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Abstract Deutsch

Zielsetzung: Diese Arbeit befasst sich mit der Therapieeffektbeurteilung nach CFTR-
Modulatoren-Therapie bei Zystische Fibrose (CF)-Patienten mit dem CFTR-Genotyp
F508del/F508del und der optimierten Diagnosestellung bei unklarer Auswirkung eines
seltenen CFTR-Genotyps auf den klinischen Ph&notyp eines Patienten.

Methodik: Insgesamt wurden 19 Patienten in die Studie eingeschlossen. In
Patientengruppe A wurden 9 CF-Patienten, die homozygot die CFTR-Mutation F508del
aufweisen, zu zwei Zeitpunkten untersucht — vor (Baseline) und 4 Wochen nach Beginn
(Follow-Up) der erstmaligen Therapie mit dem CFTR-Korrektor Lumacaftor in
Kombination mit dem CFTR-Potentiator Ivacaftor. Der Effekt der Therapie wurde anhand
von Biomarkern der CFTR-Funktion (Schweildtest, Intestinale Kurzschlussstrom-
messung, ICM) sowie klinischen Parametern (BMI, FEV1) evaluiert. In Patientengruppe
B wurde bei 10 Patienten mit seltenem CFTR-Genotyp und unklarer Diagnose mittels
Nasaler Potentialdifferenzmessung (NPD) und ICM die in vivo/ex vivo CFTR-Funktion
bestimmt und die Diagnoseklassifikation prazisiert.

Ergebnisse: In Patientengruppe A zeigte sich nach 4-wochiger Therapie eine
signifikante Reduktion des Schweil3chlorids (MW 28,00 mmol/L, p=0,008) sowie
signifikante Besserungen in den ICM-Parametern Alsc(Forsk/IBMX) (MW +17,38 A,
p=0,008) und Alsc(Forsk/IBMX+CCH+Hista) (MW +39,11 pA, p=0,011). Eine signifikante
Besserung von BMI und FEV1 wurde nicht beobachtet und eine Korrelation zwischen den
Anderungen in den beiden CFTR-Biomarkern (Schwei3chlorid, ICM) konnte nicht
nachgewiesen werden. In Patientengruppe B gelang anhand der erweiterten CFTR-
Funktionsanalyse eine optimierte Diagnosestellung. Es wurde bei 3 Patienten eine PI-CF
und bei 4 Patienten eine PS-CF bestatigt, bei einem Patienten wurde eine CFTR-
Dysfunktion diagnostiziert, wahrend bei 2 Patienten eine CF weitgehend ausgeschlossen
werden konnte.

Schlussfolgerung: Innerhalb von vier Wochen nach Beginn der CFTR-Modulator-
Therapie kann mittels CFTR-Funktionsanalyse der akute Therapieeffekt beurteilt werden,
ohne dass in diesem Zeitraum eine signifikante Verbesserung in BMI und FEV1 auftrat.
Bei unbekannter Auswirkung seltener CFTR-Mutationen kann eine erweiterte CFTR-

Funktionsanalyse die Diagnosestellung optimieren.
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Abstract Englisch

Objectives: In this thesis, the effects of CFTR modulating therapy in cystic fibrosis
patients with phe508del/phe508del CFTR genotype have been examined and phenotypic
characterisation of rare cystic fibrosis mutations with unknown clinical consequence has
been performed to optimise the diagnostic algorithm.

Methods: 19 patients were enrolled in this study. In cohort A, 9 phe508del homozygous
patients were examined before therapy with CFTR corrector lumacaftor in combination
with CFTR potentiator ivacaftor (baseline) and after 4 weeks of therapy (follow-up). To
evaluate the effect of the therapy, an assessment of CFTR function biomarker, such as
sweat chloride concentration and ICM, as well as clinical outcomes (body mass index,
FEV1) was performed. In cohort B, ex vivo/in vivo CFTR function of 10 patients with rare
CFTR genotypes with unknown clinical consequence or inconclusive diagnosis was
characterised by NPD and ICM.

Results: In cohort A, a significant reduction of sweat chloride concentrations (mean 28,00
mmol/L, p=0,008) and significant improvement of Alsc(Forsk/IBMX) (mean +17,38 PA,
p=0,008) as well as Alsc(Forsk/IBMX+CCH+Hista) (mean +39,11 pA, p=0,011) in ICM
could be observed after 4 weeks of therapy. No significance could be shown in the
improvement of body mass index or FEV1. Neither any correlations between the two ICM
parameter Alsc(Forsk/IBMX) and Alsc(Forsk/IBMX+CCH+Hista) nor between the changes
in the two CFTR biomarker (sweat chloride, ICM) were found. In cohort B, based on
extended CFTR function analysis the diagnosis algorithm could be optimised. In 3
patients the PI-CF diagnosis and in 4 patients the PS-CF diagnosis could be confirmed.
One patient was diagnosed with CFTR dysfunction, in 2 patients a CF diagnosis was
considered unlikely.

Conclusions: After 4 weeks of CFTR-modulating therapy, the effects could be very well
evaluated by electrophysiological CFTR testing while no significant effects in clinical
parameters as BMI and FEV1 could be observed in short term evaluation. With extended
CFTR function analysis, CF diagnosis in patients with rare CFTR genotypes of unknown

clinical relevance can be stated very precisely.
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1 Einleitung
1.1 Definition und Atiologie der CF

Die Zystische Fibrose oder Mukoviszidose (engl. cystic fibrosis, CF) ist eine autosomal-
rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung, die auf einem Defekt des CFTR-Gens beruht.
Der Defekt resultiert in einer Funktionsstérung des CFTR-Kanals der Zellmembran und
einer dadurch herabgesetzten Chloridionenleitfahigkeit (1), die eine Viskositatserh6hung
des Sekrets diverser Driisen im gesamten Korper bewirkt. So betrifft die Pathophysiologie
der CF den gesamten Korper. Gegensatzlich dazu wird sie in der Gesellschaft haufig
falschlicherweise als Lungenerkrankung bezeichnet. Durch die erhdhte Viskositat des
Sekrets kann das betroffene Organ oftmals sich ansammelnde Erreger nicht von selbst
entfernen, die Ausfihrungsgénge sind verlegt und das betroffene Organ entziindet sich
oder fibrosiert gar. Das Kklinische Krankheitsbild der CF ist durch ein diverses
Erscheinungsbild gepragt, das von chronisch obstruktiver Lungenerkrankung Uber

exokrine Pankreasinsuffizienz bis hin zu Gedeihstérungen reicht (1).

1.2 Epidemiologie und Demographie der CF

Die CF stellt im europaischen Raum die h&aufigste angeborenen autosomal-rezessiv
vererbte Stoffwechselerkrankung mit eingeschrankter Lebenserwartung bei einer
Inzidenz von ca. 1:3500 in der kaukasischen Ethnie dar (2—4). In Europa werden aktuell
um die 48500 CF-Patienten gezahlt, das Verhaltnis zwischen mannlichem und
weiblichem Geschlecht ist hierbei nahezu ausgeglichen (2).

Das mittlere Alter zum Ablebenszeitpunkt von CF-Patienten hat sich im Laufe der letzten
Jahrzehnte drastisch ins Positive verandert: wo um das Jahr 1940 das durchschnittliche
Uberleben eines mit CF geborenen Kindes bei ungefahr 6 Monaten lag (5), betragt das
Ablebensalter eines CF-Patienten heutzutage in Europa durchschnittlich 31,2 Jahre, das
europaisch durchschnittliche Diagnosealter liegt im Median aktuell bei 4 Monaten, wobei
sich beides im Vergleich einzelner europaischer Staaten als sehr variabel darstellt (2).
In Deutschland betragt das mediane Alter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 0,2 Jahre
und das mediane Alter bei Tod 33 Jahre, die prognostizierte durchschnittliche
Lebenserwartung bei einem Neugeborenen mit CF betragt aktuell 53 Jahre (6).

Die Verbesserung des Diagnosezeitpunktes sowie der Mortalitat lassen sich einerseits
aus verbesserten Frihdiagnosemethoden wie zum Beispiel dem

Neugeborenenscreening sowie andererseits aus dem Einsatz vielerlei verbesserter
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Therapiemoglichkeiten, wie zum Beispiel wirksame antibiotische Therapien gegen
mikrobielle Kolonisation, Pankreasenzymersatztherapie, Erndhrungsberatung, physio-
therapeutische Atemtherapie und mukolytische Arzneimittel sowie CFTR-Modulatoren
ableiten (7).

Anhand durchgefuhrter Mutationsfrequenzanalysen lasst sich die Entstehung von
Mutationen im CFTR-Gen auf mehr als 50.000 Jahre zurtckfuhren. Die heutzutage
immer noch haufigste CFTR-Mutation F508del findet ihre Ursprungspopulation im
arabischen sowie sudwestasiatischen Raum (8). Derzeit sind rund 2000 CFTR-
Mutationen bekannt, viele von ihnen jedoch nicht in ihrer Auswirkung auf den klinischen
Phanotyp des Patienten charakterisiert. 360 genetische Varianten sind hiervon als CF-
verursachend eingestuft, 23 als nicht-CF-verursachend. 48 Varianten sind als Mutationen
mit variierender klinischer Konsequenz und 11 Varianten als Mutationen mit unbekannter
Konsequenz beschrieben (9). F508del ist aul3er Konkurrenz die haufigste Mutation mit
einer Allel-Frequenz von 90% weltweit (10-12). In ihrer Vorkommenshaufigkeit zwar weit
darunter liegend, aber als einzige neben F508del, zeigen die Mutationen G542X, G551D,
N1303K und W1282X eine Allel-Frequenz von >0,1% auf (13).

Nicht zu vernachléassigen sind geographische wie auch ethnische Aspekte, unter welchen
die Inzidenz samtlicher CFTR-Mutationen stark variiert. Anhand der US-amerikanischen
Bevolkerung wurden diese ethnischen Aspekte aufgezeigt, wonach beispielsweise in der
schwarzafrikanisch-stammigen Bevolkerungsgruppe die Inzidenz einer CF-Erkrankung
von 1:15.000, allerdings in der asiatischen Ethnie eine Inzidenz von 1:35.000
beschrieben wurde (3,4). Bestimmte Mutationen weisen geographische
Herdvorkommnisse auf, als gutes Beispiel hierfur eignet sich die Mutation G551D, die in
der franzdsischen Region Bretagne sowie im Vereinigten Konigreich und in Irland eine
untypisch hohe Préavalenz aufweist oder die Mutation W1282X, die vor allem im Mittleren
Osten vorkommt (14,15).

1.3 Pathophysiologie der CF

Bei Betrachtung der Pathophysiologie der CF am Beispiel des respiratorischen Epithels,
l&sst sich der CFTR-Basisdefekt und seine elektrophysiologische Auswirkung sehr gut
erkennen. Physiologisch werden Chloridionen entweder mittels CFTR-Kanals (CAMP-
vermittelt, Proteinkinase A) oder mittels alternativen calciumvermittelten Chloridkanalen

(CaCC) (calciumvermittelt, Proteinkinase C) von apikal nach basolateral transportiert.
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Von basolateral nach intrazellular gelangen die Chloridionen uber einen Na-K-2Cl-
Kotransporter. Das Natrium gelangt von apikal nach intrazellular Gber den epithelialen
Natriumkanal (ENaC) und von basolateral nach extrazellular Gber die Na-K-ATPase im
Austausch gegen Kalium. Wichtig hierbei ist der physiologische, passive
Wassernachstrom, welcher im Sinne der mukoziliaren Clearance den Zilien den

Abtransport von mukdsem Sekret nach oral erlaubt (16).

Non-CF CF
apikal apikal
Na+ H,O Na+ Cl- Cl- Na+ Cl-
A A ‘ T x T
l CFTR
ENaC|— CFTR —* CaCC ENac[>< <> cacc
3Na+ K+ 2K+
K+ a K+ Na+K+2Cl- ‘ 3Na+ Na+K+2Cl-
v v Na-K-  Na-K-2Cl-
Cl- H,0 ATPase Cotransporter
basolateral basolateral

Abb. 1.1: Intrazellularer lonentransportmechanismus bei CF-Patienten im Vergleich zu
Gesunden am Beispiel des respiratorischen Epithels

Frei modifiziert nach (16)

Legende: Na+: Natrium, CI-: Chlorid, K+: Kalium, H,O: Wasser, CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator-
Kanal, ENaC: eptihelialer Natriumkanal, CaCC: calciumabhangiger Chloridkanal, Na-K-ATPase: Natrium-Kalium-ATPase, Na-K-2Cl-
Cotransporter: Natrium-Kalium-2Chlorid-Cotransporter

Bei der Zystischen Fibrose ist der lonentransport durch den pathologisch verénderten
CFTR-Kanal gestort, die negative Ruckkopplung zu den ENaC-Kanalen ist unterbunden,
demnach liegt eine ENaC-Hyperaktivitat vor und ein ausreichender passiver
Wassernachstrom kann nicht gewahrleistet werden. Die mukoziliare Clearance kann
nicht aufrechterhalten werden, der wasserarme, viskdse Mukus kann folglich nicht
abtransportiert werden und bietet optimalen Nahrboden fir mikrobiologisches Wachstum
(16).
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In den Schweil3drisen werden physiologisch Natrium- und Chloridionen im duktalen
Lumen reabsorbiert, der ausgeschiedene Schweil3 ist hypoton. Bei CF-Erkrankten
kobnnen die lonen nur bedingt rickresorbiert werden, sie verbleiben in den
Schweil3driisen und werden ausgeschieden. Dies erklart den pathologisch erhdhten

Chloridionengehalt im Schweil3, der beim Schweildtest gemessen wird (17,18).

1.4 Genetik der CF

Die Zystische Fibrose ist die haufigste angeborene Stoffwechselerkrankung und wird mit
einem autosomal-rezessiven Erbgang vererbt. Dies bedeutet, dass ein Neugeborenes
dann erkrankt, wenn es von jedem seiner beiden compound-heterozygoten Elternteile
das mutierte Allel vererbt bekommt, woflr die Wahrscheinlichkeit bei 25% liegt. Das
Risiko des Neugeborenen ein compound-heterozygoter Trager zu werden, liegt bei 50%
und die Wahrscheinlichkeit, dass es kein mutiertes Allel tragt und demnach gesund ist,
liegt bei 25% (19).

1989 gelang die Sequenzierung des CFTR-Gens auf Chromosom 7, womit der
Grundstein fur die heute gangige molekulargenetische Diagnostik gelegt wurde (10,11).
Das CFTR-Gen ist auf dem langen Arm von Chromosom 7 lokalisiert, wo es die Position
7031.2 einnimmt. Es beinhaltet 2300 Kilobasenpaare und 27 Exons, wobei die
Transkriptionslange der mRNA 6,5 Kilobasen betragt. Die Exons sind von 1 bis 24
nummeriert, da die Exons 6b, 14b und 17b erst nachtraglich beschrieben wurden (20).
Die Translation ergibt aus 1480 Aminoséuren ein Protein, das als cAMP-abhéngiger
membranstandiger Chloridkanal am apikalen Epithel sekretorischer Drisen fungiert. Der
CFTR-lonenkanal zahlt zu den ABC-Transportern (engl. ,ATP-binding cassette®), die
durch ATP-Bindung am lonentransport durch die Zellmembran beteiligt sind. Der
lonentransport erfolgt durch einen Offnungsprozess (engl. ,gating“), der mit
Phosphorylierung der regulatorischen Domane des CFTR-Proteins durch eine cAMP-
abhangige Proteinkinase A eingeleitet wird. ATP wird gebunden und eine Dimerisierung
findet statt, die CFTR-Kanalpore 6ffnet sich (21).

Nicht alle Mutationen im CFTR-Gen haben einen Krankheitswert, denn der ist stark davon
abhangig, wie sehr die Funktion oder die Synthese des CFTR-Kanals beeintrachtigt ist.
Weiters fihren Deletionen von Exons oder friihzeitig geschriebene Stoppcodons — wie
es bei Deletionen, Insertionen oder Missense-Mutationen der Fall ist — zu einer CF-

Erkrankung. 90% aller CF-Patienten tragen die Mutation F508del auf mindestens einem
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Allel, wo die Kodierung von Phenylalanin an Position 508 im Exon 10 aufgrund einer
Deletion eines ganzen Basentripletts fehlt (12,22,23). Weiters gilt der sichere Ausschluss
einer CF-Diagnose mittels molekulargenetischer Untersuchungen heutzutage als nicht
maoglich, da sich bestimmte Mutationen — wie Promotormutationen oder intronische
SpleiBmutationen - bisher im CFTR-Gen nicht nachweisen lassen (24).

Die CFTR-Mutationen werden in 6 verschiedene Mutationsklassen eingeteilt. Hierbei
lasst sich ein direkter Zusammenhang zwischen Mutationsklasse und Intensitat des
CFTR-vermittelten Chloridtransports in der Zelle herstellen, welcher von Mutationsklasse
| bis V stetig zunimmt (Tab. 1.1).

Tab. 1.1: CFTR-Mutationsklassen

(25)
Mutations- CFTR-Defekt Mutationsbeispiele
klasse
I Keine/gestdrte CFTR-Proteinsynthese Nonsense-Mutationen
GroRRe Deletionen oder Insertionen
G542X, W1282X, R553X
Il Fehlerhafte CFTR-Proteinverarbeitung F508del, N1303K, G85E
1l Dysregulation des CFTR-Kanals G551D, G551S, S1255P
(,Gating-Mutation®)
v Defekte lonenleitfahigkeit des CFTR-Kanals R117H, R334W, R347P
\% Reduzierte Synthese von funktionierendem | A455E, 2789+5G>A
CFTR-Protein
unklassifiziert Alle anderen Mutationen, inkl. der
unbekannten
In den Mutationsklassen I, Il und V stehen der Proteindefekt und die daraus folgende

fehlerhafte Expression des CFTR-Proteins an der Zelloberflache im Vordergrund und es
kommt zu einer geringeren Anzahl funktionierender CFTR-Kandale an der Zellmembran.
Die Mutationsklassen Il und IV bedingen zwar keine fehlerhafte Expression, jedoch aber
eine Funktionsunféhigkeit durch Dysregulation oder defekte lonenleitfahigkeit (25). Der
Einsatz von CFTR-Modulatoren lasst sich anhand der Mutationsklassen sehr gut
erklaren: Ein CFTR-Potentiator kommt bei den Mutationsklassen Il und IV zum Einsatz,

um die bestehende CFTR-Funktion zu verbessern und die Offnungswahrscheinlichkeit
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zu erhohen, wahrend ein CFTR-Korrektor bei den Mutationsklassen I, Il, und V verwendet
wird, um die CFTR-Expression an der Zelloberflache zu korrigieren.

Die genetische Abklarung muss jedenfalls die ethnische Herkunft des Patienten
berticksichtigen, da das Mutationsspektrum des CFTR-Gens geographische und
ethnische Unterschiede aufweist (24—-26) (siehe Kapitel 1.2.).

Die Krankheitsintensitdt und bestimmte Symptomkomplexe kdénnen ebenso in
Zusammenhang mit den Mutationsklassen gebracht werden. Hierbei lasst sich eindeutig
feststellen, dass beispielsweise schwere Mutationen der Klassen I-11l mit einer exokrinen
Pankrasinsuffizienz einhergehen (PI-CF), wahrend Patienten mit milderen Mutationen
der anderen Klassen sich klinisch als pankreassuffizient préasentieren (PS-CF). Die
durchschnittliche CFTR-Restfunktion bei PI-CF-Patienten betragt < 1%, bei PS-CF-
Patienten betragt sie bis zu 10%. Ein pathologischer Schweif3test mit < 60 mmol/L ergibt

sich ab einer CFTR-Restfunktion von ungefahr 20% und darunter (17).

1.5 Diagnostik der CF

Fir eine CF-Diagnosestellung ist jeweils ein Kriterium pro Kategorie zu erfillen (26-30):

Tab. 1.2: CF-Diagnosekriterien

Kategorie 1 Kategorie 2
¢ Mind. ein klinischer Hinweis auf eine CF e Zwei CF-verursachende CFTR-
e Positive Familienanamnesen (z.B. Mutationen
Geschwister mit CF) e CFTR-Dysfunktion im CF-typischen
e Positives Neugeborenenscreeening Bereich
(NBS) o Schweildchlorid > 60mmol/L
(bei mind. 2 Messungen)
o Pathologische CFTR-
Funktionsdiagnostik (NPD/ICM)

Folgende Erkrankungen werden als klinischer Hinweis auf eine CF gedeutet:
Chronische sinopulmonale Erkrankungen:

e Chronischer Husten, zahes Sputum, Pfeifen als Auskultationsbefund

¢ Kilinische Zeichen einer chron. Hypoxie (Trommelschlagelfinger, Uhrglasnégel)

e Pathologische Befunde in der radiologischen Bildgebung: Obstruktion,

Emphysem, Bronchiektasien, Atelektasen
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e Erregernachweis im Atemsekret: Pseudomonas aeruginosa, Staph. aureus,
Ham. infl., Burkholderia cepacia
e Chron. Rhinosinusitis
Gastrointestinale Erkrankungen:
e Exokrine Pankreasinsuffizienz, chron. Pankreatitis
¢ Mekoniumileus, Rektumprolaps, DIOS, Mikrokolon
e Chron. Lebererkrankungen, Leberzirrhose, portale Hypertension, Cholelithiasis,
prolongierter neonataler Ikterus
e Dystrophie, Minderwuchs, Untergewicht, Entwicklungsstérungen
e Salzverlustsyndrom
Genitale Erkrankungen:
e Obstruktive Azoospermie (CBAVD)

Ein positives Neugeborenenscreening fuhrt am haufigsten zu einer CF-Diagnosestellung
im Sauglingsalter. International existieren verschiedene Durchflihrungsstandards, hierbei
werden allerdings zumeist die Konzentrationen der bei CF erhdéhten Pankreasproteine
immunreaktives Trypsinogen (IRT) und Pankreatitis-assoziiertes Protein (PAP) aus dem
Kapillarblut untersucht.

