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1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Die Mukoviszidose, auch as Zystische Fibrose ( CF ) bezeichnet, ist mit einer Pravalenz
von 1:1500-2000 aler Lebendgeborenen in Mitteleuropa und den USA ene der haufigsten
angeborenen Stoffwechsalkrankheiten unserer Zeit [ 40, 116 ].

Bereits aus dem Mittelalter sind erste Beobachtungen bekannt, die einen Zusammenhang
zwischen einer gestorten Schwelldrisenfunktion und einer verkirzten Lebensdauer

beschreiben: ,, Das Kind stirbt bald wieder, dessen Stirne beim Kiissen salzig schmeckt “

[ 152].

Die Bezeichnung ,, Mukoviszidose “ ( lat. mucus = Schleim und viscidus = zéh ) geht auf
Faber zurtick [ 44 ].

Seit 1985 ist bekannt, dal3 das Mukoviszidose-Gen auf dem langen Arm des Chromosoms 7
lokalisiert ist [ 86, 141 ]. Von ener kanadischen Arbeitsgruppe wurde der genetische
Defekt der Erkrankung 1989 prazisiert [ 69, 113, 115].

Es liegt alerdings kein einheitlicher Gendefekt vor, und es sind in der Zwischenzeit, durch
Sequenzanalysen des Gens, mehr as 800 Mutationen bekannt, die mit den
Krankheitssymptomen der Mukoviszidose korrelieren [ Cystic Fibrosis Genetic Analysis
Consortium 4/ 1999 ].

Mittlerweile weil3d man auch, dald der Genlocus aus 27 Exons und 230 Kilobasen bestent |
69, 113, 115, 54 ].

Mit ca. 70 - 75 % ist in Mitteleuropa und den USA die haufigste Mutation eine Deletion der
Aminosdure Phenylalanin in der Position 508 des Genproduktes|[ 69, 117, 54 1.



Folge des Gendefektes ist eine fehlerhafte Synthese des sogenannten CFTR-Membran-
transportproteins ( CFTR = cystic fibrosis transmembrane conductance regulator ), welches
zu einer Permeabilitétsstorung von lonen fhrt [ 46, 132, 130 ]. Das CFTR-Membranprotein
fungiert nach heutigen Erkenntnissen als ein durch zyklisches Adenosinmonophosphat
aktivierbarer Chlorid-Kanal (vgl. Abb. 1) [ 5].

Die lonentransportstérungen wirken sich an den verschiedenen Organen unterschiedlich aus
[ 46, 129 ]. So erklart sich auch die erstmals von Di Sant'Agnese 1953 beschriebene
abnorme Elektrolytzusammensetzung des Schweil¥es, die typisch fur Mukoviszidose-
Patientenist [ 39 ]. Dabel wird aus dem salzhaltigen Primérschwel(3 in den Ausfihrungs-
gangen der Schweil3driisen von CF-Patienten kaum NaCl riickresorbiert, so dal3 der Verlust
an Natrium- und Chlorid-lonen wesentlich hoher ist dsbel Gesunden [ 49, 12, 13, 109].
Noch heute wird die Analyse des Natrium- und Chlorionengehaltes im Schweil3 nach
Stimulation mit Pilocarpin zur Diagnostik der Mukoviszidose herangezogen. Dieser
» Schweifdtest* wurde von Gibson und Cooke 1959 entwickelt [ 49 ]. In der Zwischenzeit ist
jedoch auch bekannt, dal3 mit normalen Resultaten der Schweil3analyse eine Mukoviszidose
nicht verlaldlich auszuschlief3enist [ 149, 57, 37].

1981 entwickelte die Arbeitsgruppe um Knowles ein weiteres Verfahren zum Ausschluf3
einer Mukoviszidose, die sogenannte nasale transepitheliale Potentialdifferenz-Messung
[ 75, 77 ], und mit der Lokalisation des Gendefektes ist durch die DNA-Anayse eine

weitere diagnostische M 6glichkeit hinzu gekommen, die Erkrankung nachzuweisen [ 119].

Da dch die vorliegende Arbeit hauptsdchlich auf die Pathomechanismen am
respiratorischen Epithel beziehen, konzentrieren sich die folgenden Ausfiihrungen auf die

lonentransportstérungen am Bronchia system bei Mukoviszidose.



1.2 | onentranspor tstorungen am respir atorischen Epithel

Die lonentransportstorungen, die bei der Erkrankung der Mukoviszidose auftreten, betreffen
vor allem Natrium- und Chlorid-lonen.

Natrium-lonen werden von der Mukosazelle der Bronchialschleimhaut in zwei Schritten
absorbiert [ 80]:

Zuerst werden die Natrium-lonen aufgrund eines eektrochemischen Gradienten an der
luminalen bzw. apikalen Seite der Mukosazellen in die Zelle aufgenommen. In einer zweiten
Phase werden die lonen auf der basolateralen Seite aus der Mukosazelle in das Interstitium
abgegeben. Bel diesem zweiten Schritt handelt es sich um einen aktiven Prozef, bel dem
Energie erforderlich ist. Diese Energie wird mittels der Na-K-ATPase-Pumpe, die sich auf
der basolateralen Seite der Mukosazellen befindet, aufgebracht (s. Abb. 1).

Chlorid-lonen werden zur Erhatung der Elektroneutralitét sowohl durch die Mukosazelle
hindurch als auch parazellulér nach apikal in das Bronchiallumen transportiert. Bei diesem
Prozel3 handelt es sich um einen passiven Vorgang, bei dem die Chlorid-lonen dem
Natrium-Gradienten folgen. Eine aktive Chlorid-Sekretion wird unter normalen

Bedingungen in diesem Bereich nicht beobachtet [ 20, 78, 79].
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Abb. 1: Schematische Darstellung der lonentransportstorung bei Mukoviszidose am

Beispiel des respiratorischen Epithels:

Die Chlorid-Sekretion in das Bronchialumen Gber die c-AMP-regulierten
CFTR-determinierten Kandle ( Cl cerr ) ist defekt, die Natrium-Absorption aus
dem Bronchialumen ist gesteigert und fuhrt zum Fllssigkeitsverlust des
Bronchialsekrets. Eine unzuldngliche Kompensation der Chlorid-Sekretion
erfolgt durch den C&* aktivierten ( , alternativen* ) Kanal ( Cl,). [
modifiziert nach Knowles et al. 1986 ].

Weitere Erlauterungen im Text.
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Bel der Mukoviszidose ergeben sich durch den Gendefekt nach der dominierenden
Auffassung folgende pathophysiologischen Vorgange: Die apikale Membran zum
Bronchiallumen hin ist relativ impermeabel fir Chlorid-lonen und Wasser, was zu einer
stark verringerten Chlorid-Sekretion fuhrt [ 79, 106 ]. Gleichzeitig kommt es zu einer
exzessv gesteigerten Natrium-Absorption sowie zu einem transepithelidlen Fllssigkeits-
transport [ 21, 24, 87, 150, 68 ]. Mit dem Wasserverlust geht eine Viskositétszunahme des
Bronchialsekretes einher, und die mukozilidre Clearance ist reduziert [ 80, 87, 36, 128].

Die Chlorid-Undurchléassigkeit der Zellmembranen am Flimmerepithel von Mukoviszidose-
Patienten ist nicht durch das vollige Fehlen von Chlorid-Kandlen bedingt, sondern in erster
Linie durch eine Stérung der intrazelluldaren Kanalaktivierung [ 145, 147 ]. Betroffen sind
jedoch nur solche Chlorid-Kanéle, die per Phosphorylierung der c-AMP Molekille gesteuert
werden. Andere Chlorid-Kandle, die Uber eine Erhdhung der intrazelluléren
Kaziumkonzentration aktiviert werden, funktionieren bei CF-Patienten genauso wie bei
Gesunden und konnen wahrscheinlich einen Teil der defekten Chlorid-Sekretion
kompensieren[ 5, 6 ]. Diese Ca?*-Kandle werden auch as , ternative" Kanale bezeichnet
[ 24, 25].

Ein gro3er Tell des Krankheitsgeschehens der Mukoviszidose 18t sich durch diese
lonentransportstorung erklaren:

Die Epithelzellen des Flimmerepithels von Mukoviszidose-Patienten sind nicht ausreichend
in der Lage, Chlorid-lonen zu sezernieren, dariiber hinaus kommt es zu einer gesteigerten
Natrium- und Wasser-Absorption, was wiederum zur Eindickung des Schleimes fihrt
[ 46, 146, 123].

Klinisch fuhrt der beschriebene Pathomechanismus bei M ukoviszidose-Patienten vor allem
zu ener Schadigung der Lunge und des Pankreas. Durch die Viskositétszunahme des
Sekretes kommt es zur Sekretretention und dadurch zur Obstruktion der Ausfiihrungsgange [
30, 105, 85].

Im Respirationstrakt kommt es durch die reduzierte mukozilidgre Clearance zur chronischen

Besiedelung mit Krankheitserregern [ 110 ]. Problemkeime wie zum Beispiel Pseudo-
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monaden flhren zu rezidivierenden Infektionen mit irreversibler Schédigung der
Bronchialwand sowie Gewebsverlust der Lunge. Die Folge sind atelektatische, fibrotische
und emphysematische Verénderungen der Gewebe. In der Spétphase der bronchopulmonalen
Manifestation der Erkrankung konnen die Verdnderungen zu Hypoxie, pulmonaler

Hypertonie und Rechtsherzbelastung fuhren [ 92, 148 ].

Die unterschiedlichen klinischen Ausprégungen des Krankheitshildes Mukoviszidose lassen
sich auf die Vielzahl der verschiedenen Mutationen zurtickfuhren [ 70 ]. Das Ziel der zur
Zeit angewendeten Therapie ist es, die Patienten vor der Zerstérung der Atemwege durch
Sekretelimination und Minderung der bakteriellen Kontamination zu schitzen sowie bei
bestehender Pankreasinsuffizienz die fehlenden Enzyme zu subgtituieren [ 90, 32, 98 ].
Bidang wurde eine kausale Therapieform fir die Erkrankung jedoch noch nicht gefunden.
Neben korperlichen Aktivitdten und aktiven krankengymnastischen Malnahmen, zu denen z.
B. die autogene Drainage, die PEP-Maskenatmung oder die Anwendung eines , Flutters'
gehdren, stellt die Inhaationstherapie einen wichtigen Teil der Basisbehandlung dar. Der
gezielte Einsatz von Antibiotika, eine antiobstruktive Therapie und eine ausreichende
Kalorien- und Enzymzufuhr bel Pankreasinsuffizienz gehdren zu den weiteren Mal3nahmen [
411].

Durch die konsequente Verbesserung der verschiedenen Therapien der Mukoviszidose-
Patienten hat sich die mittlere Lebenserwartung in den letzten Jahren betrachtlich erhoht. So
schétzt man das mittlere zu erwartende Alter eines jetzt geborenen Patienten auf 45-50 Jahre
[ 41]. Vor dlem eine verbesserte antibiotische Therapie und intensivierte patientengerechte

Inhalations- und Physiotherapie haben zu diesen Fortschritt gefuhrt [ 131, 91,41].
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1.3 Transepitheliale Potentialdifferenz ( PD )

Wie auch in anderen Geweben bilden im Bereich der Nase und der Bronchien die Zellen
des Flimmerepithels eine selektiv permeable Barriere fur die verschiedenen lonen und
andere Bestandteile der Zellen und des Bronchialsekretes. Hauptsichlich durch aktive
lonentransporte wird die Elektrolyt-Zusammensetzung der einzelnen Kompartimente
bestimmt (s. Abb. 1) [ 19].

Die oben beschriebenen Ionentransportvorgange erzeugen eine mefdbare Spannung, die
sogenannte transepitheliale Potentialdifferenz ( PD ). Auch parazelluldre 1onentransport-
vorgange sind an der Entstehung dieser Spannung betelligt. Diese e ektrische Spannung, in
Millivolt ( mV ) angegeben, stellt ein durch verschiedene lonen bedingtes Summenpotential
dar und ist in Bezug auf die Submukosa lumennegativ [ 136, 89, 77, 78 ]. Die
Potentialdifferenz am respiratorischen Epithel von CF-Patienten wird hauptséchlich
bestimmt durch die Sekretion von Chlorid-lonen und der Absorption von Natrium-lonen |
19, 22, 100 ]. Prinzipiell gleiche Spannungsverhaltnisse wie am respiratorischen Epithel
sind am Darmepithel bekannt [ 137, 138, 94 ].

Eine deutlich erhdhte nasale transepitheliale PD ist a's pathognomonisch fir die Erkrankung
der Mukoviszidose anzusehen, da bisher nur bei CF-Patienten erhohte Potentialdifferenzen
festgestellt wurden [ 121 ]. Die PD-Werte von heterozygoten CF-Merkmalstrégern

entsprechen denen von gesunden Probanden [ 80 ].

Mittels Natrium-Kanal-Blocker ( Amilorid ) |&3 sich eine Senkung der PD-Werte
unmittelbar nach Applikation erreichen, wobel dieser Effekt bel Mukoviszidose-Patienten
deutlich besser zu erkennen ist als bel gesunden Probanden. Als eine der ersten konnte die
Arbeitsgruppe um Knowles eine PD-Absenkung bel CF-Patienten nach nasaler Superfusion
von Amilorid nachweisen [ 77 ]. In der Zwischenzeit ist die Wirkung des Natrium-Kanal-
Blockers auf die PD von unzéhligen anderen Gruppen bestétigt worden, wobei der Einsatz

in der Inhalationstherapie unterschiedlich diskutiert wird [ 55, 96, 52, 27, 140, 63 ].
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Fir die Erfassung der Potentide bedient man sich verschiedener Potentiadifferenz-
Messgeréte. Es gibt das zuvor bereits erwahnte Gerét von Knowles, bei dem die Potentiale
Uber Flief3elektroden erfaldt werden (' s. Abb. 2 und 3). Ein vereinfachtes Gerét (,, Tholy“ ),
wurde von der Arbeitsgruppe um Lindemann entwickelt ( s. Abb. 4 und 5). Bei diesem
Gerdt werden fur die Erfassung der Potentiale Silber / Silberchlorid-Elektroden eingesetzt
[ 74, 76, 59 ]. Die gemessenen Spannungen bewegen sich im Bereich zwischen O und -
100 mV und sind definitionsgemal3 lumennegativ.

Versuche der Arbeitsgruppe um Knowles haben gezeigt, dal3 das Flimmerepithel der Regio
respiratoria der Nasenschleimhaut [ 56 | qualitativ dem Flimmerepithel der Bronchial-
schleimhaut entspricht. Es stellt sich heraus, dald vor allem die Plazierung der Mef3elektrode
am respiratorischen Flimmerepithel der Nase unterhalb der Concha inferior ebenso gut
geeignet ist wie am Flimmerepithel der Bronchia schieimhaut. Dies hat den grof3en Vortell,
dal3 dieser Mefort relativ einfach zu erreichen ist und so die Objektivierung der
Veradnderungen der PD-Werte nach lokaler medikamenttser Beeinflussung erleichtert [ 75,
781].

Die Potentiadifferenz-Messung stellt eine gut reproduzierbare und wenig invasive
Mel3methode zur Objektivierung der 1onentransportstorungen bei Mukoviszidose dar. Das
Verfahren ist in den letzten Jahren zu einem wichtigen Bestandtell in der Diagnosestellung
bei der Mukoviszidose geworden, nicht zuletzt durch seine enfache und
patientenfreundliche Bedienungsweise. Zusétzlich besondere Bedeutung hat dieses
Verfahren erlangt, seit bekannt ist, dal3 es einige Mutationsformen bel dieser Erkrankung
gibt, bei denen der Schwelldtest negativ ausféllt, die PD-Werte und gegebenenfalls der
Gentest jedoch im pathol ogischen Bereich liegen [ 126, 57, 37].
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14 Zielsetzung

Bel dem nach Hofmann [ 59 ] entwickelten vereinfachten PD-Mef3gerét , Tholy* zeigte sich
Uber eine langere Anwendungszeit, dal3 die bis zu diesem Zeitpunkt verwendeten Mef3- und
Referenzelektroden fir den Einsatz in der Praxis nicht geeignet waren. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es daher, stabile Elektroden, d.h. sowohl Mef3elektroden a's auch
Referenzelektroden, fur das vereinfachte PD-Meligerdat , Tholy* zu entwickeln, die
Reproduzierbarkeit der Mefdergebnisse zu prifen und die Mel3werte mit denjenigen der
konventionellen Mel3methode zu vergleichen.

Ein zweiter Schwerpunkt dieser Arbeit befaldte sich mit Fragestellungen der Wirksamkeit
verschiedener Medikamente und Medikamentenkombinationen auf die nasae trans

epitheliale Potentialdifferenz bei Mukoviszidose-Patienten.

Insbesondere sollten in der vorliegenden Arbeit erste Untersuchungen zu dem Problemkres
durchgefuihrt werden, welche Auswirkungen die Kombination eines Natrium-Kanal-
Blockers ( Amilorid ) mit einem 3-Mimetikum ( Fenoterol ) auf die PD-Werte hat und in
wieweit die Ergebnisse fur diagnostische und therapeutische Anwendungen bei CF-

Patienten einsetzbar sind.

Dartiber hinaus wurde anhand der PD-Messung in einer Pilotstudie, im Hinblick auf einen
moglichen neuen Therapieansatz, die Wirksamkeit und Wirkungsdauer von zwe inhaativ
verabreichten Natrium-blockierenden Medikamenten ( Amilorid und Benzamil ) an der

Nasenschleimhaut von M ukoviszidose-Patienten miteinander verglichen.
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2 Methodik
21 Physiologische und pathophysiologische Grundlagen
Allgemeines:

Wie eingangs beschrieben wurde, resultiert die Spannung, die bel der nasalen
transepithelialen Potentiadifferenzmessung gemessen wird, aus lonentransportvorgangen,
die zum einen aktiv, zum anderen passiv Uber die Zellen ablaufen.

Von einigen Forschungsgruppen konnte aufgezeigt werden, dal3 die Submukosa der gesamten
L uftwegsepithelien isoelektrisch mit der Subkutisist [ 75, 4, 31 ]. Daher ist es méglich, die
Referenz der transepithelialen Potentialdifferenz subkutan von einer gut zuganglichen Stelle

des menschlichen Korpers abzugreifen (vgl. Abb. 1).

