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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Genetik

Die Mukoviszidose, auch Zystische Fibrose (CF) genannt, ist mit einer Pravalenz von
1:3000 die haufigste hereditare Stoffwechselerkrankung der wei3en Bevolkerung in
Mitteleuropa und den USA mit ernster Prognose [2, 7]. Die Erkrankung wird autosomal
rezessiv vererbt. Man schatzt die Anzahl der heterozygoten Merkmalstrager, die
keine Symptome aufweisen, auf ca. 5 % [121].

1985 entdeckte Tsui den Gendefekt der Mukoviszidose auf dem langen Arm des
Chromosoms 7 [117].

Heute weil® man, dass das CF-Gen fur das Protein "Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator" (CFTR) kodiert, das aus 1480 Aminosauren besteht [60,98].
Bei der Mukoviszidose kommt es zur Mutation des CFTR-Proteins und zum
Funktionsverlust des transepithelialen lonentransports [39, 115].

Inzwischen sind Uber 1500 Mutationen bekannt. Je nach Gendefekt kommt es an
verschiedenen Positionen zu Stérungen der Proteinsynthese. Deshalb teilt man die
CF-Mutationen inzwischen in 6 Defektklassen ein (Abb.1.1) [77, 132, 133].
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Abb. 1.1 : CF-Mutationen mit 6 CFTR-Defektklassen (A bis F) der Synthese bzw. des
CFTR-Processing (modif. nach Gallati [40]

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

Der Klasse | (A) werden die Mutationen zugeordnet, bei denen kein intaktes Protein
vorliegt, z. B. R553X oder G542X. Zur Klasse Il (B) zahlt man die in Europa und
USA mit Abstand haufigste Mutation A F508 (ca. 70 %). Hier kommt es zu einer
fehlerhaften Faltung und Reifung des Proteins. Defekte der Klasse /Il (C) weisen
eine gestdrte Regulation und Aktivierung des CFTR-Komplexes auf; dieser Gruppe
ist beispielsweise die Mutation G551D zugeordnet. Gruppe IV (D) weist eine gestorte
lonenleitfahigkeit des CFTR-Kanals auf; Beispiele hierfur sind R117H oder R347P.



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

Je nach Mutationsklasse kommt es zu unterschiedlich schweren Verlaufsformen
der Mukoviszidose. Am Beispiel der Mutation A F508, die mit sehr unterschiedlichen
Krankheitsverlaufen einhergeht, ist jedoch gut nachzuvollziehen, dass es neben der
CFTR-Mutation wichtige andere Faktoren gibt, die sich auf den Schweregrad der
Krankheit auswirken: Es handelt sich vor allem um zusatzliche genetische Einflisse

[37], das soziale Umfeld und die Qualitat der Betreuung in einer CF-Ambulanz [77].

1.2 Pathophysiologie der lonentransportstorung am respiratorischen Epithel

bei der Cystischen Fibrose

Chloridtransport

Das CFTR-Protein reguliert in der Zellmembran des respiratorischen und intestinalen
Epithels vorrangig den Chloridtransport zwischen dem Zellinneren und ZellauReren.
Bei dem mutierten Protein der CF-Patienten ist dieser Transport gestort, basierend
auf einer Storung der intrazellularen Kanalaktivierung [125, 126]. Dabei sind
allerdings nicht alle Chloridkanale betroffen, sondern nur solche, die CFTR-abhangig
sind und Uber eine Phosphorylierung der c-AMP Molekule gesteuert werden (Abb.
1.2).

Dagegen ist die Funktion ,alternativer Chloridkanale, die Uber einen Anstieg des
intrazelluldren Kalziumgehaltes aktiviert werden, bei CF-Patienten unbeeintrachtigt.
Dies reicht jedoch nicht fur eine Kompensation der CFTR-abhangigen
Chloridtransportstorung aus [5, 6]. Als Wirkungsmechanismus vermutet man, dass
uber einen kalziumabhangigen basolateralen Kaliumkanal eine Hyperpolarisation
entsteht, die die treibende Kraft fur die Chloridsekretion darstellt [126]. Auch die
Aktivierung der apikalen Chloridsekretion Uber die Stimulation purinerger Rezeptoren
(P2Y,) ist moglich [26, 65], bringt jedoch fur die klinische Diagnostik keine Vorteile.
Ferner werden parazellulare Transportvorgange diskutiert. Sie sind zum Teil

strittig. Da sie vorerst weder in der Diagnostik noch in der Therapie eine Rolle

spielen [62, 64], soll an dieser Stelle nicht naher darauf eingegangen werden.
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Abb. 1.2 Darstellung der transepithelialen lonentransportstérung bei CF und der
pharmakologischen Eingriffsmdéglichkeiten im Rahmen der klinischen Diagnostik.
Weitere Erlduterungen im Text.

Natriumioneneinstrom

Folge der gestorten transepithelialen Chloridsekretion an der luminalen Membran
und des daraus resultierenden elektrochemischen Gradienten ist eine exzessiv
gesteigerte Absorption von Natrium und Wasser [16, 61, 63, 64].

An der basolateralen Seite der Mukosazelle findet ein lonenentransport in das
Interstitium statt. Dieser Prozess erfordert Energie, ist also ein aktiver Vorgang, der
mit Hilfe der Na*-K*-ATPase-Pumpe stattfindet [61, 62].

Kurzlich prasentierte Ergebnisse zeigen auch Unterschiede der epithelialen Natrium-
Kanale im Hinblick auf mMRNA- und Proteinsynthese [11, 12]. Danach ist die Natrium-
Hyperabsorption nicht allein durch den elektrochemischen Gradienten zu erklaren,

sondern auch durch die Generierung zusatzlicher Natrium-Kanale.

Letztlich ist der Wassergehalt im Bronchiallumen dem Salzgehalt, v.a. dem
Natriumgehalt proportional [16]. Als Folge der beschriebenen exzessiv gesteigerten
Natriumionen-Absorption kommt es somit zu einem transepithelialen

Flassigkeitstransport [18, 20, 39, 55]. Der Wasserverlust bedingt eine Viskositats-
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zunahme des Bronchialsekretes und eine Reduktion der mukoziliaren Clearance [25,

56, 64, 91, 114] mit den nachfolgend skizzierten phanotypischen Veranderungen.

1.3  Symptomatik

Die beschriebenen pathophysiologischen Mechanismen manifestieren sich in einer
Sekretretention mit schwer wiegenden klinischen Auswirkungen v.a. an Lunge und
Pankreas, aber auch an anderen lebenswichtigen Organen. Langfristig kommt es
zum Teil zu einer zystischen Umwandlung der Organe [25, 68, 92], die zur
Namensgebung beigetragen hat.

Im frihen Kindesalter dominieren gastrointestinale, spater respiratorische Symptome.
Sie sind auch oft ein Hinweis auf die Diagnose bei Sauglingen und Kleinkindern [2].
Vor allem ein Mekoniumileus, haufig rezidivierende Atemwegsinfektionen und
Pneumonien, eine Gedeihstorung bei Steatorrhd, rezidivierende Pankreatitiden, ein
Rektumprolaps, eine Cholelithiasis bzw. Cholestase lassen an eine Mukoviszidose

denken.

Bei etwa 90 % der CF-Patienten ist die Kontamination im Respirationstrakt flr die
wesentlich reduzierte Lebenserwartung verantwortlich. [77]. Stenotrophomonas
maltophilia, atypische Mykobakterien und methicillinresistente Staphylokokken
komplizieren die Situation zusatzlich [77, 93]. Diese Infektionen induzieren
irreversible Schadigungen des Bronchialepithels und Gewebsverlust bzw. einen
Umbau der Lunge. Es kommt zu atelektatischen, fibrotischen und
emphysematischen Veranderungen des Gewebes. Das Endstadium der Zystischen
Fibrose wird in der Regel von einer zunehmenden respiratorischen Insuffizienz mit
Hypoxie sowie Hyperkapnie, pulmonaler Hypertonie und Rechtsherzbelastung
bestimmt [47, 77, 127].

1.4 Therapie und Prognose

Eine kausale Therapie der Mukoviszidose steht bislang nicht zur Verfligung.

Grundpfeiler des aktuell durchgefuhrten Therapie-Regimes sind die Sekretelimination

mittels Physiotherapie und eine konsequent durchzufihrende Inhalationstherapie.



Atemwegsinfektionen sollten moglichst frihzeitig gezielt antibiotisch behandelt
werden [77].

Neben der Therapie der bronchopulmonalen Manifestation ist auf eine ausreichende
Kalorien- und Vitaminzufuhr zu achten. Bei bestehender Pankreasinsuffizienz ist eine
angemessene Enzymsubstitution mit saurefesten Praparaten erforderlich, die eine

fettreiche Ernahrung moglich macht [29, 73, 85].

Die Prognose fur CF-Patienten hat sich in den letzten Jahren erheblich verbessert.
Man kann davon ausgehen, dass ein heute geborener Patient eine mittlere
Lebenserwartung von etwa 40 Jahren hat. Dies ist zum einen mit den oben
beschriebenen verbesserten Behandlungsmdoglichkeiten zu erklaren. Ein weiterer
wichtiger Aspekt ist ein umfassendes Versorgungskonzept, das eine engmaschige
intensive Betreuung der Patienten beinhaltet. Voraussetzung dafur ist ein Team aus
kompetenten Arzten, Pflegepersonal, Ernahrungsberatern bzw. Okotrophologen,
Physio- und Familientherapeuten sowie eine gute psychosoziale Betreuung [74, 77,
127].

Mit entscheidend fur eine weitere Verbesserung der Prognose ist eine frihzeitige
Diagnosestellung, damit die komplexe Betreuung der Patienten ohne Verzégerung
eingeleitet werden kann [34, 46, 123].

1.5 Diagnostik einschl. transepithelialer Potenzialdifferenz (PD)

Neben den klinischen Verdachtsmomenten (s. 0.) ist die Mukoviszidose-Erkrankung
anderer Familienangehoriger richtungsweisend. Die konventionelle Diagnostik stutzt
sich vor allem auf einen positiven Schweil3test in der Pilocarpin-lontophorese, wobei
die Chloridkonzentration im Schweily ausschlaggebend ist: Werte Uber 60 mmol/l
gelten als pathologisch. Durch Mehrfachbestimmungen und weitergehende
Diagnostik lassen sich passager pathologische Werte, die u.a. bei Mangelerndhrung,
bei starker korperlicher Aktivitdt, beim nephrotischen Syndrom und beim
Pseudohypaldosteronismus beobachtet werden, richtig einordnen. Patienten mit
Klasse-IV- und —V-Mutationen kdnnen normale Chloridwerte im Schweil} aufweisen
[77].



Die Diagnose erfolgt teilweise auch per DNA-Analyse, die schon durch
Fruchtwasseruntersuchung in der Schwangerschaft mdglich ist. Allerdings werden
mit der herkdbmmlichen genomischen Diagnostik nur 35 bis 40 der uber 1500 CF-
Mutationen erfasst. Die diagnostische Sicherheit liegt unter diesen Umstanden bei
knapp 90 %. Eine vollstandige Sequenzierung ist immer noch sehr Kosten aufwandig
und wird nur bei strenger Indikation durchgefuhrt.

Durch die Defizite in der Diagnostik erklart sich das durchschnittliche Alter der
Diagnosestellung der Zystischen Fibrose, das zwischen 3 und 5 Jahren liegt. Bei ca.
10 % der Patienten wird die Diagnose erst mit = 10 Jahren gestellt. [35, 89].
Grundsatzlich besteht zwar die Moglichkeit eines Neugeborenenscreenings durch die
Bestimmung des immunreaktiven Trypsins (IRT), das Ublicherweise am 4.-6.
Lebenstag durchgefuhrt wird und bis zur 8. Lebenswoche als informativ gilt. Durch
die Bestimmung der haufigsten CF-Mutationen mittels Polymerasekettenreaktion, die
inzwischen auch mit dem auf Filterpapier getrockneten Vollblut durchgefuhrt werden
kann, verbessert sich die Aussagekraft erheblich. Allerdings wird dieses Vorgehen in
Deutschland bisher nur an wenigen CF-Zentren gehandhabt, da es als
Screeningverfahren nicht etabliert ist und nicht durch o6ffentliche Mittel finanziert wird
[77].

Angesichts der bestehenden Unzulanglichkeiten in der CF-Diagnostik kommt
der transepithelialen Potenzialdifferenzmessung (PD) eine besondere
Bedeutung zu, da man sich von dieser Methode eine wesentliche Bereicherung
der Diagnostik erhofft [1].

1.6 Transepitheliale Potenzialdifferenz (PD)

Als Folge der in Abschnitt 1.4 beschriebenen Vorgadnge des transepithelialen
lonentransports entsteht eine messbare Spannung [15], die sogenannte
Potenzialdifferenz (PD). Sie wird in Millivolt (mV) angegeben und stellt ein durch die
verschiedenen lonen bedingtes Summenpotential dar. In Bezug auf die Submukosa
ist die PD negativ (Abb. 1.2). Sie gibt eine elektrische Spannung zwischen dem
Lumen und der Subkutis bzw. dem isoelektrischen Interstitium an [4, 6, 28, 58, 94]. In

vivo wird die PD in der Regel am respiratorischen Epithel bestimmt. Prinzipiell



gleiche Spannungsverhaltnisse wie am respiratorischen Epithel beobachtet man am
intestinalen Epithel [15, 19, 57, 78, 86, 120, 128].

Bei CF-Patienten fallt die PD als Folge der gestdrten Chloridsekretion und des
exzessiven Natriumioneneinstroms signifikant héher aus als bei Probanden ohne CF-
(im Mittel bei Nicht-CF: 25 mV, bei CF: 47 mV) [77]. Allerdings weisen die Basalwerte
der PD eine groRe Variabilitat mit einem groRem Uberlappungsbereich der Werte von
Gesunden und CF-Patienten auf [9, 52, 60, 61, 70, 119]. Die PD-Werte
heterozygoter CF-Merkmalstrager entsprechen denjenigen gesunder Probanden
[64].

Durch die Gabe eines selektiven Natriumkanalblockers wie Amilorid kann die
Potenzialdifferenz unmittelbar gesenkt werden (Abb. 1.2). Dieser Effekt ist bei CF-
Patienten deutlicher ausgepragt als bei gesunden Probanden und konnte erstmals
durch die Arbeitsgruppe um Knowles nachgewiesen werden [60]. Inzwischen wurde
die PD-senkende Wirkung von Amilorid auch von zahlreichen anderen
Arbeitsgruppen bestatigt [22, 45, 48, 53, 80]. Der diagnostische Wert der
Natriumkanalinhibition gilt heute allerdings als gering [18, 109].

