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Abstrakt (Deutsch)

Einfiihrung: Der Zystischen Fibrose (CF) liegen Mutationen im Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR) Gen zu Grunde, welche zur Fehlfunktion des CFTR-
Chloridkanals flihren. Die Diagnosestellung ist schwierig, wenn die klinische Relevanz seltener
Genvarianten unklar ist oder Goldstandard-Schweilltestwerte (ST) 1im diagnostischen
Intermedidrbereich liegen. Mit nasaler Potentialdifferenzmessung (NPD) und intestinaler
Kurzschlussstrommessung (ICM) kann die CFTR-Funktion zur Diagnostik und Effektevaluation
von CFTR-Modulatoren individuell charakterisiert werden.
Ziele:
1. Ermittlung der diagnostischen Relevanz der NPD-/ICM-Biomarker (nach Standard
Operating Procedures (SOPs) der European Cystic Fibrosis Society (ECFS)) im
Verleich zum Goldstandard ST
1.a) zur Differenzierung zwischen CF/Kontrollen (Non-CF).
1.b) zur Differenzierung zwischen pankreasinsuffizienten (PI-CF)/pankreassuffizienten
CF-Patienten (PS-CF).
2. Beschreibung des funktionalen Zusammenhangs zwischen NPD-/ICM-Biomarkern
mit dem ST.
3. Neue Klasseneinteilung der Probanden in ,,natiirliche” Gruppen (SOM-Klassen) nach
Ahnlichkeiten beziiglich der CFTR-Biomarker. Vergleich der SOM-Klassen mit den
Klassen PI-CF/PS-CF/Non-CF.
4.  Externe Validierung der Berliner ICM-Ergebnisse.
5. Evaluation des Effektes des CFTR-Potentiators Ivacaftor bei vier Patienten mit der

G551D-Genmutation.

Methodik:

ST, NPD und ICM wurden bei 51 Berliner Probanden (Non-CF, PS-CF, PI-CF) entsprechend
aktueller ECFS SOPs durchgefiihrt. Externe Validierung der Berliner ICM-Daten durch ICM-
Messungen an zwei weiteren Zentren (57 Probanden). Kurz-, mittel- und langfristige
Behandlungseffekte sowie die Pharmakokinetik von Ivacaftor wurden bei vier G551D-Patienten
durch wiederholte CFTR-Funktionsanalysen bestimmt. Data-Mining Verfahren lieferten SOM-

Klassen.
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Ergebnisse: Organspezifische ECFS Referenz-/Cutoff-Werte wurden fiir ST/NPD/ICM erhoben.
Mit dem ST, verschiedenen NPD- sowie ICM-Parametern konnte exzellent zwischen CF und
Non-CF diskriminiert werden (area under the curve AUC > 0,95) mit folgenden signifikanten
Cutoff-Werten: ST 46,5 mmol/l; Wilschanski Score 0,5; Derichs Score 36,7 pA/cm?; Carbachol
pre Washout 8,3 pA/cm?; p<0,001. Eine >90%-ige Klassifikation zwischen PI-CF und PS-CF
war mit ST/NPD/ICM nur multivariat (nicht univariat) moglich (Mulilayer-Perceptron, SOMs,
logistische Regression, CART). SOMs zerlegten die Probanden in fiinf jeweils homogene
Untergruppen (2 Non-CF, 2 PI-CF, 1 PS-CF).

Die externe ICM-Validierung zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen Zentrum 1 und 2,
allerdings hochsignifikante Unterschiede zu Zentrum 3. Eine schnellere Ussingkammer-
Gasflussgeschwindigkeit in Zentrum 3 flihrte zu quantitativ hoheren, qualitativ aber
vergleichbaren Is.-Werten.

Erste Behandlungsversuche mit Ivacaftor bei G551D-Patienten deuteten auf organspezifische
Verdnderungen hin: mit ST/ICM verbesserte sich die CFTR-Funktion im Verlauf individuell; die

NPD-Verianderungen waren inkonsistent.

Schlussfolgerung: ST, NPD und ICM sind sehr gut zum Ausschluss von CF geeignet.

Die erste externe ICM-Validierung unterstiitzt die weitere Etablierung des Biomarkers in der
Diagnostik und Therapieentwicklung.

Fiir zukiinftige klinische Langzeitstudien zu CFTR-Modulatoren erscheint die kombinierte
CFTR-Funktionsanalyse der Biomarker (besonders ST und ICM) und Korrelation dieser
Biomarker mit  Surrogatparametern auf Grund organspezifisch  unterschiedlicher

Ansprechbarkeiten sinnvoll.
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Abstract (English)

Introduction: Cystic fibrosis (CF) is caused by a defect of the CF transmembrane conductance
regulator (CFTR) gen. Diagnosis can be difficult if clinical relevance of rare mutations is unclear
or diagnostic sweat test (ST) results are incompelling. Nasal potential difference (NPD) and
intestinal current measurement (ICM) can characterize individual CFTR function for diagnostic
purposes and evaluation of CFTR-modulator effects.

Aims:

1. Evaluation of the diagnostic relevance of NPD/ICM biomarkers (using standard
operating procedures (SOPs) of the European Cystic Fibrosis Society (ECFS)) in
contrast to ST for

l.a) differentiation between CF/controls (Non-CF) and

1.b) differentiation between pancreatic insufficiency (PI-CF)/pancreatic sufficiency (PS-

CF).
2. Description of the functional connection between NPD/ICM biomarkers and ST.
3. New classification of individuals in ‘natural’ groups (SOM classes) according to

similarities of CFTR biomarkers. Comparison of SOM classification to the classes PI-

CF/PS-CF/Non-CF.

4. External validation of Berlin ICM results.
5. Evaluation of effects of the CFTR potentiator Ivacaftor in patients with the G551D-
mutation.

Methods: ST/NPD/ICM were conducted in 51 individuals (Non-CF, PS-CF, PI-CF). For
external validation Berlin ICM data were compared to results of 57 individuals from two other
centers. Short-, intermediate- and long-term effects and pharmacocinetics of Ivacaftor were
evaluated in four GS551D-patients by repeated CFTR functional analyses. Data-mining

techniques delivered SOM classes.

Results: ECFS reference/cutoff values for ST, NPD and ICM were determined. ST and different
NPD/ICM parameters were able to discriminate excellently between CF and Non-CF (area under
the curve AUC > 0.95) and provided significant diagnostic cutoff values (ST 46.5 mmol/l;
Wilschanski Score 0.5; Derichs Score 36.7 pA/cm?; Carbachol pre washout 8.3 pA/cm?;
p<0.001). > 90% classification between PI-CF/PS-CF by ST/NPD/ICM was possible in

12



multivariate (not univariate) settings (multi-layer perceptrons, SOMs). SOMs discovered five
subgroups (2 non-CF, 2 PI-CF, 1 PS-CF).

External ICM validation showed no significant differences between center 1 and 2 but
significant differences to center 3. Higher ussing chambers gas-flow rates in center 3 caused
quantitatively different but qualitatively comparable ICM values.

Ivacaftor therapy in G551D patients indicated organ-specific differences: CFTR function

evaluated by ST/ ICM was improved individually; changes in NPD were inconsistent.

Conclusion: ST, NPD and ICM are suitable to exclude CF.

Our first external ICM validation supports a further establishment of ICM for diagnosis and
therapy development.

For further long-term clinical trials on CFTR modulators combined CFTR functional analyses of
these biomarkers (especially ST and ICM) and their correlation to surrogate parameters seem

reasonable because of organ-specific different responsivenesses.
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1. Einleitung und Fragestellung

1.1. Grundlegende Informationen zur Zystischen Fibrose (CF)

Zystische Fibrose (engl. cystic fibrosis, CF), auch Mukoviszidose genannt, ist die hiufigste
genetische Stoffwechselerkrankung mit autosomal rezessivem Erbgang. Sie tritt in Europa mit
einer Pravalenz von 0,74/10.000 (1) bei ca. 1:2000-3000 Neugeborenen und in den USA mit
einer Haufigkeit von etwa 1:3500 auf (2). Weltweit gibt es zwischen 70.000 und 100.000 CF-
Patienten, wobei in Deutschland ca. 8000 Menschen bei ausgewogenem Geschlechterverhiltnis
(2016; 51.8% Manner) betroffen sind (3,4). Damit gehort CF zu den seltenen Erkrankungen
(engl. rare diseases oder orphan diseases) (5) wobei es geographische und ethnische
Schwankungen bei der Héufigkeit von CF und ihrem Mutationsspektrum gibt (4,6-8). CF
entsteht durch Mutationen im Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR)
Gen, was einen beeintrachtigten oder nicht vorhandenen CFTR-Chloridkanal und damit
reduzierten Fliissigkeits- und Ionentransport an der apikalen Membran exokriner Epithelzellen
verursacht (9,10). Die dadurch verdnderte Sekretzusammensetzung fithrt zu einem stark
verdickten Mukus, der die Ausfithrungsgénge der Driisen verstopft und Entziindungen bis hin zu
zystisch-fibrotischen Umwandlungen der betroffenen Organe zur Folge hat. Zunéchst fiel die
verdnderte Ionenzusammensetzung im Schweill von CF-Patienten auf (11), noch bevor die
zugrunde liegende Chloridabsorptionsstorung entdeckt wurde (12). Als eigenstindiges
Krankheitsbild wurde CF allerdings schon 1938 von Dorothy Hansine Andersen erstmals
umfassend beschrieben (13). Es handelt sich bei ihr um eine fortschreitende
Multiorganerkrankung die v.a. die Atemwege und den Verdauungstrakt mit Leber,
Bauchspeicheldriise und Darm sowie die ménnlichen Reproduktionsorgane betrifft. Neben der
Weiterentwicklung medikamentdser Therapien profitieren CF-Patienten besonders von
Physiotherapie, Sport und hochkalorischer Erndhrung. Das fiihrt insgesamt zu einer deutlich
verbesserten Lebensqualitidt und ldngeren Lebenszeit (14). Dennoch steht am Ende hdufig nur
noch eine Lungen- oder auch Lebertransplantation als letzte Therapiemoglichkeit zur Verfiigung.
Die Lebenserwartung liegt derzeit etwa bei 40 Jahren (15). Neugeborene mit CF konnen
voraussichtlich ein Alter von etwa 50 Jahren erreichen (16), einige von ihnen sogar das
Rentenalter (17). 2012 wurde das erste Medikament aus der Gruppe der CFTR-Modulatoren, der
CFTR-Potentiator Ivacaftor, fiir bestimmte Genmutationen zugelassen und machte Hoffnung auf
eine neue Ara in der CF-Behandlung (18,19). Eine spezifische Gentherapie existiert bisher noch

nicht (20).
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1.2. Genetik und Mutationsklassen bei CF

CF wird durch Defekte im 1989 entdeckten CFTR-Gen verursacht (21). Damit die autosomal-
rezessive Erbkrankheit ausbrechen kann, werden zwei defekte CF-Gene bendtigt (je eins von
einem Elternteil). Gesunde Anlagetrdger mit nur einem betroffenen Gen werden als
Merkmalstrager bezeichnet — in Deutschland sind dies etwa 4% der Bevolkerung. Die
Wabhrscheinlichkeit, dass zwei Anlagetrager ein Kind mit CF bekommen, liegt bei 25% (2,22).
Da auch zwei verschiedene Mutationen im CFTR-Gen zur Auspragung der Mukovizidose fithren
konnen, wird der Erbgang als compound-heterozygot bezeichnet.

Das betroffene Gen befindet sich auf dem langen Arm von Chromosom 7 an Position q31.2
(23,24). Das CFTR-Protein ist das Translationsprodukt, welches aus 1480 Aminoséduren besteht.
CFTR wirkt vor allem als cAMP-regulierter Chloridkanal an apikalen Membranen des Epithels
sekretorischer Driisen (25,26). Neben dem Chloridtransport wirkt der CFTR-Kanal auch am
Transport von Bikarbonat mit (27), ist an der Regulation des epithelialen Natriumkanals (ENaC)
und alternativer Chloridkanile (CaCC) (26) beteiligt und beeinflusst den pH-Wert (28) wie auch
den Fliissigkeitshaushalt des Extrazelluldrraums (29,30). Funktionell gehort das CFTR-Protein
zur Gruppe der ABC-Transporter (ABC: ATP-binding cassette) und besteht aus zwei
nukleotidbindenden Doménen (NBF1 und NBF2), einer regulatorischen Doméne (R) und zwei
transmembranbindenden Doménen (TMD1 und TMD?2), die die Kanalpore bilden (25,31,32). In
ihrer Gesamtheit sind diese fiinf Dominen am Offnungs- und SchlieBvorgang, dem sogenannten
Gating, beteiligt (33—35). Phosphorylierung der R-Doméne mittels Proteinkinase A und Bindung
von ATP an die NBF bewirken dabei die Offnung des CFTR-Kanals (36). Unter ATP-Verbrauch
dissoziieren die NBF und die Kanalpore schlief3t sich wieder (33,37).

Mittlerweile wurden iiber 1900 verschiedene CFTR-Mutationen beschrieben, wobei abgesehen
von der am weitesten verbreiteten AF508-Mutation nur vier andere Mutationen eine Frequenz
von tiber 0,1% (G551D, W1282X, G542X and N1303K) und damit eine weltweite Priavalenz
von etwa 1-3% aufweisen (35). Die klinische Relevanz vieler seltener genetischer Varianten ist
dabei noch unklar (38—41). Die hédufigste Mutation ist bekanntermallen AF508 mit einer
Allelfrequenz von etwa 90% (42). Bei ihr fehlt im Exon 10 an der Stelle 508 aufgrund einer
Deletion von 3 Basenpaaren die Aminoséure Phenylalanin. AF508, welche den GroBteil aller
Mutationen ausmacht, gehort zu den Klasse-II-Mutationen von insgesamt 6 Mutationsklassen.
Die verschiedenen Klassen richten sich nach der Art des Gendefekts, wobei die einzelnen
Schritte der Proteinsynthese ausgehend vom CFTR-Gen betroffen sein konnen: die Transkription

von der DNA in mRNA, die Translation der mRNA in Proteine mittels Aminosiuren, die
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Faltung der Proteine im endoplasmatischen Retikulum, die Modifikation im Golgi Apparat, der
Transport (,,Trafficking®) des Kanals bis hin zur Expression an der Zelloberfliche sowie seine
Gating-Funktion (43) (vgl. Tab. 1). Bei den Mutationen der Klasse I kommt es durch Nonsense-
und Frameshift-Mutationen oder durch Fehler beim Spleifien der mRNA zu so schwerwiegenden
Synthesestorungen, dass kein CFTR produziert werden kann (44). Die Translation instabiler
mRNA-Molekiile kann durch vorzeitige Stopcodons beendet werden (45). Bei der Klasse II
betrifft der Defekt die Faltung oder Reifung des Proteins. Bei AF508 werden fehlerhaft gefaltete
Proteine durch Wegfall einer Aminosdure hergestellt, die nicht in die Zellmembran eingebaut,
sondern vorzeitig entsorgt werden (37). Die Klasse-III-Mutationen zeichnen sich durch eine
reduzierte Offnungswahrscheinlichkeit des CFTR-Proteins durch ineffektive Nukleotidbindung
aus, die Aktivierbarkeit der Kanile ist somit eingeschrinkt (46). Genvarianten wie G551D
werden auch als Gating-Mutationen bezeichnet. Bei Klasse IV ist die Leitfahigkeit fir
Chloridionen am CFTR-Kanal verringert (47). Diese Mutationen fiihren zu milderen Phianotypen
durch CFTR-Restfunktion. Eine geringe Anzahl funktionsfahiger CFTR-Kanile sind bei Klasse-
V-Mutationen vor allem durch Defekte bei der Regulation der Transkription im Promotor
bedingt (48). Instabile Kandle an der Zelloberfliche haben bei der erst kiirzlich
hinzugekommenen Klasse VI eine verkiirzte Insertionszeit (41). Klasse-III- und -IV-Mutationen
verringern also kurz gesagt die Funktionsfdhigkeit des CFTR-Kanals, wohingegen bei den
anderen Mutationsklassen weniger CFTR in die Zellmembran eingebaut wird. Der CFTR-
vermittelte Chloridtransport nimmt mit steigender Zahl der Klasse zu (35). So verursachen
Mutationsformen der Klassen I bis III eine exokrine Pankreasinsuffizienz (PI), Patienten mit
milderen Gendefekten der {iibrigen Mutationsklassen hingegen sind in ihrer exokrinen
Pankreasfunktion lediglich etwas eingeschriankt (pankreassuffizient: PS) (40). In den letzten
Jahren wurde verstarkt zu CFTR-Modulatoren geforscht, die an den verschiedenen Stellen in der
Zelle ansetzen (siche Kapitel 1.6.2. CFTR-Modulatoren). Das Mutations-Klassifikationsmodell
ist dennoch eine Vereinfachung, viele Mutationen weisen verschiedene Defekte gleichzeitig auf
(47,49). Bei AF508 ist z.B. neben dem defekten Transport des CFTR-Proteins (Klasse II) auch
die Offnungswahrscheinlichkeit von CFTR eingeschrinkt (Klasse III) und die
Oberfldchenstabilitit des Proteins an der Zelle vermindert (Klasse VI) (50).

Neben Daten zum Zusammenhang von Mutationsklassen mit der klinischen Ausprigung gibt es
Untersuchungen zum Phénotyp und der entsprechenden CFTR-Funktion (29,30,47,49). Rowe
und Mitarbeiter gingen davon aus, dass gesunde Menschen 100% CFTR-Aktivitdt aufweisen,
gesunde Triger einer schweren Mutation somit etwa 50% Restfunktion. Korrelationen des

Chloridgehalts im Schweifl mit Expressionsraten des CFTR-Proteins fiihrten zu der Annahme
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von etwa 10% CFTR-Restfunktion bei PS-CF und von keiner oder minimaler Restfunktion bei
PI-CF (35,51). Bei Patienten mit CFTR-assoziierter Erkrankung (CFTR-related disorder, CFTR-
RD) mit milden klinischen Verldufen und isoliertem Befall eines Organsystems ist diese
Einteilung besonders schwierig, im Mittel soll bei ihnen etwa 15-50% CFTR-Aktivitit bestehen
(35,51-53).

Klasse | Defekt Beispiele

I Keine oder gestorte CFTR-Proteinsynthese R353X, G542X, R1162X, W1282X,

1717-1G A
I Fehlerhafte CFTR-Proteinverarbeitung und AF508, N1303K, AI507, R560T,
-reifung N1303K, A455E

III Gestorte Regulation des CFTR-Kanals (Gating) G551D, G5518, R792G, S1255P

Eingeschrinkte Chloridleitfahigkeit des CFTR-

IV Kanals

R117H, R334W, R347P

3849+10kbC>T, 2789+5G>A,

AV Reduzierte Synthese von intaktem CFTR-Protein 3072-26A>G

VI Vermehrtf':‘r Abbau des CFTR-Kanals an der 4326deITC, Q1412X, 4279insA
Zelloberflache

Tab. 1: Kategorien von CFTR-Mutationsklassen (modifiziert nach (29,30,47,49)).

Klasse I-, II-, V- und VI-Mutationen verringern die Anzahl funktionaler CFTR-Proteine an der
Zelloberflache. Klasse III- und IV-Mutationen reduzieren dagegen die Funktion des CFTR-
Proteins. Der CFTR-vermittelte Chloridtransport ist bei Klasse [-Mutationen am geringsten und
nimmt mit jeder Klasse stetig zu, wobei Klasse IV- bis VI-Genvarianten am meisten CFTR-
Funktion aufweisen.

1.3. Pathophysiologie

Da der Ausfall von CFTR das Lungenepithel am gravierendsten betrifft (54), soll im Folgenden
die Pathophysiologie von CF an den Atemwegen und in Abweichung dazu die Pathologie in der
Schweifdriise erldutert werden. Bei gesunden Menschen wird Natrium in den Atemwegen apikal
(also tlber das respiratorische Epithel) vor allem durch den ENaC-Kanal aufgenommen.
Basolateral (interstitiell) wird es durch die Natrium-Kalium-ATPase wieder aus der Zelle
geschleust. Chlorid wird dagegen basolateral iiber den Natrium-Kalium-Chlorid-Transporter
resorbiert und apikal zum einen durch den CFTR-Kanal aus der Zelle sezerniert (29,55) und zum
anderen iiber alternative CaCC (56), die von CFTR mitreguliert werden (vgl. Abb. 1.1). Wasser

folgt dem Chlorid passiv in die Periziliarschicht der Atemwege. Dort sorgen die Zilien und die
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aufgelagerte Mukusschicht als Atemwegsfliissigkeit (engl. Airway Surface Liquid, ASL) durch
Abtransport von Sekret fiir die mukozilidre Clearance (57,58). Bei CF kommt es durch die
Veranderungen von CFTR zu einer geringeren bis eingeschrinkten Chloridsekretion aus der
Zelle (59). Eine daraus resultierende Uberexpression von ENaC fiihrt zur vermehrten Absorption
von Natrium nach intrazellulédr (60,61) (vgl. Abb. 1.2). Weiter ergibt sich osmotisch bedingt ein
vermehrter Wassereinstrom in die Zelle. Bei dieser ,,low volume* Hypothese (62—64) kann die
ausreichende Hydratation der ASL nicht mehr gewéhrleistet werden und die mukozilidre
Clearance kommt zum Erliegen (65,66). Der hochviskdse Schleim akkumuliert und verstopft die
kleinen Atemwege. Fiir Keime, die ihrerseits auch nicht mehr ausreichend abtransportiert
werden konnen, wird so ein optimaler Néhrboden bereitet. So kommt es zu bakteriellen
Exazerbationen, chronischer Entziindung und schlielich zu Bronchiektasen sowie einer
Beeintrachtigung der Lungenfunktion (29,54,67). Im Gegensatz dazu vermuteten Beflirworter
der ,,high salt“ Hypothese eine erhohte Natriumchlorid-Konzentration in der ASL, die durch den
mangelhaften Kochsalztransport des defekten CFTR-Proteins begriindet wurde. Dies soll
wiederum die antimikrobielle Aktivitit von salzsensitiven Defensinen einschrianken (68—70). Die
beiden Hypothesen fithrten zu kontroversen Diskussionen (71-73). Da allerdings in mehreren
Studien eine isotonische ASL nachgewiesen wurde (63,74—77), erscheint die Hypothese zur
Einschrinkung der mechanischen Clearance deutlich wahrscheinlicher (72,78,79).

Die Pathophysiologie der Schweilldriise unterscheidet sich bei CF von den Pathomechanismen in
den Atemwegen. Normalerweise wird vom sekretorischen Driisenanteil eine isotone LOsung
hergestellt, aus der dann durch Riickresorption von Natrium gefolgt von Chlorid im duktalen
Lumen der hypotone Schweill gemacht wird. Da Chlorid durch den defekten CFTR-Kanal bei
CF-Patienten nicht ausreichend reabsorbiert werden kann, bleibt insgesamt mehr Natriumchlorid
intraduktal in den Ausfiihrungsgéngen und prisentiert sich im Schweilltest in einer erhohten

Chloridkonzentration (29,80).

18



Apikal

cr Na* Glk I Na* Na*

INaﬂK'AATPase !

CI K* Na* K* Na*
Basolateral

Abb. 1.1: Vereinfachtes Schema der Transportmechanismen an der Zelloberfliche des
respiratorischen Epithels bei Non-CF (nach (81), mit freundlicher Genehmigung der
Wissenschaftlichen Verlagsgesellschaft Stuttgart).
Uber den ENaC-Kanal erfolgt apikal der groBte Teil der Natriumaufnahme. Natrium wird unter
ATP-Verbrauch iiber die basolaterale Natrium-Kalium-ATPase aus der Zelle geschleust. Uber
den basolateralen Natrium-Kalium-Chlorid-Transporter wird Chlorid resorbiert und dann iiber
CFTR aus der Zelle sezerniert.

Apikal

Basolateral

Abb. 1.2: Vereinfachtes Schema der verinderten Transportmechanismen an der
Zelloberfliiche des respiratorischen Epithels bei zystischer Fibrose (nach (81), mit freundlicher
Genehmigung der Wissenschaftlichen Verlagsgesellschaft Stuttgart).

CFTR-Mutationen fiihren einerseits zu einer verminderten Chloridsekretion aus der Zelle
(CFTR-Dysfunktion). Uber den ENaC-Kanal kommt es andererseits zu einer vermehrten
Absorption von Natrium (ENaC-Hyperaktivitdt). Osmotisch bedingt resultiert daraus ein
vermehrter Wassereinstrom in die Zelle.

Na" Natrium; K" Kalium; CI' Chlorid; Glk Glukose; ATP Adenosintriphosphat; cAMP
zyklisches Adenosinmonophosphat; CFTR ,cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator”; cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat; ENaC epithelialer Natriumkanal, H,O
Wasser.
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1.4. Klinik

Da CF eine Multiorganerkrankung ist, soll zum besseren Verstdndnis an dieser Stelle ein kurzer
Uberblick iiber einige der wichtigsten klinischen Manifestationen gegeben werden (vgl. Tabelle
2). Am stirksten betroffen ist in den allermeisten Féllen die Lunge. Wie schon in Kapitel 1.3. zur
Pathophysiologie beschrieben, kommt es durch eine Volumenreduktion der ASL zur
Einschrinkung der mukozilidren Clearance und damit zur bakteriellen Besiedlung, die
chronische Infektionen und Entziindungsprozesse mit sich bringt. Hier steht der ubiquitir
vorkommende Erreger Pseudomonas aeruginosa an erster Stelle (82). Weitere Keime sind uv.a.
Staphylococcus aureus (83), Haemophilus influenzae (45), Stenotrophomonas maltophilia (84)
und Burkholderia species (85). Dariiber hinaus kann es auch zu einer Kolonisation mit
nichttuberkuldsen Mykobakterien (86) oder Pilzerregern kommen. So sind rund 10% der CF-
Patienten in Deutschland von einer allergischen bronchopulmonalen Aspergillose (ABPA)
betroffen. Der Versuch des Korpers, die Infektion durch Neutrophile zu kontrollieren, fiihrt
wiederum zur Freisetzung von Proteasen und Oxidanzien. Diese konnen ihrerseits zu einer
Schiadigung der Lunge durch Matrixmetalloproteasen und durch Sekretbildung zu einer
vermehrten Obstruktion der Atemwege flihren (87,88). Die chronische Inflammation fiihrt
sukzessive zu strukturellen Lungenverdnderungen wie Bronchiektasien und zu einem
Funktionsverlust des Lungengewebes. Am Ende kommt es durch eine zunehmende obstruktive
aber auch restriktive Ventilationsstorung zu einer respiratorischen Insuffizienz, wodurch die
allermeisten CF-Patienten versterben (20,29,54). Die chronische Hypoxie zeigt sich klinisch
anhand von Trommelschlegelfingern und Uhrglasnégeln. Auch eine pulmonale Hypertonie mit
Rechtsherzinsuffizienz kann sich ldngerfristig auf dem Boden der Lungenveridnderungen
entwickeln (55,89). Die oberen Atemwege konnen in Form von rezidivierenden Sinusitiden und
Nasenpolypen betroffen sein (20).

Am zweithdufigsten ist der Gastrointestinaltrakt betroffen. Bei Neugeborenen ist ein
Mekoniumileus, ein Darmverschluss durch zéhen fetalen Stuhl, hiufig das erste Anzeichen fiir
eine CF. Etwa 90-95% der CF-Patienten sind pankreasinsuffizient. Der Mangel an
pankreatischen Enzymen fithrt zur Malabsorption und zu einem Mangel an fettloslichen
Vitaminen, was eine ausgepriagte Gedeihstorung und Steatorrhoe zur Folge haben kann. Der CF-
assoziierte Diabetes mellitus ensteht bei etwa einem Viertel der erwachsenen CF-Patienten auf
dem Boden eines autodigestiven fibrotischen Umbaus des Pankreas durch das eingedickte
Pankreassekret. Pankreassuffiziente Patienten haben ein erhéhtes Risiko an Pankreatitiden zu

erkranken. Durch eine verdickte Gallenfliissigkeit kann es zu Gallensteinen, Cholestase mit
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rezidivierenden Cholangitiden, bilidrer Zirrhose sowie zur Leberfibrose und Leberzirrhose mit
thren Folgen kommen. Im Darm kann sich auch das sogenannte Distale intestinale
Obstruktionssyndrom (DIOS) manifestieren, was in etwa dem lebensbedrohlichen
Mekoniumileus beim Neugeborenen entspricht. Des Weiteren kann es durch die Koprostase zum
Rektumprolaps, Volvolus oder zur Invagination kommen (20,50,55,90).

Bei Ménnern fiihrt CF in 99% der Fille durch eine obstruktive Azoospermie in Folge einer
kongenitalen bilateralen Aplasie des Vas deferens (CBAVD) zur Infertilitit (91,92). Die
weibliche Fertilitdt ist dagegen deutlich weniger eingeschrinkt, wobei Infertilitdt vermutlich
durch eine Verdickung des zervikalen Sekrets bedingt ist (92,93).

Zum Salzverlustsyndrom kann es bei Fieber oder starkem Schwitzen durch eine verminderte

Reabsorption von Chloridionen iiber die CFTR-Kanéle in der Schweidriise kommen (50).

ORGANSYSTEM Manifestation
SINOPULMONALTRAKT
Lunge/ Atemwege Infektionen & chronische Inflammation

Bronchiektasen, Himoptysen
Obstruktive und restriktive Ventilationsstdrung, respiratorische Insuffizienz
Allergische bronchopulmonale Aspergillose (ABPA)

Nase/ Nebenhohlen Nasenpolypen, chronische Sinusitis

GASTROINTESTINALTRAKT

Pankreas Pankreasinsuffizienz, Pankreatitis bei Pankreassuffizienz
CF-assoziierter Diabetes mellitus
Mangel an fettloslichen Vitaminen

Leber/ Gallengiinge Steatosis hepatis, Leberfibrose & -zirrhose mit portaler Hypertension
Primér sklerosierende Cholangitis, Gallensteine

Magen/ Darm Gastrodsophagealer Reflux
Verstopfung, Distales intestinales Obstruktionssyndrom (DIOS)
Chronisch-entziindliche Darmerkrankung

WEITERE
Reproduktionssystem Mainnliche Infertilitdt: Obstruktive Azoospermie
Eingeschriankte weibliche Fertilitét
Endokrines System Verspitete Pubertit, Oligomenorrhoe
Metabolisches Knochen Syndrom (Osteoporose)
Herz Cor pulmonale, Hypertonie
Niere Chronische Niereninsuffizienz, Nephrolithiasis
Salzverlustsyndrome Dehydratation, metabolische Alkalose (hyponatridmisch, hypochlordmisch)
Psyche Depression, Angste

Tab. 2: Betroffene Organsysteme und klinische Manifestationen bei CF (20,45,50).
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1.5. Diagnostik

Inzwischen gibt es detaillierte diagnostische Algorithmen fiir die CF-Diagnosestellung
(39,52,94-96) (siche Abb. 2). Generell muss zur Feststellung einer CF mindestens ein
diagnostischer Hinweis auf CF vorliegen und eine CFTR-Funktionsstorung nachgewiesen sein
(39,97). Zu den diagnostischen Hinweisen zéhlen (1) ein positives Neugeborenenscreening oder
(2) mindestens ein klinischer Hinweis auf CF oder (3) Geschwister mit etablierter Diagnose
einer CF. Zu den klinischen Hinweisen gehoren dabei Symptome einer chronischen
sinopulmonalen Erkrankung (wie z.B. Husten, pathologische Bildgebung, persistierender
Keimnachweis in Atemwegssekreten), einer gastrointestinalen Manifestation (z.B. mit
Pankreasinsuffizienz, Mekoniumileus, chronischer Lebererkrankung, Dystrophie), sowie das
Salzverlustsyndrom und die obstruktive Azoospermie (Einzelheiten siehe (97)). Eine CFTR-
Funktionsstérung kann durch (1) mindestens zwei unabhéngige Messungen des Chloridgehalts
im Schweifl mit Werten > 60 mmol/l oder (2) dem Nachweis von zwei CF-verursachenden
CFTR-Mutationen oder (3) durch die Ermittlung einer charakteristischen Abweichung der
CFTR-Funktion in der NPD oder der ICM festgestellt werden (52,97).

Besteht eine CFTR-assoziierte Erkrankung (engl. CFTR-related disorder, CFTR-RD) liegen
isoliert entweder eine (1) obstruktive Azoospermie oder (2) eine chronische Pankreatitis oder (3)
disseminierte Bronchiektasien vor. Dariiber hinaus miissen 1-2 CFTR-Mutationen nachgewiesen
werden, die fiir die CFTR-RD beschrieben wurden, oder eine CFTR-Funktionsstérung, welche
nicht im CF-typischen Bereich liegt (Schweilichlorid zwischen 30 und 59 mmol/l in 2
unabhingigen Messungen oder NPD/ICM mit Restfunktion) (98). Die CF-Diagnosekriterien
diirfen dabei nicht vollstindig erfiillt sein, die klinischen Verldufe bei der CFTR-RD sind in den
meisten Féllen milder (52,97).

Am haufigsten filhrt zur CF-Diagnosestellung der klinische Verdacht oder ein positives
Neugeborenenscreening, was in Deutschland zum 1.9.2016 -eingefiihrt wurde (99): die
Konzentrationen der bei CF erhohten pankreatischen Eiweifle immunreaktives Trypsinogen
(IRT) und Pankreatitis-assoziiertes Protein (PAP) werden aus dem Kapillarblut bestimmt. An ein
positives Neugeborenenscreening schlieBt sich eine genetische Untersuchung sowie ein
Schweiltest an, wodurch der Verdacht auf CF dann héufig bestitigt werden kann (100,101).

Der Goldstandard in der Diagnostik ist der Schweil3test, da er eine hohe Sensitivitit 96,5% und
Spezifitdit 99% aufweist (39,95,96,102,103). Weitere Informationen zur Durchfithrung finden
sich im Methodenteil (Kapitel 2.2.). Chloridwerte < 29 mmol/l sprechen fiir einen unauffilligen

Schweilitest, Werte > 60 mmol/l sind mit der Diagnose Mukoviszidose vereinbar und es wird
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von typischer oder klassischer CF gesprochen. Wird ein grenzwertiger Schwei3chloridgehalt von
30-59 mmol/l ermittelt, ist dieser kontrollbediirftig und erfordert weitere Diagnostik - hier kann
es sich um atypische bzw. nicht-klassiche Fille von CF handeln (39,97).

