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1 Einleitung

1.1. Mukoviszidose

Mukoviszidose, synonymer Begriff: Zystische Fibrose (CF) tritt mit einer
Pravalenz von 1:3300 auf und stellt eine der haufigsten letal verlaufenden,
autosomal-rezessiv vererbten Stoffwechselstérung der wei3en Bevdlkerung dar.
Mit einer Heterozygotenfrequenz von 1:20 bis 1:30 tragen phanotypisch gesunde
Personen ein erkranktes Gen in sich .

Der Name Mukoviszidose beschreibt die dem Krankheitsbild zugrundeliegende
Pathophysiologie: Mucus- lateinisch fir Schleim und viscidus- zah. Durch
verschiedene Pathomechanismen hervorgerufen, fihrt die Ablagerung eines
zahen Schleimes zur Inflammation und Zerstdrung sowie einem zystisch-
fibrotischen Umbau der betroffenen Organe, gleichférmig verwandter Name:

Cystische Fibrose 2.

1.1.1. Pathogenese und Phanotyp

1989 konnte das fur die Mukoviszidose ursachliche Gen Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator Gen (CFTR) identifiziert werden 3. Das 230 kb groRe
CFTR-Gen befindet sich auf dem langen Arm des Chromosom 7 (7q31.2) und
kodiert flr einen cAMP-regulierten Chlorid-Kanal in der apikalen Membran
respiratorischer Epithelzellen sowie in submukdsen Drusen des Intestinaltraktes
(Pankreas, Gallenwege und Darm), der Schweilddrisen und der mannlichen
Geschlechtsorgane (Vas deferens). 1480 Aminosauren formen das CFTR-
Protein 4.

Die Funktion des CFTR-Proteins besteht in einem aktiven, cAMP-regulierten
Transport von Anionen: Chlorid und Bikarbonat werden durch die Zellmembran
in das Lumen der Drusenzelle sowie auf die apikalen Epithelzellen des
Respirationstraktes geschleust 56 7-°. Eine Ausnahme stellen die Schweifidriisen
dar; hier erfolgt ein Ricktransport von Chlorid von luminal nach intrazellular.
Zudem hemmt das CFTR-Protein den epithelialen Amilorid-sensitiven ENaC-

Kanal. Sind diese Funktionen defekt, kommt es zu einer verminderten Sekretion



von Chlorid und Hydrogenbikarbonat sowie zu einer gesteigerten Absorption von
Natriumionen 1. Dem lonenfluss folgend diffundiert Wasser aus dem Lumen in
das Interstitium sekretorischer Organe und liegt somit ebenso vermindert auf der
Epithelzellschicht vor. So entsteht eine Volumenreduktion der periziliaren und
epithelialen Flussigkeitsschicht mit resultierend zahflissigem Sekret sowie einer
Verschiebung des pH-Wertes in den sauren Bereich 213,

Im Pankreas kommt es durch die vorzeitige Aktivierung der Verdauungsenzyme
im  Gangsystem zur Inflammation und zystischen Formation des
Pankreasparenchyms mit Verlust der exokrinen und im weiteren Verlauf zumeist
auch der endokrinen Funktion des Pankreas 4.

Auch in der Leberzelle bietet das beim Gesunden bikarbonatreiche Sekret auf
der apikalen Membran der Cholangiozyten eine Schutzfunktion vor den toxischen
Gallensauren. Bei der CF kommt es durch die Anhaufung toxischer Gallensauren
im zahen, bikarbonatarmen Sekret durch eine vermehrte Inflammationsreaktion
zur Zerstorung des Leberparenchyms '°16. Die CF-Hepatopathie kann sehr
variabel verlaufen mit asymptomatischer, meist transienter milder Erhdhung der
Transaminasenaktivitat bis hin zur Entwicklung einer sekundar biliaren
Leberzirrhose und allen weiteren Folgekomplikationen.

Der erhohte Schweichloridgehalt der CF-Patienten/innen wird als
Diagnostiktool genutzt (siehe Abschnitt 1.1.2).

Die pulmonalen Folgen einer CFTR-Dysfunktion werden im Kapitel 1.2

chronische Lungenerkrankung bei Mukoviszidose beschrieben.

Aktuell sind etwa 2000 Mutationen des CFTR-Gens bekannt, welche zu einer
Funktionsstorung im CFTR-Protein fuhren. Die in Deutschland und auch weltweit
haufigste Mutation (85.3%) zeigt an Position 508 einen Verlust von Phenylalanin
(F508del Mutation), welche wahrend der Translation zu einer Fehlfaltung des
Proteins fihrt 117.18 Weitere haufige Mutationen sind: N1303K (2.4%), G542X
(4.5%), G551D (4.4%), R553X (1.8%) '°. Phéanotypisch konnen 6
Mutationsklassen unterschieden werden. Die Auspragung der Funktionsstorung
des Chlorid-Kanals liegt hierbei vor allem in der zugrundeliegenden genetischen

Veranderung begrindet. So kommt es bei einer Mutation von G542X



(molekularer Phanotyp 1) beispielsweise zu einem vollstandigen Fehlen des
Chlorid-Kanals in der Apikalmembran, im Gegensatz zu einer nur reduzierten
Syntheseleistung des CFTR-Proteins bei einer vorliegenden Typ V Mutation. In
unseren Breitengraden stellt der Typ Il (gestorte intrazellulare Reifung und
Transport) den haufigsten Phanotyp dar. Eine klare Geno-Phanotyp Korrelation
kann nicht vollstandig geklart werden, obwohl einzelne Korrelationen bei der
Pankreasfunktion sowie dem SchweiRchloridgehalt gezeigt wurden 720, Es wird
angenommen, dass zusatzliche modifizierende Gene sowie Umweltfaktoren eine
weitere Rolle in der Pathogenese spielen 2°-23, In der Abbildung 1 sind die
verschiedenen Klassen gemeinsam mit den haufigsten zugrundeliegenden

Mutationen aufgezeigt.
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Abbildung 1: CFTR-Mutationsklassen 2

1.1.2. Diagnostik

Laut Beschluss des gemeinsamen Bundesausschusses wird seit September

2016 flachendeckend ein Screening auf Mukoviszidose im Rahmen des

Neugeborenen-Screenings angeboten, dies entspricht der klassischen
Sekundarpravention. Genutzt wird der Nachweis von Immunreaktivem



Trypsinogen (IRT) und gegebenenfalls Pankreatitis-assoziiertem Polypeptid
(PAP) in Kombination mit einer molekulargenetischen Analyse der 31 haufigsten
CFTR-Mutationen aus dem Blut des Neugeborenen im Rahmen der
Untersuchung der Trockenblutkarte des Neugeborenen-Screenings.

Laut dem Berichtsband Qualitatssicherung Mukoviszidose lag der Median des
Alters zum Zeitpunkt der Diagnosestellung vor Einfuhren des Neugeborenen-
Screenings bei 4,8 Jahren im Jahre 2012. Bei einer milden Verlaufsform der CF
konnte sich der Diagnosezeitpunkt deutlich Richtung Jugend- und
Erwachsenenalter verschieben. Nach Einfihren des Neugeborenen-Screenings
wurden im Jahr 2019 etwa 70% der Neudiagnosen CF im ersten Lebensjahr
gestellt 5.

Ein fur die CF typisches und frihes Symptom stellt der Mekoniumileus bei knapp
7% (in 2019) der Betroffenen im Neugeborenenalter dar '°.

Die Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften (AWMF) hat ein Manuskript erstellt anhand dessen das
weitere diagnostische Verfahren bei einer Verdachtsstellung der Mukoviszidose
aufgezeigt ist. Hiernach darf die Diagnose Cystische Fibrose gestellt werden,
wenn sowohl ein diagnostischer Hinweis (positives Neugeborenen-Screening,
ein an CF erkranktes Geschwisterkind, ein CF typisches Symptom wie
Mekoniumileus, chronische Bronchitis, Rektumprolaps, Gedeihstorung,
Polyposis nasi) als auch eine CFTR-Funktionsstérung bei dem Patienten/innen
vorliegt. Der Goldstandard zur Diagnostik einer CFTR-Funktionsstérung stellt die
Schweillchloridmessung mittels Pilokarpin-lontophorese dar. Liegt der
Chloridgehalt aus dem gesammelten Schweil® (mindestens 15 pl, Makroduct®)
oberhalb von 60 mmol/l gilt der Wert als pathologisch. Zur Diagnosesicherung
mussen zwei pathologische Schweilteste zu unterschiedlichen Zeitpunkten
vorliegen oder ein pathologischer Schweildtest mit direkt folgendem genetischem
Nachweis. Eine molekulargenetische Diagnostik muss in jedem Fall aufgrund der
sich daraus ergebenden therapeutischen Moglichkeiten erfolgen (siehe Kapitel
1.1.4 Aktuelle Therapieubersicht). Bei einem grenzwertigen Ergebnis, einem
Schweil3chloridgehalt zwischen 30-60 mmol/l kann durch den Nachweis zweier

CFTR-Mutationen in trans die Diagnose gesichert werden. Nur kurz genannt



werden sollen die elektrophysischen Messungen der Funktion des CFTR-Kanals:
die nasale Potenzialdifferenz und die intestinale Kurzschlussstrommessung als

weiteres Diagnostiktool 2.

1.1.3. Prognose

Die CF kann einen schweren Verlauf oder aber auch einen milden Progress Uber
Jahre nehmen. Wie in Kapitel 1.2 beschrieben, ist eine progrediente
Verschlechterung der Lungenfunktion der lebenslimitierende Faktor der
Erkrankung. Wichtige prognostische Faktoren sind die Schwere der
Lungenbeteiligung, der Zeitpunkt einer Besiedlung mit Pseudomonas
aeruginosa, der BMI sowie der Zeitpunkt der Diagnosestellung. Nach dem
Berichtsband von 2018 lag bei 68,7% der 67 verstorbenen Patienten/innen eine
kardiopulmonale Problematik als Haupttodesursache vor #7.

In den letzten Jahrzenten hat sich aufgrund der verbesserten medizinischen
Diagnose- und Therapiemdglichkeiten die Lebenserwartung der Patienten/innen
mit Mukoviszidose deutlich erhdht: von wenigen Monaten im Jahre 1950 auf 31,1
Jahre (Median) im Jahr 2012 28 Die aktuelle Lebenserwartung eines an CF

erkrankten Neugeborenen betragt 53 Jahre 2.

1.1.4. Aktuelle Therapielibersicht

Wurde eine Mukoviszidose diagnostiziert, sollte nach Empfehlung der
Mukoviszidose Fachgesellschaft die folgende Betreuung an einem Zentrum fur
Mukoviszidose stattfinden. So kann eine ganzheitliche, patientenorientierte,
interdisziplindre Betreuung organisiert werden 2°. Therapiert wird bei dieser
Systemerkrankung mit mukolytischer Atem- und Inhalationstherapie, Sport— und
Physiotherapie, Pravention von bakteriellen Infektionen durch Kohortierung der
Patienten/innen nach jeweiligem mikrobiologischem Befundbericht sowie
entsprechenden Hygienemallhahmen im Alltag und im Umgang mit
medizinischen Produkten, systemischer oder inhalativer Antibiotikatherapie zur

Keimeradikation bzw. Reduktion der Keimlast, Ernahrungstherapie durch



Substitution von Pankreasenzymen und fettléslichen Vitaminen sowie
hochkalorischer Nahrung 2°.

Seit 2012 stehen mutationsspezifische Therapien zur Verfugung, die am
ursachlichen Defekt des CFTR-Proteins ansetzen. Die so genannten CFTR-
Modulatoren konnen eingeteilt werden in Potentiatoren, diese ermoglichen eine
erhohte Funktion des CFTR-Kanals und in CFTR-Korrektoren, diese fuhren zu
einer verbesserten Verfugbarkeit von funktionsfahigem CFTR in der
Zellmembran. Der Wirkmechanismus ist spezifisch fur jeweils eine oder mehrere
CFTR-Mutationsklassen.

mutationsspezifisch. Mittlerweile stehen verschiedene CFTR-Modulatoren zur

Somit erfolgt der Einsatz bei Patienten/innen
Verfugung, die fur einen groRen Anteil der CF-Patienten/innen zugelassen sind.
Jedoch steht diese hochpotente Therapie nicht allen CF-Patienten/innen (z.B.
Klasse | Mutation) zu jedem Alter zur Verfugung 24%°. Eine Ubersicht der
Modulatoren liefert Tabelle 1.

Zudem wird an Therapieoptionen, die den Basisgendefekt beheben, geforscht 37.

Tabelle 1: In der EU zugelassene CFTR-Modulatoren nach Alter und CFTR-Genotyp 24

CFTR- Ivacaftor Lumakaftor Tezakaftor Elexakaftor
Modulator(en) + lvacaftor + lvacaftor + lvacaftor
+ Tezakaftor
Handelsname Kalydeco® Orkambi® Symkevi® Kaftrio®
Zugelassenes Ab4 Monaten Ab 2 Jahren Ab 6 Jahren  Ab 12 Jahren
Alter
Genotyp Gating- e F508del/ o F508del/ o F508del/
Mutationen: F508del F508del F508del
e G551D e F508del/l o F508del/
e R117H Rest- Minimal-
funktions- funktions-
mutation mutation




1.2. Chronische Lungenerkrankung bei Mukoviszidose

Im Fokus der Mukoviszidose steht die Lungenerkrankung. Das Ausmal} der
Lungenerkrankung ist maldgeblich fur die Lebenserwartung der Patienten/innen
verantwortlich 2232, In Uber 95% der Falle stellt die Lungenerkrankung (zumeist
kardiopulmonale Problematik) die Todesursache bei CF dar 3334,

Das respiratorische Epithel gesunder Menschen besteht aus einem zilien-
tragenden Flimmerepithel, welches von einer dunnen, leicht viskdsen
Schleimschicht bedeckt wird (siehe Abbildung 2). Ein gerichteter Zilienschlag
sorgt fur den Abtransport des Schleimes sowie der sich in dem Schleim
befindlichen Partikel in Richtung Rachen. Dieser Vorgang wird mukoziliare
Clearance genannt.

Aufgrund des Defektes im CFTR-Protein kommt es zu einem ionenarmen,
dehydrierten und zahen Schleim, welcher sich als Plaque uUber das
Flimmerepithel legt und den Zilienschlag zum Erliegen bringt 22323536 Dije
Reinigungsfunktion der Atemwege von abgestorbenen Epithelien, DNA-Resten,
Entzindungsmediatoren, pathogenen Erregern und Umweltpartikeln ist
vermindert und es koénnen sich leicht opportunistische Keime ansiedeln 37:38,
Daruber hinaus besteht eine eingeschrankte Funktion der lokalen Immunabwehr
durch den erniedrigten pH-Wert und durch anaerobe Bedingungen in der unteren
Mukusschicht 3942, Beobachtungen legen nahe, dass eine gestdrte Abwehr an
Krankheitserregern den Prozess einer anhaltenden Inflammationsreaktion
anstoRt 43. So fuhrte eine frilhe Besiedelung mit pathogenen Erregern wie z.B.
Staphylokokkus aureus in Tierversuchen zu einer lokal anhaltenden Infektions-
und Inflammationsreaktion 344445 Neben der bakteriellen Infektion tragt ein
komplexer, in seiner Pathologie noch nicht ins Detail verstandener Prozess,
durch eine fehlregulierte und verstarkte Aktivierung des angeborenen
Immunsystems zur Zerstorung des Lungengewebes bei. Diese Form der nicht-
bakteriellen Inflammation wird getriggert durch die Freisetzung von Interleukinen
(IL), die Aktivitat von Makrophagen, Mastzellen sowie Neutrophilen und einer

damit einhergehenden erhohten Freisetzung von Proteasen und Oxidantien 46 47,



So fuhrt eine Kombination aus Infektion und Inflammation zur chronischen
Lungenerkrankung. Es kann jedoch nicht abschlieRend geklart werden, ob die
intrinsische (nicht-bakterielle) Inflammation oder die Hyperinflammationsreaktion
auf eine frihe Besiedelung mit opportunistischen Keimen als initiale Ursache die
Destruktion der Lunge anstoRt 38,

Auf dem Boden der Inflammation und der daraus resultierenden
Schleimhautschaden kdnnen sich wiederum leichter Keime ansiedeln.