Die ersten in vivo Messungen der Potentialdifferenz am respiratorischen Epithel des
Menschen wurden von der Arbeitsgruppe um Knowles vorgenommen [ 74, 76 ]. Frih
erkannte man, dal3 am Flimmerepithel gesunder Probanden eine deutlich niedrigere PD zu
messen war als bel Mukoviszidose-Patienten.

Dafur verantwortlich gemacht wird die bei CF-Patienten zuvor beschriebene exzessiv
gesteigerte Natrium-Absorption. Der Verlust von positiven Vaenzen auf der luminalen Seite
fahrt zu einer gréf3eren Negativierung der PD-Werte im Vergleich zum Interstitium als es bel
Gesunden der Fall ist, d.h. die Werte von Mukoviszidose-Patienten sind stérker negativ als
die von Nicht-CF-Peatienten.

Knowles beschreibt eine direkte Korrelation zwischen der Natrium-Absorption in die Zelle

und einer erhdhten Potentialdifferenz [ 74 ].

Durch die bel der Mukoviszidose genetisch determinierte lonentransportstorung und die

damit verbundene unterschiedliche Zusammensetzung des luminalen Sekretes ist somit eine
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diagnostische Unterscheidung zwischen CF-Patienten und Nicht-CF-Patienten mit der PD-
Messung grundsétzlich moéglich [ 24, 25].

Die heutigen Vorstellungen tber die lonentransportvorgdnge am respiratorischen Epithel
von Mukoviszidose-Patienten sowie von Gesunden wurden in Kapitel 1.2 bereits
ausfuhrlich dargestellt ( vgl. Abb. 1).

Auf Grund der grol3en Anzahl verschiedener lonenkande bestehen unterschiedliche
Moglichkeiten, die Potentialdifferenz des respiratorischen Epithels pharmakologisch zu
beeinflussen. Die wichtigsten Mdglichkeiten, die PD und damit die lonenzusammensetzung

zu verandern, werden nun im einzelnen besprochen.

211 Unterstiitzung der Chlorid-Sekretion

Durch Beta-2-Sympathomimetika [&3 sich tber die Aktivierung der Adenylatzyklase und
des zyklischen Adenosinmonophosphates bei gesunden Probanden eine Stimulation der
Chlorid-Sekretion erzielen [ 20, 25, 33 ]. Bei Mukoviszidose-Patienten gelang eine Offnung
dieser Kandle durch diese Medikamentengruppe in der Regel jedoch nicht [ 45, 82].
Grundsétzlich ist es bisher weder durch einen physiologischen adrenergen Reiz, noch durch
eine andere Stimulation gelungen, die Chloridkandle von CF-Patienten langfristig zu 6ffnen,
d.h. es existiert derzeit kein Medikament, welches in der Lage wére, die gestorte
intrazelluldre  SignalUbertragung der  apikalen  epithelidlen  Chloridkandle  von
M ukoviszidose-Patienten zu normalisieren [ 45, 23].

Nur das Isolieren der Epithelzellen aus dem Zellverband und eine Depolarisation des
Zdlmaterials bewirken eine Offnung der von zyklischem Adenosinmonophosphat
abhangigen Chloridkande[ 143, 145, 23].

Neuere Studien befassen sich auch mit der medikamentosen Beeinflussung Kalzium-
regulierter lonenkandle. Durch die lokale Applikation von aerosoliertem UTP ( Uridin-
triphosphat ) und ATP ( Adenosintriphosphat ) kann eine vorubergehende apikale Chlorid-
Sekretion an diesen Kazium-regulierten lonenkanden Uber die Aktivierung von purinergen

Rezeptoren induziert werden. Entscheidender Nachteil von UTP ist die kurze Wirkdauer.
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Zudem ist die Anwendung von UTP in Europa am Menschen nicht zugelassen. Die
Kombination von UTP und Amilorid scheint allerdings mehr Erfolg zu versprechen [ 24, 25,
103, 1111].

212 Blockade des Natrium-Einstroms

Eine sait langerem bekannte Méglichkelt der Beeinflussung der lonenstréme besteht in der
Hemmung der Natrium-Kande. Natrium-Kanal-blockierende Substanzen hemmen selektiv
den Einstrom von Natrium-lonen in die Epithelzellen, beispielsweise nach nasaler,
inhalativer Applikation. Damit werden den fir Mukoviszidose typischen |onentransport-
stérungen, die sich am respiratorischen Epithel neben der Hemmung der Chlorionen-
Sekretion vor allem in Form einer gesteigerten Natrium-Absorption bemerkbar machen,
durch die Gabe dieser Hemmstoffe entgegengewirkt [ 76, 24, 25].

Durch das Verbleiben der Natrium-lonen auf der luminaen Seite des Flimmerepithels
kommt es zu einer Erhdhung der positiven Ladung in diesem Bereich, was eine Verringerung

der PD-Werte zur Folge hat [ 121, 125].

Fur die klinische Anwendung ist zur Zeit nur Amilorid zugelassen. Chemisch handelt es sich
um  N-amidino-3,5-diamino-6-chlorpyrazin-2-carboxamid, es gehdrt somit zu den
Cycloamidinen. Amilorid blockiert den Natrium-Kanal schnell und reversibel, wobel seine
Affinitét zu diesen Kanden eher gering ausgeprégt ist ( s. u. ). Amilorid und Natrium wirken
am Natrium-Kanal wie schnelle Kompetitoren [ 73 ]. Der genaue Blockierungsmechanismus
und die exakte Bindungsstelle fir Amilorid sind jedoch noch unaufgeklart .

Amilorid ist als Kalium-sparendes Diuretikum seit langerem bekannt. Es blockiert im
Urogenitalsystem die Natrium-Reabsorption im distalen Tubulus und vermindert das
transepitheliale Potentialgefdle. Die passiv ablaufende Kalium-Exkretion wird auf Grund
dieses Pathomechanismus verringert [ 67, 73 ]. Wegen seiner schwachen diuretischen
Wirkung wird es ausschliefdich in Kombinationspraparaten verwendet.

Wie bereits erwdhnt, kommt es nach inhalativer Applikation von Amilorid zu einer

Absenkung der PD-Werte. Dieser Effekt kann sowohl bel Mukoviszidose-Patienten, as
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auch bei Nicht-CF-Patienten beobachtet werden. Wichtiger als die Absenkung der PD-
Werte an sich ist fur klinische Belange die Auswirkung des Medikamentes auf die
Zusammensetzung und die Konsistenz des Bronchialsekretes. Durch die Natrium-Kana-
Blockade steigt im Mukus der Natrium- und Wassergehalt an. Die Viskositét und Elastizitét
des Sekretes werden verbessert und die mukozilidre Clearance kann dadurch gesteigert
werden [ 87, 90, 8, 81, 96 ].

Ferner wird berichtet, dal3 Amilorid eine Erhohung der Zilienschlagfrequenz am Flimmer-

epithel bewirkt, und auch eine antimikrobiellen Wirkung hat [ 10, 32 ].

Neben der Ausgangssubstanz Amilorid existieren noch mehrere chemisch modifizierte
Anaoga. Die in physiologischen Labors am haufigsten verwendeten Amilorid-Analoga sind
Benzamil, Phenamil und EIPA [ 34].

Im Tierphysologischen Ingtitut der Justus-Liebig-Universitdt Giefien wurde an
Gewebeprdparaten der Nasenschleimhaut von CF-Patienten und Nicht-CF-Patienten die
Inhibierungspotenz von Amilorid und seinen Analoga auf den Natriumeinstrom getestet.
Einige der dort gewonnenen Erkenntnisse waren der Anlal fur die Benzamil-Studie in der
vorliegenden Arbeit [ 153, 151, 14].

Unter anderem konnte an ausdifferenzierten Gewebekulturen von Fimmerepithel im
Vergleich zu Amilorid eine 1000-fach hohere Affinitét von Benzamil zu den Natrium-
Kandlen festgestellt werden. Es zeigte sich, dal3 Benzamil mit einer halbmaximalen
Blockerkonzentration von wenigen nM, um en Viefaches effektiver ds Amilorid wirkt [
15].

Die Wirkung von Benzamil auf den epitheliden Natrium-Kana menschlicher
Nasenschleimhaut von Gesunden und Mukoviszidose-Patienten erwies sich wie bei
Amilorid asvollkommen reversibel [ 16 ].

Daher stellte sich die Frage, ob Benzamil in vivo nicht eine bessere Wirksamkeit entfalten

konnte als das zur Zeit in der Aerosolbehandlung elngesetzte Amilorid.
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22 Grundlagen der Elektroden-Technik

Der Transfer von lonenleitungen im Gewebe zur metallischen Elektronenleitung geschieht in
der Regel unter Verwendung von Elektroden. Fur das Abgreifen dieser bioelektrischen
Signale stehen sowohl Oberfléchenelektroden als auch subkutan bzw. intravents zu
plazierende Elektroden zur Verfiigung. Die Elektroden bestehen zumeist aus einer Mef3- und
einer Referenzelektrode. Beide zusammen werden auch als Mef¥kette bezeichnet [ 42 ]. Das
Ableiten der Signadle von der Korperoberflache hat den Vortell, dal3 es zu keiner
Gewebsschadigung kommt. Der Vortell subkutaner / intravenoser Elektroden besteht darin,
dal3 das Milieu im menschlichen Korper zumeist sehr konstant gehalten wird und die

Signale, die erfaldt werden sollen, weniger stark auf3eren Einfliissen ausgesetzt sind.

Charakteristisch fur Elektroden ist die Verbindung eines Metalls mit einem Elektrolyten [
108, 42 ]. Fir die Qualitat der Ubertragung sind verschiedene Faktoren wichtig, so zum
Beispiel der Metal-Elektrolyt-Ubergang, der Elektrolyt-Haut-Ubergang und  die
Zusammensetzung des Elektrolyten ( z.B. Elektrodengdl ) [ 89, 53].

Am Metall-Elektrolyt-Ubergang entsteht zumeist eine geringe Spannung, welche als , Offset-
Potential“ oder ,,Halbzellen-Potential“ bezeichnet wird. Diese Spannung kommt zustande,
einerseits durch den Ubertritt von lonen aus der Elektrode in die Lésung und andererseits
durch das Ubertreten von lonen aus dem elektrolythaltigen Gel in die Elektrode [ 72 ]. Sie
entspricht dem Elektrodenpotential des Metals in Referenz zur Wasserstoff-
Normalelektrode [ 47, 53 ]. Unter der Verwendung von Silber / Silberchlorid-Elektroden ist
das geringste Elektrodenpotentia zu beobachten. Elektroden aus Quecksilber-Quecksilber |-
chlorid ( Kaomel-Elektroden ) oder Zink / Zinksulfat weisen &hnliche
Elektrodenei genschaften auf, haben aber den Nachteil, dal3 sie toxisch auf den menschlichen
Organismus einwirken kénnen und empfindlicher gegentber Temperaturschwankungen sind
[ 28]. Diese Formen der Elektroden, die aus einem Metall und einem schwerl6slichen Salz
desselben Metalles bestehen, werden auch als Elektroden ,, zweiter Art* bezeichnet [ 53 ].
Wird fur Mef3- und Referenzel ektrode das gleiche Material verwendet, so ist das Potential,

das sich zwischen den einzelnen Elektroden aufbaut, geringer als bel der Verwendung von
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Elektroden verschiedener Materialien. Silber / Silberchlorid-Elektroden sind die am
weitest verbreiteten Elektroden [ 89, 101 ].

Die Verwendung von Silber / Silberchlorid-Elektroden bietet sich auch aus eéinem welteren
Grund an, denn diese Elektroden polarisieren nicht. Polarisieren bedeutet, dal3 ein durch
die Elektrode flieflender Strom das Potential veréndern kann. Dies ist bei der Silber /
Silberchlorid-Elektrode nicht der Fall [ 139, 29].

Die Silber / Silberchlorid-Elektrode wird durch Elektrolyse hergestellt, wobei Feinsilber
unter Spannung chloriert wird. Der Sinn der Chlorierung besteht in der Reduzierung der
Eigenimpedanz der Elektrode auf ein Minimum [ 48, 28].

Dadurch, dal3 die Elektrode mit einer Schicht eines unldslichen Elektrolyten Uberzogen
wird, entsteht aus dem metallischen Silber und dem zugehdrigen Metdlsaz eine
unpolarisierbare Elektrode. Dies bedeutet, da® bei Stromdurchgang durch ein
unpolarisierbares Elektrodenpaar an der Kathode das vorhandene Metallsaz zu Metall
reduziert wird und an der Anode das metalische Silber in sein zugehériges Metallsalz
Uberfuhrt wird. Bei der Silber / Silberchlorid-Elektrode treten dabel nur minimale

widerstands- oder spannungswirksame Verdnderungen auf [ 89, 133, 42].
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2.3 Material- und Ger atebeschreibung zur transepithelialen

Potentialdifferenzmessung

Folgende Materidien und Zubehtr wurden zum Aufbau und zur Durchfihrung der

transepithelialen Potentia differenzmessung verwendet:

Millivoltmeter der Wissenschaftlichen-Technischen Werkstétten GmbH,

WTW PH 530, Weilheim

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

2 Infusionspumpen, Typ Injektomat der Firma Fresenius

50 ml Injektomat-Spritzen

| njektomat-L eitungssysteme

3-Wege-Héhne

Venenverweilkanlle, Typ Surflo 24G

Nabelarterienkatheter, Typ Argyle 3,5 Ch x 38 cm

2 Agargelbriicken in Plastikschlauchen, geftllt mit isotonischer KochsalzlGsung in
Hochagar der Firma Difco, Augsburg

2 Agargelbriicken in U-formigen Glasrohrchen, geftillt mit 3-molarer KCl-Lésung in
Hochagar der Firma Difco, Augsburg

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

100 ml Fl&schchen isotonischer Kochsal zldsung

Pflaster zur Fixierung der Verweilkantle

Kaltlichtquelle der Firma Storz, Typ 559

Glasfaserkabel der Firma Storz

K onnektierbares Nasenspekulum mit Fiberglas-Lichttrager, 13,5 cm
Nasenspekulum nach HALLE-TIECK fir Kleinkinder, 13 cm

Zweikanal schreiber Philips Two Line PM 8272
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K Cl-haltiges EK G-Elektrodengel, Firma Hellige

PD-Mef3gerét , Tholy“, mit Mel3griffel fir die Aufnahme der Mef3elektrode und einem
Verbindungskabel fur den Anschlul3 der Referenzelektrode mittels Bananenstecker;
FirmaMedicap, Ulrichstein

Materia zur Herstellung der Elektroden:

Silberdraht rein; Durchmesser: 0,7 mm und 0,3 mm

HCI- Losung 1mol

Chromschwefelsaure

Salpetersdure 65 %

Konstantstromquelle

Zirkonoxid-Y ttrium stabilisiertes Keramik Diaphragma der Firma Juchheim, Fulda,
mit einer Porositét von 34 + 6 %

Silikonschlauch: Innendurchmesser 1mm, Wandstérke 0,2 mm
Teflon-Schrumpfschlauch

Silikonkleber

Mini-Einpressbuchse

Ethanol 80 %

Silberchloridpulver

Kunststoffbehalter aus Polycarbonat
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24 Versuchsanordnung zur Messung der transepithelialen

Potentialdifferenz

241 Konventioneles Verfahren

Zur Messung der Potentialdifferenz wurden ein hochohmiges Voltmeter ( WTW PH 530 )
mit 2 Silberchloridelektroden ( Standardbezugsel ektroden ) und einem Y /t-Schreiber (
Philips Two Line PM 8272 ) verschaltet. Diese Silberchloridelektroden wurden jeweilsin
einen mit 3-molarer Kaliumchloridlosung geflllten Erlenmeyerkolben eingefihrt; das Gefal
wurde mit entsprechend vorgebohrten, verdunstungsdichten Gummistopfen verschlossen.
Zwe U-formig gebogene Glasréhrchen, mit 5 mm Innendurchmesser, wurden mit Agargel
gefullt und jewells ein Schenke in die beiden Erlenmeyerkolben eingefiihrt. Der zweite
Schenkel, der mit 3-molarer KCI-Ldsung angesetzten Agargelbriicken, miindete jewells in
einem 100 ml Féaschchen mit isotonischer Kochsalzlésung. Diese beiden zum
Versuchsaufbau gehorenden Flaschchen enthielten ferner eine zweite mit isotonischer
Kochsalzlosung gefillte Agargelbriicke, die aus mit Hochagar beflllten Kunststoff-
schlauchen bestand. Die Enden dieser Agargelbriicken wurden mit dem Seitenanschiuf?
eines Dreiwegehahns gekoppelt.

Weiterhin waren je zwe Injectomat-Infusionsschlauche mit diesen 3-Wege-Hahnen
verbunden. Beide Injectomat-Infusionsschiduche waren an 50 ml  Injektomat-
| njektomatspritzen angeschlossen, die isotonische KochsalzlGsung aus einer Infusionspumpe
durch die Schlduche forderte. Das Ende der Schlauche wurde, entsprechend dem
Verwendungszweck, entweder mit der Mef3elektrode oder der Referenzelektrode
konnektiert ('s. Abb. 2und 3).

Als Mefieektrode diente ein Nabelarterienkatheter ( Argyle 3,5 Ch x 38 cm ) und as

Referenzel ektrode diente eine kleinkalibrige Venenverweilkanile ( surflo24 G ) .

Die Verschaltung und Anordnung der Gelbriicken, Lésungen und Elektroden geht in dieser
Form auf die Arbeitsgruppe um Boucher zurtick [ 19].
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KCl-Gel KCl-Gel
ME
O O O
Voltmeter
3 NaCl KCl KCl NaCl =
Z Z
NaCl —&— NaCl
Injektomat 2ml/h Injektomat 3-7 ml/h
VVK NAK
Y
REFERENZ MESSUNG

Abb. 2: Schematische Darstellung des konventionellen Versuchsaufbau zur

transepithelialen Potentialdifferenz-Messung ( PD ).

