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1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Die Mukoviszidose, auch Cystische Fibrose (CF) genannt, ist mit einer Pravalenz
von 1:3000 die haufigste angeborenen Stoffwechselerkrankung der weilken
Bevolkerung in Mitteleuropa und den USA [1, 2]. Die Erkrankung wird autosomal
rezessiv vererbt. Man schatzt die Anzahl der heterozygoten Merkmalstrager, die
keine Symptome aufweisen, auf ca. 5 % [3].

Das CF Gen, das im Jahre 1989 identifiziert wurde, ist auf dem langen Arm des
Chromosoms 7 im Bereich 7g3.1 lokalisiert und besteht aus 27 Exons. Es kodiert
ein Protein von 1480 Aminosauren, das den Namen ,Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator® (CFTR) erhielt. Bei der haufigsten
Mutation, Delta F508, die in Europa bei etwa 75-80 % der CF-Patienten vorliegt,
fehlen 3 Nukleotide, die fur Phenylalanin an der Position 508 des Proteins
kodieren [2, 4, 5, 6]. Weitere relativ haufige Mutationen sind R553X, N1303K,
G542X, G551D und R347P. Darliber hinaus wurden inzwischen mehr als 1500
verschiedene Mutationen identifiziert, und diese Zahl nimmt standig zu [7].

Je nach Gendefekt kommt es an verschiedenen Stellen zu Stdérungen der
Proteinsynthese. Deshalb teilt man die CF-Mutationen inzwischen in 6
Defektklassen ein (Abb.1.1) [7, 8, 9].
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Abb.1.1 : CF-Mutationen mit 6 CFTR-Defektklassen (A bis F) der Synthese bzw. des
CFTR-Processing (modif. nach Gallati [10])

CFTR = Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator; ENaC = Epithelialer
Natriumionen-Kanal; ORCC = Outwardly Rectifying Chloride Channels; MSD =
transmembrane Domé&nen; NBF Nukleotidbindungsfalten (binden ATP); RD = R-Doméne
(die eigentliche Pforte fiir Chlorionen: Offnung in phosphoryliertem Zustand, Blockade des
lonenflusses bei fehlender Phosphorylierung); ER = Endoplasmatisches Reticulum

Der Klasse | werden die Mutationen zugeordnet, bei denen kein intaktes Protein
vorliegt, z. B. R553X oder G542X. Zur Klasse Il zahlt man die in Europa mit
Abstand haufigste Mutation Delta F508. Hier kommt es zu einer fehlerhaften
Faltung und Reifung des Proteins. Defekte der Klasse Ill weisen eine gestorte
Regulation und Aktivierung des CFTR-Komplexes auf; dieser Gruppe ist
beispielsweise die Mutation G551D zugeordnet. Gruppe IV weist eine gestorte
lonenleitfahigkeit des CFTR-Kanals auf; Beispiele hierfur sind R117H oder R347P.



Die Storung bei Klasse V liegt in einem inkorrekten Splicing, das fur eine deutlich
reduzierte Menge an intaktem Protein verantwortlich ist. Klasse VI weist eine
defekte Regulation anderer lonenkanale auf.

Je nach Mutationsklasse kommt es zu unterschiedlich schweren Verlaufsformen
der Mukoviszidose, wobei allerdings bei derselben Mutation eine erhebliche
Varianz in der Auspragung bestehen kann [11, 12].

Folge des defekten CFTR-Proteins ist eine Permeabilitdtsstérung von
Epithelzellen vieler Organe fur Chlorionen wie auch fur andere Anionen [13, 14].
Dadurch kann beispielsweise in den Ausfuhrungsgangen der Schweil3drisen von
CF-Patienten - im Gegensatz zu Gesunden - kaum NaCl rluckresorbiert werden,
was zu einem hoheren Verlust an Natrium und Chlorid Gber den Schweild flhrt [15,
16, 17, 18, 19]. Diese hohe NaCl-Konzentration im Schwei® kann mit Hilfe des
Schweildtestes (Schweildanalyse mittels lontophorese nach lokaler Pilocarpin-
Stimulation) gemessen werden, grenzwertige Ergebnisse sind aber nicht selten
[20, 21, 22].

Zum Repertoire der CF-Diagnostik gehort seit einiger Zeit neben Schweil3- und
Genanalyse auch die Potenzialdifferenzmessung an der nasalen Mucosa [23].

Diese Messmethode ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

1.2 lonentransportstorung am respiratorischen Epithel bei Mukoviszidose

Der lonentransport durch die Zelle der bronchialen Mucosa ist fur die
Zusammensetzung des Bronchialsekretes von groRer Bedeutung. Er erfolgt tUber
unterschiedliche Transportsysteme.

Bei der Mukoviszidose kommt es - wie bereits erwahnt - zu einer lonentransport-
stérung, von der insbesondere die Chlorid- und Natriumkanale betroffen sind (Abb.
1.2) [24]. Natrium-lonen werden hauptsachlich aufgrund eines elektrochemischen

Gradienten an der luminalen Seite der Mucosazelle aufgenommen und an der



basolateralen Membran mit Hilfe der Na-K-ATPase gegen Kalium ausgetauscht
[24, 25, 26]. Der Chloridtransport an der apikalen Membran erfolgt Uber einen
cAMP-regulierten Chloridkanal, der dem Glykoprotein des CFTR-Gens entspricht
[27, 28, 29, 30]. Ein zweiter ,alternativer® Weg lauft Uber die Aktivierung der
Calcium-abhangigen Proteinkinase mittels Calcium [25, 26]. Weiterhin gibt es
parazellulare Transportvorgange, die zum Teil noch strittig sind und deshalb hier
nicht naher erlautert werden sollen [18, 24, 31, 32].

Der bei der Mukoviszidose gestorte transepitheliale Natrium- und Chloridtransport
wirkt sich verhangnisvoll aus: An der luminalen Membran resultiert eine gestorte
Chloridsekretion und konsekutiv eine exzessiv gesteigerte Absorption von Natrium
und Wasser. Dies fuhrt wiederum zu einer Viskositatszunahme und Veranderung
der Elektrolytkonzentration der Sekrete [13, 18, 24, 25, 32, 33, 34, 35, 36].

Bei der Mukoviszidose sind nach der derzeitigen Lehrmeinung vorrangig die
Chloridkanale betroffen, die per Phosphorylierung der cAMP Molekule gesteuert
werden. Die sogenannten alternativen Kanale, die Calcium-abhangig sind, sind bei
CF-Patienten wie bei Gesunden voll funktionstlichtig. Sie kbnnen einen geringen
Teil der defekten Chloridsekretion kompensieren, eine vollstandige Kompensation
ist nach derzeitigem Kenntnisstand nicht moglich (Abb.1.2) [27, 37].

Kurzlich prasentierte Ergebnisse zeigen auch Unterschiede der epithelialen
Natrium-Kanale auf mRNA- und Protein-Ebene [38]. Danach ist die Natrium-
Hyperabsorption nicht allein durch den elektrochemischen Gradienten zu erklaren,
sondern auch durch die Generierung zusatzlicher Natrium-Kanale. Daraus

konnten sich in Zukunft evtl. neue Therapieansatze ergeben.
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1.2 Prinzipien der transepithelialen lonentransportstérung bei Mukoviszidose.
(Erléduterungen im Text)

1.3 Klinischer Verlauf, Therapieprinzipien und Prognose

Klinisch fuhrt die beschriebene lonentransportstérung und daraus resultierende
Viskositatszunahme der Sekrete zu einer Funktionsstérung, vor allem von Lunge
und Pankreas:

Durch das zahe Sekret werden die Ausflihrungsgange des Pankreas obturiert, die



Driuse zerstort, und es resultiert eine exokrine Pankreasinsuffizienz.

Im Respirationstrakt kommt es zu einer Sekretretention, die mukoziliare Clearance
ist deutlich herabgesetzt. Die Folge ist eine Kolonisation mit Krankheitserregern
wie Staphylokokkus aureus, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa
und Problemkeimen wie Burkholderia cepacia [7]. Rezidivierende Infektionen
verursachen erhebliche Schadigungen des Lungengewebes; die Folge sind
fibrosierende und atelektatische Bezirke sowie Bronchiektasen. Im Spatstadium
entwickelt sich eine respiratorische Insuffizienz mit allen Begleiterscheinungen [7,
39].

Eine kausale Therapie der bronchopulmonalen Manifestation der Mukoviszidose
steht bislang nicht zur VerfiUgung. Grundpfeiler des aktuell durchgeflihrten
Therapie-Regimes sind die Sekretelimination mittels Physiotherapie und eine
konsequent durchzufuhrende Inhalationstherapie. Atemwegsinfektionen sollten
maoglichst frihzeitig gezielt antibiotisch behandelt werden [7].

Viele CF-Patienten leiden zudem unter einer bronchialen Hyperreagibilitat, der ein
Asthma bronchiale, eine allergische bronchopulmonale Aspergillose oder eine
Atemwegsinfektion zu Grunde liegen kann. Neben den inhalativen Gluko-
kortikoiden haben sich zur antiobstruktiven Therapie Bronchodilatatoren bewahrt,
hierbei sind auch Anticholinergika gut geeignet. Das langwirksame
Anticholinergikum Tiotropiumbromid, das neuerdings zur inhalativen Applikation
zur Verfugung steht, aktiviert bei CF-Patienten zudem die eventuell vorhandene
Restfunktion der Chloridkanale langfristig, ohne dass das Risiko einer
Toleranzentwicklung besteht [40].

Neben der Therapie der bronchopulmonalen Manifestation ist weiterhin auf eine
ausreichende Kalorien- und Vitaminzufuhr zu achten. Bei bestehender
Pankreasinsuffizienz ist eine angemessene Enzymsubstitution mit sdurefesten

Praparaten erforderlich, die eine fettreiche Erndhrung méglich macht [7].

Die Prognose fur CF-Patienten hat sich in den letzten Jahren erheblich verbessert.

So kann man davon ausgehen, dass ein heute geborener Patient inzwischen eine



mittlere Lebenserwartung von etwa 40 Jahren hat. Dies ist zum einen mit den
oben beschriebenen verbesserten Behandlungsmoglichkeiten zu erklaren. Ein
weiterer wichtiger Aspekt ist ein umfassendes Versorgungskonzept, das eine
engmaschige intensive Betreuung der Patienten beinhaltet [7, 39, 41]. Voraus-
setzung dafiir ist ein Team aus kompetenten Arzten, Pflegepersonal, Erndhrungs-
beratern bzw. Okotrophologen, Physio- und Familientherapeuten sowie eine gute

psychosoziale Betreuung.

1.4 Die transepitheliale Potenzialdifferenz (PD) und weitere

elektrophysiologische Messmethoden

Wie bereits erwahnt erfolgt die Regulation des Flissigkeitshaushaltes am
respiratorischen Epithel (wie auch an anderen Epithelien) Gber aktive und passive
lonentransportsysteme. Durch diese lonentransportvorgange entsteht eine
messbare Spannung, die sogenannte transepitheliale Potenzialdifferenz. Sie wird
in Millivolt (mV) gemessen und ist in Bezug auf die Submukosa lumennegativ (vgl.
Abb.1.2) [23, 32, 42, 43, 44].

Die Potenzialdifferenz kann in vivo am besten am respiratorischen Epithel der
Nase unterhalb der Concha nasalis inferior gemessen werden.

Die Aktivierung Uber die cAMP-gesteuerte Signallibermittlung flihrt bei Gesunden
nach Natriumkanalblockade zur Stimulation der Chlorid-Sekretion und damit zur
Zunahme der Lumen-negativen Potenzialdifferenz. Bei CF-Patienten bleibt dieser
Effekt typischerweise aus (siehe Abb.2.7). Damit erschliel3t sich der Zugang zu
einer praziseren Information Uber eine eventuell bestehende lonentransport-
storung, als sie mit der Messung der basalen PD maoglich ist.

In analoger Weise werden am intestinalen Epithel der Rektumschleimhaut in vitro
Messungen in einer modifizierten Ussing-Kammer durchgeflihrt [45]. Neben der

transepithelialen Potenzialdifferenz kann dabei der transepitheliale Widerstand



gemessen, und daraus der sog. aquivalente Kurzschlussstrom ermittelt werden.
Die Entnahme von oberflachlichen, etwa 2 - 3 mm grof3en Rektumschleimhaut-
biopsien erfolgt rektoskopisch kontrolliert aus intakter Mucosa. Die Untersuchung
kann problemlos in jeder Altersklasse, auch im Sauglings- und frihen Kindesalter,
gdf. unter Sedierung, durchgeflhrt werden. Die Entnahme des Biopsates ist nicht
schmerzhaft, da das Rektum nicht mit Schmerzfasern innerviert wird [46].

Die Indikation zu diesen weiterfiihrenden elektrophysiologischen Untersuchungen
ergibt sich, wenn die Diagnose bei klinischem Verdacht auf eine CF nach
gebrauchlicher Diagnostik nicht eindeutig bestatigt oder verworfen werden kann.
Da es sich sowohl bei der nasalen Potenzialdifferenzmessung als auch bei der
Kurzschlussstrommessung in Rektumschleimhautbiopsien um technisch und
personell aufwandige Untersuchungen handelt, werden diese nur an wenigen

entsprechend ausgestatteten Zentren durchgefuhrt.



1.5 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war die Verbesserung der diagnostischen
Aussagekraft und Erganzung der Methodik zur Bestimmung der transepithelialen

Potenzialdifferenz.

1) Zunachst sollte am Beispiel des Natriumkanalblockers Amilorid geklart werden,
ob sich durch eine gezielte Applikation von Medikamenten an den Messort mittels
Superfusion die Aussagekraft der Potenzialdifferenzmessung gegeniber der

Applikation mittels Nasenspray verbessern lasst.

