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1 Einleitung

Ziel der Dissertation

Die Verénderungen der Inflammationsparameter und der Lungenfunktion unter der Medikation
mit den CFTR-Kanal-Modulatoren Lumacaftor/lvacaftor (Orkambi®) sollen bei Kindern mit
Mukoviszidose untersucht werden. Dies stellt einen wichtigen Beitrag zum pathogenetischen
Verstandnis der systemischen und pulmonalen Inflammation dar. Die gewonnenen Erkennt-
nisse konnen die CFTR-Modulatoren-Therapie fur Kinder mit Mukoviszidose verbessern und
noch sicherer machen.

Wissenschaftlicher Hintergrund

Die autosomal-rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung zystische Fibrose (CF), auch Muko-
viszidose genannt, manifestiert sich an mehreren Organen, wie zum Beispiel dem Respirations-
trakt. Vor allem die Schadigung der Lunge entscheidet Uber den Krankheitsverlauf (Poplawska
K., 2018).

Die Mutation flhrt zu einem gestdrtem Cystic-Fibrosis-Transmembran-Receptor (CFTR)-lo-
nenkanal, der sich an der Oberflache vieler Zellen befindet. Es folgen weitreichende Veréande-
rungen, wie zum Beispiel Elektrolytstorungen. In der Lunge setzt sich zdher Mukus fest,
wodurch es zur bakteriellen Besiedelung und Inflammation kommt.

Der CFTR-Modulator Orkambi® setzt sich aus den Wirkstoffen Ivacaftor und Lumacaftor zu-
sammen. Lumacaftor wirkt wie ein Chaperon und verhindert den friihzeitigen Abbau des Pro-
teins, somit wird der Einbau des CFTR-Kanals in die Zellmembran gefordert. lvacaftor erhéht
die Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals. Somit liegt die Wirkweise des Medikaments nicht
auf der Behandlung der Symptome, sondern greift aktiv in die Pathogenese ein. Verbesserungen
des Lung Clearance Index (LCI), bei SchweiRchlorid-Messungen und beim Ernahrungsstatus
sowie der gesundheitsbezogenen Lebensqualitat wurden bereits nachgewiesen (Milla et al.,
2017). Ob auch Einflisse auf die Inflammation vorliegen, muss tberprift werden (Roesch et
al., 2018). Inflammatorische Prozesse finden sich bei Mukoviszidose-Patienten im gesamten
Korper, sodass eine umfangreiche Analyse hierriiber Aufschluss bringen soll.

Methoden

7 Patienten zwischen 6 und 12 Jahren wurden in die prospektive, longitudinale Observations-
studie eingeschlossen. In den ersten beiden Jahren der Therapie mit Lumacaftor/lvacaftor wur-
den im Intervall von drei Monaten Proben gesammelt. Die erste Probensammlung fand unmit-
telbar vor der ersten Medikamenteneinnahme statt. Im ersten Jahr wurden zu jedem Visit
Sputum-, Urin-, Blut- und Stuhlproben gesammelt, im zweiten Jahr nur bei jedem zweiten Un-
tersuchungstermin. Insgesamt wurden zu 9 Zeitpunkten Daten erhoben. AuRerdem wurden
Lungenfunktionsparameter und die Schweil3chlorid-Konzentration gemessen und mikrobiolo-
gische Analysen durchgefihrt. Fir das Aufzeigen von subjektiven Veranderungen der Lebens-
qualitat und von Nebenwirkungen wurden der Cystic Fibrosis Questionnaire-Revised (CFQ-R)
und ein Nebenwirkungsfragebogen von den Studienteilnehmern ausgefiillt.

Um inflammatorische Vorgange im gesamten Korper zu messen, wurden aus Sputum-Uber-
stand die Konzentrationen von Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-1p (IL-1p), Inter-
leukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8) und der neutrophilen Elastase (NE) bestimmt. Mit einem
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) erfolgte die Bestimmung der Cathepsin B
Konzentration aus Urin-Uberstand. Die Messungen von Calprotectin aus Stuhlproben und Blut-
parametern wurden im Zentrallabor der Universitdtsmedizin Mainz durchgefuhrt. Natives
Sputum und Rachenabstriche wurden zur mikrobiologischen Analyse in die Mikrobiologie der
Universitatsmedizin Mainz versendet.



2 Literaturdiskussion

Die autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung der zystischen Fibrose tritt bei einem von 3000
lebendgeborenen Kinder in Nordeuropa auf (Ratjen et al., 2015). Bereits 1989 wurde der ver-
ursachende Gendefekt beschrieben (Riordan et al., 1989), wobei die Mutation Phe508del am
h&ufigsten auftritt. Ungeféhr 95 % der Patienten mit zystischer Fibrose (CF) tragen diese Art
der Mutation auf mindestens einem Allel (Zhang et al., 2016) und 38% sind homozygot (Milla
etal., 2017). Durch die Phe508del Deletionsmutation kommt es zu einer gestérten Faltung und
Thermoinstabilitat des CFTR-Kanals (Molinski et al., 2017). Der CFTR-Kanal ist ein cCAMP-
und cGMP gesteuerter Chlorid- und Bicarbonat-Kanal (Zhang et al., 2016). In der Anzahl ver-
minderte und in ihrer Funktionalitat beeinflusste Kanéle an der Zelloberflache fiihren zum Bei-
spiel zu geringerer Menge an Oberflachenfliissigkeit im Respirationstrakt (airway surface li-
quid (ASL)), vermehrter Verstopfung durch Mukus und Versagen der mukoziliaren Clearance.
Dadurch wird die Entstehung von chronischen bakteriellen Infektionen und exzessiver Inflam-
mation begunstigt (Zhang et al., 2016). Insgesamt gibt es aber Giber 2000 Mutationen, von denen
ca. 150 als krankheitsauslésend beschrieben sind.

Aufgrund der Vorteile eines friihen Therapiebeginns fur die Erkrankten, gibt es seit dem 1.
September 2016 in Deutschland das Neugeborenen-Screening auf zystische Fibrose. Fir die in
der Studie aufgefiihrten Patienten wird eine Lebenserwartung von 53 Jahren prognostiziert. Auf
Grund der immer besser werdenden Therapiemdéglichkeiten ist eine Steigerung der Lebenser-
wartung jahrlich von ca. 1,8 % zu erwarten (Ratjen et al., 2015). Allerdings ist zu beachten,
dass auch hier multifaktorielle Einflisse wirken, wie zum Beispiel die Erndhrung, Bewegung,
Therapieadhdrenz und wahrscheinlich auch das Geschlecht (Griesenbach and Alton, 2015).

2.1 Storung des CFTR-Kanals

Die physiologische Funktion des CFTR-Proteins ist sehr vielféltig und bis heute nicht vollstan-
dig erklart. Die Auspragung als Multisystem-Erkrankung begriindet sich durch das Vorkommen
des betroffenen Proteins in verschiedenen Organen, wie zum Beispiel in den Epithelzellen der
Bronchien, in den B-Zellen und Epithelzellen des Pankreas und in den Immunzellen, wie zum
Beispiel den neutrophilen Granulozyten. Der lonenkanal transportiert Chlorid und Bicarbonat
und reguliert die Aktivitdt anderer lonenkanéle, sowie epithelialer Tight-Junctions (Liou,
2019). Aber auch intrazelluléare Prozesse, wie zum Beispiel die Aziditét der Zellorganellen und
in Folge dessen deren Funktion werden beeinflusst (Liou, 2019). Im Folgenden werden nur die
Defekte und Funktionsweisen der F508del — Mutation beschrieben, da diese Mutation bei allen
Patienten homozygot vorlag. Es existieren noch zahlreiche andere Mutationsformen. Der mo-
lekulare Aufbau des lonenkanals besteht aus fiinf Doménen. Zwei transmembranen Domanen,
sogenannte membran-spanning domains (MSD), zwei Nukleotid-Bindungsdoménen (NBD1
und NBD2) und einer Regulationsdoméne (RD). Fur die Konformationsanderung und Kanal-
Offnung ist die Bindung und Spaltung von ATP und die Phosphorylierung der Regulationsdo-
mane durch die Proteinkinase A notwendig (Poplawska K., 2018). Der molekulare Aufbau wird
schematisch in Abbildung 1 dargestellt. Die Deletion des Phenylalanin im Codon 508 flhrt zu
Instabilitat der NBD1, wodurch die Proteinfaltung stark beeinflusst wird (Cutting, 2015). Be-
reits im endoplasmatischen Retikulum werden die Proteine zum Teil aufgrund der veranderten
Formation erkannt und wieder abgebaut (Brodlie et al., 2015). Insgesamt erreichen weniger
funktionale lonenkanéle die Zellmembran und werden vorzeitig eliminiert.
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Abbildung 1: CFTR im Gesunden ( nach Schneider et al., 2017)

2.2 Lungenerkrankung

Die Morbiditat und Mortalitat der an Mukoviszidose erkrankten Patienten wird wesentlich
durch die Auswirkungen der Mutation auf die Lunge bestimmt. Durch die gestorte Chlorid-
Sekretion an der Oberflache der Epithelzellen und die vermehrte Natriumabsorption tber den
epithelialen Natriumkanal (ENaC) in den Intrazellularraum, wird das osmotische Gleichge-
wicht empfindlich gestort. Es kommt zu einem Einstrom von Wasser in die Zellen und gleich-
zeitig wird der Flussigkeitsgehalt des Oberflachenfilm (ASL) in den Bronchien vermindert. Der
CFTR- Kanal beeinflusst somit auch andere lonenkanéle, wie z.B. den ENaC (Shei et al., 2018).
Die Zusammensetzung des ASL spielt eine bedeutende Rolle fiir die mukozilidre Clearance.
Z&her Mukus beeintrachtigt die Zilien in ihrer Funktion und verschlief3t die Atemwege, v.a. in
den mittleren und kleinen Bronchien (Khan et al., 2019). Der Erkrankungsbeginn in den Klei-
nen Bronchien und Bronchiolen wird dadurch erklart. Hier kénnen schon beim Neugeborenen
Pathologien nachgewiesen werden. Der ASL ist zudem azider und schrénkt pH-abhéngige En-
zyme in ihrer Funktion ein, wodurch die Viskositat zunimmt und die Wirtsabwehr weiter ge-
schwacht wird (Bhagirath et al., 2016). Eine funktionierende mukozilidre Clearance ist ent-
scheidend fiir den Abtransport von Bakterien. Bei der Erkrankung Mukoviszidose siedeln sich
diese, u.a. Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) im Mukus an. Auch der Gehalt an Muzin
ist geringer. Dieses erfillt im Gesunden die Aufgabe Bakterien zu binden und diese zu elimi-
nieren. Einmal infiziert, kénnen die meisten Bakterien nicht mehr eradiziert werden (Roesch et
al., 2018). Durch diese Mechanismen kommt es zur Infektion und Inflammation (Ratjen, 2009).
Noch nicht sicher belegt ist, ob die Inflammation auch allein durch den mutierten CFTR- Kanal
ausgelost wird (z.B. Gber NF-kB), oder ob Infektionen die alleinigen Ausldser der Inflammation
sind (Roesch et al., 2018). Die inflammatorische Antwort ist aber auf jeden Fall prolongiert
(Ratjen, 2009). Sputumretention, Infektion und Inflammation begunstigen sich gegenseitig, da
zum Beispiel durch die Inflammation neutrophile Granulozyten Elastase abgeben, welche die
Mukussekretion fordert (Ratjen, 2009). Durch die chronische Inflammation wird das Epithel
der Lunge verletzt und Mukus verengt die Bronchien. Der Sauerstoffaustausch wird dadurch
deutlich erschwert und die expiratorischen VVolumenstrome werden vermindert (Eickmeier et
al., 2010). Die Mechanismen, die zur pulmonalen Exazerbation fiihren, sind bis zum gegenwaér-
tigen Zeitpunkt noch nicht vollstandig verstanden. Als Risikofaktoren z&hlen das weibliche Ge-
schlecht, Ernahrungszustand, CF-Komorbiditaten wie Diabetes und Pankreasinsuffizienz
(Wojewodka et al., 2014). Die Schadigung der Lungen im Verlauf des Lebens fuhrt schliellich
zu Bronchiektasien, Atelektasen, Lungenfibrose und emphysematischen Veranderungen, diese
bedingen wiederum eine Hypoxie, pulmonale Hypertonie und Rechtsherzbelastung (Hayes et
al., 2014). Die Vorhersage von Dauer und Frequenz der Exazerbationen durch Inflammations-
parametern ist Gegenstand aktueller Forschung und spielt auch in der vorliegenden Arbeit eine
entscheidende Rolle.

Das Verstandnis der Erkrankung hat sich im Verlauf der letzten Jahrzehnte deutlich verbessert,
auf Grund intensiver Forschungsarbeiten und der Analyse der bedeutsamen Kklinischen
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Parameter. Eine der grofiten Herausforderungen dieser komplexen Krankheit ist es, valide und
sensitive altersadaptierte Biomarker fur das Therapieansprechen zu finden.

2.3 Lungenfunktionsmessungen

Schon kurz nach der Geburt kdnnen strukturelle Veranderungen der Lunge festgestellt werden
(Sly et al., 2009). Diese Veranderungen sollen beobachtet werden, um bei einer Verschlechte-
rung schnell reagieren zu kdnnen, bzw. therapeutische Effekte sichtbar zu machen. Unter den
verschiedenen etablierten Verfahren zur Testung der Lungenfunktionsfahigkeit wird die Einse-
kundenkapazitat (forced expiratory volume in 1 second - FEV1) als Standard durch die Euro-
pean Medicines Agency (EMA) angesehen.

Die FEV1 entspricht beim Gesunden meist 75-80% der Vitalkapazitat und ist bei obstruktiven
pulmonalen Erkrankungen pathologisch veréndert. Da die Messung bereits seit langem etabliert
ist, ist eine Vergleichbarkeit mit anderen Studienergebnissen gut moglich. Schon seit 50 Jahren
wird die Mortalitat, die Morbiditat, das Exazerbationsrisiko und die Hospitalisierungsrate mit
der Abnahme der FEV1 in Verbindung gebracht (Szczesniak et al., 2017). Ziel von klinischen
Interventionen ist es, mit Therapien und Medikamenten die Verminderung der FEV1 abzu-
schwéachen. Um restriktive Erkrankungen zu diagnostizieren, wird die forcierte Vitalkapazitat
(FVC) verwendet. Restriktive Veranderungen kénnen mit diesem Parameter oft schon friiher
detektiert werden (VanDevanter and Pasta, 2013).

Die Erkrankung beginnt in den kleinen Atemwegen. Die sensitivste Messung der Obstruktion
und Verteilungsstorung der kleinen Atemwege erfolgt durch den Lung Clearance Index (LCI).
Diese Testung wurde durch die ECFS standardisation committee (European cystic fibrosis
society) akzeptiert und wird mittlerweile in vielen Studien durchgefihrt.

Bei der Messung des LCI handelt es sich um einen Mehratemzug-Gasauswaschtest (Multiple
breath washout MBW). Der in der Lunge befindliche Stickstoff wird durch das Einatmen von
100%igem Sauerstoff ausgewaschen. Durch entspannte Tidal-Atmung werden Verteilungssto-
rungen der Ventilation sichtbar gemacht. Die Konzentrationsveranderung des inerten Gases
werden massenspektrometrisch bestimmt (Robinson et al., 2013a). Es sind keine komplexen
Atemmanndéver notig, sodass diese Verfahren auch flr sehr junge Probanden geeignet sind
(Robinson et al., 2013a). Mit zunehmender Krankheitsschwere steigt der LCI-Wert an. Eine
Veréanderung der FEV1 wirde erst bei sehr viel starkeren Schaden ersichtlich werden (Horsley,
2009). Somit schlieBt die Messung des LCI eine wichtige Lucke zwischen dem Beginn patho-
logischer Veranderung und der Detektion von Veranderung in der Lungenfunktion (silent
phase) und wird vermehrt zur Uberwachung von therapeutischen Veranderungen eingesetzt.
Die Interpretation der Ergebnisse lasst allerdings eine gewisse Subjektivitat zu. Empfohlen wird
die Mittelwertbildung aus drei (mindestens aber zwei) Messungen, bei denen sich die FRC
(funktionelle Residualkapazitat) um weniger als 10% unterscheidet (Robinson et al., 2013b).
Die Berechnung des LCI-Wertes ergibt sich durch folgende Formel:

CEV ( Kumulatives expiratorisches Volumen)
FRC ( Funktionelle Residualkapazitit)

LCI =

2.4 Inflammation

Biomarker

Da das Voranschreiten der Erkrankung bei den Patienten sehr unterschiedlich ist, werden In-
flammationsparameter verwendet, um den Verlauf zu beobachten und mdglichst friihzeitig zu
intervenieren. Auch erhofft man sich weitere Einblicke in das Verstandnis der Krankheit (Sagel
et al., 2012). Um die komplexen Zusammenhange darzustellen, ist das Analysieren von mdog-
lichst vielen Biomarkern sinnvoll. Als Biomarker wird dabei ein charakteristischer, objektiv
gemessener und ausgewerteter Marker gesehen, der in normalen biologischen oder
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pathologischen Prozessen vorkommt oder sich durch therapeutische Intervention verdndert
(Kent et al., 2014). Bis heute konnte sich kein Biomarker als eindeutiger Endpunkt fir Studien
durchsetzen (Muhlebach et al., 2016).

Infektion, Inflammation und Obstruktion sind in einem sich selbst antreibenden Kreislauf mit-
einander verbunden.

Neutrophile Granulozyten

Schon in der Fetalzeit konnten erhohte IL-8, TNF-a und IL-13 Konzentrationen festgestellt
werden (Khan et al., 2019). Hier wird der Grundstein fir eine erhdhte Konzentration an neutro-
philen Granulozyten gelegt, deren Aufgabe die Bekampfung mikrobieller Erreger ist. Neutro-
phile Granulozyten besitzen mehrere Mechanismen zur Bekampfung mikrobieller Erreger.
Dazu zdhlen die Netose, die Phagozytose und die Ausschuttung von extrazelluldren Granula.
Die extrazelluldren Granula enthalten IL-1p, IL-6 und TNF-a. Auch IL-8 wird aus neutrophilen
Granulozyten freigesetzt, sodass die Konzentration der IL-8 auch den erhohten Neutrophilen-
Einstrom widerspiegelt (Eickmeier et al., 2010). Da IL-8 den Einstrom von Neutrophilen am
starksten fordert, konnte eine Verminderung des Immunglobulins die Inflammation verringern
(Cabrini et al., 2020). IL-6 korreliert mit der CRP-Konzentration, da dieses Interleukin Hepato-
zyten beeinflusst (Martin et al., 2010). Die regelrechte Degranulation ist auf Grund verénderter
Elektrolytkonzentrationen in den Granulozyten erschwert (Bhagirath et al., 2016). Mit Hilfe
von Phagozytose und reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) sollen Bakterien eradiziert werden.
Verénderte CFTR Kandle in den Membranen der Phagolysosomen fiihren aber zu Elektrolyt-
verschiebungen, sodass das Abttten der Bakterien nur vermindert moglich ist (Roesch et al.,
2018). Die Netose (NET = Neutrophile extracellular traps) wird durch IL-8 und gebundene
Lipopolysaccharide (z.B. Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPS) beispielsweise
durch P. aeruginosa) ausgeldst. NETs bestehen aus extrazellularer DNA und sind mit antimik-
robiellen Enzymen bedeckt (Khan et al., 2019). Diese extrazellulare DNA erhoht weiter die
Viskositat des Mukus. Das wiederum fordert zusétzliche NETose.

Makrophagen
NETSs bewirken aber auch den Einstrom von Makrophagen. Aufgrund gestorter Interaktion von

Opsonin und Opsoninrezeptoren sind diese Zellen in der regelrechten Abtétung von Bakterien
behindert (Roesch et al., 2018). Der aufgelagerte Mukus fuhrt zur Minderversorgung der Zellen
mit Sauerstoff und bei Hypoxie beginnen Makrophagen TNF-a, IL-8 und Hypoxia inducible
factor 1 (HIF1) zu produzieren. Die ersten beiden fordern wiederum den Neutrophilen-Einstrom
und HIF1 steigert die Angiogenese, Inflammation und Fibrose, tragt damit weiter zur Organ-
zerstorung bei (Cantin et al., 2015). Da die Funktion der Makrophagen bedeutend von der
Sauerstoffkonzentration abhangt, erklaren sich die regionalen Unterschiede der Erkrankung in
der Lunge. Da die Lungen-Oberlappen eher hypoxisch sind, finden sich hier mehr Makropha-
gen und damit die ersten strukturellen Schaden (Roesch et al., 2018). Zu beachten ist dabei auch
die Unterscheidung der Makrophagen in verschiedene Klassen. M0-Makrophagen werden
durch INF-y, GMCSF (Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor) und Lipo-
polysacchariden (LPS) zur Umwandlung in M1-Makrophagen gefordert. M1-Makrophagen un-
terstitzen proinflammatorische VVorgange wie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und die Pro-
duktion von TNF-q, IL-1p, IL-6, IL-12 und IL-23. Durch Faktoren wie IL-4, IL-13 und 1L-10
werden M0O-Makrophagen zu M2-Makrophagen, deren Aufgabenbereich die Unterstiitzung der
Waundheilung ist. Bei der zystischen Fibrose ist das Gleichgewicht in Richtung M1-Makropha-
gen verschoben (Roesch et al., 2018).



Proteasen

Proteasen, zu denen unter anderem auch die neutrophile Elastase (NE) und Cathepsin G geho-
ren, erfillen multiple Funktionen im Kdorper. Freigesetzt aus Granula der neutrophilen Gra-
nulozyten und Makrophagen spalten sie extrazellulare Matrixproteine, Komplementproteine,
Zytokine und Zell-Rezeptoren. Auch bei der Bekampfung von Bakterien und Pilzen spielen sie
eine wichtige Rolle. AuRerdem wird die Sekretion aus Becherzellen und die Synthese von Zy-
tokinen durch Epithelzellen und Phagozyten geférdert (Owen, 2006).

Neutrophile Elastase

Die neutrophile Elastase (NE) spielt eine Schlisselrolle in der Pathogenese und Progression der
zystischen Fibrose. Unterschieden wird die freie NE und die Membran-gebundene NE. Wichtig
ist hier das Gleichgewicht zu Antiproteasen wie z.B. al-Antitrypsin, sodass eine effektive Eli-
minierung von z.B. Bakterien und Pilzen ermdglicht wird, ohne dass es zur Verletzung von
korpereigenen Strukturen kommt. Aufgrund dieser Gleichgewichtsstérung kommt es zu einer
Uberreaktion der Aktivitat der NE. Aufgrund der Fahigkeit Proteine zu spalten, zerstort die
freie NE Zilien und flhrt zur Hyperplasie von Becherzellen. AuRerdem fordert sie GibermaRig
die Produktion von Muzin (MUC5AC und MUCS5B), sodass die mukozilidre Clearance der
Atemwege gestort wird und damit die Eradikation von Mikroorganismen erschwert (Gramegna
et al., 2017). Die durch die NE verdauten Proteine dienen zusatzlich als Nahrungsquelle fir
Bakterien (Roesch et al., 2018). Durch die, mittels NE geférderte IL-8 Produktion, wird ein
sich selbst beschleunigender Kreislauf der neutrophilen Inflammation in Gang gesetzt (Grame-
gna et al., 2017). Auch die Zerstérung von CFTR-Rezeptoren (und anderen Rezeptoren der
Zelloberflache) wird beschrieben (Bhagirath et al., 2016), wodurch die Problematik der Muta-
tion weiter verstarkt wird.

Cathepsin B
Cathepsin B gehort zur Gruppe der Cysteinproteasen. In Untersuchungen des Respirationstrakt

wurden signifikante Korrelationen von Cathepsin B mit NE, IL-6, IL-8, TNF-a und CRP ge-
funden. Die Cysteinproteasen konnen Elastin und Kollagene spalten und werden von aktivier-
ten Makrophagen wahrend inflammatorischer Prozesse ausgeschittet. Die Autoaktivierung
wird durch einen aziden pH gestartet (Martin et al., 2010). Im Respirationstrakt von CF-Pati-
enten liegt ein niedrigerer pH-Wert vor, sodass die Cysteinproteasen-Aktivitat verstarkt wird
und Gewebeschédden entstehen (Tan et al., 2014). Cathepsin B spaltet Fibronektin und Kollagen
IV und X. Erhohte Cathepsin B Werte konnten im Zusammenhang mit CF bereits gefunden
werden (Laguna et al., 2018). Cathepsin B wird dabei ubiquitér freigesetzt (Mort and Buttle,
1997), sodass es als unspezifischer Marker fiir den Grad der Inflammation gewonnen werden
kann. Auch die enge Verknupfung mit der Aktivitat der NE spielt in der Pathologie eine ent-
scheidende Rolle. Die Proenzyme des Cathepsins kdnnen durch die NE gespalten werden und
somit aktiviert werden. Hinzu kommt, dass die NE NF-xB in Makrophagen aktiviert werden
und diese die Exozytose von Cathepsin B erhéhen (Martin et al., 2010). Die Nachweisbarkeit
aus Urin erleichtert vor allem die Probengewinnung bei Patienten, die kein Sputum expektorie-
ren.

T-Lymphozyten

Zum Beispiel durch IL-6 wird der Einstrom von Th1l-Zellen gefordert (Fielding et al., 2014).
Diese setzen IL-2 und IFN-y frei und liegen in erhéhten Konzentrationen vor (Eickmeier et al.,
2010), ebenso erhéht sind auch Th2-Zellen. Diese produzieren IL-13 und IL-4 (Eickmeier et
al., 2010). Th17-Zellen werden wiederum durch IL-6 und IL-23 aktiviert und produzieren IL-8
und IL-17. Damit wird der Einstrom von Neutrophilen wiederum gefordert. (Cohen-
Cymberknoh et al., 2013). IL-6 treibt die akute Inflammation in Richtung einer andauernden
profibrotischen Reaktion (Fielding et al., 2014)




Durch die Imbalance zwischen proinflammatorischen und antiinflammatorischen Mediatoren,
wie zum Beispiel NF-xB und Resolvin D1, ist die Wirtsabwehr prolongiert und fiihrt zu struk-
turellen Schaden (Roesch et al., 2018).

Tabelle 1 nach (Courtney et al., 2004) mit Erganzungen; Ubersicht iber die Funktionen der unterschiedli-
chen Zytokine

Zytokin Aufgaben und Eigenschaften

IL-1B - Fordert neutrophile Granulozyten

- Erhoht die Adhé&sion von neutrophi-
len Granulozyten an das Endothel

- V.a. aus Makrophagen freigesetzt

IL-8 - Verstarkt Chemotaxis der neutrophi-
len Granulozyten zum Ort der Inflam-
mation

- Aktiviert Neutrophile Granulozyten

- Verstarkt die Exprimierung von Ad-
hasionsmolekulen

- Aus neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen freigesetzt

TNF-a - Verstérkt die Chemotaxis der neutro-
philen Granulozyten zum Ort der In-
flammation

- Verstarkt die Adh&sion von neutro-
philen Granulozyten an das Endothel

- Vermehrt die Synthese von Chemo-
attraktants durch neutrophile Gra-
nulozyten

- Freisetzung durch neutrophile Gra-
nulozyten und Makrophagen

IL- 6 - Vermittelt in der akuten Phase-Reak-
tion

- Fordert die Heranreifung von B-Lym-
phozyten

- Aktiviert T-Lymphozyten

- Fordert Fibrose

- Positive Korrelation mit FEV1
(Nixon et al., 1998)

- V.a. aus Makrophagen freigesetzt

IL-10 - Vermindert die Sekretion von TNF
und anderen Zytokinen

- Vermindert Antigenprésentation

- V.a. aus Epithelzellen freigesetzt

C-reaktives Protein (CRP)

Die Bestimmung der CRP-Konzentration im Blut spielt im klinischen Alltag eine groRRe Rolle
in der Routine-Diagnostik. Als Reaktion auf Infektion, Inflammation und Gewebeschéden pro-
duzieren Hepatozyten innerhalb von 6 Stunden CRP. Ohne durch Tageszeit oder &dullere Um-
stdnde beeinflusst zu werden und auf Grund des schnellen Konzentrationsabfalls, sobald der
inflammatorische oder infektiose Stimulus entfernt wurde, kann eine zeitlich exakte
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Bestimmung ermdglicht werden. Mit einer Plasmahalbwertszeit von 19 Stunden und der einfa-
chen Bestimmbarkeit eignet es sich hervorragend fir den klinischen Alltag. Trotzdem ist zu
beachten, dass die Konzentrationen zwischen Individuen stark variieren (Shoki et al., 2013).
CRP korreliert mit der Lungenfunktionsverschlechterung und mit Exazerbationen (Muhlebach

etal., 2016).



OAIA UI J318Wed_d UBuassawah 1ap uonxun4 1ap Bunjjaisseq ayasnewsyos z bunpjigqy

SUNISPUNIIAASUONNUNUSSUN T pun SUNIQ)SIAZ J[[AINNNNS

VISIOZ = e
WP = 4

VOISO

TOT2Ju] TOTJRIIIETFUT

"D ss0] 9N ‘SO
/— ({regesuonyy

3 UOnRIRIPAYS() DA SaqOIREUY
Sunprquiyiyor
snany 12 nprrquiyorg
W RUEZ WSToEATIEg
20UBIE
) Sungapugtap STV Sunigisypodsuenuato] uonRINN WIAD

JaTgI[IZoonwW Sunio)s



Fur die umfassende Diagnostik der Inflammation werden auch weitere Parameter im Blut ver-
wendet. Schon in den 1980er Jahren wurde beobachtet, dass die IgG- Konzentration mit dem
Alter und dem Voranschreiten der Lungenfunktionsminderung steigt (Proesmans et al., 2011).
Als Bestandteil der humoralen Immunabwehr spiegelt die Konzentration von IgG die Schwere
der Inflammation wider. Des Weiteren wurde die Leukozyten-Anzahl und die IL-8 Konzent-
ration im Blut bestimmt.

2.4.1 Infektion

Bakterien

Auch wenn die Patienten im Alltag vielen verschiedenen Keimen ausgesetzt sind, finden Infek-
tionen vorrangig nur mit bestimmten Spezies statt (Hauser et al., 2011). Die am héaufigsten ver-
tretenen Bakterienarten im Respirationstrakt von CF-Patienten sind P. aeruginosa,
Staphlyococcus aureus (S. aureus), Haemophilus influenzae (H. influenzae) und Burkholderia
spezies (Bhagirath et al., 2016). Die meisten Keime besiedeln physiologisch den oberen Respi-
rationstrakt und dringen spéter tiefer in die Lunge ein (Bhagirath et al., 2016). Die gestorte
Wirtsabwehr kann diese Keime dort nicht mehr eradizieren und es kommt zur Besiedelung mit
Biofilmbildung. Mit fortschreitender Erkrankung nimmt die Diversitat stark ab und wenige pa-
thologische Keime tiberwiegen (Bhagirath et al., 2016).

Die Interaktion zwischen Bakterien und Wirt wird tber PAMPs (Pathogen-assoziierte moleku-
lare Muster) von Seiten der Bakterien und PRR (Pattern-Recognition Rezeptoren) seitens des
Wirts gesteuert. Das Erkennen von PAMPs durch PRRs 16st dann die inflammatorische Ant-
wort aus und Zytokine wie IL-6, IL-8 und TNF-o werden ausgeschdittet.