Die anhaltende Schleimproduktion fuhrt zu einer vermehrten Ablagerung eines
zahen, sauerstoffundurchlassigen Mukus und im weiteren Verlauf kommt es zum
Verschluss kleiner und mittelgrolRer Bronchien mit Entstehung von
Bronchiektasien 48,

Worlitzsch et al. beschreibt in seiner Arbeit die Entstehung eines fir die
Einnistung von Pseudomonas aeruginosa gunstigen Milieus: durch die Bildung
eines zahen Schleimes komme es zum Erliegen des respiratorischen
Flimmerepithels. Eine weitere Zunahme der Mukusmasse zusammen mit einem
vermehrten Sauerstoffverbrauch durch die hochregulierte Na*-K*-ATPase bei
blockiertem ENaC-Kanal flhrt zu einem erhéhten Sauerstoffgradienten innerhalb
der Mukusmasse “%°0. Daraus resultiert eine anaerobe Situation nahe der
Epithelzellschicht. Mit Hilfe seiner Bakteriengei’eln gelangt Pseudomonas
aeruginosa bis in die tiefen Mukusschichten. Durch Bildung von Alginat,
geschutzt vor Umwelteinwirkungen und der Immunabwehr, vermehrt sich der
Keim. Da die Migration der neutrophilen Granulozyten, die zur direkten
Keimabwehr benotigt werden, in den zahen Schleim erschwert ist, wird ein fir
das Wachstum von Bakterien glinstiges Milieu geschaffen 32365153 Sjehe zur

Veranschaulichung Abbildung 2.
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Abbildung 2: Modell der Pathogenese der Lungenerkrankung bei Mukoviszidose, die sich
begiinstigend auf die Kolonisation mit Pseudomonas aeruginosa auswirkt.

a) Normale Epithelzelle mit einer dinnen Schleimschicht auf der apikalen Membran
sekretorischer Epithelzellen. In die Schleimschicht tauchen die Zilien des
respiratorischen Epithels ein. Die mukoziliare Clearance ist effizient. Ein normaler
Verbrauch von epithelialem Sauerstoff bewirkt keinen Oz Gradienten innerhalb der
diinnen Schleimschicht.

b) — f) Epithel bei CF-Patienten/innen:

b) ein starker einwartsgerichteter Flissigkeitsstrom entlang der lonenwanderung bewirkt ein
Anhaften des Mukus am Flimmerepithel und eine Stérung der mukozilidren Clearance.

c) Eine fortgesetzte Sekretion fiihrt zu einer massiven Ablagerung von Schleim. Die Dicke
der Schleimschicht nimmt auf ein Vielfaches zu. Der erhdhte Sauerstoffverbrauch des
Epithels bewirkt eine Zunahme des Sauerstoff Gradienten innerhalb der Mukusmasse.

d) Pseudomonas aeruginosa ist es aufgrund der Aktivitat seiner GeilReln maglich in die
tiefen Bereiche des Mukus vorzudringen und siedelt sich bevorzugt in den
sauerstoffarmen Bereichen an.

e) Pseudomonas aeruginosa bildet in Alginat geschuitzte Mikrokolonien.

f) Die gebildeten Mikrokolonien besitzen eine hohe Resistenz gegenuber der
korpereigenen Immunabwehr, inklusive der einwandernden neutrophilen Granulozyten.
Dies zeigt den Beginn einer chronischen Infektion.

Adaptiert aus 32

Zeichen der chronischen Inflammation, Infektion und Obstruktion finden sich in
Form einer obliterierenden Bronchiolitis, einer massiven pulmonalen
Uberbldhung mit regionalen Obstruktionsemphysemen, einer interstitiellen
Pneumonitis, organisierten pneumonischen Infiltraten sowie  einer  diffusen
alveolaren Destruktion (zystische Fibrosierung) **. Es zeigt sich ein im Verlauf
progredienter Verlust der Lungenfunktion mit starker Einschrankung der
korperlichen Belastbarkeit. Weiter entwickelt sich auf dem Boden der
Lungenfibrosierung und GefalRrarefizierung eine pulmonale Hypertonie (Cor

pulmonale), welche in eine Herzinsuffizienz mindet °°.



1.2.1. Keimspektrum

Die lokale pulmonale Immunschwache bei CF beglnstigt die Ansiedlung von
Keimen. Das Spektrum der Mikrobiologie bei Mukoviszidose unterscheidet sich
von dem anderer chronischer Lungenerkrankungen. Es zeigt sich ein
alterstypischer Verlauf der bakteriellen Besiedlung: im Kindesalter bevorzugt mit
Staphylococcus aureus und Haemophilus influenzae, im Jugend- und
Erwachsenenalter spielt im Besonderen die Infektion mit dem gramnegativen
Keim Pseudomonas aeruginosa eine bedeutende Rolle 5. Weitere
gramnegative, meist erst in einem héheren Alter im Sputum der Patienten/innen
nachzuweisende Bakterien sind Burkholderia  cepacia complex,
Stenotrophomonas maltophilia und Achromobacter denitrificans. Zwar sind sie
mit einer Pravalenz von weniger als 20% eher selten, doch stellen sie aufgrund
ihrer Eigenschaften der Multiresistenz eine zunehmende Gefahr dar. In den
letzten Jahren haben atypische Mykobakterien, insbesondere M. avium complex
und M. abscessus, an Bedeutung zugenommen 19 %,

Eine hohe Diversitat an Keimen zeigen sich bei Patienten/innen in hdherem Alter
und bei eingeschrankter Lungenfunktion °7. Siehe zur Darstellung der
mikrobiologischen Besiedlung von CF-Patienten/innen Abbildung 3 und 4.
Hingegen spielen Keime wie Streptokokkus pneumoniae, Moraxella catharralis

und die Bakterien der endogenen Flora eine untergeordnete Rolle.

10



Prevalence of Respiratory Microorganisms by Age Cohort, 2019
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Abbildung 3: Darstellung der mikrobiologischen Besiedlung von CF-Patienten/innen nach
Alterskohorte aufgezeigt. Ubernommen aus '°.
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Abbildung 4: Darstellung der Pravalenz der Mikroorganismen bei CF-Patienten/innen im
zeitlichen Verlauf. Ubernommen aus °.

1.2.2. Besondere Bedeutung der Infektion mit Pseudomonas aeruginosa

Gesunde Epithelzellen des Respirationstraktes mit intaktem CFTR-Protein
tragen Uber Endozytose von Pseudomonas aeruginosa zu einer Beseitigung des
Keimes bei. Die Epithelzellen von CF-Patienten/innen sind aufgrund ihres
defekten CFTR-Proteins dazu nicht mehr befahigt und es kommt, gemeinsam mit

weiteren Ursachen, zu einer Vermehrung der Bakterien 3.
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Eine chronische Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa tragt entscheidend zu
einer Erhéhung der Morbiditat und Mortalitat von CF-Patienten/innen bei %8. Eine
mogliche Eradikation nach Erstnachweis ist durch eine frihe antibiotische
Therapie zumeist erfolgsversprechend °.

Die Definition einer chronischen Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa liegt
laut AWMF Leitlinie (Lungenerkrankung bei Mukoviszidose) vor, ,wenn (ber
einen Zeitraum von mindestens einem Jahr in der Hélfte oder mehr der
untersuchten Proben Pseudomonas aeruginosa in der kulturabhéngigen
Diagnostik nachgewiesen werden konnte* €.

Strenge HygienemalRnahmen im klinischen und hauslichen Setting mit
Schulungen der Familie sollen eine initiale Besiedlung madglichst lange
verhindern.

Warum eine Eradikation im Verlauf trotz intensiver antibiotischer und
begleitender Therapie so schwierig ist, zeigt sich in verschiedenen Anpassungs-
und Abwehrmechanismen des Bakteriums.

Bei chronischer Besiedlung wird eine phanotypische Veranderung von einer
nicht-mukoiden hin zu einer mukoiden Variante beobachtet. Die Ursache ist eine
Uberproduktion des Exopolysaccharid Alginat aufgrund einer durch
Punktmutation entstandenen Inaktivierung des mucA-Gens %'-61.62 Eingebettet in
dieser Exopolysaccharidmatrix umgebenen Schutzhille, genannt Biofilm,
persistiert Pseudomonas aeruginosa in einer chronisch infizierten Lunge eines
CF-Patienten/in, geschiitzt vor dem verteidigenden Immunsystem ©2

Das begrenzte Nahrstoffangebot in der CF-Lunge begunstigt vermutlich das
Wachstum einer weiteren Subpopulation (small colony variants), welche zu einer
verstarkten Abnahme der Lungenfunktion sowie Zunahme der zur Eradikation
notwendigen Antibiotikakonzentration (erhéhte minimale Hemmkonzentration-
MHK) flhren 6485,

Genetische Veranderungen, Gentransfer und eine reduzierte
Stoffwechselaktivitat des Keimes fuhren, zusatzlich zu einer naturlich
bestehenden Antibiotikaresistenz gegenuber manchen R-Lactamen, zu einer im
Verlauf zunehmenden Antibiotikaresistenz mit Notwendigkeit des Einsatzes an

erhohten Antibiotikakonzentrationen und Reserveantibiotika 98 66,
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Der Besitz verschiedener Virulenzfaktoren, wie Exotoxin A, alkalische Protease
und Elastase fuhrt wahrend des Versuchs der Abwehr des Pseudomonas
aeruginosa zu einer direkten Gewebszerstorung beim Patienten/in 6768,

Eine verstarkte Immunreaktion an der Epithelzellschicht des Respirationstraktes,
welche aufgrund der vielseitigen oben bereits aufgeflhrten Virulenzfaktoren eine
Eradikation von Pseudomonas aeruginosa zumeist nicht ermdglicht, flhrt
vielmehr durch die entstandene Imbalance zwischen Proteasen und
Proteaseinhibitoren sowie pro- und antiinflammatorischen Zytokinen, zu einem
das Lungenparenchym zerstérenden Prozess. Patienten/innen ohne Nachweis
an Pseudomonas aeruginosa zeigen eine stabil hdhere Lungenfunktion im

Vergleich zu den Patienten/innen mit Pseudomonas aeruginosa Besiedlung ©°.

1.3. Therapie der chronischen Lungenerkankung bei Mukoviszidose

Durch die im Abschnitt 1.2 beschriebenen Vorgange kommt es ohne Therapie
bereits in jungen Jahren zu gravierenden Veranderungen an der Lunge bei CF-
Patienten/innen 7°.

Angebunden an ein CF-Zentrum sollten regelmallige Kontrollen von
Lungenfunktion, mikrobiologischer Befundung des Sputums sowie des klinischen
Status stattfinden. Eine Kohortierung der Patienten/innen in Pseudomonas
aeruginosa positiv/inegativ und eine Trennung dieser beiden Gruppen stellt eine
Praventionsstrategie zur Vermeidung der Ubertragung dieses Keimes dar. Die
im Abschnitt 1.2 erlauterte Entstehung und Unterhaltung der chronischen
Infektion und Inflammation mit all seinen Folgen kann durch eine antibiotische
Behandlung haufig zeitweise unterbrochen werden und zu einem klinisch
gebesserten Allgemeinzustand, erhohten Lungenfunktionsparametern, einer
gesteigerten Lebensqualitat, einem gebesserten Ernahrungsstatus und zum
verlangerten Uberleben der Patienten/innen fihren 7174,

Im Mittelpunkt der Therapie der chronischen Lungeninfektion steht somit, neben
den grundlegenden MalRnahmen zur Lungenhygiene die regelmalige
Anwendung von Antibiotika. Man unterscheidet hier die Eradikationstherapie bei
Erstnachweis eines Keimes von einer Suppressionstherapie bei chronischem
Besiedlungsstatus zur Reduktion der Keimlast.
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Die antibiotische Therapie unterstitzend wirken antiinflammatorische
Substanzen, eine  mukolytische  Therapie  mittels  hyperosmolarer
Kochsalzinhalation, Inhalation mit rekombinanter DNase und bei Bedarf mit
Bronchodilatatoren sowie die Sekretolyse und Starkung der Atemmuskulatur und
somit Foérderung der pulmonalen Beluftung durch Physiotherapie und
Atemgymnastik 7578, Im Besonderen vor Anwendung einer inhalativen
antibiotischen Therapie ermoglichen sie durch Reduktion der Mukusmasse eine
bessere Wirksamkeit durch Verbesserung der Wirkstoffdeposition.

Ein weiterer eindeutig positiver Zusammenhang besteht zwischen der
Lungenfunktion und dem Ernahrungsstatus, gemessen mittels BMI, sodass auf
eine hochkalorische Ernahrung mit adaquater Einnahme der Pankreasenzyme
geachtet werden sollte 7°8'. Auch durch eine regelmaRige sportliche Aktivitat
lasst sich die Lungenfunktion verbessern 8283,

Zudem tragt die Therapie mit den CFTR-Modulatoren haufig zu einer deutlichen

Verbesserung der Lungenfunktion bei 84,

1.3.1. Therapie zur Suppression von Pseudomonas aeruginosa

Bei Erstnachweis einer Kolonisation mit Pseudomonas aeruginosa ist zumeist
durch eine sofortige adaquate Antibiotikatherapie die Eradikation des Keimes
moglich. Dadurch kann der Ubergang in eine chronische Kolonisation und
Infektion, einhergehend mit einer Verschlechterung der Lungenfunktion, fur
mehrere Jahre verschoben werden 71 85 86,

Eine erfolgreiche Eradikation wird in den S3-Leitlinien wie folgt beschrieben: ,Drei
konsekutive Pseudomonas aeruginosa negative respiratorische Proben in einem
Gesamtzeitraum von 6 Monaten.*

Wird eine erfolgreiche Eradikation nicht erreicht, wird zur Reduktion der Keimlast

eine Suppressionstherapie angewandt ©°.

1.3.1.1. Pseudomonas aeruginosa wirksame Antibiotika

Zur Therapie des Pseudomonas aeruginosa stehen verschiedene

Antibiotikaklassen (Cephalosporine, Carbapeneme, Fluorchinolone,
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Aminoglykoside, Polymyxin, Acylaminopenicilline, Makrolide) und
Applikationsarten (systemisch und inhalativ) mit unterschiedlichen Vor- und
Nachteilen zur Verfugung.

