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Abstract Deutsch

Die zystische Fibrose (CF) beruht auf einem genetisch bedingten Defekt des CFTR-
Chloridkanals mit der Produktion von hochviskosem Mukus und chronisch obstruktiver
Lungenerkrankung sowie exokriner Pankreasinsuffizienz als vordergriindigen Krankheitsbildern.
Zudem sind klinisch mild verlaufende CFTR-assoziierte Erkrankungen (CFTR-RD) bekannt.

Der SchweiBtest als diagnostischer Goldstandard weist in manchen Féllen Intermedidrwerte auf,
welche keine Diagnosesicherung zulassen. AuBBerdem konnen bestimmte Mutationen im CFTR-
Gen nicht immer nachgewiesen werden. Unter diesen Umstéinden stehen die Messung der
nasalen Potentialdifferenz (NPD) am respiratorischen Epithel der Nasenschleimhaut in vivo und
die intestinale Kurzschlussstrommessung (ICM) an Rektummukosabiopsien ex vivo zur
erweiterten CFTR-Funktionsanalyse zur Verfiigung.

Zur Diagnosefindung erfolgten von 2011 bis 2013 Schweiitest, NPD und ICM gemil
Standardprotokoll sowie eine bedarfsgerechte CFTR-Mutationsanalyse bei 29 konsekutiven
ambulanten Patienten im Alter von 1 bis 63 Jahren mit fraglicher CF oder CFTR-RD. Ein
Augenmerk galt der Fragestellung, inwiefern NPD und ICM eine diagnostische Abgrenzung
zwischen CFTR-RD und CF beziehungsweise Non-CF ermoglichten. Fiir die diagnostische
Auswertung von NPD und ICM wurden die Mittelwerte der NPD-Parameter Sermet-Score und
Wilschanski-Index sowie der ICM-Parameter Delta Isc Carbachol pre Washout und Delta Isc
(Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) berechnet. Die diagnostische Interpretation dieser
Mittelwerte orientierte sich an Referenzwerten, die derzeit multizentrisch validiert werden.

Zwei heterozygoten Tragern der CFTR-Mutation R1162L wurden mittels ICM unterschiedliche
Diagnosen zugewiesen, was Anlass zu einer klinischen Neubewertung dieser Mutation gab.
Unter den Trigern des 5T-Polymorphismus bestitigte sich die erhdhte Penetranz der 12TG- und
13TG-Varianten im Vergleich zur 11TG-Variante. Die NPD-Parameter Delta PD (OCl+Iso),
Sermet-Score und Wilschanski-Index korrelierten statistisch signifikant mit dem Schweil3test.
Der ICM-Parameter Delta Isc Carbachol pre Washout korrelierte hochsignifikant mit dem ICM-
Parameter Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) und stellte somit seine Eignung als
pradiktiver diagnostischer ICM-Parameter unter Beweis. Hohe interindividuelle Unterschiede
beziiglich der CFTR-Restfunktion bei CFTR-RD erschwerten deren diagnostische Abgrenzung
von einer CF beziehungsweise einer Non-CF ausschlieSlich mittels NPD oder ICM. Jedoch
konnte die individuelle CFTR-Restfunktion bei CFTR-RD insbesondere mittels ICM prizise
bestimmt werden. NPD und ICM trugen in aller Regel maBgebend zur Diagnosefindung bei,
wobei die ICM ihre héhere CFTR-Spezifitdt untermauerte.



Abstract Englisch

Cystic fibrosis (CF) is based on a genetically caused defect of the CFTR-chloride channel with
production of highly viscous mucus and chronic obstructive lung disease as well as exocrine
pancreatic insufficiency as predominant clinical pictures. Besides there are known clinically mild
proceeding CFTR-related disorders (CFTR-RD).

In some cases the sweattest, being the diagnostic goldstandard, shows intermediate values, which
do not allow the confirmation of a clear diagnosis. Furthermore some mutations of the CFTR
gene cannot always be detected. Under these circumstances the measurement of the nasal
potential difference (NPD) upon the respiratory epithelia of the nasal mucosa in vivo and
intestinal current measurement (ICM) as a short current measurement of biopsies from the rectal
mucosa ex vivo can be executed.

From 2011 until 2013 sweattest, NPD and ICM were performed according to a standard protocol
and CFTR-mutation analysis was induced as required on 29 consecutive out-patients in the age
of 1 to 63 years with questionable CF or CFTR-RD with the objective to assign a clear diagnosis
to each patient. Moreover attention was turned to the question to what extend NPD and ICM
were able to demarcate CFTR-RD diagnostically from CF or non-CF respectively. For diagnostic
analysis of NPD and ICM mean values were calculated for the NPD-parameters Sermet-Score
and Wilschanski-Index as well as the ICM-parameters Delta Isc Carbachol pre Washout and
Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin). These mean values’ diagnostic interpretation
was based on reference values, which are currently being validated multicentrely.

Two heterozygous carriers of the CFTR-mutation R1162L were given different diagnoses by
means of ICM, which gave reason for a clinical reevaluation of this CFTR-mutation. Among the
carriers of the 5T-polymorphism the increased penetrance of its variants 12TG and 13TG
compared to its 11TG-variant was confirmed. The NPD-parameters Delta PD (OCl+Iso),
Sermet-Score and Wilschanski-Index correlated statistically significantly with the sweattest. The
ICM-parameter Delta Isc Carbachol pre Washout correlated highly significantly with the ICM-
parameter Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) and therefore fleshed out its
suitability as a predictive diagnostic ICM-parameter. High interindividual differences concerning
residual CFTR-function in CFTR-RD impeded its diagnostic demarcation from CF and non-CF
exclusively by means of NPD or ICM. However individual residual CFTR-function in CFTR-RD
could be determined precisely especially by means of ICM. Predominantly NPD and ICM
contributed decisively to the determination of the diagnoses in question, in which ICM fortified

its higher CFTR-specificity.
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1 Einleitung

1.1 Definition der CF und CFTR-RD

Die Mukoviszidose oder zystische Fibrose (engl. cystic fibrosis, CF) ist die hdufigste angeborene
autosomal-rezessive Stoffwechselerkrankung der westlichen Welt mit ernster Prognose (CFFPR
2012, Tobias et al. 2011, WHO 2004). Ein Defekt im CFTR-Gen fiihrt zu einer herabgesetzten
Chloridpermeabilitdt des sekretorischen Epithels aller exokrinen Driisen und verdndert dadurch
deren Sekretzusammensetzung. Der wasserarme, meist hochviskdse Mukus verstopft die
Ausfiihrungsgénge der Driisen und verursacht Entziindung bis hin zur zystisch-fibrotischen
Umwandlung der betroffenen Organe. Im Vordergrund des klinischen Krankheitsbildes stehen
chronische obstruktive Lungenerkrankung und exokrine Pankreasinsuffizienz (Dockter und
Lindemann 2004, Muntau 2011).

Die CFTR-assoziierte Erkrankung (engl. CFTR-related disorder, CFTR-RD) ist definiert als
isolierte klinische Diagnose in Form von disseminierten Bronchiektasen oder einer chronischen
Pankreatitis oder einer obstruktiven Azoospermie sowie dem Nachweis von 1-2 fiir CFTR-RD
beschriebene CFTR-Mutationen und/oder einer CFTR-Dysfunktion auflerhalb des CF-typischen
Bereichs. Die Diagnosekriterien fiir eine CF sind hierbei nicht erfiillt. Eine CFTR-RD zeigt im
Vergleich zu einer CF in aller Regel mildere klinische Bilder und Verldufe (Bombieri et al. 2011,

Nabhrlich et al. 2013).

1.2 Geschichte der CF und CFTR-RD

Mutationsfrequenzanalysen lassen darauf schlieBen, dass es ab ca. 53000 v. Chr. zu ersten
Spontanmutationen im CFTR-Gen in Ostafrika, Vorderasien und Silidwesteuropa kam.
Volkerwanderungen und Eroberungsziige fiithrten zur Verbreitung des Gendefekts in Europa und
dessen Ausweitung auf den gesamten Globus im Zuge der Kolonisation (Gallati 2001). Von
geringer Lebenserwartung ,,salzig schmeckender Kinder* berichten Uberlieferungen aus dem 17.
Jahrhundert (Dockter und Lindemann 2004, Wood et al. 1976, Quinton 1999).

Im Jahre 1905 beschrieb der Osterreichische Arzt Karl Landsteiner erstmalig den Mekoniumileus
(Landsteiner 1905). Die klinische Erstbeschreibung der CF erfolgte 1936 durch den Schweizer
Pédiater Guido Fanconi als ,,Coeliakiesyndrom bei angeborener zystischer Pankreasfibromatose
mit Bronchiektasen* (Fanconi et al. 1936). 1938 grenzte die Amerikanerin Dorothy Hansine
Andersen die Erkrankung schlieBlich eindeutig von der Zoliakie ab und definierte die ,,zystische

Fibrose des Pankreas” als ein eigenstindiges Krankheitsbild (Andersen 1938). Der



amerikanische Pathologe Sidney Farber erkannte 1944, dass es sich bei der CF um eine
systemische Erkrankung handelt, der eine Stérung der exokrinen Driisen mit Produktion von
verdicktem Mukus zugrunde liegt. Er fiihrte den Begriff Mukoviszidose (lat. mucus
»Schleim® und viscidus ,,zéh, klebrig™) ein (Farber 1944).

Den Grundstein fiir die Entwicklung des Schweil3tests legte Paul di Sant’ Agnese im Jahre 1953.
Wihrend einer Hitzewelle in New York City beschrieb er den erhdhten Natriumchloridgehalt im
Schweill von CF-Patienten und machte dadurch homozygote Krankheitstriager erfassbar (Di
Sant’Agnese et al. 1953). Auf dieser Erkenntnis aufbauend entwickelten Gibson und Cooke 1959
den Schweilitest mittels Pilocarpin-induzierter Iontophorese, der noch heute Goldstandard der
CF-Diagnostik ist (Gibson und Cooke 1959, Nihrlich et al. 2013).

Mit Beginn der 80er-Jahre des 20. Jahrhunderts bewirkten neue symptomatische Therapien wie
autogene Drainage, wirksamere Antibiotika gegen Pseudomonas aeruginosa, sdurefestes
mikrodisperses Pankreatin und hochkalorische Erndhrung eine deutlich hohere Lebenserwartung
der Erkrankten (Dockter und Lindemann 2004).

Einen Meilenstein in der Geschichte der CFTR-Funktionsdiagnostik stellt die Messung der
nasalen Potentialdifferenz (NPD) dar, die 1981 zum ersten Mal durchgefiihrt wurde. Knowles et
al. konnten nachweisen, dass das respiratorische Epithel homozygoter CF-Patienten eine erhohte
Potentialdifferenz im Vergleich zu gesunden Kontrollen aufweist, wozu auch eine gesteigerte
Natriumreabsorption in die Zelle beitrdgt (Knowles et al. 1981). Dadurch wurde offenbar, dass
sich die ursidchliche Pathogenese der CF vorwiegend am apikalen Epithel abspielt, was ab den
90er-Jahren des 20. Jahrhunderts die Entwicklung der intestinalen Kurzschlussstrommessung
(ICM) ermdglichte, die heute eine wichtige Rolle in der CFTR-Funktionsdiagnostik und der CF-
Forschung einnimmt (De Jonge et al. 2004, Derichs et al. 2009, Derichs et al. 2010, Hug et al.
2011, Mall et al. 2000, Mall et al. 2004, Veeze et al. 1991, Veeze et al. 1994).

1983 beschrieb Paul Quinton die Hauptursache der verdnderten Schweilzusammensetzung und
somit den Basisdefekt der CF im Allgemeinen: die intrazelludre Chloridabsorptions-
beziehungsweise -sekretionsstorung (Quinton 1983).

Im Jahre 1985 entdeckte die Gruppe um Tsui, Wainwright und White das CFTR-Gen auf dem
langen Arm des Chromosoms 7 (Tsui et al. 1985, Wainwright et al. 1985, White et al. 1985).
1989 schlieBlich gelangen Riordan, Tsui, Collins et al. die Sequenzierung und genaue
Lokalisation des CFTR-Gens auf der Position 7q31.2 (Riordan et al. 1989), was den Weg fiir die
heutige molekulargenetische Diagnostik bereitete (Rowe et al. 2005, Voter und Ren 2008).



Diese Fortschritte in der elektrophysiologischen und molekulargenetischen CFTR-Diagnostik
ermOglichten in zunehmendem Mafe auch den Nachweis milderer CF-Formen oder einer CFTR-
RD (Elborn et al. 1991, FitzSimmons 1993, WHO 2004, Bombieri et al. 2011).

Um die Jahrtausendwende erkannte man den Einfluss sogenannter modulierender, nicht auf dem
CFTR-Genlocus befindlicher Gene auf die klinische Auspragung der CF (Boucher 2004, Davies
et al. 2005, Drumm 2001). Mit dem CFTR-Potentiator Ivacaftor ist seit 2012 erstmals eine
kausale und personalisierte Therapie fiir erkrankte Trager der Mutation G551D moglich (Derichs
2013, McPhail und Clancy 2013, Sermet-Gaudelus 2013). Seit November 2015 steht fiir
Patienten ab 12 Jahren mit der homozygoten Mutation F508del ein aus dem CFTR-Korrektor
Lumacaftor und dem CFTR-Potentiator Ivacaftor bestehendes Kombinationspréparat zur

kausalen Therapie zur Verfiigung (EMA 2015, FDA 2015, Wainwright et al. 2015).

1.3 Epidemiologie und Populationsgenetik der CF und CFTR-RD

Die CF gehort zu den seltenen Erkrankungen (engl. rare diseases oder orphan diseases), welche
definiert sind als ,,lebensbedrohende oder chronische Invaliditit nach sich ziehende Leiden® mit
einer absoluten Privalenz von weniger als 228000 (EU) beziehungsweise 200000 (USA)
Patienten (EU-Verordnung 1999, Office of Rare Diseases Research 2014). Aufgrund einer
Inzidenz von ca. 1:2500 in der EU und 1:3500 in den USA stellt die CF jedoch die hiufigste
angeborene autosomal-rezessive Stoffwechselerkrankung der kaukasischen Rasse mit
eingeschriankter Lebenserwartung dar (CFFPR 2012, Tobias et al. 2011, WHO 2004). Weltweit
sind ungefdhr 70000 Menschen bei ausgeglichenem Geschlechterverhiltnis betroffen (CFFPR
2012, Lungeninformationsdienst 2012, Muntau 2011).

Effektivere Therapien und ein umfassenderes Krankheitsverstindnis haben in den vergangenen
30 Jahren zu einem deutlichen Anstieg der Lebenserwartung und der gesundheitsbezogenen
Lebensqualitit von CF-Patienten gefiihrt. Lag um 1940 der Uberlebensdurchschnitt noch bei
circa 6 Monaten (Davis 2006), so kann fiir heutige Neugeborene mit einer CF eine
durchschnittliche Lebenserwartung von ungefahr 45-50 Jahren angegeben werden (Dockter und
Lindemann 2004, Muntau 2011), was eine weitere Ausdehnung der Betreuung Betroffener in
den Bereich der Erwachsenenmedizin zur Folge hat (Dobbin und Bye 2003). Die Verbesserung
diagnostischer Methoden ging nicht nur mit einer deutlichen Senkung des medianen
Diagnosealters, sondern auch mit der Erfassung eines hoheren Anteils an milden CF-Formen und

CFTR-assoziierten Erkrankungen (CFTR-RD) einher. Diese Erweiterung des diagnostischen
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Spektrums und die steigende Lebenserwartung erkléren den Anstieg der Pravalenz der CF in den
letzten Jahrzehnten (Elborn et al. 1991, FitzSimmons 1993, WHO 2004).

In Deutschland waren in 2012 rund 8000 Menschen an CF erkrankt, darunter befanden sich
52,4 % im Erwachsenenalter. Das mediane Diagnosealter betrug 7,2 Monate, das mediane
Uberleben mindestens 39 Jahre (Qualititssicherung Mukoviszidose 2012). 5 % der deutschen
Gesamtbevolkerung, also ungefdhr 4 Millionen Biirger, sind heterozygote Anlagetridger und
konnen ein mutiertes Allel vererben. Pro Jahr kommen hierzulande etwa 300-400 erkrankte
Kinder zur Welt (Lungeninformationsdienst 2012). In den USA gab es in 2012 knapp 28000
registrierte CF Patienten, wovon 49,1 % mindestens 18 Jahre alt waren. Die Diagnose wurde im
medianen Alter von 4 Monaten gestellt und der Median der Uberlebenswahrscheinlichkeit lag
bei 41,1 Jahren (CFFPR 2012).

Gegenwirtig sind iiber 2000 CFTR-Mutationen bekannt, wovon iiber 100 als CF-verursachend
gelten (Bonadia 2014, CFTR2 2014). F508del ist die mit Abstand hdufigste Mutation mit einer
allelischen Frequenz von ca. 90 % weltweit (CF analysis consortium 1990, Derichs 2013). Nur 4
weitere Mutationen weisen bei einem 1-3%igen weltweiten Vorkommen eine Frequenz von
> 0,1 % auf: G542X, G551D, N1303K und W1282X (Clancy und Gain 2012, Derichs 2013,
Rogan et al. 2011). Mutationen der Klassen 4 und 5 oder Sequenzvariationen fithren bei
ungefdhr 2 % aller Erkrankten zu CFTR-RD mit milden klinischen Verldufen (Paranjape und
Zeitlin 2008, WHO 2004). Ein Beispiel ist der Polymorphismus IVS8-5T, der in circa 10 % der
Gesamtbevolkerung auftritt und in Abhéngigkeit seiner genetischen Varianten unter anderem
CFTR-RD verursachen kann (Gromann et al. 2004).

Die Héufigkeit und das Mutationsspektrum der CF weisen geographische und ethnische
Unterschiede auf. So ist die Inzidenz des Gendefekts in der schwarzen Bevdlkerung mit circa
1:20000 und in der asiatischen mit iiber 1:100000 deutlich geringer als in der kaukasischen
Rasse (Dockter et al. 2012). In Irland tritt die CF weltweit am héufigsten auf, die Inzidenz
betragt dort 1:1353 (Farrell et al. 2007). Die Mutation F508del hat ihre grote Verbreitung in
Nordamerika und in Mittel- und Nordeuropa, G542X und N1303K hingegen im mediterranen
Raum und W1282X im Mittleren Osten (Bobadilla et al. 2002, CFFPR 2012, ECFSPR 2010,
WHO 2004). In manchen Populationen spiegelt das Vorkommen bestimmter Mutationen auch
deren ethnischen Ursprung wider. Beispielhaft hierfiir ist die im internationalen Vergleich
tiberdurchschnittlich hohe Prévalenz der keltischen Mutation G551D in der Bretagne sowie im
Vereinigten Konigreich GroBbritannien und Nordirland (Bobadilla et al. 2002, ECFSPR 2010,
Scotet et al. 2003, WHO 2004).
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1.4 Genetik und Pathophysiologie der CF und CFTR-RD

Die CF wird monogen autosomal-rezessiv vererbt. Sind beide Partner eines Paares mit
Kinderwunsch compound-heterozygote Anlagetriger, so betrdgt die Wahrscheinlichkeit eines an
CF erkrankten Kindes 25 %. Das Risiko fiir den Nachwuchs, ebenfalls compound-heterozygoter
Gentréger zu sein, liegt bei 50 % und die Wahrscheinlichkeit, kein mutiertes Allel zu tragen, bei

25 % (Timmler und Lindemann 2004).
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Abb. 1.1: Die Produktion von CFTR — vom Gen zum Chloridkanal (modifiziert nach Gallati 2001).

Phosphorylierung

Legende: Abschnitt A: Chr.: Chromosom; Zahlen 22-36, z.B. 31.2: Haupt- und Unterbanden; p: kurzer
Arm; q: langer Arm. Abschnitt B: DNS: Desoxyribonukleinsdure; Zahlen 1-24: Exons; Zahlen 0-250:
Liange in Kilobasen; kb: Kilobasen. Abschnitt C: Zahlen 1-24: Exons; mRNS: Messenger-
Ribonukleinsdure; bp: Basenpaare. Abschnitt D: AS: Aminosduren; Phospholipid-Bilayer: Phospholipid-
Doppelschicht; N: Amino-Terminus; C: Carboxy-Terminus; ATP: Adenosintriphosphat; ADP:
Adenosindiphosphat; Pi: Phosphatidylinositol; NBF: nukleotidbindende Falte; R-Doméne: regulatorische
Doméne; P: Phosphat.
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Das CFTR-Gen ist auf dem langen Arm des Chromosoms 7 auf der Position 7q31.2 lokalisiert.
Es umfasst 2300 Kilobasenpaare und enthédlt 27 Exons, die in eine 6,5 Kilobasen lange mRNA
transkribiert werden. Die Exons sind mit den Nummern 1 bis 24 versehen, da die Beschreibung
der Exons 6b, 14b und 17b erst nachtriglich erfolgte. Translationsprodukt ist ein Protein, das aus
1480 Aminosduren besteht und vorwiegend als cAMP-regulierter membranstindiger
Chloridkanal am apikalen Epithel aller sekretorischen Driisen fungiert (Leitlinie zur
Molekulargenetischen Diagnostik der CF 2009), siche Abbildung 1.1.

Das CFTR-Protein gehort zur Gruppe der ABC-Transporter (engl.. ATP-binding cassette, ABC),
die ATP binden und aktiv am Ionentransport durch die Zellmembran beteiligt sind (Gallati
2001), und weist 5 Doménen auf: eine regulatorische Doméne (RD), 2 transmembranbindende
Domaénen (TMD1, TMD?2) und 2 nukleotidbindende Falten (NBF1, NBF2), siche Abbildung 1.1.
Die TMD bilden die Kanalpore. Zur Offnung des CFTR-Kanals wird die RD von einer cAMP-
abhingigen Proteinkinase A phosphoryliert und ATP an die NBF gebunden. Die dadurch
ausgeldste Dimerisierung der NBF im Verhiltnis 1:1 ermdglicht die Offnung der Kanalpore. Sie
schlieBt sich wieder, indem die NBF unter ATP-Verbrauch dissoziieren. Dieser Offnungs- und
SchlieBvorgang wird in seiner Gesamtheit auch als Gating bezeichnet (Derichs 2013, Kirk und
Wang 2011).

Der CFTR-Kanal dient hauptsdchlich der Chloridsekretion, in den Schwei3driisen jedoch der
Chloridabsorption. Dem CFTR-Protein werden zahlreiche weitere Funktionen zugeschrieben,
wie beispielsweise der Transport von Bikarbonat und Glutathion, die Regulation des
extrazelluldiren pH-Wertes, der extrazelluldren Fliissigkeitsschicht, des ENaC-Kanals und
alternativer Chloridkanéle (Hebestreit und Hebestreit 2013, Pezzulo et al. 2012, Rowe et al. 2005,
Timmler 2008).

Die CF ist durch Mutationen im CFTR-Gen bedingt (Riordan et al. 1989). Allerdings fiihren
nicht alle CFTR-Mutationen stets zu der Erkrankung. Als CF-verursachend gelten CFTR-
Mutationen bei deutlicher CFTR-Synthese- und/oder -Funktionsstérung, Deletionen einzelner
oder mehrerer Exons, vorzeitigem Einfligen eines Stopp-Kodons (Insertionen, Deletionen oder
Nonsense-Mutationen) oder wenn an intronischen Spleifistellen eines der invarianten Nukleotide
GT/AG betroffen ist. In ungefdhr 50 % der Erkrankungsfille beruht der Gendefekt auf einer
Missense-Mutation, so auch bei der Mutation F508del. Hier fehlt aufgrund einer Deletion von 3
Basenpaaren im Exon 10 die Kodierung fiir Phenylalanin an Position 508. (Néhrlich et al. 2013,
Stuhrmann-Spangenberg et al. 2009, Tiimmler 2008).

Eine typische fiir CFTR-RD beschriebene CFTR-Mutation ist R117H, die hdufig bei CFTR-RD-
Patienten mit obstruktiver Azoospermie vorliegt (Nahrlich et al. 2013, Yu et al. 2012). Der
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Polymorphismus IVS8-5T fiihrt durch eine herabgesetzte Splice-Effektivitdt zwischen Intron 8
und Exon 9 zu einer verminderten Menge an intakter mRNA und somit zu einer Reduktion an
funktionsfahigem CFTR-Protein. In Abhéngigkeit der Lénge eines vorgeschalteten repetitiven
DNA-Abschnitts, des sogenannten TG-Repeats, kann das 5T-Allel klinisch folgenlos bleiben
oder milde Formen einer CF beziehungsweise eine CFTR-RD verursachen. 12 oder 13 TG-
Repeats gehen dabei mit einer wesentlich hoheren Penetranz als 11 TG-Repeats einher (Groman
et al. 2004, Néhrlich et al. 2013).

Die Mutationen konnen in 6 verschiedene Klassen unterteilt werden (siehe Tab. 1.1), wobei der
CFTR-vermittelte Chloridtransport mit steigender Zahl der Klasse zunimmt. Genverdnderungen
der Klassen I, II, V und VI fithren zu einer geringeren Menge an funktionsfiahigem, an die
Zellmembran gelangendem CFTR-Protein. Mutationen der Klassen III und IV hingegen
verringern die Funktionsfahigkeit des bereits an der Zelloberfliche befindlichen Chloridkanals
(Derichs 2013). Die hochste Korrelation zwischen Phédnotyp und Genotyp besteht beziiglich
exokriner Pankreasfunktion und Mutationstyp. Schwere Mutationsformen der Klassen I-III
verursachen eine exokrine Pankreasinsuffizienz (PI-CF), Patienten mit milderen Gendefekten der
iibrigen Mutationsklassen hingegen sind exokrin pankreassuffizient (PS-CF) (Rowntree und
Harris 2003, Zielinski 2000). Auch der CFTR-Aktivititsgrad korreliert mit der klinischen
Manifestation. Unter der Annahme einer CFTR-Aktivitdt von 100 % bei Gesunden und 50 % bei
compound-heterozygoten Mutationstrigern, tritt eine PI-CF bei einer durchschnittlichen CFTR-
Restfunktion von < 1 % auf. Eine Chloridkanalfunktion von circa 1-10 % im Mittelwert &duf3ert
sich in einer PS-CF. Ab einer durchschnittlichen CFTR-Aktivitit von ungefdhr 15-20 % ist die
Chloridkonzentration im Schweil < 60 mmol/l, es kann jedoch eine kongenitale bilaterale
Aplasie des Vas deferens (CBAVD) mit 2 CFTR-Mutationen vorliegen. Der Mittelwert der
CFTR-Restfunktion bei CFTR-RD rangiert im Bereich zwischen 15 und 50 % (Derichs 2013,
Mishra et al. 2005, Rowe et al. 2007).

Tab. 1.1: CFTR-Mutationsklassen (modifiziert nach Hebestreit und Hebestreit 2013, Tiimmler 2008).

Klasse | Defekt Beispiele

I Keine oder gestorte CFTR-Proteinsynthese (542X, W1282X, R553X

11 Fehlerhafte CFTR-Proteinverarbeitung F508del, N1303K, A455E

sl Gestorte Regulation des CFTR-Kanals G551D, G551S, R792G

v Eingeschrinkte lonenleitfédhigkeit des CFTR-Kanals R117H, R347P, R334W

A% Reduzierte Synthese intakten CFTR-Proteins 3849+10kbC->T,
3272-26A->G, 5T

VI Vermehrter Abbau des CFTR-Kanals Ql412X
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Die Elektrophysiologie der CF sei im Folgenden am Beispiel der Atemwege erldutert. An der
apikalen Membran des respiratorischen Epithels werden Chloridionen beim Gesunden
vorwiegend auf zwei Wegen aus der Zelle transportiert: zum einen iiber den CFTR-Kanal,
dessen B-adrenerge Stimulation mithilfe der cAMP-abhingigen Proteinkinase A erfolgt. Zum
anderen iiber einen alternativen Chloridkanal (CaCC), der kalziumvermittelt von einer
Proteinkinase C aktiviert wird und durch den CFTR-Kanal mitreguliert wird. Basolateral gelangt
das Chlorid iiber den Na-K-2Cl-Cotransporter nach intrazelluldr. Natrium wird apikal {iber den
epithelialen Natriumkanal (ENaC) in die Zelle absorbiert und basolateral von der Natrium-
Kalium-ATPase im Austausch gegen Kalium nach extrazelluldr geschleust. Der passive
Wassernachstrom in den perizilidren Raum erhédlt die Periziliarschicht, die den Zilien den
Abtransport des Sekrets nach oral, die sogenannte mukozilidre Clearance, ermoglicht (Hebestreit
und Hebestreit 2013, Rowe et al. 2005, Tiimmler und Lindemann 2004), siche Abbildungen 1.2
und 1.4.