Aussagekraftiger scheint das Verhalten der Chloridkanale nach Stimulation durch ein
Beta-Adrenergikum wahrend der Natriumblockade zu sein. Es kommt zu einer
Zunahme der PD bei Probanden ohne CF, wahrend sich bei den meisten CF-
Patienten die Chloridsekretionsstorung dadurch nicht beheben lasst und die PD
unverandert bleibt. Ublicherweise wird zur Aktivierung der CFTR-abhangigen

Chloridkanale in vivo Isoproterenol verwendet (Kap. 2.1) [67, 81, 109].

Die geringe Invasivitat des Verfahrens und eine gute Reproduzierbarkeit lieRen die
Potenzialdifferenzmessung in den letzten Jahren zu einer etablierten
Diagnostikmethode der Mukoviszidose werden, die allerdings bislang wegen der

hohen Anforderungen nur wenigen Arbeitsgruppen zur Verfligung steht [109].



1.7 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die Potenzialdifferenzmessung anderen

Arbeitsgruppen besser zuganglich zu machen und die Altersgrenze zu senken:

Insbesondere sollte gepruft werden, ob bei der PD-Messung das international als
Asthma-Medikament etablierte Beta-2-Mimetikum Salbutamol anstelle des
Ublicherweise verwendeten Isoproterenol zur Stimulation CFTR-abhangiger
Chloridkanale eingesetzt werden kann, da Letzteres in Deutschland fur die

Anwendung am Menschen nicht zugelassen ist.

Ferner stellte sich die Frage, ob auf die gesonderte Aktivierung ,alternativer®
Chloridkanale im Rahmen der PD-Messung mittels Superfusion verzichtet werden
kann. Damit ware eine deutliche Zeitersparnis verbunden, die vor allem bei
jungeren Kindern die Akzeptanz der PD-Messung erhdéhen wirde. Es war zu
Uberprifen, ob unter diesen Messbedingungen noch eine ausreichende
Differenzierung zwischen einer CFTR-abhangigen Chloridtransportstérung und

einer regelrechten Chloridsekretion moglich ist.

Ein besonders wichtiges Anliegen war es, die Altersgrenze der PD-Messung zu
senken. Vor diesem Hintergrund war die Frage zu klaren, ob verlassliche PD-
Bestimmungen nicht nur an der nasalen Mucosa, sondern auch in der Ampulla
recti moglich sind. Dieser Messort ware v. a. fur die PD-Messung bei Sauglingen
und Kleinkindern geeignet, bei denen nur selten eine vollstandige nasale PD-
Messung gelingt. Es wurde bereits darauf hingewiesen, dass fur CF-Patienten im
Hinblick auf die therapeutischen Konsequenzen und die Prognose eine moglichst

frihe Diagnostik der Erkrankung von essenzieller Bedeutung ist.



2 Methodik

2.1 Prinzipielles Vorgehen bei der Messung der transepithelialen

Potenzialdifferenz

Auf die elektrophysiologischen Grundlagen wurde bereits eingegangen (Kap. 1.3).
Wie bereits erwahnt ist die Submucosa bzw. das Interstitium der gesamten Epithelien
des Respirationstraktes mit der Subcutis isoelektrisch [6, 28, 58]. Daher kann die
Referenzelektrode zur Bestimmung der transepithelialen Potenzialdifferenz subkutan
platziert werden, wahrend die Messelektrode mit der luminalen Membran gut
zuganglich am respiratorischen Epithel der Nase (unter der Concha nasalis inferior)
in Kontakt gebracht werden kann (s. Abb. 2.3).

Die qualitative Ebenburtigkeit des mehrreihigen Flimmerepithels an der Concha
nasalis inferior bezlglich der Konfiguration der Zellverbindungen und der
Zusammensetzung der Oberflachenflissigkeit zum Bronchialepithel konnten
zweifelsfrei nachgewiesen werden [49, 60, 62].

Zwar ist schon lange bekannt, dass die PD gesunder Probanden deutlich geringer ist
als am Epithel von CF-Patienten [57, 59]. Wegen der grofken Uberlappung der Werte
war der diagnostische Wert aber als gering einzuschatzen (Kap. 1.6). Eine
Modifizierung der Messelektrode, durch die es mdglich wurde, Pharmaka zur
Natriumkanalinhibition und zur Aktivierung der Chloridkanale mittels Superfusion
direkt an den Ort der Messung zu bringen (s.u.), weckte Hoffnung auf eine

Verbesserung der diagnostischen Aussagekraft.

2.2 Blockade des Natriumeinstroms durch Amilorid

Im Anschluss an die Bestimmung der PD-Basiswerte wird als Natriumkanal-
blockierende Substanz bei diagnostischen PD-Messungen vorzugsweise Amilorid (N-
amidino-3,5-diamino-6-chlorpyrazin-2-carboxamid) eingesetzt, das als
kaliumsparendes Diuretikum schon lange zugelassen ist (Abb. 2.1) [20, 21, 59].

Die Natrium-blockierende Wirkung erfolgt schnell und reversibel. Uber den genauen
Blockierungsmechanismus und die exakte Bindungsstelle fur Amilorid herrscht noch

Unklarheit. Im Urogenitalsystem blockiert es die Natriumreabsorption im distalen
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Tubulus, am respiratorischen und intestinalen Epithel inhibiert es die Natriumkanale
an der apikalen Membran und vermindert somit den transepithelialen
Spannungsgradienten [101]. Aufgrund dieses Pathomechanismus wird die passiv
ablaufende Kaliumexkretion verringert. Im Rahmen der CF-Diagnostik und Therapie
wird Amilorid entweder inhalativ, nasal oder — wie im Rahmen der vorliegenden

Arbeit — auch rektal appliziert.

Natriumkanal-Inhibition Chloridkanal-Aktivierung
(z.B. mit Amilorid) (z.B. mit Beta-Adrenergikum)
N 7

~\ e -
sNa Cl Ve
Lumen Sl @

Mukosa

embran
Interstitium @

Abb. 2.1 Skizze zur medikamentésen Beeinflussung der Potenzialdifferenz.
Einzelheiten im Text (s. auch Legende und Erlduterung zu Abb. 1.2)

2.3 Aktivierung der Chloridsekretion liber alternative Chloridkanale

Zur Aktivierung "alternativer Chloridkanale" durch chloridfreie Puffer wird
ublicherweise Natriumgluconat eingesetzt [6]. Der Nutzen der gesonderten Testung
der "alternativer Chloridkanale" fur die klinische Diagnosestellung der Mukoviszidose
soll in der vorliegenden Arbeit gepruft werden.

Ein anderer Mechanismus ist die Verbesserung des Chloridtransports durch eine
erhohte intrazellulare Kalziumkonzentration. In vivo wird diese Option wegen

unerwinschter Wirkungen nicht genutzt [66].
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2.4 Chloridsekretion uber CFTR-abhangige Kanale

Als letzter Schritt der PD-Messung in vivo schlieRt sich die Stimulation der vom

CFTR gesteuerten cAMP-regulierten Chloridkanale der apikalen Zellmembran an

(Abb. 2.1). Bei gesunden Probanden lassen sich diese Chloridkanale und somit die

Chloridsekretion u.a. durch Applikation eines Beta-2-Mimetikums stimulieren, was

Uber die Aktivierung der Adenylatzyklase zu einer Erhéhung der transepithelialen
Potenzialdifferenz fuhrt [16, 17, 21, 31, 61]. Dieser Effekt bleibt bei CF-Patienten in
der Regel aus [38, 54, 66].

2.5 Material- und Geratebeschreibung zur transepithelialen Potenzialdifferenz-

messung

Folgendes Zubehdr wurde verwendet:

1 Millivoltmeter der Wissenschaftlichen-Technischen Werkstatten-GmbH,

WTW PH 530, Weilheim

2 Silberchloridelektroden: Standardbezugselektrode Typ 373 von Ingold
GmbH, PH-Messtechnik, Steinbach im Taunus

Kaltlichtquelle der Firma Karl Storz, halogen 150, 20112120

5 Infusionspumpen, Typ Injektomat der Firma Fresenius

50 ml Injektomat-Pumpen

Injektomat-Leitungssysteme

Drei-Wege-Hahne

Venenverweilkanule, Typ Surflo 24G

Nabelarterienkatheter, Typ Argyle 3.5 Ch.

2 Agargelbrucken in Plastikschlauchen, gefullt mit isotonischer
Kochsalzldsung in Bactoagar der Firma Difco, Augsburg

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

2 Erlenmeyerkolben 200 ml mit 3-molarer KCI-Losung geflllt, passende
Stopfen mit Bohrungen

Pflaster zur Fixierung der Venenverweilkanule

Handschuhe
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. Nasenspekulum mit Fiberglas-Lichttrager

. PC Microsan zur Aufzeichnung der Messkurve

2.6 Herstellung der Agargelbriicken

Es werden 2,5 mg des Agars vom Typ Bactoagar der Firma Difco, Augsburg, bzw.
KCI-L6ésung abgemessen und zu 50 ml isotonischer NaCl-Losung hinzugefugt.
Dieses Gemisch wird bei etwa 200 W im Mikrowellenherd erhitzt und auf diese Weise
verflissigt. Mit Hilfe einer Perfusionsspritze werden die Glasrohrchen bzw. die
Plastikschlduche mit dem noch flissigen und warmen Agar mdglichst blasenfrei
befullt. Es hat sich als sinnvoll erwiesen, die Gelbriicken bis zum Festwerden in die
beschriebenen Elektrolytldsungen zu stellen. So wird zum einen die vollstandige
Sattigung der Gelbricken mit der entsprechenden Elektrolytldsung gewahrleistet und
zum anderen verhindert, dass sich die Gelbricken aus den Glasrohrchen bzw.
Plastikschlduchen herausziehen. Danach werden die Mess- und die Referenz-
elektroden zum Nullabgleich zusammengefuhrt. Bei korrekter luft- bzw. rissfreier

Konnektion wird keine Potenzialdifferenz angezeigt [118].

2.7 Versuchsaufbau zur Messung der transepithelialen Potenzialdifferenz

Der Versuchsaufbau orientiert sich an dem in der Arbeitsgruppe von Boucher
(Chapel Hill/North Carolina) etablierten Messsystem [16].

Ein hochohmiges Voltmeter wird mit zwei Silberchloridelektroden verbunden (s.
Kapitel 2.5) und zu Dokumentationszwecken mit einem y/t- Schreiber (Philips Two
line PM 8272) verschaltet (Abb. 2.2).

Die Silberchloridelektroden munden jeweils in einem Erlenmeyerkolben, der eine 3-
molare Kaliumchloridlosung enthalt. Damit diese Losung nicht verdunstet, ist das
Gefall mit einem Gummistopfen verschlossen.

In die Erlenmeyerkolben werden zudem noch je ein Schenkel eines U- formigen
Glasrohrchens mit einem Innendurchmesser von 5 mm eingeflhrt, die eine
Agargelbricke aus 3- molarer Kaliumchloridldsung beinhaltet. Der andere Schenkel

dieses Rohrchens mindet in einem Gefaly mit isotoner Kochsalzlésung (Abb. 2.2).
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Zudem fuhrt von diesen Kochsalzgefallen eine zweite mit isotonischer
Kochsalzlésung gefullte Agargelbricke, in Form von mit Hochagar beflllten
Kunststoffschlauchen zum Seitenanschluss eines Dreiwegehahns.

An den anderen beiden Anschlussen des Dreiwegehahns werden je zwei Injektomat-
Infusionsschlauche angeschlossen, wovon einer zu einer 50 ml Injektomat-
Infusionspumpe fuhrt und der andere zur Messelektrode bzw. zur Referenzelektrode.
Als Messelektrode dient ein Nabelarterienkatheter (s. Kapitel 2.5), der mit den
Gelbricken uber ein Infusionssystem verbunden ist.

Eine kleinkalibrige Venenverweilkanule, die subkutan in den Oberarm des Patienten
platziert wird, dient als Referenzelektrode [57].

Die 50 ml-Injektomat-Infusionsspritzen fordern je nach Anschluss an Mess- bzw.
Referenzelektrode isotonische Kochsalzlésung mit einer Geschwindigkeit von 7 bzw.
3,5 ml/h in die Schlauche [3, 67, 81].

Bevor man mit dem eigentlichen Messvorgang beginnt, werden die Dreiwegehahne
so eingestellt, dass die Mess- bzw. Referenzelektroden auf der einen Seite mit den
Perfusionspumpen verbunden sind, die die isotone Natriumchloridlésung fordern,
und auf der anderen Seite mit den Agargelbriicken verschaltet sind. Luftblasen in
den Infusionsleitungen missen vermieden werden, da diese den Messvorgang

behindern.
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Abb. 2.2 Versuchsaufbau der transepithelialen Potenzialdifferenzmessung (M = molar).
Erlduterungen im Text.

2.8 Der Messvorgang bei der Bestimmung der nasalen transepithelialen

Potenzialdifferenz

Die Messelektrode ist an einen langen und weichen Nabelarterienkatheter
angeschlossen. Da der Nabelarterienkatheter, der als Messelektrode dient, langer ist
und einen groReren Durchmesser aufweist als die Venenverweilkanule, die als
Referenzelektrode fungiert, muissen unterschiedliche FlieRgeschwindigkeiten
eingestellt werden (Messelektrode: 7,0 mi/h; Referenzelektode: 3,5 ml/h).

Vor jeder Messung wird ein Nullabgleich durchgefihrt: Man erzeugt einen
Kurzschluss, indem man die Enden der Mess- und Referenzelektrode miteinander in

Kontakt bringt. Bei korrektem Messaufbau und einwandfreier Funktion der
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Agargelbricken ist keine Spannung zu messen. Ein Toleranzbereich von -1 mV bis
+1 mV wird aber allgemein toleriert [3, 58, 67, 81].

