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1 Einleitung

E-Zigaretten gelten im Vergleich zu Tabakzigaretten als weniger schédlich, insbesondere
da sie die Inhaltsstoffe verdampfen und nicht verbrennen. Der Dampf von E-Zigaretten
enthdlt weniger Schadstoffe als der Rauch der Tabakzigaretten (Cahn & Siegel, 2011; Oh
& Kacker, 2014). Eine Schidlichkeit der E-Zigaretten wird dennoch angenommen und
ist Gegenstand aktueller Forschung (Marques et al., 2021). Glycerin und Propylenglykol,
als Hauptbestandteile der Liquids von E-Zigaretten, wurden vor vielen Jahren von der
,Food and Drug Administration* bzw. des ,,Scientific Committee on Food* als sichere
Stoffe eingestuft (European Food Safety Authority (EFSA) et al., 2017; U.S. Food and
Drug Administration (FDA), 1982). Dennoch konnen sie beim Erhitzen und dem

Einatmen des Dampfes gesundheitsschidlich sein.

Die urspriingliche Idee des Produkts, der Umgang von Regierungen mit dem Produkt
sowie der Einfluss von E-Zigaretten auf das Konsumverhalten von Rauchern und
Nichtrauchern werden kontrovers diskutiert. So wird argumentiert, dass E-Zigaretten
entwickelt wurden, um den Konsumierenden Nikotin auf eine weniger schidliche Weise
zuzufithren und somit als Alternative oder Entwohnungsmittel zu dienen. Gleichzeitig
gehen Kritiker davon aus, dass diese Behauptung von der Tabakindustrie nur als
Deckmantel fiir ein neues Produkt verwendet wird (Chapman, 2014; Hallingberg et al.,

2020).

Jedoch hat sich auf dem weltweiten Markt fiir Tabakwaren und verwandte Erzeugnisse
der Bereich der E-Zigaretten zu einem der am stirksten wachsenden Segmente
entwickelt. Diese Entwicklung begriindet sich insbesondere durch das Konsumverhalten
der jlingeren Generation. Zu Anfang des Jahres 2022 ergab eine globale
Verbraucherumfrage, dass 27% der Befragten der sogenannten ,,Generation Y*! in den
USA E-Zigaretten verwendeten, bei einem Gesamtdurchschnitt in der amerikanischen
Bevolkerung von 19%. Im Vergleich gaben dies in Japan 17% der Generation Y an, bei

einem Gesamtdurchschnitt von 14% (Statista, 2023a).

! Generation Y, auch ,,Millenials“ genannt, steht fiir die zwischen circa 1980 bis 1994 geborenen Jahrginge.
Durch verdnderte Priorititen, Sichtweisen und Lebensvorstellungen, beeinflussen und veridndern sie die
Gesellschaft (McKinsey & Company, 2018).
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Von 2017 bis 2022 haben sich die weltweiten Umsétze der E-Zigaretten-Industrie von
13,73 auf 22,82 Milliarden USD (US-Dollar) erhoht. Das entspricht einem Wachstum
von 66,21%. Schitzungsweise soll der Markt von 24,62 Mrd. USD im Jahr 2023 auf 28,18
Mrd. USD im Jahr 2027 um 14,63% kontinuierlich weiterwachsen (Statista Consumer
Market Insights, 2023). Zum Vergleich: Der Umsatz des weltweiten Tabakmarkts betrug
im Jahr 2022 912,25 Mrd. USD (Statista, 2023b).

1.1 Definition und Funktion von E-Zigaretten

E-Zigaretten existieren in vielen verschiedenen Erscheinungsformen, die mit
unterschiedlichen Namen vertrieben werden (siehe Abbildung 1). Wichtig ist, dass das
Liquid aller E-Zigaretten Glycerin, Propylenglykol oder beide Stoffe enthélt. Glycerin
und Propylenglykol wurden vom ,,Scientific Committee on Food*“ bzw. der “Food and
Drug Administration” (FDA) als sicher (,,generally recognized as safe“, (GRAS))
eingestuft (European Food Safety Authority (EFSA) et al., 2017; U.S. Food and Drug
Administration (FDA), 1982). Dennoch koénnen sie beim Erhitzen und dem Einatmen des
Dampfes gesundheitsschidlich sein. ,,Jhre Funktionsweise beruht auf dem Verdampfen
einer Fliissigkeit (Liquid) aus einer Kartusche. Der Nutzer kann die mit Liquid gefiillten
Kartuschen erwerben oder diese selbst mit unterschiedlichen Liquids befiillen. Beim
Saugen an der E-Zigarette wird ein Unterdruckschalter betitigt. Uber einen
batteriebetriebenen Mechanismus wird das Liquid erwdrmt und vernebelt. Der Dampf
kann inhaliert werden. Im Gegensatz zu Tabak-Zigaretten findet bei den E-Zigaretten
kein Verbrennungsprozess statt. Die meisten Inhaltsstoffe der Kartusche werden im
Dampf vernebelt™ (Bundesinstitut fiir Risikobewertung, 2013).

Dadurch, dass die Nutzer die Liquids selbst erwerben, mischen und einfiillen kénnen, gibt
es keine standardisierten Konzentrationen der Stoffe. Zusitzlich konnen Konzentrationen
von Nikotin und Aromen enthalten sein, die nicht den Angaben entsprechen (Cameron et
al., 2014). Hiervon ausgenommen sind die Einweg-E-Zigaretten, die nicht auffiillbar sind.
In diesen Produkten wird die Zusammensetzung vom Hersteller bestimmt und der Nutzer
hat keine Moglichkeit diese zu verdndern.

Glycerin und Propylenglykol sind die Hauptbestandteile der Liquids von E-Zigaretten.
Glycerin ist eine farblose, viskdse und hygroskopische? Fliissigkeit®. Propylenglykol,

? wasserbindend/ wasseranziehend
3 Glycerin hat eine Viskositit von 1412 mPa*s und eine molare Masse von 92,1 g/mol. Als Lebensmittel
triagt es das Kiirzel E422 (Institut fiir Arbeitsschutz der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung, 2023).
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auch unter 1,2-Propandiol bekannt, ist eine farblose, klare und hygroskopische
Fliissigkeit*.

Beim Verdampfen soll den Konsumierenden Nikotin und Aromen zugefiihrt werden. Bei
diesem Prozess gelangt der Dampf in die Atemwege und lagert sich auf dem Epithel ab.
Dabei dient Glycerin insbesondere dazu, eine sichtbare Dampfwolke zu bilden, und
Nikotin und Aromen zu l6sen. Propylenglykol wird ebenfalls fiir diese Zwecke
verwendet. Charakteristisch fiir Propylenglykol ist aber der von Nutzenden bezeichnete
,throat-hit“. Das ist ein Gefiihl im Bereich des Kehlkopfs, das teilweise gewiinscht ist,
und das mit hoheren Nikotinkonzentrationen im Aerosol assoziiert ist (Baassiri et al.,

2017).

E-Cigarettes
Cartridge and Tank Systems

Disposables :.- Common Chargers

JAAIE

] 1 b pe
—

Abbildung 1: Uberblick iiber hiufig verwendete Typen von E-Zigaretten (Food and Drug
Administration, 2023) Die Abbildung darf nach den Richtlinien der Food and Drug

Administration (FDA) freundlicherweise verwendet werden.

