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Zusammenfassung (deutsch)

Zusammenfassung (deutsch)

Hintergrund: Die primare zilidare Dyskinesie (PCD) ist eine seltene angeborene
Erkrankung, die mit einer gestorten Motilitat der Zilien im Korper einhergeht. Klinisch
manifestiert sie sich, aufgrund der gestorten mukoziliaren Clearance, vor allem durch
Erkrankungen der Atemwege. Eine andere Erkrankung, der eine Storung der
mukozilidren Clearance zugrunde liegt ist die Mukoviszidose (CF). Verschiedene Studien
konnten zeigen, dass die Lungenerkrankung bei Kindern mit Mukoviszidose (CF) bereits
im Sauglingsalter existiert. Diese konnte bei Vorschulkindern mit CF durch den Lung
Clearance Index (LCI), der durch Multiple-Breath Washout (MBW) bestimmt wird, sensitiv
detektiert werden. Im Gegensatz dazu gibt es nur wenige Daten zu Beginn und
Auspragung der Lungenerkrankung bei Vorschulkindern mit primarer ziliarer Dyskinesie
(PCD). Auch zur Eignung des LCI als sensitivem, quantitativem und nicht-invasivem

Messwert liegen fur die PCD bei Vorschulkindern kaum Daten vor.

Zielsetzung: Das Ziel dieser Studie war es, die Durchfuhrbarkeit von MBW, sowie die
Sensitivitat von MBW zur Detektion von pulmonalen Ventilationsinhomogenitaten bei
Vorschulkindern mit PCD zu untersuchen.

Methoden: Diese Studie war eine prospektive, multizentrische Querschnittsstudie. Per
MBW mit Stickstoffauswaschung wurde bei Vorschulkindern mit PCD, Vorschulkindern
mit CF und gesunden Kontrollen im gleichen Alter der LCI bestimmt und zwischen den
Gruppen verglichen.

Ergebnisse: MBW wurde erfolgreich von 27 Vorschulkindern mit PCD, 34
Vorschulkindern mit CF und 30 gesunden Kontrollen durchgefuhrt (Altersdurchschnitt 4,8
Jahre, Spannweite 2,2-6,9 Jahre). Die Durchfihrbarkeit von MBW unterschied sich mit
93,1% in der PCD-Gruppe nicht von der in der CF-Gruppe (91,9%) und den gesunden
Kontrollen (85,7%; P=0,55). Der LCI der Vorschulkinder mit PCD (Median, 9,1) war im
Vergleich zu dem der gesunden Kontrollen (Median, 7,0) erhoht (P<0,0001). Er
unterschied sich nicht vom LCI der Vorschulkinder mit CF (Median, 8,6; P=0,71).

Schlussfolgerungen: Diese Studie konnte zeigen, dass die Lungenerkrankung bereits
bei Vorschulkindern mit PCD nachweisbar war und ahnlich zur fruihen Lungenerkrankung
bei CF ausgepragt sein konnte. Aufgrund dessen sollten frih ein systematisches
Monitoring und die Therapie bei Patienten mit PCD erfolgen. LCI konnte fur Kinder mit



Zusammenfassung (deutsch)

PCD ein geeigneter diagnostischer Marker und ein potenzieller Endpunkt in klinischen

Interventionsstudien sein.
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Abstract (English)

Abstract (English)

Background: Primary ciliary dyskinesia (PCD) is a rare congenital disorder associated
with impaired motility of the cilia in the body. It manifests itself primarily through
respiratory diseases due to impaired mucociliary clearance. Cystic fibrosis (CF) is another
disease characterised by impaired mucociliary clearance. Previous studies demonstrated
that lung disease in cystic fibrosis (CF) exists already in young infants. The lung clearance
index (LCI) derived from multiple-breath washout (MBW) sensitively detects this early
lung disease in preschool children with CF. In preschool children with primary ciliary
dyskinesia (PCD), only limited data on the onset and severity of lung disease exist. Also
LCI has not been investigated as a non-invasive quantitative endpoint to studies in this

patients.

Objective: The objective of this study was to determine the feasibility and sensitivity of
MBW to detect ventilation inhomogeneity in preschool children with PCD and to compare
the LCI of preschool children with PCD to the LCI of age-matched healthy controls and
children with CF.

Methods: In this prospective cross-sectional multicenter study, LCl was determined in
clinically stable preschoolers with PCD, preschoolers with CF, and healthy control (HC)
participants using nitrogen MBW. LCI was compared between the three groups.

Results: Twenty-seven children with PCD, 34 children with CF, and 30 HC participants
(mean age, 4.8 years; range, 2.2-6.9 years) performed MBW successfully. The feasibility
in preschoolers with PCD was 93.1% and did not differ from that in preschoolers with CF
(91.9%) and in HC participants (85.7%; P=0.55). LCl was increased in preschool children
with PCD (median, 9.1) compared to healthy controls (median, 6.9; P<0.0001), but did
not differ from children with CF (median, 8.6; P=0.71).

Conclusion: This study demonstrated an early onset of lung disease in preschool
children with PCD. It suggested that the severity of lung disease in PCD in the preschool
years may be similar to early lung disease in CF. These data support the need for
diagnostic monitoring and therapy early in life and support the LCI as a non-invasive
diagnostic tool and as a potential endpoint in clinical trials testing early intervention
strategies in children with PCD.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zilien im menschlichen Korper

Zilien sind Ausstulpungen der Zellmembran, die ungefahr 6,5 bis 7 Mikrometer lang sind
und einen Durchmesser zwischen 100 und 250 Nanometern haben (1). Einige Zilien sind
beweglich und werden als motile Zilien bezeichnet. Im respiratorischen Epithel sind sie
auf den apikalen Zelloberflachen zu finden. Ungefahr 200 motile Zilien tragt eine
Epithelzelle des Respirationstraktes in Trachea, Bronchien und Bronchiolen (1). Auch in
der Nase sowie den Nasennebenhohlen und dem Mittelohr befinden sich auf den
Epitheloberflachen bewegliche Zilien, ebenso auf den Ependymzellen der Hirnventrikel,

auf den Epithelien der Eileiter und auf Spermien (2).

Motile Zilien enthalten ein Zytoskelett aus Bundeln von Mikrotubuli, ein sogenanntes
Axonem, welches die Bewegungen der Zilien ermoglicht. Es besteht aus ,9x2+2"
Mikrotubuli: Neun kreisformig angeordnete Mikrotubuli-Dublettes mit einem zentral
gelegenen Mikrotubuli-Paar. Die auflderen Mikrotubuli-Dublettes verfugen Uber aul3ere
und innere Dyneinarme, die, gemeinsam mit weiteren Zytoskelettstrukturen wie Nexin

und Radialspeichen, fur die Beweglichkeit der Zilien verantwortlich sind (3).

Weitere Arten von Zilien sind zum einen sogenannte Primar-Zilien, die immotil sind und
als solitare Zellorganelle mit einer ,9x2+0“ Anordnung, ohne zentrale Mikrotubuli und
ohne Dyneinarme, auf den meisten Zellarten wahrend der Interphase vorkommen. Dabei

dienen sie als Mechano-, Chemo-, Osmo-, Photo- oder Thermorezeptoren (2, 4).

Zum anderen existieren im Embryonalknoten sogenannte Nodalzilien, die wahrend der
Embryonalentwicklung fur die Lateralisierung der Organogenese notwendig sind. Sie
haben eine ebenfalls eine ,9x2+0“-Struktur, verfugen aber Uber Dyneinarme und sind
motil. Im Gegensatz zu den anderen motilen Zilien, die nur planar schlagen konnen, sind

sie zu Drehbewegungen fahig (5).

1.2 Mukoziliare Clearance der Atemweg

Motile Zilien kdnnen sich rhythmisch bewegen und so auf Epitheloberflachen metachrone
Wellen erzeugen, wodurch Schleim, Flussigkeiten und darin enthaltene Partikel gerichtet
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Einleitung

transportiert werden konnen (2). Die Schlagfrequenz betragt zwischen 10 und 20 hz/min,
kann aber durch aullere Einflisse wie Schadstoffe, Temperatur oder Infektionen
verandert werden (4, 6). Das respiratorische Epithel ist von einer Mukusschicht bedeckt,
die aus einer ca. 7um breiten, relativ flissigen periziliaren Solphase, in der sich die Zilien
frei bewegen konnen, und einer daruber liegenden Gelphase aufgebaut ist. Der Mukus
wird von den in den Atemwegen ansassigen Becherzellen produziert (7). Durch die
gerichtete Zilienbewegung wird die Gelphase auf der Solphase nach proximal in Richtung
Rachen befordert, wobei eingeatmete Partikel, Pathogene und geldste Chemikalien, die
der Lunge schaden konnten, in der Gelphase gebunden und aus der Lunge entfernt
werden (8). Dieser Mechanismus wird als mukoziliare Clearance bezeichnet und fordert,
zusammen mit verschieden sekretierten antibakteriellen Stoffen in der Mukusschicht wie
Defensin oder Lysozym, sterile Bedingungen in den Atemwegen (7).