P. aeruginosa ist ein gram negatives aerobes bis fakultativ anaerobes Bakterium mit ubiquité-
rem Vorkommen in der Umwelt. Es ist mit Virulenzfaktoren ausgestattet, wie der Sekretion
von Toxinen zur Verteidigung gegen den Wirt und zum interbakteriellen Wettbewerb. Die Bak-
terienart verflgt Gber Biofilmbildung und kann Glykopeptide des dysfunktionalen CFTR-Ka-
nals als Rezeptor verwenden (Hauser et al., 2011). In CF- Lungen flhrt P. aeruginosa zu einer
Verminderung der Lungenfunktion (Bhagirath et al., 2016). Im Alter von 20 Jahren sind 80%
der Patienten chronisch mit P. aeruginosa besiedelt (Bhagirath et al., 2016). Beschrieben wird
auch die Interaktion von Bakterienspezies untereinander (Bhagirath et al., 2016). S. aureus
hemmt die Bildung von IL-8, welches durch die Infektion mit P. aeruginosa zur vermehrten
Abwehr durch den Wirt gebildet wird (Bhagirath et al., 2016). Die Abnahme der Lungenfunk-
tion wird vor allem durch die gemeinsame Besiedelung von S. aureus und P. aeruginosa be-
schrieben (Agarwal et al., 2020, Blanchard and Waters, 2019). Das Zusammenspiel mehrerer
Spezies verstarkt somit die Pathogenitét.

S. aureus kann in bis zu 80% der CF-Patienten nachgewiesen werden (Blanchard and Waters,
2019). Die Resistenz gegen Antibiotikatherapien wird beispielsweise durch Biofilmbildung
verstarkt. Dabei ist eine FEV1 Verminderung vor allem durch Methicillin-resistente S. aureus
(MRSA) Besiedelung beschrieben (Surette, 2014).

S. maltophilia erschwert die Eradikation mittels Antibiotika durch Resistenzmechanismen wie
Zellwandpumpen, extrazellulare Abgabe von Enzymen, LPS, Biofilmbildung, B-Lactamasen
und Aminoglykosid-verandernden Enzyme. Somit ist das Bakterium nur schwer therapierbar
und tritt auf Grund von Selektionsvorteilen vor allem nach antibiotischen Therapien gegen an-
dere Keime auf (Agarwal et al., 2020, Blanchard and Waters, 2019). Nachgewiesen werden
konnte eine Zunahme der Exazerbationen und ein um dreifach erhéhtes Mortalitatsrisiko in
Zusammenhang mit der Infektion von S. maltophilia (Blanchard and Waters, 2019). Die
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Prévalenz der Infektion betrdagt 12-30% und ist derzeit steigend (Blanchard and Waters, 2019).

Die Infektion mit MRSA, P. aeruginosa und Burkholderia cepacia haben einen signifikanten
Einfluss auf Lungenfunktionsverlust und Mortalitat. Somit sind der friihzeitige Nachweis und
die Behandlung von groRer Bedeutung.

Auch H. influenzae ist ein Erreger, der typischerweise bei Kindern schon im Vorschulalter auf-
tritt. Auch hier wird die Moglichkeit der Biofilmbildung beschrieben (Cardines et al., 2012).

Die Besiedelung der Lunge mit Bakterien ist physiologisch und wird als Lungenmikrobiom
bezeichnet. Entscheidend fiir eine gesunde Besiedelung ist dabei die Diversitat, also das Vor-
kommen von vielen verschiedenen Spezies und das ausgewogene Verhéltnis zwischen den Spe-
zies. Im Folgenden werden zu dem nur Bakterien erwéhnt, die bei konventionellen mikrobio-
logischen Analysen diagnostiziert werden. Mit spezifischen Mikrobiomanalysen kdnnen noch
deutlich mehr Spezies nachgewiesen werden, deren Relevanz flr den Krankheitsprozess aber
noch nicht bekannt ist.

Cuthbertson et al. beschreibt den Zusammenhang zwischen verminderter Diversitat, erhéhter
Dominanz einzelner Spezis und der Abnahme der Lungenfunktion (Cuthbertson et al., 2020).
Genauso konnen H. influenzae und S. aureus bereits im Kleinkindalter regelmaiig nachgewie-
sen werden, wohingegen S. maltophilia und P. aeruginosa typischerweise erst spater auftreten.

Die Verbreitung von P. aeruginosa ist ubiquitér. Risikofaktoren flr die Besiedelung sind aber
auch das weibliche Geschlecht, der F508del homozygote Genotyp und Koinfektion mit S. au-
reus und B. cenocepacia (Bhagirath et al., 2016).

Im Alter von 20 Jahren sind 80% der Patienten chronisch mit P. aeruginosa besiedelt (Bhagi-
rath et al., 2016). Die Mdglichkeit der Verdnderung von Geno- und Phanotyp der Bakterienart
ermdglicht das Uberleben trotz antibiotischer Eradikationsversuche und Wirtsabwehr. P.
aeruginosa wandelt sich von einer nicht-mucoiden zu einer mucoiden Form um. Durch die
Alginatbildung wird es unangreifbarer fir Antibiotika und die Abwehr durch den Wirt. Gleich-
zeitig vermindert das Bakterium die Diversitat an Baktererienarten in der Lunge. So dréngt die
Art zum Beispiel S. aureus vom aeroben Stoffwechsel in den fermentativen und vermindert
dessen Uberlebensfahigkeit. Auch werden antimikrobielle Stoffe frei, die in der Lage sind S.
aureus zu lysieren (Bhagirath et al., 2016). Um diesem Mechanismus zu entgehen, sind friihe
Eradikationsversuche notwendig. P. aeruginosa vermindert die CFTR Funktion weiter und
kann den CFTR Kanal sogar als Rezeptor verwenden (Heijerman, 2005). Auch wird der Ein-
strom von Neutrophilen gefordert und zur Bildung von IL-8 angeregt (Khan et al., 2019).

Der Wandel der nachgewiesen dominierenden Spezies setzt sich somit tber die Zeit bei CF-
Patienten fort. Das friihe Einschreiten mit Eradikationsversuchen, die Bek&mpfung der tber-
schielenden Inflammation und das mdéglichst langfristige Verhindern der Infektion mit P. ae-
roginosa sind entscheidende Faktoren fiir das Uberleben der Patienten und somit nicht getrennt
voneinander zu betrachten (Khan et al., 2019).

Fungi
Auch die Infektion mit verschiedenen Pilzspezies spielt eine groRe Rolle in der Krankheitspro-

gression. Haufige Arten sind Aspergillus species und Candida species (Bhagirath et al., 2016).
Aufgrund der geringen GroRe kdnnen Pilzsporen tief in den Respirationstrakt vordringen und
sich dann vermehren — auch in diesem Fall begunstigt durch die ineffiziente Wirtsabwehr. Da-
bei besteht fur die Patienten eine Assoziation zwischen Besiedelung und pulmonaler Exazerba-
tionsrate (Bhagirath et al., 2016). Durch Aspergillus fumigatus wird eher keine invasive Infek-
tion ausgeltst, allerdings entsteht die bronchopulmonale Aspergillose. Eine
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Hypersensitivitatsreaktion, die die Atemwege weiter verengt (Agarwal et al., 2020). Candida
besiedelt physiologisch im Oropharynx vor, sodass von hier eine Infektion ausgehen kann
(Blanchard and Waters, 2019).

2.4.2 Mukoviszidose- eine Multisystem-Erkrankung

Erndhrung, sportliche Aktivitat und die Psyche kdnnen bis zu 50% des Krankheitsverlaufs be-
einflussen (Bhagirath et al., 2016). Mangelernahrung beeintrachtigt das Immunsystem und fiihrt
zu respiratorischer Muskelschwache. Es wurde eine um 30% erhéhte Pravalenz von Angststo-
rungen und Depressionen bei CF-Patienten gefunden (Bhagirath et al., 2016).

2.4.2.1 Leber

Da der CFTR-Kanal in vielen Zellen und unterschiedlichen Organen vorhanden ist, finden sich
Pathologien im gesamten Korper. Die Erkrankung der Lunge ist zum Grofteil lebenslimitie-
rend, dennoch sind 2,5 bis 5 % der Mortalitat von CF-Patienten auf Lebererkrankungen zuriick-
zufiihren (Fiorotto and Strazzabosco, 2019). Die Manifestation zeigt ein weites Spektrum von
erhdhten Leberwerten bis zur bilidren Zirrhose, Hepatosplenomegalie und portalen Hyperten-
sion. 10 % aller 30-j&hrigen CF-Patienten weisen Leber-bezogene Komplikationen auf (Fi-
orotto and Strazzabosco, 2019). Vor allem bei padiatrischen Patienten finden sich haufig Ver-
anderungen der Leberfunktion (Connett, 2019). Behandelt wird vorrangig durch die Gabe von
Ursodesoxycholsdure zur Therapie der Cholestase. Die Gallenflussigkeit ist in ihrer Zusam-
mensetzung verandert - protektiver Mukus und Bicarbonat sind vermindert und Gallensduren
akkumulieren, da auch Cholangiozyten CFTR-Kanale aufweisen. Das inflammatorische Milieu
greift das Zytoskelett und Tight-junctions an. Cholangiozyten und Hepatozyten werden zerstort
und es kommt zur fokalen Fibrose, die sich zur Zirrhose ausweiten kann (Diwakar et al., 2001).
Hinzu kommen hepatotoxische Medikamente und Mangelernéhrung (Diwakar et al., 2001). Die
meisten Studien sehen die Lungenfunktion als primares Ziel, wobei sich auch ein Blick auf die
Lebergesundheit lohnt. Schnell kann die Erkrankung der Leber fortschreiten und sogar zur Not-
wendigkeit einer Transplantation fiihren, klinische Symptome treten erst spét auf. Da keine
direkte Korrelation zwischen Phénotyp und Genotyp fur die Schwere der Lebererkrankung vor-
liegt (Woodruff et al., 2017), ist die regelméaRige Kontrolle und die Implementierung von klini-
schen Parametern entscheidend. Empfohlen wird eine j&hrliche Kontrolle der Glutumat-O-
xalacetat-Transaminase (GOT) und der Glutamat- Pyruvat-Transaminase (GPT), obwohl die
Aussagekraft von asymptomatischen Erhéhungen nicht ndher beschrieben ist (Woodruff et al.,
2017). Da Ivacaftor P450/Cyp3A verstoffwechselt wird, wird die regelméiige Kontrolle der
Leberwerte empfohlen (GOT, GPT und alkalische Phosphatase (AP)) (Connett, 2019), gleich-
zeitig hat die Therapie mit CFTR-Modulatoren naturlich auch positive Einflisse auf die Leber
und das Gallensystem.
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Abbildung 3 Darstellung der Zusammenhénge der Multisystemerkrankung nach Liou et al. (Liou, 2019)

2.4.2.2 Pankreas

Das Auftreten von Pankreasinsuffizienz bei Kindern wird hauptséchlich durch die Erkrankung
Mukoviszidose verursacht (Rumman et al., 2014). 85-90 % der CF-Patienten leiden an Pan-
kreasinsuffizienz und Malabsorption (Rumman et al., 2014). Die Mutation F508del birgt ein
groles Risiko an exokriner Pankreasinsuffizienz zu erkranken. Die endokrinen und exokrinen
Funktionen des Pankreas stehen hier in einem engen Zusammenhang und damit auch die Ent-
stehung des Cystic fibrosis related Diabetes (CFRD). Die meisten CF-Patienten leiden an
exokrinen Funktionsstérungen, die im Laufe des Lebens zu endokrinen Stérungen fiihren
(Lanng, 2001). Die endokrine Funktionsminderung wird allerdings durch mehrere Mechanis-
men verursacht und ist nicht nur auf die exokrinen Auswirkungen zuriickzufiihren. Zum einen
kommt es zum Ruckstau von exokrinen Verdauungsenzymen durch einen hohen Proteingehalt
im Sekret und einen langsamen Sekretfluss (Wilschanski and Novak, 2013). Die Enzyme ver-
weilen langer im Pankreasgewebe und es kommt zu Autolyse und Selbstdigestion, wodurch
auch B-Zellen zerstort werden (Barrio, 2015). Da die Schwere der dadurch ausgeltsten Fibrose
aber nicht in jedem Fall mit der gestorten B-Zellfunktion korreliert (Barrio, 2015) und fir die
eingeschrankte Funktion auch Uber 50% der B-Zellen nachweislich zerstort sein mussen
(Lanng, 2001), ist es ersichtlich, dass noch andere Mechanismen einen Einfluss haben. Durch
den gestorten CFTR-Kanal wird das Priming der Insulinmolekile gestort, und somit die Insu-
linausschittung vermindert (Barrio, 2015). Vor allem postprandial treten bei den Patienten Hy-
perglykamien auf. Dieser Zustand wiederum fordert die Lymphozyten-Dysfunktion, sodass
proinflammatorische TH17-Zellen und IL-17 vermehrt nachweisbar sind. Die proinflammato-
rische, pathologische Wirkungsweise von TH17 Zellen und IL-17 konnte in CF-Lungen und
bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 und 2 nachgewiesen werden. Auch interzellulare
Signale mittels IL-6 scheinen eine Rolle zu spielen (Liou, 2019). Verstarkt wird dieser Prozess
zudem durch einen Vitamin D-Mangel (Barrio, 2015). Des Weiteren kommt es durch den Auf-
stau von fehlerhaften CFTR-Kanalen im endoplasmatischen Retikulum (ER) und vermehrtem
oxidativem Stress zu Apoptose der B-Zellen (Barrio, 2015). Auch eine erhodhte Insulin-
Clearance von bis zu 40% wird bei CF-Patienten gefunden, wahrscheinlich ausgel6st durch eine
erhdhte Anzahl an, am Abbau beteiligten Rezeptoren (Lanng, 2001). Weitere verstarkende
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Prozesse sind Exazerbationen der Lunge und Glukokortikoid-Therapien. Diese fihren zu ver-
mehrten Mengen an antagonistischen Hormonen wie Glukagon, Wachstumshormonen und Ka-
techolaminen und erhohen die Insulinresistenz und fiihren zu erhdhten Plasmaglucosekonzent-
rationen (Lanng, 2001). Der CFRD korreliert mit Morbiditat und Mortalitét, da ein Einfluss auf
die Lungenfunktion und den Ernahrungsstatus besteht. In Studien wurde nachgewiesen, dass
die Glukagon-Konzentration normal ist (Lanng, 2001). Dysfunktionale CFTR-vermittelte neu-
ronale Effekte auf appetitstimulierende Neuropeptide und die Ausschittung von Wachstums-
hormonen konnten die verminderte klinische Reaktion auf Hypoglykdmie und das verminderte
Korperwachstum bei CF-Patienten erklaren (Barrio, 2015).

Die exokrine Funktionsstérung beginnt schon im Fetus. Bereits zu diesem Zeitpunkt kommt es
zur Obstruktion der Ducti auf Grund von sehr hohen Proteinkonzentrationen im Sekret
(Wilschanski and Novak, 2013). Fur diese Patienten ist eine Substitution mit Pankreasenzymen
(PERT pancreas enzyme replacing therapy) notwendig (Rumman et al., 2014), um Symptome
wie Wachstumsprobleme, Gewichtsverlust, abdominale Bldhungen, faulig riechender Stuhl und
Diarrhd zu verhindern (Ratchford et al., 2018). Aufgrund der eingeschrankten Funktion des
Pankreases und seines basischen Sekrets liegt bei CF-Patienten ein erniedrigter pH-Wert im
Duodenum vor. Dadurch wird die Wirkung der Pankreasenzyme weiter eingeschrankt
(Wilschanski and Novak, 2013). Auch eine Substitution der fettloslichen Vitamine A, D, E und
K ist notwendig.

2.4.2.3 Gastrointestinaltrakt

13-17 % aller Neugeborenen mit Mukoviszidose erleiden in den ersten Lebenstagen einen Me-
konium-Ileus, sodass der frihe Krankheitsbeginn ersichtlich wird (van der Doef et al., 2011).
Durch den viskésen Stuhl mit starker Adhasion an Vili und Krypten kann es zur kompletten
oder inkompletten fakalen Obstruktion des Ileums und Cacums kommen (Distales intestinales
Obstruktions-Syndrom)(Tabori et al., 2017). Bei den Patienten dufert sich dieser Zustand als
Bauchschmerzen und Stuhlmasse im unteren rechten Quadranten. Die intestinale Dysmobilitat,
das veranderte Mikrobiom durch haufige Antibiotika-Einnahmen und die Pankreasinsuffizienz
spielen eine groRe Rolle fur die Entstehung der intestinalen Inflammation. CF-Patienten berich-
ten regelmélig von Blédhungen, Diarrhd und Bauchschmerzen.

Um Einblicke in die Inflammationsgenese zu erhalten, eignen sich Koloskopie und Biopsien.
Da diese aber invasiv sind, ist fur die regelmaRige Kontrolle das fédkale Calprotectin besser
geeignet. Calprotectin wird aus neutrophilen Granulozyten bei Aktivierung oder Zelltod frei-
gesetzt und ist in Serum, Sputum und Stuhl nachweisbar (Rumman et al., 2014). Dabei konnten
erhdhte Werte auch bei Pankreas-suffizienten Patienten nachgewiesen werden, sodass der fa-
kale Marker grundsatzlich bei der Erkrankung eine Rolle spielt.

2.4.2.4 \Weitere betroffene Organe

Der CFTR-Kanal ist aber auch in der embryonalen Hirnentwicklung, Hypothalamus, Thalamus
und Amygdala involviert. Auch im anterioren Hypothalamus wurde er gefunden und kann so-
mit die zirkadiane ,,Uhr* beeinflussen. Neben Schlafstérungen werden auch Unausgeglichen-
heit, Depressionen und Angststérungen durch das Vorkommen des Kanals an vielen Strukturen
des Gehirns ausgeldst. Des Weiteren leiden viele Patienten an chronischer Sinusitis auf Grund
von zdhem Sekret und erhalten medikamentdse Therapie (Liou, 2019). Auf Grund des hohen
Salzgehaltes im Schweil} droht bei Hitze und Fieber das Salzverlustsyndrom.

2.4.3 CFTR-Modulatoren (z.B. Lumacaftor/Ivacaftor Orkambi®)

Die Behandlung der zystischen Fibrose war bis vor wenigen Jahren vor allem auf die Therapie
der Symptome limitiert. Sie besteht z.B. aus supportiven Gaben von Probiotika, Vitaminsupp-
lementierung, Sympathomimetika gegen die Bronchokonstriktion, Ursodesoxycholsdure gegen
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Leber- und Gallenstérungen, Dornase Alpha fur die enzymatische Auflésung, der viskdsen
DNA-Bestandteile im Sputum, hypertone Kochsalzinhalation zur Verflussigung des ASL und
Atemwegs-Physiotherapie. Rezidivierende Antibiotika-Therapien oder dauerhafte z.B. inhala-
tive antibakterielle Therapien werden angewendet. Patienten mit exokriner Pankreasinsuffizi-
enz supplementieren Verdauungsenzyme mittels PERT (pancreatic enzyme replacement
therapy). Auch heute kommt diesen Medikamenten eine grofl3e Bedeutung zur Verlaufsmodifi-
kation zu. Ersichtlich wird somit die groRe Krankheits- und Therapielast fir die Patienten, die
durch die spezifische Modulatoren-Therapie vermindert werden kann.

Der Einsatz von Modulatoren zur Therapie ist davon abh&ngig, welche Mutation vorliegt und
welche Stérungen des CFTR Kanals dadurch zustande kommen. Es werden 6 Klassen an Mu-
tationen unterschieden.

Tabelle 2 Einteilung der Mutationsklassen ( nach (Brodlie et al., 2015))

Mutationsklasse Urséchlicher Defekt Konsequenz des Defekts
I Synthesestérung Verminderte Expression des
CFTR Kanals

I Proteinprozessionsstorung Faltung und Transport zur
Zellmembran gestort; z.B.
bei der Mutation Phe508del

Il Kanal6ffnungsstérung Offnung vermindert
v Kanaldurchgéangigkeit  ge- | Chlorid-Transport gestort
stort
\ Reduzierte CFTR Produktion | Geringe CFTR Konzentra-
tion
VI Reduzierte Stabilitdt des | Schneller ~ Abbau, hoher
CFTR Protein CFTR Verbrauch fihrt zu

verminderter Konzentration

Die Modulatoren kdnnen in Korrektoren und Potenziatoren.

Tabelle 3 Auffihrung der verschiedenen Wirkstoffe

Ivacaftor Potenziator

Lumacaftor Korrektor, in Kombination mit lvacaftor

Tezacaftor Korrektor, in Kombination mit Ivacaftor

Elexacaftor Korrektor, in Kombination mit Ivacaftor und
Tezacaftor

Mit der Wirkstoffkombination Lumacaftor/Ivacaftor wird stattdessen die Funktionsfahigkeit
des CFTR-Kanals veréndert und nicht erst die dadurch entstandenen Symptome beeinflusst.
Das Medikament Orkambi®, welches seit 10.01.2018 fir Kinder zwischen 6 und 12 Jahren
zugelassen ist, besteht aus den Wirkstoffen Lumacaftor und Ivacaftor. Ziel ist es, den posttrans-
lationalen Prozessierungsfehler, der durch die Mutation verursacht wird, zu mildern. Lu-
macaftor, ein Korrektor, iberfuhrt den CFTR-Kanal in eine stabile Isoform, um den fruhzeiti-
gen Abbau zu verhindern. Ohne Korrektor verbleibt das mutierte Protein im endoplasmatischen
Retikulum und wird ubiquitin-abhéngig proteosomal abgebaut. Durch die direkte Bindung von
Lumacaftor an die MSD-1 wird die Faltung und der Transport erleichtert und mehr CFTR-
Kanale erreichen die Zellmembran (Sinha et al., 2015). lvacaftor, ein Potenziator, bindet an das
Kanalprotein und verlangert dessen Wahrscheinlichkeit der Gly551Asp-CFTR Kanal6ffnung
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(Milla et al., 2017). Ziel ist die Verbesserung der Funktionsfahigkeit des mutierten CFTR-
Kanals (Roesch et al., 2018).

Das Medikament soll 2-mal taglich eingenommen werden. Bei gesunden Probanden wurde ein
kontinuierliches Plateau der Plasmakonzentration nach den ersten 7 Tagen der Einnahme fest-
gestellt. Auf Grund von CYP3A4 Induktion durch Lumacaftor ist die langfristige Plasmakon-
zentration des CYP3A4-sensitiven Ivacaftor niedriger als am ersten Tag der Einnahme. Beide
Bestandteile von Orkambi® sind zu 99% an Plasmaproteine gebunden (Talamo Guevara and
McColley, 2017).

In der Metaanalyse von Talamo et.al. wurden bei Patienten &lter als 12 Jahre eine Reduktion
der pulmonalen Exazerbationsrate gefunden, genauso wie eine Erhohung des BMI und der
FEV1, Verbesserungen im CFQ-R respiratory subscore (Talamo Guevara and McColley, 2017)
und bei der Schweichlorid-Messung (Milla et al., 2017). Diese Verbesserungen sind auch bei
Kindern unter 12 Jahren aufgetreten (Milla et al., 2017). Bei Patienten unter 12 Jahren ergaben
sich allerdings keine VVeranderungen der FEV1. Die LCI zeigte dort allerdings signifikante Ver-
besserungen. Dieser Parameter ist sensitiver fur junge Patienten, da er die Erkrankung der klei-
nen und mittleren Bronchien besser widerspiegelt.

In einer Phase 11l Studie wurde bereits die Sicherheit und die Wirkung des Medikaments bei
Kindern unter 12 Jahren erforscht. Dabei wurden keine anderen Nebenwirkungen gefunden, als
auch bei alteren Patienten - vor allem Husten, Verstopfung der Nase, pulmonale Exazerbation
und Kopfschmerzen (Milla et al., 2017). Atembeschwerden und Engegefhl in der Brust wer-
den zu Therapiebeginn haufig beschrieben (Connett, 2019). Bei 94 % der Studienteilnehmer in
der Studie von Milla et al. traten Nebenwirkungen auf, wobei diese meist als sehr schwach
beschrieben wurden (Milla et al., 2017). Des Weiteren wurden Leberwerterhdhungen festge-
stellt (auf Grund des P450/CYP3A4 Metabolismus von Ivacaftor kdnnen toxische Abbaupro-
dukte entstehen (Connett, 2019)) und es besteht ein erhohtes Risiko fir die Entstehung eines
Katarakts (Talamo Guevara and McColley, 2017). Trotz der Nebenwirkungen spricht das Nut-
zen-Risiko-Verhaltnis deutlich fir die Anwendung zur Therapie der homozygoten F508del-
Mutation. Insgesamt soll so der Verlauf der Erkrankung positiv beeinflusst und die Verschlech-
terung des Gesundheitszustands verlangsamt werden.

Ob dadurch auch die Inflammation dauerhaft abgemildert werden kann, ist Gegenstand zukiinf-
tiger Studien. Trotz der oben genannten Verbesserungen bleibt der Effekt auf die Verminderung
der Inflammation noch unklar (Roesch et al., 2018). Zu klaren ist auch, in welchem Ausmaf}
das Medikament Orkambi® den CFTR Kanal in vivo beeinflusst und wie viel Korrektur nétig
ist, um klinische Verbesserungen zu erreichen (Barrio, 2015). Allerdings konnte eine Studie
nachweisen, dass neutrophile Granulozyten unter CFTR Potentiator-Therapie weniger schadi-
gende Enzyme freisetzen (Roesch et al., 2018).

Durch die Wirkstoffkombination Lumacaftor/lvacaftor wird keine vollstandige Herstellung der
Funktion des CFTR-Kanals erreicht. Allerdings eine erhdhte Funktionstichtigkeit, sodass der
Krankheitsprogress abgeschwacht wird. Dieser Effekt zeichnet sich vor allem ab, wenn im fri-
hen Kindesalter mit der Therapie begonnen wird.

16



Tabelle 4 chemische Strukturformel Lumacaftor/lvacaftor (Cholon et al., 2016)

Lumacaftor | 3-[6-([1-(2,2-difluoro-1,3-ben- .
zodioxol-5yl) cyclopropyl] car- 0 o
bonylamino)-3-methylpyridin-2-
yl]benzoic acid.

C24H18F2N,05 . &
/ o] O><F
Ivacaftor | N-(2,4-di-tertbutyl-5-hydroxy- H
phenyl)-1,4-dihydro-4-oxoquin- N
oline-3carboxamide H
N
CaalzgN;05 c

Lumacaftor stabilisiert das fehlgefaltete Protein, wodurch eine Funktionsfahigkeit von zirka
15% des Wildtyps erreicht werden kann (Cholon et al., 2016). Die veranderten Schweil3chlorid-
Werte sind ein Indikator fiir die Funktionalitat der Wirkstoffkombination.

244 BMI

Auf Grund der Beteiligung von Pankreas und Gastrointestinaltrakt an der Erkrankung Muko-
viszidose, haben betroffene Kinder tendenziell einen eher zu niedrigen BMI. Durch die Pan-
kreasinsuffizienz werden Fette oft weniger effektiv vom Korper aufgenommen, so gehen wich-
tige Energielieferanten fir den Korper verloren (Steinkamp and Wiedemann, 2002). Da in meh-
reren Studien gezeigt worden ist, dass der BMI mit erniedrigter Vitalkapazitét, erniedrigtem
FEV1 und erhohten IgG-Konzentrationen einhergeht (Steinkamp and Wiedemann, 2002), emp-
fiehlt die Cystic fibrosis foundation (CFF) fir Kinder einen BMI tber der 50. Perzentile (Cystic
Fibrosis Foundation, aufgerufen am 12.01.2022; https://www.cff.org/Life-With-CF/Daily-
Life/Fitness-and-Nutrition/Nutrition/Getting-Your-Nutrients/Nutritional-Basics/). Die Wirk-
stoffkombination Lumacaftor/lvacaftor kann die Funktionen des Gastrointestinaltrakts verbes-
sern.

245 CFQR

Der Cystic fibrosis Questionaire Revised ist ein Fragebogen zur gesundheitsbezogenen Lebens-
qualitat (Health related Quality of Life (HRQoL)) flr Patienten mit Mukoviszidose. Subjektive
Lebensqualitatsverdnderung sollen messbar gemacht werden. Die Validierung des Fragebogens
wurde in mehreren Studien durchgefuihrt (Henry et al., 2003) (Wenninger et al., 2003). Damit
wurde ein wichtiges Instrument erstellt, um die vielfaltigen Symptome der zystischen Fibrose
zu bewerten und auch Therapien miteinander vergleichen zu kénnen. Auch psychische Symp-
tome, wie Schlafstorungen werden abgefragt. Entscheidend ist das Zusammenfihren von sub-
jektiven Verbesserungen, Reliabilitat und Validitat. Auch die Ubersetzung des anfangs Engli-
schen Fragebogens in die deutsche Sprache wurde validiert (Wenninger et al., 2003). Aul3erdem
konnte auch die Konvergenz zwischen Eltern-Fragebogen und Kinder-Fragebogen gezeigt
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werden (Modi and Quittner, 2003). Es werden verschiedene Kategorien aufgefthrt:

Tabelle 5 CFQR Kategorien fur die Eltern betroffener Kinder von 6-13 Jahren

Physical Korperliches Wohlbefinden
Emotion Psychisches Wohlbefinden
Vitality Energie

School Schulschwierigkeiten

Eat Essstorungen

Treat Therapiebelastung

Body Korperbild

Health Subjektive Gesundheitseinschatzung
Weight Gewichtsprobleme
Respiratory Respiratorische Symptome
Digestive Gastrointestinale Symptome

Tabelle 6 CFQR Kategorien fur betroffene Kinder von 6-13 Jahren

Physical Kdrperliches Wohlbefinden
Emotion Psychisches Wohlbefinden
Eat Essstorungen

Treat Therapiebelastung

Social Soziale Einschrankungen
Body Kdorperbild

Respiratory Respiratorische Symptome
Digestive Gastrointestinale Symptome

Jede Kategorie wird mit 0 bis 100 Punkten bewertet. Je mehr Punkte, desto hoher schétzen die
Patienten ihre subjektive Gesundheit und Lebensqualitat in diesem Bereich ein.

Insbesondere fiir die respiratorische Kategorie wurde ein MCID (minimal clinically important
difference) von 4% flir respiratorisch stabile Patienten festgelegt. Damit wird die minimale kli-
nisch entscheidende Verbesserung, die ein Patient registriert definiert. Ab einer Verénderung
um 4% zum vorherigen Untersuchungszeitpunkt kann von einer signifikanten Verénderung
ausgegangen werden (Quittner et al., 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Lumacaftor/Ivacaftor auf die Reduktion der
systemischen, respiratorischen und intestinalen Inflammation in den ersten zwei Jahren der
Therapie untersucht. Auch weitere klinische Faktoren des Krankheitsprogress bei CF wie die
Lungenfunktion und Lebensqualitat wurden bertcksichtigt.
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3.1

3 Materialien, Methoden und Kollektiv

Kollektiv

Das Kollektiv bestand aus 7 Patienten zwischen 6 und 13 Jahren mit nachgewiesener homozy-
goter F508del-Mutation, die wéhrend des Untersuchungszeitraums Lumacaftor/Ivacaftor zur
Standardtherapie erhielten (100mg/125mg zweimal taglich). Alle Teilnehmer wurden aus der
Ambulanz fiir padiatrische Pneumologie der Universitatsmedizin Mainz rekrutiert.