Bei CF-Patienten ist die CFTR-vermittelte Chloridsekretion unterbunden oder eingeschrénkt.
Gleichzeitig liegt aufgrund fehlender Inhibition durch den CFTR-Kanal eine Hyperaktivitét des
ENaC vor, Natrium wird also vermehrt nach intrazelluldr absorbiert. Der verminderte
extrazelluldre Gehalt an Natriumchlorid senkt den passiven Nachstrom von Wasser. Dadurch
verschmalert sich die Periziliarschicht und die mukozilidre Clearance kommt zum Erliegen. Der
wasserarme, hochviskose Mukus akkumuliert und bietet einen Nahrboden fiir Keime, die nicht
mehr effektiv beseitigt werden konnen (Hebestreit und Hebestreit 2013, Timmler und
Lindemann 2004), siche Abbildungen 1.3 und 1.5.

In den Ausfithrungsgidngen der Schweifldriisen weicht die Physiologie von diesem Prinzip ab.
Beim Gesunden werden Natrium- und Chloridionen aus dem duktalen Lumen reabsorbiert, um
aus dem im sekretorischen Driisenteil hergestellten isotonen Sekret hypotonen Schweill zu
produzieren. Da Natriumchlorid beim CF-Patienten nur unzureichend riickresorbiert werden
kann, verbleibt es vermehrt intraduktal und bedingt die erhdhte Salz- beziehungsweise

Chloridkonzentration im Schweifitest (Quinton 2007, Rowe et al. 2005).
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(modifiziert nach Hebestreit und Hebestreit 2013).
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1.5 Klinik der CF und CFTR-RD

Die klinischen Ausprigungsformen der CF sind sehr heterogen und komplex (Gallati 2001).
Dazu tragen die Mikroheterogenitit des CFTR-Gens, exogene Einfliisse wie Infektionsverldufe,
Erndhrung, Therapie und das soziale Umfeld des Patienten (O’Sullivan und Freedman 2009)
sowie die Wirkung modifizierender Gene (Boucher 2004, Davies et al. 2005, Drumm 2001) bei.
Die klinischen Auspriagungsgrade einer CF und CFTR-RD erstrecken sich iiber ein breites
Spektrum, welches mit dem Aktivitdtsgrad der CFTR-Funktion korreliert. So liegt bei einer PI-
CF eine geringere CFTR-Restfunktion als bei einer PS-CF vor, welche wiederum eine geringere
CFTR-Restfunktion als eine CFTR-RD aufweist. Dieser Zusammenhang erklart die
vergleichsweise milden klinischen Bilder und Verldufe einer CFTR-RD, die hdufig erst im
Jugend- oder Erwachsenenalter diagnostiziert wird (Bombieri et al. 2011, Néhrlich et al. 2013).
AuBerdem korreliert der CFTR-Genotyp in Form der Mutationsklassen sowohl mit der exokrinen
Pankreasfunktion als auch mit dem Schweiltest, siche auch Kapitel 1.4, Seite 13 (Derichs 2013,
Bombieri et al. 2011, Nahrlich et al. 2013, Rowe et al. 2007, Rowntree und Harris 2003,
Zielinski 2000).

Unbehandelt kann die Krankheit bereits im Vorschulalter zum Tode fithren. Die Leitsymptome
sind Maldigestion und rezidivierende bronchopulmonale Infekte. Betroffene Organsysteme sind
Schweilldriisen, Respirationstrakt, Pankreas, Darm, Leber und Gallenwege sowie
Reproduktionstrakt. AuBlerdem konnen Beeintrachtigungen des Skelettsystems wie Skoliosen
und Kyphosen oder CF-assoziierte Arthropathien vor allem der groen Gelenke auftreten. Eine
primére Beteiligung von Knochen und Muskulatur ist Gegenstand gegenwartiger Diskussion.
Nicht zuletzt stellt die Krankheit Betroffene und deren Angehorige vor erhebliche psychische
Herausforderungen (Bartig 2008, Dockter et al. 2012, Hebestreit und Hebestreit 2013, Muntau
2011).

Die Schweidriisen produzieren bei circa 98 % der Betroffenen einen stark salzhaltigen Schweil.
Bei Fieber, Hitze und Sport kann es zum Salzverlustsyndrom mit hypochloramischer Alkalose
ohne Erbrechen kommen. Die wenigen CF-Félle mit normalem Schweifltest sind in aller Regel
pankreassuffizient und zeigen mildere klinische Verldufe (Dockter et al. 2012, Hebestreit und
Hebestreit 2013, Nahrlich et al. 2013).

In den oberen Atemwegen begiinstigen Sekretretention und chronische Entziindung das
Auftreten von chronischen Sinusitiden, Nasennebenhohlen- und Nasenpolypen bei Odem und

Hyperplasie der Nasenschleimhdute (Muntau 2011).
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Hauptgrund fiir die Morbiditét bei CF ist die bronchopulmonale Beteiligung, deren Ausmal die
Lebenserwartung wesentlich bestimmt (Dockter et al. 2012, Hebestreit und Hebestreit 2013). Fiir
mehr als 90 % der Patienten stellt eine respiratorische Insuffizienz die Todesursache dar (Grosse
et al. 2004). Prognostisch ungiinstig wirkt sich die dauerhafte Besiedlung der Atemwege mit
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia-Komplex und Stenotrophomonas maltophilia
aus. Dies gilt ebenso filir Patienten mit einer Einsekundenkapazitit (FEV;) < 30 % des Soll-
Wertes, wozu auch Mangelerndhrung und ein sekundirer Diabetes mellitus beitragen. (Kulich et
al. 2003, Wilmott 2007).

Sekretverhalt aufgrund eingeschriankter mukozilidrer Clearance und Inflammationsprozesse im
Respirationstrakt fiihren bereits ab dem ersten Lebensjahr zu bronchialer Obstruktion mit
produktivem Husten. Diese schldgt sich spirometrisch in einer reduzierten FEV; nieder und
resultiert langfristig in einem Lungenemphysem. Chronisch rezidivierende Bronchopneumonien
oder Kolonisationen der Atemwege entstehen hdufig durch bakterielle Erreger wie Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Streptokokkus pneumoniae und
den Burkholderia cepacia-Komplex , aber auch durch Mykosen mit Aspergillus fumigatus oder
Candida albicans. Uber 10 % der CF-Patienten sind von einer allergischen bronchopulmonalen
Aspergillose (ABPA) betroffen (Hebestreit und Hebestreit 2013, Muntau 2011).

Die chronischen Infektionen stoflen einen Circulus vitiosus an, indem sie die schon bestehende
bronchiale Inflammation des respiratorischen Epithels verstarken und somit eine Erhohung der
Sekretproduktion bewirken, was weitere Infekte begiinstigt. Bei der vollstdndigen Verlegung von
Bronchien mit Mukus (,,mucoid impaction®) bilden sich Obstruktionsatelektasen. AuBlerdem
kommt es entziindungs- und infektionsbedingt zur progredienten Zerstorung der Bronchialwinde
mit der Gefahr eines Bronchialkollapses und der Destruktion des peribronchialen Bindegewebes.
Dadurch wird die sekunddre Entwicklung von weiteren Atelektasen, Lungenzysten und
Lungenabszessen, emphysematdsen Lungenabschnitten sowie Bronchiektasen begiinstigt.
Letztere erschweren die Sekretforderung und erhdhen dadurch zusitzlich die Infektanfalligkeit.
Die chronisch rezidivierenden Bronchopneumonien zerstoren also in fortschreitendem Ausmafl
das Bronchialepithel und die Alveolen, was eine respiratorische Insuffizienz zur Folge hat.
Langfristig entwickelt sich eine pulmonale Hypertonie mit Rechtsherzhypertrophie und
Rechtsherzinsuffizienz. Als Zeichen der chronischen Hypoxie imponieren Trommelschlegel-
finger und Uhrglasnigel (Dockter et al. 2012, Hebestreit und Hebestreit 2013, Muntau 2011).

Bei einer PS-CF und CFTR-RD kann es zu rezidivierenden Pankreatitiden kommen (Bombieri et
al. 2011, Hebestreit und Hebestreit 2013). In 90-95 % der CF-Fille liegt jedoch eine PI-CF mit

erniedrigten Elastasekonzentrationen im Stuhl vor (Davis et al. 1996, Derichs 2013, Dockter et al.
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2012, Flume et al. 2012). Da das pankreatische Sekret zu zéhfliissig ist und aufgrund einer
gestorten Bikarbonatsekretion ein zu saures Milieu fiir Verdauungsenzyme wie die Lipase
darstellt, konnen Fette und die fettloslichen Vitamine A, D, E und K nicht ausreichend
enzymatisch abgebaut und resorbiert werden. Von Geburt an zeigt sich eine Maldigestion mit
folgender Gedeihstorung und Vitaminmangel sowie Kleinwuchs und verzdgerter
Pubertitsentwicklung als  Spatkomplikationen. Die Verlegung der pankreatischen
Ausfiihrungsgénge mit praobstruktiver Dilatation fiihrt zur Ausbildung von Zysten und die
Autodigestion zum fibrotischen Umbau des Gewebes. Ablagerungen und die fortschreitende
Fibrosierung konnen meist erst bei jugendlichen oder erwachsenen Erkrankten die Langerhans-
Inseln verdringen und zu einer eingeschrinkten Insulinsekretion fithren. Diese hat im
Zusammenspiel mit einer inflammationsassoziierten peripheren Insulinresistenz eine
pathologische Glukosetoleranz zur Folge, die langfristig in eine Mischform aus Diabetes mellitus
Typ 1 und 2 miindet. (Dockter et al. 2012, Hebestreit und Hebestreit 2013, Muntau 2011).
Hauptursache fiir einen in 10-15 % der Fille auftretenden lebensbedrohlichen Mekoniumiles ist
die exokrine Pankreasinsuffizienz. Jenseits der Neugeborenenperiode zeigt das distale intestinale
Obstruktionssyndrom (DIOS) ein dem Mekoniumileus dhnliches klinisches Bild. Die Koprostase
kann durch Nahrungsumstellung und zu geringe Fliissigkeitsaufnahme bedingt sein. Zdhe
Stuhlmassen sind auch der Grund fiir einen Rektumprolaps, der im Kindesalter fast
ausschlieBlich CF-assoziiert ist. Weitere mogliche gastrointestinale Manifestationen sind
Invagination, Volvulus, EiweiBBverlustsyndrom und gastrodsophagealer Reflux (Dockter et al.
2012, Hebestreit und Hebestreit 2013, Muntau 2011, Wilmott 2007).

Im hepatobilidren System bewirkt der behinderte Abfluss der eingedickten Gallenfliissigkeit eine
langsam fortschreitende Cholestase. Sie kann sich bereits postnatal in Form eines Ikterus
prolongatus &uflern und vereinzelt die Entstehung einer Cholelithiasis mit folgenden
rezidivierenden Cholezystitiden und Cholangitiden fordern. Durch fettige Degeneration der
Leber entsteht eine Hepatomegalie. Langfristig ldsst die zunehmende Cholestase die Leber
fibrosieren und es kommt zu einer fokalen bilidren Leberzirrhose mit Splenomegalie und portaler
Hypertension, die im weiteren Verlauf die Gefahr von Osophagusvarizen birgt. (Dockter et al.
2012, Hebestreit und Hebestreit 2013, Muntau 2011).

Ungefihr 97 % der Ménner mit CF sind unfruchtbar aufgrund einer kongenitalen bilateralen
Aplasie des Vas deferens (CBAVD) mit resultierender obstruktiver Azoospermie. Als Ursache
einer moglichen eingeschrankten Fruchtbarkeit betroffener Frauen wird ein verdicktes zervikales
Sekret angenommen (Chan et al. 2009). Die Mehrheit der Patientinnen kann jedoch schwanger

werden, da deren Fertilitit nur leicht beeintrichtigt ist (Lau et al. 2010).
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1.6 Diagnostik der CF und CFTR-RD
1.6.1 Diagnostische Verfahren

Neben einem beim Feten festgestellten echogenen Darm als moglichem Hinweis auf einen
Mekoniumileus sind der erneute Kinderwunsch eines heterozygoten Paares mit einem bereits an
CF erkrankten Kind oder der Kinderwunsch von Geschwistern dieser Eltern Indikationen fiir
eine genetische Prinataldiagnostik aus Chorionzottenmaterial, welches in der Regel ab der 11.
abgeschlossenen Schwangerschaftswoche gewonnen werden kann. Auch bei phénotypisch
gesunden Anlagetriagern unter den Geschwistern des CF-Kranken oder bei Paaren mit einem CF-
kranken Partner ist eine prinatale Diagnostik angezeigt. Ist der Mutationsgenotyp des
Indexpatienten bekannt, so kann die Diagnose durch direkte Genotypbestimmung an fetaler
DNA gestellt werden (Hebestreit und Hebestreit 2013, Stuhrmann-Spangenberg et al. 2009,
Timmler und Lindemann 2004).

In aller Regel fiihrt der Weg zur Diagnose einer klassischen CF jedoch iiber den klinischen
Verdacht. Ebenso kann eine positive Familienanamnese des Patienten im Sinne von
Geschwistern mit CF zur Diagnostik beitragen. In Deutschland wurde zum 1. Juli 2016 ein
flichendeckendes Neugeborenen-Screening auf CF eingefiihrt. Hierbei werden aus dem
Kapillarblut des Kindes die Konzentrationen der pankreatischen Eiweifle immunreaktives
Trypsinogen (IRT) und Pankreatitis-assoziiertes Protein (PAP) bestimmt, welche bei CF erhoht
sind. Im Verdachtsmoment schlieB3t sich eine molekulargenetische Untersuchung an. Bei einem
auffilligen Screening sollte zeitnah ein Schweifltest in einem CF-Zentrum veranlasst werden, um
die Verdachtsdiagnose zu bestétigen oder auszuschlieBen (Ballmann 2008, Dockter et al. 2012,
GBA 2015, Hebestreit und Hebestreit 2013).

Der Schweilltest als diagnostischer Goldstandard ist die Methode der ersten Wahl bei klinischem
Verdacht auf CF. Durch Pilocarpin-induzierte lontophorese an beiden Unterarmen wird die B3-
adrenerge Schweillproduktion lokal angeregt und darauthin Schweil} iiber jeweils 30 Minuten
gesammelt. Schweillchloridmittelwerte < 30 mmol/l gelten als unauffillig, konnen eine CF
jedoch nicht mit letzter Sicherheit ausschliefen. Mittlere Chloridkonzentrationen von 30-59
mmol/l sind kontrollbediirftig und Mittelwerte > 60 mmol/l hinweisend auf eine CF. Im Rahmen
von Screeninguntersuchungen wird bisweilen die Leitfahigkeit des Schweilles in Form eines
NaCl-Aquivalents bestimmt. Hierbei sind Leitfihigkeitswerte < 50 mmol/l als unauffillig
anzusehen. Werte > 50 mmol/l gelten als hinweisend auf eine CF und sollten durch
Schweilichloridmessungen bestitigt werden, da nur diese zur Diagnosesicherung einer CF

zuldssig sind (Hebestreit und Hebestreit 2013, Nihrlich et al. 2013, Steward et al. 1995).
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Bei der klinischen Verdachtsdiagnose CF steht die molekulargenetische Mutationsanalyse nach
dem Schweilltest an zweiter Stelle im diagnostischen Prozess. Bleibt ein Erst-Screening auf die
haufigsten Mutationen unauffillig, so besteht die Moglichkeit einer Sequenzierung des gesamten
CFTR-Gens und weiterer genetischer Untersuchungen (Dockter et al. 2012, Néhrlich et al. 2013).
Zur klinischen Beurteilung des genetischen Befundes stehen die Mutationsdatenbanken CFTR1
und CFTR2 zur Verfiigung. Letztere weist der klinischen Relevanz jeder bekannten CFTR-
Mutation oder -Sequenzvariante die Kategorie ,,CF-verursachend®, ,,unterschiedliche klinische
Folgen* oder ,,nicht CF-verursachend* zu (CFTR1 2014 und CFTR2 2014).

NPD und ICM stehen fiir die elektrophysiologische CFTR-Funktionsanalyse bei diagnostisch
unklaren Fillen zur Verfiigung. Bei der NPD wird die Anderung der elektrischen
Potentialdifferenz ~ zwischen der Zelloberfliche am respiratorischen  Epithel der
Nasenschleimhaut und dem interstitiellen Hautgewebe am Unterarm in vivo gemessen. Dies
geschieht mittels Gabe von Substanzen, die unter anderem den CFTR-Chloridkanal stimulieren.
Fiir die ICM erfolgt zundchst die Entnahme von Rektumschleimhautproben des Patienten. Die
In-vitro-Applikation bestimmter Substanzen auf die Biopsate bewirkt ebenfalls eine Inhibierung
oder Aktivierung von Ionenkandlen wie zum Beispiel des CFTR-Kanals. Die dabei
aufgezeichnete Anderung des Kurzschlussstroms gibt ebenso wie die Anderung der
Spannungsdifferenz bei der NPD Aufschluss tiber die CFTR-Funktion (Hebestreit und Hebestreit
2013).

1.6.2 Diagnosekriterien

Um die Diagnose CF sichern zu kdnnen, ist die Erfiillung mindestens je eines Kriteriums aus den
beiden folgenden Bereichen erforderlich (Bombieri et al. 2011, De Boeck et al. 2006, Nahrlich et
al. 2013), siehe auch Abbildung 1.6:
1. - mindestens ein klinischer Hinweis auf eine CF (1) und/oder

- positive Familienanamnese im Sinne von Geschwistern mit CF und/oder

- positives Neugeborenenscreening.
2. - zwei CF-verursachende CFTR-Mutationen und/oder

- CFTR-Dysfunktion im CF-typischen Bereich:

- Schweillchloridwert von > 60 mmol/l bei mindestens zwei
unabhingigen Messungen (an unterschiedlichen Tagen) und/oder

- NPD und/oder ICM im CF-typischen Bereich (mit oder ohne CFTR-Restfunktion).

21



(1) Chronische sinopulmonale Erkrankungen:

chronischer Husten (> 3 Monate) und/oder Sputumproduktion und/oder pfeifendes Atemgerdusch
und/oder Trommelschlegelfinger.

persistierende pathologische Bildgebungsbefunde: Bronchiektasen, Atelektasen, Infiltrate,
Uberblihung.

persistierender Nachweis von Pseudomonas aeruginosa / Staphylococcus aureus / Haemophilus
influenzae / Burkholderia cepacia-Komplex in den Atemwegsekreten.

bilaterale, chronische Rhinosinusitis mit/ohne Nasenpolypen mit héufigen Exazerbationen im

Kindes- und Jugendalter.

Gastrointestinale Erkrankungen:

Pankreas: exokrine Pankreasinsuffizienz bei Kindern, akut rezidivierende und/oder chronische
Pankreatitis.

Intestinum: prénatal echogener Darm (Ultraschall), Mekoniumileus, Mekoniumpfropfsyndrom,
Rektumprolaps, DIOS.

Leber: chronische Lebererkrankung, insbesondere bei klinischem/histologischem Nachweis einer
fokal bilidren/multilobuldren Zirrhose und/oder portaler Hypertension, Cholelithiasis ohne
hidmatologische Erkrankung, verldngerter Neugeborenenikterus.

Erndhrungsstatus: Dystrophie, Hypoproteinimie und Odeme, Komplikationen bedingt durch

einen Mangel an fettlslichen Vitaminen und/oder Zink.

Salzverlustsyndrom: hypochlordmische Alkalose ohne Erbrechen bei Kindern.

Genitale Erkrankung: obstruktive Azoospermie.

Zur Diagnosicherung einer CFTR-RD diirfen die Diagnosekriterien fiir eine CF nicht erfiillt sein

und es haben genau ein Kriterium aus dem ersten und mindestens eines aus dem zweiten Bereich

zu gelten (Bombieri et al. 2011, Nahrlich et al. 2013), siche auch Abbildung 1.6:

1. (Isolierte) klinische Diagnose:

- disseminierte Bronchiektasen oder

- chronische Pankreatitis oder

- obstruktive Azoospermie (frither: CBAVD).

2. - Nachweis von ein bis zwei CFTR-Mutationen (davon hochstens eine

CF-verursachende und mindestens eine fiir CFTR-RD beschriebene) und/oder

- Nachweis einer CFTR-Dysfunktion auB3erhalb des CF-typischen Bereichs:

- SchweiBchloridwerte von 30-59 mmol/l bei mindestens zwei

unabhingigen Messungen (an unterschiedlichen Tagen) und/oder

- NPD und/oder ICM aulBlerhalb des CF-typischen Bereichs (mit CFTR-Restfunktion)
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Hypertrypsinogendmie (*: mindestens 1 CFTR-Mutation identifiziert)
(modifiziert nach De Boeck et al. 2006).

Abb. 1.6: Algorithmus fiir die Diagnose einer CF, beginnend mit dem Schweifitest.

Legende: CFTR-Mutationsscreening: Erst-Screening auf die haufigsten CFTR-Mutationen; WHO
(1): WHO Diagnoseliste fiir monoorganische mit CFTR-Mutationen assoziierte
Krankheitsbilder (WHO 2001): Isolierte obstruktive Azoospermie*, chronische Pankreatitis*, ABPA¥*,

sklerosierende Cholangitis*, neonatale



Suche nach haufigen CFTR-Mutationen und Schweil3test
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Abb. 1.7: Umfassender diagnostischer Algorithmus fiir eine CF und CFTR-RD.

Legende: ST: Schweifitest (wiederholt; falsch positive Befunde sollten in einem spezialisierten Zentrum
ausgeschlossen/bestitigt werden); CF?-Mutation: Mutation mit ungesicherter oder unsicherer klinischer
Bedeutung; CF*: Diagnose CF zu stellen oder zu erwigen (modifiziert nach Bombieri et al. 2011).
Anmerkung: Die CBAVD als ein Diagnosekriterium fiir eine CFTR-RD wurde durch die obstruktive
Azoospermie ersetzt (Nahrlich et al. 2013).

Der Algorithmus nach De Boeck et al. 2006 verwendet den Begriff CFTR-Dysfunktion als
Entitdt, bei der die Diagnosekriterien fiir eine CF nicht erfiillt sind, jedoch intermedidre
Schweichloridwerte und/oder eine auffillige NPD und/oder 2 CFTR-Mutationen vorliegen
(siche Abb. 1.6). In dem Algorithmus nach Bombieri et al. 2011 wird die Entitit CFTR-RD
benutzt. Auerdem findet die ICM Beriicksichtigung und die Anzahl der monorganischen, mit
CFTR-Mutationen assoziierten Krankheitsbilder ist auf 3 reduziert (siche Abb. 1.7). Die
Diagnose CFTR-Dysfunktion basierte in der hier untersuchten Patientenkohorte nicht auf den
urspriinglichen Diagnosekriterien von De Boeck et al. 2006, sondern wurde in Anlehnung an
beide genannten Algorithmen definiert als CFTR-Dysfunktion, bei der die Diagnosekriterien
weder fiir eine CF noch fiir eine CFTR-RD erfiillt waren.
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1.7 Therapie der CF und CFTR-RD

Die drei Hauptsdulen der CF-Therapie sind Medikamente, Physiotherapie und Sport sowie
Erndhrungstherapie mit hochkalorischer Kost (Schwarz 2013). Versorgung und Betreuung der
Patienten und ihrer Angehorigen sollten interdisziplindr und in spezialisierten CF-Zentren
erfolgen. In 3-monatigen Abstinden findet eine Optimierung des Therapieregimes mit
Erndhrungsanpassung, Kontrolle der Lungenfunktion und Erfassung des Erregerspektrums aus
Sputumproben oder Rachenabstrich statt. Der klinische Verlauf einer CFTR-RD sollte unter
Beteiligung eines CF-Zentrums langfristig und mindestens einmal jdhrlich beobachtet werden
(Bombieri et al. 2011, Hebestreit und Hebestreit 2013, Néhrlich et al. 2013).

Nasenpolypen werden endoskopisch entfernt. Bei der operativen Therapie chronischer
Sinusitiden treten hohe Rezidivraten auf. Deshalb sollten sie zundchst mit Inhalationen und
Rotlicht behandelt werden (Dockter et al. 2012).

Die wichtigsten Ziele der pulmonalen Therapie sind ausreichende Sekretmobilisation, Erhaltung
der Lungenfunktion und Einddmmung von Infektion und Inflammation (Hebestreit und
Hebestreit 2013, Miiller 2008, Muntau 2011). Zur Verbesserung der mukozilidren Clearance
findet die Inhalation hypertoner NaCl-Losung (meist in 6-7%iger Konzentration) Anwendung,
bei der aus osmotischen Griinden mehr Wasser in die Atemwege gelangt und die Sekrete
hydriert. Demselben Prinzip folgt das Inhalieren von speziell aufbereitetem Mannitol-Pulver.
Auch die DNA-Spaltung zerstorter Leukozyten im Respirationstrakt mittels inhalierter rhDNase
reduziert die Viskositidt des Mukus. Des Weiteren ist die Einnahme von Acetylcystein mdglich.
Atemwegserweiternde B-Sympathomimetika wie Salbutamol wirken der bronchialen Obstruktion
entgegen und mobilisieren das Sekret. Regelmafliger Ausdauersport verhilft ebenfalls zur
Reinigung der Atemwege. Physiotherapeutisch kommen Klopf- und Lagerungsdrainage vor
allem im Siuglings- und Kleinkindalter, Atemtechniken wie die autogene Drainage und
Vibrationsgerdte zur Sekretforderung sowie bronchodilatatorisch wirkende PEP-Masken zum
Einsatz (Dockter et al. 2012, Hebestreit und Hebestreit 2013, Muntau 2011, Wilmott 2007).

Bei der Verwendung antiinflammatorischer Medikamente miissen Nutzen und mogliche
Nebenwirkungen gegeneinander abgewogen werden. So gehdrt das nichtsteroidale
Antirheumatikum Ibuprofen aufgrund seiner unerwiinschten Nebenwirkungen nicht zur
Standardtherapie der CF, kann jedoch unter langfristiger und hochdosierter Gabe die
Lungenfunktion bei moderater pulmonaler Beteiligung verbessern. Langfristig verabreichte
systemische Steroide verzogern das Fortschreiten der Lungenerkrankung, weisen aber auch ein

breites Spektrum an Nebenwirkungen auf. Ein evidenz-basierter Nachweis der therapeutischen
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Wirkung inhalativer Steroide ist bisher nicht gelungen (Dockter et al. 2012, Hebestreit und
Hebestreit 2013, Muntau 2011).

Die antibiotische Behandlung der Lungenerkrankung bei CF sollte sich gezielt nach
Erregernachweis und Antibiogramm richten und erfordert meist hhere Dosierungen sowie eine
langere Behandlungsdauer als iiblich. Auflerdem ist sie bereits bei einer symptomlosen
Kolonisation der Atemwege indiziert. Bei friihzeitiger oraler Therapie ist eine Eradikation des
Erregers oft moglich. Eine chronische Keimbesiedlung hingegen verlangt nach einer dauerhaften
inhalativen Antibiotikatherapie mit hohen lokalen Wirkspiegeln, um die mdgliche Symptomatik
zu mildern und das Risiko einer akuten Exazerbation gering zu halten. Bei mangelndem
Ansprechen sind oft zusétzliche intermittierende intravendse Antibiotikagaben geboten. Die
chronische Kolonisation oder Infektion mit Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cepacia oder atypischen Mykobakterien beschleunigt den Verlust der
Lungenfunktion. Eine allergische bronchopulmonale Aspergillose (ABPA) macht die
systemische ausschleichende Gabe von Prednisolon iiber 3 Wochen und Itraconazol fiir 6-12
Monate in Kombination mit inhalativen Steroiden erforderlich (Dockter et al. 2012, Hebestreit
und Hebestreit 2013, Muntau 2011).

Bei fortgeschrittener Lungenerkrankung ist eine Sauerstoffgabe gegebenenfalls auch mittels
Gesichtsmaske mdglich. Als Ultima ratio steht die bilaterale Lungentransplantation zur
Verfligung (Dockter et al. 2012, Hebestreit und Hebestreit 2013, Muntau 2011).