An zweiter Stelle steht bei der CF-Diagnosefindung die molekulargenetische Diagnostik,
wihrend beim Verdacht auf eine CFTR-RD eine genetische Untersuchung und ein Schweif3test
stattfinden sollten. Bei Geschwistern von CF-Patienten kann gezielt, teilweise schon im Rahmen
der Prianataldiagnostik auf bestimmte Genmutationen getestet werden. Ansonsten empfiehlt sich
eine Stufendiagnostik, bei der auf Grund der enormen Anzahl der verschiedenen Genmutationen
(> 1900) zunidchst nur nach den haufigsten gesucht wird, angepasst an deren ethnische
Verteilung. Konnte bei klinischem Verdacht so nur eine oder keine Mutation ermittelt werden,
kann eine komplette Sequenzierung des CFTR-Gens angezeigt sein, v.a. wenn die Ergebnisse
des SchweiBtests im Graubereich liegen. Bei der Einschitzung der klinischen Relevanz
verschiedener Mutationen hilft die ,,Cystic Fibrosis Mutation Database* (104) und die Webseite
,Clinical and Functional Translation of CFTR (CFTR2)“ (38) weiter. CFTR2 bietet
Informationen zum Phénotyp sowie dazu, welche Mutationen wirklich ,,CF-verursachend* sind
(105). Dennoch gibt es noch viel Unklarheit liber den klinischen Verlauf von seltenen
genetischen Varianten (38—40), da nicht alle Mutationen krankheitsverursachend sind. 1-5% der
Allele von Patienten mit klassischer CF (und bei atypischen Verlaufsformen noch mehr) kénnen
auch trotz breiter Genanalyse nicht ermittelt werden, da gewisse CFTR-Mutationen unter
anderem in der Promotor-Region bisher nicht nachweisbar sind (106). Bei atypischen
Verlaufsformen von CF und schlieBlich den CFTR-RD sind die Detektionsraten noch geringer.
Diesen liegt ein multifaktorielles Geschehen auf dem Boden von CFTR-Mutationen zu Grunde,
die nicht zwingend krankheitsverursachend sind, jedoch Anlagen fiir die Entwicklung von
Symptomen bieten (40,97,98).

Die elektrophysiologische Messung der CFTR-Funktion mittels NPD und/ oder ICM steht fiir
unklare diagnostische Félle zur Verfiigung (siche diagnostischer Algorithmus Abb. 2), wenn der
Schweilltest zwischen 30 und 59 mmol/l liegt oder keine 2 CF-verursachenden CFTR-
Mutationen nachgewiesen werden konnen (96,97,107,108). Es kann mit ihrer Hilfe zwischen den
Diagnosen ,,CF* und ,,CF unwahrscheinlich® unterschieden werden (39). Trotz der Einfiihrung
standardisierter Protokolle fiir NPD und ICM zur CF-Diagnosestellung bei Patienten mit milden
Krankheitsverldufen gab es bisher noch keine Referenzwerte fiir die multizentrische Anwendung
der ECFS SOPs (109). Mehr zum Prinzip von NPD und ICM ist im Kapitel 1.7.2. zu den

Biomarkern und im Methodenteil (Kapitel 2.3. und 2.4.) nachzulesen.
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Abb. 2: Algorithmus zur CF-Diagnosestellung (aus (110), modifiziert nach (39)).

NPD: Nasale Potentialdifferenz Messung; WHO Diagnoseliste aus 2001 fiir monoorganische
Krankheitsbilder (isolierte obstruktive Azoospermie, chronische Pankreatitis, allergische
bronchopulmonale Aspergillose, disseminierte Bronchiektasen, diffuse Panbronchiolitis,

sklerosierende Cholangitis, neonatale Hypertrypsinogendmie) mit mindestens einer
identifizierten CFTR-Mutation.
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1.6. Therapie bei CF

1.6.1. Allgemeine Behandlungsprinzipien

Physiotherapie und Sport zur Sekretmobilisation sowie die kalorisch-bedarfsangepasste
Erndhrung zur Verhinderung einer Gedeihstérungen und die Pharmakotherapie sind die drei
Hauptaspekte bei der Behandlung von CF (14,45). Dabei sollten sich CF-Patienten und ihre
Angehorigen alle drei Monate in einem CF-Zentrum vorstellen zur Verlaufskontrolle mit
Erfassung der Lungenfunktion und des Sputumerregerspektrums sowie zur Anpassung der
medikamentosen  Therapie. Medikamentds werden in der Lunge sekretolytische,
aniinflammatorische und antiinfektive Ansédtze zum Erhalt der Lungenfunktion verfolgt. Zur
Sekretolyse stehen evidenzbasiert Dornase alfa zur DNA-Spaltung akkumulierter neutrophiler
Leukozyten (111) sowie hypertone Kochsalz-Inhalation und inhalatives Mannitol zur Verfiigung
(112). Die verbesserte Hydratation und verminderte Mukusviskositét in den Atemwegen fiihrt zu
einer besser funktionierenden mukozilidren Clearance (54,113—-115). Bei der
antiinflammatorischen Therapie verbessert Azithromycin die Lungenfunktion und reduziert
pulmonale Exazerbationen. Ibuprofen wird wegen seiner héufigen gastrointestinalen
Nebenwirkungen nur selten angewendet. Zur frithzeitigen Eradikation von Pseudomonas
aeruginosa oder der Behandlung einer chronischen Besiedlung mit diesem Problemkeim stehen
inhalative Antibiotika wie Tobramycin, Colistin, Aztreonam und Levofloxacin als wichtige
Bestandteile der Therapie zur Verfligung (116-118). Die intravendse Antibiotikatherapie kann
erforderlich sein, wenn die inhalative oder orale Anwendung besonders bei Erwachsenen mit CF
und chronischer Besiedlung nicht ausreicht. Zur antiobstruktiven Therapie werden kurz- und
langwirksame  B-Adrenozeptor-Agonisten  erfolgversprechend eingesetzt (119). Bei
respiratorischer Insuffizienz kommen schrittweise Sauerstoffsubstitution, nicht-invasive
Maskenbeatmung und als Ultima Ratio die Lungentransplantation in Frage (120). Zur
Behandlung gastrointestinaler Manifestationen werden Pankreasenzyme fiir Patienten mit
exokriner Pankreasinsuffizienz sowie fettlosliche Vitamine und Ursodesoxycholsdure bei
Cholestase eingesetzt. Das intestinale Obstruktionssyndrom wird mit Einldufen, oralen
Laxantien und Fliissigkeitsaufnahme unter Nahrungskarenz behandelt. Im Endstadium der
Leberzirrhose kann eine Lebertransplantation notwendig sein. Der CF-assoziierte Diabetes ist
fast immer mit Insulin einzustellen (20).

Seit den 90er Jahren wird ebenfalls zur Gentherapie geforscht, um normale CFTR-DNA zu
bestimmten Zellen zu transportieren - bisher hat das allerdings noch keine klinischen Vorteile fiir

CF-Patienten gebracht (121).
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Die psychosoziale Begleitung der Patienten und ihrer Angehorigen ist neben der medizinischen
Betreuung duflerst wichtig. Strategien zur Krankheitsbewiltigung und gute Integration der
erforderlichen Maflnahmen in den Alltag tragen zu einer moglichst hohen Lebensqualitéit bei

(122).

1.6.2. CFTR-Modulatoren

Um den ursichlichen Defekt im CFTR-Protein zu behandeln, wurden in den letzten Jahren
CFTR-modulierende Medikamente entwickelt und erprobt (35,47,49). Diese CFTR-Modulatoren
sind kleine Molekiile, die in der Zelle mutationsspezifisch angreifen. CFTR-Korrektoren sorgen
fiir eine ausreichende Anzahl an funktionsfdhigen CFTR-Proteinen und CFTR-Potentiatoren fiir
mehr Aktivitdt der CFTR-Kanile (123—-126).

2012 wurde der erste CFTR-Potentiator Ivacaftor fiir Patienten mit der Klasse-III-Mutation
G551D zugelassen. Die Substanz war durch Hochdurchsatz-Sequenzierung als VX770 entdeckt
worden (127). Hier wird beim Gating die Offnungswahrscheinlichkeit des CFTR-Kanals fiir
Chloridionen erhoht. Die Einsekundenkapazitit (FEVi) erhohte sich unter Ivacaftor in zwei
Phase-I1I-Studien um 10%, die Anzahl pulmonaler Exazerbationen nahm ab und eine Zunahme
von Patientengewicht und eine Verbesserung von gesundheitsbezogener Lebensqualitidt wurden
aufgezeichnet (19,128). Auch Patienten mit fortgeschrittener Lungenerkrankung profitierten von
Ivacaftor (129,130). Auf der Basis von in vitro Daten wurde von einem positiven Ivacaftor-
Effekt auch in Bezug auf andere Mutationen ausgegangen (131). Der Potentiator verbesserte die
FEV bei Patienten mit anderen Gating-Mutationen als G551D ebenfalls um 10% (132). Bei
Triigern einer R117H-Mutation zeigten sich nur geringe Anderungen der FEV, dafiir allerdings
Verbesserungen bei sekunddren Endpunkten wie Schweifichlorid und Lungenfunktion (133).
Leider sind nur ca. 2-5% aller CF-Patienten, je nach ethnischer Verteilung, Triger von Gating-
Mutationen (127).

Eine andere Gruppe der CFTR-modulierenden Substanzen sind Suppressoren von vorzeitigen
Stop Codons bei Nonsense-Mutationen. Sie fordern das Uberlesen dieser Stop Codons und
beziehen sich auf Klasse-I-Mutationen. So sollen Aminoglykoside bewirken, dass Proteine in
threr ganzen Léange translatiert werden. Dennoch berichteten verschiedene Studien zur
Wirksamkeit von Gentamicin von unterschiedlichen Ergebnissen (134-136). Weiterhin wurde
Ataluren (PTC124) als hier ansetzender Korrektor entwickelt (Welch 2007) und in klinischen
Studien bis zur Phase III untersucht. Es zeigten sich mit Ataluren zunidchst mittlere Effekte bei
der Wirksamkeit auf die CFTR-Funktion (137-139), dann aber in einer weiteren Phase-III-

Studie keine signifikanten Effekte mehr - es kam darum nicht zur Zulassung (140).
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Korrektoren der CFTR-Reifung betreffen Klasse-II-Mutationen und damit auch die weitaus
hiufigste Mutation AF508. Der Korrektor Lumacaftor (VX809) zeigte zunédchst keine Effekte
auf die FEV; bei AF508-homozygoten Patienten (141). In einer folgenden Phase-II-Studie zur
Kombinationstherapie aus Lumacaftor und Ivacaftor konnte dann eine Verbesserung klinischer
Parameter trotz Medikamenteninteraktionen gezeigt werden (142). Die Phase-III-Studie zu
dieser Kombination erzielte anschlieBend eine moderate Steigerung der vorhergesagten FEV; um
bis zu 6,7%, wobei die Rate pulmonaler Exazerbationen um bis zu 39% deutlich gesenkt werden
konnte (143). 2015 folgte dann die Zulassung von Lumacaftor zusammen mit Ivacaftor unter
dem Namen Orkambi fiir AF508 homozygote Patienten ab 12 Jahren (144). Bei der
Effektevaluation von Orkambi bei Kindern zwischen 6 und 11 Jahren zeigten sich zwar keine
signifikanten Verdnderungen der FEV;, dafiir aber Verbesserungen von ST, BMI und Lung
Clearance Index, der moglicherweise bei Kindern aussagekriftiger sein konnte als die FEV;
(145). Diese Studie fiihrte 2016 auch zur Zulassung der Kombination aus Lumacaftor und
Ivacaftor flir Kinder im Alter zwischen 6 und 11 Jahren. Weitere CFTR-modulierende Molekiile

werden zur Zeit in klinischen Studien untersucht (146).

1.7. ST, NPD und ICM als Biomarker der CFTR-Funktion

1.7.1. Biomarker — Definition und Rolle in der Therapieentwicklung bei CF

Biomarker sind der Definition der US Food and Drug Administration (FDA) nach objektive
Charakteristika als Indikatoren filir normale oder pathologische biologische Prozesse sowie fiir
biologische Antworten auf therapeutische Interventionen (147). Mit validen Biomarkern kann
bei CF die CFTR-Funktion akurat und reproduzierbar gemessen werden. Sie lassen sich in
verschiedene Gruppen unterteilen: diagnostische Biomarker werden dazu verwendet, um den
Gesundheits- oder Krankheitszustand eines Patienten einzuschétzen, prognostische Biomarker
ermoglichen Aussagen iiber Krankheitsverlauf oder Heilungschancen, wihrend pradiktive
Biomarker die Wirksamkeit und das voraussichtliche Ansprechen bestimmter Therapien
anzeigen (148).

In klinischen Phase-I- und Phase-II-Studien werden Biomarker verwendet, um den
Wirkmechanismus von Medikamenten zu bestdtigen oder Informationen zur Dosierung zu
gewinnen. Um die Medikamentenentwicklung beschleunigen zu konnen, wird bei CF
zunehmend nach Biomarkern geforscht, die die biologische Wirksamkeit bestimmter, meist
personalisierter Therapien demonstrieren konnen. Folgende Grundvoraussetzungen sollten

untersucht werden um die Qualifikation eines Biomarkers zum klinischen Outcome-Parameter
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zu Uberpriifen: Reliabilitit (Reproduzierbarkeit einer Untersuchung im Hinblick auf biologische
Variationen und unterschiedliche Untersucher), Validitdt (Zusammenhang des Parameters mit
dem Verlauf oder Schweregrad der Erkrankung) und Verdnderungssensitivitit (Fahigkeit einer
Untersuchungsmethode, den Behandlungseffekt einer Intervention festzustellen) (149—151). Bei
CF liegen fiir den ST bisher wenig Daten zur Reliabilitdt vor und neue Studien weisen auf eine
substanzielle intra- und interindividuelle Variabilitdt hin (152,153). Fiir die NPD-Messung
wurden Validitit, Zuverlidssigkeit und Ansprechbarkeit schon demonstriert (154,155). Uber die
Validitit von ICM liegen Daten vor, aber abgesehen von vorldufigen Ergebnissen von Scheinert
et al. gibt es keine Daten zur Reliabilitidt der ICM (156). Zur Veridnderungssensitivitdt wurden
kiirzlich einzelne erste Daten verdffentlicht (157), die allerdings noch an groBeren
Patientengruppen tiberpriift werden sollten.

Es wird dartiber diskutiert, die Weiterentwicklung der CFTR-Biomarker ST, NPD und ICM zu
eigenstdndigen Surrogatparametern voranzutreiben. Surrogatparameter sind Messverfahren, die
an Stelle von klinischen Endpunkten verwendet werden, weil sie kiirzere Studienzeitrdume
bendtigen (148). Bei CF sind FEV) und pulmonale Exazerbationsraten etablierte
Surrogatparameter fiir Uberlebensraten und werden in klinischen Studien als primére Endpunkte
verwendet (19,143,154). In Zeiten von Studiendesigns mit limitierten Behandlungszeitrdumen
sind sie nicht immer geeignete Parameter. Dariiber hinaus kann der klinische Status durch die
FEV: bei jiingeren Patienten mit beginnender Lungenerkrankung, Betroffenen mit milden
Erkrankungsverldufen und normaler Baseline FEV 1, wie auch bei Patienten mit fortgeschrittener
Erkrankung und geringer FEV; teilweise nicht addquat abgebildet werden (158). Um die
Eignung der CFTR-Biomarker als Outcome Parameter fiir klinische Studien zu untermauern,
sollte auch der Nachweis eines Zusammenhangs der Biomarker mit bisherigen klinischen

Endpunkten erfolgen (50,154,158,159).

1.7.2. Bisherige Anwendung von ST, NPD und ICM in der CF-Diagnostik zur Ermittlung
der CFTR-Funktion

Die Chloridkonzentration im Schweill wird mit dem ST ermittelt, stellt den diagnostischen
Goldstandard dar und weist mit hoher Sensitivitit und Spezifitit von 96,5% und 99% (97) in
vielen Fillen auf eine eindeutige Diagnose hin. In etwa 5% der Félle ermoglicht er allerdings
keine sichere Diagnosestellung (160), da er im Grenzbereich zwischen 30 und 59 mmol/l liegt.

Die elektrophysiologischen Verfahren NPD zur in vivo Erfassung der Ionensekretion am

respiratorischen Epithel und ICM zur ex vivo Messung des transepithelialen Kurzschlussstroms
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an Rektumsaugbiopsien wurden neben dem ST entwickelt um die CFTR-Funktion in
verschiedenen CFTR-expremierenden Organen zu analysieren (108,161-167). Sie liefern
Informationen iiber die CFTR-Restfunktion sowie iiber die Korrelationen zwischen Genotypen
und Phénotypen (168—173). Bemiihungen der letzten Jahre haben zur Standardisierung von NPD
mit einem europdischem SOP (174), zu zentraler Datenanalyse innerhalb klinischer Studien und
zu ersten multizentrischen Studiendesigns gefiihrt (175-179). Mit NPD gelingt eine sichere
Differenzierung zwischen Gesunden und PI-CF ohne Restfunktion - bei CF mit Restfunktion,
CFTR-RD und Non-CF kann es allerdings zu Uberlappungen kommen (162,168,180,181).

Bei der ex vivo Messung des intestinalen Kurzschlussstroms korreliert das Niveau der CFTR-
Aktivitdit mit dem CFTR-Genotyp und Phinotyp (165,172). Der Biomarker verfiigt {iber eine
hohe Diskriminierungsfahigkeit von gesunden Kontrollen {iber PS-CF bis zu PI-CF mit einer
bisherigen diagnostischen Sensitivitdt von 100% bei schwieriger Diagnosestellung (108,182,183).
Wie auch NPD, so wurde ICM sukzessive weiter standardisiert (108,164), ein universeller SOP
fiir klinische Studien steht inzwischen zur Verfiigung (184) und erste multizentrische
Studiendesigns wurden in den USA umgesetzt (185).

Dennoch wurde bis heute kein direkter Vergleich der drei Biomarker an einem Zentrum zur
organspezifischen Unterscheidung zwischen CF und Kontrollen einerseits und zwischen PI-CF
und PS-CF andererseits durchgefiihrt. Weder fiir NPD noch fiir ICM liegen bisher

multizentrische Daten zu den aktuellen ECFS SOPs vor.

1.7.3. Bisherige @ Anwendung der CFTR-Biomarker zur Evaluation von

Behandlungseffekten CFTR-modulierender Substanzen

Die individuelle Charakterisierung der CFTR-Funktion hilft neben der Beschreibung von
unbekannten CFTR-Mutationen auch dabei, therapeutische Effekte von CFTR-Modulatoren
praklinisch (ex vivo) und klinisch (in vivo) direkt zu quantifizieren (186-188). Trotz
multizentrischer Bemithungen (175,176,178,185) und Fortschritten bei der Standardisierung und
Validierung (179,189,190), kam es im Rahmen von klinischen Phase-II- und Phase-I1I-Studien
zu den Effekten von CFTR-Modulatoren zur Diskussion iiber die Variation der CFTR-Funktion
in verschiedenen CF-relevanten Organen und deren Korrelation mit der klinischen Verbesserung
(19,137,140,191,192).

Deutliche Reduktionen des Chloridgehalts im Schweill wurden in allen Studien zu Ivacaftor bei
Patienten mit Gating-Mutationen beobachtet (19,128,132,191,193,194). Mittlere Effekte des

Schweillitest wurden bei RI117H-Patienten unter Ivacaftor registriert (133). Geringere
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Auswirkungen auf den Chloridgehalt im Schweil wurden dagegen bei AF508-heterozygoten
Patienten unter einer Kombinationstherapie von Ivacaftor und Lumacaftor festgestellt (142),
sowie bei AF508-Homozygoten unter Ivacaftor- (54) oder Lumacaftor-Monotherapie (141). Die
Ergebnisse zum Zusammenhang der Biomarker mit der klinischen Verbesserung waren nicht
eindeutig. In zwei Phase-IlI-Studien zu Ivacaftor korrelierten die SchweiBtestergebnisse mit der
Verbesserung von der FEV; und des pulmonalen Status (19,128). Eine andere Studie zeigte, dass
der kurzfristige Abfall der Chloridkonzentration im Schweil} ein positiver pradiktiver Wert fiir
die léngerfristige Verbesserung der Lungenfunktion sein konnte (197). Fidler et al.
verdffentlichten, dass die ST-Verdnderung wihrend einer Ivacaftorbehandlung fiir eine
Verbesserung der Lungenfunktion als pridiktiver Biomarker nur im Rahmen einer
Studienpopulation, nicht aber flir individuelle Patienten verwendet werden kann (196). In zwei
anderen Untersuchungen wurde kein Zusammenhang zwischen dem Chloridgehalt im Schweil3
und der FEV festgestellt (130,195).

Wurde NPD als Outcomeparameter verwendet, so waren die Ergebnisse noch unterschiedlicher.
Bei Trigern einer Stopmutation verbesserte Gentamicin die mittels NPD evaluierte CFTR-
Funktion (134,135), nasale Aminoglykoside hatten keinen positiven Effekt auf die NPD (192).
Bei Patienten mit Nonsense-Mutationen der Klasse I zeigte Ataluren (PTC124) in klinischen
Studien bis zur Phase III Verbesserungen der NPD aber nicht des STs, wobei die Ergebnisse je
nach untersuchtem NPD-Parameter variierten (137—139). In einer weiteren Phase-III-Studie zu
dem CFTR-Korrektor Ataluren wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollen
und CF-Patienten mit NPD oder dem ST ermittelt (140). In der Ivacaftorstudie von Accurso et
al., in der eine Verbesserung der CFTR-Funktion parallel zur Lungenfunktion festgestellt und
sowohl der ST als auch NPD als Outcomeparameter erfasst wurden waren die Verdnderungen
des STs eindriicklicher als bei der NPD (191).

Graeber et al. lieferten bisher einzelne Hinweise auf den Zusammenhang von ICM mit dem
klinischen Status bei mit Ivacaftor behandelten G551D-Patienten (157), ansonsten wurde ICM
bis dato nicht in fortgeschrittenen klinischen Studien zur Effektevaluation verwendet (198-200).
Dabei konnte das Wissen iiber CFTR-modulierende Substanzen aus Zellkulturen mit ICM
schrittweise iibertragen werden, um mutationsspezifische in vivo Therapieeffekte vorhersagen zu
konnen (186,201). Weiterhin konnte mittels ICM der pure Effekt von oral verabreichten CFTR-
Korrektoren am Gewebe unter ex vivo Potentiatorzugabe gemessen werden. In vivo wére
dagegen eine orale Kombination aus Korrektor und Potentiator notig, um bei AF508 neben der

Reparatur des CFTR-Proteins den Gating-Defekt zu iiberwinden (154). Allerdings gibt es noch
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kein standardisiertes Verfahren fiir die ex vivo Medikamentenpriifung mittels ICM und deren

Korrelation mit in vivo Effekten am Patienten.

1.8. Fragestellung

Der Goldstandard bei der Diagnosestellung der CF ist der Schweilitest (97,202). CF-
verursachende Genmutationen werden dariiber hinaus molekulargenetisch ermittelt. Das
diagnostische Beurteilungsvermogen des Schweilltests ist allerdings im Grenzbereich (30 bis 59
mmol/l) eingeschriankt und der molekulargenetische Nachweis von CF nicht in allen Féllen trotz
klinischen Verdachts moglich, da die Relevanz einzelner der fast 2000 bekannten CFTR-
Mutationen noch unklar st (38-40,105). Besonders seit der Einfiilhrung des
Neugeborenenscreenings (100) kommt es in etwa 10% der Félle zu diagnostischen Dilemmata,
bei denen auf ein positives IRT Screening-Ergebnis unklare Schweilltestergebnisse oder
Genanalysen folgen (101,203,204).

In den letzten Jahrzehnten wurden NPD und ICM zur erweiterten CFTR-Funktionsanalyse in
verschiedenen CFTR-expremierenden Organen entwickelt (161,162,164,165,168,170). Durch
die fortschreitende Validierung ihrer Methoden werden die CFTR-Biomarker nun zunehmend
auch in diagnostischen Algorithmen beriicksichtigt (39,52,96,97). Vor diesem Hintergrund
wurden kiirzlich standardisierte Protokolle zur einheitlichen Durchfiihrung von NPD und ICM
durch die European Cystic Fibrosis Society Diagnostic Network Working Group (ECFS
DNWG) entwickelt (ECFS NPD SOP 2012; ECFS ICM SOP 2011). Erforderlich ist jetzt die
Erhebung von zentrumsspezifischen Referenzwerten fiir NPD und ICM anhand von Kontrollen
und bekannten CF-Patienten, um dann auch unklare diagnostische Fille mit Hilfe der CFTR-
Biomarker beurteilen zu konnen. Im néichsten Schritt sollen die unizentrischen Referenzwerte
weiter validiert und die SOPs auf ihre multizentrische Anwendbarkeit hin tiberpriift werden.
Neben ihrer Bedeutung bei der Diagnosestellung haben die CFTR-Biomarker auch Potential zur
Effektevaluation von CFTR-modulierenden Substanzen. Da die Mortalitit nur langfristig und
Veranderungen der FEV meist erst im Verlauf nachvollziehbar sind, haben nun kurzfristiger
messbare  EffektgroBen wie die CFTR-Biomarker fiir die ziigig fortschreitende
Therapieentwicklung das Interesse erregt. Da mit dem ST und der NPD-Messung allerdings
unterschiedliche Ergebnisse bei der Untersuchung von CFTR-Modulatoren auffielen
(19,137,140,191,192), wurde iiber eine spezifische Ansprechbarkeit verschiedener CF-relevanter
Organe auf diese Medikamente diskutiert (130,195-197). ICM wurde zum Zeitpunkt der

Untersuchungen in klinischen Studien noch nicht zur Effektquantifizierung hinzugezogen.
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Ziele unserer Studie waren, die drei CFTR-Biomarker ST, NPD und ICM fiir die CF-
Diagnosestellung erstmals miteinander zu vergleichen und Liicken bei der Validierung von ICM
weiter zu schlieBen - als Voraussetzung fiir den zukiinftigen Einsatz von ICM als

Outcomeparameter in klinischen Studien zur Wirksamkeit von CFTR-Modulatoren:

1. Primér sollte durch die Erhebung von unizentrischen Referenz- und Cutoff-Werten fiir NPD
und ICM unter Anwendung der neuen ECFS SOPs deren diagnostische Relevanz im
Gegensatz zum ST zur Klassifikation von gesunden Kontrollen und CF-Patienten einerseits
und von PI-CF und PS-CF andererseits ermittelt werden.

2. Dariiber hinaus sollten die Berliner ICM-Daten durch ICM-Messungen an zwei weiteren
europdischen Zentren extern validiert (abgesichert) werden, um erstmals die multizentrische
ICM-Durchfiihrbarkeit nach dem ECFS SOP zu iiberpriifen.

3. Zuletzt sollte der Behandlungseffekt von Ivacaftor an vier Patienten mit der G551D-

Genmutation mit den CFTR-Biomarkern exemplarisch ermittelt werden.
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2. Methoden

2.1. Patientenkohorte und Messzeitpunkte

Am Berliner Studienzentrum (Zentrum 1) wurden 51 Personen zwischen 2011 und 2013
prospektiv mit einer Kombination der drei Biomarker ST, NPD und ICM am selben Tag
untersucht: 28 PI-CF Patienten, 9 PS-CF Patienten, und 14 gesunde Kontrollen (die Kohorte mit
entsprechenden Genotypen wird im Ergebnisteil in der Tabelle 4 beschrieben).

Fiir diese Studie basierte die Diagnose auf den folgenden beiden Kriterien: CF-Phinotyp und
Nachweis von zwei CF-verursachenden CFTR-Mutationen (39). Der Pankreas-Status wurde
anhand der Genotypisierung nach Abgleich mit der Datenbank CFTR2 (38) bestimmt und durch
Werte der Pankreaselastase im Stuhl iiberpriift (PI < 100 pg/g, PS-CF > 200 ng/g). Die Berliner
Patienten stammten aus dem CF-Zentrum fiir Kinder und Erwachsene der Charité
Universitidtsmedizin  Berlin. Als Kontrollen wurden freiwillige, gesunde, erwachsene
Nichtraucher ohne klinische CF-Manifestationen eingeschlossen (Non-CF). Unter anderem
wurden akute Infektionen der oberen Atemwege/Nase (weiteres siehe Kapitel 2.3. zu NPD)
sowie Hiamorrhoiden und Blutungsneigung (siche Kapitel 2.4. zu ICM) bei allen Teilnehmern
ausgeschlossen. Die Studie wurde von der lokalen Ethikkommission der Charité
Universitidtsmedizin Berlin zugelassen und die Teilnehmer erhielten vorab eine schriftliche
Einverstandniserkldrung (bei Minderjdhrigen deren Eltern).

Dariiber hinaus wurden ICM-Messungen an zwei weiteren Studienzentren der European Cystic
Fibrosis Society Diagnostic Network Working Group (ECFS DNWG) zur multizentrischen
Validierung des ECFS ICM SOPs durchgefiihrt. Am Zentrum 2 wurden 30 Probanden (12 PI-CF,
5 PS-CF und 13 Kontrollen) und am Zentrum 3 insgesamt 27 Testpersonen (11 PI-CF, 5 PS-CF
und 11 Kontrollen) rekrutiert (die Kohorte mit entsprechenden Genotypen wird im Ergebnisteil
in der Tabelle 13 beschrieben). An den beiden anderen europdischen CF-Zentren galten die
selben EinschluBkriterien wie in Berlin (siche oben).

Eine Subgruppe von vier PI-CF Patienten (F508del/G551D n=3, G551D/G551D) aus Berlin
begann erstmalig eine orale Routinemedikation mit dem CFTR-Potentiator Ivacaftor (150mg
BID) und wurde einer wiederholten CFTR-Funktionsanalyse zu verschiedenen Zeitpunkten
(CFTRo4) mittels ST, NPD und ICM unterzogen, um den kurz-, mittel- und langfristigen
Ivacaftoreffekt zu verdeutlichen: CFTRo wurde vor der ersten Einnahme gemessen, CFTR; nach
einer Woche und CFTR; nach zwei Wochen. Es folgten Follow-up Untersuchungen nach 3-9
Monaten (CFTR3) und nach tiber einem Jahr (CFTR4) (siche Abb. 3.1).
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4 G551D-Patienten: neue lvacaftor Behandlung (BID: 150mg oral)

>
ST ST ST ST ST
NPD NPD NPD NPD NPD
ICM ICM ICM ICM ICM
Baseline 1 Woche 2 Wochen > 3 Monate > 12 Monate
(CFTR,) (CFTR,) (CFTR,) (CFTR,) (CFTR,)

Abb 3.1: Evaluation des Effekts von Ivacaftor bei vier G551D-Patienten.
Ermittlung der CFTR-Funktion mit ST, NPD und ICM zu verschiedenen Zeitpunkten (CFTRo.4).

Um dariiber hinaus die Gewebegingigkeit von Ivacaftor im Verlauf zu veranschaulichen,
wurden die Serumspiegel von Ivacaftor und parallel dazu ST-Werte vor der morgendlichen
Einnahme sowie 1-8 Stunden nach der Einnahme untersucht. Zur weiteren Darstellung der
Pharmakokinetik des CFTR-Modulators wurde die CFTR-Funktion mittels NPD und ICM vor
und 4 Stunden nach der Einnahme ermittelt (siche Abb. 3.2).

Untersuchung der Pharmakokinetik von lvacaftor

ST < qr S S P P @ @ @
NPD <P P
ICM <p <P
Ivacaftor- b <P <P S S S P S S
Spiegel
>
vor Einnahme 1‘ 1h 2h 3h 4h Sh 6h 7h 8h

lvacaftor-

einnahme

morgens

Abb. 3.2: Pharmakokinetik von Ivacaftor.

Messung der Ivacaftorspiegel im Serum vor Routineeinnahme von Ivacaftor und stiindlich
danach, parallel dazu Evaluation der CFTR-Aktivitdt mittels ST. CFTR-Funktionsanalyse mit
NPD und ICM vor der Ivacaftoreinnahme und vier Stunden danach.
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2.2. Schweilltest

2.2.1. Methode

Der Schweif3test beruht auf dem Prinzip der Pilokarpin-Iontophorese. Dabei stimuliert Pilokarpin
als direktes Parasympathomimetikum die B-adrenerge Schweillsekretion (202). Der Schweil3
wird gesammelt und anschlieBend die Konzentration von Chloridionen darin bestimmt. Generell
kann auch die Leitfahigkeit von Natrium- und Chloridionen gemessen werden, dieses Verfahren

ist allerdings nur fiir Screeninguntersuchungen und nicht zur Diagnosestellung zuldssig (97).

2.2.2. Material und Durchfiihrung

Das Personal wurde im Vorfeld mit der Durchfiihrung des Schweilltests vertraut gemacht. Zur
Anregung der Schweillproduktion wurden Pilogelscheiben auf zwei Elektroden hintereinander
an beiden Unterarmen fiir ca. 2-5 Minuten aufgesetzt. Zwischen denen Elektroden wurde mittels
batteriebetriebener Spannungsquelle ein Gleichstrom erzeugt (Wescor Inc, Logan, USA). Bei der
Iontophorese dringt das Pilocarpin in die Haut ein und regt die Schweilldriisen zur
Schweiproduktion an. AnschlieBend wurde der Schweill mittels Macroductsystem ca. 30
Minuten gesammelt. Der Schweiftest wurde geméf der 3. Auflage der Leitlinie des Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) durchgefiihrt, ausfiihrliche Erklarungen zu den einzelnen
Arbeitsschritten konnen dort nachgesehen werden (103). Die Konzentration des Chloridgehalts
im Schweill wurde im Routinelabor des Universititsklinikums der Charité mittels manueller oder

coulometrischer Titration bestimmt.

Abb. 4: Schweifisammler mit blau angefirbtem Schweifs.
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2.2.3. Auswertung und diagnostische Interpretation

Die Qualitdtskriterien fiir das Macroduct-System zur Auswertung des Schweiltests erfordern
eine Mindestmenge von 15 pl Schweill pro Unterarm nach 30-miniitiger Sammlung (103), was
in der Praxis etwa drei Umdrehungen voll mit blau angefarbtem Schweill im schneckenférmigen
Schweillsammler entspricht (siche Abb. 4).