Tabelle 7 Probandenbeschreibung nach Alter, Grélze, Gewicht und BMI

Probandenan-
zahl
(l;rauenantell in 57.14%
0
F:M 4:3
Zu Beginn Zum Ende
Me- . Me- .
dian Q1-Q3 min - max dian Q1-Q3 min - max
Alter 9,92 7,00-11,33 6,08-1250 | 10,92 | 8,08-12,50 7,08 - 13,50
R 121,30 - 116,20 - 127 ,00- 122,70 -
GSraise 1312 137,90 149,40 137.2 145,00 157,40
Gewicht 26,4 | 24,10-31,10 | 20,40-3550 | 28,8 | 27,70-36,20 | 24,10 - 44,90
BMI 15,33 | 14,57-16,35 | 14,54-16,37 | 16,41 | 15,06-17,61 | 14,54 - 18,12
i'r\]/'"Perze”t" 21 135- 33 10-71 40 33-455 2-62
Tabelle 8 Alter bei Diagnose
Patient Alter bei Diagnose
1 2 Jahre 6 Monate
2 1 Monat
3 1 Monat
4 2 Monate
5 1 Jahr 10 Monate
6 1 Jahr 9 Monate
7 1 Jahr
Durschnitt 12,7 Monate

Tabelle 9 Medikamentenibersicht zum Zeitpunkt Visit 1(NaCl = Natriumchlorid-Inhalation, SABA= Salbuta-
mol und Fenoterol, LABA = Salmeterol, Cortison inhalativ oder als Nasenspray, DNAse= Dornase alpha, PPI=
Protonenpumpeninhibitoren, DOS= Desoxycholséure, PERT = Pankreasenzyme)

Patient | NaCl | SABA | LABA | Cortison | Ipratropiumbromid | DNAse | PPI DOS |PERT
1 X X X X X X
2 X X X X X
3 X X X X X
4 X X X X X X
5 X X X X X
6 X X X X
7 X X X X X
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Tabelle 10 Medikamentenibersicht zum Zeitpunkt Visit 5 (NaCl = Natriumchlorid-Inhalation, SABA= Salbu-
tamol und Fenoterol, LABA = Salmeterol, Cortison inhalativ oder als Nasenspray, DNAse= Dornase alpha, PPI=
Protonenpumpeninhibitoren, DOS= Desoxycholséure, PERT = Pankreasenzyme)

Patient| NaCl | SABA | LABA | Cortison | Ipratropiumbromid | DNAse |PPI | DOS |PERT
1 X X X X X X
2 X X X
3 X X X
4 X X X X X X
5 X X X X X
6 X X X
7 X X X X X X

Tabelle 11 Mediakmentenibersicht zum Zeitpunkt Visit 9 (NaCl = Natriumchlorid-Inhalation, SABA= Salbu-
tamol und Fenoterol, LABA = Salmeterol, Cortison inhalativ oder als Nasenspray, DNAse= Dornase alpha, PPI=
Protonenpumpeninhibitoren, DOS= Desoxycholsdure, PERT = Pankreasenzyme)

Patient| NaCl | SABA | LABA | Cortison | Ipratropiumbromid | DNAse | PPl | DOS | PERT
1 X X X X X X
2 X X X X X X
3 X X X X
4 X X X X X X
5 X X X X X
6 X X X

3.1.1 Ausschlusskriterien

Von der Studie ausgeschlossen waren Patienten mit Leberzirrhose, Niereninsuffizienz, FEV1
unter 40%, akuter Infektion und Exazerbation, bei antibiotischer Therapie in den letzten 2 Wo-
chen vor Beginn der ersten studienrelevanten Untersuchung, anderen Komorbiditéten, die eine
Therapie mit Lumacaftor/lvacaftor ausschlieBen und fehlender Compliance.

3.1.2 Durchfihrung der Studie

Es handelt sich um eine longitudinale Observationsstudie (low-intervention clinical trial)

Die Vorstellungen der Patienten erfolgten zu neun Zeitpunkten im Abstand von jeweils 90 Ta-
gen. Die erste Untersuchung fand unmittelbar vor der ersten Einnahme von Lu-
macaftor/lvacaftor statt. Wahrend der Vorstellung erfolgte routineméaRig ein Anamnesege-
sprach und es wurden Blut, Urin, Rachenabstriche und eine Stuhlprobe gewonnen. Die Patien-
ten und ihre Eltern fullten die CFQR-Fragebdgen und Symptom-Fragebdgen aus. AuRerdem
wurde die Lungenfunktion gemessen. Mit Hilfe von Physiotherapie und der Inhalation von
Kochsalzlosung erfolgte die Sputum Expektoration. Aus den Proben wurden krankheitsspezi-
fische Biomarker gewonnen. Die Untersuchungen fanden wéhrend der reguléren Kontrollter-
mine der Patienten und Patientinnen statt.

Der Studienzeitraum betrug circa 2 Jahre. Ein positives Ethikvotum mit der folgenden Refe-
renznummer liegt vor. (2018-13526 2- klinische Forschung / erstberatend))
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- Patient recruitment
- Informed consent
- Lung function/LCI

-->-->-->-->-

3 month 3 month 3 month 3 month
- Stool-/Respiratory-/ - Stool-/Respiratory-/ - Stool-/Respiratory-/ - Stool-/Respiratory-/ - Stool-/Respiratory-/
Urine-/Blood-sampling Urine-/Blood-sampling Urine-/Blood-sampling Urine-/Blood-sampling Urine-/Blood-sampling
- Lung function /LCI - Lung function /LCI - Lung function /LCI - Lung function /LCI ‘ - Lung function /LGl
- Clinical metadata - Clinical metadata - Clinical metadata - Clinical metadata - Clinical metadata
- Sweat test - Sweat test - Sweat test

Stool sampling for: Blood sampling for:

1. Bacterial DNA extraction -> Microbiome 1. Inflammatory parameters: CRPF, Immunoglobulin G and E, II- 6, I-8

2. Metabolites extraction -> Metabolome 2. Blood cell count

3. Inflammatory parameters:  Calprotectin 3. Liver and renal parameters: Electrolytes, alkaline phosphatase, transaminases,
Urine sampling for: creatinine, urea and urea acid, c-peptide
1. Cathepsine

Respiratory sampling (swabs/induced sputum) for: Clinical metadata for:

1. Bacterial DNA extraction -> Microbiome 1. Anthropometric data: FFM, BMI
2. Metabolites extraction -> Metabolome 2. CF-related complications: Diabetes, pancreatic insufficiency, etc.
3. Conventional culture analysis 3. Antibiotic treatment and other medication
4. Inflammatory parameters: Neutrophil elastase, II-8 4. Hospitalisation/Exacerbation
and others 5. Life guality: CFQ-R

- l - -

3 month A 3 month 3 month
. 1. Stool- / respiratory- / . 1. Stool-/ respiratory- /
1. Stool-/ respiratory- / ) 1. Stool- / respiratory- / -
urine- sampling u"m}_‘f blood- urine-f sampling unne—.{ bloog-
2. Lung function/ LCI sampling 2. Lung function/ LCI sampiing
3' Clinical metadata 2. Lung function/ LCI 3' ai g | metadata 2. Lung function/ LCI
' 3. Clinical metadata - LAnicalmetada 3. Clinical metadata

Abbildung 4 Veranschaulichung der Zeitleiste des Studienplans aus dem Studienprotokoll

Ein Patient ist nach Visit 5 aus der Studie ausgeschieden. Auf Grund von resistenter Keimbe-
siedelung konnte bei einem anderen Patienten keine LCI-Bestimmung durchgefthrt werden.

3.2 Methoden

3.2.1 Fragebogen CFQR

Alle Probanden und deren Eltern flillten wahrend der Visits den jeweiligen CFQR-Fragebogen
aus, um die subjektiven gesundheitsbezogenen Lebensqualitatsveranderungen in den ersten bei-
den Jahren der Einnahme von Lumacaftor/lvacaftor zu messen. Der Selbstbericht des Kindes,
abgestimmt auf das jeweilige Alter, wird erganzt mit dem durch die Eltern ausgefllten Frage-
bogen. Das Ergebnis wird in Prozent von 0 bis 100 angegeben, die Hohe des Ergebnisses spie-
gelt die subjektiv empfundene Lebensqualitit wider. Die Fragebdgen fur Kinder von 6-11 Jah-
ren und von 12-13 Jahren wurden bei der Auswertung kombiniert, da sie die gleichen
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Fragenkategorien enthalten (Tluczek et al., 2013).

3.2.2 Definition der Exazerbation

Als Exazerbation wurde gewertet, wenn ein Infekt beschrieben war, der mit respiratorischen
Symptomen, wie z.B. Sinusitis, vermehrtem produktiven Husten, Dyspnoe oder auch Fieber
einherging. AulRerdem wurde eine Verschlechterung der FEV1 um mindestens 10 % beobach-
tet. Da Exazerbationen zum Teil nur von Haus- und Kinderérzten berichtet wurden, konnte
nicht immer eine FEV1 Messung durchgefihrt werden.

Bisher existiert keine einheitliche Definition fir Exazerbationen (Flume et al., 2009).

3.2.3 Messung der Lungenfunktionsparameter

Die Bestimmung der FEV1 und FVVC erfolgte mittels Plethysmografen (MasterScreen™ Body;
Jaeger®). Dabei wurden die Standards des European Respiratory Society Technical Statement
befolgt (Graham et al., 2019). LCI und FRC wurden mit Hilfe des Lungenfunktionsgeréates
(EasyOne Pro®; NDD Medical Technologies) bestimmt. Es wurde der Mittelwert aus drei
(mindestens aber zwei) Messungen gebildet. AulRerdem durfte sich zwischen den wiederholten
Messungen der FRC-Wert nicht um mehr als 10% unterscheiden. Weitere Kriterien fir das
Akzeptieren bzw. Ablehnen von Messergebnissen finden sich in Tabelle 7 in der Veroffentli-
chung von Robinson et al. (Robinson et al., 2013a).

3.2.4 Blutentnahme

Im Rahmen einer Kontrolluntersuchung wurde nach gangigen klinischen Standards Blut ent-
nommen und dieses im Zentrallabor der Universitatsmedizin Mainz analysiert.

Fur die vorliegende Arbeit war die Bestimmung von CRP, IgG, GOT, GPT, AP, IL-8 und die
Leukozyten-Anzahl notwendig.

3.2.5 Gewinnung der Stuhlprobe

Die Stuhlprobenentnahme erfolgte zu Hause durch die Eltern, mit Hilfe eines vor Licht und
Sauerstoff geschutzten stool-sampling-kit. Die Stuhlprobe wurde vor der Prozessierung maxi-
mal 24 Stunden gekuhlt aufbewahrt. Das Protokoll der Stuhlprobengewinnung an der Univer-
sitdtsmedizin Mainz wurde in (Knoll et al., 2017) beschrieben. Fir die vorliegende Arbeit war
die Messung von Calprotectin aus dem Stuhl notwendig. Die Durchfiihrung der Messung er-
folgte nach gangigem Protokoll durch das Zentrallabor der Universitdtsmedizin Mainz.

3.2.6  Probenasservierung )
Blutserum, Rachenabstriche und nativer sowie zellfreier Uberstand von Urin wurde bei -80°C
bis zur weiteren Analyse gelagert.

3.2.7 Probenprozessierung
Die Prozessierung erfolgte nach verschiedenen Protokollen, die im Folgenden erklart werden.

Um die Expektoration von Sputum zu foérdern, inhalierten die Studienteilnehmer 5-8 ml hyper-
tone Kochsalzlsung tber einen Vernebler (z.B. Pari-Boy). Wahrend und nach der Inhalation
wurde die Expektoration physiotherapeutisch unterstiitzt. Dieses VVorgehen wurde an dem Pro-
tokoll der ,,CF Sputum Induction Trial (CF-SpIT) - Studie angelehnt. (Ronchetti et al., 2018).
Ein genaues physiotherapeutisches Protokoll befindet sich im Anhang (Seite 126).

3.2.7.1 Sputum- Prozessierung
Um sicher zu stellen, dass die Trennung von Saliva und Sputum qualitativ hochwertig gelungen
ist, wurde eine mikroskopische Zellzéhlung durchgefiihrt. Die Anzahl der Plattenepithelzellen

22



muss dabei unter 10% aller Zellen liegen. Die Prozessierung des Sputums erfolgte immer direkt
nach der Gewinnung, mindestens aber innerhalb von zwei Stunden. Fur die Messung der Para-
meter wurden Sputumproben zum Teil wiederholt aufgetaut.

Induziertes Sputum wurde mit 0,1% Dithiothreitol (DTT) (mal 2 pro Gewicht in Milliliter) und
PBS (mal 4 pro Gewicht in Milliliter) verdiinnt. Nach Durchlauf durch einen 75-pum-Filter wur-
den die Proben fiir 10 Minuten bei 750 G zentrifugiert, um zellfreien Uberstand zu erhalten.
Die Durchflihrung der Sputumprozessierung wurde aus (Eckrich et al., 2017) enthommen, ein
genaues Protokoll befindet sich im Anhang (Seite 121). Sputumproben wurden nativ prozessiert
und hélftig mit Protease-Inhibitor versetzt bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert.

3.2.7.2 CBA-Messung: Zytokine im Sputum

Das Cytometric Bead Array (BD™ CBA Human Inflammatory Cytokines Fix Set System) mit
humanen inflammatorischen Zytokinen wurde laut Herstelleranleitung im Labor fir
padiatrische Immunologie durchgefiihrt. Dabei wurden die Konzentration von TNF-a, I1L-1-8,
IL-6, IL-8, IL-10 und IL-12p70 im Sputum-Uberstand mittels Flourescence-activated-cell
sorter (FACS) (BD LSR II; BD Biosciences) gemessen und ausgewertet (FCAP Array Software
v3.0; BD Biosciences). Vom Hersteller angegebene Detektionslimits waren: IL-1p 7,2pg/ml;
IL-8 3,6pg/ml; 116 2,5pg/ml; IL-10 3,3pg/ml und TNF-a 3,7 pg/ml. Es wurde laut Hersteller
keine Kreuzreaktion gefunden.

3.2.7.3 Messung der neutrophilen Elastase

Aus 1:10 verdiinntem Sputum-Uberstand wurde die Konzentration der neutrophilen Elastase
(NE) bestimmt. Hierzu wurde der verdiinnte Sputum-Uberstand mit NE-Puffer (100mM TRIS,
500nM NaCl, pH7,5) versetzt und MeO-Suc-AAPV-pNA- Substrat (chromogenes Substrat) (©
2021 Merck KGaA, Darmstadt, Germany) hinzugefugt. Die Messung erfolgte bei 405 nm. Als
Negativkontrolle wurde Sputum mit dem kompetitiven humane NE Inhibitor Sivelestat (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) versetzt. Die Analyse erfolgte mittel Floureszenz-Plate-Reader
(Tecan Spark; Tecan Trading AG, Switzerland,). Das Verfahren der Analyse wurde aus Dittrich
et al. entnommen. Ein genaues Protokoll befindet sich im Anhang (Seite 125).

3.2.7.4 Cathepsin B Bestimmung

Um die Cathepsin B Konzentration im zellfreien Urinuberstand zu bestimmen, wurde ein
ELISA nach Anleitung des Herstellers durchgefuhrt (Human Cathepsin B ELISA Kit, Abcam).
Die Analyse erfolgte mittels Plate Reader (TECAN Spark; Tecan Trading AG, Switzerland).
Die vom Hersteller angegebene Sensitivitatsgrenze lag bei <5pg/ml und der Streubreite bei 156-
10000 pg/ml. Es wurde keine Kreuzreaktion mit anderen Proteinen berichtet.

Die Bestimmung von IgM, IgG, CRP, Leukozyten-Anzahl, IL-8, GOT, GPT, AP und Calpro-
tectin erfolgten durch die Mitarbeiter des Zentrallabors nach dem Standardprotokoll der Uni-
versitatsmedizin Mainz.

Die Bestimmung von IgG aus dem Serum erfolgte mit dem Alinity ¢ Immunoglobulin G und
M Reagent Kit in einem Immunoassay (Abbott, Abbott Park, Illinois, U.S.A.) ebenso die Mes-
sung des CRP mit dem Alinity ¢ CRP Vario Wide Range Calibrator Kit. (Abbott, Abbott Park,
Illinois, U.S.A))

Die Messung der Leukozyten-Anzahl erfolgte mit dem ADVIA® 2120i System (Siemens
Healthcare GmbH).

Die Konzentration des Calprotectin im Stuhl wurde mit einem monoklonalen Antikdrper mittels
Quantum Blue® fecal extended (BUHLMANN Diagnostics Corp; Amherst USA) gemessen. Auf-
grund fehlender Stuhlproben, wurde eine zweite Nachmessung durchgefihrt. Diese erfolgte aus
bei -80°C gefrorenem Stuhl. Der Hersteller empfiehlt die Messung mit bereits gefrorenem Stuhl
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nicht. Die zweite Messung wurde mit der ersten verglichen und nur Proben akzeptiert, die von
der ersten Messung nicht mehr als 10% abwichen. Daraus wurde der Mittelwert gebildet. Feh-
lende Werte aus nicht gefrorenem Stuhl wurden um die Messungsergebnisse der gefrorenen
Konzentrationsmessung erganzt.

3.3  Statistische Methoden

3.3.1 Verwendete Software
Die folgenden statistischen Methoden wurden mit Hilfe der Software IBM SPSS Statistics Ver-
sion 23 durchgefihrt.

3.3.2 Auswertung der Fragebdgen

Die Auswertung der CFQR Fragebtgen (siehe Anhang Seiten 129-137) wurde mit Hilfe der
Cystic Fibrosis Questionnaire-Revised Application durchgefihrt. (Aufruf am 15.04.2021; Ver-
sion 0.17.9 (Marco Gelpi, 2017) https://cfqr.github.io/)

3.3.3 Deskriptive Statistik

Um die Veranderungen der verschiedenen Biomarker und Fragebdgen-Kategorien im Verlauf
grafisch darzustellen, wurden Boxplot-Diagramme gewahlt. Da es sich um eine kleine Kohorte
mit zum Teil sehr individuellen Veranderungen handelt, wurden zur Veranschaulichung auch
Streudiagramme gewahlt. Des Weiteren wurden Median, erstes und drittes Quartil, Mittelwert
und Standardabweichungen dargestellt.

Parameterwerte, die vom Zentrallabor der Universitatsmedizin Mainz als unter der Nachweis-
grenze liegend angegeben wurden, wurden als von der Nachweisgrenze halbierter Wert ver-
wendet. (z.B. CRP <0,2 mg/l wurde als 0,1 mg/| fur statistische Auswertungen verwendet).

3.3.4 ANOVA mit Messwiederholung

Zur statistischen Analyse der Inflammationsparameter und Fragebdgen-Kategorien im Verlauf
Uber die ersten 5 Visits wurde eine ANOVA mit Messwiederholung durchgefiihrt. Mittels
Mauchly-Tests wurde die Sphérizitat bestimmt. Ist diese signifikant, gilt sie als nicht gegeben.
Da eine Verletzung der VVoraussetzung der Spharizitét vorlag, wurde eine Greenhouse - Geisser
Korrektur der Freiheitsgrade vorgenommen. Bei der Auswertung wird die Signifikanz p nach
Greenhouse-Geisser angegeben.

Die Spharizitat beschreibt, dass die Differenzen aller Stufen der unabhé&ngigen Variablen gleich
sind. Dies ist im vorliegenden Fall nicht gegeben.

Der Mauchly-Test ist stark abhéngig von der Stichprobengrof3e und der Normalverteilung der
Daten. Bei der vorliegenden kleinen Kohorte ist der Test nur mit Einschrankungen in der Lage,
korrekt Spharizitat zu bestimmen.

Eta-Quadrat (i?) ist die Effektgrole, die die Auswirkung des Medikaments auf die Patienten
beschreibt. Mit Hilfe von Eta-Quadrat kann die Effektstarke von Cohen (Cohens’f) bestimmt
werden. Somit kann eine Aussage getroffen werden, welcher Anteil der Verdnderungen auf die
Wirkung des Medikaments zuriickgefuhrt werden kénnen.

Die Effektstarke nach Cohens’f kann dabei wie folgt eingeteilt werden.

Tabelle 12 Effektstarken Cohens’f

Schwach | 0,1 <f<0,25
Mittel 0,25<f<0,4
Stark >0,4
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Die Berechnung von der Effektstarke nach Cohen erfolgt mit Hilfe der folgenden Formel:

2 nz
1—1n2
Da in diesem Modell die Anzahl der Messwiederholungen nicht die Anzahl der Probanden
Uberschreiten darf, ist nur die Auswertung fur das erste Jahr moglich. Ansonsten ist der Test

unbestimmt. Weiterhin zul&ssig ist die Auswertung von Visit 5 bis Visit 9, um Veranderungen
im zweiten Jahr auf Signifikanzen zu prifen.

3.3.5 Lineares gemischtes Modell

Zur gesamten Auswertung der 9 Visits wurde ein lineares gemischtes Modell verwendet. Dieses
Modell eignet sich auf Grund der geringen Individuen Anzahl und der fehlenden Werte, die
zum Beispiel durch fehlende Sputumexpektoration zustande kamen. Signifikante Ergebnisse
kdnnen hier die Wirkung des Medikaments erklaren. Die Signifikanz p bezieht sich auf den
festen kategorialen Effekt der Visits. Die Patienten gehen als zufélliger Effekt ein.

Der abhéngige Parameter ist jeweils der zu untersuchende Messwert.

Der F-Wert und die Signifikanz wurden mittels Tests vom Typ Il auf feste Effekte bestimmt.
Mit dem F-Wert werden signifikante Auswirkungen auf die Antwortvariable bestimmt.

3.3.6 Gepaarter T-Test

Um signifikante Unterschiede zwischen vor der Medikamenteneinnahme und nach einem bzw.
zwei Jahren dazustellen, wurde ein gepaarter T-Test verwendet.

Die Effektstarke des gepaarten T-Test kann mittels Cohen’s d, mit folgender Formel bestimmt

werden.
T

Jaf +1

Die Interpretation der Effektstéarke sieht wie folgt aus:

d, =

Tabelle 13 Effektstarke Cohen’s d,

Schwacher Effekt | |d] =0,2
Mittlerer Effekt |d| =0,5
Starker Effekt |d| =0,8
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Lineares gemj|schtes Modell

T Test T Test
1 | | L
| | | |
Vi1 V2 V3 V4 VS V6 V7 V8 Vo
| | |
I!I II|II
ANOVA mit ANOVA mit
Messwiederholung Messwiederholung

Abbildung 5 Uberblick tiber die verwendeten statistischen Tests

3.3.7 Spearman-Korrelationen

Um Zusammenhange zwischen verschiedenen Parametern zu untersuchen, wurde die zweisei-
tige, ungerichtete Spearman-Korrelation verwendet, da keine Normalverteilung der Daten vor-
lag.

Der Korrelationskoeffizient Spearman-Rho kann dabei Werte zwischen -1 und 1 annehmen.
Dabei spricht |1] fir einen kompletten linearen Zusammenhang und O flr keinen linearen Zu-
sammenhang. Zusatzlich wird die Signifikanz p angegeben. Da kein multiples Testen durchge-
fiihrt wurde, kann dabei kein genereller Nachweis erbracht werden, sondern nur ein Hinweis
auf Zusammenhang.
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4 Ergebnisse

4.1 Darstellung der gewonnen Proben

At der Probe

B F.achenabstrich
B Sputumprobe

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Visit

Abbildung 6 Anzahl der gewonnenen Sputumproben und Rachenabstriche tber die Visits; n=7, ab Visit 6
n=6; *: bei Visit 8 erfolgte keine Physiotherapie, ein Patient expektorierte spontan

Die Abbildung 6 zeigt die Anzahl der gewonnenen Sputumproben und Rachenabstriche (iber
die Zeit der Datenerhebung verteilt. Die Anzahl der Sputumproben nimmt zum Ende des Un-
tersuchungszeitraums ab, da die Patienten trotz Physiotherapie keine Sputumexpektoration
mehr durchfiihren konnten. Ein Patient ist nach dem funften Visit aus der Studie ausgeschieden.
Bei der achten Vorstellung wurde keine Physiotherapie zur Expektoration durchgeftihrt und ein
Patient konnte zu diesem Zeitpunkt spontan expektorieren. In 40 von 54 Fallen war die Sputum-
expektoration moglich (74%).

Die mikrobielle Analyse der Sputumproben wurde in jedem Fall durchgefhrt. Fur die inflamm-
atorische Analyse war die expektorierte Menge nicht immer ausreichend (vgl. Abbildung 7 und
8).

Einige Patienten konnten sehr regelméRig Sputum expektorieren, sodass eine kontinuierliche
Analyse von Sputum zu jedem Visit-Zeitpunkt moglich war. Somit stellen Sputumproben eine
nicht-invasive, aber sehr aussagekraftige Moglichkeit der Diagnostik dar.
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Abbildung 7 Darstellung der Sputumproben fiir die mikrobiologische Analyse
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Abbildung 8 Darstellung der Sputumproben, die genug VVolumen fur die inflammatorische Analyse aufwie-
sen
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4.2 Darstellung der mikrobiologisch nachgewiesenen Bakterien- und Pilzarten in
Sputumproben und Rachenabstrichen

Patient 1
Visit 1 2 3 4 5 6 7 9

Sputum 0 “
Rachen-
abstrich

Patient 2

Visit 1

2
Sputum ‘

Rachen-
abstrich

Patient 3

Visit 1 2

3
Sputum ‘ " " ‘.
Rachen- ‘ ‘
abstrich ‘
Patient 4

Visit 1 2 3 4 5 6 7 9

Rachenab-
strich

29



Patient 5
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Nachweise

Lautropia mirabilis
Candida
Staphylococcus aureus
Haemophilus influenzae
Serratia marcescens
Moraxella catarrhalis
Streptococcus pyogenes
Stenotrophomonas maltophilia
Nocardia

Aspergillus fumigatus
Aspergillus versicolor
Schimmelpilz
Nonfermenter
Penicillinum

Kein Sputum

Kein Rachenabstrich
Kein Wachstum

BEEORCORCOOREOSECORORO

Abbildung 9 Darstellung der gefunden Bakterien und Pilze tber den Untersuchungszeitraum und fehlende
Nachweise pro Patienten und die Legende

In vier Féllen wurden anfanglich gefundene Pilz- und Bakteriennachweise zum Ende des Un-
tersuchungszeitraums nicht noch einmal gefunden, sodass eine Verdnderung der Besiedelung
angenommen werden kann. In 19 von 43 Féllen (44%) unterscheiden sich die Nachweise von
Rachenabstrich und Sputum.

Auch im Gesamten féllt der groRe Unterschied zwischen Rachenabstrich und Sputumprobe auf
(Abbildung 10):

31



absolute Haufigkeiten der Bakterien- und Pilznachweise
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m Darstellung der absoluten Haufigkeitsverteilung der Bakterien- und Pilzarten im Sputum flr die ersten 5
Visits

m Darstellung der absoluten Haufigkeitsversteilung der Bakterien- und Pilzarten im Rachen-
abstrich fiir die ersten 5 Visits

Abbildung 10 Nachweise in Sputum und Rachenabstrich

Der grolRe Unterschied der Nachweise zeigt sich auch kumulativ beim Vergleich von Sputum
und Rachenabstrich. Dabei kann im Sputum eine groliere Diversitidt nachgewiesen werden.,
Streptococcus pyogenes, Aspergillus versicolor, Schimmelpilz, Nonfermenter und Penicillinum
spezies werden durch mikrobiologische Anzucht nur im Sputum nachgewiesen.
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e Sputum Mittelwert == Rachenabstrich Mittelwert

Abbildung 11 Anzahl der verschiedenen nachgewiesenen Bakterien- und Pilzarten im Mittelwert

Die Grafik zeigt die schwankende Diversitat der Bakterien - und Pilznachweise im Mittelwert
fur alle Patienten pro Untersuchung im Verlauf Gber 2 Jahre. Ersichtlich wird die leichte Diver-
sitdtszunahme im Sputum.

Visit 1 ll Visit 5

n==6 n=4

Visit 9

n==6

Abbildung 12 mikrobiologischer Nachweis von Bakterien- und Pilzarten im Sputum aller Patienten zum 1.
Visit, 5. Visit und 9. Visit; n=Anzahl der verschiedenen Arten

n=8 n=4
Abbildung 13 mikrobiologischer Nachweis der Bakterien- und Pilzarten im Rachenabstrich aller Patienten
zum 1. Visit, 5. Visit und 9. Visit; n= Anzahl der verschiedenen Arten (Farblegende wie oben)

n=5
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4.3 Exazerbationen und Antibiotikaeinnahmen
Bedeutend fur die Krankheitsprogression sind Exazerbationen. Im Folgenden wird die Anzahl
der Exazerbationen und die Anzahl der Antibiotikaeinnahmen dargestellt.

Exazerbation

Patient 1

1

Patient 2

Patient 3

Patient 4

Patient 5

Patient 6

Patient 7

Vi V2 V3 V4 \VEl Ve V7 V8 Ve

1 Jahr vor
LUM/IVA 1. Untersuchungsjahr 2. Untersuchungsjahr

Abbildung 14 Darstellung der Anzahl der Exazerbationen; jeder Kasten steht fiir einen Patienten und eine
Exazerbation im Zeitraum zwischen den Visits bzw. ein Jahr vor der ersten Einnahme von Lumacaftor/Ivacaftor

Antibiotika

[] []
= H B N

vl v2 V] V4 V3 V& v7 va V3

1 Jahr vor LUM/IVA 1. Untersuchungsjahr 2. Untersuchungsjahr

Abbildung 15 Darstellung der Antibiotikaeinnahmen; ein Kasten entspricht einer Einnahme von 2 Wochen je
Antibiotikum pro Patienten im Zeitraum zwischen den Visits bzw. ein Jahr vor der ersten Einnahme von Lu-
macaftor/lvacaftor
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Ein Jahr vor dem Beginn der Therapie mit Lumacaftor/lvacaftor traten insgesamt 11 Exazerba-
tionen auf, im ersten Untersuchungsjahr 13 und im zweiten Untersuchungsjahr 6, sodass im
zweiten Jahr eine starke Abnahme ersichtlich wird.

Einen &hnlichen Verlauf zeigt auch die Einnahme von Antibiotika. Ein Jahr vor Beginn der
Studie wurde von den Patienten insgesamt 14-mal Antibiotika eingenommen, wobei eine Ein-
nahme fir eine 14-tagige Therapie steht. Im ersten Untersuchungsjahr waren 16 Antibiotikaga-
ben nétig und im zweiten Jahr nur noch 5.

Die Auswertung erfolgte dabei retrospektiv. Antibiotikaeinnahmen und Exazerbationen, die
nach Visit 1 und vor Visit 2 auftraten, sind auch in der Grafik in den Zeitraum zwischen den
jeweiligen Visits eingeordnet.

Nicht bei jeder Exazerbation wurde von den Patienten Antibiotika eingenommen, auBerdem
wurden Antibiotika auch bei anderen Erkrankungen verwendet, wodurch die Unterschiede der
beiden Tabellen erklarbar sind.

4.4  Systemische Entzindungsparameter

Analysiert werden im Folgenden der Verlauf von 1gG, der Leukozyten-Anzahl, CRP und IL-8.

441 19G
20 007
15,004
5]
=
(':.":‘n 10,004
i
5,004
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1 2 3 4 5 T 9
Visit

Abbildung 16 1gG (g/l) aus Blutproben Gber den Untersuchungszeitraum; n=7, ab Visit 7 n=6
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Abbildung 17 absolute 1gG (g/l) Konzentrationen der einzelnen Patienten Uiber den Untersuchungszeit-
raum; n=7

Tabelle 14 Deskriptive Statistik fur 1gG wahrend des Untersuchungszeitraums; n= Probandenanzahl; SD=
Standardabweichung

Visit 1 2 3 4 5 7 9
Anzahl n 7 7 7 7 7 6 6
Mean (SD) 116 (43) 1 94(2,9 |1 9,6 (35) [ 96(4,3) | 9,7(4,6) | 9,7(47) | 99(4,7)
Median 11,8 9,6 9,2 8,1 7,6 9,5 9,6
25.-75.Quartil | 8,4-14,1 (74-11,2|74-119(6,3-13,3|6,2-13,3(59-12,6(6,2-13,4

Tabelle 15 Auswertung der ANOVA mit Messwiederholung fur das erste Untersuchungsjahr

Signifikanz p nach Partielles Eta-Quadrat Effekistarke Sphérizitat
Parameter . . nach Co-

Greenhouse-Geisser | nach Greenhouse-Geisser hen's f MauchlyTest
IgG 0,023 0,511 1,02 0,099
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Erstes Jahr

Es zeigt sich eine Abnahme der 1gG-Konzentration von anfanglich im Median 11,8g/l auf
7,69/1. Eine signifikante Abnahme bei der ANOVA mit Messwiederholung ergab sich bis zum
5. Visit (p=0,023). Die Effektstarke nach Cohen “s f (1,02) gibt einen starken Effekt der Inter-
vention an. Durch die Berechnung des partiellen Eta-Quadrat nach Greenhouse-Geisser kénnen
51% der Veranderung auf das Medikament zurtickgefihrt werden.