Nach einer initialen Kolonisationsphase eines nicht-mukoiden Pseudomonas
aeruginosa kommt es bei unbehandelten Patienten/innen zu einer manifesten
chronischen Infektion mit Wechsel des Phanotyps hin zu einer mukoiden
Variante, bei der eine Eradikation kaum mdoglich ist. Regelmalige oder
dauerhafte antibiotische Therapien zur Suppression der Keimlast fihren zu einer
Verbesserung des klinischen Zustandes und zu einem verzogerten Verlust der
Lungenfunktion 448:60.87,

Nach festgestellter Fruhkolonisation kann mittels einer direkt eingeleiteten
Inhalationstherapie mit Tobramycin haufig eine Eradikation erreicht werden. Bei
chronischer Besiedlung reduziert es die Keimlast und verbessert die
Lungenfunktion 8889,

Mit ahnlichem Erfolg wird Colistin, ein Polymyxin mit niedrigem Resistenzniveau,
inhalativ eingesetzt ®°. Die Kombination aus inhalativem Colistin und der oralen
Gabe des Fluorchinolons Ciprofloxacin fihren zu einer Reduktion der Keimlast
und idealerweise zur Eradikation °%°'. Im Kopenhagener CF-Zentrum konnte bei
bis zu 80% der Patienten/innen mit einer intermittierenden Pseudomonas
aeruginosa Besiedlung durch eine dauerhafte Therapie mit Colistin per
inhalationem und Ciprofloxacin per oral der Ubergang in eine chronische
Besiedlung um lber 15 Jahre verzogert werden %2,

Zur inhalativen Dauertherapie (Indikation Suppressionstherapie) stehen
verschiedene Antibiotika zur Verfigung: Colistin, Tobramycin, Aztreonam oder
Levofloxacin. Die Auswahl erfolgt anhand der Vertraglichkeit und des
Ansprechens auf die Therapie. Colistin und Tobramycin sind die am haufigsten
eingesetzten inhalativen Antibiotika in der Therapie gegen Pseudomonas
aeruginosa 2590

Eine inhalative Suppressionstherapie fuhrt zur Reduktion der Sputummenge und
Sputumpurulenz, zu einer Verbesserung der Lungenfunktion bzw.
Verlangsamung des Lungenfunktionsverlustes, Abnahme der

Exazerbationshaufigkeit, zu einer Gewichtszunahme, Reduktion der Fehltage in
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der Schule bzw. am Arbeitsplatz, Verbesserung der Lebensqualitat und
Reduktion des parenteralen Pseudomonas wirksamen Antibiotikaverbrauches ©°.
Bei akuter Exazerbation erfolgt in der Regel eine intravendse Therapie. Die
intravendse Therapie erfolgt Ublicherweise als Kombination zweier sich
erganzend wirkender Antibiotika. Eine klare Evidenz zur besseren Wirksamkeit
durch Kombination besteht jedoch nicht. In einer Cochrane-Metaanalyse fand
sich ein nicht signifikanter Hinweis auf eine vermehrte Resistenzentwicklung in
der Monotherapie im Vergleich zur Kombinationstherapie 9. Eine haufig
angewandte Kombination ist die Kombination aus R-Lactam-Antibiotika und
Aminoglykosiden 0,

Welche Antibiotika oder Antibiotika-Kombination genutzt werden, hangt von
verschiedenen Faktoren ab: Unvertraglichkeiten, Ansprechen/Nichtansprechen
auf vorhergehende Antibiotika-Therapien, weiterer Organbeteiligung, Ko-
Kolonisation ©°.

Die Vorstellung, dass regelmallige intravendse Therapien den klinischen
Zustand und die Lebenserwartung im Vergleich zur Anwendung bei klinischer
Exazerbation verbessern, konnte in verschiedenen Studien nicht bewiesen
werden 729, FUr den intravendsen Gebrauch, sowohl zur Eradikation als auch
zur Suppressionstherapie, wird zumeist Tobramycin sowie das effektivste 3.
Generation-Cephalosporin Ceftazidim in Kombination angewandt 9%,

Die Fahigkeit Pseudomonas wirksamer Penicilline (Piperacillin oder Ticarcillin)
und Cephalosporine, das Bronchialsekret zu erreichen, ist gering. Die
Sputumkonzentration betragt nur etwa 3-15% des Serumlevels. Eine erfolgreiche
Anwendung wird durch hohere Dosen und regelmafige intravendse Gaben
erreicht 9. Das Problem der Penicilline und auch in einem geringeren Ausmaf
der R-Laktam-Antibiotika liegt in dem vermehrten Auftreten von
Unvertraglichkeiten oder Allergien 8.

Makrolide zeigen durch eine antiinflammatorische Wirkung eine verbesserte
Lungenfunktion und ein vermindertes Auftreten von Exazerbationen %1%, Die
Wirksamkeit einer Dauertherapie mit oralem Azithromycin hat sich bei
chronischer Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa in verschiedenen Studien

bestatigt. Es zeigt sich eine Verbesserung der Lungenfunktion, Reduktion der

16



Exazerbationsrate und Verbrauch an Antibiotika, vermutlich durch die
antiinflammatorischen und immunmodulatorischen Effekte 69101102 Ejne
regelmafRige Untersuchung auf Mykobakterien sollte wahrend der Dauertherapie
mit Azithromycin erfolgen, da sich eine erhOhte Pravalenz an Mykobakterien
zeigt'0s,

Trotz einer groRen Vielfalt an wirksamen Therapien gegen Pseudomonas
aeruginosa ist es bis heute nicht gelungen, den Keim nachhaltig zu eliminieren.
Haufig kommt es durch die gewahlten Standardtherapien wahrend einer
chronischen Infektion zu einer Elimination der freien Bakterien, wahrenddessen
die vom Biofilm geschitzten Pseudomonaden weiter existieren 9104,

Auf der Suche nach weiteren Strategien zur Suppressionstherapie, ist der
Versuch einer inhalativen Kombinationstherapie aus sich erganzenden
Antibiotika, eine mogliche, noch wenig erprobte Variante. Da in der vorliegenden
Studie die beiden Antibiotika Colistin und Tobramycin inhalativ als
Studienmedikation getestet wurden, werden diese in den folgenden Kapiteln

genauer beschrieben.

1.3.1.2. Colistin

Colistin gehort zu den Polymixinantibiotika und ist auch als Polymixin E, welches
von Bazillus colistinus produziert wird, bekannt 195196 Das Wirkspektrum umfasst
gramnegative Keime wie Pseudomonas aeruginosa und Enterobakterien. Durch
seine geringe Resistenzlage, hohe Effektivitat und durch eine schnelle
bakterizide Wirkung nimmt es eine besondere Bedeutung in der Therapie gegen
multiresistente Keime ein 107-109,

Es werden zwei Formen von Colistin genutzt: Colistinmethat und Colistinsulfat.
Colistinmethat (Sodium Colistin Methanesulfonat) zeigt eine geringere toxische
Wirkung als Colistinsulfat und wird vor allem als parenterale Infusion im
Besonderen bei durch Pseudomonas aeruginosa hervorgerufenen Infektionen
des Respirations- und Urogenitaltraktes sowie bei septischem Geschehen
genutzt 11911 Dariiber hinaus wird Colistinmethat auch zur inhalativen Therapie

bei chronischer Pseudomonas-Infektion bei CF-Patienten/innen angewandt ''2.
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Colistinsulfat wird aufgrund einer erhéhten toxischen Wirkung bei parenteraler
Gabe vor allem zur topischen Anwendung genutzt.

Geprufte Dosierungen des Colistinmethat liegen zwischen 1 Mio. Einheiten
zweimal taglich und kann gesteigert werden bis auf 2 Mio. Einheiten dreimal
taglich 8113, Die bakterizide Wirkung verhalt sich direkt proportional mit der
Wirkkonzentration 4. In diesen Konzentrationen kann die Nebenwirkung der
Toxizitat auf Nieren und Nerven geringgehalten werden. Im Rahmen der
inhalativen Anwendung kam es selten zu Nephro- und Neurotoxizitat. Zu
beachtende Nebenwirkungen bei inhalativer Anwendung sind:

Bronchokonstriktion und Husten 115,

1.3.1.3. Tobramycin

Tobramycin gehort zur Gruppe der Aminoglykoside. Tobramycin zeigt die
hochsten Penetrationsraten der Aminoglykoside. Die Inhalation von Tobramycin
bei chronischer Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa zeigt eine verbesserte
Lungenfunktion, Minimierung der Krankenhausaufenthalte und Reduktion der
Keimlast 3. Angewandt wird ein ,on-off* Schema von je 28 Tagen: zweimal
taglich 300 mg Tobramycin per Feuchtinhalation oder via TOBI® Podhaler® 28
mg Hartkapseln 2 x 112 mg taglich fir 28 Tage mit anschlieRender
Inhalationspause Uber 28 Tage ''. Das ,on-off* Schema soll zur Minimierung der
Resistenzentwicklung beitragen 7317, Mogliche Nebenwirkungen, wie
Gleichgewichts- und Horstorungen sowie Nephrotoxizitat, missen vor allem bei
einer intravendsen Therapie beflirchtet werden, wohingegen bei einer inhalativen
Verabreichung aufgrund niedriger Serumkonzentrationen ein geringes Risiko fur
Nephro- und Ototoxizitat besteht. Als Nebenwirkung werden Husten und

Bronchokonstriktion beschrieben 73:115,
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1.4. Ziele und Fragestellung

In der Studie von Hermann et al. 2010 zeigte sich die Wirkung der
Doppelinhalation mit Colistin und Tobramycin (Colistin 1 Mio. |.E./3ml 2xtaglich
und Tobramycin 300mg/5ml 2x taglich) der Einfachinhalation mit Colistin
Uberlegen. Getestet wurde die Wirkung gegen den in Biofilm eingebetteten
Pseudomonas aeruginosa in vitro sowie an Rattenlungen. Nach einer
Therapiezeit von 5 Tagen kam es zu einer signifikanten Reduktion der
Koloniebildenden Einheiten (KBE) von Pseudomonas aeruginosa, einer
verminderten Mortalitat und geringeren pathologischen Veranderungen am
Lungenmodell. Weiter zeigte sich im Rahmen einer kleinen Pilotstudie an flnf
CF-Patienten/innen, dass die Doppelinhalation gut vertragen wurde und es auch
hier zu einer signifikanten Reduktion der KBE sowie zu einer signifikanten
Verbesserung der Lungenfunktion bei 80% der Patienten/innen flihrte 18,
Die hier vorgestellte Studie soll die Ergebnisse von Hermann et al. im Rahmen
einer grolReren Fallzahl bestatigen und die Sicherheit der Doppelinhalation
Uberprifen.
Ziele der Studie sind die Reduktion der Keimlast von Pseudomonas aeruginosa
(KBE/ml Sputum) sowie die Steigerung der Lungenfunktion. Als primarer
Endpunkt ist die Differenz der Keimlast von Tag 1 (Baseline) zu Tag 28 zwischen
den beiden Kohorten beschrieben.
Weitere Endpunkte, verglichen mit der Kontrollgruppe, sind:
¢ Reduktion der Keimlast zwischen allen 28 Tagen des Therapiewechsels
e Veranderung der Lungenfunktion verglichen mit der Baseline zu Tag 30,
57, 86 und 112, gemessen an forcierter Vitalkapazitat (FVC),
Exspiratorische Einsekundenkapazitat (FEV1), Mittlere Atemstromstarke
(MEF 25-75), absolut und relativ
e Veranderung der Entzindungsparameter (Leukozyten-Konzentration,
proinflammatorische Zytokine, DNA-Gehalt) im Sputum von Baseline bis
zu Tag 30, 57, 86 und 112
e Anzahl der pulmonalen Exazerbationen
e Bedarf von oraler und/oder intravendser Pseudomonas aeruginiosa

wirksamer Antibiotika
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Folgende Sicherheitsparameter werden registriert:
e Eine Verschlechterung der Lungenfunktion (FVC, FEV1, MEF 25-75) bis
zu 30 Minuten nach Inhalation der Kombination von Colistin/Tobramycin
an Tag 1 und Tag 57

e Mogliche Nebenwirkungen und alle akuten Exazerbationen
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2 Material und Methoden

2.1. Material

Tabelle 2: Zur Studie verwendetes Material und Instrumente

Produkt

Hersteller

Ampuwa (steriles, pyrogenfreies Wasser)

CNA-Agar

DTT (Dithiothreitol 1.4%)
Endo Agar

Eppendorf-Cups, 1.5 ml

Ethanol 70%

Falconrohrchen (15ml, 50ml)

Glasspatel

Katalase

Oxidase — Teststreifen

PBS (phosphat buffered saline)
Pipettenspitzen (10ul, 100ul, 1000ul)

Instrumente

Leukozyten Messgerat
(Advia 120 Labor Bruchelt)
Spirometer

Vortex Genie 2
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Fresenius Kabi, Deutschland
(Dtl.)

Heipha Dr. Muller GmbH,
Heidelberg, Dtl.

Oxoid, Hampshire, England
Institut fur Mikrobiologie und
Hygiene, Tubingen, Dtl.
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Dtl.

Merck, Darmstadt, Dtl.

BD Pharmingen, San Diego
United States

Institut fur Mikrobiologie und
Hygiene Tubingen, Dtl.

VWR Chemicals

Merck, Darmstadt, Dtl.
Sigma Aldrich, Hamburg, Dtl.
Sarstedt, Nurnbrecht, Dtl.

Siemens Healthcare Diagnostics,
Deerfield-USA
Jager, Hochberg, Dtl.

Bender&Hobein, Zirich, Schweiz



Software

Secutrial V4.9.1.10 Interactive Systems Berlin, Dtl.
Analysis software SAS 9.2 SAS Institute, Cary, North
Carolina, USA

2.2. Methoden

2.2.1. Klinische Studie

2211. Studiendesign

Es wurde eine offene, prospektive, randomisierte, monozentrische klinische
Studie der Phase Il durchgeflhrt.

Die Einteilung der Probanden in die beiden Studienarme Colistin und Colistin-
Tobramycin erfolgte zufallig anhand einer Block-Randomisierung mit Hilfe des
Betriebssystems Randl List, welche von Frau C. Engel (Leitung Ressort IV
Biometrie, Center for Pediatric Clinical Studies-CPCS-Tubingen) erstellt wurde.
Insgesamt wurden in die Studie 26 Patienten/innen, vom Jugendlichen- bis zum
Erwachsenenalter eingeschlossen. Wichtigstes Einschlusskriterium war der
Nachweis einer chronischen Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa. Die
Teilnahmedauer eines jeden Patienten/innen erfolgte Uber einen Zeitraum von
20 Wochen, wovon sich 16 Wochen auf die Therapie mit der Studienmedikation
beliefen.