Lagen Schweillchloridwerte flir beide Arme vor, so wurde fiir die Auswertung der Mittelwert
daraus bestimmt.

Eine CF ist unwahrscheinlich bei Schwei3chloridkonzentrationen < 30 mmol/l. Bei Werten > 60
mmol/l wird von CF ausgegangen. Liegen die Schweillchloridmittelwerte allerdings im
Kontrollbereich zwischen 30 und 59 mmol/l ist eine weiterfilhrende diagnostische Abklarung

erforderlich (97).
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2.3. Nasale Potentialdifferenz (NPD)
2.3.1. Methode

Die NPD beruht auf den Erkenntnissen von Knowles und Middleton (162,182) und ist eine
elektrophysiologische Messmethode zur Erfassung der Funktion von Ionenkandlen am
respiratorischen Epithel der Nasenschleimhaut. Dabei wird das gut erreichbare Nasenepithel
stellvertretend fiir das Epithel des unteren Respirationstrakts untersucht. Die Sekretion und
Absorption von Natrium und Chlorid fiihrt zu einer messbaren Spannung oder Potentialdifferenz
tiber dem Epithel. Die Aufzeichnung dieser transepithelialen Potentialdifferenz erfolgt dabei
zwischen einem Katheter im unteren Nasengang und einer kutanen Referenzelektrode -
nacheinander in beiden Nasenlochern - zunédchst in Ruhe und dann nach Superfusion von
Losungen, welche die Natrium- und Chloridkandle am apikalen respiratorischen Epithel
beeinflussen. Abnormale bioelektrische Vorginge fithren bei CF zu charakteristischen
Veranderungen bei der NPD-Messung und reflektieren den Defekt im CFTR-Gen. Auf Grund
einer Hyperaktivitdt des epithelialen Natriumkanals (ENaC), der Natriumionen in die Zelle
transportiert, ist bei CF die basale Potentialdifferenz (PD) deutlich negativer als bei Non-CF. Die
anschlieBende Hemmung des ENaCs mittles Amilorid fiihrt folglich bei CF zu einer verstirkten
PD-Reduktion (205). Weiterhin konnen CF-Patienten an einer geringeren oder ausbleibenden
Antwort auf chloridfreie Losung und Isoproterenol als Ausdruck fehlender Chloridsekretion
erkannt werden. Isoproterenol bewirkt bei Gesunden eine Aktivierung des CFTR-Kanals durch
die Erhéhung der intrazelluliren cAMP-Konzentration (206). Die Perfusion mit Adenosin 5 -
Triphosphat (ATP) fiihrt bei CF im Gegensatz zu gesunden Kontrollen voriibergehend zu einer
groBen Anderung der PD (162,182). ATP stimuliert alternative Chloridkanile und nicht CFTR
als intrazelluldrs Cosubstrat der kalziumabhéngigen Proteinkinase C (207). Die ATP-Antwort

wird auch als Marker fiir die Brauchbarkeit des Epithels verwendet.

2.3.2. Durchfithrung und Material

Die Voraussetzung fiir das durchfiihrende Personal war ein vorausgegangenes NPD-Training. Im
Vorfeld der Untersuchung mussten folgende Punkte anamnestisch und durch anteriore
Rhinoskopie bei allen Patienten ausgeschlossen und dokumentiert werden, da sie die NPD-
Befunde im Sinne einer vermeintlichen Beeintrdchtigung der CFTR-Chloridkanalfunktion
beeinflussen konnen: Nasenpolypen der unteren Nasenmuscheln, anatomische Besonderheiten
der Nasenhdhle (z.B. Septumdeviation oder Z.n. einer Nasen-Operation) und Veridnderungen der

nasalen Mukosa z.B. durch Inflammation bei Rhinitis und Nikotin-Abusus (97,106,174).

37



Die NPD wurde bei den Probanden in beiden Nasenlochern nach dem SOP der European Cystic
Fibrosis Society durchgefiihrt (174). Nach der Inspektion des Nasenepithels wurde ein
kommerzieller doppellumiger Nasenkatheter (IS2020US, Marquat Genie Biomedical, France)
von 80 cm Lénge mit einem seitlichen Loch auf dem Boden des Nasenloches befestigt und eine
Referenzbriicke subkutan am Unterarm angebracht um die Potentialdifferenz zu erfassen. Das
apikal entstehende Potential wurde dabei von einer Elektrode erfasst, die mit der Nasensonde
verbunden war und das basolaterale oder interstitielle Potential von der an den Hautzugang
gekoppelten Elektrode. Sowohl der Nasenkatheter als auch die Referenznadel waren mit
dreiprozentigem in Ringerlosung gelostem Agar befiillt und iiber Kalomel-Elektroden
(Radiometer Analytical, Loveland, USA) mit einem hochohmigen Verstirker (BMA-200
AC/DC, AD Instruments, New South Wales, Australia) verbunden. Nach dem Einfiihren der
Nasensonde unter die untere Nasenmuschel wurde der Punkt auf dem Nasenboden mit dem
negativsten basalen PD-Wert aufgesucht und eine Stabilisierung der PD abgewartet. Zur
Registrierung der PD zwischen den beiden Elektroden wurde Power Lab mit LabChart Software
Version 7.2 verwendet (beides AD Instruments) (vgl. Abb. 5). Wihrend der Messung wurde das
Nasenepithel mit verschiedenen Ldsungen mit 300ml/h durch ein zweites Lumen des
Nasenkatheters nach einem standardisierten Protokoll perfundiert. Die Perfusion erfolgte dabei
mit jeder Losung mindestens drei Minuten lang in folgender Reihenfolge: (1) Ringerlésung, um
eine stabile Spannungsdifferenz - die basale PD - zu erreichen; (2) Amilorid, um die
Natriumabsorption durch den epithelialen ENaC-Kanal zu blockieren; (3) chloridfreie Losung
mit Amilorid, um die osmotisch induzierte basale Chloridpermeabilitit zu bestimmen; (4)
Isoproterenol, um die cAMP-vermittelte CFTR-Leitfdhigkeit zu untersuchen; (5) ATP, um die
kalziumabhédngige, alternative Chloridsekretion zu messen. Als Qualititskontrolle der Messung
diente hierbei ATP (APD < 0). Am Ende wurde wieder Ringerlosung verwendet um zur basalen
PD zuriickzukehren. Die Zusammensetzung der Perfusionslosungen kann in Tab. 3 nachgesehen
werden. Weitere Einzelheiten zum Versuchsaufbau, zum detaillierten Messablauf oder zur

Datenerhebung konnen im ECFS NPD SOP (174) und bei Klosinski (110) nachgelesen werden.
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Salz-Stamm-Lésung

1,65g Kalziumchlorid Dihydrat (CaCly x 2H5O) +
+ 1,5g Kaliumchlorid (KCI) +

+ 1,2g Magnesiumchlorid Hexahydrat (MgCl, x 6H,O) +

+ 500ml destilliertes Wasser (Aqua dest)

KPI-Stamm-Ldsung

0,5g Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POy) +
+ 4,2g Dikaliumhydrogenphosphat (KoHPOy4) +

+ 100ml Aqua dest

Adenosin 5 -Triphosphat (ATP) Stock

55mg ATP in 2ml Aqua-bi-dest l6sen

Ringerldsung (1) 8,58g Natriumchlorid (NaCl) in 500ml Aqua dest +
+ 100ml Salz-Stamm-Ldsung +
+ 390ml Aqua dest + 10ml KPI-Stamm-Losung
Amilorid-Losung (2) 456ml von Losung (1) +

+13,7mg Amilorid (C4HgCIN7O x HCI)

Chloridfreie Losung + Amilorid (3)

17,2g Natriumglukonat (CgH| | NaO7) +

+0,5g Calciumglukonat (C11Hp2CaOq4) +

+ 0,5g Kaliumglukonat (CeH1 1K07) +

+ 0,2g Magnesium Heptahydrat (MgSOy4 x 7H20) +
+ 527,7ml Aqua dest +

+ 5,33ml KPI-Stamm-Losung +

+ 16mg Amilorid

Chloridfreie Losung + Amilorid + Isoproterenol

4

100ml von Losung (3) +
+ 0,5ml Isoproterenol (C17H|7NO3 x HCI)

ATP (5)

50ml von Losung (4) +
+ 100ul von ATP Stock

Tab. 3: NPD - Zusammensetzung der benotigten Losungen (174).
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Abb. 5: NPD - schematischer Aufbau (modifiziert nach (110) und ECFS NPD SOP, Version
1.8; Mai 2014).
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2.3.3. Auswertung und diagnostische Interpretation

Fiir alle NPD-Parameter wurden Mittelwerte aus den Ergebnissen des rechten und linken
Nasenlochs gebildet, um die Variabilitit der Messungen bei einem Individuum so gering wie
moglich zu halten. Die Daten wurden in die Auswertung eingeschlossen, sofern die Messkurven
dabei den folgenden Qualitétskriterien geniigten: (1) eine mindestens 30 Sekunden lang stabile
basale PD mit einer maximalen Abweichung von £ 1 mV am Ende jeder Losung; (2) eine
abnehmende Negativitit der PD unter Amilorid-Zugabe; (3) eine eindeutige ATP-Antwort
(besonders bei ausbleibenden Reaktionen auf chloridfreie Losung und Isoproterenol) welche sich
als zunehmende Negativitit der PD darstellt (174).

Bei der NPD sind die basale PD, APD Amilorid und APD Chloridfrei/ Isoproterenol (0Cl7/Iso)
wichtige diagnostische Parameter. Zur besseren Unterscheidung zwischen den Diagnosen

,,CF“und ,,CF unwahrscheinlich® etablierten sich im Verlauf zwei aus ihnen berechnete Scores:
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der sogenannte Wilschanski Index (e AFP (0CI-/1s0)/APD Amiloridy (] 69y ynd der sogenannte Sermet
Score (- 0,11 x APD (0Cl7/Iso) - 0,05 x APD Amilorid) (169), die auch in dieser Arbeit
verwendet werden. Bisher gelten Werte oberhalb des Cutoff-Werts des Wilschanski Scores von
0,7 als hinweisend auf eine CF (162). Beim Sermet Score indizieren Werte kleiner 0,27 bislang

cine CF (169).

2.3.4. NPD-Messkurven

In den folgenden Abbildungen (sieche Abb. 6) sind exemplarisch Messkurven einer gesunden
Kontrolle, eines PS-CF (AF508/2789+5G>A) und ecines PI-CF Patienten (AF508/AF508)
aufgefiihrt.

Bei CF (Abb. C) kommt es durch eine ENaC-Hyperaktivitit zu besonders negativen Werten der
basalen PD im Gegensatz zu gesunden Kontrollen. Unter Amilorid-Einfluss steigt das Potential
bei CF deutlich an (wobei das Potential weiter negativ bleibt). Bei der Messkurve zeigt sich dies
in Form eines stirkeren Absinkens der Kurve bei CF als bei Non-CF. Ein kleines APD 0Cl7/Iso
spiegelt bei CF die geringere Chloridsekretion wieder (161,162), wéhrend ATP ({iber
kalziumabhédngige alternative Chloridkanile bei CF zu einer groflen Stimulation fiihrt.

Die unterschiedlichen Anteile der Chloridsekretion sind bei Gesunden (Abb. A) durch die
Anstiege bei APD OCI" (osmotisch induziert), APD Iso (CFTR-vermittelt) und APD ATP
(kalziumabhéngig) erkennbar.

Bei PS-CF (Abb. B) mit residualer Chloridfunktion ergeben sich Werte zwischen CF und Non-
CF.

Die Perfusion mit Ringer-Losung am Ende spiilt die vorher applizierten Substanzen aus und die

Kurve kehrt langsam zu den anfanglichen basalen PD-Werten zuriick.
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ADbb. 6: Ergebnisse der nasalen Potentialdifferenzmessung (NPD) bei normaler, residualer
und fehlender Chloridleitfihigkeit.

Originalaufzeichnugen der Messkurven A) eines Gesunden, B) eines PS-CF Patienten
(AF508/2789+5G>A) und C) eines PI-CF Patienten (AF508/AF508) aus der Kohorte unter
sukzessiver Perfusion mit Ringerlosung (RINGERS), Amiloridlosung (AMIL), chloridfreier
Losung (OCL), Isoproterenollosung (ISO) und ATP-Losung (ATP). x-Achse: Zeit in Minuten
(blaues Kastchen entspricht einer Minute), y-Achse: Potentialdifferenz in Millivolt (mV).
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2.4. Intestinale Kurzschlussstrommessung (ICM)
2.4.1. Methode

Das ex vivo Verfahren wurde von Veeze und Mitarbeitern 1991 in Rotterdam entwickelt, um die
Funktion des cAMP-mediierten CFTR-Chloridkanals zu untersuchen, welcher im Kolon stark
exprimiert wird (208). Rektumsaugbiopsien von CF-Patienten und gesunden Kontrollen werden
in rezirkulierende Micro-Ussingkammern gespannt und anschlieBend der -elektrogene
transepitheliale Tonentransport von CI, K" und HCO; als Kurzschlussstrom registriert
(163,164,166). Unter Zugabe verschiedener inhibierender und stimulierender Substanzen konnen
bei funktionalem und dysfunktionalem CFTR unterschiedliche Anderungen des transepithelialen
Kurzschlussstroms aufgezeichnet werden.

ICM basiert dabei auf dem Wissen, dass cAMP-Aktivatoren wie Forskolin und 3-Isobutyl-1-
Methylxanthin (IBMX) bei Gesunden im Darm zusammen mit Kalziumagonisten wie Carbachol
und Histamin synergistisch die CFTR-abhidngige Chloridsekretion an der apikalen Membran des
Epithels stimulieren (182). Die cholinerge Co-Aktivierung mittels Carbachol und Histamin
verstirkt bei Non-CF die CFTR-abhéngige Chloridsekretion iiber die Stimulation basolateraler
Kaliumkanéle, welche die elektrische Triebkraft fiir den Ausstrom der Chloridionen iiber den
CFTR-Kanal erhohen (172,209). Bei den Carbachol- und Histamin-Antworten ergeben sich
dadurch zwei Komponenten: ein lumennegativer Strom, verursacht durch den Kaliumausstrom
und ein lumenpositiver Strom durch CFTR-vermittelte Chloridsekretion. Der lumennegative Teil
wird bei Gesunden vom groBeren lumenpositiven Chloridausstrom verdeckt.

Bei CF fiihrt der cAMP-abhédngige CFTR-Agonist Forskolin dagegen zu reduzierten Antworten
(154). Durch den funktionslosen CFTR-Kanal kommt es hier zu abnormalem Transport von CI°
und HCOj;. Die kalziumabhingige cholinerge Co-Stimulation fiihrt dann lediglich zu
basolateraler Kaliumsekretion bei fehlender apikaler Chloridsekretion (210) oder bei milden CF-
Formen zu biphasischen Antworten durch einen Rest an Chloridausstrom (108,154,160,164,170).
In mehr als 25 Jahren wurde ICM kontinuierlich weiterentwickelt. Das urspriingliche Verfahren
von Veeze wurde sukzessive modifiziert (164). Als {iberarbeitetes Rotterdam-Protokoll (108)
war es die Grundlage fiir das in dieser Studie verwendete SOP, welches von der ECFS
Diagnostic Network Working Group und der ECFS Clinical Trials Network entwickelt wurde
(184). Eine andere Modifikation stellt das Freiburg-Protokoll dar (172,209), welches hier nur
kurz erwdhnt werden soll (Details finden sich bei De Boeck et al 2011 (182)). Das Freiburg-
Protokoll unterscheidet sich unter anderem durch die Aufzeichnung der transepithelialen

Spannung bei offenem Stromkreislauf an Stelle der Messung des Kurzschlussstroms bei
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geschlossenem Stromkreislauf, durch die Reihenfolge der Substanzzugabe und durch die
perfundierten unbegasten Ussingkammern anstelle des begasten rezirkulierenden

Kammersystems aus dem Rotterdam-Protokoll (211).

2.4.2. Durchfithrung und Material

Vor der Biopsieentnahme wurden Himorrhoiden und bekannte Blutungsneigung anamnestisch
ausgeschlossen, da es nach der Probenentnahme kurzzeitig zu oberfldchlichen Blutungen der
Rektumschleimhaut kommen kann. Dariiber hinaus wurde die Einnahme antiallergischer
Medikamente im Vorfeld erfragt, da durch diese Substanzen die Reaktion der Biopsien auf die
Histamingabe wihrend der Messung beeintriachtigt werden kann (97,184).

Alle Messungen wurden entsprechend des standardisierten Protokolls durchgefiihrt (184) und
das Personal wurde einem vorherigen Training an den Ussingkammern unterzogen. Mit einer
Saugzange zur Gewinnung von Rektumbiopsien (Trewavis Surgical, Boronia, Australia) wurde
rektales Schleimhautgewebe mit einem Durchmesser von 2-3 mm unter einem definierten Druck
von 5 mmHg entnommen. Da hierbei keine Schmerzen bei den Probanden ausgeldst werden, ist
eine Sedierung nicht erforderlich. Um die intraindividuelle Variabilitidt zu kontrollieren, wurde
die Messung an bis zu acht Biopsien bei den Probanden durchgefiihrt. Fiir den Transport wurden
die Schleimhautproben in eisgekiihlter Pufferlosung gelagert, die zur Hemmung der endogenen
cAMP-abhingigen Chloridsekretion mit Indomethacin versehen worden war. AnschlieBend
wurden die Biopsien in rezirkulierende Ussing-Kammern (P2400, Physiologic Instruments, San
Diego, USA) eingespannt, mit je 2 ml Meyler-Puffer (Substanzen jeweils in mmol/l: Hepes 10;
Na;HPO4 0,3; NaH>PO4 0,4; MgCL 1,0; CaClx 1,3; KCI1 4,7; NaCl 128; NaHCOs3 20,2; D-
Glukose 10; Indomethacin 0,01. Osmolaritdt 300 mosmol/l; pH-Wert 7,4) pro Kammerhélfte.
Um physiologische Bedingungen zu simulieren, wurde die Temparatur bei 37°C gehalten und
die Proben mit 95% O und 5% CO- begast. Die Ussing-Kammern waren tiber KCl-Agarbriicken
mit Kalomel-Spannungselektroden verbunden, die Stromelektroden waren aus Platin. Am
Anfang (und am Ende) der Messung (nach etwa 90 bis 120 Minuten) wurden als Parameter fiir
basale Gewebeeigenschaften die Potentialdifferenz (PD basal) und der Gewebswiderstand (R
basal) nach einem kurzen Stromimpuls von 15 pA im offenen Kreislauf iiber einen hochohmigen
Verstarker (z. B. DVC-1000/ DVC-3, World Precision Instruments, Sarasota, USA) bestimmit.
Nach dem Abklemmen wurde der basale Kurzschlussstrom (Isc basal) bestimmt. AnschlieBend
wurden 100 uM Carbachol (CCH) in die zur serosalen Biopsiefliche gerichtete

Ussingkammerhiélfte gegeben, um die eingespannte Gewebeprobe auf ihre korrekte Ausrichtung
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und Reaktivitit zu iiberpriifen und die rein cholinerg vermittelte cAMP-unabhidngige CFTR-
Funktion (in Abwesenheit von Forsk/IBMX) zu ermitteln. Wahrend der anschlieBenden etwa 40-
miniitigen Equilibriegungs- und Auswaschphase (englisch: washout) im geschlossenen Kreislauf
(voltage clamp mode, 0 mV), wurde die Pufferlosung drei mal nach jeweils 10 Minuten
ausgetauscht. AnschlieBend wurde der transepitheliale Kurzschlussstrom (Isc) in pA als direktes
Mass des lonentransports entlang des Epithels aufgezeichnet, wéhrend verschiedene Substanzen
in einer definierten Reihenfolge nach einem abzuwartenden Mindestzeitraum und Stabilisierung
der Kurve mukosal (M) oder serosal (S) zugegeben wurden: (1) Amilorid (Amil) 100 uM (M)
zur Inhibition der ENaC-vermittelten Natriumabsorption, (2) Forskolin und 3-Isobutyl-1-
Methylxanthin (Forsk/IBMX) 10/100 uM (M+S) zur Messung der cAMP-abhidngigen CFTR-
Leitfahigkeit, (3) Genistein (Geni) 10 uM (M+S) zur Verstirkung der CFTR-Restfunktion, (4)
Carbachol (CCH) 100 uM (S) zur cholinergen Kostimulation der CFTR-Chloridleitfahigkeit
iiber Kalzium und Proteinkinase C, (5) 4,4’-Diisothiocyano-2,2’-stilbenedischwefelsdure (DIDS)
200 uM (M) zur Inhibition DIDS-sensitiver alternativer, kalziumabhéngiger Chloridkanéle und
(6) Histamin (Hista) 500 uM (S) zur Ermittlung der DIDS-insensiblen, cholinerg vermittelten,
kalziumabhéngigen Chloridsekretion. Alle Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich, St. Louis,

USA bezogen.

Abb. 7: ICM - Aufbau (aus ECES ICM SOP; Version 2.7; Oktober 2011).
Von links nach rechts: Wasserbad; Gasquelle; Ussingkammersystem (4-kanalig); PowerLab;
Spannungsklemme; Rechner.
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Abb. 8: ICM — Material zur Entnahme der Biopsie und Einspannung in Ussingkammer.

A) Biopsiezange mit Saugleitung und Druckanzeige; B) Spitze der Biopsiezange mit Offnung
zum Ansaugen der Biopsie; C) Slider mit Rektumsaugbiopsie; D) Mikroskopische VergroBerung
einer Rektumsaugbiopsie; E) Ussingkammer mit eingespannter Biopsie; F) Schematische
Darstellung der Funktion einer Ussingkammer (aus (170); L.S.C.: intestinaler Kurzschlussstrom,
P.D.: Potentialdifferenz, CI: Chloridionen, +: positive Ladung, -: negative Ladung, s: serosaler
Kammerabschnitt; m: mukosaler Kammerabschnitt); Fotos aus unserem Labor mit freundlicher
Genehmigung der Charité - Universititsmedizin Berlin.
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2.4.3. Auswertung und diagnostische Interpretation

Die Qualitétskriterien fiir auswertbare Biopsien wurden im ECFS ICM SOP wie folgt festgelegt:
(1) basaler Gewebewiderstand (R basal) von mindestens 10 Q/cm? da Biopsien mit einem
geringeren Widerstand auf Grund ihrer Qualitit, GroBBe oder eines Lecks unzuldssig waren; (2)
keine Abweichung vom konstanten Isc zu Messbeginn (kein Drift vor der Zugabe von Amilorid)
um ein stabiles Messniveau zu garantieren; (3) mindestens eine Reaktion des Is auf eine der
zugegebenen Substanzen zur Gewihrleistung eines vitalen Zustands der untersuchten Biopsie.
Alle Ergebnisse als Reaktionen auf die Stimulation mit den spezifischen Substanzen wurden als
maximale Nettodnderung des Kurzschlussstroms (Als) angegeben, welche die Summe des
negativen und positiven Gipfels darstellt (108,164,170,212). Dabei weist eine negative
Nettoantwort auf ein geringes MalBl an Chloridleitfahigkeit hin, wohingegen eine positive
Nettoantwort des Isc viel Chloridsekretion anzeigt. Danach wurden die Antworten auf lcm?
normalisiert. In die Analysen wurden zunichst alle Einzelwerte der Biopsien eingeschlossen und
anschliefend die mittleren individuellen Ergebnisse der basalen Gewebeparameter sowie des
Al bestimmt.

Im Fokus der diagnostischen Auswertungen standen die CFTR-Stimulatoren Forsk/IBMX und
CCH sowie die zusitzliche kalziumunabhingige Chloridsekretion unter Histamin (Amilorid
wurde lediglich zur Inhibition der ENaC-vermittelten Natriumabsorption, Genistein zur
Verstarkung der CFTR-Restfunktion und DIDS als Vorbereitung fiir Histamin zur Inhibition
alternativer, kalziumabhéngiger Chloridkanéle zugegeben). Im Vorfeld hatten Derichs et al 2010
verdffentlicht, dass der beste diagnostische Parameter zur Diskriminierung zwischen CF und
Non-CF die Summe aus den ICM-Anworten Als. Forskolin/IBMX, Alsc Carbachol und Al
Histamin sei. Bei Werten unterhalb des Cutoffs von 35 pA/cm? wurde von CF ausgegangen
(108). Auch Als. Carbachol pre Washout wurde als pradiktiver diagnostischer ICM-Parameter
hinzugezogen, wobei Werte unterhalb von 10 pA/cm? hinweisend fiir CF sein sollten (108, 110).

Die Auswertung der ICM-Tracings der beiden anderen ECFS DNWG Zentren erfolgte zentral
am Berliner Studienzentrum durch einen trainierten Interpreten und wurde von einem weiteren

erfahrenen ICM-Experten kontrolliert.
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2.4.4. ICM-Messkurven

Hier sind beispielhaft drei ICM-Messkurven abgebildet — jeweils eine fiir Non-CF, PS-CF
(AF508/3849+10kbC-T) und PI-CF (AF508/AF508) (siche Abb. 9).

Bei gesunden Kontrollen mit normaler CFTR-Funktion (Abb. A: Non-CF) werden positive
Antworten des Isc auf Forsk/IBMX (durch eine cAMP-vermittelte CFTR-Aktivierung), auf CCH
(durch die cholinerge Kostimulation von CFTR) und auf Histamin (durch die kalziumabhingige,
DIDS-insensible Chloridsekretion) festgestellt. Der induzierte hohe Chloridausstrom verdeckt
dabei den gegenldufigen Kaliumausstrom.

Bei CFTR-Restfunktion (Abb. B: PS-CF) kommt es zu einem geringeren Anstieg der Messkurve
als bei Non-CF oder zu biphasischen Kurven mit einem negativen Gipfel durch die
Kaliumsekretion und einem positiven Gipfel durch den Chloridausstrom.

Bei fehlender CFTR-Funktion (Abb. C: PI-CF) bleibt der Anstieg der Kurve auf Grund der
fehlenden Chloridsekretion meist ganz aus und es kann unter Zugabe von Forsk/IBMX einerseits
und CCH andererseits zu einem Absinken der Kurve durch die unmaskierte apikale

Kaliumsekretion kommen.
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Abb. 9: Ergebnisse intestinaler Kurzschlussstrommessung (ICM) an Rektumsaugbiopsien in
Micro-Ussingkammern bei normaler CFTR-Funktion sowie an Biopsien mit und ohne
Restfunktion.

Original ICM-Messkurven: A) gesunde Kontrolle, B) PS-CF (AF508/3849+10kbC-T) und C) PI-
CF (AF508/AF508) aus unserer Kohorte. Ermittlung des Kurzschlussstroms (L) in
rezirkulierenden Micro-Ussingkammern in Anwesenheit von Indomethacin unter Zugabe
verschiedener Substanzen: Amilorid (Amil 100uM M), Forskolin und 3-Isobutyl-1-
Methylxanthin (Forsk10/IBMX100uM M+S), Genistein (Geni 10uM M+S), Carbachol (CCH
100uM S), 4,4’-Diisothiocyano-2,2’-Stilbenedischwefelsdure (DIDS 200uM M) sowie Histamin
(Hista 500uM S). X-Achse: Zeit in Minuten (min, ein blauer Strich entspricht 5 Minuten); Y-
Achse: Stromstérke in Mikroampére (pA). uM: Mikromolar; M: mukosaler Kammerabschnitt; S:
serosaler Kammerabschnitt.
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2.5. Bestimmung der Serumspiegel von Ivacaftor

Zur Bestimmung der Ivacaftorkonzentration im Patientenserum erfolgte zu definierten
Zeitpunkten (vor der Einnahme von Ivacaftor, sowie stiindlich 1 bis 8 Stunden danach)
wiederholt eine vendse Blutentnahme. Die befiillten Serumréhrchen wurden bei -20°C
tiefgefroren und eisgekiihlt zur Auswertung in das Freiburger Labor von M. Hug geschickt. Dort
wurde fiir die Analysen eine validierte Methode der Fliissigchromatographie mittels

Massenspektrometer verwendet.

2.6. Statistische Auswertung

Im Rahmen der Statistik wurden folgende Methoden verwendet:

1) Deskriptive und induktive Statistik

2) Selbstorganisierende neuronale Netzwerke (= SOMs, Kohonen-Karten)

3) Baumklassifikationsalgorithmen wie Entropiebasierte Lernverfahren (C5.0), exhaustive
CHAID (Chi-squared Automatic Interaction Detector) und CART (Classification and

Regression Trees)

2.6.1. Deskriptive und induktive Statistik

Nominale Werte wurden durch ihre absolute und relative Haufigkeit beschrieben, ordinale Werte
zusdtzlich durch den Median. Quantitative Werte wurden durch Mittelwerte und Mediane und
als Streuungsparameter durch ihre Standardabweichungen bzw. Spannweiten (Maximum-
Minimum) charakterisiert. Der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (auch: Mann-Whitney-U-Test) als
parameterfreier statistischer Test fiir die in dieser Arbeit verwendeten nicht normalverteilten
Parameter diente zur Uberpriifung der Signifikanz der Ubereinstimmung zweier Verteilungen
(vgl. auch Abb. 25.1-25.4).

Als parameterfreies Mal3 fiir den linearen Zusammenhang zwischen zwei CFTR-Biomarkern
wurden die Korrelationskoeffizienten nach Spearman berechnet. Zur visuellen Darstellung der
Zusammenhdnge von drei Variablen wurden 3D-Surface Plots bzw. 2D-Heat-Maps verwendet.
Die diagnostische Qualitét zur Bestimmung der Genauigkeit von Vorhersagen einzelner CFTR-
Biomarker wurde mit Hilfe von ROC-Kurven (Receiver-Operating-Characteristics Kurven)
ermittelt. Die diagnostische Qualitdt wird durch die Area under the curve (AUC) beschrieben.
Die Werte fiir AUC liegen zwischen 0,5 und 1. Ein Wert von 0,5 fiir AUC bedeutet ,,die
Ergebnisse sind rein zufdllig bzw. der Test ist nicht besser als Wiirfeln*, Werte im Bereich 0,8-

0,9 bedeuten ,,sehr gute Klassifikationsgenauigkeit und Werte im Bereich 0,9-1 ,,exzellente
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Genauigkeit“. AUC=1 bedeutet ,,alle Patienten werden richtig klassifiziert — Sensitivitit und
Spezifitidt 100%. Die Gleichheit der Klassifikationsgenauigkeit zweier CFTR-Biomarker wurde
mit einem Aquivalenztest fiir verbundene Stichproben gepriift. Der polynomiale Zusammenhang
zwischen CFTR-Biomarkern wurde mit einem Approximationsverfahren berechnet. Die
Ansprechbarkeit von G551D-Patienten auf Ivacaftor wurde auf der Basis der in dieser Studie
berechneten unizentrischen Cutpoints fiir CF-Patienten und gesunde Kontrollen ermittelt. Bei der
multizentrischen Analyse wurden die Unterschiede zwischen den drei Zentren mit Hilfe des F-
Tests berechnet. Das Signifikanzniveau wurde mit 5% (p=0,05) festgesetzt. Fiir die statistische
Auswertung wurden Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation, Redmond, USA), SPSS
Version 24 (IBM, Armonk, USA) und NCSS Version 12 (NCSS LLC, Kaysville, Utah, USA)

sowie R (Version 3.3.3; https://www.r-project.org/) verwendet.

2.6.2. Selbstorganisierende Kohonen Netzwerke (SOMs).

Zur Berechnung der a priori nicht bekannten Cluster wurden selbstorganisierende Karten
(selforganizing maps: SOMs) verwendet. SOMs (hier Kohonen-Karten nach Teuvo Kohonen
(213)) sind Typen von kiinstlichen neuronalen Netzen mit einem uniiberwachten Lernverfahren
mit dem Ziel eine topographische Merkmalskarte in Form von Clustern des Eingaberaums
(Patientendaten) zu erreichen. Ziel ist es zu erreichen, dass die Patienten innerhalb eines Clusters
maximal homogen und zwischen den Clustern maximal inhomogen sind.

Hiermit lassen sich komplexe Zusammenhénge zwischen einer beliebigen Anzahl von Variablen

visualisieren und Vorhersagen z.B. in der Diagnostik mit hoher Genauigkeit treffen.

2.6.3. Klassifikationsalgorithmen

Zur Auswertung der Modelle verwendeten wir drei verschiedene Klassifikationsalgorithmen: (1)
Entropiebasierte Lernverfahren (C5.0), (2) Exhaustive CHAID und (3) CART. Im Folgenden
findet sich eine allgemeine Beschreibung zur Funktionsweise von solchen Entscheidungsbdaumen
(betrifft die erwdhnten drei Verfahren gleichermallen - die Unterschiede beziehen sich einzig auf
das jeweilig verwendete Informationsmal3): Baumklassifikationsalgorithmen klassifizieren Félle
in Gruppen oder prognostizieren Werte einer Zielvariablen (hier CF oder Non-CF) auf Basis von
Werten der Biomarker. Sie ermoglichen Vorhersagen oder Klassifizierungen zu zukiinftigen
Beobachtungen auf Basis einer Reihe von Entscheidungsregeln.

Hierbei wird aus einer Trainingsmenge von Beispielen (in dieser Arbeit aus der Gesamtmenge

aller Probanden) mit bekannter Klassenzugehorigkeit mit Hilfe des Klassifikationsalgorithmus
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ein Klassifikator in Form von Entscheidungsbdumen oder einem Satz von Regeln generiert. Die
GroBe des Entscheidungbaumes wird im néchsten Schritt reduziert (Pruning: Reduktion der
Komplexitit), indem solche Verzweigungen wegfallen, die wenig zur Klassifikationsgenauigkeit
beitragen. Dies erhoht die Gesamtgenauigkeit durch das Vermeiden von moglichem
»Overfitting®.

Die Klassifikation grenzt sich vom Clustering (siche SOMs) dadurch ab, dass bei der
Klassifikation die Klassen a priori bekannt sind, wihrend beim Clustering die Klassen erst

gesucht werden miissen.

Entscheidungsbaum

Induktive Inferenz

Pruning
(Baumoptimierung)

o - Informationsgewinn

Baumgenerator

Abb. 10: Komponenten eines Klassifikationsalgorithmus.