1.3 Primare Ziliare Dyskinesie

Die primare ziliare Dyskinesie (PCD) ist eine seltene konnatale Storung der Zilienmotilitat
(9). Sie wird nach Kartagener, der 1933 Patienten mit Bronchiektasen, Sinusitis und Situs
inversus beschrieb, auch als Kartagener-Syndrom bezeichnet (10, 11). Erstmals
erkannte Afzelius 1976 ultrastrukturelle Veranderungen der motilen Zilien als Ursache
der Symptomatik des Kartagener-Syndroms (3).

Die Pravalenz der PCD liegt bei ungefahr 1:7500, wobei Schatzungen je nach Population
von 1:2000 bis zu 1: 40 000 reichen (12-14).

Zuruckgefuhrt werden kann die PCD auf Mutationen in verschiedenen Genen, die fur
Proteine kodieren, die am Aufbau der Zilien beteiligt sind: 53 wurden bisher identifiziert,
wahrscheinlich gibt es aber noch weitaus mehr (9, 15). Die meisten Mutationen werden
autosomal-rezessiv vererbt, es sind aber auch ein autosomal-dominanter Erbgang und

zwei X-chromosomale Mutationen bekannt (16-18).

1.3.1 Pathophysiologie

Die Zilien von Patienten mit PCD sind in ihrer Struktur und/oder Funktion beeintrachtigt.
Bei 70% der Patienten zeigen sich im Elektronenmikroskop Anomalien der ziliaren

Ultrastruktur; hierzu zahlen Defekte oder die Abwesenheit der duReren Dyneinarme, der
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Einleitung

inneren und auferen Dyneinarme, Struktur- und Lageanomalien des zentralen
Mikrotubuli-Paares, Veranderungen der Radialspeichen oder die Desorganisation der
ziliaren Ultrastruktur. Ungefahr 30% der Patienten zeigen keine ultrastrukturellen
Veranderungen der Zilien (19).

Bei allen PCD-Patienten ist die Motilitat der Zilien beeintrachtigt, wobei das Ausmal} der
Funktionsstorung mutationsabhangig von subtilen Veranderungen der Bewegung bis hin
zu unkoordinierten oder gar keinen Zilienschlagen reichen kann (20).

Durch die mangelhafte Zilienmotilitat ist die mukoziliare Clearance der Atemwege bei
PCD-Patienten gestort, was die typische respiratorische Symptomatik der PCD bedingt
(21, 22). Da sich durch die gestorte mukoziliare Clearance vermehrt Schleim in den
Atemwegen ansammelt, pragen chronische, bakterielle Infektionen der oberen und
unteren Atemwege das Kklinische Bild, die im Verlauf zunehmend pulmonale
Strukturveranderungen wie Bronchiektasen verursachen (23).

Zum Teil kann die ziliare Clearance durch die Hustenclearance ersetzt werden. Die
Effektivitat der Hustenclearance wird durch die Beschaffenheit der Mukusschicht
beeinflusst. Hierbei spielt die perizilidare Solphase der Mukusschicht und insbesondere
ihre ausreichende Hydrierung eine wichtige Rolle, da sie die hustenvermittelte Bewegung

der Gelphase der Mukusschicht ermdglicht (8, 24).

Da auch die nodalen Zilien in ihrer Funktion beeintrachtigt sein konnen, konnen bei PCD-
Patienten in der Embryonalentwicklung Lateralisationsdefekte bis hin zum Situs inversus
totalis auftreten.

1.3.2 Kilinik

Die Auspragung der PCD kann sich interindividuell zwischen Patienten, je nach
zugrundeliegender Mutation und individuellem Krankheitsverlauf, stark unterscheiden. Im
Folgenden wird ein Uberblick tiber das klinische Bild gegeben.

Bei ungefahr 40-50% der Patienten liegt ein Situs inversus totalis und bei etwa 12% eine
sonstige Heterotaxie vor (9, 25).

14



Einleitung

Davon abgesehen steht die respiratorische Symptomatik im Vordergrund des klinischen
Bildes. Die Symptome sind chronisch und beginnen in der Regel bereits kurz nach der
Geburt.

So entwickeln ungefahr 80% aller reifgeborenen PCD-Patienten ein neonatales
Atemnotsyndrom (26, 27). Ab der fruihen Kindheit tritt bei fast allen Patienten chronischer,
produktiver Husten auf (19). Die unteren Atemwege sind ab dem Kleinkindalter bei tuber
50% der Patienten von wiederkehrenden Infektionen betroffen (27). Viele Patienten
haben ab dem Kindesalter chronische Infektionen der Lunge mit proinflammatorischen
Pathogenen wie Haemophilus influenzae und Staphylococcus aureus, (23, 28-31). Mit
zunehmendem Alter steigt zudem die Pravalenz von Infektionen mit Pseudomonas
aeruginosa und atypischen Mykobakterien (28). Die Infektionen begunstigen
Umbauprozesse der Lunge und zerstoren die Lungenstruktur: bei 50% der Kinder im
Schulkindalter lassen sich Bronchiektasen nachweisen (27, 32). Des Weiteren treten
Wandverdickungen der Bronchien, Mucusplugging, Uberbldahungen, Konsolidierungen
des Lungengewebes und Atelektasen auf (32). Die Zerstorung der Lungenstruktur kann
so gravierend sein, dass eine Lungentransplantation erforderlich wird (33).

Die Beteiligung der oberen Atemwege kann sich besonders in der Kindheit mit
chronischer Rhinitis und Verstopfung der Nase, wiederkehrender Otitis media bis hin zum
Gehorverlust, chronischen Paukenergissen mit Horeinschrankungen und chronischen

Sinusitiden manifestieren (34, 35).

Zudem ist die Fruchtbarkeit bei den meisten mannlichen PCD-Patienten aufgrund einer

gestorten Spermienmotilitat verringert (36).

In seltenen Fallen kann die PCD mit dem Auftreten eines Hydrozephalus assoziiert sein
(37).

1.3.3 Diagnostik

Als seltene Erkrankung wird die PCD oft spat oder gar nicht diagnostiziert. Die
Diagnosestellung erfolgt in Europa meist, wenn die Patienten zwischen vier und sechs
Jahre alt sind, wobei diese Angabe aufgrund der vermuteten hohen Dunkelziffer
unprazise ist (38). Zudem ist die Diagnosestellung komplex und nur wenige spezialisierte

Zentren verfugen uber die entsprechenden diagnostischen Mittel.
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Einleitung

Um Patienten zu identifizieren, bei denen weitere diagnostische Testungen auf PCD
sinnvoll sind, wurde mit dem PICADAR-Score ein Screening-Tool auf Grundlage der
klinischen Symptomatik der Patienten entwickelt (39). Auch die Leitlinien zur Diagnostik
der PCD der European Respiratory Society und der American Thoracic Society betonen
die Wichtigkeit des klinischen Bildes fur die Indikation zum diagnostischen Testen (40,
41). Dabei wurden Lateralisationsdefekte, unerklartes neonatales Atemnotsyndrom,
chronische Verstopfung der Nase und chronischer produktiver Husten als pradiktiv fur
das Vorliegen einer PCD identifiziert (42).

Das diagnostische Testen umfasst verschiedene Methoden. Die Messung des nasalen
Stickoxids (nNO) in den oberen Atemwegen eignet sich fur eine erste Einschatzung, da
das nNO bei PCD-Patienten, aus bisher unbekannten Grinden, gegenuber Gesunden
stark erniedrigt ist (43, 44). Weiterhin kdnnen zilientragende Epithelzellen aus Nase oder
den Bronchien gewonnen werden, um die Zilienmotilitdt in der Highspeed-
Videomikroskopieanalyse zu untersuchen (20, 45, 46). Die
Transmissionselektronenmikroskopie kann angewandt werden, um Defekte der ziliaren
Ultrastruktur zu identifizieren (47). Eine weitere Untersuchung, die zur ldentifikation
spezifischer ziliarer ultrastruktureller Defekte durchgefuhrt werden kann, ist die
Immunfloureszenz (48). Das wichtigste Verfahren zur Sicherung der Diagnose ist der
Nachweis von krankheitsverursachenden Mutationen in einem PCD-Gen. Hierfur steht
ein 44-Gen Untersuchungspanel zur Verfugung, wobei dieses zunehmend durch Whole
Genome Sequencing abgelost wird. (15, 49). Da bisher nicht alle PCD-verursachenden
Gene identifiziert werden konnten, kann auch die genetische Untersuchung ergebnislos
bleiben; zudem steht sie nicht Uberall flachendeckend zur Verfugung. In diesen Fallen
wird auf eine Kombination der vorher genannten Diagnostikmethoden zuruckgegriffen.

1.3.4 Therapie

PCD-Patienten sollten in spezialisierten Zentren mit multidisziplinaren Teams betreut
werden und sich dort zur Kontrolle des Krankheitsverlaufes regelmafig vorstellen (27).
Bisher gibt es fur die PCD kaum standardisierte Therapien, stattdessen beruhen die
Therapien meist auf Erfahrungswerten der jeweiligen behandelnden Arzte.