Die Ethikkommission der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen prufte die Studie
nach bestehenden Vorschriften (Aktenzeichen Ethikvotum: 457/2013AMG1 -
Riethmdiller) und das Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte

(BfArM) gab die Zustimmung zur Durchfihrung der Studie.
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2.21.2. Studienablauf

Es gab vier Therapieblocke, mit je einer Dauer von 28 Tagen. Wie oben
beschrieben erfolgte die Einteilung der Patienten/innen in zwei Studienarme: Im
Studienarm der Colistin-Gruppe fand im gesamten Studienverlauf lediglich die
Inhalation mit Colistin statt. In der Gruppe der Colistin-Tobramycin-Kombination
hingegen erfolgte an den Tagen 1-28 (zwischen der Visite 2 und 3) und an den
Tagen 57-84 (zwischen der Visite 4 und 5) eine zusatzliche Inhalation mit
Tobramycin statt. Abbildung 5 zeigt zur Veranschaulichung den Studienablauf.
Insgesamt fanden wahrend des Studienverlaufs 7 Visiten (V) statt, zu denen die
Studienparameter erhoben und die Untersuchungen durchgefiihrt wurden (siehe
Tabelle 3).

Visite 1 (Screening) Erhoben wurden Ein- und Ausschlusskriterien (siehe
Abschnitt 2.2.2. Studienteilnehmer/innen). Zudem erfolgte eine Blutentnahme,
eine Lungenfunktionsmessung sowie eine Untersuchung des Sputums durch das
Mikrobiologische Institut der Universitat Tubingen.

Visite 2 Erneute Prufung der Ein- und Ausschlusskriterien mit anschlie3ender
Blutentnahme, Asservation einer Sputumprobe zur Quantifizierung der Erreger
und Lungenfunktionsmessung (jeweils 30 Minuten vor und 30 Minuten nach
Inhalation der Medikation). Der Patient/in wurde bei zutreffenden
Einschlusskriterien einem Studienarm zugeordnet und erhielt die zugeteilte
Studienmedikation unverblindet: Gruppe 1 inhalierte durchgangig Colistin und
zusatzlich im 28-tagigen ,on-off Schema Tobramycin. Gruppe 2 inhalierte
lediglich durchgangig Colistin. Die Inhalation erfolgte morgens (um 8 Uhr +/- 2
Stunden) und abends (um 20 Uhr +/- 2 Stunden).

Visite 3-6 Es erfolgte eine Blutentnahme, eine Lungenfunktionsmessung, eine
Quantifizierung der Erreger sowie eine Messung der Leukozyten im Sputum.
Visite 7 Im Rahmen der Nachuntersuchung erfolgte eine erneute

Lungenfunktionsmessung.
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V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7
d-14/-7 d1 d 28 d 56 d 86 d112 d140

Screening/ o Follow-
Pri-Study Colistin up

Abbildung 5: Studienablauf

Tabelle 3: Ubersicht erhobene Studienparameter

Zeitplan Vor Baseline Studie Nachunter-
Studienbeginn suchung

Visite 1 2 3 4 5 6 7
Woche -2 1 5 9 13| 17 21
Tag -14 bis -7 1 30 57 86 | 112 140
Labor*

Blutbild V v v v VA

Klinische Chemie N N N N VoA

Schwangerschaftstest N N N N
Diagnostik

Sputum N N N N VA

Lungenfunktion N N N N VA N
Vitalparameter

Herzfrequenz N N N N VA

Blutdruck N N N N VA

Gewicht und GréRke N N N N VA
Einschlusskriterien N N
Ausschlusskriterien N N

"Blutbild: Leukozyten, Hamoglobin, Hamatokrit, Thrombozyten
Klinische Chemie: Harnstoff, Kreatinin, C-reaktives Protein (CrP), Gamma-Glutamyltransferase
(GGT), Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT), Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT)
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2.2.2. Studienteilnehmer/innen

Die Studienteilnehmer/innen wurden durch Herrn Prof. Dr. J. Riethmuller (Leiter
der klinischen Prufung) zur Teilnahme an der Studie angefragt. Nach einem
ausfuhrlichen Aufklarungsgesprach Uber den Ablauf der Studie sowie Uber
mdgliche Nebenwirkungen der Studienmedikation, erfolgte eine Untersuchung
durch den Prufarzt. Bei schriftichem Einverstandnis seitens der Probanden,
beziehungsweise deren Eltern, sowie Erfullung der Einschlusskriterien und

Verneinung der Ausschlusskriterien, erfolgte die Teilnahme an der Studie.

2.2.21. Einschlusskriterien

Folgende Kriterien mussten erfullt werden, um in die Studie eingeschlossen zu
werden:
e Das Krankheitsbild der Mukoviszidose liegt bestatigt vor
e Der Patient/in ist alter als 12 Jahre
e Die FEV1 [% des Solls] liegt zwischen 25% und 100%
e Es liegt eine chronische Kolonisation (langer als 6 Monate) mit
Pseudomonas aeruginosa vor
e Pseudomonas aeruginosa muss sensitiv auf Tobramycin oder Colistin
getestet sein
e Letzte Therapie mit Colistin liegt mehr als 2 Monate zurlck
¢ Eine intravendse Antibiotikatherapie liegt mehr als 2 Wochen zuruck
¢ Eine informierte Einverstandniserklarung des Patienten/in oder seiner

gesetzlichen Vertreter liegt vor

2.2.2.2. Ausschlusskriterien

Bei den folgenden Kriterien konnte die Teilnahme an der Studie nicht stattfinden,
beziehungsweise musste die weitere Teilnahme abgebrochen werden:

e Aktuelle klinische Verschlechterung (Exazerbation)

e Eine Inhalation mit Tobramycin in den letzten zwei Wochen vor

Studienbeginn
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¢ Niereninsuffizienz (Kreatinin groRer 1,5-fach Normalkreatinin, GFR<80%)
e Hor- oder Gleichgewichtsstérungen, Horverlust

e Unvertraglichkeit gegen Tobramycin, Colistin bzw. deren Inhaltsstoffe

e Myasthenia gravis

e Porphyrie

e Bestehende Schwangerschaft oder Stillzeit

2.2.3. Studienmedikation

In dieser Studie wurde Tobramycin in Form des TOBIPodhaler® Novartis via

Podhaler Inhalator sowie Colistimethat-Natrium via Feuchtinhalation genutzt.

2.2.31. Anwendung

Die Anwendung der Antibiotika erfolgte je nach Prufgruppe inhalativ mit Colistin
oder mit Colistin in Kombination mit Tobramycin.

Fir die inhalative Therapie mit Tobramycin Trockenpulver ist folgendes Schema
zugelassen: on-off-Therapie a 28 Tagen mit 2 x 112 mg Tobramycin
Trockenpulver taglich, entspricht 2 x 4 Kapseln a 28 mg mittels Tobi Podhaler®
taglich.

Die inhalative Therapie mit Colistin besteht aus 2 x 1 Mega Colistin taglich via
Feuchtinhalation.

Einer moglichen Bronchokonstriktion als Nebenwirkung der inhalativen
antibiotischen Therapie wurde mittels vorheriger Gabe eines Bronchodilatators

(Salbutamol) vorgebeugt.

2.2.3.2. Erlaubte Begleitmedikation

Die Basistherapie der Mukoviszidose, wie sie der Patient/in vor der Studie gefuhrt
hat, war beizubehalten.

Jegliche fur den Patienten/in medizinisch notwendige Medikation war wahrend
der Studie erlaubt.

26



2.2.4. Erhobene Messdaten

Zu jeder der sechs Visiten wurden die Vitalparameter, Laboruntersuchungen,
Lungenfunktionsmessungen und  Sputumdiagnostik  durchgefuhrt.  Zur
Nachuntersuchung V7 erfolgte die Lungenfunktionsmessung (siehe Tabelle 3).
Weiter wurden alle medizinischen Daten des Patienten/in zusammengefihrt und
dokumentiert. Als Studiendatenbank wurde die Software Secutrial (V4.9.1.10
Interactive Systems Berlin, Dtl.) verwendet.

Im Folgenden wird die Erhebung der Studienparameter genauer erlautert.

2.2.41. Blut und Urin

Um mdgliche Nebenwirkungen oder auch Infektionen rechtzeitig zu erkennen,
wurde wahrend allen Visiten, ausgenommen Visite 7, das Blutbild sowie die
klinische Chemie kontrolliert.

Bei Frauen im gebarfahigen Alter erfolgte eine Schwangerschaftskontrolle im
Urin (Beta-HCG) bei den Visiten 2 bis 5.

2.24.2. Lungenfunktion

Die Lungenfunktion wurde mittels Spirometer (Jager, Hochberg, Dtl.) zu allen
Visiten bestimmt. Bei jeweils der ersten Gabe der zweifachantibiotischen
Therapie mit Colistin und Tobramycin erfolgte 30 Minuten vor und nach der
Inhalation eine Kontrolle der Lungenfunktion, um mdégliche Nebeneffekte wie eine
Bronchokonstriktion festzustellen.

Besonders bedeutsame Parameter stellen dar:

e FVC
e FEV1
e MEF 25-75
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2243. Sputum

Primarer Endpunkt der Studie stellte das Ergebnis der Quantifizierung der Keime
zwischen V2 und V3 dar. Daher wurde der Patient/in zu allen Visiten angehalten,
ein morgendlich abgenommenes Sputum von etwa 1,5 ml Volumen mitzubringen.
Noch am Tag der Probengewinnung wurde das Sputum weiterverarbeitet. Um
eine exakte quantitative Bestimmung der Keime zu ermoglichen, wurde das
Sputum mit Dithiothreitol (DTT) 1:10 verdinnt und im Anschluss mit einem Vortex
Gerat zu einer homogenen Losung gemischt. Die Ausgangslosung wurde aus
3,75 ml Sputasol (Mischung aus Dithiothreitol, Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Di-
Natriumhydrogenphosphat, Kaliumhydrogenphosphat) mit 46,25 ml Ampuwa
selbststandig hergestellt.

Folgend wurde eine Verdlinnungsreihe angesetzt: Aus 1 ml Sputum (entspricht
10") wurden 10 pl entnommen und in ein mit 990 pl PBS gefiilltes Eppendorf Cup
pipettiert (entspricht einer Verdiinnung von 1:1000). Dieser Verdlinnungsschritt
wurde bis zu einer endgdltigen Verdiinnung um den Faktor 10° fortgefiihrt. Von
dem restlichen Sputum wurden mittels hamatologischer Messeinheit die
enthaltenen Leukozyten gemessen sowie 3 x 1 ml bei -20 °C zur spateren

Bestimmung von IL und DNA eingefroren.

2.2.5. Mikrobiologische Diagnostik des Sputums

Ein Teil des aufbereiteten Sputums wurde auf Nahrstoffodden ausplattiert, um im
Anschluss die darin enthaltenen Keime zu identifizieren und deren Menge zu
quantifizieren. Hierfur wurden 92 ul jedes Verdinnungsschrittes je auf eine Platte
mit Endo-Agar (selektives Wachstum von gramnegativen Keimen) pipettiert und
mittels eines Glasspatels gleichmafig auf dem Nahrboden verteilt. Im Anschluss
wurden die beimpften Platten fir 48 Stunden in einem Brutschrank mit 37°C
inkubiert. Die Platte mit der niedrigsten Verdunnung und noch auszahlbaren KBE
wurde zur Bestimmung genutzt. Unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors
wurden daraus die KBE/ml berechnet.

Hierbei konnte eine mdgliche Keimzahlreduktion durch die verabreichten

Therapien dargestellt und miteinander verglichen werden.
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2.251. Endo-Agar als Nahrmedium

Charakteristisch flr diesen ist seine leicht rosarote Farbung. Er stellt ein
Selektivmedium fur gramnegative Keime dar; im Besonderen fur Enterobakterien
und weitere coliforme Bakterien, wie Klebsiellen, E. coli und Citrobacter. Die
Selektivitat wird durch die Kombination von Natriumsulfit und basischem Fuchsin
herbeigefuhrt. Es flhrt zu einem gehemmten Wachstum von grampositiven
Mikroorganismen. Vor allem Pseudomonaden zeigen auf diesem Nahrboden ein

gutes Wachstum 119-121,

2.2.5.2. Anzucht und Identifizierung der Keime

Zur Artbestimmung der auf den Platten gewachsenen Bakterienkolonien wurden
die in der Mikrobiologie gelaufigen Verfahren genutzt: Selektion des Wachstums
durch geeignete Agarplatten (siehe 2.2.5.2), Morphologie der Kolonie, Geruch
und Oxidase-Test. Von zentraler Bedeutung der Studie war das Wachstum von
Pseudomonas aeruginosa zu bestimmten Studienzeitpunkten.

Pseudomonas aeruginosa ist ein gramnegatives, aerobes Stabchenbakterium.
Angezuchtet auf einem Endoagar zeigen die Kolonien einen typisch metallischen
Glanz sowie, aufgrund der Fahigkeit zur Pigmentbildung (Pyozyanin, Pyoverdin),
ein farbliches Aussehen von rosarot Uber gelb-griin bis lila. Die Kolonien sind
flach, differieren in ihrer Gréf3e und zeigen einen typisch siRlichen Geruch nach
Lindenbliten. Man unterscheidet einen mukoiden von einem nicht-mukoiden
Typ. Die mukoide Variante zeigt aufgrund einer Mutation im Glykoproteingen die
Fahigkeit zur Bildung eines zahen Schleimes und kommt haufig bei
Patienten/innen mit Mukoviszidose vor. Bei Unsicherheiten in der
Unterscheidung zu morphologisch ahnlichen Keimen kann ein positiv
ausfallender Oxidase Test (Nachweis von Cytochrom C Oxidase der

Atmungskette bei Pseudomonaden) weiterhelfen 120121,
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2.3. Datenauswertung und statistische Analyse

Die Daten wurden nach dem Prinzip Intention-to-treat Analyse (ITT) sowie Per
Protocol Analyse (PP) ausgewertet.

In die ITT-Auswertung wurden alle Patienten/innen beider Gruppen
aufgenommen, auch die ausgeschiedenen Patienten/innen.

In die PP Analyse wurden nur die Patienten/innen aufgenommen, welche sich
prufkonform verhalten haben. Patienten/innen, welche vier oder mehr Dosen der
Medikation nicht eingenommen hatten oder deren ,wash-out* Zeit (notwendige
28-tagige Pause der Tobramycininhalation in der Colistin-Tobramycin-Gruppe)
zu kurz, beziehungsweise zu lang war, wurden aus der PP-Analyse
ausgeschlossen.

Die statistische Berechnung wurde durchgefihrt mittels des nichtparametrischen
Wilcoxon-Tests bei nicht normal verteilten Daten und an geeigneter Stelle mittels
t-Test (bei Normalverteilung). Die Beschreibung der Exazerbationen und
Nutzung von zusatzlicher Anti-Pseudomonas aeruginosa wirksamen Medikation
wurde mittels Cochran-Mantel-Haenszel-Test ausgewertet.

Die biometrische Planung beinhaltete bei einem adaptiven Design eine Anzahl
von 26 Studienteilnehmern mit einer maximalen Abbruchquote von 5%. Unter
dieser Annahme wurde ein beschriebenes Testniveau von a=0,05 und p=0,20
und eine Teststarke von 80% erreicht. Die maximale EndgréRe aufgrund
wirtschaftlicher Faktoren lag bei 50 Studienteilnehmer/innen.

Festgelegt wurde Alpha 0=0,2 und Alpha 1=0,0348. Fur die Zwischenanalyse
(nachdem 26 Patienten/innen V3 beendet haben) gilt:

- p < Alpha 1 — die Uberlegenheit der Colistin-Tobramycin-Gruppe ist
gegeben. Die Studie wird gestoppt.