Den Diagnostik-Goldstandard bildet der Schweil3test, welcher in erster Instanz im
Diagnostikalgorithmus durchgefuhrt wird. Schweil3chloridwerte < 29 mmol/L sprechen
gegen eine CF-Diagnose, Werte = 60 mmol/L fur eine CF-Diagnose. Sollte der
Schweildtest einen Schweil3chloridwert zwischen 30-59 mmol/L ergeben, so sprache dies
fur eine atypische CF (26). Hierzu lasst sich Naheres im Methodik-Kapitel 3.2 nachlesen.
Die molekulargenetische Analyse steht im Prozess der Diagnosestellung bei der
Verdachtsdiagnose einer Zystischen Fibrose an zweiter Stelle und bildet einen wichtigen
Bestandteil. Sie soll zur Diagnosesicherung, Therapieplanung sowie zur Untersuchung
von Familienmitgliedern betroffener Personen erfolgen (siehe auch Kapitel 1.4).

Ergibt die CFTR-Genanalyse keinen eindeutigen CF-Befund (d.h. 2 CF-verursachende
Mutationen) oder der Schweil3test ein Ergebnis im diagnostischen Intermedidrbereich
(30-59 mmol/L), so wird eine elektrophysiologische Untersuchung mittels NPD oder ICM
angeschlossen, um eine optimierte Diagnosestellung zu ermdéglichen. Ergeben die
Untersuchungen keine CF-typischen Ergebnisse, so kann eine CF als unwahrscheinlich

angenommen werden. Ergeben die Untersuchungen den Befund einer eindeutigen
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CFTR-Dysfunktion, so muss der Patient dennoch an ein CF-Zentrum angebunden
werden und sollte sich regelmaliig zu Verlaufskontrollen vorstellen.
Folgend ist er Algorithmus der CF-Diagnosestellung zum Uberblick vereinfacht graphisch

dargestellt:

Klinischer Verdacht,
Positives
Heugeborenenscreening,
Paosifive
Familienanamnese

y

Schweiltest

= B0 mmal/L 30-59 mmaol/L = 29 mmol/L

CFTR-Genetik

1-2 CF- CFTR Genotyp nicht Keine CFTR-
verursachende beschrieben oder Mutationen
CFTR- von unbekannter klinischar
Mutationen Auswirkung
Y

Elektrophysiologische
CFTR-Testung
ICM/NPD

CFTR- CFTR Funkticn
Dysfunktion \L erhalten

Testung uneindeutig
oder Durchfilhrung
nicht maglich

!

CF-Diagnosestellung
nicht maglich

CF-Diagnose CF unwahrscheinlich

Abb. 1.2: CF-Diagnose-Algorithmus bei klinischem Verdacht

Frei modifiziert nach (29)

Zur Diagnostik und Therapie der CF bei Kindern in den ersten beiden Lebensjahren ist
im Jahr 2020 eine neue S3-Leitlinie erschienen (31).
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1.6 Klinik der CF

Die Klinik der CF ist sehr vielschichtig und betrifft verschiedene Organsysteme (1). Bei
ungefahr 10% aller CF-Patienten setzt die Symptomatik unmittelbar nach der Geburt
beispielsweise in Form eines Mekoniumileus ein. In frihen Kindheitsjahren dominieren in
der Regel die pulmonalen und intestinalen Symptome. Zu den pulmonalen
Manifestationen zahlen anatomische Veranderungen und Destruktionen, die sich durch
Bronchialobstruktion und chronische, infektbedingte Entzindungen (v.a. durch
Pseudomonas aeruginosa, Hamophilus Influenza, Staphylococcus aureus) einstellen
sowie die allergische bronchopulmonale Aspergillose (1). In radiologischer Bildgebung
lassen sich teilweise schon in jungen Jahren Emphyseme, atelektatische Herde und
Bronchiektasien darstellen (32). Die langjahrige pulmonale Belastung fuhrt von
Lungenfibrose bis hin zu kardiovaskularen Manifestationen wie dem Cor pulmonale. Eine
chronische Hypoxie fuhrt zu korperlichen Manifestationen wie Trommelschléagelfinger
oder Uhrglasnagel.

Im Bereich der intestinalen Symptomatik steht die Pankreasinsuffizienz sowie chronische
Pankreatitiden im Vordergrund, eine daraus folgende Maldigestion und Malabsorption
bildet oftmals die Grundlage fir Untergewicht und Minderwuchs. Eine Organfibrose oder
eine pathologische Glukosetoleranz im Sinne eines CF-assoziierten Diabetes mellitus
kann im Laufe der Grunderkrankung auftreten. Viele Patienten leiden friih unter
Rektumprolaps, Meteorismus, Invagination, Steatorrhoe oder dem distalen intestinalen
Obstruktionssyndrom. Auf3erdem kann es durch Obstruktion der Gallenwege zu fokaler
biliarer Fibrose und durch Rickstau der Gallenflissigkeit zu Leberzirrhose kommen.
Viele Patienten zeigen klinisch einen Pfortaderhochdruck, Osophagusvarizen, eine
Cholezystolithiasis, Gerinnungsstérungen durch Vitamin-K-Mangel, Fettverdauungs-
stérungen oder einen Mangel fettlGslicher Vitamine (E, D, A) (26).

Der HNO-Trakt ist ebenso betroffen, zumeist in Form von Polyposis nasi oder einer
chronischen Pansinusitis (1).

Bei mannlichen Patienten tritt zudem die CBAVD (kongenitale bilaterale Aplasie der Vas
deferens) und die damit einhergehende Infertilitdt als Symptomkomplex auf. Die
weibliche Fertilitat ist deutlich weniger betroffen, Infertilitat kommt seltener in Form von

verdicktem Zervixschleim vor (33).
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1.7 Therapie der CF

1.7.1 Basistherapie der CF

Sowie die CF als Erkrankung und in ihrer klinischen Prasentation sehr facettenreich ist,
stellt sich auch die Therapie als multimodal und als Zusammenarbeit mehrerer
Fachdisziplinen dar. So nehmen medikamentdse Therapieansatze einen wichtigen
Stellenwert ein, doch auch die Physiotherapie und der Bewegungssport, sowie diatische
Konzepte und Nahrungserganzung stehen im Vordergrund (31,34).

Die Behandlung der Lungenbeteiligung hat zum Ziel, eine Verflissigung des Mukus zu
erreichen, in weiterer Folge Sekretstauungen zu vermeiden und zu beseitigen, sowie die
Infektionen mit unterschiedlichen Erregerentitdten zu therapieren und nachhaltig die
Abwehrkraft des Korpers gegen diese zu starken. Eine Sekretolyse kann durch
regelméalige Inhalationen (hypertone Kochsalzlésung, 3-7%) zur Befeuchtung der
Atemwege erreicht werden. Die Inhalation mit B2-Sympathomimetika verringert die
Obstruktion und wirkt einem Bronchospasmus entgegen. Eine antibiotische Therapie
kann bei lokalen Infektionen inhalativ appliziert, bei systemischen Infektionen als
intravendse Infusionstherapie angewandt werden. Die intravendse Infusionstherapie
kann als Intervalltherapie bei banalen Infekten bei verschlechtertem Allgemeinzustand,
als kontinuierliche Therapie bei Patienten mit anhaltend hoher Krankheitsintensitat oder
als Eradikationstherapie bei chronischer Besiedelung mit Problemkeimen wie
beispielsweise Pseudomonas aeruginosa eingesetzt werden (35).

Ein weiterer wichtiger Bestandteil des Therapiekonzepts bei CF-Patienten bildet die
Pankreasenzymsubstitution bei Pankreasinsuffizienz sowie eine diatische Einstellung der
Nahrungszufuhr (Substitution der fettloslichen Vitamine A, D, E, K; hochkalorische
Nahrung). Die Physiotherapie und Atemtherapie spielen bei der selbststandigen
Mobilisation der viskbésen Sekrete und deren Ausscheidung durch den Patienten eine
entscheidende Rolle (35).

1.7.2 CFTR-Modulatoren als Therapie des CFTR-Basisdefekts

Seit einigen Jahren treten die CFTR-Modulatoren mit deren direkter Wirkung auf den
CFTR-Protein-Basisdefekt in den Vordergrund. Hierbei wird zwischen sogenannten
Potentiatoren (lvacaftor) und Korrektoren (Lumacaftor, Tezacaftor, Elexacaftor)
unterschieden. Potentiatoren verbessern die CFTR-Kanal-Offnung und ermdglichen so

einen vermehrten lonenaustausch. Korrektoren verbessern hingegen die CFTR-Protein-
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Faltung sowie den Proteintransport zur Zelloberflache, weshalb ein vermehrter Einbau

von intakten CFTR-Kanélen in die Zellmembran gewahrleistet wird.

Tab. 1.3: Ubersicht

zugelassener CFTR-Modulatoren nach der European Medicines

Agency (EMA)
(36)
CFTR-Modulator Wirkstoffe Mutationen
Kalydeco® Ivacaftor 9 Klasse llI-Mutationen:
G551D, G1244E, G1349D, G178R, G551S, S1251N, S1255P,
S549N, S549R, R117H
Orkambi® Ivacaftor F508del homozygot
Lumacaftor
Symkevi®/ Ivacaftor e F508del homozygot
Symdeco® Tezacaftor e F508del heterozygot in Kombination mit:
P67L, R117C, L206W, R352Q, A455E, D579G,
711+3A>G, S945L, S977F, R1070W, D1152H, 2789+5G>A,
3272 26 A>G, 3849+10kbC>T
Trikafta®/ Ivacaftor e F508del homozygot
Kaftrio® Tezacaftor e F508del heterozygot + Minimalfunktionsmutation
Elexacaftor

Eine Vielzahl an CFTR-Modulatoren befinden sich gegenwartig in Erprobung und in

Zulassungsstudien (37).
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2 Forschungsfragen

Die folgende Arbeit setzt sich die Therapieeffektbeurteilung unter CFTR-Modulatoren-

Therapie bei Patienten mit haufigem CFTR-Genotyp einerseits und die optimierte

Diagnosestellung bei Patienten mit seltenem CFTR-Genotyp andererseits zum Ziel.

Folgende Forschungsfragen sollen anhand der Untersuchungen in Patientengruppe A in

vorliegender Arbeit beantwortet werden:

Verbessern neuartige Therapieansétze zur Behandlung des CFTR-Basisdefekts
die CFTR-Funktion und kann der kurzfristige Therapieeffekt anhand von
intestinaler Kurzschlussstrommessung sowie Anderung von Schweil3chlorid und
klinischen Parametern beurteilt werden? Profitiert der Patient von einer

Behandlung mit Lumacaftor/lvacaftor schon innerhalb von vier Wochen?

Folgende Forschungsfragen sollen anhand der Untersuchungen in Patientengruppe B in

vorliegender Arbeit beantwortet werden:

Wie kann auf den Krankheitswert einer seltenen CFTR-Mutation mit unklarer
klinischer Konsequenz geschlossen werden? Kann Patienten mit seltenen CFTR-
Mutationen mit Hilfe von CFTR-Funktionsdiagnostik wie nasaler
Potentialdifferenzmessung und intestinaler Kurzschlussstrommessung eine

optimierte Diagnosestellung ermdéglicht werden?
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3 Material und Methodik
3.1 Patientenkollektiv

Die Gesamtanzahl der Patienten in der untersuchten Population betragt 19 Patienten.
Die Gesamtpopulation teilt sich in zwei Gruppen (Patientengruppe A und
Patientengruppe B) auf. Der Zeitraum der Untersuchungen sowie der Erhebung der
klinischen Daten der genannten Population belief sich bei Gruppe A auf die Zeit von April
2016 bis Februar 2017 (= 11 Monate) und bei Gruppe B auf die Zeit von April 2016 bis
September 2016 (= 6 Monate) (Tab. 3.1).

Tab. 3.1: Uberblick Patientengruppe A und Patientengruppe B

Patientengruppe A Patientengruppe B
Anzahl der Patienten n=9 n=10
Alter [Jahre]
Mittelwert | 28,0 (17-45) 16,9 (1-50)
Geschlecht
weiblich | n=5 (55,6%) n=3 (30%)
mannlich | n=4 (44,4%) n=7 (70%)
Genotyp
F508del auf einem Allel | n=0 (0%) n=4 (40%)
F508del auf zwei Allelen | n=9 (100%) n=0 (0%)
CFTR-Funktionsmessung
NPD | n=0 (0%) n=7 (70%)
ICM | n=9 (100%) Baseline n=10 (100%)

3.1.1 Patientengruppe A

In Patientengruppe A willigten anfangs 12 Patienten zur Teilnahme an der Studie und der
Baseline-Messung ein, bei 9 Patienten schlossen sich die Follow-Up-Messungen an, 3
Patienten beendeten die Therapie mit Lumacaftor/lvacaftor vor Vollendung der vier
Wochen (Abb. 3.1).

Die Forschungsfragen in folgender Arbeit wurden daher an 9 Patienten tberprtft. 9 CF-
Patienten, die homozygot die CFTR-Mutation F508del aufweisen, wurden zu zwei
Zeitpunkten untersucht — vor (Baseline) und 4 Wochen nach Beginn (Follow-Up) der
erstmaligen Therapie mit dem neuen CFTR-Korrektor Lumacaftor in Kombination mit
dem CFTR-Potentiator lvacaftor. Klinische Parameter (BMI, FEV1), CFTR-Biomarker
(Schweil3test, ICM) und das subjektive Krankheitsgefuhl der Patienten wurden zu

Therapiebeginn und vier Wochen nach Therapiebeginn evaluiert.
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Einverstandnis zur Durchfihrung der

‘ 12 Patienten wurden rekrutiert und gaben ihr ‘
Untersuchungen

¥

[ 12 Patienten mit Baseline-Messung }

3 Patienten entschieden sich fur einen
Therapieabbruch innerhalb des ersten Monats

¥

(nach 1 Monat mit Lumacaftor/lvacaftor-Therapie)

/\.

9 Schweillchlorid-Messungen (zu Baseline und
nach einem Monat) wurden in der Analyse
inkludiert

‘ 9 Patienten mit Follow-Up-Messung

9 ICM-Messungen (zu Baseline und nach einem
IMonat) wurden in der Analyse inkludiert

Abb. 3.1: Flow Chart Patientengruppe A

Als Voraussetzung zur Teilnahme galt die Vollendung des 12. Lebensjahres, die
Unterzeichnung einer Zustimmungserklarung sowie keine vorausgehende Behandlung
mit Lumacaftor/lvacaftor. Im Falle einer Unmundigkeit wurde die Zustimmungserklarung
von den Erziehungsberechtigten unterschrieben. Ausschlusskriterien zu oben genannten
Untersuchungen sind detailliert in den Kapiteln 3.2.3, 3.4.3 und 3.5.3 beschrieben. Der
Untersuchungszeitraum belief sich auf 6 Monate (April 2016 bis September 2016). Zur
Durchfihrung des Projekts und der im Projekt verwendeten diagnostischen Standard-
Methoden lag ein Ethikvotum der Ethikkommission der Charité — Universitatsmedizin
Berlin vor (EA2/107/11 - CFTR-Funktionsanalyse fur Diagnose und praklinische
Evaluation pharmakologischer Korrektoren des Basisdefekts bei Cystischer Fibrose). Die
zugelassene therapeutische Medikationsdosis der Patienten betrug wahrend des
Untersuchungszeitraumes 400mg Lumacaftor in Kombination mit 250mg lvacaftor

zweimal pro 24 Stunden in einem Abstand von 12 Stunden.
Demographische sowie klinische Charakteristika zu Baseline und nach einem Monat sind

in Tab. 4.1 zusammengefasst. Das mittlere Alter des Patientenkollektivs (n=9) betrug
28,0 Jahre, 55,6% (n=5) der Patienten waren weiblich.
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3.1.2 Patientengruppe B

In Patientengruppe B wurde bei 10 Patienten mit seltenem CFTR-Genotyp und unklarer
Diagnose mittels nasaler Potentialdifferenzmessung (NPD) und ICM die in vivo/ex vivo
CFTR-Funktion bestimmt und die Diagnose-Klassifikation prazisiert. Die klinischen
Merkmale der Patienten wurden erhoben, die CFTR-Funktion wurde anhand von
Schweildtest, NPD und ICM (wie in Kapitel 3.2, 3.4 und 3.5 beschrieben) gemessen. Der
genetische Befund wurde gesichtet und anhand von CFTR-Mutationsdatenbanken
(Kapitel 3.3.2) evaluiert. Als Voraussetzung zur Teilnahme galt die Unterzeichnung einer
Zustimmungserklarung sowie ein zur Untersuchung geeigneter Genotyp des Patienten,
anhand dessen die Diagnose nicht ausreichend zu klaren war. Im Falle einer
Unmindigkeit wurde die Zustimmungserklarung von den Erziehungsberechtigten
unterschrieben. Ausschlusskriterien zu oben genannten Untersuchungen stehen
detailliert in den Kapiteln 3.2.3, 3.4.3 und 3.5.3 beschrieben. Der Untersuchungszeitraum
belief sich auf 11 Monate (April 2016 bis Februar 2017). Zur Durchfiihrung des Projekts
und der darin verwendeten Methoden lag ein Ethikvotum der Ethikkommission der
Charité — Universitatsmedizin Berlin vor (EA2/107/11 - CFTR-Funktionsanalyse fur
Diagnose und praklinische Evaluation pharmakologischer Korrektoren des Basisdefekts

bei Cystischer Fibrose).

10 Patienten wurden rekrutiert und gaben ihr
Einverstandnis zur Durchfihrung der

Untersuchungen
An 3 Patienten wurde aufgrund zu
niedrigen Patientenalters keine
NPD-Messung vorgenommen
h
10 Schweichlorid-Messungen 10 ICM-Messungen wurden in T NPD-Messungen wurden in
wurden in der Analyse inkludiert der Analyse inkludiert der Analyse inkludiert

Abb. 3.2: Flow-Chart Patientengruppe B

Bei allen 10 Patienten der Patientengruppe B konnten eine Schweil3chlorid Messung
sowie ICM-Messung durchgefuhrt werden, bei 3 Patienten musste aufgrund des zu

niedrigen Patientenalters auf die Durchfihrung einer NPD-Messung verzichtet werden
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(Abb. 3.2). Demographische sowie Kklinische Charakteristika sind in Tab. 4.4, die
genetischen Varianten in Tab. 4.5 zusammengefasst. Das mittlere Alter des

Patientenkollektives betrug 16,9 Jahre und 30% (n=3) der Patienten waren weiblich.

3.2 Schweildtest

3.2.1 Methode

Der heutzutage praktizierte Schweil3test als Pilocarpin-lontophorese geht auf die
erstmalig beschriebene Methode nach Gibson und Cook (38) zuriick, welche nach wie
vor als etablierter Goldstandard zur Diagnostik der CF eingesetzt wird (26). Pilocarpin ist
ein Arzneistoff aus der Gruppe der direkten Parasympathomimetika zur lokalen
Stimulation der P-adrenergen Schweil3sekretion (38). Im Schweildtest konnen
verschiedene Parameter, wie Chlorid- und Natriumionenkonzentration sowie Osmolaritat
oder Leitfahigkeit im menschlichen Schweild gemessen werden. Hierbei steht die
Messung der Chloridionenkonzentration als diagnostischer Parameter im Vordergrund,
da er als einziger zur Diagnosesicherung der Mukoviszidose zul&assig ist (26).

Um eine ausreichende Aussagekraft bei diagnostischer Anwendung eines Schweil3testes
zu erzielen, sind genau definierte Voraussetzungen einzuhalten: Das Lebensalter des
Patienten sollte sich auf mindestens zwei Tage (3. Lebenstag), im Idealfall auf 14
Lebenstage im Falle einer Frihgeburtlichkeit belaufen. Das Kdrpergewicht des Patienten
sollte mindestens 3000g betragen, der Patient sollte gut hydriert sein, keine Ekzeme oder
Odeme an den zu untersuchenden Hautstellen aufweisen. Eine Durchfiihrung auf dem
rechten und dem linken Arm erhéht die Auswertbarkeit und die Praktikabilitdt vor allem
im Hinblick auf das Neugeborenenscreening (26).

Des Weiteren zeichnet sich der Schweil3test durch seine hohe Verflugbarkeit, sowie der
altersunabhangigen Durchflhrbarkeit bei hoher Sensitivitat (96,5%) und hoher Spezifitat
(99%) aus (26).

3.2.2 Material und Durchfuhrung

Der Schweil3test wurde als Pilocarpin-lontophorese mit Hilfe des Macroduct®-Systems
gemal der Leitlinie des Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) von 2009
(dritte Edition) durchgeftihrt. Die einzelnen Arbeitsschritte wurden nach genannter Quelle

umgesetzt und befinden sich ebendort zur Einsicht.
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Die laborchemische Analyse zur Feststellung der Chloridionenkonzentration des
Schweil3es der in dieser Arbeit untersuchten Patientengruppen erfolgte durch das Institut
fur Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Pathobiochemie der Charité —

Universitadtsmedizin Berlin, Campus Virchow Klinikum.

Tab. 3.2: Bendtigte Materialen zur Durchfiihrung eines Schweil3tests

Material/Technische Ausstattung Hersteller/Anbieter
Macroduct® lontopheresegerat, 3700-SYS, ELITechGroup (Wescor)
Best.-Nr. 72102598, lontophoresestrom 1,5 mA (max.)