2.6.4 Multilayer Perceptron (MLP)

Neuronale Netze sind informationsverarbeitende Systeme, die aus einer grossen Anzahl
einfacher Einheiten (Neuronen) bestehen. Diese sind durch gerichtete und gewichtete Kanten
miteinander zu Netzwerken verbunden. Uber diese senden sich die Neuronen Information in
Form ihrer Aktivierung zu. Alle Neuronen des Netzwerks sind in Schichten (Layers) eingeteilt
(Eingabeschicht, eine oder mehrere verdeckte (hidden) Schicht(en) sowie eine Ausgabeschicht.
Das wesentliche Element dieser kiinstlichen Neuronalen Netze ist ihre Lernfdhigkeit. Diese
Féahigkeit, z.B. ein Klassifikationsproblem selbstindig aus Trainingsbeispielen zu lernen,
machen Neuronale Netze universell einsetzbar. Neben den selbstorganisierenden Karten
verwenden wir Multilayer Perceptrons. Ein MLP ist ein mehrschichtiges Feedforward
Neuronales Netz. Ein Neuron einer Schicht ist mit allen Neuronen der ndchsten Schicht
verbunden. Es gibt keine Verbindungen zur vorherigen Schicht und keine Verbindungen, die
eine Schicht iiberspringen. Die Verbindungen zwischen den Neuronen sind unidirektional und
nicht zyklisch. Eine typische Anwendung eines MLPs ist die Approximation einer unbekannten

und analytisch schwer fassbaren Funktion f. Von dieser mehrdimensionalen Abbildung sind k
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diskrete Werte (x;, f(xi); i=1,...,k) bekannt. Das Ziel ist es, dass das Neuronale Netz die Funktion
anhand der exemplarischen Werte erlernt und dadurch in der Lage ist, den Funktionsverlauf zu
generalisieren, so dass flir jeden mdglichen Ausgangswert x der entsprechende Funktionswert
y=f(x) berechnet werden kann (x und y kénnen n- bzw. m-dimensionale Vektoren sein). MLPs
sind sogenannte universelle Approximatoren, d.h. sie konnen Funktionen beliebig genau
approximieren konnen.

Wir verwenden ein Mulilayer Perceptron Netzwerk mit 2 Hidden Layers, dem hyperbolischen
Tangens als Aktivierungsfunktion fiir die Hidden Layers und einem Output Layer fiir die
abhingige Variable mit den Werten PI-CF oder PS-CF. Die Aktivierungsfunktion fiir den Output

Layer ist Softmax und die Fehlerfunktion “Cross Entropie®.
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3. Ergebnisse

3.1. Diskriminierung zwischen CF und Non-CF auf der Basis der CFTR-
Biomarker ST, NPD und ICM (fiir Studiendaten aus Berlin)

3.1.1. Referenzwerte der CFTR-Biomarker und basale Messdaten (Berlin)

Zunichst konnte die Durchfiihrbarkeit der drei Verfahren ST, NPD und ICM unter Anwendung
der aktuellen ECFS SOPs fiir NPD und ICM am selben Tag am Berliner Studienzentrum
demonstriert werden. Die Erfolgsquote bei der Erhebung der CFTR-Biomarker in der
Studienkohorte war hoch. Der Schweilitest wurde in > 97% der Fille erfolgreich durchgefiihrt.
Bei der NPD konnte lediglich bei zwei Patienten auf Grund von Nasenpolypen nur eines der
beiden Nasenlocher untersucht werden. 368 Rektumsaugbiopsien des Berliner Zentrums
erfiillten die definierten Qualitétskriterien (siche Methodenteil 2.4.3.) und wurden in die weiteren
Analysen eingeschlossen (86,4%).

Die grundlegenden Charakteristika der Berliner Studienkohorte sowie Mittelwerte + Standardab-
weichungen und Median mit Minimum und Maximum fiir die ECFS SOPs wie auch die
Signifikanz der Gleichheit der Verteilungen in den Untergruppen CF und Non-CF bzw. PI-CF
und PS-CF sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Alle untersuchten CFTR-Biomarker sind nicht normalverteilt (Kolmogorov-Smirnov). Wihrend
CF-Patienten signifikant jiinger (p<0,01) als gesunde Kontrollen waren (siche Kapitel 3.1.2.),
bestanden zwischen pankreasinsuffizienten und pankreassuffizienten Patienten beziiglich des
Alters keine signifikanten Unterschiede. Bei der Geschlechterverteilung gab es zwischen den
drei Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Die Genotypen waren in den beiden CF-Gruppen
komplett verschieden. Signifikante Unterschiede (p<0,01) zwischen CF und Non-CF bestanden
beim BMI, beim Chloridgehalt im Schweill sowie bei allen aufgefiihrten NPD-Parametern und
den mittels ICM erhobenen Parametern der CFTR-Funktion (Al von CCH pre Washout,
Forsk/IBMX, CCH, Hista und Derich Score). Die Unterschiede zwischen PS-CF und PI-CF
waren beim Schweilitest hochsignifikant (p<0,001). Signifikante Ergebnisse lieferten dariiber
hinaus auch die ICM-Parameter Al Forsk/IBMX und Al CCH pre Washout fiir die
Unterscheidung zwischen PI-CF und PS-CF (p<0,05). Nahezu identische Mittelwerte des
basalen Gewebewiderstands bei PI-CF, PS-CF und Kontrollen kennzeichneten die hohe Qualitit
der Biopsien zu Beginn der ICM und wiesen auf eine generell gute Vergleichbarkeit zwischen

den drei Gruppen hin.
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Beim Schweifltest lag nur ein pankreassuffizienter CF-Patient unserer Kohorte unterhalb des
gangigen diagnostischen ST-Cutoffs fiir CF > 60 mmol/l. Im Gegensatz dazu lagen die ST-Werte
von neun der untersuchten Kontrollen (64%) im Grenzbereich zwischen 30 und 59 mmol/I.

Zum Vergleich der Verteilungen verschiedener Parameter in zwei Gruppen wurde jeweils der
Mann-Whitney-U-Test verwendet. Die Verteilungen der angegebenen Biomarker (ST, NPD- und
ICM-Parameter) in den Gruppen CF und Non-CF sind ganz iiberwiegend hochsignifikant
verschieden (p<0,001), mit Ausnahme der beiden Parameter R; basal und Alsc Amilorid (p>0,05).
Betrachtet man die Untergruppen PI-CF und PS-CF, so sind nur fiir die Biomarker
Schweillchlorid-Konzentration, Alsc Forskolin/IBMX und Al,e Carbachol pre Washout die
Verteilungen signifikant (p<0,05) verschieden. Fiir alle iibrigen Biomarker kann die
Nullhypothese ,,Die Verteilungen des betreffenden Biomarkers sind in den Untergruppen
identisch* nicht widerlegt werden (p>0,05).

Die letzte Aussage ist ein Grund dafiir, dass viele der Parameter einzeln nicht so gut zur

Klassifikation von Patienten in PI-CF bzw. PS-CF geeignet sind.
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NPD- und ICM-Referenzwerte (Berlin)

Kontrollen CF gesamt PI-CF PS-CF Signifikanz
Kontrollen | PI-CF vs
n=14 n=37 n=28 n=9
( ) ( ) ( ) (n=9) vs CF alle PS-CF
Alter (Jah 39,7+16,9 28,5+10,1 27,0493 33,1117 0,005 o7
er (Janre B 5
( ) 36,5 (18; 72) 28,0 (12; 47) 25,5 (12; 44) 30,0 (12; 47)
Geschlecht  Frauen 8 (57,1%) 20 (54,1%) 15 (53,6%) 5(55,6%) 0,843 017
Miinner 6 (42.9%) 17 (45.9%) 13 (46,4%) 4 (44,4%) ’ ’
24,6439 20,642,7 20,3423 21,743,6
Body Mass Index 247(199:327) | 205(152:260)|  200(172:253)| 22,5 (15.2:26,0) <0,001 0,172
Schweiflchlorid-
Konzentration 30,248,0 89,6+15.6 95,0+11,6 72,9150 “0.001 “0.001
32,5(15,5;46,5) | 92,5(49,0;115,0)| 97,0 (67.5; 115,0) 72,0 (49,0; 96,0) ’ ’
(mmol/l)
NPD-Werte (Berlin)
-14,5+7,8 -47.2+15,6 -48,9+15,2 4224163
Basal PD (mV) 14,7 (29,6, -2,8) | -48,5(-76,2;-16,1) | -50,2 (-76,2;-16,1) | -36,2 (-72,3; -21,9) <0,001 0,270
. 7,5+5,3 30,7+13,0 30,7+13 4 30,8+12,3
APD Amilord (mV) 7.4(1,0, 18,6) 31,4 (6,1; 57.6) 3196,1;57.6) | 293 (14.7; 51,2) <0,001 0,979
APD Chloridfrei/Iso -14,7+7,5 -5,8+8,9 -5,549,5 -6,8+7,1 0,002 0,694
(mV) -11,2 (:28,7; -6,9) -4,1(-34,9;9,1) -3,7(-34,9;9,0) -4,7 (-20,8; -0,9) ’ ’
. . 0,2+0,1 0,9+0,2 0,9+0,2 0,8+0,2
Wilschanski Score 0,1 (0,0; 0,4) 0,9 (0,5; 1,5) 0,9 (0,5; 1,5) 0,9 (0,5; 1,0) <0,001 0,553
1,2+0,7 -1,0+0,9 -1,0+0,9 -0,840,8
Sermet Score 1,1 (0.5:2.8) 0.9 (:26,12) 0.9 (-26,1.2) 1,0 (-1,9;0,7) <0,001 0,531
ICM-Werte (Berlin)
20,7+3,8 20,644,7 20,5+4,9 20,8443
2 ) s i) ) > s ) »
Rt basal (@/em’) 20,5 (14,3; 27,5) 21,3 (12,2; 29,5) 21,2 (12,2; 29,5) 21,3 (12,9; 25,9) 0,929 0.872
Alse Carbachol pre 22,1104 -4,3+4,0 -5,1£4,0 -1,7£3,2 <0.001 0.024
Washout (uA/cm?) 19,5 (8,3;45.,4) -4,0 (-16,2; 1,8) -4,5 (-16,2; 0,7) -1,0 (-7,7; 1,8) ’ ’
Alsc Amiloride 22,5427 -4,5+6,3 -4,7+7,0 -3,7+4,0 0272 0.881
(nA/em?) 2,0 (-10,4; 0,6) 2,8(:36,1;3,4) 2,8(:36,1;3,4) 2,5 (-12,2;0,4) ’ ’
Alse Forskolin/IBMX 24,7+143 0,3+6,0 -1,2+4,9 4,672 <0.001 0.010
(nA/em?) 212 (7,1;555) | -0,6(-10,5157)|  -1,5(-10,5; 12,2) 6,8 (-6,5;15,7) g g
Alse Carbachol 27,9+17.6 0,1+5,0 -0,2+4,4 0,8+6,7 <0.001 0.614
(nA/em?) 22,6 (54;,732)|  -03(-10,0;104) |  -0,5 (-10,0; 10,4) 3,1 (-8,5;8.,2) ’ g
Alsc Histamin 36,6+36,2 1,6+3,0 1,7+3,2 1,3+2,4 <0.001 0726
(nA/em?) 21,1 (4,6; 122,7) 1,3 (-7,2; 11,7) 1,2 (-7,2; 11,7) 1,8 (-1,9; 5,0) g J
Alsc Forskolin/IBMX +
Carbachol + Histamin §9,2459,5 2.9+11.4 1,3£10.5 78132 <0,001 0,135
) 64,2 (36,7;228,0)|  -0,1 (-19,4;34.4)|  -0,3(-19,4; 34,4) 9,8 (-15,2; 28,9)
(nA/cm?)
dF508/dF508;
dF508/3849+10kbC-T;
dF508/G551D;
N dF508/dF508;
pUSE AL dF508/G551D; AF508/2789+5G>A;
3849+10kbC-'i'/R668C' dF508/R1162X; dF508/3849+10kbC-T;
Genotypisierung JF508/278915GoA: | AF308/R347P; 3849+10kbC-T/R668C; <0,001 <0,001
dF508/R1162X: ’ dF508/R553X; R347P/1078 del T;
dF508/W1282X" dF508/W1282X; R553X/A455E
’ L732X/L732X
L732X/L732X;
R347P/1078 del T;
R553X/A455E

Tab. 4: Basic Characteristics sowie NPD- und ICM-Referenzwerte.

Mittelwertet+Standardabweichungen sowie Mediane mit Minimum und Maximum unter Angabe
der Signifikanz beziiglich der Gleichheit der Verteilungen in den Untergruppen CF und Non-CF
bzw. PI-CF und PS-CF.

Legende: Wilschanski Score (162): Exponent des Verhiltnisses Chloridfrei+Iso/Amilorid
(eChlonidireitlso/Amiloridy. Sermet Score (169): -0,11%(APD Chloridfrei+Iso) - 0,05*(APD Amilorid).
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3.1.2. Rolle des Alters bei der Klassifikation CF versus Non-CF und PI-CF versus PS-CF

Auf Grund der univariat signifikanten Altersunterschiede zwischen CF und Kontrollen (siche
3.1.1.), sollte der Einfluss des Alters auf die Klassifikation (multivariat) weiter iiberpriift werden.
Dazu verwendeten wir die logistische Regression von Firth. Die logistische Regression von Firth
ist zu einem Standardansatz flir die Analyse bindrer Ergebnisse (z.B. CF vs. Non-CF oder PI-CF
vs. PS-CF) mit kleinen Stichproben geworden. Wir untersuchen zunédchst den Zusammenhang
zwischen dem Alter und den einzelnen Biomarkern (ST, NPD- und ICM-Parameter) beziiglich
der Gruppen CF und Non-CF. Das Alter war hierbei grosstenteils nicht signifikant (p>0,05), mit
Ausnahme des Alters im Zusammenhang mit dem NPD-Parameter APD Chloridfrei/Iso
(p=0,02). Die moderaten Altersschwankungen zwischen den Gruppen hatten in unserer Studie
auf die Klassifikation in CF und Non-CF im Wesentlichen keinen signifikanten Einfluss (vgl.
Tab. 5.1).

Des Weiteren untersuchten wir die Rolle des Alters bei der Klassifikation zwischen PI-CF und
PS-CF (die univariat schon nicht signifikant war) ebenfalls multivariat mit der logistischen
Regression von Firth: das Alter war beziiglich der Einteilung in die Gruppen PI-CF und PS-CF
im Gegensatz zu den CFTR-Biomarker ebenfalls nicht signifikant (p>0,05). Die einzige
Ausnahme stellte hier der ICM-Parameter Alsc Forskolin/IBMX dar, der mit p=0,044 gerade
signifikant war. Das bedeutet, dass auch diese Klassifikation ganz {iberwiegend unabhingig von
den leichten Altersunterschieden unserer Probanden war (vgl. Tab. 5.2).

Es konnte gezeigt werden, dass die vorliegenden Altersunterschiede (siehe 3.1.1.) zwischen den
Gruppen im Wesentlichen keinen Einfluss auf die Klassifikation hatten, da das Alter neben den

Biomarkern keine zusétzlichen Informationen zu den Gruppendifferenzierungen lieferte.

57



Firth logistic 95%

rcegl;f:‘s;):;_ Biomarker Signifikanz | Koeffizient Fesltliier T;izf:nz“gi:;ae" 3:3;

CF Grenze | Grenze
Chloridgehalt im Schweifs (mmol/l) 0,969 0,00 0,05 -0,15 0,18 1,00
Basal PD (mV) 0,881 -0,01 0,04 -0,09 0,06 0,99
APD Chloridfrei/Iso (mV) 0,020 -0,06 0,03 -0,12 -0,01 0,94
Wilschanski Score 0,967 0,00 0,06 -0,24 0,12 1,00
Sermet Score 0,465 -0,03 0,04 -0,11 0,04 0,97

Alter Al Carbachol pre Washout (pA/cm?) 0,761 076 009 -047 027 2,14
Al Forskolin/IBMX (nA/cm?) 0,113 -0,09 0,06 -0,29 0,02 0,91
Alsc Carbachol (pA/cm?) 0,682 -0,03 0,07 -0,21 0,12 0,97
Al Histamin (pA/cm?) 0,937 0,00 0,04 -0,11 0,10 1,00
Alse Forsk/IBMX+ CCH+Hista 0.845 0.02 0.06 025 018 1.02
(uA/cm?) i ’ ’ ’ ’ ’

Tab. 5.1: Die Rolle des Alters bei der Klassifikation von CF vs. Non-CF.

Logistische Regression von Firth: Die Rolle des Alters (Signifikanz, Standardfehler und 95%
Konfidenzintervall) bei der Klassifikation von Patienten in CF und Non-CF (abhéngige Variable:
CF vs. Non-CF; unabhédngige Variable: Alter + Biomarker).

Firth logistic 95%

;(;%ée;s‘i’(;-n: Biomarker Signifikanz | Koeffizient Fesltliier T;izf:nz“gi:;ae" 3:3;

PS-CF Grenze | Grenze
Chloridgehalt im Schweifs (mmol/l) 0,060 0,09 0,06 0,00 0,22 1,10
Basal PD (mV) 0,123 0,06 0,04 -0,02 0,14 1,06
APD Chloridfrei/Iso (mV) 0,122 0,06 0,04 -0,02 0,15 1,06
Wilschanski Score 0,144 0,06 0,04 -0,02 0,14 1,06
Sermet Score 0,138 0,06 0,04 -0,02 0,14 1,06

Alter Al Carbachol pre Washout (nA/cm?) 0,155 0,06 0,05 -0,02 0,16 1,06
Al Forskolin/IBMX (nA/cm?) 0,044 0,09 0,05 0,00 0,19 1,09
Alsc Carbachol (pA/cm?) 0,062 0,08 0,04 0,00 0,17 1,08
Al Histamin (pA/cm?) 0,089 0,07 0,04 -0,01 0,15 1,07
(A:X/chff)"/IBMX+CCH+HiSta 0,117 006 004 -002| 015 106

Tab. 5.2: Alter und CFTR-Biomarker bei der Klassifikation PI-CF vs. PS-CF.

Logistische Regression von Firth: Die Rolle des Alters (Signifikanz, Standardfehler und 95%
Konfidenzintervall) bei der Klassifikation von Patienten in PI-CS und PS-CF (abhingige
Variable: PI-CF vs. PS-CF; unabhéngige Variable: Alter + Biomarker).
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3.1.3. Korrelationen von ST, NPD und ICM

Um einen Uberblick iiber die Zusammenhinge der verschiedenen CFTR-Biomarker zu
bekommen, wurden Korrelationen nach Spearman mit zweiseitiger Signifikanz der einzelnen

Parameter berechnet sowie zweidimensionale und dreidimensionale Surface-Plots erstellt.

3.1.3.1. Korrelationen nach Spearman

Die Rangkorrelationsanalyse nach Spearman berechnet den linearen Zusammenhang jeweils
zweier Parameter der drei CFTR-Biomarker. Der Korrelationskoeffizient r ist ein Mass fiir die
Effektstirke. Die Werte eines Korrelationskoeffizienten r liegen zwischen -1 und 1. Ein Korrela-
tionskoeffizient im Bereich zwischen 0,5 und 0,8 bzw. -0,5 und -0,8 entspricht einem moderaten
positiven oder inversen Effekt. Werte iiber (unter) 0,8 (-0,8) weisen auf eine starke lineare
Korrelation hin.

Die Korrelationen sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Der Chloridgehalt im Schwei3, der NPD -
Wilschanski Score, der NPD - Sermet Score, der ICM - Derichs Score und ICM - Al Histamin
korrelierten jeweils hochsignifikant (p<0,001) mit allen iibrigen Parametern. Die Effektstirken
sind im Allgemeinen moderat bzw. schwach. Nur der NPD - Wilschanski Score korrelierte stark

mit dem NPD Sermet Score bzw. mit NPD APD 0Cl/Iso (Tabelle 6).
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ST NPD NPD NPD NPD ICM ICM ICM ICM ICM
PD basal | APD 0Cl/Iso | Wilschanski Score | Sermet Score | Alsc Forsk/IBMX | Alse CCH | Als Hista Derichs Score Alse CCH pre Wash

SchweiBchlorid ~ <orrelation 1 -0,54 0,53 0,64 -0,60 -0,72 -0,70 -0,64 -0,76 -0,71
Konzentration ..

Signifikanz <0,001 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Korrelation 0,54 1 -0,24 -0,60 0,71 0,68 0,53 0,60 0,60 0,67
NPD - PD basal ———|

Signifikanz |  <0,001 0,1 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
NPD - APD Korrelation 0,53 -0,24 1 0,84 -0,78 0,42 -0,45 0,51 0,51 -0,46
Chloridfrei/lso i rifikanz | 0,001 0,1 <0,001 <0,001 0,003 0,001 <0,001 <0,001 0,001
NPD - Korrelation 0,64 -0,60 0,84 1 -0,90 -0,58 -0,60 -0,60 -0,65 0,66
Wilschanski
Score Signifikanz | <0,001 [ <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
NPD - Sermet  Korrelation -0,60 -0,71 -0,78 -0,90 1 0,63 0,59 0,65 0,64 0,67

Signifikanz | <0,001 | <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
ICM - AL Korrelation 0,72 0,68 -0,42 -0,58 0,63 1 0,67 0,70 0,88 0,73
Forskolin/IBMX Lo

Signifikanz [ <0,001 | <0,001 0,003 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
1CM - AL Korrelation -0,70 0,53 -0,45 -0,60 0,59 0,67 1 0,70 0,90 0,83
Carbachol Signifikanz | <0,001 | <0,001 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
M - AL Korrelation 0,64 0,60 0,51 -0,60 0,65 0,70 0,70 1 0,78 0,69
Histamin Signifikanz | <0,001 [  <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 [ <0,001 <0,001 <0,001
ICM - Derichs  Korrelation -0,76 0,60 0,51 -0,65 0,64 0,88 0,90 0,78 1 0,83
Score Signifikanz [ <0,001 | <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
ICM - Al Korrelation -0,71 0,67 -0,46 -0,66 0,67 0,73 0,83 0,69 0,83 1
Carbachol pre
Washout Signifikanz | <0,001 | <0,001 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Tab. 6: Korrelationen von ST, NPD- und ICM-Parametern.

Korrelationen nach Spearman. Korrelationen > 0,70 sind in der Tabelle blau markiert.




3.1.3.2. Zwei- und dreidimensionale Darstellung der Zusammenhinge von ST, Wilschanski
Score (NPD) und Derichs Score (ICM)

Wie wir in Abschnitt 3.1.3.1 gesehen haben, besteht im Allgemeinen nur ein moderater linearer
Zusammenhang zwischen den Parametern. Die folgenden Berechnungen zeigen am Beispiel des
funktionalen Zusammenhangs der Parameter der kombinierten CFTR-Funktion Wilschanski
Score (NPD), Derichs Score (ICM) und ST, dass die Zusammenhidnge zwischen diesen
Parametern wesentlich komplexer sind. Zur Visualisierung der Zusammenhédnge verwendeten
wir ,,Heat Maps* und ,,3-D Surface Plots* (Abb. 11.1-11.3). Aus den Werten von jeweils 2
Parametern x, y wird der Wert z des dritten Parameters als Funktionswert f(x, y) = z angegeben.
Die Hohe des Wertes z wird dhnlich wie bei Landkarten farblich kodiert. Anhand dieser
Graphiken sieht man sofort, dass die Zusammenhénge zwischen den Parametern nicht linear sein
konnen. Damit erkliaren diese Heat Maps bzw. 3-D Surface Plots auch unsere Ergebnisse zu den

Korrelationen nach Spearman (Abschnitt 3.1.3.1).
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Abb. 11.1: NPD - Wilschanski Score in Abhdiingigkeit vom ST (in mmol/l) und vom ICM -
Derichs Score (in uA/cm?).
Darstellung als 2-D Heat Map (links) und 3-D Surface Plot (rechts).

Aus dieser Heat Map bzw. diesem 3-D Surface Plot lassen sich einige interessante Ergebnisse
ableiten. Ist z.B. der Chloridgehalt im Schweil} niedrig (< 35 mmol/l), dann ist der Wilschanski
Score immer kleiner als 0,5 unabhéngig vom Wert des Derichs Scores. Hohe Werte fiir den
Wilschanski Score (> 0,7) erhalten wir z.B., wenn der ST > 60 mmol/l und der Derichs Score <

100 pA/cm? ist.
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Abb. 11.2: ST (in mmol/l) in Abhdngigkeit vom NPD - Wilschanski Score und vom ICM -

Derichs Score (in uA/cn?).
Darstellung als 2-D Heat Map (links) und 3-D Surface Plot (rechts).

In dieser Heat Map sehen wir z.B., dass bei hohem Wilschanski Score (> 1,2) der ST ebenfalls

hoch ist, unabhidngig von den Werten des Derichs Scores.
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Abb. 11.3: ICM - Derichs Score (in uA/cm?) in Abhingigkeit vom ST (in mmol/l) und vom
NPD - Wilschanski Score.
Darstellung als 2-D Heat Map (links) und 3-D Surface Plot (rechts).

Diese Heat Map liefert uns weitere interessante Aussagen: ist z.B. der Schweilitest hoch (> 80
mmol/l), dann ist der Derichs Score niedrig, unabhingig vom Wert des Wilschanski Scores.
Wenn umgekehrt der Wilschanski Score hoch ist (> 0,9), dann ist der Derichs Score niedrig,

unabhdngig vom Schweil3test.
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3.1.3.3. Zwei- und dreidimensionale Darstellung der Zusammenhinge der ICM-Antworten

Alsc Forskolin/IBMX, Alsc Carbachol und Alsc Histamin

Als weiteres Beispiel der funktionalen Zusammenhinge zwischen den Parametern untersuchten
wir die drei ICM-Parameter Alse Forsk/IBMX, Al CCH und Al Hista (Abb. 12.1-12.3). In
Analogie zu den Ergebnissen in 3.1.3.2. zeigte sich wiederum, dass die Zusammenhénge
zwischen diesen drei Parametern komplex sind. Wenn zum Beispiel der Wert eines Parameters
hoch ist, dann sind die beiden anderen Parameter nicht unbedingt ebenfalls erhoht und

umgekehrt.
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Abb. 12.1: Al Forskolin/IBMX (uA/cm?) in Abhiingigkeit von Al,. Carbachol (uA/cm?) und
Al Histamin (uA/cm?).
Darstellung als 2-D Heat Map (links) und 3-D Surface Plot (rechts).

Bei niedrigen Carbachol- und Histamin-Werten sind die Forskolin/IBMX-Antworten ebenfalls
gering. Bei hohen Carbachol-Werten (> 40 pA/cm?) sind die Forskolin/IBMX-Antworten mittel

bis hoch unabhingig von Histamin.
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Abb. 12.2: Al Carbachol (uA/cm?) in Abhiingigkeit von Al Forskolin/IBMX (uA/cm?) und
Al Histamin (uA/cm?).

Darstellung als 2-D Heat Map (links) und 3-D Surface Plot (rechts).
Bei niedrigen Forskolin/IBMX- und Histamin-Werten ist die Carbachol-Antwort auch gering.

Bei Forskolin-Werten > 30 pA/cm? ist die Carbachol-Antwort abhiingig von der Hohe von
Histamin.
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Abb. 12.3: Al Histamin (uA/cm?) in Abhingigkeit von Al Carbachol (uA/cm?) und Al
Forskolin/IBMX (uA/cn?).

Darstellung als 2-D Heat Map (links) und 3-D Surface Plot (rechts).

Bei niedrigen Carbachol-Werten sind die Werte flir Histamin unabhingig von Forskolin/IBMX
auch niedrig. Bei hohen Carbachol-Antworten ist die Histamin-Antwort dagegen abhéngig von

den Forskolin/IBMX-Werten: wenn Forskolin/IBMX hoch ist, so ist Histamin auch hoch und
umgekehrt.
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3.1.4. Die Klassifikationsgenauigkeit der CFTR-Biomarker fiir CF versus Non-CF:

Berechnung optimaler Cutoff-Werte

Zur Diskriminierung zwischen CF und Non-CF wurden zundchst fiir alle wichtigen Parameter
der CFTR-Biomarker die Receiver-Operating-Characteristics (ROC) Kurven berechnet. Die
Klassifikationsgenauigkeit wird durch die Area under the curve (AUC) bestimmt. AUC-Werte
zwischen 0,8 und 0,9 liefern eine sehr gute Klassifikationsgenauigkeit. Zwischen 0,9 und 1 ist
die Klassifikationsgenauigkeit exzellent (siche Methodenteil 2.6.). Durch Genanalysen waren die
Patienten vorab in die Gruppen PI-CF und PS-CF eingeteilt. Die AUC-Werte waren fiir alle
Parameter exzellent (AUC > 0,95) bis auf den NPD-Parameter APD Chloridfrei/Iso, der mit
einem AUC-Wert von 0,84 sehr gut klassifizierte.

Mit der C-Statistik (AUC/ROC) und mit einem weiteren statistischen Verfahren (CART) wurden
dariiber hinaus Cutoff-Werte fiir die verschiedenen Parameter bestimmt. Es zeigten sich je nach
verwendetem Verfahren leichte Abweichungen bei den Cutoff-Werten (Tab. 7). Bei unserer
Patientengruppe trennten der ST nach den ROC-Analysen mit einem Cutoff-Wert, der NPD -
Wilschanski Score, der ICM - Derichs Score und der ICM-Parameter Alse Carbachol pre
Washout mit einer Sensitivitdt und Spezifitdt von jeweils 100% zwischen CF und gesunden

Kontrollen (AUC=1).

95% Konfidenzintervall : : :
Cutoff-Werte CF vs Non-CF AUC | Signifikanz Ctlgcp)%nt Célg’ﬁ?t C%tlp Oﬁnzi
Untergrenze | Obergrenze ( ) ( ) | (published)
Schweillchloridkonzentration (mmol/l) 1,00 <0,001 1,00 1,00 46,5 478 60
NPD - PD basal (mV) 0,97 <0,001 0,93 1,00 -29,6 21,2
NPD - APD Chloridfrei/Iso (mV) 0,84 <0,001 0,72 0,95 -7,4 -7,4
NPD - Wilschanski Score 1,00 <0,001 1,00 1,00 0,5 0,4 0,7
NPD - Sermet Score 0,98 <0,001 0,88 1,00 0,46 0,32 0,27
ICM - Al Forskolin/IBMX (pA/cm?) 0,98 <0,001 0,95 1,00 12,7 12,5
ICM - Als Carbachol (pA/cm?) 0,99 <0,001 0,96 1,00 9,3 12,8 10
ICM - Al Histamin (LA/cm?) 0,99 <0,001 0,96 1,00 9,1 13,1
ICM - Derichs Score (pLA/cm?) 1,00 <0,001 1,00 1,00 36,7 35,6 344
ICM - Al Carbachol pre Washout 1,00 <0,001 1,00 1,00 83 5
(pA/cm?)

Tab. 7: Klassifikation in CF und Kontrollen mit ST, NPD und ICM.
Area under the curve (AUC) von CFTR-Biomarkern mit Signifikanz, 95% Konfidenzintervall
und Cutoff-Werten.
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Zur Berechnung optimaler Cutoff-Werte am Beispiel der Chloridkonzentration im Schweil3 zeigt
Tabelle 8 fiir verschiedene Cutoff-Werte die zugehdrige Sensitivitét, Spezifitit und Genauigkeit.
Der optimale Cutoff-Wert ist der Wert, fiir den die Genauigkeit maximal ist. Dieser Wert hat die

hochste Sensitivitit und Spezifitit.

Cutoft. | TP | FP | FN | TN | TPR | TNR TPR
PPV | Genauigkeit

Wert A | B | C | D |(Sens)| (Spez) +INR
<255 | s [ 0 | 9 | 37| 036 | 1,00 | 1,00 0,82 1,36
<320 | 7] 0| 7 |37 05 | 1,00 | 1,00 0,86 1,50
<330 | 9 | 0| 5 |37 ] 064 | 1,00 | 1,00 0,90 1,64
<345 |12 0 | 2 | 37| 08 | 100 | 1,00 0,96 1,86
<360 | 13 0 | 1 | 37| 093 | 1,00 | 1,00 0,08 1,93
<465 |14 ] 0 | 0 | 37| 1,00 | 1,00 | 1,00 1,00 2,00
<490 | 14| 1 ] 0 | 36| 1,00 | 097 |0093 0,98 1,97
<600 | 14| 2 | 0 | 35| 1,00 | 095 | 0,88 0,96 1,95
<620 | 14| 3 | 0 | 34| 100 | 092 |08 0,94 1,92
<675 | 14| 4 | 0o | 33| 100 | 089 |o0,78 0,92 1,89
<700 | 14| 6 | 0 | 31| 1,00 | 084 |0,70 0,88 1,84
<720 | 14| 7 ] 0 | 30| 1,00 | 081 |067 0,86 1,81
<735 | 14| 8 | 0 | 29| 1,00 | 078 | 0,64 0,84 1,78
<790 |14 ] 9 | 0 | 28| 100 | 076 |06l 0,82 1,76

Tab. 8: Chloridkonzentration im Schweifp - Sensitivitit, Spezifitit und Genauigkeit in
Abhdingigkeit verschiedener Cutoff-Werte.

Legende: A (TP): Anzahl der richtig Positiven (CF). B (FP): Anzahl der falsch Positiven (als CF
klassifiziert aber gesund). C (FN): Anzahl der falsch Negativen (als gesund klassifiziert aber CF).
D (TN): Anzahl der richtig Negativen (Gesunde). TPR: Rate der richtig Positiven oder die
Sensitivitit = A / (A + C). TNR: Rate der richtig Negativen oder die Spezifitit = D / (B + D).
PPV: positiver pradiktiver Wert oder die Priazision = A / (A + B). Genauigkeit: Anteil richtig
klassifizierter Patienten = (A + D)/ (A + B + C + D). TPR + TNR: Summe aus Sensitivitdt und
Spezifitit.

Bei den folgenden Receiver-Operation-Curve Analysen (Abb. 13.1-13.3) beschreibt die

Sensitivitdt den Anteil der richtig positiv erkannten Patienten an allen Patienten mit CF, die
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Spezifitit den Anteil der richtig erkannten gesunden Kontrollen an allen Gesunden. 1-Spezifitét
ist der Anteil der falsch positiven Patienten d.h. der Patienten, die der Test als CF-Patienten
charakterisiert, obwohl sie nicht CF sind. Fiir jeden Wert des Schweil3tests als Cutoff-Wert erhalt
man ein Wertepaar (Sensitivitét, 1-Spezifitit). Die ROC-Kurve wird durch diese Wertepaare fiir

alle moglichen Cutoff-Werte innerhalb des Messbereiches aufgetragen.