- Alpha 1 < p < Alpha 0 — Die Stichprobengrof3e muss erneut berechnet
werden, um eine Uberlegenheit der Colistin-Tobramycin-Gruppe zu
zeigen.

- Alpha 0 < p — eine Uberlegenheit der Colistin-Tobramycin-Gruppe
erscheint sehr unwahrscheinlich. Die Studie wird gestoppt.

Anhand der vorhergehenden Pilotstudie von Hermann et al. konnte eine

maximale Standardabweichung von der mittleren Differenz vor und nach
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Inhalation mit Colistin-Tobramycin von £2,51 log KBE Pseudomonas aeruginosa
beschrieben werden. Der kleinste mdgliche Behandlungserfolg wurde ab einer
Reduktion der KBE von 2,52 log des Pseudomonas aeruginosa in der Colistin-
Tobramycin-Gruppe im Vergleich zu keiner Reduktion in der Colistin-Gruppe

festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1. Patientenbeschreibung

Insgesamt konnten 26 CF-Patienten/innen eingeschlossen werden. Je 13
Studienteilnehmer/innen wurden in die beiden Gruppen randomisiert (zur
Veranschaulichung siehe Abbildung 5 unter 2.2.1.2 Studienablauf).

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert (MW) =
Standardabweichung (SD).

Die Studienteilnehmer/innen der Colistin-Gruppe waren im Durchschnitt 6 Jahre
alter als in der Colistin-Tobramycin-Gruppe (Colistin-Gruppe: 32,6 + 10,5 Jahre;
Colistin-Tobramycin-Gruppe: 26,3 £ 10,9 Jahre)

Die Geschlechteraufteilung war mit 6 Frauen und 7 Mannern in beiden Gruppen
ausgeglichen.

Die haufigste extra-pulmonale Manifestation der CF war ein CF-assoziierter
Diabetes mellitus mit einem Gesamtaufkommen von 4 aus 26
Studienteilnehmer/innen. Zwei davon hatten zusatzlich zum Diabetes mellitus
eine arterielle Hypertension. Weitere Nebenerkrankungen: Rheumatoide Arthritis
(N=1) und intermittierende Hamoptyse (N=1).

Im Rahmen der Visite 1 konnte bei allen Studienteilnehmer/innen, wie durch das
Einschlusskriterium bestimmt, ein Pseudomonas aeruginosa im Sputum
nachgewiesen werden - insgesamt 12 mukoide Formen, davon 7/13 in der
Colistin-Gruppe und 5/13 in der Colistin-Tobramycin-Gruppe.

In der Colistin-Gruppe lag zu Beginn der Studie die niedrigste Lungenfunktion
gemessen in FEV1 [% des Solls] bei 27,9 und maximal bei 96 und der MW bei
61,4 + SD 24,9. Ahnliche Ergebnisse erbrachten die Ergebnisse der
Lungenfunktion in der Colistin-Tobramycin-Gruppe, hier lag die niedrigste FEV1
[% des Solls] bei 25,6 und maximal bei 105 — mit einem MW von 64,88 + SD
22,54 (siehe Tabelle 4).

In beiden Studiengruppen war keine Veranderung des Koérpergewichtes unter
Therapie festzustellen. Jeweils Visite 1: Colistin-Gruppe 58 + 8 kg, Colistin-

Tobramycin-Gruppe 58 + 13 kg (siehe Tabelle 5).
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Insgesamt mussten 8 Patienten/innen aus der PP-Analyse ausgeschlossen

werden: 3 Patienten/innen aufgrund einer nicht korrekten ,wash-out Zeit von 28

Tagen und 5 Patienten/innen, weil sie mehr als 4 Dosen der Medikation nicht

eingenommen hatten.

Tabelle 4: MW der Lungenfunktion zum Zeitpunkt des Screenings V1

COLISTIN COLISTIN-
TOBRAMYCIN

FEVA1 [%] * 61,4 + 24,88 64,88 + 22,54
FEV1 2 25<50% [N] (%) | 1(7,6) 1(7.6)
FEV1 2 50<80% [N] (%) | 5 (38,5) 4 (30,7)
FEV1 2 80<100% [N] (%) | 6 (46,1) 6 (46,1)
FEV1 2 100% [N] (%) 1(7.6) 2 (15,4)
FVC [%] * 78,74 + 20,08 80,35 + 18,22
MEF 25-75 [%] * 29,44 + 21,52 34,03 + 29,85

* MW = SD.
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Tabelle 5: Darstellung der Labordaten und der Patientenprofile

Visite V1 (Baseline) V2 V3

Studiengruppe |Colistin|Colistin| Colistin Colistin | Colistin Colistin
Tobra- Tobra- Tobra-
mycin mycin mycin

Gewicht 5818 |58+13 | 5817,5 58+13 58+8 58+13

[kg] *

Grole 16747 [165+10| 16717 16510 | 16717 165110

[cm*

Herzfrequenz - - 83111 8519 80+7 8317

[1/min] *

RR syst./ - - 109+10/ | 112110/ | 11048/ 112+10/

diast.[mmHg] 6617 6617 6616 6718

Pseudomonas 7 5 4 7 6 5

mukoid [n]

Leukozyten - - 10,1£2,9 | 10,0+2,4 | 10,3+2,8 | 9,5+2,2

[*10%/pul] *

Neutrophile - - 69,2195 | 67,248,2 | 70,4+7,5 | 67,949,6

Granulozyten

[%] *

Thrombozyten - - 290,495 | 317+114 | 301,889 | 329,3+121

[*10%/pul] *

Creatinin - - 0,8+0,2 0,7£0,2 |0,740,2 0,710,2

[mg/dl] *

Urea - - 30,3+10,7 | 29,447,0 | 29,5+11,1 | 28,5+5,2

[mg/dl] *

GOT - - 26,7+7,1 | 28,3x12 | 26,4+9,6 | 28,419,9

um=

GPT - - 31,2£12,7 | 28,0£16 | 26,4+10,2 | 27,6+13,0

[un =

GGT - - 33138 21,3£19 | 27,5£30 | 16,914

[un =

Bilirubin - - 0,4+0,2 0,5+0,2 | 0,41+0,1 0,410,3

[mg/dl] *

CrP - - 0,8+0,9 1,4+1,2 | 1,216 1,0£0,9

[mg/dl] *

lgG - - 1,410,3 1,4+0,3 | 1,2+0,3 1,510,4

[*10° mg/dI] *

* MW £ SD. Blutdruck (RR), Immunglobulin G (IgG)
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3.2.  Primarer Endpunkt

Die Reduktion der KBE des Pseudomonas aeruginosa (nicht mukoid/mukoid) im
Sputum der CF-Patienten/innen zum Zeitpunkt der Visite 3 (entsprechend d 28)
wurde als Primarer Endpunkt festgelegt.

In der ITT-Gruppe standen die Daten von 13 Patienten/innen aus der Colistin-
Gruppe und von 12 Patienten/innen aus der Colistin-Tobramycin-Gruppe zur
Verfugung. In keiner der beiden Gruppen zeigte sich eine signifikante Reduktion
der KBE/ml des Pseudomonas aeruginosa nach 28-tagiger Therapie.

In der Colistin-Gruppe erhoéhte sich die log KBE/ml um 0,2 £ 1,9 und in der
Colistin-Tobramycin-Gruppe um 0,04 + 19 log KBE/ml (p=0,359 der ITT-Gruppe).
In der PP-Gruppe zeigten sich folgende Ergebnisse: In der Colistin-Gruppe
reduzierte sich die log KBE/ml um -0,09 + 1,65 und in der Colistin-Tobramycin-
Gruppe um -0,13 = 1,9 log KBE/ml (p=0,373) (siehe Tabelle 6 und Abbildung 6).

Tabelle 6: Differenz Pseudomonas aeruginosa KBE/mlim Sputum V2 zu V3, d28 - ITT und PP
Analyse im Vergleich

COLISTIN- COLISTIN
TOBRAMYCIN

ITT (P=0,359) * +0,04+19log KBE +0,20+1,9log KBE
(n=12) (n=13)

PP (P=0,373) * -0,13%1,9log KBE -0,09+1,65log KBE
(n=11) (n=12)

*: MW+SD.
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Differenz Pseudomonas aeruginosa [KBE/ml] V3-V2
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Abbildung 6: ITT-Analyse: Differenz Pseudomonas aeruginosa [KBE/ml] V3-V2

Aufgrund der eindeutigen Ergebnisse ist eine Uberlegenheit der Therapie mit
Colistin-Tobramycin unwahrscheinlich, daher wurde die Studie nach
biometrischer Planung offiziell gestoppt und alle weiteren Ergebnisse sind
beschreibend.

Bei gutem Befinden und explizitem Wunsch der Studienteilnehmer/innen erfolgte
eine Fortfihrung der bereits in die Studie eingeschlossenen Patienten/innen und
Erhebung aller weiterer Daten.

Eine Alternativtherapie mit Wechsel der Inhalationsmedikation auf die
Dreifachinhalation Colistin, Tobramycin und Meropenem, aufgrund von
Exazerbationen, erfolgte bei insgesamt 9/13 Studienteilnehmer/innen in der
Colistin-Gruppe. Genauere Ergebnisinformation siehe Abschnitt 3.3.3
Therapiewechsel.

Die Messung der KBE =zu Visite 5 konnte lediglich bei 5/13
Studienteilnehmer/innen in der Colistin-Gruppe und 10/13
Studienteilnehmer/innen in der Colistin-Tobramycin-Gruppe erfolgen, sodass
sich aufgrund eines zu hohen Bias bei der statistischen Berechnung keine
Aussage zur Quantifizierung des Erregers treffen Iasst. Die Ergebnisse sind in

der Abbildung 7 sowie der dazugehodrigen Tabelle 7 veranschaulicht.
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Beschreibend lasst sich kein Unterschied in den beiden Inhalationsgruppen

darstellen.

Pseudomonas aeruginosa [KBE log/ml] im Sputum -

ITT Analyse
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Abbildung 7: ITT-Analyse MW Pseudomonas aeruginosa [KBE log/ml]

Tabelle 7: Anzahl der Patienten/innen pro Visite zur Pseudomonas aeruginosa Messung

Visite V2 V3 V4 V5 V6
N (Colistin) 13 13 11 5 0
N (ColistinTobramycin) 11 12 10 10

3.3. Sekundarer Endpunkt

3.3.1. Lungenfunktion

Anhand der FVC [% des Solls], der FEV1 [% des Solls] sowie der MEF25-75 [%
des Solls] wurde die Lungenfunktion dargestellt. Wie die Abbildung 8 beschreibt,
zeigte sich in der PP-Gruppe nach einem anfanglichen Absinken der absoluten
FEV1 [% des Solls] an d 28 in beiden Gruppen (Colistin-Gruppe: -0.8 + 2.9 vs.
Colistin-Tobramycin-Gruppe: -1,5 + 2,2) eine Stabilisation und darauffolgend bis
zum d 112, entsprechend Visite 6, ein deutlicher Anstieg der FEV1 [% des Solls].
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Eine deutliche Zunahme der absoluten FEV1 [% des Solls] zeigt sich in der
Colistin—Tobramycin-Gruppe auf +5,3 £ 7,5 im Vergleich zur Colistin-Gruppe von
+2,3 £ 5,4 (p=0,07). Nur leichte Unterschiede zeigen sich in der Messung der
MEF25-75 [% des Solls] (Abbildung 9). Aber auch hier fiel zunachst ein Abfall/
gleichbleibende Lungenfunktion an d 28 auf; in der Colistin-Tobramycin-Gruppe
-2,1 £ 4,6 und in der Colistin-Gruppe + 0,5 + 8,3. Ein Anstieg der MEF25-75 [%
des Solls] liel3 sich jedoch ab Visite 4 detektieren (siehe Abbildung 9).

In der Abbildung 10 st die Veranderung der Lungenfunktion je
Studienteilnehmer/in aufgetragen. Es zeigt sich insbesondere in der Colistin-
Tobramycin-Gruppe eine Verbesserung der Lungenfunktion bei nahezu allen
Teilnehmern/in, unabhangig des Ausgangswertes. Bis zuletzt war die Teilnahme

an den Visiten zur Lungenfunktionsmessung gut, siehe Tabelle 8.
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Abbildung 8: MW der FEV1 [% des Solls] wahrend der gesamten Behandlungszeit, PP-Gruppe.
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Abbildung 9: Lungenfunktion MEF25-75 [% des Solls]
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Abbildung 10: Lungenfunktion Zeitpunkt 1.V2 und 2.V6 mit Auflistung der einzelnen
Studienteilnehmer/innen in den Gruppen Colistin und Colistin-Tobramycin

Tabelle 8: Anzahl der Teilnehmer/innen in den Visiten zur Lungenfunktionsmessung

Visite V2 V3 V4 V5 V6
N (Colistin) 13 13 13 12 12
N (Colistin-Tobramycin) 13 13 12 13 13
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Wie im Abschnitt 3.3.3 Therapiewechsel aufgezeigt, wurde bei insgesamt 10/13
Studienteilnehmer/innen in der Colistin-Gruppe sowie 3/13
Studienteilnehmer/innen in der Colistin—Tobramycin-Gruppe ein
Therapiewechsel bzw. eine Therapieerweiterung aufgrund pulmonaler
Exazerbation eingeleitet; deutlich haufiger in der Colistin—Gruppe, beginnend
zumeist ab Visite 4. Trotz Erweiterung der antibiotischen Therapie, insbesondere
in der Colistin-Gruppe zeigt sich am d 112 der eben beschriebene deutliche
Unterschied in der FEV1 [% des Solls] (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Veranderung der Lungenfunktion nach 28d und 112d Therapie.

ITT PP
28d Colistin- Colistin Colistin- Colistin  p=
Tobramycin Tobramycin
FVC * -1,9+4,9 +1,317 1 -1,0+4,0 -0,2+4,6 0,312
FEV1 * -2,4+3,8 +1,514 4 -1,5+2,2 -0,8+2,9 0,272
MEF25- -2,1+4,6 +0,518,3 -1,0+£2,3 -1,6+3,7 0,319
75*
112 d Colistin- Colistin Colistin- Colistin  p=
Tobramycin Tobramycin
FEV1 * +5,3+7,5 +2,3t54 | 0,07

*: [% des Solls] MW+SD

3.3.2. Patientensicherheit

Es wurden insgesamt keine schwerwiegenden Nebenwirkungen beobachtet.

In direktem Bezug zur  Studienmedikation @ wurde  von den
Studienteilnehmer/innen als vorbekannte Nebenwirkung eine pulmonale
Obstruktion, Husten / Hustenreiz angegeben. In der Colistin-Tobraymcin-Gruppe
(n=6) traten haufiger die genannten Nebenwirkungen als in der Colistin-Gruppe
(n=1) auf, weshalb ein Patient/in nach Visite 4 die Studiengruppe von der
Zweifachinhalation in die Monotherapie mit Colistin wechselte.
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Bronchodilatatoren,  insbesondere  Salbutamol, wurden von allen
Teilnehmer/innen in der Colistin-Tobramycin-Gruppe und von 3/13 in der Colistin-
Gruppe angewandt.