Elektrodensatz, Best.-Nr. 320566 ELITechGroup (Wescor)
Elektroden-Befestigungsbander, ELITechGroup (Wescor)
Best.-Nr. RP-044 (rot), Best.-Nr. RP-045 (schwarz)

Macroduct® Klettbander ELITechGroup (Wescor)

e Klein (L.: 14 cm), Best.-Nr. SS-128
e Mittel (L.: 18 cm), Best.-Nr. SS-129
e GroR (L.: 25 cm), Best.-Nr. SS-130
e Extra groR3 (L.: 39cm), Best.-Nr. SS-131

Verwendung abhangig von PatientengréRe/Armdicke

Macroduct® SchweilRsammler, Best.-Nr. SS-124 ELITechGroup (Wescor)
Pilogel®-Scheiben (gekulhlt), Best.-Nr. SS-023 ELITechGroup (Wescor)
Schweil3-Dispenser, Best.-Nr. RP-065 ELITechGroup (Wescor)
Schneidzange, Best.-Nr. RP-066 ELITechGroup (Wescor)
Verschlusseprouvetten, Best.-Nr. SS-107 ELITechGroup (Wescor)
Aqua ad iniectabilia (10 ml) Braun

Hautdesinfektionsmittel
Hier: Softasept N Hautdesinfektionsmittel 74,1% Ethanol (250 ml) Braun

3.2.3 Auswertung, Referenzbereich und Qualitatskriterien

Die Auswertung eines Schweildtestes bezieht sich auf die im Schweil3 gemessene
Chloridionenkonzentration und wird in mmol/L angegeben. Ergibt der Schweil3test eine
Chloridionenkonzentration von < 29mmol/L kann eine CF-Diagnose weitgehend
ausgeschlossen werden, ergibt sich jedoch ein Wert von = 60mmol/L ist eine CF-
Diagnose sehr wahrscheinlich (26,29). Eine Limitation dieser Methode stellt der
diagnostische Graubereich zwischen 30 mmol/L - 59 mmol/L dar. Weist ein Patient eine
Chloridionenkonzentration in genanntem diagnostischen Graubereich auf, so sind

weitere Diagnoseschritte erforderlich.
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Es kann zu falsch-positiven oder falsch-negativen Ergebnissen im Schweif3test kommen,
ein Auszug der Ursachen hierfur wird folgend dargestellt (Tab. 3.3 und Tab. 3.4).

Tab. 3.3: Ursachen falsch-positiver Ergebnisse im Schweil3test

(39,40)

¢ Malnutrition (Anorexia nervosa, Protein-Mangelernéhrung)

e Dehydratation

e Minderwuchs, psychosoziale Gedeihstdrung

e Atopische Dermatitis

e Autonome Dysfunktion

o Ektodermale Dysplasie

e Speicherkrankheiten (Familidre Cholestase-Fucosidose, Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-
Mangel, Glykogenose, Mauriac Syndrom, Mucopoly-saccharose Typ 1)

e Familigre Cholestase

¢ Unbehandelte Nebenniereninsuffizienz

e Pseudohypoaldosteronismus

¢ Unbehandelte Hypothyreose

¢ Diabetes insipidus renalis, Nephrose

¢ Langzeit-PGE1-Infusion

¢ Hypogammaglobulinamie

o Kilinefelter-Syndrom

¢ Nikotin-Abusus

e Methodisch-technische Fehler

Tab. 3.4: Ursachen falsch-negativer Ergebnisse im Schweil3test

(39,40)

o (Odeme an der Teststelle (Unterarm)

e Methodische Fehler (z.B. ,QNS* = quantity not sufficient = zu geringe Schweilmenge)

e Technische Fehler

Um eine valide und aussagekraftige Schweil3chloridtestung zu erreichen, missen die
Qualitatskriterien bei Durchfihrung und Auswertung beachtet werden: die erforderliche
Mindestschweilimenge nach jeweils 30-minitiger Sammelzeit betragt 15uL pro Arm. Aus
den laborchemischen Einzelergebnissen beider Arme wurde in vorliegender Arbeit zur

Interpretation der Mittelwert berechnet (41).
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3.3 Mutationsanalyse

3.3.1 Molekulargenetik

Die molekulargenetische Untersuchung der Patientengruppe erfolgte zum gréi3ten Teil
durch das Institut fir Medizinische Genetik und Humangenetik der Charité -
Universitdtsmedizin Berlin. In Einzelfallen wurde die genetische Abklarung im Vorfeld
aul3er Haus betrieben.

Der bei der untersuchten Patientengruppe in  Anwendung getretene
Untersuchungsalgorithmus umfasste in der Regel als ersten Schritt eine Multiplex-
Polymerase-Kettenreaktion (Multiplex-PCR) in Kombination mit einem Oligonukleotid-
Ligation-Assay (OLA), um hiermit die tUber 30 h&aufigsten CFTR-Mutationen (hierbei
Haufigkeit >1%) zu detektieren. Dieser Schritt erlaubt eine CF-Diagnose-Sicherung bei
etwa 81% der untersuchten Patienten in Deutschland (26).

Konnte im ersten Schritt kein Nachweis einer CFTR-Mutation erfolgen oder nur der
Nachweis einer CFTR-Mutation auf einem Allel, so wurde als zweiter Schritt eine
Sequenzierung sowie eine multiplexe ligationsabhéngige Sondenamplifikation (MLPA)
des CFTR-Gens durchgefihrt. Eine direkte Sequenzierung aller kodierenden DNA-
Abschnitte, wie Exons und Exon-Intron-Ubergange, birgt die hoéchste Testsensitivitat
unter den genannten molekulargenetischen Methoden. Eine Sequenzierung jedoch
ermdglicht keinen Nachweis exonubergreifender Deletionen, Duplikationen oder DNA-
Methylierungsstérungen, weshalb die MLPA-Analyse hinzugezogen wurde, da hierbei
eine mengenmalig veranderte genomische Zielsequenz, die durch eine Deletion oder
Duplikation verursacht wurde, mit Hilfe einer Multiplex-PCR-Variante detektiert werden
kann (42).

Die Sequenzierung sowie die MLPA-Analyse sind oftmals mit héheren Kosten und
aufwendigerer Logistik und Apparatur verbunden, weshalb nicht jedes CF-Patienten
betreuende Zentrum solch eine erweiterte Diagnostik bereitstellen kann. Eine
Durchfuihrung dieser Untersuchungen sollte dennoch angestrebt werden, da sie bei 98%
der CF-Patienten zum Nachweis zweiter CFTR-Mutationen fuhren und somit eine CF-

Diagnose und Therapieeinstellung auf schnellstmdglichem Wege erlauben (26,42).

3.3.2 CFTR-Mutationsdatenbanken
Die Bedeutung der CFTR-Mutationen im Hinblick auf ihre Auswirkung auf den klinischen

Phanotyp der Patienten (CF-verursachend, nicht-CF-verursachend) wurden in der
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vorliegenden Arbeit anhand dreier CFTR-Mutationsdatenbanken evaluiert: Cystic
Fibrosis Mutation Database (43), CFTR2 (9) und CFTR-France (44). In diesen
Datenbanken kdénnen Mutationen anhand ihres ,coding“-Namens (cDNA name),
Proteinnamens (protein name) oder Nennnamens (legacy name) herausgesucht werden
(45). Die Cystic Fibrosis Mutation Database gilt als Nachschlagewerk aller Mutationen
und stellt Einzelfallbeschreibungen (engl. ,case reports®) und weiterfihrende Links zu
beschreibenden Publikationen bereit (43). CFTR2 dient zur Klassifizierung haufiger
CFTR-Genotypen und deren Bedeutung fur den Kklinischen Phanotyp sowie die
Krankheitsintensitat der Mutation. CFTR2 teilt die Mutationen in CF-verursachend (,,CF-
causing®), nicht-CF-verursachend (,non-CF-causing®) oder in Mutationen mit variierender
klinischer Konsequenz (,varying clinical consequence®) ein (9). CFTR-France trifft
folgende Einteilung fur CFTR-Mutationen (44): nicht-krankheitsverursachend (,non
disease-causing“), CFTR-RD-verursachend (,CFTR-RD causing®), variierende klinische
Konsequenz (,varying clinical consequence® - resultiert in einer CFTR-RD oder CF),
nicht-CF-verursachend (,non disease-causing®) und Mutationsvarianten mit unbekannter
klinischer Signifikanz (,variants of unknown clinical significance® — VUS). Als VUS sind
Mutationen bezeichnet, deren Klassifizierung aufgrund zu weniger oder insuffizienter
Daten nicht erfolgen kann.

In der vorliegenden Arbeit gelten CFTR-Genotyp-Kombinationen, die bei < 6 Patienten
weltweit in der Datenbank CFTR2 (9) beschrieben wurden, als selten. Betrachtet wurde
die Kombination aus den beiden Mutationen, die sich einzeln auf jeweils einem Allel

befinden.

3.4 Intestinale Kurzschlussstrommessung (ICM)

3.4.1 Methode

Die ICM als elektrophysiologische Messmethode der CFTR-Funktion riickte in den letzten
30 Jahren immer mehr in den Vordergrund, die Methode wurde stetig weiterentwickelt
und adaptiert (46-50). Das Prinzip dieser Methode liegt in der ex vivo Messung des
transepithelialen Kurzschlussstroms an in zirkulierenden Ussingkammern eingespannten
Rektumschleimhautbiopsien. Anhand der sich daraus ergebenden Potentialdifferenzen
und deren Anderung durch pharmakologische Stimulation wird die CFTR-Funktion
bemessen (46,51).
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In Kombination mit der NPD findet die ICM als Diagnosemethode bei Patienten mit
Schweil3chloridwerten im diagnostischen Graubereich (30-59 mmol/L), bei Patienten mit
fehlendem  molekulargenetischen  Mutationsnachweis oder zur  optimierten
Diagnosestellung bei seltenen CFTR-Genotypen mit unbekannter Auswirkung auf den
klinischen Phé&notyp Anwendung (26). Eine Validierung sowie Referenzwertbeschreibung
ist bereits erfolgt (48,49), die bei Kombination verschiedener Parameter eine Sensitivitat
und Spezifitat von 100% zeigt (26). Dartber hinaus wurde die ICM-Methode in den, im
internationalen Konsens entwickelten, diagnostischen Algorithmus eingepflegt (29).
Zudem qgilt die Methode aufgrund ihrer Reproduzierbarkeit bei standardisierter
Ausfiihrung als besonders geeignet fir die praklinische Testung von CFTR-Modulatoren
im Rahmen Klinischer Studien sowie zur ex-vivo-Effektbeurteilung derer (22,52,53).
Auch die ICM, ahnlich der NPD, ist mit einem hohen Zeitaufwand und einem intensiven
Know-how verbunden, daher kann sie nur an Spezialzentren durchgefuhrt werden.
Vorteilhaft an der ICM gegenuber der NPD ist das wesentlich weniger zeitintensive
Prozedere am Patienten selbst, welches nur wenige Minuten betragt. Einen weiteren
grof3en Vorteil der ICM bildet die altersunabhangige Durchfuhrbarkeit, womit die ICM eine
sehr gute Alternative zur NPD fir die Untersuchung von Sauglingen und Kleinkindern
darstellt (26).

Vor der Untersuchung ist eine ausfihrliche Anamnese zu erheben. Dabei sollte
besonderes Augenmerk auf Kontraindikationen wie zum Beispiel Hamorrhoiden,
Gerinnungsstorungen oder wiederholt rektale Blutungen gelegt werden. Wichtig zu
erfragen ist zudem die Medikamentenanamnese, genauer die Einnahme antiallergischer
Medikation, da diese die zellulare Reaktion der Schleimhautbiopsien wahrend der
Messung bei Stimulation mit Histamin beeintrachtigen kann.

Fur die ICM existiert ein europaischer Durchfihrungsstandard (ECFS ICM SOP 2011
(54)), unter dessen Anwendung die CFTR-Funktion mit Genotyp und Phanotyp korreliert
(55) und eine klare Unterscheidung zwischen der Diagnose ,,CF“, ,CF mit Restfunktion®

sowie ,non-CF* getatigt werden kann (26,30,49,56).

3.4.2 Material und Durchfiihrung
Die ICM wurde nach dem internationalen und multizentrisch standardisierten
Durchfiihrungsprotokoll der European Cystic Fibrosis Society (ECFS ICM SOP 2011

(54)) gemessen. Die folgenden Materialien wurden hierfir bendtigt:
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Tab. 3.5: Entnahme, Transport der Rektumschleimhautbiopsien, Einspannen des

Gewebes in Ussingkammern

Material/Technische Ausstattung

Hersteller/Anbieter

Rektumsaugbiopsiezange SBT-100, 100-010-01

Trewavis Surgical

Transportpuffer, steril filtriert, Pr.-Nr.: BE17-512F

Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlosung (DPBS) 500 ml als | Lonza

Indomethacin (25 g), Pr.-Nr.: 18280 Sigma-Aldrich
Rohren (25x) (50 ml, 114 x 28 mm, PP), REF 62.547.245 Sarstedt
Eistransportbox, Pr.-Nr.: Z220531-1EA oder ein Aquivalent Sigma-Aldrich
Praparierpinzette, 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. 3.6: Substanzen und Reagenzien

Substanz Summenformel Molekulargewicht | Hersteller/Anbieter
[g/mol]

Amilorid HCI (5 g) CsHsCIN7O x HCI 266 Sigma-Aldrich

Pr.-Nr.: A7410

Forskolin (50 mg) C22H3407 410 Sigma-Aldrich

Pr.-Nr.: F6886

3-Isobutyl-1-Methylxanthin C10H14N4O2 222 Sigma-Aldrich

(IBMX) (1 9)

Pr.-Nr.: 15879

Genistein (100 mg) C15H100s5 270 Sigma-Aldrich

Pr.-Nr.: G6649

Carbamoylcholinchlorid CsH15CIN202 183 Sigma-Aldrich

(Carbachol, CCH) (10 g)

Pr.-Nr.: C4382

4,4’-Diisothiocyano-2,2’- Ci1sHsN2Na20sS4 499 Sigma-Aldrich

Stilbenedischwefelséure

(DIDS) (1 9)

Pr.-Nr.: D3514

Histamindihydrochlorid CsHoNsz x 2HCI 184 Sigma-Aldrich

(Histamin) (10 g)

Pr.-Nr.: H7250
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Tab. 3.7: Ussingkammern und deren Inbetriebnahme

Material/Technische Ausstattung

Hersteller/Anbieter

EasyMount Low Volume Ussingkammersystem, Physiological
Pr.-Nr.: EM-LVSYS-8 Instruments
e Fundament, Temperatur-Anschlussstiick fur
8-Kammersystem
e Low-Volume-EasyMount-Diffusionskammer (8 Stk.), Arbeitsvolumen:
2 ml/Kammerseite, Pr.-Nr.: P2400
e Ag/AgCl-Elektrodenset fur EasyMount-Kammersystem
(8 Stk.)
o gesinterte Ag/AgCl-Pelletelektroden (4 Stk.) zur Messung der
Spannung
o Ag-Drahtelektroden (4 Stk.) zur Messung der Stromstarke
o Elektrodenspitzen (16 Stk.), Pr-Nr.: P2020-S
Slider flr Saugbiopsien (8 Stk.) Physiological
Offnungsdurchmesser: 1,5 mm (Flache: 0,018 cm?) Instruments
Pr.-Nr.: P2047C
Slider fur kleine Saugbiopsien (8 Stk.), Physiological
Offnungsdurchmesser: 1,2 mm (Flache: 0,011 cm?) Instruments
Pr.-Nr.: P2407B
Reserveelektrodenspitzen (100 Stk.) fir die Ag/AgCI-Elektroden Physiological
Pr.-Nr.: P2023 Instruments
Noble Agar (250 g) fur die Elektrodenspitzen, Pr.-Nr.: A5431 Sigma-Aldrich
Nadel mit weicher Spitze (20x), 15 G x 3%, zum Lésungstausch in den Physiological
EasyMount-Kammern, Pr.-Nr.: FN15 Instruments
Mehrkanalige Spannungs- und Stromklemme (Voltage Clamp) Physiological
Pr.-Nr.: VCC MC8 Instruments
¢ Klemmmodul, Pr.-Nr.: MC601
e Eingangsmodul, Pr.-Nr.: DM MC6
Zirkulierendes, temperaturkontrolliertes Wasserbad Julabo
Carbogengas (50 L) (95% O3, 5% CO3) Linde

Tab. 3.8: Datenaufzeichnung

Material/Technische Ausstattung

Hersteller/Anbieter

PowerLab 8/30, LabChart Software (Version 7.2, Oktober 2010)

AD Instruments

Stand-PC, Software: Windows XP (2003)

LG
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Tab. 3.9: Substanzen zur Herstellung des Meyler-Puffers

Pr.-Nr.: 1828

Substanz Summen- Konzentration Molekular- | Hersteller/

formel [mmol] gewicht Anbieter
[g/mol]

Aqua destillata (30 1) als H20 18 Roth

Stammlésung

Pr.-Nr.: 3478.3

Hepes (250 g) CsH18N204S 10 238 Sigma-Aldrich

Pr.-Nr.: H3375

Dinatriumhydrogenphosphat, Na2HPO4 0,3 142 Sigma-Aldrich

wasserfrei (500 g)

Pr.-Nr.: S9763

Natriumdihydrogenphosphat, NaH2PO4 0,4 120 Sigma-Aldrich

wasserfrei (500 g) Pr.-Nr.: S8282

Magnesiumchlorid -Hexahydrat MgClz x 6H20 1 203 Sigma-Aldrich

(1kg)

Pr.-Nr.: M9272

Kalziumchlorid - Dihydrat CaClz x 2H20 1,3 147 Sigma-Aldrich

(1kg)

Pr.-Nr.: C3881

Kaliumchlorid (5 kg) KCI 4,7 75 Sigma-Aldrich

Pr.-Nr.: P4504

Natriumchlorid (1 kg) NacCl 128 58 Sigma-Aldrich

Pr.-Nr.: 71381

Natriumbikarbonat NaHCOs 20,2 84 Sigma-Aldrich

D-Glukose (1 kg)?* CeH1206 10 180 Sigma-Aldrich

Pr.-Nr.: G7528

Indomethacin (25 g)!? C19H16CINO4 0,01 358 Sigma-Aldrich

Anmerkung: Die Osmolaritat des Meyler-Puffers betrug 300 mosmol/l, der pH-Wert 7,4.

D-Glukose und Indomethacin dienten zur Anreicherung des Puffers und stellen keine Ursprungsbestandteil des Meylerpuffers dar.?

Indomethacin ist ein NSAR und unterbindet als solches die endogene cAMP-Produktion durch Hemmung der Prostaglandinsynthese

als Folge nichtselektiver Inhibition der Cyclooxygenasen 1 und 2 (COX -1 und COX-2) (57).
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O3 O#

serosal mukosal

Von links nach rechts aus: ECFS ICM SOP 2011, Version 2.7 (54)
Abb. 3.3: Aufbau der ICM
(Erwarmtes Wasserbad, Gasauslass, Ussingkammersystem fiir 4 Biopsien, PowerLab, voltage clamp,

Stand-PC)
Abb. 3.4: Elektrophysiologischer Aufbau einer Ussingkammer

Frei modifiziert nach (58)

Legende: |s.= Intestinaler Kurzschlussstrom; PD= Potentialdifferenz; - = negative Ladung; + = positive Ladung; CI- = Chloridionen,
serosal = serosale Gewebeseite; mukosal = mukosale Gewebeseite

Von links nach rechts aus: ECFS ICM SOP 2011, Version 2.7 (54)
Abb. 3.5: ICM-Slider fur Saugbiopsien (P2407C)

Abb. 3.6: ICM-Slider mit eingelegter Biopsie (P2407C)
Abb. 3.7: ICM-Slider mit eingelegter Biopsie (P2407C)

Funktionsweise der ICM
Fur die Untersuchung eines Patienten wurden 4-8 Saugbiopsien (Durchmesser pro

Biopsie 2-3 mm) mit Hilfe einer Rektumsaugbiopsiezange an der rektalen Mukosa
entnommen. Die Lagerung nach Entnahme sowie der Transport der Gewebeproben in

die Laborraumlichkeiten erfolgten in einer auf Eis gelagerten DPBS
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Transportpufferlosung. Die DPBS wurde kurz vor Biopsieenthnahme mit Indomethacin, zur
Inhibierung der endogenen cAMP-vermittelten Chloridsekretion, versetzt. Die Biopsien
wurden in die Ussingkammern eingespannt, es folgte eine Inkubation mit Meyler-Puffer
(Tab. 3.9). Der Meyler-Puffer wurde vor Beginn der Inkubation mit Indomethacin und
Glukose, als Zellndhrstoff, angereichert. Um die Biopsien fur den Messzeitraum in
moglichst physiologischen Bedingungen zu erhalten, fand die Inkubation bei 37°C und
unter stetiger Applikation eines Gasgemisches (95% O2und 5% CO3) statt.
Im Zuge der Messung wurde der transepitheliale Kurzschlussstrom (Isc) als direkter
Marker des lonentransports entlang des Epithels und die basale Potentialdifferenz jeder
Biopsie (basal PD) und deren basaler Widerstand (basal Rt) detektiert. Die durch
sukzessive Applikation verschiedener Substanzen auf die mukosale (M) oder serosale
(S) Seite jeder Biopsie bewirkte Veranderung des Isc wurde stetig aufgezeichnet.
Applizierte Substanzen:
1. Amilorid: kaliumsparendes Diuretikum; Inhibierung der ENaC-vermittelten
Natriumabsorption (59).
2. Forskolin/3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX): Messung der cAMP-abhangigen CFTR-
Leitfahigkeit:

o Forskolin: Diterpen, das durch direkte Stimulation der Adenylatcyclase die
intrazellulare cAMP-Konzentration erhdht - der CFTR-Kanal wird aktiviert
(60,61).

o IBMX: Verbindung aus der Gruppe der Xanthin-Derivate, welche die cAMP-
abhangige Phosphodiesterase hemmt - Erhdhung der intrazellularen cAMP-
Konzentration - der CFTR-Kanal wird aktiviert (62).

3. Genistein: Phytoostrogen, Verstarkung der CFTR-Restfunktion als CFTR-Potentiator
(63,64).

4. Carbachol (CCH): Parasympathomimetikum; Co-Stimulation der CFTR-vermittelten
Chloridleitfahigkeit durch cholinerge Co-Aktivierung (65,66).

5. 4,4'-Diisothiocyano-2,2‘-stilbenedisulfonic-Saure (DIDS): Schwefelsaure; Inhibierung
alternativer, Ca2*-abhangiger Chloridkanale (67).

6. Histamin: biogenes Amin, Hormon und Neurotransmitter; Ermittlung der Ca?*-
abhangigen, DIDS-insensiblen Chloridsekretion (68,69).
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Vorbereitung der ICM

Aufbau der Ussingkammern

1.