Chloridkonzentration im Schweill

Sensitivitat

AUC=1

T T T T T T
0,0 0.2 0,4 06 038 1,0
1 - Spezifitat

Abb. 13.1: ROC-Analyse der Chloridkonzentration im Schweifs.
Receiver-Operating-Characteristic Kurve des Schweilitests (gelb) zur Klassifikation zwischen
CF und Non-CF. In diesem Fall ist die Area under the curve (AUC) 1, d.h. Sensitivitdt und

Spezifitdt sind 100% oder alle CF-Patienten und alle Kontrollen wurden durch den Schweiltest
richtig klassifiziert.
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Abb. 13.2: ROC-Analysen der NPD-Parameter.

Receiver-Operating-Characteristic Kurven von PD basal (blau), APD Chloridfrei/Isoproterenol
(pink) und Wilschanski Score (griin).
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Abb 13.3: ROC-Analysen der ICM-Parameter.

Receiver-Operating-Characteristic Kurven von Als. Forskolin/IBMX (blau), Als. Carbachol
(griin), Alsc Histamin (orange), Derichs Score (Alsc Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin: rot)
und Al Carbachol pre Washout (gelb). Die Area under the curve (AUC) war bei allen > 0,95.

Im Folgenden sind ausgewéhlte Cutoff-Werte graphisch dargestellt und Entscheidungsbidume
unter Anwendung des statistischen Verfahrens CART aufgefiihrt (Abb. 14.1-14.3).
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Abb. 14.1: Klassifikation in CF und Non-CF mit NPD - Wilschanski Score.

A) Mittelwerte fiir Wilschanski Score und Chloridkonzentration im Schwei3 (in mmol/l) fiir die
Gruppen PI-CF, PS-CF und Non-CF. B) Entscheidungsbaum (CART) fiir den Wilschanki Score.
Legende: fein gestrichelte Linie: Alter Cutoff-Wert des Wilschanski Index aus 2001 bei 0,7
(162); grob gestrichelte Linie: neuer Cutoff-Wert des Wilschanski Scores unter Anwendung des
ECFS NPD SOPs: CF > 0,5 (174).
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Abb. 14.2: Klassifikation in CF und Non-CF mit ICM - Derichs Score.

A) Derichs Score (in pA/cm?) und Chloridkonzentration im SchweiB (in mmol/l) fiir die
Gruppen PI-CF, PS-CF und Non-CF. B) Entscheidungsbaum (CART) fiir den Derichs Score.
Legende: gestrichelte Linie: Cutoff-Wert des Derichs Scores: CF < 34,4 pA/cm?.
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Abb. 14.3: Klassifikation in CF und Non-CF mit ICM-Parameter Carbachol pre Washout.

A) Carbachol pre Washout (in pA/cm?) und Chloridkonzentration im Schweil (in mmol/l) fiir
die Gruppen PI-CF, PS-CF und Non-CF. B) Entscheidungsbaum (CART) fiir Carbachol pre
Washout.

Legende: gestrichelte Linie: Cutoff-Werte von Carbachol pre Washout zwischen CF und Non-
CF, CF <5 pA/cm?.

Zusammenfassung Klassifikation CF versus Non-CF
Alle untersuchten CFTR Biomarker bis auf den NPD-Marker APD Chloridfrei/Iso sind

hervorragend geeignet, zwischen CF und Non-CF zu unterscheiden.
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3.1.5. Funktionaler Zusammenhang zwischen verschiedenen Biomarkern

Da die Biomarker mit AUC > 0,9 eine exzellente Klassifikation zwischen CF und Non-CF
liefern, stellt sich die Frage, ob es dariiber hinaus einen direkten funktionalen Zusammenhang
zwischen diesen Markern gibt. D.h. lassen sich die Biomarker aus jedem beliebigen als Referenz
vorgegegebenen Marker ableiten? Im Folgenden wurde exemplarisch an ST, Wilschanski Score,
Derichs Score und Carbachol pre Washout der funktionale Zusammenhang untersucht (Abb.
15.1-15.4): alle angegebenen Biomarker kénnen aus dem ST durch ein Polynom vom Grade < 4
berechnet werden. Die entsprechenden Funktionen sind mit 95% Konfidenzintervall angegeben.

Der Informationsgehalt von jedem dieser drei Parameter ldsst sich also jeweils auch aus den
beiden anderen ableiten. Die Zusammenhéinge zwischen den Parametern iiber Polynome vom
Grade < 4 veranschaulichen, dass es sich hierbei um nicht-lineare, sondern um komplexe

Zusammenhénge handelt.
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Modell: Y=-0,54 + 0,03*X — 0,0002*X?
X= Chloridkonzentration im SchweiR (mmol/I)
Y= NPD - Wilschanski Score

Abb. 15.1: Berechnung des Wilschanski Scores aus dem Schweifitest.
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Modell: Y=-213,5 + 24,4*X — 0,64*X? +0,006*X3- 0,00002*X*
X= Chloridkonzentration im Schweift (mmol/1)
Y= ICM - Derichs Score (pA/cm?)

Abb. 15.2: Berechnung des Derichs Scores aus dem Schweifitest.
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Abb. 15.3: Berechnung von Al Carbachol pre Washout aus dem Schweiftest.
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Abb. 15.4: Berechnung des Derichs Scores aus Al Carbachol pre Washout.

3.1.6. Multivariate Analyse

Unter Einbezug aller NPD- und ICM-Parameter neben dem ST wurden zusétzlich verschiedene
multivariate Modelle berechnet, obwohl bereits univariat die meisten der hier behandelten
Biomarker eine 100%-ige Klassifikationsgenauigkeit hatten. In Abhéngigkeit der Verfahren
erhielten wir Modelle mit unterschiedlichen Biomarkern als Eingangsvariable. Diese Modelle
lieferten ebenfalls 100%-ige Klassifikationsgenauigkeiten. Die Anwendung der Modelle ist also
vergleichbar mit den Einzelparametern beziiglich der Klassifikationsgenauigkeit, aber mit

zuséatzlichem Aufwand verbunden.
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e Logistische Regression

Ein logistisches Regressionsmodell Ls.c enthélt als Eingangsvariable den Chloridgehalt im
Schweil} (ST) und ICM - Als. Carbachol (CCH) mit einer Klassifikationsgenauigkeit von 100%.
Alle anderen Biomarker fallen aus dem Modell heraus. Als Regressionsgleichung (Lscc) erhalten
wir:

Regressionsgleichung L= -58,31 + 1,46*ST — 1,50*CCH (Signifikanz p<0.001).

e Exhaustive CHAID (Chi-squared Automatic Interaction Detector)
Das Entscheidungsbaumverfahren exhaustive CHAID liefert als wichtigsten Parameter den
Wilschanski Score. Da dieser bereits CF vs. Non-CF zu 100% richtig klassifiziert, verzweigt der

Baum in keine weiteren Biomarker.
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Abb. 16.1: Entscheidungsbaum exhaustive CHAID unter Einschluss aller Biomarker.
Der Cutoff-Wert fiir Non-CF vs. CF des Wilschanski Scores betrdgt 0,38.

Die Trennung in CF und Non-CF durch den Cutoff-Wert des Wilschanski Scores (NPD) von
0,38 ist hochsignifikant (p<0.001 mit Bonferroni-Korrektur).
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e Entscheidungsbaumverfahren C5.0

Der Algorithmus C5.0 misst die Wichtigkeit von Parametern fiir eine Zielgrofe tliber die
Minimimierung der Entropie.

C5.0 liefert die Chloridkonzentration im Schweil3 als wichtigsten Parameter mit dem Cutoft-
Wert 46,5 mmol/l. Da die Chloridkonzentration im Schweil} bereits CF und Non-CF zu 100%

richtig klassifiziert, wird der Entscheidungsbaum nicht weiter differenziert.
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Abb. 16.2: Entscheidungsbaum CS5.0 unter Einschluss aller Biomarker.
Der Cutoff-Wert fiir Non-CF vs. CF des Schweil3tests betrdgt 46,5 mmol/I.

e Anmerkung zum Derichs Score

Als nichstes untersuchten wir, ob bei unserem Datensatz der Derichs Score als Summe der ICM-
Parameter Alsc Forskolin/IBMX, Als. Carbachol und Alsc Histamin nicht bereits durch einen der
Summanden beschrieben werden kann. Obwohl univariat die FEinzelparameter Al
Forskolin/IBMX, Als. Carbachol und Als. Histamin ebenso wie der Derichs Score CF vs. Non-
CF exzellent klassifizierten, lieferten die multivariaten Verfahren CART, exhaustive CHAID
und C5.0 unter Einbeziehung der Summe und der Einzelparameter den Derichs Score als
wichtigsten Parameter. Da der Derichs Score bei unserem Datensatz zu 100% richtig
klassifizierte, gibt es keine weiteren Verzweigungen der entsprechenden Klassifikationsbdume.
Nimmt man dagegen die logistische Regression, dann fallen der Derichs Score und Al
Carbachol heraus. Als Regressionsgleichung erhalten wir:

Regressionsgleichung L= 268,8 — 11,3*Forsk — 10,0*Hista (Signifikanz p<0,001).
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3.2. Klassifikationsgenauigkeit fiir PI-CF versus PS-CF auf der Basis der
CFTR-Biomarker ST, NPD und ICM (Studiendaten aus Berlin)

3.2.1. Berechnung bestmoglicher Cutoff-Werte

Die CFTR-Biomarker NPD und ICM konnten zwar exzellent zwischen gesunden Kontrollen und
CF unterscheiden, jedoch waren sie bei unserer Patientenkohorte weniger gut dazu geeignet, um
zwischen den beiden Gruppen innerhalb der CF-Patienten zu unterscheiden.

Die AUC der Biomarker PD basal, APD Chloridfrei/Iso, Wilschanski Score, Sermet Score, Al
Carbachol, Alsc Histamin und der Derichs Score unterschieden sich nicht signifikant (p>0,05)
von AUC= 0,5 (Wiirfeln). Dies entspricht der Fliche der Diagonalen in den ROC-Abbildungen.
Nur die Marker ST, Alsc Forskolin/IBMX und Alsc Carbachol pre Washout waren signifikant
besser (p< 0,05) (vgl. Tab. 9).

Die AUC des STs war sehr gut mit 0,88 (p<0,001). Der Cutoff zwischen PS-CF und PI-CF
(Ergebnis der Receiver Operating Curves Analyse) lag fiir den ST bei 89,3 mmol/l (ROC). Die
ICM-Parameter Alsc Carbachol pre Washout hatten mit 0,77 (p=0,003) und Alsc Forskolin/IBMX
mit 0,73 (p=0,049) gute AUC-Werte.

95% Konfidenzintervall Cutpoint
AUC Signifikanz C(l;{tg(gr)lt e()gl‘/:li{e:i
Untergrenze | Obergrenze Chaid)
Schweil3chlorid Konzentration (mmol/I) 0,88 <0,001 0,76 1,00 89,3 89,0
NPD - PD basal (mV) 0.64 0,223 0,41 0,87 -41,8 -43.0
NPD - APD Chloridfrei/Iso (mV) 0,58 0,454 0,38 0,78 -0.8 -0,8
NPD - Wilschanski Score 0,53 0,777 0,32 0,74 1,0 1,0
NPD - Sermet Score 0,56 0,570 0,35 0,77 -2,0 -2,0
ICM - Al Forskolin/IBMX (nA/cm?) 0,73 0,049 0,50 0,96 5,6 5,6
ICM - Al Carbachol (nA/cm?) 0,56 0,663 0,29 0,83 44 44
ICM - Al Histamin (pA/cm?) 0,53 0,826 0,29 0,77 -0,4 -0,4
ICM - Derichs Score (LA/cm?) 0,68 0,126 0,45 0,91 8,7 8,7
E(Jgfl/c—n?zl)sc Carbachol pre Washout 0.77 0.003 0.59 0.96 1.0 0.7

Tab. 9: Klassifikation in PI-CF und PS-CF mit ST, NPD und ICM.

Area under the curve (AUC) der CFTR-Biomarker mit Signifikanz, 95% Konfidenzintervall und
Cutoff-Werten. Zur Berechnung der Cutoff-Werte wurden verschiedene Verfahren verwendet:
ROC und Entscheidungsbdume (CART/ exhaustive CHAID).
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Abb. 17.1: ROC-Kurven-Analysen zur Klassifikation in PI-CF und PS-CF.
Receiver-Operating-Characteristic(ROC)-Kurven der Schweillchlorid-Konzentration (blau) und
Alse Carbachol pre Washout (rot) jeweils unter Angabe der Area under the curve (AUC).
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Abb. 17.2: Entscheidungsbaum (exhaustive CHAID) zur Klassifikation von PI-CF und PS-CF.
Cutoff-Werte fiir die Schweichlorid-Konzentration (in mmol/l) und Al Carbachol pre Washout

(in pA/cm?).

Der Entscheidungsbaum fiir die Schweillchlorid-Konzentration zeigt, dass bei Werten iiber 89

mmol/1 95,5% der CF-Patienten PI-CF sind.
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3.2.2. Multivariate Analyse

Als Ergebnis des vorangegangenen Abschnitts ist der ST zunichst formal das beste Verfahren
zur Klassifikation von PI-CF versus PS-CF. Als nichstes stellt sich die Frage, ob die
Klassifikationsgenauigkeit des STs durch die Hinzunahme weiterer CFTR-Biomarker verbessert
werden kann. Hierzu berechneten wir folgende Modelle unter Einbeziehung aller Biomarker:

CART-Modell, logistisches Regressionsmodell sowie ein Multilayer Perceptron Netz (MLP-
Netz) (siche Methodenteil 2.6.4.).

o CART
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Abb. 18: Entscheidungsbaum (CART) zur Klassifikation von PI-CF und PS-CF unter
Einbeziehung aller Biomarker.

Unter Einbeziehung aller Biomarker liefert CART einen Entscheidungsbaum, der nur noch die
Parameter ST und Als. Carbachol pre Washout mit einer Klassifikationsgenauigkeit von 91,9%

enthdlt. Die Klassifikationsgenauigkeit fiir PI-CF betragt 100,0%, fiir PS-CF 66,7%.
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e Logistische Regression

In einer logistischen Regression (Methode forward stepwise (likelihood)) mit allen
Biomarkern zur Klassifikation von PI-CF und PS-CF enthilt die Regressionsgleichung die
Chloridkonzentration im Schweill (p=0,015) und mit Borderline Signifikanz den ICM-
Parameter Alsc Carbachol pre Washout (0,056) (Regressionsgleichung L= -12,10 + 0,14*
Chloridkonzentration im Schweifl -0,33* Als. Carbachol pre Washout). Alle anderen
Biomarker sind nicht in dem Modell enthalten. Die Klassifikationsgenauigkeit betragt 91,2%.
Die Klassifikationsgenauigkeit ist fiir PI-CF 100% und fiir PS-CF 66,7% (vgl. Tab. 10).

Klassifikation

Vorhergesagt
Beobachtet
PS-CF PI-CF Prozent korrekt|
PI-CF 0 25 100%
PS-CF 6 3 66.7%
iGesamt- 91.2%
rozentsatz

Tab. 10: Klassifikationsgenauigkeit eines logistischen Regressionsmodells zur Klassifikation
von PI-CF und PS-CF.

Regressionsgleichung Ls.c= -12,10 + 0,14* Chloridkonzentration im Schweil -0,33* Alsc
Carbachol pre Washout (ICM).

Mit den beiden Verfahren logistische Regression und CART auf der Basis aller Biomarker
konnten wir mit 91,2% bzw. 91,9% eine gute aber keine eindeutige Klassifikation zwischen PI-
CF und PS-CF erreichen. Die Klassifikationsgenauigkeit der beiden Verfahren unterscheidet sich
nur um 0,7%. Damit stellt sich natiirlich sofort die Frage, ob es ein fiir die Klassifikation besser
geeignetes Verfahren gibt oder mit anderen Worten: gibt es eine Funktionsapproximation
zwischen den Biomarkern als Eingangsparameter und den zwei Gruppen PI-CF und PS-CF als
Ausgabegrof3e, die hochgenau die beiden Gruppen unterscheiden kann? Hierzu verwendeten wir

im Folgenden zur Funktionsapproximation ein Multilayer Perceptron Netzwerk (MLP-Netz).

e Multilayer Perceptron Netzwerk (MLP-Netz)
Im Folgenden verwenden wir ein Mulilayer Perceptron Netzwerk mit ein bzw. zwei Hidden
Layers. MLP-Netze gehoren zur Klasse der ,,Neuronalen Netze* (sieche Kapitel 2.6.4.).
Im ersten Schritt nehmen wir die Ergebnisse aus dem vorhergehenden Abschnitt und verwenden
die Chloridkonzentration im Schweill und den ICM-Parameter Alsc Carbachol pre Washout als

Eingabe. Die Klassifikationsgenauigkeit betrigt 97,2% (Tab. 11.1).
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Klassifikation

Vorhergesagt
Beobachtet
PI-CF PS-CF Prozent korrekt]
PI-CF 27| 0 100.0%
PS-CF 1 8| 97.2%
G t-
esam 77.8% 22.2% 97.2%
rozentsatz

Tab. 11.1: Klassifikationsgenauigkeit eines Mulilayer  Perceptron Netzes mit
Chloridkonzentration im Schweifp und Alsc Carbachol pre Washout (ICM) zur Klassifikation
von PI-CF und PS-CF.

Die Area under the Curve (AUC) betragt 0,984. Die normalisierte Wichtigkeit der beiden
Parameter ist fiir die Chloridkonzentration im Schweil 100% und fiir Al,e Carbachol pre
Washout (ICM) 93,3%.

Ein MLP-Netz bereits mit einem Hidden Layer und allen Biomarkern liefert mit dem
vorliegenden Datensatz eine Gesamtklassifikationsgenauigkeit von 100% (Tab. 11.2). Die Area
under the curve (AUC) betrdgt fiir die unterliegende Funktion 1,0. Damit l4sst sich mit MLPs

eindeutig zwischen PI-CF und PS-CF trennen.

Klassifikation

Vorhergesa
Beobachtet Rasakt
PI-CF PS-CF Prozent korrekt
PI-CF 25 0l 100.0%
PS-CF 0 9 100.0%
G t-
. 73.5% 26.5% 100.0%
rozentsatz

Tab. 11.2: Klassifikationsgenauigkeit eines Mulilayer Perceptron Netzes mit allen Biomarkern
zur Klassifikation von PI-CF und PS-CF.

Die (normalisierte) Wichtigkeit der einzelnen Biomarker in diesem Mulilayer Perceptron Netz
kann der folgenden Abbildung 19 entnommen werden. Der wichtigste Parameter ist der ST,

gefolgt von Al Histamin (ICM) und Al. Carbachol pre Washout (ICM).

An dieser Fragestellung zeigt sich sehr gut, welchen Einfluss die Wahl der mathematischen

Modelle auf die Genauigkeit der Ergebnisse hat.
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Normalisierte Wichtigkeit
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Chloridkonzentration im Schweif (mmolll)

ICM - Alsc Histamin (uA/cm?)

ICM - Alsc Carbachol pre Washout (pA/cm?)

NPD - APD Chloridfreiflso (mV)

ICM - Alsc Carbachol (pA/cm?)

ICM - Derichs Score (pA/cm?)
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0.00 005 010 015

Wichtigkeit

Abb. 19: Normalisierte Wichtigkeit der einzelnen Biomarker in einem Mulilayer Perceptron
Netz zur Klassifikation von PI-CF und PS-CF.

3.3. Selbstorganisierende Karten zur Klassifikation der Probanden in

natiirliche Gruppen auf Basis eines Ahnlichkeitsmafies

Im Folgenden verwendeten wir selbstorganisierende Karten (selforganizing maps: SOMs) zur
Modellbildung. SOMs werden in der Medizin verwendet zur Diagnostik und zur Vorhersage des
Ansprechens von Therapien oder zur Unterteilung der Patienten in homogene Klassen (Cluster)
beziiglich aller eingehenden Biomarker. Patienten in der gleichen Klasse sind dhnlich und in
verschiedenen Klassen undhnlich. In der Praxis hat sich in vielen Féllen herausgestellt, dass auch
die klinischen Verldaufe von Patienten in der gleichen Klasse jeweils dhnlich sind (&hnliche
Patienten verhalten sich auch dhnlich). Zusitzlich werden SOMs zur Visualisierung komplexer
Zusammenhdnge und zur Datenexploration verwendet.

Formal sind SOMs spezielle Typen von kiinstlichen neuronalen Netzen mit einem autonomen
Lernverfahren mit dem Ziel einer topologieerhaltenen (=nachbarschaftserhaltenden) Darstellung
der Patientendaten und der Erkennung von (bisher unbekannten) Zusammenhingen (Mustern).
Die hier verwendeten SOMs sind die Kohonen-Netze nach Teuvo Kohonen. Der
Lernalgorithmus erzeugt Klassifikatoren, nach denen die Patienten autonom in optimale Klassen
einteilt werden.

Wichtig zur Interpretation der SOMs ist zu erwdhnen, dass jeder Punkt in einer SOM-Karte
einen Patienten reprisentiert. Ein Patient ist in den verschiedenen SOM-Karten jeweils an der
gleichen Stelle. Die Farbkodierung in den SOM-Karten gibt den betreffenden Wert eines

Biomarkers fur die Patienten wieder.
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Mit Hilfe der SOM-Karten konnten die Patientendaten auf der Basis aller Biomarker
(einschlieBlich des STs) in fiinf Cluster eingeteilt werden (Abb. 20). Die Cluster C1, C3 und C4
enthalten ausschlieflich CF-Patienten, C1 und C4 nur PI-CF, C3 nur PS-CF wihrend die
Klassen C2 und C5 nur Non-CF Patienten enthalten.

Die Patienten in Klasse C1 werden im Folgenden als PI-CF Patienten vom Typ I und die in
Klasse C4 als PI-CF Patienten vom Typ II bezeichnet. Die Cluster Profile von C1 und C4
unterscheiden sich beziiglich der Werte der Biomarker (niedrig/hoch) voneinander (siche Abb.
22.2). Die Patienten in Klasse C2 werden als Non-CF-Patienten vom Typ I und die in Klasse C5
als Non-CF-Patienten vom Typ II bezeichnet. Sie unterscheiden sich ebenfalls in ihren Cluster

Profilen beziiglich der Hohe der Werte der Biomarker voneinander (sieche Abb. 22.1).

Klassen (SOM-Ward clusters)

C3

PS-CF (C3)

Abb. 20: Zweidimensionale SOM-Karte mit den Clustern CI1-C35.
PI-CF-Typ I (C1, blau); PI-CF-Typ II (C4, griin); PS-CF (C3, gelb), Non-CF Typ I (C2, rot);
Non-CF Typ II (C5, violett).
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Als néchstes untersuchten wir die SOMs mit der Clustereinteilung beziiglich der verschiedenen

Biomarker.

SchweiBchlorid Konzentration

55 o

ICM - Alsc Carbachol

ICM - Alsc Histamin 1CM - Alsc Forskolin/IBMX NPD - Wilschanski Score
%

7

c1

45 =

NPD - PD basal PS-CF

Abb. 21: SOM-Karten fiir die Chloridkonzentration im Schweifp sowie NPD- und ICM-
Parameter fiir die Gruppen Non-CF Typ I und II (Cluster C2 und C5), PI-CF Typ I und I1
(Cluster C1 und C4) und PS-CF (Cluster C3).

Fiir die Chloridkonzentration im Schweil3 wurden Mittelwerte aus rechtem und linkem Arm, fiir
NPD-Parameter (PD basal, APD Chloridfrei/Isoproterenol, Wilschanski Score) Mittelwerte aus
rechtem und linkem Nasenloch und fiir ICM-Parameter (Alsc Forskolin/IBMX, Als. Carbachol,
Alse Histamin, Derichs Score sowie Als. Carbachol pre Washout) Mittelwerte aus ICM-
Messungen an 2-8 Rektumsaugbiopsien verwendet.

Legende: ST: Schweiitest, NPD: Nasale Potentialdifferenzmessung, ICM: Intestinale
Kurzschlussstrommessung, PD: Potentialdifferenz, APD Anderung der Potentialdifferenz, Alsc
Anderung des Kurzschlussstroms, CF: Patienten mit Zystischer Fibrose, Non-CF: gesunde
Kontrollen, PI-CF: pankreasinsuffiziente CF-Patienten, PS-CF: pankreassuffiziente CF-Patienten.
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Die SOM-Karte fiir die Cluster (Abb. 20) zeigt, dass sich die Gruppen Non-CF, PS-CF und PI-
CF multivariat eindeutig klassifizieren lassen. Die PI-CF Patienten unterteilen sich in zwei
signifikant unterschiedliche Cluster, ebenfalls die Non-CF Probanden. Diese Klassen sind bisher
nicht bekannt gewesen.

Vergleicht man weiter die SOM-Karten der einzelnen Biomarker (Abb. 21), so sieht man sofort,
dass sich die Biomarker univariat sehr gut zur Unterscheidung zwischen Non-CF (Cluster C2
und C5) und CF (Cluster C1, C3 und C4) eignen (siche z.B. Schweilichlorid Konzentration oder
NPD Wilschanski Score), jedoch nicht sehr gut zur Unterscheidung zwischen PI-CF und PS-CF.

Dies ist nur multivariat moglich.

Die nédchsten Abbildungen zeigen die Cluster Profile (Abb. 22.1-22.2). Fiir jedes Cluster werden
als EffektgroBen Glass' A berechnet. Diese Effektgrofle berechnet sich fiir einen Biomarker als
Differenz des Mittelwertes fiir das Cluster und dem Mittelwert fiir alle Probanden normalisiert
nach (dividiert durch) die Standardabweichung des Mittelwertes fiir alle Probanden. Fiir Cluster
C3 erhielten wir fiir keinen Biomarker eine signifikante Differenz zwischen den betreffenden

Mittelwerten. Daher wurde das Profil fiir dieses Cluster nicht abgebildet.

Parameter niedrig/hoch Cluster Mittelwert Cluster Profil
c2 non-CF Typ | el
2.55 |
SchweiBchlorid Konzentration : 28.5 1.70|
NPD - Wilschanski Score | | 0162  0.85|
ICM - Alsc Carbachol pre Washout l 184 0.00
NPD - PD basal ] 154 _ogs|
ICM - Alsc Forskolin/IBMX 18.7 1701
NPD - APD Chloridfreillso -15.8
ICM - Alsc Carbachol 194
Cc5 non-CF Typ Il
ICM - Alsc Histamin I
ICM - Derichs Score 173
ICM - Alsc Carbachol 493
ICM - Alsc Forskolin/IBMX 395
ICM - Alsc Carbachol pre Washout 313
NPD - Wilschanski Score [ | 0.133
SchweiBchlorid Konzentration 345
NPD - PD basal -12.5

Abb. 22.1: Cluster Profile fiir die Non-CF Typen I und II (C2, C5).

Clusterbeschreibung: Biomarker sind niedrig/hoch gegeniiber dem Cluster Mittelwert (linke
Spalte); Cluster Mittelwert (mittlere Spalte); Glass' A Effektgroen: Normalisierte
Abweichungen der Mittelwerte der Biomarker fiir die Non-CF Cluster C2 und C5 gegeniiber
den Mittelwerten aller Patienten (Cluster Profil, rechte Spalte).
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Biomarker niedrig/hoch Cluster Mittelwert Cluster Profil

3.40

c1 PI-CF Typ |
L 2.55
SchweiBchlorid Konzentration I l 9% 1.70
NPD - APD Chioridfreillso - 138 085
NPD - Wilschanski Score [ 094 000 :,-_l-.-
ICM - Alsc Forskolin/IBMX -19  _p85
ICM - Alsc Carbachol pre Washout -5.2 170!
ICM - Derichs Score -1.5
ICM - Alsc Carbachol -09
ICM - Alsc Histamin 1.31
NPD - PD basal -46.4
ca PI-CF Typ Il 340
2.55
NPD - APD Chloridfreillso I —| -196 170

0.85

|

w

-1.70
Abb. 22.2: Cluster Profile fiir die PI-CF Typen I und II (C1, C4).
Clusterbeschreibung: Biomarker sind niedrig/hoch gegeniiber dem Cluster Mittelwert (linke
Spalte); Cluster Mittelwert (mittlere Spalte); Glass' A Effektgroen: Normalisierte
Abweichungen der Mittelwerte der Biomarker filir die PI-CF Cluster C1 und C4 gegeniiber den
Mittelwerten aller Patienten (Cluster Profil rechte Spalte).

Als néchstes charakterisierten wir die fiinf Cluster durch ein Regelsystem mit dem C5.0
Klassifikationsalgorithmus. Die fiinf Klassen konnten bereits auf der Basis von vier Biomarkern
und sechs Regeln sowie einer Default-Regel mit einer Klassifikationsgenauigkeit von 94,1%
richtig beschrieben werden. Die Probanden in den Clustern C2, C4 und C5 wurden durch das
folgende Regelsystem zu 100% richtig klassifiziert. Zwei Patienten in dem Cluster C3 sowie ein

Patient im Cluster C1 wurden dagegen falschlich klassifiziert (Tab. 12).

Regeln zur Klassifikation der fiinf SOM-Cluster

Regel 1: Chloridkonzentration im Schweifl > 46,5 mmol/I
— Klasse C1
Regel 2: Chloridkonzentration im Schweil3 < 46,5 mmol/l,
ICM - Derichs Score < 75,7 pA/cm?
— Klasse C2
Regel 3: Chloridkonzentration im Schweil} > 46,5mmol/l,
NPD - APD Chloridfrei/Iso > -9,7 mV, ICM - Al Forskolin/IBMX > 4,75 pnA/cm?
— Klasse C3
Regel 4: Chloridkonzentration im Schweill > 46,5 mmol/l,
Chloridkonzentration im Schweil3 < 84,5 mmol/l, NPD - APD Chloridfrei/Iso <-9,7 mV
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— Klasse C3

Regel 5: Chloridkonzentration im Schweill > 84,5 mmol/l,

NPD - APD Chloridfrei/Iso <-9,7 mV
— Klasse C4

Regel 6: ICM - Derichs Score > 75,7 pA/cm?
— Klasse C5

Default-Regel: Greift keine der Regeln 1-6
— Klasse C1

(C1) (C2) (C3) (C4) (C5)

21 3
10
1 8
1 5

<-klassifiziert als

(C1):
(C2):
(C3):
(C4):
(C5):

Cluster
Cluster
Cluster
Cluster
Cluster

Cl
Cc2
C3
c4
C5

Tab. 12: Klassifikationsgenauigkeit fiir das Regelsystem mit 6 Regeln und 1 Default Regel.
Regelsystem ermittelt durch Anwendung des C5.0 Klassifikationsalgorithmus; Fehlerrate n=3

(5,9%) in den CF-Clustern (C1, C3, C4).

Zusammenfassung der SOM-Ergebnisse

e Die Patienten mit PI-CF oder PS-CF konnen multivariat mit dem ST sowie den ICM- und

NPD-Biomarkern eindeutig klassifiziert werden.

e Die fiinf Cluster PI-CF Typ I (C1), PI-CF Typ II (C4), PS-CF (C3), Non-CF Typ I (C2) und

Non-CF Typ II (C5) zeigen signifikant unterschiedliche Profile fiir die Biomarker.

e Die Cluster C1-C5 lassen sich mit einer Genauigkeit von 94% bereits aus sechs Regeln und

einer Default-Regel auf der Basis der Marker Chloridkonzentration im Schweill, ICM -
Derichs Score (Alse Forsk+CCH+Hista), ICM - Als. Forskolin/IBMX und NPD - APD

Chloridfrei/Iso beschreiben.

e Nimmt man exemplarisch einen einzelnen Biomarker wie z.B. den Derichs Score, so zeigt

die SOM-Karte fiir den Derichs Score, warum dieser Score hochsignifikant zwischen CF

und Non-CF klassifizieren kann, aber bei der Klassifikation zwischen PI-CF und PS-CF

versagen muss.
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3.4 Externe Validierung der Berliner ICM-Referenzwerte

Neben der iiblichen Qualitidtsbewertung von klinischen Studien, die primér Aspekte der internen
Validitét betrifft (es gibt zahlreiche Publikationen zu dieser Thematik), ist die externe
Validierung ein weiteres Giitekriterium [247]. Die externe Validierung untersucht die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse einer Studie auf andere Kliniken, d.h. in die Praxis. Im
Unterschied zu dem sehr intensiv bearbeiteten Thema interne Validierung gibt es bei der Frage
der externen Validitit bisher keine systematische Bearbeitung, keine Checklisten und keine
allgemeinen Standards zur Bewertung [247].

Im folgenden Abschnitt wurde eine externe Validierung des standardisierten ECFS-Protokolls
fiir ICM an zwei weiteren europdischen Zentren mit insgesamt 57 Probanden durchgefiihrt. Die
Ergebnisse wurden auf Aquivalenz bzw. Gleichheit mit den ICM-Messungen der 51 Berliner

Probanden iiberpriift.

3.4.1. Externe Validierung

An den zwei weiteren europdischen Zentren erfolgte die Durchfithrung der ICM-Messungen
unter Anwendung des ECFS ICM SOPs unter den selben standardisierten Bedingungen.

Von insgesamt 644 erfiillten 541 Rektumsaugbiopsien die Qualitdtskriterien und fanden Eingang
in die Auswertung (84%). Am Berliner Zentrum (Zentrum 1) wurden je 3-8 Biopsien pro
Proband untersucht, am Zentrum 2 jeweils 3-6 und am Zentrum 3 jeweils 2-4 Proben pro
Testperson. Die charakteristischen Basisdaten sind in Tabelle 13 zu finden.