KCI-Gdl: Agargelbriicke mit 3-molarer Kaliumchloridldsung
geflllt in ein U-formiges Glasrohrchen
NaCl-Gel:  Agargelbriicke mit isotonischer Kochsalzlsung gefullt

in eine Infusondeitung

ME:; Silberchlorid-Mef3el ektrode
VVK: Venenverweilkanile = Referenzel ektrode
NAK: Nabe arterienkatheter = Mef3el ektrode
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Abb. 3: Fotografische Aufnahme des konventionellen Mef3aufbau zur Bestimmung der
transepitheliden Potentialdifferenz aus dem PD-Labor der Universitits-
Kinderklinik Giessen.
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24.2 M el3aufbau des,, Tholy*-Ger éates

Das Prinzip des vereinfachten PD-Mef3gerédtes beruht auf der direkten Verkabelung eines
hochohmigen Voltmeters mit einer Mef3elektrode und einer feststehenden Referenzel ektrode,
wodurch die transepitheliale Potential differenz einfacher gemessen werden kann. Bel dem
zur Verfligung stehenden vereinfachten Potentialdifferenz-Mef3gerét handelte es sich um en
von Hofmann et al. entwickeltes PD-Mef3gerdt, welches in Zusammenarbeit mit der Firma

Medicap zu dem fir diese Arbeit verwendeten Gerét weiterentwickelt wurde ('s. Abb. 4) [

58.59].
Mebelektrode Impedanz- MeBsignal Anzeige-
wandler vorrichtung
Referenzelektrode
Spannungs- Spannungs-
» wandler wandler
Spannungs-
iiberwachung
Spannungs-
quelle

Abb. 4: Schematische Darstellung des vereinfachten Potentia differenz-

Mef3gerétes (,, Tholy* ).
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Das endglitige Modell des , Tholy“-PD-Mel3gerétes beinhaltet einen mikroprozessor-
gesteuerten  Mef3wertaufnehmer mit  integriertem  Mel3wertspeicher, sowie einen

Thermodrucker zur Dokumentation der aufgenommenen Mel3werte. Ein Griffd  zur
Aufnahme der Melidektrode und ein Verbindungskabel fir den Anschluld der
Referenzel ektrode sind daran angeschlossen ( s. Abb. 5).

Abb. 5: Fotografische Aufnahme des vereinfachten PD-Mef3gerétes , Tholy”.
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243 Aufbau und Eigenschaften friher verwendeter Elektroden

Bel den bis zu diesem Zeitpunkt verwendeten Elektroden des PD-Mefigerétes , Tholy*
handelte es sich um ene ca 15 cm lange, in Sonderfertigung hergestellte Silber /
Silberchlorid Elektrode und eine handelstibliche EK G-Klebeelektrode ( Ag / AgCl ), die

als Referenzelektrode, epikutan am rechten Unterarm plaziert wurde[ 62 ].

Herstellung der friher verwendeten Mef3el ektrode

Ein ca. 15 cm langer Silberdraht wurde an der Spitze zu einer Kugel geschmolzen. Der so
entstandene Rohling wurde mit einem alternierenden Elektrolyseverfahren, bel ener
Gleichspannung von 5 Volt, in zwel-molarer HCI-Ldsung chloriert. Das dternierende
Elektrolyseverfahren, d.h. die Umpolungen, dienten der Reduktion von Polarisationseffekten
[58].

Verhalten der friher verwendeten Elektroden

Wie bereits dargestellt, lieferte diese Zusammensetzung von Mef3- und Referenzelektrode im
Vergleich zur konventionellen Mefdmethode zwar korrekte Spannungswerte, jedoch zeigten
die Elektroden nach kurzer Zeit die Tendenz, Potentiale teilweise in den positiven oder in
den negativen Mefdereich auszubilden. Die sich aufbauenden Potentiale zeigten keine
Konstanz, d.h. es war weder méglich, eine Voraussage zu treffen, in welche Richtung sich
die Potentiadle aufbauten, noch wie stark die Auspréagung der Mef3werte sein wirden. Ein
Subtrahieren, bzw. Addieren, wie es bel einer bekannten und definierten Storgrofde

anwendbar ist, war bel diesen Potentialen somit nicht moglich [ 42].
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24.4 Testverfahren fir die neu entwickelten Elektroden

Um vor einer Messung die Funktionstiichtigkeit und Stabilitét der verwendeten Elektroden
zu Uberprifen, wurde die Kurzschluf3spannung per Nullabgleich ermittelt. Nullabgleich
bedeutete in diessm Zusammenhang, dal3 man Mef3- und Referenzelektrode in direkten
Kontakt brachte. Bei vollstandiger Letfhigkeit des Systems zeigte das Voltmeter keine
Spannung an; die verwendeten Elektroden wurden dann als funktionstiichtig angesehen.
Diese Methode des Nullabgleichs diente im weiteren Verlauf der Elektrodenentwicklung als
erstes Testverfahren fur die Stabilitdt und damit die Verwendbarkeit der neu entwickelten
Elektroden. Erst nachdem diese bel der Nullabgleichsmessung keine oder nur noch sehr
geringe und konstante Spannungswerte aufzeigten, wurden sie auch bel Messungen an
Patienten getestet.

25 Entwicklung einer Mef3- und einer Referenzelektrode fir das
» Tholy*-Gerat.

Zu Beginn der Entwicklung neuer Elektroden wurden die bis zu diesem Zeitpunkt
verwendeten Elektroden mit dem zuvor beschriebenen Nullabgleichsverfahren ausgetestet.
Dabel zeigte sich, dal3 die Mef3werte fur einen langeren Zeitraum stabil waren, wenn
anstelle der EKG-Klebeelektrode zwei Mef3elektroden miteinander kurzgeschlossen
wurden. Aus dieser Erkenntnis heraus entstand der Entschluf3, von der EK G-Klebeelektrode
abzuricken und eine egene Referenzelektrode herzustellen. In  verschiedenen
Untersuchungen mit epikutaner Referenz traten Schwierigkeiten bei der Herstellung und der
Anwendung dieser Elektroden auf, so dal’3 die Planung bei der Neuentwicklung auf eine

subkutane Referenzel ektrode ausgelegt wurde [ 75, 3, 59 ]
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251 Alter native Her stellungswege

Um ein dternatives Herstellungsverfahren fur die Elektroden zu finden, wurden einzelne
Schritte der bisherigen Elektrodenherstellung verandert. Es wurde versucht, das oben
beschriebene Herstellungsverfahren beizubehalten und nur Einzelkomponenten davon zu

variieren [ 58 ].

Veranderung der HCI-Konzentration:
Die Elektroden wurden in ein-molarer bzw. drei-molarer HCI-L6sung chloriert, wobei die

Anzahl der Umpolungen und die Spannung konstant gehalten wurden.

Chlorierung der Elektroden in KCI-L&sung:
Anstelle der sonst Ublichen zwei-molaren HCI-L6sung, wurden die Elektroden in dieser

Versuchsreithe in ein-molarer, zwei-molarer und drei-molarer KCI-L6sung chloriert.

Veréanderung der Spannung:
Hierbei wurden die Elektroden bei einer angelegten Spannung von 2 ( zwei ), 4 ( vier ) und
6 ( sechs) Volt chloriert. Wegen zu starker Gasblasenbildung bei der chemischen Reaktion

war es nicht moglich, eine Chlorierung mit hoherer Spannung vorzunehmen.

Veranderung der Anzahl der Umpolungen:

Bel diesen Bemihungen, eine geeignete Elektrode herzustellen, wurde die Anzahl der
Umpolungen variiert. Das urspriingliche Verfahren sah 6 ( sechs ) Umpolungen vor. Es
wurden verschiedene Elektroden hergestellt mit 4 ( vier ), 8 ( acht ) und 10 ( zehn )

Umpolungen.

Alle diese Herstellungsmethoden fihrten zu keiner Verbesserung gegeniber der unter
Kapitel 2.4.3 beschriebenen Herstellungsweise der Elektroden. Dies bestétigte sich nicht
nur bel Nullabgleichsmessungen, sondern auch bei exemplarischen Einsdizen an

V ersuchspersonen.
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252 | solierung der Elektroden

Ein weiterer Schwerpunkt bei der Neuentwicklung lag darin, die Elektroden in Anlehnung
an den Aufbau von pH-Elektroden vollstéandig zu isolieren, um die Einfllsse, die von aul3en
auf die Elektroden einwirken, zu minimieren [ 118 ]. Diese Idee basierte auf der Erkenntnis,
dal3 zu Beginn einer jeden Nullabgleichsmessung die Elektroden nur fir eine kurze Zeit die
zu erwartenden Werte anzeigten, bevor sich Potentiale aufbauten. Die Elektroden waren von
diesem Zeitpunkt an fur die Anwendung am Patienten unbrauchbar, weil bei den Messungen

immer eine Unsicherheit Uber die Verlaldichkeit der gemessenen Werte zurtickblieb.

2521 | solierung mit Agar gel-Uber zug

Nach der Chlorierung der Elektroden auf die herkdmmliche Weise, wurden diese in eine
erwarmte und damit flissge Agargel-Losung eingetaucht. Zur Herstellung des Agargels
wurde ein Standard-Hochagar der Firma Difco verwendet. Dieser wurde in einer
Konzentration von zwel, drel und vier Prozent in isotonischer Kochsalzlosung gelost. Nach
Erkaten des Agargeliberzugs wurde mit zwel Elektroden eine Nullabgleichsmessung
durchgefuhrt. Die Ergebnisse diessr Messungen zeigten durchgehend konstante
Spannungswerte, die auch nach langerem Kurzschlul3 keine eigenstéandigen Potentiale
aufbatiten.

Bel Testungen der Gelelektrode an Versuchspersonen zeigte sich alerdings, dald die
verschiedenen Agargelmischungen der mechanischen Beanspruchung nicht stand hielten, so

dal3 keine Patientenmessung durchgefihrt werden konnte.
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2522 | solierung mit Silikonschlauch

Ein weiterer Versuch der Isolierung erfolgte mit Hilfe eines weichen Silikonschlauches, in
den die chlorierte Elektrode vollsténdig eingefiihrt wurde. Um den Kontakt nach auf3en zur
Schleimhaut aufrecht zu erhalten, wurde der Schlauch mit Kochsalzlosung gefillt und
anschlieffend am oberen, offenen Ende mit Zellulosewatte verschlossen. Durch das
Aufschrumpfen eines Teflonschlauches war es moglich, das hintere Ende des
Silikonschlauches abzudichten. Es wurden sowohl Nullabgleichsmessungen as auch
Patientenmessungen durchgefiihrt und bei beiden Messungen mit diesen Elektroden die
erhofften Ergebnisse hinsichtlich Stabilitdt und Reproduzierbarkeit der Mef3werte erreicht.
Um die Elektroden noch stabiler und die galvanisch aufgebrachte Chloridschicht der
Elektrode noch lénger hadtbar zu machen, wurde in einem weiteren Schritt die
Kochsalzlésung mit Silberchlorid ( AgCl ) geséttigt. Dies wirkte sich zwar nur gering auf
die Stabilitét der Elektroden bei der Messung aus, verlangerte aber die Uberlebenszeit der
aufgebrachten  Chloridschicht  erheblich, ohne dal} ene Verschlechterung der
Mef3genauigkeit nachzuweisen war [ 28].

Des weiteren wurde die Zellulosewatte durch ein Keramikdiaphragma ersetzt, was sowohl
die Herstellung vereinfachte, als auch die Elektrode besser vor Austrocknung schiitzte. Die
Beschaffenheit von Keramikdiaphragmen, die in dieser Form eingesetzt werden, muf3
verschiedenen Anforderungen gentigen. So sollten sie chemisch inert sein, nur einen kleinen
elektrischen Widerstand bei geringen Durchflu® von Elektrolyt aufweisen und keine
lonenaustauscher-Eigenschaften besitzen. Feinporige Keramikdiaphragmen erfillen diese

Bedingungen weitgehend [ 29 ].
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253 Beschreibung der Herstellung des Prototyps der Mef3- und
Referenzelektrode

Das exakte Vorgehen bel der Herstellung der bei den Vergleichsmessungen verwendeten
Elektroden stellte sich wie folgt dar:

Mef3el ektrode:

Ein 0,7 mm dicker Draht aus reinem Feinsilber wurde auf eine Lange von 10 cm gekiirzt und
mittels Chromschwefelséure und 65 % Sal petersdure oberfl&chlich gereinigt. Die Dicke des
Drahtes wurde aus Stabilitétsgrinden gewdhlt. Um die Verletzungsgefahr und die
mechanische Reizung der Nasenschleimhéaute bei den Patienten so gering wie mdglich zu
halten, wurde ein ca. 0,3 mm dicker und 5 cm langer Silberdraht mit dem vorderen Ende des
0,7 mm dicken Silberdrahtes verschweil3t. Die Spitze des so entstandenen Rohlings wurde
in 1 molarer HCI-L6sung Uber eine Zeit von 40-60 Minuten anodisch galvanisiert.

Bel der Fertigung dieser Elektroden wurde mit Hilfe einer Konstantstromquelle eine
konstante Stromdichte gewahrleistet. Die optimae Stromdichte fir die Herstellung von
Silber / Silberchlorid-Elektroden betragt 0,5-2 mA/cn? und sollte auf keinen Fall
10 mA/cnt Uberschreiten [ 47 ]. Die sehr pordse und oft schlecht haftende Chloridschicht
konnte durch die Begrenzung und Konstanthaltung des Stromes in einer Form aufgebracht
werden, die der mechanischen Beanspruchung gewachsen war.

Im Anschlu? an die Chlorierung wurde die Elektrode isoliert. Dazu wurde ein
Schrumpfschlauch aus Teflon Uber das hintere, nicht chlorierte Ende des Silberdrahtes
gezogen und durch Erwdrmung aufgeschrumpft. Um den chlorierten Teil der Elektrode zu
isolieren, wurde in einen Silikonschlauch, mit einem Innendurchmesser von 1 mm und einer
Wandstérke von 0,2 mm, ein Keramikdiaphragma, mit der Lénge von 2 mm und einem
Durchmesser von 1,0 mm, mittels Silikonkleber eingeklebt. Dieses Schlauchstlick wurde mit
geséttigter Silberchlorid-Losung beflllt und Uber die Spitze der chlorierten Mef3elektrode
gezogen. Durch das Verkleben der sich Uberlappenden Schlduche mit Silikonkleber war
eine Fixierung und Abdichtung des beflllten Silikonschlauches gegeben. Zusétzlich wurde

auch der nicht-chlorierte Tell der Elektrode, der norma nicht mit dem Patienten in
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Berthrung kommt, mittels Teflon- und Silikonschlauch isoliert, um einer Beeinflussung auf

diesem Wege entgegen zu wirken ('s. Abb. 6 und 7).

Diaphragma

Silberdraht

Isolierschlauch

Fliissigkeitsreservoir

Teflonschlauch

Silberdraht

Isolierschlauch Diaphragma

Teflonschlauch Silberdraht

Fliissigkeitsreservoir

Messgriffel

Aufnahmebehélter

iniatur-Einpressbuchse

Abb. 6: Skizze der neu entwickelten Mef3- und Referenzelektrode fiir das vereinfachte
Potentialdifferenz-Mef3gerét , Tholy* im Langsschnitt.
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Fur die Potentialdifferenzmessung mufdte die so entstandene Mef3elektrode nun noch in den
dafur vorgesehenen Mefgriffel eingefihrt werden.

Abb. 7: Fotografische Darstellung der beiden Elektroden fur das,, Tholy“-Mef3gerét  (
vgl. Abb. 5).
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Referenzel ektrode:

Der grundséizliche Aufbau der Referenzelektrode gleicht dem der oben beschriebenen
Mef3elektrode.

Ein kleines Gefal3 zur Aufnahme der Referenzelektrode stellte die Basis fur die Herstellung
der neuen Elektrode dar. Dieser rohrenformige Aufnahmebehéter wurde in Eigenarbeit aus
einem Polycarbonatstab hergestellt, da ein passendes Gefal3 nicht erhdtlich war. In die
Spitze dieses Behdlters, die mit einem i.v.-Katheter konnektierbar war, wurde entsprechend
der Mef3elektrode ein Keramikdiaphragma eingesetzt.

Die Referenzelektrode an sich bestand wie die Mef3elektrode aus Silber / Silberchlorid. Im
Unterschied zur Mef3elektrode betrug die Lange der Referenzelektrode allerdings nur 2,5
cm. Dieser kleine Silberdraht wurde auf die oben beschriebene Weise gereinigt und
chloriert. Anschlief?end wurde das hintere Ende des Drahtes mit einer Miniatur-
Einpressbuchse verlotet. Die Miniatur-Einpressbuchse war nétig, um die Verbindung
zwischen Silberdraht und Mef3gerdt mittels eines Miniatur-Bananensteckers herstellen zu
konnen. Nach Befillung des Aufnahmebehdlters mit geséttigter Silberchloridldsung wurde
die Einpressbuchse mit dem chlorierten Silberdraht in das Kunststoffréhrchen eingepresst
und alles mit Silikonkleber abgedichtet ( s. Abb. 6).

Fir den Anschiul der Referenzelektrode wurde der zum Meligerd gehdrende
Bananenstecker in die Buchse eingesteckt und die Spitze der Elektrode mit dem subkutan

liegenden Venenverweilkatheter am Oberarm des Patienten konnektiert.

Referenz- und Mef3eektrode wurden nach Fertigstellung mit 80 %igem Ethanol gereinigt
und in Kunststoffrohrchen, die mit geséttigter Silberchloridiosung beflllt  waren,
aufbewahrt. Die Flussigkeit in den Aufbewahrungsrohrchen wurde nach jeder Entnahme
verworfen und durch frische Silberchloridldsung ersetzt. Fir die nachfolgend beschriebenen

V ergleichsmessungen wurden 80 Mef3- und Referenzel ektroden dieser Bauart hergestellt.

In enger Zusammenarbeit mit Herrn Winfried Keipp, Leiter der Entwicklungsabteilung der
Firma Medicap und Herrn Oliver Bohmer, Student der Biomedizintechnik an der FH
Gief3en, wurden die oben beschriebenen Elektroden entwickelt und hergestellt.
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2.6 Vorgehen bel der Messung der transepithelialen Potentialdifferenz

Bel den Patienten wurde eine kleinkalibrige Venenverweilkanile im Bereich der
Aulensaite des linken Oberarmes subkutan plaziert und diese, nach Entfernung der Nade,
mit Pflaster fixiert. Diese Venenverweilkanile diente sowohl bei der konventionellen
Messung ads auch bel der ,Tholy“-Messung as Anschluld fir die jeweilige
Referenzelektrode. Die subkutane Plazierung der Elektrode an der Aul¥enseite des

Oberarmes geht in dieser Form auf Knowles zuriick [ 74 ].