2) Es sollte zudem untersucht werden, welcher Nutzen (unter Natrium-Kanal-
Blockade) aus der Stimulation der CFTR-unabhangigen Chloridkanale mit Hilfe

einer chloridfreien Losung gezogen werden kann.

3) Ferner sollte untersucht werden, inwieweit durch die direkte Stimulation des
CFTR-abhangigen Chloridkanals Giber cAMP mit einem R-Mimetikum ein

diagnostischer Fortschritt zu erzielen ist.



2 Methodik

2.1 Pathophysiologische Grundlagen der Potenzialdifferenzmessung

Die Spannung, die bei der nasalen transepithelialen Potenzialdifferenzmessung
gemessen wird, resultiert aus lonentransportvorgangen, die zum einen aktiv, zum
anderen passiv Uber die Zellen ablaufen.

Im Rahmen friherer Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
Submukosa der gesamten Luftwegsepithelien isoelektrisch mit der Subkutis ist
[47, 48]. Daher ist es mdglich, die Referenz der transepithelialen Potenzial-
differenz subkutan von einer gut zuganglichen Stelle des menschlichen Koérpers
abzugreifen (vgl. Abb. 2.2).

Die ersten in-vivo-Messungen der Potenzialdifferenz am respiratorischen Epithel
des Menschen wurden von der Arbeitsgruppe um Knowles vorgenommen [49, 50].
Frih erkannte man, dass am Flimmerepithel von Probanden ohne CF eine
deutlich niedrigere PD zu messen war als bei Mukoviszidose-Patienten. Dafur wird
die bei CF-Patienten zuvor beschriebene exzessiv gesteigerte Natrium-Absorption
verantwortlich gemacht. Der Verlust von positiven Valenzen auf der luminalen
Seite fuhrt zu einer groReren Negativierung der PD-Werte im Vergleich zum
Interstitium, als es bei Nicht-CF-Probanden der Fall ist, d.h. die Messwerte von
Mukoviszidose-Patienten sind starker negativ als die von Probanden ohne CF.
Knowles beschreibt eine direkte Korrelation zwischen der Natrium-Absorption in
die Zelle und einer erhdhten Potenzialdifferenz [50]. Durch die bei der
Mukoviszidose genetisch determinierte lonentransportstérung und die damit
verbundene unterschiedliche Zusammensetzung des luminalen Sekretes ist somit
eine diagnostische Unterscheidung zwischen CF-Patienten und Probanden ohne
CF mit der PD-Messung grundsatzlich mdglich [25, 26].

Die heutigen Vorstellungen Uber die lonentransportvorgange am respiratorischen

Epithel von Mukoviszidose-Patienten sowie von Probanden ohne CF wurden in
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Kapitel 1.2 bereits ausfuhrlich dargestellt (vgl. Abb. 1.2).

Die verschiedenen lonenkanale bieten unterschiedliche Ansatze, die
Potenzialdifferenz des respiratorischen Epithels pharmakologisch zu beeinflussen
(vgl. Abb. 2.1). Die wichtigsten Mdglichkeiten, die PD und damit die
lonenzusammensetzung zu verandern, werden nachfolgend im Einzelnen

besprochen.

2N Wl Apikae % W Apikale

— Membran ] NMembran

u cl- L 64 * cl- cl-
Lumen Na CFTR Lumen Na CFTR
— Hi —

ca’ cANP ca’* cAMP
NMukaosa Mukosa

basale PD Amilorid
K* K
A . Basale -~ Basale
Membran Membran

Interstitium Na® N a+2‘(;l _‘:c @ Interstitium Na* N}t;él _‘ T(* @

+ cl- o4 i * cl- o4 i
Lumen Na CETR, @ Lumen Na TR @
s

N Wl Apikaie Apikale

L] KMembran KMembran
ca?*  cAMP ca?  cAMP
Mukosa amilorid in Mukosa jgoproterenol in chioridfr.
chloridfreier Losung Amilorid- Losung
I | I I A Basale & Basale
rF 9 F 9 F 9

Membran I Membran

Abb. 2.1 Ansétze zur medikamentdsen Beeinflussung der Potenzialdifferenz (PD):
Oben links: Grundlagen der Ausgangsmessung der PD

Oben rechts: Inhibition der gesteigerten Natrium-Absorption mittels Amilorid

Unten links: Unterstiitzung der Chlorid-Sekretion (iber Calcium-abhéngige, ,alternative”
Chlorionenkanéle durch chloridfreie Amilorid-Lésung

Unten rechts: Stimulation der CFTR-abhéngigen Chloridkanéle durch Isoproterenol
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2.1.1 Blockade des Natriumeinstroms durch Amilorid

Eine seit langerem bekannte Mdglichkeit der Beeinflussung der lonenstrome
besteht in der Inhibition der Natriumkanale. Natriumkanal-blockierende
Substanzen hemmen selektiv den Einstrom von Natrium-lonen in die
Epithelzellen, beispielsweise nach nasaler, inhalativer oder rektaler Applikation
[51, 52, 53, 54, 55, 56]. Damit wird den fur Mukoviszidose typischen
lonentransportstorungen, die sich am respiratorischen Epithel neben der
Hemmung der Chlorionen-Sekretion vor allem in Form einer gesteigerten Natrium-
Absorption bemerkbar machen, entgegengewirkt [25, 26, 49]. Durch das
Verbleiben der Natrium-lonen auf der luminalen Seite des Flimmerepithels kommt
es zu einer Erhdhung der positiven Ladung in diesem Bereich, was eine

Verringerung der PD zur Folge hat [57, 58].

Fir die klinische Anwendung ist zurzeit nur Amilorid zugelassen. Chemisch
handelt es sich um N-amidino-3,5-diamino-6-chlorpyrazin-2-carboxamid, es gehort
somit zu den Cycloamidinen. Amilorid blockiert den Natrium-Kanal schnell und
reversibel, wobei seine Affinitat zu diesen Kanalen eher gering ausgepragt ist (s.
u.). Amilorid und Natrium wirken am Natrium-Kanal wie schnelle Kompetitoren
[51]. Der genaue Blockierungsmechanismus und die exakte Bindungsstelle fir
Amilorid sind jedoch noch unaufgeklart. Wie bereits erwahnt, kommt es nach
inhalativer Applikation von Amilorid zu einer Absenkung der PD-Werte [59]. Dieser
Effekt kann sowohl bei Mukoviszidose-Patienten, als auch bei Probanden ohne CF

beobachtet werden.
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2.1.2 Unterstutzung der Chlorid-Sekretion durch Gabe von Chlorionen freier

Amilorid-Losung (Natrium-Glukonat)

Neben den CFTR-abhangigen Chlorionenkanalen existieren Calcium-abhangige,
,2alternative® Chlorionenkanale, die im Rahmen der elektrophysiologischen
Diagnostik mittels chloridfreier Losung Uberprift werden kénnen [60]. Es kommt
durch das Fehlen von Chlor aul3erhalb der Zelle zu einem passiven Ausstrom von
Chlorionen.

Durch die lokale Applikation von aerosoliertem UTP (Uridintriphosphat) und ATP
(Adenosintriphosphat) kann eine voribergehende apikale Chlorid-Sekretion an
diesen Calcium-regulierten lonenkanalen Uber die Aktivierung von purinergen

Rezeptoren induziert werden.

2.1.3 Unterstiitzung der Chlorid-Sekretion iiber CFTR-abhangige Kanale

durch Gabe eines Beta-Sympathomimetikums

Durch Gabe eines 3-Mimetikums lasst sich bei Probanden ohne CF Uber die
Aktivierung der Adenylatzyklase und des zyklischen Adenosinmonophosphates
eine Stimulation der Chlorid-Sekretion erzielen [26, 31, 61], wodurch es zur
Erhdhung der PD-Werte kommt. Bei Mukoviszidose-Patienten gelingt eine
Offnung dieser Kanale durch diese Medikamentengruppe in der Regel jedoch
nicht [62, 63].

Allerdings lasst sich in vitro durch das Isolieren der Epithelzellen aus dem
Zellverband und eine Depolarisation des Zellmaterials eine Offnung der von
zyklischem Adenosinmonophosphat abhangigen Chloridkanale bewirken [64, 65,
66].
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2.2 Material- und Geratebeschreibung zur transepithelialen

Potenzialdifferenzmessung

Folgende Materialien und Zubehor wurden zum Aufbau und zur Durchfuhrung der

transepithelialen Potenzialdifferenzmessung verwendet:

Millivoltmeter der Wissenschaftlichen-Technischen Werkstatten GmbH,
WTW PH 530, Weilheim

2 Silberchlorid-Elektroden: Standardbezugselektrode Typ 373 von Ingold
GmbH, PH-Messtechnik, Steinbach i. Taunus

2 Infusionspumpen, Typ Injektomat der Firma Fresenius

50 ml Injektomat-Spritzen

Injektomat-Leitungssysteme

3-Wege-Hahne

bakteriendichte Filter (Medex, 2um)

Venenverweilkanule, Typ Surflo 24G

Teflonschlauche (0,5mm Innendurchmesser) auf Kanule 26G (0,45 x
13mm)

2 Agargelbriicken in Plastikschlauchen, gefullt mit isotonischer
Kochsalzlésung in Hochagar der Firma Difco, Augsburg

2 Agargelbrticken in U-féormigen Glasrohrchen, gefillt mit 3-molarer KCI-
Lésung in Hochagar der Firma Difco, Augsburg

2 Erlenmeyerkolben (Weithals) 200 ml mit 3-molarer KCI-L6sung gefullt,
passende Kautschukstopfen mit Bohrungen

100 ml-Flaschchen isotonischer Kochsalzl6sung

Pflaster zur Fixierung der Verweilkanule

Kaltlichtquelle der Firma Storz, Typ 559

Glasfaserkabel der Firma Storz

Konnektierbares Nasenspekulum mit Fiberglas-Lichttrager, 13,5 cm
Nasenspekulum nach HALLE-TIECK fur Kleinkinder, 13 cm
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e Augenarztliches Untersuchungsgestell hohenverstellbar

e PC

 Daisylab® Software zur Registrierung der Spannungskurve
e Drucker HP-Deskjet 660C

2.3 Versuchsanordnung zur Messung der transepithelialen

Potenzialdifferenz

Die Messeinheit bestand aus einem hochohmigen Millivoltmeter (mV), das Uber
einen seriellen Ausgang mit einer Database verbunden wurde. Diese machte die
ausgegebenen Daten flur die Datenbearbeitungssoftware ,Daisylab“ zuganglich,
die eine Speicherung und spatere Auswertung der Daten ermoglichte. Das
Voltmeter wurde mit zwei Silberchloridelektroden (AgCl) verkabelt, die in zwei mit
3-molarer Kaliumchlorid (KCI)-Lésung gefillte Erlenmeyerkolben eingetaucht
wurden. Diese Silberchloridelektroden wurden als Mess- und Referenzelektrode
verwendet. Die Kolben wurden mit Hilfe von verdunstungsdichten Kunstoffstopfen,
die Uber vorgebohrte Offnungen fiir die Elektroden verfligten, verschlossen. Zwei
U-férmig gebogene Glasréhrchen mit einem Innendurchmesser von je 5 mm,
wurden mit Agargel geflillt. Jeweils ein Schenkel wurde in die beiden
Erlenmeyerkolben eingefuhrt, der zweite Schenkel, der mit 3-molarer KCI-L6sung
angesetzten Agargelbricken, mindete jeweils in einem 100 ml Flaschchen mit
isotonischer Kochsalzlésung (Abb. 2.2 und 2.3). Diese beiden zum
Versuchsaufbau gehérenden Flaschchen enthielten ferner je eine zweite mit
isotonischer Kochsalzlésung geflilite Agargelbricke (mit Hochagar beflllte
Kunststoffschlauche), deren Enden mit dem Seitenanschluss je eines 3-Wege-
Hahns gekoppelt wurden. An die zufiihrenden Schenkel der Hahne wurde von 50
ml-Injektomatspritzen Uber zwischengeschaltete Schlauche isotonische

Kochsalzlésung geleitet. Das Ende der Schlauche wurde, entsprechend dem
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Verwendungszweck, entweder mit der Seite der Messelektrode oder derjenigen
der Referenzelektrode konnektiert.

Die abfihrenden Schenkel der 3-Wege-Hahne wurden auf Seiten der
Messelektrode Uber eine Perfusorleitung mit einer Kanule G26 sowie mit einem
extrem dunnen Teflonschlauch (Innendurchmesser 0,5mm) verbunden und auf
Referenzseite mit einer kleinkalibrigen Venenverweilkanule (Surflo 24G)
konnektiert. Zwischen der zufuhrenden Perfusorleitung auf Messseite und dem
Teflon-Messkatheter wurden nach der Messung der Basalwerte drei 3-Wege-
Hahne eingebracht, Uber welche die Superfusionslésungen wahrend der Messung
zugeschaltet werden konnten. Hierbei wurden von distal nach proximal die
folgenden Lésungen angeschlossen:

1. Amilorid,

2. Amilorid in chloridfreiem Puffer,

3. Amilorid in chloridfreiem Puffer + Isoproterenol.

Es wurde streng darauf geachtet, dass keine der Losungen schon vorher in die 3-
Wege-Hahne gelangen konnte.