Das mittlere/mediane Alter unterschied sich signifikant zwischen Kontrollen und CF-Patienten
in beiden Zentren. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede bei der Geschlechterverteilung.
Der basale Gewebewiderstand der Biopsien unterschied sich signifikant (p=0,008) zwischen den
CF-Patienten und Kontrollen bei Zentrum 3, aber nicht signifikant (p=0,013) bei Zentrum 2.
Hochsignifikante (p<<0,001) Unterschiede zwischen Kontrollen und CF konnten fiir alle ICM-
Antworten auf die verwendeten Substanzen sowohl im Zentrum 2 als auch im Zentrum 3
ermittelt werden. Fiir Al Carbachol pre Washout fehlten 17 Werte im Zentrum 3, darunter
samtliche Werte fiir die Kontrollpatienten. Die wenigen anderen fehlenden Werte bei den ICM-
Parametern wurden durch das Missing-Value-Verfahren Expectation Maximization berechnet
und in die weiteren Analysen miteinbezogen. Insgesamt wurden 268 ICM-Werte von 57

Patienten erfasst.
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ICM-Referenzwerte von Zentrum 2 und Zentrum 3

Zentrum 2 Zentrum 3
Kontrollen CF Signifikanz Kontrollen CF Signifikanz
(n=13; 43,3%) (0=17; 56,7%) K"V“S“glFlen (n=11;40,7%) (n=16; 59,3%) K‘)VnstrglFlen
29,2488 22,146,8 27,6+15,0 15,3412,9
Alter (Jahre) 0,008 0,013
25 (22; 50) 20,0 (13; 38) 21,0 (19; 64) 18,0 (0; 39)
Geschlecht  Frauen 7 (53,8%) 7 (41,2%) 7 (63,6%) 7 (43,8%)
0,491 0,31
Minner 6 (46,2%) 10 (58,8%) 4 (36,4%) 9 (56,3%)
ICM
31,9472 34,1482 34.6£7,6 23,548,6
R basal (©/cm?) 0,967 0,006
32,5(18,6;44,1) | 32,6 (24,7; 54,0) 34,9 (17,3; 43,7) 23,0 (11,2; 37,5)
Al Carbachol pre 21,2+11.9 -3,7%6,1 <0.001 Werte flir Kontrollen -2,6+7.3
Washout (nA/cm?) 18,5 (8,4; 45,6) 2,3 (22,6 1,8) ’ fehlen 0,03 (-16,4;7,5)
AL, Forskolin/ 26,6+15,1 3,345,5 0001 59,0+24.9 11,8+18,6 0001
IBMX (nA/em?) 22,7 (8,7; 53,6) 1,6 (-4,8; 14,9) ’ 64,2 (19,4; 109,3) 11,5 (-13,3;50,5) ’
AL, Carbachol 29,0+12,7 -1,943.,6 0001 100,3%47,5 324142 0001
(nA/em?) 28,9 (8.7: 52.0) 18 (-7,1; 4.4) ’ 99,3 (42,0; 195,1) 5,5(-33,2;31,4) '
AL, Histamin 23,8+13,0 0,533 0001 72,740,8 1,749,0 0001
(nA/em?) 22,2 (5,7; 56,9) 0,8 (-3,8; 8,2) ’ 84,5 (12,7; 145,1) 20,6 (-11,5; 21,7) ’
Derichs Score 79,4+33.,6 1,9+9.0 0001 232,0+105,0 16,9+34.4 0001
(nA/enr’) 67,0 (39,6, 141) [ -0,3(-12,6; 19,0) T 2319112,7;413,7) | 11,7 (441,6; 103,5) '
dF508/1248+1G>A 3849+10KWC/DR347H
) )
dF508/3849+10kbC>T dF508/1717>1GA (2)
@)
dF508/dele
415161717 (1) dF508/2183AA-G (1)
dF508/dF508 (6) dF508/3272-26 A>G (1)
Genotypisierung AFS08/G542X (1) dF508del/A455E (3)
dFS08/GSS1D 2) dF508/dF508 (8)
dF508/N1303k (1)
dF508/R334W (1)
dF508/R347P (2)

Tab. 13: Basic Characteristics und ICM-Referenzwerte der Zentren 2 und 3.

Basale Daten der multizentrischen ICM-Studie fiir die ICM-Parameter Alsc Carbachol pre
Washout, Al Forskolin/IBMX, Al Carbachol, Alse Histamin und Derichs Score in pA/cm?
ermittelt aus 268 ICM-Messungen von 57 Probanden aus 2 europdischen Zentren. Angabe der
Werte als Mittelwerte+Standardabweichungen, sowie Mediane (Minimum; Maximum). Fiir die
Berechnung der Signifikanz bei den metrischen Parametern wurde der Mann-Whitney-U-Test

und bei dem diskreten Parameter Geschlecht der Chi-Quadrat Test verwendet.
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3.4.2. Vergleich der ICM-Werte in den verschiedenen Zentren

Im Folgenden wurden die ICM-Werte aller Probanden der drei Zentren verglichen. Zwischen
Zentrum 1 und Zentrum 2 wurden unter Anwendung des Klassifikationsverfahrens ,,exhaustive
CHAID* beim Vergleich der Mittelwerte keine signifikanten Unterschiede festgestellt (p>0,05).
Die ICM-Messwerte der CFTR-Funktion lagen auf dem selben Messniveau. Zentrum 3
unterschied sich beziiglich der ICM-Antworten dagegen hochsignifikant (p<0,001) im Vergleich
zu Zentrum 1 und 2. Die I;.-Werte betrugen bei diesem Zentrum das Dreifache oder mehr der
ICM-Antworten der beiden anderen Zentren. So ist der Mittelwert fiir den Derichs Score 29,9
pnA/cm? fiir Zentrum 1 und 2, aber 104,4 pA/cm? fiir Zentrum 3 (Abb. 23.1).

ICM - Alsc Forskolin/IBMX (A /cm?) - W
__________________ e 1eM-~Als¢ Cajtiachol (IA/r) e — alse. istamin (em®
: Knoten 0 : .P Knoten 0 : """"""""""" q
| Mittelwert - 14.929 | mittetwert — 17.871 |: 1. KnotenO :
i| std.Abw. 22374 | || std.Abw. 35.407 |t || Mittelwert 16.040 f
i n 107 i Y 107 i 1| Std.Abw. 29.856 |
| % 100.0 ! 100.0 i n 107

100.0

f || % HE
! Vorhergesagt 14.929 | i Vorhergesagt 17.871 |! ) corhergesagt 16.040 |

||

L. |
Zentrum Zentrum Zentrum —
Korr. P-Wert=0.000, F=22.515, Korr. P-Wert=0.000, F=21.183, Kort. P-Wert=0.012 F~9.304, dfl=1,
dfl=1, df2=105 dfl=1, df2=105 df2-105
Zentrum 1 (Berlin); Zentrum 2 Zentrum 3 Zentrum 1 (Berlin); Zentrum 2 Zenuium 3 Zentrum 1 (Berlin); Zentrum 2 Zentrum 3
Knoten 1 Knoten 2 Knoten 1 Knoten 2 Knoten 1 Knoten 2
Mittelwert 9.493 Mittelwert 31.036 Mittelwert 9.483 Mittelwert 42.726 Mittelwert 11.115 Mittelwert 30.634
Std.Abw. 15.029 Std.Abw. 31.532 Std.Abw. 17.277 Std.Abw. 57.845 Std.Abw. 21.349 Std.Abw. 44.197
n 80 n 27 n 80 n 27 n 80 n 27
% 74.8 % 252 % 748 % 252 % 74.8 % 25.2
Vorhergesagt ~ 9.493 Vorhergesagt 31.036 Vorhergesagt  9.483 Vorhergesagt 42.726 Vorhergesagt 11.115 Vorhergesagt 30.634
III-__ IIIII-II - T S | | S N w

ICM - Derichs Score (pA/cm?) ICM — Alsc Carbachol pre Washout
____________________ (WA/cm?)

p Knoten 0 B % =

|| Mittelwert 48.669 | 4 Minelwer:‘e“

E itd.Abw. 13;.997 i E Al

i % 100.0 qn

HES

4 i 1 6
p Vorhergesagt 48.669 f i Vorhergesagt

N.. |

Zentrum Zent
Korr. P-Wert=0.000, F=19.053, Korr. P*Wen=0.i§1r,urt'"=2.460, dfl=1,
dfl=1, df2=105 df2=88
Zentrum 1 (Berlin); Zentrum 2 Zentrum 3 Zentrum 1 (Berlin); Zentrum 2 Zentrum 3
Knoten 1 Knoten 2 Knoten 1 Knoten 2
Mittelwert 29.861 Mittelwert ~ 104.396 Mittelwert 4.638 Mittelwert -2.572
Std.Abw. 48.768 Std.Abw. 128.624 Std.Abw. 14.250 Std.Abw. 7.330
n 80 n 27 n 80 n 10
% 748 % 252 % 88.9 % 111
Vorhergesagt 29.861 Vorhergesagt 104.396 Vorhergesagt ~ 4.638 Vorhergesagt -2.572
Il- | ——— —_ I'..——- e |

Abb. 23.1: Vergleich der ICM-Antworten aller Probanden der drei Zentren.

Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) aller Probanden (CF und Non-CF) fiir die
ICM-Parameter Alsc Forskolin/IBMX, Alsc Carbachol, Alsc Histamin, Derichs Score sowie
Alsc Carbachol pre Washout: Zentrum 1+2+3 (oben), Zentrum 1+2 (links) und Zentrum 3
(rechts).

Da die Werte fiir den Parameter Alsc Carbachol pre Washout bei den Kontrollen im Zentrum 3
fehlen, verglichen wir zusitzlich die Werte aller CF-Patienten in den drei Zentren (Abb. 23.2).
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Hier erhdlt man qualitativ die gleichen Ergebnisse: es gab wieder keine signifikanten
Unterschiede zwischen Zentrum 1 und 2, aber deutliche Unterschiede zu Zentrum 3, die
wiederum aufgrund der kleinen Fallzahlen (n=10) im Zentrum 3 nicht signifikant waren. Das
gleiche Ergebnis gilt auch fiir den Derichs Score (Abb. 23.2). Hier war der Unterschied aber
wieder signifikant (p=0,028).

ICM - Derichs Score (uA/cm?) ICM - Alsc Carbachol pre Washout
[P P . (pA/cm?)

0 Knoten 0 \

| Mittelwert 5.346 | | Knoten 0 i
1| std.Abw. 047l | mittelwert 3788 .
10 oo | if std.Abw. 5.159 |,
|| % . B H 63 B
|| Vorhergesagt 5346 E f ‘; 100.0

% i
E Vorhergesagt -3.788 |!

""""""""" = e -_IIII-_ '
Zentrum i
Korr. P-Wert=0.028, F=7.771, df1=1,

Zentrum
df2=67 Korr. P-Wert=1.000, F=0.657, df1=1,
df2=61

Zentrum 1 (Berlin); Zentrum 2 Zentrum 3
Zentrum 1 (Berlin); Zentrum 2 Zentrum 3
Knoten 1 Knoten 2 |
Mittelwert 1.922 Mittelwert 16.687 Knoten 1
Std.Abw. 10.095 Std.Abw. 34.449 Mittelwert  -4.018
n 53 n 16 Std.Abw. 4.700
n 53
% 84.1
Vorhergesagt -4.018

Knoten 2
Mittelwert -2.572
Std.Abw. 7.330
% 76.8 % 232
Vorhergesagt  1.922 Vorhergesagt 16.687

_II-_ I-IIIII =

n 10
% 15.9
Vorhergesagt -2.572

a s ks

Abb. 23.2: Vergleich der ICM-Antworten aller CF-Patienten der drei Zentren.
Mittelwerte (MW) & Standardabweichungen (SD) aller CF-Patienten (PI- & PS-CF) der ICM-
Parameter Derichs Score und Alsc Carbachol pre Washout (in pA/cm2). Oben: Zentrum 1+2+3.

Die multizentrischen ICM-Ergebnisse zeigen, dass die Mittelwerte der ICM-Parameter zwischen
den Zentren 1 und 2 nicht signifikant verschieden sind, aber signifikant verschieden sind im
Vergleich zu Zentrum 3.

Als nichstes untersuchten wir, ob der Unterschied der Mittelwerte zwischen den Zentren 1 bzw.
2 und Zentrum 3 gross genug ist, um ihn als bedeutend zu kennzeichnen. Zur Beurteilung der
Bedeutsamkeit dieser Unterschiede miissen wir die Effektstiarken berechnen. Es gibt bekanntlich
verschiedene Arten, die Effektstirke zu messen. Da sich die Gruppen (Zentrum 1 und 2 vs.
Zentrum 3) hinsichtlich ihrer GroBe stark unterscheiden, verwenden wir Cohens d mit einem
Korrekturfaktor, da sonst die Effektstirken durch die GroBenunterschiede verzerrt werden
konnen. Diese korrigierte Effektstiarke wird in der Literatur ebenfalls mit Cohens d bezeichnet.
Hedges' Effektstirke g beriicksichtigt ebenfalls Grofenunterschiede zwischen den

Vergleichsgruppen.
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Basisdaten Standardisierte Effektgrofe

=

%) 20

& = g &3 7B 23

) o = S =0

ICM Parameter Zentrum 3 Zentrum 1 und 2 @ =5 TR == R

3 D= NS g2 a =

2 £3% |58§28| 38

® e @3 " @ o 2

© &5
mean. n  SD unten oben
AL, Forskolin/IBMX 310 27 315 1,06 1,05 023 [059 1,51
Al Carbachol 42,7 i 27 | 57,8 1,02 1,02 0,23 0,56§ 1,47
Al Histamin 30,6 | 27 | 442 0,68 0,67 0,23 0,23; 1,12
Derichs Score 1044, 27 1286 0,97 0,96 023 |051 142

Tab. 14: Basisdaten, Differenz der Rohdaten und standardisierte Effektgrofien der 1CM-
Parameter fiir die Zentren 1 und 2 sowie fiir Zentrum 3.

Cohens Effektgrofen sind fiir die ICM-Parameter > 0,5 (Minimum 0,68; Maximum 1,06), d.h.
der Unterschied der Mittelwerte ist nicht nur signifikant, sondern auch bedeutend. Die nach
Hedges Bias korrigierten Werte fiir die Effektstirke unterscheiden sich nur minimal von Cohens
EffektgroBen (Tab. 14). Aus Cohens d konnen mit Hilfe der ,.kumulativen Verteilungsfunktion
der Standardnormalverteilung® (®) das MaB fiir die Nichtiiberlappung (®(d)), die GroBie der

Uberlappung (2 ®(—|d|/2)) und die Wahrscheinlichkeit der Uberlegenheit (®(d/v 2)) berechnet

werden (siche Abb. 24 am Beispiel des Derichs Scores).

Die EffektgroBe d fiir Alsc Histamin ist 0,68. 75% der Werte aus Zentrum 3 liegen {iber dem
Mittelwert der Zentren 1 und 2 (MaB fiir Nichtiiberlappung). 73% dieser beiden Gruppen
iiberlappen (GroBe der Uberlappung) und es besteht eine 68%-ige Wahrscheinlichkeit fiir einen
beliebigen Probanden aus Zentrum 3, einen héheren Wert fiir Alse Histamin zu haben als ein
beliebiger per Zufall ausgewihlter Proband in Zentrum 1 oder 2 (Wahrscheinlichkeit der
Uberlegenheit).

Cohens d fiir Alsc Forskolin/IBMX hat mit 1,06 den hochsten Wert. 86% der Werte aus Zentrum
3 liegen dann iiber dem Mittelwert der Zentren 1 und 2 (MaB fiir Nichtiiberlappung). 59% dieser
beiden Gruppen iiberlappen (GroBe der Uberlappung) und es besteht eine 78%-ige
Wabhrscheinlichkeit fiir einen beliebigen Probanden aus Zentrum 3, einen héheren Wert fiir Al
Forskolin/IBMX zu haben als ein beliebiger per Zufall ausgewéhlter Proband in Zentrum 1 oder
2 (Wahrscheinlichkeit der Uberlegenheit).

Cohens Effektgrofe d fiir den Derichs Score betrdgt 0,97. 83% der Werte aus Zentrum 3 liegen
damit iiber dem Mittelwert der Zentren 1 und 2 (MaB fiir Nichtiiberlappung). 63% dieser beiden
Gruppen iiberlappen (GroBe der Uberlappung) und es besteht eine 75%-ige Wahrscheinlichkeit

fiir einen beliebigen Probanden aus Zentrum 3, einen hoheren Wert fiir den Derichs Score zu
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haben als ein beliebiger per Zufall ausgewéhlter Proband in Zentrum 1 oder 2

(Wahrscheinlichkeit der Uberlegenheit) (Abb. 24).

Cohen's d: 0.97
P emmmm———

Interpretation

834 % 627;5 75.36 %

% Werte (Zentrum 3) % Uberlappung von Wahrscheinlichkeit héherer Werte fiir
> Mittelwerte Werten (Zentrum 3 Patienten (Zentrum 3) vs. Patient (Zentrum 1/2)
(Zentrum 1/2) und Zentrum 1/2)

Abb. 24: Interpretation von Cohens d am Beispiel des Derichs Scores.

83% der Werte aus Zentrum 3 liegen iiber den Mittelwerten aus Zentrum 1 und 2 (MaB fiir
Nichtiiberlappung); 63% dieser beiden Gruppen iiberlappen (GroBe der Uberlappung); es besteht
eine 75%-1ge Wahrscheinlichkeit fiir einen beliebigen Probanden aus Zentrum 3, einen hdheren
Wert fiir den Derichs Score zu haben als ein beliebiger per Zufall ausgewihlter Proband in
Zentrum 1 oder 2 (Wahrscheinlichkeit der Uberlegenheit).

Als nidchstes verglichen wir die Verteilungen zwischen den Zentren 1 und 2 mit den

Verteilungen der ICM-Parameter in Zentrum 3 (Mann-Whitney U-Test fiir unabhingige

Stichproben).
Zentrum 1 oder 2 Zentrum 3
150.0 N = 80 N=27 —150.0
= Mittlerer Rang = 48.50 Mittlerer Rang = 70.30 =
w= 100.0 —100.0 8 —
Jnga~ = M
aZ-E Ba=
=Y 50.0 —50.0 5!
=g E Ry
Un = mw
=5 0.0 —0.0 ="
[ <
-50.0 —-50.0
T T T T T T T
30.0 20.0 10.0 0.0 10.0 20.0 30.0
Haufigkeit Haufigkeit

Abb. 25.1: Verteilung von Al Forskolin/IBMX in den Zentren 1 oder 2 und Zentrum 3.
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Zentrum 1 oder 2 Zentrum 3

© N = 80 N =27 =

E 200.0-  Mittlerer Rang = 48.76 Mittlerer Rang = 69.52 —200.0 =

8 I
-~ =

5“5 100.0 ~100.0 EE
o ]

=] 3
T 0.0 0.0~

= !

= =]

=  -100.0 —-100.0 =

T T T I T T T
30.0 20.0 10.0 0.0 10.0 20.0 30.0
Haufigkeit Haufigkeit
Abb. 25.2: Verteilung von Al Carbachol in den Zentren 1 oder 2 und Zentrum 3.
Zentrum 1 oder 2 Zentrum 3
200.0 ~200.0

= N = 80 N=27 A
E 150.07  Mitlerer Rang = 52.34 Mittlerer Rang = 58.93 1500 =
et 1
A 100.07 —100.0 £
=F B2
wY  50.0 —50.0 &0
] |
CERS S
I -
= -50.0- ~-50.0 3
= =Y

-100.01__ : : : | : | : —1-100.0
40.0 30.0 20.0 10.0 0.0 10.0 20.0 30.0 40.0
Haufigkeit Haufigkeit

Abb. 25.3: Verteilung von Al Histamin in den Zentren 1 oder 2 und Zentrum 3.

Zentrum 1 oder 2 Zentrum 3
o 600.0- N = 80 N=27 Fe00.0 =
] Mittlerer Rang = 49.02 Mittlerer Rang = 68.74 =
W 400.0 —400.0 _
.ENE TO
£2 200.04 —200.0 F3
ol i’ 4
! 0.0 —0.0
= g
W |
= -200.0 —-200.0 ®
T T
20.0 30.0
Haufigkeit Haufigkeit

Abb. 25.4: Verteilung des Derichs Scores in den Zentren 1 oder 2 und Zentrum 3.

Die Verteilungen von Al Forskolin/IBMX, Als. Carbachol und Derichs Score sind signifikant
(p<0,004) verschieden in den beiden Vergleichsgruppen. Nur fiir Alsc Histamin konnten wir die
Nullhypothese Ho = ,,die Verteilungen von Alsc Histamin sind in den Zentren 1/2 und Zentrum 3

identisch* nicht widerlegen (p=0,340). Das gleiche Ergebnis fiir Alsc Histamin erhalten wir auch
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bei der Wahl anderer nichtparametrischer Tests wie z.B. des Median-Tests oder des

Kolmogorov-Smirnov Tests.

3.4.3. Ursache des systematischen Messfehlers: Effekt der Begasungsgeschwindigkeit auf
die Hohe der ICM-Antworten

Die Abweichungen der Werte der ICM-Parameter in Zentrum 3 gegeniiber den Werten in den
Zentren 1 und 2 weisen auf einen systematischen Messfehler bei Zentrum 3 hin. Hierfiir spricht,
dass wir einen in der Tendenz stets zu hohen Messwert haben. Generell erzeugen systematische
Abweichungen eine Verschiebung nach einer Seite, d.h. sie bewirken stets einen zu hohen oder
stets zu niedrigen Messwert.

Vermeiden kann man eine systematische Abweichung nur bei bekannter Ursache. Um eine
Ursache fiir die systematische Abweichung bei Zentrum 3 zu finden, untersuchten wir unser
Vorgehen bei der multizentrischen ICM-Validierung auf mogliche Fehlerquellen. Auf der Basis
des ECFS ICM SOPs war die Durchfiihrung der ICM schon sehr stark standardisiert. Bei der
Reevaluation fiel lediglich eine langsamere Begasung der Biopsien in den Ussing Kammern bei
Zentrum 1 und 2 einerseits und andererseits eine schnellere Begasung der Biopsien bei Zentrum
3 auf. Um diese Unterschiede zu objektivieren, wurde der Zusammenhang zwischen der
Gasflussrate und der Hohe des Kurzschlussstroms im Folgenden noch weiter untersucht.

Um die Hypothese zu {iberpriifen, dass eine schnellere Gasflussrate zu hoheren ICM-Antworten
fiihren konnte, wurden 21 Biopsien mit schneller und 20 Biospien mit langsamer Begasung
evaluiert. Die Mittelwerte und Mediane sind bei schneller Begasung deutlich hoher als bei
langsamer Begasung. Diese Ergebnisse sind aber nicht signifikant, da die Power hierfiir nicht
ausreicht. Um fiir sdmtliche Isi.-Werte Signifikanz bei einer Power von 80% und einem
Signifikanzniveau von 5% zu erhalten, sind fiir die beiden Gruppen jeweils 62 Proben notwendig.
Wenden wir dagegen den nicht-parametrischen Median-Test fiir unabhéngige Gruppen an, so
erhalten wir fiir den Derichs Score (p=0,042) sowie fiir Alsc Carbachol (p=0,008) jeweils einen
signifikanten Unterschied der Mediane zwischen schneller und langsamer Begasung. Trotz der
noch unzureichenden Fallzahlen in beiden Gruppen kann davon ausgegangen werden, dass die
hoheren Werte der ICM-Parameter im Zentrum 3 primdr von der schnelleren Begasung

herriihren, da alle anderen Messschritte aufgrund der Standardisierung gleich waren.
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ICM - Alsc Forskolin/IBMX (uA/cm?)

Knoten 0
Mittelwert 34.090
Std.Abw. 28.791
n 41
% 100.0

Vorhergesagt 34.090

Begasungsgeschwindigkeit
Korr. P-Wert=0.111, F=2.654, df1=1,

df2=39
schnell langsam

Knoten 1 Knoten 2
Mittelwert 41.095 Mittelwert 26.735
Std.Abw. 33.364 Std.Abw. 21.497
n 21 n 20
% 512 % 48.8
Vorhergesagt 41.095 Vorhergesagt 26.735

ol .

| .

ICM - Alsc Forskolin/IBMX (pA/cm?)

T
langsam schnell

Begasungsgeschwindigkeit

Deskriptive Statistik fiir den Median

95,0% CI 95,0% CI
Begasung  Anzahl Median unterer Wert oberer Wert
langsam 20 19.0 15.8 32.8
schnell 21 37,9 21.5 475

Abb. 26.1: Aly. Forskolin/IBMX - Vergleich der Mittelwerte bei langsamer und schneller

Begasung.

Exhaustive CHAID (links), sowie Boxplots und die deskriptive Statistik fiir den Median (rechts).

ICM - Alsc Carbachol (uA/cm?)

Knoten O
Mittelwert 40.059
Std.Abw. 38.433
n 41
% 100.0

Vorhergesagt 40.059

Be asungsgeschwindi keit
0

Korr. P-Wert=0.094, F=2.949, df1=1,
df2=39
schnell langsam

Knoten 1 Knoten 2
Mittelwert 49.881 Mittelwert 29.745
Std.Abw. 35.542 Std.Abw. 39.514
n 21 n 20
% 51.2 % 48.8

Vorhergesagt 49:881

Vorhergesagt 29:745

160

1404

120

100+

ICM - Alsc Carbachol (pA/cm?)
1

T T
langsam schnell

Begasungsgeschwindigkeit

Deskriptive Statistik fiir den Median

95,0% CI 95,0% CI
Begasung  Anzahl Median unterer Wert oberer Wert
20 14,5 9.6 26,6
21 434 232 69,5

Abb. 26.2: Al Carbachol - Vergleich der Mittelwerte bei langsamer und schneller Begasung.
Exhaustive CHAID (links), sowie Boxplots und die deskriptive Statistik fiir den Median (rechts).

93



ICM - Alsc Histamin (uA/cm?)

Knoten 0
|| Mittelwert

In
| % 1000 |
5 Vorhergesagt 38.507 |

Begasungsgeschwindigkeit
Korr. P-Wert=0.104, F=2.766, df1=1,

df2=39
schnell langsam
Knoten 1 Knoten 2
Mittelwert 46.738 Mittelwert 29.865
Std.Abw. 36.198 Std.Abw. 28.016
n 21 n 20

%

48.8

i %
Vorhergesagt 46.738 Vorhergesagt 29.865

| | —

.

ICM — Derichs Score (pA/cm?)

' Knoten O H
|| Mittelwert  107.057 |:
1| std.Abw. .
qn

Begasungs?eschwindi keit
Korr. P-Wert=0.159, F=2.057, df1=1,
df2=39

schnell langsam

ICM - Alsc Histamin (pA/cm?)

9
% :
Vorhergesagt 126.630

III Be=l B

Knoten 1 Knoten 2
Mittelwert 126.630 Mittelwert 86.505
Std.Abw. 97.607 Std.Abw. 80.159
n 21 n 20

51.2 % 48.8

Vorhergesagt 86:505

n.. ..

140

1204

1004

T
langsam

T
schnell

Begasungsgeschwindigkeit
Deskriptive Statistik fiir den Median
95 % CI
Begasung Anzahl Median unterer Wert
langsam 20 24,1 79
schnell 21 32,8 14,7

95 % CI
oberer Wert
42,9

67,2

Abb. 26.3: Al Histamin - Vergleich der Mittelwerte bei langsamer und schneller Begasung.
Exhaustive CHAID (links), sowie Boxplots und die deskriptive Statistik fiir den Median (rechts).

400
350
gE‘ .16
S 300
3
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A
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¥
-1
! 150
=
s}
1004
501
rgam
Begasungsgeschwindigkeit
Deskriptive Statistik fiir den Median
95 % CI 95 % CI
Begasung Anzahl Median unterer Wert oberer Wert
langsam 20 52,0 113,6
schnell 21 853 1989

Kontrollen hochsignifikant unterschieden werden (Abb. 27).

94

3.4.4. Klassifikation zwischen Kontrollen und CF bei schneller Begasung

Abb. 26.4: Derichs Score - Vergleich der Mittelwerte bei langsamer und schneller Begasung.
Exhaustive CHAID (links), sowie Boxplots und die deskriptive Statistik fiir den Median (rechts).

In diesem Abschnitt stellen wir zuerst die Ergebnisse als Boxplots flir Alsc Forskolin/IBMX, Alsc
Carbachol, Alsc Histamin und Derichs Score dar. Da sich die Boxplots der ICM-Parameter auch

fiir Zentrum 3 nicht oder nur minimal iiberschneiden, kann auch im Zentrum 3 zwischen CF und
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Abb. 27: Boxplots der Zentren 1-3 fiir Kontrollen und CF-Patienten.
ICM-Parameter: Als. Forskolin/IBMX, Al Carbachol, Al Histamin und Derichs Score.

Dieses ,,visuelle® Ergebnis wird im nidchsten Abschnitt durch ROC-Analysen (Tab. 15, Abb. 28)
sowie Entscheidungsbaumverfahren (Abb. 29.1-29.3) bestitigt. Da wir bereits oben gezeigt
haben, dass wir keine signifikanten Unterschiede in den Ergebnissen zwischen Zentrum 1 und 2

haben, werden wir diese Analysen hier nicht weiter ausfiihren.

Asymptotisches 95%

5 - i Konfidenzintervall
ICM-Parameter Flache Standard Asymptotische

(AUC) fehler (a) Signifikanz (b)
Untergrenze | Obergrenze
Al Forskolin/IBMX (pA/cm?) 0,94 0,04 <0,001 0,85 1
Al Carbachol (LA/cm?) 1,00 0,00 <0,001 1 1
Al Histamin (pA/cm?) 0,99 0,02 <0,001 0,96 1
Derichs Score (LA/cm?) 1,00 0,00 <0,001 1 1

Tab. 15: Zentrum 3 (schnelle Begasung) — Kontrollen vs. CF mit ICM-Parametern.
ROC-Analysen mit AUC (Area under the curve), Standardfehler, asymptotische Signifikanz und
95% Konfidenzintervall fiir die ICM-Parameter.

Legende: a Unter der nichtparametrischen Annahme, b Nullhypothese: Wahrheitsfliche = 0.5.
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ROC-Kurve

0.8+

0.6+

Sensitivitat
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Abb. 28: Zentrum 3 - ROC-Kurven fiir Kontrollen vs. CF mit ICM-Parametern.

T
0.6 0.8

1 - Spezifitat

1.0
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ICM - Alsc Carbachol
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ICM - Alsc Histamin
(MA/cm?®)

ICM - D/c)nchs Score

(HA/cm
Bezugslinie

ICM-Parameter: Alsc Forskolin/IBMX, Al Carbachol, Alsc Histamin und Derichs Score. Alle
AUC-Werte > 0,9.

Da im Zentrum 3 die AUC-Werte fiir alle oben angegebenen ICM-Parameter > 0,9 sind (Tab.

15), erhielten wir ebenso wie in unserem Referenzzentrum 1 (Berlin) wieder eine exzellente

Unterscheidung zwischen CF und Kontrollen. Da die ICM-Werte in Zentrum 3 aufgrund der

schnelleren Begasung hoher waren als in den Zentren 1 und 2, miissen die betreffenden Cutoft-

Werte auch hoher sein.

Die entsprechenden Cutoff-Werte fiir langsame (Zentrum 1 und 2) und schnelle Begasung

(Zentrum 3) entnehmen wir der folgenden Tabelle 16.

Cutoff-Werte zur langsame Begasung schnelle Begasung
Klassifikation
Kontrollen vs. CF Zentrum 1 Zentrum 2 | Zentrum 1+2 Zentrum 3
ICM - Al Forskolin/IBMX (uA/cm?) 12,7 8,7 9,1 36,0
ICM - Al Carbachol (uA/cm?) 9,3 8,7 8,7 42,0
ICM - Al Histamin (uA/cm?) 9,1 10,1 9,1 34,0
ICM - Derichs Score (LA/cm?) 36,7 39,6 36,7 112,0

Tab. 16: Cutoff-Werte zur Klassifikation von Kontrollen vs. CF in Abhdngigkeit von der

Begasung.

Langsame Begasung: Zentrum 1+2; schnelle Begasung: Zentrum 3.
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Als nichstes untersuchten wir fiir Zentrum 3 die Klassifikationsgenauigkeit der nach der ROC-
Auswertung drei ,,besten* ICM-Parameter Alsc Carbachol, Alsc Derichs Score und Alsc Histamin
(AUC=1 bzw. 0,99) mit den Cutoff-Werten fiir schnelle Begsasung, die wir aus den ROC-
Kurven erhalten haben unter Anwendung des Entscheidungsbaumverfahrens CART (Abb. 29.1-
29.3).

Klassifikationsgenauigkeit von Alsc Carbachol

Kontrollen vs CF

: Knoten 0 '
! Kategorie % nf:
| Kontrollen 407 11| Beobachtet Vorhergesagt
= CF 59.3 16|,
| Gesamt  100.0 27} Prozent
: = Kontrollen ! Kontrollen CF korrekt
, m CF :
“““““ =
ICM - Alsc Carbachol (uA/cm?) Kontrollen 11 0 100.0%
Verbesserung=0.483
r ! CF 0 16 100.0%
<42,0 >42,0
| |
Knoten 1 Knoten 2 Gesamtprozentsatz 40.7% 59.3% 100.0%
Kategorie % n Kategorie % n
® Kontrollen 0.0 0 ¥ Kontrollen 100.0 11 .. . .
= CF 100016 |=cF 00 0 Methode: CART; anhdngige Variable: Kontrollen vs. CF
Gesamt 59.3 16 Gesamt 40.7 11

B B

Abb. 29.1: Zentrum 3 (schnelle Begasung) - Klassifikationsgenauigkeit von Al Carbachol.
Entscheidungsbaumverfahren CART mit Cutoff-Wert von 42 pA/cm? (aus ROC-Analysen).
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Abb. 29.2: Zentrum 3 (schnelle Begasung) - Klassifikationsgenauigkeit des Derichs Scores.
Entscheidungsbaumverfahren CART mit Cutoff-Wert von 112 pA/cm? (aus ROC-Analysen).

97



Klassifikationsgenauigkeit von Alsc Histamin
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Abb. 29.3: Zentrum 3 (schnelle Begasung) - Klassifikationsgenauigkeit von Al Histamin.
Entscheidungsbaumverfahren CART mit Cutoff-Wert von 34 pA/cm? (aus den ROC-Analysen
berechnet).

Fir Alsc Forskolin/IBMX erhielten wir fiir AUC einen Wert von 0,94 mit einem 95%-igen
Konfidenzintervall von 0,85-1,0 (5). Fiir den entsprechenden Cutoff-Wert von 36 pA/cm? ergibt
sich hieraus eine Klassifikationsgenauigkeit von 88,9% (Kontrollen 90,9%; CF 87,5%). Drei
Patienten wurden bei Alsc Forskolin/IBMX falsch klassifiziert (eine Kontrolle als CF und zwei
CF als Kontrollen).