Konventionelle Messung:

Fir die konventionele Messung wurde die Venenverweilkanile direkt mit der
Infusiondeitung verbunden und die Injektomatpumpe auf eine Férdergeschwindigkeit von 1-
2 ml / Stunde eingestellt. Auf die Infusiondeitung der Mel3elektrode wurde ein langer,
weicher Nabelarterienkatheter aufgesetzt und die dazugehdrige Injektomatpumpe auf eine
Forderleistung von 3-5 ml / Stunde eingestellt. Die Unterschiede in den Forderleistungen
erklaren sich mit der grof3eren Lange und dem Durchmesser des Nabelarterienkatheters |
66, 59 ]. Vor dem Anschlul? der Referenzelektrode an den Katheter wurde ein Kurzschluf
zwischen den beiden Elektroden hergestellt. Dabei sollte die Anzeige des Millivoltmeters
keine Spannung anzeigen ( ,,Nullabgleich®; s. Kap. 2.4.4 ). Werte zwischen -1 mV und +1
mV wurden toleriert.

Mit Hilfe des an der Kaltlichtquelle angeschlossenen Nasenspekulums wurde das
Naseninnere des Patienten eingesehen. Dabel wurde darauf geachtet, dal? der fixierte Kopf
des Patienten leicht rekliniert war, damit die Conchainferior deutlich zu erkennen war. Bei
der eigentlichen Messung war das Meligerédt so plaziert, dal3 sich sowohl die Anzeige as
auch der Patient im Sichtfeld des Untersuchers befanden. Unter Sicht wurde die
Mef3elektrode mit der rechten Hand des Untersuchers unterhalb der Concha inferior nach
lateral dorsal, circa 5 cm tief in die Nase eingefiihrt, wobel der eigentliche Mef2ort nicht
einzusehen war ( s. Abb. 8).



38

Stirnhohle
|4 Hiatus semilunaris

i L '..,bere Muschel
CRNEED 1

5 AR TR Keilbeinhohle
A= "N,

.....
g4

Sekundires Ostium
der Kiefernhohle

MefBelektrode

Ductus nasolacrimalis

Abb. 8: Skizze zur Lage der Mef3elektrode unterhalb der unteren
Nasenmuschel mit Darstellung der GroRenverhdtnisse.
Abbildung modifiziert nach H.G. Boenninghaus| 18 ].

» Tholy* -Messung:

Bel der Messung mit dem , Tholy“-Gerét wurde in die ebenfals am Oberarm fixierte
Venenverweilkanile zur besseren Kontaktaufnahme mittels einer Spritze ein kleiner Bolus
isotonische Kochsalzlésung eingespritzt. Beim Entfernen der Spritze beflllte man den
gesamten Katheter luftfrel mit Kochsalzl6sung.

Auch die Elektroden des , Tholy“-Gerdtes wurden durch Kurzschliel?en von Mef3- und
Referenzelektrode auf ihre aktuelle Verwendbarkeit Uberprift und Werte zwischen -1 mV
und + 1 mV toleriert. Im Anschlul® daran wurde die Referenzelektrode in die Venen-
verweilkantle eingefihrt und beide mit einem Klebestreifen auf der Haut fixiert. Zur

Uberpriifung des ordnungsgeméliien Zustandes des Referenzteils wurde die Mef3eektrode
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auf eine feuchte Hautstelle unterhalb der Eingtichstelle aufgesetzt. Bel korrektem Anlegen
der Referenzelektrode zeigte das Mef3gerét einen Wert von einigen Millivolt an. Nun wurde,
analog zur oben beschriebenen Messung, das Naseninnere des Patienten mit dem Spekulum
eingesehen und die Mef3elektrode mit der rechten Hand unter die Concha inferior eingefhrt.
Um be dieser Mef3methode einen sicheren Schleimhautkontakt zu haben, war es nétig, die
Spitze der Elektrode um 30-40 Grad nach oben zu biegen. Wie bel der konventionellen
Messung, befanden sich auch bel dieser Messung Mef3gerédt und Patient im Gesichtsfeld des
Untersuchers.

Zu erwarten waren Potentialdifferenzen in der Groélenordnung von O bis -100 mV. Be
Werten, die aul3erhalb dieses Bereiches lagen, wurde die Lage der Mef3elektrode und der
Referenzel ektrode kontrolliert und die Messung wiederholt. Allerdings wurden auch solche
Werte, die aul3erhalb dieses Erwartungsintervalls lagen, beobachtet und registriert. Durch
langsames Bewegen der Elektrode wurde, unter moglichst permanentem Schlelmhautkontakt,
die Stelle mit dem hochsten Mef3wert aufgesucht, die mindestens 2 Sekunden lang stabil
war. Die Mef3e ektrode wurde am nasalen Flimmerepithel entlang von okzipital nach rostral
in Richtung Nasendffnung herausgezogen. Von diesem Epithd ist bekannt, dald3 es
morphologisch mit dem HFimmerepithel der Lunge vergleichbar ist und dald sein
Biopotential dem der unteren Atemwege weitgehend entspricht, somit den Basisdefekt der
Mukoviszidose représentiert [ 75, 78 ].

Es wurde jeweils der Mittelwert aus zwei aufeinander folgenden Messungen einer
Nasenseite protokolliert ( s. Abb. 9 und 10).
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Exemplarische Dokumentation der PD-Messung
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Abb. 9: Exemplarische Dokumentation einer PD-Messung der rechten Nasendffnung
bel einem CF-Patienten ( M.H., mannlich, 25 Jahre ) mit dem konventionellen
Mef3gerat

Auswertung: Maximawert der PD in diesem Fall: -52 mV
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Abb. 10: Exemplarische Dokumentation einer PD-Messung bel einem CF-Patienten  (
M.H., mannlich, 25 Jahre ) der rechten Nasentffnung mit dem , Tholy*-
Mel3gerdt.

Auswertung: Maximawert der PD: -51 mV.
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2.8 Vorgehen bei der Studie

Mit 30 Mukoviszidose-Patienten, die sich freiwillig fur diese Studie zur Verfligung gestellt
hatten, wurde eine Vergleichsmessung zwischen dem konventionellen Potentiadifferenz-
Melgerd und dem ,Tholy“-Mef3gerét durchgefiihrt, das mit den neu entwickelten
Elektroden ausgestattet war.

Bel beiden Messungen wurde mit der gleichen Venenverweilkanile as Anschluld fur die
Referenzelektrode gearbeitet. Mittels einer Randomisierungsliste wurde vor Beginn der
Untersuchungen festgelegt, mit welchem Gerét jeweils begonnen werden sollte. Beide
Messungen erfolgten kurz hintereinander, d.h. die Messung wurde mit einem der beiden
Geréte begonnen, an beiden Nasentffnungen des Patienten jeweils zwei ma gemessen und
der Mittelwert fur jede Nasenoffnung notiert. Im Anschluld daran wurden die Mef3geréte
ausgetauscht und die jeweils andere Referenzel ektrode an demselben Katheter am Oberarm
angeschlossen. Nach einem Intervall von mindestens 5 Minuten wurde mit dem zweiten
Gerdt ebenfalls an beiden Nasentffnungen des Patienten zweimal hintereinander die PD

gemessen und der Mittelwert berechnet.
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29 Phar makologische Tests

Da noch keine Erfahrungen tber die Beeinflussung der Elektroden fur das , Tholy“-Gerét
durch Medikamente vorlagen, wurden ale pharmakologischen Untersuchungen mit dem
konventionellen Potential differenz-Mef3gerédt durchgefihrt.

291 Vorbemerkungen zur Herstellung von Inhalations dsungen

Fur die geplanten Untersuchungen waren stabile InhalationsGsungen Voraussetzung. Daher
wurde im HPLC-Labor der Kinderklinik der JLU-Gief3en, die Stabilitét der zu inhalierenden
Stoffe Uberprift. Dabei stellte sich heraus, dal? die Stabilitét von der Konzentration der
Amilorid- bzw. Benzamillésung und der zugesetzten Kochsalzldsung abhéngig war. Bis zu
einer Konzentration von 0,6 mg / ml Amiloridiésung und einer Konzentration von 0,17
mg / ml Benzamillésung in isotonischer Kochsazldsung, bestand keine Gefahr des
Wirkungsverlustes. Bei hoheren Konzentrationen bestand die Mdglichkeit, dal3 die Wirkung
zum Beispid durch Ausflocken der Substanzen verringert oder sogar ganz aufgehoben
wurde. Fur Amilorid ist die begrenzte Lodlichkeit in isotonischer Kochsalzlésung oder

anderen Elektrolytlsungen bereits sait 1&ngerem bekannt [ 95].

Die Konsequenz aus diesen Vorversuchen war, dal3 die Losung von Amilorid bis zu einer
Konzentration von 0,6 mg / ml und die Lésung von Benzamil in der vorgesehenen
Konzentration von 0,17 mg / ml in isotonischer Kochsalzlésung hergestellt wurden. Alle
Inhalationsl6sungen héherer Konzentration wurden mit destilliertem Wasser angesetzt. Die
Lodichkeitsgrenze von Benzamil in destilliertem Wasser lag bel einer Konzentration von
0,7 mg / ml. Die Konzentration der beiden Benzamilldsungen wurden aufgrund der
Lodichkeitsgrenze gewdhlt und erst im Anschlul3 in die Einheit mg / ml umgerechnet.
Daraus erklart sich, dal3 die Benzamilldsungen gegeniiber den Amilorididsungen nicht

aguimolar sind.



44

Die gewinschte Konzentration von 0,25 mg / ml der Fenoterol-Inhaationsésung wurde
durch Verdinnen einer 2 mg / ml Ausgangddsung mit isotonischer KochsalzlGsung
hergestellt.

2.9.2 Zusammensetzung der Inhalationdésungen

Zur Durchfiihrung der pharmakol ogischen Tests wurden folgende L dsungen verwendet:

A) Fur die Untersuchung der Medikamentenkombination Amilorid / Fenoterol:
Amilorid in isotonischer Kochsalzlésung:  0,3mg/ ml

Fenoterol in isotonischer Kochsalzlésung: 0,25 mg/ ml

B) Fir die Untersuchung der Wirksamkeit von Amilorid im Vergleich zu Benzamil:

Amilorid in isotonischer Kochsalzlésung: 0,1 mg/ ml
Amilorid in isotonischer Kochsalzlésung: 0,3 mg/ ml
Amilorid in isotonischer Kochsalzlésung: 0,6 mg/ ml
Amilorid in destilliertem Wasser: 1mg/ml
Benzamil in isotonischer Kochsazlésung: 0,17 mg/ ml
Benzamil in destilliertem Wasser: 0,7mg/ ml

Die zum Ansetzen der Inhalationd ésungen verwendeten Stammldsungen wurden nach deren
Herstellung steril filtriert. Herstellung und Filtration erfolgten in der Apotheke des
Universitatsklinikums Gief3en.
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29.3 Vorgehen bei den pharmakologischen Unter suchungen

2931 Untersuchung der Wirkung der Medikamentenkombination von Amilorid

und Fenoterol

Fur die Untersuchung der Wirkung der Medikamente Amilorid und Fenoterol wurden diein
der Therapie normalerweise eingesetzten Konzentrationen von 0,3 mg/ml fir Amilorid und
0,25 mg/ml fur Fenoterol gewahit [ 63 ].

Nachdem mit dem oben beschriebenen Verfahren bel dlen Probanden die Ausgangswerte
der Potentialdifferenz bestimmt worden waren, wurden die vorgesehenen Losungen
appliziert. Dazu wurden je 2 ml der jewelligen Substanzen in die Inhalette des
Inhaliergerétes ,Master* der Firma Pari ( Paul Ritzau Pari-Werk / Starnberg ) eingefillt.
Das Gerdt produziert einen mittleren Luftstrom von 52 | / min, der mediane Massen-
durchmesser der Tropfchenpartikel wird mit 3,1 pum angegeben. Dadurch ist eine gute
Partikeldeposition im Bronchialsystem gewdahrleistet [ 38 ]. Im Rahmen dieser Studie kam
es vor alem auf die Deposition in der Nase an. Daher wurde bei dieser Studie eine
Nasenmaske ( Child No.3, Firma Laerdal ) zur Inhalation verwendet.

Die Patienten wurden angewiesen, durch Betdtigung ener Unterbrechertaste, die
entsprechende Losung ausschliefdich wahrend der Einatmungsphase Uber die Nase zu
inhalieren.

Jede der tellnehmenden Personen inhalierte direkt nach der Bestimmung der Basis-PD-
Werte zuerst 2 ml der Amiloridiosung. Nach Beendigung der Inhaation wurden die PD-
Werte erneut an beiden Nasentffnungen gemessen und der Mittelwert aus zwel Messungen
protokolliert.

Anschlief?end wurde nach einem zuvor festgelegtem Zeitintervall von 3 Minuten eine
weitere Kontrollmessung vorgenommen. Dadurch wurde sichergestellt, dal3 die héchsten,
d.h. die am wenigsten negativen PD-Werte nach der Amiloridinhalation aufgezeichnet

wurden.
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Daran schlof3 sich die Inhalation der zweiten Losung an. In das Inhaliergerd wurden nun 2
ml der Fenoterollosung eingefillt und den Probanden zur selbstdndigen Inhaation
angereicht.

Der letzte Schritt der Untersuchung bestand in einer weiteren Messung der PD-Werte nach
Inhalationsende sowie ener Kontrollmessung nach 3 Minuten, wobel auch hier der

Mittelwert aus zwei Messungen protokolliert wurde.

29.3.2 Pilotstudie Gber die Wirksamkeit von Benzamil im Vergleich zu Amilorid

Um die Wirkungsweise von Benzamil im Vergleich zu Amilorid aufzeigen zu konnen,
wurden verschiedene Konzentrationen der jeweiligen Inhalations 6sungen hergestellt (
S. Kap. 2.10.3 ).Vor der Inhalation eines der beiden Medikamente wurden bel alen an
dieser Untersuchung tellnehmenden Mukoviszidose-Patienten die Ausgangs-PD-Werte
bestimmt.

Der Natrium-blockierende Effekt von Amilorid und Benzamil am respiratorischen Epithe,
und damit die maximale Absenkung der nasden PD-Werte, wurde als prozentuale
Abweichung von den Bass-PD-Werten dargestellt. Diese initide Inhibition der
Natriumabsorption wird im folgenden al's DPD% bezeichnet [ 60, 61 ].

Um eine Information Uber die Dauer der Wirksamkeit der Medikamente zu erhalten, wurden
in festgelegten Zeitabstanden wiederholt PD-Werte bestimmt, wobel zu Beginn und zum
Ende der Mel¥eihe hin die Zeitabstdnde individuell abgedndert wurden. Die
Kontrollmessungen wurden - wenn mdglich - bis zum Erreichen der Ausgangswerte (
+ 10% der Basis-Werte ) weitergefiihrt bzw. die letzte Messung wurde, unabhéngig von den
Mefergebnissen, 6 Stunden nach der Medikamenteninhalation vorgenommen, um die

Patienten nicht zu Uberfordern.
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Da die Reduzierung der Basis-PD-Werte um 50 % eine rechnerisch und graphisch gut zu

ermittelnde Grof3e darstellt, wurde fir alle Probanden dieser Zeitpunkt bestimmt. Dieser
Zeitwert wird im folgenden as Wirkzeit 50 ( WZ50 ) bezeichnet und als der Zeitpunkt
definiert, zu dem die PD-Werte 50 % der Ausgangswerte wieder erreicht hatten (' s. Abb. 11

)[60].
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Abb. 11: Skizze zur Veranschaulichung der Dokumentation der PD-Messungen bel der

Pilotstudie mit Amilorid und Benzamil ( vgl. Abb. 16):

DPD% = initiale Natriumkanal -Blockade
WZ50 = Zeit bis zum Wiederanstieg der PD-Senkung auf 50 % der
Ausgangs-PD-Werte.
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2.10 Unter suchungskollektive

Insgesamt nahmen 142 Probanden an den Untersuchungen teil, wovon 104 CF-Patienten und

38 gesunde Probanden waren.

2101 Unter suchungskollektiv: Vergleich konventionelle M essung mit
» Tholy*-Messung

Das Kollektiv der insgesamt 30 Mukoviszidose-Patienten, die an dieser Untersuchung
teilnahmen, setzte sich aus 11 weiblichen und 19 mannlichen Patienten zusammen.

Alle Teilnehmer befanden sich am Zentrum fir Kinderheilkunde in Gief3en in ambulanter
oder stationdrer Behandlung. Ihr Alter lag zwischen 5 und 33 Jahren ( X = 21,5 ). Die
Diagnose Mukoviszidose war durch die typische Krankengeschichte, klinische und
radiol ogische Untersuchungen, sowie durch wiederholt positive Schweif3anaysen gesichert.
Klinische Kriterien spielten bei der Selektion der Patienten keine Rolle. Alle PD-
Messungen geschahen mit dem Einversténdnis der Probanden und gegebenenfalls ihrer
Eltern.

Die Vergleichsmessungen zwischen dem konventionellen Potentiadifferenzmef3gerét und
dem , Tholy“-Mef3geré wurden in der Zeit von Juni 1995 bis Dezember 1995 durchgefuhrt.

2.10.2 Unter suchungskollektiv: Medikamentenkombination

Amilorid und Fenoterol

Die Untersuchungen der Wirkung der Medikamentenkombination Amilorid / Fenoterol
wurden mit 33 Mukoviszidose-Patienten und 38 gesunden Probanden durchgefihrt. Die
Gruppe der Mukoviszidose-Patienten setzte sich aus 16 welblichen und 17 mannlichen
Teilnehmern, im Alter von 9 - 29 Jahren (x = 20,3 ), zusammen. Das Vergle chskollektiv
bildeten 19 weibliche und 19 ménnliche Probanden, im Alter von 9 - 34 Jahren (x =22,1),
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die aus Patienten der Pneumologischen Ambulanz ohne CF ( vor allem Asthmatiker ) und
gesunden Studenten der Justus-Liebig-Universitét rekrutiert wurden.