Therapieziele bei Maldigestion aufgrund exokriner Pankreasinsuffizienz sind altersgerechtes
Wachstum und Gedeihen und eine zeitgerechte Pubertitsentwicklung. Die Verdauungsstorung
bedingt einen deutlich erhohten Energie- und Substratbedarf, der sich nach dem
altersphysiologischen Gedeihen des Kindes richtet. Es sollte auf eine hochkalorische und
fettreiche Kost mit bis zu 40%igem Anteil an Fettkalorien und regelmiBige Zwischenmahlzeiten
geachtet werden. Da Muttermilch leicht verdauliche Lipide und Proteine sowie Lipase enthilt,
profitieren auch Neugeborene und Séduglinge mit einer CF vom Stillen. Je nach Gedeihen kann
Beikost relativ frith bereits im 4. Lebensmonat zusitzlich verabreicht werden. Die
Pankreasenzyme werden nach ihrem Lipasegehalt dosiert. In manchen Fillen miissen die
Patienten zusitzlich Protonenpumpeninhibitoren einnehmen, da die mangelhafte pankreatische
Bikarbonatsekretion ein fiir die Enzymfreisetzung notwendiges alkalisches Milieu im Diinndarm
nicht immer gewéhrleistet. Auflerdem sind fettlosliche Vitamine zu ersetzen. Bei einer
Glukoseintoleranz muss die Erndhrung entsprechend angepasst und bei einem Diabetes mellitus
Insulin unter Beibehaltung einer hochkalorischen Kost substituiert werden (Dockter et al. 2012,

Hebestreit und Hebestreit 2013, Muntau 2011).
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Einen nicht perforierten Mekoniumilieus kann man in 50 % der Fille mit einem Kolon-
Kontrasteinlauf 16sen. Anderenfalls oder bei Perforation ist eine chirugische Intervention
indiziert. Operative MaBnahmen sind bei einem distalen intestinalen Obstruktionssyndrom
(DIOS) moglichst zu vermeiden. Die Therapie beinhaltet die erhdhte Pankreasenzymzufuhr, die
orale Einnahme von Laxanzien und Mukolytika sowie die Verabreichung von Klysmen. Bei
einem Rektumprolaps erfolgen ebenfalls eine Enzymsubstitution sowie eine manuelle Reposition.
(Dockter et al. 2012, Muntau 2011).

Cholangitiden und obstruktive Cholestasen werden bei ausbleibenden Cholezystitiden und
Koliken symptomatisch mit Ursodesoxycholsdure zur Steigerung der Cholerese therapiert. Bei
einer Hepatopathie sind fettlosliche Vitamine parenteral zu substituieren. In seltenen Fillen ist
eine Lebertransplantation indiziert (Dockter et al. 2012, Hebestreit und Hebestreit 2013, Muntau
2011).

Seit 2012 steht der CFTR-Potentiator Ivacaftor fiir Patienten mit der Klasse-III-Mutation G551D
als kausale Therapie der CF zur Verfiigung. Das oral einzunehmende Medikament erhoht die
Offnungswahrscheinlichkeit des CFTR-Kanals. In einer Vergleichsstudie von 2015 wurden
Ivacaftor-behandelte homozygote Patienten mit der Mutation G551D iiber 3 Jahre beobachtet
und mit homozygoten Triagern der Mutation F508del als Kontrollgruppe verglichen. In der
Kontrollgruppe reduzierte sich die FEV, jahrlich um 1,72 %, wohingegen die FEV; in der
Gruppe der Ivacaftor-Patienten nach einem Jahr nur um 0,91 % gesunken war. Aullerdem wiesen
die Ivacaftor-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe einen verbesserten Erndhrungszustand
auf (Sawicki et al. 2015).

Seit November 2015 ist ein kausales Kombinationspraparat fiir homozygote Triager der Klasse-
[I-Mutation F508del ab einem Alter von 12 Jahren in Europa zugelassen (EMA 2015, FDA 2015,
Wainwright et al. 2015). Die enthaltenen Wirkstoffe der Tablette sind der CFTR-Korrektor
Lumacaftor zur Erhéhung der Menge an verfiigbaren CFTR-Kanilen und der CFTR-Potentiator
Ivacaftor zur Steigerung der Offnungswahrscheinlichkeit der CFTR-Kanile. In einer
doppelblinden, placebokontrollierten Phase-3-Studie erhohte Lumacaftor/Ivacaftor bei CF-
Patienten ab 12 Jahren mit der homozygot vorliegenden Mutation F508del die vorhergesagte
FEV, um bis zu 6,7 % und senkte die Rate pulmonaler Exazerbationen um bis zu 39 %
(Wainwright et al. 2015).

Nicht zuletzt spielt die sozialpddagogische und psychologische Betreuung von CF-Patienten und
deren Angehorigen eine wichtige Rolle, um Betroffenen eine soziale und berufliche Integration
sowie eine moglichst hohe gesundheitsbezogene Lebensqualitit zu ermdglichen (Dockter et al.

2012).
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2 Zielsetzung

Der Schweifltest ist der Goldstandard der CF-Diagnostik, weist jedoch einen diagnostisch nicht
hinreichend wegweisenden Kontrollbereich auf. Ebenso gelingt in manchen Fillen trotz
klinischen Verdachts auf CF oder CFTR-RD kein molekulargenetischer Nachweis von CF-
verursachenden oder fiir CFTR-RD beschriebenen CFTR-Mutationen (Gibson und Cooke 1959,
Nabhrlich et al. 2013, Sermet-Gaudelus et al. 2010). Unter Patienten mit monosymptomatischen
Krankheitsbildern wie der héufig erst im Erwachsenalter diagnostizierten idiopathischen
Bronchiektasie (Lonni et al. 2015) konnte sich ein Anteil von Féllen mit bisher unerkannter
CFTR-RD befinden, was auch in der Patientenkohorte der vorliegenden Arbeit hdufig Anlass fiir
eine weiterfiihrende CFTR-Diagnostik gab (siehe Kap. 3, Abb. 3.1).

In den letzten Jahrzehnten sind NPD und ICM als Methoden zur erweiterten CFTR-
Funktionsdiagnostik entwickelt worden (De Jonge et al. 2004, Derichs et al. 2010, Hug et al.
2011, Knowles et al. 1981, Mall et al. 2004, Sermet-Gaudelus et al. 2010, Veeze et al. 1991,
Veeze et al. 1994, Wilschanski et al. 2001). Die Standardisierung dieser Methoden und die
Ermittlung unizentrisch validierter Referenzwerte in jiingster Zeit (Derichs et al. 2010, Sermet-
Gaudelus et al. 2010, Wilschanski et al. 2001) haben zur zunehmenden Beriicksichtigung von
NPD und ICM in gegenwirtigen diagnostischen Algorithmen fiir CF und CFTR-RD gefiihrt
(Bombieri et al. 2011, Nahrlich et al. 2013). Zur einheitlichen Durchfiihrung von NPD und ICM
wurde von der European Cystic Fibrosis Society (ECFS) in den letzten Jahren jeweils ein
internationales und multizentrisch standardisiertes Protokoll entwickelt (ECFS NPD SOP 2012,
ECFS ICM SOP 2011). Entsprechende zentrumsunabhéngige Referenzwerte werden zurzeit im
Rahmen der European Cystic Fibrosis Society Diagnostic Network Working Group (ECFS
DNWG) erarbeitet (Nahrlich et al. 2013).

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist es, darzulegen, inwiefern NPD und ICM unter
Anwendung der genannten, neu erarbeiteten Standardprotokolle zur diagnostischen
Klassifizierung einer Patientenkohorte mit fraglicher CF oder CFTR-RD entscheidend beitragen
konnten. Ein besonderes Augenmerk galt hierbei der Fragestellung, in welchem Mal3 NPD und
ICM eine Abgrenzung der Diagnose CFTR-RD zu den Diagnosen CF beziehungsweise Non-CF
ermoglichten. Als Grundlage fiir die diagnostische Interpretation wurden die Referenzwerte
herangezogen, welche geméll den genannten Standardprotokollen in einer unizentrischen Studie
an Probanden mit bereits bekannten Diagnosen (Non-CF, PS-CF und PI-CF) ermittelt wurden
und Eingang in die derzeit stattfindene multizentrische Validierung finden (Derichs et al. 2010,

Nabhrlich et al. 2013, Pinders-Kessler et al. 2013).
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkohorte

Im Zeitraum von Oktober 2011 bis Dezember 2013 (27 Monate) wurden 29 konsekutive
ambulante Patienten im Alter von 1 bis 63 Jahren mit fraglicher CF oder CFTR-RD untersucht.
Das mittlere Alter der Kohorte betrug 23,3 Jahre, das mediane Alter 17 Jahre. 41,4 % der
Patienten (n = 12) waren weiblich und 58,6 % (n = 17) méannlich.

Gemeinsames Merkmal der Kohorte waren unvollstindige beziehungsweise nicht eindeutige
Vorbefunde beziiglich Klinik, Schweilitest und/oder Molekulargenetik, welche die Diagnosen
CF oder CFTR-RD weder hinreichend bestédtigen noch ausschlieBen konnten. Deshalb wurden
alle Patienten jeweils innerhalb eines Tages neben einem erneuten Schweitest und unter
Beriicksichtigung der in den anschlieBenden Kapiteln aufgefiihrten Ausschlusskriterien und
Kontraindikationen (siche Kap.3.2.1, Kap. 3.4.1 und Kap. 3.5.1) einer NPD und/oder ICM als
ndchstem Schritt im diagnostischen Prozess zugefiihrt. Hierbei erfolgte der Schweilltest an
beiden Unterarmen, die NPD an beiden Nasenlochern und die ICM an 8 (n = 2) oder 4 (n = 26)
Biopsien der Rektummukosa. Die diagnostische Interpretation von NPD und ICM orientierte
sich an den in Kapitel 2 und Kapitel 3.6 genannten Referenzwerten. Aullerdem wurde bei Bedarf
eine molekulargenetische CFTR-Mutationsanalyse veranlasst (siche Kap. 3.3), deren Umfang
sich nach der im Vorfeld stattgehabten molekulargenetischen Diagnostik richtete.

Im Vordergrund des klinischen Bildes standen sinopulmonale Erkrankungen wie Polyposis nasi
(et sinuum) in 27,6 % (n=8: 1D 9, 14, 15, 17, 22-24, 26), (Rhino-)Sinusitis in 31,0 % (n = 9: ID
9, 14, 15, 17, 22-26), Bronchitis in 24,1 % (n = 7: ID 1, 4, 13, 18, 22, 28, 29), (Broncho-)
Pneumonie in 48,3 % (n = 14: ID 5-9, 11, 14-16, 18-20, 26, 27) und Bronchiektasen in 51,7 %
der Fille (n=15:1D 1,4, 6,9, 11, 14-16, 19, 22-26, 28). In 10,3 % der Félle (n=3: 1D 6, 11, 16)
wurde Pseudomonas aeruginosa in den Atemwegssekreten nachgewiesen. Spirometrisch zeigte
sich in 17,2 % der Fille (n = 5: ID 4, 14, 16, 23, 25) eine reduzierte FEV,. Unter den
gastrointestinalen Erkrankungen imponierte bei 13,8 % der Patienten (n = 4: ID 4, 6, 10, 14) eine
exokrine Pankreasinsuffizienz, welche in 2 Féllen (ID 10, 12) einer Enzymsubstitution bedurfte.
Pankreatitiden lagen in 10,3 % der Félle (n = 3: ID 4, 10, 22) vor. 3,4 % der Félle (n = 1: ID 21)
wiesen eine obstruktive Azoospermie auf (siche Abb. 3.2 und Tab. 3.1).

Die im Vorfeld durchgefiihrte Standarddiagnostik (Schweifitest und/oder Molekulargenetik)
erfolgte in unterschiedlichem Ausmal, wobei das Mutationsspektrum in 48,3 % der Fille (n = 14:
ID 2-5, 7, 8,10, 13, 21, 24-27, 29) milde Mutationen der Klassen III-V aufwies. Es zeigten sich
die folgenden Ausgangsbefunde (siehe Tab. 3.1):
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17,2 % der Fille (n = 5) wiesen einen unauffilligen Schweilltestbefund mit Chloridwerten von
< 30 mmol/l auf. In dieser Gruppe lagen in 3 Fillen vollstindige genetische Befunde vor,
darunter ein Fall ohne Mutationsnachweis (ID 18), ein Fall mit einer Mutation mit
unterschiedlichen klinischen Folgen (ID 27) und ein Fall mit einer CF-verursachenden Mutation
(ID 7). Bei 2 Patienten war die stattgehabte Gendiagnostik unvollstindig und erbrachte jeweils
keinen Nachweis CF-verursachender Mutationen (ID 6, 23).

51,7 % der Fille (n = 15) zeigten Schweillchloridkonzentrationen im Kontrollbereich von 30-59
mmol/l. Hierunter erfolgte in 10 Fillen eine komplette Mutationsanalyse, wobei in 4 Fillen keine
CF-verursachende Mutation (ID 5, 11, 15, 20), in 3 Fillen eine Mutation mit unterschiedlichen
klinischen Folgen (ID 3, 4, 13) und in jeweils einem Fall eine CF-verursachende Mutation (ID 8),
eine CF-verursachende Mutation und eine Mutation mit unterschiedlichen klinischen Folgen (ID
29) sowie eine nicht in CFTR1 und CFTR2 beschriebene Mutation (ID 9) nachgewiesen wurden.
Bei 5 Patienten erfolgte keine vollstindige Gendiagnostik, wobei in 3 Fillen kein
Mutationsnachweis (ID 14, 19, 28), in einem Fall der Nachweis von 2 Mutationen mit
unterschiedlichen klinischen Folgen (ID 26) und in einem Fall der Nachweis einer CF-
verursachenden Mutation und einer Mutation mit unterschiedlichen klinischen Folgen (ID 10)
erbracht wurde.

13,8 % der Patienten (n = 4) wiesen auffillige Chloridwerte von > 60 mmol/l auf. Unter ihnen
befanden sich 2 Fille mit vollstdndigen genetischen Befunden, einmal in Form von 2 Mutationen
mit unterschiedlichen klinischen Folgen (ID 25) und einmal in Form einer CF-verursachenden
Mutation (ID 2). Bei der unvollstindig durchgefiihrte Gendiagnostik der 2 weiteren Patienten,
konnten in einem Fall keine (ID 16) und im anderen Fall eine CF-verursachende Mutation (ID 12)
nachgewiesen werden.

Weitere 13,8 % der Patientenkohorte (n = 4) wurden einer Messung der NaCl-Leitfahigkeit
unterzogen, wobei in allen Fillen auffillige Werte von > 50 mmol NaCl-Aquivalent pro Liter
Schweil} vorlagen. Bei der kompletten Gendiagnostik von 2 dieser Patienten wurde in einem Fall
kein (ID 17) und im anderen Fall ein (ID 22) Nachweis einer CF-verursachenden Mutation
erbracht. In den 2 iibrigen Féllen wurde die Mutationsanalyse unvollstindig durchgefiihrt. In
einem Fall konnte keine Mutation (ID 1) und im anderen Fall eine CF-verursachende Mutation
und eine Mutation mit unterschiedlichen klinischen Folgen (ID 24) detektiert werden.

Bei 3,4 % der Patienten (n = 1) erfolgte kein Schweifitest. In diesem Fall lagen nach
unvollstindig erfolgter Gendiagnostik eine CF-verursachende Mutation und eine Mutation mit

unterschiedlichen klinischen Folgen vor (ID 21).
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Abb.3.1: Auszug aus dem klinischen Spektrum der Patientenkohorte.

Legende: Polyposis nasi (et sinuum): Z.n. Polyposis nasi (et sinuum); (Rhino-)Sinusitis: Z.n./chron.
(Rhino-)Sinusitis; Bronchitis: Z.n./chron. (rez.) Bonchitis; (Broncho-)Pneumonie: Z.n./chron. (rez.)
(Broncho-)Pneumonie; Bronchiektasen: radiologischer Nachweis von Bronchiektasen; Pseudomonas
aeruginosa: mikrobiologischer Nachweis von Pseudomonas aeruginosa in den Atemwegssekreten;
exokrine Pankreasinsuffizienz: substitutionsbediirftige exokrine Pankreasinsuffizenz
(Elastasekonzentration im Stuhl < 100 pg/g); Pankreatitis: Z.n./chron./akut rez. Pankreatitis; obstruktive
Azoospermie: frither: CBAVD.

Anmerkung: Mehrfachnennungen sind mdglich.

31



Tab. 3.1: Patientenkohorte — Vorbefunde.

Fall G  Alter Ethnische BMI BMI- ST (CI) Genotyp [klinische Relevanz Gendiagnostik Nasen- Polypo- (Rhino-) Bron- (Broncho-) Bronchi- PSA FEV;| Gedeih- Pl Pankre- Obstr.
[Jahre] Herkunft [kg/m? Perz. (NaCl) gemdB CFTR1 u. CFTR2 2014] OoP sis nasi  Sinusitis chitis Pneumonie ektasen stérung atitis Azoo.
[mmol/l]
1 w 52 BRD 22,4 120 -/- Scr - - - + - + - - - - - -
2 w 11 BRD 11 79 3849+10kbC>T/R668C [1/3] Scr/Seq - - - - - - - - - - -
3 m 33 BRD 22,0 39 5T(11TG)-7T(11TG)/M470V [2/3] Scr/Seq/MPLA - - - - - - - + - - - -
4 m 17 BRD 38 35 R74W/V855I [2/3] Scr/Seq - - - + - + - - - + 4+ -
5 m 5 BRD 83 36 M470V/- [3] Scr/Seq/MPLA - - - - + - - - - - - -
6 m 10 Turkei 40 20 -I- Seq - - - - + + + - + + - -
7 m 7 Italien 54 7 W1282X/R1162L [1/3] Scr/Seq/MPLA - - - - + - - - - - - -
8 m 3 Polen 88 39 F508del/R1162L [1/3] Seq - - - - + - - - - -
9 m 5 Irland 75 44 1625_1639del/1716G>A [0/3] Seq/MLPA + + + - + + - - - - -
10 m 51 BRD 20,1 39 F508del/5T-9T [1/2] Seq - - - - - - - - - + o+ -
11 m 27 BRD 21,5 32 -~ Scr/Seq/MPLA - - - - + + + - - - - -
12 w 2 Libyen 71 117 CFTR dele2,3/- [1] Scr/Seq - - - - - - - + + - -
13 w 5 BRD 20 44 5T(11TG)/- [2] Scr/Seq/MPLA - - - + - - - - - - -
14 m 25 BRD 24,9 53 -/- Scr + + + - + + - + - - - -
15 m 50 BRD 20,3 45 -/~ Seq/MLPA - + + - + + - - - -
16 w 5 BRD 33 62 -/~ Scr - - - - + + + + - R R R
17 m 16 BRD 29 102 4374+13A>G/- [3] Scr/Seq/MPLA + + + - - - - - - - -
18 w 4 BRD 77 27 -/ Scr/Seq/MPLA - - - + + - - - - -
19 w 54 BRD 15,6 40 -/- Scr - - - - + + - - - -
20 w 13 BRD 17 45 -/ Scr/Seq/MPLA - - - - + - - - - - -
21 m 34 Turkei 21,8 621+3A>G/5T-7T [1/2] Seq/MLPA + - - - - - - - - +
22 m 26 BRD 21,9 78 1717-1G>A/- [1] Seq/MLPA/Prom - + + + + - - - - + -
23 w 50 BRD 20,9 <15 3601-65C>A/M470V [3/3] Seq - + + - - + - + - - -
24 w21 BRD 22,4 95 F508del/5T-9T [1/2] Scr + + + - - + - - - - -
25 m 25 BRD 31,0 64 5T(12TG)/N1303I [2/2] Scr/Seq/MPLA - - + - - + - + - - - -
26 w 63 BRD 23,7 55 5T(12TG)/5T(12TG) [2/2] Scr/TG - + + - + - - - - -
27 m 1 BRD 89 <15 F1052V/- [2] Scr/Seq/MPLA - - - - - - - - - -
28 w 56 BRD 22,3 38 - Scr - - - + - + - - - - - -
29 m 4 Turkei 19 37 D110H/5T(11TG) [1/2] Scr/Seq/MPLA - - - + - - - - - - -

Legende: G: Geschlecht, w: weiblich, m: mannlich; BMI [kg/m?]: Body-Mass-Index [Kdrpermasse in Kilogramm/(Kdrpergrofle in Metern)?] (ab 18 Jahren); BMI-Perz.: Body-Mass-Index-Perzentile
nach Kromeyer-Hauschild et al. 2001 (bis 18 Jahre); ST (Cl') [mmol/l]: SchweiBtest als Mittelwert des Schweillchlorids [Millimol/Liter], ST (NaCl) [mmol/l]: Schweiftest als Mittelwert der NaCl-
Leitfahigkeit [Millimol/Liter], leeres Feld (ID 22): Schweil3test nicht erfolgt; Genotyp: -/-: kein Mutationsnachweis, [klinische Relevanz gemd3 CFTR1 2014 u. CFTR2 2014]: 0: nicht beschrieben, 1:
CF-verursachend, 2: unterschiedliche klinische Folgen, 3: nicht CF-verursachend; Gendiagnostik: Scr: Screening, Seq: Sequenzierung, MLPA: multiplexe ligationsabhéngige Sondenamplifikation,
Prom: Mutationsanalyse der CFTR-Promotor-Region; Nasen-OP bis obstr. Azoo.: -: nein, +: ja, leeres Feld: Befund nicht erhoben; Nasen-OP: Z.n. Nasen-Operation; Polyposis nasi: Z.n. Polyposis
nasi (et sinuum); (Rhino-) Sinusitis: Z.n./chron. (Rhino-)Sinusitis; Bronchitis: Z.n./chron (rez.) Bonchitis; (Broncho-)Pneumonie: Z.n./chron. (rez.) (Broncho-) Pneumonie; Bronchiektasen:
radiologischer Nachweis von Bronchiektasen; PSA: mikrobiologischer Nachweis von Pseudomonas aeruginosa in den Atemwegssekreten; FEV|: reduzierte relative FEV; (< 70 % des vorhergesagten
Sollwerts); PI: exokrine Pankreasinsuffizienz (Elastasekonzentration im Stuhl <200 pg/g); Pankreatitis: Z.n./chron./akut rez. Pankreatitis; Obstr. Azoo.: obstruktive Azoospermie.
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3.2 Schweifltest

3.2.1 Methode

Beruhend auf den Erkenntnissen von Gibson und Cooke (Gibson und Cooke 1959) dient der
Schweifltest der quantitativen oder qualitativen SchweiBanalyse beziiglich Chlorid- oder
Natriumionenkonzentration, Osmolaritdt oder Leitfahigkeit. Unter diesen Varianten des Tests ist
die Bestimmung der Chloridkonzentration die einzig zuldssige Methode zur Diagnosesicherung
einer CF. Als Goldstandard der CF-Diagnostik stellt der Schweiftest die Methode der ersten
Wahl bei klinischem Verdacht auf CF dar (Ndhrlich et al. 2013).

Vorraussetzungen fiir die Auswertbarkeit sind ein Lebensalter von mindestens 2 Tagen (3.
Lebenstag), idealerweise 2 Wochen (14. Lebenstag), ein Korpergewicht von > 3000 g und ein
postmenstruales Alter > 36. Schwangerschaftswoche des Neugeborenen. Auflerdem sollte der
Patient gut hydriert sein und keine Odeme oder Ekzeme an den zu untersuchenden Hautbezirken
aufweisen. Die beidseitige Durchfiihrung des Tests erhoht die Anzahl auswertbarer Proben und
die Praktikabilitdt (Nahrlich et al. 2013).

Der Schweilitest zeichnet sich durch seine hohe Verfiigbarkeit, altersunabhidngige
Durchfiihrbarkeit und Kosteneffizienz sowie eine Sensitivitit von 96,5 % und eine Spezifitit von
99 % aus. Allerdings weist er einen diagnostischen Kontrollbereich auf, welcher keine
Diagnosesicherung zuldsst (CLSI Guideline 2009, De Boeck et al. 2006, Farrell et al. 2008,
Green und Kirk 2007, Nihrlich et al. 2013). Uberdies kann es zu falsch-positiven oder falsch-

negativen Befunde kommen, deren Ursachen in den beiden folgenden Tabellen aufgefiihrt sind.

Tab. 3.2: Ursachen falsch positiver Schweifsteste
(modifiziert nach Ballmann 2008, LeGrys 1996, Rasmussen et al. 2012).

Malnutrition (z.B. Anorexia nervosa, Protein-Mangelernéhrung)
Dehydratation

psychosozialer Minderwuchs

atopische Dermatitis

autonome Dysfunktion, ektodermale Dysplasie

Speicherkrankheiten (Familidre Cholestase-Fucosidose, Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-
Defizit, Glykogenose Typ 1, Mauriac Syndrom Mucopolysaccharidose Typ 1)
unbehandelte Nebenniereninsuffizienz

Pseudohypoaldosteronismus

unbehandelte Hypothyreose

Diabetes insipidus renalis, Nephrose

Langzeit-PGE1-Infusion

Hypogammaglobulindmie

Klinefelter Syndrom

Nikotin-Abusus

methodisch-technische Fehler
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Tab. 3.3: Ursachen falsch negativer Schweiffteste (modifiziert nach LeGrys 1996).

e Odeme
e methodisch-technische Fehler (z.B. ungeniigende Schweillmenge)

3.2.2 Material und Durchfithrung

Der SchweiB3test wurde als Pilokarpin-lIontophorese (1) mittels Macroduct-System hintereinander
an beiden Unterarmen der Patienten gemél der Leitlinie des Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) von 2009 (3. Auflage) durchgefiihrt. Ausfiihrlichere Erlduterungen zu den
einzelnen Arbeitschritten konnen dort eingesehen werden. Die laborchemische Schwei3analyse
zur Ermittlung der Chloridkonzentration erfolgte durch das Institut fiir Laboratoriumsmedizin,

Klinische Chemie und Biochemie der Charité — Universititsmedizin Berlin.

Folgendes Material wurde benotigt:

Tab. 3.4: Schweifstestmaterial.

Material Anbieter
Macroduct Iontophoresegerit, Model 3700-SYS, REF 72102598 Wescor
Elektrodensatz, REF 320566 Wescor
Elektrodenbefestigungsbénder (2x), REF RP-044 (rot), REF RP-045 (schwarz) Wescor
Macroduct Klettbander (2x): klein (L.: 14 cm), REF SS-128; mittel (L.: 18 cm), Wescor
REF SS-129; groB3 (L.: 25 cm), REF SS-130; extra grof3 (L.: 39 cm), REF SS-131

Macroduct Schweillsammler (2x), REF SS-124 Wescor
Kleine verschlieBbare Behélter (2x), REF SS-107 Wescor
Pilogelscheiben (2x), REF SS-023 Wescor
Schweil-Dispenser, REF RP-065 Wescor
Schneidzange, REF RP-066 Wescor
Aqua ad iniectabilia (10 ml) Braun
Softasept N Hautdesinfektionsmittel mit Braun
74,1%-igem Ethanolanteil (250 ml) oder ein Aquivalent

(1) Pilokarpin ist ein direktes Parasympathomimetikum zur lokalen Stimulation der B-adrenergen

Schweillsekretion (Gibson und Cooke 1959).

3.3 Molekulargenetik

Bei der klinischen Verdachtsdiagnose CF steht die molekulargenetische Mutationsanalyse nach
dem Schweilitest an zweiter Stelle im Diagnoseprozess. Es empfiehlt sich eine der Fragestellung
angepasste Stufendiagnostik, welche auch die ethnische Herkunft des Patienten beriicksichtigt,
da Mutationsspektrum und -verteilung ethnische Unterschiede aufweisen. (Néhrlich et al. 2013,

Stuhrmann-Spangenberg et al. 2009).
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Nicht alle CFTR-Mutationen sind immer krankheitsverursachend fiir eine CF. Ebenso ist der
sichere Ausschluss einer CF mithilfe der heutigen molekulargenetischen Methoden nicht
moglich, da gewisse CFTR-Mutationen (z.B. intronische SpleiBmutationen) bisher nicht
nachweisbar sind. Die Mutationsdetektionsraten bei Verdacht auf CFTR-RD sind wesentlich
geringer als bei Verdacht auf CF, da es sich bei CFTR-RD oft um multifaktorielle Erkrankungen
handelt, denen nicht immer krankheitsverursachende, sondern vielmehr fiir die Krankheit
disponierende CFTR-Mutationen zugrunde liegen (Castellani et al. 2009, Dequeker et al. 2009,
Nabhrlich et al. 2013, Stuhrmann-Spangenberg et al. 2009).

Die molekulargenetische Diagnostik erfolgte, sofern nicht bereits im Vorfeld auBer Haus, durch
das Institut fiir Medizinische Genetik und Humangenetik der Charité — Universititsmedizin
Berlin. Im Folgenden werden die in der untersuchten Patientenkohorte durchgefiihrten Methoden
erliutert:

Zunichst wurde, in aller Regel mittels Multiplex-Polymerase-Kettenreaktion (Multiplex-PCR) in
Kombination mit einem Oligonukleotid-Ligation-Assay (OLA), gezielt auf das Vorhandensein
der iiber 30 hiufigsten Mutationen (Haufigkeit > 1 %) untersucht. Dieses Erst-Screening
ermOglicht die molekulargenetische Sicherung der Diagnose bei etwa 81 % der CF-Patienten
deutscher Herkunft (Nahrlich et al. 2013).