Zweites Jahr

Im zweiten Jahr kam es zu einer Erhohung der Werte. Dabei wurde das Ausgangsniveau aber
nicht wieder erreicht.

Bei der Analyse von Visit 5 bis Visit 9 mit Hilfe der ANOVA mit Messwiederholung wurde
kein signifikanter Anstieg (p=0,499) nachgewiesen.

Tabelle 16 Auswertung der ANOVA mit Messwiederholung fir das zweite Untersuchungsjahr (V5 —V9)

Signifikanz p nach Partielles Eta-Quadrat Efektstarke Sphérizitat
Parameter . . nach Co-
Greenhouse-Geisser | nach Greenhouse-Geisser hen's f MauchlyTest
IgG 0,499 0,117 0,36 0,394

Im gepaarten T-Test ergab sich fur den Vergleich von Visit 1 und 9 eine signifikante Verande-
rung mit der Effektstarke nach Cohen’s d, von 4,69 (p<0,01). Somit weist dieses Modell einen
starken Effekt (ber beide Untersuchungsjahre nach.

Im allgemeinen linearen Modell ergab sich im Test vom Typ |1l auf feste Effekte ein F-Wert
von 0,199 (p=0,98) fir den gesamten Untersuchungszeitraum.
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Abbildung 18 Konzentration der Leukozyten im Blut Uber den Untersuchungszeitraum; n=7 ab Visit 7 dann
n=6; (ANOVA und allgemeines lineares Modell)

38



Physiologische

15,00 Patient
®
@
3
" » .4
o5
6
= 10,007 L . & @7
= °
| ] [ ]
% : o '
= L . .
[ ] [ ]
5,00- o . o .
=
.00 T T T | T T
1 g 3 4 5 7 9
Visit

Konzentration

Abbildung 19 Fallende Konzentration der Leukozyten-Anzahl im Blut der einzelnen Patienten tiber den
Untersuchungszeitraum; n=7, ab Visit 7 dann n=6

Tabelle 17 Deskriptive Statistik der Leukozyten-Anzahl

Visit 1 2 3 4 5 7 9
Anzahl n 7 7 7 7 7 6 6
Mittelwert (SD)| 9,3(2,3) | 7,5(2,3) | 6,2(1,2) | 6,4(1,9) | 58(1,3) | 7,1 (1,8) | 6,4 (1,4)
Median 9,9 6,6 6,6 6,4 5,2 7,2 5,9
25.-75. Quartil (7,0-11,0|6,0-84(51-68|51-73|49-71|54-88]53-7,2

Tabelle 18 Auswertung der ANOVA mit Messwiederholung fur die Leukozyten-Anzahl im ersten Untersu-

chungsjahr
Signifikanz p nach partielles Eta-Quadrat Effekistarke Sphérizitat
Parameter . . nach Co-
Greenhouse-Geisser | nach Greenhouse-Geisser hen's f MauchlyTest
Leukozyten 0,034 0,401 0,82 0,544
Erstes Jahr

Auch die Leukozyten-Anzahl fallt Uber den Untersuchungszeitraum ab. Eine signifikante Ver-
minderung kann bis Visit 5 mittels ANOVA mit Messwiederholung nachgewiesen werden.
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Bei der ANOVA mit Messwiederholung wird ein starker Effekt (Cohen’s f 0,82 p=0,034) be-
schrieben und durch die Berechnung des partiellen Eta-Quadrat nach Greenhouse-Geisser kon-
nen 40% der Veranderungen auf das Medikament zurlickgefiihrt werden.

Zweites Jahr

Auch hier ist ein Anstieg zum Ende des Untersuchungszeitraums zu beobachten, der nicht Gber
den Ausgangswert von Visit 1 steigt. Dabei lag die Leukozyten-Konzentration wahrend des
gesamten Beobachtungszeitraums im, vom Zentrallabor der Universitatsmedizin Mainz gege-
benen physiologischen Bereich (4,5-13 /nl).

Tabelle 19 Auswertung der ANOVA mit Messwiederholung fiir die Leukozyten-Anzahl im zweiten Unter-
suchungsjahr

Signifikanz p nach partielles Eta-Quadrat Effekistarke Spharizitat

Parameter . . nach Co-
Greenhouse-Geisser | nach Greenhouse-Geisser hen's f MauchlyTest

Leukozyten 0,356 0,143 0,41 0,5

Im gepaarten T-Test ergab sich fiir den Vergleich von Visit 1 und 9 der Leukozyten-Anzahl
eine grolRen Effektstarke nach Cohen’s d, von 1,51 (p=0,014).

Im allgemeinen linearen Modell ergab sich im Test vom Typ Il auf feste Effekte ein F-Wert
von 2,562 (p=0,034) fur den gesamten Untersuchungszeitraum.
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Abbildung 20 Darstellung des CRP Wertes im Blut im Verlauf; n=7 ab Visit 7 n=6
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Abbildung 21 Darstellung des CRP Wertes im Blut im Verlauf; n=7 ab Visit 7 n=6

Tabelle 20 Deskriptive Statistik der CRP Konzentration Uber 9 Visits; n=7 ab Visit 7 n=6

Physiologischer
Wert:<5mg/I

Visit 1 2 3 4 5 7 9

n 7 7 7 7 7 6 6
Mittelwert

(SD) 2,0(3,3) 104(0,4)[0,7(0,9109(13) [0,7(1,4)| 1,3(15) |11(14
Median 0,25 0,25 0,20 0,44 0,20 0,27 0,16
25.-75. Quar- 0,15 - 0,21 - 0,1- 0,26 - 0,1 - 0,14 - 0,1-
til 1,85 0,5 1,11 0,65 0,24 2,47 2,15

Tabelle 21 Auswertung der ANOVA mit Messwiederholung fir die CRP- Konzentration (V1- V5)

Signifikanz p nach partielles Eta-Quadrat Effekistarke Spharizitat
Parameter . . nach Co-
Greenhouse-Geisser | nach Greenhouse-Geisser hen's f MauchlyTest
CRP 0,38 0,14 0,40 <0,01
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Erstes Jahr

Durch die ANOVA mit Messwiederholung kann nur ein mittlerer Effekt nach Cohen’s f be-
schrieben werden (p=0,38). Durch die Berechnung des partiellen Eta-Quadrat kénnen nur 14%
der Veranderung auf den Einsatz von Lumacaftor/lvacaftor zurtickgeftihrt werden.

Zweites Jahr

Der gepaarte T-Test fur CRP ergab die Effektstarke nach Cohen’s d, einen mittleren Effekt
von 0,27 (p=0,53). Die Effektstarke nach Cohen’s d, ergibt einen mittleren Effekt von 0,27.

Im allgemeinen linearen Modell ergab sich im Test vom Typ Il auf feste Effekte ein F-Wert
von 0,553 (p=0,765) fur den gesamten Untersuchungszeitraum.

Da Patient 2 erst kurz vor Visit 1 eine Exazerbation erlitt, 1asst sich der stark erhéhte CRP Wert
erklaren. Auch bei Patient 3 sind die hoheren CRP Werte auf Exazerbationen zurickfihrbar.
CRP Werte unter 5mg/l werden als physiologisch angesehen.

451 IL-8im Blut
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Abbildung 22 Darstellung IL-8 (pg/ml) tber den Zeitraum; n=7 ab Visit 7 n=6
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Abbildung 23 Darstellung 118 (pg/ml) Uber den Zeitraum; n=7 ab Visit 7 n=6
Tabelle 22 Deskriptive Statistik der 1L-8 Konzentration
Visit 1 2 3 4 5 7 9
n 7 7 7 7 7 6 6
Mittelwert (SD) | 21,2 (16,3) | 21,5 (6,5) | 17,38 (8,8) | 28,9 (16,6) | 17,9 (12,0) | 20,5 (14,8) | 9,9(5,9)
Median 17,7 23 16,7 25,5 12,7 22,75
25. - 75. Quartil | 12,9-26,7|17,9-26,7|126-21,4|21,0-29,2|11,3-17,3| 8,9-344 [6,4-11,0

Im Untersuchungszeitraum sinkt der Median von Visit 1 (17,7 pg/ml) bis Visit 9 (8 pg/ml).
Dabei kommt es zwischenzeitlich aber zu einem starken Anstieg.

Auf Grund fehlender Daten konnte keine ANOVA durchgefiihrt werden.

Im Vergleich von V1 und V9 ergab sich im T-Test eine grol3e Effektstarke Cohen’s d, von 2,9
(p=0,152).

Im allgemeinen linearen Modell ergab sich im Test vom Typ |1l auf feste Effekte ein F-Wert
von 0,835 (p=0,553) fir den gesamten Untersuchungszeitraum.
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4.6 Intestinale Inflammationsparameter
4.6.1 Calprotectin
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Abbildung 24 Darstellung der Calprotectin Konzentration aus Stuhlproben; Signifikanz ist mit * gekenn-
zeichnet; da bei Visit 1 und 9 nur 3 Werte vorlagen ist die Darstellung mittels Boxplot nicht zul&ssig
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Abbildung 25 Konzentration von Calprotectin (ug/g) im Stuhl fir den Untersuchungszeitraum; Signifi-
kanz ist mit * gekennzeichnet

Tabelle 23 Probenanzahl n; Mittelwert (Mean), Standardabweichung (SD), Median und Quartil von Cal-
protectin (ug/g), Visit 1 bis 9; n= Anzahl der Patienten

Visit 1 2 3 4 5 6 7 8 9
n 7 7 5 6 7 4 6 4 5
Mean 4233 | 89,93 | 52,1 | 2034 85,7 495 | 1139 | 2178 486,6
(SD) (388,5) | (50,7) | (19,2) | (273,6) | (65,8) | (13,1) | (81,8) | (266,7) | (758,4)
Median 215 80 64 99,75 63 51 79,5 79,5 93
25.- 75. 108- | 58,3- | 52- 246- | 385-|395-| 70,4- | 38,3- 87 -
Quartil 7425 | 126,5 | 64,5 182 1275 61 105,5 259 202
Tabelle 24 Auswertung der ANOVA mit Messwiederholung fur Visit 1 bis 5
Signifikanz p nach partielles Eta-Quadrat Effektstarke Sphérizitat
Parameter . . nach Co-
Greenhouse-Geisser | nach Greenhouse-Geisser hen's f MauchlyTest
Calprotectin 0,26 0,37 0,76 0,42
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Erstes Jahr

Mittels der ANOVA mit Messwiederholung konnte fiir das erste Jahr keine signifikante Ver-
minderung der Calprotectin-Konzentration dargestellt werden (p=0,26). Der Median sinkt aber
von 215 pg/g auf 63 pg/g.

Zweites Jahr

Im zweiten Untersuchungsjahr stieg die Calprotectin-Konzentration wieder auf 93 pg/g. Die
anfangliche Konzentration wurde aber nicht wieder erreicht. Es konnten keine signifikanten
Verénderungen nachgewiesen werden, einzelne Patienten profitieren aber stark. Die Durchfiih-
rung der ANOVA flir das zweite Jahr war nicht moglich.

Die Auswertung des T-Tests von Visit 1 und 9 ergab ein Cohen’s d, von 0,19 (p=0,69).

Im allgemeinen linearen Modell ergab sich im Test vom Typ |l auf feste Effekte ein F-Wert
von 1,3 (p=0,269) fur den gesamten Untersuchungszeitraum.

Die Analysen von intestinalen und systemischen Inflammationsparametern ergaben somit ver-
minderte Werte im Verlauf des Untersuchungszeitraum.

4.6.2 Alkalische Phosphatase
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Abbildung 26 Darstellung der Konzentration der alkalischen Phosphatase (U/l) im Untersuchungszeit-
raum; n=7 ab Visit 6 n=6
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Abbildung 27 Darstellung der Konzentration der alkalischen Phosphatase (U/l) im Untersuchungszeit-
raum

Tabelle 25 deskriptive Statistik der alkalischen Phosphatase (U/l)

Visit 1 2 3 4 5 7 9

n 6 5 6 7 7 4 6
Mittelwert 319,8 | 225 251 | 2306 | 2477 238 255,5
(SD) (33,7) | (31,8) | (61,7) | (366) | (51,4) | (155) (67,1)
Median 312 228 230 237 239 239 248
25. - 75. 301,5- | 212- | 205- | 1985- | 209- | 226,8- | 2055-
Quartil 318 250 303 254 2765 250,3 264,3

Im Median sank die Konzentration der alkalischen Phosphatase von anfanglich 312U/1 auf
248 UII.

Tabelle 26 Auswertung der ANOVA mit Messwiederholung fir Visit 1 bis 5

Signifikanz p nach partielles Eta-Quadrat Effekistarke Sphérizitat
Parameter . . nach Co-
Greenhouse-Geisser | nach Greenhouse-Geisser hen's f MauchlyTest
AP 0,158 0,682 1,464 0,44

Die ANOVA mit Messwiederholung ergab fur das erste Untersuchungsjahr eine Effektstarke
nach Cohen’s f von 1,464 (p=0,158).

48



Im gepaarten T-Test ergab sich fur den Vergleich von Visit 1 mit Visit 9 eine mittlere Effekt-
stérke nach Cohen’s d,von 0,7 (p=0,07).

Im allgemeinen linearen Modell Uber den gesamten Untersuchungszeitraum ergab sich im Test

vom Typ Il auf feste Effekte ein F-Wert von 2,214 (p=0,066) fur den gesamten Untersuchungs-
zeitraum.

Als normale Werte werden vom Zentrallabor der Unimedizin Mainz Werte unter 321 U/I
(bzw. fur jungere Patienten 288 U/l) angegeben. Somit wiesen 2 Patienten vor Therapiebe-

ginn erhéhte Konzentrationen der alkalischen Phosphatase auf. Nach 2 Jahren weist nur 1 Pa-
tient pathologisch erhéhte Werte auf.

4.7 Cathepsin-Bestimmung aus Uriniberstand
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Abbildung 28 Cathepsin B Bestimmung aus Uriniiberstand; n=7; AusreiRer nach oben sind durch Patient 6
entstanden; AusreiRer nach unten durch Patient 1
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Abbildung 29 Cathepsin B Konzentration der einzelnen Patienten

Tabelle 27 Deskriptive Statistik der Cathepsin Konzentration (ng/ml) im Urin fir Visit 1 bis Visit 5; n =
Anzahl der Patientenproben; SD= Standardabweichung; n=Probandenanzahl

Visit 1 2 3 4 5
n 5 7 7 5 7

Mittelwert (SD)| 1,07 (0,47) 1,03 (0,78)]1,31 (0,80) | 1,59(1,09) [ 1,14 (0,97)
Median 1,10845 | 0,783495 | 1,105185 | 12654 | 0,76244
25. Quartil 0,941455 |0,5193325| 0,97377 | 1,24165 | 0,626895
75. Quartil 1,4665 |1,1711275| 1,311775 | 1,29925 | 0,989765

Die Cathepsin B Konzentration im Urintiberstand nimmt im Verlauf ab. Hervorstechend ist der
Verlauf von Patient 6.

Tabelle 28 Auswertung der ANOVA mit Messwiederholung fur Visit 1 bis 5

Parameter Signifikanz p nach partielles Eta-Quadrat Ezfaegﬁsgge Spharizitat
Greenhouse-Geisser | nach Greenhouse-Geisser hen's f MauchlyTest
Cathepsin 0,24 0,22 0,52 0,00
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Die ANOVA mit Messwiederholung ergab fiir das erste Untersuchungsjahr eine Effektstarke
nach Cohen’s f von 0,52 (p=0,24).

Im Vergleich von Visit 1 und Visit 5 ergab sich keine signifikante Verdnderung im gepaarten
T-test mit Cohen’s d,= 0,58 (p=0,17).

Im allgemeinen linearen Modell ergab sich im ersten Untersuchungsjahr im Test vom Typ |11
auf feste Effekte ein F-Wert von 0,333 (p=0,853) fur den gesamten Untersuchungszeitraum.

4.8 Inflammationsparameter im Sputum

4.8.1 Bestimmung von TNF-a, IL-1p, IL-6 und IL-8 mittels Cytometric Bead Array

Tabelle 29 Darstellung des Mittelwertes (Mean) und der Standardabweichung (SD) fur TNF-a, IL-1p, IL-
6, IL-8 Uber den Untersuchungszeitraum (V1= Visit 1; V2= Visit 2; V3 = Visit 3; V4 = Visit 4; V5 = Visit 5;

n=4)

Parameter | MeanV1(SD) | MeanV2(SD) [ MeanV3(SD) | MeanV4(SD)| MeanV5(SD)
n 4 4 4 2 2
TNF-a 0,22 2,69 5,82 6,39 0,27
(pg/ml) (0,29) (2,87) (6,21) (V)] (0,27)
IL-1B 156,25 160,00 447,51 106,31 20,78
(pg/ml) (124,80) (147,52) (444,20) (83,77) (17,78)
IL-6 2,88 2,26 6,98 4,82 0,32
(pg/ml) (2,96) (1,70) (10,54) (4,60) (0,174)
IL-8 2664,72 2400,11 5648,50 4938,53 512,85
(pg/ml) (1313,97) (1776,08) (4059,33) (3041,11) (217,29)

Tabelle 30 Darstellung des Medians fur TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8 Uber den Untersuchungszeitraum (V1=

Visit 1; V2= Visit 2; V3 = Visit 3; V4 = Visit 4; V5 = Visit 5; n=4)

Parameter | MedianV1| MedianVV2 | MedianVV3 | MedianVV4 | MedianV/5
n 4 4 4 2 2
TNF-a

(pg/ml) 0,09 2,01 4,29 6,39 0,27
IL-1PB

(pg/ml) 155,72 130,10 304,37 106,31 20,78
IL-6

(pg/ml) 1,93 1,76 1,40 4,82 0,32
IL-8

(pg/ml) 2457 91 2221,60 6487,13 4938,53 512,85
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Abbildung 30 Ubgrsicht zu Konzentrationen (pg/ml) der Inflammationsparameter (TNF-a, IL-1p, IL-6,
IL-8) aus Sputum Uberstand; n=4
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Abbildung 31 TNF Konzentration der Sputumproben flr Visit 1 bis Visit 5
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Abbildung 32 IL-1p Konzentration im Sputum Uberstand fiir Visit 1 bis Visit 5
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Abbildung 33 I1L-6 Konzentration im Sputum Uberstand fiir Visit 1 bis Visit 5
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Abbildung 34 1L-8 Konzentration im Sputum Uberstand fir Visit 1 bis Visit 5
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Fur alle Parameter ergab sich eine Abnahme der Konzentration im Verlauf, aulRer fiir TNF-o.
Besonders der Abfall von IL-1f und IL-8 ist hervorzuheben.

Auf Grund der geringen Materialmenge konnte die Analyse der Inflammationsparameter aus
dem Sputum Uberstand nur bis zum 5. Visit durchgefiihrt werden.

Die Durchfiihrung von statistischen Tests ist auf Grund der geringen Patientenanzahl nicht
maoglich.

4.8.2 Neutrophile Elastase
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Abbildung 35 Konzentration der neutrophilen Elastase aus Sputum Uberstand fir Visit 1 bis 9

Die Messung der neutrophilen Elastase ergab konstante Konzentrationen im Verlauf Gber den
Untersuchungszeitraum von 2 Jahren fiir die einzelnen Patienten.

Im allgemeinen linearen Modell ergab sich im Untersuchungszeitraum im Test vom Typ Il auf
feste Effekte ein F-Wert von 0,918 (p=0,513) fiir den gesamten Untersuchungszeitraum.

Die ANOVA mit Messwiederholung und der T-Test konnten auf Grund geringer Datenmenge
nicht durchgefihrt werden.

Insgesamt kann fur die Analyse der respiratorischen Inflammationsparameter im Sputum keine
grolRe Veranderung im Verlauf des Untersuchungszeitraum festgestellt werden.
55



4.8.3 Leukozyten-Zahlung im prozessierten Sputum

Wenn ausreichend Sputum vorhanden war, wurde zur Qualitatskontrolle der Abtrennung von
Sputum und Saliva eine Zellzahlung vorgenommen. Dabei lag die Anzahl der gezéhlten Plat-
tenepithelzellen immer unter einem Wert von 10% an Zellen gesamt, sodass von einer Ausrei-
chenden Trennung von Sputum und Saliva ausgegangen werden kann.

Im Folgenden werden gefundene Leukozyten im Sputum in absoluten Werten dargestelit.

Tabelle 31 Absolute Anzahl von Leukozyten im prozessierten Sputum gerechnet auf 10 Zellen/ml.

Pl it Visit 2 Visit 3 Visit 4 Visit 5 Visit 9
1 Kein 0002 Zu wenig Kein Kein Kein
Sputum ' Sputum Sputum Sputum Sputum
2 0,92 00729 | ZUWeNg | qg5gy | ZUWeNig | gong
Sputum Sputum
3 4,67 1,4 0,255 0,1425 0,31 2,05
4 Zu wenig Zu wenig Zu wenig Kein Kein Kein
Sputum Sputum Sputum Sputum Sputum Sputum
5 3,02 ZU wenig 3,68 0,66 0,275 0,0885
Sputum
6 Zu wenig Zu wenig Zu wenig Zu wenig Zu wenig Zu wenig
Sputum Sputum Sputum Sputum Sputum Sputum
7 Kein Kein Kein Kein Kein Kein
Sputum Sputum Sputum Sputum Sputum Sputum
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4.9 BMI-Perzentilen Berechnungen der Patienten
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Abbildung 37 BMI Perzentilen; n=7 ab Visit 6 n=6 O = Patient 6 @ Patient 1
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Abbildung 38 BMI Perzentilen der Patienten im Untersuchungszeitraum

Tabelle 32 deskriptive Statistik der BMI Perzentilen tber den Untersuchungszeitraum; SD= Standardabwei-
chung, n= Anzahl der Probanden

Visit 1 2 3 4 5 6 7 8 9
n 7 7 7 7 7 6 6 6 6
Mittelwert | 27,9 | 31,3 | 30,1 | 344 36 358 | 402 | 425 37
(SD) (19,8) | (20,0) | (207) | 22,7 | (19.2) | (19,2) | (227) | (23,7) | (18,3)
Median 21 26 23 31 32 33 425 | 455 40
25.- 75, 135- | 21,0- | 17,0- | 225- | 245- | 31,5- | 27,0- | 29,8- | 33,0-
Quartil 330 | 375 | 360 | 440 | 420 | 450 | 51,3 | 553 | 455

Tabelle 33 Auswertung der ANOVA mit Messwiederholung fur Visit 1 bis 5

Signifikanz p nach artielles Eta-Quadrat Effekt- | Sphérizitat
Parameter Greenhouse-Geis- | " . starke nach | Mauchly-
nach Greenhouse-Geisser .
ser Cohen’s f | Test
BMI-Perzentilen 0,073 0,317 0,68 0,591

Bei der Auswertung der ANOVA mit Messwiederholung ergab sich fir Visit 1 bi 5 eine Ef-
fektstarke von Cohen’s f von 0,68 (p=0,073).

Der BMI war im T-Test signifikant hoher beim 5. Visit (p=0,049) im Vergleich zum ersten
Visit (starker Effekt nach Cohen’s d, 0,93|). Nach 2 Jahren ergibt sich jedoch kein signifikanter
59



Unterschied im gepaarten T-Test mehr (Cohen’s d,=|0,528| (p=0,252)). Auch wenn im Median
eine Erhéhung der BMI Perzentilen von 21 auf 40 ersichtlich wird, profitieren einzelne Patien-

ten nicht.

Im allgemeinen linearen Modell ergab sich im Untersuchungszeitraum (Visit 1 bis 9) im Test
vom Typ Il auf feste Effekte ein F-Wert von 0,274 (p=0,972) fur den gesamten Untersuchungs-

zeitraum.

4.10 Lungenfunktionsparameter
4.10.1 FEV1 in Prozent vom Sollwert
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Abbildung 39 Darstellung der FEV1 Messung in Prozent vom Soll-Wert, n=7 ab Visit 6 n=6; Ausreiller kom-
men durch die Ergebnisse von Patient 6 zustande
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Abbildung 40 Darstellung der FEV1 Messung in Prozent vom Soll-Wert, n=7 ab Visit 6 n=6

Tabelle 34 Deskriptive Statistik des FEV1 Wertes in Prozent vom Soll-Wert

Visit 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Mean | 96,84 | 97,73 | 101,51 | 101,74 | 1085 | 98,05 | 99,42 | 96,8 | 101,02
(SD) (17,96) | (9,64) | (25,38) | (20,89) | (16,68) | (21,91) | (21,71) | (23,35) | (18,52)
Median | 96,00 | 99,90 | 96,40 | 89,40 [103,10] 91,60 | 90,70 | 86,15 | 94,45
25. - 75.] 83,75- | 91,65 | 84,8- | 87,95- | 93,15- | 82,43 - | 87,45- | 83,05-| 90,9 -
Quantil | 108,05 | - 103 | 109,3 | 108,95 | 112,3 | 995 | 96,2 | 97,28 | 1034

Tabelle 35 ANOVA mit Messwiederholung; Auswertung fiir das erste Jahr, Visit 1 bis 5

Signifikanz p . Effekt- | Sphérizitat
Parameter nach Green- partielles Eta-Quad_r at stérke nach | Mauchly-
. nach Greenhouse-Geisser .
house-Geisser Cohen’s f Test
FEV1 in % vom Soll 0,412 0,137 0,398 0,083

Bei der ANOVA mit Messwiederholung ergab sich keine signifikante Veranderung (Effekt-
stéarke nach Cohen’s f=0,398 (p=0,41). Dasselbe gilt fiir den gepaarten T-Test im Vergleich
von Visit 1 und 9 (mittlere Effektstarke nach Cohen’s d, = [0,7] (p=0,17)).
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Im allgemeinen linearen Modell ergab sich im Untersuchungszeitraum (Visit 1 bis 9) im Test

vom Typ Il auf feste Effekte ein F-Wert von 0,125 (p=0,998) fiir den gesamten Untersuchungs-
zeitraum.

11,66

4,17
/ 2,57

-0,04
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 41 Absolute Veranderung vom Ausgangswert Uber den Untersuchungszeitraum

Auch der FEV1 Wert wurde in Prozent vom Sollwert berechnet, um das physiologische Wachs-
tum der Kinder mit einzubeziehen. Im Vergleich zum Beginn des Untersuchungszeitraums
ergibt sich eine leichte Verbesserung des FEV1 Wertes vom Soll von im Mittel 96,84% auf
101,2%. Der Median hingegen vermindert sich von 96% auf 94,45%. Somit féllt auf, dass nur
einzelne Patienten profitieren. Durchgehend besonders gute FEV1 Messungen weisen zwei der
drei jungeren Patienten auf (Patient 6 und 7).
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4.10.2 FVC -Messung
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Abbildung 42 FVC in Prozent vom Soll fir den Untersuchungszeitraum; n=7 ab Visit 6 n=6; Ausreiller
nach oben kommen durch Patient 6 zustande
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Abbildung 43 FVC in Prozent vom Soll flir den Untersuchungszeitraum; n=7 ab Visit 6 n= 6

Tabelle 36 Deskriptive Statistik fir FVC in Prozent vom Sollwert, n= Anzahl der Probanden; SD= Standardab-
weichung

Visit 1 2 3 4 5 6 7 8 9
n 7 7 7 7 7 6 6 6 6
Mittel- 99,1 | 103,6 | 1048 | 1041 | 106,6 | 106,2 | 103,5 | 101,7 | 101,0

wert (SD) | (12,5) | (10,5) | (16,9) | (16,9) | (14,9) | (18,6) | (16,5) | (17,4) | (18,5)
Median | 100,2 | 1042 | 98,9 | 96,1 | 102,5 | 102,7 | 99,4 | 92,25 | 94,45
25-75. | 93,4- | 96,1- | 90,6- | 91,4- | 97,5- | 90,7- | 90,4- | 91,1~ | 90,9 -
Quartil | 1033 | 106,9 | 111,8 | 1111 | 1117 | 1126 | 1075 | 105,8 | 103,4

Tabelle 37 ANOVA mit Messwiederholung fur Visit 1 bis Visit 5

Signifikanz p . Effekt- | Spharizitat
Parameter nach Green- partielles Eta—Quad_r at starke nach | Mauchly-
i nach Greenhouse-Geisser .
house-Geisser Cohen’s f Test
FVC in % vom Soll 0,39 0,15 0,42 0,16

Bei der ANOVA mit Messwiederholung flr die ersten 5 Visits ergibt sich keine signifikante
Verbesserung (p=0,39). Das gleiche gilt auch fur den gepaarten T-Test im Vergleich von Vi-
sit 1 und Visit 9 (schwache Effektstarke nach Cohen’s d, von |0,2[; p= 0,616;).
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Im allgemeinen linearen Modell ergab sich im Untersuchungszeitraum (Visit 1 bis 9) im Test
vom Typ Il auf feste Effekte ein F-Wert von 0,128 (p=0,998) fur den gesamten Untersuchungs-
zeitraum.

Aus der Divergenz von dem sich verschlechternden Median (Visit 1: 100,2; Visit 9: 94,45)
und dem sich verbessernden Mittelwert (Visit 1: 99,1; Visit 9: 101) wird ersichtlich, dass ein-
zelne Patienten profitierten, aber nicht bei allen Patienten Verbesserungen eintraten.

4.10.3 LCI-Messung

Die Erhebung der LCI-Werte konnte nur sehr unvollstandig durchgefuhrt werden, da die Com-
pliance der Patienten oft nicht ausreichend war. Die folgende Grafik zeigt, die vorhandenen
Patientendaten bei diesen Messungen. Ein Patient musste auf Grund von multiresistenter Keim-
besiedelung von allen LCI-Messungen ausgeschlossen werden. Die Messungen wurden in
Triplikaten durchgefiihrt und der gemittelte Messwert nur akzeptiert, wenn die einzelnen
Versuche sich nicht mehr als 10% von einander unterscheiden.

Probenanzahl L.CI-Messung

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Visit

Abbildung 44 Darstellung der vorhandenen LCI-Messungsergebnisse; n=6 ab Visit 6 n=5
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Abbildung 45 Darstellung der LCI Messung in absoluten Werten, ohne Visit 4, da hier zu wenig Daten flr
die Darstellung im Boxplot vorlagen; n=7 ab Visit 6 n=6
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Abbildung 46 Darstellung der LCI-Messung in Prozent vom Sollwert

Tabelle 38 Mittelwert und Median der LCI Messung in Prozent vom Soll; n=6; ab Visit 6 n=5

Visit 1 2 3 4 6 7 8 9
Mittelwert | 1646 | 167,17 | 170,67 | 151 | 184 | 21562 | 212,06 | 1818
(SD) (23.87) | (17,78) | (10,14) | (5,89) | (41,75) | (41,92) | (41,92) | (43,82)
Median 175 175 164 153 | 175 | 1996 190 193,5
25. - 75, 15725 | 1635- | 148- | 160- 166- | 160,25 -
Quartil | 144-187 | 1815 1745 | 155 | 197 |185-252| 2753 | 2151

Die ANOVA mit Messwiederholung konnte auf Grund fehlender Daten nicht durchgefiihrt wer-
den.