Ein primares Ziel des Krankheitsmanagements bei der PCD ist es, das Lungengewebe
der Patienten madglichst gut zu erhalten (50). Die Therapie der pulmonalen PCD-
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Einleitung

Manifestation orientiert sich in weiten Teilen an der Therapie der Mukoviszidose (CF)
(27). Sie zielt auf die Mobilisierung von Schleim und die Verbesserung der Clearance der
Atemwege, etwa durch die Inhalation mit Kochsalzlosung und Physiotherapie, ab.
AuRerdem werden bei pulmonalen Infektionen niedrigschwellig Antibiotika eingesetzt (9).
Die bisher einzige Therapie, deren Wirksamkeit in einer randomisierten, kontrollierten
Studie (BESTCILIA) gezeigt werden konnte, ist die dauerhafte Gabe von Azithromycin
zur Senkung der pulmonalen Exacerbationsrate (51).

Bei der Behandlung von chronischen oder wiederkehrenden Otitiden und Sinusitiden ist
ebenfalls eine niedrigschwellige Antibiotikagabe indiziert (9).

1.3.5 Fruhe Lungenerkrankung bei primarer ziliarer Dyskinesie

Bisher gibt es wenige Daten zur Lungenerkrankung in der frihen Kindheit bei PCD-
Patienten. Das lasst sich unter anderem auf den meist spateren Diagnosezeitpunkt der
Erkrankung zurtckfuhren (38). Retrospektiv konnte gezeigt werden, dass etwa 80% der
PCD-Patienten ein neonatales Atemnotsyndrom entwickelten und fast 100% der
Patienten von fruher Kindheit an produktiven chronischen Husten hatten (19, 26). Studien
zu Funktionsstorungen und Strukturveranderungen der Lunge bei Schulkindern mit PCD
zeigten sowohl strukturelle Veranderungen der Lunge bei der Mehrheit der Kinder als
auch Einschrankungen der Lungenfunktion ahnlich zu der von Kindern mit Mukoviszidose
(32, 52). Die wenigen existierenden Daten zur Lungenerkrankung bei Klein- und
Vorschulkindern deuten darauf hin, dass sowohl Veranderungen der Lungenstruktur als

auch Storungen der Lungenfunktion ab dem frihesten Kindesalter vorliegen (53, 54).

1.4 Mukoviszidose

Mukoviszidose, die auch als Cystische Fibrose (CF) bezeichnet wird, ist eine angeborene
Stoffwechselerkrankung. Sie wird autosomal-rezessiv vererbt, wobei Mutationen im
Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR)-Gen der Krankheit zugrunde liegen
(55, 56). Diese fuhren zu einer verringerten Sekretion von Chloridionen am apikalen Pol
von exokrinen Drusenzellen, was eine erhohte Viskositat und Hyperkonzentration der
exokrinen Drusensekrete zur Folge hat (57). Das betrifft Drisen in den Atemwegen, aber

auch im restlichen Korper, beispielsweise in Leber und Pankreas.
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Die erhdhte Viskoelastizitat des Schleims in den Atemwegen fuhrt zur Stérung der
mukozilidren Clearance (58-65). Zaher Schleim sammelt sich in den distalen Atemwegen
und obstruiert sie. In den Lungen der CF-Patienten entwickeln sich ab dem Kindesalter
chronische Infektionen und Inflammation die haufig zur Zerstoérung der Lungenstruktur
fuhren (66-68). Insbesondere Infektionen der Atemwege mit proinflammatorischen
Pathogenen wie Pseudomonas aeruginosa verschlechtern die Prognose der Patienten
(30, 69).

1.4.1 Fruhe Lungenerkrankung bei Mukoviszidose

Anders als fur die PCD gibt es fur die CF eine gute Datenlage zur frihen
Lungenerkrankung (70). Durch die Einfuhrung des Neugeborenenscreenings in vielen
Landern konnen CF-Patienten mehrheitlich kurz nach der Geburt identifiziert werden,
was Studien mit sehr jungen Patienten ermoglicht (71). So konnte gezeigt werden, dass
bei 80% der CF-Patienten die Lunge bereits im Alter von drei Monaten in der
Computertomographie strukturelle Veranderungen aufweist (72). Mehrere Studien
konnten zeigen, dass die Lungenfunktion bereits bei CF-Patienten im Sauglingsalter
beeintrachtigt ist und die Lunge Ventilationsinhomogeneitaten aufweist (70, 73-78).
Zudem konnte der Nutzen einer fruhen Diagnosestellung sowie eines fruhen

Therapiebeginns fur den Verlauf der Lungenerkrankung belegt werden (79-81).

1.5 Multiple-Breath Washout

Multiple-Breath Washout (MBW) ist ein Gasauswaschverfahren mit der Funktion, die
BelUftungshomogenitdt der Lunge zu quantifizieren. Das Konzept von
Gasauswaschverfahren existiert seit den 40er Jahren (82). Es wurde zunachst primar zur
Erforschung der Lungenphysiologie verwendet und stand nur wenigen spezialisierten
Einrichtungen zur Verfugung. Durch die Entwicklung kommerzieller Gerate konnte MBW
in den letzten Jahren auch im klinischen Alltag flachendeckender zum Einsatz kommen
(83). Beim MBW wird in Ruheatmung Uber mehrere Atemzuge ein inertes Markergas aus
den Lungen ausgewaschen. Wahrend dieser Auswaschung wird erfasst, wie frei und
gleichmalig das Markergas sich in den Lungen verteilen kann (84). Als Markergase

werden inerte Gase wie beispielsweise Schwefelhexaflourid (SF6) oder Stickstoff
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verwendet. Im Falle von SF6 erfolgt vor der Auswasch- zunachst eine Einwaschphase,
in der das Gas Uber mehrere Atemzuge in die Lunge eingebracht wird. Die Auswaschung
erfolgt mit Raumluft. Im Falle des in der Atemluft enthaltenen und in der Lunge
ansassigen Stickstoffs entfallt die Einwaschphase und es wird reiner Sauerstoff zur
Auswaschung des Stickstoffs verwendet.

1.5.1 Lungenphysiologie und MBW

Mit MBW lassen sich Inhomogenitaten der Lungenbeluftung detektieren, die durch
pathologische Prozesse im Lungengewebe entstehen. Dies begrundet sich im
anatomischen Aufbau und der Physiologie der Lunge. Der Aufbau der Lunge ist fur den
Gastransport und -austausch optimiert: 23 Generationen von Atemwegen transportieren
Luft zu mehr als 300 Millionen Alveoli, in denen der Gasaustausch stattfindet (83). Dabei
|asst sich der Bronchialbaum zum einen funktionell in einen konduktiven (Generationen
0-16) und einen respiratorischen, intraazinaren Bereich (Generationen 17-23) unterteilen
(83). Zum anderen lasst er sich in grof3e und kleine, periphere Atemwege (Durchmesser
<2mm, entsprechend Generationen 8-23) unterteilen (83). Pathologische Prozesse in
den kleinen Atemwegen beeintrachtigen die gleichmaflige Verteilung von Gas unter den
parallel verlaufenden Atemwegen (83). Durch die Obstruktion von kleinen Atemwegen
werden obstruierte Bereiche vermehrt durch Kollateralen ventiliert (85, 86). Die dadurch
entstehende Inhomogenitat der Ventilation der Lunge kann durch das MBW detektiert
werden (83).

1.5.2 Lung Clearance Index

Aus einer MBW-Messung kdnnen verschiedene Parameter berechnet werden. Der am
haufigsten verwendete und am besten etablierte ist der Lung Clearance Index (LCI).
Dieser gibt an, wie oft das Lungenvolumen umgesetzt werden muss (,Lungen-turn-over®),
um das Markergas bis zu einer bestimmten Zielkonzentration in der Ausatemluft
auszuwaschen (87). Der LCI ist ein Mal} fur Ventilationsinhomogenitaten; je hoher der

LClI ist, umso ungleichmaRiger ist die Beluftung der Lunge.
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In der Regel wird in der Berechnung des LCI als Zielkonzentration eine Reduktion des
Markergases auf 1/40 (=2,5%) des Ausgangswertes festgesetzt; in diesem Falle wird der
LCl als ,LCl25“ bezeichnet (83). Im Folgenden ist mit ,LCI“ stets der ,LCl2 5" gemeint.

1.5.3 Vorteile MBW

In der Erforschung und dem Monitoring von chronischen Lungenerkrankungen stellt das
MBW eine sinnvolle Erganzung zu konventionellen Lungenfunktionsmessungen, wie zum
Beispiel der Spirometrie, dar. Diese wird als haufigstes Routineverfahren zum Monitoring
der Lungenfunktion bei Lungenerkrankungen eingesetzt. Die Fliusse und Volumina, die
in der Spirometrie gemessen werden, wie beispielsweise die forcierte
Einsekundenkapazitat (FEV1), werden primar vom Atemwegswiderstand der groferen
Atemwege beeinflusst und kdnnen somit vor allem Veranderungen der proximalen
Atemwege abbilden (83, 85). Im Gegensatz dazu misst das MBW primar
Ventilationsinhomogenitaten der peripheren Atemwege und kann so selbst geringe
Funktionsstorungen derselben sensitiver messen als die Spirometrie (83, 85).
Insbesondere bei Erkrankungen, die sich, vor allem in frihen Krankheitsstadien, in der
Lungenperipherie abspielen, lassen sich so pathologische Veranderungen der
Lungenfunktion besser als mit der Spirometrie quantifizieren. Zu diesen Erkrankungen
zahlen auch PCD und CF (88-90). Bei PCD- und CF-Patienten im Kindesalter sind MBW-
Messungen in der Untersuchung der Lungenfunktion hilfreich, da der LCI pathologische
Veranderungen der Lunge bereits dann abbildet, wenn die Spirometrie und die FEV/
noch normal sind (54, 91, 92).