Die Lungenfunktionsmessungen (30 Minuten vor und nach Inhalation der
Studienmedikation) zeigten keine relevanten akuten Nebenwirkungen,
insbesondere keine verstarkt aufgetretene Obstruktion in der Colistin-
Tobramycin—Gruppe (exemplarisch Visite 1): FEV1 [% des Solls] (vor Inhalation)
62,5 £ 22,4, FEV1 [% des Solls] (30 Minuten nach Inhalation) 59,6 + 21,4.
MEF25-75 [% des Solls] (vor Inhalation) 33,2 £+ 26,4 und MEF25-75 [% des Solls]
(30 Minuten nach Inhalation) 32,1 + 24,1.

Bei den weiter beschriebenen unerwinschten Arzneimittelwirkungen (UAW) ist
ein Zusammenhang zur Studienmedikation als unwahrscheinlich eingestuft.

Es sind insgesamt 31 UAW beschrieben (nach Haufigkeit gelistet): Infektionen
der oberen und unteren Luftwege mit Husten und pulmonaler Obstruktion,
Kopfschmerzen, CrP-Anstieg, Hamoptysen, allergische Rhinokonjunktivitis,
Mykobakteriose und allergische bronchopulmonale Aspergillose.

In der Gruppe der Zweifachinhalation zeigten sich insgesamt haufiger UAW
(n=22) als in der Monotherapie-Gruppe (n=9). Davon wurden in der Colistin-
Gruppe von 1/9 UAW und in der Colistin-Tobramycin-Gruppe 7/21 UAW als
mogliche Studiennebenwirkung beschrieben (zur Veranschaulichung siehe
Tabelle 10 und 11). Der Schweregrad der UAW wurde in der Colistin-Gruppe in
56% der Falle als moderat beschrieben versus 41% der Falle in der Colistin-
Tobramycin-Gruppe.

In keiner Studiengruppe wurde ein Verdacht auf eine schwere unerwinschte
oder eine unerwartete schwerwiegende Arzneimittelwirkung gestellt.
Laborchemisch lieRen sich keine Veranderungen in der Funktion der
parenchymatdésen abdominellen Organe feststellen. Insbesondere keine
Erhéhung der Nierenretentionsparameter.

Im regelmafligen Screening wurden keine Schwangerschaften detektiert.
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Tabelle 10: UAW in den beiden Studiengruppen im Vergleich

Colistin

Colistin-Tobramycin

UAW

Untere Luftwege
Exazerbation
Exazerbation
Vermehrter Husten
Allergische Bronchopulmonale
Aspergillose
Mycobacteriose

Oberen Luftwege
Infektion

Andere

Allergische Rhinokonjunktivitis
CrP Anstieg
CrP Erhéhung

Unterer Luftwege
Infektion

Exazerbation
Exazerbation

Viel zahes Sekret
Vermehrter Schleim

Husten

Husten

Starker Husten
Vermehrter Husten
Vermehrter Husten
Hustenreiz

Obstruktion
Obstruktion
Obstruktion

Hamoptysen

Obere Luftwege
Infektion
Infektion
Infektion
Nasopharyngitis

Andere

Cephalgie
Cephalgie
Cephalgie

Schweregrad

Moderat
Moderat
Moderat
Moderat

Mild
Mild

Mild
Moderat
Mild

Moderat

Moderat
Moderat

Moderat
Mild

Mild
Mild
Mild
Moderat
Mild
Mild

Moderat
Moderat
Mild

Mild

Moderat
Mild
Mild
Moderat

Mild

Mild
Mild
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Zusammenhang
Studienmedikation

Nein/ unwahrscheinlich
Nein/ unwahrscheinlich
Nein/ unwahrscheinlich
Nein/ unwahrscheinlich

Nein/ unwahrscheinlich
Nein/ unwahrscheinlich

Nein/ unwahrscheinlich
Maoglich
Nein/ unwahrscheinlich

Nein/ unwahrscheinlich

Nein/ unwahrscheinlich
Nein/ unwahrscheinlich

Nein/ unwahrscheinlich
Nein/ unwahrscheinlich

Ja, mdglich
Ja, maglich
Ja, mdglich
Nein/ unwahrscheinlich
Nein/ unwahrscheinlich
Ja, maglich

Ja, maglich
Ja, maglich
Ja, mdglich

Nein/unwahrscheinlich

Nein/ unwahrscheinlich
Nein/ unwahrscheinlich
Nein/ unwahrscheinlich
Nein/ unwahrscheinlich

Nein/ unwahrscheinlich
Nein/ unwahrscheinlich
Nein/ unwahrscheinlich



Tabelle 11: Inzidenz der UAW
Colistin-Tobramycin Colistin

Patienten/innen [n] 9 9

UAW insgesamt [n] 22 9

Atemwege betreffend [n] 19 6
Husten/Obstruktion [n] 9 (41%) 1 (11%)
Infektion [n] 5 (23%) 3 (33%)

Mehr Sekret [n] 2 (1,5%) 0

Andere [n] 3 3

3.3.3. Therapiewechsel

10/13 Studienteilnehmer/innen aus der Colistin-Gruppe mussten aufgrund
pulmonaler Exazerbation oder zur Vermeidung dieser ihre inhalative antibiotische
Therapie auf eine i.v.-antibiotische Therapie (n=3) umstellen oder inhalativ
erweitern (n=7). Dies geschah deutlich seltener bei 3/13 Studienteilnehmer/innen
in der Colistin—Tobramycin-Gruppe (p=0,006). Diese 3 Studienteilnehmer/innen
wechselten auf eine i.v. Therapie.

Als Begleitmedikation wurden auf3er Antibiotika zur Therapie einer Exazerbation
oder Vermeidung einer Exazerbation vor allem Salbutamol als Basis- und
Bedarfsmedikation genutzt. Weiter kamen bei Kopfschmerzen Ibuprofen und bei
allergischem Geschehen Antihistaminika zum Einsatz. Die Routine CF-Therapie
wie hypertone Kochsalzlésung, Dornase alfa, Vitamine und

Pankreasenzymsubstitution wurde nicht extra aufgelistet.
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3.3.4. Entzindungsparameter

Gemessen wurden aus dem Sputum verschiedene proinflammatorische Zytokine
(IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, Granulozyten-Monozyten-Kolonien-stimulierender
Faktor (GM-CSF) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)) sowie die enthaltene DNA
als Nachweis von Zelluntergang.

Zur Auswertung stehen lediglich der DNA-Gehalt sowie das IL-8 im Sputum zur
Verfiugung. In beiden Studiengruppen lie3 sich ein leichter Anstieg der
gemessenen DNA im Sputum feststellen. Die IL-8 fielen in der Colistin-Gruppe
und zeigten einen leichten Anstieg in der Colistin-Tobramycin-Gruppe. Keine der
Veranderungen war statistisch signifikant (siehe Tabelle 12).

Laborchemisch liel3en sich keine Veranderungen des CrP, der Leukozyten oder
des Gesamt-IgG bei den Studienteilnehmer/innen im Verlauf von d1 zu d28

nachweisen (siehe Tabelle 5).

Tabelle 12: Veranderung der Entzindungsparameter nach 28d

ITT
28d Colistin- Colistin p=
Tobramycin
DNA (mg/ml + 6,5+22* +6,1+£39* 0,293
Sputum)
IL-8 (pg/ml  720+6311* | -3151+7767* 0,103
Sputum)
*: MW+SD
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4 Diskussion

Einfluss einer chronischen Infektion mit Pseudomonas aeruginosa auf die

Lungenfunktion

Mit zunehmendem Alter der Patienten/innen mit Cystischer Fibrose steigt die
Haufigkeit der chronisch pulmonalen Infektion mit Pseudomonas aeruginosa trotz
Einhalten verschiedenster praventiver MalRnahmen '°. Nach Erstnachweis ist
eine Eradikationstherapie meist noch erfolgreich, wohingegen eine Eradikation
im Verlauf kaum noch maglich ist '?2. Es kommt zu einer chronischen Besiedlung
mit wiederkehrenden Exazerbationen und einer zunehmenden Verschlechterung
der Lungenfunktion. Mittels einer antibiotischen Suppressionstherapie wird
versucht die Dichte an Pseudomonas aeruginosa in der Lunge zu reduzieren, um

so die angestollene Verschlechterung der Lungenfunktion aufzuhalten
85,90,91,122,123_

Antibiotikaanwendung: Synergistische Wirkung und Resistenzentwicklung

Insbesondere in den unteren Mukusschichten, gepragt von nahezu anaeroben
Bedingungen und reduzierter nutritiver Eigenschaft, gelingt es Pseudomonas
aeruginosa sich ein Milieu zu schaffen, in dem er gut Uberleben kann. Durch
Bildung von Exopolysaccharid Alginat wandelt er seinen Phanotyp in die mukoide
Variante und besitzt so eine physiologische Barriere flr die Penetration von
Antibiotika 6162, Einmal im zahflissigen Mukus der Patienten/innen festgesetzt,
kann Pseudomonas aeruginosa unterschiedliche Aktivitatsgrade ausbilden und
sich an die vorliegenden Gegebenheiten anpassen '?*. In der unteren
Mukusschicht, welche durch anaerobe und schlechte nutritive Bedingungen
gekennzeichnet ist, wird der Stoffwechsel des Keims herabgesetzt und zeigt so
eine reduzierte Angreifbarkeit far die Aminoglykoside als
Proteinbiosynthesehemmer. 2%

Aufgenommen durch metabolisch aktive Bakterien, bindet Tobramycin an die
30s-Untereinheit der bakteriellen Ribosomen und flhrt so zu einer Stérung der
bakteriellen Proteinsynthese und zum Zelluntergang. Colistin als ein kationisches

zyklisches Peptid hingegen zerstort die aulere Bakterienmembran und tétet
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durch diese bakterizide Wirkung die im Mukus und Biofilm ,versteckten®
Pseudomonaden 1?6, Es wurde gezeigt, dass die bei dem Untergang des
Bakteriums freigesetzten Lipopolysaccharide (LPS) von Colistin zudem
neutralisiert werden kdnnen und so eine durch die LPS verursachte Inflammation
und Zerstérung vermindert wird 27129, Die in der oberflachlichen Mukusschicht
befindlichen, stoffwechselaktiven Gruppen an Pseudomonas aeruginosa werden
durch die Wirkung von Tobramycin in ihrer Translation gehemmt und es kommt
zu einer verminderten Aktivitdt und Ausbreitung 118130, So kann eine
synergistische Wirkung der beiden Antibiotikaklassen in der Therapie gegen
Pseudomonas aeruginosa beschrieben werden.

Um einer mdglichen Resistenzentwicklung entgegenzuwirken, werden die aktuell
zur Verfugung stehenden inhalativen Antibiotika teilweise im ,on-off* Schema
inhaliert. Auch eine zyklische Abfolge verschiedener Antibiotika wie Tobramycin
und Colistin oder Aztreonam im Wechsel wird vermehrt an den CF-Zentren
durchgefuhrt, da die notwendigen Therapiepausen von einigen in der Erkrankung
fortgeschrittener Patienten/innen zum Teil schlecht toleriert werden 131-134,

Die gleichzeitige Inhalation zweier sich erganzender Antibiotika, wie es auch in
der intravendsen Applikation erfolgt, zeigte in vitro gute synergistische Effekte 118.
Bisher gibt es jedoch nur wenige Studien am Patienten/in zu inhalativen
Kombinationstherapien 31133, Dies hebt die Relevanz der hier durchgefiihrten
Studie hervor.

Hermann et al. konnte die deutlich verbesserte Wirksamkeit in der
Kombinationstherapie der beiden Antibiotika Colistin und Tobramycin sowohl in
vitro (Reduktion der Dichte an Pseudomonas aeruginosa), am Mausmodell
(verbesserte Morbiditat und Mortalitat), als auch in einer kleinen Kohorte an CF-
Patienten/innen (N=5) mit einer Verbesserung der Lungenfunktion bei 4 der 5

Patienten/innen und Reduktion der KBE/ml Sputum (2.52 *+ 2.5 log1o) zeigen '8,

In der hier durchgefuhrten Studie wurden initial keine Antibiotikaresistenzen
gegenuber den genutzten Antibiotika im Sputum der Patienten/innen
nachgewiesen. Eine Aussage uber sich neu entwickelnde Resistenzen im Verlauf

der Studie ist nicht mdglich, da keine weiteren Resistenztestungen erfolgten. Ein
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moglicher Einfluss ist jedoch nicht auszuschlieBen. Daher kann die
Resistenzentwicklung als Verlaufsparameter fir kinftige Studien in Erwagung
gezogen werden. Bislang wurden bei der inhalativen Anwendung jedoch keine
internationalen Grenzwerte beschrieben und der Nutzen der Resistenztestungen
konnte in klinischen Versuchen nicht bestatigt werden.

So kommt der Resistenztestung unter inhalativer Therapie eine nur geringfligige

Bedeutung zu ©°.

Ziele der Studie und methodischer Vorteil

Die hier durchgeflihrte Phase-lll-Studie baute auf den eben genannten
Ergebnissen von Hermann et al. auf, die einen Vorteil hinsichtlich einer
signifikanten Reduktion der KBE von Pseudomonas aeruginosa sowie einer
signifikanten Verbesserung der Lungenfunktion der Kombinationstherapie der
beiden in der CF-Therapie gut bekannten Antibiotika Tobramycin und Colistin in
vitro, im Mausmodell und im Rahmen einer kleinen Pilotstudie zeigte. Die durch
Hermann et al. beschriebenen synergistischen Effekte der beiden
Antibiotikagruppen sollten in der hier vorgestellten Studie anhand einer groeren
Patientenkohorte bestatigt werden 8.

Der primare Endpunkt war die Reduktion der KBE von Pseudomonas aeruginosa
nach 28-tagiger Therapie mit Colistin verglichen mit Colistin-Tobramycin. Der
minimale Klinisch relevante Behandlungseffekt konnte aus den Daten der
Pilotstudie von Hermann et al. festgelegt werden.

Weiterhin Uberprifte diese Studie die Sicherheit der Kombinationstherapie
bezluglich UAW. Durch die angewandte Randomisierung zur Einteilung der
Patienten/innen konnte die Verzerrung durch Selektion reduziert werden.

Die Aufteilung der Studienteilnehmer/innen in beide Gruppen (betreffend vor
allem die Lungenfunktionseinschrankung und der Nachweis des mukoiden
Pseudomonas aeruginosa) war mit Ausnahme des Alters homogen. Die
Homogenitat der beiden Gruppen fuhrt zu einer guten Vergleichbarkeit (siehe
Tabelle 4 und 5, Abschnitt 3.1. Patientenbeschreibung)
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Pharmakokinetische Aspekte der antibiotischen Therapie bei CF-

Lungenerkrankung

Als Monotherapie sind beide Antibiotika sowohl in der intravendsen als auch
inhalativen Anwendung bereits geprift und werden in der Therapie der

pulmonalen CF-Erkrankung regelmaRig angewandt 98122,

Ursachen erhéhter Antibiotikakonzentrationen bei chronischer Pseudomonas

aeruginosa Infektion

Hogardt und Heesemann beschreiben in ihren Arbeiten eine sich durch die
reduzierte Stoffwechselaktivitat im Biofilm entwickelnde verminderte Wirksamkeit
der eingesetzten Antibiotika. Weiter kommt es durch den Verlust von Pili und
Flagellum (Motilitdt) in den unteren Mukusschichten zu einer gestorten
Phagozytosefahigkeit der Makrophagen %8135 Dies zusammen erfordert den
Einsatz deutlich hdherer Antibiotikakonzentrationen und hat als langfristige Folge
die Bildung multiresistenter Keime 136137138,

Die small colony variants, welche mit einem Durchmesser von etwa 1-3 mm? zu
einer langsam wachsenden Subpopulation der Pseudomonaden gehoren, fuhren
zu einer verstarkten Abnahme der Lungenfunktion sowie Zunahme der zur
Eradikation = notwendigen  Antibiotikakonzentration  (erhdhte = minimale
Hemmkonzentration) 64.