4 Propylenglykol hat eine Viskositit von 43,43 mPa*s und eine molare Masse von 76,1 g/mol (Institut fiir
Arbeitsschutz der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung, 2023). Als Lebensmittel trigt es das Kiirzel
E 1520.
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1.2 Aufbau der Atemwege und Physiologie der Zilien

Die Atemwege lassen sich in einen konduktiven, luftleitenden Trakt und einen
respiratorischen, gasaustauschenden Trakt aufteilen. Beginnend an der Trachea teilen
sich die Atemwege mit ca. 21-23 dichotomen Verzweigungen auf.

Der Schleimhaut der oberen Atemwege liegt ein mehrreihiges, hochprismatisches
Flimmerepithel mit Becherzellen auf, das sogenannte respiratorische Epithel (Liillmann-
Rauch & Asan, 2019). Im Epithel und in tieferen Wandschichten befinden sich zusétzlich
seromukose Driisen. ,,Die Becherzellen und Driisen sezernieren Muzine, die das Epithel
bedecken, vor Austrocknung schiitzen und die vorbeistreichende Luft anfeuchten. Im
Verbund mit dem metachronen Zilienschlag des Flimmerepithels sind die Muzine wichtig

fiir die Reinhaltung der Atemwege* (Liillmann-Rauch & Asan, 2019).

Die gesamte Fliissigkeitsschicht auf dem Epithel (,,Airway surface layer*, (ASL)) besteht
aus einer oberen Mucusschicht (,,mucus layer”, (ML)), und einer unteren perizilidren
Schicht (,,periciliary layer®, (PCL)) (Widdicombe, 1997). Die ASL hat die Funktion,
Schmutzpartikel und Pathogene aufzufangen. Die perizilidre Schicht hat im Vergleich zur
Mucusschicht eine niedrigere Viskositdt, was die Schlagbewegungen der Zilien
vereinfacht (Bustamante-Marin & Ostrowski, 2017). Hierbei schlagen die Zilien in der
PCL und ergreifen intermittierend die Mucusschicht, um sie gemeinsam mit den darin
gebundenen Partikeln oralwirts zu transportieren. Dort wird der Schleim abgehustet oder

geschluckt. So werden die Atemwege sauber gehalten.

Tracheal besteht das Epithel zu ca. 60% aus Flimmerepithelzellen. Nach distal sinkt der
Anteil. Ab dem Beginn der Bronchioli, ca. 12. Teilung, wechselt das mehrreihige zu
einschichtigem Flimmerepithel. Ab den Bronchioli respiratorii, ca. 15. Teilung, werden
die Flimmerepithelzellen dann zunehmend durch zilienlose Zellen wie Keulenzellen und

Pneumozyten ausgetauscht (Liillmann-Rauch & Asan, 2019).

Zilien sind membranumschlossene Zellfortsidtze. Sie sind ca. 10-15 pm lang und
enthalten ein Mikrotubuli-Zytoskelett, das Axonema, welches aus einem
Basalkdrperchen an der Basis entsteht. Dieses Basalkorperchen, auch Zentriol genannt,
wandert aus der Zellmitte an den Zellrand und induziert dort das Wachstum eines Ziliums

(Liillmann-Rauch & Asan, 2019).
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Es gibt zwei verschiedene Strukturen, in denen die Mikrotubuli-Zytoskelette vorliegen: 9
+ 2, hier sind 9 Mikrotubuli-Dubletten zirkuldr um zwei einzelne Mikrotubuli (MT) in
der Mitte angeordnet (Abb. 2, A: Dubletten mit A und B dargestellt). Dieses Zytoskelett
ist mit Dynein ausgestattet, einem mit Adenosintriphosphat (ATP) angetriebenes
Motorprotein, welches fiir die Zilienmotilitdt verantwortlich ist (Jackson & Bottier,
2022a). In den Atemwegen trigt das Epithel meist 200-300 Zilien pro Zelle (Liillmann-
Rauch & Asan, 2019).

Bei 9+0 fehlen die zentralen MT und sie besitzen das Motorprotein Dynein meist nicht.
Dadurch sind sie nicht beweglich. Diese Struktur kommt im Primérzilium vor, welches
man z.B. auf Epithelzellen der Nierentubuli, dem Gallengang und dem endokrinen

Pankreas finden kann (Satir & Christensen, 2007).

A Peripheral microtubule doublet

Inner dynein arm

Outer dynein arm

Radial spoke
Nexin links

Central microtubule pair

Abbildung 2: A: Vereinfachte Darstellung eines Ziliums in 9+2 Konformation, B:
elektronenmikroskopische Aufnahme eines normalen Ziliums im Querschnitt von einer
nasalen Flimmerepithelzelle. 1= inner dynein arm, O= outer dynein arm, C:

Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Ziliums im Querschnitts von einer nasalen
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Flimmerepithelzelle eines Patienten mit primdrer zilidrer Dyskinesie, bei dem die
Dynein-Arme fehlen (Zariwala et al., 2019). Copyright (© 1993-2023 University of
Washington), (http://www.genereviews.org/). Der Inhalt darf nach den Richtlinien der
University of Washington fiir nichtkommerzielle Forschungszwecke freundlicherweise

tibersetzt und verwendet werden.

Die zilidre Schlagfrequenz betrdgt im Korper normalerweise 10-20 Hz, d.h. 10-20
Schlage pro Sekunde (Satir & Christensen, 2007). In vitro schwankt sie bei
Raumtemperatur zwischen 5-10 Hz (Behr et al., 2023; Birk et al., 2015; Lansley &
Sanderson, 1999).

Die Mikrotubuli-Dubletten bestehen, wie in Abbildung 2 zu sehen, aus einem A- und
einem B-Tubulus. Die radidren Speichen sind mit dem A-Tubulus verbunden und
ermoglichen eine Kommunikation mit den zentralen Tubuli.

AuBlerdem sind die Inner Dynein Arms (IDA) und die Outer Dynein Arms (ODA) am A-
Tubulus befestigt, welche als Motorproteine die Zilienbewegung ermdglichen (Kreuter et
al., 2022) Die Dyneinarme wandern am B-Tubulus der benachbarten Mikrotubuli-
Dublette entlang. Dadurch, dass die Mikrotubuli an ihren (-)-Enden, d.h. am
Basalkorperchen befestigt sind, gleiten die Mikrotubuli infolge der Dyneinbewegungen
nicht aneinander vorbei, sondern erzeugen eine Kriimmung der Zilie (Brandes et al.,

2019).

Die Kriimmung entspricht einem schnellen kraftvollen Vorwirtsschldg (blau dargestellt
in Abbildung 3), dem eine langsamere Riickstellbewegung folgt (rot dargestellt in
Abbildung 3). Beim Vorwiértsschlag befinden sich die Zilien in gestreckter Form, sodass
sie sich mit der Spitze in der Mucusschicht befinden und diese oralwérts transportieren.
Die Riickstellbewegung findet nur in der darunter liegenden PCL statt. Dieses
Bewegungsmuster findet koordiniert und metachron statt, d.h. die Bewegung lduft in
einer Wellenbewegung entlang des Atemwegsepithels ab, bei der die proximale
Zilienreihe einen Bruchteil spéter schldgt als die vorgeschaltete Reihe (Kuek & Lee,
2020). Dadurch wird die Fliissigkeit ortsabhingig, tracheal bspw. mit 5,5 Millimetern pro

Minute, aus den Atemwegen kopfwirts transportiert (Hofmann & Asgharian, 2003).



