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1 Einleitung

1.1 Cystische Fibrose

Die Cystische Fibrose ist innerhalb der kaukasischen Population die hdufigste lebensver-
kiirzende autosomal-rezessiv erbliche, klinisch vorwiegend die Lunge betreffende Multi-
system-Erkrankung (Gan et al., 1995, Rowe et al., 2005). In Europa spricht man von einer
Inzidenz von etwa 1 zu 2500 Lebendgeburten und einer Heterozygotenfrequenz von 1 zu
25 (Ratjen and Doring, 2003). Datenregister Deutschlands zdhlen 8000 Cystische-Fib-
rose-Patienten, von denen inzwischen mehr als 50 % das Erwachsenenalter erreicht ha-
ben (Koningsbruggen-Rietschel and E.Rietschel, 2017). Die in Deutschland verwendete
Bezeichnung Mukoviszidose entstand aus der Beobachtung des typischen zdhen Sekrets
der Atemwege (Collins, 1992) . Jahrzehnte spéter kam es dann zur Entdeckung des mu-
tierten Gens, welches den defekten Chlorid-Kanal, den Cystic Fibrosis Transmembrance
Conductance Regulatur (CFTR)-Kanal kodiert (Collins, 1992). Dies fiihrte zum verbes-
serten Verstindnis der Pathophysiologie mit konsekutiver Etablierung neuer Thera-
piestrategien (Collins, 1992). Weiterhin gilt diese Entdeckung als ein wichtiger Ansatz-
punkt aktueller Forschung (Lee et al., 2005). Pulmonale Infektionen, exokrine Pankrea-
sinsuffizienz und eine erhdhte SchweiB3-Chloridkonzentration gehoren zu géngigen Ma-
nifestationen der Cystischen Fibrose-Erkrankung (Ratjen and Doring, 2003). Dabei ist
die Lungenbeteiligung mit einer ausgeprigten Inflammation, der Besiedlung mit patho-
genen Keimen und Entstehung von Bronchiektasien hauptursichlich fiir Morbiditat und
Mortalitét (Gibson et al., 2003). Trotz des Anstiegs der durchschnittlichen Lebenser-
wartung Betroffener auf 45 Jahre fiir im Jahr 2018 geborene CF-Patienten (Deutsches
Mukoviszidose Register 2018) und einer weiteren Zunahme der Lebenserwartung in
Europa, leiden Betroffene weiterhin unter erheblichen Limitationen (Burgel et al.,
2015). Ein vertieftes Verstidndnis der Pathophysiologie der CF-Erkrankung, die Opti-
mierung und das Etablieren neuer Therapieformen sind weiterhin von grofer Notwen-

digkeit.

1.1.1 Cystic Fibrosis Transmembrance Conductance Regulatur (CFTR)
Das CFTR-Gen befindet sich auf der Position 7q21-34 des langen Arms des Chromosom
7 (Elborn, 2016, Wainwright et al., 1985). Das CFTR-Protein ist als ABC-Transporter

ein transmembrandrer Transporter (Barasch et al., 1991, Vankeerberghen et al., 2002,



Fulmer et al., 1995, Wei et al., 1995). Als Chlorid-Kanal wird er in vielen verschiedenen
Geweben exprimiert und verfiigt {iber regulatorische Funktionen wie beispielsweise: An-
sduerung intrazelluldrer Organellen, intrazelluldrer Vesikeltransport, Natrium-Transport
und Steuerung anderer Chloridkanéle (Barasch et al., 1991, Vankeerberghen et al., 2002,
Fulmer et al., 1995, Wei et al., 1995, Schwiebert et al., 1995). Die Cystic-Fibrosis-Muta-
tion-Database geht von iiber 2000 verschiedenen Mutationen im CFTR-Gen mit potenti-
eller Ursache fiir den klinischen Phénotyp aus (Elborn, 2016). Zur haufigsten Mutation
zahlt F508del, wobei ungefahr 45% der Patienten homozygot fiir dieses Allel sind (Rowe
et al., 2005, Kalman et al., 1994). Es gibt sechs Mutationsklassen (Elborn, 2016). Davon
sind die meisten Missense-Mutationen, aber auch Frameshift-, Splicing-, Nonsense-Mu-
tationen wurden beschrieben. Davon sind 15 % nicht mit der Krankheit assoziiert. Bei
Mutationen der Klasse I, II und III hat der CFTR-Kanal keine Restfunktion. Diese fiihren
zu einem schweren Phénotyp. Die Mutationsklassen IV, V und VI haben eine Restfunk-
tion im CFTR-Protein und fiihren zu einer milden Lungenerkrankung und Pankreasinsuf-
fizienz (Elborn, 2016). Grund fiir die teilweise inkonsequente Kohérenz von Geno-und
Phénotyp sind vermutlich Gen-Modifier und epigenetische Faktoren (Aron et al., 1999).
Die CFTR-Dysfunktion miindet in einer Unféhigkeit der Epithelzellen, Chlorid und Bi-
karbonat zu sezernieren, was die Natrium-Resorption iiber den epithelialen Natrium-Ka-
nal ENaC einschrinkt. Es entsteht ein erhohter Wassereinstrom in das respiratorische
Epithel, was zu dessen Dehydratation fiihrt. Konsekutiv kommt es zu einer pH-Wert-
Verminderung der fliissigen Atemtraktsoberfliche, deren Ablosung und Reduktion der
mukozilidrer Clearance (Boucher, 2007, Garland et al., 2013, Hoegger et al., 2014, Keiser
et al., 2015, Legssyer et al., 2006, Meyer et al., 2009) (vgl. Abb.1).
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Abbildung 1: Mukoziliire Membran der Cystischen Fibrose

Der Chloridtransport ist beeintréchtigt und es sammelt sich Natrium, geleitet tiber den
ENaC- Kanal, intrazelluldr an. Wasser diffundiert passiv durch die Membran. Die Ober-
flache dehydriert und 16st sich von der Mukozilidren Membran ab. CFTR: Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator, C/: Chlorid, ENaC: epithelialer Natrium-Kanal,
HCO?*: Bikarbonat, H,0: Wasser, Na’*: Natrium

1.1.2 Krankheitsbild

Die Symptome der Cystischen Fibrose entstehen hauptsichlich durch den beeintrachtig-
ten NaCl-Transport und der dadurch verdnderten Osmolaritit der mukozilidren Membran
im Lumen sekretierender Organe, welche letztlich zur Obstruktion und Atrophie fiihrt
(Hoegger et al., 2014, Keiser et al., 2015). Die Ansammlung tritt in Organen auf, welche
den CFTR-Kanal enthalten. Es sind die Lunge, der Pankreas, die Leber, der Darm, die
Schweilldriisen, die Haut und die Geschlechtsorgane betroffen (Ratjen and Doring, 2003,
Vernooij-van Langen et al., 2015). Gastrointestinale Symptome prisentieren sich als ein
aufgetriebenes Abdomen, Flatulenz und Fettstiihle (Wilschanski and Durie, 1998). Die
exokrine Prankreasinsuffizienz fiihrt zur Maldigestion und dadurch zur Gedeihstoérung.
Weiterhin entsteht aufgrund der progressiven Pankreasdestruktion mit Untergang der In-
selzellen im Verlauf immer haufiger ein Cystic-Fibrosis-related-Diabetes-mellitus CFRD
(Moran, 2000, Elborn, 2016). Das friihe postpartale Zeichen des Mekoniumileus tritt bei
10% der Patienten auf (Sathe and Houwen, 2017). Seltener sind Hautverdnderungen, wie
die Acrodermatitis enteropathica, als Ausdruck eines Zinkmangels (Zedek et al., 2008).
Es leiden iiber 95% der ménnlichen Patienten an Infertilitdt (Dodge, 1995, Taussig et
al., 1972). Langfristige Komplikationen der CF-Patienten sind zudem Depression und
Angststorungen (Quittner et al., 2014). Die individuellen Krankheitsauspragung steht
zudem unter dem Einfluss des soziookonomischen Umfelds des Patienten (Cutting,

2015).
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1.1.3 Diagnostik

Neugeborenen-Screening Programme, welche in Deutschland seit 2016 zum Standard ge-
horen, fiihrten zum Anstieg der Diagnosen vor Présentation des klinischen Erscheinungs-
bildes (Ratjen and Doring, 2003). Der hohe Stellenwert der Diagnose wird durch die
Unterschiede der altersabhingigen klinischen Ausprdagung deutlich (Farrell et al., 2001,
Konstan et al., 2003a). Zur Diagnosestellung der CF muss ein diagnostischer Hinwesis,
sowie der Nachweis einer CFTR-Fehlfunktion gestellt werden. Ein positives Neugebore-
nen-Screening, Geschwister mit nachgewiesener Cystischer Fibrose oder ein klinisches
Symptom geben Hinweise, ob eine CF-Erkrankung besteht (Vernooij-van Langen et al.,
2012, Nahrlich et al., 2013). Der Pilocarpin-lontophorese-Test und eine molekulargene-
tische Untersuchung fithren schlieBlich zur sicheren Diagnose (Farrell et al., 2008,
Naehrlich et al., 2014). Auch nasale Potentialdifferenzmessung oder intestinale Kurz-
schlusstrommessung erlauben das Feststellen charakteristischer Abnormitdten und kon-

nen so die Diagnose unterstiitzen (Naehrlich et al., 2014).

1.1.4 Therapie und Supportivmalinahmen

Behandlungserfolge konnen durch interdisziplindre Zusammenarbeit multiprofessionel-
ler Teams, Compliance des Patienten, einer engmaschigen Uberwachung und Angliede-
rung an CF-Zentren erreicht werden (Kerem, 2017). Strategien der Hydrierung der Lun-
genoberfldche mit hypertonen Natriumchlorid-Ldsungen oder Mannitol zdhlen zur Basis-
therapie. Sie filhren zur kurzfristigen symptomatischen Verbesserung und verringern die
Anzahl der Lungenexazerbationen (Elkins et al., 2006). Eine weitere sekretolytische
MaBnahmen ist zum Beispiel Dornase-alpha, welches extrazelluldr akkumulierte DNA
spaltet (Konstan and Ratjen, 2012). Weiterhin wird N-acetyl-L-cystein eingesetzt, wel-
ches eine mukolytische Wirkung hat und die Konzentration intrazelluldre antioxidativen
Glutathione steigert (Conrad et al., 2015). Physikalische MaBBnahmen wie Physiotherapie
und Vibrationswesten unterstiitzen die Losung des Schleims und verbessern so die mu-
kozilidre Clearance (Edmondson and Davies, 2016). Eine optimale Erndhrung ist mit
vollwertiger, fetthaltiger Kost, Enzym- und Vitaminpréparaten fester Bestandteil der The-
rapie (Munck, 2010, Borowitz et al., 2005). Antibiotische Therapien werden in verschie-
denen Kontexten verwendet: zur Prophylaxe, Eradikation von Infektionen, Suppression

chronischer Infektionen und zur Behandlung pulmonaler Exazerbationen (Edmondson
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and Davies, 2016, O'Sullivan and Flume, 2009, Mogayzel et al., 2014). Inzwischen ist es
gelungen kausale Therapien anzubieten, welche am defekten CFTR-Protein und der In-
flammation ansetzen (Edmondson and Davies, 2016). Ivacaftor, als sog. CFTR-Potenti-
ator steigert die Restfunktion des CFTR-Kanals bei sog. Gating-Mutationen, wie bei-
spielsweise G551D und bei gleichzeitiger Gabe von CFTR-Korrektoren wie z.B. Lu-
macaftor auch bei F508del (Rowe et al., 2017, Moss et al., 2015, Wainwright et al., 2015).
Im August 2020 wurde Kaftrio eine Triple-Kombination aus einem CFTR-Modulator
(VX-445 bzw. VX-659), sowie Tezacaftor/Ivacaftor zugelassen. Studienergebnisse de-
monstrierten nach Einnahme dieser Dreifachkombination eine deutlich gebesserte Lun-
genfunktion (Keating et al., 2018). Als antiinflammatorische Therapie ist bislang ledig-
lich Ibuprofen empfohlen (Mogayzel et al., 2013). Als ultimo ratio gilt die Transplanta-
tion bei Organversagen und ein palliatives Management (Bennett et al., 2001, Liou et al.,

2001).

1.2 CF-Lungenerkrankung

Die Pathogenese der CF-Lungenerkrankung ist weiterhin nicht komplett verstanden. Be-
ginn und Fortschreiten der klinischen Manifestationen der CF-Lungenerkrankung sind
sehr variabel. Dabei fiihren eine Beeintrachtigung der mukozilidren Clearance, die Dys-
regulation von Abwehrmechanismen, das Ungleichgewicht zwischen Inflammation und
Abheilung, pulmonale Infektionen im Verlauf zu einem Kreislauf mit dem Resultat der
pulmonalen Destruktion (Bragonzi et al., 2017, Ratjen and Doring, 2003, Rowe et al.,
2005). Bereits im frithen Kindesalter konnten CT-graphisch Lufteinschliisse (Air-Trap-
ping), mukosale Obstruktionen, Bronchiektasien, sowie eine Erhéhung inflammatori-
scher Marker und polymikrobieller Keimbesiedlung in Atemwegsproben, nachgewiesen
werden (Sly et al., 2013b, Rosenow et al., 2015, Gangell et al., 2011). Infektion und In-
flammation erhalten sich und die Elimination von potentiell pathogenen Erregern wird

unmoglich (Armstrong et al., 1997, Armstrong et al., 1995, Armstrong et al., 2005).
Durch die CFTR-Dysfunktion kommt es zu Verdanderungen der Eigenschaften der Atem-

wegsoberfldchenfliissigkeit (Collawn and Matalon, 2014). Die Viskositits-Zunahme der
Schleimschicht bedingt einen eingeschriankten Abtransport von Partikeln und Krankheits-
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erregern (Collawn and Matalon, 2014). Zudem kommt es zum Verschluss kleiner Atem-
wege. Die CF-Lungen bieten so, durch die Entstehung sauerstoff-armer Areale, gute
Wachstumsbedingungen fiir P. aeruginosa (Worlitzsch et al., 2002, Gibson et al., 2003).
Auch der durch die CFTR-Dysfunktion azidotisch veranderte pH-Wert der mukozilidren
Membran beeinflusst die Bakterieneliminierung, durch beispielsweise die Inaktivierung
antimikrobieller Peptide (Song et al., 2006, Abou Alaiwa et al., 2014, Pezzulo et al.,
2012). Die verminderte Sekretion Bikarbonats fiihrt zur zusétzlichen Verfestigung der
mukozilidfren Membran, wobei bislang keine antiinflammatorische Wirkung dessen be-

kannt ist (Gustafsson et al., 2012, Garcia et al., 2009, De Lisle, 2009).

Die neutrophilen Granulozyten sind die ersten Immunzellen, welche in die Lungen mig-
rieren (Mall and Hartl, 2014). Hat sich die chronische Infektion etabliert, gelingt es den
Neutrophilen Granulozyten dennoch nicht mehr diese zu kontrollieren (Cohen and Prince,
2012, Hayes et al., 2011, Laval et al., 2016). Zudem wurde eine abgeschwichte Bakte-
rieneliminerung, in von CF-Patienten isolierten Monozyten und Makrophagen beobachtet
(Munder and Tummler, 2015). Die neutrophilen Granulozyten aktivieren und setzten En-
zyme frei und schidigen so das Lungengewebe (Sly et al., 2013a, Nauseef and
Borregaard, 2014). Neutrophile Granulozyten gesteuerte Proteasen (z.B. Cathepsin S,
Matrix-Metalloproteinase) und die neutrophile Elastase unterstiitzen auflerdem die Ent-
stehung der pulmonalen Bronchiektasien (Elborn, 2016, Sagel et al., 2012, Sly et al.,
2013a).

BAL-basierte Studien konnten nachweisen, dass die CF-Lungenerkrankung bereits friih
beginnt und mit erhdhten Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine einhergeht
(z.B. IL-8) (Sly et al., 2013b, Sly et al., 2009). Neben der vielen Immunzellen sind auch
Zytokine vorhanden, welche die Immunantwort unterstiitzen (Turner et al., 2014). In
Sputum von CF-Patienten konnten, auch wéhrend stabiler pulmonaler Symptomatik, pro-
inflammatorische Zytokine (z.B. IL-8, IL-6, TNF-a, IL-1p, IL-17, IL-23, G-CSF) in er-
hohten Konzentrationen nachgewiesen werden. Gleichzeitig waren die Konzentrationen
antiinflammatorische Zytokine (z.B. IL-10) vermindert (Bonfield et al., 1995, Sagel et
al., 2007, Kube et al., 2001, Osika et al., 1999, Saba et al., 2002). Auch die Infektion mit
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P. aeruginosa kann die Produktion einiger Zytokine in bronchialen Epithelzellen anregen

(Ratjen et al., 2016, Kube et al., 2001, Raoust et al., 2009).

Im Rahmen der Arrest-CF-Studie wurden folgende Risikofaktoren fiir das Auftreten von
Bronchiektasien eruiert: Mekoniumileus, Respiratorische Symptome, freie Neutrophile
in der BAL, sowie ,,gas-trapping* (Sly et al., 2013b). Mastzellen und Makrophagen sind
in fetalen Lungengewebe CF-defizienter Mause priasent und fordern die Entstehung der
pulmonalen Fibrose (Hubeau et al., 2001b). Nach Beginn der Entwicklung bronchiekta-
tischer Verdnderungen, persistieren diese bei ungefahr 75% aller jungen Kinder trotz
bestmoglicher Therapie (Mott et al., 2012). Krankheit und Tod durch die Cystische Fib-
rose sind bedingt durch die progressive destruktive Lungenerkrankung mit Bronchiekta-
sie und konsekutiven respiratorischem Versagen (Sly et al., 2013a, Sly and Wainwright,
2017). Das Auftreten pulmonaler Exazerbationen geht mit einer Beeintrachtigung der Le-
bensqualitdt und des Langzeitiiberlebens einher (Goss et al., 2002, Goss et al., 2003, Goss,
2019). Akute virale Infektionen spielen dabei eine Rolle (Hiatt et al., 1999, Goss, 2019).
Zudem wurde P. aeruginosa in hohen Konzentrationen, insbesondere wihrend Exazer-

bationen, nachgewiesen (Regelmann et al., 1990, Smith et al., 1988, Ramsey et al., 1999).