Einschalten des Wasserbads, Temperaturvoreinstellung des Durchlaufs auf
ungefahr 45°C. Die erwarmte Metallfassung erhitzt die Ruckseiten der
Ussingkammern, so wird die angestrebte 37°C-Temperierung des Meyler-Puffers
innerhalb der Ussingkammern erreicht.

Anschluss der Carbogengasleitungen an das Kammersystem und Offnen der

Gaszuleitung.

3. Einfugen und Fixieren der leeren Biopsietrager (Slider).

Anschluss der Strom- (weil3) und Spannungselektroden (schwarz) an die
Kammern. Uberpriifen der Luftblasenabwesenheit im KCl-Agar und der KCI-
Losung in den Plastikspitzen der Elektroden. Gegebenenfalls ist ein Entfernen der
distalen Spitze der Elektrode mittels Skalpells moglich.

Pipettieren des vorgewarmten, mit D-Glukose und Indomethacin versetzten
Meyler-Puffers in die Kammerhalften (2ml/Kammerhalfte) und Entfernung etwaig
vorhandener Luftblasen.

Feinabstimmung der Gaszufuhr, um einen moglichst gleichmaligen,
physiologischen Gasfluss zu gewéhrleisten.

Einrichten der Datenaufzeichnung und Systemoffset

1.
2.

Einschalten von Spannungsklemmen und Verstarkern.

Einschalten von Stand-PC, PowerLab sowie der LabChart-Software auf der
Benutzeroberflache des Stand-PCs.

Offnen der ECFS ICM SOP Datenaufzeichungsvorlage fiir eine 8-Kanal-Messung
fur Stromstarke und Stromspannung in jeder der vier Kammern. Einstellung der
Aufzeichnungsrate von 10 Messungen pro Sekunde. Kalibrierung und
Aufzeichnung (raw lIsc output in pA) von Stromstarke und Stromspannungs-
ausgangen.

Wahrend der Kalibrierung des Systems ohne Biopsien muss auf eine stabile PD
(open PD) geachtet werden (max. £ 0,5 mV). Sollte diese nicht erreicht werden,
mussen alle Spannungselektroden/-spitzen Uberprift werden. Die bleibende
Eingangsregelabweichung (input offset) wird auf OmV kalibriert. Zur Kompensation
des systemischen Stromungswiderstandes, erfolgt eine Gabe eines

Stromimpulses von 15 pA und anschlieBRende  Erhdéhung des
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5.

Kompensationswiderstandes. Um eine Uberkompensation wahrend der Messung
zu vermeiden, sollte der Stromungswiderstand 1,0 mV betragen.

Systemaquilibrierung im Labor wéahrend der Biopsieentnahme am Patienten.

Entnahme der Biopsien

6.

Eine detaillierte Anamnese bezuglich  (Vor-)Erkrankungen  (erhohte
Blutungsgefahr, Gerinnungsstérungen, Vitamin K-Mangel, Leberzirrhose) und
Medikamenteneinnahme sowie ein ausfihrliches Aufklarungsgesprach samt

Unterzeichnung der Einwilligungserklarung mussen erfolgen (siehe Kapitel 3.4.1).

. Schmerzfreie Entnahme von vier oberflachlichen Rektumschleimhaut-

Saugbiopsien der rektalen Mukosa (ca. 5 cm distal des Analrandes) mittels
Rektumsaugbiopsiezange (Saugdruck: 5 mmHg/16 kPa) ohne Sedierung des
Patienten. Die Biopsien sollten einen Durchmesser von ca. 5 mm aufweisen.

Lagerung und Transport der Biopsien in eisgekihlter Transportpufferldsung
(DPBS + Indomethacin [10uM]) zur Inhibition der endogenen cAMP-vermittelten

Chloridsekretion.

Einspannen der Biopsien

1.

2.

Optimierung der PD im Offset. Kompensation des Gewebewiderstandes kurz vor
dem Einspannen der Biopsien auf 0,0 mV.

Aufsaugen des Meyler-Puffers aus der zu bestickenden Kammer
(2ml/Kammerseite) mit einer FN-15-Nadelspritze

Sorgféltiges Herausnehmen einer Biopsie aus dem Transportpuffer und
Platzierung der Gewebeprobe auf einem Objekttrager mit Hilfe einer Pinzette.
Identifizierung der mukosalen und serosalen Epitheloberflache der Biopsie mittels
Mikroskops. Sanfte Reinigung der Biopsie durch Abtupfen auf einem
Papierhandtuch. Die Biopsie wird Uber der Offnung des Sliders plaziert, die
serosale Biopsieoberflache beruhrt die hintere Sliderhalfte (,bottom*), die
mukosale Biopsieoberflache bertihrt die vordere Sliderhélfte (,top“). Die richtige
Plazierung ist fur die Reaktion der Biopsien auf die spater applizierten Substanzen
unumganglich.

Der Slider wird in die Ussingkammer, die serosale Gewebeseite linksseitig und die

mukosale Gewebeseite rechtsseitig, eingespannt. Die Kammer wird wieder mit
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5.

Meyler-Puffer beflllt (2 ml / Kammerhélfte). Entfernen von etwaig vorhandenen
Luftblasen.

Wiederholung der Schritte 1. — 4. mit den verbleibenden drei Biopsien.

Aquilibrierung der Biopsien und basale Parameter

1.

Die verwendete Slidergrof3e muss in der LabChart-Datei der aktuellen Messung
zu jeder Biopsie einzeln vermerkt sein (,Bx 1/2/3/4 in P2407C/P2407B").
Aquilibrierung (5 Minuten).
Dokumentation des basalen Gewebewiderstandes bei offenem Stromkreis (open
circuit Vi) vor Abklemmen der Spannung (voltage clamp) (LabChart-Kommentar:
,Basal PD“). Der Wert sollte hierbei zwischen — 0,3 mV und

a. 0,5mV liegen.
Dokumentation des basalen Gewebewiderstandes (Rt in [Ohmxcm?]). Gabe eines
kurzen Stromimpulses von 15 pA. Die dadurch entstehende Spannungsanderung
Vi [mV] wird registriert und es kann durch das Ohm’sche Gesetz der Widerstand
Rt errechnet werden (LabChart-Kommentar: ,Basal R:“). Sollte Rteinen Wert >10
Ohmxcm? erreichen, muss von einer unzureichenden BiopsiegréRe oder -qualitat
ausgegangen werden. Die Messung solch einer Biopsie erlaubt keinen validen
Ruckschluss auf die CFTR-Funktion und darf nicht in die Gesamtbewertung der
ICM miteinbezogen werden.
Aufzeichnung des Kurzschlussstroms (Isc) im Spannungsklemmenbetrieb (voltage
clamp mode: 0,0 mV), Dokumentation der Rohdaten in pA. Der standardisierte
Aquilibrierungszeitraum nach Zugabe von Indomethacin betragt 40 Minuten, um
die Effekte der vorab entstehenden endogenen Gewebestimulation zu minimieren.
Die Auswertung der Messung setzt die aufgezeichnete Stromstarke in Bezug zur
GroRe der Gewebeflache, an der der Kurzschlussstrom registriert wurde (uA/cm?).
Die Offnungsflachen der Slider betragen 0,018 cm? (Slider P2407C) und 0,011
cm? (Slider P2407B), daraus ergeben sich folgende Stromstarken: 1 pA = 56,5
HA/cm? (P2407C) und 1 pA = 88,5 pA/cm? (P2407B).
Dokumentation des Isc (LabChart-Kommentar: ,Basal Isc*) nach den 40 Minuten
Aquilibrierungszeit, jedoch vor Zugabe der ersten Substanz (Amilorid). Der Wert

liegt hierbei typischerweise zwischen 10-50 pA/cm?.
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Durchfiihrung der ICM fir die Untersuchungen dieser Arbeit

Die angegebenen Konzentrationen stellen jeweils die finalen Konzentrationen pro
Kammerabschnitt dar. Die Abklrzung ,M“ bedeutet das Hinzufligen einer Substanz in
den Kammerabschnitt, dem die mukosale Seite der Biopsie zugewandt ist. Die
Abkurzung ,S“ bedeutet das Hinzufugen einer Substanz in den Kammerabschnitt, dem
die serosale Seite der Biopsie zugewandt ist. Die Anleitung bezieht sich jeweils auf die

Durchfihrung der Messung an einer Biopsie, die einzelnen Schritte der Messung sind

jeweils an allen vier Biopsien moéglichst schnell aufeinanderfolgend durchzufiihren.

1. Aquilibrierungsphase (40 Minuten) im Spannungsklemmenbetrieb (voltage clamp
mode) nach dem Einfigen der mit Biopsien bestlckten Slider in die Ussingkammern:

e Nach kurzer Aquilibrierungsphase (5 Minuten) Gabe von 2 ul Carbachol an die
serosale Biopsieseite (LabChart-Kommentar: ,CCH 100 yM S*). Falls diese
Probestimulation nach 5 Minuten keine Anderung des Kurzschlussstroms Isc
im Sinne einer eindeutigen Antwort hervorruft, sollte die Biopsie durch eine
Reservebiopsie ersetzt werden.

e Dreimaliger Austausch des vorgewarmten Meylerpuffers (versetzt mit
Indomethacin 10 uM) in 10-minttigen Abstanden (Zeitpunkte: 10, 20, 30 Min.)
zur Erreichung optimaler geweblicher Voraussetzungen (LabChart-
Kommentare: ,Washout I, II, IlI%).

2. Nach ingesamt 40 Minuten im Spannungsklemmenbetrieb (voltage clamp mode)
Dokumentation des basalen Isc der Biopsien (vor Zugabe von Amilorid) (LabChart-
Kommentar: ,Basal Isc*) und Gabe von 2 pl Amilorid in den mukosalen
Kammerabschnitt (LabChart-Kommentar: ,Amil 100 uM M*).

3. Nach Stabilisierung des Isc (mindestens 5 Minuten) Gabe von je 2 pl Forskolin und je
2 ul IBMX in den mukosalen und den serosalen Kammerabschnitt (LabChart-
Kommentar: ,Forsk/IBMX 10/100 yM M+S*).

4. Nach Stabilisierung des Isc (mindestens 10 Minuten) Gabe von je 0,2 ul Genistein in
den mukosalen und serosalen Kammerabschnitt (LabChart-Kommentar: ,Geni 10 uM
M+S%).

5. Nach Stabilisierung des Isc (mindestens 5 Minuten) Gabe von 2 ul Carbachol in den
serosalen Kammerabschnitt (LabChart-Kommentar: ,CCH 100 uM S%).

6. Nach Stabilisierung des Isc (mindestens 10 Minuten) Gabe von 4 pl DIDS in den
mukosalen Kammerabschnitt (LabChart-Kommentar: ,DIDS 200 uM M").
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7. Nach Stabilisierung des Isc (mindestens 10 Minuten) Gabe von 10 pl Histamin in den
serosalen Kammerabschnitt (LabChart-Kommentar: ,Hista 500 yM S¥).
8. Nach Stabilisierung des Isc (mindestens 10 Minuten) ist die Messung beendet.

9. Ruckkehr in den offenen Stromkreisbetrieb (open circuit mode) und Vermerk der
finalen transepithelialen Spannung (PD in mV) (LabChart-Kommentar: ,PD end®).
10.Dokumentation des finalen Gewebewiderstands (R:, Ohmxcm?): Gabe eines kurzen
Stromimpulses (desselben Ausmales wie zu Beginn der Messung (15 pA)).
Registrierung der entsprechenden Spannungsanderung (V: in mV) und Berechnung
des Widerstands Rt mit Hilfe des Ohm’schen Gesetzes (LabChart-Kommentar: ,Rt

end”).

3.4.3 Auswertung, Interpretation und Qualitatskriterien

Die Auswertung der ICM erfolgte anhand der digital aufgezeichneten Kurve, die die
Veranderungen des Kurzschlussstroms wahrend der Messung vermerkt hatte. Mittels der
Software LabChart konnten die Zahlenwerte wichtiger Messpunkte, vor und nach
Applikation der verschiedenen Reagenzien, abgelesen und die aussagekraftigsten
Parameter berechnet werden. Hierzu diente der Mittelwert der aufgezeichneten Werte
aus den einzelnen Messungen der vier Biopsien (ECFS ICM SOP 2011).

Als diagnostisch aussagekraftigster Parameter der ICM wird
Alsc(Forskolin/IBMX+Carbachol+Histamin) als Kumulativantwort mit einem Cut-Off-Wert
von 34 pA/cm? (PS-CF < 34 pA/cm?) beschrieben (49). Als pradiktiver diagnostischer
ICM-Parameter dient Alsc(Carbacholprewashout) mit einem Cut-Off-Wert von 10 pA/cm?
(CF < 10 pA/cm?). Fur die ICM werden unizentrische, populationsabhéngige
Referenzwerte gemalR des multizentrischen internationalen Standardprotokoll (ECFS
ICM SOP 2011) erarbeitet (26,70). Die Cut-Off-Werte unterscheiden sich im
internationalen Vergleich, fur die vorliegende Arbeit wurden die oben genannten Cut-Off-
Werte sowie zentrumsinterne Referenzwerte verwendet.

Um eine valide Auswertbarkeit der Messung zu gewahrleisten, sind etwaige
Kontraindikationen (naher beschrieben in Kapitel 3.4.1) vor der Untersuchung unbedingt
zu eruieren sowie die Qualitatskriterien einer ICM zu beachten: ein basaler
Gewebewiderstand (Ribasal) 2 10 Ohmxcm?, keine kontinuierliche Zu- oder Abnahme
des basalen Kurzschlussstroms vor der Gabe von Amilorid (engl. ,drift) sowie eine

eindeutig sichtbare Gewebeantwort auf die Gabe einer Reagenz.
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Abb. 3.8: ICM-Messkurve bei normaler Chloridkanalfunktion

(4 Biopsien) (aus der Patientengruppe B)

Legende zu Abb. 3.8: x-Achse: freistehende Zahlen: Zeit in Minuten (ein Strich entspricht 5 Minuten), Zahlen im Rahmen: LabChart-
Kommentare (hier: Dokumentation von Spannung, Washouts, Zufuhr von Reagenzien); y-Achse: [uA]: Stromstérke in Mikroampere;
CCH: Carbachol; uM: mikromolar; S: serosaler Kammerabschnitt; Washout: Pufferaustausch; Amil: Amilorid; M: mukosaler
Kammerabschnitt; Forsk: Forskolin; IBMX: 3-Isobutyl-1-Methylxanthin; Geni: Genistein; DIDS: 4,4-Diisothiocyano-2,2’-
Stilbenedischwefels&ure; Hista: Histamin; Rt end: elektrischer Widerstand bei Messende.

Eine normale CFTR-Funktion spiegelt sich in der ICM in hohen Mittelwerten bei
Alsc(Forsk/IBMX) (Mittelwert hier: 28,0 pA/cm?), Als¢(CCHprewashout) (Mittelwert hier:
45,2 pAlcm?) und Alsc(Hista) (Mittelwert hier: 45,5 pA/cm?) wider. Ein deutlicher
Kurvenanstieg des Isc auf die Gabe von Forsk/IBMX, bedingt durch eine cAMP-vermittelte
CFTR-Aktivierung, sowie auf die Gabe von CCH durch cholinerge Kostimulation von
CFTR wund auf die Gabe von Histamin (kalziumabhangige, DIDS-insensible
Chloridsekretion) ist zu erkennen (Abb. 3.8).
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Abb. 3.9: ICM-Messkurve bei fehlender Chloridkanalfunktion

(4 Biopsien) (aus der Patientengruppe A)

Legende zu Abb. 3.9: x-Achse: freistehende Zahlen: Zeit in Minuten (ein Strich entspricht 5 Minuten), Zahlen im Rahmen: LabChart-
Kommentare (hier: Dokumentation von Spannung, Washouts, Zufuhr von Reagenzien); y-Achse: [UA]: Stromstarke in Mikroampere;
CCH: Carbachol; pM: mikromolar; S: serosaler Kammerabschnitt; Washout: Pufferaustausch; Amil: Amilorid; M: mukosaler
Kammerabschnitt; Forsk: Forskolin; IBMX: 3-Isobutyl-1-Methylxanthin; Geni: Genistein; DIDS: 4,4’-Diisothiocyano-2,2’-

Stilbenedischwefelsaure; Hista: Histamin; Rt end: elektrischer Widerstand bei Messende.

Eine fehlende CFTR-Funktion zeigt sich in der ICM mit einem unveranderten oder kurz-
oder langfristig absinkenden Kurvenverlauf nach dem Versuch die cAMP-abhangigen
CFTR-Kanale zu aktivieren (Alsc(Forsk/IBMX), Mittelwert hier: 2,3 pA/cm?), cholinerger
Co-Stimulation der CFTR-vermittelten Chloridsekretion ((Alsc(CCHprewashout),
Mittelwert hier: -11,2 pA/cm?) und Stimulation Ca?*-abhéngiger, DIDS-insensibler
Chloridsekretion (Alsc(Hista): Mittelwert hier: -6,2 pA/cm?). Das mdgliche Absinken der
Kurve kommt durch die Messung der Kaliumsekretion apikaler Kaliumkanale aufgrund

des ausbleibenden bzw. sehr geringen Chloridausstroms zustande (Abb. 3.9).

44



| P b \ i z -y o s |
: 1! o —~ \-—LL it i { ;/' s N S
sea it o i i B e |
0,0 ~||  ef———e—ece g I -+ - wi : - ; '
ot H H H H : : : H
o2 -| F { 11 : # :
&t : i i i 5
R et : i ! T £
& : H H DL H :
na =l i : ge ; 22 :
1,0 - ¢ HH i i g
oe-| § : - :
06 - : ; ~ ; i g
04 - } : 3t 1 ;
g el : % |
0,2 - a8 3 1 8 3 5
< g a bl R :
Y1188 (D) e i $ 1 :
.0 "B % R - :
2 H : o :
o8 - - & - : .
06" i =gl : : 4 — :
0,4 : 1 / H il H H :
] : P —— i % i al :
s - - G t 1 :
02 = =% | ; 2 ! i :
- & H 3 H H i :
[ H - oe H - :
-0,0 - AR ew— $ : $ H s
. o : 3 H H H :
&g : F s : =2 :
0, ¥ i F i i 2 :
un - H H . H . 4
0.4 - i j t i 3 P2 —
= ~ e : tH wi : S =/ oy
G -%s! ] N ~4 i _“__3;3/“';" ;
; g Hl F : | :
LU | S—— L — H B = [ :
- ¥ & i o HE & ! & i
0,2 = & a: : H S 2 : i
- & | - el - & Pl | &t 5 - - it
0,4 - < 8: 3 : @ & g 8 & & i
- =] 5 ﬁ 3 a2 R = 8 g _§'1|:
N - 4] 3 8 % [ § 3 e 2 119 e a: ¥ 22H
L] L T T ¥y -1 T 2 T
¥ 0 6 bo: 11 12 +0: 13 14 10000 147 1:204 10 23 )0:00 24 00:00] 2% 2

Abb. 3.10: ICM-Messkurve bei Restfunktion der Chloridkanalfunktion
(4 Biopsien) (aus der Patientengruppe B)

Legende zu Abb. 3.10: x-Achse: freistehende Zahlen: Zeit in Minuten (ein Strich entspricht 5 Minuten), Zahlen im Rahmen: LabChart-
Kommentare (hier: Dokumentation von Spannung, Washouts, Zufuhr von Reagenzien); y-Achse: [UA]: Stromstarke in Mikroampere;
CCH: Carbachol; pM: mikromolar; S: serosaler Kammerabschnitt; Washout: Pufferaustausch; Amil: Amilorid; M: mukosaler
Kammerabschnitt; Forsk: Forskolin; IBMX: 3-Isobutyl-1-Methylxanthin; Geni: Genistein; DIDS: 4,4’-Diisothiocyano-2,2’-
Stilbenedischwefels&dure; Hista: Histamin; Rt end: elektrischer Widerstand bei Messende.

Bei Patienten mit einer PS-CF oder CFTR-RD mit vorhandener CFTR-Restfunktion
kommt es in der ICM zu einem geringen Anstieg von Isc oder zu biphasischen
Kurvenverlaufen. Die Mittelwerte von Alsc(Forsk/IBMX) (hier: 6,9 pA/cm?),
Alsc(CCHprewashout) (hier: 6,5 pA/cm?) und Alsc(Hista) (hier: 3,2 pA/cm?) liegen jeweils
im Intermediarbereich der Werte bei fehlender (,P1-CF*) und normaler (,Non-CF*) CFTR-
Funktion. Es gilt zu beachten, dass auch bei Patienten, die eine CFTR-Residualfunktion
aufweisen, ein absinkender Kurvenverlauf mit negativem Gipfel zustande kommen kann,
da der Chloridausstrom die Uberschief3ende Kaliumsekretion nicht vollstandig
ausgleichen kann und daher Strom in die gegensatzlich Richtung erzeugt wird (30,49,71)
(Abb. 3.10).
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3.5 Nasale Potentialdifferenzmessung (NPD)

3.5.1 Methode

Die Nasale Potentialdifferenzmessung (NPD) hat ihren Ursprung in den Erkenntnissen
von der Arbeitsgruppe um Knowles (72), wo erstmalig die nasale transepitheliale
elektrische Potentialdifferenz in vivo bei einer gesunden Population gemessen und als
noninvasiver Index der Funktion von respiratorischem Epithel eingeordnet (72) und in der
Methodik kontinuierlich weiterentwickelt wurde (73).

Die Messung erfolgt nacheinander in beiden Nasenlochern, um die in-vivo-
Potentialdifferenz zwischen einem Katheter im unteren Nasengang und einer
Referenzelektrode, die kutan an der Unterarmbeugeseite angebracht ist, aufzuzeichnen.
Die Messung beginnt mit der Aufzeichnung der Potentialdifferenz in Ruhe und wird
fortgefuhrt mit Applikation verschiedenster Losungen, die die Natrium- sowie
Chloridkanale am apikalen respiratorischen Epithel stimulieren oder blockieren und somit
einen Rickschluss auf die CFTR-Funktion zulassen.