Des Weiteren ist das MBW weniger kooperationsabhangig als die Spirometrie, da es in
Ruheatmung durchgefuhrt wird und keine forcierten Atemmandver notwendig sind.
Deshalb konnen auch jungere Kinder untersucht werden, die technisch noch nicht in der
Lage sind, eine Spirometrie durchzufuhren. Etwas Kooperation von Seiten des Kindes ist
zur erfolgreichen Durchfuhrung einer MBW-Messung am unsedierten Kind jedoch
ebenfalls notwendig. In bereits veroffentlichten Studien war die Durchfuhrbarkeit von
MBW bei unsedierten Vorschulkindern gut (93).
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1.5.4 Nachteile von MBW

MBW hat als Methode auch einige Nachteile. So ist es bisher nicht flachendeckend und
eher an spezialisierten Zentren verfugbar. Zudem wird zur Gewinnung von qualitativ
hochwertigen Messungen in der Methode erfahrenes Personal bendtigt. Eine weitere
Schwache ist der hohe Zeitaufwand, der den breiten klinischen Einsatz limitiert, denn flr

eine durchschnittliche Messung werden ungefahr 30 Minuten bendtigt (94).

1.5.5 MBW bei primarer ziliarer Dyskinesie

Mehrere Studien zu MBW und LCI bei PCD-Patienten wurden bereits veroffentlicht (54,
88, 95-103). Dabei konnte gezeigt werden, dass MBW eine sensitive Methode ist, um die
Dysfunktion des Atemwegsepithels, die die PCD charakterisiert, zu messen (88, 97). Es
zeigte sich auch, dass diese Dysfunktion durch das MBW sensitiver detektierbar war als
durch die Spirometrie. Der LCI bildete insbesondere leichtere Funktionsstorungen und
strukturelle Schadigungen sensitiver ab als die FEV1 (54, 88, 96, 100). Zudem konnte
gezeigt werden, dass der LCI mit der Verdickung der retikularen Basalmembran der
Lunge, die ein MaR fur die Umbauprozesse in der Lunge ist, korrelierte (101).

Die Patienten in den bisher durchgefuhrten Studien waren im Durchschnitt (Median)

zwischen 8 und 24 Jahre alt, wobei eine Studie auch Vorschulkinder einschloss (54).

1.5.6 MBW bei Mukoviszidose

Bei der Erforschung der CF wird MBW etwa seit den 80er Jahren verwendet, daher ist

die Datenlage ergiebig.

Insbesondere bei Kindern mit CF wurden das MBW und der LCI als quantitatives und
reproduzierbares Mal} fur Ventilationsinhomogenitaten der Lunge etabliert (89, 104-107).
Zudem konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass der LCI sensitiv mit
strukturellen Veranderungen der Lungen von Kindern mit CF korrelierte (76, 92, 108-
110). Dabei war der LCI, vergleichbar zu Studien mit PCD-Patienten, auch bei Patienten
mit CF sensitiver in der Detektion von Funktionseinschrankungen der Lunge als die FEV/
(91, 92). Der LCI eignet sich folglich, um das Fortschreiten der Lungenerkrankung bei
Kindern mit CF zu monitoren (105, 110).
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Zusatzlich wurde der LCI in den vergangenen Jahren als quantitativer, nicht-invasiver
Endpunkt fur klinischen Studien, die Kinder mit CF einschlielRen, identifiziert (111, 112).
Mehrere randomisierte klinische Studien mit Sauglingen und Kindern mit CF, die unter
anderem den LCI als Endpunkt hatten, wurden bereits veroffentlicht (81, 113).

1.6 Forschungslicke

Die bisher veroffentlichten Daten zur Lungenerkrankung bei PCD befassten sich in ihrer
grolRen Mehrheit mit Patienten, die alter als sechs Jahre waren. Die Daten, die es zur
frihen Lungenerkrankung bei PCD gibt, zeigen, dass die Lunge bereits vor dem
Schulalter von Funktionsstérungen und Lungenstrukturveranderungen betroffen sein
kann (32, 52). Studien, die sich mit der Lungenerkrankung bei Vorschulkindern mit PCD
beschaftigen, sind jedoch rar und beschrankten sich auf wenige Individuen (53, 54). Zum
heutigen Zeitpunkt fehlen umfangreichere, quantitative Daten mit dem Fokus auf der

Lungenerkrankung bei Vorschulkindern mit PCD.

Ebenfalls gab es bisher nur eine randomisierte, kontrollierte Studie zur Therapie der PCD
(51). Aufgrund des vermutlich fruihen Beginns der Lungenerkrankung waren klinische
Interventionsstudien im fruhen Kindesalter, aquivalent zur CF, winschenswert (81). Eine
Voraussetzung fur solche klinischen Studien sind verlassliche, quantitative und nach
Moglichkeit nicht-invasive Endpunkte. Diese wurden fur die PCD noch nicht definiert.

1.7 Fragestellung dieser Studie

Diese Studie hatte zum Ziel, die fruhe Lungenerkrankung bei Vorschulkindern mit PCD
zu untersuchen (114). Es wurde vermutet, dass die frihe Lungenerkrankung aquivalent
zur CF, wo sie bereits ausfuhrlich charakterisiert wurde, auch bei der PCD existierte und
sich als Storung der Lungenfunktion messen liel3e.

Als Methodik hierfur wurde das MBW gewahlt, da dieses in der Erforschung der frihen
Lungenerkrankung bei CF gut etabliert ist. Die Methodik von Vorschulkindern mit CF auf
Vorschulkinder mit PCD zu Ubertragen erschien sinnvoll, da beide Krankheiten eine
Storung der mukoziliaren Clearance aufweisen und im Kindesalter vor allem die
peripheren Atemwege betreffen. Deren Schadigung ist durch MBW sensitiv detektierbar
(76, 109).
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Zudem erschien der LCI, erneut analog zur CF, als potenzieller Endpunkt in moglichen
klinischen Interventionsstudien mit Kindern mit PCD vielversprechend. Daher sollte auch
die Durchfuhrbarkeit von MBW an unsedierten Vorschulkindern mit PCD im klinischen

Setting untersucht werden.

Die zwei Hypothesen dieser Studie waren: (1) MBW ist bei unsedierten Vorschulkindern
mit PCD gut durchfuhrbar; (2) der LCI bei Vorschulkindern mit PCD ist im Vergleich zu
gesunden Kontrollen signifikant erhdoht und im Vergleich zu Vorschulkindern mit CF

ahnlich.

Da PCD eine sehr seltene Erkrankung ist und die meisten Zentren nur wenige Patienten
im Vorschulalter betreuen bot sich an, eine Studie mit mehreren PCD-Zentren
durchzufuhren, um eine ausreichend gro3e Kohorte von Patienten im Vorschulalter
einschlie®en zu kdnnen. Um die zwei Studienhypothesen zu untersuchen wurde daher
eine prospektive, multizentrische und explorative Querschnittsstudie an sieben

deutschen PCD-Zentren und einem polnischen PCD-Zentrum durchgefuhrt (114).
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2 Methodik

2.1 Studiendesign

Diese Studie war eine prospektive, multizentrische und explorative Querschnittsstudie.

2.2 Teilnehmende Zentren

Insgesamt nahmen sieben deutsche PCD-Zentren (Berlin, Bochum, Hannover,
Heidelberg, Koblenz, Minster, Wesel) und ein polnisches PCD-Zentrum (Poznan) teil.
Das koordinierende Zentrum war die Klinik fur Padiatrie mit dem Schwerpunkt
Pneumologie, Immunologie und Intensivmedizin der Charité—Universitatsmedizin Berlin.

Der Studieneinschluss der polnischen Patienten erfolgte in Berlin.

2.3 Ethik und Einverstandnis

Die Durchfuhrung der Studie wurde von der Ethikkommission der Charité-
Universitatsmedizin Berlin bewilligt (EA2/015/18).

Die Eltern der Studienteilnehmer wurden ausfuhrlich mundlich und schriftlich Gber die
Studie aufgeklart und gaben allesamt ihr schriftiches Einverstandnis fiur die
Studienteilnahme ihrer Kinder. Die Eltern der polnischen Studienteilnehmer waren des
Deutschen machtig.

2.4 Studienpopulation

Die Studienteilnehmer wurden in die drei Gruppen eingeschlossen, die die
Studienpopulation bildeten: gesunde Kontrollen, PCD-Patienten und CF-Patienten.