1.2.1 Pulmonale bakterielle Besiedlung

P. aeruginosa ist als Nasskeim in Fliissigkeiten, beispielsweise in sanitdren Anlagen und
sogar in destilliertem Wasser anzutreffen und gilt als potenziell pathogener Erreger in
Kliniken. Die Patienten-Kontamination vollzieht sich hauptsdchlich durch die Umwelt
und Kontakt zu anderen Patienten (Kosorok et al., 1998, Renders et al., 1997). Dreiviertel
der erwachsenen CF-Patienten sind mit P. aeruginosa infiziert (Sanders and Fink, 2016).
Durch seine Pathogenitit trigt er maflgeblich zur CF-Pneumopathie bei (Malhotra et al.,
2019). Charakteristisch ist ein livider griiner Eiter im Sputum. In Kulturen stellt sich P.
aeruginosa als pink rosa mit siillichem, lindenbliitenartigem Geruch dar. Allerdings gibt
es auch nicht-kultivierbare P. aeruginosa-Stimme (Mangiaterra et al., 2018). Mukoiden
P. aeruginosa-Stammen wird insgesamt eine groflere pathogene Rolle als nicht-mukoi-
den Stimme zugesprochen (Li et al., 2005). Bakterienstimme, welche CF-Lungen frith
kolonisieren, sind unter andem Staphylococcus (S.) aureus und Haemophilus (H.) in-

fluenzae. Methicillin-resistenter S. aureus (MRSA). P. aeruginosa und Burkholderia (B.)
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cepacia kolonisieren CF-Lungen erst in spdteren Stadien. Infektionen sind bis zur Chro-
nifizierung von intermittierenden Perioden deutlicher Verbesserung begleitet (Surette,
2014). Gram-negative Keime wie Stenotrophomonas (St.) maltophilia oder Achromobac-
ter spp. sind als typische Pathogene identifiziert worden (Waters and Smyth, 2015,
Sherrard et al., 2014, Parkins and Floto, 2015). Nicht-tuberkulose Mykobakterien, Pilz-
arten und Viren zeigen eine erhohte Pravalenz (Floto and Haworth, 2015, Sherrard et al.,
2014, Huang and LiPuma, 2016, Gilligan, 1991). Dabei war Aspergillus (A.). fumigatus
in einer Studie mit einem erhohten Risiko fiir eine P. aeruginosa-Besiedlung verbunden
(Hector et al., 2016). Studien zeigen mit Next-Generation-Sequencing-Methoden sogar
ein noch groferes Spektrum bakterieller Besiedlung (Knowles et al., 1995, Flotte and
Laube, 2001). Ein breiteres Bakterienspektrum scheint dabei auch giinstiger fiir den kli-

nischen Verlauf zu sein (O'Neill et al., 2015).

1.2.2 Lungenfunktion als Verlaufsparameter

Aufgrund des kontinuierlichen Fortschreitens der Lungendestruktion und Verschlechte-
rung der Lungenfunktion bedarf es als diagnostischen Standard der Lungenfunktionsprii-
fung (Knudson et al., 1983). Das Forcierte exspiratorische Einsekundenvolumen (FEV)),
als héufig erhobener Parameter, ist ein validierter prognosebestimmender Faktor
(Stanojevic and Ratjen, 2016). Einige Studien zeigen eine bessere Verwertbarkeit des
Lung Clearance Index (LCI)-Verlaufsparameters bei CF, welcher bisher vor allem bei
Kindern bzw. milder Lungenerkrankung verwendet wird (Kasi et al., 2019). Die akute
Abnahme der Lungenfunktion sollte immer als Notfall gewertet werden, was sich anhand
des besseren Outcomes hospitalisierter und addquat behandelter CF- Patienten zeigt
(Morgan et al., 2017, Sly and Wainwright, 2017). Kommt es zu einem Abfall der FEV1,
besteht bei nicht akut durchgefiihrter entsprechender Therapie das Risiko, dass die Ver-
schlechterung bestehen bleibt (Sly and Wainwright, 2017).
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Abbildung 2: Entwicklung Lungenfunktion bei CF-Patienten
FEV1%-Werte (Median) im Vergleich zum Alter (in Jahren). FEV;: Forciertes expirato-
risches Einsekundevolumen. (Abbildung aus muko.info, 06.02.2020).

1.3 Ceramide

Forschungsergebnisse fiihrten zur Erkenntnis, dass Ceramide eine entscheidende Rolle in
der Pathogenese der CF-Lungenerkrankung spielen. Im Respirationstrakt CFTR-defizi-
enter Mduse konnte eine Ceramidakkumulation und ein Zusammenhang zur pulmonalen
Inflammation und Infektion festgestellt werden (Teichgraber et al., 2008, Becker et al.,
2010d). Die Bedeutung fiir die Entwicklung der CF-Lungenerkrankung konnte in mehre-
ren Studien unabhéngig voneinander bestétigt werden (Brodlie et al., 2010, Bodas et al.,
2011a, Bodas et al., 2011b, Riethmuller et al., 2009, Ulrich et al., 2010, Pewzner-Jung et
al., 2014, Becker et al., 2010Db).

1.3.1 Ceramidmetabolismus

Sphingolipide sind ein wichtiger Bestandteil der Biomembran eukaryotischer Zellen und
haben Funktionen als bioaktives Signalmolekiil mit Ceramid als ein zentrales Metabolit
(Kitatani et al., 2008). Die saure Sphingomyelinase (ASM) und Ceramide agieren in
verschiedenen biologischen Systemen und sind an der Regulation der Apoptose, Infekti-
onen, zelluldrer Differenzierung, Lungenwachstum, Lungenerhaltung und Reperaturme-
chanismen beteiligt (Gulbins and Kolesnick, 2003, Tibboel et al., 2014). Ceramide beste-
hen aus einer langen Sphingosinbase, Sphingosin mit einer Aminobindung zu einer von
vielen verschiedenen Acylgruppen (Kitatani et al., 2008) (vgl. Abb.3). Es gibt drei Ent-
stehungswege, welche auf eine Schliisselrolle der Ceramide in Regulierungs-und Steue-

rungsprozesse deuten (Kitatani et al., 2008). Ceramide konnen de novo aus Palmitoyl-
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coA und Serin iiber die Hydrolyse der Sphingomyeline und iiber den Abbau glykolysier-
ter Sphingolipide gebildet werden (Kitatani et al., 2008). Die ASM fungiert als Enzym
im Lipidstoffwechsel, welches in Lysosomen Sphingomyelin zu Ceramid spaltet. Sie ar-
beitet bei einem pH-Optimum von 4,5. Die saure Ceramidase (AC) spaltet Ceramid zu
Sphingosin, welches als Sphingosin-1-Phosphat antiapoptotisch wirkt (Kornhuber et al.,
2010).

OH

/\/\/\/\/\/\/\)\(CHQO—R

/\/\/\/\/\/\/\/\/NH
I
O

Abbildung 3: Allgemeine Strukturformel von Sphingomyelin
Tauscht man den Rest mit einer Wasserstoffgruppe aus entsteht Ceramid. R: Rest (aus
wikibooks.de, Stand: 06.02.2020)

1.3.2 Konzept: Ceramide und CF-Lungenerkrankung

Der CFTR-Kanal ist unter anderem fiir das pH-Milieu in Zellorganellen und Lysosomen
verantwortlich. Die CFTR-Dysfunktion fiihrt zur intrazelluldren Alkalisierung (Barasch
etal., 1991, Dietal., 2006). Die Verdnderung des pH-Werts fiihrt zur Abnahme der ASM-
Aktivitdt, welche als Enzym einen pH-Optimum bei 4,5 hat (Kitatani et al., 2008,
Kornhuber et al., 2010). Teichgréber et al. vermuteten daher einen Zusammenhang zwi-
schen der CFTR-Dysfunktion und des Sphingolipidstoffwechsels, als neues pathophysi-
ologisches Konzept bei CF. Forschungsergebnisse ergaben Erkenntnissen iiber Zusam-
menhénge der Sphingolipide, insbesondere der Ceramide und der CF. Die Ceramidkon-
zentration in bronchialen Epithelzellen zeigte sich deutlich erh6ht und ging mit einer er-
hohten Inflammation einher (Teichgraber et al., 2008, Becker et al., 2010c, Brodlie et al.,
2010, Becker et al., 2010a).

Die Ceramidakkumulation wird moglicherweise durch einen Anstieg des pH-Wertes von
4,5 auf 6,0 in sekretorischen Lysosomen CFTR-defizienter Zellen vermittelt (Di et al.,
2006). Die pH-Anderung fiihrt zu einer Verminderung der Aktivitit der AC um ca. 90%
und Verringerung der Aktivitdt der ASM um ca. 35 %.(He et al., 2003, Zhang et al., 2010)
Dieses Ungleichgewicht der Enzyme fiihrt zu einer relativen Uberproduktion der Cera-
mide. In Ubereinstimmung damit wurde entdeckt, dass auch Sphingosin, als Abbaupro-

dukt in CFTR-defizienten Bronchialepithelzellen vermindert nachzuweisen war (Becker
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et al., 2010c, Becker et al., 2018). Teichgriber et al. wiesen im Cfir-defizienten Mausmo-
dell nach, dass Ceramide altersabhingig im Respirationstrakt und in intrazelluléren Vesi-
keln akkumulieren bevor eine Infektion auftritt (Teichgraber et al., 2008, Valdivieso et
al., 2016, Hao et al., 2015).

Zudem bewirkt die Zunahme der Ceramide, eine Anordnung dieser in membrandre Mak-
rodoménen. Die Wechselwirkungen der Bestandteile der Zellmembran (Glycerophos-
pholipide, Sphingolipide und Cholesterin) untereinander fithrt zu deren Segregation in
verschiedene Phasen, sodass sich Glycerophospholipide in einer fliissigeren ungeordne-
teren Phase befinden (Singer and Nicolson, 1972, Harder and Simons, 1997, Verkade and
Simons, 1997, van Meer et al., 2008). Ceramide ordnen sich in der Biomembran als plas-
mamembrandre Mikrodoménen, als Art Lipid rafts an. Deren Fusion zu mehreren Mikro-
meter messenden, fluoreszenzmikroskopisch nachweisebaren Makrodoménen, fiihrt zu
Veranderungen der Membraneigenschaften (Grassme et al., 2001, Holopainen et al.,
1998, Gulbins and Kolesnick, 2003, Grassme et al., 2013). Durch Membranfaltung ver-
dichten und akkumulieren Rezeptoren. Dies fiihrt wiederrum zur Signalverstidrkung und
Aktivierung verschiedener immunologischer Oberflichenmerkmale. Durch die luminale
Anreicherung B1-Integrins wird die AC-Expression vermindert und Ceramide vermindert
abgebaut (Grassme et al., 2017). Auch bakterielle Infektionen mit P. aeruginosa aktivie-
ren die ASM-Aktivitit im Zusammenhang mit der korpereigenen Immunabwehr
(Grassme et al., 2013).

Erhohte Ceramidkonzentration in Studien an bronchialen Epithelzellen Cfir-defizienter
Maiuse 16sten Zelltodinduktion, DNA-Freisetzung und eine chronische Inflammation aus.
Zudem wurde eine hohe Anfilligkeit CFTR-defizienter Mausen fiir Infektionen mit P.
aeruginosa beobachtet (Teichgraber et al., 2008, Becker et al., 2010d, Brodlie et al., 2010,
Grassmé et al., 2003) (vgl. Abb. 4). Eine Ceramidakkumulation wurde auch in nasalen
Flimmerepithelzellen, Makrophagen und Lungentransplantationsmaterial von CF-Patien-
ten festgestellt, was nahelegte, dass die Beobachtungen auch bei Menschen mit CF eine
Rolle spielen (Brodlie et al., 2010, Bodas et al., 2011a, Bodas et al., 2011b, Riethmuller
et al., 2009, Ulrich et al., 2010, Pewzner-Jung et al., 2014, Becker et al., 2010b). Es
wurde vermutet, dass eine Hemmung der ASM zur Reduktion der Ceramidkonzentration

und dadurch verbesserten Lungenfunktion fiihrt (Teichgraber et al., 2008).
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Defekte Lysosomale Azidifizierung
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Ceramidsignalwegs.

Aufgrund der CFTR-Defizienz und Ungleichgewicht der Enzyme ASM und AC kommt
es zur Ceramidakkumulation. Konsequenzen sind Inflammation, Apoptose und Infek-
tion. Dies fiihrt letztlich zur CF-Lungenerkrankung. AC: Saure Ceramidase, ASM: Saure
Sphingomyelinase, CF: Cystische Fibrose, CFTR: Cystic fibrosis Transmembrane Con-
ductance Regulator (modifiziert nach (Schuchman, 2016, Verkman, 2009) )

1.3.3 Inhibition der Ceramid-Synthese

Durch den partiellen genetischen Defekt der ASM in Cfir-defizienten Méusen oder de-
ren pharmakologischen Behandlung mit ASM-Inhibitoren normalisierte sich die Cera-
midkonzentration in pulmonalen Epithelzellen (Becker et al., 2010b). Funktionelle In-
hibitoren der ASM, wie trizyklische Antidepressiva, wirken vermutlich {iber deren Pro-
teolyse und der daraus resultierenden Inaktivierung (Hurwitz et al., 1994, Kornhuber
et al., 2010). In Studien am CF-Mausmodell normalisierte die Inhibition der ASM,
Steigerung der AC-Aktivitdt, Behandlung der Cf#r%° oder CfirM"H Mause (Cfir-defi-
ziente Miuse) mit Amitriptylin oder einer Generation mit Cf&rX° Smpd1™- Miusen
(Cftr-defiziente Méuse mit partiellem Knock-out der ASM) die pulmonale Ceramid-
konzentration (Teichgraber et al., 2008). Die Ceramidreduktion fiihrte zur Abnahme der
Entziindungszellen und der Zytokinfreisetzung (Becker et al., 2010b). Eine Normalisie-
rung der pulmonalen Ceramidkonzentration verringerte die DNA-Ablagerungen in der
Lunge und der Trachea. Die Infektion durch P. aeruginosa nach nasaler Applikation war

deutlich geringer bei mit ASM-Inhibitoren behandelten Cfir-defizienten Mausen. Eine
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mogliche Erklarung ist hier die reduzierte DNA-Freisetzung, welche als Adhédsionspunkt
fiir Bakterien dient (Teichgraber et al., 2008).

1.4 Amitriptylin als Studienmedikation und Wirkungsweise auf Ceramide

Der Wirkstoff Amitriptylin gehort zur Klasse der trizyklischen Antidepressiva (Karow,
2012). Der Einsatz kann beim Auftreten depressiver Storungen, bei chronischen
Schmerzzustinden und bei Spannungskopfschmerzen zur medikamentdsen Prophylaxe
indiziert sein (Ashina et al., 2008). Hinzu kommt die Anwendung bei Fibromyalgien,
Schlafstorungen und im Rahmen des Reizdarmsyndroms (Lawson, 2017). Die Wirkungs-
weise beruht auf unselektiver Hemmung der Wiederaufnahme der monoaminergen Neu-
rotransmittern Serotonin, Dopamin und Noradrenalin aus dem synaptischen Spalt im
zentralen Nervensystem. Die im Diinndarm aufgenommenen trizyklischen Antidepres-
siva, werden in der Leber durch CYP-Isoenzyme metabolisiert (Karow, 2012). Das Ne-
benwirkungsprofil ist dosisabhédngig und hauptsachlich durch die anticholinerge und an-
tihistaminerge Wirkung Amitriptylins bedingt. Zu beachten ist die sedierende und or-
thostatische Wirkung bei geringer Dosierung (Nelson, 2009, Anderson et al., 2008).
Kontraindikationen sind Uberempfindlichkeit gegen den Wirkstoff oder enthaltende
Hilfsstoffe, die Anwendung bei Kindern und Jugendlichen, Schwangerschaft, kardialen
Vorerkrankungen, vegetativen Storungen, die gleichzeitige Einnahme von Medikamen-
ten mit demselben Nebenwirkungsprofil oder auf Cytochrom-P450-Enzymkomplex wir-

kende Medikamente (Anderson et al., 2008, Cohen et al., 2000, Karow, 2012).

Der Effekt des trizyklischen Antidepressivums Despiramin auf das Prozessieren der lyso-
somalen ASM wurde durch Studien an Kulturen humaner Epithel-Fibroblasten nachge-
wiesen. Die Zugabe Despiramins 16st eine schnelle intrazelluldre Degradierung der ASM
aus und fiihrt zur Abnahme oder Verlust der entsprechenden Enzymaktivitit (Hurwitz et
al., 1994, Kornhuber et al., 2008). Amphiphile kationische Substanzen induzieren eine
Ablosung des ASM-Proteins von der inneren Membran des Lysosoms und fungieren
dadurch als funktionelle Inhibitoren der ASM. Substanzen, welche diese physikochemi-
kalischen Eigenschaften erfiillen und als funktionelle Inhibitoren wirken werden Functi-
onal-Inhibitor-of-Acid -Sphingmyelinase (FIASMA) genannt. Sie differieren stark in ih-

ren molekularen Strukturen und klinischen Indikationen. Sie haben meist eine geringe
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toxische Wirkung. Viele der Substanzen werden in Studien zu Alzheimer, Depressionen

oder Krebstherapien untersucht (Kornhuber et al., 2010, Kornhuber et al., 2008).