Die NPD kann als erweiterte Diagnostik bei Patienten mit unklarer CF Diagnose, einem
fehlenden Nachweis von zwei CFTR-Mutationen oder einem Schweif3test im Graubereich
(30-59 mmol/L) angewandt werden und in weiterer Folge eine Diagnosestellung
bekraftigen oder als unwahrscheinlich eingestufen. Die NPD weist, unter der Annahme,
dass die Untersuchung standardisiert und unizentrisch ablauft, eine gute
Reproduzierbarkeit auf, sodass sie des Ofteren auch als klinischer Outcomeparameter
zur Austestung neuer Therapieansatze und der Wirksamkeit neuer Medikamente genutzt
wird (30,74-76).

Die Nasale Potentialdifferenzmessung stellt sich durch hohen Zeitaufwand und ihre
komplexe Durchfuhrung als aufwendige Diagnostik-Methode dar. Weiters beschrankt
sich die Verfligbarkeit auf wenige CF-Zentren deutschland- sowie europaweit, wo die
Ressourcen sowie das Know-how zur Durchfihrung der Methode vorhanden sind.
Zudem qilt die NPD erst ab dem Grundschulalter als geeignet, da der Patient pro
Nasenloch ein jeweils 30 Minuten anhaltendes Stillsitzen fir eine fehlerfreie Messung
gewahrleisten muss. Vorweg muss eine detaillierte Anamnese sowie korperliche
Untersuchung des Patienten erfolgen, sowie Gegebenheiten fur falsch-positive Befunde
abgeklart und detailliert vermerkt werden. Falsch-positive Befunde kdnnen durch
Veranderungen der nasalen Schleimhaut (Inflammation bei Rhinitis oder Lasionen),

Pathologien in der unteren Nasenmuschel (Nasenpolypen) oder anatomische
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Besonderheiten (Z.n. Septumdeviation) und Nikotin-/Drogenabusus entstehen
(26,77,78). Die NPD-Messung birgt keine wesentlichen Risiken bei in-vivo-Anwendung
an Patienten (26).

Anhand einer NPD-Messung kann eine CF ohne CFTR-Restfunktion sicher von einer
Non-CF unterschieden werden, wobei eine Differenzierung zwischen CF mit CFTR-
Restfunktion, CFTR-RD und Non-CF aufgrund der sich oftmals &ahnelnder NPD-

Ergebnisse nicht immer gelingt (26).

3.5.2 Material und Durchfuhrung

Die Messung der nasalen Potentialdifferenz wurde nach der internationalen und
standardisierten Leitlinie der European Cystic Fibrosis Society (ECFS DNWG CTN SOP
NPD 2013 Version 1.8) durchgefuhrt (79). Die folgenden Materialen wurden benétigt:

Tab. 3.10: Datenaufzeichnung

Material/Technische Ausstattung Hersteller/Anbieter
Voltmeter ML866 PowerLab 4/30, 4 Kanéle AD Instruments
Vorverstarker BMA-200 AC/DC Portable Preamplifier 08-03000 AD Instruments
Elektrodenanschlussbox 1SO-Z Isolated Head-Stage for BMA-200, | AD Instruments
10-02020
Adapter 2/4 (2x) zur Verbindung Kalomelelektroden -> Headstage | Multi Contact
(DM: 2 mm),

Best.-Nr. 444-999 (schwarz), Best.-Nr. 444-983 (rot)
Langzeit-EKG-Elektrode mit Adapterleitung zur Erdung an der | Asmuth
Headstage (L.: 180 cm), 1 Pol
LabChart Software (Version 7.2, Oktober 2010), AD Instruments
inbegriffen in PowerLab 4/30

Pentium Prozessor (PC Laptop) Dell

Tab. 3.11: Elektroden

Material/Technische Ausstattung Hersteller/Anbieter
Kalomelreferenzelektroden (2x), REF 401 Radiometer Analytical
11069 A07 (schwarz), 11069 A0S (rot)

EKG-Elektroden (DM: 30 mm), REF F 301 Asmuth

Erlenmeyerkolben (2 Stk. je 100 ml mit KCL gefullt) fur die | Schott Duran

Kalomelelektroden
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Tab. 3.12: Hautbrlcke (Referenzelektrode)

Material/Technische Ausstattung

Hersteller/Anbieter

Butterfly-Kanule 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), 3M

Pr.-Nr.: 1530-1

Leukoplast S hautfarbenes Fixierrollenpflaster (1,25 cm x 9,2 m), | BSN medical
Pr.-Nr.: 4761900

Hautdesinfektionsmittel

Hier: Softasept N Hautdesinfektionsmittel 74,1% Ethanol (250 ml) | Braun

Tab. 3.13: Nasenbriicke (Messbriicke)

Material/Technische Ausstattung

Hersteller/Anbieter

DM: 2,5 mm, L.: 80 cm), REF 10202US

Doppellumiger Nasenkatheter zur Messung der Potentialdifferenz,

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. 3.14: Perfusionsmaterial

Material/Technische Ausstattung

Hersteller/Anbieter

Infusionspumpen (5x), 1000LB01537 Iss 2

Alaris GH

Original Perfusor-Spritze (50 ml)

Braun

Original Perfusor-Spritze (50 ml)

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

48



Tab. 3.15: Zusatzmaterial

Material/Technische Ausstattung

Hersteller/Anbieter

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

Heine

Tab. 3.16: Substanzen zur Herstellung der Losungen

Material/Reagenzien

Hersteller/Anbieter

Adenosin 5" -Triphosphat (5 g), REF 10127523001 Roche
C10H14NsNa>013P3 x 3H20

Amilorid HCI (5 g), Pr.-Nr.: A7410 Sigma-Aldrich
CesHsCIN;O x HCI

Kalziumchlorid Dihydrat (250 g), Pr.-Nr.: 21100 Sigma-Aldrich
CaCl; x 2H20

Kalziumglukonat (100 g), Pr.-Nr.: C8231 Sigma-Aldrich
C11H22Ca014

Isoproterenol HCI (1 g), Pr.-Nr.: 16504 Sigma-Aldrich
C17H17NO3 x HCI

Magnesiumchlorid Hexahydrat (1 kg), Pr.-Nr.: 63065 Sigma-Aldrich
MgCl, x 6H.0

Magnesiumsulfat Heptahydrat (500 g), Pr.-Nr.: 63140 Sigma-Aldrich
MgSOs x 7H20

Kaliumchlorid (5 kg), Pr.-Nr.: P4504 Sigma-Aldrich
KCl

Kaliumglukonat, wasserfrei (100 g), Pr.-Nr.: P1847 Sigma-Aldrich
CeH11KO7

Dikaliumhydrogenphosphat, wasserfrei (500 g), Sigma-Aldrich
Pr.-Nr.: 04248

KoHPO4

Kaliumdihydrogenphosphat, wasserfrei (500 g), Sigma-Aldrich
Pr.-Nr.: 60220

KH2PO4

Natriumchlorid (500 g), Pr.-Nr.: 71379 Sigma-Aldrich
NaCl

Natriumglukonat (1 kg), Pr.-Nr.: G9005 Sigma-Aldrich
CeH11NaO-
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Tab. 3.17: Lésungen

Losung/Reagenzien Abklirzung in der | Zusammensetzung

Protokollfihrung

Ringerlésung Lésung A Ringers 8,58 g/l NaCl in A.dest. + Salz-
Stamm-Lsg +
KPI-Stamm-Lsg.

Ringerlésung + Amilorid Losung B Amil 0,1 mM Amilorid HCI in Lésung
A
Chloridfreie Lésung + Amilorid | Lésung C 0Cl 0,1 mM Amilorid HCI
in OCI-Stammldsung
Chloridfreie Lésung + Amilorid | Lésung D Iso 0,01 mM Isoproterenol HCI
+ Isoproterenol in Losung C
Chloridfreie Losung + Amilorid | Lésung E ATP 0,1 mM ATP in Lésung D

+ Isoproterenol + ATP

Funktionsweise der NPD:

Fur die Messung der elektrischen Potentialdifferenz (PD) dient einer an der Mukosa der
unteren Nasenmuschel des Patienten anliegender zweilumigen Messkatheter und einer
intrakutan am beugeseitigen, zumeist rechten Unterarm angebrachten Referenznadel.
Eine Elektrode misst - verbunden mit dem in der Nasenmuschel liegenden Messkatheter
- das apikal entstehende Potential. Zeitgleich misst eine zweite Elektrode, welche mit der
Referenznadel verbunden ist, das interstitiell entstehende Potential. Zweiteres kann mit
dem basolateralen Potential auf Zellebene gleichgesetzt werden.
Vor der Messung werden der nasale Messkatheter sowie die Referenznadel mit in 3%-
Ringerlosung verflussigten Agar gefullt und mit Kalomelelektroden an einen
hochohmigen Verstarker angeschlossen. Der anfangs gemessene, stabile Wert der sich
daraus ergebenden Potentialdifferenz wird als basale PD definiert. Die CFTR-Funktion
wird in der Folge durch Bespulung der Nasenmuschel mit verschiedenen Flissigkeiten
durch das zweite Lumen des Messkatheters gemessen. Es gilt, dass erst zur n&chsten
Losung gewechselt werden darf, wenn die PD sich unter Perfusion einer Flussigkeit
stabilisiert hat (+/- 1mV fur mind. 30 Sekunden). Die erste Flissigkeit stellt die
Ringerlésung (L6sung A) zur Bildung einer stabilen basalen PD dar, die Bespulung dauert
mindestens eine Minute. Es folgt die Amiloridlésung (L6sung B) zur Hemmung der ENaC-
vermittelten Natriumabsorption (59) mit einer Perfusion von drei Minuten. Die chloridfreie
Losung (Losung C) lasst die basale, osmotisch induzierte Chloridpermeabilitét ermitteln.
Die Isoproterenolldsung (L6sung D) dient zur Erfassung der cAMP-abhéngigen CFTR-
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Leitfahigkeit, da Isoproterenol eine Erhohung der intrazellularen cAMP-Konzentration
bewirkt und in weiterer Folge die Choridionen-Sekretion durch spezifische CFTR-
Aktivierung erhoht (80). Als finfte Losung kommt die ATP-L6sung (Losung E) zum
Einsatz. Sie dient der Messung der Chloridsekretion mittels alternativer,
calciumabhangiger Chloridkanale (81). Nach der Messung mit Losung E kommt

nochmals Ringerlésung (Losung A) zum Ausspilen des Katheters in Gebrauch.

Erdungsleiter

Infusionspumpen

A

| © © O | Elektrodenanschlussbox

| D © © | Bioverstarker
[0 © o o 0o o o | Analog-Digital-

Konverter
_

NPD-Elektroden

Wérmebad

M eferenz-
elekirode Rechner
ufzeich-
A 2 e i
eitun eitun
.ll!ll!l 9

— Hautbriicke
Hahnbankset doppellumiger —_

Nasenkatheter

Patient

Abb. 3.11: Schematische Darstellung des Aufbaus einer NPD-Messung.

Ubersetzt und modifiziert nach (82)

Vorbereitung der NPD Messung:

1. Ausfuhrliche Anamnese zu etwaigen Ausschlusskriterien (genannt in Kapitel 3.4.1),
sowie beidseitige Rhinoskopie zur Begutachtung der Nasenschleimhé&ute.

Auffullen der Perfusorspritzen mit in

2. Tab. 3.17 genannten Losungen (L6sung A bis Losung E).

3. Uberprufung der Abweichung des geschlossenen Regelkreises (closed loop offset)
vor Messungsbeginn: Platzierung des agargeftllten, patientenfernen Schlauchendes
der Hautbriicke im KCI-Behalter gemeinsam mit der Kalomelreferenzelektrode.
Platzierung der Nadelspitze der Hautbriicke im Behdlter mit Ringerldsung (Lo6sung A).
Platzierung des patientenfernen Endes des Nasenkatheters im KCI-Behélter

gemeinsam mit der Kalomelreferenzelektrode. Plazierung der Spitze des
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Nasenkatheters im Behdlter mit Ringerldsung (Losung A), um einen geschlossenen
Regelkreis zu erreichen. Die PD des closed loop offset sollte £ 2,5 mV betragen. Sollte
die Regelabweichung einen Wert > 2,5 mV oder < -2,5 mV betragen, muss eine
Uberprifung jeglicher Stationen des Messungsaufbaus wie Anschliisse, Geréte,
Materialen und Agarbricken sowie ein Ausschluss mdglicher Luftblasen in
Perfusorleitungen erfolgen.

4. Desinfektion der Einstichstelle der Referenzhautnadel am rechten, beugeseitigen
Unterarm des Patienten.

5. Intrakutane Punktion des rechten, beugeseitigen Unterarmes des Patienten mit einer
agargefullten Butterfly-Kanule und Fixierung dieser mit Fixierrollenpflaster.

6. Uberprufung des Regelkreises mittels PD-Messung am Patientenfinger: der Patient
halt die Spitze des Nasenkatheters zwischen den Fingerspitzen von Daumen und
Zeigefinger, wahrend der Katheter langsam (30 ml/h) mit Ringerlésung perfundiert
wird. Die PD sollte dabei einen Wert zwischen 35 mV und -75 mV einnehmen.
Fehlerhafte Werte kénnen hierbei durch defekten Agar der Referenzbriicke oder
durch eine Fehllage der kutanen Referenznadel zustande kommen.

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

8. Beginn der Messung im rechten Nasenloch.

9. Einfihrung des Katheters in die untere Nasenmuschel, die Offnung des Katheters
sollte hierbei der Mukosa der lateralen Nasenscheidewand anliegen. Die Einfihrung
des Katheters in die Nasenmuschel sollte in eine Tiefe von ca. 6 cm erfolgen.

10.Ein Rickziehen des Katheters ermdglicht eine Feststellung der Lokalisation an der
Nasenschleimhaut, wo der negativste PD-Wert gemessen werden kann (basale PD).

11. An oben genannter Stelle kommt der Katheter zu liegen und wird fir die weitere
Messung mit Fixierrollenpflaster am Nasenriicken des Patienten befestigt.

12. Leichtes Beugen des Patientenkopfes nach kaudal, um ein HerausflieRen der
applizierten Flissigkeiten zu ermdglichen.

13. Der Patient wird angewiesen, jegliche Bewegungen zu vermeiden, nicht zu sprechen
und durch den Mund zu atmen, um eine mdglichst storarme Messung zu

gewabhrleisten.
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Durchfiihrung der NPD Messung bei den Untersuchungen in dieser Arbeit:

Die Messung wurde nacheinander an beiden Nasenlochern durchgefihrt, es wurde bei
allen Patienten am rechten Nasenloch begonnen. Die Perfusionsgeschwindigkeit betrug
300ml/h. Vor dem Wechsel zur nachsten Flussigkeit sollte sich die Aufzeichnungskurve
fur mindestens 30 Sekunden stabilisiert und die Abweichung nicht mehr als = 1 mV
betragen haben.

Perfusion mit Losung A, fir mindestens eine Minute.

Wechsel zu Lésung B, Perfusion fir mindestens drei Minuten.

Wechsel zu Losung C, Perfusion fir mindestens drei Minuten.

Wechsel zu Losung D, Perfusion fir mindestens drei Minuten.

Wechsel zu Lésung E, Perfusion bis zum Erreichen des negativen Hochstwertes.

o gk w b E

Wechsel zu Lésung A zur Ausspulung der Lésungen B-E aus dem Katheter, far

mindestens 30 Sekunden.

7. Die Perfusionsgeschwindigkeit von Losung A wurde von 300 ml/h auf 30 ml/h
gewechselt.

8. Uberpriufung des Regelkreises wie anfangs mittels Messung der PD am Finger (siehe

,Vorbereitung der NPD Messung“ Schritt 6.)

9. Perfusionsstopp. Auswaschen der Perfusionsleitungen in verkehrter Reihenfolge zur
Applikation: Losung E - Losung D - Loésung C - Lésung B - Losung A

10. Wiederauffillen der Perfusorspritzen.

11.Fortfihrung der Messung am linken Nasenloch und exakte Wiederholung der
folgenden Arbeitsschritte: ,Vorbereitung der NPD Messung“ Schritte 6 - 13 sowie
,2purchfihrung der NPD Messung“ Schritte 1. — 8.

12.Uberprifung der bleibenden Regelabweichung (closed loop offset) zum Ende der

Messung (siehe ,Vorbereitung der NPD Messung® Schritt 3.)

3.5.3 Auswertung, Interpretation und Qualitatskriterien

Die Auswertung der NPD-Messungen erfolgte anhand der digital aufgezeichneten Kurve,
die die Anderung der Potentialdifferenz wahrend der Messung vermerkt hatte. Mittels der
Software LabChart konnten die Zahlenwerte wichtiger Messpunkte, vor und nach
Applikation der verschiedenen Losungen, abgelesen werden und somit Scores erstellt
werden.

Als die wichtigsten diagnostischen Parameter der NPD werden die basale PD,
APD(Amilorid) und APD(0CI+Iso) beschrieben (siehe Kapitel 3.2.2 und 3.5.2). Geeignete
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und bereits etablierte Grenzwertberechnungen zur Unterscheidung zwischen der
Diagnose CF und der Diagnose ,,CF unwahrscheinlich® bilden der Wilschanski-Index und
der Sermet-Score (Tab 3.18).

Tab. 3.18: Wilschanski-Index, Sermet-Score

(83,84)
Formel Cut-Off-Wert
Wilschanski-Index eAApPz?(S)rgli;rJrsf;) 0,7, CF>0,7
Sermet-Score —0,11 x APD(0CI + Iso) — 0,05 X APDAmilorid 0,27, CF < 0,27

Zur einheitlichen Durchfihrung der NPD wurde ein internationales, standardisiertes
Protokoll von der European Cystic Fibrosis Society (ECFS) gemeinsam mit dem Clinical
Trial Network (CTN) und der Diagnostic Network Working Group (DNWG) der ECFS
(ECFS CTN) entwickelt (ECFS DNWG CTN NPD SOP).

Ein NPD-durchfihrendes Zentrum sollte eigene Referenzwerte auf Basis einer
ausreichenden Anzahl von Kontrollen, heterozygoten und bekannten CF-Patienten eines
Zentrums mit einem Schwei3chloridwert von = 60 mmol/L und < 59 mmol/L erheben und
fur die diagnostische Beurteilung nutzen (26). Die Etablierung zentrumsunabhangiger
Referenzwerte bedarf vorerst einer Wertedefinition mehrfacher multizentrischer
Validierungsstudien (85). Fur die NPD-Diagnostik im hiesigen CF-Zentrum zeichnet sich
fur den Wilschanski-Index ein Cut-Off-Wert von 0,5 (CF > 0,5) ab (86,87), der auch in der
vorliegenden Arbeit zur Ergebnisevaluierung und folglich zur diagnostischen
Interpretation eingesetzt wurde. Zu diagnostischen Berechnungen wurden stets die
Mittelwerte der Antworten beider Nasenlécher herangezogen.

Um eine valide Auswertbarkeit der NPD-Messung zu gewéhrleisten, ist das
Nichtvorhandensein von Kontraindikationen (siehe Kapitel 3.5.1) vor der Untersuchung
unbedingt zu eruieren sowie die Qualitatskriterien einer NPD zu beachten: Vor der
Spulung mit Amiloridldsung muss eine stabile basale PD erreicht werden, die fir
mindestens 30 Sekunden anhalt (maximale Abweichung £ 1 mV), sowie eine deutliche
Amiloridantwort (abnehmende Negativitat der gemessenen Potentialdifferenz) erkennbar
sein. Weiters muss am Ende der Messung — insbesondere bei ausbleibender Antwort
nach Gabe von chloridfreier L6sung und Isoproterenollésung — eine eindeutige Antwort
auf die ATP-Losung (zunehmende Negativitdt der gemessenen Potentialdifferenz)
vorhanden sein.
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Abb. 3.12: NPD-Messkurve bei normaler Chloridkanalfunktion — linkes Nasenloch
(nicht aus den hier untersuchten Patientengruppen, Patient wurde untersucht im Rahmen
der CF-Diagnostik-Spezialsprechstunde der Charité)

Legende zu Abb. 3.12: x-Achse: freistehende Zahlen: Zeit in Minuten (ein Strich entspricht einer Minute), Zahlen im Rahmen:
LabChart-Kommentare (hier: Wechsel zur nachsten Losung); y-Achse: [mV]: Potentialdifferenz in Millivolt; 300ml/h:
Perfusionsgeschwindigkeit; Ringers: Ringerlésung; Amil: Amiloridlésung; OCI: Chloridfreie Lésung; Iso: Isoproterenolldsung; ATP:

ATP-L6sung; 30ml/h: Perfusionsgeschwindigkeit.

Diese NPD-Messung zeigt eine basale PD, eine ENaC-Hyperaktivitat bei normaler
CFTR-Chloridkanalfunktion. Diese Messung kann somit als nicht-CF-typisch gewertet
werden. Die basale PD liegt hier bei: -47,0 mV, APDAmilorid (hier: 35,5 mV) und
APD(OCI+Iso) (hier: -41,5 mV) (Abb. 3.12).
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Abb. 3.13: NPD — Messkurve bei fehlender Chloridkanalfunktion — rechtes Nasenloch
(aus der Patientengruppe B)

Legende zu Abb. 3.13: x-Achse: freistehende Zahlen: Zeit in Minuten (ein Strich entspricht einer Minute), Zahlen im Rahmen:
LabChart-Kommentare (hier: Wechsel zur nachsten Lésung); y-Achse: [mV]: Potentialdifferenz in Millivolt; 300ml/h:
Perfusionsgeschwindigkeit; Ringers: Ringerlésung; Amil: Amiloridldsung; OCI: Chloridfreie Lésung; Iso: Isoproterenollésung; ATP:
ATP-Losung; 30ml/h:  Perfusionsgeschwindigkeit; closed loop offset: Uberpriffung der bleibenden Regelabweichung im
geschlossenen Regelkreis.