Die Losungen wurden uber Injektomaten per 50ml Injektomat-Spritzen mit einer
Geschwindigkeit von 100ml/h perfundiert. Die Verschaltung und Anordnung der
Gelbricken, Losungen und Elektroden geht in dieser Form auf die Arbeitsgruppe
um Boucher zuruck [67]. Sie wurde um die Datenverarbeitung mittels Computer
und Datashuttle sowie Daisylab-Software erweitert (Abb. 2.2 und 2.3).
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbau zur transepithelialen
Potenzialdifferenz-Messung (PD) mit Superfusion (Erlduterungen im Text)
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Abbildung 2.3: Geréteaufbau zur transepithelialen Potenzialdifferenz-Messung ( PD ) im
PD-Labor der Universitéts-Kinderklinik Giel3en

2.4 Herstellung der Agargelbriicken

Zur Herstellung der Gelbriicken wird zunachst herkdmmlicher Kochagar im
Mikrowellenherd erhitzt und dann zu jeweils gleichen Teilen mit 3-molarer KCI-
Lésung bzw. physiologischer Kochsalzlésung vermischt. Diese Gemische werden
in die U-férmigen Glasrohre bzw. die Plastikschlauche geflllt. Wahrend der

Erkaltungsphase von 24 Stunden wurden die Schlduche in die jeweiligen
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Elektrolytlosungen gelegt, um sie vollig aufzusattigen. Zur Funktionsuberprifung
werden die Agargelbricken in die Erlenmeyerkolben getaucht und miteinander
verbunden. Zeigt das Voltmeter bei diesem Kurzschluss 0 mV an, wird von
korrekter Leitfahigkeit ausgegangen. Wird eine Spannung angezeigt, so ist
anzunehmen, dass Risse bzw. Luftblasen in den Gelbricken vorliegen, die zu
einer Verminderung der Leitfahigkeit fUhren. Die Herstellung der Gelbricken geht

auf eine Freiburger Arbeitsgruppe zurtick [68].

2.5 Vorgehen bei der Messung der transepithelialen Potenzialdifferenz

Den Probanden/Patienten und Angehdrigen wurde der theoretische Hintergrund
der Messung ihrem Alter entsprechend mit Hilfe von Bildern und Skizzen erklart.
Explizit wurde — nach Information Uber die Zustimmung der Ethikkommission der
Justus-Liebig-Universitat - auf die Freiwilligkeit der Teilnahme hingewiesen und
das Einverstandnis seitens des Patienten bzw. dessen Eltern eingeholt.
Anschliel3end erfolgte nach Hautdesinfektion die subkutane Platzierung einer
kleinkalibrigen Venenverweilkanile (Surflo 24G) im Bereich der Aul3enseite des
linken Oberarmes [50]. Nach Entfernung der Nadel wurde sie mit Pflaster fixiert.
Diese Venenverweilkanule diente als Anschluss fur die Injektomatleitung, welche
zur Referenzelektrode fuhrte.

Vor dem Anschluss der Perfusorleitung fur die Referenzelektrode an den Katheter
wurde ein Kurzschluss zwischen den Perfusorleitungen der Mess- und
Referenzelektrode hergestellt. Dabei sollte die Anzeige des Millivoltmeters keine
Spannung anzeigen (,Nullabgleich®). Es wurde von der Funktionsttichtigkeit der
Elektroden ausgegangen, wenn die Werte zwischen -1mV und +1mV lagen. Im
Falle groferer Schwankungen wurde nach Luftblasen im System gesucht bzw. die
Unversehrtheit der Gelbricken Uberpruft.

Fir die Messung wurde die Venenverweilkanlle nach luftblasenfreier Befullung
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(NaCl 0,9%) mit der Perfusorleitung verbunden und die Injektomatpumpe mit einer
Fordergeschwindigkeit von 3ml/Stunde gestartet. Auf die Perfusorleitung der
Messelektrode wurde mittels Luer-Lock eine dinne Kanule gesetzt, die sich in
einem dunnen Teflon-Schlauch fortsetzte, welcher als Messkatheter diente. Der
Schlauch an der Messelektrode wurde ebenfalls mit isotoner Kochsalzlosung
gefullt, die dazugehdarige Injektomatpumpe wurde mit der Forderleistung von 7ml/h
gestartet. Die Unterschiede in den Forderleistungen erklaren sich mit der grél3eren
Lange, den unterschiedlichen Querschnitten an Referenz- und Messelektrode und
der durch den hoheren Fluss schneller transportierten Superfusionslésung [69,
70]. Durch Anlegen der Messelektrode auf eine mit NaCl 0,9% befeuchtete Stelle
des Unterarms wurde schlieBlich das gesamte System auf Luftblasenfreiheit
Uberpruft, da nur dann eine Spannungsdifferenz abgelesen werden konnte.
Danach begann die eigentliche Messung:

Hierzu platzierte der Patient sein Kinn auf die an einem Tisch befestigte
Kinnstutze, die von einem augenarztlichen Untersuchungstisch stammte, um eine
madglichst ruhige Kopfhaltung zu erreichen. Die Kopfstellung war fur die Messung
der PD-Basalwerte leicht rekliniert. Der Versuchsaufbau erlaubte dem
Untersucher, den Kopf des Patienten ebenso wie das Voltmeter im Blickfeld zu
haben (Abb. 2.4).
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Abbildung 2.4: Héhenverstellbare Kinnstiitze eines augendérztlichen Untersuchungstisches
zur Gewébhrleistung einer ruhigen Kopfhaltung (PD-Labor der Universitats-Kinderklinik
Giel3en)

Mit dem an eine Kaltlichtquelle angeschlossenem Nasenspekulum spreizte der
Untersucher das Vestibulum nasi und verschaffte sich einen ersten anatomischen
Uberblick. Die Kaltlichtquelle war so eingestellt, dass die untere Nasenmuschel
gut ausgeleuchtet wurde. Zur PD-Messung wurde die Messelektrode unter die
untere Nasenmuschel geschoben und unter standigem Kontakt mit der
Schleimhaut so lange an deren Dach entlang geschoben, bis der Maximalwert der
PD abzulesen war. Vom Epithel unter der unteren Nasenmuschel ist bekannt,
dass es morphologisch mit dem Flimmerepithel der Lunge vergleichbar ist und
dass sein Biopotenzial dem der unteren Atemwege weitgehend entspricht, somit
bei CF-Patienten den Basisdefekt der Mukoviszidose reprasentiert [32, 47]. Der

Ort der maximalen PD befand sich meist ca. 3-4 cm von der Offnung der Nase
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entfernt und war fir den Untersucher nicht direkt einsehbar (vgl. Abb. 2.5).

Ziel der Messungen war es, den Maximalwert Uber mindestens 5 s konstant zu
halten, um maoglichst verlassliche Ergebnisse zu erhalten. Der erwartete Bereich
der Messwerte liegt bei dieser Methode zwischen —100 und 0 mV. Wichen die
Ergebnisse eines Probanden in der vorliegenden Untersuchung davon ab, so war
davon auszugehen, dass sich entweder Luftblasen im System befanden oder die
Messelektrode den Kontakt zur Nasenschleimhaut verloren hatte. Es wurden
jeweils zwei Messungen in jeder Naseno6ffnung durchgeflihrt, wobei der Mittelwert
aus den beiden Messungen als Basalwert registriert wurde. Ziel der zweiten
Messung in der jeweiligen Nasenoffnung war es, den Maximalwert der ersten
Messung moglichst gut zu reproduzieren. Gelang dies nicht, wurden weitere
Messungen vorgenommen, bis ein Messergebnis reproduziert werden konnte. Die
Dokumentation einer PD-Messung (Basalwerte) bei einem CF-Patienten mittels

Daisylab ist exemplarisch in Abb. 2.6 dargestellt.

Stirnhohle
ED Hiatus semilunaris

Ductus nasofrontalis
Mittlere Muschel

Untere Muschel

MeBelektrode

Ductus nasolacrimalis

Abb. 2.5: Skizze zur Lage der Messelektrode unterhalb der unteren Nasenmuschel mit
Darstellung der GréBenverhéltnisse. Abbildung modifiziert nach H.G. Boenninghaus [71].
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Abb. 2.6: Exemplarische Dokumentation einer nasalen PD-Messung bei einem CF-
Patienten (S.H. 23 J.) mittels ,Daisylab“ wie in Abb. 2.2. Auswertung der Maximalwerte:
Linke Seite: -49 mV, -48 mV; rechte Seite: -60 mV, -60 mV

2.6 Vorgehen bei den pharmakologischen Tests

2.6.1 Zusammensetzung des Amilorid-Nasensprays und der

Superfusionslésungen

Zur Durchfihrung der pharmakologischen Tests wurden folgende Lésungen
verwendet (Tab. 2.1):
e Amilorid in isotonischer Kochsalzlésung: 0,3 mg / ml verabreicht als

Nasenspray
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e Superfusionslésungen:
1. Amilorid-Lésung in chloridhaltigem KBR-Puffer
2. Amilorid-Losung in chloridfreiem Puffer

3. Amilorid-LOosung in chloridfreiem Puffer unter Zusatz von Isoproterenol

Tabelle 2.1 Verwendete Superfusionsiésungen:

1. Amiloridlosung in 2. Amiloridlésung in 3. Amiloridlésung in
chloridhaltigem KBR- chloridfreiem Puffer chloridfreiem Puffer +
Puffer (1000 ml) (1000 ml) Isoproterenol (1000 ml)
K;HPO4 418 mg K;HPO4 418 mg Kz2HPO,4 418 mg
KH,PO4 55 mg KH,PO4 55 mg KH,PO4 55 mg
NaCl 6,721 g Na-Glukonat 25,081 g Na-Glukonat 25,081 g
Na CO32,10g Na CO32,10g Na CO;2,10g
MgCl, 244 mg MgSO4 296 mg MgSO4 296 mg
CaCl; 133 mg Ca-Glukonat 533 mg Ca-Glukonat 533 mg
Amilorid 10™* Mol = 30 mg | Amilorid 10*Mol=30 mg | Amilorid 10 Mol = 30 mg
=0,03 mg/ ml = 0,003 %

Isoproterenol 10™° Mol

Die zum Ansetzen der Ldosungen verwendeten Stammldsungen wurden nach
deren Herstellung steril filtriert. Herstellung und Filtration erfolgten in der Apotheke
des Universitatsklinikums Gielden.

Amilorid ist lichtempfindlich und =zerfallt bei langerer Aufbewahrung in
elektrolythaltigen Puffern. Wie Messungen im HPLC-Labor des Zentrums flr
Kinderheilkunde der Universitat zeigten, ist Amilorid in Aqua dest. Uber zwei Jahre
stabil. Nach eigenen Messungen sind alle hier benutzten Losungen auller
Isoproterenol in der Perfusorspritze mindestens Uber eine Woche stabil. Das
Isoproterenol wurde deshalb taglich frisch zur chloridfreien Amiloridldsung hinzu-

gemischt.
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2.6.2 Vorgehen bei den pharmakologischen Untersuchungen

2.6.2.1 Untersuchungen der Wirkung des Amilorid-Nasensprays

Fir die Untersuchung der Wirkung des Amilorid-Nasensprays wurde die in der
Therapie normalerweise eingesetzte Konzentration von 0,3 mg / ml (= 0,3 %)
gewahlt [72].

Unmittelbar nachdem mit dem oben beschriebenen Verfahren bei allen Probanden
die Ausgangswerte der Potenzialdifferenz bestimmt worden waren, wurden vom
Untersucher 2 SpruhstdlRe (Hub) a 0,15 ml (entsprechend eine Gesamtdosis von
0,09 mg) Nasenspray mittels herkbmmlichem Sprihkopf in die Nase der
Probanden/Patienten eingebracht. Dabei wurde sorgfaltig auf eine vertikale
Position des Losungsbehalters geachtet. Nach einem Intervall von 2 Minuten
wurden die PD-Werte erneut zweimal an beiden Nasendéffnungen gemessen und

der Mittelwert aus beiden Messungen protokolliert.

2.6.2.2 Untersuchungen der PD-Veranderungen durch Amilorid-Superfusion

(in chloridhaltigem Puffer)

Vor der Fortfuhrung der Messungen wurden Uber die oben beschriebenen 3-
Wege-Hahne die Perfusoren mit den Pharmaka zwischen Messkatheter und
Injektomatleitung platziert.

Der weitere Messvorgang entsprach dem der Grundmessung. Nachdem der
Messkatheter an der richtigen Stelle positioniert wurde, wurde der Patient
aufgefordert, den Kopf leicht nach vorne zu beugen. Dadurch konnte verhindert
werden, dass die im Anschluss applizierte LOsung geschluckt wurde.

Anschlieend wurde der Dreiwegehahn geodffnet und far drei Minuten
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Amiloridlésung mit 100ml/h perfundiert. Die im Vergleich zum Nasenspray um eine
Zehner-Potenz niedrigere Amilorid-Konzentration ergibt bei dieser Perfusionsge-
schwindigkeit und -dauer eine applizierte Dosis von 0,15 mg. Die hohere Dosis
wurde gewahlt, um eine maoglichst vollstandige Natriumkanal-Blockade zu
erreichen. Diese Gesamt-Dosis lasst eine diuretische Wirkung nicht erwarten, da
die Losung sofort wieder aus der Nase lauft und bei Erwachsenen orale
Tagesdosen von 5 - 10 mg angewandt werden, um eine diuretische Wirkung zu
erzielen [73]. Nach drei Minuten wurde der zufihrende 3-Wege-Hahn geschlossen

und der PD-Wert am Voltmeter abgelesen.

2.6.2.3 Untersuchungen der PD-Veranderungen durch Superfusion von

Amilorid in chloridfreiem Puffer (Natrium-Glukonat)

Analog wurde die chloridfreie Losung appliziert und das Ergebnis registriert.

2.6.2.4 Untersuchungen der PD-Veranderungen durch Isoproterenol-

Superfusion (in chloridfreier Amilorid-Lésung)

Wie bei den vorangegangenen Messungen wurde die Isoproterenol-Losung
appliziert und das Ergebnis registriert.