Amitriptylin
(FIASMA) v
ASM . AC N
Sphingomyelin = e—7Jj Ceramid <+—— Sphingosin

'

Ceramidkonzentration |

Abbildung 5: Ansatzpunkte Amitriptylins

Wirkungsort Amitriptylins (Teil der Gruppe der FIASMA). Exemplarisch ist die Hem-
mung der ASM und die Enthemmung der AC dargestellt, wodurch weniger Ceramid ge-
bildet und gleichzeitig bestehendes abgebaut wird. AC: Sauer Ceramidase, ASM: Saure
Sphingomyelinase. FIASMA: Functional Inhibitors of the Acid Sphingomyelinase (mod-
ifiziert nach (Kornhuber et al., 2010))

1.5 Vorbereitende klinische Studien

Phase-I-Studie - Basierend auf der Annahme des durch Amitriptylin hervorgerufenen
Schutzes der Cfir-defizienten Maus vor pulmonalen Infektionen und Inflammation, er-
folgte eine kleine klinische Crossover-Studie mit vier CF-Patienten. Es erfolgte jeweils
die Behandlung mit Amitriptylin oder einem Placebopriparat. Bei drei von vier Patienten
mit Amitriptylin-Therapie (2 x 37,5 mg) wurde nach 14 Tagen Therapie eine Steigerung
der Lungenfunktion FEV (+16,7 %; p=0,006) beobachte. Es war kein Zuwachs unter
Placebo-Therapie (FEV1: -1,8 %) zu verzeichnen (Riethmuller et al., 2009).

Phase-Ila- Studie (Sicherheit und Dosisfindung) - Die positiven Resultate der Pilotstudie
fithrten zur Initiierung der Phase-Ila-Crossover-Studie mit 19 Patienten. Diese sollte die
vorteilhaften Effekte Amitriptylins auf die CF in einer groBeren Patientenpopulation als
sicher einstufen, den Mechanismus des Geschehens nachweisen, sowie die Dosis der ma-
ximalen Wirkung und minimalen Nebenwirkungen ermitteln (25 mg pro Tag, 50 mg pro
Tag, 75 mg pro Tag). Amitriptylin wurde gut vertragen und keine schweren unerwiinsch-
ten Nebenwirkungen wurden registriert. Von 80 beschriebenen Nebenwirkungen waren
35 Nebenwirkungen vermutlich medikamentdse Nebenwirkungen. Zwei bekannte Ne-

benwirkungen Amitriptylins, ndmlich Xerostomie und Miidigkeit wurden hdufiger in der
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Amitriptylingruppe im Vergleich zur Placebogruppe beobachtet, waren aber meist vo-
riibergehend. Die Patienten wurden in Gruppen randomisiert, die das Placebo oder 25 mg,
50 mg bzw. 75 mg Amitriptylin tdglich erhielten. Nach 14 Tagen Behandlung verbesserte
sich unter 25 mg Amitriptylin téglich der primédre Endpunkt FEV| signifikant in der A-
mitriptylingruppe im Vergleich zur Placebogruppe (FEV1: +5.0% verglichen mit der Pla-
cebogruppe p=0.048). In den Patientengruppen, welche hoherer Dosen Amitriptylin ein-
nahmen, wurden keine signifikanten Unterschiede beobachtet (50 mg oder 70 mg tdglich)

(Riethmuller et al., 2009).

Phase-IIb-Studie (Verifizierung des Wirkmechanismus) - Um die Ergebnisse der Phase-
[Ta-Studie zu verifizieren, folgte zwischen 2009 und 2011 eine randomisierte Kohorten-
studie mit 40 CF-Patienten. Um einen stabileren Blutspiegel zu erreichen und nur sehr
milde oder keine Nebenwirkungen zu erhalten, wurde eine Dosis von 25 mg Amitriptylin
zweimal taglich gewihlt. Nach 28 Tagen Behandlung verbesserte sich der primare End-
punkt, die FEV- Differenz, im Vergleich zur Placebogruppe um 6,3 %; p = 0,08 in der
ITT-Gruppe (36 von 40 CF-Patienten) und um 8,5%; p=0,013 in der PP-Gruppe (29 von
40 Patienten). Es wurden 50 Nebenwirkungen bei 36 Patienten beobachtet, von denen 30
Nebenwirkungen moglicherweise durch die Medikation ausgeldst wurden. Die Xerosto-
mie und Miidigkeit traten signifikant hdufiger in der Amitriptylingruppe im Vergleich zur
Placebogruppe auf, waren aber transient. Andere typische Nebenwirkungen wurden in
der Phase-IIb-Studie, vermutlich aufgrund geringerer Dosierung, nicht beobachtet.
Schlussendlich fiihrte diese Studie zur Hypothese, dass Amitriptylin als vertrégliche und
effiziente Therapie bei der CF-Lungen-Erkrankung mit einer Dosis von zweimal 25 mg

taglich verwendet werden kann (Nahrlich et al., 2013).

23



Tabelle 1: Ergebnisse Vorstudien anhand der Primiren Endpunkte

Vorstudie Ergebnisse

I FEVi: +16,7 %; p=0,006*
IIa FEVi: +5,0 %; p=0,0487
IIb FEVi: +8,5 %; p=0,013%

* Nach 14 Tagen mit 37,5 mg Amitriptylin-Therapie eine Verbesserung in der Amitrip-
tylingruppe. T Nach 14 Tagen Behandlung verbesserte sich der primédre Endpunkt FEV
unter Therapie mit 25 mg Amitriptylin im Vergleich zur Placebogruppe. I Nach 28 Tagen
Behandlung verbesserte sich der primire Endpunkt FEV| unter Therapie mit 25 mg A-
mitriptylin im Vergleich zur Placebogruppe der PP-Analyse. FEV;: Forciertes expirato-
risches Einsekundenvolumen, Pilot: Pilotstudie, PP: Per Protocol, Ila: Phase-Ila-Studie,
1Ib: Phase-IIb-Studie

Anwendungsbeobachtungs-Studie - Nach den Phase-II-Studien wurde ein Teil der Pati-
enten mit zweimal taglich 25 mg Amitriptylin im Rahmen einer Routinebehandlung be-
handelt. Diese Patienten wurden nach einem, zwei und drei Jahren nach kontinuierlicher
Einnahme von Amitriptylin beobachtet und mit den Patienten verglichen, die nicht be-
handelt wurden. Von 59 CF-Patienten erhielten 20 Patienten Amitriptylin fiir ein oder
mehrere Jahre und 14 Patienten konnten fiir ein oder mehrere Jahre ohne Amitriptylin-
Behandlung unter Routinetherapiebedingungen analysiert werden. Analysiert wurden die
besten FEV-Messungen in einem Jahr und der Durchschnitt der Gewichtsmessungen pro
Jahr. Nach drei Jahren Behandlung nahm FEV| in der Amitriptylin-Population (n=5) sig-
nifikant (MW £ SD) um 7,7+8%, p=0,050, und das Gewicht um 7,3+3,8kg, p=0,016, zu,
wihrend FEV| in der Placebogruppe um 1,0+1,3%, p=0,075, abnahm und das Gewicht
um 0,4+1,5kg, p=0,29, zunahm (n=5). Es wurde vermutet, dass Amitriptylin Ceramid in
Lungenzellen reduziert, dadurch zur signifikanten FEV| Erh6hung fiihrte und einen po-

sitiven Einfluss auf die Gewichtzunahme hat (Adams et al., 2016).
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1.6 Zielsetzung der vorliegenden Studie

Die vorliegende Arbeit beschreibt eine randomisierte, doppelverblindete, Placebo-kon-
trollierte, multizentrische Phase-I1I-Studie, mit welcher der Effekt Amitriptylins im Ver-
gleich zum Placebopriparat gezeigt werden sollte. Sollten die Daten der Phase-Ila und
Phase-IIb-Studie bestdtigt werden, wird es mdglich sein, fiir CF-Patienten eine neue prog-
noseverbessernde Behandlungsstrategie anzubieten. Wir {iberpriiften folgende Hypothe-

sen:

- Es wird einen signifikanten Unterschied in den Messwerten des primédren und der
sekundiren Endpunkte zwischen der Amitriptylingruppe und Placebogruppe nach
16 Wochen Behandlung geben.

- Amitriptylin reduziert die Ceramidkonzentration in Epithelzellen der Bronchien.

- Amitriptylin-Behandlung reduziert bronchialen Zelltod und reduziert die konse-
kutive DNA-Anreicherung im Epithel des Respirationstraktes. Dies unterstiitzt
die Elimination des Bakteriums P. aeruginosa in der Lunge und wird als P.
aeruginosa-Kolonien im Trachealsekret gemessen.

- Amitriptylin normalisiert die Inflammation in CF-Lungen und wird als Leukozy-
tenkonzentration im Trachealsekret und Serum gemessen.

- Amitriptylin reduziert die systemische und lokale Inflammation und wird als Kon-
zentration der Zytokine im Plasma und Trachealsekret gemessen.

- Aufgrund dieser Effekte bewirkt Amitriptylin eine Steigerung der Lungenfunk-

tion der CF-Patienten, welche in FEV; gemessen wird.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Diese Studie wurde als prospektive, randomisierte, placebokontrollierte, doppelverblin-
dete, multizentrische Kohortenstudie, welche Jugendliche sowie erwachsene CF-Patien-
ten mit chronischer bakterieller pulmonaler Besiedlung miteinbezog, geplant.

Es erfolgte eine Randomisierung und wir teilten die Probanden in einem Verhiltnis von
eins zu eins auf eine Gruppe, welche Amitriptylin als Verumpréparat erhielt und eine
Gruppe, welche ein Placebopréparat aus Maisstérke erhielt, auf. Jeder Patient erhielt das
jeweilige Préparat iiber einem Zeitraum von 16 Wochen. Die Patienten wurden mittels
der Software Rand List auf die beiden Arme zufillig verteilt und die Zuteilung durch das
jeweilige Zentrum durchgefiihrt. Zusétzlich wurde die Randomisierung anhand des ge-
messenen Baseline FEV-Wert tliber 80% und unter 80% innerhalb des jeweiligen Zent-
rums stratifiziert. Die Randomisierung-Listen wurden von nicht an der klinischen Studie
beteiligten Personen tiber die Software Rand List vorbereitet.

Die Studiendauer war mit 18 Monaten fiir die Rekrutierung und 24 Monaten fiir die Kom-
plettierung der Studie angesetzt, wurde insgesamt auf 48 Monate verldngert und dann
ohne Erreichen der geplanten Patientenanzahl von 102 vorzeitig beendet. Die individuelle
Partizipation an der Studie pro Proband wurde mit mindestens 18 Wochen angesetzt. Alle

Patienten sollten tiber 16 Wochen das jeweilige Priaparat erhalten.

Im Folgenden zeigt sich der APA-Priifplan mit Informationen {iber den geplanten Verlauf

der Phase-I1I-Studie.
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Tabelle 2: Studienablauf

Zeitpunkt Screening Baseline  Wihrend der Studie Follow-up
Methode

Visite 1 2 3 4 5 6 7
Tag -14 bis -7 0 15-17 2843 56+5 11245 140+7
Einverstindnis .

Inklusionskr.! . o

Exklusionkr.? . .

Demographie 3

Vitalparameter

Herzfrequenz o o o o ° °

Blutdruck ° ° ° ° ° °

Gré]a’e o o o ° °

Gewicht ° ° ° ° °

Labor

Hdimatologie® . . . o!! . ol! .
Klinische Che- ° ° ° oll ° oll °
mie?

SS-Tes?’ .

PK-Sample® .

CYP2D6’ .

Sputum ° ° ° ° ° °
Diagnostik

EKG?® o o

Spirometrie o o o o o o o
LC19 [ ] [ J [ J
Begleitmedikation

Antibiotika o

Inhalativa o

Andere o

Studienmedikation

Einnahme!'’ .

Nebenwirkun- o

gen

Studienende o
Bestdtigung o

1.Inkulsionskriterien, 2. Exklusionskriterien, 3. Hidmatologie: Leukozyten, Himoglobin,
Héamatokrit, Thrombozyten, 4. Klinische Chemie: CRP, Kreatinin, Urea, ALT, AST, GGT,
Blutgasanalyse, 5. Schwangerschaftstest: im Blut oder Urin, 6. Amitriptylin und Nortryp-
tilin Konzentration-Bestimmung im Serum 7. CYP2D6 Molekulargenetische Untersu-
chung 8. Echokardiographie 9. Lung Clearance Index 10. Administration der Studienme-
dikation: 2x/Tag. Tag 1-4: 1 x 12,5 mg abends, Tag 5-8 2 x 12,5 mg, Tag 9-12 12,5 mg
morgens und 25 mg abends. Tag 13-112 zweimal 25 mg. 11. fakultativ: wenn akute
Exazerbation (aus dem Priifplan der vorliegenden Studie)
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2.2 Patientenkollektiv

Alle Patienten wurden iiber mogliche Nebenwirkungen und Komplikationen der Verum-

Medikation vom jeweiligen Priifarzt informiert und aufgeklért. Alle Patienten sollten

nach Abgabe der Einverstidndniserkldrung vom Priifarzt untersucht werden, um deren

Eignung zu bestimmen. Anhaltspunkte dafiir waren die in diesem Abschnitt aufgefiihrten

Inklusions-und Exklusionskriterien. Alle Patienten, welche die Inklusionskriterien erfiill-

ten und gleichzeitig keines der Exklusionskriterien erfiillten, konnten an der Studie teil-

nehmen, sobald die personliche oder elterliche Einverstindniserkldrung abgegeben

wurde. Im Folgenden sind die Ein-und Ausschlusskriterien aufgefiihrt.

Einschlusskriterien:

. Verifizierte Cystische Fibrose

2. Patientenalter: 14 Jahre oder &lter

3. Patientengewicht liber 35 kg

4. FEVihoher als 25% und geringer als 100% (gemessen zweimal in 3 Monaten)
5. Patienten mit pulmonaler Keimbesiedlung

6. Keine akute pulmonale Symptomatik

7. Lungenfunktionstestungen sollten durchfiihrbar sein

8. Eine komplette Medikamenteneinnahme ist ohne Einschrankungen durchfiihrbar
9. Die Einverstindniserklarung wurde gegeben

Ausschlusskriterien:

1. Die FEVi-Verminderung betrug zwischen Screening und Baseline {iber 10 %

. Klinische Verschlechterung mit Symptomen der Exazerbation

. Verdnderung des CRP-Wertes bzw. eine Steigerung von iiber 50% wihrend des Scree-

nings

. Glaukom, Krampfanfille, Herzinsuffizienz oder Depressionen, die bekannt sind

. Long-QT-Syndrom oder eine QTc Zeit, die ldnger als 450 ms ist.
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6. Intravendse antibiotische Behandlung, die innerhalb von 2 Wochen vor Beginn der

Studie bendtigt wurde
7. Hochdosierte Steroid-Therapie von iiber 10 mg
8. On-and-off Therapie mit Tobramycin innerhalb der letzten 2 Wochen
9. Partizipation von Patienten in anderen Studien

10. Das Vorliegen einer Schwangerschaft

2.3 Studienmedikation: Amitriptylin

Das Studienmedikament Amitriptylin ist bereits auf seine Effektivitdt gepriift, da es im
Bereich des psychiatrischen Erkrankungsspektrums zugelassen ist. In der vorbereitenden
Studienphase II zeigte sich eine Wirksamkeit in allen Behandlungsarmen. AbschlieBend
konnte festgehalten werden, dass die hochste Wirksamkeit mit der Dosierung von 25 mg
taglich und 50 mg téglich gegeben war. Sogenannte ,,Poor Metabolizer mit einem positiv
getesteten CYP2D6-Genotyp, mussten in der Phase-III-Studie nicht ausgeschlossen wer-
den, da die unerwiinschten Nebenwirkungen in der Studienphase II minimal ausfielen und
somit nicht als Ausschlusskriterium aufgenommen werden musste. Aufgrund einer hohe-
ren Rate des Auftretens von Miidigkeit und Xerostomie, die sich in Phase-I1a und Phase-
IIb als Nebenwirkungen priasentierten, wurde die Dosis tiber 2 Wochen bis zum Erreichen

der Zieldosis von 2x25 mg téglich schrittweise erhdht.

Die Einnahme des Placebo-Priparats erfolgte analog zum Amitriptylin-Behandlungsplan.
In den ersten beiden Wochen wurde entsprechend die Dosis von 25 mg téglich und nach

zwei Wochen eine Dosis von 50 mg téglich eingenommen.

Die Herstellung und Verteilung der Studienmedikation an die teilnehmenden Apotheken
erfolgten {liber die Apotheke der Universitidt Ulm (Dr. Maier). Die Verpackung, Verblin-
dung, Beschriftung und Aufbewahrung der Medikation entsprach dem §10 des AMG.
Gemail der Randomisierungsliste waren diese Informationen nur der Apotheke bekannt.
Die jeweiligen Kapseln enthielten eine Fiillung von 12,5 mg oder 25 mg. Die Verteilung
erfolgte nach der Beschriftung mit Patientennummer und Zentrum und wurde entspre-

chend dokumentiert.
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2.3.1 Nebenwirkungen und Abbruchkriterien

Nebenwirkungen wurden in vorbereitenden Studien und Experimenten, vor allem bei der
Behandlung depressiver Erkrankungen, beobachtet. Lebensbedrohliche Ereignisse wur-
den erst ab einer Tagesdosis von {liber 150 mg tdglich beobachtet. Sehr hidufige Neben-
wirkungen sind hauptséchlich in der frithen Phase bei Dosen von 75 bis 150 mg taglich
zu beobachten. Klinische Kontrollen der Vitalparameter, Blutanalyse, EKG und Leber-
funktionswerten sollten erfolgen. In der Studienphase Ila zeigten sich bereits einige Ne-
benwirkungen, wobei nicht alle Symptome durch Amitriptylin verursacht wurden. Als
schwere Symptome wurden innerhalb des 25 mg Studienarms zweimalig Exazerbationen
und einmalig Kopfschmerzen dokumentiert. Die Xerostomie zeigte sich bei 83% der Pa-
tienten und Miidigkeit trat bei 75% der Patienten auf und waren jeweils transient. Die
Symptome im Rahmen der Studie wurden abgefragt und in einem Tagebuch (erstellt von
CPCS Tiibingen) dokumentiert. Die Patienten hatten jederzeit die Moglichkeit das Auf-
treten von Nebenwirkungen zu melden.