Ist der Nullabgleich zufriedenstellend verlaufen, so wird die Messung gestartet: Die
Referenzelektrode wird am Oberarm subkutan platziert und mit einem Pflaster fixiert.
Der Kopf des Patienten ist mit dem Kinn auf einer ophthalmologischen Kopfstitze
positioniert, damit er wenig Bewegungsspielraum hat. Aulerdem sollte der Kopf
leicht rekliniert sein, damit der Untersucher eine bessere Sicht erhalt. Damit ist eine
problemlose PD-Messung gewahrleistet. Bei der Messung sitzen sich Patient und
Untersucher durch einen schmalen Tisch getrennt direkt gegentber. Zudem hat der
Untersucher das Millivoltmeter im Blickfeld.

Die Messelektrode wird mit Hilfe eines an eine Kaltlichtquelle angeschlossenen
Nasenspekulums unter die Concha nasalis inferior eingefuhrt, wo sich in der Regel

ein geeignetes Areal mit respiratorischem Epithel befindet (Abb. 2.3).

Localisation of Transepithelial Potential
Difference Measurement

Medial
Turbinat

&
Inferior  fuld

B '. S
Turbinat L \
urbinate amg}

j" 'Nﬂ-“ ‘ "“"I' £ ,..;_
o efi!" L

Electrode

Ductus nasofrontalis

Abb. 2.3 Lagerung des Kopfes einer CF-Patientin auf einer Kopfstiitze (links) und
Positionierung der Messelektrode zur Bestimmung der nasalen Potenzialdifferenz
(rechts)
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Der passende Messort fur die PD wird dabei durch vorsichtiges Abfahren der concha
nasalis inferior von okzipital nach frontal aufgesucht. Dabei dient die Stelle mit dem
héchsten Messwert als Messort. Weitere Voraussetzung fur eine gultige Messung ist
eine Stabilitat des PD-Wertes Uber ca. 5 s.

Es hat sich bewahrt, die Basalwerte auf jeder Nasenseite zwei Mal zu messen. Die

Werte einer Seite sollten eine Differenz von 5 mV nicht Uberschreiten [58, 109].

2.9 Potenzialdifferenz-Messung an der rektalen Schleimhaut

Bei Sauglingen und Kleinkindern ist die Messung der nasalen transepithelialen
Potenzialdifferenz zwar prinzipiell moglich, allerdings lassen sich hierbei in der Regel
allenfalls die Basiswerte ermitteln [118]. Zudem wird der zeitaufwandige Vorgang
einer kompletten PD-Messung mit Natriumblockade, Aktivierung alternativer
Chloridkanale und Stimulation des CFTR-abhangigen Chloridtransports (s.u.) von
Sauglingen und Kleinkindern nicht toleriert. Eine Messung an der nasalen Mukosa
wurde in der Regel eine Sedierung erfordern und musste im Liegen erfolgen. Dies
scheint aufgrund der Aspirationsgefahr zu riskant.

RNA-Analysen haben gezeigt, dass die menschliche CFTR-Sequenz nicht nur vom
respiratorischen, sondern auch vom intestinalen Zielallel transkribiert wird. Ferner
legten Potenzialdifferenzmessungen in vivo nahe, dass die Aktivitat basaler CFTR-
Chloridkanale auch in rektalen Epithelzellen vorhanden ist [42, 43, 44, 98].

Als Alternative zur Messung an der Nasalschleimhaut wurde daher die Messung am
rektalen Epithel diskutiert. Allerdings waren bisher nur Messungen der PD vor und
nach Natriumblockade gelungen, die fur die CF-Diagnostik unzulanglich sind [44, 85,
116]. Differenzierte Untersuchungen waren nur an Mausen gegliuckt [87, 129].

Nach anfanglichen Schwierigkeiten gelang es im PD-Labor der Universitats-
kinderklinik Gielden, die Hindernisse zu Uberwinden und ein probates Messverfahren

zu entwickeln, das im folgenden dargestellt ist [105].

Prozedere bei der rektalen Messung: Der prinzipielle Versuchsaufbau ist mit dem
der nasalen Messung identisch (Abb. 2.4). Vorteilhaft ist, dass die Kinder in liegender
Position gemessen werden. Der Katheter wird im Rektum besser toleriert als in der
Nase. Dennoch mussen Sauglinge und Kleinkinder zur Vermeidung von Bewegungs-
artefakten meist mild sediert werden. Als Einfihrungshilfe des Messkatheters diente
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anstelle eines Nasenspeculums ein (elektrisch nicht leitendes) Pferdeotoskop.
Dieses Instrument ahnelt dem Otoskop, das fur Menschen eingesetzt wird, besitzt
jedoch einen langeren Trichter und ist daher fur rektale Messungen besser geeignet.
Bei ausreichender Erfahrung kann auf diese Einfuhrungshilfe verzichtet werden,
wenn es gelingt, den Katheter am Handschuh des Zeigefingers zu fixieren und mit
Geflhl an der gewunschten Stelle zu positionieren. Statt des Nabelarterienkatheters
wird ein weicherer Messkatheter mit groRerem Lumen verwendet.

Vorbedingungen flur die rektale Messung ist eine reizfreie abgefuhrte Ampulla recti,
[23, 90, 91] die vor der Messung mittels Proktoskop optisch beurteilt wird. Erscheint
die Darmwand reizfrei, flhrt man vorsichtig den Katheter ein und ermittelt wie bei der
nasalen Messung durch langsames Zuruckziehen den Ort mit dem hdochsten
Messwert. An dieser Position bleibt der Katheter wahrend des weiteren Mess-

vorgangs.
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Abb. 2.4 Messaufbau zur Bestimmung der rektalen Potenzialdifferenz mit der
Méglichkeit zur Superfusion verschiedener Lé6sungen wie Amilorid zur
Natriumkanalblockade und Salbutamol zur Chloridkanalstimulation (s. zu Abb.2.1)

210 Zusammensetzung bei der Superfusion verwendeter Losungen

Folgende Superfusionsldsungen wurden eingesetzt (Tab. 2.1):

- Amilorid-Lésung in chloridhaltigem KBR-Puffer (in lichtgeschutzten Flaschen, Puffer
und Amilorid in Aqua dest. getrennt, 1 : 1 mischen);
pH 8,58 (Uber mind. eine Woche stabil), Osmolaritat 270 mosmol/Il

- Amilorid in chloridfreier Losung (in lichtgeschutzten Flaschen, Puffer und Amilorid
in Aqua dest. getrennt, 1 : 1 mischen, pH 8,68 (Uber mindestens eine Woche stabil),

Osmolaritat 255 mosmol/I;
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- Amilorid in chloridfreier Losung und Salbutamol bzw. Isoproterenol (in lichtge-
schutzten Flaschen, Puffer und Amilorid in Aqua dest. getrennt, 1 : 1 mischen);

pH 8,69 (Uber mind. eine Woche stabil), Osmolaritat 255 mosmol/l.

Tabelle 2.1 Bei der PD-Messung verwendete Superfusionsiésungen

1. Amiloridlésung in 2. Amiloridlésung in 3. Amiloridlésung in
chloridhaltigem KBR-Puffer | chloridfreiem Puffer (1000 | chloridfreiem Puffer +
(1000 ml) ml) Isoproterenol (1000 ml)
K;HPO, 418 mg K;HPO, 418 mg |K;HPO, 418 mg
KH.PO, 55 mg KH,PO, 55mg |KH,PO, 55 mg
NaCl 6,721 g Na-Glukonat 25,081 g |Na-Glukonat 25,081 ¢
Na COg3 2,10g |NaCO; 2,10g [NaCO; 2,109
MgCl, 244 mg |MgSO, 296 mg |MgSO, 296 mg
CaCl, 133 mg | Ca-Glukonat 533 mg |Ca-Glukonat 533 mg
Amilorid ~ 10*Mol =30 mg |Amilorid ~ 10*Mol=30 mg |Amilorid 10 Mol = 30 mg
=0,03 mg / ml = 0,003 %

Isoproterenol 10 Mol

oder Salbutamol 10 Mol

Die Losungen wurden je 3 Minuten lang mit einem Flow von 100 ml/h superfundiert

(Menge: 15 ml in 3 Minuten).

Alle Lésungen wurden in der Apotheke des Universitatsklinikums Giel3en hergestellt.
Sie sind nach eigenen Messungen in der Perfusorspritze mindestens 1 Woche stabil.
Wegen seiner Lichtempfindlichkeit muss Amilorid in abgedunkelten Glasern oder
Schrankfachern aufbewahrt werden.

Bei langerer Aufbewahrung des Amilorids in elektrolythaltigen Puffern zerfallt dieses.
Messungen im HPLC-Labor des Zentrums fur Kinderheilkunde in GielRen zeigten,
dass in Aqua dest. geldstes Amilorid in Konzentrationen < 0,3% Uber mindestens 2

Jahre stabil ist.

20




2.11 Probanden -und Patientenkollektive

Das Patientenkollektiv rekrutierte sich aus der Mukoviszidose-Ambulanz der
Kinderklinik der Justus-Liebig-Universitat Giel3en, aus der internistischen
Mukoviszidose-Ambulanz der Lungenklinik Seltersberg der JLU Gielden sowie aus
stationar behandelten CF-Patienten beider Abteilungen.

Die Diagnose "Zystische Fibrose" basierte jeweils auf einem positiven Schweil3test,
einer positiven Genanalyse und einer nachgewiesenen exokrinen Pankreas-
insuffizienz.

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

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

durchgefuhrt.

Ausschlusskriterien fur die Untersuchungen waren:

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

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

* ausgepragte Nasenpolypen, die eine exakte Lokalisation des Messortes
unmaoglich machten;

* wiederholte Polypektomien, da narbige Veranderungen der

Nasenschleimhaute die PD-Werte verfalschen kbnnen;

Die zum Zeitpunkt der Messung bestehende individuelle Langzeitmedikation der CF-

Patienten wurde beibehalten.
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2.11.1 Nasale PD-Messung
Bei 25 gesunden Patienten (Alter: 22 bis 30 Jahre) und bei 13 CF-Patienten (Alter:

14 bis 36 Jahre) fuhrten wir - zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit der PD-
Messung innerhalb kurzer Zeit - im Abstand von ca. 10 Minuten zwei Messungen der
basalen PD-Werte durch.
Bei 150 gesunden Probanden (Alter: 7 bis 56 Jahre) und 132 CF-Patienten
(Alter: 5 bis 56 Jahre) wurde der Einfluss von Amilorid auf die nasale PD
ermittelt.
Bei den gleichen Probanden wurde im Anschluss an die Applikation des
Amilorids chloridfreie Ldsung zur unspezifischen Chloridsekretion Uber
alternative Chloridkanale superfundiert.
Bei 23 gesunden Probanden (Alter: 22 bis 30 Jahre) und 19 CF-Patienten (8
bis 35 Jahre) wurde mit einem Zeitintervall von maximal 5 Tagen die nasale
PD mit und ohne Gabe von chloridfreiem Puffer bestimmt.
Bei 25 gesunden Probanden (Alter: 22 bis 30 Jahre) und 13 CF-Patienten
(Alter: 14 - 36 Jahre) wurde an zwei verschiedenen Tagen innerhalb von
maximal funf Tagen in randomisierter Reihenfolge je eine PD-Messung nach
Stimulation der CFTR-abhéngigen Chloridkanéle mit Isoproterenol und
Salbutamol durchgefuhrt.
Mit der gleichen Technik wurden im Zusammenhang mit den rektalen PD-
Messungen (s. u.) zeitnah innerhalb von vier Monaten an 45 gesunden

Probanden und 17 CF-Patienten nasale Messungen durchgefuhrt.

2.11.2 Rektale PD-Messung

Bei 56 gesunden Probanden (Alter: 1 Monat bis 61 Jahre) und 12 CF-Patienten
(Alter: 1 Monat bis 18 Jahre) wurde die rektale Messung der Potenzialdifferenz vor
und wahrend Superfusion von Amilorid sowie von Salbutamol in chloridfreiem Puffer
durchgefuhrt.

Alle Patienten hatten eine makroskopisch unauffallige Rektumschleimhaut. Die
Sauglinge und Kleinkinder waren mild sediert (mit 20-40 mg/kg Chloralhydrat, oral

appliziert, in Form einer Losung, die in der Kliniksapotheke hergestellt wurde).
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Die Diagnose "Zystische Fibrose" basierte jeweils auf einem positiven Schweiltest,
einer positiven Genanalyse und einer nachgewiesenen exokrinen Pankreas-

insuffizienz.

Die Untersuchungen wurden von der Ethikkommission der Universitat Giel3en

genehmigt.

2.12 Statistische Methoden

Um die Ergebnisse der Potenzialdifferenzmessungen zu beschreiben, wurde die
deskriptive Statistik angewendet. Die Anzahl der Probanden bzw. Messungen wurde
mit n angegeben, die jeweiligen Zielgrolen wurden durch den Mittelwert und die
Standardabweichung bzw. den Median sowie grofdte und kleinste Merkmalsaus-
pragung dargestellt.

Die Berechnung des Korrelationskoeffizienten (r) und der linearen Regression
wurden nach den Ublichen statistischen Methoden vorgenommen [100]. Zur
Auswertung standen daflr die Statistikprogramme WinStat Vers. 3,1 und ORIGIN 6.1
zur Verfugung.

Zum Vergleich der Messergebnisse unter Isoproterenol und Salbutamol, der
konventionellen mit der verkurzten Methode sowie der rektalen und nasalen
Potenzialdifferenzmessung wurde zum einen der Wilcoxon-Test fur unabhangige
Stichproben sowie der T-Test fur unpaarige Stichproben angewendet, wobei die
Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 als statistisch signifikant angenommen wurde.
Die Gleichwertigkeit zweier Methoden (z. B. Wirkung der beiden Beta-2-Mimetika)
wurde mittels der Diagramme nach Bland und Altmann untersucht, wobei die
Differenzen der Wertepaare auf die Mittelwerte bezogen werden [14].

Zur Uberpriifung der Normalverteilung wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test

angewandt.
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3 Ergebnisse

3.1 Intraindividuelle Variabilitat der basalen Potenzialdifferenzwerte vor der

Superfusion

3.1.1 Basale Potenzialdifferenzwerte bei gesunden Probanden

Um die Reproduzierbarkeit und damit die Aussagekraft der basalen Potenzial-
differenzwerte (PD) beurteilen zu kdénnen, fuhrten wir bei 25 gesunden Probanden

und 13 CF-Patienten im Abstand von ca. 10 Minuten jeweils zwei Messungen der

basalen PD-Werte beim gleichen Probanden durch (Tabelle 3.1, 3.2).