Mit Hilfe einer speziell erarbeiteten Software konnte der Kurvenverlauf zeitgleich
mit der Messung aufgezeichnet werden. Es ergaben sich fur CF-Patienten und
Probanden ohne CF (Non-CF) typische Kurvenverlaufe, die in Abbildung 2.7 und
2.8 dargestellt sind.
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Abb. 2.7 Aufzeichnung der PD einer 19jdhrigen Mukoviszidose-Patientin: Der
Ausgangswert der Potenzialdifferenz lag bei —53 mV, nach dreiminditiger Applikation der
Amiloridlésung kam es zu einem Abfall der PD-Werte auf -9 mV, also um 44 mV (83,0
%). Nach Gabe des chloridfreien Puffers (0CI) wurden Werte von -6 mV erreicht. Auch die
Applikation von Isoproterenol fiihrte nicht zum Anstieg des PD- Wertes, sondern dieser
fiel weiter auf —4 mV ab

Fazit: Es war keine Stimulation der Chlorionenkanéle méglich. Es bestand eine fiir die
Mukoviszidose typische lonentransportstérung.
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Abb. 2.8 PD- Aufzeichnung bei einer 19jdhrigen Probandin ohne CF: Der Ausgangswert
der PD lag deutlich niedriger als in Abb.2.7 (—26 mV). Nach dreimintitiger Applikation der
Amiloridlésung kam es zu einem Abfall der PD-Werte auf -10 mV (APD: 61,5 %). Nach
Gabe des chloridfreien Puffers (0CI) erfolgte eine Stimulation der alternativen
Chlorionenkanéle. Es kam zu einem Anstieg der PD auf —16 mV. Die Applikation von
Isoproterenol flihrte zu einem weiteren Anstieg der PD-Werte um 125 % auf einen Wert
von -30 mV.

Fazit: Die Chlorionen-Sekretion liel3 sich durch das B-Sympathomimetikum stimulieren.
Die fiir Mukoviszidose typische lonentransportstérung konnte ausgeschlossen werden.
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2.7 Vergleich Sensitivitit und Spezifitit fiir die prozentuale Anderung der
PD-Werte (APD) nach Superfusion von Isoproterenol bezogen auf die PD-

Werte nach Amilorid in chloridhaltigem Puffer

Folgende Formeln wurden zur Berechnung der Sensitivitat bzw. der Spezifitat
benutzt:
Sensitivitédt. Richtig erkannte Kranke / Gesamtzahl der Kranken (in Prozent)

Spezifitat: Richtig erkannte Gesunde / Gesamtzahl der Gesunden (in Prozent).

Um die Bedeutung der Potenzialdifferenz als diagnostisches Verfahren

einschatzen zu kdnnen, berechnet man die Sensitivitat und die Spezifitat der

Messung und deren Beeinflussung durch Einfuhrung der Superfusionsmethode.

Hierbei wurden die Berechnungen wegen der klinischen Relevanz beschrankt auf

die Basalwerte und die Werte der prozentualen Anderung der PD-Werte (APD)
nach Superfusion von Isoproterenol bezogen auf die PD-Werte nach Amilorid in
chloridhaltigem Puffer.

Zur Bestimmung der Sensitivitat wurden die jeweils ersten Messergebnisse der

Mukoviszidose-Patienten in Giel3en ausgewertet. Zur Bestimmung der Spezifitat

wurden die Messungen an Kontrollpersonen ohne CF ausgewertet.

2.8 Untersuchungskollektive

Das Patientenkollektiv rekrutierte sich aus der Mukoviszidose-Ambulanz der
Kinderklinik der Justus-Liebig-Universitat Gielden, aus der Erwachsenen-
Mukoviszidose-Ambulanz der Lungenklinik Seltersberg der JLU Giel3en sowie
vereinzelt auch aus stationar behandelten CF-Patienten beider Abteilungen. Es
wurde keine Selektion der Patienten vorgenommen.

Das Vergleichskollektiv rekrutierte sich aus Patienten der pneumologischen
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Ambulanz (vorwiegend Asthmatiker) und aus Studenten der Universitat Giel3en.
Bei den Probanden ohne CF wurde darauf geachtet, dass keine Rhinitis oder eine
Polyposis nasi vorlag.

Alle PD-Messungen erfolgten mit Genehmigung der Ethikkommission nach
Zustimmung der Probanden beziehungsweise durch die Eltern der Probanden. Die
Messungen wurden bei Patienten im Alter < 18 Jahren in Anwesenheit der Eltern
durchgefuhrt.

Ausschlusskriterien fur die Untersuchungen waren:

e Die Inhalation von Amilorid oder eines 3,-Mimetikums in einem Zeitraum
von 8 Stunden vor der Messung ;

e eine schlechte korperliche Verfassung oder eine akute bronchopulmonale
Infektion bzw. eine akute Rhinitis;

e ausgepragte Nasenpolypen, die eine exakte Lokalisation des Messortes
unmoglich machten;

¢ wiederholte Polypektomien, da narbige Veranderungen der
Nasenschleimhaute die PD-Werte verfalschen konnen;

e Probandenalter unter 5 Jahren, da erst vom Schulalter an mit einer
ausreichenden Kooperation bei der nasalen Potenzialdifferenzmessung zu

rechnen ist.

Die zum Zeitpunkt der Messung bestehende individuelle Langzeitmedikation der

CF-Patienten wurde beibehalten.
Insgesamt nahmen 211 Probanden an den Untersuchungen teil, wovon 49 CF-

Patienten und 162 Probanden ohne CF waren (Tab. 2.2). Zum Teil beteiligten sich

die Probanden bereitwillig mehrfach an den verschiedenen Studien.
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Tabelle 2.2: Deskriptive Statistik zu den Untersuchungskollektiven
Nicht-CF: Probanden ohne CF bzw. Asthmatiker

Nicht-CF (Jahre) CF (Jahre)
n=162 n =49
Mittelwert 18,1 21,3
Median 13,3 19,6
Standardabweichung 14,2 10,7
Minimum 0,2 0,1
Maximum 57,2 56,3

2.9 Statistische Methoden

Die deskriptive Statistik diente der Beschreibung, Darstellung und Strukturierung
der in dieser Arbeit erbrachten Ergebnisse. Dabei gibt n den Stichprobenumfang,
d.h. die Anzahl der PD-Messungen der Patienten an. Die Ergebnisse sind in
absoluten und prozentualen Werten dargestellt. Der prozentuale Abfall nach
Amilorid bezieht sich auf Null, der prozentuale Wiederanstieg nach Applikation des
Adrenergikums auf die individuelle PD-Anderung nach Amilorid, die 100% gesetzt
wurde. Die jeweilige ZielgrofRe wie z.B. Wirksamkeit und PD-Abfall bzw.
Wiederanstieg nach einem Pharmakon wurde anhand von Mittelwert ( x ),
Standardabweichung ( s ), Standardabweichung des Mittelwertes ( Sx ), Median (
Med. ) sowie der grof3ten und der kleinsten Merkmalsauspragung ( Max. / Min. )
dargestellt. Die Berechnung des Korrelationskoeffizienten ( r ) und der linearen
Regression wurde nach den ublichen statistischen Verfahren vorgenommen [74].
Der im Ergebnisteil aufgefihrte Fehler 1. Art ( p ) gibt die
Irrtumswahrscheinlichkeit fir die Ablehnung der Nullhypothese an. Zur
Auswertung wurden die Statistikprogramme ,,OriginPro 6.1 und ,WinStat Vers.
3.1“ eingesetzt.

Der Vergleich der Ergebnisse zwischen Probanden ohne CF und CF-Patienten
wurden mittels unabhangigem T-Test durchgefihrt. Der Vergleich der PD-Werte
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vor bzw. nach Medikamenteneinfluss erfolgte innerhalb der Gruppe der Nicht-CF-
Probanden bzw. CF-Patienten mittels abhangigem T-Test. Ein Ergebnis fur p <
0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.

Zur Uberprufung der Normalverteilung wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test

angewandt.
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3 Ergebnisse

3.1 Potenzialdifferenz vor und nach Amilorid-Nasenspray

3.1.1 Ausgangswerte der nasalen Potenzialdifferenz

Zunachst wurden die Basiswerte der nasalen Potenzialdifferenz (PD) mit dem im

eigenen Labor etablierten Messverfahren bei 99 Probanden ohne CF und bei 6

Patienten mit CF erhoben (Tab. 3.1).

Tabelle 3.1: PD-Basiswerte (mV) von Probanden ohne CF (N-CF) und CF-Patienten (CF)

N-CF CF
basal basal
(n=99) (n =6)
Mittelwert -30,5 -43,8
Median -30,0 -42,8
Minimum -10,0 -35,5
Maximum -53,0 -54,0
Standardabweichung 9,6 7,5

Die PD-Ausgangswerte waren normal verteilt. Sie lagen bei Probanden ohne CF

im Mittel deutlich niedriger als diejenigen der CF-Patienten (-30,5 mV vs. -43,8

mV; s. Tab. 3.1). Im T-Test fUr unabhangige Stichproben war ein statistisch

signifikanter Unterschied nachweisbar (p = 0,001).

Allerdings bestand ein deutlicher Uberlappungsbereich, der anhand der Boxplot-

Diagramme gut zu verdeutlichen ist (Abb. 3.1).
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vor AMI N-CF vor AMI CF

Abbildung 3.1: PD-Basiswerte (mV) von Probanden ohne CF (N-CF; n = 99) und CF-
Patienten (n = 6) vor Amilorid-Nasenspray (vor AMI )
Boxplot-Diagramme: Markierung von Median, 5., 25., 75. und 95. Perzentile

3.1.2 PD-Werte nach Amilorid-Nasenspray

Nach den Basismessungen wurden allen Probanden jeweils 2 Hub Amilorid-
Nasenspray 0,3% verabreicht. Ca. 2 Minuten nach Applikation wurden die PD-
Werte nach Natriumkanal-Blockade erhoben.

Die PD-Messwerte der Probanden ohne CF nach Applikation von 2 Hub
Amiloridlosung per Nasenspray lagen im Mittel deutlich niedriger als diejenigen
der CF-Patienten (-16,3 mV vs. -28,5 mV; Tab. 3.2). Im T-Test fir unabhangige

Stichproben war ein statistisch signifikanter Unterschied nachweisbar (p = 0,0002).

Es bestand ein geringer Uberlappungsbereich, der anhand der Boxplot-
Diagramme gut zu verdeutlichen ist (Abb. 3.2).

34



Tabelle 3.2: PD- Werte (mV) von Probanden ohne CF (n = 99) und CF-Patienten (n = 6)
nach 2 Hub Amilorid-Nasenspray 0,3 % (AMI)

N-CF CF
nach AMI nach AMI
(n=99) (n =6)
Mittelwert -16,3 -28,5
Median -15,0 -30,0
Minimum -3,0 -20,0
Maximum -48,0 -33,0
Standardabweichung 7,5 5,2

T 4

nach AMI N-CF nach AMI CF

Abbildung 3.2: PD-Werte (mV) von Probanden ohne CF (N-CF; n = 99) und CF-Patienten
(n = 6) nach Amilorid-Nasenspray (nach AMI )

3.1.3 Prozentuale Anderung der PD-Werte (APD ) vor und nach 2 Hub
Amilorid-Nasenspray

Die APD-Werte nach 2 Hub Amilorid-Nasenspray der Probanden ohne CF lagen
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im Mittel etwas hoher als diejenigen der CF-Patienten (46 % vs. -34 %; Tab. 3.3).
Im T-Test fur unabhangige Stichproben war kein statistisch signifikanter

Unterschied nachweisbar (p = 0,14).

Tabelle 3.3: Prozentuale Anderung der PD-Werte (APD (%)) von Probanden ohne CF (N-
CF; n = 99) und CF-Patienten (n = 6) vor und nach 2 Hub Amilorid-Nasenspray

N-CF CF
APD AMI APD AMI

(n=99) (n =6)

Mittelwert 46 % 34 %
Median 48 % 39 %
Minimum -29 % 10 %
Maximum 90 % 48 %

Standardabweichung 20,4 % 15,3 %

Es bestand ein betrachtlicher Uberlappungsbereich (Abb. 3.3)

80 3

60 o

50 o
PD

™) 40 -

30

10

T T
dPD AMI (%) N-CF dPD AMI (%) CF

Abbildung 3.3: APD-Werte (mV) von Probanden ohne CF (N-CF; n = 99) und CF-
Patienten (n = 6) vor und nach Amilorid-Nasenspray (dPD AMI % )
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3.2 PD-Werte vor und nach Amilorid-Superfusion

3.2.1 Ausgangswerte der nasalen Potenzialdifferenz

Auch in dieser Messreihe wurden zunachst die Basiswerte der nasalen

Potenzialdifferenz (PD) mit dem im eigenen Labor etablierten Messverfahren bei

149 Probanden ohne CF und bei 80 CF-Patienten erhoben.

Tabelle 3.4: PD-Basiswerte (mV) von Probanden ohne CF (N-CF) und CF-Patienten (CF)

N-CF CF
basal basal
(n =149) (n = 80)

Mittelwert -29.,8 -48,5
Median -29,0 -46,5
Minimum -14,0 -18,0
Maximum -56,0 -82,0
Standardabweichung 9,0 14,1

Die PD-Ausgangswerte lagen bei Probanden ohne CF lagen im Mittel wie bei der

ersten Untersuchung (Kap. 3.1.1) deutlich niedriger als diejenigen der CF-
Patienten (-29,8 mV vs. -48,5 mV; Tab. 3.4). Es ergab sich ein statistisch
signifikanter Unterschied (p = 7,99E-27).