Terminationskriterien waren nicht tolerierbare Nebenwirkungen. Diese waren definiert
als Herzrhythmusstorungen, Leberfunktionsstorungen, Agranulozytose, Glaukom, Dys-
kinesien, Polyneuropathie, Alveolitis, Kardiomyopathie und Krampfleiden. Das Neuauf-
treten einer pulmonalen Komplikation wie Pneumothoraces, endotracheale oder en-
dobronchiale Himorrhagien, pulmonale Exazerbation mit zwei oder mehr der folgenden
Kriterien: Verdnderung der Sputummenge, Farbe, vermehrtes Husten, erhohtes allgemei-
nes Unwohlsein, Fatigue, Lethargie, Anorexia, Gewichtsverlust, verminderte pulmonale
Funktion tiber 10% oder radiographisch nachweisbare Verdnderungen und Dyspnoe-Zu-
nahme. AuBBerdem fiihrten Infektionen der unteren Atemwege, wenn ein Krankenhaus-
aufenthalt oder eine intravendse antibiotische Therapie notig war, zum Pausieren der Stu-
dienmedikation. Generell sollte ein Studienausschluss beim Auftreten von Ereignissen,
die die Patientengesundheit gefahrden, erfolgen. Jegliche Begleitmedikation, die medizi-
nisch notig war, war wihrend der Studienteilnahme erlaubt. Allerdings unter Beriicksich-
tigung, dass die Interaktion mit gewissen Antibiotika das QT-Intervall verlangert. War
aufgrund einer pulmonalen Exazerbation dennoch eine Therapie mit Antibiotika der
Gruppe der Chinolone oder Makrolide nétig, sollte die Studienmedikations-Einnahme

pausiert werden, um schwere Nebenwirkungen zu vermeiden.
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2.4 Zielparameter

24.1

Primérer Zielparameter

Der primére Zielparameter ist die absolute Differenz der Baseline-Messung und Messung

der achten Woche der Lungenfunktion in FEV zwischen der Verum- und der Place-

bogruppe.
2.4.2 Sekundire Zielparameter

1. Aufrechterhaltung der erreichten FEV; —Werte der Verumgruppe zwischen Wo-
che 8 und Woche 16.

2. Absolute und relative FEV als % nach Woche 4, 8 und 16 im Vergleich zur Ba-
seline, wenn nicht zuvor verwendet.

3. Alle anderen Lungenfunktionsparameter (FVC, MEF 25-75 und LCI) nach Wo-
che 4,8 und 16.

4. Die Konzentration der Ceramide im Sputum.

5. Die Konzentration proinflammatorischer Zytokine, Verdnderungen im Gehalt des
antiinflammatorischen IL-10 im Trachealsekret.

6. Die DNA- und Granulozytenkonzentration im Sputum.

7. Bakterielle Besiedlung im Sputum.

8. Anzahl an Exazerbationen des Oberen und Unteren Respirationstrakt (zwei und
mehr der folgenden Kriterien: Anderung im Sputum-Volumen, Sputum-Farbe, er-
hohte Hustenfrequenz, gesteigerte Malaise, Fatigue, Lethargie oder Anorexie, Ge-
wichtsverlust oder Senkung der Lungenfunktion von 10 % oder mehr oder radio-
graphische Verdnderungen, erhdhte Dyspnoe).

9. Inzidenz von Abbruch der Behandlung aufgrund wahrgenommener Nebenwir-

kungen.

10. Gewichtsverdnderungen

11. Quality-of-Life-Fragebogen
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2.5 Untersuchungsmethoden der Studie
2.5.1 Kilinische Untersuchungsmethoden

Alle Patienten wurden nach den Inklusions- und Exklusionskriterien, welche auch klini-
sche Untersuchungsmethoden beinhalteten (vgl. Tab. 3) durch das jeweilige teilneh-
mende Zentrum beurteilt und mussten die personliche oder elterliche Einverstandniser-
klarung abgeben. Nachdem die Beurteilung und die Aufnahme in die Studie erfolgten,
wurde die Medikamenteneinnahme mit taglich um jeweils 9 und 21 Uhr festgelegt. Lun-

genfunktionstest und Sputum-Analysen wurden im Rahmen jeder Visite durchgefiihrt.

Tabelle 3: Klinische Untersuchungen
Rekrutierung Visite 1 (-14 bis -7)

Inklusionskriterien, Exklusionskriterien, Einverstdndniserkldrung, Laborchemie, EKG

Behandlung*. V2 V3 V4 \E Vo6 Follow-up
) (15-17) (28+/-3) (56+/-5) (112+/-5) (140+/-7)

Therapie X X X X X T

Vitalparameter x X X X X

Spirometrie X X X X X X

Sputumprobe X (x) X X X

Blutprobe X X (x) X X

EKG X

Klinische Untersuchungen im zeitlichen Ablauf wihrend der Phase-III-Studie. Die Ta-
belle gibt einen zeitlichen Uberblick iiber die Hiufigkeit der erfolgten klinischen Unter-
suchungen. Visite mit Angabe des Zeitpunktes in Tagen unter Visite. 7Stopp der Gabe
der Studienmedikation. V: Visite, x: obligat, (x). fakultativ

2.5.1.1 Lungenfunktionstestung

Die Verbesserung der Lungenfunktion als primédrer Zielparameter der Studie wurde an
allen Behandlungstagen dokumentiert. Zur Beurteilung des Behandlungserfolges galt der
FEV-Wert. Zusitzliche Messgroflen waren die FVC, Vitalkapazitit und die MEF 25-75.
Die Lungenfunktionsmessung fiihrte das jeweilige Studienzentrum durch. An der Kin-
derklinik der Universitdt Tiibingen erfolgten die Messungen an einem Bodyplethysmo-

graphen der Firma Jéger (Hochberg, Deutschland).
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2.5.1.2 Vitalparameter

Da unter der Einnahme Amitriptylins Verdnderungen der Herzfrequenz als auch orthosta-
tische Regulationsstorungen zu beobachten sind, wurden wéhrend jeder Visite der Blut-

druck- und Herzfrequenz bestimmt und dokumentiert.

2.5.1.3 Gewicht

Die Erfassung des Korpergewichts iiber den gesamten Zeitraum der Studie als Ver-
laufsparameter. Dies geschah aufgrund der Annahme, dass bei sich erholender Lungen-
funktion, eine Reduktion der Atemarbeit erfolgt und in einer Gewichtszunahme resultiert
und somit als indirekter Therapieerfolg gedeutet werden kann. Andererseits ist die Ge-
wichtszunahme, eine Folge der Appetitsteigerung, als bekannte Nebenwirkung Amitrip-

tylins einzuordnen.

2.5.1.4 Elektrokardiogramm

An Tag 15 bis 17 (Visite 3) erfolgte eine Elektrokardiographie, um unter anderem im
Rahmen einer Amitriptylin-Behandlung auftretende Herzrhythmusstérungen oder Kardi-

omyopathien auszuschliefen.

2.5.2 Laborchemische Methoden
2.5.2.1 Blut-Serum

An Tag 0 (Visite 2), 15 bis 17 (Visite 3), 56 (Visite 5) und 112 (Visite 6) wurde den
Patienten 12 ml Blut entnommen und dieses 10 Minuten bei 3500 U/min zentrifugiert. 1
ml des erhaltenen Serums wurde zur Bestimmung der Leukozytenkonzentration separiert,
2 ml zur Bestimmung der klinischen Parameter: CRP, Kreatinin, Harnstoff, GOT, GPT.
Weitere 2 ml des Serums wurden unverziiglich bei — 20°C fiir eine spitere kollektive

Bestimmung der Zytokine IL-6, IL-8, IL-10 aufbewahrt.

2.5.2.2 Sputum

Im Rahmen jeder Visite erfolgte die Entnahme Sputums fiir die P. aeruginosa-Quantifi-
zierung, zur Bestimmung der Zytokine IL-8 und IL-10 (fakultativ IL-18, IL-6 und TNF-
a) und der Leukozytenanzahl. Die Patienten sollten, um eine notwendige Menge von 1,5

ml zu erhalten, mit 5,85%-iger Kochsalzlosung vor Abnahme inhalieren.
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2.5.2.3 Urin

Zum Ausschluss einer Schwangerschaft sollten alle weiblichen Studienteilnehmerinnen
im gebarfahigen Alter eine Urinprobe abgeben. Der entsprechende Test mittels eines stan-
dardisierten Schwangerschaftstreifen erfolgte an Visite 1 und spétestens vor Beginn der

Studienmedikationseinnahme an Visite 2.

2.5.3 Mikrobiologische Methoden
2.5.3.1 P. aeruginosa-Quantifizierung

Im Rahmen der Visite 2, 4 und 5 fand eine quantitative Erhebung der pulmonalen bakte-
rielle Besiedlung statt. Als sekundérer Endpunkt diente die Quantifizierung des Bakteri-
ums P. aeruginosa, welcher als pulmonaler Problemkeim im Rahmen der Krankheitspa-
thogenese eine entscheidende prognostische Rolle spielt. Ergédnzend sind als hiufige pa-
thogene Keime der pulmonalen Besiedelung S. aureus, H. influenza, St. maltophilia,
Achromobacter xylosoxidans, Proteus mirabilis, S. epidermidis und E. coli bestimmt wor-
den. Begleitend tritt hiufig eine mykotische Begleitinfektion mit Candida albicans und

Aspergillus fumigatus auf, welche wir dokumentierten.

2.5.3.2 Ablauf

Das gewonnene Sputum verdiinnten wir zu jeder Visite im Verhéltnis 1:10. Als Verdiin-
nungsfliissigkeit verwendeten wir DTT. Jeweils 1 ml und insgesamt 5 ml des verdiinnten
Sputums wurde in entsprechende Eppendorf-Cups pipettiert. Im néchsten Schritt erstell-
ten wir drei weitere Verdiinnungsreihen (V1-V3) fiir die Ausplattierung auf Agarndhrbo-
den (CNA-Platte und Endo-Platte). Hierfiir galt VO als die erste Verdiinnung mit 1:10.
Die folgenden Reihen vermischten wir mit jeweils 10 pl der entsprechenden Verdiinnung
mit 990 ul PBS. Dadurch erstellten wir eine Verdiinnungsreihe mit einem Faktor von 10?
bis 10 6. Es folgte die Beimpfung mittels der manuellen Glasspateltechnik, jeweils einer
Endo-Platte und einer CNA-Blutagar-Platte mit jeweils 92 pl der jeweiligen Verdiinnung.
Im Anschluss erfolgte die Inkubation in einem Brutschrank bei 37°C. Die Auswertung

der Kolonisation fand nach 48 Stunden statt.
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2.5.3.3 Auswertung

Zunichst wurden die Erreger per Blickdiagnose und dem zugehorigen Bestitigungstest
identifiziert. Zur Verifizierung des P. aeruginosa, welcher auf der Endoplatte leicht vio-
lett bis pink erscheint, wurde ein Oxidase-Test (Firma Merck, Bactident Oxidase Test-
stabchen) verwendet. Ergdnzend half der typische sii8liche lindenbliitenartige Geruch zur
Identifizierung. Zu jedem Zeitpunkt unterschieden und dokumentierten wir die nicht-mu-
koide und mukoide P. aeruginosa-Variante, wobei die mukoide mit einer schleimigen
Schicht bedeckt und durch konfluierendes, farblich helleres und groBeres Koloniewachs-
tum gekennzeichnet ist. Zur Verifizierung des auf der CNA-Blutagarplatte wachsenden
S. aureus, welcher mittelgrof3, weil-gelblich, rund mit Hof, sowie einer Betahdmolyse
imponiert, verwendeten wir den Clumping-Faktor-Test (Firma Merck, Bactident Staph.
Plus) sowie den Katalase Test (Firma Merck, Bactident Catalase). Die Kolonien-bilden-
den-Einheiten KBE wurden in der niedrigst moglichen Verdiinnung quantifiziert, um
Verdiinnungsfehler zu vermeiden. Die pulmonale Besiedlung durch Pilze der Hefepilz-
gruppe, beispielsweise Candida, und der Sprosspilze wie 4. fumigatus wurde dokumen-

tiert, jedoch nicht quantifiziert.

2.5.4 Labortechnische Verfahren
2.5.4.1 Leukozytenkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Leukozyten im Sputum erfolgte im Hédmatologie-Labor der Kinder-
klinik der Universitét Tiibingen mithilfe des Blutbildanalysegerits ADVIA 120 der Firma
Bayer Technicon/Siemens. Dabei wurde dem Messfiihler des Geréts das hergestellte ver-
diinnte Sputum (siehe 2.9.1) eingefiihrt. Die Ergebnisse wurden ausgedruckt und doku-

mentiert.

2.54.1.1 Ceramidexpression und Zytokin-Assay

Fiir das labortechnische Verfahren zur Messung der Ceramidkonzentration wurde der
Versuchsaufbau geplant, jedoch nicht durchgefiihrt, da die Studie bereits geschlossen
wurde. Die Messung der pro- und antiinflammatorischen Zytokine wurde nach Studien-

schluss durchgefiihrt.
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2.6 Statistische Methoden
2.6.1 Randomisierung und Datenmanagement

Die Randomisierung wurde blockiert und erfolgte nach Zentrum und Baseline der FEV
(< 80% vs. > = 80%). Das Vorbereiten der entsprechenden Listen erfolgte unter Anwen-
dung von permutierten Blocken randomisierter Lange durch die Software RandList (Da-
tInf GmbH Tiibingen). Die Organisation der Daten war unter Verantwortung der CPCS
IV und wurde anhand des Planes V1.1 vom 15.06.2018 durchgefiihrt.

Fiir das Monitoring war die ZKS Tiibingen verantwortlich und wurde mittels der Moni-
toring Manual Versionl.2, 04.04.2016 durchgefiihrt. Die Datenbank schloss am 12 Juni
2019. Die Studiendaten wurden anhand secuTrial® 4.9.1.10, und bis zum Datenschluss

zur Version 5.5.0.14 (interAcitve Systems GmbH, Berlin) aktualisiert.

2.6.2 Statistische Evaluation

Fiir die Gesamtbeurteilung erfolgte die Auswertung der Ergebnisse aller urspriinglich ein-
geschlossenen Patienten, auch wenn Abweichungen des Priifplans auftraten, anhand des
Intention-to-treat (ITT)-Prinzips. Der primire Zielparameter wurde anhand des Per-Pro-
tocol (PP)-Prinzips analysiert. Dabei kam es zur Betrachtung der Ergebnisse der Patien-
ten, welche dem Behandlungszyklus des Priifplans folgten. Dies bedeutete, dass Patien-
ten, welche diesem nicht entsprachen, nicht mitberiicksichtigt wurden. Daten von Patien-
ten, welche iiber einen Zeitraum von vier Wochen keine Lungenfunktionspriifung durch-
fithren konnten, wurden von der statistischen Auswertung des priméren Zielparameters
FEV1, ausgeschlossen. Diese konnten, soweit sie nach zwei Wochen eine Vollstandigkeit
der Untersuchungsergebnisse erreichten, wieder miteingeschlossen werden. Als Ergén-
zung zum Studienprotokoll und der statistischen Analyse wurde, unter Beachtung der
ICH E9 statistischen Prinzipien fiir klinische Studien, die Analyse des primiren Endpunk-
tes verteilt auf Zentrum und FEV-Baseline anhand linearer Modelle durchgefiihrt. Ge-
méf des Studienprotokolls sollten 102 Patienten mit jeweils 51 Patienten pro Studienarm
eingeschlossen werden um die Hypothese, dass die Behandlung Amitriptylins in einer
FEV1% - Differenz von mindesten 3.8% oder hoher in der Verumgruppe, verglichen mit
der Placebogruppe nach 8 Wochen im Vergleich zur Baseline, resultiert. Die ITT-Popu-
lation war die Basis fiir die Konfirmationsanalyse des primiren Endpunktes. Die Resul-

tate des primiren Endpunktes innerhalb der ITT-Population sollten als bewiesen gelten
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im Falle, dass die Verum-und Placebogruppe einen p-Wert unter 0,05 zeigen. Alle ande-
ren Analysen wurden in einer deskriptiven Methode durchgefiihrt. Die Analyse des pri-
méren Endpunktes und Tabellen der sekundédren Endpunkte wurden basierend auf der PP-
Population erstellt. Die Resultate der sekundéren Endpunkte innerhalb der ITT-Popula-
tion und alle Resultate der PP-Population dienten zur Erstellung neuer Hypothesen. In
der Studie war der primédre Endpunkt abhédngig von der FEV der Baseline und der FEV;
nach acht Wochen. Wenn die Baseline oder die Werte der achten Wochen fehlten, wurden
die Patienten aus der Analyse ausgeschlossen. Sekundére Parameter wurden analysiert
und fehlende Daten nicht ersetzt. Analysen, welche die primédren Endpunkte betreffen,
wurden anhand des Student-T-Test ausgewertet. Statistische Analysen der sekundiren
Endpunkte wurde vorgenommen, wenn die Tabellen zeigten, dass eine klinisch relevante
Differenz vorhanden war. Insgesamt erfolgten die Analysen gemdll dem statistischen