Dabei fand sich bei Gesunden eine intraindividuelle Variabilitat der basalen PD-

Werte von 11,6% mit einer signifikanten Korrelation von r= 0,49 (p < 0,05; Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1: Regressionsanalyse von Doppelmessungen der Basalwerte der
nasalen Potenzialdifferenz dargestellt bei 25 Probanden ohne CF (r = 0,49)

2. Basalwert
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Tabelle 3.1: Ausgangswerte der Potenzialdifferenz-Messung bei 25 Probanden ohne
CF und Berechnung des Variationskoeffizienten (VC)

Arithmet.
Proband- |1.Messung 2. Messung Mittelwert VC
Nr. (mV) (mV) (mV)

1. -26 -33 -29,5 13,5%
2. -22 -24 -23 4,5%
3. -29 -20 -24,5 15,5%
4. -15 -26 -20,5 36,7%

5. -20 -20 -20 0%
6. -39 -22 -30,5 21,8%
7. -32 -33 -32,5 1,6%
8. -44 -38 -41 6,8%
9. -31 -26 -28,5 8,1%
10. -22 -35 -28,5 29,5%
11. 27 -29 -28 3,7%
12. -23 -25 -24 4,3%

13. -16 -16 -16 0%
14. -26 17 21,5 17,3%
15. -23 -39 -31 34,8%
16. -24 -23 23,5 2,1%
17. -34 -31 32,5 4,4%
18. 27 -23 -25 7,4%
19. -28 -23 25,5 8,9%
20. -28 -20 -24 14,3%
21 -24 -23 23,5 2,1%
22. -18 -23 -20,5 13,9%
23. 17 -13 -15 11,8%
24. -39 -45 -42 7.7%
25. -20 -28 -24 20,0%

Mittelwert des Variationskoeffizienten: 11,6 %
Standardabweichung: 10,3 %



Tabelle 3.2: Deskriptive Statistik der Doppelmessungen der basalen PD-Werte bei 25
Probanden ohne CF (Nicht-CF)

1. basale PD- 2. basale PD-

Messung, Messung,

Nicht-CF Nicht-CF
n 25 25
Arithmetischer -26,2 mV -26,2 mV
Mittelwert
Median -26,0 mV -24,0 mV
Standardabweichung 7,4 mV 7,7 mV
Minimum -44.0 mV -45,0 mV
Maximum -15,0 mV -13,00 mV

3.1.2 Vergleich der intraindividuellen Basalwerte der PD bei CF-Patienten
Analog wurden zwei PD-Messungen der basalen Werte bei 13 CF-Patienten kurz
hintereinander in der Nasendffnung mit der groReren Potenzialdifferenz durchgefuhrt
(Tab. 3.3, 3.4). Dabei zeigte sich eine im Vergleich zu den Daten der Gesunden
etwas hohere intraindividuelle Variabilitat der Doppelmessungen mit einem
Variationskoeffizienten von 17,7 + 31,0 % und eine trotz des kleinen Kollektivs gleich
gute signifikante Korrelation von r = 0,49 bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p <
0,05).
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Tabelle 3.3: Ausgangswerte der Potenzialdifferenz-Messung bei 13 CF-Patienten und
Berechnung des Variationskoeffizienten (VC)

Proband- |1.Messung 2. Messung Arithmet. vC

Nr. (mV) (mV) Mittelwert (mV)
1. -40 -19 -29,5 26,3%
2. -42 -41 -41,5 1,2%
3. -42 -38 -40 4,8%
4. -53 -54 -53,5 1,0%
5. -62 -40 -51 17,7%
6. -12 -40 -26 116,7%
7. -37 -33 -35 5,4%
8. -55 -82 -68,5 24,5%
9. -60 -74 -67 11,7%
10. -35 -44 -39,5 12,9%
11. -48 -47 -47,5 1,0%
12. -46 -40 -43 6,5%
13. -50 -50 -50 0%

Mittlerer Variationskoeffizient: 17,7 %
Standardabweichung: 31,0 %
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Tabelle 3.4: Deskriptive Statistik zur Doppelmessung der nasalen PD bei 13 CF-
Patienten vor der Applikation von Medikamente (Ausgangswerte)

1. basale PD- 2. basale PD-
Messung, CF Messung, CF
n 13 13
Arithmetischer -44.8 mV -46,3 mV
Mittelwert
Median -46,0 mV -41,0 mV
Standardabweichung 12,9 mV 16,5 mV
Minimum -62,0 mV -82,0 mV
Maximum -12,0 mV -19,00 mV
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Abbildung 3.2: Lineare Regression der doppelt gemessen Basalwerte der nasalen PD
bei 13 CF-Patienten und 25 Probanden ohne CF (r = 0,79)
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Fuhrt man die Regressionsanalyse mit den Daten beider Kollektive durch (Abb. 3.2),

so resultiert insgesamt eine deutlich bessere lineare Korrelation (r = 0,79; p<0,05).

Die absoluten PD-Werte der CF-Patienten (-46,0 bzw. -41,0 mV) lagen im Mittel
wesentlich hoher als bei den gesunden Probanden (-26,0 bzw. -24,0 mV). Legt man
jeweils die arithmetischen Mittelwerte zugrunde, so war im T-Test fur unabhangige
Stichproben ein statistisch signifikanter Unterschied nachweisbar (p < 0,001).
Allerdings war der Uberlappungsbereich zwischen Probanden ohne CF (-15,0 bis
-42,0 mV) und mit CF (-26,0 bis - 68,5 mV) ausgepragt (s. Tab. 3.1 und 3.3).

3.2 Superfusion von Amilorid

Die Inhibition der Natriumkanale mit Hilfe des Natriumkanalblockers Amilorid ist
Voraussetzung fur die Testung weiterer Medikamente. Bei 150 gesunden Probanden
und 132 CF-Patienten wurde die PD vor und nach Amilorid gemessen und der
prozentuale Abfall nach Superfusion von Amilorid-Losung ermittelt (Tab. 3.5; Anhang
Tab. 6.1).

Tabelle 3.5: Deskriptive Statistik des absoluten (mV) und prozentualen Abfalls der
Potenzialdifferenzwerte (PD) nach Superfusion von Amilorid bei Probanden ohne
(Nicht-CF) und mit CF

PD nach PD nach [PD nach PD nach
Amilorid, | Amilorid, | Amilorid, |Amilorid,
Nicht-CF CF Nicht-CF | CF
(mV) (mV) (%) (%)
n 150 132 150 132
Arithmetischer -10,2 -13,3 59,7 66,5
Mittelwert
Median -9,0 -12,0 61,3 68,1
Standard- 5,5 6,8 14,6 13,7
abweichung
Minimum 0,0 -1,0 21,1 30,3
Maximum -28,0 -38,0 100,0 92,3
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Sowohl beziiglich der absoluten Werte (p = 4,04 x 10°) als auch im Hinblick auf den
prozentualen Abfall der Potenzialdifferenz (p = 5,6 x 10™°) waren nach Superfusion
von Amilorid zwar statistisch signifikante Unterschiede nachweisbar. Aus den
Minimum-Maximum-Werten ist allerdings eine deutliche Uberschneidung abzulesen.
Fir die prozentualen PD-Anderungen ist die starke Uberlappung der Werte mit Hilfe
von Boxplot-Diagrammen veranschaulicht (Abb. 3.3). Somit kommt dem

Amilorideffekt keine diagnostische Bedeutung zu.

90

[ -

delta PD in % nach Superfusion von Amilorid

A0 I 1 -

Nicht- CF CF

Abbildung 3.3: Prozentuales Absinken der Potenzialdifferenz (PD) nach Superfusion
von Amilorid bei 150 Gesunden und 132 CF-Patienten im Boxplot-Diagramm. Die
Markierungen entsprechen dem Median, der 5., 25., 75. und 95. Perzentile.
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3.3 Superfusionsmessungen mit chloridfreiem Puffer

Nach Applikation des Amilorids folgte bei der konventionellen Superfusionsmessung
die Verabreichung einer chloridfreien Losung zur Aktivierung alternativer
Chloridkanale.

Bei 150 gesunden Probanden und 132 CF-Patienten wurde der prozentuale Anstieg
der PD ermittelt, bezogen auf das PD-Niveau nach Superfusion von Amilorid in
chloridhaltiger Puffer-Losung.

Auch die PD-Resultate nach Gabe der chloridfreien Losung variierten betrachtlich
sowohl bei gesunden Probanden als auch bei CF-Patienten (Abb. 3.4, 3.5).

Tabelle 3.6: Deskriptive Statistik des prozentualen Anstieges der PD-Werte nach
Superfusion von chloridfreier L6sung bei Probanden ohne (Nicht-CF) und mit CF

PD nach PD nach
chloridfreier chloridfreier
Losung, Losung,
Nicht-CF CF
n 150 132
Arithmetischer 34,6 % -0,6 %
Mittelwert
Median 28,6 % -3,1 %
Standardabweichung 62,1 % 36,7 %
Minimum -45.,0 % 72,7 %
Maximum 433,3 % 317,0 %

Im Mittel reagierten die Gesunden mit einem tendenziell groReren Anstieg der
Potenzialdifferenz als die CF-Patienten, die meistens sogar einen weiteren Abfall der
PD auf die Superfusion chloridfreier Losung aufwiesen. Dies wird aus dem Median
von 28,6 % bei den Probanden ohne CF und von -3,1 % flur die CF-Patienten
deutlich, wobei erhebliche Uberlappungen zwischen Probanden ohne und mit CF
vorliegen (siehe Tabelle 3.6; Abb. 3.6). Im T-Test war der Unterschied hoch
signifikant (p = 1,5 x 10 ©).

Geht man von einem "cut-off" bei einer prozentualen Zunahme von > 20% aus, so
waren bei Probanden ohne CF 87 (= 58 %), bei CF-Patienten 11 (= 8,3 %)

L<responder" zu verzeichnen.
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Abbildung 3.4: Wiederanstieg der PD nach chloridfreier Lé6sung bei 150 gesunden
Probanden
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Abbildung 3.5: Wiederanstieg der PD nach Superfusion chloridfreier L6sung bei 132
CF-Patienten
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Abbildung 3.6: Vergleich der Reaktion auf die Gabe von chloridfreier L6sung bei
Probanden ohne (Gesund) und mit CF im Boxplot-Diagramm (siehe auch Legende zu
Abb. 3.4)

3.4 Stimulation CFTR-abhangiger Kanale

Um die Effizienz von Isoproterenol und Salbutamol hinsichtlich der Aktivierung des
Chlorionentransportes einschatzen zu konnen, fihrten wir bei 25 Probanden ohne
CF und bei 13 CF-Patienten PD-Messungen in randomisierter Reihenfolge mit
beiden Medikamenten durch (Tab. 3.7).

Der Median des prozentualen Wiederanstieges der PD, der deutlich vom
arithmetischen Mittelwert abwich, lag bei Probanden ohne CF nach Superfusion von
Salbutamol mit 100,0 % geringflgig Uber den Werten, die nach Isoproterenol zu
erheben waren (90,5 %). Der maximale Wiederanstieg nach Gabe von Salbutamol
betrug 223,1 %, nach Applikation von Isoproterenol 191,7 %.

Auch bei CF-Patienten war der Median annahernd gleich. Er betrug bei der Messung

mit Salbutamol -4,2 %, bei denjenigen mit Isoproterenol 0,0 %. Im Mittel war also
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keine Zunahme der PD zu beobachten. Im Einzelfall war ein Wiederanstieg von bis

zu 14,3 % nach Salbutamol und nach Isoproterenol bis zu 21,7 % nachzuweisen.

Tabelle 3.7: Deskriptive Statistik des direkten PD-Vergleiches von Salbutamol und
Isoproterenol in randomisierter Reihenfolge bei 25 Probanden ohne (Nicht-CF) und 13

Probanden mit CF

PD nach PD nach PD nach PD nach
Salbutamol, | Isoproterenol, | Salbutamol, | Isoproterenol,
Nicht-CF Nicht-CF CF CF
n 25 25 13 13
Arithmetischer 108,8 % 114,6 % -3,4 % -5,3 %
Mittelwert
Median 100,0 % 90,5 % 4.2 % 0,0 %
Standardabweichung 39,9 % 38,3 % 12,2 % 17,9 %
Minimum 61,5 % 53,9 % -31,8 % -45,0 %
Maximum 2231 % 191,7% 14,3 % 21,7 %

Mittels linearer Regressionsanalyse liel3 sich beim direkten Vergleich der beiden
Beta-Mimetika eine gute Ubereinstimmung des prozentualen Wiederanstieges der
PD dokumentieren (r = 0,86; p<0,01).

Es fallt auf, dass sich bei den CF-Patienten als Folge der nur vereinzelt
nachweisbaren Repolarisation eher eine Punktwolke um die Null-Prozent-Linie
herum darstellt (Abb. 3.7).

Die Boxplot-Diagramme machen die weitgehende Ubereinstimmung der Resultate
deutlich (Abb. 3.8). Es existiert kein Uberlappungsbereich zwischen den Probanden
bei

Chloridtransportstorung widerspiegelt. Ein signifikanter Unterschied in der Reaktion

mit regelrechter Chloridsekretion und den CF-Patienten, denen sich die

auf die beiden Beta-Adrenergika war nicht nachweisbar (Nicht-CF: p = 0,47; CF-
Patienten: p = 0,70).
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Abbildung 3.7: Lineare Regression des prozentualen Anstiegs der PD-Werte nach
Superfusion von Salbutamol bzw. Isoproterenol bei 13 CF-Patienten und 25 Probanden

ohne CF (r = 0,86)

150

100 —--

[}
o
|

o
|

delta PD in % nach Superfusion von Beta-Mimetikum

r
o
o
|
I

Rot= Salbutamol; Blau = Isoproterenaol

Abbildung 3.8: Gegeniiberstellung des prozentualen Wiederanstiegs der PD nach
Superfusion von Salbutamol bzw. Isoproterenol bei 25 Probanden ohne CF (Gesund)

und 13 CF-Patienten (s. auch Legende zu Abb. 3.4)
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Bezieht man die Differenzen der Wertepaare auf die Mittelwerte (nach Bland und
Altman), so lasst sich die weitgehende Ubereinstimmung der Wirkung der beiden
Beta-Mimetika gut beurteilen: Bei den Daten der CF-Patienten ergibt sich nur eine
geringfugige Streuung der PD-Werte. Lediglich bei starken PD-Wiederanstiegen (d.h.
bei Probanden ohne CF) ist eine Streuung Uber den 2s-Bereich hinaus zu erkennen
(Abb. 3.9):
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Abbildung 3.9: Vergleich der Wirkung von Salbutamol und Isoproterenol beziiglich der
Differenz des prozentualen Wiederanstieges der Potenzialdifferenz (PD %) nach Bland
und Altman
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3.5

Bei 23 gesunden Probanden und 19 CF-Patienten wurde gepruft, ob durch Verzicht

Superfusionsmessungen mit konventioneller und verkiirzter Methode

auf die sonst gebrauchliche chloridfreie Losung die CF-Diagnostik beeintrachtigt wird.