Bei Nachweis keiner oder nur einer CFTR-Mutation wurde eine Komplettuntersuchung des
CFTR-Gens veranlasst, die sich aus Sequenzierung und multiplexer ligationsabhingiger
Sondenamplifikation (MLPA) zusammensetzte. Die direkte Sequenzierung der gesamten
kodierenden DNA-Abschnitte, also aller Exons, einschlieBlich der flankierenden Exon-Intron-
Ubergiinge, basiert auf der PCR genomischer DNA und weist die hdchste Sensitivitit unter den
angewandten molekulargenetischen Methoden auf. Allerdings erlaubt sie keinen Nachweis
groferer exoniibergreifender Deletionen oder Insertionen. Zur moglichen Identifizierung dieser
groBeren intragenischen Rearrangements, die in etwa 1-3 % aller CF-Allele vorkommen, wurde
die MLPA hinzugezogen, die als eine Variante der Multiplex-PCR der gezielten Vermehrung
mehrerer DNA-Sequenzen dient. Sequenzierung und MLPA sind mit einem erh6hten Zeit- und
Kostenaufwand verbunden und nicht iiberall verfiigbar, fiihren jedoch bei 98 % der CF-Patienten
zum Nachweis zweier CFTR-Mutationen (Nahrlich et al. 2013, Schouten et al. 2002, Stuhrmann-

Spangenberg et al. 2009).
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3.4 Nasale Potentialdifferenz (NPD)
3.4.1 Methode

Die NPD fuflt auf den Erkenntnissen von Knowles et al. (Knowles et al. 1981) und erlaubt
stellvertretend fiir das respiratorische Epithel in seiner Gesamtheit die elektrophysiologische
Messung der Ionensekretionsfunktion, so auch der CFTR-Chloridkanalfunktion, an der
Nasenschleimhaut in vivo. An beiden Nasenlochern nacheinander erfolgt eine Aufzeichnung der
in vivo Potentialdifferenz zwischen einem Katheter im unteren Nasengang und einer kutanen
Referenzelektrode in Ruhe und nach Superfusion von Losungen, die Natrium- und Chloridkanéle
am apikalen respiratorischen Epithel beeinflussen. Die Methode kommt unter anderem bei
Schweichloridwerten von 30-59 mmol/l und einem ausbleibenden Nachweis von 2 CF-
verursachenden CFTR-Mutationen zum Einsatz, um eine Unterscheidung zwischen den
Diagnosen ,,CF*“ und ,,CF unwahrscheinlich® vorzunehmen. Aufgrund ihrer Reproduzierbarkeit
bei unizentrischer beziehungsweise standardisierter Durchfiihrung findet die NDP auch in der
CF-Forschung im Rahmen klinischer Studien Anwendung, beispielsweise zur Untersuchung der
Wirksamkeit neuer Therapieansidtze (ECFS NPD SOP 2012, Jaron et al. 2008, Néhrlich et al.
2013, Yaakov et al. 2007).

Die eingeschrinkte Verfligbarkeit und der verhiltnismidBig hohe Zeitaufwand der Methode
stellen eine Herausforderung fiir den klinischen Alltag dar. Fiir Kinder im Alter von unter 6
Jahren ist die NPD nicht geeignet, da sie ein jeweils circa 30-miniitiges Stillsitzen des Patienten
erfordert. Verdnderungen der nasalen Mukosa (z.B. Inflammation bei Rhinitis oder Lasionen bei
Z.n. Nasen-OP), Nasenpolypen der unteren Nasenmuscheln, anatomische Besonderheiten der
Nasenhohle (z.B. Septumdeviation oder Z.n. Nasen-OP) und Nikotin-Abusus konnen falsch-
positive Befunde im Sinne einer vermeintlichen oder nicht CF-bedingten Beeintrdchtigung der
CFTR-Chloridkanalfunktion bedingen und miissen im Vorfeld der Untersuchung anamnestisch
und rhinoskopisch ausgeschlossen beziehungsweise dokumentiert werden (ECFS NPD SOP
2012, Nébhrlich et al. 2013, Rasmussen et al. 2014, Sands 2013).

Mithilfe einer NPD-Messung ist eine sichere Differenzierung zwischen CF ohne CFTR-
Restfunktion und Non-CF moglich. Bei CF mit CFTR-Restfunktion, CFTR-RD und Non-CF
kann es jedoch zu iiberlappenden NPD-Antworten kommen, was eine eindeutige diagnostische

Einordnung erschwert (Néhrlich et al. 2013).
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3.4.2 Material und Durchfithrung

Die NPD wurde gemdfl dem internationalen und multizentrisch standardisierten Protokoll der

European Cystic Fibrosis Society (ECFS NPD SOP 2012) durchgefiihrt. Folgendes Material

wurde verwendet:

Tab. 3.5: Datenaufzeichnung.

Material

Anbieter

Voltmeter ML866 PowerLab 4/30, 4-kanalig

AD Instruments

Vorverstirker BMA-200 AC/DC Portable Preamplifier 08-03000

AD Instruments

Elektrodenanschlussbox ISO-Z Isolated Head-Stage
for BMA-200, 10-02020

AD Instruments

Adapter 2/4 (2x) zur Verbindung Kalomelelektroden -> Headstage
(DM: 2 mm), Best.-Nr. 444-999 (schwarz), Best.-Nr. 444-983 (rot)

Multi Contact

Langzeit-EKG-Elektrode mit Adapterleitung zur Erdung an der
Headstage (L.: 180 cm), 1-polig

Asmuth

LabChart Software (Version 7.2, Oktober 2010),
inbegriffen in PowerLab 4/30

AD Instruments

Laptop: Pentium Prozessor Dell

Tab. 3.6: Elektroden.
Material Anbieter
Kalomelreferenzelektroden (2x), REF 401, Radiometer Analytical
11069 A07 (schwarz), 11069 A08 (rot)
EKG-Elektroden (DM: 30 mm), REF F 301 Asmuth
mit KCL gefiillte Erlenmeyerkolben (2x) (100 ml) fiir die Schott Duran
Kalomelelektroden

Tab. 3.7: Hautbriicke (Referenzbriicke).
Material Anbieter
Butterfly-Kaniile Valu-Set, 23G x 0,75 x 12” (0,6 x 19 x 305 mm), Becton Dickinson
REF 387435
Einmalspritze (0,01-1 ml) Omnifix-F Tuberkulin, Braun
27G x ¥ (0,4 x 20 mm), REF 9202145F
Einmalspritze (5 ml) Injekt, REF 4606051V Braun
Transferpipette (1 ml), REF 86.1180 Sarstedt
Difco Noble Agar (100 g), REF 214220 Becton Dickinson
Cutisoft Vlieskompressen (5 x 5 cm), REF 45844-00 BSN medical
oder ein Aquivalent
Durapore Chirurgisches Rollenpflaster (2,5 cm x 9,1 m), M
Pr.-Nr.: 1530-1
Leukoplast S hautfarbenes Fixierrollenpflaster (1,25 cm x 9,2 m), BSN medical
Pr.-Nr.: 4761900
Softasept N Hautdesinfektionsmittel (250 ml) Braun

mit 74,1%-igem Ethanolanteil oder ein Aquivalent
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Tab. 3.8: Nasenbriicke (Messbriicke).

Material

Anbieter

Doppellumiger Nasenkatheter zur Messung der Potentialdifferenz
(DM: 2,5 mm, L.: 80 cm), REF 10202US

Marquat Genie Biomedical

Einmalspritze (0,01-1 ml) Omnifix-F Tuberkulin, Braun
27 G x %" (0,4 x 20 mm), REF 9202145F

Einmalspritze (5 ml) Injekt, REF 4606051V Braun
Transferpipette (1 ml), REF 86.1180 Sarstedt

Difco Noble Agar (100 g), REF 214220

Becton Dickinson

Tab. 3.9: Perfusionsmaterial.

Material Anbieter
Infusionspumpen (5x), 1000LB01537 Iss 2 Alaris GH
Original Perfusor-Spritze (50 ml) Braun

Original Perfusor-Leitung (L.: 150 cm), REF 8722960, Braun

5-fach Hahnbank codiert mit Linie (L.: 180 cm), REF ST-08 Smiths Medical
Combifix Adapter m/m, REF 5206642 Braun

Kombi-Stopfen, REF 8501512

Fresenius Kabi

Tab. 3.10: Zusatzmaterial.

Material Anbieter
Otoskop mini 3000 F.O. mit Batterie zur Inspektion des Nasenepithels, | Heine
C/S: 0239541, LF: 98920622

Tab. 3.11: Substanzen zur Herstellung der Losungen.
Substanz Summenformel MG | Anbieter
Adenosin 5’-Triphosphat (5 g), Ci0H14Ns5Na,O3P; 605 Roche
REF 10127523001 x 3H,0
Amilorid HCI (5 g), Pr.-Nr.: A7410 (5 C¢H:CIN,O x HCI | 266 Sigma-Aldrich
Kalziumchlorid Dihydrat (250 g), Pr.-Nr.: 21100 | CaCl, x 2H,0 147 Sigma-Aldrich
Kalziumglukonat (100 g), Pr.-Nr.: C8231 C1H»,CaOyy 430 Sigma-Aldrich
Isoproterenol HCI (1 g), Pr.-Nr.: 16504 4, C7H7NO; x HCI 248 Sigma-Aldrich
Magnesiumchlorid Hexahydrat (1 kg), MgCl, x 6H,0 203 Sigma-Aldrich
Pr.-Nr.: 63065
Magnesiumsulfat Heptahydrat (500 g), MgSO, x 7TH,O 246 Sigma-Aldrich
Pr.-Nr.: 63140
Kaliumchlorid (5 kg), Pr.-Nr.: P4504 KCl 75 Sigma-Aldrich
Kaliumglukonat, wasserfrei (100 g), Ce¢H, KO, 234 Sigma-Aldrich
Pr.-Nr.: P1847
Dikaliumhydrogenphosphat, wasserfrei (500 g), K,HPO, 174 Sigma-Aldrich
Pr.-Nr.: 04248
Kaliumdihydrogenphosphat, wasserfrei (500 g), KH,PO, 136 Sigma-Aldrich
Pr.-Nr.: 60220
Natriumchlorid (500 g), Pr.-Nr.: 71379 NaCl 58 Sigma-Aldrich
Natriumglukonat (1 kg), Pr.-Nr.: G9005 Ce¢H;1NaO, 218 Sigma-Aldrich
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Tab. 3.12: Losungen.

Losung Abkiirzung | Buchstabe | Zusammensetzung
Ringerldsung Ringers A 8,58 g/l NaCl in A. dest. + Salz-
Stamm-Lsg + KPI-Stamm-Lsg.
Ringerl6sung + Amilorid Amil B 0,1 mM Amilorid HCI in Losung A
Chloridfreie Losung + Amilorid OCl C 0,1 mM Amilorid HCI1
in OCL-Stamml{sung
Chloridfreie Losung + Amilorid + | Iso D 0,01 mM Isoproterenol HCI
Isoproterenol in Losung C
Chloridfreie Losung + Amilorid + | ATP E 0,1 mM ATP in Losung D
Isoproterenol + ATP

(1) Das Nukleotid Adenosin 5'-Triphosphat fungiert intrazelluldr u.a. als Cosubstrat von Kinasen, so
auch der kalzium-abhéngigen Proteinkinase C, welche alternative Chloridkanéle stimuliert (Zsemberg
et al. 2004).

(2) Amilorid ist ein kaliumsparendes Diuretikum, welches den ENaC hemmt (Burrows et al. 2014).

(3) Isoproterenol ist ein synthetisches racemisches Noradrenalin-Derivat, das mittels Erhéhung der

intrazelluliren cAMP-Konzentration den CFTR-Kanal aktiviert (Grubb et al. 1993).

Prinzip der NPD:

Die Untersuchung wurde, beginnend mit der rechten Seite, nacheinander an beiden Nasenldchern
durchgefiihrt. Die Messung der elektrischen Potentialdifferenz (PD) erfolgte zwischen einem an
der Mukosa der unteren Nasenmuschel des Patienten anliegenden Messkatheter und einer
intrakutan am Unterarm angebrachten Referenznadel. Dabei erfasste eine mit der Nasensonde
verbundene Elektrode das apikal entstehende und eine mit der Referenznadel verbundene
Elektrode das interstitiell auftretende Potential, welches auf zelluldrer Ebene der basolateralen
elektrischen Spannung entspricht. Nasenkatheter und Referenznadel wurden mit einem in
Ringerlosung verfliissigten 3%igem Agar gefiillt und mit Kalomelektroden an einen
hochohmigen Verstdrker angeschlossen. Ein stabiler Wert der elektrischen Spannungsdifferenz
wurde als basale PD definiert. Wéhrend der Messung wurde die Nasenmuschel durch ein
zusédtzliches im Nasenkatheter angebrachtes Lumen mindestens je 3 Minuten lang mit Losungen
bespiilt (siche Abb. 3.5): 1. Ringerlosung (Losung A) zur Bildung einer stabilen basalen PD; 2.
Amiloridlosung (Losung B) zur Inhibition der ENaC-vermittelten Natriumabsorption; 3.
Chloridfreie Losung (Losung C) zur Messung der basalen, osmotisch induzierten
Chloridpermeabilitdt; 4. Isoproterenollosung (Losung D) zur Ermittlung der cAMP-abhéngigen
CFTR-Leitfahigkeit; 5. ATP-Losung (Losung E) zur Messung der Chloridsekretion mittels
alternativer, kalzium-abhingiger Chloridkandle. Delta PD ATP diente hierbei als
Qualititskontrolle der Messung. 6. Ringerlosung (Losung A) zum Ausspiilen des Katheters.
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Abb. 3.2: NPD: schematischer Aufbau (modifiziert nach ECFS NPD SOP, Version 1.8; Mai 2014).

Vorbereitungen und Beginn der Messung:

1. Anamnese und beidseitige anteriore Rhinoskopie am Patienten unter Beriicksichtigung der in
Kapitel 3.4.1 genannten Ausschlusskriterien.

2. Uberpriifung der bleibenden Regelabweichung (closed loop offset): Platzierung des der
Nadelspitze entgegengesetzten, agargefiillten Endes der Hautbriicke in den KCL-Behélter
mit der Kalomelreferenzelektrode. Platzierung der Nadelspitze der Hautbriicke in den
Behilter mit Ringerlosung (Losung A). Platzierung des der Nase des Patienten
entgegengesetzten, agargefiillten Endes des Nasenkatheters in den KCIl-Behélter mit der
Kalomelmesselektrode. Platzierung der Spitze des Nasenkatheters in den Behélter mit
Ringerlosung (Losung A), um den Regelkreis zu schlieBen. Der PD-Wert des closed loop
offset sollte = 2,5 mV betragen. Bei zu hoher bleibender Regelabweichung sind alle
Anschliisse, Aufbau, Gerdte, mdgliche Luftblasen in den Perfusorleitungen und die
Agarbriicken jeweils einzeln zu iiberpriifen.

3. Desinfektion der Punktionsstelle fiir die Referenznadel am rechten Unterarm des Patienten.
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10.

11.

12.

13.

14.

Intrakutane Punktion am rechten Unterarm des Patienten mit agargefiillter Butterfly-Nadel
und Fixierung der Nadel mit chirurgischem Rollenpflaster.

Uberpriifung des Regelkreises mittels Messung der PD am Finger: Der Patient hilt die
Offnung des langsam (30 ml/h) mit Losung A durchspiilten Nasenkatheters zwischen den
Spitzen von Daumen und Zeigefinger. Die PD muss dabei einen Wert im Bereich zwischen -
35 mV und - 75 mV annehmen. Abweichende Werte konnen u.a. durch eine Fehllage der
Referenznadel oder einen defekten Agar der Referenzbriicke bedingt sein.

Beginn der Spiilung mit Losung A (300 ml/h).

Beginn der Messung im rechten Nasenloch.

Einfiilhren des Nasenkatheters in die untere Nasenmuschel, wobei die Offnung der
agargefiillten Seite der Katheterspitze von nun an stets der Mukosa des lateralen
Nasenbodens anliegt.

Fortfahrendes, circa 6 cm tiefes Einfiihren des Nasenkatheters in die untere Nasenmuschel.
Langsames Zuriickzichen des Katheters unter Beobachtung der Anderung des PD-Wertes
und Ermittlung der Lokalisation, die den negativsten PD-Wert aufweist (basale PD).
Anhalten des Katheters sobald die PD wieder positivere Werte annimmt und kurze
Riickfiihrung zur zuvor ermittelten Lokalisation mit dem negativsten PD-Wert (basale PD).
Fixierung des Katheters an der obig erwihnten Lokalisation mittels Anbringung von
Fixierungspflaster an Nasenkatheter und Nasenriicken des Patienten.

Leichte Neigung des Patientenkopfes nach kaudal, um ein Heraustropfen der Spililung aus
dem Nasenloch zu gewéhrleisten.

Bitte an den Patienten, sich wihrend der folgenden Messung nicht zu bewegen, nicht zu
sprechen und durch den Mund zu atmen, um eine storfaktorarme Aufzeichnung zu

ermdglichen.

Durchfiihrung der Messung:

Die Perfusionsgeschwindigkeit betrug 300 ml/h. Vor jedem Wechsel zur Spiilung mit der jeweils

nidchsten Losung sollte die Aufzeichnungskurve mindestens 30 Sekunden lang einen stabilen

Verlauf bei einer maximalen Abweichung von = 1 mV aufweisen.

1.

A

Spiilung mit Losung A, mindestens 1 Minute.

Wechsel zu Losung B, Spiilung mindestens 3 Minuten.
Wechsel zu Losung C, Spiilung mindestens 3 Minuten.
Wechsel zu Losung D, Spiilung mindestens 3 Minuten.

Wechsel zu Losung E bis ein negativer Hochstwert erreicht worden ist.
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6. Wechsel zu Losung A zur Ausspiilung der zuvor applizierten Losungen aus dem Katheter,
mindestens 30 Sekunden.
7. Anderung der Perfusionsgeschwindigkeit von Losung A auf 30 ml/h und Uberpriifung des

Regelkreises mittels Messung der PD am Finger (siehe ,,Vorbereitungen und Beginn der

Messung* Schritt 5.).

8. Spiilstop, Auswaschen der Perfusionsleitungen in umgekehrter Reihenfolge (Losung E -> D -
> C -> B-> A) und Nachfiillen der Infusionspumpen.

9. Fortfiihrung der Messung am linken Nasenloch und Wiederholung der Schritte 1.-8..

10. Uberpriifung der bleibenden Regelabweichung (closed loop offset) (siehe ,,Vorbereitungen

und Beginn der Messung* Schritt 1.).
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Abb. 3.3: NPD: Messkurve bei normaler Chloridleitfihigkeit (rechtes Nasenloch)

(aus der Patientenkohorte).

Legende: x-Achse: gerahmte Zahlen: Nummerierung der LabChart-Kommentare, ungerahmte Zahlen:
Zeit in Minuten (ein Strich entspricht einer Minute); y-Achse (mV): Potentialdifferenz in Millivolt; 300:
300 ml/h (Perfusionsgeschwindigkeit); Ringers: Ringerlosung; Amil: Amiloridlosung; OCI: Chloridfreie
Losung; Iso: Isoproterenollosung; ATP: ATP-Losung; 30: 30 ml/h (Perfusionsgeschwindigkeit).
Anmerkungen: Aufgrund normaler ENaC-Aktivitdt weist die basale PD bei einer Non-CF typischerweise
einen positiveren Wert (hier: - 19 mV) als bei einer CF auf. Durch die ENaC-Inhibition mittels
Amiloridlésung kommt es zu einem vergleichsweise moderaten Absinken der Kurve (Delta PD Amilorid,
hier: 11 mV). Die osmotisch induzierte (Delta PD OCI, hier: - 60 mV), CFTR-abhingige (Delta PD Iso,
hier: - 10 mV) und kalziumabhéngige Chloridsekretion mittels alternativer CaCC (Delta PD ATP, hier:
- 1 mV) spiegelt sich jeweils im Anstieg der Kurve wider. Delta PD (OCl+Iso) (hier: - 70 mV) ist hierbei
Ausdruck der gesamten CFTR-abhéngige Chloridsekretion (Knowles et al. 1981, Wilschanski et al. 2001).
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Abb. 3.4: NPD: Messkurve bei fehlender Chloridleitfihigkeit (rechtes Nasenloch)

(aus der Patientenkohorte).

Legende: x-Achse: gerahmte Zahlen: Nummerierung der LabChart-Kommentare, ungerahmte Zahlen:
Zeit in Minuten (ein Strich entspricht einer Minute); y-Achse (mV): Potentialdifferenz in Millivolt; 300:
300 ml/h (Perfusionsgeschwindigkeit); Ringers: Ringerlosung; Amil: Amiloridldsung; patient moves
head: Patient bewegt den Kopf; OCl: Chloridfreie Losung; Iso: Isoproterenollosung; ATP: ATP-Losung;
30: 30 ml/h (Perfusionsgeschwindigkeit).

Anmerkungen: Charakteristisch fiir eine CF ohne Chloridleitfdhigkeit sind der durch eine ENaC-
Hyperaktivitdt bedingte hochnegative basale PD-Wert (hier: - 49 mV), ein daraus resultierendes hohes
Delta PD Amilorid (hier: 40 mV) und ein sehr niedriges Delta PD (OCl+Iso) (hier: - 3 mV) als Ausdruck
fehlender CFTR-abhdngiger Chloridsekretion (Knowles et al. 1981, Wilschanski et al. 2001). Der
langfristige Anstieg der Kurve unter letztmaliger Gabe von Ringerlosung bis zum Wiedererreichen des

basalen PD-Wertes spiegelt das Ausspiilen der zuvor applizierten Losungen aus dem Nasenkatheter wider.
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Abb. 3.5: NPD: Messkurve bei residualer Chloridleitfihigkeit (linkes Nasenloch)

(aus der Patientenkohorte).

Legende: x-Achse: gerahmte Zahlen: Nummerierung der LabChart-Kommentare, ungerahmte Zahlen:
Zeit in Minuten (ein Strich entspricht einer Minute); y-Achse (mV): Potentialdifferenz in Millivolt; 300:
300 ml/h (Perfusionsgeschwindigkeit); Ringers: Ringerlosung; Amil: Amiloridlésung; OCI: Chloridfreie
Losung; Iso: Isoproterenollosung; ATP: ATP-Losung; 30: 30 ml/h (Perfusionsgeschwindigkeit).
Anmerkungen: Bei einer CF oder CFTR-RD mit residualer Chloridleitfdhigkeit nimmt der basale PD-
Wert kennzeichnenderweise meist Werte im Zwischenbereich derer bei einer Non-CF mit normaler und
einer CF ohne Chloridleitfahigkeit an (hier: - 34 mV). Auch Delta PD Amilorid (hier: 25 mV) fillt zwar
hoher als bei einer Non-CF, so doch moderater als bei einer CF ohne Chloridleitfahigkeit aus. Ebenso ist
Delta PD (OCl+Iso) (hier: - 8 mV) im Gegensatz zu einer CF ohne Chloridpermeabilitit erhoht, im
Vergleich zu einer Non-CF jedoch vermindert (Wilschanski et al. 2001).
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3.5 Intestinale Kurzschlussstrommessung (ICM)
3.5.1 Methode

Die ICM wurde in den letzten 25 Jahren kontinuierlich weiterentwickelt (De Jonge et al. 2004,
Derichs et al. 2009, Derichs et al. 2010, Hug et al. 2011, Mall et al. 2004, Veeze et al. 1991) und
dient der ex vivo Messung des transepithelialen Kurzschlussstroms an Rektumbiopsaten in
rezirkulierenden ~ Ussingkammern nach pharmakologischer  Stimulation der CFTR-
Chloridkanalfunktion. Als wichtige Ergédnzung zur NPD findet die ICM unter anderem bei
Schweilichloridwerten  im  Kontrollbereich  und  fehlendem  molekulargenetischem
Mutationsnachweis Anwendung, um eine Differenzierung zwischen den Diagnosen ,,CF* und
»CF unwahrscheinlich® zu ermdglichen (Néhrlich et al. 2013). Dank ihrer hohen
Reproduzierbarkeit bei unizentrischer beziehungsweise standardisierter Durchfiihrung ist die
Methode dariiber hinaus besonders gut zur priaklinischen Testung von CFTR-Modulatoren sowie
zur ex vivo Untersuchung deren Wirksamkeit im Rahmen klinischer Studien geeignet (Derichs et
al. 2009, Derichs 2013).

Wie die NPD ist auch die ICM mit einem verhdltnisméBig hohen Zeitaufwand verbunden und
nur in spezialisierten Zentren verfiigbar. Die ex vivo Laborbedingungen der Messung reduzieren
exogene Storfaktoreinfliisse auf ein Mindestmal3 und tragen dadurch zur hohen Validitét der
Methode bei. Aufgrund ihrer altersunabhéngigen Durchfiihrbarkeit stellt sie bei Neugeborenen,
Sauglingen und Kleinkindern eine sinnvolle Alternative zur NPD dar (ECFS ICM SOP 2011,
Nabhrlich et al. 2013).

Im Vorfeld der Messung ist die Einnahme antiallergischer Medikamente zu erfragen, da diese
die zelluldre Reaktion der Schleimhautproben auf die Gabe von Histamin wéhrend der ICM
beeintrachtigen konnen. AuBBerdem miissen Hadmorrhoiden und Blutgerinnungsstérungen vor der
Biopsieentnahme als Kontraindikationen ausgeschlossen werden. Nach Gewinnung der
Gewebeproben  besteht das Risiko  kurzzeitiger  oberflichlicher — Blutungen  der
Rektumschleimhaut (ECFS ICM SOP 2011, Néhrlich et al. 2013).

Die ICM weist eine statistisch signifikante Korrelation zwischen CFTR-Genotyp und Phénotyp
(Hirtz et al. 2004) sowie, unter Anwendung des Standardprotokolls ECFS ICM SOP, eine
bisherige diagnostische Sensitivitidt und Spezifitit von 100 % auf, was sie zur diagnostischen
Methode mit der hochsten Diskriminationsfédhigkeit zwischen einer CF mit CFTR-Restfunktion
(PS-CF) und einer Non-CF macht. (De Boeck et al. 2011, Derichs et al. 2010, Néhrlich et al.
2013).
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3.5.2 Material und Durchfithrung

Die ICM wurde gemdfl dem internationalen und multizentrisch standardisierten Protokoll der
European Cystic Fibrosis Society (ECFS ICM SOP 2011) durchgefiihrt. Folgendes Material

wurde bendtigt:

Tab. 3.13: Datenaufzeichnung.

Material Anbieter
PowerLab 8/30, LabChart Software (Version 7.2, Oktober 2010) AD Instruments
Rechner, Software: Windows XP (2003) LG

Tab. 3.14: Rektumbiopsien (Entnahme, Transport und Prdparierung).

Material/Substanz Anbieter
Rektumsaugbiopsiezange SBT-100, 100-010-01 Trewavis Surgical
Transportpuffer Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlosung (DPBS) Lonza

(500 ml), steril filtriert, Pr.-Nr.: BE17-512F

Indomethacin (25 g), Pr.-Nr.: 18280 (, Sigma-Aldrich
Rohren (25x) (50 ml, 114 x 28 mm, PP), REF 62.547.245 Sarstedt
Eiseimer, Pr.-Nr.: Z220531-1EA oder ein Aquivalent Sigma-Aldrich
Priparierpinzette, Pr.-Nr.: RS-5155 oder ein Aquivalent Roboz
Stereomikroskop Stemi 2000, Pr.-Nr.: 495102-9804 Zeiss
Kaltlichtquelle CL 6000 LED, Pr.-Nr.: 435700-9101-000 Zeiss

Tab. 3.15: Ussingkammern.

Material/Substanz Anbieter
EasyMount Low Volume Ussingkammersystem, Physiological Instruments,
Pr.-Nr.: EM-LVSYS-8, : San Diego, USA

- inkl. Fundament, Temperatur-Anschlussstiick fir 8-Kammersystem

- inkl. Low Volume EasyMount Diffusionskammer (8x),
Arbeitsvolumen: 2 ml/Kammerseite, Pr.-Nr.: P2400

- inkl. Ag/AgCl-Elektrodenset fir EasyMount-Kammersystem (8x),
(inkl. gesinterte Ag/AgCl-Pelletelektroden (4x) zur Messung der
Spannung; inkl. Ag-Drahtelektroden (4x) zur Messung der
Stromstarke; inkl. Elektrodenspitzen (16x), Pr-Nr.: P2020-S

Slider fiir Saugbiopsien (8x), Offnungsdurchmesser: 1,5 mm Physiological Instruments,

(Fliche: 0,018 cm®), Pr.-Nr.: P2047C San Diego, USA

Slider fiir kleine Saugbiopsien (8x), Offnungsdurchmesser: 1,2 mm

(Fliche: 0,011 cm?), Pr.-Nr.: P2407B

Reserveelektrodenspitzen (100x) fiir die Ag/AgCl-Elektroden, Physiological Instruments,
Pr.-Nr.: P2023 San Diego, USA

Noble Agar (250 g) fiir die Elektrodenspitzen, Pr.-Nr.: A5431 Sigma-Aldrich

Nadel mit weicher Spitze (20x), 15 G x 3“, zum Austauschen der | Physiological Instruments,
Losungen in den EasyMount-Kammern, Pr.-Nr.: FN15 San Diego, USA
Mehrkanalige Spannungs- und Stromklemme, Pr.-Nr.: VCC MCS, : Physiological Instruments,
- inkl. Klemmmodul, Pr.-Nr.: MC601 San Diego, USA

- inkl. Eingangsmodul, Pr.-Nr.: DM MC6

Zirkulierendes, temperaturkontrolliertes Wasserbad Julabo

Carbogengas (50 1) (95% O,, 5% CO,) Linde
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Tab. 3.16: Substanzen.