Analyse-Plans.
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3 Ergebnisse

3.1 Patienten

Die Rekrutierung der in diese Studie eingeschlossenen Patienten wurde in einem Zeit-
raum von 29 Monaten vom 20. August 2015 bis zum 19. Januar 2018 an sechs Zentren
Deutschlands (Tiibingen, Essen, Jena, Gieen, Miinchen, Frankfurt) durchgefiihrt. Die
Aufnahme von Patienten in die Studie erfolgte anhand von Inklusions- und Exklusions-
kriterien. Bei einer Anzahl von 79 Patienten, anstatt der geplanten 102 Patienten, wurde
die Rekrutierung vorzeitig gestoppt (vgl. Abb. 7). 42 der Patienten wurden der Verum-
gruppe und 37 Patienten der Placebogruppe zugeteilt. Die Randomisierung erfolgte zu-
féallig. Insgesamt wurden 86 Patienten gescreent. Davon wurden sieben ausgeschlossen.
Einige Griinde fiir einen Ausschluss aus der Studie wurden dokumentiert und sind in Ta-
belle fiinf aufgefiihrt. Alle Patienten erhielten die geplante Studienmedikation, allerdings
nicht alle in der vorgesehenen Dosis. Von den 79 Patienten wurden drei Patienten nach-
triaglich aus der Studie ausgeschlossen, da keine Daten der Untersuchungen vorlagen. So-
mit wurden 76 (96%) der behandelten Patienten analysiert. Zwei der nachtraglich ausge-
schlossenen Patienten waren der Verumgruppe zugeteilt und einer der Patienten der Pla-
cebogruppe, sodass die Verumgruppe letztendlich 40 Patienten und die Placebogruppe 36
Patienten beinhaltete. Sechs Patienten hielten an vier aufeinanderfolgenden Tagen oder
zwei Tage vor dem Bestimmen des primdren Endpunktes die Medikamenteneinnahme
nicht ordnungsgemaf ein und wurden daher aus der PP-Population ausgeschlossen. Dies
betraf vier Patienten der Verumgruppe und zwei Patienten der Placebogruppe. Folglich
umfasste die PP-Population der Verumgruppe 36 Patienten und die der Placebogruppe 34
Patienten. Nach dem PP-Prinzip wurden somit insgesamt 70 Patienten (89% der ur-
spriinglichen Anzahl) analysiert. Geméf des ITT-Prinzips mussten in der ITT-Analyse

keine Patienten ausgeschlossen werden.

Die folgende Abbildung (Abb. 6) liefert einen Uberblick iiber den Ablauf der Studie.
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Abbildung 6: Ablauf der APA-Phase-III-Studie

86 Patienten wurden gepriift. Sieben Patienten wurden ausgeschlossen. Jeweils zwei Pa-
tienten, da die Inklusionskriterien nicht erfiillt oder die Exklusionskriterien erfiillt wur-
den. Drei Patienten lehnten eine Teilnahme ab. Es gab zwei Studiengruppen. Die Amit-
riptylingruppe und die Placebogruppe. In der Amitriptylingruppe wurden die Nachunter-
suchungen bei zwei Patienten und in der Placebogruppe bei einem Patienten nicht mehr
durchgefiihrt. Die ITT-Analyse der Amitriptylingruppe schloss 40 Patienten ein. Die PP-
Analyse erfolgte mit 36 Patienten (Ausschluss: sechs Patienten). Die ITT-Analyse der
Placebogruppe bestand aus 36 Patienten. Die PP-Analyse erfolgte mit 34 Patienten (Aus-
schluss drei Patienten. /77 Intention to treat, PP: Per protocol, n= Patientenanzahl.
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Abbildung 7: Verlauf der geplanten und erfolgten Patienten-Rekrutierung
Die Graphik bildet die geplante und die erfolgte Rekrutierung der Patientenanzahl im
Bezug zur Zeit (Monate/Jahre) ab.

Das durchschnittliche Alter betrug bei insgesamt 34 weiblichen und 45 ménnlichen Teil-
nehmenden 28,52 Jahre. Im Vergleich der Amitriptylin- und Placebogruppe zeigten sich
anhand der grundlegenden Ausgangsbedingungen wie Alter, Geschlecht, Grofe, Ge-
wicht, Lungenfunktion, P. aeruginosa-Infektion keine signifikanten Unterschiede (vgl.
Tab. 4).

Tabelle 4: Patientenausgangsbedingungen

Eigenschaften Amitriptylingruppe Placebogruppe
Alter (Jahre)” 27,62 + 12,01 29,54 + 12.03
Geschlecht (%) 7:

- mdnnlich 42.9 73

- weiblich 57,1 27

Grofle (cm)” 167,31 £9.27 170,76 + 8,51
Gewicht (kg)® 60,26 + 13,60 61,35+9,74
BMI (kg/m?) * 21,31 +2,83 21,02 + 2,89
FEV,%" 68,04 + 20,58 64,39 +21,42
PSA-K (CFU/ml) * 3,17+ 1,82 3,78 £2,42

*Alle Werte als Mittelwert = Standardabweichung aufgelistet; Grofle, Gewicht, BMI,
FEVi, PSA-Kolonien, jeweils Baseline-Werte angegeben. tDie Geschlechterverteilung
ist in Prozent angegeben. BMI: Body-Mass-Index, FEV: Forciertes expiratorisches Ein-
sekundenvolumen, PS4-K: Pseudomonas aeruginosa-Kolonien
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Tabelle 5: Griinde fiir Nichtaufnahme in die Studie

Griinde fiir Nichtaufnahme in die Studie*
Zu hoher FEV| (119%)

Patient hat sich nicht mehr gemeldet

Patient ist zweimal nicht erschienen

Keine Studienteilnahme aufgrund von Zeitmangel
Exazerbation

Absetzen von Ciprofloxacin nicht moglich

Inklusionskriterien nicht erfillt

*Genannt von den Studienzentren Tiibingen, Bochum, Miinchen und Frankfurt. FEV;:
Forciertes expiratorisches Einsekundenvolumen

3.2 Primiérer Zielparameter: FEV-Differenz

Als primirer Zielparameter der Studie wurde die Differenz der Baseline-Messung und
Messung der achten Woche (Visite 5) der Lungenfunktion FEV; zwischen der Verum-
und der Placebogruppe festgelegt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde die Darstel-
lung in Prozentwerten (%) gewéhlt und zur Auswertung das geometrische Mittel verwen-
det. Um den Wert der FEV1% auch bei fehlender Visite 5 (Woche acht) bestimmen zu
konnen wurde die Beobachtung von Visite 4 (Woche 4) in der Verumgruppe zweimalig,

in der Placebogruppe einmalig fiir die Visite 5 tibernommen.

Es kam zu einer Abnahme der FEV 1% zwischen Baseline und der achten Woche (Visite
5) in beiden Studiengruppen, tendenziell noch stirker innerhalb der Verumgruppe (p=
0,64). Die Ergebnisse der Analyse der PP-Gruppe entsprechen dabei den Ergebnissen der
Analyse der ITT-Gruppe (vgl. Tab. 6 und Abb.8).

Diese Analyse ergab, dass FEV1% in der Verumgruppe durchschnittlich um 2,23% ab-
nahm und in der Placebogruppe um 1,34% (p = 0,64) abnahm. (vgl. Tab. 7). Schichtana-
lysen resultierten darin, dass die verschiedenen Zentren (p =0,43) oder FEV1% der Base-
line (p = 0,94) keinen Einfluss auf den priméren Endpunkt hatten. Wurden die Studien-
arme an Zentren und FEV 1% Baseline angepasst, so zeigten sich annihrend die gleichen

p-Werte wie in der Analyse ohne Schichtung.
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Tabelle 6: Differenz der FEV1% zwischen Baseline und Woche 8

Behandlungsgruppe ITT PP

n MW = SD n MW=SD
Amitriptylin 40 -2,23 £ 9,64 36 -2,14+£10,03
Placebo 46 -1,34 £ 6,85 34  -0,86+£6,25
Alle 76 -1,81 £8,40 70 -1,52+8,56
T-Test p=0,6424 p=0,5306

Die Lungenfunktion wurde anhand der FEV-Differenz der Baseline und 8 Wochen zwi-
schen der Amitriptylin-und Placebogruppe beurteilt. Die Werte sind als arithmetische
Mittelwerte (MV) = Standardabweichung (SD) dargestellt. Es bestehen keine statisch sig-
nifikanten Unterschiede zwischen der Amitriptylin- und Placebogruppe. Die Ergebnisse
der ITT-Analyse entsprechen denen der PP-Analyse. /77 Intention to treat, PP: Per pro-

tocol, n: Patientenanzahl

FEV1 [%]

Baseline Visite 4 (4 Wochen)

Visite 5 (8 Wochen)

Visite 6 (6 Wochen) Studienabschluss (20 Wochen)

Timepoint
Study group ©0® A ©0@ B

Abbildung 8: Verlauf FEV1% der I'TT-Gruppe

Mittelwerte mit den zugehdrigen Standardabweichungen der FEV1 % der ITT-Gruppe
im Bezug zu den Zeitpunkten Baseline, Woche 4, 8, 16 und zum Studienabschluss.
A/blau: Amitriptylingruppe, B/rot: Placebogruppe, FEV: Forciertes expiratorisches
Einsekundenvolumen, /77" Intention to treat
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3.3 Sekundire Zielparameter

3.3.1 Weitere Lungenfunktionsparameter

Als sekundérer Zielparameter wurde die Aufrechterhaltung des FEVi- Wertes bis zur
Woche 8 (Visite 5) und Woche 16 (Visite 6) in der Verumgruppe gewdhlt. In Woche 8
und 16 zeigten sich tendenziell niedrigere Mittelwerte der FEV1% als beim Ausgangswert
innerhalb der Amitriptylingruppe. Die Placebogruppe wies relativ konstante Werte auf.
Der absolute und relative FEV-Anstieg im Vergleich der Baseline zu Woche 4, 8 und 16

zeigte tendenzielle, aber keine signifikanten Differenzen.
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Abbildung 9: Verlauf FEV1% der PP-Gruppe
Mittelwerte mit den zugehdrigen Standardabweichungen von FEV 1% der PP-Gruppe im
Bezug zu den Zeitpunkten Baseline, Woche 4, 8, 16 und dem Studienabschluss. A/blau:
Amitriptylingruppe, B/rot: Placebogruppe, FEV;: Forciertes expiratorisches Einsekun-
denvolumen, PP: Per protocol

Alle anderen erhobenen Lungenfunktionsparameter (FVC, MEF25, MEF25-75) ergaben
nach Woche 4, 8 und 16 (Visite 4, 5 und 6) im Vergleich zur Baseline keine signifikanten
Unterschiede. In der Analyse der absoluten und relativen FVC zeigte sich ein Absinken

der Mittelwerte im Vergleich zur Baseline (vgl. Abb. 10).
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Abbildung 10: Verlauf der FVC % der PP-Gruppe
Mittelwerte und zugehdrige Standardabweichungen der FVC % im Bezug zur Baseline,
Woche 4, 8, 16 und zum Studienabschluss der PP-Analyse. Die Ergebnisse der ITT-Ana-
lyse entsprechen denen der PP-Analyse. A/blau: Amitriptylingruppe, B/rot: Place-
bogruppe, FVC: Forcierte Vitalkapazitit, PP: Per protocol

Die erhobenen Werte der absoluten und relativen MEF 25-75 verliefen in beiden Studien-
gruppen weitgehend konstant zwischen Baseline und Woche 16 (Visite 5). Es ergaben
sich leichte Variationen zwischen den einzelnen Ergebnissen. Die Werte der absoluten
und relativen MEF 25-75 nahmen innerhalb beider Gruppen geringfiigig, aber nicht sig-
nifikant ab (vgl. Abb. 11).
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Abbildung 11: Verlauf der MEF 25-75 (%) der PP-Gruppe
Mittelwerte und zugehorige Standardabweichungen des MEF 25-75 in Prozent im Be-
zug zur Baseline, Woche 4,8,16 und zum Studienabschluss der PP-Analyse. Die Ergeb-
nisse der ITT-Analyse entsprechen denen der PP-Analyse. 4: Amitriptylingruppe, B:
Placebogruppe, MEF 25-75: Mittlere Atemstromstdrke, wenn noch 25/50/75% Vitalka-
pazitét in der Lunge sind, PP: Per protocol
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Die Messungen der LCI wurden nicht bei allen Patienten vorgenommen und zeigten keine
signifikante Verbesserung in der Analyse. Uber den gesamten Zeitraum verteilt waren

uber 20% der Daten der LCI nicht vorhanden.

3.3.2 Leukozytenkonzentration

Die Leukozytenzahl wurde zum Studienbeginn (Baseline) und nach Woche 4, 8 und 16
(Visite 4, 5 und 6) bestimmt. Es fehlten dabei mehr als 20% der Daten. In der Betrachtung
der Leukozytenkonzentration der ITT-Analyse fillt in der Verumgruppe eine deutliche
Zunahme in Visite 4 (68,51+78,77 10°/ul) und Visite 5 (83,12+137,78 10°/ul) verglichen
zur Baseline (6,91+10,76 103/ul) auf. Dieser Hochstpunkt wird gefolgt von dem abneh-
mend Wert in Visite 6 (57,73£75,86 10°/ul), welcher immer noch deutlich erhoht im Ver-
gleich zur Baseline ist. In der Placebogruppe verlaufen die Werte von der Baseline an
kontinuierlich zunehmend (Baseline 4,76+3,25 103/ul, Visite 4 19,21+ 24,70 103/ul, Vi-
site 5 36,65+47,37 103/ul, Visite 6 52,35+63,13 10°/ul). In Betrachtung der maximalen
Werte ergibt sich der Hochstwert der Verumgruppe mit 558,40 103/ul in Visite 5. Der
Maximalwert der Placebogruppe hingegen liegt mit 227,60 10%/ul in Visite 6. Die Werte
der PP-Analyse entsprechen den Werten der ITT-Analyse (vgl. Tab. 7).
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Tabelle 7: Resultate der Leukozytenkonzentration

Leukozytenkonzentration (103/ul) *

Behandlungsgruppe ITT PP
n MW+SD n MW+SD

Amitriptylin Baseline 28  6,91£10,76 24 7,10£11,58
Visite 4 24  68,51+£78,77 21 62,60+73,83
Visite 5 25  83,12+137,78 23 88,20+142,72
Visite 6 19 53,73+£75,86 17  58,17+79,18

Placebo Baseline 33 4,76£3,25 30 4,87£3,26
Visite 4 24  19,21+24,70 23 17,13+23,01
Visite 5 30 36,65+47,37 28  38,96+48,24
Visite 6 23 52,35+63,13 21 54,73+65,18

Leukozytenkonzentration in 10°/ul im Sputum zu den Zeitpunkten Baseline und Visite 4,
5 und 6 (entsprechen Woche 4,8 und 16) der ITT-Analyse und PP-Analyse. Die Werte
sind als arithmetische Mittelwerte (MV) + Standardabweichung (SD) dargestellt. Es be-
stehen keine statisch signifikanten Unterschiede zwischen der Amitriptylin- und Place-
bogruppe. ITT: Intention to treat, PP: Per protocol, n: Patientenanzahl

3.3.3 P. aeruginosa-Quantifizierung

Die chronische bakterielle Kolonisation (CFU) im Sputum, angegeben in CFU/ml, wurde
nach Woche 4, 8 und 16 (Visite 4,5 und 6) mit den Werten der Baseline verglichen. Mehr
als 20% der Daten sind nicht vorhanden. Anhand der erhobenen Werte ldsst sich in der
Verumgruppe im Bezug zur Baseline (3,17+1,82 CFU/ml) eine Abnahme der Werte fest-
stellen (Visite 4 2,93+2,02 CFU/ml, Visite 5 3,02+1,59 CFU/ml, Visite 6 2,45 CFU/ml).
Auch die Placebogruppe verzeichnet abnehmende Werte im Vergleich der Baseline (4,15
CFU/ml) mit den jeweiligen Visiten (Visite 4 2,15 CFU/ml, Visite 5 3,39+1,73 CFU/ml,
Visite 6 3,91+2,55 CFU/ml). Somit kann im Studienarm Verumgruppe eine nicht signi-
fikante Abnahme der CFU verzeichnet werden. Im Studienarm Placebogruppe zeigt sich
zunichst eine nicht signifikante Abnahme der CFU mit Zunahme der CFU bis zum Aus-
gangswert bei Visite 6 (Baseline 3,78+2,42 CFU/ml, Visite 4 1,964+0,50 CFU/ml, Visite
53,39+2,61 CFU/ml, Visite 6 3,91+2,55 CFU/ml).

Betrachtet man die maximalen Werte der CFU der Verumgruppe, so entsprechen die

Werte der Visiten 4,5 und 6 (mit 6,56 CFU/ml, 6,60 CFU/ml und 6,67 CFU/ml) nahezu
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den Ausgangsbedingungen (Baseline 6,70 CFU/ml). In der Placebogruppe ergaben sich
mit 8,80 CFU/ml hohere maximal erreichte Werte zum Zeitpunkt der Baseline als in der
Verumgruppe. Die Maximalwerte dieser Gruppe waren in Visite 4 und 5 (mit 2,33 und
7,70 CFU/ml) geringer als die Baseline, der Wert der Visite 6 war jedoch um 0,10
CFU/ml hoher als die Baseline (Visite 6: 8,90 CFU/ml) (vgl. Tab. 8).