3.5.1 Ausgangswerte der PD und PD-Niveau nach Superfusion von Amilorid

Nach der initialen PD-Messung, bei der fur die Probanden ohne CF die Ausgangs-

werte in der GrolRenordnung der Voruntersuchung lagen (Tab. 3.8, vgl. Tab. 3.2, 3.4)

und ebenfalls deutlich niedriger ausfielen als fur die CF-Patienten, wurde die

Amilorid-Superfusion durchgeflhrt. Dabei bestatigte sich der prozentuale Abfall der

PD gesunder Probanden (Median 61,5%), der nicht ganz das Ausmal3 der CF-
Patienten erreichte (Median: 71,6%, vgl. Tab. 3.5).

Tabelle 3.8: Ausgangswerte der PD sowie PD-Befunde nach Superfusion von
Amilorid (vor Anwendung der verkiirzten Methode)

Ausgangswerte | Ausgangswerte | Absinken der |Absinken der
der PD (mV); der PD (mV), PD unter PD unter
Nicht-CF CF Amilorid, Amilorid,
Nicht-CF CF
n 23 19 23 19
Arithmetischer -24.7 mV -37,7 mV 58,8 % 68,3 %
Mittelwert, C
Median, Med. -22,5 mV -39,0 mV 61,5 % 71,6 %
Standardabweichung, s 10,7 mV 20,0 mVv 16,8 % 16,0 %
Minimum -45,0 mV -68,0 mV 20,0 % 30,0 %
Maximum 1,0 mV 22,0 mV 84,2 % 89,1 %
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3.5.2 Superfusion von Beta-Adrenergika

Der direkte Vergleich der verklrzten und herkdmmlichen Methode unter Applikation

eines Beta-Mimetikums mit oder ohne vorgeschaltete Messung mit chloridfreier

Lésung wurde bei 19 CF-Patienten und 23 gesunden Probanden durchgefuhrt (Tab.

3.9). Exemplarisch sind 2 Kurven der PD-Aufzeichnung dargestellt, die den
Zeitgewinn verdeutlichen (Abb. 3.10, 3.11).

Tabelle 3.9: Prozentuale PD-Anderung nach Superfusion eines Beta-Mimetikums:
Vergleich zwischen verkiirzter und konventioneller Methode der PD-Messung

Verkiirzte Konventionelle |Verkirzte Konventionell
Methode, Methode, Methode, e Methode,
CF CF Nicht-CF Nicht-CF
n 19 19 23 23
Arithmetischer -6,4 % -3,6 % 111,9 % 99,3 %
Mittelwert
Median -3,3 % 0,0 % 100,0% 88,2 %
Standardabweichung 15,0 % 17,5 % 50,2% 39,7 %
Minimum -44.4 % -40.0 % 50,0 % 50,0 %
Maximum 20,9 % 25,9 % 214,3 % 218,2 %

Sowohl bei den CF-Patienten (-3,3 bzw. 0,0 %), bei denen eine signifikante
Repolarisation nur vereinzelt nachzuweisen war, als auch bei den gesunden
Probanden lagen die Mediane der prozentualen Anderungen nach Superfusion des
Beta-2-Mimetikums eng beieinander (+100,0 % bzw. +88,2 %). Ebenso waren die mit
beiden Methoden maximal und minimal gemessenen Werte bei den vergleichbaren

Kollektiven im gleichen Werte-Bereich angesiedelt.
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Abbildung 3.10: Potenzialdifferenzmessung (PD) nach konventioneller Methode mit
chloridfreier L6sung bei einem 30 Jahre alten Probanden (Dauer: ca. 11 min bis zum
Erreichen des PD-Niveaus unter Isoproterenol)
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Abbildung 3.11: PD-Messung bei einem 10-jahrigen gesunden Méddchen bei Auslassen
der Gabe einer chloridfreien Lésung (Dauer 5 1/2 min bis zum Erreichen des PD-
Niveaus unter Salbutamol)
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Die Auswertung nach Bland und Altman unterstreicht - vor allem fur CF-Patienten -
die Gleichwertigkeit beider Methoden (Abb. 3.12). Die Wertepaare der verklrzten

und der konventionellen Methode liegen ungefahr im gleichen Bereich. Lediglich bei

drei Messungen an gesunden Probanden kommt es zu einer Streuung Uber den 2s-

Bereich hinaus.
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Abbildung 3.12: Prozentualer PD-Anstieg: Vergleich der verkiirzten und konventio-
nellen Methode nach Superfusion eines Beta-2-Mimetikums (nach Bland und Altman).
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Der klinisch relevante Anstieg der Potenzialdifferenz bei CF-Patienten (>15 %) wurde

mit beiden Messmethoden erfasst.

Die Boxplot-Diagramme veranschaulichen die gute Ubereinstimmung der
Ergebnisse, die mit der verkurzten und der konventionellen Messmethode ermittelt
wurden. Auch die klare Trennung zwischen Kollektiven ohne und mit CF aufgrund
der unterschiedlichen Chloridsekretion nach Applikation eines Beta-Mimetikums ist
gut dokumentiert (Abb. 3.13).
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Abbildung 3.13: PD-Anstieg unter verkiirzter Applikationsdauer im Vergleich mit der
konventionellen Methode nach einem Beta-Mimetikum bei 19-Probanden mit und 23
ohne CF (s. auch Legende zu Abb. 3.4).
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3.6 Rektale Potenzialdifferenzmessung

3.6.1 Basalwerte an der Rektumschleimhaut

Die basalen PD-Werte der rektalen Potenzialdifferenzmessung wurden bei 56
gesunden Probanden und bei 12 CF-Patienten erhoben (Abb. 3.14). Zur Kontrolle
der Konstanz des Messverfahrens wurden zeitnah an 45 gesunden Probanden und

17 CF-Patienten nasale Messungen durchgefuhrt (Tab. 3.10).

] o
- ® -
0 °
- . . .
° °
w207 ¢ o * o e A
Ef oo o @ o . o |®
g 7 P age® o . * J
= * ot - . o
@ -40 — o e ® o o0 ¢ 4
<= g () @ ®
o ® o0 o
o i ® o] @
®
60 — . i
°
-80 - Nicht-CF ® i
0 20 40 60

Anzahl der Probanden

Abbildung 3.14: Basalwerte der rektalen Potenzialdifferenzmessung (in mV) bei 56
Probanden ohne CF und 12 CF-Patienten.
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Der Median der rektalen PD fiel bei zeitnah untersuchten Gesunden mit -32,0 mV

geringfugig hdher aus als derjenige der nasal bei gesunden Probanden gemessenen

Werte (Tab. 3.10). Ein statistisch signifikanter Unterschied war nicht nachweisbar (p

= 0,08).

Der Median der rektalen PD bei CF-Patienten lag zwar niedriger (-20,0 mV). Bei

beiden Messverfahren war die Spannbreite der PD-Werte jedoch sehr grof3 und der

Uberlappungsbereich betrachtlich, so dass ebenfalls kein statistischer Unterschied

resultierte (p = 0,61).

Tabelle 3.10: Deskriptive Statistik: Basalwerte der rektalen und nasalen PD bei
gesunden Probanden und CF-Patienten.

Basalwerte, Basalwerte, Basalwerte, Basalwerte,
Rektale PD, Rektale PD, Nasale PD, Nasale PD,
Gesund CF Gesund CF
n 56 12 45 17
Arithmetischer -31,6 mV -29,2 mV -28,0 mV -44.8 mV
Mittelwert
Median -32,0 mV -20,0 mV -27,0 mV -46,0 mV
Standardabweichung, 11,7 mV 24,5 mV 8,2 mV 11,3 mV
Minimum -55,0 mV -79,0 mV -44.0 mV -62,0 mV
Maximum 12,0 mV -2,0 mV -14,0 mV -12,0 mV
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3.6.2 Applikation von Amilorid an der Rektalschleimhaut
Nach Bestimmung der Ausgangswerte der PD wurden mit den gleichen Kollektiven

rektale Messungen unter Amilorid-Superfusion durchgefuhrt (Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15: Absolute rektale PD-Messwerte (mV) nach Applikation von Amilorid
bei 56 Probanden ohne CF (links) und 12 CF-Patienten (rechts).

Der mediane Abfall der PD bei gesunden Probanden betrug 13,5% des
Ausgangswertes, bei CF-Patienten 97,5% (Tab. 3.11; Anhang Tab. 7.2).

Die Uberlappung der Minimum-Maximum-Werte der CF-Patienten mit denjenigen der
Probanden ohne CF (47,8 — 180 % bzw. 17,7 — 140 %) zeigt jedoch, dass sich der
PD-Abfall unter Amilorid bei rektaler Messung ebenso wenig fur die CF-Diagnostik

eignet wie bei nasaler Messung (vgl. Kap. 3.2).
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Tabelle 3.11: Deskriptive Statistik der rektalen PD-Messung nach lokaler Superfusion
von Amilorid bei 12 CF-Patienten und 56 Probanden ohne CF

Abfall nach SF
von Amilorid,

Abfall nach SF
von Amilorid,

CF Gesund
n 12 56
Arithmetischer 99,1 % 56,6 %
Mittelwert
Median 97,5 % 13,5 %
Standardabweichung 39,3 % 8,5 %
Minimum 47,8 % 17,7 %
Maximum 180,0 % 140,0 %

3.6.3 Rektale PD-Messung unter Superfusion von Salbutamol

Im Anschluss an die Applikation von Amilorid wurde Salbutamol den gleichen

Kollektiven appliziert, wie in Abschnitt 3.6.2 beschrieben, und die rektale PD
bestimmt (Abb. 3.16, Anhang Tab. 7.3).
Der mediane Anstieg der PD bei gesunden Probanden nach Salbutamol betrug
90,5%, bei CF-Patienten 0,0% (Tab. 3.12). Der Unterschied war statistisch hoch

signifikant (p < 0,001). Eine Uberlappung war im Boxplot-Diagramm nicht zu

beobachten (Abb. 3.17). Die Trennscharfe entsprach annahernd derjenigen, die bei

der nasalen Messung zu beobachten war (vgl. Tab. 3.7).

Tabelle 3.12: Rektale PD nach Superfusion eines Beta-Mimetikums (Salbutamol in

chloridfreier Lé6sung)

Anstieg nach SF
von Salbutamol,

Anstieg nach SF
von Salbutamol,

Nicht-CF CF

n 56 12
Arithmetischer 101,1 % -1,7 %
Mittelwert

Median 90,5 % 0,0 %
Standardabweichung 41,0 % 18,7 %
Minimum 45.8 % -37.5 %
Maximum 300,0 % 26,7 %
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Abbildung 3.16: Absolute rektale PD-Werte (in mV) bei 56 Probanden ohne CF (links)
und 12 CF-Patienten (rechts) nach Superfusion von Salbutamol

Folglich ist eine Trennung zwischen einer Chloridtransportstérung (bei den meisten
CF-Patienten) und einer regelrechten Chloridsekretion (bei Probanden ohne CF)
moglich.

Bei einem CF-Patienten war eine Restfunktion der CFTR-abhangigen Chloridkanale
nachweisbar, so dass sich ein deutlicher PD-Anstieg nach Applikation von
Salbutamol dokumentieren liel3. Andererseits fehlte bei einem Probanden ohne CF
der erwartete PD-Anstieg. Man muss demnach Einflussfaktoren vermuten, die das

Ergebnis bei rektaler PD-Messung beeintrachtigen.
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Abbildung 3.17: Boxplot-Diagramme zur rektalen Potenzialdifferenzmessung bei 12
CF-Patienten und 56 Probanden ohne CF nach Superfusion des Beta-2-Mimetikums
Salbutamol (s. auch Legende zu Abb. 3.4).

Dies wird abschlieRend durch die direkte Gegenuberstellung der kontinuierlich
registrierten Aufzeichnung bei der rektalen Messung der PD bei einem Probanden
ohne CF und einem CF-Patienten veranschaulicht (Abb. 3.18): Die blaue Messkurve
stellt den Verlauf der Spannung wahrend einer rektalen PD-Messung unter
Applikation von Amilorid und Salbutamol bei einem 20 Monate alten gesunden
Kleinkind dar. Ausgehend von einem Basalwert von -39,0 mV fallt die PD nach
rektaler Applikation von Amilorid auf einen Wert von -17,0 mV ab (56,4%). Nach
Superfusion von Salbutamol erreicht die PD mit -37,0 mV knapp den Ausgangswert
(Wiederanstieg um 90%).

Die rote Messkurve reprasentiert den Kurvenverlauf wahrend rektaler PD-Messung

bei einem CF-kranken 8 Monate alten Saugling: Der Ausgangswert betragt -58,0 mV
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und fallt nach Amilorid-Applikation um 84,5% auf einen Wert von -9,0 mV ab. Unter
Superfusion von Salbutamol erfolgt ein geringer PD-Anstieg auf -10,0 mV (+2,0%).
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Abbildung 3.18: Messkurven transepithelialer Spannung wéhrend rektaler PD-
Messung unter Superfusion von Amilorid und Salbutamol (in chloridfreier L6sung) bei
einem gesunden Kleinkind (blau) und einem Sé&ugling mit gesicherter Mukoviszidose
(rot). Einzelheiten im Text.
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4 Diskussion

4.1 Allgemeine Informationen zur transepithelialen Potenzialdifferenzmessung

Die von Knowles et al. eingefuihrte Methode der transepithelialen Potenzial-
differenzmessung am respiratorischen Epithel [58] ist fur die Grundlagenforschung
unentbehrlich geworden. Darlber hinaus ist sie - neben der kostspieligen Option der
vollstandigen Genanalyse - in Zweifelsfallen zu einem wichtigen Instrument der
Mukoviszidose-Diagnostik avanciert [77].