Abbildung 3: Darstellung des Bewegungsmusters der Zilien. Blau dargestellt zeigt sich
der schnelle, kraftvolle Vorwdrtsschlag, gefolgt von einer langsameren
Riickstellbewegung (rot) (Bottier et al., 2017). Die Abbildung stammt aus einem frei
zugdnglichen Artikel, der unter den Bedingungen der ,, Creative Commons Attribution
License* verbreitet wird, die die uneingeschrinkte Nutzung, Verbreitung und
Vervielfiltigung in jedem Medium erlaubt, sofern der urspriingliche Autor und die Quelle

genannt werden.

1.3 Erliuterung zur Wahl der Stoffkonzentrationen

Ein sinnvoller Vergleich zwischen Studien zu E-Zigaretten ist bislang schwierig. Die
stetige ~ Weiterentwicklung der  E-Zigaretten, Unterschiede zwischen den
Produktmodellen und die Zusammensetzung der Liquids sind bei den vorliegenden
Studien nicht einheitlich definiert. Das Gleiche gilt fiir Zugvolumen, Zugdauer und
Temperaturen beim Verdampfen. Zusétzlich zeigte sich, dass die Mengenhinweise zu den
Inhaltsstoffen unzureichend genau, oder falsch sein konnen (Cameron et al., 2014;

Goniewicz et al., 2013).

Fir die Vergleichbarkeit von Studien bei Tabakkonsum gibt es seit 1968 eine
Referenzzigarette, die 2018 mit der 1R6F Referenzzigarette aktualisiert wurde
(Cooperation Centre for Scientific Research Relative to Tobacco, 2023). Sie ermdglicht

die bessere Vergleichbarkeit von Studienergebnissen. In den letzten Jahren wurde auch
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eine elektronische Referenzzigarette entwickelt. Das ,,National Institute on Drug Abuse*
(NIDA) hat die ,,Standardized Research Electronic Cigarette (SREC) entwickelt
(National Institute on Drug Abuse, 2021). Bei der SREC sind die Leistungseinstellungen
Spannung, Wattzahl und Temperatur sowie die Zusammensetzung des Liquids festgelegt.
Zugvolumen und Zugdauer sind individuell verdnderbar. Das ist wichtig, da diese vom
Benutzerverhalten abhingen und die entstehende Aerosolmenge beeinflussen. Als
Grundeinstellung wurde ein Zugvolumen von 55 ml mit einer Zugdauer von drei
Sekunden festgelegt. Diese Werte werden auch in dieser Arbeit bzgl. der SREC

verwendet.

Zahlreiche Studien ermittelten Werte fiir die Aerosolzusammensetzung und Partikelgrof3e
im Aerosol (Fuoco et al., 2014; Lechasseur et al., 2019). Zu der prozentualen
Stoftkonzentration von Glycerin und PG, denen das Flimmerepithel der Atemwege beim
Rauchen von E-Zigaretten in-vivo ausgesetzt wird, waren dem Verfasser der Arbeit zum

Zeitpunkt der Recherche (September 2021) keine Informationen bekannt.

In dieser Promotion wurden fiir Glycerin und PG die Konzentrationen 1%, 5% und 8%
gewihlt, die nach den folgenden Berechnungen realistisch erscheinen. Zur Festlegung,
wie viel Glycerin und PG sich in dem Liquid bzw. Aerosol der E-Zigaretten befindet,
wurden final zwei Quellen zur Berechnung gewdhlt.

Zum einen die Studie ,,Quantitative insights into major constituents contained in or
released by electronic cigarettes: propylene glycol, vegetable glycerin, and nicotine” von
Lee et al. (2019) und zum anderen die Informationen der NIDA zur SREC (National
Institute on Drug Abuse, 2021).

Lee et al. haben 50 Liquids beziiglich ihrer Zusammensetzung in Liquid-Form und in
Aerosol-Form verglichen (Lee et al., 2019). Es wurden die, zu diesem Zeitpunkt, am
héufigsten verkauften Produkte auf dem koreanischen Markt gewdéhlt. Alle Liquids
wurden jeweils mit drei verschiedenen Spannungen der Heizspiralen (3.4V, 4.0V und
4.8V) verdampft. Dabei standardisierten Lee. et al. ihr Messverfahren mit 10 Ziigen pro
Messung, bei je zwei Sekunden Dauer pro Zug. Zwischen jedem Zug fand eine Pause von
10 Sekunden statt. Die Messergebnisse beziehen sich also immer auf 10 Ziige.

Im Aerosol ergaben sich als Mittelwerte aller Liquids und Spannungen die

Konzentrationen 43,9% fiir PG und 48,8% fiir Glycerin.
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Die NIDA stellt zur SREC nur Daten zur ungefdhren Zusammensetzung des produzierten
Aerosols zur Verfiigung. Hier dauert ein standardisierter Zug drei Sekunden mit 55 ml
Zugvolumen bei unbekannter Spannung der Heizspirale. Daraus entsteht ein

Aerosolvolumen von ~6 mg, anteilig davon ~2 mg PG und ~3 mg Glycerin, d.h. anteilig

33,3% PG und 50% Glycerin.

Mittelwerte bei (Lee et al., Mittelwerte der SREC
2019) (National Institute on Drug
Abuse, 2021)
Propylenglykol 43,9% 33,3%
Glycerin 48,8% 50%

Tabelle 1: Errechnete Mittelwerte fiir Propylenglykol (PG) und Glycerin (G) im Aerosol
(Konzentrationsfindung). Standardized Research Electronic Cigarette = SREC.

Mithilfe der Studie “Aerosol deposition doses in the human respiratory tree of electronic
cigarette smokers” (Manigrasso et al., 2015) konnten folgende Erkenntnisse erreicht
werden.

Die Autoren beschreiben die Schichtdicken des Aerosols, die sich in den verschiedenen
Bereichen der Lunge ablagern. Die Dicke der Schichtablagerung wurde proximal
beginnend an der Trachea an allen dichotomen Teilungen des Bronchialbaums gemessen.
Die angegebenen Schichtdicken wurden rechnerisch ins Verhiltnis zu einer 60 nm dicken
Tensid- bzw. Surfactant-Schicht gesetzt. In dieser Studie war damit die gesamte
Fliissigkeitsschicht auf dem Epithel gemeint.

Somit konnen die lokalen Unterschiede der Ablagerung, und die Vermischung mit der

Fliissigkeitsschicht auf dem Epithel beriicksichtigt werden.

Mit diesen Werten konnte die entstehende prozentuale Stoffexposition der Epithelzellen
nach 10 Ziigen sowie einer durchschnittlichen Tagesdosis von 175 Ziigen (Etter, 2010)

berechnet werden.

Ein weiterer Parameter bei der Beurteilung der Exposition des Epithels ist die Grofle der
Lunge, weil sich das Aerosol dadurch auf einer unterschiedlich groen Lungenoberfldche
ablagert (Frohlich et al., 2016). Dies beriicksichtigen Raabe et al., indem sie ein Modell
mit 10 stochastischen Lungen entwarfen, die das Spektrum der Lungengréfen in der
Bevdlkerung représentieren sollten (Raabe et al., 1976). Manigrasso et al. verwendeten

fiir thre Studie die Lungengrofen der 1. und 60. Perzentile des o.g. Modells, ,,um die
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Variabilitit der allgemeinen menschlichen Bevolkerung darzustellen® (Manigrasso et al.,

2015).