Tabelle 8: Resultate der Paeruginosa-Kolonien (CFU/ml) kumulativ

PSA (CFU/ml) *
Behandlungsgruppe ITT PP
n MW+SD n MW+SD
Amitriptylin Baseline 11 3,17+1,82 9 3,17+1,98
Visite 4 8 2,931+2,02 6 3,09+2,30
Visite 5 14 3,04+1,59 13 3,02+1,65
Visite 6 9 2,45+1,73 9 2,45+1,73
Placebo Baseline 9 3,78+2,42 7 4,15+2,65
Visite 4 6 1,96+0,50 5 2,15+0,21
Visite 5 6 3,39+2,61 6 3,39+2,61
Visite 6 8 3,91£2,55 7 4,15+2,5

Chronische bakteriellen Kolonisation (CFU) (kumulativ) im Sputum zum Zeitpunkt der
Baseline und bei Visite 4,5 und 6 (entsprechen Woche 4,8 und 16) der ITT- und PP-Ana-
lyse. Die Werte sind als arithmetische Mittelwerte (MV) + Standardabweichung (SD) dar-
gestellt. Es bestehen keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Amitrip-
tylin- und Placebogruppe. ITT: Intention to treat, PP: Per protocol, n: Patientenanzahl

3.3.4 Pulmonale Exazerbationen

Die Patientenanzahl mit mindestens einer pulmonalen Exazerbation nach 8 Wochen (Vi-
site 5) und 16 Wochen (Visite 6) verglichen zur Anzahl der Exazerbationen zur Baseline,
war in der Verumgruppe im Vergleich zur Placebogruppe in der ITT-Analyse auf das
doppelte erhdht (zehn Patienten mit mindestens einer Exazerbation in der Amitriptylin-
gruppe und fiinf Patienten in der Placebogruppe nach Woche 8 und 16). In der PP-Ana-

lyse traten bei zwei Patienten mehr in der Verumgruppe im Vergleich zur Placebogruppe

47



Exazerbationen auf. Bei sechs Patienten trat mindestens eine Exazerbation in der Amit-
riptylingruppe und bei vier Patienten in der Placebogruppe auf. Insgesamt kam es zu ei-

nem seltenen Auftreten von pulmonalen Exazerbationen.

Tabelle 9 Anzahl der Patienten mit mindestens einer pulmonalen Exazerbation

Anzahl der Exazerbationen*

Behandlungsgruppe ITT PP
n nE n nE
Amitriptylin  Baseline 42 - 36 -
Visite 5 37 5 33 3
Visite 6 37 5 33 3
Placebo Baseline 36 1 33 1
Visite 5 33 4 31 3
Visite 6 36 1 33 1

Pulmonale Exazerbationen (mit Antibiose behandelte pulmonale Infektionen) zum Zeit-
punkt der Baseline, Visite 5 und 6 (entsprechen Woche 8 und 16) der ITT-und PP-Ana-
lyse. ITT: Intention to treat, PP: Per protocol, n: Patientenanzahl, nE: Anzahl der Patien-
ten mit mindestens einer Exazerbation.

3.3.5 Korpergewicht

Die Erfassung des Korpergewichts erfolgte im Rahmen der regelméfigen Kontrollen. Die
Baseline des Korpergewichts zwischen der Amitriptylin-und Placebogruppe war anhand
der Mittelwerte mit Standardabweichung vergleichbar (Baseline Amitriptlyingruppe:
60,26+13,60 kg; Baseline Placebogruppe: Baseline 61,35+9,74 kg). Es wurden allerdings
grofere Unterschiede von 7 kg des minimalen und maximalen K&rpergewichts der Base-
line verzeichnet (Minimum Amitriptylingruppe: Baseline 43 kg; Minimum Place-
bogruppe: Baseline 36 kg). Das Korpergewicht verzeichnete eine Zunahme in der Amit-
riptylingruppe von 0,93 kg zwischen Baseline und Visite 6 (Baseline 60,26+/3,60 kg,
Visite 5 60,97+15,38 kg, Visite 6 61,19+14,30 kg). In der Placebogruppe konnte eine
Gewichtsabnahme von 0,7 kg zwischen Baseline und Visite 6 beobachtet werden (Base-

line 61,35+9,74 kg, Visite 5 59,9749,67 kg, Visite 6 60,65+9,75 kg) (vgl. Tab
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Tabelle 10: Korpergewicht

Gewicht (kg)
n MW+SD SD Min  Max

Amitriptylin  Baseline 42 60,26+13,60 13,60 43,00 113,00

Visite 5 38 60,97+15,38 15,38 43.00 114,00

Visite 6 37 61,19+14,30 14,30 45,00 114,00
Placebo Baseline 37 61,35+£9,74 9,74 36,00 87,00

Visite 5 36 59,97+9,67 9,67 35,00 88,00

Visite 6 34 60,65+9,75 9,75 34,00 87,00

Auflistung der Ergebnisse des Korpergewichts= Gewicht (kg) zum Zeitpunkt der Base-
line und bei Visite 5 und 6 (entspreche Woche 8 und 16). Die Werte sind als arithmetische
Mittelwerte (MV) + Standardabweichung (SD) dargestellt. n: Patientenanzahl, Min: Mi-
nimalwert, Max: Maximalwert

3.3.6 Quality of Life

Zur Abschitzung der Lebensqualitdt der Studienteilnehmenden wurde der ,,Quality of
Life*“- Fragebogen (CFQ-R-Fragebogen zu LQ bei CF fiir Patienten ab 14 Jahre, Autoren:
Quittner, Modi, Watrous, Messer 2000 CFQ-R Teen/Adult, German Version) adaptiert
an Cystische Fibrose-Erkrankte erhoben. Es konnten in beiden Studiengruppen nach 8
Wochen (Visite 5) und 16 Wochen (Visite 6) im Vergleich zur Baseline keine signifikan-
ten Verdanderungen festgestellt werden. Allerdings zeigte sich in der Verumgruppe in der
Selbsteinschidtzung gemdfl dem CFQ-R Fragebogen eine Abnahme der Angabe ,,sehr gut*
(Baseline 22,22% ,,sehr gut®, Visite 5 8,82 % ,,sehr gut”, Visite 6 17,65% ,,sehr gut*). Im
Vergleich kam es in der Selbsteinschitzung der Lebensqualitit in der Placebogruppe zu
einer Zunahme der Angabe ,,sehr gut™ (Baseline 11,76% ,,sehr gut®, Visite 5 23.53%
,»sehr gut, Visite 6 15,63% ,,sehr gut™ (vgl. Tab. 12). Die Ergebnisse der ITT-Analyse
entsprechen anndhrend denen der PP-Analyse (Ergebnisse der ITT-Analyse sind nicht
dargestellt).
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Tabelle 11: Selbsteinschiitzung der Lebensqualitit

Selbsteinschiitzung Lebensqualitit

Sehr gut Eher gut Eher schlecht Sehr

schlecht
n % n % n % n %
Amitriptylin  Baseline 8§ 2222 22 61,11 6 16,67 - -
Visite 5 3 882 23 67,65 7 20,59 1 2,94
Visite 6 6 17,65 24 70,59 4 11,76 - -
Placebo Baseline 4 11,76 22 64,71 7 20,59 1 2,94
Visite 5 8 23,53 13 38,24 12 3529 1 2,94

Visite 6 5 15,63 19 59,38 6 18,75 2 6,25

Selbsteinschdtzung anhand des CFQ-R-Fragebogens zu den Zeitpunkten Baseline, Visite
5 und 6 der PP-Analyse. n: Patientenanzahl

3.3.7 Nebenwirkungen

Insgesamt zeigte sich die Anzahl an Nebenwirkungen innerhalb der Verumgruppe mit
165 dokumentierten Ereignissen deutlich hoher als die der Placebogruppe mit 102 doku-
mentierten Ereignissen. In der Amitriptylingruppe wurde bei 33 von 42 Patienten (79%)
das Auftreten von einer oder mehr der bekannten Nebenwirkungen berichtet, wihrend in
der Placebogruppe bei 13 von 39 Patienten (33%) das Auftreten von Nebenwirkungen
berichtet wurde. In der Placebogruppe wurden 19 Nebenwirkungen als bekannte medika-
mentdse Nebenwirkungen deklariert. In der Verumgruppe wurden 68 medikamentdse Ne-
benwirkungen beobachtet. Es kam zum Auftreten einer schweren Nebenwirkung, welche
wieder vollstindig abklang, im Zusammenhang mit der Medikamenteneinnahme. Die
hiufigsten dokumentierten Nebenwirkungen der Verumgruppe waren Miidigkeit (42%)
und Xerostomie (44,9%). Viermalig (5,8%) trat in der Verumgruppe das Ereignis einer
Herzrhythmusstorung auf. In der Placebogruppe kam es am héaufigsten zum Auftreten von
Miidigkeit (63,2%), gefolgt von dem Auftreten der Xerostomie (26,3%) und Obstipation
(10,5%). Herzrhythmusstdrungen traten in der Placebogruppe nicht auf. Andere Neben-
wirkungen, wie exemplarisch Schwindel, Hypotonie, Tremor, Dyskinesien und das Glau-

kom traten nicht auf. Eine Diskontinuitit der Medikamenteneinnahme aufgrund von Ne-
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benwirkungen erfolgte hdufiger in der Verum- als in der Placebogruppe (dreimalig inner-
halb der Verumgruppe und einmalig innerhalb der Placebogruppe in der PP-Analyse und
sechsmal innerhalb der Verumgruppe und einmalig innerhalb der Placebogruppe in der
ITT-Analyse). Es wurden keine unerwarteten schwerwiegenden Nebenwirkungen beo-

bachtet.

Tabelle 12: Nebenwirkungsprofil der Patienten
Art der Nebenwirkung (Anzahl und Prozent)

Xerostomie Miidigkeit HRST Obstipation
Amitriptylin 31 (44,9%) 29 (42%) 4 (5,8%) 5(7,2%)
Placebo 3(26,3%) 12 (63,2%) - 2 (10,5%)

Auftreten von Nebenwirkungen, Anzahl der Haufigkeit des Auftretens und angegeben in
Prozentwerte anteilig. HRST: Herzrhythmusstorungen

Tabelle 13: Diskontinuitit der Medikamenteneinnahme

Diskontinuitiit der Therapie aufgrund von Nebenwirkungen

ITT PP

n nD n nD
Amitriptylin 33 6 33 3
Placebo 13 1 13 1

Auftreten von Diskontinuitdt der Medikamenteneinnahme im Zusammenhang mit aufge-
tretenen Nebenwirkungen der ITT- und PP-Analyse. /77: Intention to treat, PP: Per Pro-
tocol, n = Patientenanzahl. nD= Anzahl der Patienten, welche die Medikamentenein-
nahme beendeten

51



4 Diskussion

In der vorliegenden klinischen Studie tiberpriiften wir die Wirksamkeit von Amitriptylin
bei CF und ob Amitriptylin als neues antiinflammatorisches lungenfunktionsverbessern-
des Medikament bei CF eingesetzt werden kann. Die vorherigen Studien ergaben eine
Verbesserung der Lungenfunktionsparameter, Abnahme der mikrobiellen Kolonisation,
Abnahme der Ceramidkonzentration und eine Zunahme des Gewichts (Teichgraber et al.,
2008, Becker et al., 2010d, Riethmuller et al., 2009, Nahrlich et al., 2013, Adams et al.,
2016). Entsprechend der Vorstudien gingen wir davon aus, dass Ceramidakkumulation
zu einem unkontrollierten Zelltod fiihrt und dadurch der Inhalt der Zellen (DNA, Pro-
teasen, Oxidantien) freigesetzt wird. Diese freigesetzte Zell-DNA erhoht die mukosale
Viskositit und fiihrt konsekutiv zu einer Verminderung der mukozilidren Clearance.
Gleichzeitig spalten vermehrt P. aeruginosa Proteasen Rezeptoren, welche fiir die Elimi-
nation der Bakterien wichtig sind und so die Persistenz von P.aeruginosa dessen Persis-
tenz unterstiitzen (Hartl et al., 2007). Aufgrund des deutlichen Lungenfunktionsbesserung
in den klinischen Vorstudien nahmen wir an, dass diese Verbesserung auf der Normali-
sierung der Ceramidkonzentration in pulmonalen Epithelzellen basiert und ein deutlicher
Vorteil der Verumgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde angenommen
(Teichgraber et al., 2008, Adams et al., 2016, Nahrlich et al., 2013). Die Sicherstellung
eines dauerhaften, nebenwirkungsarmen Therapiekonzepts ist essenziell, um Progress der

CF-Erkrankung zu verhindern und stellt fiir alle Beteiligten eine Herausforderung dar.

4.1 Patientencharakteristika

Anhand der Patientendaten und der im Methodikteil beschriebenen In-und Exklusions-
kriterien wurden insgesamt 86 Patienten fiir die Studie gescreent. 79 Patienten wurden,
anstatt 102 geplanten Patienten, in unsere Studie eingeschlossen. Die geplante Patienten-
zahl geht auf die Powerberechnung basierend auf den Ergebnissen der Phase-1Ib-Studie
zuriick (Nahrlich et al., 2013). Uber den Rekrutierungs-und Screeningprozess sind wenig
Daten vorhanden, sodass nicht eindeutig beantwortet werden kann, warum weniger Pati-
enten als geplant rekrutiert wurden und weshalb deutlich weniger Patienten im Vergleich
zur Phase-IIb-Studie im Rahmen des Screenings ausgeschlossen wurden (Nahrlich et al.,
2013). Ein Grund fiir den verminderten Ausschluss im Rahmen des Screeningprozesses,

konnte die Anpassung des Einschlusskriteriums der FEV-Werte sein. In der Phase IIb-
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Studie sollte der FEV - Wert zwischen 30 und 90% liegen und wurde in der vorliegenden
Phase III-Studie auf 25 bis 100% angepasst. Daraus ergibt sich eine groere Varianz der
Lungenfunktion. Riethmiiller et al. nahmen an, dass vor allem Patienten mit milder oder
mittelschwerer Lungenbeteiligung von der Amitriptylin-Therapie profitieren
(Riethmuller et al., 2009). Nicht im Einklang mit dieser Annahme schloss die vorliegende
Studie neben Patienten mit schwererer Lungenbeteiligung aber auch Patienten mit einem
besseren pulmonalen Verlauf ein. Insgesamt wies das Patientenkollektiv der vorliegenden
Studie dennoch vergleichbare Ausgangsbedingungen zum Patientenkollektiv der Phase-
IIb-Studie auf (Adams et al., 2016, Nahrlich et al., 2013). Unsere Ergebnisse sind daher
auch vergleichbar mit Resultaten fiir dhnliche Kohorten. Zudem sind gemessenen und
berichteten Schwankungen des klinischen Bildes am ehesten auf die interindividuelle He-
terogenitit des klinischen Phinotyps zurlickzufiihren (Weiler and Drumm, 2013, Ratjen
et al., 2015). Letztlich kam es zu einem vorzeitigen Studienstopp, da eine deutlich zu
langsame Rekrutierung erfolgte, wodurch sich die Gesamtdauer der Studie deutlich ver-
langerte. Diese Verldngerung wurde als unethisch eingeschétzt, da Patienten dadurch ent-
sprechend lange auf Resultate warten miissen. Von groBerem Einfluss sind vermutlich zu
viele konkurrierende Studien mit beispielweise hochwirksamen CFTR-Modulatoren.
Auch wenn weitere Zentren im Verlauf der Studie aktiviert wurden, konnte die Rekrutie-
rungsaktivitdt nicht verbessert werden. Der Versuch weitere Zentren zu akquirieren war
nicht erfolgreich. Dadurch konnte die geplante Patientenzahl gemi3 Powerberechnung

nicht erreicht werden.

4.2 Primirer Zielparameter: FEVi-Differenz und Lungenfunktionsparameter

Angepasst an die Ergebnisse der Vorstudien, lag das primére Ziel in der Ermittlung der
absoluten FEV-Abweichung zwischen Amitriptylin versus Placebo nach acht Wochen
(Adams et al., 2016, Nahrlich et al., 2013). Dabei wurde kein signifikanter Unterschied
der Lungenfunktion zwischen der Amitriptylin- und Placebogruppe beobachtet. Die Er-
gebnisse der Phase-I1I-Studie ergaben eine Differenz von 0,9% zum Nachteil der Verum-
gruppe. Dementsprechend wiesen weitere Lungenfunktionsparametern (FEV1, MEF 25,
MEF25-75, LCI), weder signifikante Verbesserungen noch positive Tendenzen auf. Im
Vergleich wurde in der vorherigen Studie-IIb beobachtet, dass eine vierwdchige Behand-

lung mit Amitriptylin eine signifikant positive Verdnderung der Lungenfunktion (FEV1)
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erreicht (Nahrlich et al., 2013). Die Anwendungsbeobachtungs-Studie wies ebenso einer
signifikante Verbesserung der Lungenfunktion nach (Adams et al., 2016). Ursédchlich fiir
Abnahme der Lungenfunktion innerhalb der Verumgruppe der vorliegenden Studie,
konnten unentdeckte schlechtere klinische Ausgangslagen, unentdeckte virale pulmonale
Infektionen oder die bekannte interindividuelle Heterogenitit des Phanotyps (Weiler and
Drumm, 2013) sein. Zu beriicksichtigen ist hier die Bewertung des verwendeten Mess-
verfahrens der Lungenfunktionsdiagnostik, welche standardisiert ist (Knudson et al.,
1983, Stanojevic and Ratjen, 2016). Besonders die LCI wurde in Studien als eine sensiti-
vere reproduzierbare Methode bewertet, um die Funktion der peripheren Atemwege, die
Pseudomonas-Kolonisation und das Therapieansprechen zu beurteilen (Fretzayas et al.,
2019, Stanojevic et al., 2017, Kasi et al., 2019). Die Ergebnisse der FEV-Werte unserer
Studie waren mit denen der LCI vergleichbar, was die Wahl des primiren Endpunkts
bestitigt und mit Ergebnissen andere Studien vergleichbar macht (Grosse-Onnebrink et
al., 2013, Neill et al., 2011). Da die Lungenfunktion beider Studiengruppen vergleichbar
war, ist zwar der erwartete positive Effekt Amitriptylins ausgeblieben, jedoch ist auch
von keinem nachteiligen Effekt Amitriptylins auszugehen. Eine zu starke Antiinflamma-
tion, welche die Erregerabwehr beeintrichtigen kdnnte, ist demnach unwahrscheinlich.
Die Therapie wurde ausschlieBlich an Patienten (Jugendliche und jungen Erwachsene)
durchgefiihrt, welche freiwillig teilnahmen. Dadurch ist es moglich, dass durch fortge-
schrittene Erkrankung bei diesen Patienten die positiven Effekte der Behandlung nicht
ausreichend sind, um klinisch messbare Ergebnisse zu zeigen. Insofern bleibt fraglich
inwiefern die ausbleibende Verbesserung der Lungenfunktion, als Misserfolg der Studie
gewertet werden kann. Anhand der Ergebnisse der Lungenfunktion ist jedoch aktuell von

keiner relevanten klinischen Wirksamkeit auszugehen.