Generelle Einschlusskriterien waren, dass die Studienteilnehmer zum Zeitpunkt der
MBW-Messung zwischen zwei und sechs Jahren alt und zum Messzeitpunkt sowie in den
vier Wochen zuvor klinisch stabil und ohne pulmonale Exazerbation waren; definiert als
vermehrter Husten, vermehrtes/verandertes Sputum, erhdohte Atemfrequenz oder
Atemarbeit, Fieber, neu aufgetretene Hamoptysen oder eine neu begonnene
Antibiotikatherapie aufgrund pulmonaler Symptome (115).
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Bei den gesunden Kontrollen durfte anamnestisch und klinisch keine Lungenerkrankung
vorliegen. Fur die PCD- und CF-Patienten galt, dass die jeweilige Diagnose gesichert

sein musste.

Zur Diagnosesicherung der PCD wurden die Empfehlungen der European Respiratory
Society und der American Thoracic Society zugrunde gelegt (40, 41, 116). Damit die
Diagnose als sicher galt, mussten Patienten zum einen eine passende Klinik mit
chronischem produktivem Husten, chronischer Rhinitis, und/oder chronischen Otitiden
aktuell oder in der Vergangenheit haben. Zum anderen mussten pathologische
Ergebnisse von mindestens zwei der Diagnostikmethoden nasale Stickoxid—Messung,
Highspeed-Videomikroskopieanalyse, Transmissionselektronenmikroskopie,
Immunofluoreszenz und genetischer Untersuchung vorliegen. Die PCD-Patienten
wurden zudem anhand ihres Genotyps und der daraus resultierenden ultrastrukturellen
Ziliendefekte in die folgenden vier Gruppen eingeteilt: Defekte des aul3eren Dyneinarms
(ARMC4, CCDC114, DNAHS5, DNAI1 und DNAI2); Defekte des aulieren und inneren
Dyneinarms (C110rf70, DNAAF2, DNAAF3, DNAAF5, LRRC6 und SPAG1); Defekte des
inneren Dyneinarms, des Zentralapparatus und mikrotubulare Desorganisation (CCDC39
und CCDC40); sowie normale ziliare Ultrastruktur (DNAH11) (23, 117).

Eine Mukoviszidose galt als gesichert, wenn eine biallelische pathologische Mutation im
CFTR-Gen, sowie ein pathologischer Schweiftest (> 60 mmol/L) vorlagen (118). Zudem

wurde erhoben, ob bei den Patienten eine Pankreasinssuffizienz vorlag.

2.5 Rekrutierung
Die Rekrutierung der Studienteilnehmer erfolgte zwischen Marz 2018 und Marz 2020.

Die gesunden Kontrollen wurden in der Klinik fur Padiatrie mit Schwerpunkt Pneumologie,
Immunologie und Intensivmedizin der Charité-Universitatsmedizin Berlin personlich
angesprochen. Die Rekrutierung erfolgte in der kinderpneumologischen und -
allergologischen Ambulanz. Hierbei handelte es sich zumeist um Allergiepatienten, die
im Rahmen einer Hyposensibilisierungstherapie einige Zeit in der Ambulanz verbringen

mussten.
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Die PCD-Patienten wurden in allen teilnehmenden Zentren rekrutiert. Die Rekrutierung

erfolgte persoénlich durch die jeweiligen behandelnden Arzte.

Die CF-Patienten wurden, wie die gesunden Kontrollen, in Berlin personlich rekrutiert.
Die Rekrutierung erfolgte in der kinderpneumologischen Ambulanz, wo die Patienten sich
entweder zu regularen Kontrollterminen oder fur die Vorbereitung einer klinischen

Interventionsstudie (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03625466) einfanden.

2.6 Datenerhebung

Die Erhebung der klinischen Daten erfolgte prospektiv mit Hilfe eines Fragebogens.
Zusatzlich wurden retrospektiv aus den Patientenakten der PCD- und CF-Patienten die
Ergebnisse der diagnostischen Untersuchungen und die Befunde der mikrobiologischen
Untersuchungen der Atemwege entnommen. Die mikrobiologischen Untersuchungen
umfassten Rachenabstriche und/oder Sputumproben. Lag die letzte mikrobiologische
Untersuchung langer als drei Monate vor der MBW-Messung zuruck, wurden die
mikrobiologischen Daten als nicht vorliegend gewertet.

2.7 Multiple-Breath Washout

Im hier verwendeten Aufbau wurde der in der Raumluft ansassige Stickstoff (N2) als
Markergas genutzt und reiner Sauerstoff zur Auswaschung verwendet. Da die
Ergebnisse jedes Washouts teilweise vom Atemmuster abhangig sind und daher
intraindividuell zwischen verschiedenen Washouts variieren konnen, umfasste eine
MBW-Messung stets mehrere Washouts (=Testungen), um ein mdglichst valides
Gesamtergebnis zu erhalten (119).

2.7.1 Equipment und Funktionsweise

Es wurde ein kommerziell erhaltliches MBW-Gerat mit dazugehoriger Software
verwendet (Exhalyzer® D und Spiroware® 3.2.1, Eco Medics AG, Duernten, Schweiz).
Der Aufbau ist in Abbildung 1 zu sehen. Dieser ermittelt im Verlauf einer Testung mit
einem Ultraschallgaszahler im Spiroson kontinuierlich den Fluss der Atemluft, aus dem
das Atemzugvolumen errechnet wird (120). Zudem werden in der Atemluft permanent die
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Konzentrationen von Stickstoff, Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid analysiert. Die
Sauerstoffkonzentration wird mit Hilfe eines Lasersensors gemessen, hierfur wird
Atemluft durch den Nafionschlauch abgesaugt und dem Sensor im Inneren des Gerates
zugefuhrt. Die Bestimmung der Kohlenstoffdioxidkonzentration erfolgt mit einem
Infrarotsensor direkt vor dem Spiroson. Die Stickstoffkonzentration in der Luft wird vom
Gerat zu jedem Zeitpunkt indirekt ermittelt, indem von der Gesamtheit der Luft die Anteile
von Sauerstoff, Kohlenstoffdioxid und Argon abgezogen werden (121).

Set 1

Set 2

Abbildung 1: Exhalyzer® D

Aufbau und Equipment des MBW-Gerates. A Messbereiter Aufbau mit folgenden Komponenten:
(1) Mundstuck, (2) Filter, (3) CO2-Sensor, (4) Nafionschlauch, (5) Dead Space Reducer (DSR)
mit Spirette, (6) Spiroson mit Ultraschallgaszahler, (7) Bypass, (8) Gaszufuhr mit Luftfilter, (9)
Exhalyzer®, (10) Computer mit Bildschirm. B Der Einsatz fur das Spiroson, bestehend aus (1)
Spirette und DSR (2) Set 2 oder (3) Set 1. (Foto: F. Dorfler)

Die Schnittstelle fur den Probanden beinhaltete ein Mundstuck, durch das er wahrend
der Testung atmete, welches zwei Milliliter Totraum umfasste. AuRerdem wurde ein
Einsatz zur Totraumreduzierung (DSR) mit einer Spirette verwendet. Dieser war an das
Korpergewicht des Probanden angepasst. Lag das Korpergewicht des Probanden
zwischen 15 und 35 kg, wurde DSR Set 2 genutzt, welches einem Totraum von 9,5 ml
entspricht. In dieser Gewichtsklasse wurde zusatzlich ein Bakterienfilter verwendet, so
dass der gesamte Totraum dann 41 ml betrug. Bei einem Korpergewicht unter 15 kg
wurde DSR Set 1 verwendet, was einem Totraum von 3,5 ml entsprach. Der gesamte
Totraum fur Probanden, die weniger als 15 kg wogen, betrug demnach 5,5 ml. Auf den

Bakterienfilter wurde in dieser Gewichtsklasse verzichtet (119).
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2.7.2 Durchfuhrung

Alle teilnehmenden Zentren verfugten vor Ort Uber lokal installierte Exhalyzer®, an denen
die Messungen durchgefuhrt wurden. Alle Messungen wurden von einer MBW-
erfahrenem, durch das ,Clinical Trials Network® (https://www.ecfs.eu/ctn/Ici/lci-core-
facility-definition) zertifizierten Person durchgefuhrt. Vor jeder Messung wurde eine

Kalibrierung des Gerats durchgefuhrt (121).

Jede Messung umfasste mehrere Testungen. Wahrend der Testungen waren die Kinder
wach und sallen aufrecht. Die Kinder atmeten durch das Mundstlck des Exhalyzers®
und trugen eine Nasenklammer. Um Kooperation und eine regelmafige Ruheatmung zu

gewahrleisten, wurden die Kinder unterdessen mit einem Video abgelenkt (94, 122). Dies

ist beispielhaft in Abbildung 2 zu sehen.

Abbildung 2: Durchfiihrung MBW

Beispiel fur die Durchfihrung einer MBW-Testung. Die Probandin tragt eine Nasenklammer und
atmet durch das Mundstiick des Exhalyzers®. (Foto: F. Dorfler, mit freundlicher Genehmigung
der Eltern.)