3.2.2 PD-Werte nach Amilorid-Superfusion

Nach den Basismessungen erfolgte in dieser Messreihe eine drei Minuten

dauernde Superfusion von Amilorid 0,03% in chloridhaltigem Puffer. Am Ende der

Superfusion erfolgte die Messung der PD-Werte.

37




Tabelle 3.5: PD- Werte (mV) von Probanden ohne CF (n = 149) und CF-Patienten (n =
80) nach Superfusion von Amilorid 0,03 % in chloridhaltigem Puffer (SFA)

N-CF CF
nach SFA nach SFA
(n =149) (n = 80)
Mittelwert -13,4 -15,2
Median -13,0 -14,0
Minimum -4,0 -4,0
Maximum -30,0 -33,0
Standardabweichung 5,4 7.1

Die PD-Messwerte der Probanden ohne CF nach Amilorid-Superfusion lagen im

Mittel minimal niedriger als diejenigen der CF-Patienten (-13,4 mV vs. -15,2 mV).
Es war ein statistisch signifikanter Unterschied nachweisbar (p = 0,036). Wie die
weitgehend Ubereinstimmenden Minimum- und Maximum-Werte zeigen, bestand

jedoch ein sehr deutlicher Uberlappungsbereich (Tab. 3.5)

3.2.3 Prozentuale Anderung der PD-Werte (APD (%)) vor und nach Amilorid-
Superfusion (chloridhaltig)

Tabelle 3.6: Prozentuale Anderung der PD-Werte (APD (%) von Probanden ohne CF (n =
149) und CF-Patienten (n = 80) vor und nach Amilorid-Superfusion

N-CF CF
APD SFA APD SFA

(n = 149) (n =80)
Mittelwert 54 % 68 %
Median 55 % 70 %
Minimum 19 % 33 %
Maximum 87 % 90 %

Standardabweichung 14,3 % 13,8 %

Die APD-Werte von Probanden ohne CF nach Amilorid-Superfusion lagen im

Mittel niedriger als diejenigen der CF-Patienten (54 % vs. -68 %). Statistisch war
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ein signifikanter Unterschied nachweisbar (p = 2,62361E-11).

Es bestand wiederum ein erheblicher Uberlappungsbereich (Tab. 3.6)

3.3 Vergleich der PD- Werte vor und nach 2Hub Amilorid Nasenspray mit den

PD-Werten vor und nach Superfusion mit Amilorid

Hierzu wurden Messungen vor und nach Amilorid-Nasenspray bei 99 Probanden
ohne CF und bei 6 CF-Patienten durchgefuhrt. Es wurden bei 149 Probanden
ohne CF und bei 80 CF-Patienten Messungen vor und nach Amilorid-Superfusion
durchgefuhrt.

3.3.1 Vergleich der Ausgangswerte der nasalen Potenzialdifferenz

Der Vergleich der Basalwerte zeigte bei den Probanden ohne CF in beiden
Messreihen fast keine Unterschiede (Mittelwerte: -30,5 mV vs. -29,8 mV; Tab. 3.7;
p = 0,55). Dagegen fielen die Basalwerte der CF-Patienten unterschiedlich
(Mittelwerte: -43,8 mV vs. -48,5 mV; p = 0,42) aus, lagen aber insgesamt nur
geringfligig hoher als die Werte der Probanden ohne CF.
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Tabelle 3.7: PD- Werte (mV) von Probanden ohne CF (n = 99) und CF-Patienten (n = 6)
vor Amilorid-Nasenspray (AMI) sowie von Probanden ohne CF (n = 149) und CF-
Patienten (n = 80) vor Amilorid-Superfusion (SFA)

N-CF N-CF CF CF
vor AMI vor SFA vor AMI vor SFA
(n =99) (n =149) (n=6) (n =80)
Mittelwert -30,5 -29,8 -43,8 -48,5
Median -30,0 -29,0 -42,8 -46,5
Minimum -10,0 -14,0 -35,5 -18
Maximum -53,0 -56,0 -54,0 -82
Standardabweichung 9,6 9,0 7,53 14,05

3.3.2 Vergleich der PD-Werte nach Amilorid-Nasenspray 0,3% und nach
Amilorid Superfusion 0,03%

Der Vergleich der PD-Werte nach Amilorid-Nasenspray bzw. -Superfusion zeigte

bei den Probanden ohne CF nur geringe, aber signifikante Unterschiede

(Mittelwerte -16,3 mV vs. -13,4 mV; Tab. 3.8; p = 6,03E-4). Auch die PD-Werte der
CF-Patienten waren nach Amilorid-Nasenspray bzw. —Superfusion signifikant
unterschiedlich (Mittelwerte -28,5 mV vs. -15,2 mV; p = 2,12E-5).
Der Vergleich der PD-Werte vor und nach Amilorid-Nasenspray ergab einen
statistisch hochsignifikanten Unterschied fur Probanden ohne CF (p = 2,91E-30)
und einen signifikanten Unterschied fur CF-Patienten (p = 0,006). Fur die PD-

Werte vor und nach Amilorid-Superfusion zeigte sich ein hochsignifikanter
Unterschied fur Probanden ohne CF (p = 2,67E-61) und fur CF-Patienten (p =

1,57E-37).
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Tabelle 3.8: PD- Werte (mV) von Probanden ohne CF (n = 99) und CF-Patienten (n = 6)
nach Amilorid-Nasenspray (AMI) sowie bei Probanden ohne CF (n = 149) und CF-
Patienten (n = 80) nach Amilorid-Superfusion (SFA)

N-CF N-CF CF CF
nach AMI nach SFA nach AMI nach SFA
(n=99) (n = 149) (n =6) (n =80)
Mittelwert -16,3 -13,4 -28,5 -15,2
Median -15,0 -13,0 -30,0 -14,0
Minimum -3,0 -4,0 -20,0 -4,0
Maximum -48,0 -30,0 -33,0 -33,0
Standardabweichung 7,5 5,4 5,2 7.1

3.4 PD- Werte vor und nach Amilorid-Superfusion sowie nach Verwendung

von chloridfreiem Puffer (Natrium-Glukonat)

Ziel dieser Studie war es, eine Verbesserung der diagnostischen Unterscheidung

zwischen Probanden ohne CF und CF-Patienten durch Stimulation der CFTR-

unabhangigen Chlorid-Kanale zu erreichen. Wegen der praziseren Anwendbarkeit

wurde ausschlielYlich die Superfusion zur Applikation der Substanzen verwendet.

Hierzu wurden bei 120 Probanden ohne CF und bei 77 CF-Patienten Messungen

vor und nach Amilorid-Superfusion sowie nach Superfusion von Amilorid-Lésung

in chloridfreiem Puffer (Natrium-Glukonat) durchgeflhrt.

Diese Studie basierte auf den bereits dargestellten Erkenntnissen mit Amilorid-

Superfusion auf, wurde aber zeitlich zu einem spateren Zeitpunkt durchgeflihrt, so

dass es sich nicht um die gleichen Probanden handelte und unterschiedlich grol3e

Probanden-Gruppen vorlagen. Deshalb erfolgte ausschliel3lich eine tabellarische

Ubersicht Giber die Ergebnisse der im Versuchsablauf jeweils initial stattfindenden

Superfusion mit Amilorid.
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3.4.1 Ausgangswerte der nasalen Potenzialdifferenz und nach Superfusion

mit Amilorid in chloridhaltigem Puffer

Die PD-Ausgangswerte bei Probanden ohne CF lagen wie bei den

Voruntersuchungen im Mittel signifikant niedriger als diejenigen der CF-Patienten
(Mittelwerte: -29,2 mV vs. -48,6 mV; p = 1,04E-24). Die bereits vorher beobachtete

Uberlappung ist anhand der Minimum- und Maximum-Werte der PD-Messung gut

nachzuvollziehen (Tab. 3.9).

Die PD-Messwerte nach Amilorid-Superfusion bei Probanden ohne CF lagen

statistisch signifikant niedriger als diejenigen der CF-Patienten (Mittelwerte: -12,8

mV vs. -15,2 mV; p = 0,01). Die Uberlappung war jedoch auch in diesem Fall

betrachtlich.

Die auf die Ausgangswerte bezogenen prozentualen Anderungen der PD-Werte

von Probanden ohne CF lagen wie bei den Voruntersuchungen statistisch

signifikant unter denjenigen der CF-Patienten (Mittelwerte: 56 % vs. -68 %; p =
8,24E-9). Die erhebliche Uberlappung bleibt bestehen.

Tabelle 3.9: PD-Werte (mV) der Ausgangsmessung (basal) sowie nach Superfusion mit
Amilorid (SFA) von Probanden ohne CF (n = 120) und CF-Patienten (n = 77) sowie die
prozentuale Anderung der PD-Werte (APD) nach Amilorid-Superfusion.

N-CF CF basal N-CF CF N-CF CF
basal (n=77) | nach SFA | nach SFA | APD SFA | APD SFA
(n = 120) (n=120) | (n=77) | (n=120) | (n=77)
Mittelwert -29,2 -48,6 -12,8 -15,2 56 % 68 %
Median -28,0 -47.,0 -12,0 -14,0 56 % 70 %
Minimum -14,0 -18,0 -4,0 -4,0 23 % 28 %
Maximum -56,0 -82,0 -30,0 -33,0 87 % 90 %
Standardab-| g 14,1 5,6 7.2 143% | 13.9%
weichung

42




3.4.2 PD- Werte nach Superfusion von Amilorid-Losung in chloridfreiem
Puffer (Natrium-Glukonat)

Im Anschluss an die Messungen nach Superfusion von Amilorid in chloridhaltigem
Puffer wurde eine dreiminltige Superfusion mit Amilorid in chloridfreiem Puffer
(Natrium-Glukonat) durchgefiihrt. Wahrend und am Ende der Superfusion erfolgte
die erneute Bestimmung der PD-Werte.

Die PD-Messwerte nach Amilorid-Superfusion in chloridfreiem Puffer der
Probanden ohne CF lagen etwas hoher als diejenigen der CF-Patienten
(Mittelwerte: -22,1 mV vs. -16,6 mV; Tab. 3.10). Es war ein statistisch signifikanter
Unterschied fur die Werte nach Superfusion der chloridfreien Amilorid-Losung
zwischen Nicht-CF-Probanden und CF- Patienten nachweisbar (p = 1,35E-4).

Tabelle. 3.10: PD- Werte von Probanden ohne CF (n = 120) und CF-Patienten (n = 77)
nach Superfusion von - Amilorid/Natrium-Glukonat-Lésung (NaG) (chloridfreier Puffer)

N-CF CF

nach NaG nach NaG

(n=120) (n=77)

Mittelwert -22,1 -16,6
Median -20,5 -14,0
Minimum -6,0 -3,0
Maximum -49,0 -50,0
Standardabweichung 9,6 10,0

Allerdings zeigt sich in den Boxplot-Diagrammen ein deutlicher
Uberlappungsbereich (Abb. 3.4), so dass die diagnostische Bedeutung gering ist.
Es ergab sich ein hochsignifikanter Unterschied flir Probanden ohne CF (p =
1,09E-24) und ein gerade signifikanter Unterschied fur CF-Patienten (p = 0,048).
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Abbildung 3.4: PD- Werte von Probanden ohne CF (N-CF, n = 120) und CF-Patienten
(CF, n =77) nach Superfusion von Amilorid-Lésung in chloridfreiem Puffer

3.4.3 Prozentuale Anderung der PD-Werte vor und nach Superfusion von

Amilorid-Losung in chloridfreiem Puffer (Natrium-Glukonat)

Die prozentuale Anderung der PD-Werte (APD-Werte) nach Superfusion von

Amilorid-Lésung in chloridfreiem Puffer bei Probanden ohne CF lagen signifikant

uber denjenigen der CF-Patienten (Mittelwerte: 61 % vs. 5 %; Tab. 3.11; p =
3,21E-14).

Die Boxplot-Diagramme zeigten eine deutlich geringere Uberlappung als bei den

absoluten PD-Werten (Abb. 3.5; vgl. Abb. 3.4). Dennoch Iasst sich auch hiermit
keine verlassliche Diagnostik durchfihren.
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Tabelle 3.11: Prozentuale Anderung der PD-Werte (APD (%)) von Probanden ohne CF (n
= 120) und CF-Patienten (n = 77) vor und nach Superfusion von Amilorid-Lésung in

chloridfreiem Puffer

N-CF CF
APD NaG APD NaG
(n =120) (n=77)
Mittelwert 62 % 5%
Median 51 % 0 %
Minimum -42 % -33 %
Maximum 317 % 119 %
Standardabweichung 57,5 % 25,8 %

150 o

100 o

dPD
(%)

dPD SFA/Na-G (%) N-C dPD SFA/Na-G (%) CF

Abbildung 3.5: Prozentuale Anderung der PD-Werte (APD (%)) von Probanden ohne CF
(N-C, n = 120) und CF-Patienten (CF, n = 77) vor und nach Superfusion von Amilorid-
Lésung in chloridfreiem Puffer
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3.4.4 Prozentuale Anderung der PD-Werte beiden Superfusionen in Bezug

auf die Ausgangswerte

Die APD-Werte nach beiden Superfusionen bei Probanden ohne CF lagen
signifikant Uber denjenigen der CF-Patienten (Mittelwerte: 78 % vs. 35 %; Tab.
3.12; p = 7,61E-23). Es bestand noch eine deutliche Uberschneidung.