4.3 Sekundire Zielparameter

In der Phase-IIb-Studie wurde eine Abnahme der Ceramidkonzentration beobachtet.
Diese trat allerdings in beiden Studienarmen auf, sodass eine eingeschrinkte Aussage-
kraft bestand. Durch ein groBeres Patientenkollektiv und die Bestimmung anhand nasaler
Epithelzellen sollte bestitigt werden, dass die Normalisierung der pulmonalen Ceramid-

konzentrationen durch die Behandlung mit Amitriptylin erreicht wird und konsekutiv die
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Lungenfunktionsverbesserung folgt (Teichgraber et al., 2008, Nahrlich et al., 2013). An-
hand einiger unabhéngigen Studien lieB sich diese Annahme bereits bestétigen (Brodlie
et al., 2010, Bodas et al., 2011a, Bodas et al., 2011b, Riethmuller et al., 2009, Ulrich et
al., 2010, Pewzner-Jung et al., 2014, Becker et al., 2010b, Teichgraber et al., 2008,
Valdivieso et al., 2016, Hao et al., 2015). Auf Basis dieser Annahmen ist folgender Riick-
schluss moglich: bei der ausgebliebenen Verbesserung der Lungenfunktion, erfolgte ver-
mutlich keine ausreichende Ceramidreduktion oder wenn doch keine klinisch messbare
Wirksamkeit bestand. Eine erhohte Anfélligkeit fiir bakterielle Infektionen, welche durch
zu starken Funktionsverlust der ASM ausgelost werden kann, ist unwahrscheinlich, da es
nur zu einer geringfiigigen Abnahme der P. aeruginosa-Kolonien kam (Adams et al.,
2016, Teichgraber et al., 2008, Grassmé et al., 2003). Aufgrund nicht vorliegender Er-
gebnisse bleibt fraglich, ob Amitriptylin die Ceramidkonzentration in Epithelzellen der

Bronchien reduzierte.

Um zusitzliche Aussagen iiber die lokale Immunreaktion in CF-Lungen zu gewinnen und
das Hypothesenkonzept der vorliegenden Studie zu beweisen, erfolgte die Messung der
Leukozytenkonzentration im Sputum. Die ergénzende Bestimmung der Zytokine erfolgte
erst nach Abschluss der Studie und wurde deshalb bei der Auswertung der vorliegenden
Arbeit nicht beriicksichtigt. Eine bronchiale Anreicherung der Leukozyten und proin-
flammatorischer Zytokine, sowie deren Reduktion durch die Hemmung der Ceramidsyn-
these mittels Amitriptylin wurde in vorherigen Studien beobachtet (Teichgraber et al.,
2008, Becker et al., 2010c). Die Ergebnisse der Phase-IIb-Studie demonstrierten bereits
keine signifikante Abnahme der proinflammatorischen Zytokine: I1-18, IL-8 und IL-10
(Nabhrlich et al., 2013). Die vorliegende Studie sollte diese Beobachtung anhand eines
groferen Kollektivs iiberpriifen. Da sich keine Verbesserung der Lungenfunktion nach-
weisen liel3, kann lediglich vermutet werden, dass kein klinisch-sichtbarer oder messbarer
Einfluss derer auf die CF-Lungenerkrankung bestanden hat.

Entgegen unserer Annahme verzeichneten wir in der vorliegenden Studie eine Steigerung
der Leukozytenkonzentration im Sputum in der Verum-und der Placebogruppe. In der
Verumgruppe kam es im Verlauf zu einer Abnahme der Leukozytenkonzentration, wel-
che im Vergleich zur Baseline jedoch weiterhin deutlich erh6ht war. Die Ausgangswerte

der Leukozytenkonzentrationen beider Studiengruppen waren vergleichbar. In der Phase-
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[Ib-Studie zeigte sich eine deutliche Differenz der Leukozytenzahl zum Vorteil der Ver-
umgruppe. Allerdings ist zu beachten, dass die Granulozytenzahl in der Phase-1Ib-Studie
bereits vor der ersten Medikationsgabe stark differierte, auBerdem unvollstdndige Datens-
dtze und eine breite Streuung der Messwerte bestanden, sodass die Ergebnisse als einge-
schrankt aussagekriftig gewertet wurden (Nahrlich et al., 2013). Auch in der vorliegen-
den Studie verzeichneten wir eine starke Streuung der Messwerte. Schwankungen kdnnen
durch die Immunreaktion und deren Beeinflussung durch intrinsische und extrinsische
Einflussfaktoren (Giacalone et al., 2020) bedingt sein. Die Zunahme der Leukozyten in-
nerhalb beider Studiengruppen deuten darauf hin, dass Amitriptylin die Inflammation in
CF-Lungen nicht normalisierte. Interessanterweise zeigte sich eine Abnahme der P.
aeruginosa-Kolonien in der Verumgruppe bei gleichzeitig bestehenden hohen Leukozy-
tenkonzentrationen. Da keine klinische Signifikanz bestand und vorwiegend nachgewie-
sen wurde, dass trotz erhohter Leukozyten-Konzentrationen diese nicht mehr in der Lage
sind, bakterielle Infektionen zu bekdmpfen, ist diese Beobachtung am ehesten auf natiir-
liche Schwankungen zuriickfithren (Stoltz et al., 2015, Cabrini et al., 2020, Laval et al.,
2016, Hayes et al., 2011).

P. aeruginosa ist, als bekanntes pathogenes Bakterium in CF-Lungen, durch seine Féhig-
keiten immunologische Reaktionen zu aktivieren besonders gefahrlich (Malhotra et al.,
2019). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich ein Abwiértstrend bei der pulmonalen Be-
siedlung mit P. aeruginosa in der Amitriptylingruppe. In der Placebogruppe konnten wir
anfianglich ebenso eine Abnahme verzeichnen, jedoch kam es im Verlauf zu einer Zu-
nahme der P. aeruginosa-Kolonien bis auf die des Ausgangswertes. Ein Zusammenhang
mit der beschriebenen Wirksamkeit Amitriptylins beziiglich der pulmonalen Besiedlung
mit P. aeruginosa ist anhand der vorliegenden Ergebnisse nur eingeschrinkt beurteilbar
(Becker et al., 2010c). Gegen eine ausreichende Wirksamkeit Amitriptylins sprechen die
Ergebnisse der Lungenfunktion, sowie die initiale Abnahme der P. aeruginosa-Kolonien
in beiden Studiengruppen. Ein Zusammenhang des verminderten Zelltods, verminderter
DNA-Freisetzung und dadurch verminderter Anheftung von P. aeruginosa, wurde bereits
von Teichgréber et al. demonstriert (Teichgraber et al., 2008). Sollte ein verminderter

Zelltod zur verminderten DNA-Freisetzung gefiihrt haben, kann ein Zusammenhang zur
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zeitweisen Reduktion der Kolonien vermutet werden. Die Messung der DNA-Konzent-
ration erfolgte nicht, sodass keine richtungsweisenden Ergebnisse vorhanden sind. Letzt-
lich sind Riickschliisse iiber mogliche Ursachen anhand der vorliegenden Daten nicht
ausreichend moglich. Die nicht-signifikante Reduktion der P. aeruginosa-Kolonien ldsst
lediglich darauf schlieen, dass die Amitriptylin-Behandlung den Zelltod der bronchialen
Epithelzellen nicht oder nicht ausreichend reduzierte, was zu einer grofleren DNA-Anrei-
cherung im Respirationstrakt fiihrte und daher die Anheftung und Vermehrung des Bak-

teriums P. aeruginosa unterstiitzte.

Einer der wichtigsten Faktoren im Verlauf der CF-Erkrankung ist das Auftreten pulmo-
naler Exazerbationen. Wihrend Exazerbationen konnte in Studien P. aeruginosa in hohen
Konzentrationen nachgewiesen werden (Regelmann et al., 1990, Smith et al., 1988,
Ramsey et al., 1999). Die Anzahl der Exazerbationen war in der Verumgruppe im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe geringfiigig erhoht und kam insgesamt selten vor. Zusétzliche
Sputumproben kdnnten Hinweise geben, ob im Rahmen dieser Exazerbationen womdg-
lich erhdhte Konzentrationen des Keims P. aeruginosa bestanden haben. Zu beriicksich-
tigen sind bei der Bewertung der Ergebnisse, dass akute virale Infektionen als héaufige
Ausloser fiir pulmonalen Exazerbationen gelten (Hiatt et al., 1999, Goss, 2019). Da
Exazerbationen mit einer schlechteren Lebensqualitidt und Lebenserwartung assoziiert
sind (Stanojevic and Ratjen, 2016), kann dies auf einen Nachteil der Behandlung mit
Amitriptylin hinweisen. Dagegen spricht wiederrum der nicht signifikante Unterschied
der Endpunkte beider Studiengruppen, sowie der annidhrend vergleichbare Verlauf der
Lungenfunktion beider Studiengruppen. AbschlieBend bleibt unbeantwortet, ob die
Exazerbationen im Zusammenhang mit einer ausbleibenden oder unzureichenden Wirk-
samkeit, akuten viralen Infektionen oder klinisch unentdeckten Ausgangsbedingungen
stehen. Bei ausbleibender Verbesserung der Lungenfunktion und Reduktion der Inflam-
mationsparameter hat zumindest keine Wirkung Amitriptylins in dem Ausmal stattge-

funden, als dass diese das Auftreten pulmonaler Exazerbationen vermindern konnte.
Interessanterweise demonstrieren die Ergebnisse eine, allerdings nicht signifikante, Ge-

wichtszunahme der Amitriptylingruppe und einer Gewichtsabnahme innerhalb der Place-

bogruppe. Ermittelt wurde dieser sekundire Zielparameter, da es in der Phase-I1Ib- und
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der Anwendungsbeobachtungs-Studie zu einer signifikanten Gewichtszunahme unter A-
mitriptylintherapie kam (Nahrlich et al., 2013, Adams et al., 2016). Bei natiirlichen
Schwankungen des Korpergewichts (Orsama et al., 2014), ist die beobachtete Gewichts-
zunahme so gering, dass sie auf diese zuriickzufiihren sein konnte. Auch der Einfluss der
chronischen Malnutrition und vermehrter Kalorienbedarf bei schlechter Lungenfunktion,
wie in Studien gezeigt wurde (Zemel et al., 2000, Corey et al., 1988), konnte den mogli-
chen Einfluss Amitriptylins iiberwiegen. Die vermutete Verbesserung der Lungenfunk-
tion mit resultierender Abnahme des Kalorienverbrauchs ist nicht eingetreten. Daraus
kann gefolgert werden, dass der erwartete sekundédre Therapieeffekt ausblieb. Somit ldsst
sich die Frage, inwiefern die Gewichtszunahme der Vorstudien auf diesen zuriickzufiih-
ren war, auch durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, nicht beantworten. Gemal
den Ergebnissen der Anwendungsbeobachtungs-Studie ergab die Analyse die Annahme,
dass womdglich eine Wirkung auf intestinale Epithelzellen Amitriptylins besteht (Adams
et al., 2016). Ein Einfluss Amitriptylins auf gastrointestinale Inflammation wurde in Stu-
dien bereits vermutet und konnte dadurch einen positiven Effekt auf das Gewicht haben
(Kurek et al., 2013, Duan and Nilsson, 2009). Genaue Wirkmechanismen sind dabei bis-
lang noch nicht ausreichend erforscht. Weitere Studien werden hierfiir benétigt. Da die
verabreichte Dosis (zweimal 25 mg pro Tag) unterhalb der iiblichen Dosis (150 bis 300
mg pro Tag) lag, ist eine Gewichtszunahme als Nebenwirkung unwahrscheinlich. Bekréf-
tigt wird dies dadurch, dass keine Appetitzunahme, als eine bekannte Nebenwirkung A-
mitriptylins, berichtet wurde. Schlussendlich bleibt die Frage offen, ob die Zunahme des
Gewichts auf die Nebenwirkungen Amitriptylins auf natiirlichen Gewichtsschwankun-
gen, Ausbleiben des erwarteten sekundiren Therapieerfolgs, oder die bislang noch unzu-
reichend erforschte Wirkung Amitriptylins auf intestinale Epithelzellen, zuriickzufiihren

1st.

Es konnte keine signifikante Auswirkung auf die Lebensqualitédt nachvollzogen werden.
Zu beobachten war in der vorliegenden Studie allerdings eine Abnahme der Angabe ,,sehr
gut® bei der Einschétzung des Gesundheitszustandes in der Verumgruppe. Im Vergleich
dazu nahm die Angabe in der Placebogruppe zu. So kam es zu einer geringfiigigen Ab-

nahme des Allgemeinbefindens unter der Amitriptylintherapie. Dabei gilt zu beachten,
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dass CF-Patienten generell ein erhdhtes Risiko haben, an Depression und Angststérun-
gen zu erkranken (Quittner et al., 2014). Auch die erh6hte Anzahl von Exazerbationen
in der Verumgruppe im Vergleich zur Placebogruppe, kann zur Verschlechterung des
Wohlbefindens gefiihrt haben, da pulmonale Exazerbationen mit einer Einschrankung der
Lebensqualitét verbunden sind (Goss et al., 2002, Goss et al., 2003, Goss, 2019). Auller-
dem fiihrt Xerostomie, als bekannte Nebenwirkung Amitriptylins, zur zusitzlichen Ein-
schrinkung der Lebensqualitdt (Millsop et al., 2017). Ebenso korrelierte die Wahrneh-
mung des Wohlbefindens der Patienten in einer Studie mit schwerer Miidigkeit, sogar
mehr als mit klinisch gemessenen Parametern (z. B. FEV1) (Nap-van der Vlist et al.,
2018). Schlussendlich ist ein Zusammenhang mit der ausbleibenden klinischen Wirksam-
keit Amitriptylins, des damit verbundenen Progresses der Erkrankung mit der Einschrin-

kung der Lebensqualitit zu vermuten.

4.4 Nebenwirkungen

Trotz des geringen Auftretens an Nebenwirkungen in Vorstudien und einer Eindosie-
rungsphase Amitriptylins, beobachteten wir in dieser Studie eine grole Anzahl an Ne-
benwirkungen. Von den 165 beobachteten Nebenwirkungen in der Amitriptylingruppe,
wurden 68 Nebenwirkungen als medikamentdse Nebenwirkungen eingestuft. In der Pla-
cebogruppe wurden von 102 Nebenwirkungen, 19 als medikamentse Nebenwirkungen
eingestuft. Die bekannten Nebenwirkungen Miidigkeit und Xerostomie wurden am héu-
figsten genannt. Diese traten bereits in Vorstudien vermehrt auf. Das Auftreten von Herz-
rhythmusstdrungen wurde viermalig in der Amitriptylingruppe und kein einziges Mal in
der Placebogruppe, berichtet. Als Ausldser kann auch hierfiir Amitriptylin angenommen
werden. Andere bekannte Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet. Das vermehrte Auf-
treten von Nebenwirkungen im Vergleich zur Phase-IIb-Studie kann auf das grof3ere Pa-
tientenkollektiv und den ldngeren Einnahmezeitraum zuriickgefiihrt werden. Dabei war
das Auftreten von Nebenwirkungen nicht haufiger, verglichen mit den bereits beobach-
teten Haufigkeiten unter Therapie mit Amitriptylin innerhalb der Indikation (Riediger et
al., 2017, Kroenke et al., 2009). Eine verminderte Lungenfunktion kénnte ebenso zur be-
obachteten und dokumentierten Miidigkeit gefiihrt haben (Nap-van der Vlist et al., 2018,

Troosters et al., 2009). Das Auftreten der schwerwiegenden medikamentdsen Nebenwir-
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kung in der Verumgruppe kann unter anderem durch den gesteigerten Metabolismus, wel-
cher bei CF-Patienten vermutet wird, bedingt sein (Parker et al., 1997). Da die beobach-
tete schwerwiegende Nebenwirkung transient war, ist keine Einschrankung der Patien-
tensicherheit gegeben. Folglich kann gemdf3 den Annahmen und Ergebnissen der Vorstu-
dien die Einnahme von Amitriptylin bei CF-Patienten weiterhin als sicher eingestuft wer-

den.