Der komplizierte Aufbau der Messvorrichtung, die von Boucher entwickelt wurde [15,
20], gilt trotz der grol3en Storanfalligkeit bislang als Standard [15]. Im klinischen
Alltag hat er sich jedoch als zeitlich zu aufwandig und belastend fur Untersucher und
Probanden herausgestellt. Modifikationen, die Vereinfachungen der Messmethode
zum Ziel hatten, sind daher seit Langerem postuliert worden [41, 103, 104, 105, 110].

Die vorliegende Arbeit sollte dazu einen Beitrag leisten.

4.2 Reproduzierbarkeit der Basiswerte der transepithelialen

Potenzialdifferenzmessung

Zur Beurteilung der kurzfristigen Reproduzierbarkeit basaler Potenzialdifferenz(PD)-
Werte wurden zunachst bei Probanden ohne und mit CF im Abstand von ca. 10 min
jeweils zwei Messungen der basalen PD-Werte durchgefuhrt.

Dabei fand sich bei Gesunden eine mittlere Variabilitat der basalen PD-Werte von
11,6 = 10,3 %. Bei CF-Patienten lag sie mit 17,7 = 31,0 % etwas hdher. Die

Korrelation zwischen den beiden Messungen war jeweils gleich (r = 0,49; p < 0,05).

Die Mediane der absoluten Werte (1. Messung: -46,0 mV; 2.Messung -41,0 mV)
fielen bei CF-Patienten erwartungsgemaf hdher aus als bei den gesunden
Probanden (-26,0 bzw. -24,0 mV), wobei ein Uberlappungsbereich der Einzelwerte
zwischen gesunden Probanden (-15,0 bis -42,0 mV) und CF-Patienten (-26,0 bis -
68,5 mV) deutlich wurde, wie er auch aus der Literatur bekannt ist [15, 48, 59].

In der Mukoviszidose-Diagnostik wird die ausschliel3liche Bestimmung der basalen

PD-Werte daher nicht als sehr hilfreich angesehen [115].
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4.3 Einfluss von Amilorid in chloridhaltigem Puffer auf die transepitheliale

Potenzialdifferenzmessung

Aus friheren Untersuchungen war bekannt, dass das Absinken der PD-Werte nach
Amilorid in chloridhaltigem Puffer zu einem sehr ahnlichen Spannungsniveau bei
gesunden Probanden und bei CF-Patienten fuhrt [1, 41, 81]. Daher wurde auf eine
detaillierte Darstellung dieses Sachverhaltes verzichtet und das Augenmerk auf das
prozentuale Absinken nach Superfusion von Amilorid-Lésung gerichtet. Um der
Aussagekraft der Ergebnisse mehr Gewicht zu verleihen, wurden bei dieser Studie
grofldere Kollektive rekrutiert als bisher gebrauchlich (CF-Patienten: n= 132;
Gesunde: n = 150; Tab. 3.5)). In der Tat war ein statistisch signifikanter Unterschied
zu beobachten. Die Uberlappung der Werte fiir Gesunde und CF-Patienten war
jedoch betrachtlich (Abb. 3.4). Ein diagnostischer Fortschritt lie® sich daraus nicht
ableiten. Damit bestatigte sich das Ergebnis anderer Arbeitsgruppen [41, 79, 81].

Das schmalert die Bedeutung der Testung mit chloridhaltiger Amiloridlésung im
Rahmen der klinischen Forschung nicht: Die Inhibition der Natriumkanale mit Hilfe

von Amilorid ist die Voraussetzung fur die Prifung weiterer Substanzen (s.u.) [109].

Von einigen Arbeitsgruppen wird Amilorid therapeutisch genutzt. Dies basiert auf der
Vorstellung, dass durch die Blockade des Natriumkanals der Natriumgehalt im
Lumen steigt und dadurch eine Wasserretention erfolgt. Die Konsistenz des
Bronchialsekretes verliert an Viskositat und der Schleim ist fur die Patienten besser
abhustbar, die mukoziliare Clearance wird verbessert [8, 56, 65, 73, 74, 80, 85].
Aulerdem bewirkt Amilorid eine erhdhte Zilienschlagfrequenz am Flimmerepithel und
einen antimikrobiellen Effekt [13, 30], der aktuell im Zusammenhang mit Burholderia-
Infektionen wieder diskutiert wird [16, 28, 29, 73]. Vor allem die zu kurze Wirkdauer
und die geringen klinischen Auswirkungen sind dafur verantwortlich, dass sich der

praventive Einsatz bislang nicht durchgesetzt hat [24].
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4.4 Stellenwert des Zusatzes chloridfreier Pufferlosung (Natrium-Glukonat)

Die Stimulation CFTR-unabhangiger Chloridkanale mit Natriumglukonat schien eine
Moglichkeit zu sein, eine hohere diagnostische Sicherheit zu erzielen. Die
Auswertung der Resultate wurde auf die prozentualen Anderungen der PD (bezogen
auf das PD-Niveau nach Amilorid-Ldsung in chloridhaltigem Puffer) beschrankt, da

bezlglich der Absolutwerte bereits gesicherte Erkenntnisse vorlagen [41].

Die gesunden Probanden reagierten mit einem hoch signifikanten Anstieg der
Potenzialdifferenz im Vergleich zu den CF-Patienten (Median: 28,6 % bzw. -3,1 %; p
=1,5x 10'6). Bei letzteren war meistens sogar ein weiteres Absinken der PD nach
Natriumglukonat zu beobachten. Angesichts der erheblichen Uberlappungen
zwischen Probanden ohne und mit CF (Tab. 3.6, Abb. 3.6) ist die geringe

diagnostische Aussagekraft des Tests offenkundig.

Im Rahmen der klinischen Forschung bleibt die Frage von Interesse, in welchem
Umfang bei Gesunden bzw. CF-Patienten die CFTR-unabhangigen Kanale auf eine
Stimulation durch chloridfreie Losung reagieren: Legt man einen "cut-off" bei einer
prozentualen Zunahme von > 20% zugrunde [115], so waren bei gesunden
Probanden 58 %, bei CF-Patienten = 8,3 % ,Responder" zu verzeichnen.

Der individuellen Reaktionsfahigkeit entsprechend ware es mittelfristig sinnvoll, diese
Testung bei jedem CF-Patienten durchzuflhren, sobald therapeutische Optionen zur

Verflgung stehen, wie sich dies bereits andeutet [79, 130].

FUr die Routine-Diagnostik erschien die Testung der alternativen Chloridkanale nach
den vorgelegten Daten allerdings entbehrlich.

Die weiteren Bemuhungen galten daher dem Ziel, die Dauer der diagnostischen PD-
Messung dadurch zu verkurzen, dass auf den Einsatz chloridfreier Losung in einer
gesonderten Testung verzichtet wurde. Dass dieses Vorhaben Aussichten auf Erfolg
haben kdnnte, wurde u.a. durch die Verlaufsbeobachtung der gegen die Zeit
aufgetragenen PD-Werte wahrend der Superfusion der verschiedenen Pharmaka
nahegelegt (Abb. 3.10, Abb. 3.11).

An Probanden ohne und mit CF-Patienten wurden sowohl mit der konventionellen
Vorgehensweise als auch nach Verzicht auf gesonderte Testung mit Natriumglukonat
PD-Messungen durchgefihrt. Die Ergebnisse im Hinblick auf die Repolarisation
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durch ein Beta-2-Mimetikum stimmten weitgehend Uberein (bei Probanden ohne CF:
100,0 bzw. 88,2 %; CF-Patienten: -3,3 bzw. 0,0 %).

Die Anderung der prozentualen PD-Werte mit und ohne gesonderte Superfusion
chloridfreier Losung korrelierte gut (r= 0,87; p<0,001). Die Korrelation war derjenigen
vergleichbar, die sich bei den Doppelmessungen fand, die zur Beurteilung der
Reproduzierbarkeit der Basalwerte vorgenommen wurden (r = 0,79; vgl. Abb. 3.3).
Auch der Vergleich der Boxplot-Diagramme von CF-Patienten und Probanden ohne
CF war Uberzeugend (Abb. 3.13).

Die diagnostische Sicherheit der PD-Messung wird demnach durch die Verkirzung
des Tests nicht beeintrachtigt. Auf diese Weise lassen sich 4 - 5 min bei der PD-
Messung einsparen. Das Messverfahren, das bisher nur fur altere Schulkinder und
Jugendliche geeignet war [109], ist kinftig auch bei jingeren Kinder im Alter von
etwa 5 Jahren an leichter anwendbar, sofern sie den milden Reiz der Messsonde an
der Nasenschleimhaut tolerieren.

Vergleichbare Studien anderer Arbeitsgruppen zur Klarung dieser Frage liegen nicht

Vor.

4.5 Stimulation der CFTR-abhangigen Chloridkandle mit Isoproterenol und

Salbutamol

Eine betrachtliche organisatorische Hurde der urspringlichen Methode der
Potenzialdifferenzmessung mit Superfusion stellt die Verwendung von Isoproterenol
dar, das ublicherweise zur Stimulation der CFTR-abhangigen Chloridkanale
eingesetzt wird [1, 58]. Der Einsatz dieses -Mimetikums ist in Deutschland fur die in-
vivo-Anwendung nicht zuldssig und muss flr jede Studie von der lokalen
Ethikkomission genehmigt werden. Die Verflugbarkeit eines in der Stimulation der
CFTR-abhangigen Chloridkanale gleichwertigen, auch in Deutschland zugelassenen
Adrenergikums, wurde eine wesentliche Erleichterung bedeuten.

Salbutamol, ein weltweit fir die Asthmatherapie zugelassenes und nebenwirkungs-

armeres Beta-2-Mimetikum, erschien als Alternative pradestiniert [67].
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Zum Nachweis der Wirkungsaquivalenz bezuglich der Aktivierung des
Chloridtransportes wurden Vergleichsmessungen mit Isoproterenol und Salbutamol
durchgefuhrt, deren Resultate Uberzeugend waren:

Der Median des prozentualen Wiederanstieges der PD bezogen auf das Amilorid-
Niveau lag bei Gesunden nach Superfusion von Salbutamol mit 100,0 % geringflgig
Uber den Werten, die nach Isoproterenol zu erheben waren (90,5 %).

Auch bei CF-Patienten war der Median annahernd gleich (unter Salbutamol: -4,2 %,
unter Isoproterenol: 0,0 %). Beim direkten Vergleich der beiden Beta-Sympatho-
mimetika lieR sich eine gute Ubereinstimmung des prozentualen Wiederanstieges
der PD dokumentieren (r = 0,86; p<0,01). Sie lag im Bereich der Kurzzeit-
Reproduzierbarkeit der Basalwerte (r = 0,79). Auch der Vergleich der Differenzen der
Wertepaare nach Bland und Altman bestétigte eine weitgehende Ubereinstimmung
der Wirkung der beiden Adrenergika (Abb. 3.7).

Die Boxplotdiagramme (Abb. 3.8) wiesen keinen Uberlappungsbereich zwischen den
Probanden ohne CF mit regelrechter Chloridsekretion und den CF-Patienten mit
gestdrtem Chloridtransport auf, so dass die diagnostische Sicherheit mit Salbutamol

ebenso wie mit Isoproterenol gewahrleistet ist.

Salbutamol kann somit bei der Durchfuhrung von PD-Messungen problemlos zur
Testung eingesetzt werden und ist als vollwertiger Ersatz von Isoproterenol
anzusehen [102, 104]. Damit ist eine wesentliche organisatorische Entlastung bei der
PD-Diagnostik verbunden.

Nach neusten Erkenntnissen kommen auch Anticholinergika als Alternative flr

Isoproterenol in Frage [107].

Mittelfristig kdnnte sich der therapeutische Aspekt ebenfalls als klinisch relevant
erweisen: Bei Patienten, bei denen der Nachweis einer Restfunktion der CFTR-
abhangigen Chloridkanale gelingt, ware nach diesen Erkenntnissen der praventive
Einsatz zugelassener und gut vertraglicher Beta-2-Sympathomimetika problemlos
realisierbar [53, 75]. Bei kontinuierlichem Einsatz waren angesichts der grof3en
therapeutischen Breite der Anticholinergika langwirkende Substanzen wie Tiotropium
besonders vorteilhaft [124].
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4.6 PD-Messung an der Rektumschleimhaut

Bislang wurde die transepitheliale Potenzialdifferenzmessung in der beschriebenen
Form Uberwiegend an der Nasalschleimhaut durchgefuhrt [57]. Sie ist bei Kindern in
der Regel erst ab ca. 6 Jahren durchflhrbar, da sie — auch bei zeitlicher Verkirzung -
zu hohe Anforderungen an die Kooperation der Kinder stellt [41, 119]. Prinzipiell ist
es maglich, die nasale PD-Messung auch bei Sauglingen durchzufihren [110, 118].
Die zeitlich aufwandige Superfusionsmethode wirde jedoch in der Regel eine starke
Sedierung erfordern. Diese ware zwar zu rechtfertigen, wenn nach Schweil3analyse
und Gendiagnostik diagnostische Unsicherheiten bleiben [1]. Das fir die PD-
Messungen geeignete Areal der Nasenschleimhaut ist aber bei Sauglingen so klein,
dass es - wie eigene Pilotuntersuchungen zeigten - nicht immer gelingt, dieses
aufzufinden. DarlUber hinaus ist es selbst unter Schlafbedingungen bei Sauglingen
schwierig, die Positionierung der Messelektrode wahrend der Superfusion der
Medikamente und zur Messung der PD Uber mehrere Minuten punktgenau beizu-
behalten, da sich Sauglinge auch im Schlaf bewegen. Ferner muss unter
Sedierungsbedingungen eine erhohte Aspirationsgefahr in Rechnung gestellt

werden.

Diesen Schwierigkeiten geht man mit der PD-Messung an der Rektumschleimhaut
aus dem Wege. Sie konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals etabliert werden.
Voraussetzung war, dass der transepitheliale Salztransport in gleicher Weise
funktioniert wie am respiratorischen Epithel. Da PD-Messungen bereits seit einiger
Zeit erfolgreich in vitro am Darmbiopsat praktiziert werden [10, 71, 83, 120], konnte
davon ausgegangen werden, dass diese Vorbedingung erfullt war.