Tabelle 3.12: Prozentuale Anderung der PD-Werte (APD (%)) von Probanden ohne CF (n
= 120) und CF-Patienten (n = 77) vor und nach Superfusion von Amilorid-Lésung in
chloridfreiem Puffer

N-CF CF
APD ges. APD ges.
(n =120) (n=77)
Mittelwert 78 % 35 %
Median 73 % 29 %
Minimum 13 % 6 %
Maximum 168 % 109 %
Standardabweichung 29,4 % 20,2 %

3.5 PD- Werte vor und nach Superfusion von Isoproterenol

Ziel dieser Studie war es, durch Stimulation der CFTR-abhangigen Chlorid-
Kanale, eine bessere Differenzierung zwischen Probanden ohne CF und mit CF
zu erreichen.

Hierzu wurden Messungen vor und nach Amilorid-Superfusion (chloridhaltig), nach
Superfusion von Amilorid-Lésung in chloridfreiem Puffer sowie nach Superfusion
von Isoproterenol (in Amilorid-Ldsung in chloridfreiem Puffer) bei 74 Probanden
ohne CF und bei 45 CF-Patienten durchgeflhrt.

Diese Studie basierte auf den zuvor gewonnenen Erkenntnissen, wurde aber zu
einem spateren Zeitpunkt durchgefuhrt, so dass es sich nicht um die gleichen

Probanden handelte und unterschiedlich grol3e Probanden-Gruppen vorlagen.
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Deshalb erfolgte erneut die kurze Darstellung der Ergebnisse der im
Versuchsablauf vorgeschalteten Untersuchungen mit den verschiedenen Amilorid-

Losungen.

3.5.1 Ausgangswerte der nasalen Potenzialdifferenz, Werte nach

Superfusion mit Amilorid und nach Superfusion von chloridfreiem Puffer

Die PD-Ausgangswerte der Probanden ohne CF lagen erneut signifikant niedriger
als diejenigen der CF-Patienten (Mittelwerte: -28,1 mV vs. -47,3 mV; s. Tab. 3.13;
p =2,79E-16).

Die PD-Messwerte nach Amilorid-Superfusion bei Probanden ohne CF lagen
minimal und im Gegensatz zur vorhergehenden Messreihe nicht signifikant
niedriger als diejenigen der CF-Patienten (Mittelwerte: -12,3 mV vs. -14 mV; Tab.
3.13; p = 0,12972).

Die Messungen nach Superfusion von Amilorid in chloridfreiem Puffer ergaben wie
in der vorhergehenden Messreihe signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen bei noch deutlicher Uberlappung (p= 1,06E-6). Auch der Unterschied in
der Gruppe der Probanden ohne CF war wie zuvor hochsignifikant (p = 1,39E-15).
Allerdings zeigte sich in der Gruppe der CF-Patienten nun kein signifikanter
Unterschied mehr fur die PD-Werte vor und nach chloridfreier Amilorid-
Superfusion (p = 0,078).
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Tabelle 3.13: PD- Basiswerte (mV) von Probanden ohne CF (n = 74) und CF-Patienten (n
= 45), Werte nach Amilorid (SFA) und nach Natrium-Glukonat (NaG)

N-CF CF N-CF CF N-CF CF
basal basal | nach SFA | nach SFA | nach NaG | nach NaG
(n=74)| (n=45)| (h=74) (n =45) (n=74) (n = 45)
Mittelwert -28,1 -47,3 -12,3 -14,0 -21,0 -13,1
Median -26,0 -46,0 -11,5 -13,0 -19,5 -13,0
Minimum -14,0 -18,0 -4,0 -4,0 -6,0 -3,0
Maximum -49,0 -82,0 -27,0 -33,0 -43,0 -30,0
Standardab- | g5 | 44 4 5,3 7.1 8,9 6,8
weichung

3.5.2 PD- Werte nach Superfusion von Isoproterenol

Im Anschluss an die Messungen nach Superfusion von Amilorid in chloridfreiem
Puffer wurde eine Superfusion mit Isoproterenol Uber drei Minuten durchgeflhrt.
Wahrend sowie am Ende dieser Superfusion erfolgte die erneute Bestimmung der
PD-Werte.

Die PD-Messwerte nach Isoproterenol-Superfusion bei Probanden ohne CF lagen
signifikant hoher als diejenigen der CF-Patienten (Mittelwerte: -30,3 mV vs. -13,4
mV; Tab. 3.14; p = 2,60E-18).

Tab. 3.14: PD- Werte (mV) von Probanden ohne CF (n = 74) und CF-Patienten (n = 45)
nach Superfusion von Isoproterenol (ISO)

N-CF CF
nach ISO nach ISO
(n=74) (n=45)
Mittelwert -30,3 -13,4
Median -30,0 -12,0
Minimum -14,0 -2,0
Maximum -61,0 -29,0
Standardabweichung 9,3 7,4
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Grafisch zeigte sich eine minimale Uberschneidung (Abb. 3.6).

Beim Vergleich der PD-Werte vor und nach Superfusion von Isoproterenol zeigte
sich ein hochsignifikanter Unterschied flr Probanden ohne CF (p = 2,25E-22),
aber kein signifikanter Unterschied fur CF-Patienten (p = 0,41).

-10

n. SFISO N-CF n. SFISO CF

Abbildung 3.6: PD- Werte von Probanden ohne CF (N-CF, n = 74) und CF-Patienten (CF,
n = 45) nach Isoproterenol-Superfusion (SFISQO)

3.5.3 Prozentuale Anderung der PD-Werte (APD (%)) vor und nach
Superfusion von Isoproterenol bezogen auf das PD-Niveau nach

chloridfreiem Amilorid

Die APD-Werte nach Superfusion von Isoproterenol (bezogen auf das PD-Niveau

nach chloridfreiem Amilorid) bei Probanden ohne CF lagen signifikant Gber
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denjenigen der CF-Patienten (Mittelwerte: 244 % vs. 9 %; Tab. 3.15; p = 5,95E-6).
Die Boxplot-Diagramme zeigten eine deutliche Uberlappung (Abb. 3.7).

Tabelle 3.15: Prozentuale Anderung der PD-Werte (APD (%) von Probanden ohne CF (n
= 74) und CF-Patienten (n = 45) vor und nach Superfusion von Isoproterenol (SFISO)

N-CF CF
APD ISO/NaG APD ISO/NaG
(n=74) (n =45)
Mittelwert 244 % 9%
Median 121 % 0 %
Minimum -7 % -400 %
Maximum 1500 % 700 %
Standardabweichung 306,5 % 161,5 %
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Abbildung 3.7: Prozentuale Anderung der PD-Werte (dPD (%)) von Probanden ohne CF
(N-CF, n = 74) und CF-Patienten (CF, n = 45) vor und nach Superfusion von Isoproterenol
bezogen auf das PD-Niveau nach chloridfreiem Amilorid
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3.5.4 Prozentuale Anderung der PD-Werte (APD) nach Superfusion von

Isoproterenol bezogen auf das PD-Niveau nach Amilorid

Die APD-Werte nach allen Superfusionen (bezogen auf das PD-Niveau nach
chloridhaltigem Amilorid) lagen bei Probanden ohne CF signifikant tGber
denjenigen der CF-Patienten (Mittelwerte: 119 % vs. -3 %; Tab. 3.16; p = 4,13E-
28). In diesem Boxplot-Diagramm zeigte sich keinerlei Uberlappung (Abb. 3.8).

Tabelle 3.16: Prozentuale Anderung der PD-Werte (APD (%)) von Probanden ohne CF (n
= 74) und CF-Patienten (n = 45) vor und nach Superfusion von Isoproterenol bezogen auf
das PD-Niveau nach Amilorid (chloridhaltig)

N-CF CF
APD ISO/SFA APD ISO/SFA

(n=74) (n = 45)

Mittelwert 119 % -3 %

Median 107 % -2 %

Durchschnittliche Abweichun

vom Mittelwert (=DAM) 5 37,3 % 12,4 %
Minimum 14 % -45 %

Maximum 400 % 29 %
Standardabweichung 54,8 % 16,4 %
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Abbildung 3.8: Prozentuale Anderung der PD-Werte (APD (%)) von Probanden ohne CF
(N-CF, n = 74) und CF-Patienten (CF, n = 45) nach Superfusion von Isoproterenol
bezogen auf das PD-Niveau nach Amilorid (chloridhaltig)

3.5.5 Prozentuale Anderung der PD-Werte (APD) nach Superfusion von

Isoproterenol bezogen auf die Ausgangswerte

Die APD-Werte bezogen auf die Ausgangswerte vor der ersten Superfusion lagen
bei Probanden ohne CF hochsignifikant Gber denjenigen der CF-Patienten
(Mittelwerte: 110 % vs. 28 %; Tab. 3.17; p = 2,10E-40).

Auch in diesen Boxplot-Diagrammen war keine Uberlappung festzustellen (Abb.
3.9).
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Tabelle 3.17: Prozentuale Anderung der PD-Werte (APD (%)) von Probanden ohne CF (n
= 74) und CF-Patienten (n = 45) nach Amilorid-Superfusion (chlorhaltig), nach folgender
Superfusion von Amilorid-Lésung in chloridfreiem Puffer (Natrium-Glukonat) und nach
Superfusion von Isoproterenol bezogen auf die Ausgangswerte

N-CF CF
APD gesamt APD gesamt

(n=74) (n=45)
Mittelwert 110 % 28 %
Median 103 % 28 %
Minimum 73 % 6 %
Maximum 186 % 57 %

Standardabweichung 24,6 % 13,4 %

% PD-Basalwert N-CF % PD-Basalwert CF

Abbildung 3.9: Prozentuale Anderung der PD-Werte (dPD (%)) von Probanden ohne CF
(N-CF, n = 74) und CF-Patienten (CF, n = 45) vor und nach Superfusion von Amilorid in
chloridhaltigem und chloridfreiem Puffer sowie nach Superfusion von Isoproterenol
bezogen auf die Basalwerte
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3.5.6 Ubersicht iiber die PD-Ergebnisse

Zur Veranschaulichung der wichtigsten Resultate wurden in Abb. 3.10 die
Mittelwerte der PD-Messungen (in mV) vor und nach Superfusion der
verschiedenen Pharmaka bei Probanden ohne und mit CF dargestellt.

Der optische Eindruck einer guten Differenzierung zwischen CF und Nicht-CF
durch die Basalwerte wurde durch die statistische Auswertung relativiert, durch die
eine deutliche Uberlappung der PD-Werte der Probanden ohne CF mit denjenigen

der CF-Patienten nachzuweisen war (Abb. 3.1; s. auch Kap. 3.6.1).
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=20 -

===t or CF
CF

' -25

-30 -

=33 A

=10 4

=15 4

=

Superfusion

Abb. 3.10: Vergleich der PD-Mittelwerte vor und nach jeweiliger Superfusion bei
Probanden ohne und mit CF
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3.6 Sensitivitat und Spezifitat

3.6.1 Sensitivitat und Spezifitat der Basalwerte

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden bei insgesamt 442 Probanden ohne

CF und bei 208 CF-Patienten Basalwerte erhoben, wobei hier auch die mehrfach

bestimmten Basalwerte von Probanden integriert wurden, die an verschiedenen

Messreihen teilnahmen. Aus diesen Werten kann der Sollwertbereich fir

Probanden ohne CF und der Messwertbereich fiur CF-Patienten abgeleitet werden.

Ein Wert der Potenzialdifferenzmessung von gro3er als -44 mV (Mittelwert + 2-

fache durchschnittliche Abweichungen vom Mittelwert (DAM)) ist

dementsprechend als pathologisch einzuordnen (Tab. 3.18).

Tab. 3.18: Messwerte der Potenzialdifferenz bei Probanden ohne CF und mit CF

N-CF CF
basal basal
(n=442) (n = 208)
Mittelwert -29,5 -48,1
Median -29,0 -46,0
Durchschnittliche Abweichung vom Mittelwert (=DAM) 7,4 10,9
Minimum -10,0 -18,0
Maximum -56,0 -82,0
Standardabweichung 9,0 13,9

Bei detaillierter Betrachtung der Ergebnisse fallt jedoch auf, dass der

Uberlappungsbereich erheblich ist, da die Spannweite der Nicht-CF-Probanden

von —10 bis —56 mV, diejenige der CF-Patienten von —18 bis — 82 mV reicht.

Fir die Berechnungen der Sensitivitat und der Spezifitat wurde der fir Probanden

ohne CF berechnete Grenzwert von -44 mV (Mittelwert + 2 DAM) zugrunde gelegt.

Es ergab sich dadurch eine Sensitivitat von 59 % und eine Spezifitat von 93 %,

wenn keine pharmakologischen Tests durchgefuhrt wurden.
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3.6.2 Sensitivitit und Spezifitit fiir die prozentuale Anderung der PD-Werte

(APD) nach Superfusion von Isoproterenol

Aus den Ergebnissen der pharmakologischen Tests war zu entnehmen (Kap. 3.1.2
bis 3.5.8), dass die Nicht-CF-Probanden von CF-Patienten am besten
abzugrenzen sind, wenn man als Kriterium die prozentuale Anderung der PD-
Werte nach Isoproterenol (bezogen auf das PD-Niveau nach Superfusion von
Amilorid) heranzieht. Ein Uberlappungsbereich zwischen beiden Kollektiven war
unter diesen Bedingungen nicht zu beobachten (Abb. 3.8).

Bei 74 Probanden ohne CF und bei 45 CF-Patienten ergab sich ein Mittelwert von
119 % bzw. -3 % und eine DAM von 12,4 % bei den CF-Patienten (Tab 3.16).
Berechnet man nun analog zu den Basalwerten den Grenzwert fur die prozentuale
Anderung der PD-Werte (APD) nach Superfusion von Isoproterenol (Mittelwert + 2
DAM), so ergibt sich ein Wert von APD = 27,8 %.