4.5 Ausblick: Antiinflammatorische Therapieoptionen bei CF

Untersuchungen antiinflammatorischer Therapiemoglichkeiten erfolgen seit mehreren
Jahren (Cantin et al., 2015). In der vorliegenden Studie wurde Amitriptylin auf seine an-
tiinflammatorische Wirkung getestet. Dabei konnte die Verbesserung der Lungenfunk-
tion oder Inflammation, wie sie in den Vorstudien beobachtet wurde, nicht bestdtigt wer-
den. Dennoch zeigten die Ergebnisse auch eine geringe Abnahme der P. aeruginosa-
Keimzahl und eine geringe Gewichtszunahme, wenngleich die Verdnderungen statistisch
nicht signifikant waren. Zu beachten gilt, dass Ceramide als Lipid rafts in Zellmembranen
auch fiir die Immunabwehr von P. aeruginosa essentiell sind (Grassmé et al., 2003). Ins-
gesamt scheint der negative Einfluss der intrazelluliren Ceramidakkumulation zu iiber-
wiegen, was erneut bestdtigt wurde in dem durch die Behandlung von rekombinanten
Atemwegsepithelzellen mit rekombinanter humaner sauren Ceramidase rhAC eine Re-
duktion der Infektion und Entziindung erfolgte (Gardner et al., 2020). Im Vergleich zur
Behandlung mit Amitriptylin ist hier die Mdglichkeit einer noch gezielteren Behandlung
gegeben, wodurch zum einen eine verbesserte Wirksamkeit, zum anderen auch weniger
systemische Nebenwirkungen zu erwarten sind. Da diese Therapieoption bislang noch
nicht in vivo eingesetzt worden ist, sind zukiinftige Ergebnisse zu abzuwarten. Auch eine
Inhalation von Sphingosin fiihrte zur direkten Eliminierung von Pathogenen (Becker et
al., 2018). Gerade die Inhalation, wodurch eine systemische Wirkung und somit etwaige
Nebenwirkungen vermieden werden konnen, bietet in dieser Hinsicht einen Vorteil
gegeniiber dem Studienmedikament Amitritpylin. Der Einsatz der rhAC, als auch von
Sphingosinen, welche bei an der Verhinderung der Infektion und Imflammation ansetzen,
haben das Potential neue Therapieoptionen zu werden und sollten daher zukiinftig

Gegenstand weiterer experimenteller als auch klinischer Forschung sein.
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Die neutrophilen Granulozyten sind die dominanten Immunzellen, welche die CF-Lun-
gen infiltrieren und denen es unmdoglich ist trotz hoher Konzentration die bakterielle In-
fektion zu beheben (Stoltz et al., 2015, Cabrini et al., 2020, Laval et al., 2016, Hayes et
al., 2011). Die Behandlung mit Amitriptylin zeigte bisher keine signifikante Konzentra-
tionsminderung. Entgegen unserer Annahme beobachteten wir sogar eine Konzentrati-
onssteigerung der Leukozyten in der vorliegenden Studie. Es bestanden hohe Konzentra-
tionen und eine ausbleibende Besserung der Lungenfunktion. Die Ergebnisse unterstiit-
zen die Annahme, dass die Neutrophilen Granulozyten, als auch die Neutrophile Elastase,
welche mitverantwortlich die CF-Lungenerkrankung sind, als antiinflammatorischer An-
satzpunkt gewertet werden sollten (Laval et al., 2016, Makam et al., 2009, Kruger et al.,
2015). So wurden Neutrophile Elastase-Inhibitoren bereits getestet, wobei die Schwierig-
keit in einer ausreichenden Hemmung derer bestand (Causer et al., 2020) Es ist auch um-
stritten, ob eine Reduktion tatsidchlich zur Verbesserung der Symptome fiihrt, da die Im-
munzellen essentiell fiir die Abwehr bakterieller Infektionen sind (Cockx et al., 2018).
AuBerdem spielen viele weitere Immunzellen (z.B. Makrophagen, Lymphozyten, Mast-
zellen, eosinophile Leukozyten) eine Rolle in der pulmonalen Inflammation und kénnten
als ergidnzende Ansatzpunkte dienen (McDonald et al., 1992, Yoshimura et al., 1991,
Hubeau et al., 2001a, Sagel et al., 2007). Beispielsweise wurde im Rahmen der Koloni-
sation von CF-Lungen mit 4. fumigatus, welcher die Anfilligkeit fiir Infektionen mit P.
aeruginosa erhoht, eine Eosinophilie nachgewiesen (Hector et al., 2016, Koutsokera et
al., 2020, Balfour-Lynn and Elborn, 2002, Morgan et al., 1999). Entgegen unserem pa-
thophysiologischen Konzept konnte in anderen Studien eine Erhohung der Ceramidkon-
zentration die CF-Lungenerkrankung verbessern (Guilbault et al., 2009, Guilbault et al.,
2008, Wojewodka et al., 2011). Bei antiinflammatorischen Therapiekonzepten besteht die
Gefahr, dass Infektionen nicht ausreichend bekdmpft werden konnen (Cockx et al., 2018,
Grassmé et al., 2003). Unsere Ergebnisse konnten leider keine zusétzlichen Hinweise ge-
ben, in welchem Gewicht Pro- und Antiinflammation zueinanderstehen sollten, um einen
Therapierfolg zu erzielen und gleichzeitig eine addquate Immunabwehr zu gewéhrleisten.
Konnte die Annahme bestitigt werden, dass die Amitriptylin-Therapie vor allem bei Pa-
tienten in frithen Erkrankungsstadien eine Wirksamkeit hat, konnte eine eher priaventive
Wirkung Amitriptylins diskutiert werden. So kdnnte Amitriptylin noch bevor ein nicht

mehr kontrollierbares Ungleichgewicht entsteht, eingesetzt werden. Doch was der ideale
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Zeitpunkt bzw. Krankheitszustand wire ist bisher nicht bekannt. Auch sollte sicherge-

stellt werden, dass bei einem solchem Ansatz keine Nachteile fiir die Patienten entstehen.

Aktuell gibt es nur wenige etablierte antiinflammatorische Therapien bei CF. Hierzu zéhlt
im Wesentlichen das hochdosierte Ibuprofen, welches sich bereits als antiinflammatori-
sche Therapieoption bei CF etabliert, einen antimikrobiellen Effekt hat (Shah et al., 2018)
und moglicherweise die Progression der Lungenerkrankung aufhalten kann (Lands and
Stanojevic, 2019). Auch beim Antibiotikum Azithromycin konnte ein antiinflammatori-
scher Effekt (Haydar et al., 2019), Reduktion inflammatorischer Marker (Ratjen et al.,
2012) und eine Verminderung der Anzahl der pulmonalen Exazerbationen nachgewiesen
werden (Mayer-Hamblett et al., 2018). Amitriptylin konnte als Antidepressivum eine
Wirkung bei CF haben, da diese bekanntermallen hiufig mit Depression und Angststo-
rung assoziiert ist (Quittner et al., 2016). Allerdings lag die verwendete Dosierung in die-
ser Studie deutlich unterhalb des wirksamen Bereichs bei der Behandlung im Rahmen
von Depressionen. In hoherer Dosierung konnte hier ein Effekt erzielt werden und als
Antidepressivum wirksam sein. Auch die bekannte Nebenwirkung der Appetitsteigerung,
welche auch in der bei Depressionen verwendeten Dosierung auftritt, ist bei der CF von
Vorteil, da viele Patienten durch die chronische Energiedefizienz von Unterernédhrung

betroffen sind (Elborn and Bell, 1996, Konstan et al., 2003b, Sharma et al., 2001).

4.6 Limitationen der Studie

Die vorliegende Studie hat Limitationen, welche die Aussagekraft einschrinken und die
Wabhrscheinlichkeit fiir Storfaktoren erhéhen. Die in unserer Studie angestrebte Patien-
tenanzahl wurde nicht erreicht. Dies bedeutet eine Einschrankung der Aussagekraft durch
verminderte Relativierung interindividueller Heterogenitét. Das Konzept wurde an einem
Patientenkollektiv ab 14 Jahren angewandt, weswegen nicht mit Sicherheit gefolgert wer-
den kann, ob die Ergebnisse auch auf Patienten unter 14 Jahren {ibertragbar sind. Eine
weitere Limitation besteht durch das Auftreten typischer Nebenwirkungen des Amitrip-
tylins. Dadurch war es Priifirzten eventuell moglich zu vermuten, ob ein Patient zur
Verum-oder zur Placebogruppe gehorte. Zu diesen kommen weitere Storfaktoren, wie die
Verlidngerung der Studie, hinzu. Dadurch ist nicht auszuschliefen, dass z.B. generelle

Verdnderungen der Patientenversorgung das Therapiekonzept beeinflusst haben. Weitere

62



Limitationen ergeben sich bei der Datenerhebung durch manuelle Arbeitsschritte. Dazu
zahlen Verdiinnungsverfahren bei der Quantifizierung der P. aeruginosa-Kolonien, wel-
che zugunsten einer besseren Auswertbarkeit durchgefiihrt wurden, die eine nicht-homo-
gene Verteilung bedingen kann. Storfaktoren bei der Auswertung der Daten sind fehlende
Dokumentation des Selektionsprozesses, wodurch ein Selektionsbias nicht ausgeschlos-
sen werden kann. Auch aufgrund unvollstindiger Datensétze, durch z.B. nicht-verwert-
bares Probenmaterial und den digitalen Ubertragungsprozess bestand eine eingeschriinkte
statistische Verwertbarkeit dieser Ergebnisse. Als weiterer Punkt ist hier die nicht erfolgte
Messung von Sekundérparametern (z.B. Ceramidexpression, Zytokinkonzentration und
DNA-Konzentration) zu nennen. Dadurch entsteht eine Einschrankung bei der Bewertung
der Ergebnisse. Da die Ergebnisse des primiren Zielparameters jedoch eindeutig waren

ist von keinem starken Einfluss auszugehen.

4.7 Schlussfolgerung

Ziel dieser Studie war die Bestitigung des Wirkprinzips der antiinflammatorischen The-
rapie mittels Amitriptylin in klinischer Anwendung. Die Bestdtigung der vielversprechen-
den Ergebnisse der Vorstudien mit statistisch signifikantem und klinischem Anstieg der
FEV1-Werte unter Therapie von zweimal 25 mg Amitriptylin tdglich konnte nicht erfol-
gen. Weitere sekunddre Zielparameter zeigten keine positiven Tendenzen.

Trotz vielversprechender Ergebnisse der Vorstudien konnte in der vorliegenden Arbeit
das Hypothesenkonzept nicht fortgefiihrt werden. Dadurch konnte nicht zur Zulassung
eines neuen relativ nebenwirkungsarmen antiinflammatorischen Therapeutikums beige-
tragen werden. GemilBl der Annahme des Studienprotokolls der vorliegenden Studie,
sollte das Ausbleiben der Verbesserung der Lungenfunktion nicht als Misserfolg gewertet
werden, da die Studie durch die Freiwilligkeit und durch Inklusionskriterien bedingt, le-
diglich Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien einschloss, wodurch die Amit-
riptylin-Behandlung abgeschwiécht wurde. Allerdings zeigten auch indirekte Parameter
(P. aeruginosa-Konzentration, Leukozytenkonzentration, Gewicht) keine oder nur ge-
ringfiigige Verbesserungen. Um demzufolge den ausbleibenden Therapieerfolg abschlie-
end zu beurteilen, konnte eine neue Studie mit jiingeren Patienten und Patienten mit

besserer Lungenfunktion initiiert werden. Die CF-Lungenerkrankung ist weiterhin ein
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nicht ausreichend behobenes Problem und neue antiinflammatorische Therapien sind ein

weiterhin unzureichend gedeckter Bedarf von CF-Behandlungskonzepten.
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5 Zusammenfassung

Die Cystische Fibrose (CF) ist innerhalb der kaukasischen Bevolkerung die hiufigste au-
tosomal-rezessiv vererbte, letal verlaufende Erkrankung und wird durch Mutationen im
CFTR-Gen verursacht. Charakteristisch sind chronische pulmonale Infektionen, eine pro-
gressive Lungenfunktionsverschlechterung, und dadurch frithe Morbiditit und Mortalitét

Betroffener.

Die CFTR-Dysfunktion, welche eine Hyperaktivitit der Sauren Sphingomyelinase
(ASM) bedingt, filhrt zur Ceramidakkumulation in bronchialen Epithelzellen. For-
schungsergebnisse fiihrten zur Erkenntnis, dass Ceramide eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der CF-Lungenerkrankung spielen kdnnen. In Makrophagen und im Respi-
rationstrakt CFTR-defizienter Mduse konnte eine Ceramidakkumulation und ein Zusam-
menhang mit Inflammation und Infektion festgestellt werden. Die Bedeutung fiir die Ent-
wicklung der CF-Lungenerkrankung konnte in Studien unabhingig voneinander bestétigt
werden. Dies flihrte zur Annahme, dass Amitriptylin eine antiinflammatorische Wirkung
auf die CF-Lungenerkrankung hat, indem es die ASM hemmt. Diese Annahme konnte in
den darauffolgenden Phase-I, Ila, IIb-Studie bestitigt werden. Das Ziel der vorliegenden

Studie war die klinische Wirksamkeit Amitriptylins zu bestétigen.

Die Studie war Teil einer randomisierte, placebokontrollierten, doppelverblindete, multi-
zentrische Phase-11I-Studie. Die Patienten erhielten je nach zugeteilter Studiengruppen
zweimal tdglich 25 mg Amitriptylin bzw. Placebo bis Tag 98. Als primérer Endpunkt
wurde die Differenz der FEVi nach 8 Wochen im Vergleich der Placebo- zur Verum-
gruppe bestimmt. Sekundidre Endpunkte waren weitere Lungenfunktionsparameter, die
pulmonale Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa, Granulozytenkonzentrationen, Ge-

wichtsverdnderungen sowie die Auswirkungen auf die Lebensqualitit.

Es wurden 76 Patienten zwischen August 2015 bis Juni 2019 eingeschlossen. Die statis-
tische Auswertung ergab keinen signifikanten Effekt auf die Lungenfunktion (Differenz
von 0,9%, p = 0.6). Die Analyse zeigte, dass innerhalb der Verumgruppe die Lungen-
funktion FEV1% durchschnittlich um -2,23% abnahm und innerhalb der Placebogruppe
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um -1.34% (p = 0.64) abnahm. Die Ergebnisse der PP-Gruppe entsprachen den Ergeb-
nissen der ITT-Gruppe. Weitere sekundére Zielparameter zeigten keine positiven Ten-
denzen und keine statistisch signifikanten Verdnderungen. In der Amitriptylingruppe
wurden bei 33 von 42 Patienten (79%) Nebenwirkungen und in der Placebogruppe bei 13
von 39 Patienten (33%) Nebenwirkungen berichtet.

Die richtungsweisenden Ergebnisse der Vorstudien zur Etablierung des Amitriptylins als
antiinflammatorische Therapie bei Cystischen Fibrose-Patienten konnten in unserer
Phase-III nicht bestétigt werden. Die pathophysiologische Basis dieser Studie kann wei-
terhin als wichtiger therapeutischer Ansatzpunkt durch die Behandlung mit rekombinan-
ter humaner sauren Ceramidase oder Inhalation mit Sphingosin, welche durch ihre anti-
inflammatorische Wirkung das Potential haben die Morbiditét der Cystischen Fibrose zu

reduzieren.
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6 Summary

Cystic fibrosis (CF) is the most common autosomal-recessive inherited lethal disease
within the caucasian population, caused by mutations in the CFTR gene. It is character-
ized by chronic pulmonary infections, progressive lung function deterioration, and con-
sequent early morbidity and mortality in affected individuals.

CFTR dysfunction results in hyperactivity of acid sphingomyelinase (ASM) and therefore
into ceramide accumulation in bronchial epithelial cells. Research led to findings that
ceramide might play a critical role in the pathogenesis of CF lung disease. Ceramide ac-
cumulation and a link to inflammation and infection were found in macrophages and in
the respiratory tract of Cfir-deficient mice. Its potential relevance in the development of
CF lung disease was independently confirmed in several studies. This led to the assump-
tion that amitriptyline has an anti-inflammatory effect on the CF lung disease by inhibi-
tion of ASM, which was confirmed in subsequent phase I, Ila, IIb studies. The aim of the
present study was to confirm the clinical efficacy of amitriptyline and provide a new ther-

apeutic strategy.

The study was part of a randomized, placebo-controlled, double-blind, multi-center phase
III trial. Patients received 25 mg of amitriptyline twice daily until day 98, depending on
the assigned study group. Amitriptyline was given in at lower doses until day 14. The
primary endpoint was the difference in FEV after 8 weeks between the two study groups.
Secondary endpoints included other pulmonary function parameters, pulmonary coloni-
zation with Pseudomonas aeruginosa, sputum granulocyte concentrations, weight

changes, and impact on quality of life.

76 patients were included between August 2015 and June 2019. Patients received 25 mg
of amitriptyline or placebo twice daily until day 98, according to assigned study groups.
Statistical analysis showed no significant positive effect on lung function with the treat-
ment of amitriptyline compared to placebo (difference of 0.9%, p = 0.6). Analysis
showed that within the verum group, lung function FEV1% decreased on average by -
2.23% and within the placebo group by -1.34% (p = 0.64). The results of the PP analysis

were similar to those of the ITT analysis. Other secondary outcome parameters showed
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no positive trends and no statistically significant changes. In the amitriptyline group, side
effects were reported in 33 of 42 patients (79%) and in the placebo group in 13 of 39
patients (33%).

The landmark results of previous studies establishing amitriptyline as an anti-inflamma-
tory therapy in cystic fibrosis patients could not be confirmed in our Phase III study. The
pathophysiological basis of this study may further serve as an important therapeutic tar-
get, by treatment option with recombinant human acid ceramidase or inhalation with
sphingosine, which have the potential to reduce the morbidity of cystic fibrosis by their

anti-inflammatory effects.
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