Eine Testung bestand aus einer kurzen ,pre-Phase” vor Beginn der Auswaschung, in der
die Kinder Raumluft atmeten, und dem Washout, wahrend dem der in den Lungen
ansassige Stickstoff mit reinem Sauerstoff ausgewaschen wurde. Jede Testung wurde
beendet, wenn die Stickstoffkonzentration der Ausatemluft in funf aufeinanderfolgenden
Atemzugen unter 1/40 (2,5%) des Ausgangswertes lag. Wahrend der Testungen durften
die Kinder nur durch das Mundstick des Exhalyzers® atmen und mussten die Lippen um
das Mundstuck schlieBen, um den Eintritt von Stickstoff aus der Raumluft in die

Atemwege zu verhindern. Die Dauer einer Testung betrug ungefahr drei Minuten,
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unterschied sich aber interindividuell. Eine Testung wurde abgebrochen, wenn ein Leck,
also das Eintreten von Stickstoff aus der Raumluft in die Atemwege des Probanden, oder
ein anderer technischer Fehler, der die Auswertung der Testung ausschloss, auftrat.
Zwischen zwei Testungen wurde stets eine Pause eingelegt, in der die Probanden
Raumluft atmete. So flllten sich die Lungen wieder mit Stickstoff und die nachste Testung

wurde ermaoglicht.

2.7.3 Auswertung der MBW-Messungen

Die Auswertung erfolgte durch die Software Spiroware 3.2.1®. Aus jeder Testung wurde
der Lung Clearance Index 2,5 (LCI), errechnet (83, 87, 123). Die Berechnung ist in der
folgenden Formel dargestellt, wobei Vce das wahrend des Washouts kumulierte
exhalierte Volumen ist, FRC ist die funktionelle Residualkapazitat. Der Totraum des
Equipments wird vor der Berechnung abgezogen (83).

\%
LC| = =&
FRC

Zur Errechnung des LCI wird das kumulierte exhalierte Volumen festgelegt, wenn die
Stickstoffkonzentration unter 2,5 % (1/40) des Ausgangswertes liegt.

Die FRC errechnet sich, indem das gesamte exhalierte Stickstoffvolumen (korrigiert fur
den Totraum des Equipments) durch die Differenz der endexpiratorischen
Stickstoffkonzentration zu Beginn (CetStart) und zum Ende (CetEnde) des Washouts
geteilt wird. Dies wird in der folgenden Formel ausgedruckt (83):

FRC = VExhalierter Stickstoff
Cet (Stickstoff) g4 - Cet (Stickstoff)gpqe

2.7.4 Qualitatssicherung

Um in die Studie eingeschlossen zu werden, musste eine Messung mindestens zwei
erfolgreiche Testungen umfassen, aus denen der LCI als Mittelwerte errechnet wurde.
Alle Testungen, die zur Berechnung des LCI herangezogen wurden, mussten folgende
Qualitatskriterien  erfullen:  gleichmaRige = Ruheatmung mit angemessenem
Atemzugvolumen, kein Hinweis fur ein Leck wahrend der Testung, zum Ende der Testung

mindestens drei Atemzuge, die endexpiratorisch eine Stickstoffkonzentration unterhalb
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der Grenze von 2,5 % (1/40) der Ausgangskonzentration aufwiesen (119). Dabei musste
der empirische Variationskoeffizient von LCl und FRC im Falle von zwei Testungen unter
0,05 und im Falle von drei oder mehr Testungen unter 0,1 liegen. So wurde sichergestellt,
dass die Ergebnisse der Testungen reproduzierbar und vergleichbar waren.

Alle Messungen wurden durch Prof. Mirjam Stahl verblindet auf die Qualitatskriterien hin

uberpruft und gegebenenfalls aus der Studie ausgeschlossen.

2.8 Endpunkte

Der primare Endpunkt der Studie war die Verteilung des Lung Clearance Index 2,5 (LCI)
innerhalb der und zwischen den drei Gruppen (gesunde Kontrollen, PCD- und CF-
Patienten) der Studienpopulation.

Sekundarer Endpunkt war die Durchfihrbarkeit von MBW bei Vorschulkindern mit PCD.
Um die Durchfuhrbarkeit zu bewerten wurde erhoben, bei wie vielen Probanden die
MBW-Messungen erfolgreich waren. AulRerdem wurde die Korrelation des LCI mit dem
Alter der Studienteilnehmer, sowie mit dem Besiedelungsstatus mit proinflammatorischen

Pathogenen untersucht.

2.9 Statistische Auswertung

Eine Berechnung zur bendtigten Stichprobengrofie erfolgte mit SigmaPlot 12 (Systat
Software GmbH) fir einen t-Test. Grundlage der Berechnung waren bereits
veroffentlichte MBW-Daten fur erwachsene PCD-Patienten und gesunde Kinder (76, 95).
Es wurde ein Unterschied der LCI-Mittelwerte zwischen den gesunden Kontrollen und
den PCD-Patienten von 2 mit einer Standardabweichung von 2,5 innerhalb der PCD-
Patienten angenommen. Des Weiteren wurden die Trennscharfe auf 0,80 und Alpha auf
0,05 festgesetzt, was eine geforderte StichprobengréfRe von mindestens 25 Teilnehmern
pro Gruppe ergab.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit SPSS® 25 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA), die Grafiken wurden mit Graph Pad Prism 8.4.2 (Graph Pad Software Inc., San
Diego, CA, USA) erstellt.
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Die Ergebnisse der deskriptiven Statistik sind als Anzahl (N) mit Prozentwert, Mittelwert
mit Standardabweichung (SD) oder Median mit Interquartilsabstand (IQR) angegeben,

wenn nicht anders gekennzeichnet.

Zur Berechnung der z-Scores von KorpergrofRe und -gewicht wurde eine deutsche
Stichprobe herangezogen (124). Unterschiede des Alters sowie der z-Scores von
Korpergrole und -gewicht zwischen den drei Studiengruppen wurden mit einer

einfaktoriellen Varianzanalyse untersucht.

Zum Vergleich des Alters bei Diagnosestellung zwischen den PCD- und CF-Patienten

wurde ein t-Test verwendet.

Um die Haufigkeit wvon chronischem Husten und der Besiedelung mit
proinflammatorischen Pathogenen zwischen PCD- und CF-Patienten zu vergleichen,
wurde der Chi-Quadrat-Anpassungstest verwendet. Dieser wurde zudem verwendet, um
den Anteil der erfolgreichen MBW-Messungen zwischen Kontrollen, PCD- und CF-
Patienten und den Anteil von Patienten mit einem erhdhten LCI zwischen PCD- und CF-

Patienten zu vergleichen.

Der nicht parametrische Mann-Whitney-U-Test (zweiseitig) wurde durchgefuhrt, um den
LCI zwischen Kontrollen, PCD- und CF-Patienten zu vergleichen. Ebenso wurde er
verwendet um jeweils den LCl zwischen PCD- und CF-Patienten mit und ohne die
Besiedelung proinflammatorischer Pathogene zu vergleichen. Er wurde gewahlt, weil
nicht alle Daten normalverteilt waren und zwischen den Gruppen teilweise keine

Varianzhomogenitat vorlag.

Die obere Grenze des Normalbereiches (upper limit of normal = ULN) far den LCI wurde
aus den Ergebnissen der Kontrollgruppe (Mittelwert und Standardabweichungen)
errechnet. Das ULN wurde hierfur als Mittelwert plus 1,96 SD festgelegt. Das entsprach
fur den LCI einem ULN von 8,1. Auch die z-Scores fur den LCI jedes Studienteilnehmers
wurden mittels der Ergebnisse der Kontrollgruppe (Mittelwert und Standardabweichung)

ermittelt; dabei wurde ein z-Score >1,96 als erhoht definiert.

Der Zusammenhang zwischen Teilnehmeralter und dem LCI wurden optisch mit
Streudiagrammen und per Rangkorrelation nach Spearman untersucht, wobei der
Rangkorrelationskoeffizient (rs) ermittelt wurde.

Ein P-Wert <0,05 wurde als signifikant angenommen. Im Falle von multiplen Tests
wurden die P-Werte nach Bonferroni-Holm korrigiert (125).
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3 Ergebnisse

3.1 Charakteristika der Studienpopulation

Von 101 eingeschlossenen Teilnehmern waren 91, was 90,1% entspricht, in der Lage
erfolgreich eine MBW-Messung durchzufuhren. Davon waren 30 gesunde Kontrollen, 27
PCD-Patienten und 34 CF-Patienten. Abbildung 3 zeigt das Zustandekommen der
Studienpopulation (114).

Eingeschlossene Teilnehmer
N =101 (100%)

| }

Kontrollen PCD - Patienten CF - Patienten
N =35 (100%) N = 29 (100%) N =37 (100%)
V} JV \4
Erfolgreiche MBW - Messung Erfolgreiche MBW - Messung Erfolgreiche MBW - Messung
N =30 (85,7%) N =27 (93,1%) N =34 (91,9%)

4

Studienpopulation
N =91 (90,1%)

Abbildung 3: Selektion der Studienpopulation

PCD=Primare Ziliare Dyskinesie; CF=Cystische Fibrose; MBW=Multiple-Breath Washout. Im
Flowchart ist das Zustandekommen der Studienpopulation dargestellt. Abbildung modifiziert nach
Réhmel und Dérfler et al., 2022 (114).