Mithilfe dieser Informationen wurde die Stoffexposition auf dem Flimmerepithel an zwei
Orten berechnet: Zum einen an der Trachea, da dies der proximalste Messort der Studie
war, und dieser dem Nasenrachenraum lokal am nichsten kommt. Zum anderen in der
dritten Generation der Bronchialbaums, da dort die hochste Aerosolschichtdicke

entstanden ist.

Mit den gewonnenen Daten konnte eine Bandbreite der realistischen Expositionen
berechnet werden. Folgende relevante Expositionen sind wichtig und dienen der
Einbettung der fiir die Studie gewihlten Konzentrationen:

Tracheal betrigt die Konzentration bei Exposition des Epithels mit Glycerin bei 10 Ziigen
0,17-1,22%, bei 175 Ziigen 2,82-15,22%. Bronchial, in der 3. Generation des
Bronchialbaums, variiert sie bei 10 Ziigen im Bereich 5,23-17,53%, bei 175 Ziigen 25,00-
45,22%.

Bei PG betrigt die Konzentration tracheal bei 10 Ziigen 0,12-1,07%, bei 175 Ziigen 1,92-
13-36%. Bronchial in der 3. Generation betrigt die Konzentration von PG bei 10 Ziigen
1,89-15,39%, bei 175 Ziigen 17,07-39,70%.

Die groBe Spannweite der Werte begriindet sich durch folgende Faktoren: Die
Stoffmengen im Aerosol variieren zwischen Lee et al. (2019 und der SREC stark. Die
LungengrofBe beeinflusst die Ablagerungsschichtdicke. Es wurde eine nach Manigrasso
et al. (2015) minimal und maximal erreichbare abgelagerte Schichtdicke der Stoffe auf
dem Epithel beriicksichtigt.

Als Extremwert entsteht nach den Werten von Lee et al. (2019) bronchial bei 175 Ziigen
maximal eine 567 Nanometer (nm) dicke Aerosolablagerung auf der 60 nm dicken
Tensidschicht / ASL. Das entspricht einer mehr als 9-fachen Schichtdicke der
Tensidschicht. In diesem Fall entsteht daraus eine Exposition von 39,70% PG und
44,13% Glycerin, gemeinsam 83,83% Exposition von beiden Stoffen zusammen. Diese
Zahlen decken sich mit der Berechnung von (Manigrasso et al., 2015) die nach 175 Ziigen
ebenfalls eine 5 bis 9-fache Dicke der Tensidschicht berechnet haben.
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1.4 Zielsetzung

Die zilidre Schlagfrequenz ist ein wichtiger Faktor der Reinigungsfunktion der
Atemwege. Bei einer Einschrinkung dieser Funktion erhoht sich das Risiko fiir
Infektionen der Atemwege und Epithelschidden. Da immer mehr Menschen E-Zigaretten
konsumieren, ist die Forschung zur Sicherheit der Produkte sehr relevant. Glycerin und
Propylenglykol sind fiir den Konsum zugelassen (European Food Safety Authority
(EFSA) et al., 2017; U.S. Food and Drug Administration (FDA), 1982). Dennoch gibt es
Nachweise, dass genau diese Bestandteile, also Glycerin, Propylenglykol (Chen et al.,
2018; Mathur & Rastogi, 2007; Wang et al., 2017), Nikotin (Mishra et al., 2015;
Thunnissen, 2009) sowie die Aromen (Clapp et al., 2019; Dolovich et al., 2020;
Muthumalage et al., 2018; Rowell et al., 2017; Sherwood & Boitano, 2016) beim Erhitzen
und dem Einatmen des Dampfes gesundheitsschidlich sein konnen, bzw. dessen

Zersetzungsstoffe es sind.

Demzufolge ist es von hoher Relevanz, weitere Erkenntnisse zur isolierten Exposition
von Glycerin und Propylenglykol zu erhalten. Es gibt bereits eine Vielzahl an Studien zu
Schiadigungsmechanismen und den Auswirkungen des Liquids und Dampfes auf die
zilidre Schlagfrequenz. Bei einer Priifung des gesamten Produkts wird allerdings nicht

ersichtlich, welcher Bestandteil des Produkts fiir die Zellverdnderung verantwortlich ist.

Deswegen beschiftigt sich diese Arbeit mit der Fragestellung, wie sich die Exposition
von Glycerin und Propylenglykol isoliert auf die zilidire Schlagfrequenz (CBF) der
Flimmerepithelzellen der Atemwege auswirkt. Dies soll die Einordnung der Stoffe
beziiglich ihrer Schédlichkeit beim Konsum von E-Zigaretten erleichtern. Hierfiir wurden
Flimmerepithelzellen aus dem Bereich der unteren Nasenmuschel verwendet. Dieser

Zelltyp kommt in einem groflen Teil der Atemwege vor.
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2 Material und Methoden

Die Studie wurde im Labor fiir Kopf-Hals-Onkologie und vaskuldre Anomalien der
Klinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Universitdtsklinik Marburg,
Deutschland durchgefiihrt. Der Antrag zur Verwendung von Glycerin und
Propylenglykol an menschlichen Zellen ex-vivo erhielt ein positives Ethikvotum

(Aktenzeichen 117/19). Das Ethikvotum befindet sich im Anhang (Kapitel 8.3).

2.1 Material

Eine ausfiihrliche Auflistung aller Materialien findet sich im Anhang (Kapitel 8.1).

2.2 Patientenkollektiv

Die Studie untersuchte 32 Probanden, deren Einverstindnis zuvor mit einer
Patientenaufklarung (siehe Kapitel 8.2) eingeholt wurde. Das Patientenkollektiv besteht
aus 16 weiblichen und 16 ménnlichen Menschen mit einem Mindestalter von 18 Jahren.
Als Ausschlusskriterien galten die Ablehnung der Einwilligung zur Studie, chronisch
entziindliche Erkrankungen der Nase und der Nasennebenhdhlen, bekannte
Zilienfunktionsstorungen, akute Erkrankungen der Nase, (E-)Zigaretten-Konsum,
maligne Erkrankungen des Respirationstrakts, ein Septumdefekt, Polyposis nasi und
jegliche Dauermedikation der Nase (z.B. kortisonhaltiges Nasenspray bei Allergikern).

Vor Versuchsbeginn wurden diese in einer miindlichen Befragung gepriift.

2.3 Versuchsablauf

2.3.1 Gewinnung des Zellmaterials

Zu Beginn wurden zwei 15 ml (Milliliter) Falcon Rohrchen (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland) mit circa 5 ml der Zellkulturfliissigkeit Roswell Park
Memorial Institute (RPMI)-Medium 1640 (Sigma-Aldrich Life Sience, St. Louis,
Missouri, USA) vorbereitet. Um {iberschiissiges Sekret zu entfernen, wurden die
Probanden zu Beginn gebeten, ihre Nase zu putzen. Zur Entnahme setzte sich der Proband
in einen Untersuchungsstuhl und {iberstreckte den Kopf leicht. Im Anschluss wurde eine
Einweg-Abstrichbiirste (Gynobrush ®; Heinz Herenz, Hamburg, Deutschland) mit 0,9%
NaCl (BD PosiFlush SP Syringe 0,9% NaCl, BD, 4123 Allschwil, Schweiz) angefeuchtet.