Substanz Summenformel MG | Anbieter
Amilorid HCI (5 g), Pr.-Nr.: A7410 C¢HsCIN,O x HC1 | 266 | Sigma-Aldrich
Forskolin (50 mg), Pr.-Nr.: F6886 (, C,H3,04 410 | Sigma-Aldrich
3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX) (1 g), Ci10H14N4O, 222 | Sigma-Aldrich
Pr.-Nr.: 15879 4)

Genistein (100 mg), Pr.-Nr.: G6649 s C5H;00s 270 | Sigma-Aldrich
Carbamoylcholinchlorid (Carbachol, CCH) (10 g), C¢H15CIN,O, 183 | Sigma-Aldrich
Pr.-Nr.: C4382 6)

4,4’-Diisothiocyano-2,2’-Stilbenedischwefelsdure Ci16HgN>Na,OgS,4 | 499 | Sigma-Aldrich
(DIDS) (1 g), Pr.-Nr.: D3514 4,

Histamindihydrochlorid (Histamin) (10 g), CsHoN; x 2HCI 184 | Sigma-Aldrich
Pr.-Nr.: H7250 8)

(1) Das NSAR Indomethacin unterbindet die endogene cAMP-Produktion durch Hemmung der
Prostaglandinsynthese infolge nichtselektiver Inhibition der Cyclooxygenasen 1 und 2 (COX-1 und
COX-2) (Nalamachu und Wortmann 2014).

(2) Amilorid ist ein kaliumsparendes Diuretikum, welches den ENaC hemmt (Burrows et al. 2014).

(3) Forskolin ist ein Diterpen, welches mittels direkter Stimulation der Adenylatcyclase die intrazelluldre
cAMP-Konzentration erhoht und somit den CFTR-Kanal aktiviert (Kavitha et al. 2010).

(4) IBMX ist eine heterocyclische Verbindung aus der Gruppe der Xanthinderivate, welche die cAMP-
abhingige Phosphodiesterase hemmt (Kalderon et al. 1980).

(5) Das Phytodstrogen Genistein ist ein Isoflavonoid und wirkt dosisabhidngig unter anderem als
Potentiator am CFTR-Kanal (Moran und Zegarra-Moran 2005).

(6) Das Parasympathomimetikum CCH ist ein Acetycholinanalogon, welches die CFTR-Aktivitit
cholinerg kostimuliert (Billet et al. 2013).

(7) DIDS ist eine Schwefelsdure, die Anionenaustauscher hemmt, so auch alternative kalziumabhéngige
Chloridkanéle (Jessen et al. 1986).

(8) Das biogene Amin Histamin ist ein Hormon und Neurotransmitter und stimuliert alternative,

kalziumabhéngige Chloridkanédle (Chough et al. 1993).
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Tab. 3.17: Substanzen zur Herstellung des Meylerpuffers.

Substanz Summenformel | Konzentration | MG | Anbieter

Aqua destillata (30 1) als Stammlésung, | H,O 18 | Roth

Pr.-Nr.: 3478.3

Hepes (250 g), Pr.-Nr.: H3375 CgH,3N,0,4S 10 mM 238 | Sigma-Aldrich
Dinatriumhydrogenphosphat, wasserfrei | Na,HPO, 0,3 mM 142 | Sigma-Aldrich
(500 g), Pr.-Nr.: S9763

Natriumdihydrogenphosphat, wasserfrei | NaH,PO, 0,4 mM 120 | Sigma-Aldrich
(500 g), Pr.-Nr.: S8282

Magnesiumchlorid Hexahydrat (1 kg), MgCl, x 6H,0 | 1 mM 203 | Sigma-Aldrich
Pr.-Nr.: M9272

Kalziumchlorid Dihydrat (1 kg), CaCl, x 2H,0 1,3 mM 147 | Sigma-Aldrich
Pr.-Nr.: C3881

Kaliumchlorid (5 kg), Pr.-Nr.: P4504 KCl 4,7 mM 75 | Sigma-Aldrich
Natriumchlorid (1 kg), Pr.-Nr.: 71381 NaCl 128 mM 58 | Sigma-Aldrich
Natriumbikarbonat NaHCO; 20,2 mM 84 | Sigma-Aldrich
D-Glukose (1 kg), Pr.-Nr.: G7528 C¢H 1,06 10 mM 180 | Sigma-Aldrich
Indomethacin (25 g), Pr.-Nr.: 18280 (, CoH;,CINO, 0,01 mM 358 | Sigma-Aldrich

Anmerkungen: Die Osmolaritit des Meylerpuffers betrug 300 mosm/1, der pH-Wert 7,4. D-Glukose und

Indomethacin

Anreicherung des Puffers dar.

stellten keine urspriinglichen Bestandteile,

sondern zusitzliche Substanzen zur

Abb. 3.6: ICM: Aufbau (aus: ECFS ICM SOP; Version 2.7; Oktober 2011).

Von links nach rechts: Wasserbad; Gasquelle; Ussingkammersystem (4-kanalig);

PowerLab; Spannungsklemme; Rechner.
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Abb. 3.7: ICM: Material und Biopsie

(mit freundlicher Genehmigung der Charité -Universitidtsmedizin Berlin; Skizze aus: Veeze 1995).
Legende: links unten: I.S.C.: Intestinaler Kurzschlussstrom; P.D.: Potentialdifferenz; -: negative Ladung;
+: positive Ladung; CI: Chloridionen; s: serosaler Kammerabschnitt; m: mukosaler Kammerabschnitt.
links oben: Biopsiezangenspitze mit Offnung zum Ansaugen der Biopsie; rechts oben: Biopsiezange mit
Saugleitung und Druckanzeige; Mitte links: Slider mit Rektumbiopsie; Mitte rechts:
Rektummukosabiopsie in mikroskopischer VergroBBerung; links unten: schematische Darstellung einer

Ussingkammer; rechts unten: Ussingkammer.

Prinzip der ICM:

Pro Patient wurden 4-8 oberflichliche Saugbiopsien (und eine Reservebiopsie) mit einem
Durchmesser von jeweils ca. 2-3 mm an der rektalen Mukosa entnommen. Lagerung und
Transport der Gewebeproben erfolgten in eisgekiihlter Pufferlosung, welche zuvor mit
Indomethacin zur Inhibition der endogenen cAMP-vermittelten Chloridsekretion versehen
worden war. AnschlieBend wurden die Biopsien in die Ussingkammern gesetzt und mit
Meylerpuffer inkubiert, welcher zuvor mit Glukose und Indomethacin angereichert worden war.
Um physiologische Bedingungen zu simulieren, fand die Inkubation bei 37 °C und unter stetiger

Begasung mit 95 % O, und 5 % CO, statt. Es wurden der transepitheliale Kurzschlussstrom (Ig)
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als direkter Marker des Ionentransports entlang des Epithels und basale Gewebeeigenschaften
wie die basale Potentialdifferenz der jeweiligen Biopsie (basal PD) und deren basaler
Widerstand (basal Rt) aufgezeichnet. Des Weiteren wurde die Anderung des Kurzschlussstroms
Isc unter schrittweiser Hinzugabe folgender Substanzen auf die mukosale (M) und/oder serosale
(S) Seite jeder Biopsie gemessen: 1. Amilorid zur Inhibition der ENaC-vermittelten
Natriumabsorption; 2. Forskolin und 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX) zur Messung der
cAMP-abhingigen CFTR-Leitfdhigkeit; 3. Genistein zur Verstdrkung der CFTR-Restfunktion; 4.
Carbachol (CCH) zur Kostimulation der CFTR-vermittelten Chloridleitfahigkeit mittels
cholinerger Koaktivierung; 5. 4,4’-Diisothiocyano-2,2’-stilbenedisulfonic-Saure (DIDS) zur
Inhibition alternativer, kalziumabhingiger Chloridkanile; 6. Histamin zur Ermittlung der

cholinerg vermittelten kalziumabhangigen, DIDS-insensiblen Chloridsekretion.

Vorbereitungen der Messung: 1) Aufbau der Ussingkammern:

1. Einschalten des Wasserbads, Temperatureinstellung auf 42-45 °C, um den Meylerpuffer in
den Ussingkammern auf 37 °C zu erwdarmen. Die Riickseiten der Ussingkammern miissen in
engem Kontakt mit den erwérmten blauen Metallhaltern sein.

2. Anschluss der Carbogengasleitungen an das Kammersystem und Aufdrehen des Gashahns.

3. Einfligen der leeren Slider (in den fiir die jeweiligen Biopsien vorgesehenen Groflen) und
feste Fixierung der Kammer.

4. AnschlieBen der Strom- (weil}; seitliche Kammeroffnungen) und Spannungselektroden
(schwarz; mittige Kammerdffnungen) an die Kammern. Uberpriifung der Abwesenheit von
Luftblasen im 3-molaren KCI-Agar und der 3-molaren KCI-Ldsung in den Plastikspitzen der
Elektroden. Bei Bedarf diagonales Zuschneiden der Plastikspitzen mittels Skalpell.

5. Hinzufiigen des vorgewiarmten Meylerpuffers (einschlieBlich D-Glukose und Indomethacin)
in die Kammerabschnitte (2ml/Kammerseite) und Entfernen jeglicher festsitzender
Luftblasen. Feinjustierung aller Gashidhne, um einen langsamen und gleichméaBigen Gasfluss

zu gewdhrleisten.

1) Einrichten der Datenaufzeichnung und Systemoffset:

1. Einschalten der Spannungsklemmen und Vorverstarker.
2. Einschalten von Rechner und PowerLab und Offnen der LabChart Software.
3. Offnen der ECFS ICM SOP Dateivorlage fiir 8 Kanile zur Datenerfassung von Stromstirke

(2 Dezimalstellen) und Spannung (1 Dezimalstelle) in jeder der 4 Kammern. Einstellung der
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Aufzeichnungsrate auf 10/Sek., Kalibrierung von Stromstirke- und Spannungsausgang.
Registrierung der Stromstirke (raw I, output) in pA.

Wihrend der Equilibrierung des Ussingkammersystems ohne Biopsien ist auf einen stabilen
offenen PD-Wert (open PD) zu achten (maximal = 0,5 mV; anderenfalls Uberpriifung der
Spannungselektroden/-spitzen). Kalibrierung der bleibenden Eingangsregelabweichung
(input offset) auf 0 mV. Kompensation des systemischen Stromungswiderstands durch Gabe
eines Stromimpulses von 15 pA mithilfe des Schalters zur Einstellung des
Stromungswiderstands und bei der Anzeige 0 beginnendes Aufdrehen des
Stromungswiderstandsdrehschalters (mit der Folge abnehmender mV-Werte auf der digitalen
Anzeige). Zur Vermeidung einer Uberkompensation im Laufe der Messung sollte der
Stromungswiderstandsdrehschalter in der Equilibrierungsphase bis zur digitalen Anzeige von

1,0 mV aufgedreht werden.

5. Systemequilibrierung und zwischenzeitliche Biopsieentnahme.

Ill)Biopsieentnahme:

1.

Schmerzlose und sedierungsfreie Entnahme von 4 oberflachlichen Saugbiopsien (und einer
Reservebiopsie) der rektalen Mukosa (DM: 2-3 mm, Lokalisation: circa 5 cm distal des
Analrands) am Patienten mittels Rektumsaugbiopsiezange (Saugdruck: 5 mmHg/16 kPa)
unter Beriicksichtigung der in Kapitel 3.5.1 genannten Ausschlusskriterien.

Lagerung und Transport der Biopsien in eisgekiihlter Transportpufferlosung (DPBS
einschlieBlich Indomethacin [10 pM] zur Inhibition der endogenen cAMP-vermittelten

Chloridsekretion).

Visualisierung, Priaparierung und Einspannen der Gewebeproben:

1.

Bei Bedarf: Wiederholung und Optimierung von PD Offset/Kompensation des
Stromungswiderstands kurz vor dem Einspannen der Biopsien (Aufdrehen des
Stromungswiderstandsdrehschalters bis zur digitalen Anzeige von 0,0 mV).

Ansaugen des Kammerpuffers (2 ml/Kammerseite) in die mit FN-15-Nadeln bestiickten
Spritzen.

Vorsichtiges Herausnehmen einer Biopsie aus dem Transportpuffer und Platzierung der
Gewebeprobe auf einem Objektriger mittels Pinzette. Identifizierung der mukosalen und
serosalen Biopsieoberflichen unter dem Mikroskop. Behutsames Entfernen von Mukus
durch leichtes Bewegen der Gewebeprobe auf einem Papiertuch. Platzierung der Biopsie

iiber der Offnungsfliche der hinteren Sliderhilfe (,,bottom*) mit Aufsicht auf die mukosale
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5.

Oberfliche. Die Biopsie darf dabei nicht gefaltet sein und muss die Offnungsfliiche des
Sliders vollstindig bedecken. Aufsetzen der vorderen Sliderhilfe (,,top*) auf die mukosale
Biopsieoberfliche und Einspannen des Sliders in die Kammer bei linksseitiger Ausrichtung
der mukosalen Biopsieoberfldche (Sliderseite ,,top*).

Langsames Wiederauffiillen beider Kammerseiten mit dem zuvor angesaugten Meylerpuffer.
Gegebenenfalls Entfernung jeglicher vor den Elektroden oder in der Ndhe des Gewebes
befindlicher Luftblasen.

Wiederholung der Schritte 1.-4. mit den 3 verbliebenen Biopsien.

Equilibrierung der Biopsien und basale Parameter:

1.

Vermerk der verwendeten Slidergrofe je Biopsie in Form eines Kommentars in der
LabChart-Datei (,,Bx 1/2/3/4, P2407C/P2407B*).

5-miniitige Equilibrierung.

Dokumentation des basalen Gewebewiderstands bei offenem Stromkreis (open circuit V)
vor Abklemmen der Spannung (voltage clamp) (LabChart-Kommentar: ,,Basal PD*). Der
Wert liegt typischerweise im Bereich zwischen - 0,3 und - 1,5 mV.

Dokumentation des basalen Gewebewiderstands (R, Ohm/cm?): Gabe eines kurzen
Stromimpulses von 15 pA. Dabei wird die entsprechende Spannungsédnderung Vi in mV
registriert und spidter mithilfe des Ohm’schen Gesetzes der Widerstand R; berechnet
(LabChart-Kommentar: ,,Basal R¢). Biopsien mit einem R; < 10 Ohm/cm’ (z.B. aufgrund
eines Lecks wegen zu geringer BiopsiegroB3e oder aufgrund zu geringer Gewebequalitét der
Biopsie) erlauben keine auswertbare I[CM-Messung.

Beginn der Aufzeichnung des Kurzschlussstroms (I.) im Spannungsklemmenmodus (voltage
clamp mode, 0 mV), Registrierung der Rohdaten in pA. Die standardisierte Dauer der nun
folgenden Equilibrierungsphase unter Kurzschlussstrombedingungen und Wirkung von
Indomethacin betrdgt 40 Minuten und minimiert die Effekte einer endogenen Vorstimulation
des Gewebes. Die Auswertung der Messung setzt die aufgezeichnete Stromstéirke in Bezug
zur GroBe der Gewebefliche, an der der Kurschlussstrom registriert wurde (uA/cm?). Die
Offnungsflichen der Slider sind 0,018 cm® (P2407C) und 0,011 cm?® (P2407B), daraus
ergeben sich die Gleichungen 1 pA = 56,5 pA/ecm® (P2407C) und 1 pA = 88,5 pA/cm?
(P2407B).

Dokumentation des basalen Kurschlussstroms des Gewebes (basal Iy, [pre-amiloride]) nach
40 Minuten (LabChart-Kommentar: ,,Basal Isc*). Der Wert liegt typischerweise im Bereich
von 10-50 pA/cm?.
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Durchfithrung der Messung:

Die angegebenen Konzentrationen stellen die Konzentrationen in den Kammerabschnitten dar.

Die Anleitung bezieht sich auf eine Biopsie, die einzelnen Schritte der Messung sind jeweils an

allen 4 Biopsien ziigig hintereinander durchzufiihren.

1.

10.

40-miniitige Equilibrierungsphase im Spannungsklemmenmodus (voltage clamp mode) nach
dem Einspannen des mit der Biopsie versehenen Sliders in die Kammer. Nach 5-miniitiger
Equilibrierungsphase Gabe von 2 pl Carbachol in den serosalen Kammerabschnitt
(LabChart-Kommentar: ,,CCH 100 uM S*). Falls diese Probestimulation nach 5 Minuten
keine Anderung des Kurzschlussstroms I, im Sinne einer eindeutigen Antwort hervorrutft,
sollte die Biopsie durch eine Reservebiopsie ersetzt werden. 3-maliger Austausch des
vorgewdrmten Meylerpuffers (einschlieBlich 10 pul M Indomethacin) in 10-miniitigen
Abstinden (Zeitpunkte: 10, 20, 30 Min.) zur Gewahrleistung optimaler geweblicher
Voraussetzungen (LabChart-Kommentare: ,,Washout I, I, ITI*).

Nach 40 Minuten im Spannungsklemmenmodus (voltage clamp mode) Vermerk des basalen
Ic der Biopsien (pre-amiloride) (LabChart-Kommentar: ,,Basal Isc*) und Gabe von 2 pl
Amilorid in den mukosalen Kammerabschnitt (LabChart-Kommentar: ,,Amil 100 uM M*).
Nach Stabilisierung von I, (mindestens 5 Minuten) Gabe von je 2 ul Forskolin und je 2 pl
IBMX in den mukosalen und den serosalen Kammerabschnitt (LabChart-Kommentar:
,Forsk/IBMX 10/100 uM M+S%).

Nach Stabilisierung von I, (mindestens 10 Minuten) Gabe von je 0,2 pl Genistein in den
mukosalen und serosalen Kammerabschnitt (LabChart-Kommentar: ,,Geni 10 uM M+S%).
Nach Stabilisierung von I, (mindestens 5 Minuten) Gabe von 2 pl Carbachol in den
serosalen Kammerabschnitt (LabChart-Kommentar: ,,CCH 100 uM M*).

Nach Stabilisierung von Iy, (mindestens 10 Minuten) Gabe von 4 pl DIDS in den mukosalen
Kammerabschnitt (LabChart-Kommentar: ,,DIDS 200 uM M*).

Nach Stabilisierung von I (mindestens 10 Minuten) Gabe von 10 pl Histamin in den
serosalen Kammerabschnitt (LabChart-Kommentar: ,,Hista 500 uM S*).

Nach Stabilisierung von I, (mindestens 10 Minuten) ist die Messung beendet.

Riickkehr in den offenen Stromkreismodus (open circuit mode) und Vermerk der finalen
transepithelialen Spannung (PD in mV) (LabChart-Kommentar: ,,PD end®).

Dokumentation des finalen Gewebewiderstands (R, Ohm/cm?): Gabe eines kurzen
Stromimpulses (desselben AusmafBles wie zu Beginn der Messung). Registrierung der
entsprechenden Spannungsdnderung (V; in mV) und spédtere Berechnung des Widerstands R

mithilfe des Ohm’schen Gesetzes (LabChart-Kommentar: ,,Rt end®).
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Abb. 3.8: ICM: Messkurve bei normaler CFTR-Funktion (4 Biopsien) (aus der Patientenkohorte).
Legende: x-Achse: gerahmte Zahlen: Nummerierung der LabChart-Kommentare, ungerahmte Zahlen:
Zeit in Stunden und Minuten (ein Strich entspricht 5 Minuten); y-Achse (uA): Stromstdrke in
Mikroampere; CCH: Carbachol; puM: mikromolar; S: serosaler Kammerabschnitt; Washout:
Pufferaustausch; Ami: Amilorid; M: mukosaler Kammerabschnitt; Forsk: Forskolin; IBMX: 3-Isobutyl-1-
Methylxanthin; Geni: Genistein;  DIDS: 4,4’-Diisothiocyano-2,2’-Stilbenedischwefelsdure; Hista:
Histamin.

Anmerkungen: Kennzeichen fiir eine normale CFTR-Funktion bei einer Non-CF sind hohe Mittelwerte
von Delta Isc Forskolin/IBMX (hier: 21,8 pA/cm?), Delta Isc Carbachol (hier: 48,3 pA/cm®) und Delta
Isc Histamin (hier: 26,8 pA7cm?2) mit stark ausgeprégten Anstiegen im Kurvenverlauf. Die Registrierung
der apikalen Kaliumsekretion wird in aller Regel durch den regelrechten Chloridausstrom iiberdeckt (De

Boeck et al. 2011, Derichs et al. 2010, Mall et al. 2000).
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Abb. 3.9: ICM: Messkurve bei fehlender CFTR-Funktion (4 Biopsien) (aus der Patientenkohorte).
Legende: x-Achse: gerahmte Zahlen: Nummerierung der LabChart-Kommentare, ungerahmte Zahlen:
Zeit in Stunden und Minuten (ein Strich entspricht 5 Minuten); y-Achse (uA): Stromstdrke in
Mikroampére; CCH: Carbachol; uM: mikromolar; S: serosaler Kammerabschnitt; Washout:
Pufferaustausch; Ami: Amilorid; M: mukosaler Kammerabschnitt; Forsk: Forskolin; IBMX: 3-Isobutyl-1-
Methylxanthin; Geni: Genistein;  DIDS: 4,4’-Diisothiocyano-2,2’-Stilbenedischwefelsdure; Hista:
Histamin; Rt end: elektrischer Widerstand bei Messende.

Anmerkungen: Charakteristisch filir eine fehlende CFTR-Funktion bei einer PI-CF ist der unveridnderte
oder kurzfristig beziehungsweise langfristig absinkende Kurvenverlauf nach versuchter Aktivierung
cAMP-abhingiger CFTR-Kanile (Delta Isc Forskolin/IBMX, Mittelwert hier: 0,1 pA/cm?), cholinerger
Kostimulation der CFTR-vermittelten Chloridleitféhigkeit (Delta Isc Carbachol, Mittelwert hier: 0,4
nA/cm’®) und Stimulation der kalziumabhingigen, DIDS-insensiblen Chloridsekretion (Delta Isc Histamin,
Mittelwert hier: - 1,3 pA/ecm?®). Aufgrund ausbleibenden oder sehr geringen Chloridausstroms kann die
Messung der Kaliumsekretion apikaler Kaliumkandle unmaskiert bleiben und somit das mdgliche

Absinken der Kurve bedingen (De Boeck et al. 2011, Derichs et al. 2010, Mall et al. 2000).
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Abb. 3.10: ICM: Messkurve bei CFTR-Restfunktion (4 Biopsien) (aus der Patientenkohorte).

Legende: x-Achse: gerahmte Zahlen: Nummerierung der LabChart-Kommentare, ungerahmte Zahlen:
Zeit in Stunden und Minuten (ein Strich entspricht 5 Minuten); y-Achse (nA): Stromstirke in
Mikroampére; CCH: Carbachol, uM: mikromolar; S: serosaler Kammerabschnitt; Washout:
Pufferaustausch; Ami: Amilorid; M: mukosaler Kammerabschnitt; Forsk: Forskolin; IBMX: 3-Isobutyl-1-
Methylxanthin; Geni: Genistein;  DIDS: 4,4’-Diisothiocyano-2,2’-Stilbenedischwefelsdure; Hista:
Histamin.

Anmerkungen: Bei einer PS-CF oder CFTR-RD mit vorhandener CFTR-Restfunktion kommt es unter
Gabe von Forskolin/IBMX, Carbachol und Histamin typischerweise jeweils zu einem moderaten
Kurvenanstieg. Die Mittelwerte von Delta Isc Forskolin/IBMX (hier: 12,3 pA/cm?), Delta Isc Carbachol
(hier: 3,5 pA/cm?) und Delta Isc Histamin (hier: 7,2 pA/cm?®) liegen jeweils im Intermedidrbereich der
Werte bei fehlender (PI-CF) und normaler (Non-CF) CFTR-Funktion. Auch hier kann der teilweise
gemessene apikale Kaliumausstrom eine voriibergehend oder dauerhaft absinkenden Kurvenverlauf
verursachen, da der Chloridausstrom die Messung der Kaliumsekretion nicht vollstindig maskiert (De

Boeck et al. 2011, Derichs et al. 2010, Mall et al. 2000).
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3.6 Referenzwerte und diagnostische Interpretation

Schweillchloridmittelwerte < 30 mmol/l machen eine CF unwahrscheinlich, schlielen sie aber
nicht mit letzter Sicherheit aus (Ndhrlich et al. 2013, Steward et al. 1995).
Schweillchloridkonzentrationen zwischen 30 und 59 mmol/l liegen im Kontrollbereich und
erfordern eine weiterfilhrende diagnostische Abklarung. Chloridwerte > 60 mmol/l sind mit der
Diagnose einer CF vereinbar (Néhrlich et al. 2013).

Wichtige diagnostische Parameter der NPD sind die basale PD, Delta PD Amilorid und Delta PD
(OCl+Iso), siehe Kapitel 3.4.2. Geeignete Parameter zur Unterscheidung zwischen den
Diagnosen ,,CF* und ,,CF unwahrscheinlich“ sind der Wilschanski-Index (e P¢'® PP (OCtlso)/ Delia
PD Amiloridy ynd der Sermet-Score (- 0,11 x Delta PD (OCI+Is0) - 0,05 x Delta PD Amilorid). Der
bisherige Cut-Off-Wert des Wilschanski-Index liegt bei 0,7, wobei Werte > 0,7 hinweisend auf
eine CF sind (Wilschanski et al. 2001). Der Sermet-Score weist einen Cut-Off-Wert von 0,27 auf,
der bei einer CF < 0,27 ist (Sermet-Gaudelus et al. 2010). Zur einheitlichen Durchfiithrung der
NPD wurde von der European Cystic Fibrosis Society (ECFS) in den letzten Jahren ein
internationales und multizentrisch standardisiertes Protokoll entwickelt (ECFS NPD SOP 2012).
Zentrumsunabhéngige Referenzwerte werden zurzeit im Rahmen der European Cystic Fibrosis
Society Diagnostic Network Working Group (ECFS DNWG) erarbeitet (Nahrlich et al. 2013).
Hierbei zeichnet sich fiir den Wilschanski-Index ein neuer Cut-Off-Wert von 0,5 ab (Pinders-
Kessler et al. 2013), der auch in der vorliegenden Arbeit zur diagnostischen Interpretation
herangezogen wurde.

Der diagnostisch diskriminationsfahigste Parameter der ICM ist Delta Isc (Forskolin/IBMX+
Carbachol+Histamin) mit einem Cut-off-Wert von 35 pA/cm’ wobei Werte < 35 pA/cm’
charakteristisch fiir eine CF sind (Derichs et al. 2010). Als préadiktiver diagnostischer ICM-
Parameter dient Delta Isc Carbachol pre Washout mit einem Cut-off-Wert von 10 pA/cm?, wobei
Werte < 10 pA/cm? hinweisend auf eine CF sind. Auch fiir die ICM werden derzeitig
zentrumsunabhéngige Referenzwerte von der ECFS DNWG gemidll einem internationalen
multizentrischen Standardprotokoll (ECFS ICM SOP 2011) erarbeitet (Néhrlich et al. 2013).
Diesbeziiglich deutet sich fiir beide genannten Parameter eine Bestétigung der jeweiligen Cut-
off-Werte an (Derichs et al. 2010, Pinders-Kessler et al. 2013), die auch fiir die hier untersuchte

Patientenkohorte zur diagnostischen Interpretation verwendet wurden.
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3.7 Qualitititskriterien und Auswertungsmethoden

Die fiir eine korrekte Auswertung des Schweilltests erforderliche Mindestschweilmenge nach
jeweils 30-miniitiger Sammelzeit betrdgt fiir das verwendete Macroduct-System 15 pl pro
Unterarm, was 3 blaugefarbten Umdrehungen je Schweiflsammler entspricht. Nach Veranlassung
einer laborchemischen Analyse der gewonnenen Schweillproben auf Chloridkonzentration
mittels manueller oder coulometrischer Titration wurde zur diagnostischen Beurteilung des
Schweilltests der Mittelwert beider Schwei3chloridwerte berechnet (CLSI 2009).