Durch wiederholt positive Schweil3anaysen bzw. Potentialdifferenzmessungen sowie
klinische Untersuchungen und die Krankengeschichten war die Diagnose der Mukoviszidose
bei den teilnehmenden CF-Patienten gesichert.

Alle Teilnehmer waren Uber den Sinn der Untersuchung aufgeklért, und die PD-Messungen
geschahen mit dem Einverstandnis der Probanden und ihrer Eltern. Das Einverstandnis der
Ethikkomission der Justus-Liebig-Universitét Gie3en fur die inhalative Anwendung der
Testsubstanzen lag vor.

Ausschlufkriterien fr diese Untersuchungen waren:
Petienten, die in einem Zeitraum von 8 Stunden eines oder beide der zu testenden
Medikamente inhaliert hatten;
eine schlechte korperliche Verfassung oder eine akute bronchopulmonale Infektion, bzw.
eine akute Rhinitis;
ausgeprégte Nasenpolypen, die eine exakte Lokalisation des Mefsortes unmdglich
machten;
wiederholte Polypektomien, da narbige Veranderungen der Nasenschleimhéute die PD-
Werte verfalschen konnen;
ein Patientenalter unter 6 Jahren; erst ab diesem Alter ist mit einer gewissen Kooperation
bei den Teilnehmern zu rechnen, die fur die Potentiadifferenzmessung und die nasale

Inhalation nétig ist.

Bedingt durch die Schwere der Erkrankung wurde die zu diesem Zeitpunkt verordnete
Medikation der CF-Patienten beibehalten, wobel unterschiedliche Medikationen der

einzelnen Patienten nicht as Ausschlufkriterium herangezogen wurden.
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2.10.3 Unter suchungskollektiv: Pilotstudie Gber die Wirksamkeit

von Amilorid und Benzamil

An dieser Studie nahmen 41 Mukoviszidose-Patienten im Alter von 5-35 Jahren
(x=244 = 0,7) teil. Die Gruppe setzte sich aus 19 welblichen und 22 mannlichen
Tellnehmern zusammen, die dle regedméllig zur Betreuung in die Giel3ener
Universitéatsklinik kamen. 6 Patienten stellten sich freiwillig fir mehrere Untersuchungen zur
Verfugung. Auch bei diesen Patienten war durch klinische Untersuchungen, Vorgeschichte

und SchweiRanalysen die Diagnose M ukoviszidose gesichert worden.
Aus Tabelle 1 ist die Einteillung der CF-Patienten in verschiedene Gruppen zu entnehmen,

aufgegliedert nach den Konzentrationen der Inhalations 6sungen der beiden Medikamente:

Tab. 1. Eintellung der Probanden in verschiedene Gruppen nach Menge und Art des
Inhalates, sowie die Auflistung der Altersverteilung der Gruppen.

Konzentration Anzahl der Alter der

I nhalationd 6sungen Probanden Probanden
Amilorid 0,1 mg/ml 16 5-35 Jahre
Amilorid 0,3 mg/ml 9 13-32 Jahre
Amilorid 0,6 mg/ml 7 17-30 Jahre
Amilorid 1,0 mg/ml 3 22-28 Jahre
Benzamil 0,17 mg/ml 7 18-35 Jahre
Benzamil 0,7 mg/ml 5 18-35 Jahre

Der klinische Zustand der Patienten spielte bel dieser Untersuchung keine Rolle, es wurde
jedoch darauf geachtet, dal? keiner der Teilnehmer zum Zeitpunkt der Messungen ein
Medikament inhalierte. Die individuelle Medikation der Patienten wurde beibehalten und
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nicht als Ausschluf¥kriterium herangezogen. Patienten mit einer akuten Rhinitis, einer
Polyposis nas oder mit Zustand nach Polypektomie wurden von der Untersuchung
ausgeschl ossen.

Die Einverstandniserklérung der Ethikkomission Giefen zu dieser Pilotstudie lag vor. Da
Benzamil nicht zur Therapie des Menschen zugelassen ist, wurde die Auflage ertellt, dal3
nur CF-Patienten Uber 18 Jahren an dieser Studie teilnehmen durften. Alle Patienten waren
Uber die bevorstehenden Untersuchungen aufgeklart und hatten ihre Zustimmung gegeben.

211 Statistische M ethoden

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 bzw.
die Anzahl der gemessenen Nasendffnungen der Probanden an.

Die jeweiligen ZielgroRen wie z.B. Wirksamkeit und Wirkungsdauer des postinhalativen
PD-Abfalls bzw. Wiederanstiegs wurden anhand von Mittelwert ( x ), Standardab-
weichungen ( s), Standardabweichungen des Mittelwertes ( Sx ), Median ( Med. ) sowie
der groften und der kleinsten Merkmalsausprégung ( Max. und Min. ) dargestelit. Die
Standardabweichung des Mittelwertes wurde ausschliefdlich bel der Pilotstudie Gber die

Wirksamkeit und Wirkdauer von Amilorid und Benzamil angewandt.

Die Berechnungen der Korrelationskoeffizienten ( r ) und der linearen Regression wurden
nach den Ublichen datistischen Verfahren vorgenommen [ 120 ]. Der im Ergebnisteil
aufgefiihrte Fehler 1. Art ( p ) gibt die Irrtumswahrscheinlichkeit fir die Ablehnung der
Nullhypothese an. Zur Auswertung wurden die Statistikprogramme ,, Statgraphics Vers. 2.6
und ,WinStat Vers. 3.1* eingesetzt.

Fir den direkten Vergleich des konventionellen PD-Mef3gerdtes mit dem , Tholy“-Geréat
wurden der U-Test von Mann and Whitney fur abhangige Stichproben verwendet. Der
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Korrelationskoeffizient ( r ) und die Regressionsgleichung (y = a + bx ) wurden fur die

einzelnen Nasendffnungen und anschlief3end fur die gesamte Gruppe bestimmit.

Die Ergebnisse der Medikamentenkombination Amilorid und Fenoterol wurden mittels
unabhangigem t-Test miteinander verglichen. Ein Ergebnis fir p < 0,05 wurde als statistisch

ggnifikant angenommen.

Zur Uberprifung der Nullhypothese, inwieweit Amilorid und Benzamil die gleiche
Wirksamkeit und Wirkdauer haben, wurden lineare Regressionsanalysen fir beide Gruppen
durchgefiihrt. Zusétzlich wurden mit dem t-Test fir unpaarige Stichproben die Ergebnisse
der PD-Werte der verschiedenen Amiloridlésungen miteinander verglichen, wobel p < 0,05

als statistisch signifikant angenommen wurde.
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3 Ergebnisse

31 Vergleich zwischen dem konventionellen M el3verfahren und dem ,, Tholy* -

M ef3ger &t, ausgestattet mit neu entwickelten Elektroden

Nach Entwicklung einer neuen Mel3 und Referenzelektrode fir das vereinfachte
Potentia differenz ( PD ) - Mef3gerét , Tholy* und erfolgreichem Abschlul? der Vorversuche
mit dem zuvor beschriebenen Nullabgleichs-Testverfahren konnten die nachfolgend
beschriebenen Untersuchungen durchgefihrt werden.

Fir die Uberprifung der neuen Elektroden des ,Tholy“-Gerdtes wurden an 30

M ukoviszidose-Patienten PD-Messungen vorgenommen.

311 Vergleich der PD-Werte an den einzelnen Nasendffnungen

Die Ergebnisse wurden zunéchst nach einzelnen Nasendffnungen aufgeschl lisselt.
Die gute Ubereinstimmung von Mittelwert und Median lieR eine Normalverteilung der

Werte vermuten, so dal3 auch die Berechnung der Standardabweichung gerechtfertigt war.

Fur die rechten Nasen6ffnungen ergaben sich eine durchschnittliche Potentia differenz von x
=-50,0 mV fir die konventionelle Messung und von x ==50,3 mV fir die Messung mit dem
» Tholy“-Gerét. Die Standardabweichungen und Spannbreiten lagen in vergleichbarer
GrofRRenordnung (s. Tab. 2 ). Die Regressionsanalyse ergab eine sehr gute Korrelation
(r=093; p <0001 ). Der Interzept lag mit y = -0,81 + 1,02 x nahe am
Koordinatenursprung ( s. Abb. 12).
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Tab. 2: Beschreibende Statistik der Ergebnisse der Potentiadifferenzmessung am
respiratorischen Epithel der Nase fir die Messung an den rechten

Nasendffnungen ( N6 ) bei 30 Mukoviszidose-Patienten

konv.M essung Tholy-Messung
rechte NG rechte NO

n 30 30

X -50,0 mvV -50,3mV

Med. -51,5mV -50,5 mV

S 13,6 mV 150 mv

Min. -20mvV -20mvV

Max. -712mvV -718 mV

Mittels Punktwolkendiagramm und Regressionsgeraden ist das Ergebnis graphisch
dargestellt. (s. Abb. 12)
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Abb. 12: Darstellung der Regressionsgeraden der vergleichenden Potentialdifferenz-

messung zwischen der konventionellen und der , Tholy“-Messung fir die
rechte Nasenoffnung ( N6 ) bel 30 Mukoviszidose-Patienten.
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Beim Vergleich der Ergebnisse fur die jeweils linken Nasendffnungen wurden geringfligig
hohere Potential differenzwerte, sowohl fur die konventionelle Methode von durchschnittlich
X = -529 mV ds auch fur die ,Tholy“-Messung von x = -53,8 mV ermittelt. Die
Standardabweichungen und Spannbreiten waren insgesamt etwas grof3er as an der rechten
Nasendffnung ('s. Tab. 3 ). Der Schnittpunkt mit der Y-Achse lag bel y = 1,83, wobei die
Steigung der Geraden 0,98 x betrug; die Regressonsanalyse ergab auch fir diese
Nasendffnung eine sehr gute Korrelation (r = 0,92; p < 0,001).

Tab. 3 Beschreibende Statistik der Ergebnisse der Potentialdifferenzmessungen am
respiratorischen Epithel der Nase fir die linken Nasendffnungen ( N6 ) bel 30
M ukoviszidose-Patienten, bestimmt mit dem konventionellen ( konv. ) und dem

» 1holy*-Meligerét.

konv.Messung Tholy-Messung
linken NO linken NO

n 30 30

X -52,9mv -53,8 mV

Med. -50,5mVv -49,5 mV

S 193 mVv 20,6 mV

Min. -28 mV -24 mV

Max. -100 mV -100 mvV
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312 Vergleich der PD-Werte der gesamten Gruppe

Aufgrund der gut Ubereinstimmenden Korrelationskoeffizienten sowie der nur wenig
voneinander abweichenden Interzepte und Steigungen der Regressionsgeraden erschien es
zulassig, die Werte der Vergleichsmessungen an beiden Nasendffnungen zusammen zu
betrachten und statistisch auszuwerten ( s. Tab. 4 und Abb. 13).

Die durchschnittliche Potentialdifferenz der gesamten Gruppe lag bei X = -51,5 mV fir die

konventionelle Messung und X =-52,1 mV fur die Messung mit dem ,, Tholy“-Gerét.

Tab. 4. Beschreibende Statistik der Ergebnisse der Potentiadifferenzmessung am
respiratorischen Epithel der Nase mit der konventionellen ( konv. )
Mefdmethode und der vereinfachten Methode ( ,Tholy* ) be 30
M ukoviszidose-Patienten.

konv. Messung » Tholy“-Messung
n 60 60
X -51,5mVv -52,1 mV
Med. -51 mv -50 mv
S 16,8 mV 18,1 mV
Min. -20mvV -20mvV
Max. -100 mV -100 mvV
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Abb. 13: Ergebnisse der vergleichenden Potentiaddifferenz-Messung zwischen der
konventionellen und der , Tholy“-Messung. Darstellung aller Vergleichspaare
in einer Graphik.
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Die nachfolgende Zusammenfassung der Ergebnisse der einzelnen Regressionsanalysen und
Regessionsgleichungen verdeutlicht noch einmal, dal} mit den beiden engesetzten
Mef3gerdten annghernd gleiche PD-Werte gemessen werden. Es zeigt sich auch, dal trotz
der geringfiigig hdheren durchschnittlichen Mel3werte der linken Nasentffnungen sowohl die
Schnittpunkte der Y-Achse as auch die Regressionsanalysen vergleichbare Werte liefern.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine Gesamtbetrachtung beider Seiten im Sinne einer
einzigen Regressionsanalyse durchgefiihrt. Der unveréndert hohe K orrelationskoeffizient fur

die gesamte Probandengruppe rechtfertigt dieses Vorgehen bei der Auswertung ( vgl. Tab.5
).

Tab. 5: Ubersicht tiber die Regressionsanalyse anhand der Korrelationskoeffizienten
(r) und der Regressionsgleichungen (y = a + bx ) fur die Vergleichs-
untersuchungen zwischen konventioneller und vereinfachter Mef3methode der
nasalen transepithelialen Potentialdifferenz, aufgeschliisselt nach Nasen-
offnungen und a's Gesamtgruppe.

r y=a+bx
Vergleich re. NO 0,930 y=-0,81+1,02x
Vergleich li. NO 0,918 y =1,83+ 0,98 x
Gesamtvergleich 0,923 y =0,73 + 0,99 x

Die vergleichenden Untersuchungen lassen den Schiuf3 zu, dal3 man beide Meligerdte zur
Bestimmung der nasalen transepithelialen Potential differenz in der Praxis einsetzen kann, da

die gemessenen Werte der beiden Geréte gleichzusetzen sind.
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3.2 Praktische Anwendung der PD - Messung

Fir die weteren Untersuchungen wurde auf die konventionele Mef3methode
zurtickgegriffen, da es fur die , Tholy*-Elektroden noch keine Untersuchungen Uber die
Beeinflussung durch Medikamente gab ( vgl. Kap. 2.9 ). Dartber hinaus hat das
konventionelle Mel3verfahren den Vorteil, dal3 es fir mehrmalige Messungen am Patienten

besser geeignet ist und vor alem einen geringeren Materia aufwand mit sich bringt.

321 PD-M el3er gebnisse von CF-Patienten und einer Kontrollgruppe

Bel de datistischen Auswertung von grof3eren Patientenkollektiven, die mit dem
konventionellen Verfahren der Potentialdifferenzmessung untersucht wurden, zeigte sich
eine Normalvertellung der gemessenen Ausgangs-PD-Werte sowohl bei Mukoviszidose-
Patienten als auch bei gesunden Probanden ('s. Abb. 14).

Aus der nachfolgenden Abbildung ist zu entnehmen, dal3 es zwischen -26 und -42 mV einen
Uberl appungsbereich zwischen den PD-Werten von Gesunden und M ukoviszidose-Patienten
gibt.
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Abb. 14: Nasale transepitheliale Potential differenz:
Vertellung der Sollwertbereiche bei gesunden Probanden ( n = 492 ) und der
Basis-PD-Werte bel Mukoviszidose-Patienten ( n = 282 ) ohne Rhinitis.
Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der konventionellen Mef3methode ermittelt.
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3.2.2 Unter suchung der Wirkung der M edikamentenkombination von

Amilorid und Fenoterol

Zid dieser Untersuchung mit der Medikamentenkombination war es, eine weitere
Differenzierung von Patienten, deren PD-Werte sich im beobachteten Uberlappungsbereich
befanden, zu ermoglichen. Untersucht wurde die Verdnderung der PD nach nasaler
inhaativer Applikation von Fenoterol im Anschlul an Amilorid in der Hoffnung,

spezifische Reaktionen der beiden Untersuchungsgruppen zu erhaten.

Die Untersuchungen wurden an 33 CF-Patienten ( Alter 9-29 Jahre ) und 38 Nicht-CF-
Probanden ( Alter 9-34 Jahre ) durchgeftihrt.

Fur die Gruppe der Mukoviszidose-Patienten ergaben sich durchschnittliche Basis-PD-
Werte von'X = -36,9 £ 15,2 mV, die zu Beginn jeder Untersuchung erfald wurden. Deutlich
niedrigere Ausgangswerte von X = -16,2 = 83 mV wurden fir die Vergleichsgruppe
ermittelt (s. Tab. 6).

Tab.6: Ausgangswerte der nasalen transepithelialen Potentiadifferenz von CF- und
Nicht-CF-Probanden

CF-Patienten Nicht-CF-Patienten
n 33 38
X -36,9 mV -16,2 mV
Med. -41 mV -15mVv
S 152 mV 8,3 mV
Min. -10 mvV -5mv
Max. -67 mV -41 mvV
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3221 Ergebnisse nach der Amiloridinhalation

Nach Inhaation von Amilorid, einem spezifischen Natrium-Kanal-Blocker, sanken die PD-
Werte bel dlen Probanden ab. Die erneute Bestimmung der Potentialdifferenz wurde direkt
nach Beendigung der Inhalation vorgenommen.

Das Absinken der BasisPD-Werte von beiden Gruppen nach Blockade des
Natriumeinstromes 183 sich durch die Kumulation positiver Vaenzen auf der luminalen
Seite erkldren (vgl. Abb. 1).

Das Vorgehen ist in Abbildung 15 exemplarisch dargestellt.

P.B.29.J., CF,&"

Inhalation

O L] L] L]
-5 0 5 10 15 20

Zeit (min)

Abb. 15: Exemplarische Darstellung der Amiloridantwort nach Inhaation von 2 ml
Amilorid in einer Konzentration von 0,3 mg / ml bei einem 29jéhrigen CF-
Petienten.
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Fir das Vergleichskollektiv ergab sich ein prozentualer Abfal der PD-Werte um
durchschnittlich 35,2 % und fir die Gruppe der CF-Patienten von 53,4 %.

In der Abbildung 16 sind die gewonnenen Ergebnisse graphisch dargestellt, in Tabelle 7
sind die statistischen Daten zusammengestelIt.

Tab.7: Ergebnisse der Potentiadifferenzen beider Probandengruppen nach der
Inhalation von 0,3 mg/ ml Amilorid

CF-Patienten Nicht-CF-Patienten
n 33 38
X -17,2mV -10,5mV
Med. -16 mV -10 mv
S 9,0 mVv 4,8 mV
Min. -6 mV -3mvV
Max. -40 mV -23mV
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Abb. 16: Senkung der PD-Werte nach Applikation von Amilorid, fir CF-Patienten und
Nicht-CF-Probanden. Darstellung mittels Box und Whisker Diagrammen.