Bei fehlender CFTR-abhangiger Chloridleitfahigkeit sind folgende Parameter
bezeichnend: Eine hochnegative basale PD (hier: -39 mV) (durch eine ENaC-
Hyperaktivitéat), ein darauffolgender Anstieg des Potentials bei Amiloridapplikation
(APD(Amilorid) hier: 35,3 mV) sowie ein kleines APD(0CI+Iso) (hier: 2,3 mV), das die
geringe Chloridsekretion darstellt (72,83). ATP fuhrt wiederum zu einer grofR3eren
Stimulation, da kalziumabhangige, alternative Chloridkanéle hierbei aktiviert werden. Der
lang andauernde Anstieg der Kurve nach der letzten Perfusion von Ringerlésung (zu
Minute 32) bis zum Wiedererreichen des basalen PD-Wertes vom Anfang der Messung
l&sst sich durch das Ausspilen der zuvor applizierten Lésungen aus dem Nasenkatheter
erklaren (Abb. 3.13).
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Abb. 3.14: NPD - Messkurve bei Restfunktion der Chloridkanalfunktion — rechtes
Nasenloch

(aus der Patientengruppe B)

Legende zu Abb. 3.14: x-Achse: freistehende Zahlen: Zeit in Minuten (ein Strich entspricht einer Minute), Zahlen im Rahmen:
LabChart-Kommentare (hier: Wechsel zur nachsten Losung); y-Achse: [mV]: Potentialdifferenz in Millivolt; 300ml/h:
Perfusionsgeschwindigkeit; Ringers: Ringerlésung; Amil: Amiloridlésung; OCI: Chloridfreie Losung; Iso: Isoproterenolldsung; ATP:
ATP-L6sung; 30ml/h: Perfusionsgeschwindigkeit.

Bei einer CF oder CFTR-RD mit CFTR-Residualfunktion nimmt die basale PD einen
Mittelwert zwischen den Werten von CF und Non-CF Patienten ein (hier: -29,2 mV). Auch
APDAmilorid (hier: 25,4 mV) und APD(0CI+Iso) (hier: -21,8 mV) finden sich im Mittelfeld
ein, fallen jedoch niedriger aus als bei einer CF ohne Chloridleitfahigkeit (83) (Abb. 3.14).
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3.6 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mittels dem Analyseprogramm IBM SPSS Statistics 25 ™
durchgeflihrt. Die Darstellung statistischer Diagramme erfolgte mittels Microsoft Office
365 Powerpoint. Gepaarte Mittelwerte, absolute Anderungen zwischen gepaarten
Parametern sowie Standardabweichung wurden mittels IBM SPSS Statistics 25 ™
berechnet. Eine Prifung auf Korrelation erfolgte, aufgrund der kleinen Patientenkohorte
unter der Annahme eine Normalverteilung kénne nicht eingehalten werden, mittels
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test und mittels Ermittlung des Spearman’schen
Rangkorrelationskoeffizienten. P < 0,05 wurde als Indikator fur statistische Signifikanz
festgelegt. Eine Beratung zur statistischen Datenanalyse erfolgte durch das Institut fir

Biometrie und Epidemiologie der Charité — Universitatsmedizin Berlin.

4 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Untersuchungen dieser Arbeit fur jede der
beiden Patientengruppen einzeln dargestellt. Um eine gute Aussagekraft der
Untersuchung und Vergleichbarkeit der CFTR-Biomarker zu erreichen, wurden

zusammengehdorige Untersuchungen von einem Patienten am selben Tag erhoben.

4.1 Patientengruppe A

Folgend werden die Ergebnisse der Untersuchungen von Patienten der Patientengruppe
A, die eine Baseline- und Follow-Up-Messung erhalten haben, erlautert (Abb. 3.1).

In untenstehenden Tabellen und Graphiken werden klinische Charakteristika vor und
nach Lumacaftor/Ivacaftor-Therapie sowie Anderungen von klinischen Parametern und

CFTR-Biomarkern sowie deren Korrelationen dargestellt.
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In dieser Untersuchung konnte eine minimale Verbesserung der FEV1 gezeigt werden,
die absolute Anderung lag im Durchschnitt bei 0,69% + 3,73 (p = 0.776). Die absolute
Anderung des BMI zeigte eine Verschlechterung nach Lumacaftor/Ivacaftor-Therapie um
durchschnittlich 0,18 kg/m? + 0,50 (p = 0.400) (Tab. 4.1).

Um die Effekte von Lumacaftor/lvacaftor auf die CFTR-Funktion auch in vivo zu messen,
erhielt jeder Patient einen Schweil3test sowie eine ICM vor (Baseline) sowie vier Wochen
nach der Therapie (Follow-Up). Die Baseline-Schweif3chlorid-Konzentrationen befanden
sich bei 100% (n=9) der Patienten im erwarteten CF-typischen Bereich von > 60 mmol/L
(Abb. 4.1). Die Schweil3chlorid-Konzentration zum Baseline-Zeitpunkt lag bei den
Patienten im Durchschnitt bei 102,00 mmol/L + 10,43 (Spannweite 89 — 121).
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Baseline Lum/lva
—Patient 1 98 57
—Patient 2 89 39
Patient 3 104 82
Patient 4 111 93
Patient 5 111 105
Patient 6 99 44
Patient 7 95 73
Patient 8 92 71
Patient 9 121 104

Abb. 4.1: Anderung des Schweichlorids vor und nach Lumacaftor/lvacaftor-Therapie
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Nach einem Monat Therapie mit Lumacaftor/lvacaftor zeigte sich die Schweil3chlorid-
Konzentration der Patienten im Durchschnitt um 28,00 mmol/L + 16,51 (p = 0.008)
signifikant reduziert. Die Schweil3chlorid-Konzentration befand sich nach Therapie im
Durchschnitt bei 74,00 mmol/L £ 24,06 (Spannweite 39 — 105) (Abb. 4.1).

In den ICM-Untersuchungen zeigten sich in der Baseline-Untersuchung bei Forskolin-
Applikation divergierende Ausschlage der Stromkurve. Es konnten negative
Stromausschlage im Sinne eines kurzzeitigen Kaliumausstroms (46,53,88,89), wie auch
stagnierende Stromkurven und leicht positive Ausschlage der Stromkurve als Ausdruck
einer residualen Chloridsekretion beobachtet werden. Festzustellen ist, dass nach der
Therapie mit Lumacaftor/lvacaftor ein mittlerer Anstieg der Forskolinantwort
(IscForsk/IBMX) um 17,38 pA/cm? + 12,23 dargestellt werden konnte,
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Baseline Lum/lva
—Patient 1 14,1 28,8
- Patient 2 10,6 12,2
Patient 3 1,9 17
Patient 4 -3,4 20,6
Patient 5 -1,7 43,5
Patient 6 6,2 24,9
Patient 7 1,3 8,9
Patient 8 2,3 18,8
Patient 9 -0,3 12,7

Abb. 4.2: Anderung von Alsc(Forsk/IBMX) in der ICM vor und nach Lumacaftor/lvacaftor-
Therapie
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Es konnte signifikant (p = 0.008) eine Verbesserung von IscForsk/IBMX zwischen der

Baseline-ICM und der ICM nach einem Monat Therapie beschrieben werden (Abb. 4.2,

Tab. 4.1). Somit anderte sich der durchschnittliche Wert von IscForsk/IBMX von 3,44 +
5,79 vor Therapie auf durchschnittlich 20,82 + 10,58 nach Therapie.
Ahnliches fallt bei Betrachtung des ICM-Parameters IscForsk/IBMX+CCH+Hista auf, der
+ 21,73 anstieg, eine statistische Signifikanz in der

im Mittel um 39,11 pA/cm?

Verbesserung dieses Parameters konnte nachgewiesen werden (p = 0.011) (Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Anderung von Alsc(Forsk/IBMX+CCH+Hista) in der ICM vor und nach
Lumacaftor/lvacaftor-Therapie
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In Tab. 4.2 stehen zusatzlich detailliert die subjektiven Patientenperspektiven
dokumentiert. Besonderes Augenmerk wurde hierbei auf pulmonale Komplikationen wie
Husten, Dyspnoe und Zu- oder Abnahme des Sputums sowie auf korperliche
Beschwerden wie Kopf- und Bauchschmerz, allgemeine Schwéache und Unwohlisein,
Diarrhoe und Ubelkeit gelegt. Eine groRRe Variabilitat hinsichtlich der Therapietoleranz ist
an den vereinzelten subjektiven Patientenperspektiven zu erkennen. Beispielsweise
gaben 5 von 9 Patienten einen verminderten Husten an, 4 von ihnen in Kombination mit
einem reduzierten Vorhandensein von Sputum. 3 von 12 Patienten brachen die Therapie
innerhalb der ersten vier Wochen unter der Angabe, sie wirden das Medikament nicht
tolerieren, ab. Die Einschrankung der Lebensqualitat oder die Auswirkung auf

psychosoziale Belastungsfaktoren wurden nicht standardisiert erhoben.

In der Gegenilberstellung der absoluten Anderungen von CFTR-Biomarker
(Schweil3chlorid, ICM) und die der klinischen Outcomes (BMI, FEV1) lieRen sich keine
statistisch signifikanten Korrelationen errechnen. In dieser Untersuchung konnte kein
Zusammenhang zwischen absoluter Anderung von Schweichlorid mit absoluter
Anderung von BMI und FEV1 festgestellt werden. Demnach erzielten nur jeweils 33% der
Patienten (n=3) bei verbessertem Schweil3test ebenso einen verbesserten BMI oder eine
verbesserte FEV1 (Abb. 4.4, Abb. 4.5). Anderungen des SchweiRchlorids korrelierten
weder mit Anderungen des BMI (r = 0,377, p = 0,318) noch mit Anderungen der FEV1
(r=0,150, p = 0,700) statistisch signifikant (Abb. 4.4, Abb. 4.5).
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Die Anderungen von Alsc(Forsk/IBMX) korrelierten weder mit absoluten Anderungen des
BMI (r = -0,184, p = 0,635) noch mit absoluten Anderungen der FEV1 (r = -0,117, p=
0,765) statistisch signifikant. Festzustellen ist auch, dass nur 33% der Patienten mit
verbesserter Forskolin-Antwort in der ICM auch eine Verbesserung im BMI oder der FEV1
zeigen (Abb. 4.6, Abb. 4.7).
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Abb. 4.6: Absolute Anderungen von Alsc(Forsk/IBMX) und BMI
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Abb. 4.7: Absolute Anderungen von Alsc(Forsk/IBMX) und FEV1

Bei Betrachtung der Anderung von Alsc(Forsk/IBMX+CCH+Hista) in der ICM mit
Anderung des BMI (r = -0,008, p = 0,983) oder Anderung der FEV1 (r = 0,083, p = 0,831)
konnten keine statistisch signifikanten Korrelationen nachgewiesen werden (Abb. 4.8,
Abb. 4.9).
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Absolute Anderung in ICM Al (Forsk/IBMX+CCH-+Hista) [uA/cm?]
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Bei Betrachtung der CFTR-Biomarker untereinander zeigte sich die h6chste Konkordanz
von 100% (9 von 9 Patienten) zwischen der absoluten Anderung des SchweiRchlorids
gegenuber Alsc(Forsk/IBMX) in der ICM (Abb. 4.10). Alle F508del-homozygoten
Patienten von Patientengruppe A wiesen in dieser Untersuchung nach Therapie mit
Lumacaftor/lvacaftor eine Verbesserung des Schweil3chlorids sowie eines Verbesserung
des ICM-Parameters Alsc(Forsk/IBMX) vor. Eine gegenseitige Korrelation konnte jedoch
nicht statistisch nachgewiesen werden (r = 0,433, p = 0,244) (Tab. 4.3).
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Abb. 4.10: Absolute Anderungen von SchweiRchlorid und Alsc(Forsk/IBMX)
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Abb. 4.12: Absolute Anderungen von SchweifRchlorid und Alsc(Forsk/IBMX+CCH+Hista)
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Ebenso nicht statistisch signifikant zeigten sich die Korrelationen zwischen den absoluten
Anderungen der beiden ICM-Parametern Alsc(Forsk/IBMX) und
Alsc(Forsk/IBMX+CCH+Hista) (r = 0,233, p = 0,546) sowie zwischen den absoluten
Anderungen des ICM Parameters Alsc(Forsk/IBMX+CCH+Hista) und der des
Schweil3chlorids (r = 0,633, p = 0,067) (Tab. 4.3).

Tab. 4.3: Korrelationen zwischen Anderungen der CFTR-Biomarker

Biomarker Korrelations- | Signifikanz
koeffizient

ICM Alsc(Forsk/IBMX) x Schweifl3chlorid 0,433 0,244

Nicht signifikant
ICM Alsc(Forsk/IBMX) x Alsc(Forsk/IBMX+CCH+Hista) 0,233 0,546

Nicht signifikant
Schweilchlorid x Alsc(Forsk/IBMX+CCH+Hista) 0,633 0,067

Nicht signifikant

Hervorzuheben ist, dass in dieser Untersuchung bei allen F508del-homozygoten
Patienten eine Verbesserung von mindestens zwei untersuchten Biomarkern

festzustellen war.

4.2 Patientengruppe B

Folgend werden die Ergebnisse der Untersuchungen von Patienten der Patientengruppe
B erlautert. In untenstehenden Tabellen werden der klinische Phanotyp sowie der
Genotyp der Patienten mit seltenen CFTR-Mutationen mit unklarer klinischer Relevanz
dargestellt und anschlieBend findet eine diagnostische Klassifikation nach CFTR-

Funktionsdiagnostik statt.
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: Genotyp Patientengruppe B

Tab. 4.5
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In Tabelle 4.4 erfolgte eine klinische Charakterisierung der Patientengruppe. Sie

beinhaltet biometrische Daten wie BMI und Alter, Ergebnisse zu Schweil3test und

Lungenfunktion, sowie CF-typische klinische Symptome und Erkrankungsmerkmale, die

fur eine CF-Diagnosestellung relevant sind.

Die Tabelle 4.5 gibt eine Ubersicht aller CFTR-Mutationen der Patientengruppe B. Es

werden die Listung in den CFTR-Mutationsdatenbanken (wie in Kapitel 1.4 beschrieben),

sowie Informationen Uber Haufigkeit und Pathogenitat - soweit bekannt - dargestellt.

Tab. 4.6: Listung der CFTR-Mutationskombinationen in der CFTR2-Datenbank

CFTR-Mutationskombination in CFTR2

Patient 1

Patient 2

Patient 3

Patient 4

Patient 5

6 Patienten, CF-verursachend, Pankreasinsuffizienz

Patient 6

Patient 7

Patient 8

Patient 9

Patient 10

4 Patienten, CF-verursachend, Pankreassuffizienz

Legende: - = in dieser Kombination nicht gelistet

Die Tabelle 4.6 zeigt auf, welche der Mutationskombinationen der 10 untersuchten

Patienten schon in der CFTR2-Datenbank in selbiger Kombination und mit welchem

Krankheitswert erwahnt sind. Hierbei sind nur die Mutationskombinationen von Patient 5

und Patient 10 in der Datenbank verzeichnet, beide Kombinationen als CF-verursachend

beschrieben. Mit der genetischen Kombination von Patient 5 sind nur 6 Patienten, mit der

Kombination von Patient 10 lediglich 4 Patienten beschrieben.
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Tab. 4.7: ICM + NPD Untersuchungsergebnisse Patientengruppe B

ICM NPD
Alsc(CCH- | Alsc(Forsk/ Alsc Alsc(Forsk/IBMX Basale PD APD APD Wilschanski- Sermet-
pre- IBMX) (CCH) +CCH-+Hista) [mV] (Amilorid) (OCl+Iso) Index Score
washout) [uA/cm?] [uA/cm?] [uA/cm?] [mV] [mV]
[HA/Cm?]
Patient -17,5 0,4 -11,9 -11,3 -46,85 39,55 -6,7 0,84 -1,2405
1
Patient -5,1 1,0 -6,7 -2,7 -31,65 251 -2,3 0,81 -0,672
2
Patient -6,2 3,8 -6,1 1,3 -39 35,3 2,29 1,07 -2,0169
3
Patient 6,5 6,9 21,6 31,7 -32,75 24,9 -21,3 0,43 1,098
4
Patient -5,7 0,3 -8,2 -5,1 -44,9 30,24 5,99 0,82 -0,8531
5
Patient -9,0 1,7 -15,4 -14,1 -34,55 26,975 -2,545 0,91 -1,0688
6
Patient 15,4 52,6 61,9 134,2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
7
Patient | 45,2 28,0 62,0 135,5 -56,35 49,75 -31,75 0,53 1,005
8
Patient -4,2 0,3 -15,8 -12,7 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
9
Patient -6,3 1,3 12 4,3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
10

Legende: n.d. = nicht durchgefuihrt, ICM = Intestinale Kurzschlussstrommessung,

lsc = Intestinaler Kurzschlussstrom

NPD = Nasale Potentialdifferenzmessung,

In Tabelle 4.7 wird die CFTR-Funktionsdiagnostik nahergehend erlautert, die ICM- und

NPD-Untersuchungsergebnisse von Patientengruppe B werden zusammengefasst. Bei

Auflistung der Ergebnisse wurde das Hauptaugenmerk auf die fur die Fragestellung

aussagekréaftigsten funktionsdiagnostischen Parameter gelegt,

Interpretation findet sich in Tabelle 4.8.

eine diagnostische
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4.2.1 Diagnostische Klassifikation nach CFTR-Funktionsanalyse

Tab. 4.8: Zusammenschau der Ergebnisse der CFTR-Funktionsdiagnostik, diagnostische

Interpretation Patientengruppe B
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Zusatzlich wurde in Tabelle 4.8 anhand von géangigen cut-off-Werten in ,CF* oder ,non-
CF* klassifiziert. Bei der NPD passierte die Einteilung anhand des Wilschanski-Index und
des Sermet-Scores (Kapitel 3.5.3). Bei der ICM wurde anhand von den beiden
diskriminationsfahigsten Parametern Alsc(CCH-prewashout) und Alsc(Forsk/IBMX+CCH+
Hista) zwischen CF und non-CF klassifiziert (Kapitel 3.4.3).

Das Patientenkollektiv konnte anhand der Messungsergebnisse und in Zusammenschau
des klinischen Phanotyps in 4 Gruppen eingeteilt werden: PI-CF (n=4), PS-CF (n=3),
CFTR-Dysfunktion (n=1) und CF unwahrscheinlich (n=2) (Abb. 4.13). Im Vergleich zum
CF-Diagnose-Status vor der CFTR-Funktionsmessung ergaben sich in den Gruppen PI-
CF (n=4) und PS-CF (n=3) keine Unterschiede, die Patientengruppe mit fraglicher CF
(n=3) konnte jedoch anhand der Funktionsdiagnostik in 2 Gruppen unterteilt werden:
CFTR-Dysfunktion (n=1; Patient 4) und CF unwahrscheinlich (n=2; Patient 7 und Patient
8) (Abb. 4.13).

CF
unwahrschei
Fragliche nlich; 2
CF; 3
PI-CF; 4 PI-CF; 4
CFTR-
Dysfunktion;
PS-CF; 3 PS-CF; 3
=PI-CF =PS-CF = Fragliche CF = PI-CF = PS-CF = CFTR-Dysfunktion = CF unwahrscheinlich

Abb. 4.13: CF-Diagnose-Status vor (links) und nach (rechts) CFTR-Funktionsdiagnostik

Jeder Patient der Gruppe wird folgend anhand der Befunde der CFTR-
Funktionsdiagnostik und der klinischen Befunde einzeln betrachtet, die Diagnose

bestétigt, widerlegt oder weitgehend ausgeschlossen.
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4.2.1.1 Gruppe PI-CF
Tab. 4.9: Gruppe der PI-CF-Patienten (n=4)

Schweiltest ICM ICM NPD NPD CF- CF- CF-
[mmol/L] Als¢(CCH- Alsc(Forsk/ Wilschanski- | Sermet- Diagnose- Diagnose Diagnose-
prewashout) IBMX+CCH+ | Index Score Status  vor Status nach
[uA/cm?] Hista) Funktions- Funktions-
[uA/cm?] diagnostik diagnostik
Patient 2 110 CF -5,1CF -2,7CF 0,81 CF -0,672 CF PI-CF Bestatigt PI-CF
Patient 5 99 CF -5,7CF -5,1CF 0,82 CF -0,8531 CF PI-CF Bestatigt PI-CF
Patient 6 98 CF -9,0 CF -14,1 CF 0,91 CF -1,0688 CF PI-CF Bestatigt PI-CF
Patient 9 109,5 CF -4,2 CF -12,7 CF n.d. n.d. PI-CF Bestétigt PI-CF
Patient 2
Tab. 4.10: Genotyp Patient 2
Patient 2 1. Alel 2. Allel
legacy name
cDNA name | ¢.1894G>T €.1894G>T
protein name | p.Glu587Stop p.Glu587Stop

In Zusammenschau aller Befunde der Untersuchungen von Patient 2 liel3 sich eine CF-
Diagnose bestétigen. Die klinischen Daten des Patienten, die Pankreasinsuffizienz sowie
der hochpositive Schweildtest des Patienten sprechen fur eine CF-Diagnose (PI-CF). Die
bei diesem Patienten homozygot auftretende Mutation ¢.1894G>T ist bisher in keiner
CFTR-Mutations-Datenbank beschrieben und ihre pathophysiologische, phanotypische
Auswirkung ganzlich unbekannt. Nach Ablauf der elektrophysiologischen CFTR-Testung
konnte die Mutation ¢.1894G>T als CF-verursachend eingestuft werden.