21

Mittels Spekulum und Stirnlampe wurde die Sicht auf den unteren Nasengang dargestellt.
Die Biirste wurde im unteren Nasengang (Meatus nasi inferior) in den Bereich der unteren
Nasenmuschel eingefiihrt. Durch drei- bis viermaliges Drehen und Biirsten entlang des
Epithels wurde eine ausreichende Menge Zellmaterial gewonnen. Nach Entnahme wurde
das Zellmaterial im vorbereiteten Falcon Rohrchen an der Wand durch Dreh- und
Schiittelbewegungen abgestreift. Gleiches wurde mit neuen Materialien im Nasengang
des bisher unberiihrten Nasenlochs durchgefiihrt. Die zwei Falcon R6hrchen wurden drei
Stunden bei Raumtemperatur zwischengelagert. Der Grund fiir diese Wartezeit ist ein
Plateau der zilifiren Schlagfrequenz (CBF) im Bereich 3-9 Stunden nach Zellentnahme
(Sommer et al., 2010).

2.3.2 Messung der ziliaren Schlagfrequenz

Die Messung der CBFs fand wihrend aller Versuche in der gleichen Reihenfolge statt.
1%, 5%, 8% Glycerin (Glycerin, 99,5%, wasserfrei, 2x destilliert, Carl Roth Gmbh + Co,
76185 Karlsruhe, Deutschland), 1%, 5%, 8% Propylenglykol (Propylenglykol >99,5%,
FCC, FG, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 82024 Taufkirchen, Deutschland) und als
letztes mit 8% der isotonischen Kochsalzlosung 0,9 % NaCl (BD PosiFlush SP Syringe
0,9% NaCl, BD, 4123 Allschwil, Schweiz). Mittels Pipette wurde die zu untersuchende
Substanz in die 96-Well Zellkulturplatte (SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht,
Deutschland) gegeben. Die Zellkulturfliissigkeit wurde dazugegeben. Durch
mehrmaliges Aufziehen des Gemischs mit der Pipette wurden die Substanzen miteinander
vermischt.

In der Zellkulturplatte befanden sich bei jedem Versuch summiert 100 ul (Mikroliter).
Die oben genannten Prozentangaben wurden hier in Mikroliter iibertragen, d.h. eine

Messung mit 1% Glycerin entsprach 1 pl Glycerin und 99 pl RPMI-1640-Medium.

Unter dem Mikroskop wurden in aufsteigender Vergroflerung eine sich optisch
bewegende Zelle bzw. Zellgruppe aufgesucht. Bei 400-facher Vergréferung wurden drei,
sich nicht iiberlappende ,,Regions of Interest“ (ROI) auf Zilien tragenden Zellen
ausgewahlt. Mithilfe der Software ,,Sisson-Ammons Video Analysis*“ (SAVA) (Ammons
Engineering, 8114 Flintlock Road, Mt. Morris, MI 48458, USA) wurde in den ROIs 20
Minuten lang alle 2 Minuten automatisiert eine Messung der CBF durchgefiihrt

(Abbildungen 4 und 5). Technisch dauerte jede Messung 2 Sekunden mit 85 fps (Frames
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per Second/ Bilder pro Sekunde). Somit wurden zu jedem Messzeitpunkt drei ROIs mit
je einem Video analysiert. Der Mittelwert der CBFs wurde von SAVA berechnet.

_12/12/21 3:50:27

Abbildung 4: Screenshot des Programms Sisson-Ammons Video Analysis (SAVA)
wdhrend einer Messung. Links oben: Digitalisiertes Echtzeitbild, rechts mittig:
Frequenzverteilung der Region of Interest (ROI), links unten: Auflistung der ROI, rechts
unten: Moglichkeit der Anpassung der Videoaufnahmen (eigene Darstellung)
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Abbildung 5: Screenshot einer Flimmerepithelzelle (mit griin markierten Regions of

Interest (ROI)) wihrend einer Messung in 400-facher Vergrofserung (eigene Darstellung)

2.3.3 Dokumentation der Daten

Die Messergebnisse wurden automatisch in eine Microsoft-Excel Datei (Microsoft-Excel
Microsoft, Redmond, USA) iibertragen. Die statistische Auswertung wurde mit der
Statistik-Software ,,R“ (R Foundation for statistical Computing, Vienna, Austria)
durchgefiihrt.

2.4 Statistische Analyse

Alle Messungen der 32 Probanden konnten zur Analyse der Daten verwendet werden.
Durch Tests mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test, dem Shapiro-Wilk-Test und
Histogrammen konnte festgestellt werden, dass der Datensatz nicht normalverteilt ist.
AnschlieBend wurde mit dem Friedman-Test fiir abhéngige Stichproben untersucht, ob
signifikante Unterschiede zwischen den Messdaten bestehen. Das alpha-Niveau wurde
entsprechend der Anzahl der durchgefiihrten Vergleiche nach Bonferroni korrigiert. Zur
Berechnung der Stédrke einer Korrelation zwischen Stoffkonzentration und der zilidren

Schlagfrequenz (CBF) wurde der Spearman-Korrelationskoeffizient benutzt. Dessen
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Ergebnisse werden mit dem Spearman’s ,,p* (auch rho-Wert genannt) wiedergegeben.

Auch dessen p-Werte wurden nach Bonferroni korrigiert.

2.5 Beschreibung des Datensatzes

Bei jedem Probanden wurden folgende 7 Messreihen durchgefiihrt: NaCl (0,9%) mit 8%
Konzentration sowie Glycerin und PG mit 1%, 5% und 8% Konzentration. In jeder
Messreihe wurden iiber einen Zeitraum von 20 Minuten alle 2 Minuten eine Messung der
zilidren Schlagfrequenz durchgefiihrt. Damit entstanden 11 Messzeitpunkte.

Folglich liegen damit fiir jede Konzentration jeweils 352 Messungen vor, zum einzelnen
Messzeitpunkt 32. Insgesamt sind das 2464 Messdaten bzw. ausgewertete Videos.

Da die Daten nicht normalverteilt sind, erfolgt die Darstellung der deskriptiven Statistik
vor allem durch Angabe von Minimum, 25%-Perzentile, Median, 75%-Perzentile und

Maximum.

3 Ergebnisse

3.1 Deskriptive Statistik

Um einen Uberblick iiber den Datensatz zu verschaffen, werden die Messdaten in Tabelle
2 und Abbildung 6 unabhéngig vom Messzeitpunkt gesammelt dargestellt. Hierbei zeigen
sich deutliche Unterschiede zwischen der Kontrollmessung mit NaCl 8% und den

Substanzen Glycerin und Propylenglykol (PG).

Substanz | Mittelwert SD  Minimum  25% Median  75% Maximum  Spannweite
Perzentile Perzentile

NaCl 8% 6.9 1.7 3.2 6.0 6.9 7.5 19.99 16.83

Glycerin 4.4 1.5 0 3.4 4.4 5.5 7.55 7.55

1%

Glycerin 3.9 1.9 0 2.7 3.7 5.0 8.6 8.6

5%

Glycerin 3.5 1.4 0 2.7 3.5 43 8.12 8.12

8%

PG 1% 43 1.5 0.7 3.1 4.1 53 10 9.3

PG 5% 3.8 1.3 0 2.7 3.8 4.8 6.7 6.7

PG 8% 3.1 1.1 0 2.4 3.0 3.7 6.5 6.5

Tabelle 2:  Deskriptive  Beschreibung  der  Messdaten in  Hertz  (SD
=Standardabweichung).
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Abbildung 6: Darstellung der zilidren Schlagfrequenz (CBF) in Hertz (Hz) unter
Exposition der Stoffe Glycerin und Propylenglykol (PG) unabhdngig vom Messzeitpunkt
in Boxplots. Das untere und obere Ende einer Box beschreibt die Grenze des ersten bzw.
dritten Quartils. Damit liegen 50% der Messdaten in der Box. Der Balken in der Box
beschreibt den Median. Die T-formigen Whisker zeigen das Minimum und Maximum der
Daten auf (definiert als das 1,5-fache des Interquartilsabstands (IQR)). Die einzelnen
aufserhalb liegenden Punkte zeigen Ausreifser bei den Messdaten (> 1,5-faches des IQR).