Der LCI Wert erhohte sich im Median von 175 auf 193,5. Es ergab sich aber keine signifikante
Verbesserung im gepaarten T-Test (mittlerer Effekt nach Cohen’s d, =10,29|; p=0,664 fir Visit
1und?9;).

Im allgemeinen linearen Modell ergab sich im Untersuchungszeitraum (Visit 1 bis 9) im Test
vom Typ Il auf feste Effekte ein F-Wert von 1,07 (p=0,408) flir den gesamten Untersuchungs-
zeitraum.

Ein Zusammenhang von LCI und FEV1 in % vom Soll konnte mittels Spearman-Korrelation
nachgewiesen werden. (Spearman-Rho Koeffizient: -0,415; p=0,032)

4.11 Symptome und Nebenwirkungen
4.11.1 Symptom-Fragebogen
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Appetitlosigkeit
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genannte Symptome
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Abbildung 47 genannte Symptome zusammengefasst Uber alle Visits, dargestellt wird die absolute Haufigkeit,
wie sie von Patienten im Fragebogen beantwortet worden ist; n=7 ab Visit 6 n=6

Da im Fragebogen

nach Symptomen der letzten 3 Monate gefragt wird, sollten die Ergebnisse

zum Visit 1 als Grundlage gesehen werden, um die Veranderungen auf das Medikament zu-
rickzufiihren. Die Fragebdgen wurden von den Eltern der Patienten ausgefllt.
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Abbildung 48 Absolute Anzahl der genannten Symptome Uber alle Visits; n=7 ab Visit6 n =6

Aus Abbildung 48 wird dabei ersichtlich, dass Symptome wie Kopfschmerzen, laufende Nase
oder Bldhungen wahrend des ersten halben Jahres der Therapie mit Lumacaftor/lvacaftor zu
nehmen, danach aber stark ricklaufig sind und unter das berichtete Ausgangsniveau vor The-
rapie fallen. Somit bewirkt die Therapie, das CF-typische begleitende Symptome vermindert

werden.
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4.11.2 Leberwertveranderung als Nebenwirkung

Da in einigen Studien (z.B. (Milla et al., 2017)) Leberwerterhdhungen bei der Einnahme von
Lumacaftor/lvacaftor gefunden wurden, erfolgten in den zwei Untersuchungsjahren regelma-

Rige Kontrollen.

Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT; AST)

Physiologischer Be-
reich: 5-31 U/I
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Abbildung 49 Darstellung der GOT Konzentration Uber den Untersuchungszeitrum; n= 7 ab Visit 6 n=6
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Abbildung 50 Darstellung der GOT Konzentration Uber den Untersuchungszeitraum

Tabelle 39 Verédnderung der GOT (U/l) im Mittel und Median

Visit 1 2 3 4 5 7 9
n 7 7 7 7 7 6 6
Mittelwert | 34,4 (7,7) | 31,4 (4,3) | 29,4 (4,4) | 31,4 (2,8) | 29,7 (6,8) | 28,7 (3,8) | 25,8 (3,8)
Median 32 29 30 32 29 30,5 25,5
25. -
75.Quartil |28,5-38,5(28,0-34,0/26,0-325|30,0-325|245-345|255-31,0|25,0-26,0
Tabelle 40 ANOVA mit Messwiederholung fur Visit 1 bis Visit 5
Signifikanz p . i Effekt- | Spharizitat
Parameter nach Green- partielles Eta Quad_r at stérke nach | Mauchly-
. nach Greenhouse-Geisser ,
house-Geisser Cohen’s f Test
GOT 0,048 0,401 0,82 0,16

Bei der Berechnung der ANOVA mit Messwiederholung ergab sich ein signifikanter starker
Effekt nach Cohen’s f von 0,82 (p=0,048). 40,1% der Verénderung sind auf die Wirkung des
Medikaments zurtickzufthren.
Im Median nahm die GOT von 32 U/l auf 25,5 U/l ab.
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Im T-Test konnte eine signifikante Abnahme und ein starker Effekt nachgewiesen werden

(starker Effekt nach Cohen’s d, = 1,52; p=0,014).
Im allgemeinen linearen Modell ergab sich im Untersuchungszeitraum (Visit 1 bis 9) im Test

vom Typ Il auf feste Effekte ein F-Wert von 1,53 (p=0,194) flr den gesamten Untersuchungs-
zeitraum.

Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT: ALT)

7
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Abbildung 51 Konzentration der GPT Uber den Untersuchungszeitraum; n= 7 ab Visit 6 n=6
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Abbildung 52 Darstellung der GPT Konzentration Uber den Untersuchungszeitraum

Patienten

Physiologischer
reich <35 U/I

Tabelle 41 Mittelwert (SD= Standardabweichung) und Median mit Quartile, n=7, ab Visit 7 n=6

Visit 1 2 3 4 5 7 9

n 7 7 7 7 7 6 6
31,14 19 2229 | 2057 | 2429 22 17,67

Mittelwert | (9,14) | (5,35) (65 | (7,58 (6,8) 9,24) | (4,11)

Median 28 17 20 22 23 22 16,5

25.-75. 2550- | 1500- | 16,50- | 13,50- | 20,50- | 1450- | 14,25

Quartil 31,50 | 22,00 | 2750 | 2550 | 2800 | 2800 | 21,00

Im Median nahm die Konzentration der GPT 28U/I (Visit 1) auf 16,5 U/I (Visit 9) ab.

Tabelle 42 Auswertung der ANOVA mit Messwiederholung fur Visit 1 bis 5 fur die GPT Konzentration;

n=7
Signifikanz p . Effekt- | Sphérizitat
Parameter nach Green- partielles Eta-Quad_r at stérke nach | Mauchly-
i nach Greenhouse-Geisser ,
house-Geisser Cohen’s f Test
GPT 0,048 0,401 0,82 0,345

Im ersten Untersuchungsjahr (Visit 1 bis Visit 5) ergab sich fiir die Konzentration der GPT
(U/1) eine signifikante Abnahme bei der Analyse mittels ANOVA mit Messwiederholung
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(p=0,048) mit groler Effektstarke nach Cohen’s f=0,82. Auch hier kénnen durch die Berech-
nung von Eta-Quadrat 40,1% der Verénderung auf das Medikament zurtickgefihrt werden.

Die Auswertung des T-Test von Visit 1 und 9 ergab ein Cohen’s d,=1,614 (p=0,011).

Im allgemeinen linearen Modell ergab sich im Untersuchungszeitraum (Visit 1 bis 9) im Test
vom Typ Il auf feste Effekte ein F-Wert von 2,202 (p=0,63) fiir den gesamten Untersuchungs-
zeitraum.

4.12 lontophorese
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Abbildung 53 Darstellung der signifikanten Abnahme der Schweif3chlorid-Konzentration im ersten Unter-
suchungsjahr, n=7;
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Abbildung 54 Darstellung der einzelnen Messwerte der Schwei3chlorid-Messung im ersten Untersuchungs-

jahr

Tabelle 43 Mittelwert und Median der Schweif3chlorid-Messung

V1 V2 V5

Mittelwert  [97,4714286 | 77,2857143 | 74,9857143
Median 102 71 76,2

25. - 75.Quartil | 93,05 -104 | 70,3 - 81,95 | 70,35 -78,45

Tabelle 44 Auswertung der ANOVA mit Messwiederholung; n=7

partielles Eta-

Signifikanz p Quadrat nach | Effektstarke nach | Sphérizitat
Parameter nach Green- .
. Greenhouse- Cohen’s f MauchlyTest
house-Geisser .
Geisser
Schweilchlorid (mmol/l) 0,001 0,834 2,24 0,879

Bei der lontophorese ergab sich eine signifikante Abnahme der gemessenen Schweif3chlorid

Konzentration von im Median 102 mmol/l auf 76,2 mmol/l beim 5. Untersuchungszeitpunkt.

Die Analyse ergab ein Cohensf von 2,24, was fur einen starken Effekt des Medikaments
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spricht. Dadurch wird die Modulation der Funktionsfahigkeit des CFTR-Modulators Lu-

macaftor/lvacaftor gezeigt.
Die SchweiRchlorid-Konzentration wurde nur im ersten Studienjahr erfasst.

4.13 Cystic fibrosis Questionaire Revised

4.13.1 CFQR - Mittelwerte
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Abbildung 55 Mittelwerte aller Kategorien der einzelnen Eltern-Fragebogen dargestellt in Boxplots
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Abbildung 56 Mittelwerte aller Kategorien der einzelnen Eltern-Fragebogen

Tabelle 45 Deskriptive Statistik der Mittelwerte aller Kategorien des Eltern-Fragebogens; n=7 ab Visit 6
n=6

Visit V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9

n 7 7 7 7 7 6 6 6 6
Mittelwert 73,96 | 71,76 | 71,83 | 78,14 | 7526 | 82,24 | 81,41 | 82,03 | 84,19
Median 72,91 | 72,48 | 73,74 | 83,84 | 75,23 | 80,33 | 78,86 | 83,26 | 84,50
Standardab- | 11,80 | 10,11 | 7,1570 | 10,569 | 7,0747 | 7,8142 | 6,5072 | 5,7175 | 6,9038
weichung 2673 | 0359 | 1674 | 4234 | 0913 | 1809 | 7826 | 2855 | 8877

Im Median verbesserte sich Mittelwert Gber alle Kategorien des Elternfragebogens von 72,91%
auf 84,50%. Es wurden also weniger Beschwerden mittels Fragebogen angegeben und die Er-
krankung der Kinder als weniger belastend beschrieben

Tabelle 46 ANOVA mit Messwiederholung fiir Mittelwerte des Elternfragebogens

Sianifikanz partielles Eta-
g P Quadrat nach | Effektstérke nach | Sphérizitat
Parameter nach Green- ,
h . Greenhouse- Cohen’s f MauchlyTest
ouse-Geisser .
Geisser
Mittelwert CFQR Eltern 0,38 0,15 0,42 0,05
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Die Auswertung der ANOVA mit Messwiederholung ergab eine Effektstarke Cohen’s f =0,42
(p=0,38).

Im gepaarten T-Test ergab sich fur den Vergleich von Visit 1 mit Visit 9 ein mittlerer Effekt
von Cohen’s d,=| -0,6| (p=0,2).

Im allgemeinen linearen Modell ergab sich im Untersuchungszeitraum (Visit 1 bis 9) im Test
vom Typ Il auf feste Effekte ein F-Wert von 1,71 (p=0,12) fir den gesamten Untersuchungs-
zeitraum.

4.13.2 CFQR - Behandlungsaufwand
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Abbildung 57 In der Kategorie "Treat"” wurde die Aufwandigkeit der Behandlung widergespiegelt. H6-
here Werte stehen dabei flr weniger Aufwand. n=7, ab Visit 6 n=6

Tabelle 47 Deskriptive Statistik der Kategorie ,,Treat*“; n=7 ab Visit 6 n=6

Visit 1 2 3 4 5 6 7 8 9
n 7 7 7 7 7 6 6 6 6
Mittel-

wert 50,27 | 49,16 | 52,96 | 58,01 | 49,48 | 70,37 | 73,3 | 66,67 | 72,22

Median | 66,67 | 66,67 | 66,67 | 66,67 | 66,67 | 66,67 |66,7|72225| 77,78

25.-75. | 55,56 - | 44,44 - | 66,67 - | 55,56 - | 44,44 - | 52,78 - | 50 - | 50,0 - | 58,34 -
Quartil | 66,67 | 8889 | 77,78 | 88,89 | 77,78 | 91,67 | 100 | 80,55 | 88,89
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Der Median der Kategorie ,,Treat* erhohte sich von 66,67% auf 77,78% beim 9. Visit. Die
Eltern empfinden demnach die Therapie ihrer Kinder als weniger aufwéndig.

Tabelle 48 ANOVA mit Messwiederholung fiir die Kategorie ,,Treat“ des Elternfragebogens fiir Visit 1 - 5

Sianifikanz partielles Eta-
Parameter ngch Greenl-o Quadrat nach Effektstarke nach Spharizitat
. Greenhouse- Cohen’s f MauchlyTest
house-Geisser .
Geisser
Mittelwert CFQR Eltern 0,57 0,098 0,33 0,57

Fur die Auswertung mittels ANOVA mit Messwiederholung ergab sich eine mittlere Effekt-
stérke nach Cohen’s f = 0,33 (p=0,57).
Im T-Test fur Visit 1 und 9 ergab sich ein Cohen’s d,= =| -39| (p=0,38).

Im allgemeinen linearen Modell ergab sich im Untersuchungszeitraum (Visit 1 bis 9) im Test
vom Typ Il auf feste Effekte ein F-Wert von 0,335 (p=0,95) fiir den gesamten Untersuchungs-
zeitraum.

Somit konnte keine signifikante Veranderung nachgewiesen werden.

4.13.3 CFQR- Respiratorische Symptome

In der Kategorie ,,Respiratory werden Probleme bei der Atmung abgefragt. Zum Beispiel ob
die Patienten nachts durch Hustenzwang wach werden oder bei Belastung Luftnot verspiren.
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Abbildung 58 Auswertung der Kategorien ""Respiratory'* des Elternfragebogens. Es wurden das Auftreten
von respiratorischen Symptomen abgefragt. n=7, ab Visit 6 n=6
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Abbildung 59 Auswertung der Kategorien ""Respiratory" des Elternfragebogens. Es wurden das Auftre-
ten von respiratorischen Symptomen abgefragt. n=7, ab Visit 6 n= 6

Tabelle 49 Deskriptive Statistik der Kategorie ,,Respiratory des Elternfragebogens*; n=7 ab Visit 6 n=6

Visit 1 2 3 4 5 6 7 8 9
n 7 7 7 7 7 6 6 6 6
Mittel-

wert 63,85 | 49,15 70,25 | 71,59 | 66,76 | 84,26 | 87,78 | 90,74 | 83,33
SD 14,2 26,13 9,39 8,76 10,88 16,79 | 17,35 | 11,42 | 13,23
Median | 77,78 61,11 94,44 | 94,44 | 83,33 | 91,665 | 100 | 97,22 | 86,11
25.-75. | 66,67-|38,89- | 77,78-| 77,78 | 72,22- | 70,84 - | 69,45 | 76,39 | 69,44 -
Quartil | 94,44 | 9444 | 9444 | -100 | 94,44 | 95,83 | -100 | - 100 | 95,83

Im Median verbesserte sich die Auswertung der respiratorischen Symptome, die von den Eltern
bei der Beantwortung des CFQR angegeben wurden von 77,78% auf 86,11%. Eine Verbesse-
rung der Kategorie ,,Respiratory um 4% wird als signifikant angesehen (Quittner et al., 2009).
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Patient Visit 1 Visit 2 Visit 5 Visit 9
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61,11
94,44
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Abbildung 60 Die Abbildung zeigt die signifikanten Veranderungen nach 90 Tagen (Visit 2), einem Jahr
(Visit 5) und zwei Jahren (Visit 9). Griin markierte Flachen zeigen signifikante Verbesserungen im Vergleich zu
Visit 1 (vor Medikamenteneinnahme) fiir die einzelnen Patienten. Rote Flachen zeigen signifikante Verschlechte-
rungen. Verwendet wurde der Elternfragebogen.

N[OOI IWIN|(F-

Durch Abbildung 60 wird ersichtlich, dass in 71,4% der Félle zuerst eine respiratorische Ver-
schlechterung durch die Eltern berichtet wurde. 42,8% der Patienten profitieren dauerhaft von
einer respiratorischen Verbesserung und genauso viele Patienten berichten eine Verschlechte-

rung.
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Abbildung 61 Auswertung der Kategorien ** Respiratory" des Kinderfragebogens. Es wurden das Auftreten
von respiratorischen Symptomen abgefragt. n=7, ab Visit 6 n=6

Bei den Kinder-Fragebogen bleibt die Beantwortung der Kategorie ,,Respiratory* hingegen
konstant (Median 87,5%).
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Abbildung 62 Auswertung der Kategorien ** Respiratory'* des Kinderfragebogens. Es wurden das Auftreten
von respiratorischen Symptomen abgefragt. n=7, ab Visit 6 n=6

Tabelle 50 deskriptive Statistik der Kategorie ""Respiratory' des Kinderfragebogens

Visit 1 2 3 4 5 6 7 8 9
n 7 7 7 7 7 6 6 6 6

Mittel- 8333 | 80,95 | 90,48 | 8573 | 89,30 | 9445 | 86,60 | 93,05 | 87,5
wert (SD) | (12,73) | (16,52) | (7,72) | (9,97) | (8,03) | (5,75) | (14,27) | (6,87) | (10,68)
Median | 87,50 | 87,50 | 91,67 | 88,70 | 90,48 | 9445 | 86,57 | 93,05 | 87,50
25. - 75.| 70,84- | 70,83- | 87,5- | 79,17- | 83,33- | 91,67 - | 79,17 - | 85,60 - | 83,33 -
Quartil 91,67 | 50,00 | 7500 | 66,67 | 7500 | 83,33 | 5833 | 83,33 | 66,67

Tabelle 51 ANOVA mit Messwiederholung fur die Kategorie ""Respiratory” des Kinderfragebogens

Signifikanz p | partielles Eta-
Parameter nach Green- | Quadrat nach Effektstarke Spharizitat
house-Geis- | Greenhouse- | nach Cohen’s f | MauchlyTest
ser Geisser
,Respiratory” CFQR Kinder 0,412 0,15 0,42 0,05

Das Ergebnis des gepaarten T-Test zeigt eine starke Effektstarke nach Cohen’s d,=|-2,23| (p=

0,208).

Somit zeigt die Auswertung der Kategorie ,,Respiratory keine signifikante VVerbesserung im

Median.
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Patient Visit 1 Visit 2 Visit 5 Visit 9

1 100 100 100
2 66,67

3

4 91,67
5 66,67
6 91,67

7 83,33

Abbildung 63 Die Abbildung zeigt die signifikanten Veranderungen nach 90 Tagen (Visit 2), einem Jahr
(Visit 5) und zwei Jahren (Visit 9). Griin markierte Flachen zeigen signifikante Verbesserungen im Vergleich zu
Visit 1 (vor Medikamenteneinnahme) fiir die einzelnen Patienten. Rote Flachen zeigen signifikante Verschlechte-
rungen. Verwendet wurde der Kinderfragebogen.

In 42,9% der Félle kommt es zuerst zu einer respiratorischen Verschlechterung. 28,6% der Pa-
tienten beschreiben eine dauerhafte Verbesserung der respiratorischen Symptome. 14,3% geben
eine langfristige Verschlechterung an. Auch hier wird eine Verbesserung um 4% als signifikant
angesehen (Quittner et al., 2009).

Mittelwertvergleich
105
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85 =
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55
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35
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e |\/\\/Parents SD1Parents SD2Parents
e MWC Hild SD1Child SD2Child

Abbildung 64 Vergleich der Mittelwerte der Kategorie ""Respiratory' bei der Beantwortung der Eltern-
und Kinderfragebogen

Auch wenn die Beantwortung der Fragebdgen durch Kinder und Eltern durchaus Unterschiede
aufzeigte, konnte mittels Spearman-Korrelation eine signifikante Korrelation nachgewiesen
werden. (Spearman-Rho= 0,506; p<0,001).

4.13.4 CFQR- Intestinale Kategorien
Um auf die intestinalen VVerdnderungen noch einmal spezifisch einzugehen, werden im Folgen-
den die Kategorien ,,Eat“, ,,Body* und ,,Digestive* noch einmal beleuchtet.

Kategorie EAT des Eltern-Fragebogens

In der Kategorie ,,Eat™ werden Appetit und Schwierigkeiten der Nahrungsaufnahme abgefragt.
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Abbildung 65 Auswertung der Kategorien ""Eat™ des Elternfragebogens. Es wurden Essverhalten und Ap-
petit abgefragt. n=7, ab Visit 6 n=6
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Abbildung 66 Auswertung der Kategorien ""Eat™ des Elternfragebogens. n=7, ab Visit 6 n= 6

Tabelle 52 Auswertung der Kategorie "'Eat" des Eltern-Fragebogens

Visit 1 2 3 4 5 6 7 8 9
n 7 7 7 7 7 6 5 6 6

Mittel- | 71,43 | 61,91 | 61,90 | 80,95 | 80,95 | 88,89 | 83,33 | 86,11 | 94,44
wert | (40,50) | (34,31) | (30,00) | (31,07) | (22,42) | (13,61) | (16,67) | (22,15) | (8,61)
Median | 100,00 | 66,67 | 66,67 | 100,00 | 83,33 | 91,67 | 83,33 | 100,00 | 100,00
25. - 75.| 50,00 - | 50,00 - | 83,34 - | 75,00 - | 66,67 - | 83,33 -| 66,67 - | 75,00 - | 87,50 -
Quartil | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00

Der Mittelwert verbesserte sich von 71,43% auf 94,44%. Der Median lag schon zu Beginn bei

100%.
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Tabelle 53 ANOVA mit Messwiederholung flr die Kategorie "EAT" des Elternfragebogens fur Visit 1 - 5

Signifikanz p partielles Eta- ) .
Parameter nach Green- Quadrat nach Effektstarlfe Spharizitat
house-Geisser | Creenhouse- | nach Cohen’s f | MauchlyTest
Gelisser
,Eat®“ CFQR Eltern 0,12 0,28 0,624 0,77

Die Auswertung der ANOVA mit Messwiederholung fiir die Kategorie ,,Eat* des Elternfrage-
bogens ergab ein Cohen’s f von 0,624 (p=0,122).

Im linearen Modell ergab sich fiir die Kategorie ,,Eat* ein F-Wert von 1,178 (p= 0,33).

Im T-test ergab sich ein mittlerer Effekt nach Cohen’s d,=|-0,395|(p=0,377).

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Patienten weniger Schwierigkeiten haben, ausrei-
chend zu essen und mehr Appetit.

Kategorie ,.BODY* des Eltern-Fragebogens
In der Kategorie ,,Body* wird das subjektive Korpergefiihl abgefragt. Zum Beispiel ob die Pa-
tienten sich selbst als zu klein oder zu diinn empfinden.
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Abbildung 67 Auswertung der Kategorien ""Body"" des Elternfragebogens. n=7, ab Visit 6 n= 6
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Abbildung 68Auswertung der Kategorien ""Body"" des Elternfragebogens
Tabelle 54 deskriptive Statistik der Kategorie ""Body" des Elternfragebogens
Visit 1 2 3 4 5 6 7 8 9
n 7 7 7 7 7 6 5 6 6
Mittel-
wert 77,78 | 82,55 | 85,72 | 90,50 | 79,37 | 87,04 | 88,89 | 74,08 | 92,59
(SD) (17,82) | (17,68) | (19,44) | (15,06) | (19,18) | (13,48) | (12,17) |(19,95) | (10,47)
Median | 77,78 | 88,98 | 100,00 | 100,00 | 88,89 | 88,89 | 88,89 | 77,78 | 100,00
25.-75. |61,12-| 66,67 - | 72,23 - | 88,89 - | 66,67 -| 77,78 - | 88,89 - | 58,34 - | 83,34 -
Quartil 94,45 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 94,45 | 100,00 | 100,00 | 88,89 | 100,00
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Tabelle 55 Auswertung der ANOVA der Kategorie ""Body" des Elternfragebogens

: Effekt-
partielles Eta- stirke
Signifikanz p nach | Quadrat nach Spharizitat
Parameter . nach
Greenhouse-Geisser | Greenhouse- Co- MauchlyTest
Geisser .
hen’s f
,,Body*“ CFQR Eltern 0,508 0,116 0,36 0,68

Auch in der Kategorie “Body” zeigte sich eine Verbesserung im Median von 77,78% auf 100%.
Diese konnte aber weder im linearen Modell (F= 1,13(p=0,651)) noch im T-Test (Effektstarke
nach Cohen’s d,= |-0,645| (p=0,18) statistisch signifikant nachgewiesen werden. Die Auswer-
tung der ANOVA mit Messwiederholung fir das erste Jahr ergab eine mittlere Effektstarke
nach Cohen’s f von 0,36 (p=0,508).

Eine positive signifikante Korrelation zwischen BMI und der Kategorie ,,BODY* konnte mit-
tels Spearman-Korrelation nachgewiesen werden. (Spearman-Rho= 0,566; p<0,001)

Kateqgorie ..DIGESTIVE* des Eltern-Fragebogens

Die Kategorie “Digestive” behandelt Verdauungsprobleme. Die Auswertung des Elternfrage-

bogens ergab dabei:
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Abbildung 69 Auswertung der Kategorien "'Digestive" des Elternfragebogens
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Abbildung 70 Auswertung der Kategorien "Digestive' des Elternfragebogens

Tabelle 56 Auswertung der ANOVA der Kategorie ""Digestive’ des Elternfragebogens

Visit 1 2 3 4 5 6 7 8 9

n 7 7 7 7 7 6 6 6 6

Mittel-

wert 69,84 | 69,84 | 66,67 | 76,19 | 76,19 | 77,78 | 71,11 | 75,93 | 75,93
(SD) (12,9) | (23,54) | (16,8) | (9,25) | (11) |(18,15) | (15,07) | (9,97) | (13,48)
Median 66,67 | 77,78 | 66,67 | 77,78 | 77,78 | 83,335 | 77,78 | 72,225 | 77,78
25.-75. | 66,67- 50- 55,56- | 77,78- | 66,78- | 69,45- | 66,67- | 66,67- | 66,67-
Quiartil 77,78 | 88,89 | 72,225 | 77,78 | 77,78 | 88,89 | 77,78 | 86,11 | 88,89

Das lineare Modell ergab p=0,93 und der T-Test p=0,54.
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Tabelle 57 Auswertung der ANOVA der Kategorie "'Digestive’ des Elternfragebogens

. | partielles
Si:g:zm Eta- Effekt-
nachp Quadrat | starke
Parameter G nach nach Sphérizitat MauchlyTest
reen- .
h Green- [ Cohen’s
ouse-
. house- f
Geisser .
Gelsser
,DIGESTIVE*“ CFQR Eltern| 0,613 0,077 0,289 0,332

Auch in dieser Kategorie konnten Verbesserungen im Median von 66,67% (Visit 1) auf 77,78%
(Visit 9) erzielt werden, so dass weniger Beschwerden wie zum Beispiel Bauchschmerzen auf-
traten.

Die ANOVA mit Messwiederholung ergab eine Effektstarke nach Cohen’s f= 0,289 (p=0,613).
Im T-Test fir Visit 1 und 9 ergab sich die mittlere Effektstiarke Cohen’s d,= |-0,27| (p=0,542).
Die Auswertung des linearen Modells fir Test vom Typ Il auf feste Effekte ein F-Wert von
0,378 (p=0,927).

Die Auswertung der Kategorien, welche intestinale Symptome abfragen, zeigten somit eine
Verminderung der gastrointestinalen Probleme, die mit der Erkrankung zystischer Fibrose zu-
sammenhé&ngen. Diese waren jedoch nicht statistisch signifikant. Besonders der Einfluss auf
den damit gewonnen Gewinn an Lebensqualitét ist zu erwahnen. Auch wenn die respiratori-
schen Symptome meist mehr Beachtung finden, ist es entscheidend auch unter dem Zwerchfell
weiter zu denken. Mit Hilfe des umfassenden CFQR Fragebogens ist dieser Weitblick maglich.

Die Kategorien ,,EAT*, ,BODY* und ,,DIGESTIVE* korrelieren positiv mit dem Mittelwert
des Eltern-Fragebogens.

Tabelle 58 Korrelation CFQR Mittelwert mit einzelnen Kategorien des Elternfragebogens

Parameter Spearman-Rho Korrelation Signifikanz p
CFQR Mittelwert und EAT 0,668 <0,001
CFQR Mittelwert und 0,419 0,004
BODY
CFQR Mittelwert und DI- 0,43 0,003
GESTIVE

Die Spearman-Korrelation der Calprotectin-Konzentration im Stuhl und der Kategorie ,,DI-
GESTIVE*® ergab einen Spearman-Rho Korrelationskoeffizienten von 0,13 (p=0,37) und somit
keinen signifikanten Zusammenhang.

4.14 Korrelationen

Um Zusammenhange zwischen den unterschiedlichen Parametern aufzuzeigen, wurden explo-
rativ Spearman Korrelationen angewendet. Signifikante Werte sprechen dabei aber nicht fur
den generellen Nachweis, sondern nur fiir einen Hinweis, da kein multiples Testen durchgefuihrt
wurde.
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Tabelle 59 Korrelation der Lungenfunktion und der Inflammation der Lunge in Blut bzw. Sputum

Parameter Spearman-Rho Korrelation Signifikanz p
LCl und IgG 0,215 0,281
LCl und NE 0,536 0,089
FEV1und IgG -0,308 0,035
FEV1 und NE -0,188 0,427
FEV1und IL-1P 0,023 0,899
FEV1und IL-8 -0,299 0,076
Tabelle 60 Korrelation der Inflammation in Sputum, Stuhl und Blut
Parameter Spearman-Rho Korrelation Signifikanz p
NE und 1gG 0,308 0,186
NE und IL-8 0,007 0,983
NE und GOT 0,242 0,304
Calprotectin und 1gG 0,343 0,024
Calprotectin und NE 0,325 0,203
Calprotectin und CRP 0,103 0,473
BMI und IL-1B 0,019 0,918
BMI und IL-8 -0,218 0,201
IL-1pB und SchweiBchlorid -0,419 0,015
Tabelle 61 Korrelation der Lungenfunktion und der Fragebogen-Beantwortung
Parameter Spearman-Rho Korrelation Signifikanz p
LCI und ,,Respiratory* -0,063 0,761
CFOR Eltern
LCI und ,,Respiratory* 0,064 0,75
CFQR Kinder
FEV1 und ,,Respirtory* 0,228 0,085
CFQR Eltern
FEV1 und ,,Respiratory* 0,292 0,026
CFQR Kinder
FEV1 und BMI 0,468 <0,001
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BMI

Tabelle 62 Korrelation der Fragebdgen mit Inflammationsparametern

Parameter Spearman-Rho Korrelation Signifikanz p
NE und CFQR Mittelwert 0,2 0,412
Eltern
1gG und CFQR Mittelwert 0,005 0,973

Eltern

Abbildung 71 Grafische Darstellung der signifikanten Spearman Korrelationen
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5 Ergebnisdiskussion

Das umfangreiche Verstandnis der Erkrankung der zystischen Fibrose ist von enormer Bedeu-
tung, um zielgerichtete Therapien anbieten zu konnen und die Krankheitsprozesse besser zu
verstehen. Entscheidend flr den Fortschritt der Erforschung der zystischen Fibrose ist die Im-
plementierung von aussagekréftigen und routinemaRig bestimmbaren Parametern. Nur so kon-
nen die Therapiemoglichkeiten ausgeschopft werden und die Krankheitsmodulation durch
CFTR-Modulatoren vorangebracht werden - ein Gewinn von Lebenszeit und Lebensqualitét fir
die Betroffenen.

5.1 Sputumexpektoration und mikrobielle Analysen

Erfolg der Sputumexpektoration

Im vorliegenden Patientenkollektiv war die Sputumexpektoration in 74% der Falle erfolgreich
maoglich (siehe Abbildung 6). Dadurch wird betont, dass auch bei Kindern die Implementierung
der diagnostischen Analyse von Sputum sinnvoll ist und fur Routinekontrollen zuverlassig da-
rauf zurlickgegriffen werden kann. Die Expektoration von induziertem Sputum war, vor allem
bei den &lteren Patienten, regelmaRig maoglich. Durch versehentliches Verschlucken gingen ei-
nige Sputumproben flr die Auswertung verloren. Die regelméRige Physiotherapie und das Er-
lernen der gezielten Expektoration kénnen hier bestehende Licken fillen. Die Aussagekraft
von Sputum in der mikrobiellen Diagnostik und Therapie wurde in der Studie ,,CF-SpIT*
(Ronchetti et al., 2018) ausfihrlich untersucht. In der ,,CF-SpIT* Studie wurde kein Zusam-
menhang zwischen der erfolgreichen Sputuminduktion und dem Alter der Kinder gefunden. In
82% der Fille konnten in der ,,CF-SpIT Studie* Kinder iiber 6 Jahren induziertes Sputum er-
folgreich expektorieren. Im Vergleich dazu konnten somit in der vorliegenden Arbeit ahnliche
Expektorationsraten im hier untersuchten Kollektiv erreicht werden. Die Patienten waren in der
,,CF-SpIT*“-Studie im Durchschnitt 1,7 Jahre alter, sodass eine um 8% bessere Expektorations-
rate dadurch erklart werden konnte.