Basierend auf diesem Grenzwert errechnete sich eine Sensitivitat von 97,8 % und

eine Spezifitat von 98,6 %.
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4. Diskussion

4.1 Allgemeines zur Potenzialdifferenzmessung

Anamnese und klinischer Befund, aber auch Schweil3- und Genanalyse lie3en
bisher deutliche Defizite der Mukoviszidose-Diagnostik erkennen [75]. Die
transepitheliale Potenzialdifferenzmessung bot sich nach bisherigen Mitteilungen
nicht nur als erganzendes Instrument der Diagnostik, sondern auch fur
Forschungszwecke an [76]. Moglichkeiten und Grenzen der PD-Messung mussten

aber erst noch ausgelotet werden.

4.2 PD-Werte vor und nach Amilorid Nasenspray

Die hier vorgelegten Daten der Ausgangswerte (43,8 + 7,5 mV) flur CF-Patienten
zeigten zwar einen statistisch signifikanten Unterschied gegenuber Probanden
ohne CF (-30,5 + 9,6 mV; p = 0,0002). Allerdings fanden sich auch einige
Messungen mit PD-Werten bei Probanden ohne CF, die im vermuteten
pathologischen Bereich liegen (> - 50 mV). Umgekehrt gab es CF-Patienten mit
unauffalligen, z. T. sehr niedrigen PD-Basalwerten (< - 25 mV). Der niedrigste
Wert von allen an der Studie beteiligten CF-Patienten lag bei — 18 mV.

Hohe Ausgangswerte der nasalen PD ergeben demnach zwar erste Hinweise,
dass eine Cystische Fibrose vorliegen kdnnte [77]. Sie erlauben jedoch keine
verlassliche diagnostische Zuordnung, da sie eine hohe Variabilitdt aufweisen und
sich mit den Werten gesunder Probanden Uberlappen. Dies ist seit langem
bekannt [49, 68, 78].
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Mit dem Einsatz eines Amilorid-Nasensprays verband sich die Hoffnung einer
Erleichterung der Diagnostik und einer Verbesserung der diagnostischen
Sicherheit auf der Basis der Natriumkanal-Blockade.

Am vorliegenden Datenmaterial lieRen sich zwar statistisch signifikante
Unterschiede bei den Werten nach Amilorid-Nasenspray nachweisen (mittlerer
PD-Wert bei Probanden ohne CF -16,3 mV, bei CF-Patienten -28,5 mV; p =
0,0002). Allerdings zeigten die prozentualen Veranderungen (APD) keine
signifikanten Unterschiede zwischen Probanden ohne und mit CF (mittleres
Absinken der PD um -46,0 bzw. 34,0 %; p = 0,14). Damit wurden frihere
Erfahrungen bestatigt [79].

4.3 Superfusion allgemein

Entscheidender Nachteil der Applikation einer Substanz mittels Nasenspray ist die
Unsicherheit, ob eine ausreichende Deposition am Messort erfolgt. Anatomische
Variationen kdnnen die Messergebnisse erheblich beeinflussen [80]. Deshalb war
unter anderem die Zielsetzung dieser Arbeit, die Fehlerquellen durch eine gezielte
Aufbringung des Amilorids am Messort mittels Superfusion zu reduzieren.
Allerdings mussten andere Schwierigkeiten beachtet werden.

Spezielle Probleme bei der Superfusion stellen die Temperaturdifferenzen
zwischen superfundierter Lésung und Messort an der Nasenschleimhaut dar.
Sinnvoll ware eine Anpassung an die Temperatur des Messortes. Es zeigte sich
jedoch in einer eigens durchgefuhrten Pilotuntersuchung, dass eine Temperierung
der Losungen auf Korpertemperatur bzw. auf das Temperaturniveau in der Nase
nicht einfach ist bzw. mit Komplikationen verbunden sein kann. Die
Perfusorschlduche mit den pharmakologischen Losungen muissen durch ein
Wasserbad geleitet werden, das mittels Heizspule temperiert wird. Die

notwendigen Temperaturen im Wasserbad, durch die entsprechende
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Temperaturen am Messkatheter-Ende erreicht werden, betragen ca. 55°C, so
dass die Stabilitat der Losungen gefahrdet war. Untersuchungen mit Losungen,
die (wie bei intravends applizierten Medikamenten Ublich) Zimmertemperatur
hatten, fihrten nicht zu einer Beeintrachtigung der Messergebnisse. Eine 2003 in
den USA durchgefuhrte Multicenterstudie ergab zwar bei Anwarmen der
Superfusionsldsungen ein besseres Ansprechen der PD auf Isoproterenol,
allerdings war die Reaktion auf chloridfreie Lésung geringer, so dass das
Gesamtergebnis nicht wesentlich beeinflusst wurde. Es fand sich ein signifikanter
Gesamtunterschied (APD nach chloridfreier Amiloridldsung und nach
Isoproterenol in chloridfreier Amiloridldsung) zwischen angewarmten Losungen
und Lésungen bei Raumtemperatur von im Mittel -4,4 mV (95 % Konfidenzintervall
-7,6 bis - 1,1 mV; p = 0,01). Dieser Unterschied wurde von den Autoren vor allem
als relevant fiir die Uberpriifung der Chlorid-Leitfahigkeit nach CFTR-
korrigierender Therapie angesehen, da hier auch geringe Unterschiede im Chlorid-
Transport eine Rolle spielen. Fur die CF-Diagnostik spielen diese Unterschiede
aber nur eine untergeordnete Rolle [81]. Im Rahmen der Erstellung eines
Standards zur Verwendung der nasalen Potenzialdifferenzmessung mit
Superfusion im Rahmen von Multicenter-Studien wurden 2004 Losungen mit
Zimmertemperatur verwendet [82]. Auf eigene weitergehende Untersuchungen zu

dieser Thematik wurde daher verzichtet.

Als besondere Fehlerquelle der Superfusionsmethode sind die teilweise
bestehenden Kontaktschwierigkeiten bei Luftblasen im System zu beachten, die
durch die Verlangerung und Erweiterung des Systems bei der Superfusion etwas
verstarkt auftreten. Hier ist auf eine akribische Entluftung bzw. luftfreie Befullung
der Systeme zu achten. Im weiteren Verlauf wurde deshalb im Anschluss an die
Messungen flr diese Arbeit nach dem Vorbild von Knowles/Boucher auf ein
zweilumiges System umgestellt [76], bei dem dieses Problem deutlich reduziert ist.
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4.4 PD-Werte vor und nach Amilorid-Superfusion (chloridhaltig)

Aus oben genannten Grinden war unter anderem die Zielsetzung dieser Arbeit,
durch eine gezielte Applikation des Amilorids an den Messort mittels Superfusion,

die Prazision der Messmethode zu verbessern.

Die Ausgangswerte dieser Messreihe vor Superfusion sind mit den Werten vor
Amilorid-Nasenspray vergleichbar und ergeben den erwarteten statistisch
signifikanten Unterschied zwischen Probanden ohne und mit CF auf einem etwas
hoheren Niveau (-29,8 £ 9,0 mV bzw. -48,5 + 14,1 mV; p = 7,99E-27). Hier macht
sich offenbar der Vorteil der Superfusionsmethode dadurch bemerkbar, dass man
bei CF-Patienten den lokalen Entziindungsprozessen und anatomischen
Besonderheiten (s.0.) aus dem Weg gehen kann und den bei unguinstigen
Bedingungen besten Messort finden kann. Es gelten prinzipiell jedoch o.g.
Einschrankungen.

Am vorliegenden Datenmaterial lie3en sich statistisch signifikante Unterschiede
bei den Werten nach Amilorid-Superfusion nachweisen (Nicht-CF: -13,4 + 5,4 mV;
CF-Patienten: -15,2 + 7,1 mV; p = 0,036), wobei eine deutliche Uberlappung
bestehen bleibt. Im Gegensatz zur Messung nach Amilorid-Nasenspray zeigen die
prozentualen Veranderungen (APD) auch statistisch eindeutige Unterschiede. Die
Hoffnung auf eine bessere diagnostische Differenzierung zwischen Probanden
ohne oder mit CF erflllten sich jedoch nicht, obwohl wahrend der Superfusion
auch eine etwas hohere Gesamtdosis von Amilorid, als mittels Nasenspray
verabreicht wurde (Nicht-CF: 54 + 13,9 %; CF-Patienten: 68% + 10,9 % p = 2,62E-
11).

Auch andere Autoren kamen zu diesem wenig befriedigenden Ergebnis bezuglich
der Diagnostik [79, 82].
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Wichtiger als die beschriebene, diagnostisch verwertbare Absenkung der PD-
Werte durch die selektive Natrium-Kanal-Blockade mittels Amilorid, welches als
Kalium-sparendes Diuretikum seit langerem bekannt ist [51, 54], ist die
therapeutische Nutzung des Medikamentes im Hinblick auf die Zusammensetzung
und die Konsistenz des Bronchialsekretes. Im Urogenitalsystem blockiert Amilorid
die Natrium-Reabsorption im distalen Tubulus und vermindert das transepitheliale
Potenzialgefalle. Die passiv ablaufende Kalium-Exkretion wird auf Grund dieses
Pathomechanismus verringert [51, 83]. Im Mucus steigt durch die Natrium-Kanal-
Blockade der Natrium- und Wassergehalt an. Die Viskositat und Elastizitat des
Sekretes werden verringert und die mukoziliare Clearance dadurch gesteigert [55,
56, 67, 84, 85, 86]. Die Patienten berichten Uber eine Erleichterung der
Sekretexpektoration, die sich auch objektivieren liefl3 [85]. Auch eine Erhéhung der
Zilienschlagfrequenz am Flimmerepithel und eine antimikrobielle Wirkung sind
belegt [33, 87, 88].

Allerdings ist die Wirkungsdauer der tUblichen Amiloridldsungen begrenzt [54], so
dass mit Hilfe der PD-Messmethode zunachst die maximal mégliche
Konzentration ausgelotet werden musste [72]. Basierend auf den Resultaten
dieser Untersuchung konnten Huls et al. bei einer retrospektiven Studie nach 6 bis
8 Jahren konsequenter Amiloridinhalation im Vergleich zu CF-Patienten ohne
Amiloridtherapie eine Verbesserung der Lungenfunktion nachweisen [89].
Weiterfuhrende PD-Untersuchungen bei denen auf die Erfahrungen mit
punktuellen Messungen zurlckgegriffen wurde, befassten sich mit der
Uberpriifung verschiedener Amiloridpulver. In der aktuellen Form ist Amilorid als
Pulverkapsel fur die individuelle Anwendung mit herkdmmlichen Pulverinhalatoren
wie Aerolizer, Handihaler und Inhalator M rezeptierbar ist [90, 91]. Mittelfristig
konnten langer wirkende Amiloridanaloga [92, 93, 94, 95, 96, 97], die derzeit
teilweise in Klinischen-Phase-Il bzw. -11I-Studien gepruft werden, zur Verfigung
stehen.
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4.5 PD-Werte vor und nach Amilorid-Superfusion (chloridhaltig) und
folgender Superfusion von Amilorid-Losung in chloridfreiem Puffer

(Natrium-Glukonat)

Die Superfusion mit Amilorid in chloridhaltigem Puffer allein bzw. mit Amilorid in
chloridhaltigem Puffer und nachfolgende PD-Messung nach Superfusion von
Amilorid in chloridfreiem Puffen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten und zum
grofRen Teil an verschiedenen Probanden durchgefuhrt. Dennoch fallen die bei
vergleichbaren Bedingungen erzielten Messergebnisse sehr ahnlich aus, woran
die Konstanz der unter Superfusionsbedingungen ermittelten PD-Werte abzulesen
ist.

Es fanden sich bei Superfusion von Amilorid in chloridhaltiger (Nicht-CF: -13,5 +
5,4 mV, CF: -15,2 + 7,1 mV; p= 0,036) und chloridfreier Lésung (Nicht-CF: -22,1 +
9,6 mV, CF: -16,6 £ 10 mV; p= 1,09E-24) ebenfalls signifikante Unterschiede
zwischen Probanden ohne CF und mit CF.

Eine hohere Sicherheit bei der Diagnostik liel3 sich daraus allerdings nicht
abzuleiten. In jungster Zeit gab es daher Bemuhungen, die zumindest im Rahmen
der Routine-Diagnostik auf einen Verzicht der gesonderten Superfusion mit
Natrium-Glukonat abzielen [98, 99]. Der dadurch bedingte Zeitgewinn ist
besonders bei jungen Kindern von grofdem Vorteil.

Damit wird der Wert dieser Untersuchung im Rahmen der Forschung nicht
geschmalert: Die Beurteilung der Testung des Chloridtransports Uber die
,alternativen“ Kanéle [60] ist bei der Uberpriifung neuer Pharmaka mittels PD-
Messung von hoher Aktualitat, wie auch in jungster Zeit wieder gezeigt wurde
[100, 101, 102].
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4.6 Superfusion mit Isoproterenol nach Natrium-Kanalblockade und nach

Aktivierung der alternativen Chlorid-Kanale

Die Superfusion von Isoproterenol in chloridfreier Amilorid-Losung. ergab
eindeutige und signifikante Unterscheidungen zwischen Non-CF-Probanden und
CF-Patienten (Nicht-CF: -30,3 £ 9,3 mV; CF: -13,3 £ 7,4 mV; p= 2,25E-22). In den
Boxplot-Diagrammen der Absolutwerte war kaum noch eine Uberlappung zu
erkennen. Andere Arbeitsgruppen geben eine véllig fehlende Uberschneidung an
[76, 79, 103, 104, 105]. Dies durfte allerdings angesichts der unten beschriebenen
Ubergangsbereiche wenig wahrscheinlich sein.