Wihrend der Median der CBF bei NaCl 8% 6.9 Hz mit einem Interquartilsabstand von
1.5 Hz betragt, liegen bei Glycerin und PG bei steigenden Stoffkonzentrationen
niedrigere Mediane der CBF vor. Bei Glycerin 1% liegt der Median der CBF bei 4.4 Hz
mit einem Interquartilsabstand von 1.1 Hz. Bei Glycerin 5% liegt der Median bei 3.7 Hz
mit einem Interquartilsabstand von 2.3 Hz. Bei Glycerin 8% sinkt der Median der CBF
weiter auf 3.5 Hz mit einem Interquartilsabstand von 1.6 Hz. Bei PG 1% liegt der Median
mit 4.1 Hz und einem Interquartilsabstand von 2.2 Hz bereits niedriger als bei Glycerin
1%. Bei PG 5% liegt der Median mit 3.8 Hz (Interquartilsabstand 1.1 Hz) 0.1 Hz iiber
dem Wert von Glycerin 5%. PG 8% erreicht mit dem Median 3.0 Hz (Interquartilsabstand
1.3 Hz) den niedrigsten Median der CBF.
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NaCl0,9% Glycerin PG

Minuten 8% 1% 5% 8% 1% 5% 8%
Gesamt 6.9+1.7

0 69+13

2 71+18

4 68+1.2

6 6.8+1.1

8 69+1.7

10 6.6+1.2

12 72427

14 68+1.4

16 72427

18 7.0+1.6

20 69+1.2
e

Tabelle 3: Darstellung der Mittelwerte der zilidiren Schlagfrequenz (CBF) (in Hertz (Hz))
mit Standardabweichung (SD), farbliche und (*) Markierung signifikanter Unterschiede

zwischen den Substanzen (Glycerin und Propylenglykol (PG)) in den verschiedenen
Konzentrationen (1%, 5%, 8%) und der Kontrolle (Natrium-Chlorid (NaCl) 0,9%). (n =
2464 analysierte Videos).
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3.2 NaCl 0.9 % als Kontrollsubstanz einer physiologischen ziliiren

Schlagfrequenz

Die isotonische Kochsalzlosung 0,9 % (NaCl) in 8% Konzentration hat bei der Exposition
mit einem Mittelwert und Median der gesammelten Messungen von 6.9 Hz die hochsten
CBFs der Messreihen. Tabelle 3 konnen die Mittelwerte der CBFs zu den einzelnen
Messzeitpunkten entnommen werden. Die Mittelwerte dieser Zeitpunkte schwanken
zwischen 6.6 Hz und 7.2 Hz.

Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten der CBFs zu den
einzelnen Messzeitpunkten (p > 0.05). In den Abbildungen 7-11 werden die Mittelwerte
der CBF von NaCl im Messverlauf visuell veranschaulicht und mit Glycerin und PG

verglichen.

3.3 Glyvcerin senkt die zilidire Schlagfrequenz

Die Abbildung 7 zeigt die Messverldufe von Glycerin in den drei Konzentrationen im
Vergleich zu NaCl. Tabelle 3 zeigt den Vergleich zwischen Glycerin und der NaCl-
Kontrolle Gesamt (zeitunabhédngig) und zum jeweiligen Messzeitpunkt.

Die Mittelwerte der Messungen von Glycerin Gesamt in den Konzentrationen 1%, 5%
und 8% liegen mit 4.4 Hz, 3.9 Hz und 3.5 Hz alle signifikant (p < 0.001) unter dem
Vergleichswert von NaCl (6.9 Hz). Die zugehdrigen p -Werte des Spearman-
Korrelationskoeffizienten betragen -0.67, -0.72 und -0.79 (siche Tabelle 5). Diese
negative monotone Beziehung weist darauthin, dass innerhalb der ersten 20 Minuten der
Zellexposition, hohere Stoftkonzentrationen mit niedrigeren CBFs bei Glycerin 1% stark

(p -0.67), und bei Glycerin 5% (p -0.72) und 8% (p -0.79) sehr stark korrelieren.

Glycerin 1%

Bei Glycerin 1% betragen die Mittelwerte der CBF im Messverlauf 5.1 Hz bis 3.9 Hz.
Der Vergleich der Messzeitpunkte zwischen Glycerin 1% und NaCl zeigt erst in Minute
6 erstmalig einen signifikanten Unterschied (p < 0.05) der CBFs.

In Minute 8 liegt kein signifikanter Unterschied vor. Ab Minute 10 liegt bis zum Ende
der Messreihe ein signifikanter Unterscheid (p < 0.05) der CBFs vor. Dieser verstérkt sich
ab Minute 12 auf eine Signifikanz p <0.01 und ab Minute 16 auf p <0.001. Glycerin 1%
ist damit die einzige Messreihe, in der zu Beginn kein signifikanter Unterschied (p <0.05)

der CBF zur NaCl-Kontrolle besteht.
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Die p -Werte des Spearman-Korrelationskoeffizienten weisen von Minute 0 (p -0.59) bis
16 (p -0.69) auf eine starke und zu den Messzeitpunkten 18 und 20 (p -0.73 und p -0.71)

auf eine sehr starke negative monotone Beziehung zwischen der Stoffkonzentration und

der CBF hin.
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Abbildung 7: Darstellung des Messverlaufs der zilidren Schlagfrequenz (CBF) in Hertz
(Hz) unter Exposition von Glycerin in den Konzentrationen 1%, 5% und 8% sowie

Natrium-Chlorid 0,9% (NaCl) 8%.

Glycerin 5%

Bei Glycerin 5% betragen die Mittelwerte der CBF im Messverlauf 4.6 Hz bis 3.4 Hz.
Der Vergleich der Messzeitpunkte zwischen Glycerin 5% und NaCl zeigt im Messverlauf
eine ansteigende Signifikanz. Von den Minuten 0 und 2 (p < 0.05) an steigt die
Signifikanz ab Minute 4 auf p < 0.001 und bleibt bis zum Ende der Messreihe auf diesem
Niveau.

In Minute 0 und 2 weisen die p -Werte -0.67 und -0.68 des Spearman
Korrelationskoeffizienten auf eine starke, und in den Folgemessungen (p <-0.71) auf eine
sehr starke negative monotone Beziehung zwischen der Stoffkonzentration und der CBF

hin.
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Glycerin 8%
Bei Glycerin 8% betragen die Mittelwerte der CBF im Messverlauf 4.0 Hz bis 3.0 Hz.
Der Vergleich der Messzeitpunkte zwischen Glycerin 8% und NaCl zeigt zu jedem
Messzeitpunkt einen signifikanten Unterschied der CBFs (p < 0.001). Der p -Wert der
Effektstirke sinkt von -0.78 in Minute 0 auf -0.82 in Minute 20. Diese sehr starke negative
monotone Beziehung weist demnach zu allen Messzeitpunkten darauthin, dass hohere

Stoffkonzentrationen sehr stark mit niedrigeren CBFs korrelieren (siche Tabelle 4).