Zusammenfassung zur Gasflussgeschwindigkeit

Es gab bei Patienten mit schneller Begasung deutlich erhdhte Werte fiir die ICM-Parameter
gegeniiber Patienten mit langsamer Begasung. Hieraus resultieren héhere Cutoff-Werte. Mit den
entsprechend angepassten Cutoff-Werten erhdlt man auch bei schneller Begasung wieder eine
hervorragende Klassifikationsgenauigkeit.

Fiir Alsc Carbachol und den Derichs Score lag die Klassifikationsgenauigkeit bei 100%, fiir Al
Histamin bei 96,3% und fiir Alsc Forskolin/IBMX bei 88,9%.
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3.5. Evaluation des Effekts von Ivacaftor bei vier Patienten mit der G551D-

Mutation

3.5.1 Ermittlung der organspezifischen CFTR-Funktion im Behandlungsverlauf

Neben der Ermittlung des Potentials von ST, NPD und ICM als diagnostische Biomarker wurden
die CFTR-Biomarker bei der Behandlung von vier CF-Patienten mit der G551D-Mutation als
pradiktive Biomarker eingesetzt und die CFTR-Funktion organspezifisch verglichen. Da es sich
hierbei um Einzelfallanalysen handelt, ist dies nicht der Schwerpunkt dieser Dissertation sondern
stellt einen Ausblick dar flir die zukiinftige Anwendung der Biomarker in der Therapie mit
CFTR-Modulatoren. Der Effekt des ersten zugelassenen CFTR-Potentiators Ivacaftor wurde
mittels wiederholter CFTR-Analyse in den drei Organen bestimmt. Die Ansprechbarkeit auf die
Behandlung mit Ivacaftor wurde anhand der ermittelten unizentrischen Referenz- und
zugehorigen Cutoff-Werte beurteilt. Im Behandlungsverlauf zeigten sich in Abhingigkeit vom
verwendeten CFTR-Biomarker Unterschiede bei der Verbesserung der CFTR-Funktion, was auf
organspezifische Differenzen der Ansprechbarkeit auf die Potentiatorbehandlung hinweist.

Alle Patienten bestétigten, die verschriebene Standardosis eingehalten zu haben. ST und NPD
konnten vor der Ivacaftor-Behandlung, sowie nach ein und zwei Wochen bei allen vier Patienten
erhoben werden (CFTRo.2, kurzfristig). Nach 3-9 Monaten (CFTR3, mittelfristig) konnten die
beiden Biomarker bei drei Probanden, nach mehr als einem Jahr bei zwei G551D-Trigern
(CFTR4, langfristig) angewendet werden. ICM wurde zu den Zeitpunkten CFTRo.> bei drei
Patienten sowie mittel- und langfristig (CFTR3 und CFTR4) bei einem Patienten ermittelt.

Vor der Behandlung zeigten alle vier Patienten ST-Ergebnisse im typischen CF-Bereich. Nach
einer Woche Ivacaftor-Therapie hatte sich der Chloridgehalt im Schweil} bei allen Patienten auf
Werte unterhalb oder direkt am bekannten diagnostischen Cut-Off von 60 mmol/l verbessert (45,
54, 23 und 61 mmol/l). Im Verlauf sanken die ST-Messwerte weiter bis zu unserem unizentrisch
ermittelten Cutoff-Wert von 46,5 mmol/l oder darunter. Die Chloridkonzentration im Schweil3
blieb nach 3-9 Monaten und nach mehr als 12 Monaten weiter im Normbereich (Abb. 30).

Bei der NPD variierten die Baseline-Werte der vier Patienten abhéngig davon, ob die basale PD,
APD Chloridfrei/Iso oder der Wilschanski Score betrachtet wurde. Bei drei von vier Patienten
wies APD Chloridfrei/Iso schon vor der Behandlung auf eine deutliche CFTR-Restfunktion hin
(Abb. 31.2). Nach einer Woche Ivacaftor-Therapie verbesserte sich die mit den drei NPD-
Parametern erfasste CFTR-Funktion bei drei von vier Patienten noch weiter. Diese Verbesserung
war allerdings nach zwei Wochen abhédngig vom untersuchten NPD-Parameter zum Teil wieder

rickldufig - dennoch blieb die CFTR-Funktion im Allgemeinen iiber den Ausgangswerten. Auch
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der mittel- und langfristige Ivacaftor-Effekt bei der NPD war abhingig vom untersuchten
Parameter: die basale PD blieb zum Zeitpunkt CFTR3 und CFTR4 gegeniiber dem Ausgangswert
angehoben und relativ stabil (Abb. 31.1). APD Chloridfrei/Iso (Abb. 31.2) und Wilschanski
Score (Abb. 31.3) indizierten nach 3-9 Monaten bei zwei von drei Patienten einen anhaltenden
Riickgang der CFTR-Funktionsverbesserung, nach iiber 12 Monaten konnte bei einem Patienten
ein deutlicher Anstieg verzeichnet werden.

Bei der ICM lagen zwei von drei Patienten zum Zeitpunkt CFTR im typischen CF-Bereich. Eine
deutliche Verbesserung der CFTR-Funktion wurde nach einer Woche Behandlung mit Ivacaftor
bei allen drei Patienten mittles Al Forsk/IBMX als Marker der cAMP-vermittelten
Chloridsekretion (Abb. 32.1) und Derichs Score (Abb. 32.2) zur Darstellung der kombinierten
CFTR-Funktion ermittelt. Zwei Wochen nach Therapiebeginn nahm der Effekt wieder etwas ab,
die Werte blieben aber klar im Bereich von Non-CF. Die mittel- und langfristige Ivacaftor-
Einnahme wurde in der ICM des untersuchten Patienten durch eine normalisierte, kontinuierlich
leicht zunehmende CFTR-Funktion widergespiegelt.

In den folgenden Abbildungen 30 bis 32 bedeutet ,,Baseline direkt vor Behandlungsbeginn mit

Ivacaftor.

120

Chloridkonzentration im Schweill (mmol/l)

T T T T T
Baseline 1 Woche 2 Wochen 3-9 Monate >12 Monate

Abb. 30: Die Chloridkonzentrationen im Schweifp (in mmol/l) im Behandlungsverlauf
(Ivacaftor).

Chloridkonzentrationen im Schweill (Mittelwerte aus rechtem und linkem Arm) von 4 Patienten
mit der G551D-Mutation (verschiedene Linien) zu 5 verschiedenen Messzeitpunkten der
Ivacaftorbehandlung; rote gestrichelte Linien: bekannter diagnostischer Uberlappungsbereich
des Schweilltests zwischen 30 und 59 mmol/l; orange gepunktete Linie: Cutoff-Wert zwischen
CF und Non-CF ermittelt aus Berliner Referenzwerten (CF > 46,5 mmol/l).
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Abb. 31.1: NPD - PD basal (in mV) im Behandlungsverlauf (Ivacaftor).

Basale Potentialdifferenz (jeweils Mittelwerte aus rechtem und linkem Nasenloch) von 4
Patienten mit der G551D-Mutation (verschiedene Linien) zu 5 verschiedenen Messzeitpunkten
der Ivacaftorbehandlung; orange gepunktete Linie: Cutoff-Wert zwischen CF und Non-CF
ermittelt aus Berliner Referenzwerten (CF <-29,6 mV). PD basal: basale Potentialdifferenz.
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?

-10-
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NPD: APD Chloridfrei/lso (mV)

-40-

-50

T T T T T
Baseline 1 Woche 2 Wochen 3-9 Monate >12 Monate

Abb. 31.2: NPD - APD Chloridfrei/Iso (in mV) im Behandlungsverlauf (Ivacaftor).
NPD-Antwort auf Chloridfrei/Isoproterenol (Mittelwerte aus rechtem und linkem Nasenloch)
von 4 Patienten mit der G551D-Mutation (verschiedene Linien) zu 5 verschiedenen
Messzeitpunkten der Ivacaftorbehandlung. Orange gepunktete Linie: Cutoff-Wert zwischen CF
und Non-CF ermittelt aus Berliner Referenzwerten (CF > -7,4 mV). APD: Anderung der
Potentialdifferenz.
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NPD: Wilschanski Score
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* Baseline 1 Woche 2 Wochen 3-9 Monate >12 Monate

Abb. 31.3: NPD - Wilschanski Score im Behandlungsverlauf (Ivacaftor).

Wilschanski Score (jeweils Mittelwerte aus rechtem und linkem Nasenloch) von 4 Patienten mit
der G551D-Mutation (schwarze, graue, schwarz gestrichelte und grau gestrichelte Linien) zu 5
verschiedenen Messzeitpunkten der Ivacaftorbehandlung (Baseline = direkt vor
Behandlungsbeginn); orange gepunktete Linie: Cutoff-Wert zwischen CF und Non-CF (AUC)
ermittelt aus Berliner Referenzwerten (CF > 0,5). Wilschanski Score: Exponent aus dem
Verhiltnis Chloridfrei+Iso und Amilorid (eAPP Chloridirei+Iso/APD Amiloridy (] 7y

60—

50

20+

ICM: Alsc Forskolin/IBMX (uA/cm?)

T T T T T
Baseline 1 Woche 2 Wochen 3-9 Monate >12 Monate

Abb. 32.1: ICM — Al Forskolin/IBMX (in uA/cm?) im Behandlungsverlauf (Ivacaftor).
ICM-Anwort auf Forskolin/IBMX (jeweils Mittelwerte aus 4-8 Biopsien) von 3 Patienten mit
der G551D-Mutation (schwarze, graue und grau gestrichelte Linie) zu 5 verschiedenen
Messzeitpunkten der Ivacaftorbehandlung. Orange gepunktete Linie: Cutoff-Wert zwischen CF
und Non-CF ermittelt aus Berliner Referenzwerten (CF < 12,7 pA/cm?). Als: Anderung des
Kurzschlussstroms; IBMX: 3-Isobutyl-1-Methylxanthin.
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ICM: Derichs Score (uA/cm?)
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Abb. 32.2: ICM - Derichs Score (in uA/cm?) im Behandlungsverlauf (Ivacaftor).

Summe aus den ICM-Anworten Al Forskolin/IBMX, Als. Carbachol und Al Histamin (jeweils
Mittelwerte aus 4-8 Biopsien) von 3 Patienten mit der G551D-Mutation (schwarze, graue und
grau gestrichelte Linie) zu 5 verschiedenen Messzeitpunkten der Ivacaftorbehandlung. Orange
gepunktete Linie: Cutoff-Wert zwischen CF und Non-CF ermittelt aus Berliner Referenzwerten
(CF <36,7 pA/cm?).

3.5.2. Untersuchungen zur Pharmakokinetik von Ivacaftor

Um die Pharmakokinetik von Ivacaftor darzustellen, wurde der Wirkverlauf des CFTR-
Potentiators nach der morgendlichen Einnahme bei drei der G551D-Patienten ermittelt und
parallel dazu die CFTR-Funktion mit den drei Biomarkern untersucht. Dabei zeigten sich
organspezifische Unterschiede.

Ein G551D-Mutationstrager begann die Behandlung mit dem Potentiator komplett neu. Hier
wurde die Pharmakokinetik bei kurzfristiger Behandlung mit Ivacaftor und deren Entwicklung
nach ein und zwei Wochen evaluiert. Bei den anderen beiden Patienten wurde die
Pharmakokinetik bei langfristiger Behandlung mit dem CFTR-Potentiator ermittelt, da die
Therapie mit Ivacaftor schon mehr als ein Jahr durchgefiihrt wurde.

Zunichst wurden die Medikamentenspiegel im Serum vor der Einnahme von Ivacaftor sowie
stiindlich (1 bis 8 Stunden) danach bestimmt. Beim erstmalig behandelten Patienten erreichten
die Ivacaftorspiegel vier Stunden nach der Einnahme ihren Peak bei den drei Messzeitpunkten
CFTRo-> (Abb. 33, links/schwarze, graue und rote Markierungen). Bei der langfristigen
Einnahme erreichten die Medikamentenspiegel nach der morgendlichen Dosis schneller ihr
Maximum — nach einer Stunde (Abb. 33, rechts/blau) beziehungsweise nach drei Stunden (Abb.
33, Mitte/griin).

103



Die Chloridkonzentration im Schweill wurde zeitgleich zu den Ivacaftor-Medikamentenspiegeln
stiindlich bestimmt. Bei dem Patienten mit der neuen Ivacaftor-Therapie (Abb. 33, links) sank
der ST vom typischen CF-Bereich im Verlauf (1 bis 8 Stunden nach Einnahme) auf normale
Werte ab (CFTRo, Abb. 33, links/ schwarz) und hielt sich bei CFTR; (Abb. 33, links/ grau)und
CFTR2 (Abb. 33, links/ rot) auf diesem Niveau. Die beiden anderen Patienten, die zum Zeitpunkt
CFTR4 untersucht wurden, zeigten vor der Routineverabreichung und bis acht Stunden danach
weiterhin normalisierte ST-Werte < 60 mmol/l mit leichter individueller Variabilitiat (Abb. 33,
Mitte/ griin und rechts/ blau).

NPD und ICM wurden wegen der Dauer der einzelnen Untersuchungen lediglich an zwei
Zeitpunkten zur Beurteilung der Pharmakokinetik durchgefiihrt: vor der Ivacaftoreinnahme und
vier Stunden danach. Die NPD-Parameter verhielten sich bei den drei kurz- und langfristig
evaluierten G551D-Triagern vor der Einnahme und nach vier Stunden inkonsistent (Abb. 33).
ICM dagegen indizierte bei der erstmaligen Behandlung mit Ivacaftor eine Verbesserung der
CFTR-Funktion auf das Normalniveau von gesunden Kontrollen (CFTRo, Abb. 33, links/
schwarz). In den beiden Folgewochen blieben die ICM-Werte im Non-CF-Bereich mit jeweils
mehr CFTR-Aktivitdt vier Stunden nach der morgendlichen Einnahme als davor (CFTR 2, Abb.
33, links/ grau und rot). Lediglich bei der Ivacaftor-Dauertherapie (CFTR4) verschlechterte sich
die mit ICM ermittelte CFTR-Aktivitit nach der Routineeinnahme im Vergleich zu vorher etwas,
blieb allerdings innerhalb des Non-CF-Bereichs (Abb. 33, Mitte/griin).

Diese Ergebnisse weisen auf wichtige organspezifische Unterschiede der Ansprechbarkeit auf

eine in vivo Behandlung mit CFTR-Modulatoren hin.
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Patient mit neuer lvacaftorbehandiung (dFS08/GS51D)

€ 8- '

Chioridkonzentration
im Schweil (mmol/)
.
.

(BA/cmd)

mt Nacafror
nach 2 Wochen

d 0 & a0 Behandiung
20 mt acaftor

s o
§§ 10 -
v 20 A .
g \
0 Zeapunht im
B hardiungs
1001 verlauf
') erste acaftor
i 80 foan (nnaime
4 nach 1 Woche
g o : § 5o Behandiung
-
=
»

Y

vorher ) 2 ] 4 s v ? Al
Zenpunkt nach der hacaftor Ennahme Stunden)

Abb. 33: Pharmakokinetik von Ivacafior.

Patient mit lvacaftorbehandlung > 1 Jahr (dFS08/GS551D)
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Erfassung des Ivacaftorspiegels im Serum bei drei G551D-Trégern vor der Einnahme und stiindlich danach. Parallel dazu stiindliche CFTR-Funktionsanalyse
mit ST (Chloridgehalt im Schweil in mmol/l). NPD- (APD Chloridfrei/Isoproterenol in mV) und ICM-Messung (Al Forskolin/IBMX in pA/cm?) vor der

Einnahme und 4 Stunden danach.

Links: Patient mit neuer Ivacaftorbehandlung im Behandlungsverlauf (schwarz: erste Einnahme,; grau: nach 1 Woche; rot: nach 2 Wochen).
Mitte: Patient mit Ivacaftorbehandlung seit mehr als 12 Monaten (griin).
Rechts: Patient mit Ivacaftorbehandlung seit mehr als 12 Monaten (blau), keine ICM vorliegend.



4. Diskussion

Durch die kiirzliche FEinfiihrung des Neugeborenenscreenings werden die Zahlen
asymptomatischer CF-Patienten steigen, bei denen ST-Werte im Grenzbereich sind oder CFTR-
Genmutationen unbekannter klinischer Relevanz Untersucher vor neue diagnostische
Herausforderungen stellen (214). Eine friihzeitige Diagnosestellung in spezialisierten Zentren ist
fiir den zeitnahen Therapiebeginn wichtig, der das AusmalBl der Organzerstorung sowie die
Lebensqualitdt und -erwartung mallgeblich beeinflussen kann (14,215). CFTR Bioassays wie
NPD und ICM konnen bei unklaren Féllen zur Unterscheidung von Kontrollen und CF-Patienten
mit milden Verldufen herangezogen werden, wobei sich bei Neugeborenen insbesondere die
ICM eignet. Referenz- und Cutoff-Werte fiir standardisierte Protokolle sind zur weiteren
Etablierung der Biomarker in diagnostischen Algorithmen erforderlich. Zur Effektevaluation von
CFTR-Modulatoren sollten die CFTR-Biomarker weiter validiert und ihre Eignung als prédiktive
Biomarker iiberpriift werden.

Beim Berliner Vergleich der CFTR-Funktion in drei Organen waren der ST, sowie zwei NPD-
und die untersuchten ICM-Parameter exzellent geeignet, um zwischen gesunden Kontrollen und
CF-Patienten zu differenzieren. Es wurden eindeutige Cutpoints zwischen CF und Non-CF
ermittelt. Zwischen PI-CF und PS-CF konnten die CFTR-Biomarker weniger gut differenzieren.
Univariat eignete sich der ST am besten, mit neuronalen Netzen konnte multivariat auch
eindeutig zwischen PI-CF und PS-CF unterschieden werden. Die SOMs zeigten, dass gesunde
Kontrollen und PI-CF Patienten in jeweils zwei bisher unbekannte Subtypen mit noch unklarer
Relevanz eingeteilt werden konnten.

Die Berliner ICM-Referenzwerte wurden erstmals extern durch ICM-Messungen an zwei
weiteren europdischen Zentren validiert, die ebenfalls das ECFS SOP verwendeten. Im Zuge
dieser Validierung wurden bei einem der drei Zentren signifikant hohere ICM-Antworten
gemessen wihrend sich zwischen den anderen beiden Zentren keine signifikanten Unterschiede
zeigten. Nach einer Reevaluation konnten die quantitativ hoheren Werte von Zentrum 3 auf eine
hohere Gasflussgeschwindigkeit in den Ussingkammern zuriickgefiihrt werden. Die externe
Validierung unterstiitzt die Eignung von ICM fiir multizentrische Settings.

Bei der Evaluation des Behandlungseffekts und der Pharmakokinetik von Ivacaftor bei vier
Patienten mit der G551D-Mutation zeigten sich organspezifische Unterschiede, wobei die

Erfassung der CFTR-Funktion mit ST und ICM konsistenter war als mit der NPD-Messung.
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4.1. Neue ECFS-Referenzwerte zur Klassifikation in Kontrollen und CF

Ein Ziel dieser Studie war, unizentrisch Referenzwerte fiir NPD und ICM unter erstmaliger
Anwendung der aktuellen ECFS SOPs zu bestimmen sowie diagnostische Cutoffs zur
Unterscheidung zwischen Non-CF und CF zu finden. Die CFTR-Funktion in der Schweildriise,
dem Atemwegs- und Darmepithel wurde erstmals gleichzeitig ermittelt und miteinander
verglichen. ST, NPD und ICM zeigten exzellente diagnostische Verldsslichkeit um zwischen
Kontrollen und CF zu unterscheiden. Bei der univariaten Analyse der einzelnen Parameter der
CFTR-Biomarker lieferten der Chloridgehalt im Schweil3, der Wilschanski Score (NPD), der
Derichs Score (ICM) und CCH pre Washout (ICM) die besten Cutoff-Werte zur Differenzierung
zwischen CF und Non-CF.

4.1.1. Vorziige und Grenzen des Schweil3tests

Fiir unsere Patientenkohorte prisentierte sich der Chloridgehalt im Schweill als exzellenter
Biomarker zur Diskriminierung zwischen CF und Non-CF mit einer AUC von 1 und lieferte
einen perfekten Cutoff zwischen CF und Non-CF bei 46,5 mmol/l. In der Vergangenheit wurde
der diagnostische ST-Cutoff von 60 mmol/l zur Differenzierung zwischen typischen CF-
Patienten und Gesunden etabliert (39), wobei ein diagnostischer Graubereich zwischen 30 und
59 mmol/l bei ca. 5% der Patienten mit atypischer CF ermittelt wurde (160,167). In unserer
Studie wies nur ein CF-Patient einen ST-Wert unter 59mmol/l auf — somit stehen unsere Daten
nicht im Widerspruch zum bekannten ST-Cutoff fiir CF von 60mmol/l. Bei vielen gesunden
Probanden wurden allerdings Werte zwischen 30 und 46,5 mmol/l erhoben und bestétigen damit
auch den diagnostischen Uberlappungsbereich (zwischen 30 und 59 mmol/l). Uber eine obere
Grenze des STs fiir Gesunde bei 40 mmol/l (statt bei 30 mmol/l) wurde interessanterweise in
fritheren Leitlinien schon diskutiert (95). Der hier ermittelte ST-Cutoff-Wert von 46,5 mmol/l
konnte in weiteren Studien an atypischen Patienten mit milden CF-Verldufen oder Patienten mit
CFTR-RD weiter tiberpriift werden.

Der Schweiltest ist nach wie vor die diagnostische Methode der ersten Wahl, da er sich durch
seine altersunabhidngige Durchfiihrbarkeit, flichendeckende Verfiigbarkeit, Noninvasivitit,
Verlasslichkeit und nicht zuletzt Kosteneffizienz auszeichnet (39,95,97,102,103). Ein Vorteil des
STs ist die Uberpriifung der CFTR-Funktion in einem Organ, welches von Inflammation und
Infektionen nicht betroffen ist. Dennoch spiegelt er auch die Funktion des epithelialen
Natriumkanal ENaC wider, da sowohl die Natrium- als auch die Chloridabsorption vom

Schweilltest untrennbar voneinander erfasst werden (51). Trotz seiner sehr hohen Sensitivitét
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und Spezifitit (97) kann es durch methodisch-technische Fehler und Abweichungen von
standardisierten Techniken zu falsch-positiven oder falsch-negativen Befunden kommen (20,53).
Auch bei Babys mit einem positiven Neugeborenenscreening, bei denen die Diagnose durch den
ST bestitigt werden muss (96,216), kann es bei der Durchfihrung des STs zu falschen
Ergebnissen durch Abweichungen von existierenden Guidelines (217) kommen.

Zur Bestimmung der Chloridkonzentration im Schweif} ist die Gewinnung einer bestimmten
Schweilimenge erforderlich, was sich besonders bei Neugeborenen mitunter schwierig gestaltet.
Zur Bestimmung der Chloridleitfahigkeit wird dagegen weniger Schweill bendtigt. Diese
Methode galt bisdato als ungenauer, da mit dem Nanoduct System die Summe aller lonenstréme
erfasst wird. In kiirzlich erschienen Studien wurde allerdings unter Anwendung beider Verfahren
auf gleiche Ergebnisse hingewiesen, wobei die Leitfahigkeit leichter zu erheben war (218,219).
Die Variablitdt des Schweil3tests bezieht sich vor allem auf unterschiedliche CFTR-Mutationen
(220). Es kann aber auch vorkommen, dass wiederholte Messungen bei einem Patienten durch
leichte Abweichungen zu verschiedenen Messzeitpunkten besonders bei Betroffenen mit Werten
im diagnostischen Graubereich zu unterschiedlicher diagnostischer Einordnung fiithren (152,153).

Das unterstreicht die Wichtigkeit anderer Verfahren zur Erfassung der CFTR-Aktivitét.

4.1.2. Vor- und Nachteile der nasalen Potentialdifferenzmessung (NPD)

Unsere Daten unterstiitzen neben dem Schweilitest auch die Eignung von NPD zur
Diagnosestellung. Mit dem Wilschanski NPD Score konnte in unserer Studie mit einer
Sensitivitit und Spezifitdit von 100% zwischen Non-CF und CF unterschieden werden. Im
Gegensatz zum Cutoff-Wert von Wilschanski et al. 2001 (CF > 0,7) wurde in unserer Studie
unter Anwendung des ECFS NPD SOPs allerdings ein modifizierter Cutoff-Wert von > 0,5 fiir
CF-Patienten ermittelt. Diese Ergebnisse unterstreichen die diagnostische Wertigkeit des
Wilschanski Index, der sowohl die Transporteigenschaften von Na' als auch von CI
beriicksichtigt (162).

Wenngleich bei der CFTR-Funktion der Uberlappungsbereich zwischen CF-Patienten und
Kontrollen in der Vergangenheit bei NPD haufig grofer war als bei ICM (160,162,168,206,221),
so war NPD doch hilfreich zur Diagnosefindung. Wie oben erwihnt, wurden dann
zusammengesetzte NPD-Scores aus der Natrium- und Chlorid-Antwort zur Differenzierung
zwischen CF und Kontrollen herangezogen (162,169). Weitere aktuelle Studien unterstiitzen,
dass NPD geeinet ist, um die Diagnose CF zu bestdtigen oder auszuschlieBen (222,223). Die

diagnostische Abgrenzung zwischen CFTR-RD und CF einerseits sowie Non-CF andererseits
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war mittels NPD zwar erleichtert, allerdings dennoch nicht in allen Féllen eindeutig moglich
(110).

Ein Vorteil der NPD ist, dass mit ihr die CFTR-Funktion des Epithels im oberen
Respirationstrakt erfasst wird. Dadurch lassen sich am ehesten Riickschliisse auf das Ausmal3 der
Lungenzerstorung ziehen. NPD ist allerdings zeitaufwandig und nur eingeschriankt im klinischen
Alltag verfiigbar, da sie technisch herausfordernd ist und damit nur Zentren und Fachpersonal
mit der notigen Expertise vorbehalten bleibt. NPD erfordert eine gute Compliance der Patienten
und ist fir Kinder im Vorschulalter schlecht geeignet, da die etwa 30-miniitige Messung in
jedem Nasenloch stilles Sitzen erfordert. Nur wenige Zentren haben mit einem verénderten
Kurz-Protokoll Messungen bei kleinen Kindern durchgefiihrt (224-226). Mdgliche
Vorschidigungen des Gewebes durch Rhinitis oder anatomische Verdnderungen koénnen zu
einem verdanderten basalen PD mit falsch-positiven Befunden im Sinne einer CF fithren und
miissen im Vorfeld ausgeschlossen werden. Ein weiterer Nachteil ist die intra-individuelle
Variablitit bei den Patienten von Untersuchung zu Untersuchung (154,160,227). Messfaktoren
wie z.B. eine verinderte Positionierung oder Fixierung des Katheters, Anderungen beim Offset
der Elektroden oder der Stabilitit des Messniveaus konnen zu einer Variabilitit der NPD-
Messung fiihren. Durch NPD-Messungen in beiden Nasenlochern (177) und Verwendung eines
Katheters mit groerer Messoberfliche (155) kann die Variabilitit eingegrenzt werden. Zur
Reproduzierbarkeit (227) und langfristigen Validitdt der NPD (228) gibt es einzelne Daten. Die
Reproduzierbarkeit steigt, wenn NPD am gleichen Standort in einem CF-Zentrum durchgefiihrt
wird (97,106). NPD-Tracings werden von verschiedenen Experten zwar generell
{ibereinstimmend ausgewertet, dennoch ist die Ubereinstimmung dann geringer, wenn es zu
unterschiedlichen Messergebnissen in beiden Nasenlochern kommt (107). Trotz erster
Standardisierungsversuche fehlen weiterhin valide multizentrische Referenzwerte fiir NPD, an

denen derzeit von einer ECFS-Forschergruppe gearbeitet wird.

4.1.3. Moglichkeiten der intestinalen Kurzschlussstrommessung (ICM)

ICM ist wie NPD besonders dann diagnostisch geeignet, wenn der ST im Intermediarbereich
liegt, nur eine CF-verursachende CFTR-Mutation nachgewiesen werden konnte oder CFTR-
Varianten unklarer klinischer Signifikanz ermittelt wurden (108,229,230). ICM eignet sich wie
auch der ST und NPD eindeutig zur Differenzierung zwischen Gesunden und CF-Patienten. Die
diagnostische Verldsslichkeit war bei den Parametern Alsc Forsk/IBMX, Alse CCH, Als. Hista,

Alsc CCH pre Washout sowie Derichs Score exzellent. Die ICM-Amiloridantwort wurde auf
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Grund von frither ermittelten Uberschneidungen zwischen Kontrollen und CF (108,185,229) in
unserer Studie im Gegensatz zur NPD-Amiloridantwort nicht zur Unterscheidung herangezogen.
Der frither ermittelte Cutoff-Wert von Derichs et al. Alse Forsk/IBMX+CCH+Hista als Abbild
der kumulativen cAMP- und cholinerg-vermittelten Chloridantwort betrug 34,4 pA/cm? und
wies eine Sensititvitdt und Spezifitit von jeweils 100% auf (108). Unsere unizentrischen
Ergebnisse bestitigten den Cutoff-Wert des Derichs Scores (hier je nach verwendetem
statistischen Verfahren um 36 pA/cm?) mit gleicher Sensitivitit und Spezifitit. Die Summe aus
Alse Fork/IBMX, Alse CCH und Al Hista als Derichs Score (108) wies damit eine sehr gute
Klassifikationsgenauigkeit auf. Der Test auf Gleichheit der ICM-Parameter ergab, dass keine
Unterschiede zwischen Alsc Fork/IBMX, Alse CCH, Als. Hista, Derichs Score sowie Alse CCH
pre Washout bestehen. Somit ist der Derichs Score zur Differenzierung zwischen CF und Non-
CF statistisch also nicht besser geeignet als die ebenfalls exzellenten Einzelparameter. An dieser
Stelle sei noch angemerkt, dass Derichs et al. von einem Cutpoint zwischen Kontrollen und PS-
CF gesprochen hatten (108). Allerdings konnen Patienten mit Werten unterhalb des Cutoffs nicht
nur pankreassuffizient sondern auch pankreasinsuffizient sein. In unserer vorliegenden Studie
wurde darum zundchst zwischen gesunden Kontrollen und CF und im zweiten Schritt zwischen
PI-CF und PS-CF diskriminiert. Dabei zeigte sich wie auch bei Derichs et al 2010 und weiteren
(108,183,230), dass mit ICM alleine nicht eindeutig zwischen pankreassuffizienten und
pankreasinsuffizienten CF-Patienten unterschieden werden kann (mehr dazu unter Kap. 4.2.).
Cohen-Cymberknoh et al. etablierten inzwischen ebenfalls unizentrische Referenzwerte in einer
israelischen Kohorte auf der Basis des ECFS ICM SOPs (229), wobei sich deren Werte von
unseren und den Referenzwerten von Derichs et al. 2010 unterschieden. Dennoch bestitigten die
israelischen Daten die Zuverldssigkeit von ICM und ihren hohen pradiktiven Wert zur
Diagnosestellung bei Patienten aller Altersklassen mit unklaren Standardtests und/oder seltenen
CFTR-Mutationen unbekannter klinischer Bedeutung. Den Abweichungen konnten entweder
unterschiedliche Studienpopulationen zu Grunde liegen oder Liicken bei der Standardisierung
der ECFS-Protokolle. So zeigten sich bei der externen Validierung der Berliner ICM-Ergebnisse
ebenfalls quantitative, wenn auch nicht qualitative Unterschiede der ICM-Antworten bei einem
Zentrum. Nach einer Reevaluation konnten die hoéheren ICM-Werte auf eine schnellere
Begasung der Biopsien in den Ussingkammern zuriickgefiihrt werden (mehr dazu siehe Kapitel
4.3.). Diese Ergebnisse unterstreichen die Sensibilitit des Messverfahrens und die Wichitgkeit
der priazisen Standardisierung der SOPs fiir multizentrische Studien.

Bei Patienten mit fraglicher CFTR-RD war die diagnostische Einordung mit ICM zwar
spezifischer als mit NPD, aber dennoch nicht in allen Fillen eindeutig moglich (110). Die
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Eignung der rektalen CFTR-vermittelten Chloridsekretion zur Klassifizierung in CF und Non-CF
zeigte sich auch in anderen Studien, wenn sich auch die verwendeten ICM-Protokolle teilweise
unterschieden (183,185,230): mit ICM wird meistens entweder nach dem Rotterdam-Protokoll
der Kurzschlussstrom des transepithelialen Ionenflusses bei geschlossenem Kreislauf in
rezirkulierenden Ussing-Kammern ermittelt (164) oder nach dem Freiburg-Protokoll die
Spannung im offen Kreislauf (165,183). Bisher eigneten sich beide Protokolle sowohl zur CF-
Diagnosestellung als auch zur préklinischen Effektmessung von CFTR-modulierenden
Substanzen (183,198-200). StandardmiBig wird allerdings momentan in Europa und
Nordamerika (185,229,230) das modifizierte Rotterdamprotokoll verwendet (108,184), welches
auch Grundlage unserer Erhebungen war. Die Vor- und Nachteile der beiden ICM-Methoden
werden bei De Boeck et al 2011 detalliert erlautert (182). Die ICM-Ergebnisse waren dariiber
hinaus unabhingig von der Art der Biopsieentnahme mittels Vakuumsaugtechnik oder Forzeps-
Zange (185).

Der bisher zur Diagnosestellung wenig untersuchte Parameter Als. CCH pre Washout wurde
zunichst zur Uberpriifung der Biopsie auf korrekte Orientierung in der Ussing-Kammer im
iiberarbeiteten Rotterdam-Protokoll etabliert (184). Auch Alse CCH wies bei der Unterscheidung
zwischen Kontrollen und CF einen eindeutigen Cutpoint auf. Die Eignung von Al CCH pre
Washout zur Einschitzung der CFTR-Restfunktion wurde kiirzlich bestitigt (110). Der Vorteil
dieses Parameters ist, dass die cholinerg-vermittelte CFTR-Aktivitit ohne cAMP-abhidngige
Kostimulation durch Forskolin/IBMX ermittelt werden kann. CCH pre Washout konnte dadurch
erginzende Informationen zu den bisher verwendeten Parametern liefern. Dabei bewirkt der
Kalziumaktivator Carbachol eine Offnung der apikalen CFTR-Kanile iiber die elektrische
Triebkraft basolateraler Kaliumkanidle. Die Antwort auf CCH oder Hista ist also ein
Zusammenwirken aus der Chloridsekretion - die sich bei Non-CF als positiver Gipfel des Isc
zeigt - und Kaliumstromen - die bei CF als negative Gipfel des Isc erkennbar sind. Da es bisher
keine Moglichkeit zur Kaliumblockade gibt, ist eine alleinige Untersuchung der CFTR-
Chloridkandle nicht mdglich (182). Bei wenig CFTR-Restfunktion konnte eine geringe
Chloridsekretion der CCH- oder Hista-Antwort moglicherweise also durch den gegenldufigen
Kaliumeffekt verdeckt werden (108).