Die Qualitétskriterien flir eine auswertbare NPD-Messung sind neben dem Ausschluss der in
Kapitel 3.4.1 (S. 37) genannten Faktoren eine der Spiilung mit Amiloridlosung direkt
vorausgehende stabile basale PD fiir mindestens 30 Sekunden mit einer maximalen Abweichung
von = 1 mV sowie eine eindeutige Amiloridantwort im Sinne einer abnehmenden Negativitit der
Potentialdifferenz. Des Weiteren muss, insbesondere bei ausbleibenden Antworten nach Gabe
von chloridfreier Losung und Isoproterenolldsung, eine eindeutige ATP-Anwort im Sinne einer
zunehmenden Negativitdt der Potentialdifferenz vorliegen. Zur diagnostischen Interpretation der
jeweiligen Parameter wurden die Mittelwerte der Antworten aus beiden Nasenlochern berechnet
(ECFS NPD SOP 2012).

Fir die ICM sind neben dem Ausschluss der in Kapitel 3.5.1 (S. 46) genannten
Kontraindikationen die fiir eine Auswertbarkeit einer Biopsiemessung notwendigen
Qualititskriterien ein basaler Gewebewiderstand (RT basal) > 10 Ohm/cm’, keine
kontinuierliche Zu- oder Abnahme des basalen Kurzschlussstroms (drift) vor der Gabe von
Amilorid sowie eine eindeutige Antwort auf die Gabe von mindestens einer Substanz. Fiir die
diagnostische Beurteilung der jeweiligen Parameter wurden die Mittelwerte der Antworten aus
den Messungen der 4-8 Biopsien ermittelt (ECFS ICM SOP 2011).

Zur Berechnung von Korrelationen wurden der Korrelationskoeffient nach Pearson (r) und der p-
Wert (p) als Beschreibung der Uberschreitungswahrscheinlichkeit ermittelt, wobei fiir r Werte
von £ 0,5 bis &+ 1,0 und fiir p Werte < 0,02 als signifikant definiert wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 Schweilltest

100 % der Patienten (n = 29) erhielten einen bilateralen Schweilitest. Von insgesamt 58
einzelnen Schweilltests waren 72,4 % (n = 42) auswertbar. In 55,2 % der Félle (n =16: ID 1-3, 5,
7,9, 10, 15, 17-22, 24, 25) konnten jeweils beide Schweilproben ausgewertet werden. Aufgrund
zu geringer gesammelter Schweilmengen oder labortechnischer Fehler waren in 34,5 % (n = 10:
ID 6, 8, 11, 13, 16, 23, 26-29) nur jeweils eine und in 10,3 % der Félle (n = 3: ID 4, 12, 14)
jeweils keine Schweillprobe auswertbar. Fiir die diagnostische Beurteilung der letzteren Gruppe
wurden die jeweiligen Mittelwerte der bilateralen Schweitestergebnisse aus den entsprechenden
Vorbefunden (siehe Tab. 3.1) verwendet.

Abbildung 4.1 zeigt die Einzel- und Mittelwerte des Schweil3chlorids aller Patienten der Kohorte
(n = 29). Zusitzlich sind die Gruppen-Mittelwerte der Studie von Pinders-Kessler et al. 2013 bei
bekannten Diagnosegruppen (Kontrollen, PS-CF und PI-CF) aufgefiihrt.
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Abb. 4.1: Schweifstest — Schweifichlorid: Einzel- und Mittelwerte.
Legende: y-Achse: ST: Schweiitest, EW: Einzelwerte, MW: Mittelwerte, mmol/lI: Millimol pro Liter;
durchgehende Linie: oberer Cut-off-Wert fiir Schweillchloridmittelwerte (> 60 mmol/l: hinweisend auf
eine CF); unterbrochene Linie: unterer Cut-off-Wert fiir SchweiBichloridmittelwerte (< 30 mmol/l: CF
unwahrscheinlich).
Anmerkungen: Gruppen-Mittelwerte nach Pinders-Kessler et al. 2013:
Kontrollen (n = 14): 30,21 mmol/l, PS-CF (n = 11): 76,18 mmol/l, PI-CF (n = 26): 95,29 mmol/I.
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Im Vergleich der Schweitestergebnisse mit den Schweilltestvorbefunden ergab sich folgendes
Bild (siehe Tab. 4.1): Bei 13,8 % der Patienten (n = 4: ID 7, 18, 23, 27) wiesen jeweils beide
Befunde normwertige Ergebnisse (Schweilchloridmittelwert < 30 mmol/l) auf. Aufgrund der
Aktenvermerke der SchweiBtestvorbefunde von ID 23 und ID 27 (,,< 15 mmol*, siche Tab. 3.1
und Tab. 4.1) — wurde fiir diese Patienten jeweils ein Schweichloridmittelwert von 14 mmol/l
angenommen. In 17,2 % der Fille (n = 5: ID 11, 15, 16, 20, 29) lag der Mittelwert des
Schweilichlorids der Vorbefunde im Kontrollbereich (30-59 mmol/l) und des erneuten
Schweiltests im Normbereich (< 30 mmol/l).

Werte im Kontrollbereich sowohl in den Vorbefunden als auch in den erneuten Tests zeigten
sich bei 27,6 % der Patienten (n = 8: ID 3, 5, 8, 9, 10, 13, 26, 28). 3,4 % der Fille (n = 1: ID 6)
wiesen einen Vorbefund im Normbereich bei einem Wert im Kontrollbereich im erneuten Test
auf. Werte im Kontrollbereich im erneuten Test bei Vorbefunden mit auffélligen Werten der
NaCl-Leitfahigkeit von > 50 mmol/l lagen in 13,8 % der Félle (n=4: 1D 1, 17, 22, 24) vor.

6,9 % der Patienten (n = 2: ID 2, 25) zeigten Werte im CF-Bereich (> 60 mmol/l) sowohl im
Vorbefund als auch im erneuten Test, wohingegen in 3,4 % der Fille (n = 1: ID 19) der Wert des
Vorbefunds im Kontrollbereich und des erneuten Schweilltests im CF-typischen Bereich lag.

In 3,4 % der Fille (n = 1: ID 21) lag kein Vorbefund und ein aktueller Schweillitest im
Kontrollbereich (30 mmol/l) vor, wohingegen 6,9 % der Félle (n = 2: ID 4, 14) Vorbefunde mit
Werten im Kontrollbereich ohne auswertbare Ergebnisse des erneuten Tests aufwiesen. Bei
weiteren 3,4 % der Patienten (n = 1: ID 12) zeigte sich im Vorbefund ein Wert im CF-typischen

Bereich und der erneute Schweifitest war nicht auswertbar.
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4.2 Molekulargenetik

Die molekulargenetischen Befunde stimmten bei 86,2 % der Patienten (n = 25) mit den
Vorbefunden iiberein. Hierunter waren in 17 Féllen (ID 2-5, 7-9, 11, 13, 15, 17, 18, 20, 22, 25,
27, 29) bereits die genetischen Vorbefunde im Sinne einer komplett stattgehabten Gendiagnostik
und/oder dem Nachweis zweier krankheitsverursachender CFTR-Mutationen vollstindig. Bei
den restlichen 8 Féllen dieser Gruppe (ID 1, 6, 12, 14, 15, 19, 23, 26) wurde die im Vorfeld
stattgehabte Gendiagnostik komplettiert, woraus sich jedoch keine Anderungen der genetischen
Befunde ergaben (siche Tab. 3.1 und Tab. 4.1).

Bei 13,8 % der Patienten der Kohorte (n = 4) wurde die Gendiagnostik ebenfalls vervollstandigt,
was in 3 Féllen (ID 10, 21, 24) die Beschreibung des TG-Status des jeweiligen 5T-
Polymorphismus ermdglichte und in einem Fall (ID 28) den Nachweis einer nicht CF-
verursachenden Sequenzvariante erbrachte (sieche Tab. 3.1 und Tab. 4.1).

In 31,0 % der Fille (n = 9: ID 1, 6, 11, 14-16, 18-20) konnten keine Mutationen oder
Sequenzvarianten beziechungsweise Polymorphismen nachgewiesen werden.

Der Nachweis einer Mutation oder einer Sequenzvariante beziehungsweise eines
Polymorphismus auf nur einem Allel konnte bei 24,1 % der Patienten (n = 7) erbracht werden.
Hierunter gelang in 3 Féllen (ID 5, 17, 28) der Nachweis einer nicht CF-verursachenden
Sequenzvariante, in 2 Fillen eines ST-Polymorphismus (ID 13) beziehungsweise einer Mutation
mit unterschiedlichen klinischen Folgen (ID 27) und bei 2 weiteren Patienten einer CF-
verursachenden Mutation (ID 12, 22).

Zwei Mutationen und/oder Polymorphismen beziehungsweise Sequenzvarianten wurden in
44,8 % der Fille (n = 13) nachgewiesen. Hierunter lagen in einem Fall 2 nicht CF-verursachende
Sequenzvarianten (ID 23) sowie in 2 Fillen ein 5T-Polymorphismus und eine nicht CF-
verursachende Sequenzvariante (ID 3) beziehungsweise eine Mutation mit unterschiedlichen
klinischen Folgen und eine nicht CF-verursachende Sequenzvariante (ID 4) vor. Des Weiteren
erfolgte in dieser Gruppe bei 3 Patienten (ID 2, 7, 8) der Nachweis einer CF-verursachenden
Mutation in Kombination mit einer nicht CF-verursachenden Sequenzvariante und in 3 Féllen
der Nachweis von 2 5T-Polymorphismen (ID 26) beziehungsweise einem 5T-Polymorphismus
und einer Mutation mit unterschiedlichen klinischen Folgen (ID 21, 25). Bei 3 Patienten (ID 10,
24, 29) konnten eine CF-verursachenden Mutation und ein 5T-Polymorphismus detektiert
werden. In einem Fall (ID 9) war eine in den CFTR-Mutationsdatenbanken CFTR1 und CFTR2
zum Untersuchungszeitpunkt nicht beschriebene Mutation in Kombination mit einer

Sequenzvariante nachweisbar.
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4.3 Nasale Potentialdifferenz (NPD)

Bei 69,0 % der Patienten (n = 20) wurde eine beidseitige NPD durchgefiihrt. Von insgesamt 40
moglichen Einzelmessungen waren 70 % (n = 28) auswertbar. In 60,0 % der Félle (n =12: ID 4,
6, 10, 11, 15, 17, 20-22, 24, 26, 28) waren Auswertungen jeweils beider Messungen moglich.
Aufgrund technischer Probleme wiesen 20 % der untersuchten Félle (n = 4: ID 2-3, 25)
auswertbare Daten nur jeweils einer Messung auf. Bei 20 % der untersuchten Patienten (n = 4)
wurden die geforderten Qualititdtskriterien aufgrund mangelnder Mitarbeit seitens der Patientin
(ID 13), Inflammation der nasalen Mukosa (ID 14, 19) und Zustand nach rezidivierender
Polyposis nasi (ID 23) bei keiner der Messungen erfiillt.

Die folgenden Abbildungen stellen die relevanten Messdaten aller auswertbaren NPD-
Messungen der Patientenkohorte (n = 16) dar, wobei die Reihenfolge der abgebildeten Parameter
dem zeitlichen Ablauf der Messung entspricht (PD basal, Delta PD Amilorid, Delta PD
(OCl+Iso), Delta PD ATP, Sermet-Score, Wilschanski-Index).

Fir die jeweiligen Parameter werden zundchst Schaubilder aller erhobenen Einzel- und
Mittelwerte gezeigt (Abb. 4.2 bis Abb. 4.7). AuBBerdem sind fiir jeden Parameter die Gruppen-
Mittelwerte der Studie von Pinders-Kessler et al. 2013 bei bereits bekannten Diagnosegruppen
(Kontrollen, PS-CF und PI-CF) aufgefiihrt.

Im Folgenden sind Korrelationen der Mittelwerte von Schweilitest und des entsprechenden
NPD-Parameters dargestellt, wobei jeweils der Korrelationskoetfizient nach Pearson (1) und der
p-Wert (p) angegeben sind (Abb. 4.8 bis Abb. 4.12). Da Delta PD ATP lediglich als
Qualitdtskontrolle der NPD-Messung dient (siche Kap. 3.7), ist die Korrelation dieses NPD-

Parameters mit dem SchweiB3test nicht aufgefiihrt.
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Abb. 4.2: NPD — PD basal: Einzel- und Mittelwerte.

Legende: EW: Einzelwerte, MW: Mittelwerte, PD basal: basale Potentialdifferenz,

mV: Millivolt; Legende: ST: Schweilitest als Mittelwert des Schweilichlorids.

Anmerkungen: Gruppen-Mittelwerte nach Pinders-Kessler et al. 2013:
Kontrollen (n = 14): - 14,55 mV, PS-CF (n=11): - 45,95 mV, PI-CF (n=26): - 47,82 mV.
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ADbDb. 4.3: NPD — Delta PD Amilorid: Einzel- und Mittelwerte.

Anmerkungen: Gruppen-Mittelwerte nach Pinders-Kessler et al. 2013:
Kontrollen (n = 14): 7,55 mV, PS-CF (n = 11): 33,25 mV, PI-CF (n = 26): 29,62 mV.
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Abb. 4.4: NPD — Delta PD (OCl+Iso): Einzel- und Mittelwerte.

Anmerkungen: Gruppen-Mittelwerte nach Pinders-Kessler et al. 2013:
Kontrollen (n = 14): - 14,71 mV, PS-CF (n=11): - 10,07 mV, PI-CF (n = 26): - 3,87 mV.
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ADbDb. 4.5: NPD — Delta PD ATP: Einzel- und Mittelwerte.

Anmerkungen: Gruppen-Mittelwerte nach Pinders-Kessler et al. 2013:
Kontrollen (n = 14): - 8,73 mV, PS-CF (n = 11): - 23,93 mV, PI-CF (n = 26): - 18,46 mV.
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Abb. 4.6: NPD — Sermet-Score: Einzel- und Mittelwerte.

Legende: horizontale Linie: Cut-off-Wert fiir Mittelwerte des Sermet-Scores
nach Pinders-Kessler et al. 2013 (< 0,27: hinweisend auf eine CF).
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ADbb. 4.7: NPD — Wilschanski-Index: Einzel- und Mittelwerte.
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nach Pinders-Kessler et al. 2013 (> 0,5: hinweisend auf eine CF).
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Abb. 4.8: NPD: Korrelation der Mittelwerte von PD basal und des Schweifichlorids.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweil3chloridmittelwerte (siche Legende Abb. 4.1).
Anmerkung: Es besteht keine statistisch signifikante Korrelation (r = 0,078; p = 0,773).
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Abb. 4.9: NPD: Korrelation der Mittelwerte von Delta PD Amilorid und des Schweifichlorids.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweichloridmittelwerte (siche Legende Abb. 4.1).
Anmerkung: Es besteht keine statistisch signifikante Korrelation (r = 0,249; p = 0,351).
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Abb. 4.10: NPD: Korrelation der Mittelwerte von Delta PD (OCI+Iso) und des Schweifschlorids.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweil3chloridmittelwerte (siche Legende Abb. 4.1).
Anmerkung: Es besteht eine positive Korrelation von hoher Signifikanz (r = 0,648; p = 0,007).
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Abb. 4.11: NPD: Korrelation der Mittelwerte des Sermet-Scores und des Schweifschlorids.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweil,chloridmittelwerte (siche Legende Abb. 4.1),
horizontale Linie: Cut-off-Wert fiir Mittelwerte des Sermet-Scores nach Pinders-Kessler et al. 2013
(< 0,27: hinweisend auf eine CF).
Anmerkung: Es besteht eine signifikante negative Korrelation (r =- 0,598; p = 0,014).
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Unter den 16 auswertbaren NPD-Messungen wiesen 81,3 % der Fille (n = 13) Mittelwerte des
Sermet-Scores iiber dem Cut-off-Wert von 0,27 auf. Hierunter lagen in 3 Féllen (ID 11, 15, 20)
Schweilitestergebnisse im Normbereich, in 9 Fillen (ID 1, 3, 4, 6, 10, 17, 21, 26, 28) im
Kontrollbereich und in einem Fall im CF-typischen Bereich (ID 25) vor. Bei 18,8 % der
auswertbaren Messungen (n = 3) waren die Mittelwerte des Sermet-Scores unter dem Cut-oft-
Wert von 0,27 (hinweisend auf eine CF). Hierbei wiesen 2 Fille (ID 22, 24)
Schweilitestergebnisse im Kontrollbereich und ein Fall (ID 2) im CF-typischen Bereich auf
(siehe auch Abb. 4.6 und Tab. 4.1).
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Abb. 4.12: NPD: Korrelation der Mittelwerte des Wilschanski-Index und des Schweifichlorids.

Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweillchloridmittelwerte (sieche Legende Abb. 4.1),
horizontale Linie: Cut-off-Wert fiir Mittelwerte des Wilschanski-Indexes nach Pinders-Kessler et al. 2013
(> 0,5: hinweisend auf eine CF).

Anmerkung: Es besteht eine signifikante positive Korrelation (r = 0,541; p = 0,030).

Die Mittelwerte des Wilschanski-Index lagen in 81,3 % der Félle (n = 13) unterhalb des Cut-off-
Wertes von 0,5. Hierunter zeigten sich bei 3 Patienten (ID 11, 15, 20) Schweilltestergebnisse im
Normbereich, in 9 Féllen (ID 1, 3, 4, 6, 10, 17, 21, 26, 28) im Kontrollbereich und in einem Fall
(ID 25) im CF-typischen Bereich. Bei 18,7 % der auswertbaren Messungen (n = 3) waren die
Mittelwerte des Wilschanski-Index {iber dem Cut-off-Wert von 0,5 (hinweisend auf eine CF).
Hierbei wiesen 3 Fille (ID 17, 22, 24) mittlere Schweillchloridwerte im Kontrollbereich und ein
Fall (ID 2) im CF-typischen Bereich auf (siche auch Abb. 4.7 und Tab. 4.1).
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4.4 Intestinale Kurzschlussstrommessung (ICM)

Eine ICM erfolgte bei 97 % der Patienten (n = 28). Von insgesamt 120 entnommenen
Gewebeproben waren 67,5 % (n = 81) auswertbar. In 7,1 % der Félle (n = 2: ID 2, 3) wurden
jeweils 8 Biopsien zur Messung herangezogen, wobei jeweils die Messungen von 7 Biopsien (ID
2) und von 5 Biopsien (ID 3) die geforderten Qualitétskriterien (siche Kap. 3.7) erfiillten. Bei
92,9 % der Patienten (n = 26: ID 4-29) erfolgte die ICM an jeweils 4 Biopsien. Hierunter waren
bei 15,4 % (n=4: 1D, 5, 8, 12, 28) die Messungen von 4 Biopsien, bei 50,0 % (n = 13: ID 6, 9,
13-18, 20-22, 24, 29) von 3 Biopsien, bei 23,1 % (n=6:1D 7, 11, 19, 23, 26, 27) von 2 Biopsien,
bei 7,7 % (n = 2: ID 10, 25) von einer Biopsie und bei 3,8 % der Patienten (n = 1: ID 4) von
keiner Biopsie auswertbar. Der Grund fiir die fehlerhaften Messdaten in letzterem Fall (ID 4)
waren Temperaturschwankungen der Pufferlosung in den Ussingkammern.

Die folgenden Abbildungen stellen die relevanten Messdaten aller auswertbaren ICM-
Messungen der Patientenkohorte (n = 27) dar. Die Reihenfolge der abgebildeten Parameter
richtet sich dabei nach dem zeitlichen Ablauf der Messung (PD basal, RT basal, Delta Isc
Carbachol pre Washout, Delta Isc Amilorid, Delta Isc Forskolin/IBMX, Delta Isc Genistein,
Delta Isc Carbachol, Delta Isc Histamin, RT final, Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carba-
chol+Histamin)), wobei der Parameter Delta Isc DIDS nicht aufgefiihrt ist, da dessen
Auswertung keine diagnostische Relevanz hat (siehe Kap. 3.7).

Das Prinzip der Datendarstellung folgt dem aus Kapitel 4.3. Es wird fiir den jeweiligen
Parameter zunéchst ein Schaubild aller erhobenen Einzel- und Mittelwerte abgebildet (Abb. 4.13
bis Abb. 4.22). Des Weiteren sind fiir jeden Parameter die Gruppen-Mittelwerte der Studie von
Pinders-Kessler et al. 2013 bei bereits bekannten Diagnosegruppen (Kontrollen, PS-CF und PI-
CF) aufgefiihrt.

Im Folgenden sind Korrelationen der Mittelwerte von Schweiltest und des entsprechenden ICM-
Parameters dargestellt, wobei jeweils der Korrelationskoeffizient nach Pearson (r) und der p-
Wert (p) angegeben sind (Abb. 4.23 bis Abb. 4.33). Die Abbildung 4.33 am Ende des Kapitels
zeigt die Korrelation der Mittelwerte des pradikitven diagnostischen ICM-Parameters Delta Isc
Carbachol pre Washout mit den Mittelwerten des diagnostischen ICM-Parameters Delta Isc
(Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin).
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ADbb. 4.13: ICM — PD basal: Einzel- und Mittelwerte.
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o EW, 1 Biopsie
{ST: < 30 mmol/l)
= MW, 1-4 Biopsien
(ST: < 30 mmol/l)
o EW, 1 Biopsie
(ST: 30-59 mmol/l)
® MW, 1-5 Biopsien
(ST: 30-59 mmol/)
a EW, 1 Biopsie
(ST: = 60 mmol/l)
A MW, 1-7 Biopsien
(ST: = 60 mmol/l)

Legende: EW: Einzelwerte, MW: Mittelwerte, PD basal: basale Potentialdifferenz,

mV: Millivolt; Legende: ST: Schweilltest als Mittelwert des Schwei3chlorids.

Anmerkungen: Gruppen-Mittelwerte nach Pinders-Kessler et al. 2013:
Kontrollen (n = 14): - 0,4 mV, PS-CF (n=11): - 0,1 mV, PI-CF (n=26): 0,0 mV.
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Abb. 4.14: ICM — RT basal: Einzel- und Mittelwerte.

Anmerkungen: Gruppen-Mittelwerte nach Pinders-Kessler et al. 2013:
Kontrollen (n = 14): 20,7 Ohm/cm®, PS-CF (n= 11): 20,9 Ohm/cm? PI-CF (n = 26): 20,4 Ohm/cm”.
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Abb. 4.15: ICM — Delta Isc Carbachol pre Washout: Einzel- und Mittelwerte.

o EW, 1 Biopsie
(ST: < 30 mmol/)
= MW, 1-4 Biopsien
(ST: < 30 mmol/)
o EW, 1 Biopsie
(ST: 30-59 mmol/)
® MW, 1-5 Biopsien
(ST: 30-59 mmol/l)
a EW, 1 Biopsie
(ST: = 60 mmol/l)
A MW, 1-7 Biopsien
(ST: = 60 mmol/l)

Legende: horizontale Linie: Cut-off-Wert fiir Mittelwerte von Delta Isc Carbachol pre Washout

nach Pinders-Kessler et al. 2013 (< 10 pA/cm’: hinweisend auf eine CF).
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Abb. 4.16: ICM — Delta Isc Amilorid: Einzel- und Mittelwerte.

Anmerkungen: Gruppen-Mittelwerte nach Pinders-Kessler et al. 2013:
Kontrollen (n = 14): - 2,5 uA/cm?® PS-CF (n=11): - 3,8 pA/cm?’, PI-CF (n = 26): - 4,8 pA/enr’.
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Abb. 4.17: ICM — Delta Isc Forskolin/IBMX: Einzel- und Mittelwerte.

Anmerkungen: Gruppen-Mittelwerte nach Pinders-Kessler et al. 2013:
Kontrollen (n = 14): 24,7 pA/ecm?, PS-CF (n = 11): 3,8 pA/em?, PI-CF (n = 26): - 1,3 pA/cm’.
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ADbDb. 4.18: ICM — Delta Isc Genistein: Einzel- und Mittelwerte.

Anmerkungen: Gruppen-Mittelwerte nach Pinders-Kessler et al. 2013:
Kontrollen (n = 14): 1,2 pA/em?, PS-CF (n = 11): 0,7 pA/cm?, PI-CF (n = 26): 1,0 pA/cm’.
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(ST: = 60 mmol/l)
A MW, 1-7 Biopsien
(ST: = 60 mmol/l)
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Abb. 4.19: ICM — Delta Isc Carbachol: Einzel- und Mittelwerte.

Anmerkungen: Gruppen-Mittelwerte nach Pinders-Kessler et al. 2013:
Kontrollen (n = 14): 27,0 pA/cm?®, PS-CF (n = 11): 0,9 pA/cm?, PI-CF (n = 26): - 0,3 pA/cm’.
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ADbDb. 4.20: ICM — Delta Isc Histamin: Einzel- und Mittelwerte.

Anmerkungen: Gruppen-Mittelwerte nach Pinders-Kessler et al. 2013:
Kontrollen (n = 14): 36,6 pA/cm”, PS-CF (n = 11): 1,1 pA/em?, PI-CF (n = 26): 1,8 pA/cm’.
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Abb. 4.21: ICM — RT final: Einzel- und Mittelwerte.
Anmerkungen: Gruppen-Mittelwerte nach Pinders-Kessler et al. 2013:

Kontrollen (n = 14): 19,3 Ohm/cm’, PS-CF (n = 11): 21,8 Ohm/cm’, PI-CF (n = 26): 18,6 Ohm/cm’.
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Abb. 4.22: ICM — Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin): Einzel- und Mittelwerte.
Legende: horizontale Linie: Cut-off-Wert fiir Mittelwerte von Delta Isc (Forsk/IBMX+CCH+Hista)

nach Pinders-Kessler et al. 2013 (< 35 pA/cm’: hinweisend auf eine CF).

74



0,17
0,07

0.1 [ * o

ICM: MW PD basal [mV]
L]
L ]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
ST: MW Schweichlorid [mmol/]
Abb. 4.23: ICM: Korrelation der Mittelwerte von PD basal und des Schweifchlorids.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweil3chloridmittelwerte (siche Legende Abb. 4.1).
Anmerkung: Es besteht keine statistisch signifikante Korrelation (r = 0,324; p = 0,100).
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Abb. 4.24: ICM: Korrelation der Mittelwerte von RT basal und des Schweifichlorids.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweichloridmittelwerte (siche Legende Abb. 4.1).
Anmerkung: Es besteht keine statistisch signifikante Korrelation (r = - 0,144; p = 0,473).
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Abb. 4.25: ICM: Korrelation der Mittelwerte von Delta Isc Carbachol pre Washout

und des Schweifschlorids.

Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweiichloridmittelwerte (sieche Legende Abb. 4.1),
horizontale Linie: Cut-off-Wert fiir Mittelwerte von Delta Isc Carbachol pre Washout nach Pinders-
Kessler et al. 2013 (< 10 pA/cm’: hinweisend auf eine CF).

Anmerkung: Es besteht keine statistisch signifikante Korrelation (r = - 0,399, p = 0,039).

Unter den 27 auswertbaren ICM-Messungen wiesen 55,6 % der Fille (n = 15) Mittelwerte von
Delta Isc Carbachol pre Washout iiber dem Cut-off-Wert von 10 pA/cm” auf. Hierunter lagen
bei 8 dieser Patienten (ID 7, 11, 15, 16, 18, 23, 27, 29) Schweiltestergebnisse im Normbereich,
in 5 Féllen (ID 3, 15, 17, 26, 28) im Kontrollbereich und in 2 Féllen (ID 19, 25) im CF-typischen
Bereich vor. Bei 44,4 % der auswertbaren Messungen (n = 12) waren die Mittelwerte von Delta
Isc Carbachol pre Washout unter dem Cut-off-Wert von 10 pA/cm” (hinweisend auf eine CF).
Hierunter lagen in einem Fall (ID 20) Schweilltestergebnisse im Normbereich, in 9 Fallen (ID 5,
6, 8, 9, 10, 13, 14, 22, 24) im Kontrollbereich und in 2 Fillen (ID 2, 12) im CF-typischen
Bereich vor (siehe auch Abb. 4.15 und Tab. 4.1).
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Abb. 4.26: ICM: Korrelation der Mittelwerte von Delta Isc Amilorid und des Schweifichlorids.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweil3chloridmittelwerte (siche Legende Abb. 4.1).
Anmerkung: Es besteht keine statistisch signifikante Korrelation (r = 0,057; p = 0,779).
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Abb. 4.27: ICM: Korrelation der Mittelwerte von Delta Isc Forskolin/IBMX und des Schweifschlorids.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweichloridmittelwerte (siche Legende Abb. 4.1).