Die demographischen und klinischen Daten der Studienpopulation sind in Tabelle 1
dargestellt. Der Altersdurchschnitt insgesamt lag bei 4,8 (SD 1,4) Jahren. Das Alter der
Kontrollgruppe (5,0 Jahre), der PCD-Gruppe (4,8 Jahre) und der CF-Gruppe (4,8 Jahre)
unterschied sich nicht signifikant (P=0,72). Die Mittelwerte der z-Scores der KorpergrolRe
(Kontrollen: -0,3; PCD: -0,5; CF: -0,5; P=0,65) und des Korpergewichts (Kontrollen: -0,3;
PCD: -0,5; CF: -0,6; P=0,35) unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant zwischen den
drei Gruppen (114).
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Tabelle 1: Demografische und klinische Merkmale der Studienpopulation

Kontrollen PCD CF
N 30 27 34
Alter, Jahre (SD) 5,0 (1,1) 4,8 (1,5) 4,8 (1,4)
Spannweite 2,51-6,95 2,25-6,99 2,19-6,96
Geschlecht, mannlich/weiblich 16/14 14/13 18/16
Korpergrolde, z-Score (SD) -0,3 (1,2) -0,5 (1,0) -0,5(1,9)
Koérpergewicht, z-Score (SD) -0,3 (0,95) -0,5 (0,99) -0,6 (0,98)
Alter bei Diagnosestellung, Jahre
(SD) NA 2,2 (2,1) 0,8 (1,2)
Chronischer produktiver Husten, N
(%) 0 24 (88,9) 6 (17,7)
Inhalation mit hypertoner
Kochsalzlésung, N (%) 0 16 (59,2) 34 (100,0)
Situs inversus, N (%) 0 11 (40,7) 0
Angeborener Herzfehler, N (%) 0 2(7,4) 0
Neonatales Atemnotsyndrom, N (%) 0 17 (63,0) 0
nNNO durchgefuhrt, N (%) ND 21 (77,8) ND
Median, nL/min (IQR) 8,4 (6,7)
Spannweite, nL/min 3,4-127,7
CFTR-Genotyp* bestimmt, N (%) ND ND 34 (100,0)
F508dellF508del, N (%) 26 (76,5)
F508del/Sonstige, N (%) 4 (11,8)
Sonstige/Sonstige, N (%) 4 (11,8)
CFTR-Modulatortherapie, N (%) NA NA 0 (0,0)
Pankreasinsuffizient, N (%) 0 0 29 (85,3)
Mikrobiologische Daten vorliegend,
N (%) 0 19 (70,4) 31 (91,2)
Chronische Infektion mit
Pseudomonas aeruginosa, N
(%) 1(3,2)
Haemophilus influenzae, N (%) 9(47,4) 18 (58,1)
Staphylococcus aureus, N (%) 4 (21, 9 (29,0)
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Physiologische Standortflora,
N (%) 10 (52,63) 10 (32,26)

N=Anzahl; PCD=primare zilidare Dyskinesie; CF=cystische Fibrose; SD=Standardabweichung;
IQR=Interquartilsabstand, ND=Nicht durchgefuhrt; NA=Nicht anwendbar; nNO=Nasales
Stickoxid, CFTR=Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator. Tabelle modifiziert
nach Réhmel und Dérfler et al., 2022 (114).

Im Vergleich zwischen der PCD- und der CF-Gruppe zeigte sich, dass das Alter bei
Diagnosestellung in der CF-Gruppe (0,82 Jahre) junger war als in der PCD-Gruppe (2,2
Jahre; P<0,001). Chronischer produktiver Husten war in der PCD-Gruppe (88,9%)
haufiger als in der CF-Gruppe (17,7%; P<0,001). Fur 70,4% der PCD-Patienten und
91,2% der CF-Patienten lagen mikrobiologische Daten vor. Dabei zeigte sich kein
Unterschied in der Haufigkeit einer Infektion mit proinflammatorischen Pathogenen
zwischen der PCD- (47,4%) und CF-Gruppe (67,7%; P=0,15) (114).

Von den 27 PCD-Patienten lag bei 24 ein biallelischer Mutationsnachweis in einem
bekannten PCD-Gen vor (88,9%). Die Genotypen dieser Patienten sowie die
entsprechenden ultrastrukturellen Ziliendefekte sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Genotypen und ultrastrukturelle Ziliendefekte PCD-Patienten

Biallelische Mutation N (%) Genotypen gruppiert N (%)
identifiziert in PCD-Genen nach ultrastrukturellen

Ziliendefekten

ARMC4 3(11,1) ODA 14 (51,9)
DNAH5 7 (25,9)

DNAI1 2 (7,4)

DNAI2 1(3,7)

ccDD114 1(3,7)

DNAAF2 1(3,7) IDA+ODA 6 (22,2)
DNAAF3 1(3,7)

DNAAF5 1(3,7)

LRRC6 1(3,7)

SPAG1 1(3,7)

C110rf70 1(3,7)
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CCDC40 2(7,4) IDA/CA/MTD 3(11,1)
CCDC39 1(3,7)

DNAH11 1(3,7) Normale US 1(3,7)
Kein Ergebnis 3(11,1) Unbekannt 3(11,1)

PCD=Primare ziliare Dyskinesie; N=Anzahl; ODA=Defekte auferer Dyneinarm; IDA+ODA=
Defekte innerer und dullerer Dyneinarm; IDA/CA/MTD=Defekte innerer Dyneinarms und
Zentralapparatus und mikrotubulare Desorganisation; US=Ultrastruktur. Tabelle modifiziert nach
Réhmel und Dérfler et al., 2022 (114).

3.2 Ergebnisse MBW

3.2.1 Durchfiihrbarkeit MBW bei Vorschulkindern

Insgesamt waren 90,1% aller MBW-Messungen erfolgreich (Abbildung 3). Dabei
unterschieden sich die Erfolgsquoten zwischen den gesunden Kontrollen (85,7%), den
PCD-Patienten (93,1%) und den CF-Patienten (91,9%) nicht (P=0,55). Die haufigsten
Grunde fur inakzeptable MBW-Messungen waren in allen Gruppen ungleichmallige
Atmung und Lecks (114).

3.2.2 LCIim Vergleich zwischen den Gruppen

Die MBW-Ergebnisse sind in Tabelle 3 und Abbildung 4 dargestellt. Im Vergleich zu den
gesunden Kontrollen (Median, 7,0) war der LCI in der PCD-Gruppe (Median, 9,1) erhoht
(P<0,0001). Ebenso war der LCI in der CF-Gruppe (Median 8,6) im Vergleich mit den
gesunden Kontrollen erhoht (P<0,0001). Zwischen der PCD- und der CF-Gruppe
unterschied sich der Median des LCIl dagegen nicht (P=0,71). Innerhalb der PCD-Gruppe
waren die LCI-Werte weiter gestreut als in der CF-Gruppe (IQR 3,3 versus 2,1). Der Anteil
von Kindern mit einem erhohten LCI (Uber dem ULN von 8,1) unterschied sich zwischen
der PCD-Gruppe (59,3%) und der CF-Gruppe (70,6%) nicht (P=0,35) (114).
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Abbildung 4: LCI bei gesunden Kontrollen, PCD- und CF-Patienten

LCI-Werte bei gesunden Kontrollen (K), PCD-Patienten (PCD) und CF-Patienten (CF). Die
durchgezogenen Balken markieren die Gruppenmediane, die gestrichelte Linie markiert die obere
Grenze des Normbereichs fir den LCI (8,1). ***) P < 0,0001; n.s.) nicht signifikant. Abbildung

modifiziert nach R6hmel und Dérfler et al., 2022 (114).

Tabelle 3: Ergebnisse MBW

Kontrollen PCD CF

N 30 27 34
LCI, Median (IQR) 7,0 (1,0) 9,1 (3,3) 8,6 (2,1)
Spannweite 5,9-8,2 6,4-13,9 6,7-15,5
Erhohter LCI, N (%) 1(3,3) 16 (59,3) 24 (70,6)
LCI, z-Score (SD) 0,0 (1,0) 4,2 (3,6) 3,6 (3,0)
Erhohter LCI z-Score, N (%) 1(3,3) 16 (59,3) 24 (70,6)

MBW=Multiple-Breath Washout; PCD=primare ziliare Dyskinesie; CF=cystische Fibrose;
N=Anzahl; LCI=Lung Clearance Index; IQR=Interquartilsabstand; SD=Standardabweichung.

Tabelle modifiziert nach R6hmel und Dérfler et al., 2022 (114).
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3.2.3 Mogliche Einflussfaktoren auf den LCI

In der Gruppe der gesunden Kontrollen war der LCI mit steigendem Alter tendenziell
niedriger (rs=-0,33; P=0,07). In der PCD-Gruppe (rs=-0,07; P=0,73) und der CF-Gruppe
(rs=-0,01; P=0,94) liel® sich diese Tendenz nicht beobachten (114).