Die hier vorgelegten Ergebnisse bestatigen die Erwartungen: Zwar lagen die rektalen
Ausgangswerte sowohl bei den CF-Patienten als auch bei gesunden Probanden
etwas niedriger als die zeitnah erhobenen nasalen PD-Werte (Tab. 3.14). Ein
statistisch signifikanter Unterschied liel3 sich jedoch nicht ermitteln. Dies traf auch fur
die Reaktion der PD auf Amilorid zu.

Ausschlaggebendes Kriterium fur die Beurteilung der diagnostischen Wertigkeit der
rektalen PD-Messung ist die Repolarisation nach Superfusion eines Beta-
Adrenergikums. Bei den meisten gesunden Probanden zeigte sich sowohl nasal als
auch rektal der postulierte Wiederanstieg der PD-Werte von mindestens 50%. Bei
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einem Probanden fiel der PD-Anstieg mit 45,8 % zu niedrig aus (Tab. 3.12). Hierfur
konnte eine milde Entziindung des Darmepithels verantwortlich gemacht werden [63,
80, 84], die bei makroskopischer Betrachtung Ubersehen werden kann. Bei den CF-
Patienten gab es andererseits mit einer Zunahme der PD um 26,7 % einen erhdhten
PD-Anstieg, der auf eine Restaktivitat der CFTR-abhangiger Chloridkanale schlie3en
lield.

Nur ein CF-Patient, stellte sich sowohl fir die nasale als auch die rektale Messung
zur Verfugung. Hier fehlte erwartungsgemall die positive Reaktion auf das R-
Sympathomimetikum.

Damit liel3 sich nachweisen, dass die Aktivierung CFTR-abhangiger Chloridkanale
durch Salbutamol auch bei der rektalen Messung gewahrleistet war und die
diagnostische Sicherheit bei der Abgrenzung der Probanden ohne und mit CF

gewahrt war.

Bei den beobachteten Divergenzen zwischen den Ergebnissen rektaler und nasaler
PD-Messung durften vor allem die unterschiedlichen Epithelien eine Rolle spielen.
Wahrend sich unter der Concha nasalis inferior respiratorisches Epithel, also
Flimmerepithel findet, ist das Rektum cranial mit Schleimhaut und caudal mit dem
Anoderm, also einem Plattenepithel ohne Hautanhangsgebilde, ausgestattet.
Insgesamt sind die Epithelien aber nach einem einheitlichen Struktur- und
Funktionsprinzip aufgebaut, so dass die Durchfiuhrung der PD-Messung an beiden

Epithelien grundsatzlich moglich ist [101].

BemuUhungen anderer Arbeitsgruppen, am Darmepithel Messungen in vivo am
Menschen durchzufuhren, waren bisher fehlgeschlagen [85, 116]. Lediglich bei
Mausen gab es erste erfolgreiche Messungen, die aber nicht weiter verfolgt wurden
[129].

Auf eine Sedierung kann bei der rektalen Messung bei neugeborenen Sauglingen oft
verzichtet werden. Falls sie sich als notwendig erweist, ist sie — wie die Ableitung
eines EEGs bei Sauglingen — aus diagnostischen Grunden gerechtfertigt, zumal man
sich mit einer milden Dosis begnligen kann. Ein besonderer Vorteil der rektalen PD-

Messung liegt darin, dass ein Aspirationsrisiko entfallt.
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Allerdings ist ein vorheriges Abfuhren des Darminhalts obligatorisch. Ferner sollte
gewahrleistet sein, dass der Darm nicht entzindet ist [63, 80, 84]. Andernfalls muss
mit einem unzureichenden PD-Anstieg nach Applikation eines 3-Sympathomime-
tikums gerechnet werden, wie er bei einem gesunden Probanden zu beobachten

war.

4.7. Schlussfolgerungen und Ausblick

Es lasst sich folgendes Reslimee ziehen:

Die angestrebten Modifikationen der PD-Messung mittels Superfusion wurden
erfolgreich realisiert. Es lieR sich zeigen, dass das international fur die
Asthmatherapie zugelassene Salbutamol gut fur die Stimulation der CFTR-
abhangigen Chloridkanale geeignet ist und bei der PD-Messung kunftig anstelle des
sonst Ublichen Isoproterenols ohne EinbulRe an diagnostischer Sicherheit eingesetzt
werden kann. Auch der Verzicht auf eine gesonderte Testung der alternativen
Chloridkanale mittels chloridfreier Losung war ohne Beeintrachtigung der klinischen
Diagnostik moglich.

Damit wurde eine bedeutsame organisatorische Erleichterung und eine spurbare
zeitliche Entlastung bei der klinischen Diagnostik realisiert, die vor allem bei Kindern
im Vorschulalter hilfreich ist.

Der wichtigste Schritt war die Etablierung der rektalen PD-Messung, die erstmals die
Durchfihrung der differenzierten PD-Messung in Verbindung mit der Superfusion der
verschiedenen Pharmaka im Sauglingsalter ermdglicht. Der noch ausstehende
direkte Vergleich der nasalen und der rektalen Messung bei denselben Probanden ist
inzwischen gelungen [106], so dass eine letzte Unsicherheit aus dem Weg geraumt
ist. Auch im klinischen Alltag hat sich die rektale PD-Messung bei Sauglingen
inzwischen bewahrt [105].

Sensitivitat und Spezifitdt missen allerdings noch genauer als bisher bestimmt
werden. Dazu ware es wichtig, Ergebnisse der rektalen PD-Messung mit denjenigen
zu vergleichen, die in-vitro mit der bereits bewadhrten Kurzschlussstrommessung am
Darmbiopsat ermittelt werden [10, 71, 83, 120]. Die Vorbereitungen zu dieser sehr

aufwandigen Studie sind zur Zeit im Gange.

Trotz aller Verbesserungen haben sich die Hoffnungen, der PD-Messung den Weg
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fur eine breitere Anwendung zu ebnen, bisher nicht erfullt, da nur wenige
Arbeitsgruppen in der Lage sind, kontinuierlich das Personal fur diese spezielle
Diagnostik vorzuhalten. Modifikationen, die mit weiterer wesentlicher Vereinfachung

einhergehen, sind daher dringend zu postulieren.

Angesichts der eingangs beschriebenen Fortschritte in der Mukoviszidose-Therapie
ist eine frihzeitige Diagnosestellung zur weiteren Verbesserung der Prognose von
grofl3er Bedeutung [77]. Von besonderem Interesse im Hinblick auf die Prognose ist
die Klarung der Frage, welche Patienten Uber eine ausreichende Restfunktion der
CFTR-abhangigen Chloridkanale verfligen [122].

Die bisher diskutierten therapeutischen Optionen einer nachhaltigen Aktivierung des
transepithelialen Chloridtransports und/oder durch Natrium-Kanal-Blockade [8, 26,
51, 56, 65, 73, 74, 80, 82, 85, 111, 131] mussen konsequent voran getrieben
werden, damit der Progredienz des Krankheitsgeschehens mittelfristig Einhalt

geboten werden kann.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund

Die Messung der transepithelialen Potenzialdifferenz (PD) hat einen hohen
Stellenwert in der CF-Diagnostik und -Forschung, wird aber bisher nur an einigen
wenigen CF-Zentren in Deutschland durchgefuhrt. Ziel der vorliegenden Arbeit war
es, dieses elektrophysiologische Messverfahren durch Modifikationen der Methodik
anderen Arbeitsgruppen leichter zuganglich zu machen und die Altersgrenze zu
senken:

Es sollte gepruft werden, ob das international als Asthma-Medikament zugelassene
Beta-2-Mimetikum Salbutamol anstelle des Ublicherweise verwendeten Isoproterenol,
das fur die in-vivo-Anwendung am Menschen nicht zugelassen ist, ohne
Wirkungseinbulle bezuglich der Stimulation von CFTR-abhangigen Chloridkanalen
eingesetzt werden kann. Ferner stellte sich die Frage, ob die Aktivierung alternativer
Chlorionenkanéle im Rahmen der Diagnostik entbehrlich ist. SchlieRlich war die
Frage, ob verlassliche PD-Bestimmungen nicht nur an der nasalen Mucosa, sondern
auch in der Ampulla recti moglich sind, zumal sowohl im respiratorischen als auch im

Rektum-Epithel CFTR in der apikalen Membran nachweisbar ist.

Methodik

Zur Prufung des Chloridkanal-stimulierenden Effekts von Salbutamol wurde in
randomisierter Reihenfolge bei 25 Probanden ohne CF und bei 13 CF-Patienten im
Alter von 14 bis 36 Jahren die Repolarisation der PD nach vorheriger Superfusion mit
Amilorid und chlorfreier Losung durch Superfusion mit Isoproterenol und Salbutamol
gemessen.

Zur Klarung der Frage, ob die Stimulation alternativer Chlorionenkanale im Rahmen
der Diagnostik entbehrlich ist, wurde bei 23 gesunden Probanden und 19 CF-
Patienten im Alter von 8 bis 53 Jahren die PD-Messung (nach Amilorid und
Salbutamol) mit oder ohne vorherige Applikation chloridfreier Losung durchgefuhrt.
An 56 gesunden Probanden und 12 CF-Patienten im Alter von 1 Monat bis 62 Jahren
wurden mit Hilfe eines Otoskops fur Pferde mit sonst gleichartigem Vorgehen die PD-
Messung an der rektalen Schleimhaut durchgefihrt, nachdem die Probanden zuvor

mittels eines Miniklistiers oder eines Klysmas abgeflhrt worden waren; Sauglinge
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und Kleinkinder wurden bei Bedarf mit Esketamin / mit Chloralhydrat mild sediert.

Ergebnisse

Der prozentuale Wiederanstieg der PD nach Applikation von Isoproterenol bzw.
Salbutamol wies keine signifikanten Unterschiede auf. Die Repolarisation der
Potenzialdifferenz nach Gabe beider Beta-2-Mimetika korrelierte signifikant (r= 0,86,
p<0,01).

Bei Verzicht auf chloridfreie Losung, und somit fehlender Aktivierung der
calciumabhangigen alternativen Chloridkanale, zeigte sich eine Repolarisation der
PD nach Superfusion eines Beta-2-Mimetikums in der gleichen GroRRenordnung
unabhangig von der vorherigen Gabe einer chloridfreien Losung. Der prozentuale
Wiederanstieg der PD mit Superfusion chloridfreier Losung korrelierte eng mit
demjenigen ohne vorherige Aktivierung der alternativen Chloridkanale (r = 0,87; p <
0,001). Mit beiden Methoden war eine eindeutige Trennung zwischen einer
Chlorionentransportstérung bei CF und einer regelrechten Funktion der CFTR*-
abhangigen Chloridkanale bei gesunden Probanden zu beobachten.

Bei der rektalen PD-Messung zeigten sowohl die Basalwerte als auch die
Potenzialdifferenzwerte nach Gabe von Amilorid keine wesentlichen Unterschiede im
Vergleich zu den Werten der nasalen PD-Messung.

Die Differenzierung zwischen einer regelrechten Chloridsekretion bei Gesunden und
einer defekten Chloridsekretion bei CF-Patienten war bei rektaler und nasaler PD-
Messung gleichwertig. Der mediane Wiederanstieg der PD betrug bei den Gesunden
nach Verabreichung von Salbutamol rektal 90,5 %, nasal 100,0 %, bei CF-Patienten
rektal 0,0 %, nasal -4,2 %.

Fazit

Der Nachweis, dass Salbutamol dem Isoproterenol hinsichtlich der Aktivierung der
CFTR*-abhangigen Chloridkanale ebenbdrtig ist, fuhrt zu einer wesentlichen
organisatorischen Erleichterung bei der Durchfuhrung der PD-Messung.

Eine weitere Vereinfachung der PD-Messung ist durch den Verzicht auf gesonderte

‘CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
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Testung mit chloridfreier Losung mdglich. Es stellte sich heraus, dass durch diese
Modifikation die diagnostische Aussagekraft der Potenzialdifferenzmessung nicht
reduziert wird. In der Routine-Diagnostik bedeutet dies eine Zeitersparnis von 6-7
Minuten. Dadurch wird die Anwendung der Superfusionsmethode bei jlingeren
Kindern (ab einem Alter von 5-6 Jahren) erleichtert.

Eine weitere Senkung der Altersgrenze wurde durch die Einfihrung der rektalen PD-
Messung erreicht. Diese ist als besonderer Fortschritt anzusehen, da sich damit auch

im Sauglingsalter die CF-Diagnostik optimieren Iasst
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Summary

Background

Measuring the potential-difference (PD) has become more and more important in the
diagnostic and the research of CF, but it is only done in few CF centres in Germany.
The aim of this research paper is to make this kind of electro-physical measurement
more popular and accessible for other research groups.

Aim of this study was to test if isoproterenol can be replaced by salbutamol without
losing the effect of stimulating the CFTR*-dependent chloride-canals. Isoproterenol is
not approved for in-vivo application in human beings.

Furthermore, it was of utmost interest whether omitting the chloride-free solution,
which stimulates alternative chloride-canals, would reduce the results of PD
measurement.

Finally, the question had to be answered if rectal measurement of PD would be
possible, because CFTR*-canals are found in both the respiratory and rectal

epithelium.

Methods

To examine the chloride-canal stimulating effect of salbutamol the repolarisation of
the PD under superfusion of salbutamol and isoproterenol after the application of
amiloride and the chloride-free solution was assessed in 25 non-CF controls and 13
CF patients from the age of 14 to 36 years in random order.

To prove that the stimulation of alternative chloride-canals does not play an important
role for the CF diagnostic, measurements of PD were started in 23 healthy persons
and 19 CF patients from the age of 8 to 53 years ( after amiloride and salbutamol )
with and without the application of chloride-free solution.

Rectal measurements of PD were performed using an otoscope for horses in 56 non-
CF controls and 12 CF patients ( age 1 month to 62 years ) after being purged with a
clysma. Infants and very young children were sedated with chloral hydrate before
starting the PD.

Results
The increase in percentage of PD after the application of isoproterenol and

salbutamol revealed no difference. The repolarisation of the PD after the
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administration of both beta-adrenergic drugs showed highly significant positive
correlation (r = 0,86, p<0,01).

Comparison of the PD with and without the application of chloride-free solution
showed a similar increase of PD (correlation, r = 0,87, p<0,01 ) allowing to
differentiate between a defective and a normal function of the CFTR-dependent
chloride-canal with both methods.