Erl&uterung der Markierungen:

AuRere Markierung: 95 % Vertrauensbereich

Untere bzw. obere Begrenzung der Kasten: 25 bzw. 75 % Grenze
Markierung innerhalb der Késten: Median
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3222 Ergebnisse nach der Fenoterolinhalation

Im Anschlu® an die Amilorid-Applikation, mit der der Natriumionentransport blockiert
wurde, erfolgte die Applikation von Fenoterol. Dieses Medikament induziert normalerweise
eine Chloridsekretion durch die Offnung von c-AMP gesteuerten Chlorid-Kanden
(vgl. Abb. 1). Bel den Mukoviszidose-Patienten fand sich nach Fenoterol keine Reaktion,
da infolge des Gendefektes der Wirkstoff diese Kande nicht oder nur partiell aktivieren
kann.

Bel der Gruppe der Gesunden kam es durch die vermehrte Ansammlung von negativen
Vaenzen zu einem Wiederanstieg der zuvor abgefallenen PD-Werte. Die Tabelle 8 zeigt die

zusammengefaldten Ergebnisse nach der Fenoterolinhalation.

Tab.8: Ergebnisse nach der Applikation von 0,25 mg / ml Fenoterol bel den zwei
untersuchten Gruppen.
CF-Patienten Nicht-CF-Patienten
n 33 38
X -16,8 mV -14.8 mV
Med. -14 mV -13mvV
S 81mV 45 mV
Min. -IrmvV -TmvV
Max. -41 mV -27 mV

Prozentual stiegen die PD-Werte des Vergleichskollektivs im Mittel um 41,0 % an, die der
Mukoviszidose-Patienten fielen sogar um weitere 2,3 % ab. Der Unterschied zur PD-
Antwort von Nicht-CF-Probanden nach der inhalativen Applikation von Fenoterol
gegenlber den Mukoviszidose-Patienten ist statistisch signifikant ( p < 0.01 ). In Abbildung
17 wird dies graphisch verdeutlicht.
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Abb. 17: Darstellung der Ergebnisse der transepithelialen Potentialdifferenzmessung

( PD ) anhand von Box und Whisker-Diagrammen. Nach vorausgegangener
Natriumkanablockade mit Amilorid bzw. nach Stimulation der c-AMP-
gesteuerten Chloridsekretion bei CF-Patienten und bei Nicht-CF-Probanden.

Erl&uterung der Markierungen:

AuRere Markierung: 95 % Vertrauensbereich

Untere bzw. obere Begrenzung der Kasten: 25 bzw. 75 % Grenze
Markierung innerhalb der Késten: Median




68

3.3 Ergebnisse der Pilotstudie zur Wirksamkeit und Wirkdauer

von Amilorid und Benzamil

Benzamil gilt in vitro as hochwirksamer Natrium-Kanal-Blocker, der Amilorid Uberlegen
ist. Um die Wirksamkeit der beiden Substanzen Amilorid und Benzamil am Patienten
objektivieren zu konnen, bedienten wir uns der Bestimmung der nasalen transepithelialen
Potentia differenz.

An der Studie nahmen 41 CF-Patienten im Alter von 5-35 Jahren teil ( s. Tab. 9). Der
erhebliche Altersunterschied zwischen den Amilorid- und Benzamil-Gruppen ist auf die
Auflage der Ethikkommision der JLU-Gief3en zuriickzufihren, dal3 ale Patienten, denen die
Benzamilldsung appliziert werden sollte, 18 Jahre oder dlter sein muf3ten.

Trotz des Altersunterschiedes gab es jedoch beziglich der Ausgangswerte der
Potentialdifferenz keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Amilorid-
Gruppe und der Benzamil-Gruppe (s. Tab. 9).

Zid war es, mittels PD-Verlaufsbeobachtung in vivo an CF-Patienten eventuelle
Wirkungsunterschiede zu objektivieren. In diese Studie wurden 41 CF-Patienten einbezogen,
wobel sich 6 Patienten fir mehrere Messungen zur Verfiigung stellten. Daraus resultiert der

Unterschied zwischen der Anzahl der Probanden und der Anzahl der PD-Messungen.

Tab. 9: Tabellarische Darstellung der beiden Patientenkollektive und die Ergebnisse

der Ausgangsmessungen.
Amiloridkollektiv Benzamilkollektiv
n 35 12
Alter (Jahre) 5-35J. 18-35J.
Ausgangs-PD (mV) -493+21mV -479+25mV
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Die erste Gruppe wurde untertellt in 4 Kollektive, die Amilorid-Losung in
unterschiedlichen Konzentrationen inhalierte, die zweite Gruppe in 2 Kollektive, die
Benzamil-L6sung in unterschiedlicher Konzentration inhaierten ( s. Tab. 10 ). Wegen der
zum Teil sehr langen Wirkdauer und der damit verbundenen Belastung der Patienten wurden
die Messungen der nasalen PD-Werte bel der hochsten Konzentration des Benzamils nicht
bis zum Wiedererreichen der Ausgangswerte weiterverfolgt.

Aus diesem Grund wurde das Mal3 fur die Wirkdauer mit der WZ50 neu definiert. WZ50
bezeichnet den Zeitpunkt, zu dem die PD-Werte 50 % der Ausgangswerte wieder erreicht
haben( vgl. Abb. 18 und Kap. 2.9.3B).

Die Bezeichnung DPD% gibt die initialen PD-Senkung nach der nasaen Applikation des

jeweiligen Medikamentes an.

Die Ergebnisse dieser Studie sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengefal3t (
s. Tab. 10).
Tab. 10: Die pharmakologischen Einfliisse der Natrium-Kanal-Blocker Amilorid und

Benzamil auf die nasale transepitheliale Potential differenz am respiratorischen
Epithel der Nase bei Mukoviszidose-Patienten:

Ergebnisse von 47 CF-Patienten nach der Applikation von 4 verschiedenen
Konzentrationen einer Amilorididsung und 2 verschiedenen Konzentrationen
einer Benzamill6sung. Dargestellt sind die initiale prozentuale PD-Senkung  (
DPD% ), der Wiederanstieg der Werte bis zur halbmaximalen PD-Senkung  (
WZ50 ) und die Zeit fur das Erreichen der Ausgangswerte.

Wirkstoff und n DPD% WZzZ50 (h) Wiedererreichen der
Konzentration Basis-PD-Werte
Amilorid  10°M |16 [642+33 0,7+ 0,02 » 55 min

Amilorid 3* 10°M 9 |744+24 1,1+ 0,04 » 80 min

Amilorid 6* 10° M 7 |756+35 1,6 + 0,06 »130 min

Amilorid 10°M |3 [81,3+25 2,2+0,12 »185 min

Benzamil 1,7 10°M |7  |74.9+30 1,7+0,3 » 180 min

Benzamil 7+ 10°M |5 [762+4,2 45+ 0,6 > 300 min
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Exemplarisch ist der Verlauf der PD / Zeit-Kurve fur die hochste Benzamil-K onzentration
in der Abbildung 18 dargestellt.

Benzamil 7x 10°M,n =5

Inhalation — WZ 50

Abb. 18:

Die Wirkung von 7 * 10° M Benzamillésung auf die nasde PD nach
inhalativer Applikation bel 5 CF-Patienten:

Die initide PD-Senkung betrug 76,2 £ 4,2 % ( DPD% ), die Zet des
Wiederanstiegs der Werte auf das Ausgangsniveau lag Uber 6 Stunden. Die
WZ50 betrug bei dieser Benzamil-K onzentration 4,5 + 0,6 Stunden.

DPD%: Maximale PD-Senkung nach nasaler Amiloridinhalation
WZ50: Der Zeitpunkt, zu dem die PD-Werte 50 % der Ausgangswerte
wieder erreicht hatten
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Die DosisWirkungs-Beziehungen fir die initiale PD-Senkung sind fur ale Inhalations-
[6sungen in der Abbildung 19 aufgezeigt. Amilorid bewirkt mit steigender Konzentration
einen tendenziell deutlicheren Abfall der nasalen PD-Werte ( DPD = 64,2 % - 81,3 % ),
wahrend Benzamil in beiden verabreichten Konzentrationen zu anndhernd gleichem
maximalem PD-Abfall fuhrt ( DPD = 74,9 % und 76,2 % ).

Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in den Ergebnissen der DPD%
zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden. Dies weist darauf hin, dal3 beide
Medikamente in der verwendeten Konzentration zu einer maximalen Blockade der Natrium-

Kande fihren.
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Abb. 19: Senkung der nasalen Potentiadifferenz nach der inhaativen Applikation von
Amilorid- und Benzamil-L6sung in verschiedenen Konzentrationen, dargestellt
als prozentualer Abfall der Ausgangs-PD-Werte.

DPD%: Maximale PD-Senkung nach nasaler Amiloridinhalation
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Analog wurde die WZ50-Zeit fur ale Inhaationsésungen in der Abbildung 20 graphisch
dargestellt.

Die WZ50-Werte der verschiedenen Konzentrationen der Amiloridldsungen korrelieren eng
miteinander (r =0.99, p <0,001).

Obwohl nur zwei verschiedene Konzentrationen von Benzamil getestet wurden, ist zu
erkennen, dal3 die WZ50 von Benzamil etwa doppelt so grol3 ist wie die der dguivalenten
Konzentration von Amilorid. Im einzelnen zeigt sich, dal3 die WZ50-Werte der hoher
dosierten Benzamilgruppe ( 7¢ 10° M ) gréRer sind as die der beiden dquivalenten
Amiloridgruppen ( 6 10° M und 102 M ). Das gleiche gilt fir die niedriger dosierte
Benzamilgruppe (1,7 10° M ) im Vergleich mit den beiden dquivalenten Amiloridgruppen
(10° M und 3* 10° M ).

Aufgrund der linearen Regression ist die Nullhypothese abzulehnen ( p < 0,01 ), d.h. der
Wirkungsunterschied der beiden Medikamente im Hinblick auf die Potentialdifferenz ist

signifikant.
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Abb. 20: Die Dauer der PD-Senkung nach inhaativer Applikation von Amilorid und
Benzamil in verschiedenen Konzentrationen, dargestellt als die Zeit bis zum
Wiedererreichen der halbmaximalen PD-Senkung ( WZ50 ). Die zugrunde
liegenden Daten sind Tabelle 10 zu entnehmen.

Regressionsgleichung fir Amilorid (WZ50) y = 0,51 + 0,17 x
Regressionsgleichung fur Benzamil (WZ50) y = 0,80 + 0,53 x
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4 Diskussion

4.1. Allgemeines zur PD-Messung

Bis vor einigen Jahren fand die Bestimmung der Potentialdifferenz vorzugsweise in der
Biologie und Physiologie bei Messungen an Tieren und menschlichen Zellen bzw.
Zellverbdnden Anwendung. Seit 1981 wird von verschiedenen Arbeitsgruppen Uber
Messungen am Menschen und ihren diagnostischen Werten berichtet [ 19, 75 ]. Wegen
methodischer Probleme hat sich das Verfahren bisher jedoch noch nicht durchsetzen konnen.
Dievon Knowles et al. eingefihrte Methode der transepithelialen Potential differenzmessung
am respiratorischen Epithel ( PD ) dient der Beurteilung der Funktion des respiratorischen
Flimmerepithels und der Membranfunktion in vivo [ 75 ]. Dabei werden elektrische
Spannungen gemessen, die durch die Summe der verschiedenen lonenstrome entstehen. Wie
eingangs beschrieben entsteht beim Mukoviszidose-Patienten sehr wahrscheinlich as Folge
einer defekten Chlorid-lonen-Sekretion und der daraus resultierenden gesteigerten Natrium-
lonen-Absorption eine deutlich erhthte Spannung im Vergleich zu Nicht-CF-Patienten.
Ublicherweise wird die PD am respiratorischen Flimmerepithe! unterhalb der Concha
inferior der Nase gemessen. Von ener danischen Arbeitsgruppe wurde kirzlich der
posteriore Bereich der medialen Nasenmuschel fir die Bestimmung der PD as Alternative
beschrieben [ 43 ]. Der Vorteil dieses Mef3ortes ist nach Ansicht der Autoren die bessere
Einsehbarkeit des zu untersuchenden Gebietes. Diese positive Einschdtzung war nach

eigener Beobachtung allerdings nicht nachzuvollziehen.

Die verwendete konventionelle Mef3vorrichtung ist in der Zusammensetzung und Wartung
der einzelnen Elemente aufwendig ( s. Abb. 2 ). Durch verschiedene Schlauchsysteme und
kompliziert herzustellende Agargelverbindungen ist die Mef3anordnung sehr storanféllig. Es

bedarf einiger Erfahrung und manueller Geschicklichkelt, um das System zu warten und zu
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bedienen. Dennoch gilt die von Boucher entwickelte Methode bis heute as ,golden
standard“, wenn es um die Bestimmung der nasalen transepithelialen Potential differenz geht
[ 19].

Mehrere Arbeitsgruppen bemihten sich um die Entwicklung eines vereinfachten PD-
Mel3gerétes, das fur den Einsatz in der Praxis und eine breite klinische Anwendung geeignet
ist. Die grofdten Fortschritte auf diesem Gebiet erzielten Hofmann et al., die ein handliches,
gut transportierbares Mef3gerdt entwickelten, das in Grofe und Form einem Telefon
vergleichbar ist. Im Gegensatz zu den Flief3elektroden besitzt dieses Gerét einen chlorierten
Silberdraht als Meflelektrode und eine handelsibliche EKG-Klebeelektrode als
Referenzelektrode. Hofmann beschrieb bereits damals das Auftreten von Storspannungen,
die per Abgleich an der Referenzelektrode quantifiziert und anschlief}end subtrahiert
wurden [ 59, 62 ].

Nach einer l1angeren Anwendungszeit stellte sich jedoch heraus, dal3 die auftretenden Offset-
Potentiale keine Konstanz aufwiesen. Bei Vergleichen der Storpotentiale vor und nach einer
Patientenmessung waren erhebliche Unterschiede in der Grof3enordnung von £+ 10 mV
nachzuweisen. Eine verla3iche Interpretation der Mef3ergebnisse war dadurch erschwert.
Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, fir das von Hofmann et al. entwickelte
PD-Meligerdt , Tholy” besser geeignete Mel- und Referenzel ektroden zu entwickeln.
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4.2. Entwicklung von neuen Elektroden fur das PD-Mef3gerét , Tholy*

421 Probleme mit den alten Elektroden

Zu Beginn war es nétig, Probleme, die beim Mefdvorgang auftraten, zu erfassen und die
Fehlerquellen bei der Herstellung der bis dahin verwendeten Elektroden herauszufinden. Zu
diesem Zweck wurden mehrere Vergleiche in Form von Nullabgleichsmessungen zwischen
dem vereinfachten PD-Mef3gerd ,Tholy* mit epikutaner Referenzelektrode und der
konventionellen Meldmethode mit subkutaner Referenzelektrode durchgefuhrt. Die
Elektroden des ,Tholy“-Gerdtes bildeten nach kurzer Melddauer Potentiale
unterschiedlicher Grofe und Vorzeichen aus. Vermutlich handelte es sich dabei um
Halbzellen-Potentiale, die am Metall-Elektrolyt-Ubergang entstanden ( s. Kap. 2.4.3).

Einige Ergebnisse der Voruntersuchungen deuteten darauf hin, dal3 die unterschiedliche
Zusammensetzung der epikutanen Referenzelektrode und der Mef3elektrode Ursache fir
einen Teil der Halbzellenpotentiale sein konnten. Versuche mit identischen Elektroden fir
den Mefl3- und Referenzbereich bestétigten die Vermutungen. Dennoch zeigten auch diese
Elektroden die Tendenz, Potentidle auszubilden. Eine eindeutige Ursache fir diese

Potentiale konnte nicht gefunden werden.

4.2.2 Vorteile subkutaner Elektroden sowie notwendige M odifikationen

Aus den Erkenntnissen der ersten Vergleichsmessungen entstand die Uberlegung, von der
EKG-Klebeelektrode als Referenz Abstand zu nehmen und eine neue Referenzelektrode zu
entwickeln.

Da es nur wenige Studien mit einer epikutanen Referenzelektrode gibt und verschiedene
Arbeitsgruppen auch zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen mit dieser Form der
transepithelialen Potentialdifferenzmessung kommen, fiel die Entscheidung zugunsten der

Fertigung einer subkutanen Elektrode[ 3, 59, 71].
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Die subkutane Elektrode, wie sie auch bei der konventionellen Mef3methode e ngesetzt
wird, hat den Vorteil, dal3 sie standig in direktem Kontakt mit dem jeweiligen Mef3ort steht.
Der bei den Meldergebnissen der epikutanen Elektrode trotz sorgféltiger Hautprdparation
verbleibende Hautwiderstand entféllt bel der subkutanen Form der Messung. Weliterhin
kénnen Storpotentiale, die durch das Einschleusen von ,,Fremdionen® mit dem Schweil3
entstehen oder andere magliche Einflusse von aufRen durch die subkutane Plazierung
reduziert werden [ 118].

Nachteile, wie sie auch von anderen Autoren beschrieben werden, sind die mit dem
subkutanen Eingtich verbundenen Schmerzen und das Risko einer Irritation oder Infektion
trotz vorausgegangener Hautdesinfektion. Die daraus entstehenden, meist harmlosen
Komplikationen bedirfen in der Regel nur einer lokalen antiphlogistischen Mal3nahme und
in Ausnahmeféllen einer antibiotischen Therapie[ 3, 59].

Ein Problem, das sich aus der Entscheidung fir eine subkutane Referenzelektrode ergab,
war die Tatsache, dal3 es keine genaue Bauanleitung fur eine aus Silber / Silberchlorid
bestehende subkutane Elektrode gab. Die in der Literatur beschriebenen Elektroden waren
zumeist fir den epikutanen Einsatz bestimmt [ 108, 29, 89 ].

Bel der Entwicklung einer eigenen Elektrode richtete sich die Aufmerksamkeit zunéchst auf
die Stabilitdt der Mef3werte bei den Nullabgleichsmessungen, die Schwierigkeiten bereitete.
Verschiedene Veranderungen der urspriinglichen Herstellungsmethode bel der Chlorierung

der Silberdrahte brachten keine V erbesserungen.