Wurde die prozentuale Anderung der PD-Werte (APD) nach Superfusion von
Isoproterenol in chloridfreiem Amilorid bezogen auf die Anderung nach Amilorid in
chloridhaltigem Puffer zur Beurteilung herangezogen, so lief3 sich eine
Uberlappung der Ergebnisse véllig vermeiden (vgl. Abb. 3.11).

Somit kann durch die Superfusion mit Isoproterenol der cAMP-abhangige CFTR-
Kanal stimuliert werden, wodurch es zu einem Chlorid-Ausstrom und damit zu
einem Anstieg der PD kommt.

Von anderen Arbeitsgruppen werden verschiedene weitere Medikamente zur
Stimulation des CFTR-abhangigen Chlorid-Transportes verwendet, z.B.
Terbutalin, Genistein, Adenosin und ATP/UTP [79, 106, 107, 108].

Die hier verwendete Methode der PD-Messung wurde ferner zur Uberpriifung der
Wechselbeziehung zwischen CFTR-Funktionsstérung und Krankheits-
Schweregrad der CF (einschlie3lich Pankreasfunktion und pulmonalem Status)
eingesetzt [109, 110, 111, 112, 113, 114]. Hierbei korrelierte unter anderem die
Chlorid-Leitfahigkeit mit dem Pankreasstatus (aber nicht mit der Lungenfunktion),
wahrend der Natrium-Transport mit dem Einsekundenwert (FEV,) korrelierte.

Die insgesamt maRigen Korrelationen zwischen den Ergebnissen der PD-
Messungen und dem Genotypus bzw. dem Phanotypus reflektieren

wahrscheinlich die begrenzte Wechselbeziehung zwischen dem Phanotypus und
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dem lonentransport, da CFTR-unabhangige Einflussfaktoren ebenfalls eine
wichtige Rolle bei dem Schweregrad der klinischen Manifestation eine Rolle
spielen (unterschiedliche Therapie, Klima oder modifizierende Gene etc. [7, 80,
111, 113, 114].

4.7 Ubersicht iiber die PD-Ergebnisse

Vergleicht man jeweils alle Mittelwerte vor und nach den verschiedenen Pharmaka
miteinander (Abb. 3.13), gewinnt man den Eindruck, dass die diagnostische
Sicherheit bei den Ausgangswerten und nach Superfusion des Adrenergikums
Isoproterenol der Applikation des Natriumkanalblockers Amilorid und der
chloridfreien Lésung Natriumglukonat Uberlegen ist.

Eine zuverlassige Diagnostik kommt allerdings ausschlie3lich der prozentualen
Anderung der PD-Werte nach Isoproterenol zu, wenn sie auf die Spannung nach
Amilorid bezogen werden (Abb. 3.11; s. auch Kap. 3.6.2).

Dies bestatigen auch die nachfolgenden Ausfiihrungen zur Sensitivitat und

Spezifitat.

4.8 Sensitivitat und Spezifitat der PD-Messung mittels Superfusion

Um die bisherigen diagnostischen Méglichkeiten mit den Anderungen durch die
Superfusionsmethode zu vergleichen, wurde fir die Superfusionsmethode die
prozentuale Anderung der PD-Werte (APD) nach Superfusion von Isoproterenol
bezogen auf die PD-Werte nach Amilorid in chloridhaltigem Puffer gewahlt, da
hierdurch die Verbesserungen durch die Superfusionsmethode als Gesamtunter-
suchung am besten beurteilbar wurde. Es liel3 sich eine entscheidende Verbesser-
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ung der Diagnostik erreichen. Je nach verwendetem Grenzwert ergab sich durch
die prazise Stimulation CFTR-abhangiger Chloridkanale am Messort eine
maximale Sensitivitat von 100% und eine Spezifitat von 98,6 %, wahrend die
alleinige BerUcksichtigung der Ausgangswerte mit einer Sensitivitat von 59 % und
einer Spezifitat von 93 % eine groRe diagnostische Unsicherheit beinhaltete.
Damit bestatigten sich frihere Erfahrungen [49, 68 103]. Sofern nicht andere
lonentransportstérungen vorliegen, die sich klinisch ebenfalls unter dem Bild der
Mukoviszidose manifestieren kdnnen [115, 116, 117], steht mit der nasalen
Potenzialdifferenzmessung ein zuverlassiges diagnostisches Instrument zur

Verfugung.

Bei Grenzfallen kann man auf die wesentlich aufwandigere in-vitro-Diagnostik am
Darmepithel mittels Kurzschlussstrommessung in der Ussing-Kammer zurtck-
greifen. Sie hat den Vorteil, dass auch Substanzen, die fur die Anwendung am

Menschen nicht zugelassen sind, eingesetzt werden konnen [103, 118].

4.9 AbschlieBende Bilanz und Ausblick

Es Iasst sich folgendes Resumee ziehen: Durch die PD-Messung in Verbindung
mit der Superfusion der Pharmaka kann die Unterscheidung zwischen CF und
NON-CF deutlich sicherer getroffen werden als durch die bisher verfligbaren
diagnostischen Verfahren. Allerdings ist die PD-Messung aufgrund der
Anforderungen an die Kooperation erst ab einem Alter von ca. 5 - 6 Jahren
anwendbar, weshalb zur reinen Ausschlussdiagnostik nur klinisch spat auffallige
Patienten davon profitieren kdnnen. Aber gerade die Mutationen mit untypischem
und mildem Verlauf manifestieren sich haufiger erst spat und zeigen oft nicht
eindeutige Befunde in der Schweil3analyse nach Pilocarpinstimulation, die immer

noch als Standardtest gilt, weil sie wenig aufwandig ist.
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Nach Etablierung der nasalen PD-Messung wurde die Methode in Gielden
inzwischen dahingehend modifiziert, dass durch eine rektale PD-Messung auch

Kinder unter 6 Jahren bis hin zum Neugeborenenalter untersucht werden konnen.

Die Uberpriifung neuer Therapieansatze ist neben der Diagnostik ein weiterer
wichtiger Anwendungsbereich der PD-Messung. Je nach Applikationsform des
eingesetzten Medikamentes kommen die punktuelle Messung mit Messsonden
oder die kontinuierliche Superfusionsmethode zur Anwendung.

Von besonderem Interesse ist die Frage, welche Medikamente bei Mutationen mit
einer CFTR-Restfunktion ggf. eine Steigerung des transepithelialen
Chloridtransports oder durch Natrium-Kanal-Blockade eine Normalisierung der PD
bewirken kdnnen. In Early-Phase-Studien konnte ein Gberzeugender
Wirkungsnachweis erbracht werden [119, 120]. Nicht minder wichtig ist die
Objektivierung der Effekte auf dem Gebiet der Gentherapie. So liel® sich per PD-
Messung dokumentieren, dass virale Vektoren [121, 122, 123] eine transgene
Ubergabe von intaktem CFTR ermdglichen, wobei der Erfolg nur passager ist
[104].

Auch bei Substanzen, wie Gentamycin und PTC 124, die ein weiteres Auslesen
von Stopmutationen (Klasse |, z.B. W1282X) bewirken sollen, kann der Erfolg
mittels PD-Messung Uberprift werden [124, 125, 126, 127, 128].

International wird die Methode der nasalen Potenzialdifferenzmessung mit
Superfusion von Amilorid, chloridfreier Losung und einem Betamimetikum (meist
Isoproterenol) als wichtiger Fortschritt in der Mukoviszidose-Diagnostik
eingeschatzt, auch wenn die Bemihungen um eine Standardisierung der Methodik
noch nicht abgeschlossen sind [23, 80]. Kinftige Anstrengungen muissen vor
allem der Vereinfachung des Messvorgangs gelten, da die PD-Messung wegen
des groflen Aufwandes bisher nur an wenigen Kliniken durchgefiihrt werden kann.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund:

Die Messung der nasalen transepithelialen Potenzialdifferenz (PD) stellt ein
wichtiges Hilfsmittel im Rahmen der Mukoviszidose-Diagnostik und -Forschung
dar.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Mukoviszidose-Diagnostik durch

EinflUhrung der Superfusionsmethode bei der PD-Messung zu verbessern.

Methodik:

In einer initialen Messreihe wurden im Rahmen der konventionellen PD-Messung
Werte fur die nasale Applikation von Amilorid mittels Spray erhoben. In einer
zweiten Versuchsanordnung wurde der konventionelle Versuchsaufbau mit
Millivoltmeter, Silberchloridelektroden, Agargelbricken, subkutaner Kanule
(Verbindung zur Referenzelektrode) und Messkatheter (Verbindung zur
Messelektrode) tber Dreiwegehahne mit den Superfusionslésungen verbunden,
die zur Applikation verschiedener Pharmaka dienten. Nach der Ausgangsmessung
wurden nacheinander die Superfusionslosungen (1. Amilorid, 2. Amilorid in
chloridfreiem Puffer und 3. Amilorid in chloridfreiem Puffer + Isoproterenol)
perfundiert, wobei jedes Pharmakon in einer eigenen Messreihe untersucht wurde.
Insgesamt nahmen 162 Probanden ohne CF (Nicht-CF) in einem Alter von 0,2 bis
57,2 Jahre und 49 Mukoviszidose(CF)-Patienten in einem Alter von 0,1 bis 56,3

Jahre an den Messungen teil.

Ergebnisse:

Bei den PD-Ausgangswerten (Nicht-CF: -29,5 + 9 mV, CF: -48,1 £ 13,9 mV; p =
8,02639E-73), sowie den Werten nach Amilorid-Nasenspray (Nicht-CF: -16,3 + 7,5
mV, CF: -28,5 + 5,2 mV; p= 0,0002) waren zwar statistisch signifikante

Unterschiede zwischen Nicht-CF-Probanden und CF-Patienten zu beobachten.
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Diese erlaubten jedoch keine ausreichende diagnostische Zuordnung. Bei
Superfusion von Amilorid in chloridhaltiger und Amilorid in chloridfreier Losung
ergaben sich zwar ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen Probanden ohne
CF und CF-Patienten, aber erst die Superfusion von Isoproterenol in chloridfreier
Amilorid-Lésung (Nicht-CF: -30,3 £ 9,3 mV, CF: -13,3 + 7,4 mV; p= 2,25E-22)
ermoglichte eine eindeutige Trennung mit einer Sensitivitat von 100 % und einer
Spezifitat von 98,6 %, wahrend die Basalwerte ohne pharmakologische Tests

lediglich eine Sensitivitat von 59 % und eine Spezifitdt von 93 % aufwiesen.

Fazit:

Durch die Superfusion kann die Unterscheidung zwischen CF-Patienten und NON-
CF-Probanden deutlich sicherer getroffen werden. Allerdings ist die Methode
wegen der Anforderungen an die Kooperation erst ab einem Alter von ca. 5 - 6
Jahren anwendbar. Dennoch ist diese Form der PD-Diagnostik als deutliche
Bereicherung anzusehen, vor allem bei Mutationen mit untypischem und mildem
Verlauf, die meist erst spat diagnostiziert werden, da in diesen Fallen oft weder die

Schweiflanalyse noch die Genanalyse eindeutige Befunde liefert.
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6 Summary

Background

The measurement of the nasal transepithelial potentialdifference (PD) represents
an important aid in the context of the diagnostics and research of cystic fibrosis
(CF). A goal of this work was to improve the cystic fibrosis diagnostics by means

of introduction of the superfusion method.

Methods

In initials a series of measurements were done in the context of the conventional
nasal PD measurement to get values for the nasal application of Amiloride by
means of spray. In a second experimental assembly the conventional
experimental setup with millivoltmeter, silver chloride electrodes, agar yellow
backs, subcutaneous tube (connection to the reference electrode) and measuring
catheter (connection to the test electrode) was connected by means of three-way
cocks with the superfusion solutions, which served for the application of different
medicines. After the basic measurement successively the superfusion solutions
(1st Amiloride, 2nd Amiloride in chloride-free buffer and 3rd Amiloride in chloride-
free buffer + Isoproterenol) by-founds, whereby each medication in its own series
of measurements was examined. Altogether 162 healthy participants at an age
from 0.2 to 57.2 years and 49 cystic fibrosis patients at an age from 0.1 to 56.3

years participated in the measurements.

Results

With the PD initial values (NON-CF: -29,5+9 mV, CF: -48,1 £13,9mV; p =
8,02639E-73) as well as the values after nasal application of Amiloride by means
of spray (NON-CF: -16,3 £ 7,5 mV, CF: -28,5 + 5,2 mV; p= 0,0002) statistically
significant differences between healthy participants and CF patients were to be

observed. This permitted however no sufficient diagnostic allocation. The
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superfusion of Amiloride and Amiloride in chloride-free solution showed likewise
significant differences between healthy participants and CF patients, but only the
superfusion of Isoproterenol in chloride-free Amiloride solution (NON-CF: -30,3 +
9,3 mV, CF: -13,3 £ 7,4 mV; p= 2,25E-22) brought a clear separation with a
sensitivity of 100 % and a specificity of 98,6 %, while the basal values without

pharmacologic tests exhibited only a sensitivity of 59 % and a specificity of 93 %.

Conclusion

The distinction between CF patients and NON CF participants can be met by the
superfusion more surely. However for this method cooperation is necessary,
starting from an age of approx. 5 - 6 years, it is possible.

But the CF mutations with atypical and mild process are noticeable more
frequently only late and often do not show clear findings in the sweat-test and no
clear clinical findings. Also more frequently the gene analysis is not clear in these
cases, so that with the superfusion method also a further possibility insists to get

additional information on the way to the diagnosis.
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