Findings of rectal basal PD were in principle not different from nasal measurement.
The range of PD values in CF patients and non-CF controls did not overlap. Median
increase of the PD after superfusion of salbutamol was in healthy persons about 90,5
%, (rectal PD) and 100,0 % (nasal PD), in CF patients 0,0 % and -4,2 %,

respectively.

Conclusion

These findings suggest that there is no difference between the two beta-adrenergic
drugs regarding the stimulation of the CFTR*-dependent chloride-canal, and that
salbutamol can be used without impairing the results of the PD measurement.
Omitting the chloride-free solution the PD measurement is not influenced. So the time
of measurement can be reduced by about 6 to 7 minutes and we are able to use the
method of superfusion also with younger patients (at the age of 5 to 6 years).

The introduction of rectal PD measurement is the most important advance, because
PD measurement now is possible even in infants.

Thus the goal of this thesis, to make the PD-measurement more easy and applicable

to young children was achieved.

* CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
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7
7.1

7.1 Transepitheliale Potenzialdifferenz (PD) vor bzw.

Anhang
Tabellen

nach Amilorid (Ami):

Absolutwerte und prozentuale Anderungen, bezogen auf den Ausgangswert bei

Gesunden (ges.) und Patienten mit CF (CF)

PD (mV)t | PD (mV) PD (mV) PD (mV) Abfall der PD Abfall der PD
n vor Ami, | vor Ami, nach Ami, nach Ami, in % nach Ami, in % nach Ami,
ges. CF ges. CF gesund CF
1. -24 -6 -18 -3 25,00 50,00
2. -33 -40 -17 -17 48,48 57,50
3. -30 -46 -5 -31 83,33 32,61
4, -45 -26 -20 -11 55,56 57,69
5. -40 -28 -18 -12 55,00 57,14
6. -40 -54 -19 -16 52,50 70,37
7. -30 -48 -18 -20 40,00 58,33
8. -22 -70 -9 -24 59,09 65,71
9. -29 -17 -8 -9 72,41 47,06
10. -20 -28 -4 -8 80,00 71,43
11. -27 -33 -11 -12 59,26 63,64
12. -49 -40 -27 -20 44,90 50,00
13. -35 -43 -10 -13 71,43 69,77
14. -34 -39 -12 -3 64,71 92,31
15. -36 -46 -15 -5 58,33 89,13
16. -29 -45 -15 -8 48,28 82,22
17. -28 -41 -13 -18 53,57 56,10
18. -21 -42 -7 -15 66,67 64,29
19. -37 -33 -25 -8 32,43 75,76
20. -25 -40 -14 -16 44,00 60,00
21. -26 -58 -8 -25 69,23 56,90
22, -18 -65 -7 -15 61,11 76,92
23. -23 -56 -10 -12 56,52 78,57
24, -22 -29 -8 -5 63,64 82,76
25. -25 -33 -8 -11 68,00 66,67
26. -20 -28 -10 -8 50,00 71,43
27. -29 -82 -10 -25 65,52 69,51
28. -40 -82 -18 -25 55,00 69,51
29. -30 -60 -13 -18 56,67 70,00
30. -30 -50 -12 -14 60,00 72,00
31. -43 -50 -21 -8 51,16 84,00
32. -30 -74 -22 -12 26,67 83,78
33. -31 -44 -14 -16 54,84 63,64
34. -46 -42 -23 -13 50,00 69,05
35. -31 -50 -17 -5 45,16 90,00
36. -21 -35 -11 -12 47,62 65,71
37. -23 -40 -12 -19 47,83 52,50
38. -18 -47 -11 -10 38,89 78,72
39. -34 -74 -22 -33 35,29 55,41
40. -17 -26 -7 -6 58, 76,92
41, -42 -45 -12 -7 71,43 84,44
42, -26 -61 -5 -27 80,77 55,74
43. -26 -63 -9 -22 65,38 65,08
44, -25 -66 -13 -21 48,00 68,18
45, -15 -28 -8 -8 46,67 71,43
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46. -24 -35 -13 -14 45,83 60,00
47. -22 -28 -6 -12 72,73 57,14
48. -22 -47 -6 -7 72,73 85,11
49. -21 -18 -15 -8 28,57 55,56
50. -25 -58 -7 -18 72,00 68,97
51. -34 -45 -14 -12 58,82 73,33
52. -16 -49 -7 -9 56,25 81,63
53. -40 -40 -22 -10 45,00 75,00
54. -34 -50 -17 -14 50,00 72,00
55. -22 -22 -10 -10 54,55 54,55
56. -31 -18 -19 -10 38,71 44,44
57. -26 -39 -8 -9 69,23 76,92
58. -22 -34 -8 -7 63,64 79,41
59. -20 -33 -6 -14 70,00 57,58
60. -24 -38 -6 -10 75,00 73,68
61. -33 -32 -12 -8 63,64 75,00
62. -35 -25 -12 -9 65,71 64,00
63. -25 -19 -12 -7 52,00 63,16
64. -26 -42 -8 -12 69,23 71,43
65. -34 -60 -15 -21 55,88 65,00
66. -24 -36 -10 -4 58,33 88,89
67. -15 -40 -7 -10 53,33 75,00
68. -44 -42 -11 -10 75,00 76,19
69. -15 -38 -4 -7 73,33 81,58
70. -26 -26 -10 -15 61,54 42,31
71. -24 -25 -7 -8 70,83 68,00
72. -22 -30 -10 -12 54,55 60,00
73. -28 -60 -13 -12 53,57 80,00
74. -13 -44 -5 -11 61,54 75,00
75. -22 -52 -10 -4 54,55 92,31
76. -21 -12 -8 -2 61,90 83,33
77. -18 -57 -6 -26 66,67 54,39
78. -28 -32 -14 -17 50,00 46,88
79. -25 -20 -11 -3 56,00 85,00
80. -44 -32 -22 -8 50,00 75,00
81. -31 -24 -4 -12 87,10 50,00
82. -20 -38 -12 -8 40,00 78,95
83. -19 -37 -11 -15 42,11 59,46
84. -11 -35 -1 -15 90,91 57,14
85. -12 -37 -4 -15 66,67 59,46
86. -19 -55 0 -11 100,00 80,00
87. -32 -60 -13 -15 59,38 75,00
88. -19 -42 -15 -23 21,05 45,24
89. -37 -22 -20 -5 45,95 77,27
90. -47 -20 -28 -7 40,43 65,00
91. -39 -40 -15 -8 61,54 80,00
92. -22 -41 -5 -19 77,27 53,66
93. -25 -16 -9 -3 64,00 81,25
94. -15 -32 -5 -12 66,67 62,50
95. -8 -54 -2 -8 75,00 85,19
96. -15 -38 -7 -19 53,33 50,00
97. -19 -38 -12 -17 36,84 55,26
98. -25 -40 -15 -6 40,00 85,00
99. -22 -35 -8 -11 63,64 68,57
100. -18 -48 -5 -20 72,22 58,33
101. -18 -41 -6 -12 66,67 70,73
102. -32 -46 -10 -28 68,75 39,13
103. -22 -59 -10 -25 54,55 57,63
104. -14 -56 -5 -15 64,29 73,21
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105. -16 -37 -9 -13 43,75 64,86
106. -16 -54 -6 -7 62,50 87,04
107. -16 -35 -7 -8 56,25 77,14
108. -22 -35 -8 -10 63,64 71,43
109. -24 -34 -7 -21 70,83 38,24
110. -20 -30 -6 -14 70,00 53,33
111. -30 -38 -8 -25 73,33 34,21
112. -21 -58 -6 -10 71,43 82,76
113. -23 -38 -6 -21 73,91 44,74
114. -23 -51 -5 -9 78,26 82,35
115. -23 -43 -4 -16 82,61 62,79
116. -14 -33 -5 -12 64,29 63,64
117. -29 -12 -9 -1 68,97 91,67
118. -24 -37 -5 -10 79,17 72,97
119. -17 -38 -4 -20 76,47 47,37
120. -15 -76 -4 -38 73,33 50,00
121. -22 -30 -8 -15 63,64 50,00
122. -23 -32 -11 -16 52,17 50,00
123. -17 -44 -4 -15 76,47 65,91
124. -27 -23 -12 -7 55,56 69,57
125. -26 -46 -8 -18 69,23 60,87
126. -19 -33 -13 -23 31,58 30,30
127. -12 -23 -7 -9 41,67 60,87
128. -12 -33 -7 -9 41,67 72,73
129. -8 -23 -3 -9 62,50 60,87
130. -34 -35 -4 -16 88,24 54,29
131. -32 -46 -17 -24 46,88 47,83
132. -18 -50 -7 -11 61,11 78,00
133. -13 -4 69,23
134. -16 -12 25,00
135. -30 -7 76,67
136. -12 -3 75,00
137. -25 -4 84,00
138. -16 -3 81,25
139. -17 -9 47,06
140. -12 -4 66,67
141. -24 -18 25,00
142. -32 -15 53,13
143. -14 -4 71,43
144. -10 -4 60,00
145. -40 -14 65,00
146. -38 -10 73,68
147. -18 -4 77,78
148. -27 -10 62,96
149. -23 -12 47,83
150. -17 -6 64,71
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Tab. 7.2: Absolutwerte und prozentuale Anderungen der rektalen PD (bezogen auf den
Ausgangswert) nach Superfusion von Amilorid bei 12 CF-Patienten und 56 gesunden
Probanden

n Abfall der Abfall der Abfall der Abfall der
rektalen PD rektalen PD rektalen PD rektalen PD
nach Amilorid nach Amilorid nach Amilorid nach Amilorid
(mV), (%), (mV), (%),
Gesund Gesund CF CF

1. 35 140,0 8 50,0

2. 11 34,4 27 108,0

3. 11 440 23 127,8

4. 12 37,0 69 87,3

5. 15 50,0 14 107,7

6. 6 30,0 20 180,0

7. 11 29,0 14 127,3

8. 18 64,3 49 84,5

9. 29 85,3 28 133,3

10. 19 46,3 32 47,8

11. 12 48,0 12 60,0

12. 6 429 15 75,0

13. 12 34,3

14. 6 17,7

15. 20 57,1

16. 12 34,3

17. 24 77,4

18. 24 75,0

19. 22 71,0

20. 21 70,0

21. 11 50,0

22. 35 140,0

23. 41 102,5

24. 10 23,8

25. 14 31,8

26. 36 70,6

27. 33 86,8

28. 30 66,7

29. 13 39,4

30. 21 47,7

31. 18 32,7

32. 19 48,7

33. 26 83,9

34. 10 20,4

35. 22 56,4

36. 25 73,5

37. 7 116,7

38. 13 108,3

39. 20 62,5

40. 16 38,1

41. 18 81,8

42. 12 429

43. 12 429

44. 22 449
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45. 10 66,7
46. 10 23,8
47. 21 56,8
48. 17 37,8
49. 13 39,4
50. 12 70,6
51. 10 33,3
52. 7 25,9
53. 12 44,4
54. 8 100,0
55. 11 50,0
56. 7 21,9
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Tab. 7.3: Absolutwerte und prozentuale Anderungen der rektalen PD (bezogen auf die
Differenz zwischen Ausgangswert und Messwert nach Amilorid-Applikation) nach

Superfusion von Salbutamol

n

Anstieg (mV)

Anstieg (%) der

Anstieg (mV)

Anstieg (%) der

der rektalen PD |rektalen PD der rektalen PD |rektalen PD
nach nach nach nach
Salbutamol, Salbutamol, Salbutamol, Salbutamol,
Gesund Gesund CF CF

1. 18 51,4 -3 -37,5

2. 7 63,6 -7 -25,9

3. 7 63,6 -4 -17.,4

4. 8 66,7 -8 -11,6

5. 10 66,7 0 0,0

6. 4 66,7 0 0,0

7. 8 72,7 0 0,0

8. 14 77,8 1 2,0

9. 23 79,3 3 10,7

10. 16 84,2 5 15,6

11. 11 91,7 2 16,7

12. 6 100,0 4 26,7

183. 12 100,0

14. 7 116,7

15. 26 130,0

16. 22 183,3

17. 11 45,8

18. 12 50,0

19. 11 50,0

20. 11 52,4

21. 6 54,5

22. 20 57,1

23. 25 61,0

24. 7 70,0

25. 10 71,4

26. 26 72,2

27. 25 75,8

28. 23 76,7

29. 10 76,9

30. 17 81,0

31. 15 83,3

32. 16 84,2

33. 23 88,5

34. 9 90,0

35. 20 90,9

36. 23 92,0

37. 7 100,0

38. 13 100,0

39. 20 100,0

40. 16 100,0

41. 19 105,6

42. 13 108,3

43. 13 108,3

44. 24 109,1

45, 12 120,0
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46. 12 120,0
47. 26 123,8
48. 22 129,4
49. 17 130,8
50. 16 133,3
51. 15 150,0
52. 11 157,1
53. 20 166,7
54. 16 200,0
55. 29 263,6
56. 21 300,0
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7.2 Lebenslauf
Personliche Daten:
Name:

Geburtstag:
Geburtsort:

Eltern:

Konfession:

Familienstand:

Schulische Ausbildung:
1982-1986
1986-1995
Juni 1995

Wiebke Elisabeth Marie Bergmann, geb. Moerkerk
10.10.1975

Bunde

Adrianus Moerkerk

Elke Moerkerk, geb. Brandmeier

evangelisch

verheiratet

Besuch der Grundschule Sudlengern-Dorf
Besuch des Gymnasiums am Markt in Bunde

Erlangen der Allgemeinen Hochschulreife

Universitare Ausbildung und Prufungen:

1995-2001

2001-2002

September 1997
August 1998
April 2001

Mai 2002

Beruflicher Werdegang:
Juli 2002

Januar 2004

November 2007

Studium der Humanmedizin an der Justus-Liebig-
Universitat in GieRen bis zum 2. Abschnitt der Arztlichen
Prufung

Praktisches Jahr im Klinikum Kreis Herford,
Lehrkrankenhaus der Westfalischen Wilhelmsuniversitat
Munster

Arztliche Vorpriifung

Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung

Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Arztin im Praktikum in der Kinder- und Jugend-Klinik des
Klinikums Kreis Herford
Assistenzarztin in der Kinder- und Jugend-Klinik des

Klinikums Kreis Herford

Absolvieren der Facharztprifung zur Kinder — und

Jugendarztin vor der Arztekammer Westfalen-Lippe
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