Patient 5
Tab. 4.11: Genotyp Patient 5

Patient 5 1. Allel 2. Allel
legacy name | F508del IVS18+2dupT
cDNA name | c¢.1521_1523delCTT €.3468+2dupT
protein name | p.Phe508del

Die hier vorliegende Mutation ¢.3468+2dupT konnte in Kombination mit der Mutation
F508del und im Zusammenhang mit dem pathologischen Schweif3test und einem CF-
typischen klinischen Erscheinungsbild als CF-verursachend eingestuft werden. Anhand
von 6 Einzelféllen trifft die CFTR-Mutationsdatenbank CFTR2 die Annahme, ein Patient
mit oben beschriebener Mutationskombination sei an CF und einer Pankreasinsuffizienz
erkrankt. Dies konnte anhand der vorliegenden Untersuchung von Patient 5 bestatigt

werden.
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Bei Patient 5 konnte eine Indikationsstellung zur Therapie mit dem CFTR-Modulator
Trikafta® angedacht werden, das Kombinationspraparat ware auf beschriebenen
Genotyp zugelassen und koénnte in diesem Falle eventuell einem schweren

Krankheitsverlauf vorbeugen und die CFTR-Funktion verbessern.

Patient 6
Tab. 4.12: Genotyp Patient 6

Patient 6 1. Allel 2. Allel

legacy name | G542X
cDNA name | c.1756G>T C.748C>T
protein name | p.Gly542X p.Q250X

Bei diesem Patienten konnte ebenfalls die CF-Diagnose bestatigt werden. Der

Schweildtest sowie die elektrophysiologische CFTR-Funktionsdiagnostik zeigten
eindeutig pathologische Ergebnisse und verifizierten somit in Kombination mit dem
klinischen Erscheinungsbild des Patienten die Diagnose. Die bislang unbekannte
Mutation ¢.748C>T und die als CF-verursachend eingestufte Mutation ¢.1756G>T bieten
eine Grundlage fur die phanotypische Auspragung einer CF-Erkrankung.

Die Mutation ¢.748C>T konnte somit als CF-verursachend eingestuft werden, wenn sie

in Kombination mit einer CF-verursachenden Mutation vorkommt.

Patient 9
Tab. 4.13: Genotyp Patient 9

Patient 9 1. Alel 2. Allel
legacy name | Del Exon 17a-17b-18 Del Exon 17a-17b-18
cDNA name | ¢.2988+1173_3468+2102_del €.2988+1173_3468+2102_del
€.2989-2593del8899 €.2989-2593del8899
protein name

Die Mutation ¢.2989-2593del8899, welche bei Patient 9 homozygot vorliegt, konnte im
Zusammenhang mit dem hochpositiven Schweil3test, der Pankreasinsuffizienz sowie
dem klinischen Phanotyp und der pathologischen CFTR-Funktion in NPD und ICM als

CF-verursachend eingestuft werden.
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4.2.1.2 Gruppe PS-CF

Tab. 4.14: Gruppe der PS-CF-Patienten (n=3)

Schweiltest ICM ICM NPD NPD CF- CF- CF-
[mmol/L] Als¢(CCH- Alsc(Forsk/ Wilschanski- | Sermet- Diagnose- Diagnose Diagnose-
prewashout) IBMX+CCH+ | Index Score Status  vor Status nach
[uA/cm?] Hista) Funktions- Funktions-
[uA/cm?] diagnostik diagnostik
Patient 1 70 CF -17,5CF -11,3 CF 0,84 CF -1,2405 CF PS-CF Bestatigt PS-CF
Patient 3 75 CF -6,2 CF 1,3CF 1,07 CF -2,0169 CF PS-CF Bestatigt PS-CF
Patient 10 73 CF -6,3 CF 4,3 CF n.d. n.d. PS-CF Bestétigt PS-CF
Patient 1
Tab. 4.15: Genotyp Patient 1
Patient 1 1. Alel 2. Allel
legacy name | R75Q
cDNA name | c.224G>A c.1221delA
protein name | p.Arg75GIn p.Glu407AsnfsX35

In vorliegendem Einzelfall ist

unklarer Pathogenitat

pathologischem Schweil3test,

eine nicht-CF-verursachende Mutation mit einer Mutation

einer

im Genotyp des Patienten

CF-typischen

kombiniert.

Mit

Klinik und einer

eindeutig

eindeutig

pathologischen CFTR-Funktion in NPD und ICM konnte die CF-Diagnose bestatigt

werden. Die unbekannte Mutation c.1221delA ist somit auch in Kombination mit einer

nicht-CF-verursachenden Mutation (hier R75Q), als CF-verursachend einzustufen.

Patient 3
Tab. 4.16: Genotyp Patient 3

protein name

Patient 3 1. Allel 2. Allel
legacy name CFTRdelel3,14a
cDNA name | ¢.3259G>C c.(1766+1_1767-1) _ (2619

+1_2620-1)del

Die hier vorliegende Mutation ¢.3259G>C konnte in Kombination mit der Mutation
CFTRdelel3,14a und in Anbetracht der CF-typischen Klinik der Patientin, dem
pathologischen Schweil3test und der pathologischen Ergebnisse in NPD und ICM als

Zeichen einer pathologischen CFTR-Funktion als CF-verursachend eingestuft werden.

Patient 10
Tab. 4.17: Genotyp Patient 10

Patient 10 1. Allel 2. Allel
legacy name | F508del 11366N
cDNA name | c.1521_1523delCTT c.4097T>A
protein name | p.Phe508del p.lle1366Asn
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Die hier vorliegende seltene CFTR-Mutation 11366N konnte bei eindeutig pathologischem
Schweil3test und pathologischer CFTR-Funktionsdiagnostik in Kombination mit F508del
als CF-verursachend eingestuft werden.

Anhand von 4 Einzelfallen trifft die CFTR-Mutationsdatenbank CFTR2 die Annahme, ein
Patient mit oben beschriebener Mutationskombination sei pankreassuffizient. Dies kann
anhand der vorliegenden Untersuchung von Patient 10 bestétigt werden.

Bei Patient 10 kann eine Indikationsstellung zur Therapie mit dem CFTR-Modulator
Trikafta® angedacht werden, das Kombinationspraparat ware auf beschriebenen
Genotyp zugelassen und konnte in diesem Falle mdglicherweise einen schweren
Krankheitsverlauf oder eine grébere Auspragung der Symptomatik im fortschreitenden

Alter verhindern und die CFTR-Funktion verbessern.

4.2.1.3 Gruppe CFTR-Dysfunktion
Tab. 4.18: Gruppe der Patienten mit CFTR-Dysfunktion (n=1)

Schweiltest ICM ICM NPD NPD CF- CF- CF-Diagnose-
[mmol/L] Alsc(CCH- Alsc(Forsk/ Wilschanski- Sermet- Diagnose- Diagnose Status nach
prewashout) IBMX+CCH+ | Index Score Status  vor Funktions-
[uA/cm?] Hista) Funktions- diagnostik
[uA/cm?] diagnostik
Patient 4 46,5 |Inter- 6,5 CF 31,7CF 0,43 1,098 Fragliche CF Nicht CFTR-Dysfunktion
mediérbereich non-CF non-CF bestétigt
Patient 4

Tab. 4.19: Genotyp Patient 4

Patient 4 1. Allel 2. Allel

legacy name | N1303K
cDNA name | ¢.3909C>G €.241T>C
protein name | p.Asn1303Lys p.Phe8lLeu

Die Mutation N1303K gilt laut CFTR2-Datenbank als CF-verursachend, wenn sie mit

einer anderen CF-verursachenden Mutation kombiniert vorliegt. Die seltene Mutation
€.241T>C wurde bisher in keiner CFTR-Mutationsdatenbank beschrieben, deren
Pathogenitat ist somit ungeklart. Der Schweildtest befand sich mit 46,5 mmol/L im
diagnostischen Intermediérbereich, der Patient zeigt sich allgemein klinisch und pulmonal
beschwerdefrei. Die NPD ergibt ein nicht-CF-typisches Bild, wobei die ICM eine etwas
geringere cAMP-getriggerte CFTR-Aktivitat anzeigt. Diese Befunde lassen sich mit der
Diagnose einer CFTR-Dysfunktion vereinbaren.

Die Mutation ¢.241T>C kann als CFTR-Dysfunktion-verursachend eingestuft werden.
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4.2.1.4 Gruppe CF unwahrscheinlich

Tab. 4.20: Gruppe der Patienten mit unwahrscheinlicher CF-Diagnose (n=2)

Schweil3test ICM ICM NPD NPD CF- CF-Diagnose | CF-Diagnose-Status
[mmol/L] Als(CCH- Alsc(Forsk/ Wilschanski-Index | Sermet- Diagnose- nach Funktions-
prewashout) | IBMX+CCH+ Score Status vor diagnostik
[uA/cm?] Hista) Funktions-
[uA/cm?] diagnostik
Patient 7 QNS 15,4 non-CF | 134,2 n.d. n.d. Fragliche CF Nicht CF
non-CF bestatigt unwahrscheinlich
Patient 8 38 Inter- 45,2 non-CF | 1355 0,53 1,005 Fragliche CF Nicht CF
mediérbereich non-CF CF non-CF bestatigt unwahrscheinlich
(zentrumsintern)
non-CF
(international)
Patient 7
Tab. 4.21: Genotyp Patient 7
Patient 7 1. Allel 2. Allel
legacy name | F508del Q1352H(G>C)
cDNA name | ¢.1521_1523delCTT €.4056G>C
protein name | p.Phe508del p.GIn1352His

Eine klinische Einschatzung

der Pathogenitat der hier vorliegenden seltenen CFTR-

Mutation Q1352H konnte aufgrund eines wiederholt nicht durchfihrbaren Schweil3testes
im Vorfeld nicht gegeben werden. Die durchgefuhrte CFTR-Funktionsdiagnostik ergab
eine uneingeschrankte CFTR-Funktion, somit konnte eine CF-Diagnose bei Patient 7
nicht bestatigt werden. Die seltene Mutation Q1352H konnte daher als nicht-CF-
verursachend eingestuft werden. Es sei zu erwahnen, dass eine Therapie mit Trikafta®
auf genannten Genotyp zugelassen ware, bei nicht CF-typischer erweiterter CFTR-
Funktionsdiagnostik und fehlender Klinik lasst sich jedoch bei Patient 7 keine Indikation

zur Behandlung mit einem CFTR-Modulator setzen.

Patient 8
Tab. 4.22: Genotyp Patient 8

Patient 8 1. Alel 2. Allel
legacy name | F508del M952T
cDNA name | c¢.1521_1523delCTT €.2855T>C
protein name | p.Phe508del p.Met952Thr

Die seltene CFTR-Mutation M952T konnte bei einem Schweil3test im Intermediarbereich,
bei milder pulmonaler Klinik und exokriner Pankreassuffizienz sowie einer nicht-CF-

typischen NPD, wenn auch mit EnaC-Hyperaktivitat, und nicht-CF-typischer ICM als nicht
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CF-verursachend eingestuft werden. Somit konnte eine CF-Diagnose bei Patient 8
insgesamt nicht bestatigt werden.

Es sei zu erwahnen, dass eine Therapie mit Trikafta® auf genannten Genotyp
zugelassen ware, bei nicht CF-typischer CFTR-Funktionsmessung und fehlender Klinik
lasst sich jedoch bei Patient 8 keine Indikation zur Behandlung mit einem CFTR-

Modulator setzen.

Um die Messungen beispielhaft zu verbildlichen, sind in Abbildung 4.14 exemplarische
ICM- und NPD-Kurven abgebildet. Um die CFTR-Dysfunktion zu verbildlichen, wird hier
auf Abbildung 3.10 und Abbildung 3.14 referenziert, da dort die ICM- und NPD-

Messkurven von Patient 4 als Beispielkurven angeftuhrt sind.
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Abb. 4.14: Exemplarische Kurvendarstellungen der ICM- und NPD-Messungen aus
Patientengruppe B

links: ICM-Kurve von Patient 1 (PS-CF); rechts: ICM-Kurve von Patient 9 (PI-CF);
mittig: NPD-Kurve Patient 8 (CF unwahrscheinlich)

Legende zu Abb. 4.14 links + rechts (ICM): x-Achse: freistehende Zahlen: Zeit in Minuten (ein Strich entspricht 5 Minuten), ICM: Zahlen im Rahmen:
LabChart-Kommentare (hier: Dokumentation von Spannung, Washouts, Zufuhr von Reagenzien); y-Achse: [HA]: Stromstérke in Mikroampere

Mittig (NPD): x-Achse: freistehende Zahlen: Zeit in Minuten (ein Strich entspricht einer Minute), Zahlen im Rahmen: LabChart-Kommentare (hier: Wechsel
zur nachsten Lésung); y-Achse: [mV]: Potentialdifferenz in Millivolt; 300ml/h: Perfusionsgeschwindigkeit;

Applizierte Substanzen genau wie in Methodenbeschreibung in Kapitel 3.4 und 3.5 vermerkt.
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5 Diskussion

Im Folgenden werden die Ergebnisse flur jede der beiden Patientengruppen in Kapitel 5.1
und Kapitel 5.2 diskutiert.

5.1 Patientengruppe A

Das Kombinationspréaparat Lumacaftor/lvacaftor ist der erste CFTR-Modulator, der fur
F508del-homozygote CF-Patienten zugelassen wurde (86,87). Die Phase-llI-Studien
zeigten Anwendungssicherheit sowie einen zuverlassigen klinischen Therapieeffekt (92).
In der vorliegenden Untersuchung wurde der Effekt der Therapie mit Lumacaftor/Ilvacaftor
auf die CFTR-Funktion von Patienten mit einer F508del-Mutation auf beiden Allelen des
CFTR-Gens untersucht. Die Evaluation der CFTR-Funktion erfolgte unter Verwendung
von CFTR-Biomarkern wie Schweil3chlorid und ICM um einen in-vivo/ex-vivo-
Therapieeffekt in mehreren Organsystemen und die Beziehung der Biomarker-
Veréanderungen zur Veranderung von klinischen Parametern feststellen zu kénnen.

In Ubereinstimmung mit Ergebnissen von klinischen Studien mit Lumacaftor/lvacaftor
zeigte sich der Therapieeffekt auf klinische Parameter wie FEV1 und BMI sehr variabel.
Konsistent zu vorangegangenen Untersuchungen (53,92,93) konnte in dieser
Untersuchung eine minimale Verbesserung der FEV1 gezeigt werden, die absolute
Anderung liegt im Durchschnitt bei 0,69 + 3,73% (p = 0.776). Im Gegensatz zu den
Ergebnissen anderer Untersuchungen (53,92,93) hingegen zeigte sich bei der absoluten
Anderung des BMI eine Verschlechterung nach Lumacaftor/lvacaftor-Therapie um
durchschnittlich 0,18 + 0,50 kg/m? (p = 0.400) (Tab. 4.1).

Nach den CFTR-Biomarkern Schweifl3chlorid und ICM in dieser Arbeit zu urteilen, kann
nach Therapie mit Lumacaftor/lvacaftor eine partielle Wiederherstellung der CFTR-
Funktion in Schweil3drisen und intestinalem Epithel von CF-Patienten mit F508del-
homozygoten Genotyp angenommen werden. Die durchschnittliche Reduktion der
Schweil3chlorid-Konzentration vor und nach Therapie betrug in dieser Studie 28 mmol/L
und zeigte sich somit hoher als in grof3en Phase-II-Studien bei Erwachsenen mit 8-10
mmol/L (94) und Phase-llI-Studien bei Kindern zwischen 6 und 12 Jahren mit einem
Abfall von 24,8 mmol/L bei einem Betrachtungszeitraum von 24 Wochen (95) sowie in
deutschen Studien nach der Medikament-Zulassung mit einem durchschnittlichen Abfall

der Schweil3chlorid-Konzentration von 18 mmol/L (53).
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Wo der durchschnittiche Wert von Alsc(Forsk/IBMX) in der Patientengruppe A vor
Therapie (Baseline) bei 3,44 + 5,79 (-3,4 bis 14,1) yA/cm?lag, konnte nach der Therapie
(Follow-Up) ein durchschnittlicher Anstieg der Forskolin-Antwort von 17,4 pA/cm? und der
Gruppen-Durchschnitt bei 20,82 + 10,58 (8,9 bis 43,5) pA/cm? beobachtet werden.
Interessant zu betrachten sind hierbei die zentrumsinternen Referenzwerte (Charité —
Universitdtsmedizin Berlin) bei gesunden Kontrollen, die ein Alsc(Forsk/IBMX) von
durchschnittlich 24,7 + 14,3 (7,1 bis 55,5) pA/cm? belegen (87). Bei Betrachtung des ICM-
Parameters Alsc(Forsk/IBMX+CCH+Hista) zeigte sich in der Patientengruppe A vor
Therapie ein durchschnittlicher Wert von -14,04 + 17,51 (-42,6 bis 9,9) pA/cm?. Nach
einem Anstieg von 39,1 pA/cm? befand sich das Patientenkollektiv bei einem
durchschnittlichen Wert von 25,07 + 24,84 (-25,1 bis 52,5) pA/cm?, wobei sich bei der
zentrumsinternen Vergleichsgruppe gesunder Kontrollen ein Durchschnittswert von 89,2
+ 59,5 (36,7 — 228,0) pA/cm? messen lieR (87).

Es ist vorbekannt, dass CF-Patienten mit CFTR-Residualfunktions-Mutationen oftmals
eine verbleibende CFTR-Funktion von 10-50% der CFTR-Normalfunktion vorweisen und
dass bei Patienten mit Restfunktions-Mutationen, die mehr als 10% der CFTR-
Normalfunktion als Restfunktion bewirken, eine Assoziation zu Pankreassuffizienz im
klinischen Langzeit-Outcome hergestellt werden kann (49,55,96,97). Eine schon in friher
Kindheit, verbunden mit einer raschen Diagnosestellung, begonnene Therapie mit
Lumacaftor/lvacaftor von CF-erkrankten Kindern und die hiermit verbundene
Wiederherstellung von CFTR-Funktion lasst eine Verbesserung des klinischen Langzeit-
Outcomes bei F508del-homozygoten Patienten vermuten (95,98,99). Ein sicherer
Nachweis des Eintretens von verbessertem Langzeit-Outcome mit CFTR-modulierender
Therapie bei einer Teilwiederherstellung der CFTR-Funktion bei F508del-homozygoten
Patienten liel3e sich jedoch nur durch Longitudinalstudien erreichen.

Interessant an der hier vorliegenden Untersuchung ist die Variabilitdt der Veranderungen
der untersuchten Parameter. Wahrend in Zulassungsstudien klinische Parameter wie
BMI und FEV1 als primarer Outcomeparameter genutzt wurden (92-94,98), zeigte sich in
dieser Untersuchung, dass der BMI und die FEV1 eine Zunahme der in-vivo-CFTR-
Funktion nach vier Wochen Therapie nur unzuverlassig widerspiegelten. An dieser Stelle
muss erwdhnt werden, dass in der vorliegenden Arbeit der Untersuchungszeitraum
lediglich 4 Wochen betrug, wahrend sich der Beobachtungszeitraum in
Zulassungsstudien Uber mindestens 6 Monate erstreckte und daher in jenen Studien

auch die Moglichkeit gegeben war, klinische Veranderungen anhand von Parametern wie

85



des BMI oder der Lungenfunktion zu entdecken. In der hier vorliegenden
Kurzzeitbetrachtung von 4 Wochen konnten die Anderungen des Schweil3chlorids oder
der Forskolin-Antwort in der ICM die partielle Wiederherstellung der CFTR-Funktion
durch CFTR-Modulator-Therapie gut aufzeigen. Sie stellen somit in der
Kurzzeitbetrachtung des Therapieeffekts einen zuverlassigeren und sensibleren
Outcomeparameter als klinische Endpunkte wie BMI und FEV1 dar. Dem gegenuber steht
der Langzeiteffekt der Therapie, der eine mogliche Reversibilitdit von chronischen
Organveréanderungen bewirken kdnnte. Im Falle eines solchen Effekts wirden klinische
Outcome-Parameter zur Therapieeffektbeurteilung folglich wieder in den Vordergrund
treten.