Vorteile der Sputumexpektoration gegenuiber dem Rachenabstrich

In 44% der Falle wurden in der vorliegenden Studie Bakterien im induzierten Sputum gefunden,
welche nicht im Rachenabstrich nachweisbar waren (vergleiche Abbildung 8). Fir die mikro-
biologische Analyse reichen schon kleinste Mengen an Sputum. Eine Implementierung der
mikrobiologischen Analyse von Sputum in den Kklinischen Alltag ist zu empfehlen. Baghirath
et al. betont die groRe Aussagekraft und Validitat von induziertem Sputum beziiglich dem Mik-
robiom, der Krankheitsprogression und dem Inflammationszustand (Bhagirath et al., 2016). Die
Reproduzierbarkeit und fehlende Invasivitét bringt entscheidende Vorteile gegentiber der BAL
(Eickmeier et al., 2010). AuBBerdem bringt induziertes Sputum auch mehr Informationen tber
die mikrobiologische Besiedelung als die 2-Lappen BAL. Ronchetti et al. empfiehlt das Ver-
wenden von induziertem Sputum in allen Bereichen der Diagnostik. Vor allem bei Kindern
spielt induziertes Sputum eine entscheidende Rolle, da es die kleinen Atemwege sehr gut re-
prasentiert (Ronchetti et al., 2018). Im Anfangsstadium der zystischen Fibrose sind vor allem
genau diese Abschnitte des Respirationstrakt betroffen.
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Tabelle 63 Vergleich mit der ""CFSpIT*-Studie von Ronchetti et al mit OrkambiKIDS

Ronchetti | Orkambi-
et al. KIDS
Alter 11,1 9,4
FEV1-Median 89% 96%
erfolgreiche Expektoration 82% 74%
Keime im Sputum die nicht im Rachen gefunden
worden 69% 44%

Die ,,CF-SpIT* Studie konnte zeigen, dass die Analyse von induziertem Sputum ein valider
Ersatz fir die BAL ist. Die Induktion der Sputumexpektoration wurde dabei ahnlich durchge-
fuhrt, wie in der vorliegenden OrkambiKIDS-Studie. Die Patienten waren in der Studie im
Schnitt 8,2 Jahre alt und wiesen eine FEV 1predicted von 89% auf (Ronchetti et al., 2018).

Die Mdglichkeit der Expektoration und die unterschiedlichen Besiedelungsnachweise aus
Sputumproben und Rachenabstrichen sind auch in der Veroffentlichung im Rahmen der
22. deutschen Mukoviszidose-Tagung ersichtlich (siehe Anhang, Seite 140-141).

Mikrobiologische Untersuchung des Sputums

Im vorliegenden Patientenkollektiv konnten VVerdnderungen der mikrobiologischen Nachweise
im Rachenabstrich und Sputum im Verlauf der Studienzeit festgestellt werden. In 4 Sputum-
proben fanden sich zum Ende des Untersuchungszeitraums andere Spezies als am Anfang
(57%). Die Elimination von S. maltophilia (n=2) und H. influenzae (n=3) gelang iber den Stu-
dienzeitraum. In einigen Féllen traten im Verlauf aber auch neue Keimnachweise auf (Candida
spezies n=2; Penicillinum spezies n=1; A. fumigatus n=1) (vergleiche Abbildung 13).

Die am haufigsten nachgewiesenen Bakterienarten in der Studienpopulation waren S. aureus,
H. influenzae, Candida und Lautropia. Kein Patient war im Studienzeitraum mit P. aeruginosa
infiziert. Ein Patient wies MRSA Besiedelung auf, die auch durch Eradikationsversuche vor
Studienbeginn nicht zu beseitigen war.

In der Studie von Kopp et al. wird eine &hnliche Veranderung bei 7 von 20 Patienten beschrie-
ben, wobei bei 9 von 20 Patienten neue Pathogene im Studienverlauf auftraten. Es wird eine
Abnahme der Bakteriendichte und eine Zunahme der Bakteriendiversitit nach der Einnahme
von Lumacaftor/lvacaftor Uiber einen Zeitraum von 6 Monaten beschrieben. In dieser Studie
waren die Patienten im Schnitt 22,7 Jahre alt und es wurden 26 Patienten eingeschlossen, von
denen sechs Patienten auf Grund von Nebenwirkungen die Therapie mit Lumacaftor/lvacaftor
abbrechen mussten (Kopp et al., 2018).

Typische Keimnachweise im ersten Lebensjahrzehnt bei deutschen Mukoviszidose Patienten
sind S. aureus und H. influenzae (Coutinho et al., 2008). Im zweiten und dritten Lebensjahrzent
kommen dann noch P. aeruginosa und S. maltophilia hinzu (Coutinho et al., 2008).

Die Relevanz der Keime fir die Krankheitsprogression fasst die folgende Tabelle 64 noch ein-
mal zusammen.

Tabelle 64 Auflistung der haufigsten nachgewiesenen Keime dieser Studie

H. influenzae - vor allem bei sehr jungen Patienten (ab dem 1. Le-
bensjahr)
- kann Exazerbationen ausldsen (Hauser et al., 2011)
S. aureus - schon im ersten Lebensjahr mittels Rachenabstrich
nachweisbar (Hauser et al., 2011)
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meist der erste Keim der bei Kleinkindern nachge-
wiesen werden kann (Blanchard and Waters, 2019)

Burkholderia cepacia-Komplex

erhoht die Mortalitat (Hauser et al., 2011)
anpassungsféahig und fahig zur Biofilmbildung
vorwiegend aus dem Erdreich

Stenotrophomonas maltophilia

sehr resistent auch gegen Breitbandantibiotika -
Selektionsvorteil

Besiedelung in jedem Alter

erhoht das Exazerbationsrisiko (Hauser et al.,
2011)

selten aber immer mehr zunehmend nachgewiesen

Lautropia mirabilis

oral und pulmonal nachweisbar
1996 erste Berichte von entdeckter Besiedelung bei
CF (Ben Dekhil et al., 1997)

Serratia marcescens

ubiquitar

fakultativ opportunistischer Krankheitserreger
Enterobakterium

multiple Antibiotika-Resistenzen (Ferreira et al.,
2020)

Nocardia

Heterogene Besiedelung verschiedener Arten
(Rodriguez-Nava et al., 2015)

bisher keine groRen Auswirkungen auf die Lungen-
funktion nachgewiesen (Dagan et al., 2015)
antibiotische Behandlung konnte nachweislich
noch keine Verbesserungen bringen

es besteht wahrscheinlich nur eine Kolonisation,
keine Infektion (Dagan et al., 2015)

betrifft ca. 14 % der Patienten (Dagan et al., 2015)
ubiquitares Vorkommen (Bittar et al., 2010)

fir immunsuppremierte Patienten besteht Gefahr
(Wundinfektion, Pneumonie, Hirnabszesse), so-
dass vor geplanter Lungentransplantation eine Era-
dikation stattfinden muss (Bittar et al., 2010)

Moraxella catarrhalis

bei 49,5 % der Patienten nachgewiesen mittels
BAL(Escribano Montaner et al., 2018)
Kommensale des oberen Respirationstrakt

Aspergillus spezies

Fumigatus und versicolor

78 % der Patienten besiedelt (Blanchard and
Waters, 2019)

ubiquitdres Vorkommen

kann zur allergischen bronchopulmonalen Asper-
gillose fuhren, nur dann ist eine Behandlung nétig

Candida

80 % der Patienten sind besiedelt
physiologisches Vorkommen im Oropharyx
(Haiko et al., 2019)

Trotzdem muss betont werden, dass auch der untere Respirationstrakt sehr heterogen besiedelt
ist, und Bakterien sich nicht homogen verteilen. Die Heterogenitat konnte post mortem nach-
gewiesen werden (Surette, 2014). Somit konnen Mengenverhaltnisse der verschiedenen Bakte-
rienarten zueinander und deren Verteilung in der Lunge durch die mikrobiologische Diagnostik
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mit Sputum nicht dargestellt werden.
Verbesserungen der mikrobiologischen Diagnostik kénnen in der Zukunft durch Mikrobiom-
analysen erreicht werden und durch diese Erkenntnisse eine noch spezifischere Therapie er-
maoglichen (Cuthbertson et al., 2020).

Verénderungen der Diversitdt im Studienzeitraum

Im Untersuchungszeitraum war im ersten Jahr eine Diversitdtszunahme der bakteriellen Besie-
delung zu beobachten (Visit 1 Mittelwert der Anzahl der verschiedenen Bakterienspezies= 1,6;
Visit 9 Mittelwert der Anzahl der verschiedenen Bakterienspezies = 2; siehe Abbildung 11).
Das Maximum der Diversitét findet sich hier nach dem ersten Untersuchungsjahr zum Zeit-
punkt des Visit 6. Auf Grund der kleinen Kohorte war der beobachtete Effekt gering. Dauer-
hafte Infektionen bleiben auch unter der Modulatoren-Therapie bestehen (z.B.: S. aureus bei
Patienten 2, 5 und 7). Das Bestehenbleiben dauerhafter Infektionen wurde auch durch Singh et
al. nachgewiesen (Singh et al., 2019). Die mikrobielle Diversitat nahm im ersten Untersu-
chungsjahr zu, sank jedoch im zweiten Jahr wieder ab. Hisert et al. konnte zeigen, dass die
Besiedelungsdichte mit P. aeruginosa dazu genau gegenléufig verlduft: Nach einer Abnahme
im ersten Therapiejahr stieg diese bei chronisch infizierten Patienten wieder an (Hisert et al.,
2017). Dies konnte auf Interaktionen zwischen verschiedenen Bakterienspezies hinweisen.

In die Studie von Hisert et al. wurden 12 Patienten mit G551D-CFTR Mutation mit neuer The-
rapie durch Ivacaftor eingeschlossen, von denen 8 eine chronische P. aeruginosa Infektion auf-
wiesen und im Durchschnitt 29,5 Jahre alt waren. Eine Eradikation von P. aeruginosa gelang
in der genannten Studie bei keinem Patienten. Verbesserungen der SchweiRchlorid-Konzentra-
tions-Messung und der FEV1 konnten schon innerhalb der ersten Therapiewoche durch Hisert
et al. festgestellt werden (Hisert et al., 2017).

In der vorliegenden Studie beobachteten wir eine verminderte Expektorationsrate zum Ende
des Studienzeitraumes. Daher kdnnte eine Verzerrung der mikrobiologischen und inflammato-
rischen Ergebnisse vorliegen. Die verminderte Expektoration kann auf die Stabilisierung des
Gesundheitszustands und des verbesserten Lungenmilieus durch Lumacaftor/Ivacaftor zurlck-
gefiihrt werden.

5.2 Exazerbation und Antibiotikaeinnahme

Abnahme der Exazerbationsrate

Die Exazerbationen nahmen ab dem 4. Visit, aber vor allem im zweiten Untersuchungsjahr
stark ab (ersichtlich in Abbildung 14). Dies ist auch mit der verminderten Sputumexpektoration
in Einklang zu bringen. Alle Patienten der Studie profitierten von einer geringeren Anzahl an
Exazerbationen im Untersuchungszeitraum, ganz besonders Patienten mit zuvor vielen Exazer-
bationen. Zu beachten ist allerdings auch, dass die Visits 7,8 und 9 wahrend der Covid19-Pan-
demie stattfanden, sodass das Auftreten von weniger Infekten auch durch die Hygieneregeln
der Pandemie gefordert worden sind. Am Anfang der Einnahme von Lumacaftor/lvacaftor nah-
men die Exazerbationsraten erst noch zu. Eine anfangliche Zunahme der Exazerbationsrate wird
auch durch Tesell et al. beschrieben (Tesell et al., 2019). In der Studie von Tesell et al. wurde
die Exazerbationsrate 6 Monate vor und nach der Einfihrung der Therapie mit Lu-
macaftor/lvacaftor bei 21 Patienten mit einem Altersdurchschnitt von 20,1 Jahren untersucht.
Eine Exazerbationsabnahme von 39% nach 24 Wochen unter Lumacaftor/Ivacaftor Therapie
beschreibt Wainwright et al. (344 Patienten im Alter von 12 Jahren und alter; durchschnittliche
FEV1%: 61%) (Wainwright et al., 2015).

Nicht alle Exazerbationen im Studienzeitraum wurden in der Klinik festgestellt, bei Infekten
suchten die Patienten auch oft Haus- oder Kinderarzt auf. Anhand von Telefonaten wurden
dann die entsprechenden Parameter flr die Definition der Exazerbation Gbermittelt.
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Da Exazerbationen nicht einheitlich durch spezifische Kriterien weltweit klassifiziert sind, ist
der Vergleich der Expektorationsrate als Studienziel ungeeignet und kann nur Klinik intern als
Verlaufsparameter verwendet werden. Die Verbesserung der Therapie von Exazerbationen ist
entscheidend, da sie mit reduzierter Lebensqualitat, irreversiblen Lungenfunktionsverlust in
25% der Félle und erhéhter Mortalitat einhergehen (Shoki et al., 2013). In der vorliegenden
Studie konnte jedoch keine dauerhafte FEV1-Verschlechterung nach Exazerbationen festge-
stellt werden, sodass sich die Patienten unter der Therapie gut erholten.

Langfristige Abnahme der Antibiotikaeinahmen

Ebenso konnte eine Abnahme der Antibiotikaeinnahmen vergleichbar mit der Exazerbations-
rate beobachtet werden (ersichtlich in Abbildung 15). Wahrend im Jahr vor Studienbeginn ins-
gesamt 14 Antibiotikatherapien durchgefiihrt wurden, stieg die Anzahl im ersten Studienjahr
auf 16 und sank im zweiten Studienjahr auf 5 ab. Dabei wurden hier nicht nur Antibiotikaein-
nahmen auf Grund von Exazerbationen aufgefihrt, sondern zum Beispiel auch auf Grund einer
Otitis media. Auch lehnten Patienten und deren Eltern die Therapie mit Antibiotika bei Exazer-
bation zum Teil ab. Hierdurch kann die Abweichung von Antibiotikaeinnahme und Exazerba-
tionsrate erklart werden. Auch in anderen Studien wird der verminderte Verbrauch von Antibi-
otika beschrieben (Diab-Caceres et al., 2018). Diab-Céceres beschreibt fur 20 Patienten (iber 6
Jahren mit F508Del-Mutation eine Verminderung der benétigten intravendsen Antibiosen von
14,9 Tagen vor der Therapie mit Ivacaftor/Lumacaftor auf 5,9 Tage (p=0,001) pro Jahr. Die
Patienten dieser Studie wiesen eine deutlich starkere Krankheitsauspragung auf, was an der
angegeben FEV1 in Prozent vom Soll von im Durchschnitt 32,4% ersichtlich ist.

5.3 Entziindungsparameter im Sputum

Die Analyse von Entziindungsparametern im induzierten Sputum stellt einen wichtigen Ansatz-
punkt in der Vorhersagbarkeit des Krankheitsverlaufs dar. Das friihzeitige Erkennen von be-
sonders geféhrdeten Patienten soll weitere gewebeschadigende Exazerbationen verhindern.

Verénderungen der neutrophilen Elastase

In der vorliegenden Arbeit wurden im Studienzeitraum keine wesentlichen Veranderungen der
NE-Konzentration nachgewiesen. Auffallend war nur der Zusammenhang zwischen der Mdg-
lichkeit der Expektoration von Sputum, den konstant hoheren NE Konzentrationswerten und
den geringeren prozentualen FEV1 in Prozent vom Soll-Wert, so dass sich Patienten mit einer
hoheren Krankheitslast durch diese gemeinsamen Parameter hervorheben. In der Ergebnisaus-
wertung der vorliegenden Arbeit finden sich diese Parameter bei den Patienten 2, 3 und 5 (ver-
gleiche Abbildung 35). Einzelne grélRere Unterschiede in den Verlaufen der Patienten sind wohl
eher auf Messungenauigkeiten zuriickzuftihren.

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen erhdhter NE-Konzentration und der jahrlichen
FEV1 Verschlechterung bei Kindern konnte durch Sagel et al. festgestellt werden (Sagel et al.,
2012). Mit der Studie von Sagel et al. sollte die VVorhersagbarkeit von zukiinftig schweren
Krankheitsverldufen bei Kindern erforscht werden. 35 Kinder im Alter von 6 -15 Jahre wurden
eingeschlossen und induziertes Sputum (ber 3 Jahre auf Inflammationsparameter untersucht.
Somit empfiehlt sich das Verwenden der NE-Konzentration im Sputum als VVorhersagewert fur
den Krankheitsverlauf. Inflammation der Lunge und Lungenfunktionsminderung bedingen sich
gegenseitig (Sagel et al., 2012).

Da die neutrophile Elastase die mukoziliire Clearance beeintrachtigt und Lungengewebe zer-
stort, spielt sie eine grolRe Rolle in der CF-Forschung. Korrelationen zwischen der Konzentra-
tion der NE und dem Auftreten von Dyspnoe, der Verminderung der Lebensqualitét, der FEV1
ebenso wie der Rate der Exazerbationen wurden nachgewiesen (Brusselle and VVan Braeckel,
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2017). In Tierversuchen konnte der Zusammenhang mit Becherzellhyperplasie und vermehrter
Muzinproduktion bereits nachgewiesen werden (Gehrig et al., 2014). Auch die Korrelation mit
Bronchiektasien bei Untersuchungen von BAL von CF-Kindern besteht (Gramegna et al.,
2017). Als Treiber der Inflammation und der Schadigung des Lungengewebes spielt das Enzym
daher eine entscheidende Rolle fur die préadiktive Diagnostik (Vorhersage von Verschlechte-
rung und Exazerbationsrate) sowie fur zukiinftige Therapieansatze (Gehrig et al., 2014).

Untersucht wurde in dieser Studie die Konzentration der freien NE, diese wird in signifikanten
Zusammenhang mit der FEV1 gebracht. Die membrangebundene NE wird dagegen in der Li-
teratur als Marker fur Hyperinfiltration der Lunge durch neutrophile Granulozyten verwendet
und hier nicht weiter untersucht (Roesch et al., 2018).

Untersuchung der Konzentrationen von TNF-o, IL-8, IL-6 und IL-1§

Inflammationsparameter wie TNF-a, IL-8 und IL-1pB werden als pradiktive Werte fur Lungen-
funktionsverschlechterung angesehen (Eckrich et al., 2017).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Konzentrationen im Studienzeitraum von TNF-a, IL-6,
IL-8, und IL-1pB aus Sputumproben mittels CBA bestimmt. Dabei konnte auf Grund abnehmen-
der Sputum-Mengen nur das erste Jahr analysiert werden. Auffallend war hier der Verlauf der
Konzentrationsanderung. Die Konzentrationen stiegen fur alle Parameter im Median bis Visit
3 oder 4 an, um dann zum Ende des ersten Untersuchungsjahren (Visit 5) unter das Ausgangs-
niveau abzufallen (auler TNF-a) (vergleiche Abbildung 30). Somit findet die, auf das Medika-
ment (moglicherweise) zuriickfihrbare Anderung der Inflammationsparameter im Sputum mit
einer deutlichen Verzogerung statt, im Vergleich zu den Parametern in Blut und Stuhlproben.
Ein Vergleich mit anderen Studien ist in diesem Fall nicht mdglich, da die Konzentrationsbe-
stimmung dieser Inflammationsparameter im Verlauf bisher kaum durchgefihrt wurde. Co-
lombo et al. konnte eine Verminderung der Konzentration von TNF-o und IL-8 im Sputum nach
parenteraler Antibiose nachweisen (Colombo et al., 2005). Des Weiteren wird eine gute Repro-
duzierbarkeit der Sputuminduktion und Konzentrationsbestimmung beschrieben (Smountas et
al., 2004). Sagel et al. bestimmte die Konzentrationen der NE und weiterer Inflammationspara-
meter bei Kindern uber vier Jahre hinweg, um die Vorhersagbarkeit von Krankheitsverldufen
zu erforschen. Dabei korrelierten die erhohte Konzentration der NE mit der schnelleren Ab-
nahme der FEV1% und die TNF-a Konzentrationen stiegen mit zunehmenden Alter der Kinder
an (Sagel et al., 2012). Die Korrelation von NE und FEV1% konnte in der vorliegenden Or-
kambiKIDS Studie nicht signifikant nachgewiesen werden. Der Zusammenhang zwischen zu-
nehmendem Alter und Erhéhung der TNF-a Konzentration konnte nicht Gberprift werden, da
jungere Kinder oft kein Sputum zur Inflammationsparameter-Bestimmung produzieren konn-
ten.

In der vorliegenden Arbeit war vor allem der Abfall der IL-1p Konzentration von im Mittel
156,25pg/ml auf 20,78pg/ml und der Abfall der IL-8 Konzentration (Mittelwert V1
2664,72pg/ml Mittelwert V5 512,85pg/ml) beachtlich.

Eine Implikation der Analyse der inflammatorischen Parameter aus Sputum ist fr den klini-
schen Alltag empfehlenswert. Die fehlende Nachweisbarkeit von signifikanten Verdnderungen
der inflammatorischen Zytokine kann durch die geringe Anzahl der Studienteilnehmer, das
junge Patientenalter oder eine fehlende Wirkung der Therapie mit Lumacaftor/lvacaftor zu-
stande gekommen sein.

Die Analyse von Sputum hat den groRen Vorteil, dass aus einer kleinen Probenmenge mehrere
verschiedene Parameter nicht invasiv bestimmt werden kdnnen. Dadurch kénnen pathognomo-
nische Muster aufgedeckt werden und das Verstandnis fiir die molekularen Zusammenhange
der Erkrankung vorangebracht werden (Eickmeier et al., 2010).
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Des Weiteren wurden Inflammationsparameter bisher nur in Studien erhoben, sodass noch
keine pathologischen Grenzwerte definiert wurden, es besteht nur der Vergleich zu gesunden
Patienten. Es kann damit aber nicht definiert werden, ab wann Konzentrationen auch schédlich
sind. Genauso fehlen Erfahrungswerte zur minimalen klinisch entscheidenden Veranderung,
also welche Konzentrationsveranderungen klinisch tberhaupt von Bedeutung sind (Sagel et al.,
2012). Auch die Ubertragbarkeit der Werte auf erwachsene Patienten und Patienten mit starke-
rer Betroffenheit kann nicht garantiert werden.

Tabelle 65 Vergleich mit Eickmeier; Vergleich mit &lteren Patienten und P. aeruginosa infizierten Patienten

(Eickmeier et al., 2010)

Eickmeier | Orkambi- Orkambi- Orkambi-
et al. KIDS V1 KIDS V3 KIDS V5
n=Sputum-
proben 19 4 4 2
Alter 27 (10-40) 10 10,6 11
FEV1% 67% 94% 105% 106%
P. aerugi-
nosa 18 0 0 0
IL-1PB
(pg/ml) 3279 156,3 4475 20,8
IL-6
(pg/ml) 147 2,9 7 0,3
IL-8
(pg/ml) 49683 2664,8 5648,5 512,9
TNF-a
(pg/ml) 179 0,2 5,8 0,3

Dieser Vergleich zeigt eindrucksvoll die Auswirkung von Alter und P. aeruginosa Infektion
auf den Verlauf der Inflammation bei Patienten mit zystischer Fibrose. Infizierte Patienten wei-
sen deutlich héhere Zytokin-Konzentrationen auf.

In der Studie von Eickmeier et al. wurden 19 Patienten im Durchschnitt von 27 Jahren und einer
FEV1 in Prozent vom Soll von 67% untersucht. Davon waren 18 Patienten mit P. aeruginosa
infiziert. Die Konzentrationsmessung aus Sputum wurde bei Eickmeier et al. vergleichbar
durchgefunhrt.

Tabelle 66 Vergleich mit Eickmeier et al.; Vergleich mit gesunden Personen (Eickmeier et al., 2010)

Eickmeier
et al.
Healthy Orkambi- Orkambi- Orkambi-
controls KIDS V1 KIDS V3 KIDS V5
Anzahl 21 4 4 2
Alter 27 (20-42) 10 10,6 11
FEV1% 106% 94% 105% 106%
IL-1P
(pg/ml) 62,4 156,3 4475 20,8
IL-6
(pg/ml) 25,5 2,9 7 0,3
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IL-8
(pg/ml) 739 2664,8 5648,5 512,9
TNF-o

(pg/ml) 0 0,2 5,8 0,3

Die jungen Patienten der Studie trugen noch eine geringe Krankheitslast, trotzdem kann man
schon in diesem Alter klare Abgrenzungen zu gesunden Probanden treffen, da die Inflammati-
onsparameter starke Abweichungen gegenuber Gesunden zeigen. Auch in der Studie von Osika
et al. wurden sehr niedrige 1L-6 Konzentrationen in Sputumproben bei Kindern mit zystischer
Fibrose gefunden. Die niedrigen Konzentrationen kdénnten durch verminderte Produktion oder
durch vermehrten Abbau entstehen (Osika et al., 1999). Niedrige IL-6 Konzentrationen bei
Kindern mit zystischer Fibrose sind schon in mehreren Studien aufgefallen, ohne dass eine Er-
klarung dafir gefunden werden konnte (Osika et al., 1999, Nixon et al., 1998). Besonders der
Vergleich der Konzentration von IL-1p und IL-8 von gesunden Probanden bei Eickmeier et al.
(Eickmeier et al., 2010) und den Patienten der vorliegenden Studie nach dem ersten Studienjahr
fuhrt die deutliche Abnahme der Konzentration noch einmal vor.

Fiur die Inflammationsanalyse von Sputum Uberstand war oft nicht genug Sputum-Menge vor-
handen, sodass hier weniger Daten vorliegen als bei der mikrobiologischen Auswertung.

5.4 Lungenfunktionsparameter

FEV1 in Prozent vom Soll im Studienverlauf

Die FEV1 Werte (im Folgenden immer in Prozent vom Soll) wurden durch die Therapie mit
Lumacaftor/Ivacaftor im Median in der vorliegenden Studie nicht verbessert. Aber auch hier
zeigte sich das individuelle Ansprechen der Patienten stark. Einzelne Patienten profitieren.
Nach 2 Jahren wiesen 4 Patienten (57,1%) bessere FEV1-Messungsergebnisse auf. Nach 1 Jahr
waren es sogar noch 5 (71,4%). Die FEV1 Verbesserungen spiegeln sich bei den profitierenden
Patienten auch in der Auswertung der respiratorischen Kategorie des CFQR-Fragebogens fiir
Kinder anhand der signifikanten Spearman-Korrelation wider (Spearman-Rho=0,292;
p=0,026). Die Progression der Lungenfunktionsverschlechterung kann also durch die Therapie
aufgehalten werden.

Connett et al. beschreibt auch, wie in der vorliegenden Studie, dass einzelne Patienten von einer
FEV1% Verbesserung profitieren (Connett, 2019).

Wainwright et al. beschreibt eine FEV1% Verbesserung schon ab dem 15. Studientag um 6,7%
bei erwachsenen Patienten (p<0,001) (Wainwright et al., 2015).

Schwierigkeiten bei der Durchfiihrung der LCI-Messung und Verénderungen im Studienverlauf
In der vorliegenden Studie konnten nicht zu allen Untersuchungszeitpunkten LCI-Messergeb-
nisse gewonnen werden. Die Messwiederholungen der einzelnen Durchgénge durfen sich nicht
mehr als 10% unterscheiden (Robinson et al., 2013a). Diese Anforderung zu erfillen, gestaltete
sich in mehreren Féllen schwierig, sodass einige Messergebnisse nicht in die Auswertung mit
eingehen konnten. Insgesamt gelang in 37 von 54 Fallen (68,5%) die korrekte Durchfiihrung.
Die LCI-Messung stellt v.a. fur junge Patienten mit geringerer Krankheitslast eine sehr viel
genauere Messmethode dar, als die Bestimmung der FEV1 und ist daher fir die klinische Praxis
auf jeden Fall zu empfehlen. Auch hier filhrt Schulung und Ubung von Patienten und Personal
zu einer verlasslichen nicht- invasiven Diagnostik. Im ersten Studienjahr erftillten 60% der
Messungen die Kriterien fiir eine korrekte Auswertung, im zweiten Studienjahr schon 79%. Die
fehlende Signifikanz kann auch durch fehlende Messwerte zustande kommen.

Unter der Therapie mit Lumacaftor/Ivacaftor traten bei 4 Patienten (66,67%) im ersten
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Studienjahr verbesserte LCI-Werte auf und 3 Patienten (50%) zeigten auch im zweiten Studi-
enjahr noch bessere LCI-Ergebnisse, als vor Beginn der Therapie (ersichtlich aus Abbildung
45). LCI-Ergebnis-Verbesserungen konnten in diesem Fall aber nicht mit Verbesserungen in
der respiratorischen Kategorie des CFQR-Fragebogens in Verbindung gebracht werden. Milla
et al. konnte signifikante Verbesserungen der LCI -Messung, jedoch nicht der FEV1% nach
zwel, vier und 24 Wochen der Therapie mit Lumacaftor/lvacaftor bei Kindern zwischen 6 und
11 Jahren fest stellen (Milla et al., 2017)

5.5 Entzindungsparameter im Blut

IgG, Leukozyten-Anzahl und CRP nahmen im Verlauf des Untersuchungszeitraumes der vor-
liegenden Studie, vor allem aber im ersten Jahr ab. Danach blieben die Konzentrationen kon-
stant niedrig und geringer als zum Zeitpunkt des ersten Visits. Somit kann hier eine systemische
Stabilisierung angenommen werden. Leukozyten-Anzahl und CRP lagen dabei ohnehin immer
im physiologischen Bereich.

Die Konzentration des IgG nahm von Visit 1 bis Visit 5 ab. Im zweiten Jahr erfolgte ein Anstieg
bis Visit 9 (vergleiche Abbildung 17). Der Ausgangswert wurde nicht wieder erreicht, so dass
der Krankheitsprogress vermutlich stark eingeschrankt wird. Der Anstieg im zweiten Jahr, soll
im Folgenden diskutiert werden.

Ein dhnlicher Verlauf findet sich in der vorliegenden Studie auch bei der Messung der Leuko-
zyten-Konzentration (vergleiche Abbildung 19).

Abnahme der CRP-Konzentration

Im Studienzeitraum nahm die Konzentration des CRP-Wertes von Visit 1 bis Visit 9 ab (siehe
Abbildung 20). Lediglich zum Zeitpunkt des ersten Visits lag bei einem Patienten ein patholo-
gisch erhéhter Wert auf Grund einer vorangegangenen Exazerbation vor. Die Konzentration
des CRP-Wertes konnte in der Literatur bisher noch nicht als pradiktiv fiir die Dauer der The-
rapie angesehen werden, aber Aussagen Uber die Lange des Zeitraums bis zur néchsten Thera-
pie waren moglich (Shoki et al., 2013). So beschreibt Sharma et al. die hohe Spezifitat fur den
Zusammenhang von CRP Konzentrationen tiber 75mg/l und dem nicht Ansprechen auf die The-
rapie von Exazerbationen (Sharma et al., 2017).