Anmerkung: Es besteht keine statistisch signifikante Korrelation (r = - 0,071; p = 0,724).
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Abb. 4.28: ICM: Korrelation der Mittelwerte von Delta Isc Genistein und des Schweifschlorids.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweil3chloridmittelwerte (siche Legende Abb. 4.1).
Anmerkung: Es besteht keine statistisch signifikante Korrelation (r = 0,080; p = 0,692).
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Abb. 4.29: ICM: Korrelation der Mittelwerte von Delta Isc Carbachol und des Schweifichlorids.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schwei3chloridmittelwerte (siche Legende Abb. 4.1).
Anmerkung: Es besteht keine statistisch signifikante Korrelation (r = - 0,299; p = 0,130).
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ICM: MW Delta Isc Histamin [pA/cm?]
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Abb. 4.30: ICM: Korrelation der Mittelwerte von Delta Isc Histamin und des Schweifschlorids.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schwei3chloridmittelwerte (siche Legende Abb. 4.1).
Anmerkung: Es besteht keine statistisch signifikante Korrelation (r = - 0,253; p = 0,204).
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Abb. 4.31: ICM: Korrelation der Mittelwerte von RT final und des Schweifschlorids.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweichloridmittelwerte (siche Legende Abb. 4.1).
Anmerkung: Es besteht keine statistisch signifikante Korrelation (r = - 0,244; p = 0,219).
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Abb. 4.32: ICM: Korrelation der Mittelwerte von Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin)

und des Schweifichlorids.

Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweillchloridmittelwerte (siche Legende Abb. 4.1),
horizontale Linie: Cut-off-Wert fiir Mittelwerte von Delta Isc (Forsk/IBMX+CCH+Hista) nach Pinders-
Kessler et al. 2013 (< 35 pA/cm’: hinweisend auf eine CF).

Anmerkung: Es besteht keine statistisch signifikante Korrelation (r = - 0,245; p = 0,202).

Unter den 27 auswertbaren ICM-Messungen wiesen 51,9 % der Fille (n = 14) Mittelwerte von
Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) iiber dem Cut-off-Wert von 35 pA/cm® auf.
Hierunter lagen bei 6 dieser Patienten (ID 7, 11, 18, 23, 27, 29) Schweiltestergebnisse im
Normbereich, in weiteren 6 Fallen (ID 3, 5, 10, 21, 26, 28) im Kontrollbereich und in 2 Fallen
(ID 19, 25) im CF-typischen Bereich vor. Bei 48,1 % der auswertbaren Messungen (n = 13)
waren die Mittelwerte von Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) unter dem Cut-off-
Wert von 35 pA/em’® (hinweisend auf eine CF). Hierbei wiesen 3 Fille (ID 15, 16, 20)
Schweiltestergebnisse im Normbereich, 8 Fille (ID 6, 8, 9, 13, 14, 17, 22, 24) im
Kontrollbereich und 2 Fille (ID 2, 12) im CF-typischen Bereich auf (siche auch Abb. 4.22 und
Tab. 4.1).
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Abb. 4.33: ICM: Korrelation der Mittelwerte von Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin)
und Delta Isc Carbachol pre Washout.
Legende: vertikale Linie: Cut-off-Wert fiir Mittelwerte von Delta Isc Carbachol pre Washout nach
Pinders-Kessler et al. 2013 (< 10 pA/cm’: hinweisend auf eine CF), horizontale Linie: Cut-off-Wert fiir
Mittelwerte von Delta Isc (Forsk/IBMX+CCH+Hista) nach Pinders-Kessler et al. 2013 (< 35 pA/cm’:
hinweisend auf eine CF).

Anmerkung: Es besteht eine positive Korrelation von hoher Signifikanz (r = 0,693; p = 0,000).

81



4.5 Diagnostische Interpretation

Aufgrund diagnostisch nicht hinreichend wegweisender Vorbefunde (milde Klinik und/oder
intermedidre Schweilitests und/oder unvollstindige Gendiagnostik beziehungsweise fehlender
Mutationsnachweis) wurde die Patientenkohorte einer weiterflihrenden diagnostischen
Stratifizierung mittels eventueller Komplettierung der Gendiagnostik, erneutem Schweif3test
sowie NPD und/oder ICM gemél den multizentrisch validierten Standardprotokollen ECFS NPD
SOP 2012 und ECFS ICM SOP 2011 unterzogen. AbschlieBend wurde jedem Patienten unter
Beriicksichtigung aller stattgehabten Diagnostik eine Diagnose zugewiesen (siehe Tab. 4.1). Die
diagnostische Interpretation der NPD- und ICM-Parameter richtete sich hierbei nach unizentrisch
ermittelten Referenzwerten (Derichs et al. 2010, Pinders-Kessler et al. 2013), welche Eingang in
eine derzeitige multizentrische Validierung finden (siche Kap. 3.6).

48,3 % aller Patienten (n = 14) erhielten die Diagnose Non-CF. Hierunter wiesen 6 Fille (ID 7,
11, 18, 20, 23, 27) jeweils einen normwertigen Schweilltest, keinen oder nur einen Nachweis
einer CF-verursachenden Mutation beziehungsweise einer Mutation mit unterschiedlichen
klinischen Folgen sowie eine unauffillige NPD und/oder ICM auf, wobei in einem dieser Fille
(ID 20) eine auffillige ICM bei normaler NPD vorlag. Bei einem Patienten (ID 29) zeigte sich
ein normaler Schweilltest, eine CF-verursachende Mutation und eine Mutation mit
unterschiedlichen klinischen Folgen sowie eine normale ICM. Bei weiteren 5 Patienten (ID 1, 3,
5, 6, 17, 28) zeigten sich Schweilltests im Kontrollbereich, kein oder nur ein Nachweis einer CF-
verursachenden Mutation beziehungsweise einer Mutation mit unterschiedlichen klinischen
Folgen sowie eine unauffillige NPD und/oder ICM, wobei in einem dieser Fille eine auffillige
ICM und ein normale NPD bei pulmonaler und gastrointestinaler Klinik aufgrund eines
Immundefekts (ID 6) und in einem weiteren Fall eine auffillige ICM und einer normale NPD
bei Verdacht auf Nahrungsmittelallergie mit vorwiegend gastrointestinaler Klinik (ID 17)
vorlagen. Bei einem Patienten (ID 28) zeigte sich ein Schweiitest im Kontrollbereich, eine CF-
verursachende Mutation und eine Mutation mit unterschiedlichen klinischen Folgen sowie eine
normale NPD und ICM (siehe Tab. 4.1).

3,4 % der Patienten (n = 1: ID 13) erhielten die Diagnose CFTR-Dysfunktion, da weder die
Diagnosekriterien fiir ein CF noch fiir eine CFTR-RD erfiillt wurden, jedoch bei sinopulmonaler
Klinik ein Schweilitest im Kontrollbereich, eine Mutation mit unterschiedlichen klinischen
Folgen und eine auffillige ICM vorlagen (siche Tab. 3.1 und Tab. 4.1).

20,7 % der Patienten (n = 6) wurde die Diagnose CFTR-RD zugewiesen, wobei in 5 Fallen (ID 4,
14, 15, 19, 26) Bronchiektasen und in einem Fall (ID 10) eine chronische Pankreatitis das
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klinische Bild prigten. In einem Fall (ID 15) zeigten sich ein normaler Schweiltest, kein
Mutationsnachweis, eine normale NPD und eine auffillige ICM. Vier Patienten wiesen einen
Schweilitest im Kontrollbereich auf, wobei in 3 dieser Félle (ID 4, 10, 26) der Nachweis von 1-2
CF-verursachenden Mutationen oder 1-2 Mutationen mit unterschiedlichen klinischen Folgen
erbracht wurde und eine normale NPD und/oder ICM vorlag und in einem Fall (ID 14) kein
Mutationsnachweis und eine auffillige ICM vorlagen. Bei einer Patientin (ID 19) lagen ein
Schweiltest im CF-typischen Bereich, kein Mutationsnachweis und eine normale ICM vor (siche
Tab. 3.1 und Tab. 4.1).

42,1 % der Félle (n = 7) wurde die Diagnose PS-CF zugeordnet. Hierunter wies ein Patient (ID
16) einen Schweiitest im Normbereich bei einem Schweilltestvorbefund im CF-typischen
Bereich, keinen Mutationsnachweis, jedoch eine auffillige ICM bei CF-typischer
sinopulmonaler Erkrankung auf. Bei 4 Patienten (ID 8, 9, 22, 24) zeigten sich neben CF-
typischer Klinik SchweiBtestergebnisse im Kontrollbereich, der Nachweis von 1-2 CF-
verursachenden Mutationen oder 1-2 Mutationen mit unterschiedlichen klinischen Folgen sowie
eine auffillige NPD und/oder ICM, wobei in einem Fall (ID 9) eine Mutation nachgewiesen
wurde, die zum Untersuchungszeitpunkt nicht in den Mutationsdatenbanken CFTR1 und CFTR2
beschrieben war, jedoch als CF-verursachend eingeordnet wurde. Bei 2 Patienten zeigten sich
neben CF-typischen klinischem Bild Schweifltests im CF-typischen Bereich und der Nachweis
von 1-2 CF-verursachenden Mutationen oder 1-2 Mutationen mit unterschiedlichen klinischen
Folgen, wobei in einem dieser Fille (ID 2) eine auffillige NPD und ICM und im anderen Fall
(ID 25) eine unauffillige NPD und ICM vorlagen (siche Tab. 3.1 und Tab. 4.1).

3,4 % der Patienten (n = 1: ID 12) erhielten die Diagnose PI-CF bei typischem klinischen Bild
einer PI-CF, Schweiitest im CF-typischen Bereich, dem Nachweis einer CF-verursachenden
Mutation und einer auffalligen ICM (siehe Tab. 3.1 und Tab. 4.1).

Bei 100 % der auswertbaren NPD-Messungen (n = 16) fiihrte die Anwendung der diagnostischen
Referenzwerte fiir den Sermet-Score und den Wilschanski-Index pro Patient jeweils zur gleichen
diagnostischen Interpretation. Beziiglich der ICM-Parameter Delta CCH pre Washout und Delta
Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) zeigte sich die diagnostische Beurteilung in 81,5 %
(n = 22: ID 2, 3, 6-9, 11-14, 18-29) der auswertbaren Messungen (n = 27) identisch und in
18,5 % der Félle (n =5: 1D 5, 10, 15-17) unterschiedlich (siche Tab. 4.1).

Die sich der folgenden Tabelle anschlieBenden Abbildungen setzen die den jeweiligen Patienten
zugewiesenen Diagnosen in Bezug zu den diagnostischen Referenzwerten und erhobenen
Messdaten von Schweilitest und NPD (Abb. 4.34 und Abb. 4.35) sowie Schweilltest und ICM
(Abb. 4.36 und 4.37).
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Tab. 4.1: Patientenkohorte — Gesamtbefunde und diagnostische Interpretation.

Fall G Alter Ethnische CFTR-Genotyp [klinische Relevanz Genetische SText.:CI’ ST: CI" NPD: Wilschanski- NPD: Sermet- ICM: Delta Isc CCH p. W. ICM: Delta Isc (F/I+CCH+ Diagnose
[Jahre] Herkunft gem&RB CFTR1 2014 u. CFTR2 2014] CFTR-Diagnostik NaCl [mmol/l] [mmol/l] Index (CF:>0,5)  Score (CF: <0,27) [uA/cm? (CF: < 10) Hista) [uA/cm?] (CF: < 35)

27 m 1 BRD F1052V/- [2] Scr/Seq/MLPA <15 11 20,3 Non-CF 67,0 Non-CF Non-CF
23 w 50 BRD 3601-65C>A/M470V [3/3] Seq/MLPA <15 12 n.a. n.a. 20,6 Non-CF 45,8 Non-CF Non-CF

7 m 7 Italien W1282X/R1162L [1/3] Scr/Seq/MLPA 7 15 10,2 Non-CF 54,4 Non-CF Non-CF
29 m 4 Turkei D110H/5T(11TG) [1/2] Scr/Seq/MLPA 37 19 13,1 Non-CF 65,3 Non-CF Non-CF
20 w 13 BRD -/- Scr/Seq/MLPA 45 21 0,11 Non-CF 6,16 Non-CF 8,3 CF 28,1 CF Non-CF
11 m 27 BRD -/- Scr/Seq/MLPA 32 24 0,03 Non-CF 3,72 Non-CF 26,8 Non-CF 50,9 Non-CF Non-CF
18 w 4 BRD -/- Scr/Seq/MLPA 27 28 11,9 Non-CF 44,3 Non-CF Non-CF
21 m 34 Turkei 621+3A>G/5T(12TG)-7T(12TG) [2/2]  Scr/Seq/MLPA 30 0,17 Non-CF 2,45 Non-CF 12,6 Non-CF 62,3 Non-CF Non-CF
17 m 16 BRD 4374+13A>G/- [3] Scr/Seq/MLPA 102 31 0,40 Non-CF 0,53 Non-CF 10,5 Non-CF 22,8 CF Non-CF

6 m 10 Turkei -/- Seq/MLPA 20 33 0,23 Non-CF 0,61 Non-CF 5,3 CF 25,0 CF Non-CF

3 m 33 BRD 5T(1M1TG)-7T(11TG)/M47QV [2/3] Scr/Seq/MLPA 39 35 0,34 Non-CF 0,58 Non-CF 24,7 Non-CF 60,5 Non-CF Non-CF
28 w 56 BRD 1716G>A/- [3] Scr/Seq/MLPA 38 38 0,07 Non-CF 2,05 Non-CF 38,0 Non-CF 96,9 Non-CF Non-CF

5 m 5 BRD M470V/- [3] Scr/Seq/MLPA 36 43 5,8 CF 50,1 Non-CF Non-CF

1 w 52 BRD -/- Scr/Seq/MLPA 120 45 0,13 Non-CF 0,62 Non-CF Non-CF
13 w 5 BRD 5T(11TG)/- [2] Scr/Seq/MLPA 44 33 n.a. n.a. 7,0 CF 17,3 CF CFTR-Dys.
15 m 50 BRD -/- Seq/MLPA 45 21 0,00 Non-CF 6,26 Non-CF 15,8 Non-CF 19,8 CF CFTR-RD
10 m 51 BRD F508del/5T(11TG)-9T(10TG) [1/2] Scr/Seq/MLPA 39 35 0,22 Non-CF 1,18 Non-CF 5,7 CF 35,6 Non-CF CFTR-RD

4 m 17 BRD R74W/V855I [2/3] Scr/Seq 35 n.a. 0,14 Non-CF 1,98 Non-CF n.a. n.a. CFTR-RD
26w 63 BRD 5T(12TG)/5T(12TG) [2/2] Scr/Seq/MLPA 55 44 0,23 Non-CF 1,99 Non-CF 25,1 Non-CF 41,5 Non-CF CFTR-RD
14 m 25 BRD -/- Scr/Seq/MLPA 53 n.a. n.a. n.a. 49 CF 31,1 CF CFTR-RD
19 w 54 BRD -/- Scr/Seg/MLPA 40 60 n.a. n.a. 28,0 Non-CF 87,6 Non-CF CFTR-RD
16 m 5 BRD -/- Scr/Seq/MLPA 62 22 10,2 Non-CF 15,8 CF PS-CF
22 m 26 BRD 1717-1G>A/- [1] Seq/MLPA/Prom 78 41 0,91 CF -1,34 CF -6,6 CF 04 CF PS-CF

8 m 3 Polen F508del/R1162L [1/3] Seq 39 44 6,1 CF 23,0 CF PS-CF
24 w21 BRD F508del/5T(13TG)-9T(10TG) [1/2] Scr/Seq/MLPA 95 49 0,82 CF -0,59 CF 3,56 CF 32,5 CF PS-CF

9 m 5 Irland 1625_1639del/1716G>A [0/3] Seq/MLPA 44 57 3,6 CF 30,1 CF PS-CF
25 m 25 BRD 5T(12TG)/N1303I [2/2] Scr/Seq/MLPA 64 65 0,13 Non-CF 2,40 Non-CF 13,6 Non-CF 45,2 Non-CF PS-CF

2w M BRD 3849+10kbC>T/R668C [1/3] Scr/Seq 79 70 0,91 CF -1,65 CF -04 CF 18,6 CF PS-CF
12 w2 Libyen CFTR dele2,3/- [1] Scr/Seq/MLPA 117 n.a. 25 CF -0,7 CF PI-CF

Legende: G: Geschlecht, m: ménnlich, w: weiblich; CFTR-Genotyp: -/- : kein Mutationsnachweis, [klinische Relevanz gemif3 CFTR1 2014 u. CFTR2 2014]: 0: nicht beschrieben, 1: CF-verursachend,
2: unterschiedliche klinische Folgen, 3: nicht CF-verursachend; Scr: Screening, Seq: Sequenzierung, MLPA: multiplexe ligationsabhingige Sondenamplifikation, Prom: Mutationsanalyse der CFTR-
Promotor-Region; ST ext.: CI, NaCl: Externer SchweiBtestvorbefund als SchweiBchloridmittelwert oder Mittelwert der NaCl-Leitfihigkeit [mmol/I]; NPD: Wilschanski-Index: e P¢!t PP Amilorid/Delta PD
(OCHIS"), hinweisend auf CF: > 0,5; NPD: Sermet-Score: - 0,11 x Delta PD Amilorid - 0,05 x Delta PD (OCl+Iso), hinweisend auf CF: < 0,27; ICM: Delta Isc CCH p.W.: Delta Isc Carbachol pre
Washout [pA/cm?]: hinweisend auf CF: < 10; ICM: Delta Isc (F/I+CCH+Hista): Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) [pA/cm?], hinweisend auf CF: < 35; Non-CF: Nicht-CF, CFTR-
Dys.: CFTR-Dysfunktion, CFTR-RD: CFTR-related disorder, PS-CF: pankreassuffiziente CF, PI-CF: pankreasinsuffiziente CF; n.a.: Messung nicht auswertbar; leeres Feld: Messung nicht erfolgt.
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Abb. 4.34: NPD: Sermet-Score und Diagnosen.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweillchloridmittelwerte (sieche Legende Abb. 4.1),
horizontale Linie: Cut-off-Wert fiir Mittelwerte des Sermet-Scores nach Pinders-Kessler et al. 2013

(<0,27: hinweisend auf eine CF).
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Abb. 4.35: NPD: Wilschanski-Index und Diagnosen.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweillchloridmittelwerte (sieche Legende Abb. 4.1),
horizontale Linie: Cut-off-Wert fiir Mittelwerte des Wilschanski-Indexes nach Pinders-Kessler et al. 2013

(> 0,5: hinweisend auf eine CF).
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Abb. 4.36: ICM: Delta Isc Carbachol pre Washout und Diagnosen.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweillchloridmittelwerte (sieche Legende Abb. 4.1),
horizontale Linie: Cut-off-Wert fiir Mittelwerte von Delta Isc Carbachol pre Washout nach Pinders-
Kessler et al. 2013 (< 10 pA/cm’: hinweisend auf eine CF).
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Abb. 4.37: ICM: Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) und Diagnosen.
Legende: vertikale Linien: Cut-off-Werte fiir Schweillchloridmittelwerte (sieche Legende Abb. 4.1),
horizontale Linie: Cut-off-Wert fiir Mittelwerte von Delta Isc (Forsk/IBMX+CCH+Hista) nach Pinders-

Kessler et al. 2013 (< 35 pA/cm*: hinweisend auf eine CF).

86



5 Diskussion

5.1 Schweil}test

In der untersuchten Patientenkohorte lagen in 48,3 % der Fille (n = 14) Schweiltestvorbefund
und erneuter Schweilitestbefund jeweils im gleichen Bereich, also wiederholt unauffillig
(Schweiichloridmittelwert < 30 mmol/l), kontrollbediirftig (Schweillchloridmittelwert 30-59
mmol/l) oder hinweisend auf eine CF (Schweillchloridmittelwert > 60 mmol/l). Bei den iibrigen
51,3 % der Patienten (n = 15) zeigten sich in 6 Féllen jeweils ein normaler und ein
kontrollbediirftiger, in 5 Fillen jeweils ein kontrollbediirftiger und ein CF-typischer und in 4

Féllen jeweils nur ein auswertbarer Schweilltestbefund (siehe Kap. 4.5, Tab. 4.1).

5.2 Molekulargenetik

Zwei Patienten der Kohorte wiesen einen Genotyp mit der Mutation R1162L auf. In einem Fall
lag die Mutation heterozygot mit der Klasse-II-Mutation W1282X auf dem zweiten Allel (ID 7)
und in einem weiteren Fall heterozygot in Kombination mit der Klasse-II-Mutation F508del vor
(ID 8). Die Mutation R1162L wurde in der CFTR-Mutationsdatenbank CFTR2 zum
Untersuchungszeitpunkt als nicht CF-verursachend beschrieben, fiihrte jedoch bei den zwei
Patienten der Kohorte zu unterschiedlichen ICM-Befunden und daraus folgenden Diagnosen. Bei
dem Patienten mit dem Genotyp WI1282X/R1162L (ID 7) lag neben einem unauffilligen
Schweilichloridwert von 15 mmol/l und rezidivierenden Bronchopneumonien eine ICM mit
einem Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) deutlich tiber dem Cut-off-Wert von 35
nA/cm? (54,4 pnA/cm?), was zur Stellung der Diagnose Non-CF fiihrte. Der Patient mit dem
Genotyp F508del/R1162L (ID 8) wies bei einem Schweillichloridwert im Graubereich von 44
mmol/l und rezidivierenden Bronchopneumonien eine ICM mit einem Delta Isc
(Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) deutlich unter dem Cut-off-Wert von 35 pA/cm? (23,0
nA/cm?) auf, woraufthin ihm die Diagnose PS-CF zugewiesen wurde (siche Kap. 4.5, Tab. 4.1).
Diese Fallbeispiele gaben Anlass zu der Empfehlung, die Mutation R1162L in der
entsprechenden Mutationsdatenbank zukiinftig als eine Mutation mit unterschiedlichen
klinischen Folgen zu charakterisieren.

Ein weiterer bemerkenswerter Genotyp zeigte sich in Form der heterozygot vorliegenden CFTR-
Mutation 1625 1639del, welche zum Untersuchungszeitpunkt in keiner der CFTR-Mutations-
datenbanken CFTR1 und CFTR2 aufgefiihrt wurde. Der entsprechende Patient (ID 9), bei dem

iiberdies die nicht CF-verursachende CFTR-Sequenzvariante 1716G>A vorlag, wies neben
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einem intermedidren Schwei3chloridwert von 57 mmol/l und einer sinopulmonalen Klinik ein
Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) knapp unter dem Cut-off-Wert von 35 pA/cm?
(30,0 pA/cm?) auf und erhielt die Diagnose PS-CF (siche Kap. 4.5, Tab. 4.1). Die Mutation
wurde folglich in diesem Fall als CF-verursachend eingeordnet.

Bei Betrachtung der Diagnosen aller Patienten mit dem S5T-Polymorphismus zeigte sich
folgendes Bild: In der Patientengruppe mit der Variante ST(11TG) (n = 4) wurde in 2 Fillen die
Diagnose Non-CF (ID 3, 29), in einem Fall die Diagnose CFTR-Dysfunktion (ID 13) und in
einem Fall die Diagnose CFTR-RD (ID 10) gestellt. Der Gruppe der Fille mit der Variante
ST(12TG) (n = 3) wurde jeweils einmal die Diagnose Non-CF (ID 21), CFTR-RD (ID 26) und
PS-CF (ID 25) zugeordnet. Bei einer Patientin lag die Variante ST(13TG) (ID 24) vor. Sie erhielt
die Diagnose PS-CF (siehe Kap. 4.5, Tab. 4.1). Die Tendenz dieser Daten ist mit der empirischen
Beobachtung vereinbar, dass 12 oder 13 TG-Repeats im Gegensatz zu 11 TG-Repeats zu einer
hoéheren Penetranz einer milden CF oder einer CFTR-RD fiihren (siehe Kap. 1.4) (Groman et al.
2004, Nébhrlich et al. 2013).

5.3 Nasale Potentialdifferenz (NPD)

Bei Betrachtung der NPD-Daten fiel auf, dass Delta PD (OCl+Iso) als Abbild der gesamten
CFTR-Funktion sowie die mit Referenzwerten versehenen diagnostischen Parameter Sermet-
Score und Wilschanski-Index jeweils statistisch signifikant mit den Schweilltestergebnissen
korrelierten. Die hochste Korrelation zwischen Schweiftest und NPD bestand bei dem Parameter
Delta PD (OCl+Iso) (siehe Kap. 4.3, Abb. 4.10), gefolgt von Sermet-Score (siche Kap. 4.3, Abb.
4.11) und Wilschanski-Index (sieche Kap. 4.3, Abb. 4.12). Hierbei wiesen alle 3 genannten
Parameter eine etwas hohere Korrelation der Bestwerte mit dem Schwei3testergebnissen (fiir
Delta PD (OCl+Iso): r = 0,692 und p = 0,003; fiir den Sermet-Score: r = - 0,689 und p = 0,003;
fiir den Wilschanski-Index: r = 0,579 und p = 0,019) im Vergleich zur Korrelation der
Mittelwerte mit den Schweilltestergebnissen (fiir Delta PD (OCl+Iso): r = 0,648 und p = 0,007,
siche Kap. 4.3, Abb. 4.10; fiir den Sermet-Score: r = - 0,598 und p = 0,014, siche Kap. 4.3, Abb.
4.11; fiir den Wilschanski-Index: r = 0,541 und p = 0,030, siche Kap. 4.3, Abb. 4.12) auf. Die
hohere Korrelation der Bestwerte dieser NPD-Parameter mit dem Goldstandard Schweil3test
spiegelt die von Keenan et al. vertretene Auffassung wider, wonach die Heranziehung des
Mittelwertes anstatt des Bestwertes zur diagnostischen Beurteilung der NPD die Gefahr einer
Unterschitzung der individuellen CFTR-Funktion in sich birgt (Keenan et al. 2015). Zieht man

jedoch in der vorliegenden Patientenkohorte zur diagnostischen Interpretation vergleichend
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jeweils die Best- und Mittelwerte heran, so ergibt sich fiir 100 % der untersuchten Patienten
jeweils keine Diskrepanz beziiglich der abschlieBend zugewiesenen Diagnose. In der
vorliegenden Arbeit wurden deshalb gemédll dem Standardprotokoll ECFS NPD SOP 2012
ausschlieBlich die Mittelwerte aller NPD-Parameter zur diagnostischen Beurteilung
herangezogen und zeigten sich diesbeziiglich als aussagekriftig und gut geeignet. Die hohe
Korrelation der diagnostisch relevanten Parameter von NPD und Schweiftest im Allgemeinen
erscheint nachvollziehbar in Erwdgung der Tatsache, dass beide Methoden diagnostische
Graubereiche aufweisen (Néhrlich et al. 2013).

Die NPD erwies sich als robuste diagnostische Methode zum Ausschluss oder zur Bestitigung
einer fraglichen CF. Unter den Patienten, bei denen eine auswertbare NPD erfolgte (n = 16),
erhielten 8 die Diagnose Non-CF und jeweils 4 die Diagnose CFTR-RD oder PS-CF (siche
Kap.4.5, Abb. 4.34, 4.35 und Tab. 4.1).

100 % der Patienten, welche einer NPD unterzogen wurden und denen die Diagnose Non-CF
gestellt wurde (n = 8), wiesen einen Sermet-Score iiber dem Cut-off-Wert von 0,27 auf, was als
hinweisend auf eine Non-CF gilt. Der mittlere Sermet-Score in dieser Gruppe betrug 2,09. Auch
alle Patienten mit der Diagnose CFTR-RD, bei denen ein NPD durchgefiihrt wurde (n = 4),
wiesen einen Sermet-Score {iber dem Cut-off-Wert von 0,27 auf. Der Sermet-Score lag in dieser
Gruppe im Mittel bei 2,85 und somit tiber dem Mittelwert der Gruppe der Patienten mit einer
Non-CF. 75 % der Félle mit einer PS-CF, bei denen eine NPD erfolgte (n = 3), zeigten einen auf
eine CF hinweisenden Sermet-Score unter dem Cut-off-Wert von 0,27. Ein Patient mit der
Diagnose PS-CF (ID 25) wies mit einem Wert von 2,40 einen Score im CF-untypischen Bereich
auf. Es lag ein Genotyp mit einem Polymorphismus und einer milden Mutation mit jeweils
unterschiedlichen klinischen Folgen vor (ST(12TG)/N13031), die in diesem Fall mit einer hohen
CFTR-Restfunktion einhergingen (CFTR1 2014 und CFTR2 2014). Der mittlere Sermet-Score
der Gruppe der Patienten mit einer PS-CF lag mit - 0,30 im CF-typischen Bereich (siche Kap.4.4,
Abb. 4.34 und Tab. 4.1).