Ursache dafir war vermutlich die Nichtbegrenzung der Stromdichte bei der Produktion |
47 1. Mit dem Einsatz einer Konstantstromquelle und der Begrenzung der Stromdichte auf 2
mA/cnt konnte eine stabilere Chloridschicht auf den Silberdraht aufgebracht werden.

Durch Séttigung der isotonischen Kochsalzldsung mit Silberchlorid lief3 sich die Stabilitét
der Chloridschicht letztlich so weit verbessern, dal3 die Elektroden tber mehrere Monate
fertig zusammengebaut gelagert werden konnten, ohne dald Verdnderungen der

Chloridschicht und damit der Mef3genauigkeit nachzuweisen waren.
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Der entscheidende Fortschritt gelang erst mit der Isolierung der Elektroden. In Anlehnung an
den Aufbau von pH-Elektroden entstand die Idee, die Elektroden zum Schutz vor &ul3eren
EinflUssen zu ummanteln.

Nach Isolierung beider Elektroden waren bei den Nullabgleichsmessungen konstante Werte
zu erzielen. Dies spricht dafir, dal? tatséchlich @uf3ere Einfltsse fur die Ausbildung der
gemessenen Offset-Potentiale verantwortlich waren. Vergleichsmessungen an Patienten mit
dem konventionellen Mef3gerét und dem ,, Tholy* -Gerdt mit den neuen Elektroden erbrachten
eine hohe Ubereingimmung der mit den beiden PD-Mef3gerdten ermittelten einzelnen
Mef3werte (r =0,93).

Allerdings muldte fur den Kontakt der Referenzelektrode mit dem subkutanen Bindegewebe
eine eigene Losung erarbeitet werden. Nach dem Einstechen des i.v.-Katheters wurde ein
Bolus von ca. 2 ml isotoner Kochsalzlésung in das Gewebe injiziert und der gesamte
Katheter beim Entfernen der Nadel luftfrel mit KochsalzlGsung befillt. Aufgrund dieser
speziellen Technik, war es moglich, nach dem Zusammenstecken von Referenzel ektrode und
i.v.-Katheter, PD-Messungen bis zu 30 Minuten durchzufthren. Die injizierte
Flissigkeitsmenge verteilte sich in dieser Zeit im Gewebe, so dal’ bel 1&nger andauernden
Untersuchungen wiederholt isotonische Kochsal zI 6sung nachgespritzt werden mufite.

Fir zeitlich aufwendige Verlaufsbeobachtungen stellt dieses Vorgehen einen Nachteil
gegeniber der konventionellen Mefd3methode dar. Wird das , Tholy“-Gerét jedoch in der
normalen AusschlulRdiagnostik eingesetzt, so wirkt sich die zeitliche Begrenzung nicht
nachteilig aus, da eine einfache PD-Ausschlu3messung maximal 15 Minuten beansprucht.
Um die Elektroden zukinftig auch in der Routinediagnostik und in der V erlaufsbeobachtung
der Mukoviszidose einsetzen zu kénnen, ist es notwendig, Einfliisse und Wechselwirkungen

zwischen Elektroden und M edikamenten auszuschlief3en.
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4.2.3 Bedeutung der Ergebnisse fir die Nutzung der neu entwickelten
Elektroden

Es lief sich nachweisen, dal3 die mit der herkémmlichen und der neuen Mef3vorrichtung
erzielten Ergebnisse gute Ubereinstimmungen aufweisen ( s. Tab. 5 ). Mit den neu
entwickelten Elektroden fur das vereinfachte Potentialdifferenz-Melgerét , Tholy* kdnnen
stabile und gut reproduzierbare PD-Werte gemessen werden. Die neuen Elektroden zeigen
gegentiber den urspriinglich verwendeten Elektroden nicht mehr die Tendenz, eigensténdige
Potentiale aufzubauen. Dementsprechend lief3en sich in ener Vergleichsmessung bessere
Ergebnisse erzielen, as dies mit den aten Elektroden moglich war [ vgl. 59 ]. Der
Korrelationskoeffizient der damaligen Messung lag bei r = 0,83 (n=58)Iim
Vergleich der beiden Meldmethoden. In der vorliegenden Arbeit wurde ein
Korreationskoeffizient von r = 0,92 ( n = 60 ) zwischen den beiden Mef3methoden erzielt.

Im Gegensatz zu dem konventionellen PD-Mef3gerét bietet das vereinfachte Mel3gerdt noch
weitere Vorteile. Die mobile Einsetzbarkeit und die unkomplizierte Bedienung des Gerétes
ermdglichen eine breite klinische Anwendung, so dal3 in Forschung und Diagnostik die PD-
Bestimmung weiter vorangetrieben werden kann. Durch die Moglichkeit, die zugehdrigen
Elektroden schnell austauschen zu kénnen, ist das Gerét zu jeder Zeit einsatzfahig. Eine
bakterielle Kontamination anderer Patienten kann auf diese Weise minimiert werden.
Gravierende Storungen und eine aufwendige Wartung des Gerdtes wurden in den zwel
Jahren, in denen es fir diese Untersuchungen im Einsatz war, nicht festgestellt. Eine
kostenglnstigere und zeitsparendere Herstellungsweise fur die neuen Elektroden, wie sie
zur Zeit angestrebt wird, stellt die letze grof3e Barriere fur die Einflihrung des vereinfachten
PD-Mef3gerdtesin die Praxis dar.
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4.3 Phar makologische Unter suchungen

431 Allgemeines

Ziel dieses Teils der Untersuchung war die Verbesserung der Diagnostik und Therapie bei
Mukoviszidose. Bedingt durch den genetischen Defekt des CFTR-Membranproteins kommt
es bel der Mukoviszidose zu einer lonentransportstorung. Die Auswirkungen des fehlerhaft
ausgebildeten c-AMP-abhangigen Chloridionen-Kanals sind nach  vorherrschender
Auffassung eine verminderte Chloridsekretion bei gesteigerter Natriumabsorption [ 19, 74,
80, 33, 46 ]. Dies wiederum ist die Grundlage fur die klinische Symptomatik der CF-
Erkrankung und fir die Erhdhung der transepithelialen Potentiddifferenz ( PD ) bei
Mukoviszidose-Patienten [ 77, 78 ]. Zur Objektivierung der Effekte und der Bestimmung der
Wirkungsdauer von inhalativ verabreichten Medikamenten ist die Messung der nasalen

transepithelialen Potentialdifferenz daher besonders geeignet.

Die Zdlen der Ausfuhrungsgange von Schweil’3driisen absorbieren normalerweise nur
lonen, aber kein Wasser, was ein hypotones Sekret auf der Korperoberflache zur Folge hat
[ 124, 107 ]. Auf dieser Erkenntnis basiert eine andere Hypothese, die die Stérungen und
die Zusammensetzung der lonenstrome am respiratorischen Epithel von CF-Patienten zu
erklaren versucht:

Die Arbeitsgruppe um Welsh geht davon aus, dal3 normaes Atemwegsepithel ebenfalls
lonen, aber kein Wasser absorbiert. Ubertragen auf die CF-Patienten bedeutet es, daR das
Atemwegsepithel dieser Erkrankten analog zu den Ausfihrungsgangen der SchweiRdriisen
nicht in der Lage ist, Chlorid-lonen zu absorbieren, wodurch eine erhéhte extrazellulére
Chlorid-Konzentration bedingt ist. Durch das erhdhte Vorkommen von Chlorid im Extra
zellul&rraum befinden sich ebenfalls vermehrt Natrium-lonen extrazelluldr [ 107, 124 ].
Gegen diese Hypothese sprechen jedoch mehrere von verschiedenen Forschungsgruppen
gewonnenen Erkenntnisse. So 18/% sich zum Beispid der diagnostisch und therapeutisch
genutzte Natriumkanal-blockierende-Effekt von Amilorid an diesem Modédll nicht erklaren.

Weiterhin ist die Aktivierung des Chlortransportes durch Beta-Mimetika oder durch
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chloridfreie L6sung, welche mittels PD-Messung dargestel It werden konnte, nicht mit dieser

Hypothese in Einklang zu bringen [ 75, 76, 63 ].

4.3.2 Phar makologische und diagnostische Ansétze

Amilorid ist ein fur die klinische Anwendung beim Menschen zugel assener Natrium-Kanal-
Blocker. In den vergangenen Jahren konnten verschiedene Arbeitsgruppen die klinische
Wirksamkeit und den diagnostischen Wert von Amilorid nachweisen [ 76, 87, 121, 3, 114,
11]. Andere Diuretika wie Bumetanid und Furosemid zeigten keinen mef3baren Effekt [
125].

Das grundsétzliche Ziel bel der inhalativen Anwendung von Amilorid in der Therapie der
Mukoviszidose ist die Reduzierung der gesteigerten Natriumabsorption des respiratorischen
Epithels. Durch eine Natrium-Kana-Blockade mit Amilorid kommt es passager zu einer
Vermehrung von lonen und damit auch von Flissigkeit auf der luminalen Seite [ 35, 154,
102, 24, 25 ]. Die Expektoration von pulmonalem Sekret wird verbessert, dadurch wird
einer Kolonisation von Keimen vorgebeugt [ 8, 134, 84 ]. In der Inhalationstherapie wird
Amilorid zur Sekretolyse zumeist in einer Konzentration von 3* 10° M eingesetzt. Die
klinische Wirksamkeit einer langfristigen Anwendung ist umstritten und madglicherweise von

der Wirkdauer abhangig [ 81, 112, 52, 104, 93, 63 ].

Fenoterol ist ebenfalls in der Inhalationstherapie seit 1angerem bekannt und wird in der
antiobstruktiven Therapie eingesetzt. Das Medikament gehort zur Gruppe der [3-
Adrenozeptor-Agonisten und gilt neben Glukokortikoiden als Mittel der 1. Wahl bel alen
Formen der obstruktiven Atemwegserkrankungen, die mit Bronchospasmen einhergehen. Die
Hauptwirkung besteht in der Senkung des Atemwegswiderstandes durch die Erschlaffung
der glatten Bronchialmuskulatur. Ursache ist die Erh6hung der intrazelluldren c-AMP-
Konzentration, die eine Offnung von unterschiedlichen lonenkanden und die Verschiebung

von lonen bewirkt.
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Neben diversen anderen lonenverschiebungen wurde bel Nicht-CF-Probanden tber die
Aktivierung der Adenylatzyklase durch das c-AMP eine verstérkte Chlorid-Sekretion
beobachtet. Im Unterschied dazu konnte eine Offnung der CFTR-abhangigen Chlorid-Kanale
mit dieser Medikamentengruppe bei Mukoviszidose-Patienten nicht nachgewiesen werden.
Auf Grund dieser Tatsache kann man bel dem grofden Tell der CF-Patienten keine
Veranderung der PD-Werte nach Applikation von 3-Sympathomimetika erwarten.

Bei bekannter CF &3 sich somit lediglich der Antell funktionierender Chlorid-Kanée
abschétzen, der je nach CFTR-Mutation sehr unterschiedlich sein kann [ 147 ].

Klassische Substanz zur Testung der c-AMP gesteuerten Chloridkandle ist das
Isoproterenol [ 80 ], das in Deutschland nicht mehr fur die Anwendung am Menschen
zugelassen ist. Die Wirkung verschiedener anderer Betaadrenergika ( z.B. Terbutalin und
Sameterol ) auf die Epithelzellen von CF-Patienten wurde von unterschiedlichen Autoren

beschrieben [ 97, 65].

Salmeterol ein neuer inhaativer, langwirksamer [3,-Agonist besitzt eine Struktur, die
derjenigen von Fenoterol dhnlich ist. Vermutlich durch die chemische Anlagerung eines
Formamid-Anteils besitzt Salmeterol eine deutlich hohere Affinitdt gegentiber den (3-
Adrenozeptoren im Vergleich zu Fenoterol oder auch anderen [3,-Sympathomimetika [
7, 99 ]. Die Wirkungsdauer von inhalativ verabreichtem Salmeterol liegt bei Uber 12
Stunden [ 26 ]. Salmeterol ist somit kinftig sowohl fir die Therapie, as auch fur die
Diagnostik der Mukoviszidose von grof3em Interesse [ 65 ]. Fir die i.v.-Therapie ( und

gegebenenfalls Superfusion ) ist esin Deutschland allerdings noch nicht zugel assen.

Die vorausgehenden Uberlegungen fulhrten zur SchluRfolgerung, daf? sich aufgrund der guten
Verflgbarkeit Fenoterol fir die Abgrenzung von Gesunden gegeniiber CF-Patienten eignen
wurde. Auch die systemische Anwendung dieses Medikamentes ist zuldssig, so dal3 es

ebenfalls fur die Superfusion einsetzbar wére.
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4.3.3 Ausgangspunkt: Eigene Sollwert- und Grenzwertbereiche;

Erklérung und Ursachen fir Grenzbefunde

Im Rahmen der CF-Diagnostik werden haufig PD-Werte zwischen -30 mV und -45 mV
gemessen. Der in Abschnitt 3.2.1. aufgezeigte Uberlappungsbereich zwischen den initial
bestimmten PD-Werten von Mukoviszidose-Petienten und Gesunden war bei  alen
bisherigen Untersuchungen ein groRer Unsicherheitsfaktor. Die Uberschneidung resultiert
daraus, dal3 CF-Patienten relativ niedrige PD-Werte bzw. ein Gesunder relativ hohe PD-
Werte aufweisen kann.

Die verschiedenen Ursachen fir die niedrige Werte bel CF-Patienten wurden von
zahlreichen Arbeitsgruppen beschrieben:

Sowohl chronische Epithellésionen, bei Polyposis nasi und anderen Epithelmetaplasien,
nach Abrasio des Nasenepithels, als auch akute Infektionen der oberen Atemwege oder
einer alergischen Rhinitis mit verstérkter serdser Schleimsekretion kdnnen zu niedrigen
PD-Werten der Mukoviszidose-Patienten fuhren [ 121, 135, 3 ]. Eine vermehrte
Durchléssigkeit der Zelverbindungen, die zu einer Permeabilitdisdnderungen bei
Entziindungen fihrt, und bestimmte Entziindungsmediatoren wie Prostaglandine werden fir
diese Phdnomene verantwortlich gemacht [ 144, 9].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es unter anderem, die Auswirkungen der Kombination von
inhalativ appliziertem Amilorid und Fenoterol auf die PD zu untersuchen mit der
Vorstellung, durch diese medikamentds induzierte lonenverschiebung, Patienten, deren PD-
Werte sich in einem Uberlappungsbereich zwischen , gesund* und ,, pathologisch® befinden,
besser zuordnen zu konnen. Die Wirkung der beiden einzelnen Substanzen Amilorid und
Fenoterol auf die nasale transepitheliale Potentialdifferenz war von mehreren Arbeits-
gruppen mit der aufwendigen ,, Superfusionsmethode” bereits untersucht worden [ 51, 81,
126, 123, 84 ]

Die inhalative Applikation erschien as vielversprechende Vereinfachung der bisherigen
Methodik [ 38 ]. Mit der Applikation der Medikamente durch Aerosolinhaation und der
periodischen Messung der PD-Werte ergab sich eine einfache Alternative fur die

Bestimmung der medikamenttsen Einflisse auf die PD. Die Belastung der Probanden,
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auch im Hinblick auf mdgliche Nebenwirkungen, konnte dadurch auf ein Minimum reduziert

werden.

An den Untersuchungen der Wirkung von Amilorid und Fenoterol nahmen 33
Mukoviszidose-Patienten und 38 gesunde Probanden im Alter von 9-34 Jahren teil. Der
relativ hohe Altersdurchschnitt der Gruppen erklart sich daraus, dal3 wegen der Verwendung
der subkutanen Referenzelektrode auf die Einbeziehung von jlngeren Kindern verzichtet
wurde. Auch die nasale inhalative Medikamentenapplikation setzt eine gewisse Reife der
Probanden voraus. Daher wurde als Ausschluf¥kriterium fir diese Studie ein Mindestalter
von 6 Jahren festgelegt. Dal} die Potentialdifferenz vom Patientenalter weitgehend
unabhéngig ist, wurde bereits von mehreren Autoren beschrieben [ 51, 55, 122

1.

434 Einfluf3 von Amilorid und Fenoterol auf die PD-Ausgangswerte

Am Anfang der Untersuchung stand die Bestimmung der PD-Ausgangswerte jedes Patienten.
Im Vergleich zu anderen und auch zu eigenen Untersuchungsergebnissen fielen die
Basiswerte der fur diese Studie rekrutierten CF-Patienten relativ niedrig aus [ 75, 2, 59,
155 ]. Zu erwarten waren durchschnittliche PD-Werte von -45 mV bis-60 mV [ 75, 135, 3,
59]. Aber auch andere Forschungsgruppen haben schon Uber niedrigere Basiswerte fir CF-
Patienten bei der Potentialdifferenzbestimmung berichtet [ 55, 37 ]. Eine Ursache fur diein
dieser Studie relativ niedrigen Werte liefd sich nicht finden.

Die nasale Applikation der Inhalationddsungen wurde von allen Probanden gut akzeptiert
und fuhrte in der vorliegenden Studie zu keinerlel klinisch feststellbaren unerwiinschten
Nebenwirkungen.

Die ermittelten Ergebnisse nach der Amiloridinhalation lagen sowohl fir die CF-Gruppe

als auch fur die Gesunden in dem zu erwartenden Bereich.
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Die pathologischen PD-Werte der Mukoviszidose-Patienten sanken nach Amiloridinhalation

auf die Werte von Gesunden ( vgl. Kap.3.2.1).

Nach Inhaation der Fenoterollésung kam es bei den gesunden Teilnehmern zu einem
Wiederanstieg der zuvor abgefalenen PD-Werte. Es zeigten sich individuelle
Schwankungen in der PD-Antwort der Gesunden, dennoch war der Unterschied zu der
Reaktion der Mukoviszidose-Patienten deutlich. Die PD-Werte der CF-Patienten fielen
sogar im Durchschnitt um weitere 2,3 % ab. Daraus |&% sich die Schluf¥folgerung ableiten,
dal3 der PD-senkende Effekt durch Amilorid nicht bel allen Patienten beendet war. Ferner
geht aus diesen Befunden hervor, dal3 Fenoterol erwartungsgemdald bei den meisten CF-
Patienten in vivo keinen Einflu® auf die Potentialdifferenz hatte. Der Unterschied zur PD-
Antwort Gesunder nach Fenoterol im Vergleich zu CF-Patienten ist statistisch signifikant  (
p<0,01).