In der Literatur wird oft die geringe Sensitivitat der Inflammationsparameter im Blut fiir patho-
logische Prozesse kritisiert, die auf die Lunge begrenzt sind (Matouk et al., 2016). In der vor-
liegenden Arbeit konnte auf Grund der geringen Verénderungen der Lungenparameter diese
Aussage nicht entkraftet werden.

5.6 CFTR Modulation unter dem Zwerchfell

Die meisten jungen Patienten weisen noch eine gute Lungenfunktion auf. Eine groRere Bedeu-
tung flr die Lebensqualitat und den Alltag in diesem Alter haben oft die Symptome auRerhalb
des Respirationstraktes. Neugeborene entwickeln oft in den ersten Lebensstunden schon einen
Meconiumileus. Typische Beschwerden von betroffenen Kindern im Alter von sechs bis 12
Jahren sind Reflux, faulig riechender Stuhl oder Diarrhé genauso wie Mangelernahrung und
vermindertes Korperwachstum (VanDevanter et al., 2016). Umso wichtiger ist es, auch unter-
halb des Zwerchfells Diagnostik zu betreiben und wichtige klinische Parameter zu implemen-
tieren und routinemalRig zu erheben. Auch hier besteht die Mdglichkeit, verschiedene Biomar-
ker zu analysieren um pathognomonische Muster aufzudecken, genauso wie die weitreichenden
Auswirkungen der Therapie mit Lumacaftor/lvacaftor aufzudecken.
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5.6.1 Veranderung der Calprotectin-Konzentration

Die Konzentration von Calprotectin im Stuhl sank in der vorliegenden Arbeit sofort nach der
Einstellung auf Lumacaftor/ lvacaftor. Eine starke Abnahme ist schon bei Visit 2 zu verzeich-
nen und die Werte bleiben konstant niedrig im Untersuchungszeitraum (siehe Abbildung 24).
Die gemessene Calprotectin-Konzentration sank von Visit 1 bis Visit 5 und stieg im zweiten
Untersuchungsjahr an. Somit konnte auch hier der Anstieg von Inflammationsmarkern im zwei-
ten Jahr gefunden werden.

In der Studie von Ellemunter et al. konnte eine um das sechsfache erhdhte Konzentration von
Calprotectin im Stuhl im Vergleich zum Serum nachgewiesen werden. Bei pankreasinsuffizien-
ten Patienten (Altersdurchschnitt 18,9; 79% F508del homozygot) wurde im Median eine Kon-
zentration von 68 pg/g nachgewiesen. Eine zweifach erhohte CRP-Konzentration ging dabei
mit einer um 11% erh6hten Calprotectin Konzentration einher (Ellemunter et al., 2017), sodass
eine Assoziation zwischen intestinaler und systemischer Inflammation besteht.

In der OrkambiKIDS Studie lag die durchschnittliche Konzentration ab der Einnahme von Lu-
macaftor/lvacaftor im Mittel bei 89,9 ug/g. Eine Korrelation von Calprotectin und CRP konnte
nicht signifikant nachgewiesen werden und somit der Zusammenhang zwischen intestinaler und
systemischer Inflammation nicht weiter bestarkt werden. Da Patienten Sputum auch verschlu-
cken, kann eine Stimulation der Mukosa durch verschluckte Bakterien und Sputumbestandteile
angenommen werden. Weniger Sputumproduktion durch die Einnahme des Medikaments kann
zu geringeren Calprotectin-Konzentrationen fiihren. Dagegen spricht aber, dass die Calprotec-
tinkonzentration im Stuhl im Vergleich zu anderen Messquellen, wie Blut und Sputum 30 mal
hoher ist und somit das verschluckte Sputum wenig zur Calprotectinkonzentration beitragt
(Rumman et al., 2014). Kein signifikanter Zusammenhang konnte fur Calprotectin und die Ka-
tegorie ,,Digestive” im CFQR-Fragebogen gefunden werden.

5.6.2 Cathepsin B

Die Bestimmung von Cathepsin im Urin zeigte in der vorliegenden Arbeit erst nach einem Jahr
eine leichte Verminderung im Median (siehe Abbildung 28). Nicht zu erkléren ist der Wert von
Patient 6. Laguna et al. konnte bei Kindern mit CF (Altersdurchschnitt 3,5 Jahre) eine Cathepsin
B Konzentration im Urin von 0,83 ng/ml nachweisen (Laguna et al., 2018). Die Kinder der
OrkambiKIDS Studie zeigten im Durchschnitt Werte von 1,23 ng/ml. Bei gesunden Probanden
(mit einem Alter von durchschnittlich 2,4 Monaten; FEV1%: 96% Uber 2 Jahre) konnte Laguna
et al. eine Konzentration von 0,59 ng/ml nachweisen, sodass eindeutig erhthte Werte bei Pati-
enten mit CF vorliegen. Cathepsin B wird im Respirationstrakt als Inflammationsparameter
verwendet, sodass die Bestimmung aus Urin mittels ELISA eine einfache Methode darstellt,
die chronische Lungenerkrankung zu tberwachen, vor allem bei Patienten, bei denen keine
Expektoration von Sputum mdglich ist. Stark erhthte Cathepsin B-Werte finden sich vor allem
bei Patienten mit fortgeschrittener Lungenerkrankung.

Da die Durchfuhrung der Studie zuerst auf ein Jahr ausgelegt war, wurde die Bestimmung von
Cathepsin B im Urin nur im ersten Jahr durchgefiihrt. Im zweiten Jahr werden keine wesentli-
chen Veranderungen erwartet.

5.6.3 Lumacaftor/lvacaftor und die Leber

Da Erkrankungen der Leber das Uberleben der Patienten beeintrachtigen, ist es von groRer Be-
deutung auch auf die Wirkung der Modulator-Therapie in diesem Bereich einen Blick zu wer-
fen. Die alkalische Phosphatase, sowie GPT und GOT kénnen durch verschiedene Ausloser
erhoht sein. Hepatotoxische Medikamente, bilidre Zirrhose und Gallenséureaufstau miissen hier
betrachtet werden. Die alkalische Phosphatase wird aber auch durch Haut, Knochen und Niere
gebildet und ist somit nicht Leber-spezifisch.
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Verlauf der alkalischen Phosphatase

In der vorliegenden Arbeit kam es zu einer starken Verminderung der alkalischen Phosphatase
(siehe Abbildung 26). Auch hier konnte wieder ein leichter Anstieg im zweiten Jahr festgestellt
werden. Vor Studienbeginn wiesen zwei Patienten pathologisch erhthte Werte auf, am Ende
nur noch einer. Eine Stabilisierung war hier langfristig moglich. Die AP kann dabei aber nicht
als Leberspezifisch angesehen werden, da auch in Niere und Knochen relevante Mengen gebil-
det werden. Bei Kindern unter 4 Jahren wurden keine erhdhten Werte der alkalischen Phospha-
tase festgestellt, jedoch bei Studienteilnehmern tber 16 Jahren in fast 50% der Félle (Boat et
al., 1974). Der Zeitpunkt des Beginns der Lebererkrankung und damit auch der notwendige
Therapiebeginn muss noch préziser bestimmt werden.

Verlauf von GOT und GPT

Die in der vorliegenden Studie signifikante Verminderung der Konzentrationen der GOT und
der GPT sprechen in jedem Fall fur eine verbesserte Leber-Gesundheit (ersichtlich in den Ab-
bildungen 49-52). Bei beiden Parametern blieb die Abnahme konstant. Es wurde keine Zu-
nahme im zweiten Jahr gefunden, sodass die positive Wirkung von Lumacaftor/lvacaftor auf
die Lebergesundheit auch langerfristig nachgewiesen wurde.

Woodruff et al. konnte erhdhte AST-Werte als starksten Pradiktor fiir darauffolgende sympto-
matische Lebererkrankung festlegen (Woodruff et al., 2017). In der Studie von Woodruff et al.
wurden Patienten mit 2 mutierten Genen fiir CFTR-Kanéle untersucht. Dabei wurden erhdhte
Leberwerte schon bei Kindern unter zwei Jahren festgestellt. 93% aller 21 -jahrigen wiesen
mindestens einen erhohten Leberwert auf, wobei die Erhéhung meist mild war (Woodruff et
al., 2017). Unter der Therapie mit Lumacaftor/lvacaftor wurde schon signifikant weniger
Steatosis hepatis nachgewiesen (Kutney et al., 2019). Woodruff et al. beschreibt erhéhte GPT
Werte vor allem bei weiblichen Patienten, wobei eine friihzeitige Leberzirrhose eher bei mann-
lichen CF-Patienten eintritt (Woodruff et al., 2017). Diese Aussagen konnten in der vorliegen-
den Studienpopulation nicht bestatigt werden. Durch die festgestellten Verdnderungen der Le-
berwerte durch die Modulatoren-Therapie kann hier in einen weiteren Prozess der CF-Patho-
genese eingegriffen werden. Zukunftige Studien sollten diese Auswirkungen beachten.

5.6.4 Gastrointestinale Symptome

Nach dem Beginn der Modulatoren-Therapie wurden in vergleichbaren Studien Veranderungen
der Gallenséuren, der Phospholipide, des Aminosdurestoffwechsels und des Fettstoffwechsels
gefunden (Kopp et al., 2018) Diese weitreichenden Veranderungen zeigten sich auch in den
Dominen ,,Body* und ,,Digestive* des CFQR-Fragebogens in der vorliegenden Arbeit. Der
Appetit wurde verbessert. AuRerdem beschrieben die Patienten im Symptome-Fragebogen we-
niger unter Blahungen, Durchfall, Bauchschmerz und Ubelkeit zu leiden. Dieser Gewinn an
Lebensqualitét l&sst sich nur schwer an Biomarkern messen, ist aber entscheidend fiir die Pati-
enten.

57 BMI

Eine Verbesserung des Perzentilen-bezogenen BMIs einzelner Patienten lieR3 sich bei der Aus-
wertung der Daten der durchgefiihrten Studie auch in Ubereinstimmung mit verbesserten Wer-
ten der Kategorien ,,Eat” und ,,Body* des CFQR-Fragebogens finden. Beispielsweise bei Pati-
ent 6 und Patient 2. Noch genauer wére die Bestimmung der ,,lean Body Mass®, da in dieser
Messung der Anteil an Muskulatur und Fettgewebe besser unterschieden werden kann. Insge-
samt verbesserte sich der Perzentilen-bezogene BMI im Median wahrend des Studienzeitraums
von 21 auf 40 (siehe Abbildung 37). Die signifikante Verbesserung wird auch in der Literatur
beschrieben (Milla et al., 2017).

Die Bestimmung des BMI bzw. den Perzentilen hat eine grof3e Aussagekraft Giber den Gesund-
heitszustand der Patienten. Weniger herausfordernde Exazerbationen und eine bessere
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Verdauung tragen zur gesunden Entwicklung der Kinder bei. Durch den Einsatz von Lu-
macaftor/lvacaftor wird auch der Geruchssinn verbessert (Liou, 2019), wodurch der Appetit
beeinflusst wird. Auch wenn die Mechanismen des verbesserten Erndhrungszustands durch Lu-
macaftor/lvacaftor nicht vollstandig erklart sind, wird eine verbesserte Kalorienaufnahme be-
schrieben. Dies kann z.B. auch durch einen normalisierten intestinalen pH-Wert ausgeldst wer-
den (Wainwright et al., 2015).

5.8 Nebenwirkungen und CFQR

Fur die Modulatoren-Therapie wurden keine Sicherheitsbedenken gefunden (Milla et al., 2017).
Im Symptome-Fragebogen der OrkambiKIDS-Studie nahmen Kopfschmerz, Schwindel, lau-
fende Nase, Auswurf, Husten, Ubelkeit und Appetitlosigkeit bis zum zweiten Visit erst zu, be-
vor diese Symptome unter das Ausgangshiveau fallen. Somit sind nach der Eingewdhnung
keine weiteren Nebenwirkungen mehr aufgetreten und die CF-assoziierten Symptome wurden
durch die Therapie, wie in Abbildung 47 ersichtlich, vermindert, da die Ergebnisse des ersten
Visits als Ausgangswert vor Medikamenteneinnahme angesehen werden kénnen.

Tabelle 67 Vergleich der Studie mit (Milla et al., 2017); Ausgangswerte vor Studienbeginn

Milla et al. | OrkambiKIDS
n 54 7
Alter 91 9,4
Schweif3chlorid
mmol/I 105,9 97,5
BMI 16,89 16,19
FEV1 91,4 96,8

Aus der Tabelle 67 kann die Vergleichbarkeit des Patientenkollektivs der Studie von Milla et
al. mit der vorliegenden Studie entnommen werden. Das Studienkollektiv weist groe Ahnlich-
keiten auf.

Tabelle 68 Vergleich der Parameter BMI, CFQR "Respiratory'* und Schwei3chlorid im Verlauf

Baseline/ | 16 Wochen/ | 24 Wochen /
Visit 1 Visit 2 Visit 3
92,8 93,9
Milla et al FEV1 91,4 (p=0,3651) (p=0,067)
OrkambiKIDS FEV1 96,8 97,7 101,5
Schweif3chlorid 81,1
Milla et al mmol/I 105,9 (p=0,001)
Schweif3chlorid
OrkambiKIDS mmol/I 97,5 77,3 75
17,29 17,49
Milla et al. BMI 16,89 (p=0,001) (p=0,001)
OrkambiKIDS BMI 16,19 15,72 15,85
85,6 83,7
Millaetal. | CFQR ,Respiratory* 78,3 (p=0,001) (p=0,008)
OrkambiKIDS | CFQR ,,Respiratory“ 83,3 80,95 90,48

Um die Parameter CFQR Respiratory, FEV1, Schweilichlorid und BMI mit der Studie von
Milla et al. zu vergleichen, wurden die Untersuchungszeitpunkte Visit 1 und der Zeitpunkt ,,Ba-
seline” bei Milla et al. gleichgesetzt. Visit 2 fand in der vorliegenden OrkambiKIDS Studie
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nach 90 Tagen statt und somit zu einem vergleichbaren Zeitpunkt wie bei Milla et al. nach 16
Wochen. Aus Tabelle 68 wird ersichtlich, dass ahnliche Verbesserungen erreicht werden konn-
ten.

Vergleich Milla et al und \ergleich von Milla et al

OrkambiKIDS CFQR und OrkambiKIDS BMI
Respiratory domain 18

95 171'3 /"
%0 16,5
85 - 16
80 - 15,5
75 15
70 14,5

1 2 3 1 2 3

a— \illa et al OrkambiKI1DS e Milla et al OrakmbiKIDS

Abbildung 73 Vergleich der Doméne ,,Respiratory“ Abbildung 72 Vergleich des BMI

Die OrkambiKIDS Studie konnte mehr respiratorische Verbesserungen mittels CFQR-Frage-
bogen nachweisen als die Untersuchung von Milla et al., die Verbesserung im BMI war gerin-
ger.

5.9 Die Veradnderung der Parameter im zweiten Studienjahr

Im zweiten Studienjahr nehmen die Werte von 1gG, Leukozyten-Konzentration, Calprotectin
und CRP wieder zu. Zwar wird mit Sicherheit eine Stabilisierung des Gesundheitszustands aus-
gelost und das Fortschreiten effektiv eingeddmmt, dennoch scheint die Therapie mit Lu-
macaftor/lvacaftor nach zirka einem Jahr an Effektivitét zu verlieren. Hierzu gibt es noch keine
ausreichende Datenlage.

5.10 Limitierungen der Ergebnisinterpretation

5.10.1 Compliance

Einen grollen Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung und den Gesundheitszustand hat die
Compliance der Patienten. Die regelmaRige Einnahme von Lumacaftor/lvacaftor zweimal tag-
lich und die regelmé&Rige Physiotherapie betrifft das gesamte Umfeld der Patienten. Die Forde-
rung mit Sportangeboten und das Einhalten aller Medikamentenpléne ist auf Grund des jungen
Alters stark von dem sozialen Umfeld der Patienten abhdngig. Auch die Erhebung der Daten
war stark von der Compliance abhéngig. VVor allem bei der Expektoration von Sputum wahrend
der Physiotherapie und bei der Messung der Lungenfunktionsparameter spielt das Verhalten
der Kinder eine groRe Rolle.

5.10.2 Heterogenitat der Studienteilnehmer

Der Verlauf der Erkrankung unterscheidet sich bei Patienten sehr stark und auch schon in jun-
gem Alter weisen die Patienten sehr verschiedene Krankheitsauspragungen auf, sodass die Ver-
gleichbarkeit der einzelnen Teilnehmer der Studie dadurch eingeschrankt wird, bzw. der Vorteil
der Behandlung unterschiedlich stark ersichtlich wird. Auch die Altersunterschiede spielen hier
eine groRe Rolle. Grundsétzlich haben alle Patienten von der Einnahme von Lu-
macaftor/lvacaftor profitiert, nur das AusmaR unterscheidet sich.
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5.10.3 Ein Visit - nur eine Momentaufnahme?

Signifikante VVeranderungen traten oft innerhalb des ersten Jahres ein. Zum Beispiel bei der
Auswertung des BMIs, des Symptome-Fragebogens und der Konzentration der alkalischen
Phosphatase. Im zweiten Studienjahr stiegen zum Beispiel die Konzentration von 1gG, Calpro-
tectin und der alkalischen Phosphatase wieder an. Somit zeigt sich, dass keine Heilung und
keine Umkehr der Erkrankung mdglich sind, jedoch ein Fortschreiten verlangsamt werden
kann. Da keine Vergleichskohorte vorlag, konnen nur schwer Aussagen getroffen werden, wie
die Werte sich ohne Modulator-Therapie entwickelt hatten. Das in Frage stellen der richtigen
Studienperiode beschaftigt viele Wissenschaftler (Roesch et al., 2018). Die Wirkung des Me-
dikaments kann zum Beispiel auch uUberschatzt werden, wenn ein Patient kurz vor der Einstel-
lung eine Exazerbation erlitt und mit besonders schlechten Werten in den Studienzeitraum ge-
startet ist. Der Beginn des Studienzeitraums lag zu dem im Winter, einer Zeit, in der Viren und
Erkéltungswellen vermehrt kursieren. Die Untersuchungen in der Studie waren gleichzeitig
auch Routine-Untersuchungen, sodass Reaktionen und Veranderungen der Therapie durch die
Behandelnden nicht ausgeschlossen werden kénnen.

5.10.4 Probenprozessierung

Die Bestimmung der verschiedenen Inflammationsparameter erfolgte aus gefrorenen Proben.
Diese wurden bei -80°C gelagert. Die Prozessierung wie auch das Auftauen, fihrten sicherlich
zur Zerstorung von Zytokinen, bzw. konnten in der Zwischenzeit Proteasen Enzyme spalten
und dem Nachweis somit entziehen. Um diesem Problem zu begegnen, wurden den Sputum-
proben Protease-Inhibitoren zugegeben. In welchem AusmaR dies der Fall war, konnte nicht
bestimmt werden.

5.10.5 Calprotectin-Bestimmung

Die Konzentration von Calprotectin wurde aus frischem Stuhl bestimmt. Auf Grund der Symp-
tome des Gastrointestinaltrakts war es aber oft nicht mdglich, Stuhlproben zu erhalten. Diese
wurden oft erst mit zeitlichem Verzug von bis zu einer Woche von den Eltern nachgereicht.
Um fehlende Konzentrationen zu bestimmen und einen besseren Uberblick tiber die Kohorte
zu erhalten, wurde am Ende noch einmal eine Messung aus bei -80°C gefrorenen Stuhlproben
angefertigt. Der Hersteller des Messungsverfahren empfiehlt jedoch nicht, gefrorenen Stuhl zu
verwenden. Mit den Ergebnissen aus der Messung von gefrorenem Stuhl wurden fehlende Da-
ten erganzt, wenn Messungen aus frischen und gefrorenen Stuhlproben vorlagen, wurde der
Mittelwert gebildet so lange sich die Messungen nicht um mehr als 10% unterschieden. Sicher-
lich kann davon ausgegangen werden, dass beim Gefrieren und Auftauen Enzyme zerstort wur-
den. Zwei gefrorene Stuhlproben wurden im Abstand von 2 Wochen gemessen und somit ein-
mal mehr gefroren und aufgetaut, dadurch verringerte sich die gemessene Calprotectin-Kon-
zentration einmal um 100pg/g und einmal um 37pug/g.

5.10.6 Fragebdgen: Die Beeinflussung der Kinder durch die Eltern

Auf Grund des jungen Alters sind die Patienten beim Ausfillen des Fragebogens sicherlich
stark von der Einstellung der Eltern zu der Erkrankungsschwere beeinflusst. Manche Eltern
empfinden die Krankheit als wenig belastend, beantworten die Fragebdgen mit sehr guten Er-
gebnissen. Diese Einstellung tbertragt sich auch auf die Kinder. Als wenig belastend kénnen
Eltern die Erkrankung aber auch empfinden, welche weniger Zeit in die Therapie ihrer Kinder
investieren, sodass das Gesundheitsempfinden sehr subjektiv zu werten ist. Mehrmals tauchen
im CFQR-Fragebogen auch Fragen auf, ob das Kind im Schulsport und im Vergleich mit an-
deren Kindern genauso schnell laufen kann. Diese Frage ist im Zeitraum der Covid-19 Pande-
mie in der weder in Schulen noch im Verein gemeinsam Sport betrieben wurde nattrlich schwer
zu beantworten.
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5.10.7 Die Kohorte- zu kleine Fallzahl, zu heterogen

Besonders auffallend ist, dass die Patienten sehr unterschiedlich auf die Therapie mit Lu-
macaftor/lvacaftor ansprechen. Die Voraussage, welche Patienten am meisten profitieren wer-
den, ist schwierig. Die Behandlung und Studiendurchfiihrung der zystischen Fibrose ist auf-
wandig, auf Grund der vielen noch ungeklarten Mechanismen ist es von Vorteil méglichst viele
Parameter zu erheben, um pathognomonische Muster aufzudecken. Gleichzeitig ist es nicht
maoglich, sehr groRe Kohorten zu akquirieren, da die Erkrankung selten ist und wiederrum in
unterschiedliche genetische Mutationen unterteilt werden muss. Auch der Vergleich von ver-
schiedenen Altersgruppen und P. aeruginosa-Infizierten mit Nicht-Infizierten ist nur bedingt
maoglich. Die Verldufe sind sehr individuell und durch medikamenttse wie auch physiothera-
peutische Intervention stark beeinflussbar. Auch in der vorliegenden Studie zeigten sich grolie
Unterschiede zwischen den einzelnen Patienten.

Die Studienergebnisse kdnnen auch dadurch beeinflusst werden, dass nur Patienten auf die The-
rapie mit Lumacaftor/lvacaftor eingestellt wurden, denen genug Compliance zugerechnet wird,
die regelméaRigen Untersuchungen wahrzunehmen, da die Bestimmung von Leberwerten und
Augeninnendruck vorgeschrieben ist. Insgesamt wurden bei einer kleinen Kohorte zu vielen
verschiedenen Zeitpunkten viele unterschiedliche Parameter untersucht. Dadurch entsteht ein
sehr genaues Bild Uber einzelne Patienten, wohingegen signifikante Veranderungen auf die
ganze Kohorte betrachtet nur selten entstehen.

5.10.8 Probleme bei der Erhebung von Antibiotikagebrauch und Exazerbation

Einige Eltern stehen der haufigen Verschreibung von Antibiotikatherapien Kritisch gegentber
und es konnte nicht sichergestellt werden, ob verschriebene Antibiotika auch wirklich einge-
nommen worden sind und ob alle Exazerbationen von den Eltern soweit erkannt wurden, dass
auch &rztliche Hilfe in Anspruch genommen worden wurde. Auch die vermehrten Kontrollun-
tersuchungen kénnen zu einer erhohten dokumentierten Exazerbationsrate fihren.

5.10.9 Zystische Fibrose und die Covid-19 Pandemie

Durch verstérkte HygienemafRnahmen, wie das Tragen einer medizinischen Maske und die Ab-
standsregeln kann die verminderte Exazerbationsrate im zweiten Studienjahr sicherlich mit aus-
gelost worden sein. Die geringere Exposition gegeniiber typischen Erkaltungsviren stabilisierte
sicherlich den Gesundheitszustand der Patienten und ldste weniger Exazerbationen aus. Ge-
nauso vermieden Patienten wegen milderen Beschwerden in die Klinik zu kommen, sodass we-
niger Daten zu Exazerbationen vorliegen konnten.

5.11 Was kam zuerst: Inflammation oder Infektion?

In der vorliegenden Arbeit wurden zahlreiche Inflammationsparameter bestimmt, umso die Mo-
dulierbarkeit der Pathogenese und die vielféaltigen Auswirkungen der Inflammation auf den
Korper zu untersuchen. Aber welche Vorgange sind hier besonders entscheidend - Inflamma-
tion oder Infektion? Es ist schwierig, die stetige Spirale der Verschlechterung des Gesundheits-
zustands zu durchbrechen, wenn Ausldser unerkannt bleiben. Die exzessive Inflammation
konnte durch die Stimulation zur Zytokinbildung durch Bakterien ausgeldst werden, genauso
aber auch durch konstitutive abnormale Fehlregulation der Zytokinbildung durch Zellen, oder
beides. Die Inflammation der Atemwege wird als Antwort auf die Infektion mit Keimen gese-
hen, dennoch tritt die Inflammation schon sehr friih im Leben der Patienten auf und eine Infek-
tion ist zu diesem Zeitpunkt oft noch gar nicht nachweisbar. Chronische Infektionen kénnen
nachgewiesen werden, bevor tberhaupt eine Erkrankung der Lunge festgestellt werden kann.
Die Persistenz von Inflammation, Infektion und der darauf folgenden Lungengewebezerstérung
kann kaum durchbrochen werden und die unbekannten Ausléser und Verstarker nicht effektiv
therapiert werden (Courtney et al., 2004). Die Therapie der Infektion und Unterdriickung der
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Inflammation mdiissen sorgféltig geplant werden, um Resistenzen und eine insgesamt ver-
schlechterte Abwehrlage nicht zu fordern. Nicht auller Acht gelassen werden darf auBerdem,
dass bei Probenentnahmen nie alle Bakterien nachweisbar sind, dass die Lunge sehr heterogen
besiedelt ist und es nicht maoglich ist, diese Heterogenitét korrekt darzustellen. Genauso auch,
dass Enzyme schnell durch Proteasen zersetzt werden und sich dem Nachweis entziehen. Der
groRte Teil des Gewebeschadens entsteht durch die aktivierten neutrophilen Granulozyten, auch
hier fehlt noch viel Wissen, warum und durch welche Faktoren die Gegenregulation gestort ist
(Courtney et al., 2004).

5.12 Exkurs - Entwicklung der Modulatoren-Therapie

2012 erfolgte die Zulassung von Ivacaftor fur Patienten tiber 6 Jahren mit mindestens einem
G55D Allel. Mittlerweile wird es fiir mehr als 30 verschiedene Mutationen eingesetzt (Boyd et
al., 2021). Als Potenziator verlangert es die Offnungszeit des CFTR-Kanals. Verbesserungen
der FEV1 vom Soll und der Schweif3chlorid-Konzentration konnten schnell nachgewiesen wer-
den. Aber auch das Risiko der Hospitalisierung, Tod, Lungentransplantation, Entwicklung ei-
nes durch CF ausgeldsten Diabetes und die Infektion mit S. aureus und P. aeruginosa wurde
vermindert. Diese Entdeckung und Einflihrung in die Therapie ist ein Meilenstein in der The-
rapie der zystischen Fibrose und beférderte die Entwicklung weiterer Modulatoren (Boyd et al.,
2021).

Die Fehlfaltung des mutierten Kanals fiihrt aber zu einem vorzeitigen Abbau, sodass das Protein
oft nicht zur Zellmembran gelangt. Dieses Problem wird durch die Einfuhrung von Lumacaftor
therapiert. Als Korrektor verbessert das Medikament die Stabilitat des Proteins. Lumacaftor
alleine zeigte in Studien keine Verbesserung der Lungenfunktion oder SchweiRchlorid-Kon-
zentration. In Kombination mit lvacaftor konnten weitreichende Verbesserungen gefunden
werden. Mit der Einflihrung von Tezacaftor wurde Lumacaftor ersetzt durch ein Medikament
mit gleicher Wirkstérke, aber weniger Nebenwirkungen und weniger Interaktionspotenzial mit
anderen Arzneimitteln (Boyd et al., 2021). Mit der Einfiihrung von Kaftrio® steht nun auch
eine dreifache Kombination zur Verfugung. Diese besteht aus Ivacaftor und den beiden Kor-
rektoren Tezacaftor und Elexacaftor (Boyd et al., 2021), dadurch kann die Funktionsfahigkeit
des CFTR-Kanals noch einmal stark verbessert werden. Nach Beendigung der OrkambiKIDS
Studie, wurden alle Studienteilnehmer, die alter als 12 Jahre sind auf die Therapie mit Kaftrio®
eingestellt, um die bestmdgliche Therapie zu gewahrleisten. Fir die Studienteilnehmer unter 12
Jahren besteht die Mdglichkeit der Therapie mit Kaftrio ® ab Januar 2022. Zu beachten ist bei
der Entwicklung neuer Therapie, dass der friihzeitige Therapiebeginn groRe Vorteile birgt, aber
Kinder immer erst zeitlich versetzt von neuen Medikamenten profitieren, da die Zulassung fur
diese Altersklassen immer erst zu spateren Zeitpunkten erfolgt.

Ivacaftor/
Ivacaftor Ivacaftor/Lu Tezacaftor/
fiir >6. Ivacaftor/L macaftor >2. Elexacaftor
Lebensjahr umacaftor Lebensjahr >12. Lebensjahr
11.2015 01.2018 01.2019 08.2020
2015 2016 2017 2018 | 2019 2020 EOQIV

>
| |

Studienzeitraum

Abbildung 74 Zeitverlauf der Medikamenteneinfihrung in Deutschland nach (Boyd et al., 2021) und
https://arznei-news.de/lumacaftorivacaftor/
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5.12.1 Schlussfolgerung und Implikationen fur die Praxis

Die vorliegende Studie hat gezeigt, dass die regelméaRige Sputumexpektoration auch fur Kinder
ab 6 Jahren gut moglich ist und dadurch wichtige Erkenntnisse tber die bakterielle Besiedelung
ermoglicht werden. Die Analyse der Inflammationsparameter im Sputum ist aktuell fur den
klinischen Alltag zu aufwéndig. Auch die Untersuchung des Mikrobioms wird hier in Zukunft
sicherlich groRe Wissensliicken fullen. Somit wird der Weg ertffnet in eine spezifische und
personalisierte Therapie. Als Ziel kann hier sicher eine Langzeitstabilisierung des Gesundheits-
zustands und somit eine groRRe Lebenszeit- und Lebensqualitatsgewinn fir die betroffenen Pa-
tienten erreicht werden. In der Studie von Rubin et al. wurde fiir Patienten, die ab dem 6 Le-
bensjahr die Therapie mit Lumacaftor/lvacaftor begannen eine hohere Lebenserwartung von
7,8 Jahren errechnet und der Zeitpunkt fur eine Lungentransplantation um 12 Jahre verzégert
(Rubin et al., 2019).

Es bleiben viele wissenschaftliche Liicken bestehen, die Stiick fir Stiick geschlossen werden
mussen. Empfehlenswert ist sicherlich das Erheben von mehreren und verschiedenen Parame-
tern im klinischen Alltag, um einerseits Langzeitdaten fiir zukUlnftige Patientengenerationen zu
sammeln und andererseits Therapien zielgerichteter und friher einfihren zu kénnen. Auch die
Weiterentwicklung der Modulatoren-Therapie ist entscheidend. Der Ansatz erscheint vielver-
sprechend, auch wenn eine vollstdndige Korrektur mit Lumacaftor/lvacaftor bei weitem nicht
maoglich ist. Zukinftige Generationen wie Ivacaftor/Tezacaftor /Elexacaftor werden immer gro-
Rere Korrekturmoglichkeiten zulassen.
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6 Zusammenfassung
Ziel: Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die Veranderungen der pulmonalen, intestinalen
und systemischen Inflammationsparameter, der bakteriellen Besiedelung und die Veranderun-
gen der Lebensqualitat von Patienten uber 2 Jahre nach Beginn der Therapie mit dem CFTR-
Modulator Lumacaftor/lIvacaftor aufzuzeigen.