Glycerin PG

Minuten 1% 5% 8% 1% 5% 8%
Gesamt

0

2

4

6

8

Tabelle 4: Darstellung der Stirke der Korrelation zwischen der Stoffkonzentration und
der zilidren Schlagfrequenz (CBF) (Mittelwert), die Zahlen stellen den p -Wert aus dem
Spearman-Korrelationskoeffizienten dar. Es wurden die Substanzen (Glycerin und
Propylenglykol (PG)) in den verschiedenen Konzentrationen (1%, 5% und 8%) auf einen

Zusammenhang zwischen Stoffkonzentration und der CBF getestet.

3.4 Propvlenglykol senkt die ziliire Schlagfrequenz

Die Abbildung 8 zeigt die Messverldufe von PG in den drei Konzentrationen im Vergleich
zu NaCl.

Die Mittelwerte aller Messungen der Konzentrationen 1%, 5% und 8% liegen mit 4.3 Hz,
3.8 Hz und 3.1 Hz alle signifikant (p < 0.001) unter dem Vergleichswert von NaCl (6.9

Hz). Die zugehorigen p -Werte des Spearman-Korrelationskoeffizienten betragen -0.69,
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-0.78 und -0.83. Diese negative monotone Beziechung weist darauf hin, dass innerhalb der

ersten 20 Minuten der Zellexposition hohere Stoffkonzentrationen mit niedrigeren CBFs

bei PG 1% stark (p -0.69), und bei PG 5% (p -0.78) sowie PG 8% (p -0.83) sehr stark

korrelieren.
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Abbildung 8: Darstellung des Messverlaufs der zilidren Schlagfrequenz (CBF) in Hertz

(Hz) unter Exposition von Propylenglykol (PG) in den Konzentrationen 1%, 5% und 8%
sowie Natrium-Chlorid 0,9% (NaCl) 8%.

Propylenglykol 1%

Bei PG 1% betragen die Mittelwerte der CBF im Messverlauf 4.8 Hz bis 3.9 Hz. Der
Vergleich der Messzeitpunkte zwischen PG 1% und NaCl zeigt zu jedem Messzeitpunkt
einen signifikanten Unterschied (mindestens p < 0.05). In Minute 0, 2, 10 und 12 liegt ein
signifikanter Unterschied mit p < 0.05 vor. In Minute 18 ist der p-Wert <0.01 und zu den
restlichen Messzeitpunkten (Minute 4, 6, 8, 14, 16, 20) p <0.001. Die Stéarke der p -Werte
steigt von -0.66 in Minute 0 auf -0.75 in Minute 20 und weisen auf eine starke bzw. ab
Minute 14 auf eine sehr starke negative monotone Beziehung zwischen der

Stoffkonzentration und der CBF hin.

Propylenglykol 5%
Bei PG 5% betragen die Mittelwerte der CBF im Messverlauf bei 3.9 Hz bis 3.6 Hz. In
den Minuten 8 und 18 (CBF 3.9 Hz und 3.8 Hz) liegen signifikante Unterschiede
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(p < 0.01) zu NaCl vor. Zu den restlichen Messzeitpunkten wurden p-Werte p < 0.001
errechnet. Die p -Werte sind zu allen Messzeitpunkten < -0.75. Das weist auf eine sehr

starke negative monotone Beziehung zwischen der Stoffkonzentration und der CBF hin.

Propylenglykol 8%

Bei PG 8% betragen die Mittelwerte der CBF im Messverlauf 3.3 Hz bis 2.8 Hz. Bei allen
Vergleichen der einzelnen Messzeitpunkte mit NaCl liegt ein signifikanter Unterschied
mit p < 0.001 vor. Der p -Wert des Spearman-Korrelationskoeffizienten schwankt im
Bereich -0.81 und -0.86 (Gesamt p -0.83) und weist demnach zu allen Messzeitpunkten
auf eine sehr starke negative monotone Beziehung zwischen der Stoffkonzentration und

der CBF hin.

Zusammenfassend zeigt sich - mit Ausnahme der ersten 5 Messzeitpunkte bei Glycerin
1% - bei allen Vergleichen zwischen den Stoffen Glycerin bzw. PG und NaCl signifikante
Unterschiede der CBF bestehen. Diese Beobachtungen decken sich mit den errechneten
p -Werten des Spearman-Korrelationskoeffizienten. Hier weisen alle Messzeitpunkte
beider Stoffe auf eine starke bis sehr starke negative monotone Beziehung zwischen der
Stoftkonzentration und der CBF hin.

Das bedeutet, dass in dem getesteten Bereich (1%, 5% und 8%) in den ersten 20 Minuten
der Exposition eine Erhohung der Stoftkonzentrationen mit einer Abnahme der CBF

einhergeht.

3.5 Unterschiede zwischen den Stoffen sowie Stoffkonzentrationen

Es zeigt sich, dass es bei allen Vergleichen der CBFs von Glycerin und PG in den
einzelnen Konzentrationen 1%, 5% und 8% Gesamt mit NaCl Gesamt zu signifikanten
Unterschieden der CBF mit p < 0.001 kommt. Allerdings unterscheiden sich auch die
CBFs der Stoffkonzentrationen innerhalb eines Stoffs signifikant. Einen Uberblick
dariiber verschafft Tabelle 5.
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Glycerin  Glycerin  Glycerin PG 1% PG 5% PG 8%
1% 5% 8%

Glycerin X X X X X X

1%

Glycerin 0.35 X X X X X

5%

Glycerin 0.63 X X X X

8%

PG 1% >0.999  >0.999 <0.001 X X X

PG 5% 0.084 >0.999 >0.999 >0.999 X X

Legende
p<0.05 p<0.01

Tabelle 5: Darstellung der Unterschiede der zilidren Schlagfrequenz (CBF) unter
Exposition der Stoffe Glycerin und Propylenglykol (PG) zwischen den verschiedenen
Stoffkonzentrationen mithilfe des p-Wertes.

Die folgenden Vergleiche, wie sie auch in Tabelle 5 zu sehen sind, beziehen sich auf die
Mittelwerte der CBFs der Stoffkonzentrationen Gesamt.

Bei Glycerin konnte festgestellt werden, dass der Mittelwert der CBF von Glycerin 8%
(3.5 Hz) signifikant niedriger ist (p < 0.001), als bei Glycerin 1% (4.4 Hz). Die CBFs von
Glycerin 8% und Glycerin 5% (3.9 Hz) unterscheiden sich nicht signifikant voneinander
(p > 0.05).

Die CBFs von PG 8% (3.1 Hz), PG 5% (3.8 Hz) und PG 1% (4.3 Hz) wurden ebenfalls
miteinander verglichen. Hierbei konnte festgestellt werden, dass die CBF von PG 8%
signifikant niedriger ist als von PG 5% und als PG 1% (p < 0.001). Zwischen der CBF
von PG 8% und PG 5% konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Das bedeutet, dass nicht nur die Exposition alleine, sondern auch die Menge der beiden

Stoffe einen signifikanten Einfluss auf die CBF wihrend der 20-miniitigen Exposition
hat.