Die fehlende Reaktion der Mukoviszidose-Patienten nach Applikation von Fenoterol 183t
sich nach heutiger Auffassung auf ene Stérung der Synthese, des Abbaus oder des
Transports der CFTR-Proteine in der Epithelzelle bzw. des Einbaus in die Zellmembran
zurtickfihren [ 147 ]. Der CFTR-abhangige Chloridkanal wird durch Fenoterol nicht oder
nur sehr unzureichend gedffnet, was den Wiederanstieg der PD-Werte bei CF-Patienten
verhindert. Im Gegensatz dazu deigert Fenoterol bel gesunden Probanden die

Offnungswahrscheinlichkeit dieser Kandle eindrucksvoll (vgl. Abb. 1 und Kap. 1.2).

Allerdings félt der in der eigenen Untersuchung aufgezeigte Unterschied im Verhalten der
PD zwischen Gesunden und CF-Patienten nach Fenoterol-Inhalation gering aus. Esist daher
zweifelhaft, ob diese Methode diagnostisch wirklich genutzt werden kann. Uberzeugendere
Ergebnisse liegen von Arbeitsgruppen vor, die sich der Superfusion bedient haben [ 75, 78,
51, 121 ]: Fur die Untersuchungen von pharmakologischen Einflissen auf die
Nasenschleimhaut wird dieses Verfahren verwendet, bei dem doppellumige Katheter es
ermoglichen, Medikamente in einer bestimmtem Konzentration loka nasal zu applizieren
und in gleicher Position die Potentialdifferenz zu bestimmen. Diese Methode eignet sich

allerdings nur schlecht fir lang andauernde V erlaufsbeobachtungen.
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Eine zusdtzliche Moglichkelt der Differenzierung zwischen , krank® und ,,gesund”, bietet die
Anwendung von Natriumglukonat, das auch die Ca¢*-abhéngigen ( , alternativen* ) Chlorid-
Kandle aktiviert ( vgl. Abb. 1 und Kap. 1.2. ). Erste Untersuchungen mittels
Inhalationstechnik ergaben jedoch ebenfalls unbefriedigende Resultate, so dal3 auch hier die
Superfusionstechnik die Methode der Wahl sein dirfte[ 24, 25].
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Pilotstudie Gber die Wirksamkeit von Benzamil im Vergleich zu

Amilorid

Klinische Untersuchungen mit inhalativ applizierter 102 und 5 * 10° molarer Amilorid-
Losung be CF-Patienten mit Lungensymptomatik haben eine kurzfristige Wirkdauer
hinsichtlich des Anstiegs der PD, der Verflissigung des Sputums und der mukzilidrer
Clearance aufzeigen konnen [ 87, 8, 102, 24, 25, 59, 88 ]. Langfristige positive Effekte und
klinische Auswirkungen der Therapie sind bisher nur schwer nachweisbar [ 81, 52 ].

Ein Grund fur die wenig Uberzeugenden Langzeiterfolge von Amilorid kdnnte vor dlem die
kurze Wirkdauer des Medikaments sein ( vgl. Kap. 3.3 ). Die Halbwertszeit von inhaliertem
C-Amilorid auf der Oberfléche von respiratorischem Epithel wurde untersucht und mit — t
% » 35-40 Minuten angegeben [ 83 ]. Die Ergebnisse dieser Arbeit zur Halbwertszeit von
Amilorid zeigen Ubereinstimmungen mit den Resultaten anderer Untersuchungsgruppen |
51,59].

Fur die nachhaltige Blockade der Natrium-Kanéle und der damit verbundenen Verbesserung
der klinischen Symptomatik gibt es zwel Moglichkeiten. Zum einen bieten sich haufigere
Anwendungen einer Inhalationstherapie mit Amilorid an, zum anderen wére die Anwendung
von Substanzen mit hoherer Affinitét zu den epitheialen Natrium-Kanden anzustreben. Fir
die erste Moglichkeit ist keine ausreichende Akzeptanz der Patienten zu erwarten.

Im Vergleich zu Amilorid gehort Benzamil zu den Substanzen mit einer vielfach hoheren
Affinitét gegenlber den epithelialen Natrium-Kanden [ 17 ].

Benzamil unterscheidet sich von Amilorid ausschliefdlich durch den Austausch einer
Hydrogengruppe durch eine Benzylgruppe. Biochemisch reagiert das Medikament dadurch
stérker lipophil als Amilorid, was eine Erklarung fir die grof3ere Affinitédt sein konnte

[ 34].

Mittels der nasalen transepithelidlen Potentialdifferenzmessung war es mdglich, die
Auswirkungen der verabreichten Medikamente auf die lonenstrome darzustellen und die

Wirkungsdauer der beiden Substanzen miteinander zu vergleichen.
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Die hier vorgelegten Ergebnisse der in vivo-Verglei chsuntersuchung zwischen Amilorid und
Benzamil werden durch die friiheren in vitro-Studien untermauert.

S0 zeigt das Ausmald der Natrium-Kana-Blockade und die daraus resultierende PD-
Absenkung in vivo deutliche Ubereinstimmungen zwischen dem in vitro gemessenen
Kurzschluf3strom (Isc ) und der Potentialdifferenz (PD ) [ 142, 14, 64 ].

Die PD-Messung ist somit ein geeignetes Verfahren fir die Bewertung der Modulation des

Natriumionentransportes.

Untersuchungen im Tierphysiologischen Institut der Universitét Giessen mit Amilorid und 3
Anaoga ( Benzamil, Phenamil und EIPA ) zur Feststellung der Affinitét zu den Natrium-
Kandlen des respiratorischen Epithels von CF-Patienten erbrachten unter anderem folgende,
fur die vorliegende Arbeit wichtige Ergebnisse [ 17 ]. Benzamil besitzt mit Abstand die
hochste Affinitét gegenlber den andern Testsubstanzen. So konnte eine bis zu 1000-fach
hohere Affinitét von Benzamil gegentiber Amilorid am CF-Epithel nachgewiesen werden,
und auch die anderen oben genannten Substanzen zeigten ein hoheres Bestreben, an den

Natrium-Kanal zu binden as Amilorid [ 127, 16 ].

Diein vitro festgestellte Reversibilitét der beiden Medikamente konnte in der vorliegenden
Arbeit in vivo ebenfalls nachgewiesen werden [ 64 ]. Die reversible Blockade des
Natrium-Kanals in vitro wurde durch die Entfernung der Substanz aus dem jeweiligen
Zellprgparat und der daraus resultierenden Normalisierung des Kurzschluf3stromes belegt [
127, 15 ]. Vergleichbar mit der in vitro festgestellten verlangerten Blockierung des

Natrium-Kanals zeigt Benzamil auch in vivo eine langeren Wirkungsdauer [ 1].

Frihere Studien mit der Superfusionstechnik zeigten, dal3 nach Amiloridinhalation bei CF-
Patienten in vivo die maximale Absenkung der Ausgangs-PD ( DPD% ) bei 70-80 % liegt [

75]. Diedre in der vorliegenden Untersuchung verabreichten Amiloridldsungen bewirkten
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ebenfalls eine PD-Absenkung in dieser Grofdenordnung ( vgl. Abb. 17 ). Dies zeigt, dal3
durch die angewandte inhalative Medikamentenapplikation eine ausreichend grof3e

Wirkstoffkonzentration am respiratorischen Epithel erreicht werden kann.

In diesem Zusammenhang ist anzumerken, dal3 die Konzentrationen inhdierter Medikamente
auf der Oberflache des nasalen bzw. bronchialen Epithels einer 10 bis 100-fachen
Verdinnung ausgesetzt sind. Bel der Interpretation der vorliegenden Ergebnisse,
insbesondere im Vergleich mit derjenigen der Superfusionstechnik, ist dies zu
berlicksichtigen [ 83].

Unklar ist bisher noch, welche lonenstrome in vivo beim CF-Patienten fur die bleibende
Diskrepanz zu Null, d.h. fur die restlichen 20-30 % der PD verantwortlich sind.

Zusammengefald &%t sich somit folgern, dal3 sowohl die verwendeten Amiloridldsungen,
als auch die Benzamillésungen eine maximale initiale PD-Senkung der Basiswerte bis auf

das Niveau von Gesunden hervorrufen kdnnen.

Wie auch bel dem Natrium-Kanal-Blocker Amilorid 1823t die Wirkung von Benzamil nach
einer gewissen Zeit nach. Jedoch ist die Dauer bis zum Wiedererreichen der Ausgangswerte
welitaus langer alsbel Amilorid ('s. Tab. 10).

Die Reversbilitét der Wirkung |&/% darauf schlief3en, dal3 die Benzamilwirkung durch die
Beeinflussung des Na'-K*-Kanales zustande kommt und nicht durch eine Schadigung des
respiratorischen Epithels. Es ist anzunehmen, dal3 die hohere Affinitét des Medikaments zu

den apikalen Natrium-Kanden fur die langere Wirkdauer verantwortlich ist.
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Die vorliegende Arbeit ist die erste Studie Uber die Natrium-blockierende Wirkung von
Benzamil auf das respiratorische Epithel von Mukoviszidose-Patienten in vivo. Die gezielte
und spezifische Wirkung von Benzamil im Hinblick auf die Natrium-Kanal-Blockade
konnten im Vergleich zu Amilorid zu einer Verbesserung der klinischen Symptome von
Mukoviszidose-Patienten fuhren. Vor alem aber lief3e sich die Inhalationsfrequenz des
einzelnen CF-Patienten reduzieren und somit eine bessere L ebensqualitét erreichen.

Esist jedoch festzuhalten, dal3 noch nicht gentigend Untersuchungen tber die Wirkungsweise
von Benzamil existieren. Insbesondere fehlen noch die erforderlichen Tierversuche zur
toxikologischen Prifung [ 50 ]. Systematische Untersuchungen tber klinische Wirkungen und
Nebenwirkungen miissen folgen, bevor eine Zulassung fur den therapeutischen Einsatz am
Menschen und ene endgultige Einschdtzung des klinischen Nutzens in  der
Mukoviszidosetherapie moglich ist.

Angesichts dieser Ergebnisse und dem Bedarf an effektiveren Medikamenten fir CF-
Patienten sollten in jedem Fal weitere Studien mit Benzamil as Therapeutikum

durchgeftihrt werden.
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5 Zusammenfassung

1. Die Bestimmung der nasalen transepithelialen Potentialdifferenz ( PD ) wird seit
mehreren Jahren von einigen CF-Zentren zur Diagnosestellung der Mukoviszidose ( CF )
eingesetzt. Eine haufigere Nutzung der PD-Messung scheiterte bisher an den aufwendigen
und wartungsintensiven Meldvorrichtungen. Mit der Entwicklung des vereinfachten PD-
Melgerétes ,, Tholy* sollte der Weg in eine breite klinische Anwendung erméglicht werden.
Nach eniger Zeit zeigten sich jedoch bel dem nach Hofmann entwickelten Mef3gerat
unterschiedliche Storpotentiale, deren Ursprung vermutlich die bis zu diesem Zeitpunkt

verwendeten Elektrodenpaare waren.

Ein wichtiges Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, stabile Elektroden fir das
Melgerét , Tholy* zu entwickeln, deren Mef3ergebnisse reproduzierbar und mit denen der
konventionellen Mel3methode vergleichbar waren. Zu diesem Zweck wurde das bisherige
Herstellungsverfahren der Elektroden Gberprift und modifiziert. Die Isolierung der
Mefelektrode mit einem Silikonschlauch, inklusve Keramikdiaphragma, und die
Unterbringung der Referenzelektrode in einem Kunststoffbehéter brachte hinsichtlich der
Konstanz der Mel3werte die gewtinschten Ergebnisse. Seither weisen die Elektroden vor
und nach der jeweiligen PD-Messung einen Kurzschluf3strom von weniger als+ 1 mV auf.

Zur Testung der neuen Elektroden im Kklinischen Alltag wurde eine Mel¥reithe mit 30 CF-
Patienten durchgefuhrt. Die PD-Werte jedes einzelnen CF-Patienten wurden sowohl mit
dem konventionellen PD-Mef3gerét, als auch mit dem , Tholy* Gerét bestimmt, wobei die

Reihenfolge der Mef3geréte zuvor durch Randomisierung festgelegt worden war.

Die Untersuchungsergebnisse lassen den Schiul3 zu, dal3 der Einsatz des , Tholy*-Gerétes
mit den in dieser Arbeit vorgestellten Mef3- und Referenzelektroden ebenso zuverldssige
und konstante PD-Werte liefert wie das konventionelle Mef3verfahren (r = 0,92; p
<0,001).
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2. Diebei der nasaen transepithelialen PD-Messung gemessene Spannung ist die Summe
vieler verschiedener lonenstrome. Bel der Mukoviszidose kommt es auf Grund des
genetisch determinierten Defektes zur St6érung der zum Lumen hin  gerichteten
Chloridsekretion des respiratorischen Epithels. Die sich daraus ergebende gesteigerte
Natrium-Resorption in die Zelle fuhrt zu einem Verlust an positiven Vaenzen auf der
Zelloberflache, welcher die erhdhten PD-Werte von CF-Patienten erklart. Verschiedene
Substanzen, die groftenteils auch Bestandteil der medikamentdsen Therapie der Erkrankung
sind, beeinflussen direkt bzw. indirekt die verschiedenen lonenstrome und auf diesem Wege
die Potential differenz.

Daher beschéftigte sich ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit mit der
Fragestellung der Wirksamkeit verschiedener Medikamente und Medikamenten-
kombinationen auf die nasale transepithelide Potentialdifferenz bei Mukoviszidose-
Petienten.

Insbesondere wurden die Auswirkungen der Kombination von 0,3 mg / ml Amilorid einem
Natrium-Kanal-Blocker und 0,25 mg / ml Fenoterol einem [3,-Mimetikum untersucht, um
eine Differenzierung von Patienten, deren PD-Werte sich in eéinem Grenzbereich zwischen
»gesund“ und ,, pathologisch* befinden, zu erreichen.

An dieser Untersuchung, bel der die einzelnen Medikamente Uber en Inhaliergerét
appliziert wurden, nahmen 33 Mukoviszidose-Patienten und 38 gesunde Probanden teil.
Jeder Tellnehmer inhaierte nach Bestimmung der Basiswerte zuerst 2 ml der
Amiloridlésung. Nach erneuter PD-Messung schlol3 sich die Inhalation von 2 ml der
Fenoteroll6sung und eine nochmalige Bestimmung der Potentialdifferenz an.

Beide Untersuchungskollektive zeigten nach Applikation von Amilorid einen starken Abfall
der PD-Werte, wobei die durchschnittlichen PD-Werte der CF-Gruppe in den Bereich von
gesunden Probanden abfielen. Nach Inhaation von Fenoterol kam es zu unterschiedlichen
Reaktionen der beiden Gruppen. Wahrend die PD-Werte der Mukoviszidose-Patienten als
Folge der Blockade der dominierenden c-AMP ( CFTR ) abhangigen Chloridkandle sich
kaum verénderten ( DPD = -2,3 % ), kam es zu einem Wiederanstieg der Werte bei den
Gesunden bisin den Bereich der Ausgangswerte ( DPD =+ 41,0 % ).

Die Ergebnisse bestdtigen die Erfahrung der Physiologen, da3 es mit Hilfe
pharmakologischer Tests im Rahmen der Messung der nasaden transepitheliaen
Potentialdifferenz moglich ist, die CF-Diagnostik zu optimieren.
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3. Die letzte Fragestellung befaldte sich mit der Wirksamkeit und Wirkdauer zweier
inhalativ verabreichter Natrium-Kanal-Blocker ( Amilorid und Benzamil ) bei Muko-
viszidose-Patienten.

An dieser Pilotstudie nahmen 41 Mukoviszidose-Patienten teil, welche in 2 Gruppen
unterteilt wurden. Die Patienten der ersten Gruppe, untergliedert in 4 Kollektive, inhalierten
4 verschiedene Konzentrationen einer Amiloridiosung; die Patienten der zweiten Gruppe,
untergliedert in 2 Kollektive, inhalierten 2 unterschiedlich konzentrierte Benzamill6sungen.
Anhand der initialen PD-Senkung nach nasaler Applikation des jeweiligen Medikamentes (
DPD% ) und des Zeitpunktes, an dem die PD-Werte 50 % der Ausgangswerte wieder
erreichten ( WZ50 ), wurde die Wirksamkeit und die Wirkdauer der beiden Substanzen
bestimmt.

Die Amilorididsungen bewirkten einen durchschnittlichen Abfall der PD-Werte ( DPD% )
von 64,2 % bis 81,3 %, die Benzamillésungen ein Absinken von 74,9 % und 76,2 %. Es
konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Ergebnissen der DPD%
der einzelnen Kollektive festgestellt werden. Dies &t darauf schliefien, dal3 die
verwendeten Ldsungen zu einer maximalen Blockade der Natrium-Kand e fuhren.

GrofRere Unterschiede gab es bel der WZ50. So erreichten die PD-Werte der Gruppe mit
der am hochsten konzentrierten Amiloridlésung den 50 %-Bereich der Basiswerte nach 2,2
+ 0,12 Stunden und die Gruppe mit der hoher konzentrierten Benzamilldsung nach 4,5 = 0,6
Stunden. Dabei korrelierten die WZ50-Werte der 4 verschiedenen Amiloridlésungen eng
miteinander ( r = 0,99; p < 0,001 ). Nach Benzamilinhalation wurde eine etwa doppelt so
grof’e WZ50 wie nach Inhalation der aquivaenten Amiloridlésungen festgestellt.

Benzamil hat demnach eine durchschnittlich 2 ma l1&ngere Wirkdauer als Amilorid. Dies
konnte die Inhaationsfrequenz des einzelnen CF-Patienten reduzieren und zu ener
Verbesserung der klinischen Symptome fihren, sofern Benzamil fur die Anwendung am

Menschen zugelassen wird.

Es 18} sich folgendes Fazit ziehen:
Die vorliegenden Ergebnisse sind ein Beitrag zur Optimierung der CF-Diagnostik und

bahnen den Weg fiir einen neuen Therapieansatz mit Benzamil.
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