Zu den oben genannten Pseudomonas aeruginosa bedingten Ursachen fur den
Bedarf an hochdosierten Antibiotikagaben kommen zugrundeliegende
pathophysiologische Bedingungen der Mukoviszidose (zahflissiger Mukus,
minderbellftete und minderdurchblutete Areale), durch welche die in der tiefen
Mukusschicht befindlichen Bakterien nur schwer durch Antibiotika erreicht
werden.

Auch bestimmte Eigenschaften der Antibiotika machen eine hohe parenterale
Dosis notwendig, um die bendtigte Konzentration am Wirkort zu erreichen. So
diffundieren Aminoglykoside passiv entlang eines Konzentrationsgefalles Uber
die Blut-Bronchus-Schranke '3°. |hre Konzentration im Bronchialsekret ist
aufgrund verminderter Diffusionsmdglichkeiten gering und ihre Verteilung ist vor

allem auf den extrazellularen Flissigkeitsfilm begrenzt 140141, Es muss daher eine
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hohere Dosis an Antibiotika eingesetzt werden, als sie bei anderen
Lungenerkrankungen bendtigt wird und somit kdnnen bis zu 25-fach hdéhere

Konzentrationen als die mittlere Hemmkonzentration notwendig werden 7'-142,

Anwendung  antibiotischer Inhalationstherapie =~ bei CF und deren

Nebenwirkungen

Mittels einer inhalativ-antibiotischen Therapie wird die lokale Konzentration bei
gleichzeitig wenig bis keinen systemischen Nebenwirkungen erhéht 143144, Vor
allem bei Patienten/innen mit einer milden Lungenaffektion und wenig
Sputumproduktion erreicht das Aerosol eine gute Verteilung in der Lunge '%°.
Die niedrige Nebenwirkungsrate bei inhalativer Applikation bestatigend, zeigten
die Ergebnisse der Studie auch nach langerer Anwendungsdauer keine
Veranderungen der Nieren- und Leberfunktionsparameter, gemessen an
Kreatinin, Harnstoff und Transaminasenaktivitaten. Da ein Hortest im Verlauf der
Studie nicht stattfand, ist keine Aussage zu einer moglichen Ototoxizitat zu
treffen. Insgesamt wurden 31 UAW festgestellt, davon wurde keine als schwer
kategorisiert und nur in 8 Fallen (26%) als mdgliche Nebenwirkung beschrieben.
Mit n=22 (71%) kamen UAW haufiger in der Colistin-Tobramycin-Gruppe als in
der Colistin-Gruppe n=9 (29%) vor (siehe Tabelle 10, Abschnitt 3.3.2.
Patientensicherheit).

Weitere bekannte Nebenwirkungen bei der inhalativen Anwendung der beiden
Antibiotika, wie die pulmonale Obstruktion mit vermehrtem Husten wurde
haufiger in der Colistin-Tobramycin-Gruppe im Vergleich zur Colistin-Gruppe
beschrieben. Eine manifeste Obstruktion, messbar in der Lungenfunktion 30
Minuten vor und nach der Inhalation, war jedoch nicht feststellbar. In
Zulassungsstudien der beiden  Antibiotikagruppen sind ahnliche
Nebenwirkungsprofile beschrieben und zeigen somit kein erhéhtes Risiko in der
Doppelinhalationsgruppe an  und  bestatigen die  Sicherheit der

Doppelinhalation'46-148,
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Unterschiedliche Applikationsarten von Tobramycin

Tobramycin steht seit einigen Jahren als inhalatives Pulverpraparat zur
Verfugung. Seine Wirksamkeit auf die Verbesserung der FEV1 [% des Solls] und
Reduktion der Dichte des Pseudomonas aeruginosa im Sputum der CF-
Patienten/innen sowie die Sicherheitsanalyse konnte in den Zulassungsstudien
gezeigt werden 116146,

In der Vorlaufer-Pilotstudie wurde zur Inhalation Tobramycin-Inhalationslosung
300mg/5ml via Inhalator genutzt. Ein moglicher Einfluss auf die Ergebnisse der
Studien durch den Wechsel der Applikationsart von Feucht- zu Trockeninhalation
in der hiesigen Studie, ist nicht sicher auszuschliel3en.

Bei der Feuchtinhalation gilt es eine PartikelgroRe von 2-5 ym nicht zu
Uberschreiten, um bis in die kleinen Bronchiolen zu gelangen '4°. Im Allgemeinen
kommen nur etwa 15-20% der inhalierten Substanz in den tiefen
Lungenabschnitten an, der Rest setzt sich im Oropharynx ab oder wird in die
Umgebung vernebelt, da die Wirkstoffdeposition stark von der Inhalationstechnik
des Patienten/in abhangt °°. Mit der Weiterentwicklung der Inhalationsgerate lie3
sich eine Verbesserung der Wirkstoffdeposition in der Lunge zeigen '3'. Ahnliche
Ergebnisse der  Wirkstoffdeposition zeigt die Applikation via
Trockenpulverinhalation, denn auch hier kommt es stark auf die Mitarbeit der
Patienten/innen an. Diese Applikationsart erfordert einen ausreichend starken
inspiratorischen Fluss, welcher zumeist erst ab dem Schulalter moglich ist .
Ein Vorteil der Trockenpulverinhalation besteht in einer taglichen Zeitersparnis
durch eine rasch zu inhalierende Kapseldarreichung und erhdht so vermutlich die
Compliance der Patienten/innen. Die aufwandige hygienische Reinigung der
Inhalationsgeratschaft entfallt und die Medikamente kdnnen bei Raumtemperatur
gelagert werden 52154 Ein weiterer Vorteil der Trockenpulverinhalation liegt in
dem fehlenden Wirkstoffverlust bei der Ausatmung '4’.

Die Patientenzufriedenheit/Compliance war keine explizite Fragestellung der
Studie und kann somit nicht exakt beantwortet werden. Jedoch kann bei niedriger
Zahl an Therapiewechslern in der Colistin-Tobramycin-Gruppe (3/13) auch von

einer guten Compliance der Doppelinhalation ausgegangen werden.
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Ramsey et al. schreiben in ihren Studienergebnissen, dass die
Inhalationstherapie mit Tobramycin Krankenhausaufenthalte flr intravendse
Antibiotikatherapien reduziert. Dies fuhrt zu einer erhdhten Lebensqualitat, einer
Reduktion an Komplikationen/Nebenwirkungen durch die systemische Therapie
und zu reduzierten Kosten fur das Gesundheitssystem und stellt somit einen

weiteren Vorteil der Inhalationstherapie dar 3.

Therapiewechsler

Beobachtungen zeigen eine Reduktion der Wirksamkeit der inhalativen
Antibiotika bei langerer Anwendung mit Reversibilitdt bei Wechsel auf eine
andere Wirkstoffklasse oder nach Einhalten einer Therapiepause 98144,
Aufgrund pulmonaler Verschlechterung oder zur Abwendung einer pulmonalen
Exazerbation unter der dauerhaften Colistintherapie war bei 10/13
Studienteilnehmer/innen ab Visite 3 ein Therapiewechsel notwendig. Es wurde
entweder eine i.v. antibiotische Therapie bei pulmonaler Exazerbation eingeleitet
oder eine Erganzung der Inhalationstherapie um Tobramycin und Meropenem
durchgefihrt. Dies erfolgte deutlich haufiger in der Colistin-Gruppe als in der
Colistin-Tobramycin-Gruppe.

Somit zeigte die Monotherapie mit Colistin passend zu der beschriebenen
Beobachtung von Doéring et al. in der hier vorliegenden Studie bei 77% der
Patienten/innen keine stabile pulmonale Situation Uber einen langeren Zeitraum
von mehreren Wochen und machte den genannten Wechsel bzw. eine

Erganzung der Therapie notwendig. 8

Primarer Endpunkt und weitere Studienergebnisse

In der hier durchgeflhrten Studie konnte der festgelegte primare Endpunkt:
Reduktion der KBE/ml Sputum des Pseudomonas aeruginosa von Visite 2 zu
Visite 3 nicht erreicht werden, denn es ergab sich kein signifikanter Unterschied
in der Reduktion der KBE/ml Sputum des Pseudomonas aeruginosa in der
Colistin-Tobramycin-Gruppe im Vergleich zur Colistin-Gruppe. Lediglich eine
Reduktion in der Colistin-Gruppe um -0.09 + 1.65 log1o0 KBE/ml und in der Colistin-
Tobramycin-Gruppe um -0.13 + 1.9 log1o KBE/ml (p=0.373) war zu sehen (PP-
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Gruppe). So musste die Studie gemaly biometrischer Planung nach erfolgter
Zwischenanalyse abgebrochen werden.

Entgegen den Ergebnissen in dieser Studie, zeigte sich in den Arbeiten von
Ramsey et al. nach einer 14-tdgigen Inhalationstherapie mit Tobramycin
(Tobramycin-Inhalationslésung 2x 300mg tgl.) an 258 Teilnehmer/innen (Gesamt
N=520) eine Reduktion der KBE/ml Sputum von 2,2 log1o und nach 28 Tagen
eine Durchschnittsreduktion von 1,9 logi. Die Wirksamkeit verminderte sich
jedoch nach 3 Zyklen im ,on-off* Schema deutlich und es zeigte sich lediglich
eine mittlere Reduktion um 0,8 log1o im Vergleich zum Tag 0 73. Zu &hnlichen
Ergebnissen kam die EVOLVE Studie. Hier zeigten sich nach 28 Tagen Therapie
bei 95 Patienten/innen eine Reduktion der KBE/ml beim mukoiden Pseudomonas
aeruginosa von 2,61 + 2,53 log1o 146,

Im Gegensatz zu den Studien von Ramsey et al. und Konstan et al. beschreibt
die Studie von Hodson et al. bei zwar deutlicher Verbesserung der
Lungenfunktion nach 28 Tagen Therapie mit Tobramycin-Inhalationslosung 2x
300 mg tgl. (FEV1[% des Solls] von 6,7% bei p=0,006), lediglich eine mittlere
Reduktion der KBE/mI Sputum um 0.86 log1o und nach Inhalation mit Colistin (2x
1 Mio tgl.) um 0.60 log1o (p=0,007).

Eine mogliche Erklarung fir die divergenten Ergebnisse, insbesondere in der
Reduktion an KBE/mI, koénnte in der unterschiedlichen Handhabung der
inhalationsantibiotischen Standardtherapie vor Durchfihrung der jeweiligen
Studie liegen. Bei der Studie von Ramsey und Kollegen/innen handelte es sich
um die Zulassungsstudie von inhalativem Tobramycin zur Behandlung von
Pseudomonas aeruginosa Infektionen bei CF. Daher kann davon ausgegangen
werden, dass die eingeschlossenen Patienten/innen bisher gar nicht oder nur
wenig Kontakt zu dieser Therapie hatten. Es finden sich in der Publikation keine
Informationen darlber, ob die Studienteilnehmer/innen in der Vergangenheit
bereits inhalatives Tobramycin erhalten haben 73. Bei Konstan und
Kollegen/innen war ein Ausschlusskriterium die Applikation von inhalativem
Antibiotikum bis vier Monate vor Screening '#¢. Hodson und Kollegen/innen
beschreiben, dass 85% der Studienteilnehmer/innen ein inhalatives Antibiotikum

in den letzten sechs Monaten vor Einschluss erhalten haben '9°. Die beiden

52



ersteren Studien wurden in den Vereinigten Staaten von Amerika durchgeflnhrt,
wo die inhalative antibiotische Therapie bis dahin noch nicht regelmalig
angewandt wurde. Im Gegensatz zur letzteren Studie, welche in GroRRbritannien
stattfand und hier die inhalativantibiotische Therapie bereits langer

standardmaRig eingesetzt wird 155,

Einfluss auf die Lungenfunktion, Entziindungsparameter und das Gewicht

Ein Vorteil der Kombinationstherapie in der hiesigen Studie zeigte sich in der
Lungenfunktion nach einer Therapiedauer von 112 Tagen: Zunachst kam es in
beiden Kohorten zu einem leichten Abfall der Lungenfunktion an d 28 (Colistin-
Gruppe: -0.8 £ 2.9 vs. Colistin-Tobramycin-Gruppe: -1.5 + 2.2). Nach 112 Tagen
kam es in der Doppelinhalationsgruppe tendenziell zu einem grofReren Anstieg
der FEV1[% des Solls] +5.3 + 7.5 im Vergleich zu der Monotherapie-Gruppe
+2,3 + 5.4 (p=0.07).

In einer vergleichenden Studie von Tobramycin und Colistin zeigte Hodson et al.
an 115 Patienten/innen eine Verbesserung der relativen FEV1 [% des Solls]
nach 28 Tagen von 6,7% (Tobramycininhalation) und von 0,37%
(Colistininhalation) '%5. In der Kontrolle nach 20 Wochen war in der bereits
genannten Studie von Ramsey et al. eine mittlere Verbesserung der FEV1 [%
des Solls] in der Tobramycin-Gruppe von etwa 10% zu vermerken 73. Ahnliche
Ergebnisse konnten in der Zulassungsstudie des Tobramycininhalationspulvers
(2x112mg/d) erreicht werden (N=95, mittlere Differenz der Lungenfunktion in
FEV1 [% des Solls] +13,3% nach 28 Tagen Therapie) '%6. Dies zeigt in beiden
Studien einen langfristigen Erfolg der  Therapie auf. Der
Nachbeobachtungszeitraum sollte lang genug gewahlt werden.

Alle weiteren erhobenen Messparameter wie Gewicht, Entziindungsparameter
(Interleukin-8 und DNA-Reste im Sputum, CrP und Leukozytenzahl im Blut)

zeigten keinen nennenswerten Unterschied der beiden Inhalationsgruppen.
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Schwéachen im Studiendesign

Ein Mangel der Studie kann in der geringen Anzahl an Teilnehmer/innen
beschrieben werden. Aullerdem kam es zu einem hohen Anteil an
Therapiewechslern in der Colistin-Gruppe von 10/13 Teilnehmer/innen. Daher
waren die Daten von Tag 112 nur eingeschrankt der ursprunglichen
Studienmedikation zuzuordnen (Therapiewechsler Colistin-Tobramycin-Gruppe:
3/13). Es fallt jedoch auf, dass sich trotz antibiotischer Erweiterung der Therapie
in der Colistin-Gruppe eine merkliche Verbesserung der Lungenfunktion nach
112 Tagen in der Colistin-Tobramycin-Gruppe zeigte. Die kurzzeitige
Verschlechterung unter der Monotherapie liel3 sich durch die Erweiterung der
antibiotischen Therapie also nicht mehr aufholen.