Alle Patienten, die in dieser Untersuchung aufgezeigt wurden, verbesserten sich im
Schweil3test sowie in der Forskolin-Antwort in der ICM (n=9), wobei sich nur 3 Patienten
im BMI und 3 Patienten in der FEV1 verbesserten. Interessanterweise konnte man bei
Patient 5 die innerhalb der Patientengruppe A gréf3te absolute Verbesserung in BMI,
FEV:1 und Alsc(Forsk/IBMX) beobachten (BMI +0,40 kg/m?, FEV:i +9,4%, ICM
Alsc(Forsk/IBMX) +45,2 pAlcm?), jedoch gleichzeitig die geringste Verbesserung im
Schweildtest (+6 mmol/L). Umgekehrt, wenn man Patient 6 betrachtet, kann hier die
innerhalb der Gruppe geringste Verbesserung in BMI und FEV1 beschrieben werden
(BMI -1,08 kg/m?, FEV1 -2,9%), bei der gleichzeitig jedoch groRten absoluten
Verbesserung im Schweil3test (+ 55 mmol/L). Diese Daten indizieren, dass eine
Verbesserung der CFTR-Funktion durch Lumacaftor/Ilvacaftor-Therapie auch in der
Abwesenheit von messbaren, kurzfristigen Effekten auf klinische Outcome-Parameter
eintreten kann. Hierzu konsistent zeigt sich auch keine nachweisbare Korrelation
zwischen der Verbesserung der CFTR-Funktion, wie angezeigt durch Schweil3chlorid
und ICM, und den klinischen Outcome-Parametern BMI und FEV1 (Tab. 4.3). Es ist
anzunehmen, dass zahlreiche Einflussfaktoren (verringerte Energiezufuhr, hohe
korperliche Aktivitat, strukturelle Lungenparenchymschadigungen), die unabhangig von
der CFTR-Funktion einwirken, die Verbesserung von BMI und FEV1, vor allem im Hinblick
auf die eher méaRig starke Wirkung auf die CFTR-Funktionswiederherstellung von
Lumacaftor/lvacaftor, verundeutlichen. Hierzu vergleichbar, wurde eine nicht
nachweisbare Korrelation zwischen Anderung der FEV:i und Anderung des
Schweildchlorids bei einzelnen Patienten nach Therapie mit lvacaftor schon zuvor
beschrieben (100).
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Eine statistisch signifikante Korrelation zwischen den Anderungen der beiden Biomarker
Schweil3chlorid und ICM untereinander konnte bei den 9 untersuchten Patienten nicht
nachgewiesen werden (Tab. 4.3), wobei die Signifikanz bei Korrelationsprifung von
Alsc(Forsk/IBMX+CCH+Hista) und Schweifl3chlorid bei p = 0,067 und hiermit nur knapp
oberhalb des festgelegten Signifikanzniveaus von p = 0,05 lag. Dass keine signifikante
Korrelation bei Vergleich der CFTR-Biomarker untereinander festgestellt werden konnte,
lag womdglich an der geringen Anzahl an untersuchten Patienten. Zudem suggeriert
dieses Ergebnis, dass die Art und Weise, wie die unterschiedlichen Biomarker (hier
Schweil3chlorid und ICM) die CFTR-Funktion erfassen, deutlich divergiert. Zum einen
konnte ein Grund fur die fehlende Korrelation an den unterschiedlichen Organsystemen,
an welchen die CFTR-Testung vorgenommen wurde, liegen. Das Schweif3chlorid ist ein
indirektes MaR fur die Elektrolytabsorption in den SchweiR3driisen, die ICM zeigt mehr auf
direktem Wege den CFTR-vermittelten lonenstrom an. Zum anderen kdnnte es an der
divergierenden  Bioverfugbarkeit von Lumacaftor/lvacaftor in  verschiedenen
Korperepithelien liegen, die den Therapieeffekt mafigeblich beeinflussen kann. Zu
bedenken ist auch die Pharmakinetik, die Unterschiede im Therapieeffekt in einzelnen
Patienten bedingen kdnnte. Lumacatftor und Ivacaftor gelten als Cytochrom P450 3A4-
Induktoren und bewirken somit einen schnelleren Metabolismus und einen womdglich
daraus resultierenden geringeren Therapieeffekt (101). Aus diesen Uberlegungen kann
geschlossen werden, dass die CFTR-Biomarker nicht direkt miteinander vergleichbar und
nicht variabel untereinander austauschbar sind, da sie unterschiedliche Informationen
uber die CFTR-Funktion in den jeweiligen Organsystemen liefern. Vor allem bezieht sich
dies auf die Therapieeffektbeurteilung in klinischen Studien, hierbei sollten im besten
Falle mehrere CFTR-Biomarker untersucht werden, um den Therapieeffekt in mehreren
Organsystemen erkennen zu konnen. In dieser Untersuchung imponiert die ICM als
solide Methode zur Beurteilung der kurzfristigen Therapiewirksamkeit nach 4-wochiger
Therapie, in vorangegangenen Studien kristallisiert sich die ICM sogar im Vergleich zu
der NPD als préaferiertes diagnostisches Mittel zur Therapieeffektbeurteilung heraus (53).
Die ICM wird ex vivo durchgefiihrt, der kontrollierte und standardisierte Ablauf ermdglicht
eine gleichmaRige Messung. Zudem sind in der Rektumschleimhaut zahlreiche CFTR-
Kanale exprimiert, welche dem Risiko einer akuten Entziindung oder chronischen
Infektion weniger ausgesetzt sind als es beispielsweise bei in vivo-Methoden wie der NPD
der Fall ware (88,89,102,103).
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Die ICM ware auch als Testmethode in frihen Phase-lI-Studien denkbar, wo
verschiedene CFTR-Modulatoren in einem frihen Stadium ihrer Entwicklung auf
Therapieeffekt getestet und verglichen werden koénnten. Eine Limitation der ICM als
Methode stellt die wenig ausgepragte Verfugbarkeit in nur manchen CF-Zentren und das
obligatorische Know-How zur Durchfiihrung sowie die Laborausstattung dar. Hier wéare
der Schweil3test eine breiter verfligbare und gut bekannte Alternative zur Beurteilung der
CFTR-Funktion.

Gegenstand aktueller Forschung ist die Therapieeffektbeurteilung durch Anwendung von
Organoiden (104-107). Dies auch im Vergleich zur Detektion des Therapieansprechens
durch in vivo-Biomarker der CFTR-Funktion, wo kirzlich keine signifikante Korrelation
zwischen Forskolin-induzierter Organoidschwellung und der Verbesserung der mit
Schweildtest, ICM und NPD gemessenen in Vvivo-CFTR-Funktion nach
Lumacatftor/lvacaftor-Therapie erwiesen werden konnte (108). Mittlerweile wird die
Anwendung von intestinalen Organoiden zur Beurteilung des Krankheitsschweregrades
erforscht (109), eine Standardisierung der Vorgehensweise ist noch nicht erfolgt.
Schlussendlich kénnen die zu Beginn der Arbeit gestellten Forschungsfragen nach
Untersuchung der Patientengruppe A beantwortet werden. Es kann festgestellt werden,
dass eine signifikante Verbesserung der CFTR-Funktion nach Therapie mit dem
neuartigen CFTR-Modulator-Kombinationspraparat Lumacaftor/lvacaftor anhand von
Anderungen des Schweil3chlorids und der intestinalen Kurzschlussstrommessung
nachgewiesen werden kdnnen. Zudem profitierten alle untersuchten Patienten im kurzen
Therapiezeitraum von 4 Wochen von der Behandlung mit Lumacatftor/lvacaftor und ein
Therapieeffekt war nicht nur an den CFTR-Biomarkern, sondern auch im subjektiven
Empfinden der Patienten zu erkennen (siehe Tab. 4.2).

Diese Arbeit ergédnzt die wissenschaftlichen Erkenntnisse in Bezug auf CFTR-
Modulatoren-Therapieeffektbeurteilung und stellt dar, dass diese durch Anwendung von
CFTR-Biomarkern sehr gut erreicht werden kann. Neben dem Schweil3test, eignet sich
die ICM hervorragend als Outcome-Parameter nach CFTR-modulierender Therapie und
kann Therapieansprechen schon nach kurzer, 4-wéchiger Therapiedauer pragnant

darstellen.
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5.2 Patientengruppe B

Das diagnostische Vorgehen, um die Diagnose einer Zystischen Fibrose zu bestatigen
oder zu widerlegen, bedeutet fir den Patienten und dessen Familie sowie fiur die
behandelnden Kliniker eine grol3e Herausforderung. Das Krankheitsbild der CF divergiert
in Phanotyp und Genotyp und lasst eine klinische Einschatzung bei Erstkonfrontation im
Vorfeld oft nicht zu. Immer wieder gibt es Patienten, die mit keiner oder milder
Symptomatik, womdglich einem Schweil3test im diagnostischen Graubereich, jedoch mit
Mutationsnachweis im CFTR-Gen einer CF-Diagnose unterliegen. Dies bewirkt oft
Unsicherheit beim Patienten und dessen Angehdrigen und kann auch trotz korrektem
Vorgehen nach internationalen Diagnoseleitlinien und SOP zu einer fehlerhaften
Diagnose fuhren. Gerade wenn der Genotyp eines Patienten Mutationen beinhaltet, die
bisher unbekannt sind oder so selten, dass sie noch nicht in ihrer Pathogenitat
charakterisiert werden konnten, ist der zusétzliche Schritt der CFTR-Funktionsanalyse im
diagnostischen Prozess der Diagnosefindung sicherlich von hoher Relevanz (84).

Wie schon in vorangegangenen Studien die erweiterte CFTR-Funktionsdiagnostik zur
Einschatzung einer CF-Diagnose genutzt wurde (110), erlaubte die CFTR-
Funktionsanalyse auch in dieser Arbeit einen Ruckschluss auf die Pathogenitat der
seltenen Mutation, deren Tendenz CF zu verursachen sowie deren Konsequenz auf den
CFTR-Basisdefekt und die klinische Erkrankung der CF der Patienten aus
Patientengruppe B. Demnach konnte bei 4 Patienten eine PI-CF-Diagnose und bei 3
Patienten eine PS-CF-Diagnose bestatigt werden, bei einem Patienten konnte eine CF
nicht bestétigt werden, er wurde mit einer CFTR-Dysfunktion anhand der CFTR-
Funktionsdiagnostik diagnostiziert. Bei 2 Patienten konnte eine CF weitgehend
ausgeschlossen werden, da trotz Nachweis von 2 CFTR-Mutationen die Befunde von
Schweil3chloridtestung und CFTR-Funktionsdiagnostik gegen eine CF-Diagnose
sprachen.

Die Mutationsdatenbank CFTR2 (9) dient hauptsachlich als Nachschlagewerk fur die
Pathogenitat haufiger CFTR-Mutationen, 2 von den in dieser Arbeit untersuchten CFTR-
Genotypen (Patient 5 und Patient 10) sind dennoch in CFTR2 vermerkt. Anhand der
Untersuchungen dieser Arbeit konnte die Einschatzung der CFTR2-Datenbank bestétigt
werden: kongruent mit den Pathogenitatseinschéatzungen von der Datenbank CFTR2
gegeniber der Mutationskombinationen von Patient 5 und Patient 10, wie in Tabelle 4.6
dargestellt, konnte bei Patient 5 eine PI-CF bestatigt und bei Patient 10 eine PS-CF

bestétigt werden.
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Folgende seltene CFTR-Mutationen konnten anhand der Untersuchungen in dieser
Arbeit in ihrer Pathogenitat charakterisiert werden (siehe auch 4.2.1) und sind zum

Uberblick folgend zusammengefasst:

Tab. 5.1: Ubersicht Krankheitswert der untersuchten seltenen CFTR-Mutationen

Patient 2 €.1894G>T, p.Glu587Stop

Patient 5 IVS18+2dupT, ¢.3468+2dupT

Patient 6 C.748C>T, p.Q250X CF-verursachend

Patient 9 Del Exon 17a-17b-18, ¢.2989-2593del8899 (PI-CF)
C.2988+1173_3468+2102_del

Patient 1 c.1221delA, p.Glu407AsnfsX35

Patient 3 CFTRdelel3,14a CF-verursachend
c.(1766+1_1767-1) _ (2619 +1_2620-1)del (PS-CF)

Patient 10 11366N, c.4097T>A, p.lle1366Asn

Patient 4 €.241T>C, p.Phe8l1Leu CFTR-Dysfunktion

verursachend
Patient 7 Q1352H(G>C), ¢.4056G>C, p.GIn1352His Nicht-CF-
Patient 8 M952T, ¢.2855T>C, p.Met952Thr verursachend

Schlussendlich kénnen die zu Beginn der Arbeit gestellten Forschungsfragen mit den
Untersuchungsergebnissen aus der Patientengruppe B wie folgt beantwortet werden: In
dieser Arbeit wurde bei Patienten mit nicht oder unzureichend beschriebenen, seltenen
CFTR-Mutationen eine CFTR-Funktionsanalyse zusatzlich zu detaillierter genetischer
Charakterisierung und Deskription der klinischen Symptomatik durchgefiihrt. Angelehnt
an die Neuerung des internationalen Diagnosestandards, der elektrophysiologischen
CFTR-Funktionsmessungen im Diagnose-Algorithmus vorsieht, konnte anhand der
Ergebnisse der CFTR-Funktionsanalyse eine CF-Diagnose bestatigt oder weitgehend
ausgeschlossen werden und somit der Diagnoseprozess malf3geblich optimiert werden.

Diese Arbeit zeigt eine Erweiterung des gangigen Diagnosestandards im Hinblick auf die
Einschatzung des Krankheitswertes seltener CFTR-Mutationen mit unbekannter
klinischer Auswirkung auf und geht hiermit auf zuvor noch nicht beschriebene CFTR-
Mutationen ein. Anhand der hier durchgefihrten CFTR-Funktionsdiagnostik konnte eine
CF-Diagnose bestatigt oder widerlegt werden, eine psychosoziale Entlastung fir die

gesamte Patientenfamilie erreicht sowie eine Perspektive fur den Patienten geschaffen
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werden, in der er in einem adaquaten Rahmen in ein Vorsorgeprogramm eingegliedert
wird oder von der vielschichtigen Last einer CF-Diagnose Abstand nehmen kann.

Diese Arbeit erweitert die bisherigen wissenschaftlichen Kenntnisse Uber
Phanotypisierung seltener CFTR-Genotypen und ermdglicht eine Diagnosestellung bei

Patienten mit einem Genotyp von unklarer klinischer Relevanz.

5.3 Personalisierte Medizin

Personalisierte Medizin gerat in der klinischen Betreuung von CF-Patienten immer mehr
in den Vordergrund und ist Gegenstand aktueller Forschung. Auch in dieser Arbeit
tangiert das Thema Personalisierte Medizin die beiden untersuchten Patientengruppen.
Eine Anwendung der ICM zur Therapieeffektbeurteilung von bereits zugelassenen CFTR-
Modulatoren, wie bei Patientengruppe A in dieser Arbeit, kann zudem fir Patienten mit
seltenen Genotypen, wie beispielsweise in Patientengruppe B in dieser Arbeit, Uberlegt
werden. Jene Patienten hatten dadurch die Chance eine Therapie mit einem CFTR-
Modulator auch mit seltenem, nicht in grof3en Studien ausgetestetem Genotyp zu
erhalten: Kann bei einem Patienten als Einzelfall mittels einer ICM und der damit
einhergehenden CFTR-Funktionsanalyse ein Krankheitswert der seltenen Mutation
definiert werden, so kann man in diesem Kontext von personalisierter Medizin sprechen.
Der wohl ausschlaggebendste Antrieb, personalisierte Medizin fur CF-Patienten mit
seltenen CFTR-Mutationen zu realisieren, ist, jenen Patienten hiermit eine Perspektive
auf Therapie zu erméglichen. Dies ware denkbar anhand von n=1 Studien, wo Patienten
nach klinischer Phanotypisierung eine elektrophysiologische CFTR-Funktionsmessung
erhalten, der Krankheitswert festgestellt wird und im Anschluss bei pathologischer CFTR-
Funktion eine Testung mit verschiedenen Wirkstoffen und deren Wirksamkeit im
Einzelfall stattfindet. Dies wirde insbesondere Patienten zutreffen, auf deren Genotyp
bisher kein CFTR-Modulator zugelassen ist (111). Beispielsweise betrifft dies Patienten,
die in ihrem Genotyp weder heterozygot noch homozygot fur die haufigste CFTR-
Mutation F508del sind oder eine Gating- oder Restfunktionsmutation als Zweitmutation
haben und somit keinen Zugang zur Triple-Therapie lvacaftor/Tezacaftor/Elexacaftor
(Trikafta®/Kaftrio®) bekommen (112).

Ebenso qilt dies fur Praparate wie Ivacaftor (Kalydeco®), Ivacaftor/Lumacaftor
(Orkambi®) und Ivacaftor/Tezacaftor (Symkevi®/Symdeco®), die auch nur auf speziell

definierte Genotypen zugelassen sind (92,113,114). In dieser Untersuchung wirde dies
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6 von 10 Patienten der Patientengruppe B betreffen (Patient 1-4, Patient 6, Patient 9), die
aktuell keinen Zugang zu auf ihren Genotyp zugelassene Modulatoren hatten.

Es kann Uberlegt werden, ob eine personalisierte CFTR-Genotyp-Charakterisierung als
Teil von frihen Phase-lI-Studien in die Modulatorenerforschung integriert werden kann
mit dem Sinn, zielgerichtete Therapien mit Zulassung von erfolgversprechenden
Modulatoren fur seltene Genotypen zu erméglichen. Hier ware auch die Anwendung
rektaler Organoide denkbar, mit Hilfe derer das Ansprechen eines Patienten mit seltenem
Genotyp auf bereits zugelassene CFTR-Modulatoren im Einzelfall gepruft werden konnte
(115).

5.4 Limitationen

Limitationen dieser Arbeit stellen die geringe Anzahl an untersuchten Patienten und der
geringe Zeitraum zwischen Baseline-Untersuchung und Follow-Up-Untersuchung in
Patientengruppe A, der einen Rickschluss auf ein Langzeit-Outcome nicht zulasst, dar.
Eine Langzeitstudie Uber den Effekt mit Lumacaftor/lvacaftor an einer grol3eren
Patientengruppe kénnte mehr Klarheit Gber die wiederhergestellte CFTR-Funktion, Uber
krankheitsmodulierende Effekte oder Langzeitiiberleben der Patienten schaffen. Dabei
konnte eine Darstellung der Anderung Kklinischer Parameter in  der
Langzeittherapiebetrachtung erfolgen und eine bessere Einschatzung der
Langzeitwirkung wére gegeben.

Zudem wurde in dieser Arbeit keine Placebo-Patientengruppe bei Evaluation des
Therapieeffekts von Lumacaftor/lvacaftor untersucht. Eine Bestimmung der CFTR-
Expression im Individualpatienten kdnnte bei Therapieeffektbeurteilung noch erganzt
werden, da so optimalerweise das zu erreichende CFTR-Funktionsniveau ermittelt
werden konnte. Bei Patientengruppe B konnte nicht bei jedem Patienten ICM und NPD
aufgrund zu geringen Patientenalters durchgeflhrt werden. In Patientengruppe B ist zu
beachten, dass die diagnostische Klassifizierung aufgrund unterschiedlicher,
zentrumsinterner Referenzwerte der CFTR-Funktionsdiagnostik von den Ergebnissen

anderer Zentren abweichen kann.
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6 Zusammenfassung

Die Diagnostik und Behandlung der CF als Multiorganerkrankung stellt im klinischen
Alltag eine groRe Herausforderung dar. Der Erkrankung liegen Mutationen im CFTR-Gen
zugrunde, dadurch kommt es zu zahflissigem Schleim und verlegten Drisengangen in
verschiedenen  Organsystemen. Neue Therapieansatze revolutionieren die
Behandlungsstandards der Erkrankung, deren Therapieeffekte kbnnen sowohl durch
klinische Parameter als auch durch CFTR-Biomarker, wie Schweil3chlorid und ICM,
beurteilt werden. Diese Arbeit hat sich zum Ziel gesetzt, den Therapieeffekt einer
Therapie mit Lumacaftor/lvacaftor nach 4 Wochen bei Patienten mit F508del-
homozygotem Genotyp zu eruieren und die ICM in ihrer Funktionsfahigkeit als Parameter
zur Therapieeffektbeurteilung eines CFTR-Modulators zu evaluieren. Es konnte
dargestellt werden, dass die therapeutische Wirksamkeit der CFTR-Modulatoren-
Kombination Ivacaftor/Lumacaftor durch CFTR-Biomarker wie Schweifdtest und ICM in
einer kurzfristigen Betrachtung von vier Therapiewochen gut beurteilt werden kann,
wahrend anhand klinischer Outcomeparameter wie BMI und FEV1 eine verlassliche
Einschatzung im selben Zeitraum nicht gelang. In den ICM-Parametern Alsc(Forsk/IBMX)
und Alsc(Forsk/IBMX+CCH+Hista) sowie im Schweil3chlorid konnte statistische
Signifikanz in der Verbesserung innerhalb des Patientenkollektivs nachgewiesen werden.
Anhand den Untersuchungen konnte mit statistischer Signifikanz festgestellt werden,
dass der Therapieeffekt der beiden ICM Parameter Alsc(Forsk/IBMX) und
Alsc(Forsk/IBMX+CCH+Hista) sowie durch die Anderung des Schweif3chlorids beurteilt
werden konnte.

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit seltene CFTR-Mutationen mit unklarer klinischer
Bedeutung untersucht und auf deren Krankheitswert anhand von CFTR-
Funktionsdiagnostik geprift. Innerhalb des untersuchten Patientenkollektivs konnten
sowohl CF-Verdachtsdiagnosen bestatigt als auch widerlegt werden. Die untersuchten
Mutationen konnten in ihrer Pathogenitat naher beschrieben und zugeordnet werden.
Insgesamt erweitert diese Dissertation bisherige Erkenntnisse zur Beurteilung des
Therapieeffekts von CFTR-Modulatoren und schafft eine neue Herangehensweise an die
diagnostische Herausforderung, die CF-Patienten mit seltenen CFTR-Genotypen

unbekannter klinischer Auswirkung mit sich bringen.
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untenstehenden veroffentlichten Kongressbeitragen und Abstracts, die im Rahmen
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1. Vortrag: ,CFTR3 — personalised characterisation of rare CFTR mutations: How
can CF centres and patients benefit?”
V.Muhlbacher, N.Derichs, CFTR3 Core Group?
39. ECFS Conference, Juni 2016, Basel (CH), DNWG Meeting

o Beitrag durch V.Mihlbacher: Erstellung des Vortrages, Durchfiihrung von

Vortrag und Diskussion im Rahmen des Meetings, Datenerhebung und
Datenauswertung, Durchfiihrung von Schweil3tests, NPD, ICM, April 2016-
Februar 2017
2. Poster: ,CFTR3: Personalisierte Charakterisierung seltener CFTR Genotypen -
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V.Mihlbacher, N.Derichs, CFTR3 Core Group?
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Schweildtests, NPD, ICM, April 2016-Februar 2017
3. Vortrag: ,CFTR - personalised characterisation of rare CFTR mutations: Examples
from CFTR3”
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4. Poster/Kurzvortrag: ,CFTR3: Personalisierte Charakterisierung seltener CFTR

Genotypen*

2 CFTR3 Core Group: Margarida Amaral, Jeffrey Beekman, Inez Bronsveld, Carlo Castellani, Hugo De Jonge, Elke De Wachter, Nico
Derichs, Lutz N&hrlich, Isabelle Sermet, Michael Wilschanski
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V.Muhlbacher, N.Derichs, CFTR3 Core Group*
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V.Mihlbacher, N.Derichs, CFTR3 Core Group?

North American CF Conference, November 2017, Indianapolis (US)
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Posterwalks, Datenerhebung und Datenauswertung, Durchfihrung von
Schweildtests, NPD, ICM, April 2016-Februar 2017

. Vortrag: “ICM-Responsiveness to oral Lumacaftor/lvacaftor treatment”
V.Mihlbacher, J.R6hmel, C.Schwarz, D.Staab, N.Derichs
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o Beitrag durch V.Mihlbacher: Erstellung des Vortrages, Durchfiihrung von

Vortrag und Diskussion im Rahmen des Meetings, Datenerhebung und
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Februar 2017
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10 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version
meiner Arbeit nicht verdffentlicht.
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