Der LCI unterschied sich nicht zwischen PCD-Patienten mit (Median, 11,12; IQR, 4,67)
und ohne (Median, 8,61; IQR 2,36) Nachweis einer Infektion mit proinflammatorischen
Pathogenen (P=0,18). Auch in der CF-Gruppe gab es keinen Unterschied zwischen den
Patienten mit (Median 8,55; IQR, 2,36) und ohne (Median, 8,74; IQR 1,28) einen solchen
Nachweis (P=0,88) (114).
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung

Diese Studie konnte zeigen, dass der LCI bei Vorschulkindern mit PCD ahnlich zu dem
von Vorschulkindern mit CF erhoht war. Dies deutet auf den frihen Beginn der
Lungenerkrankung bei Patienten mit PCD hin. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass
MBW-Messungen bei Kindern mit PCD im Vorschulalter im Rahmen einer
multizentrischen Studie gut durchfuhrbar waren. MBW kdnnte somit eine geeignete,
nicht-invasive, quantitative Methode zum diagnostischen Monitoring der fruhen
Lungenerkrankung bei Patienten mit PCD darstellen. Auf3erdem konnte sich der LCI als
geeigneter Endpunkt in Beobachtungs- oder Interventionsstudien bei Vorschulkindern mit
PCD anbieten.

4.2 Einordnung der Ergebnisse in den bisherigen Forschungsstand

Die Quote der erfolgreichen MBW-Messungen bei nicht sedierten Vorschulkindern lag in
dieser Studie insgesamt bei 90,1%. In einer anderen kurzlich veroffentlichten Studie, die
ebenfalls die Durchfuhrbarkeit von MBW bei nicht sedierten CF-Patienten und gesunden
Kontrollen im Vorschulalter untersuchte, lag die Erfolgsquote der Messungen bei 82,4%
(93). Eine weitere Studie, die MBW bei Kindern mit PCD, mit CF und gesunden Kontrollen
durchfuhrte, erreichte in der Altersgruppe unter sechs Jahren eine Erfolgsquote von 71%
(54). In der hier vorliegenden Studie war die Erfolgsquote der MBW-Messungen und
damit die Durchfuhrbarkeit demnach hoher als in vorherigen Studien mit ahnlicher
Studienpopulation und vergleichbarer Methodik (54, 93). Grunde dafur konnten sein,
dass alle Messungen von der gleichen Person durchgefuhrt wurden. Zudem wurde fur
alle Messungen ausreichend Zeit eingeplant, so dass zum Teil auch initial nicht

kooperative Probanden im Verlauf noch erfolgreiche Messungen absolvieren konnten.

Die LCI-Werte bei den PCD- und CF-Patienten waren im Vergleich mit denen der
gesunden Kontrollen erhoht. Der LCI von Vorschulkindern mit CF war auch in anderen
Studien erhoht. Diese konnten zudem zeigen, dass der LCI die frihe Lungenerkrankung
bei diesen Patienten sensitiv detektierte (76, 93, 109, 126). Die hier vorliegende Studie

konnte also den fruhen Beginn der Lungenerkrankung bei Kindern mit CF bestatigen.
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Auch die LCI-Werte der Vorschulkinder mit PCD waren erhoht, was sich mit den
Ergebnissen mehrerer anderer Studien deckt, die ebenfalls MBW bei PCD-Patienten
durchfuhrten (54, 88, 95-103). In diesen Studien war das Alter der PCD-Patienten
(Altersmedian, 8,1-24,7 Jahre) und auch der LCI, mit Ausnahme einer Studie, hoher als
in der hier vorliegenden Studie (Altersmedian, 4,8 Jahre) (88, 95-103). Ein Grund fur die
hoheren LCI-Ergebnisse in den anderen Studien konnte sein, dass der LCI bei PCD-
Patienten mit zunehmendem Alter ansteigt (100). Die Studie, die niedrigere LCI-Werte
detektierte, hatte ebenfalls eine altere Studienpopulation (Altersmedian, 8,6 Jahre) und
schloss einige PCD-Patienten im Vorschulalter ein (54). Sie umfasste jedoch nur
Patienten mit milder Lungenerkrankung mit einer per Spirometrie bestimmten forcierten

Einsekundenkapazitat Uber 60% des Erwartungswertes.

Die hier vorliegende Studie zeigte bei PCD-Patienten im Vorschulalter LCI-Werte, die
vergleichbar zu denen von CF-Patienten im gleichen Alter erhoht waren. Dies deutet auf
einen Beginn der Lungenerkrankung bei Patienten mit PCD zu einem ahnlich frihen
Zeitpunkt wie bei Patienten mit CF hin. Mogliche Einflussfaktoren, die die Ergebnisse
dieser Studie verzerrt haben konnten, sind zum einen, dass die Diagnosestellung bei den
PCD-Patienten im Durchschnitt spater erfolgte als bei den CF-Patienten. Zum anderen
sind das klinische Follow-Up und die Therapie fur PCD-Patienten nicht so standardisiert
wie bei CF-Patienten. Diese Faktoren haben einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf bei
Patienten mit CF und konnten ebenso einen Einfluss auf den Verlauf der frihen
Lungenerkrankung bei Patienten mit PCD haben (77, 80, 81).

Die LCI-Werte zeigten in dieser Studie weder einen Zusammenhang mit dem Alter der
Probanden noch mit vorliegenden Infektionen der PCD- und CF-Patienten mit
proinflammatorischen Pathogenen. Die fehlende Korrelation der LCI-Werte mit dem Alter
bestatigt die Ergebnisse einer vergleichbaren anderen Studie, die jedoch eine altere
Studienpopulation hatte (54). In der hier vorliegenden Studie war der Infektionsstatus mit
proinflammatorischen Pathogenen der PCD-Patienten vergleichbar mit dem von PCD-
Patienten in vorherigen Studien (23, 31). Die Pravalenz von Infektionen mit
proinflammatorischen Pathogenen unterschied sich in der hier vorliegenden Studie nicht
zwischen den PCD- und CF-Patienten. Zudem konnte innerhalb beider Gruppen kein
Unterschied der LCI-Werte zwischen Patienten mit und ohne Infektion festgestellt

werden.
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4.3 Limitationen

Eine Schwache der hier vorliegenden Studie war, dass keine bildgebenden Verfahren
zusatzlich zur Lungenfunktionsmessung zum Einsatz kamen. Diese hatten eine Aussage
der LCI-Werte hinsichtlich einer Korrelation mit strukturellen Lungenveranderungen
ermoglichen kénnen. Zudem war die Gruppe der PCD-Patienten nicht grol3 genug, um

Subgruppenanalysen innerhalb dieser durchzufuhren.

4.4 Weiterfuhrende wissenschaftliche Fragestellungen

Die hier vorliegende Studie konnte zeigen, dass der LCI Ventilationsinhomogenitaten der
Lungen bei Vorschulkindern mit PCD nachweisen kann. Leider umfasste die Studie kein
bildgebendes Verfahren, um zusatzlich strukturelle Veranderungen der Lungen zu
untersuchen. Zudem war die Studienpopulation eher klein. Um mehr Wissen Uber den
Beginn und den Verlauf der Lungenerkrankung bei Vorschulkindern mit PCD zu
gewinnen, waren LCI-Studien, die zusatzlich bildgebende Verfahren umfassen und in

einer grof3eren Population durchgefuhrt werden, winschenswert.

LCI-Studien in einer grofReren Studienpopulation wirden auch ermdoglichen, die
Auspragung der Lungenerkrankung bei Vorschulkindern mit PCD aufgrund
unterschiedlicher betroffener Gene und daraus resultierenden unterschiedlichen
Defekten der ziliaren Ultrastruktur zu vergleichen. Dies ware interessant, weil die
Krankheitsauspragung je nach betroffenem Gen sehr unterschiedlich ausfallen kann, was
jedoch bei Vorschulkindern mit PCD bisher kaum untersucht wurde.

4.5 Interpretation

Zusammenfassend zeigte die hier vorliegende Studie, dass mit Hilfe des LCI
Ventilationsinhomogenitaten der Lungen bei PCD-Patienten bereits im Vorschulalter ab
zwei Jahren nachweisbar sind. Dass die LCIl-Werte bei PCD- und CF-Patienten
vergleichbar erhoht waren, deutet auf einen frihen Beginn der Lungenerkrankung bei
PCD-Patienten ahnlich zum dem bei CF-Patienten hin. Die hier vorliegende Studie zeigte
zudem, dass MBW bereits im Vorschulalter eine gut durchfuhrbare Methode ist.
Insgesamt unterstutzen die vorliegenden Daten somit, dass der LCI bei Vorschulkindern
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mit PCD (1) als wertvoller Parameter zum Nachweis sowie zum Monitoring der frihen
Lungenerkrankung, (2) als moglicher Endpunkt in zukunftigen multizentrischen
Beobachtungsstudien und (3) als moglicher Endpunkt in Interventionsstudien dienen
kann.
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