Beziiglich des Wilschanski-Index zeigten sich ebenfalls bei 100 % der Patienten mit einer Non-
CF (n = 8) unauffillige Werte unter dem Cut-off-Wert von 0,5. Der Mittelwert des Wilschanski-
Index in der Gruppe der Patienten mit einer Non-CF lag bei 0,18 und somit im unauffalligen
Bereich. Bei allen Patienten mit einer CFTR-RD (n = 4) lag der Wilschanski-Index ebenfalls
unter dem Cut-off-Wert von 0,5. Der Mittelwert betrug in dieser Gruppe 0,15 und war somit
niedriger als der Mittelwert in der Gruppe der Patienten mit einer Non-CF. Unter den Féillen mit
einer PS-CF (n = 4) war der Wilschanski-Index in 75 % (n = 3) > 0,5 und somit hinweisend auf

eine CF. In einem Fall (ID 25) lag, vergleichbar dem entsprechend unauffélligen Sermet-Score
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von 2,40, ein CF-untypischer Wilschanski-Index von < 0,5 bei der Diagnose PS-CF vor, was bei
einem Genotyp mit dem Polymorphismus 5ST(12TG) und der milden Mutation N13031I auf eine
ausgepragte CFTR-Residualfunktion schlieBen ldsst (CFTR1 2014 und CFTR2 2014). Der
mittlere Wilschanski-Index in der Gruppe der Patienten mit einer PS-CF betrug 0,69 und lag
somit im CF-typischen Bereich (siche Kap. 4.5, Abb. 4.35 und Tab. 4.1).

In Anlehnung an die in Kapitel 2 angefiihrte Fragestellung, inwiefern sich mittels NPD die
Diagnose CFTR-RD von den Diagnosen Non-CF und CF abgrenzen lasst, zeigte sich folgendes
Bild: Die NPD-Daten der Patienten mit einer CFTR-RD (n = 4) waren verhéltnismifBig
heterogen und somit nicht eindeutig von den Daten der Patienten mit anderen Diagnosen
abgrenzbar. Die Werte des Sermet-Scores bewegten sich im Bereich zwischen 1,18 und 6,26
(sieche Kap. 4.5, Abb. 4.34 und Tab. 4.1) und der Wilschanski-Index rangierte zwischen 0,00 und
0,23 (siche Kap. 4.5, Abb. 4.35 und Tab. 4.1). Entgegen der Erwartung, die gemessene CFTR-
Funktion sei bei einer CFTR-RD niedriger als bei einer Non-CF und héher als bei einer CF
(Wilschanski et al. 2001), war die CFTR-Funktion der Patienten mit einer CFTR-RD im Mittel
zwar hoher als die der Patienten mit einer CF, aber auch hoher als die der Patienten mit einer
Non-CF. Allerdings unterstiitzt die Heterogenitidt der NPD-Daten aus der Gruppe der Patienten
mit einer CFTR-RD die in der Fachliteratur beschriebene Beobachtung, dass sich der Mittelwert
der CFTR-Funktion bei CFTR-RD in einem breiten Bereich von 15-50 % bewegt (Derichs 2013,
Mishra et al. 2005, Rowe et al. 2007) und es bei CF mit CFTR-Restfunktion, CFTR-RD und
Non-CF zu iiberlappenden NPD-Antworten kommen kann (Nahrlich et al. 2013). Eine mogliche
Erklarung dieser Antwortiiberlagerungen liefern am respiratorischen Epithel befindliche,
alternative kalziumabhingige Chloridkanile (CaCC), welche die CFTR-bedingte Einschrinkung
der Chloridpermeabilitét teilweise kompensieren konnen, sieche auch Kapitel 1.4 (De Boeck et al.
2011, Hebestreit und Hebestreit 2013, Mall und Boucher 2006).

Die in die multizentrische Validierung der NPD-Referenzwerte eingehenden Cut-off-Werte von
0,27 fiir den Sermet-Score und 0,5 fiir den Wilschanski-Index erwiesen sich als diagnostisch
aussagekriftig und trugen somit wesentlich zur Einschitzung der CFTR-Funktion und
Diagnosefindung bei fraglicher CF oder CFTR-RD bei (ECFS NPD SOP 2012, Pinders-Kessler
et al. 2013). Die in einem Fall (ID 25) aufgetretene Abweichung zwischen diagnostischer
Beurteilung mittels NPD und abschlieBend zugeordneter Diagnose kann auch durch

organspezifische Unterschiede der CFTR-Funktion erklirt werden (Derichs et al. 2010).
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5.4 Intestinale Kurzschlussstrommessung (ICM)

Im Vergleich zur Korrelation zwischen Schweilitest und NPD lag zwischen Schweilitest und
ICM ein geringerer statistischer Zusammenhang vor (siche Kap. 4.4, Abb. 4.32). Dies erscheint
folgerichtig in Anbetracht der Tatsache, dass die ICM unter Anwendung des Standardprotokolls
ECFS ICM SOP im Gegensatz zu Schweifitest und NPD bisher keinen diagnostischen
Kontrollbereich beziehungsweise keine iiberschneidenden Antworten, sondern einen klaren
diagnostischen Cut-off-Wert aufweist (Derichs et al. 2010).

Bemerkenswert war die hohe statistische Signifikanz der Korrelation zwischen den ICM-
Parametern Delta Isc Carbachol pre Washout und Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol
+Histamin) (siche Kap. 4.4, Abb. 4.33). Diese hochsignifikante Korrelation bestétigt Delta Isc
Carbachol pre Washout als geeigneten pradiktiver ICM-Parameter zur Einschitzung der CFTR-
Funktion, insbesondere bei Patienten mit CFTR-Restfunktion (De Boeck et al. 2011, Derichs et
al. 2010).

Die ICM bewies ihre hohe Aussagekraft als diagnostischer Biomarker bei fraglicher CF und zur
Beurteilung der CFTR-Funktion bei fraglicher CFTR-RD. Unter den Patienten, bei denen eine
auswertbare ICM vorlag (n = 27), wurden in 13 Féllen die Diagnose Non-CF, in einem Fall die
Diagnose CFTR-Dysfunktion, in 5 Fillen die Diagnose CFTR-RD, in 7 Fillen die Diagnose PS-
CF und in einem Fall die Diagnose PI-CF gestellt. Die Zuweisung der Diagnose CFTR-
Dysfunktion (ID 13) erfolgte, da die ICM eine deutliche Einschrinkung der CFTR-Funktion
aufzeigte, welche mit dem pulmonalen klinischen Bild, einem Schweifitest im Graubereich und
dem Nachweis eines Polymorphismus mit unterschiedlichen klinischen Folgen (5T(11TG))
vereinbar war (CFTR1 2014 und CFTR2 2014). Jedoch wurden die fiir eine CF oder eine CFTR-
RD erforderlichen Diagnosekriterien nicht erfiillt (siche Kap. 4.5, Abb. 4.36 und Tab. 4.1).

In 76,9 % der Fille, bei denen eine ICM durchgefiihrt und denen die Diagnose Non-CF
zugewiesen wurde (n = 10), zeigten sich fiir Delta Isc Carbachol pre Washout erwartungsgemal
Werte iiber dem Cut-off-Wert von 10 pA/cm?. 23,1 % der Patienten mit der Diagnose Non-CF (n
= 3) wiesen ein Delta Isc Carbachol pre Washout < 10 pA/cm? auf. Der Mittelwert fiir Delta Isc
Carbachol pre Washout lag in der Diagnosegruppe Non-CF (n = 13) mit 16,0 pA/cm?
erwartungsgemél tiber dem Cut-off-Wert von 10 pA/cm?.

75 % der Patienten mit der Diagnose CF (n = 6) zeigten fiir Delta Isc Carbachol pre Washout
auffdllige Werte unter dem Cut-off-Wert von 10 pA/cm?. In 25 % der Fille mit einer CF (n = 2)
lagen fiir Delta Isc Carbachol pre Washout Werte > 10 pA/cm? vor. Der Mittelwert fiir Delta Isc
Carbachol pre Washout betrug in der Diagnosegruppe CF (n = 8) 4,1 pA/cm? und befand sich
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somit erwartungsgemaf unterhalb des Cut-off-Werts von 10 pA/cm?.
60 % der Félle mit einer CFTR-RD (n = 3) zeigten fiir Delta Isc Carbachol pre Washout
Werte > 10 pA/cm?, 40 % der Patienten (n = 2) Werte < 10 pA/cm?. Der Mittelwert von Delta
Isc Carbachol pre Washout in dieser Diagnosegruppe (n = 5) lag bei 15,9 pA/cm? und somit iiber
dem Cut-off-Wert von 10 pA/cm? und erwartungsgeméf im Intermediérbereich im Vergleich mit
den Mittelwerten der Diagnosegruppen Non-CF (16,0 pA/cm?) und CF (4,1 pA/cm?) (siehe Kap.
4.5, Abb. 4.36 und Tab. 4.1).
76,9 % der Fille, bei denen eine ICM erfolgte und die die Diagnose Non-CF erhielten (n = 10),
wiesen ein unauffilliges Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) {iber dem Cut-off-
Wert von 35 pA/cm? auf. In 23,1 % der Félle mit der Diagnose Non-CF (n = 3) lagen fiir Delta
Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) Werte < 35 pA/cm? vor. Die Patienten dieser
Gruppe erhielten trotz auffilliger ICM die Diagnose Non-CF, da unter Beriicksichtigung von
klinischem Bild und stattgehabter Diagnostik die Diagnosekriterien fiir eine CF oder CFTR-RD
nicht erfiillt wurden. Der Mittelwert fiir Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin)
betrug in der Diagnosegruppe Non-CF (n = 13) 51,8 pA/cm? und lag somit erwartungsgenil
iiber dem Cut-off Wert von 35 pA/cm? (siehe Kap. 4.5, Abb. 4.36 und Tab. 4.1).
87,5 % der Patienten (n = 7) mit einer CF wiesen fiir Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carba-
chol+Histamin) Werte < 35 pA/cm? auf, was als hinweisend auf eine CF gilt. In einem Fall (ID
26) war der Wert fiir Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) trotz der Diagnose CF > 35
nA/cm?. Dieser Umstand ist durch einen milden Genotyp mit dem Polymorphismus 5T(12TG)
und der milden Mutation N13031 erklarbar, welcher in diesem Fall eine hohe CFTR-
Restfunktion ermoglicht (CFTR1 2014 und CFTR2 2014). Diesbeziiglich ist bekannt, dass, unter
der Annahme eciner CFTR-Funktion von 100 % bei einer Non-CF, bereits ab einer CFTR-
Restfunktion von etwa 20 % bei einer CF oder CFTR-RD ein normaler transepithelialer
Chloridtransport moglich und somit auch mittels ICM nicht immer von einer Normalfunktion
des CFTR-Kanals abgrenzbar ist (De Boeck et al. 2011). Der Mittelwert fiir Delta Isc
(Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) lag in der Diagnosegruppe CF bei 20,61 pA/cm? und
somit im CF-typischen Bereich <35 pA/cm? (siche Kap. 4.5, Abb. 4.36 und Tab. 4.1)
60 % der Félle mit einer CFTR-RD (n = 3) zeigten fiir Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carba-
chol+Histamin) Werte > 35 pA/cm?, 40 % der Patienten (n = 2) Werte < 35 pA/cm? Der
Mittelwert von Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) in dieser Diagnosegruppe (n =
5) lag bei 43,12 pA/cm? und somit iiber dem Cut-off-Wert von 35 pA/cm? und erwartungsgemal
im Intermedidrbereich im Vergleich mit den Mittelwerten der Diagnosegruppen Non-CF (51,8
nA/cm?) und CF (20,61 pA/cm?) (siehe Kap. 4.5, Abb. 4.36 und Tab. 4.1).
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Somit lieferte auch die ICM zwar ebenfalls heterogene Messdaten in der Gruppe der Patienten
mit einer CFTR-RD, allerdings war die diagnostische Abgrenzung von CFTR-RD zu Non-CF
und CF, wenn auch erschwert, so doch besser mdglich als mittels der entsprechenden NPD-
Daten. Ein Erkldrungsansatz hierfiir ist die Tatsache, dass mit Ausnahme einer kleinen Gruppe
von CF-Patienten mit dem homozygoten Genotyp F508del bisher kein Nachweis alternativer
kalziumabhdngiger Chloridkandle (CaCC) im Rektum bei Gesunden oder CF-Patienten erbracht
werden konnte. Dieser Umstand kann die hohe diagnostische Diskriminationsfahigkeit der ICM
miterklaren, da die Messung des Chloridstroms bei einer ICM somit ein spezifischeres Abbild
der CFTR-Funktion als bei einer NPD-Messung darstellt (De Boeck et al. 2011).

Delta Isc Carbachol pre Washout und Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin)
bestétigten sich als robuste pradiktiv-diagnostische beziehungsweise diagnostische ICM-
Parameter und trugen in aller Regel mal3geblich zur Diagnosefindung bei. In Einzelfillen (ID 6,
17, 20, 21; n = 4) unterschieden sich die diagnostische Interpretation der ICM und die
abschlieBend gestellte Diagnose. FEinen Erkldrungsansatz fiir diesen Umstand liefern
organspezifische Unterschiede der CFTR-Funktion (Derichs et al. 2010), was die Wichtigkeit der
Erhebung aller CFTR-Biomarker zur diagnostischen Interpretation unterstreicht.

Eine zusitzliche Bedeutung fiir die hohe CFTR-Spezifitit der ICM hat das neu erarbeitete,
multizentrisch validierte Standardprotokoll (Derichs et al. 2010, ECFS ICM SOP 2011). In der
jingsten Entwicklung der ICM sind zwei verschiedene Messverfahren unter Beriicksichtigung
des sogenannten Freiburg-Protokolls einerseits (Mall et al. 2004) und des sogenannten
Rotterdam-Protokolls andererseits (De Jonge et al. 2004) angewendet worden. Das iiberarbeitete
Rotterdam-Protokoll (Derichs et al. 2010) diente hierbei als Grundlage fiir das international
standardisierte Protokoll (ECFS ICM SOP 2011) und die multizentrisch validierten
Referenzwerte (Pinders-Kessler et al. 2013).

Nach dem Freiburg-Protokoll kommen eine Forcepszange zur Biopsieentnahme sowie
perfundierte Ussingkammern ohne Begasung zum Einsatz. Die Messung erfolgt bei offenem
Stromkreislauf (,,open circuit™) unter Aufzeichnung der transepithelialen Spannung (Vi) und des
transepithelialen Widerstands (Ri). Ein weiterer wesentlicher Unterschied zum Rotterdam-
Protokoll ist die Reihenfolge der Substanzengabe: 1. Carbachol unter Anwesenheit von Amilorid;
2. Forskolin/IBMX unter Anwesenheit von Amilorid und Indomethacin; 3. Carbachol unter
Anwesenheit von Amilorid, Indomethacin und Forskolin/IBMX. Die Stimulation des CFTR-
Kanals erfolgt also auf cholinergem (Carbachol) sowie B-adrenergem cAMP-vermitteltem
(Forskolin/IBMX) Weg, wobei im ersten Schritt der cAMP-vermittelten CFTR-Aktivierung
durch Forskolin/IBMX eine cholinerge CFTR-Stimulation durch Carbachol vorausgeht. Des
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Weiteren wird auf die Gabe von DIDS verzichtet (Mall et al. 2004). Ein durch den offenen
Stromkreislauf bedingter Nachteil des Messverfahrens ist der parazelluldre lonenfluss, welcher
zu unerwiinschten Anderungen der transepithelialen Spannung (V) fithren kann (De Boeck et al.
2011).

Diesen Storfaktor vermeidet das Rotterdam-Protokoll durch einen Kurzschlussstromkreislauf (Is)
mittels Spannungsklemme (,,voltage clamp*), welche die transepitheliale Spannung wihrend der

Messung konstant auf 0 Millivolt hdlt und somit den parazelluldren Ionenfluss unterbindet.
Folglich ist die Aufzeichnung des Kurzschlussstroms (Iy) geringeren Spontanschwankungen

unterworfen. Weitere Unterschiede im Vergleich zum Freiburg-Protokoll stellen die
Biopsieentnahme mittels Vakuumsaugtechnik und die Verwendung rezirkulierender
Ussingkammern unter konstanter Begasung mit 95 % O; und 5% CO, dar. Die folgende
Substanzengabe gemdl3 dem urspriinglichen Rotterdam-Protokoll erfolgt unter stindiger
Anwesenheit von Indomethacin zur Inhibition endogener cAMP-Produktion und damit
verbundener Spontanaktivitit des CFTR-Kanals: 1. Amilorid; 2. Carbachol; 3. DIDS; 4.
Histamin; 5. Forskolin/cAMP. Der cAMP-vermittelten B-adrenergen CFTR-Aktivierung durch
Forskolin/cAMP geht also auch in diesem Protokoll eine cholinerge CFTR-Stimulation durch
Carbachol und Histamin voraus. Allerdings erfolgt eine zusitzliche Gabe von DIDS und
Histamin (De Jonge et al. 2004).

In der iiberarbeiteten Version des Rotterdam-Protokolls wurde die Reihenfolge der
Substanzengabe, welche ebenfalls unter stindiger Anwesenheit von Indomethacin durchgefiihrt
wird, folgendermallen verdndert: 1. Amilorid; 2. Forskolin/IBMX; 3. Genistein; 4. Carbachol; 5.
DIDS; 6. Histamin (sieche Kap. 3.5.2, S. 51). Es erfolgt also im Unterschied zur urspriinglichen
Version des Protokolls die zusitzliche Gabe des CFTR-Potentiators Genistein. Uberdies wird der
CFTR-Kanal zunichst B-adrenerg (Forskolin/IBMX) und im weiteren Verlauf der Messung
cholinerg (Carbachol und Histamin) stimuliert (Derichs et al. 2010, ECFS ICM SOP 2011). Die
der Gabe von Carbachol und Histamin vorausgehende Zusetzung von Forskolin/IBMX tragt
hierbei der Erkenntnis Rechnung, dass eine maximale cholinerge CFTR-Aktivitit (Carbachol
und Histamin) cAMP-vermittelter Kostimulation (Forskolin/IBMX) bedarf (Mall et al. 1998).
Um einen moglichen Informationsverlust beziiglich der ausschlieBlich cholinerg vermittelten
CFTR-Aktivitdit zu vermeiden, wurde im iiberarbeiteten Rotterdam-Protokoll die Gabe von
Carbachol pre Washout vor Beginn der eigentlichen Messung eingefiihrt. Die Applikation von
Carbachol pre Washout in den Kammerabschnitt mit der serosalen Biopsieoberfliche erfiillt

hierbei mehrere Funktionen. Zum einen bestétigt ein vorhandenes Delta Isc Carbachol pre
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Washout eine normale Reaktivitit des Biopsiegewebes und gibt gleichzeitig Aufschluss iiber die
korrekte Positionierung der Biopsie im Slider: Wurde, wie erforderlich, die serosale Seite der
Biopsie stimuliert, so zeigt sich bei einer Non-CF normalerweise ein positives Delta Isc
Carbachol pre Washout. Eine Stimulation der mukosalen Biopsieoberfliche hingegen wiirde bei
einer Non-CF in aller Regel zu einem negativen Delta Isc Carbachol pre Washout fiihren.
Dariiber hinaus liefert Delta Isc Carbachol pre Washout Information iiber die ausschlielich
cholinerg vermittelte CFTR-Aktivitdt. Der hierbei zugrunde liegende elektrophysiologische
Mechanismus ist die Offnung basolateraler Kaliumkanile mittels Carbachol. Die dadurch nach
extrazelluldr gelangten positiv geladenen Kaliumionen bewirken eine Erhohung des
elektrochemischen Gradienten an der apikalen Membran und eine daraus folgende Offnung des
apikal lokalisierten CFTR-Kanals. Uberdies verweist die hohe Korrelation von Delta Isc
Carbachol pre Washout mit Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) (siche Kap. 4.4,
Abb. 4.33) auf eine gute Eignung von Delta Isc Carbachol pre Washout als pridiktiver
diagnostischer ICM-Parameter, insbesondere zur Einschitzung der CFTR-Restfunktion (De
Boeck et al. 2011, Derichs et al. 2010, ECFS ICM SOP 2011).

Der sich an die Gabe von Carbachol pre Washout anschlieBende 3-malige Pufferaustausch
(Washout) sowie einer verlingerte Equilibrierungzeit vor der Washoutphase erhdhen die
Forskolin-Antworten um das bis zu 5-Fache und die Carbachol-Antworten um das bis zu 1,5-
Fache im Vergleich zum urspriinglichen Rotterdam-Protokoll und tragen somit wesentlich zu
einer hoheren CFTR-Spezifitidt der ICM bei (De Boeck et al. 2011, Derichs et al. 2010, ECFS
ICM SOP 2011).

In der Studie von Derichs et al. 2010 wurden Rektummukosabiopsien von Patienten mit den
bekannten Diagnosen Non-CF, PS-CF und PI-CF einer gemall dem {iberarbeiteten Rotterdam-
Protokoll durchgefiihrten ICM unterzogen. Hierbei konnte fiir den ICM-Marker Delta Isc
(cAMP/Forskolin+Carbachol+Histamin) als einem Abbild der kumulativen Chloridantworten
erstmals ein klarer Cut-off-Wert von 34 uA/cm2 mit einer Sensititvitdt und Spezifitit von jeweils
100 % ermittelt werden, der eine eindeutige diagnostische Diskrimination zwischen einer PS-CF
und einer Non-CF ermdglichte (Derichs et al. 2010). Die derzeitig stattfindende multizentrischen
Validierung  der  diagnostischen ICM-Referenzwerte ~ weist  fiir  Delta  Isc
(Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) auf einen nahezu unverénderten Cut-off-Wert von 35
wA/cm? hin (siehe Kap. 3.6) auf und bestitigt somit die hohe CFTR-Spezifitit und die hohe
diagnostische Diskriminationsfdhigkeit einer nach multizentrisch standardisierten Richtlinien

durchgefiihrten ICM (ECFS ICM SOP 2011, Pinders-Kessler et al. 2013).
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6 Zusammenfassung

Die angeborene autosomal-rezessive Stoffwechselerkrankung zystische Fibrose (CF) fiihrt
aufgrund eines genetisch bedingten Defekts des CFTR-Chloridkanals zur Produktion eines
hochviskdsen Mukus in allen sekretorischen Driisen mit chronisch obstruktiver
Lungenerkrankung und exokriner Pankreasinsuffizienz als vordergriindigen Krankheitsbildern
(Dockter und Lindemann 2004, Muntau 2011). AuBerdem sind klinisch mild verlaufende,
sogenannte CFTR-assoziierte Erkrankungen (CFTR-RD) bekannt, welche die Diagnosekriterien
fir eine CF nicht erfiillen (Bombieri et al. 2011, Néhrlich et al. 2013). Mdogliche
Intermedidrwerte des Schweilltests als diagnostischer Goldstandard und/oder ein ausbleibender
Mutationsnachweis erlauben keine Diagnosesicherung einer CF. In diesen Fillen einer fraglichen
CF oder CFTR-RD kommen die NPD als Messung der elektrischen Potentialdifferenz am
respiratorischen Epithel der Nasenschleimhaut in vivo und die ICM als Messung des
Kurzschlussstroms an Rektummukosabiopsien ex vivo zur CFTR-Funktionsanalyse mittels Gabe
CFTR-stimulierender und anderer Substanzen zum Einsatz (Ndhrlich et al. 2013).

Von Oktober 2011 bis Dezember 2013 wurden 29 konsekutive ambulante Patienten im Alter von
1 bis 63 Jahren mit fraglicher CF oder CFTR-RD bei vorwiegend sinopulmonaler Klinik,
intermedidren SchweiBtestergebnissen und milden Genotypen einer weiterfithrenden
diagnostischen Stratifizierung in Form eines erneuten Schweifltests, einer geméall multizentrisch
standardisiertem Protokoll durchgefiihrten NPD (ECFS NPD SOP 2012) und/oder ICM (ECFS
ICM SOP 2011) sowie gegebenenfalls einer Komplettierung der molekulargenetischen CFTR-
Mutationsanalyse unterzogen, mit der Zielsetzung, alle Patienten einer eindeutigen Diagnose
zuzufithren und der Fragestellung, inwiefern NPD und ICM eine Abgrenzung der Diagnose
CFTR-RD von den Diagnosen CF und Non-CF moglich machten. Zur diagnostischen
Beurteilung wurden hierfiir die gemi3 genannter Protokolle in einer unizentrischen Studie an
Probanden mit bereits bekannten Diagnosen (Non-CF, PS-CF und PI-CF) ermittelten
Referenzwerte verwendet, welche Eingang in eine derzeit stattfindene multizentrische
Validierung finden. Fiir die NPD-Parameter Sermet-Score mit einem Cut-off-Wert von 0,27
sowie Wilschanski-Index mit einem Cut-off-Wert von 0,5 wurden die Mittelwerte der
Messungen beider Nasenlocher und fiir die ICM-Parameter Delta Isc Carbachol pre Washout mit
einem Cut-off-Wert von 10 nA/cm? sowie Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) mit
einem Cut-off-Wert von 35 pA/cm’ die Mittelwerte der Messungen aller 4-8 Biopsien
herangezogen (Derichs et al. 2010, Pinders-Kessler et al. 2013).

In der untersuchten Patientenkohorte lagen in knapp der Hilfte der Félle (n = 14) die
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Schweiftestergebnisse im gleichen diagnostischen Bereich wie die Schweiitestvorbefunde.

Die mittels ICM diskriminierten Diagnosen PS-CF und Non-CF zweier Patienten mit den
Genotypen F508del/R1162L und W1282X/R1162L gaben Anlass zu der Empfehlung, die
CFTR-Mutation R1162L zukiinftig nicht mehr als nicht CF-verursachend sondern als CFTR-
Mutation mit unterschiedlichen klinischen Folgen zu charakterisieren. Ein Patient mit der zum
Untersuchungszeitpunkt in keiner CFTR-Mutationsdatenbank aufgefiihrten CFTR-Mutation
1625 1639del erhielt die Diagnose PS-CF. Uberdies bestitigte sich die erhdhte Penetranz des
5T-Polymorphismus in Form der 12TG- und 13TG-Varianten im Vergleich zu dessen 11TG-
Variante (CFTR1 2014, CFTR2 2014, Groman et al. 2004, Nahrlich et al. 2013).

Die NPD-Parameter Delta PD (OCl+Iso), Sermet-Score und Wilschanski-Index korrelierten
statistisch signifikant mit dem Schweil3test.

Die ICM-Parameter Delta Isc (Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) und Delta Isc Carbachol
pre Washout korrelierten statistisch hochsignifikant untereinander, was die Eignung von Delta
Isc Carbachol pre Washout als pradiktivem diagnostischem Parameter, insbesondere zur
Einschitzung der CFTR-Restfunktion, hervorhebt (De Boeck et al. 2011, Derichs et al. 2010).
Die hohe Korrelation zwischen Schweilitest und NPD kann durch das Vorhandensein eines
diagnostischen Graubereichs bei beiden Methoden erklart werden, wohingegen die geringere
Korrelation zwischen Schweilitest und ICM auf deren hohere diagnostische
Diskriminationsfahigkeit verweist (Derichs et al. 2010, Néhrlich et al. 2013).

Eine diagnostische Abgrenzung zwischen CFTR-RD und CF beziehungsweise Non-CF war
mittels NPD und ICM nicht in allen Fillen eindeutig moglich. Dabei spiegelten die heterogenen
Daten bei CFTR-RD die allgemeine Datenlage wider, wonach die mittlere CFTR-Funktion bei
CFTR-RD in einem breiten Bereich von 15-50% rangiert (Derichs 2013, Mishra et al. 2005,
Rowe et al. 2007), deren individuelle Auspriagung allerdings insbesondere mittels ICM auch im
untersuchten Patientenkollektiv priazise ermittelt werden konnte.

NPD und ICM trugen in aller Regel entscheidend zur Diagnosefindung bei, wobei die ICM ihre
hohere CFTR-Spezifitit untermauerte. In Einzelfillen (n = 4) stimmte die diagnostische
Interpretation von NPD und/oder ICM nicht mit der abschlieBend zugewiesenen Diagnose
iiberein. Als eine Begriindung hierfiir kdnnen intraindividuelle organspezifische Unterschiede
beziiglich der CFTR-Funktion beziehungsweise CFTR-Dysfunktion angefiihrt werden (Derichs
et al. 2010), was die Wichtigkeit der Erhebung aller CFTR-Biomarker zur diagnostischen
Interpretation unterstreicht. Nach der Gesamtschau aller stattgehabten Diagnostik wurden in 14
Féllen eine Non-CF, in einem Fall eine CFTR-Dysfunktion, in 6 Féllen eine CFTR-RD, in 7

Fillen eine PS-CF und in einem Fall eine PI-CF diagnostiziert.
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