Da inhalatives Tobramycin zur Standardtherapie bei chronischer Besiedlung mit
Pseudomonas aeruginosa gehort, waren 54% der Patienten/innen aus der
Colistin-Tobramycin-Gruppe nicht mehr naiv fir Tobramycin. Hierdurch ist die
Vergleichbarkeit eingeschrankt.

Anders als in anderen Inhalationsstudien beschrieben, konnte in der hiesigen
Studie kein signifikanter Unterschied in der individuellen Verbesserung der
Lungenfunktion, ausgehend vom Schweregrad der CF-Lungenerkrankung
(gemessen an der FEV1 [% des Solls] zum Zeitpunkt V1) festgestellt werden
(Siehe Abbildung10, Abschnitt 3.3.1. Lungenfunktion). So beschreibt Steinkamp
et al. in seiner Studie eine starkere Verbesserung der Lungenfunktion durch die
Inhalation mit Tobramycin bei Patienten/innen mit héherer Lungenfunktion im
Vergleich zu Patienten/innen mit niedriger Lungenfunktion 9156,

Eine Kritik der Trockenpulverinhalation wird fur Patienten/innen mit geringer
Lungenfunktion und einem eingeschrankten Inspirationsflow beschrieben, denn
ohne ausreichenden Inspirationsflow ist eine Applikation bis in die tiefen
Lungenareale nicht moglich 4. Bei &hnlichen Verbesserungen der
Lungenfunktion einzelner Patienten/innen unabhangig der Ausgangsmessung
kann diese mogliche fehlerhafte Applikation in der hiesigen Studie nicht bestatigt
werden. Einschrankend ist jedoch erneut auf die geringe Teilnehmerkohorte zu

verweisen, die eine differenzierte Betrachtung nur begrenzt erméglicht.
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Ein Nachteil im Studiendesign kann die fehlende Verblindung darstellen, da eine
mdgliche Verzerrung durch die Erwartung der Patienten/innen- und

Behandler/innen nicht ausgeschlossen werden kann.

Ausblick in der Therapie gegen Pseudomonas aeruginosa

Die neueste Therapiestrategie in der Therapie der CF stellen die CFTR-
Modulatoren dar. Die im Jahr 2020 in Deutschland zugelassene Triple-Therapie
Kaftrio® bestehend aus zwei Korrektoren (Elexacaftor und Tezacaftor) sowie
einem Potentiator (lvacaftor) erbrachte vielversprechende Erfolge. In der Phase
3 Studie der Triple-Therapie konnte eine deutliche Verbesserung der
Lungenfunktion von 10% FEV1 [% des Solls] nach 4 Wochen erzielt werden. Mit
einer zudem deutlichen Reduktion der Schweilichloridkonzentration im Mittel von
-45 mmol/l kann eine deutliche Funktionszunahme des CFTR-Kanals
beschrieben werden 157,

In der Studie von Middelton 2019 et al. (zweite Phase 3 Studie) konnte ebenso
ein FEV1 [% des Solls] Anstieg von 13,8% nach 4 Wochen und von 14,3% nach
24 Wochen gezeigt werden. Die pulmonale Exazerbationsrate erniedrigte sich
um 63% und die Patientenzufriedenheit war sehr hoch 8. In einer
weiterfihrenden Studie konnte in der Zwischenanalyse von Griese et al. nach
weiteren 24 Wochen Therapie die Wirksamkeit und Sicherheit der Triple Therapie
bestatigt werden %9,

Es ist anzunehmen, dass es im weiteren Verlauf der Modulatorentherapie zu
einer Zunahme der Lungenclearance mit Abnahme der Dichte an Pseudomonas
aeruginosa kommt.

In der Langzeit Beobachtungsstudie von Volkova et al. wurden 885
Patienten/innen und eine nicht behandelte Vergleichsgruppe aus den Vereinigten
Staaten von Amerika und aus Grol3britannien seit Beginn der lvacaftor Einnahme
uber vier bis funf Jahre nachverfolgt. Es zeigte sich eine deutliche Reduktion der
Infektion mit Pseudomonas aeruginosa. In der Ivacaftorgruppe aus
GrolRbritannien waren zum Ausgangszeitpunkt 63% und nach 4 Jahren nur noch
39% der Patienten/innen mit Pseudomonas aeruginosa besiedelt. Dies sind

signifikant weniger als in der Vergleichsgruppe: hier waren es initial 57% und
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nach 4 Jahren 56% der Patienten/innen mit einem chronischen Nachweis an
Pseudomonas aeruginosa. Ahnliche Ergebnisse wurden in den Vereinigten
Staaten von Amerika beschrieben (57%/45% in der Ivacaftorgruppe versus
50/56% in der Vergleichsgruppe) 0. Jedoch konnte auch in dieser
Beobachtungsstudie Uber die Zeit ein Abfall der Lungenfunktion (gemessen in
FEV1 [% des Solls]) festgestellt werden. Dieser war in der Ivacaftorgruppe in den
Vereinigten Staaten von Amerika mit -0,7% nach funf Jahren jedoch deutlich
geringer als in der Vergleichsgruppe mit -8,3%. Nach 4 Jahren lag der Zugewinn
an FEV1 [% des Solls] in der lvacaftorgruppe in Grof3britannien nach initial
deutlichem Anstieg zuletzt bei +4,9% und in der Vergleichsgruppe war die FEV1
[% des Solls] um 4,3% reduziert zum Ausgangswert.

Auch wenn es sich bei den CFTR-Modulatoren nicht um antibiotische
Medikamente handelt, zeigen die oben genannten Studien, dass durch eine
relevante Korrektur der CFTR-Funktion die eigene Fahigkeit der CF-Lunge zur
Abt6tung und Elimination von Bakterien wiederhergestellt werden kann.

Trotz der sehr erfolgsversprechenden Ergebnisse der Modulatorentherapie
bleiben fur viele Patienten/innen inhalative Antibiotika zur Kontrolle des
Pseudomonas aeruginosa ein notwendiger Baustein in der Therapie der CF-
Lungenerkrankung, nicht  zuletzt, da  weiterhin nicht far alle
Mutationskombinationen eine Modulatorentherapie zur Verfligung steht 4.

Nach Angaben des deutschen CF Register inhalieren 90% aller CF
Patienten/innen im ,on-off Schema Tobramycin bei einer Infektion mit
Pseudomonas aeruginosa 2.

In der Studie von Nelson et al. wurden 30 Patienten/innen im Alter zwischen 9
bis 75 Jahre vor/wahrend und nach einer vierwdchigen Tobramycininhalation
(Azithromycin wurde als einziges weiteres Antibiotika erlaubt) mittels
Lungenfunktion und Sputumkontrollen auf die Wirksamkeit der Therapie und
Mikrobiomveranderungen in der Lunge untersucht. Es zeigte sich eine insgesamt
sehr geringe Wirksamkeit auf die Reduktion der KBE des Pseudomonas
aeruginosa bei jedoch interindividuell groRen Unterschieden. Klinisch konnten
keine Veranderungen anhand der Lungenfunktion festgestellt werden. In der

Untersuchung der Mikroorganismen des Sputums zeigte sich eine Anderung des
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Mikrobioms hin zu nicht-dominat, fakultativ und obligat anaeroben Bakterien.
Eine Selektion des Pseudomonas aeruginosa konnte nicht festgestellt werden®.
Diese Studie ist ein Beispiel dafur, dass bestehende Standardtherapien Uberpruft
und angepasst werden mussen.

Dasenbrook et al. stellte in seiner retrospektiven Studie anhand der Daten aus
dem US-Patienten Register fest, dass es zunehmend mehr CF-Patienten/innen
gibt, die im Wechsel mit mindestens zwei Antibiotikaklassen inhalieren. Als
Ursache wird eine reduzierte Wirksamkeit unter der dauerhaften zyklischen
Monotherapie beschrieben (wie auch durch die Studie von Nelson et al gezeigt).
Je eingeschrankter die Lungenfunktion der Patienten/innen umso haufiger
werden mehr als eine Antibiotikaklasse im Wechsel zur Dauertherapie genutzt
134, Umso dringlicher sollten weitere Studien nicht nur in der Neuzulassung
inhalativer Antibiotika durchgeflihrt werden, sondern auch in der Synergietestung
sich erganzender Antibiotikaklassen.

Eine der ersten Studie in der nacheinander Colistin mit Tobramycin oder
Aztreonam mit Tobramycin oder Aztreonam mit Colistin verglichen wurden,
zeigte eine Verbesserung in der Lungenfunktion, Reduktion der Sputummenge
und Zufriedenheit gegentber der Therapie bei den Patienten/innen und
Behandlern/innen. Eine Kontrollgruppe zur besseren Vergleichbarkeit der
Ergebnisse konnte nicht erstellt werden, da keiner der Patienten/innen mit nur
einem Medikament im ,on-off* Zyklus zu inhalieren einverstanden war '3'. So
stellt die hier aufgezeigte Studie, neben der vorliegenden Studie eine der

wenigen Studien zur Vergleichbarkeit inhalativer Kombinationstherapien dar.
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Schlussfolgerung

In der hier vorgestellten Studie konnte zwar ein eindeutiger Vorteil der
Zweifachinhalation mit Colistin und Tobramycin in der Reduktion der Dichte an
Pseudomonas aeruginosa nach 28 Tagen Therapie nicht belegt werden, die
Sicherheit der Doppelinhalationstherapie sowie eine tendenzielle Verbesserung
der Lungenfunktion nach 112 Tagen der Doppelinhalationstherapie konnte
jedoch gezeigt werden.

Ein wichtiger Bestandteil der Therapie zum Erhalt der Lungenfunktion bleibt bei
anhaltend hohen Zahlen an chronisch Pseudomonas aeruginosa besiedelten CF-
Patienten/innen die antibiotische Therapie zur Suppression des Keimes. In den
letzten Jahren wurden einige Antibiotika zur inhalativen Therapie bei chronischer
Pseudomonas aeruginosa Besiedlung zugelassen. Deren synergistische
Wirkung gilt es zu prifen, um eine klare und wirksame Handlungsempfehlung in
der Therapie gegen Pseudomonas aeruginosa zu geben und so die durch

Pseudomonas aeruginosa ausgeloste pulmonale Destruktion aufzuhalten.
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5 Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten hat sich durch das Hinzukommen verschiedener
zusatzlicher  Therapieoptionen (Mukolytische  Therapie, (inhalative)
Antibiotikatherapien, CFTR-Modulatoren) sowie der Moglichkeit der frihzeitigen
Diagnostik auf Mukoviszidose im Rahmen des Neugeborenenscreenings die
Lebenszeit eines CF-Patienten/in deutlich verbessert.

Eine pulmonale Besiedlung und folgende Infektion mit Pseudomonas aeruginosa
tragt durch verschiedene Pathogenitatsfaktoren des Bakteriums zum Verlust der
Lungenfunktion bei und eine Eradikation im chronischen Stadium zeigt sich
erschwert.

Eine wachsende Anzahl an inhalativ applizierbaren Antibiotikatherapien steht zur
Auswahl und wird, haufig im Wechsel miteinander, genutzt. Kontrollierte klinische
Studien zur Wirksamkeit der wechselnden Therapien fehlen zumeist.
Zweifachinhalationen synergistisch wirkender Antibiotikaklassen, wie sie bereits
seit vielen Jahren in der systemischen Therapie angewandt werden, kommen nur
selten zum Einsatz und Studien zu deren Wirksamkeit gibt es kaum.

In der Vorgangerstudie der vorliegenden Arbeit konnte ein Vorteil der
Kombinationstherapie der beiden in der CF-Therapie gut bekannten Antibiotika
Tobramycin und Colistin in vitro, im Mausmodell und im Rahmen einer kleinen
Pilotstudie gezeigt werden. Die hier vorgestellte klinische Studie verfolgte das
Ziel die vorbeschriebenen Ergebnisse anhand einer grofderen Patientenkohorte
zu bestatigen und die Sicherheit der Therapie zu Uberprufen.

Die 26 Patienten/innen im Jugend- und Erwachsenenalter wurden in eine der
beiden Therapiegruppen randomisiert und erhielten die Studienmedikation
unverblindet. In vierwochigen Abstanden wurde ein moglicher Therapieerfolg
anhand der gewachsenen Menge an KBE/ml des Pseudomonas aeruginosa im
Sputum der Patienten/innen und anhand der Lungenfunktion gemessen. Der
primare Endpunkt einer signifikanten Reduktion der KBE/ml des Pseudomonas
aeruginosa nach 28-tagiger Therapie, wie er in der Vorlauferstudie gezeigt
wurde, konnte nicht bestatigt werden, sodass die Studie nach Zwischenanalyse
gemal der biometrischen Planung abgebrochen werden musste. Ein Erfolg
zeigte sich jedoch am Ende der Therapie mit einer deutlichen Verbesserung der
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Lungenfunktion an Tag 112 in der Colistin-Tobramycin-Gruppe im Vergleich zur
Colistin-Gruppe. Ebenso kam es zu weniger Therapiewechslern in der Colistin-
Tobramycin-Gruppe und diese kann als sichere Therapie eingestuft werden. Die
monozentrisch durchgefuhrte Studie schloss eine kleine Kohorte an CF-
Patienten/innen ein, sodass sich eine differenzierte Betrachtung der Ergebnisse
als erschwert zeigte.

Durch die Anwendbarkeit im hauslichen Setting, der Moglichkeit eine hohe lokale
Wirkdosis bei geringen systemischen Nebenwirkungen zu erzielen, eine
zunehmende Auswahl an verschiedenen inhalativen Antibiotikaklassen und
Zunahme der Applikation als Trockenpulver zeigt die inhalative Gabe von
Antibiotika viele Vorteile auf, welche zu einer besseren Compliance der
Patienten/innen fuhren.

Langzeitstudien zeigen den Erfolg der Modulatorentherapie in der Reduktion des
Pseudomonas aeruginosa auch bei chronischer Besiedlung und neueste
Kombinationen aus CFTR-Korrektoren und -Potentiatoren zeigen einen grof3en
Erfolg in der klinischen Verbesserung, gemessen an der Lungenfunktion,
Exazerbationsraten und Reduktion des Schweil3chloridwertes. Dennoch wird die
antibiotische Therapie auch in Zukunft eine bedeutende Rolle im Kampf gegen
Pseudomonas aeruginosa spielen, nicht zuletzt, da zurzeit noch nicht alle
Kombinationen an CFTR-Mutationen durch die Modulatoren therapiert werden
konnen.

Um die Wirksamkeit der zur Verfigung stehenden Antibiotikaklassen effektiv zu
nutzen und mdglichst eine Resistenzentwicklung und unnétigen Selektionsdruck
auf das Mikrobiom der Lunge zu reduzieren, sollte die synergistische Wirkung
einzelner Antibiotikaklassen weiter gepruft und anhand klinischer Studien am
Patienten/in verifiziert werden. So soll die chronische Besiedlung mit
Pseudomonas aeruginosa reduziert werden, welche weiterhin eine
Hauptursache von Morbiditat und Mortalitat bei Patienten/innen mit Cystischer

Fibrose darstellt.
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