Methoden: 7 Patienten im Alter von 6-12 Jahren wurden in die prospektive longitudinale Studie
der CFTR-Modulatoren-Therapie (Lumacaftor/lvacaftor) eingeschlossen. Wahrend der ersten
beiden Jahre der Medikamenteneinnahme wurden alle 3 Monate Stuhl-, Urin-, Blut-, Sputum-
Proben und Rachenabstriche gewonnen und Fragebdgen zur Lebensqualitat und Symptomen
beantwortet. Das prozessierte Sputum wurde mittels Cytometric-Bead-Arrays auf verschiedene
Inflammationsparameter (TNF-a, IL-18, IL-6 und IL-8) und mittels ELISA die Konzentration
der neutrophilen Elastase untersucht. In Urinproben wurde durch ein ELISA die Konzentration
des Cathepsin bestimmt. Inflammationsparameter aus Blutproben (IgG, Leukozyten, CRP) und
Stuhlproben (Calprotectin) wurden durch das Zentrallabor der Universitdtsmedizin Mainz er-
hoben. Der Einfluss der Therapie auf die Lebergesundheit wurde mittels Bestimmung der GOT,
GPT und AP im Plasma untersucht. Eine mikrobiologische Untersuchung von Sputumproben
und Rachenabstrichen wurde durchgefthrt. Des Weiteren wurde die Lungenfunktion der Pro-
banden mit Hilfe von FEV1, LCI und FRC im Verlauf uberpruft.

Ergebnis: Wahrend des Untersuchungszeitraums kam es zur signifikanten Abnahme von IgG
(Visit 1 Median 11,8 g/l auf Visit 9 Median 9,6g/l; p<0,01) und der Leukozyten-Anzahl im
Blut (Visit 1 Median 9,9/nl auf Visit 9 Median 0,2/nl; p=0,014). Fir beide Parameter lasst sich
ein starker Effekt nach Cohens’f bestimmen. AuRerdem kommt es zur signifikanten Abnahme
der GOT (Visit 1 Median: 32U/l auf Visit 9 Median: 25,5U/l; p=0,014) und GPT (Visit 1 Me-
dian: 28 U/l auf Visit 9 Median: 16,5 U/I; p=0,011). Im Stuhl konnte eine Abnahme von Cal-
protectin nachgewiesen werden (Visit 1 Median 215ug/g auf Visit 9 Median 93ug/g). Auch die
Cathepsin B Konzentration im Urin verminderte sich (Visit 1 Median 1,1 ng/ml auf Visit 5
Median 0,8 ng/ml). Besonders entscheidend war die Analyse der Sputumproben. 74% der Pa-
tienten konnten induziertes Sputum expektorieren. Dabei unterschieden sich in 44% die bakte-
rielle Besiedelung der Proben im Vergleich mit dem Rachenabstrich. Bei Messungen der
neutrophilen Elastase, TNF-a, IL-1p, IL-6 und IL-8 ergaben sich kaum Ver&nderungen. Es kann
gezeigt werden, dass das Medikament Lumacaftor/lvacaftor zwar systemisch stark Entziin-
dungsparameter verringert und sich positiv auf die Lebergesundheit auswirkt, die Inflammation
der Lunge anhand der gemessenen Parameter aber nur wenig verandert wird.

Fazit: Auch wenn die Wirkstoffkombination aus Lumacaftor und Ivacaftor keine vollstandige
Korrektur des mutierten CFTR-Proteins ermdglicht, so ist trotzdem eine starke Auswirkung auf
die Verzdgerung der Krankheitsprogression nachweisbar. Es wurden keine ausgeprégten Ne-
benwirkungen festgestellt. Die Begleitsymptome der Erkrankung wurden vermindert. Eine Sta-
bilisierung des Gesundheitszustands junger CF-Patienten kann durch das Medikament erreicht
werden. Die Etablierung von Physiotherapie zur Produktion von induziertem Sputum ist zu
empfehlen, da womdglich genauere mikrobiologische Aussagen gewonnen werden kénnen.
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OrkambiKIDS Visit Nr:

Datum:
Untersuchungsbogen
1. Anamnese:
Atemwegsinfektion in den letzten 3 Monaten: [ nein; ja:
Letzte Antibiotikatherapie:
Besondere Beschwerden /NW : (] nein; U ja:
2. Korperliche Untersuchung:
Auffalligkeiten obere Atemwege: U nein; O ja:
Auffalligkeiten untere Atemwege: U nein; O ja:
Auffalligkeiten Abdomen: [ nein; ja:
3. Lange: cm; Gewicht: kg; BMI: FFM:
4. O,-Sattigung: %
5. LCI (Mittelwert aus 2 Messungen): L LCI 1: L LCl 2: L
FRC (mittewert aus 2 Messungen): L FRC 1: L FRC 2: L
LuFu: FEV1: L FEV1 Soll: L FEV1 % Soll: %
FVC: L FVC Soll: L FVC % Soll %
6. Schweiftest: Datum: Ergebnis:
7. Fragebdgen (CF HrQL und Orkambi)
8. Rachenabstrich (1x mit Medium in Mibi, 2x trocken einfrieren)
9. Induziertes Sputum (Menge )
10. Urinprobe (zentrifugieren 2000g/5min, dann Uberstand einfrieren)
11. Blutentnahme: BSG / mm; 1 Serum (zentrifugieren 2000g/5min, dann Plasma einfrieren) + 1 EDTA extra

12. Stuhlprobe und Blut einfrieren
13. Stuhlprobenkit fur ndchste Vorstellung mitgeben
14. Orkambi-Rezept ausstellen

15. Augenarzt-Konsil
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Protokoll der Sputum Prozessierung

Sputumexpektoration erfolgte mittels Physiotherapie und Inhalation von Kochsalzldsung.

Das Sputum wird durchgehend gekihlt innerhalb von zwei Stunden im Labor prozessiert.

Sputum von Saliva trennen und in einem Falconréhrchen wiegen. Das Sputumgewicht mal vier
genommen mit 0,1% DTT-L&sung in Millilitern verdinnen. 0,1% DTT-L6sung besteht aus 0,5
ml 1% DTT-Stocklésung und 4,5 ml PBS. DTT ist mukolytisch und l&sst eine Homogenisie-
rung des zahen Sputums zu. Das Sputum- DTT-Gemisch fur 15 Minuten gekihlt inkubieren.
Das anfangliche Sputumgewicht mal zwei genommen, ergibt die Menge an PBS in Millilitern
die nun hinzugefugt wird. Das Gemisch vortexen und anschlielend filtern (75 um Filter). 10 pl
Filtrat mit 10 pl Trypanblau versetzen, um die Leukozyten-Z&hlung mittels Mikroskops und
Neubauer Zellkammer durchzufiihren. Der Anteil an Plattenepithelzellen zu Leukozyten darf
nicht groRer 10% sein, um eine qualitativ hochwertige Trennung von Saliva und Sputum sicher
zu stellen. Restliches Filtrat 10 Minuten bei 750 G und 4°C zentrifugieren und den zellfreien
Uberstand abzentrifugieren. Die Proben werden bis zur weiteren Analyse bei -80°C aufbewahrt.

< % o
= OO ¥ M

Abbildg 6 Trenhwt‘]g von Sputu und Saliva.

Abbildung 75 Vortexen des Sputum-DTT-
Gemisches fur 15 Sekunden

Transfer des Sputums in vorher gewogenes Falconréhrchen
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Abbildung 78 exaktes Wiegen der Falconréhrchen um

Mischungsverhéltnisse zu berechnen

Abbildung 79 Physiotherapie
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Abbildung 77 Bendtigte Reagenzien




Mikroskopie

Zur Kontrolle der Abtrennung von Saliva und Sputum, wurde ein Teil der Probe unter dem
Mikroskop bewertet. Die Anzahl der Plattenepithelien sollte unter 10% der Gesamtzahl der
Zellen bleiben. Im Folgenden finden sich Fotos aus Mikropsie-Beispielen.

Abbildung 80 GrofRer Bildausschnitt mit Zahlkammer
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Plattenepithelzelle

Abbildung 82 Leukozyten
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Neutrophile Elastase Messung

Durchfuhrung bei 37 °C, Fluoreszenz Plate Reader
Puffer: 100mM TRIS und 500ml NaCl und 40 ml Aqua dest.; pH 7,5
Chromogenes MeO-Suc-AAPV-pNA -Substrat: 10 mg in 1,13 ml DMSO lésen (Kon-
zentration 15mM)

o Verdunnen auf 1,2 mM mit Puffer
Sivelestat: 10 mg in 1ml DMSO, 100 pMol
NE: 1g/l in PBS geldst - fur die 1:2 verdlinnte Standardreihe
Sputum 1: 10 verdiinnen mit Puffer und 75ul auf die 96-WellPlatte geben
Negativkontrolle: Sputum mit 100 umol Sivelestat mischen, 15 Minuten inkubieren
75ul Substrat in jede Well geben
Die Proben wurden in Duplikaten gemessen (405nm)
Das MeO-Suc-AAPV-pNA Substrat detektiert freie NE-AKktivitat bis zu einem Limit
von 20nM humane NE. Die Peptissequenz des Substrats wird selektiv durch humane
NE hydrolysiert und nicht durch Cathepsin G und Proteinase 3.

Die Durchfiihrung wurde aus (Elastase activity on sputum neutrophils correlates with
severity of lung disease in cystic fibrosis; A. Susanne Dittrich, Iris Kiilhbandner, Stefa-
nie Gehrig, Verena Rickert-Zacharias, Matthew Twigg, Sabine Wege, Clifford C. Tag-
gart, Felix Herth, Carsten Schultz and Marcus A. Mall) enthommen
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Sputuminduktion- Physiotherapeutisches Protokoll

Inhalation von Salbutamol mit Vorsatzkammer und Mundstlick
15 Minuten spater: feuchte Inhalation

©)
©)
©)

@)
@)

4ml 3%ige Kochsalzldsung in den Driisenvernebler

10 Minuten mit Mundstck

Atemmandver: langes tiefes Einatmen - Atempause - langes vollstandiges Aus-
atmen

Ziel: durch Bronchialkaliberschwankung in der Lunge kommt es zu Mobilisa-
tion von Sputum

Falls n6tig mit Nasenklemme

Abbruch bei Auftritt von Komplikationen

5 Minuten korperliche Betatigung: Trampolinspringen, evtl. mit Atemtechniken
Ausspulen des Mundes, Reinigung der Nase (Reduktion von squamdésen Zellen und
Nasensekret)

Tiefes Husten (,,Huffing“) um Sputum in einen Becher abzugeben; ggf. wiederholt
Wenn keine Sputumexpektoration maéglich ist, konnen die inhalativen Atemmandver
mit 6%iger hypertoner Kochsalzldsung wiederholt werden; VVorgehen wie zu Anfang
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Sputumproben und Rachenabstriche in der Mikrobiologie der Universitatsmedi-
zin Mainz

Die gewonnen Proben werden in einem sterilen Probengefal? in die Mikrobiologie der Univer-
sitdtsmedizin Mainz gebracht. Hier sollte die Zeit fiir den Transportweg moglichst kurzgehalten
werden (moglichst unter 2 Stunden), um vorzeitiges Absterben oder Uberwucherung langsam
wachsender Keime zu vermeiden.

Um das Anfertigen des Ausstriches aus dem zdhen Sputum zu erleichtern, wird dieses mit
0,1%igen DTT-L06sung (1 mg/ml) verflussigt.

Die Kulturverfahren sind dabei einheitlich und richten sich nach dem CF-Leitkeimspektrum,
welches auch mit dem Alter der Patienten variiert. Die Kulturbedingungen unterscheiden sich
weiterhin in Zeit der Anzucht und Temperatur (Podbielski, 2020). So werden zum Beispiel
Kochblutplatten zum Nachweis von Neisseria mit 5% CO> bebritet. Die Sabouraud- Platten
werden bei 30° C bebriutet. Um den Nachweis von H. influenzae zu erleichtern, wird Oleando-
mycin verwendet.

Folgende Anzuchtplatten werden unter anderem verwendet:
- Sabouraud-Agar (zum Nachweis von Schimmelpilzen)
- Sabouraud selektiv-Agar (zum Nachweis von Candida)
- Kochblutagar (z.B. zum Nachweis von H. influenzae)
- CLED-Agar (Cystin-Lactose-Electrolyt defizienter Agar)
- MacConkey-Agar (zum Nachweis von gram negativen Bakterien)
- CNA-Blut-Agar (mit Colistin und Nalidixinsaure) (selektiv Agar fur Gram positive
Bakterien)
- Burkholderia cepacia Selektiv-Agar

Tiefe Rachenabstriche werden auf Agarmedien mittels 3-Osenaustrich ausgeimpft. Bakterien
sollen so moglichst vereinzelt werden, um das Wachstum semiquantitativ zu bewerten. Die
Mikrobiologie gibt das Wachstum dabei in ,,wenig* (1), ,,maBig viel* (2) und ,,sehr viel* (3) an
(Podbielski, 2020).

Abbildung 83 Anzuchtplatten in der Mikrobiologie Mainz
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OrkambiKIDS

Symptome-Fragebogen

1. Haben Sie oder ihr Kind einer der folgenden Symptome innerhalb der letzten 3 Monate bemerkt?

Wie stark beeintrachtigen
Symptome Zutreffendes diese Symptome im Alltag?
bitte ankreuzen leicht | mittel stark
Kopfschmerzen [Jnein [lja— U U U
Schwindel [Inein [lja— 0 0 O
Verstopfte Nase [Inein [lja— O [ O
Laufende Nase [Inein [lja— O O O
Vermehrter Auswurf [Unein [lja— U U U
Vermehrter Husten [nein [lja— [ [] ]
Ubelkeit Inein [lja—> 0 0 0
Engegefiihl in der Brust Unein Lja— (] (] O
Haufung von Erkdltungen | [Inein [Jja— O (] (]
Kurzatmigkeit [Inein [ja— [ [] ]
Bauchschmerzen Unein [ja— O O O
Durchfall [nein [lja— (] [ (]
Blahungen [Jnein [lja— O (] (]
Appetitlosigkeit [Inein [lja— [ O ]
Ubelkeit Inein [lja—> 0 0 0
Andere: Onein Oja— [] ] []
Andere: Onein Oja— [] (] (]

2. Welche Medikamente / Nahrungserganzungsmittel (z.B. Probiotika, Ballaststoffe etc.) nimmt ihr
Kind aktuell ein?

3. Wie ist die aktuelle Stuhlkonsistenz ihres Kindes? Bitte zutreffendes ankreuzen.

Typ 1: Einzelne feste Kliipchen

Typ 2: Wurstartig, klumpig

Typ 3: Wurstartig mit rissiger Oberflache

Typ 4: Wurstartig mit glatter Oberflache

Typ 5: Einzelne weiche, glattrandige Klimpchen, leicht auszu-
scheiden

Typ 6: Einzelne wiche Klimpchen mit unregelmafligem Rand O

Typ 7: FlUssig, ohne feste Bestandteile O

Fett im Stuhl? Nein [J; wenig[J; mittel [J;
viel [J

IR i .
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Cystic fibrosis Questionnaire -Revised Fragebdgen

44" European Cystic Fibrosis Conference - Abstract
Evolution of inflammatory parameters during CFTR-modulator therapy with lumacaftor/iva-
caftor in children aged 6 to 12 years.

J. Réssler 12, R.L. Knoll +2, S. Wirsching 2, M.L. Cacicedo 2, P. Mildenberger 3, S.
Gehring, O. Nitsche 1, K. Poplawska *

tUniversity Medical Center of the Johannes-Gutenberg University Mainz, Children's
Hospital, Pediatric Pulmonology, Mainz, Germany, 2University Medical Center of the
Johannes-Gutenberg University Mainz, Children's Hospital, Pediatric Immunology,

Mainz, Germany, sUniversity Medical Center of the Johannes-Gutenberg University
Mainz, Institute of medical biometry, epidemiology and informatics, Mainz, Germany

Objectives: This study aimed to investigate systemic, intestinal and pulmonary inflammatory
patterns during the first 12 months of treatment with lumacatftor/ivacaftor (LUM/IVA) in chil-
dren aged 6-12.

Methods: 7 patients aged 6-12 years, were enrolled in the prospective longitudinal interven-
tional study. Sample collection took place every 3 month for the first year of treatment. Initial
samples were collected prior to first drug intake. Induced sputum, processed with Dithio-
threitol and PBS, was filtered and centrifuged. Sputum and urine supernatants, stool samples
and blood serum were stored at -80°C. Cytometric Bead Array (BD™ CBA Human Inflamma-
tory Cytokines Fix Set System) was performed analyzing TNF-a, IL-1b, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12p70 in sputum supernatants. To determine Cathepsin B in urine supernatants, ELISA was
performed (Human Cathepsin B ELISA Kit, Abcam). Total blood count and faecal calprotectin
were measured at the central laboratory of the university medical centre.

Results: During the study period, a significant decrease in leucocyte blood count (Median
Visit 1= 9.94/nl; Visit 5= 5.21/nl; p=.034); Serum-IgG (Median Visit1=11.82¢g/l; Visit5=7.58g/l;
p=.018;) and in faecal calprotectin (Median Visit 1= 999ug/g; Visit 5= 34ug/g) were observed.
There were no definite changes in inflammatory sputum biomarkers. IL -10 and IL-12p70
were not detected in sputum samples. However, with longer medication intake the amount of
sputum and the possibility of sputum induction decreased (Visit 1=57%; Visit 5=42%). Ca-
thepsin B in urine did not change over the study time.

Conclusions: CFTR-modulation with LUM/IVA significantly decreased markers of systemic
and intestinal inflammation in children aged 6 to 12 years. These findings demonstrate the
systemic disease-modifying effect of LUM/IVA. Inflammatory cytokines in sputum showed no
striking values. This may be due to limited sample size or may represent an insufficient class
effect of LUM/IVA.

Oral Presentation
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Titel: Umsetzbarkeit und Relevanz des induzierten Sputums fiir die mikrobiologische Diag-
nostik bei Kindern ab 6 Jahren

J. RoRler, R.L. Knoll, O. Nitsche, A. Diehl, K. Neumann, T. Jung,
K. Poplawska

Hintergrund: Um Uber die bakterielle Kolonisation der Atemwege bei der Erkrankung Mukoviszidose
Aussagen zu treffen, werden bei Kindern tiefe Rachenabstriche (cough-swabs) verwendet. Auf Grund
der Schwierigkeiten von Kindern mit stabilen Krankheitsverldaufen Sputum zu expektorieren, kommt
das deutlich aussagekraftigere, induziertes Sputum hier selten zum Einsatz.

Methoden: Im Rahmen der Studie ,,OrkambiKIDS*, wurden 7 Kinder zwischen 6-11 Jahre mit Lu-
macaftor/Ivacaftor behandelt. In den regelméBigen 3-monatlichen Vorstellungen wird induziertes
Sputum als Diagnostiktool fir die bakterielle Besiedlung und Inflammation evaluiert.

Die Induktion des Sputums wird unter der Anleitung CF- Physiotherapeutinnen durchgefiihrt. Nach der
Inhalation von hypertoner Kochsalzlésung (MucoClear 6%) sowie vorheriger Bronchodilatation mit
Salbutamol DA (200ug) und mit Hilfe verschiedener Bewegungsablaufe (z.B. Trampolin springen und
verschiedene Lagerungspositionen), gelingt es den Kindern Sputum zu expektorieren. Sowohl Rachen-
abstriche als auch Sputum werden anschlieBend jeweils konventionell mikrobiologisch untersucht und
fiir weitere Untersuchungsverfahren prozessiert oder eingefroren.

Ergebnisse: In unserer Kohorte lag die Erfolgsrate induziertes Sputum zu erhalten bei 87% und ist daher
vergleichbar mit den Ergebnissen aus der CF-Sputum Induction Trial (CF-SpIT) 1 (84%). Nach Mid-
term-Evaluation zeigt sich, dass in ca. 60 % der Falle Unterschiede in den mikrobiologischen Ergebnis-
sen des tiefen Rachenabstrichs und des induzierten Sputums bestehen.

Die angewandte Methode zur Sputuminduktion konnte in unserem Kollektiv gut umgesetzt und toleriert
werden. Die Methode wird als angenehmer als der tiefe Rachenabstrich wahrgenommen.

Schlussfolgerung: Induziertes Sputum kann zur mikrobiologischen Routine-Diagnostik auch bei jungen
CF-Kindern verwendet werden und zeigt relevante Unterschiede zu den in der CF-Betreuung gut etab-
lierten tiefen Rachenabstrichen. Dies kénnte von Vorteil sein, um Besiedelung mit Problemkeimen friih-
zeitig zu erkennen Des Weiteren kann die Untersuchung des Sputums im jungen Alter in der Zukunft
helfen, Atemwegsinflammation durch die Bestimmung der Inflammationsmarker schneller zu erkennen.
Wir werden die beschriebene Methode auch nach Abschluss der Studie weiter in unserer Routineunter-
suchung anwenden. Weitere Ergebnisse werden wir wéahrend der Tagung prasentieren.

"The Cystic Fibrosis Sputum Induction Trial (CF-SpIT). Induced sputum in young healthy non-productive children
with cystic fibrosis; Journal of Cystic Fibrosis; Tame, J. et. al.
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J. RoBler, R.L. Knoll, O. Nitsche, A. Diehl, K. Neumann, T. Jung,
K. Poplawska

Induziertes Sputum zur Routine-Diagnostik bei Kindern ab 6 Jahren

Um Gber die bakterielle Besiedelung der Lunge bei Mukoviszidose-Patienten Aussagen
zu treffen, werden bei Kindern vor allem Rachenabstriche verwendet. Auf Grund der
Schwierigkeiten von Kindern Sputum zu expektorieren, kommt das deutlich
aussagekraftigere Sputum seltener zum Einsatz.

Methoden

Im Zeitraum Oktober 2018 bis Oktober 2019 wurden sechs F508del- homozygote
Patienten im Alter von 6 bis 12 Jahren auf Lumacaftor / lvacaftor (Orkambi®) eingestellt.

Wahrend der Routinevorstellungen im Abstand von 3 Monaten (V1, V2, V3) wurden im
Rahmen der (iblichen klinischen Verlaufskontrolle sowohl Rachenabstriche, wie auch
induzierte Sputumproben gewonnen und konventionell mikrobiologisch untersucht.
Methode der Sputuminduktion:

Die Induktion des Sputums erfolgt unter physiotherapeutischer Anleitung. Nach Inhalation
von 2 Hub Salbutamol (a 90 pg) wird unter Atemherapie 6%ige-Natriumchlorid-Losung
inhaliert. Mit Hilfe verschiedener Bewegungsablaufe, wie zum Beispiel Trampolin

springen und Lagerung bei alternierend angehobenem Oberkdrper gelingt es den
Kindern im Anschluss haufig induziertes Sputum zu expektorieren.

ﬂ

" iecher Anlei

Bild 1 & 2: Sputumindukti

unter physi

Dieses wird in einer sterilen Petrischale aufgefangen und direkt im Anschluss in unsere
Mikrobiologie verschickt. Dort werden die Proben konventionell mikrobiologisch
bearbeitet. Die Anzucht von Bakterien und Pilzen erfolgt z.B. auf MacConkey-Agar,
Burkholderia-cepacia-selektiv Agar, CNA-Blutagar, Kochblutagar, Sabouraud-Dextrose-
Agar.

Bild 3 & 4: Agarplatten

Legende zu Grafik 1 & 2

kein Wachstum

M Lautropia mirabilis B Stenotrophomonas maltophilia

: G W Aspergillus fumigatus
Candida spezies =1 Nof:aZia farcinif
W Staphy Ioc‘.’cc".s aureus  m g pterobacter cloacae
Pt Haemf)p hilus infiuenze B Penicillinum species
Serratia marcesens Strepococcus pyogenes

W Moraxella catarrhalis

Diskuss Schlussfolgerung

Wir konnten deutliche Unterschiede der bakteriellen Zu 1setzung des inc
Sputums und der Rachenabstriche feststellen. Insbesondere Nocardia und Sporen von
Penicillinum waren nur im Sputum nachweisbar, der Nachweis von Enterobacter cloacae
im Rachen werten wir am ehesten als Kontamination. Tendenziell war auch die
detektierte Speciesdiversitat im Sputum hoher als in den Rachenabstrichen. Diese
Beobachtung war pati und altersunabha Wir gehen davon aus, dass
induziertes Sputum die bakterielle Atemwegsbesiedlung, insbesondere der tiefen
Atemwege, von Kindern mit CF besser darstellen kann, als Rachenabstriche. Dies kann
von Vorteil sein, um Besiedelung mit Problemkeimen wie z.B. Pseudomonas aeruginosa
oder atypische Mykobakterien friihzeitig zu erkennen und ermdglicht dadurch friiher
therapeutisch eingreifen zu konnen. Auf Grund der guten Umsetzungsrate in unserem
Kollektiv, werden wir die beschriebene Methode auch nach Abschluss der Studie weiter
in unserer Routineuntersuchung anwenden.

Ergebnisse

Die angewandte Methode zur Sputuminduktion konnte in unserem Kollektiv durch die
Patienten gut umgesetzt werden. Die Erfolgsrate induziertes Sputum zu erhalten lag bei
fast 89%.

Insgesamt konnten wir 16 Sputumproben mit 18 Rachenabstrichen vergleichen. In 72 %
der Falle bestanden Unterschiede in den mikrobiologischen Ergebnissen des
Rachenabstrichs und des induzierten Sputums. Die patientenbezogenen Unterschiede
konnen aus Graphik 2 entnommen werden.

Grafik 1: Prob
P und R
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Rebecca L. Knoll, ). R6Bler, S. Wirsching, M.L. Cacicedo, P. Mildenberger, S. Gehring, O.
Nitsche, Krystyna Poplawska
Titel: Unter dem Zwerchfell: Einfluss der 2-jahrigen CFTR-Modulation mit LUM/IVA auf die intes-
tinale Inflammation, Leberwerte und gastrointestinale Symptome bei Kindern im Alter von 6 bis 12
Jahren
Hintergrund: Gastrointestinale Symptome tragen entscheidend zur Einschrankung der Lebensqualitat
von Patienten mit CF bei. Die Verbesserung der intestinalen Beschwerden wird, von CF-Patienten und
deren Behandlern gleichermalien, zu den Top-10 zu priorisierenden CF-Forschungsthemen gezahlt. Zu-
dem ist die CF-assoziierte Lebererkrankung die dritth&ufigste Todesursache bei CF. Der Einfluss der
CFTR-Modulation auf die gastrointestinale Inflammation und Lebensqualitat im Kindesalter wurde bis
jetzt nur selten untersucht.
Methoden: 7 Patienten zwischen 6-12 Jahren wurden in die prospektive longitudinale Studie einge-
schlossen. Wahrend der ersten zwei Jahre der Medikamenteneinnahme wurden alle 3 Monate Blut-, und
Stuhlproben gewonnen. Die erste Datenerhebung fand unmittelbar vor der Einstellung auf LUM/IVA
statt. Die Analyse der Parameter aus Blut- und Stuhlproben erfolgte durch das Zentrallabor der Univer-
sitdtsmedizin Mainz. Die Erfassung der intestinal verursachten Symptome erfolgte mittels Cystic fibro-
sis Questionaire-Revised (CFQR)-Fragebogen fiir Eltern der Patienten. Folgende Doméanen wurden aus-
gewertet: Gastrointestinale Stérungen, Essstérungen und Korperbild.
Ergebnisse: Wahrend des Untersuchungszeitraums zeigten sich signifikante Reduktionen der Calpro-
tectin-Konzentration im Stuhl (Median Visit 1: 350,5 pg/g; Visit 9: 93 pg/g) und der Konzentrationen
der Aspartat-Aminotransferase (Median Visit 1: 32U/1; Visit 9: 25,5 U/I; p=0,014) und der Alanin-Ami-
notransferase (Median Visit 1: 28U/I; Visit 9: 16,5U/l; p=0,011) im Blut. Eine Reduktion zeigte sich
auch bei der Analyse der alkalischen Phosphatase (Median Visit 1: 312 U/I; Visit 9: 248 U/l). Der
Perzentilen-bezogene BMI verbesserte sich im Studienverlauf (Median Visit 1: 21; Visit 9: 40). Die
Auswertung des CFQR-Fragebogens ergab Verbesserungen in den Kategorien: Gastrointestinale Sto-
rung (Median V1: 66,8%; V9: 77,8%) und Korperbild (Median V1: 77,8%; VV9: 100%). Der Median der
Doméne Essstorung lag schon zu Beginn der Studie bei 100%.
Schlussfolgerung: In unserer Kohorte vermindert die CFTR-Modulation mit LUM/IVA intestinale In-
flammation, beeinflusst positiv Leberwerte und tragt zur Verbesserung der gesundheitshezogenen Le-
bensqualitét der von zwei der drei intestinalen Domanen tber den Zeitraum von 2 Jahren bei.
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Unter dem Zwerchfell: Einfluss der CFTR-Modulation (LUM/IVA) auf den Intestinaltrakt bei
Kindern im Alter von 6 bis 12 Jahren

Einleitung rgebnisse

Gastrointestinale Symptome tragen entscheidend zur Einschrankung Wahrend des Untersuchungszeitraums zeigten sich signifikante Reduktionen der

der Lebensqualitat von Patienten mit CF bei. Die Verbesserung der Calprotectin-Konzentration im Stuhl (Median Visit 1: 215 pg/g; Visit 9: 93 pg/g) und der
intestinalen Beschwerden wird, von CF-Patienten und deren Behandlern Konzentrationen der Aspartat-Aminotransferase (Median Visit 1: 32U/1; Visit 9: 25,5 U/,
gleichermaRen, zu den Top-10 zu priorisierenden CF- p=0,014) und der Alanin-Aminotransferase (Median Visit 1: 28U/1; Visit 9: 16,5U/; p=0,011)
Forschungsthemen gezahit. Zudem ist die CF-assoziierte im Blut. Eine Reduktion zeigte sich auch bei der Analyse der alkalischen Phosphatase
Lebererkrankung die dritthaufigste Todesursache bei CF. Der Einfluss (Median Visit 1: 312 U/I; Visit 9: 248 U/l). Der Perzentilen-bezogene BMI verbesserte sich
der CFTR-Modulation auf die gastrointestinale Inflammation und im Studienverlauf (Median Visit 1: 21; Visit 9: 40). Die Auswertung des CFQR-
Lebensqualitat im Kindesalter wurde bis jetzt nur selten untersucht. Fragebogens ergab Verbesserungen in den Kategorien: Gastrointestinale Stérung (Median

V1: 66,8%; V9: 77,8%) und Kérperbild (Median V1: 77,8%; V9: 100%). Der Median der
Methoden
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Domane Essstérung lag schon zu Beginn der Studie bei 100%.
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Universitatsmedizin Mainz
Zentrum fur Kinder- und Jugendmedizin

Schlussfolgerung

In unserer Kohorte vermindert die CFTR-Modulation mit LUM/IVA die intestinale

Inflammation und beeinflusst positiv Leberwerte. Die gesundheitsbezogene
Lebensqualitat verbessert sich im Zeitraum von 2 Jahren. Dies wird auch in zwei von drei
Domanen des CFQR-Fragebogens ersichtlich.

Schwerpunkt Pneumologie, Allergologie und Mukoviszidose
Langenbeckstr. 1 55131 Mainz
Telefon: 06131 17-2768

Krystyna.Poplawska@unimedizin-mainz.de
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