ICM bietet gegeniiber NPD gewisse Vorteile: die Messung kann auch bei kleinen Kindern und
Sauglingen gut durchgefiihrt werden, ist kurz und schmerzlos und wird von den Patienten
generell gut toleriert (97,182,183). Bei dieser Methode werden dullere Storeinfliisse durch die ex
vivo Bedingungen im Labor auf ein geringeres Mal} als bei der in vivo NPD-Messung reduziert.

Die Erfassung des intestinalen Kurzschlussstroms erfolgt am rektalen Gewebe, welches CFTR
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stark expremiert, aber vom Erkrankungsprogress iiberwiegend unbetroffen bleibt (208). So
konnen durch Organzerstdrung bedingte Messfehler minimiert werden, aber Riickschliisse auf
den klinischen Status des Lungengewebes konnten schwieriger sein. Ein weiterer Vorteil der
ICM ist, dass (neue) CFTR-Modulatoren an humanem Gewebe ex vivo gestest werden konnen,
also ohne Risiko fiir den Patienten. Die Wirkung der Substanzen zeigt sich hier sehr schnell auf
Grund des hohen Zellumsatzes im Rektum (208). Unklar ist allerdings noch, ob ein schnell
wirkender Potentiator in der Ussing Kammer unbeabsichtigt wieder ausgewaschen werden
konnte. Bei Einnahme eines CFTR-Potentiators in vivo konnte dessen Effekt dann bei der
Evaluation mit ICM ex vivo unterschitzt werden (182).

Mit ICM konnten einerseits geringe Mengen funktionellen CFTRs entdeckt werden, welche mit
anderen Methoden der Messung entgangen wiren (182). Andererseits wurde unter Anwendung
des Rotterdam-Protokolls berichtet, dass milde CFTR-Mutationen mit einer Expression des
CFTR-Proteins von mehr als 20% (also mit Restfunktion und einem CFTR-Verlust von weniger
als 80%) der Entdeckung durch ICM entgehen konnten. In diesen Fillen sollte die CFTR-
Leitfahigkeit fiir den Chloridtransport nicht mehr limitierend sein: die ICM-Antworten sollten
zur Anzahl von CFTR in der apikalen Kolonozytenmembran nur dann proportional sein, wenn
wenig Kanéle vorhanden wiren. Dadurch kdnnte es zu falsch-negativen Messungen kommen
(164).

Fiir Patienten mit Blutungsneigung ist die ICM ungeeignet, da es nach der Biospieentnahme
gelegentlich zu einer kurzzeitigen oberflichlichen rektalen Schleimhautblutung kommen kann
(184,185). Das Verfahren bleibt wie NPD ebenfalls nur wenigen Zentren mit der ndtigen

Expertise vorbehalten und erfordert einen hohen Zeitaufwand.

4.1.4. Vergleich von ST, NPD und ICM zur Klassifikation in CF und Non-CF

Derichs Score, ST und Wilschanski Score konnten jeweils iiber eine komplexe Funktion
auseinander berechnet werden. Dies liefert eine Begriindung, warum diese Biomarker eine
dhnliche Klassifikationsgenauigkeit haben. In einem multiplen linearen Regressionsmodell zur
Klassifikation zwischen Kontrollen und CF in dem auch die NPD- und ICM-Parameter mit
eingeschlossen wurden, war der ST der einzige signifikante Biomaker.

Eine aktuelle Studie von Wilschanski et al ergab, dass die elektrophysiologische Messung der
CFTR-Aktivitit mit NPD und ICM linear korreliert und die diskriminative Validitidt der beiden
Biomarker zwischen normaler und beeintrachtigter CFTR Funktion vergleichbar ist (231). In

unseren Daten wurde zwar kein linearer Zusammenhang zwischen NPD und ICM ermittelt,
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dennoch waren der ST wie auch NPD und ICM zur Klassifikation zwischen CF und Non-CF
gleich gut geeignet. Bei Wilschanski et al. 2016 wurden im Gegensatz zu unserer Studie nur
Kontrollen und PI-CF Patienten, allerdings keine PS-CF Patienten eingeschlossen.
In einer anderen aktuellen Untersuchung von Bagheri-Hanson et al. 2014 war die ICM der NPD-
Messung im Gegensatz zu den vorliegenden Daten iiberlegen. Auch hier wurden respiratorisches
und intestinales Epithel beziiglich ihrer Diskriminationsfahigkeit zwischen Non-CF und CF-
Patienten verglichen, wobei der Einschluss von Rauchern in der Kontrollgruppe deren
Ergebnisse moglicherweise beeinflusst haben konnte (230). Generell unterscheidet sich die
rektale Erfassung der Chloridsekretion von der Messung am respiratorischen Epithel dadurch,
dass im intestinalen Epithel bisher, abgesehen von einer kleinen Gruppe homozygoter AF508-
Patienten (168,215), keine alternativen kalziumabhingigen Chloridkanéle nachgewiesen werden
konnten. Die Daten von Bagheri-Hanson unterstiitzen andere Ergebnisse, die darauf hindeuten,
dass mit ICM die CFTR-Funktion spezifischer erfasst werden kann als mit NPD (182,230) (110).
Einige Arbeitsgruppen hatten Kombinationen von Parametern insbesondere in der Diagnostik
von Patienten mit milden Phédnotypen oder nur einem betroffenen Organ verwendet (232).
Solche Marker konnten die organabhéngig variierende Manifestation der CFTR-Dysfunktion mit
beriicksichtigen (222). Da in der Berliner Studie alle Parameter der CFTR-Biomarker einzeln
schon exzellent zwischen CF und Kontrollen unterscheiden konnten, erschien es nicht notwendig,
einen zusammengesetzten Marker aus den verschiedenen diagnostischen Bioassays zu

entwickeln.

4.2. Klassifikation von PI-CF und PS-CF

Die Klassifikation in pankreassuffiziente und pankreasinsuffiziente CF-Patienten mit den CFTR-
Biomarkern wurde bisher noch nicht schwerpunktmifig untersucht. Im klinischen Alltag finden
die CFTR-Biomarker bisher bei dieser Unterscheidung nur wenig Anwendung, da die Einteilung
auch mit der Pankreaselastase im Stuhl (wenig aufwendig) moglich ist. Da Messungen der
Pankreaselastase allerdings nicht immer ganz zuverldssig sind und das Potential der CFTR-
Biomarker in der CF-Diagnostik noch teilweise unklar ist, erschien auch deren Eignung zur
Differenzierung zwischen PS-CF und PI-CF untersuchenswert.

Der Schweilitest war univariat der beste Parameter, um zwischen PI-CF und PS-CF zu
differenzieren (p<0,01). Mit den ICM-Parametern Alsc Forskolin/IBMX und Als. Carbachol pre

Washout war eine Klassifikation zwischen den beiden CF-Gruppen ebenfalls moglich, wobei
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keiner der Biomarker eine eindeutige Unterscheidung erlaubte. Bei allen anderen Parametern
waren die Unterschiede nicht signifikant (p<0,05). Andere Arbeitsgruppen hatten gezeigt, dass
weder mit NPD noch mit ICM zwischen pankreassuffizienten und pankreasinsuffizienten CF-
Patienten unterschieden werden kann (108,183,230).

Multivariat konnte unter Anwendung eines fortgeschrittenen statistischen Verfahrens (Multilayer
Perceptron Netz) dann eindeutig zwischen PI-CF und PS-CF unterschieden werden.
Selbstorganisierenden Kohonenkarten (SOM) bestétigten, dass eine Differenzierung zwischen
PS-CF und PI-CF mit den Biomarkern zu 100% moglich ist, da pankreassuffiziente und
pankreasinsuffiziente Patienten in jeweils verschiedenen SOM-Klassen liegen. Die Probanden in
einer Klasse sind bzgl. der CFTR-Biomarker maximal &hnlich zueinander und maximal
verschieden von den Probanden in anderen Klassen (sieche Abb. 20). Das zu den komplexen
SOMs ermittelte, vereinfachte Regelsystem zur Klassifikation von PI-CF und PS-CF konnte in
herausfordernden diagnostischen Fillen moglicherweise angewendet werden. Die SOM-Klassen
zeigten dariiber hinaus, dass es zwei Typen von gesunden Kontrollen sowie zwei Typen von PI-
CF Patienten mit jeweils unterschiedlichen Profilen gibt. Deren Relevanz sollte noch weiter
untersucht werden, da diese Klassen bisher unbekannt waren. Fiir die CF-Typen konnten die
Cluster auch im Hinblick auf die (personalisierte) Therapie z.B. mit CFTR-Modulatoren von

Interesse sein.

4.3. Externe ICM-Validierung

Dariiber hinaus wurde ICM nach ECFS-Richtlinien erstmals multizentrisch durchgefiihrt und
eine externe Uberpriifung der unizentrischen ICM-Referenzwerte aus Berlin durch zwei weitere
europdische Zentren zur weiteren Validierung des ECFS ICM SOPs vorgenommen.

Die Differenzierung zwischen Kontrollen und CF war mit den ICM-Werten der beiden anderen
Zentren ebenso exzellent mdglich wie mit den Berliner Vergleichswerten. Dabei waren alle
untersuchten ICM-Parameter bei den drei Zentren dquivalent zur Diskriminierung geeignet.
Auch wenn davon ausgegangen werden muss, dass das einfache Aufsummieren der drei ICM-
Parameter nicht die beste aller méglichen Kombinationen zur Differenzierung darstellt, so wurde
wurde auf Grund der sehr guten diskriminativen Eigenschaften des Derichs Scores wie auch der
Einzelparameter an dieser Stelle auf die Berechnung eines neuen, noch préziseren diagnostischen
ICM-Markers verzichtet. Der in Berlin mit ROC ermittelte Cutoff-Wert fiir den Derichs Score
von 36,7 pA/cm? wurde durch Zentrum 2 mit 39,6 nA/cm? untermauert und die Ergebnisse von

Derichs et al. 2010 fiir die Summe aus Al Forsk/IBMX, Alse CCH und Alsc Hista bestétigt (108).
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Zentrum 3 lieferte quantitativ hohere Ii.-Werte, worauf nach dem nidchsten Absatz noch
intensiver eingegangen wird.

Auch in einer multizentrischen ICM-Studie von Clancy et al hatte sich gezeigt, dass alle CFTR-
abhéngigen Parameter die gleiche Sensitivitit zur Klassifikation in CF und gesunde Kontrollen
hatten (185). Die Referenzwerte von Clancy et al. 2013 unterschieden sich allerdings von
unseren beziiglich der absoluten Is.-Werte. Eine Erkldrung dafiir konnte sein, dass von dieser
Forschungsgruppe eine anderes ICM-Protokoll verwendet worden war, welches nicht von einer
Institution wie der europdischen CF-Gesellschaft (ECFS) entwickelt worden war.

Auch bei unserer Studie unterschieden sich die ICM-Werte von Zentrum 3 trotz quantitativer
Vergleichbarkeit in der Hohe der Is.-Werte von Zentrum 1 und 2. Zwischen Berlin und Zentrum
2 waren die ICM-Antworten vergleichbar. Weitere Untersuchungen erbrachten, dass bei der sehr
stark standardisierten Durchfiihrung die Gassflussgeschwindigkeit in den Ussingkammern nicht
beriicksichtigt worden war. Durch eine schnellere Begasung der Biopsien in den Ussing
Kammern bei Zentrum 3 war es so zu hoheren ICM-Antworten gekommen. Eine
Vereinheitlichung der Gassflussrate im SOP wire hier notig und konnte zum Beispiel durch ein
Video mit definierter Begasungsgeschwindigkeit erreicht werden.

Quantitative Unterschiede wurden allerdings nicht nur bei unserer externen ICM-Validierung
festgestellt. Cohen-Cymberknoh et al ermittelten 2013 im Vergleich zu den vorliegenden ICM-
Ergebnissen niedrigere Werte. In deren Studie wurde ICM, wenn auch nicht unter
multizentrischen Bedingungen, nach dem alten Rotterdam-Protokoll durchgefiihrt, welches dem
in unserer Studie verwendeten ECFS ICM SOP sehr dhnlich ist. Ob diese quantitativen
Unterschiede auch auf die Gasflussgeschwindigkeit zuriickzufiihren sind, wurde in dieser Studie
nicht untersucht. Es wire interessant herauszufinden, ob es noch weitere Griinde fiir das
unterschiedliche Ausmall der ICM-Antworten verschiedener Zentren gibt und ob neben
Unterschieden zwischen den Protokollen z.B. auch die Heterogenitit der Studienpopulationen
und Forschungslabore zu gewissen Differenzen gefiihrt haben kdnnte.

An den vorliegenden Ergebnissen zeigt sich, dass die multizentrische Standardisierung von ICM
herausfordernd aber duBlerst sinnvoll und zur Diagnosesicherung und Weiterentwicklung der

Evaluation von CFTR-Modulatoreffekten unerlésslich ist.
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4.4. Organspezifischer Effekt von Ivacaftor bei vier G551D-Patienten als
Ausblick fiir den Einsatz von ST, NPD und ICM in zukiinftigen CFTR-
Modulator-Studien

Ergidnzend wurden bei vier CF-Patienten mit der genetischen Mutation GS551D die
personalisierten Effekte des ersten zugelassenen CFTR-Potentiators Ivacaftor unter Anwendung
der diagnostischen Referenzwerte von ST, NPD und ICM kurz-, mittel- und langfristig evaluiert.
Diese Untersuchungen waren Einzelfallanalysen und sind von daher eher als Ausblick fiir
zukiinftige klinische Studien zu CFTR-Modulatoren hinsichtlich der Anwendung von ST, NPD
und ICM als pradiktive Biomarker zu verstehen (248).

Wiéhrend mit dem ST und der ICM unter der Ivacaftorbehandlung sowohl kurz- bis langfristig
als auch bei der Untersuchung der Pharmakokinetik von Ivacaftor im Wesentlichen eine
Normalisierung der CFTR-Funktion auffiel, so waren die Effekte von Ivacaftor mit NPD nur
kurzfristig nachweisbar. Diese Unterschiede bei der Verbesserung der CFTR-Funktion deuten
auf organspezifische Differenzen bei der Ansprechbarkeit auf eine in vivo Behandlung mit dem
CFTR-Potentiator hin, wovon schon linger ausgegangen wird (108).

In einer neuen Untersuchung von Mesbahi et al. zum Effekt von Ivacaftor bei einzelnen
Patienten mit verschiedenen Genmutationen wurden ebenfalls Unterschiede zwischen den
verschiedenen Endorganen festgestellt (235). Auch in einer kiirzlich erschienen Veréffentlichung
von Graeber et al zeigten sich Differenzen bei der Verbesserung der CFTR-Funktion zwischen
NPD und ICM wihrend einer Behandlung mit dem CFTR-Korrektor Lumacaftor in
Kombination mit Ivacaftor. Dabei wurde keine Korrelation mit den klinischen Parametern FEV;
und BMI festgestellt (234). Auf Grund der festgestellten Organspezifitit ist die Erhebung aller
CFTR-Biomarker nicht nur zur diagnostischen Interpretation sondern auch bei der
Effektevaluation von CFTR-Modulatoren in Langzeitstudien wichtig (222). Die variablen
Antworten verschiedener Gewebe auf pharmakologische CFTR-Modulation konnten
moglicherweise auf unterschiedliche Penetranz der CFTR-Dysfunktion oder verschiedener
Pathophysiologie und Bioverfiigbarkeit zuriickzufiihren sein (231,234).

Neu ist in diesem Zusammenhang neben dem Organvergleich auch der Einsatz von ICM. In der
Vergangenheit wurden in Studien nur ST und NPD als klinische Endpunkte zur
pharmakologischen CFTR-Modulation eingesetzt und lieferten widerspriichliche Ergebnisse zu
deren Eignung, wobei auch hier der ST in vielen Féllen besser abschnitt als NPD
(19,128,132,133,138-142,191,193,194). Im Gegensatz dazu wurde ICM bisher hauptsichlich in

priklinischen Studien zur Effektevaluation eingesetzt, die Anderungen der CFTR-Funktion unter
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pharmakologischer Modulation nachweisen konnten (198-200), bis kiirzlich in einer kleinen
klinischen Studie mit ICM erstmals die CFTR-Aktivierung wéhrend einer Therapie mit Ivacaftor
bei Patienten mit der G551D Mutation gezeigt werden konnte (157). Diese Untersuchungen
deuten ebenfalls darauf hin, dass ICM als neuer Bioassay zur Quantifizierung der verbesserten
CFTR-AKktivitdt geeignet sein konnte.

Das geringere Ansprechen der NPD auf die Ivacaftor-Behandlung wirft Fragen beziiglich der
Eignung des Nasenepithels zur Effektmessung auf. Unterschiede zwischen NPD und ICM
konnten unter anderem auf eine stirkere Schadigung des Atemwegsepithels im Vergleich zur
sich schnell erneuernden Darmschleimhaut zuriickzufiihren sein (208). NPD konnte im
Gegensatz zu ICM durch Nasenpolypen und kleine chirurgische Eingriffe, Infektionen (235),
geringere CFTR-Expression (236,237) und erhohte parazelluldre Permeabilitdt (238) beeinflusst
werden. In der Vergangenheit wurden auch grof8e Unterschiede bei der CFTR-Expression im
respiratorischen und intestinalen Gewebe bei AF508-Homozygoten gefunden (239,240). Eine
mogliche Erklarung dafiir konnte der fehlende alternative Chloridtransport im Rektum sein mit
CFTR als einzigem Anionenkanal (171,208,212). Andere Forscher widerum beschrieben
identische CFTR-Expressionen in Nase und Darm (241). Da die genauere Erforschung dieser
Mechanismen nicht Gegenstand unserer Studie war, wire dies gegebenenfalls fiir weitere
Untersuchungen von Interesse.

Fir AF508-Patienten sind inzwischen die beiden Kombinationen aus CFTR-Potentiator und
CFTR-Korrektor, Lumacaftor+Ivacaftor (Orkambi) und Tezacaftor+Ivacaftor (Symkevi),
zugelassen (249-253). Deren Verbesserungen der Lungenfunktion sind allerdings hinter den
Erwartungen zuriick geblieben und es wird weiter an anderen Kombinationen und
Medikamenten geforscht. Die Dreifachkombination von Elexacaftor+Tezacaftor+Ivacaftor
(Trikafta) erscheint dagegen deutlich vielversprechender. Sie wurde im Oktober 2019 von der
US-Zulassungsbehorde FDA zugelassen und auch die europdische Zulassungsbehdrde hat im
Juni 2020 eine Zulassungsempfehlung abgegeben (254,255).

Mit Ausnahme der Studie von Graeber et al (234) wurden NPD und ICM bisher nicht zur

Effektevaluation flir diese Potentiator-Korrektor-Kombinationen hinzugezogen.

4.5. Vorteile und Limitationen dieser Studie

Um mit aktuellen ECFS SOPs einheitliche Referenz- und Cutoff-Werte fur unser Zentrum zu

etablieren, wurde in unserer Studie eine angemessene Anzahl von gesunden Kontrollen und PI-
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CF aber auch von PS-CF Patienten mit verschiedenen Mutationen zur Représentation einer
groBeren Bandbreite an CFTR-Restfunktion eingeschlossen. Um die CFTR-Bioassays gut
miteinander zu vergleichen, erfolgte erstmalig die Erhebung aller drei Biomarker am gleichen
Tag. Dariiber hinaus wurde das ECFS ICM SOP erstmals multizentrisch validiert, als Grundlage
fiir die weitere Anwendung von ICM in der Diagnostik und in klinischen Studien zur Evaluation
von CFTR-modulierenden Substanzen.

Die weitverbreitete Verfligbarkeit neuer computergestiitzter Methoden und Werkzeuge zur
Datenanalyse und priadiktiven Modellierung erfordert, die jeweils am besten geeigneten
Methoden zur Beantwortung komplexer, klinischer Fragestellungen auszuwéhlen. Insbesondere
die Sammlung von Methoden, die als "Data-Mining" bekannt sind, bietet in Ergénzung zur
klassischen Statistik methodische und praktische Losungen fiir die Analyse komplexer
medizinischer Daten und die Konstruktion von Vorhersagemodellen (242,243). Die hier
verwendeten Kohonennetze erlauben eine Klassifikation der Probanden in ,,natiirliche* Gruppen
(sog. SOM-Klassen) auf Basis eines AhnlichkeitsmaBes. Da dhnliche Patienten hiufig einen
dhnlichen Verlauf zeigen, konnten diese Klassen bei personalisierten Therapieansétzen hilfreich
sein. Mit den SOMs konnten PI-CF versus PS-CF Patienten sogar eindeutig klassifiziert und
bisher unbekannte Subtypen von gesunden Kontrollen und PI-CF Patienten abgebildet werden.
Die Relevanz dieser Subtypen ist bisher unklar und kénnte noch weiter untersucht werden.

Die mit den verschiedenen Biomarkern gemessenen Effekte des Potentiators Ivacaftor sollten als
individuelle Resultate betrachtet werden, da hier nur wenige G551D-Patienten unter erstmaliger
Ivacaftorbehandlung verfolgt werden konnten. Messungen an deutlich gréeren Patientenzahlen
werden allerdings in der Realitdt durch die geringe Verbreitung der CFTR-Mutation erschwert.
Dariiber hinaus ist iiber das Verhiltnis von Respondern und Non-Respondern bisher wenig
bekannt. Der mittel- und langfristige Riickgang der CFTR-Wiederherstellung fiel bei unseren
Einzeluntersuchungen besonders bei NPD auf und weist auf die Notwendigkeit von
Langzeitstudien zu pharmakologischer Modulation mit verschiedenen Biomarkern bei einer
groBeren Patientenzahl hin.

Ein Vergleich der Biomarker mit klinischen Surrogatparametern (wie FEV1) wurde in unserer
Studie nicht durchgefiihrt. Die Frage nach dem Potential der einzelnen CFTR-Biomarker zur
Vorhersage prognostisch giinstiger klinischer Verdnderungen wihrend einer Therapie mit
Ivacaftor oder anderen CFTR-Modulatoren ist noch nicht abschlieend geklért. Die kombinierte
CFTR-Funktionsanalyse zusammen mit der Untersuchung klinischer Enpunkte unter

Anwendung von Data-Mining Verfahren konnte hierzu wichtige Informationen beisteuern (158).
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Sowohl ST als auch NPD und ICM sind nur indirekte quantitative Messverfahren. Um die
individuellen Grenzen der Erfassung der CFTR-Aktivitit mit den drei Biomarkern zu
iiberwinden, konnte die organabhingige Messung der CFTR-Funktion méglicherweise durch die
Bestimmung der CFTR-Expression erginzt werden (172,242-244). Durch die Korrelation von
CFTR-Expression und CFTR-Funktionsanalyse mit dem klinischen Status der Patienten kdnnte
das zu erreichende Niveau an CFTR-Aktivitit ermittelt werden, welches tatsdchlich zu
signifikanter klinischer Verbesserung bei den CF-Patienten beitragen wiirde. Sousa et al.
antworteten auf die Frage nach einem Schwellenwerte fiir eine mildere CF-Erkrankung, dass
mindestens 10% normaler (mittels ICM festgestellter CFTR-Funktion) und mindestens 5%
normaler CFTR-Transkription fiir eine bessere Prognose im Sinne eines atypischen Verlaufs
sowie etwa 30% normaler ICM CFTR-Funktion zur Vermeidung von CF-Symptomen nétig
wéren (172,183,244-246). Bei der Effektmessung mittles ST und NPD wurde festgestellt, dass
mit Ivacaftor etwa 35-40% der normalen CFTR-AKktivitit erreicht werden konnen (247).

4.6. Schlussfolgerung

Fiir den diagnostischen Goldstandard ST ergab sich in unserer Studie ein Cutoff-Wert bei 46,5
mmol/l. Diese Ergebnisse waren aber generell auch mit dem bisherigen Cutoff fiir CF von 60
mmol/l und dem Intermedidrbereich zwischen 30 und 59 mmol/l vereinbar. Bei der
Differenzierung von Kontrollen und CF-Patienten gab es zwischen den CFTR-Biomarkern ST,
NPD und ICM keine Unterschiede - sie eigneten sich alle exzellent mit eindeutigen Cutoff-
Werten. Die eindeutige Klassifikation von PI-CF und PS-CF war nur unter Anwendung
komplexer neuronaler Netze mit einer Kombination von mehreren CFTR-Biomarkern moglich.
Selbstorganisierende Karten lieferten zwei Subtypen von Non-CF und PI-CF, deren Rolle (auch
fiir die Therapie) noch weiter untersucht werden sollte. Von Interesse fiir weitere Studien wire
auch die Anwendung der ermittelten Referenz- und Cutoff-Werte der CFTR-Biomarker bei
Patienten mit fraglicher CF oder monosymptomatischen Phénotypen (108), wie in der
Dissertationsschrift von Klosinski 2017 (110). Cutoff-Werte sollten trotz aller Attraktivitit als
relative Hilfsmittel und nicht als absolute Richtwerte betrachtet werden, da sie die
kontinuierlichen Prozesse der Biologie nur bedingt abbilden konnen. Bei diagnostischen
Schwierigkeiten wie z.B. grenzwertigen Schweilichloridkonzentrationen koénnen NPD- und
ICM-Parameter alternativ bestimmt und zur Klassifikation herangezogen werden.

Die erste externe ICM-Validierung tridgt zur weiteren Standardisierung und sukkzessiven

Etablierung des CFTR-Biomarkers ICM in Diagnostik und Therapie besonders in
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multizentrischen Studiensettings bei. Die multizentrische Anwendbarkeit von NPD sollte
ebenfalls liberpriift werden, was Ziel einer derzeit laufenden multizentrischen ECFS-NPD-Studie
ist.

Das Maf} der CFTR-Dysfunktion scheint in der Schweilldriise, den Atemwegen und dem Rektum
zu variieren, was die Bedeutung der kombinierten CFTR-Funktionsanalyse hervorhebt. Es
besteht weiterer Forschungsbedarf zur organspezifischen Verbesserung der CFTR-Funktion mit
CFTR-Modulatoren bei groferen Patientengruppen in multizentrischen Langzeitstudien mit einer
gut durchdachten Kombination von klinischen Surrogatparametern und Biomarkern. Data-
Mining Verfahren wie die verwendeten selbstorganisierenden Kohonenkarten bieten neue
Moglichkeiten zur Evaluation des Outcomes von Patienten. Bei der Interpretation von
pharmakologischen  Effekten = wiren  definierte = organspezifische = Mindest-CFTR-
Aktivitatsniveaus hilfreich, bei denen es durch CFTR-Modulation auch wirklich zu einer
signifikanten klinischen Verbesserung kommen wiirde. Auch die Korrelation der CFTR-
Expression mit der CFTR-Funktionsanalyse konnte dabei von Interesse sein. Im Zeitalter
personalisierter Medizin konnte besonders ICM schon préklinisch Informationen iiber die
individuelle Ansprechbarkeit auf CFTR-modulierende Substanzen liefern. Neben unseren Daten
liegen zur (multizentrischen) Reliabilitdt und Reproduzierbarkeit der ICM erste Ergebnisse vor

(156,185).

5. Zusammenfassung

Der angeborenen Stoffwechselerkrankung Mukoviszidose (CF) liegen Mutationen im CFTR-
Gen zu Grunde. Diese fithren zu Defekten im CFTR-Protein, welches dadurch in seiner
hauptsdchlichen Funktion als Chloridkanal beeintrdchtigt wird. Es kommt zu einem stark
verdickten Schleim, der die Ausfiihrungsgénge der sekretorischen Driisen verstopft und zu einer
fortschreitenden Multiorganerkrankung mit vordergriindiger Zerstérung des Lungengewebes
fiihrt. Inzwischen sind knapp 2000 verschiedene Genmutationen bekannt, deren klinische
Relevanz aber ldngst nicht in allen Fillen geklért ist. Bei solchen genetischen Varianten mit
unklaren klinischen Auswirkungen oder bei ausbleibendem Nachweis von zwei CF-
verursachenden Genmutationen sowie auch bei Werten des diagnostischen Goldstandards
(SchweiBtest) im Uberlappungsbereich kann die Diagnosestellung herausfordernd sein. Mit dem
in vivo Biomarker NPD zur Erfassung der Potentialdifferenz am respiratorischen Epithel und
dem ex vivo Biomarker ICM zur Messung des Kurzschlussstroms an Rektumsaugbiopsien

konnen dann Informationen iiber die individuelle CFTR-Funktion gewonnen werden. Dariliber
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hinaus wird iiber die Eignung der CFTR-Biomarker zur Evaluation der Behandlungseffekte von
CFTR-Modulatoren diskutiert.

Priméres Ziel dieser Studie war, die CFTR-Biomarker ST, NPD und ICM zur Klassifikation von
CF/Non-CF einerseits und PI-CF/PS-CF andererseits miteinander zu vergleichen sowie mit
aktuellen SOPs der European Cystic Fibrosis Society (ECFS) unizentrische Referenz- und
Cutoff-Werte zu erheben. Von weiterem Interesse war die erstmalige multizentrische
Validierung der Berliner ICM-Daten durch zwei weitere europdische Zentren unter Anwendung
der ECFS Protokolle. Dariiber hinaus sollte bei vier Patienten mit der G551D-Genmutation der
Behandlungseffekt von Ivacaftor mit den CFTR-Biomarkern exemplarisch {iberpriift werden.

Bei 51 Berliner Studienteilnehmern (28 PI-CF, 9 PS-CF und 14 gesunde Kontrollen) wurden ST,
NPD und ICM zum ersten Mal am selben Tag gemal3 der standardisierten SOPs durchgefiihrt.
Zur externen Validierung von ICM wurden zusdtzlich ICM-Messungen von weiteren 57
Probanden zweier anderer europdischer Zentren eingeschlossen. Data-Mining Verfahren wie die
selbstorganisierenden Kohonen-Karten lieferten die SOM-Klassen.

Mit ST, sowie NPD- und ICM-Parametern konnte jeweils exzellent mit einer Sensitivitidt und
Spezifitdit von 98% bis 100% zwischen Kontrollen und CF unterschieden werden. Fiir die
Klassifikation von PI-CF und PS-CF waren die Biomarker univariat dagegen insgesamt weniger
gut geeignet. Der beste Einzelparameter war der ST. Unter Anwendung fortgeschrittener
statistischer Modelle (z.B. SOMs) war eine eindeutige Differenzierung zwischen PI-CF und PS-
CF mit den Biomarkern mdéglich. Das dazu ermittelte, vereinfachte Regelsystem konnte in der
Diagnostik in unklaren Féllen angewendet werden. Dariiber hinaus lieferten die SOMs zwei
verschiedene, bisher unbekannte Subtypen von gesunden Kontrollen sowie zwei Subtypen von
PI-CF Patienten. Die ICM-Werte der beiden anderen Zentren waren ebenfalls exzellent zur
Unterscheidung zwischen Kontrollen und CF geeignet. Die externe Validierung von ICM nach
ECFS-Richtlinien zeigte die Notwendigkeit der Vereinheitlichung der Gasflussgeschwindigkeit
in Ussingkammern und stdrkte dariiber hinaus die Rolle von ICM fiir Diagnostik und
Therapieentwicklung.

Sowohl ST als auch NPD und ICM sind exzellente sowie robuste diagnostische Biomarker. In
herausfordernden diagnostischen Fillen konnen die untersuchten Einzelparameter zur
Klassifikation von CF versus Non-CF alternativ verwendet werden. Unter Anwendung
komplexer Modelle sind die CFTR-Biomarker gemeinsam ebenfalls zur Klassifikation von PI-
CF versus PS-CF geeignet. Bei Patienten mit besonders milden Genmutationen und
monosymptomatischen Krankheitsverlaufen sollte die diagnostische Relevanz der Biomarker

nochmal untersucht werden. Dariiber hinaus konnte auch die Relevanz der mit den SOMs neu
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ermittelten PI-CF- und Non-CF-Subtypen (bei CF besonders in Bezug auf mogliche
Therapieansdtze) weiter evaluiert werden. Um die Biomarker in der Medikamentenentwicklung
noch stirker zu beriicksichtigen, sollten weiterhin Liicken bei der Reproduzierbarkeit,
Ansprechbarkeit und Validitdt geschlossen werden. Fiir NPD wird deshalb im Rahmen einer
derzeit laufenden ECFS-Studie an deren multizentrischer Validierung gearbeitet. Die
Reproduzierbarkeit von ICM wird aktuell in unserer Arbeitsgruppe iiberpriift (156). Als
Ausblick zum Einsatz von ST, NPD und ICM als préadiktive CFTR-Biomarker zeigten sich bei
Einzelpatienten organspezifische Unterschiede bei der Effektevaluation von Ivacaftor. Die
kombinierte Anwendung aller drei Biomarker erscheint sinnvoll, wobei besonders ICM
(zusidtzlich zum bisherigen priklinischen Einsatz) neben dem ST als Endpunkt in klinischen
Studien eingesetzt werden konnte. Ein entscheidender Vorteil von ICM gegeniiber der NPD liegt
in der Anwendbarkeit des ex vivo Biomarkers auch bei kleinen Kindern und Neugeborenen.
Langzeitstudien mit groBeren Patientenzahlen zu CFTR-modulierenden Substanzen mit
kombinierter CFTR-Funktionsanalyse parallel zur Erhebung des klinischen Status mit bewdhrten
Surrogatparametern wiren erstrebenswert.

Insgesamt erweitert diese Arbeit bisherige Erkenntnisse zur Rolle der CFTR-Biomarker ST,
NPD und ICM auch durch den Einsatz maschineller Lernverfahren neben dem Standardrepertoir

der Statistik.
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