlecht:
Name:
Geburtsdatum: Weiblich / mé&nnlich
Herkunft:
Tel: Welche Uhrzeit:
Haben Sie.... ... Husten? Chronisch/akut | Ja / Nein
In den letzten 2 Wochen Ja / Nein
einen Infekt?
..jemals Atemnot gehabt? |Ja / Nein
... Nasenpolypen ? Ja / Nein
Wenn, ja, wurden Sie Ja / Nein
schon mal operiert?
.... Nasenbluten Ja / Nein
... Asthma: Ja / Nein
.... COPD: Ja / Nein
.... Bronchiektasen ? Ja / Nein
.... Allergien: Ja / Nein
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... Heuschnupfen ? Ja / Nein
_ Ja / Nein
.... Chronischer
Schnupfen?
.... chron. Sinusitis ? Ja / Nein
...Gerinnungsstérung ?
Ja / Nein
...Hamorrhoiden Ja / Nein
.... eine Lebererkrankung ? | Ja / Nein
.... Laborwerte erhoht ? Ja / Nein
Wenn ja, auch ....
... Fettleber? Ja / Nein
... Pfortaderhochdruck ? Ja / Nein
.... Leberzirrhose ? Ja / Nein
.... Leibliche Kinder? Ja / Nein
Haben Sie....
Ja / Nein
.... unerfullten
Kinderwunsch?
Gibt es in lhrer Familie Mukoviszidose/Zystische
Mitglieder mit... Fibrose ? Ja / Nein

... ungeklarten Todesfallen
im Kindesalter?
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Medikamente:

Nehmen Sie ... Schleimldser wie ACC,
regelmaRig/aktuell... Ambroxol? Ja / Nein
....Asthma-Sprays? Ja / Nein
Wenn ja, welche?
...Antibiotika? Ja / Nein
Wenn ja, welche?
..Azithromycin/Zithromax? |Ja / Nein
_ - |Ja / Nein
Blutverdiinnende Mittel wie
Macumar, ASS, Heparin?
... Cortisontabletten ? Ja / Nein
Corticosteroids:
Wenn ja, welche?
... Cortisonspray? Ja / Nein
Wenn ja, welches?
...Nasenspray? Ja / Nein

Wenn ja, welches?

Sind Sie in pneum.
Betreuung?

Ja / Nein
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Erndhrungsstatus:

Gewicht: Lange:

Bin Nichtraucher: Schon immer Seit: Jahren

Bei Rauchern:

o _ Wann zuletzt?
Wieviele Zigaretten

rauchen Sie taglich? (7d)

Seit wievielen Jahren
rauchen Sie?

Wann zuletzt?

o _ _ In Stunden:
Wieviel Passivrauch sind

Sie tgl. ausgesetzt? (7d)

Vielen Dank fur lhre Teilnahme!

Selbstverstandlich werden Ihre Angaben streng vertraulich
behandelt und nicht an Dritte weitergegeben.

SWEAT TESTS

Method: Gibson and
Cooke / Coulometry

Uhrzeit: Mmol/l (1. Messung) Mmol/l (2. Messung)
NPD-Messung: Beginn: Ende:
GENOTYPE
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Genotype known: Ja / Nein
Allelel: Allele 2:

Lungfunction:

FEV1 (L): FEV1 (%pred):

FVC (L): FVC (%pred):

FEF25-75 (L): FEF25-75 (Y%pred):

CT scan scoring:

NUTRITIONAL STATUS BMI:
Biopsieproben: Beginn: Ende:
Anzahl:

Beginn ICM-Messung: Ende:

PANCREATIC FUNCTION

PS/PI

Fecal elastase:

Fecal fat (72 hrs):

OTHER COMPLICATING
CONDITIONS
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