Beim Vergleich der Stoffe Glycerin mit PG in der jeweils gleichen Konzentration zeigen
sich bei den Mittelwerten der CBFs Gesamt und zu den einzelnen Messzeitpunkten (z.B.
Glycerin 1% Gesamt 4.4 Hz vs. PG 1% Gesamt 4.3 Hz) keine signifikanten Unterschiede.
Die Abbildungen 9-11 veranschaulichen die Verldufe der CBFs.
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Zur Vollstindigkeit wurden auch die CBFs von Glycerin gegen PG bei ungleichen
Konzentrationen miteinander verglichen (z.B. Glycerin 1% vs. PG 5%). Hiermit soll
geklart werden, ob ein Stoff zu Abnahmen der CBF fiihren kann, der erst mit hoheren
Konzentrationen des anderen Stoffs erreicht werden kann. Das Ergebnis soll bei der
Einschitzung helfen, ob es Hinweise darauf gibt, dass die Stoffe unterschiedlich

schédlich sind.

Die folgenden Vergleiche wurden durchgefiihrt. Eine der folgenden Gegebenheiten hitte
im Datensatz vorliegen miissen, um einen solchen Unterschied feststellen zu knnen (Die

Vergleiche beziehen sich auf die Gesamt-CBFs der einzelnen Konzentrationen):

- PG 1% vs. Glycerin 5% kein signifikanter Unterschied, wihrend Glycerin 1% vs.
Glycerin 5% signifikanter Unterschied

- PG 1% vs. Glycerin 8% kein signifikanter Unterschied, wihrend Glycerin 1% vs.
Glycerin 8% signifikanter Unterschied

- PG 5% vs. Glycerin 8% kein signifikanter Unterschied, wihrend Glycerin 5% vs.
Glycerin 8% signifikanter Unterschied

- Glycerin 1% vs. PG 5% signifikant hoher, wihrend PG 1% vs. PG 5% kein
signifikanter Unterschied

- Glycerin 1% vs. PG 8% signifikant hoher, wihrend PG 1% vs. PG 8% kein
signifikanter Unterschied

- Glycerin 5% vs. PG 8% signifikant hoher, wihrend PG 5% vs. PG 8% kein

signifikanter Unterschied

Keine der oben genannten Gegebenheiten liegt im Datensatz vor. Die Messungen dieser
Arbeit geben somit keinen Hinweis darauf, dass Glycerin und PG die CBF signifikant

unterschiedlich beeinflussen.
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Abbildung 9: Darstellung des Messverlaufs der zilidren Schlagfrequenz (CBF) in Hertz
(Hz) unter Exposition von Glycerin und Propylenglykol (PG) in 1% Konzentration sowie
Natrium-Chlorid 0,9% (NaCl) 8%.
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Abbildung 10: Darstellung des Messverlaufs der zilidren Schlagfrequenz (CBF) in Hertz

(Hz) von Glycerin und Propylenglykol (PG) in 5% Konzentration sowie Natrium-Chlorid
0,9% (NaCl) 8%.
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Abbildung 11: Darstellung des Messverlaufs der zilidren Schlagfrequenz (CBF) in Hertz

(Hz) von Glycerin und Propylenglykol (PG) in 8% Konzentration sowie Natrium-Chlorid
0,9% (NaCl) 8%.

3.6 Verinderung der ziliiren Schlagfrequenz im Messverlauf

Abschliefend soll gekldrt werden, ob die CBF auch im Zeitverlauf der Exposition
signifikant abnimmt. Dazu wurden die Verdnderungen der CBF wihrend des 20-
miniitigen Messverlaufs analysiert (siche Tabelle 6). Hierbei wurde der Mittelwert der
ersten Messung (Minute 0) mit den Messungen der folgenden Minuten verglichen. Bei
Glycerin 1% sinkt die CBF (Minute 0; 5.1 Hz) ab Minute 18 (4.0 Hz) und 20 (3.9 Hz)
signifikant (p < 0.01) unter die CBF in Minute 0.

Bei Glycerin 5% sinkt die CBF (Minute 0; 4.6 Hz) ab Minute 16, 18 und 20 (3.5 Hz, 3.4
Hz und 3.4 Hz) signifikant (p < 0.001) unter die CBF in Minute 0.

Bei Glycerin 8% sinkt die CBF (Minute 0; 4.0 Hz) ab Minute 16 signifikant (p < 0.01)
auf 3.2 Hz und ab Minute 18 (3.0 Hz) und 20 (3.0 Hz) mit einer Signifikanz von p <0.001
unter die CBF in Minute 0.

Bei PG zeigt sich in keinem Messverlauf der drei Konzentrationen eine signifikante

zeitliche Verdnderung der CBF.
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Es zeigt sich also, dass die CBF bei Exposition mit Glycerin innerhalb von 20 Minuten
in allen drei Konzentrationen auch zeitabhingig signifikant abnimmt. AuBerdem wird
erkennbar, dass hohere Stoffkonzentrationen (5% und 8% Glycerin) die CBF im
Messverlauf stirker senken kdnnen als 1% Glycerin. Bei PG und NaCl hingegen kommt
es zu keiner zeitabhingigen Abnahme der CBF. Davon unberiihrt bleibt das Ergebnis,
dass PG grundsitzlich zu einer Abnahme der CBF fiihrt. Die o.g. Erkenntnis sagt lediglich
aus, dass sich durch PG die Abnahme der CBF im 20-miniitigen Messverlauf nicht

signifikant verstirkt.

NaCl 0,9% Glycerin PG
Minuten 8% 1% 5% 8% 1% 5% 8%
0 69+1.3 51+13 46+14 40+1.2 48+13 38+1.1 33+0.9
2 71+1.8 49+13 44+1.6 39+1.3 47+1.5 38+1.2 32+0.8
4 68+1.2 48+13 42+14 38+1.4 44+15 39+1.2 32+1.0
6 6.8+1.1 47+14 4.1+1.6 38+1.3 45+14 39+1.2 30+£1.1
8 69+1.7 44+13 38+1.7 38+1.2 43+1.5 39+1.3 31+£1.2
10 6.6+1.2 44+15 38+1.7 34£1.5 43+1.5 38+1.2 32+£1.2
12 72427 4.1+1.6 38+1.6 35+1.4 43+1.5 38+1.2 32+1.0
14 68+1.4 42415 37+1.7 34+1.4 4.1+15 38+1.2 32+£1.2
16 72427 4.1+15 32+ 1.5%* 40+14 39+1.5 31+£1.2
18 7.0+1.6 4.0 £1.5%* 39+1.5 38+1.6 30+£1.2
20 69+1.2 3.9+ 1.7*%* 39+14 36+1.6 28+1.5

p<0.05 p<0.01
Legende bzw. * bzw. **

Tabelle 6: Darstellung der Mittelwerte der zilidren Schlagfrequenz (CBF) in Hertz (Hz)
unter Exposition von Glycerin, Propylenglykol (PG) und Natrium-Chlorid 0,9% (NaCl)
mit Standardabweichung (SD); Markierung der Messzeitpunkte, in denen ein
signifikanter Unterschied der CBF im Vergleich zu Min 0 vorliegt (Vergleiche finden

innerhalb einer Substanz und Konzentration statt).
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4 Diskussion

Im Ergebnisteil wurde festgestellt, dass die Hauptbestandteile des Liquids von E-
Zigaretten, Glycerin und Propylenglykol die zilidre Schlagfrequenz (CBF) des
Flimmerepithels signifikant senken. Dabei ist die Abnahme der CBF bei Glycerin und
Propylenglykol in allen drei Konzentrationen (1%, 5% und 8%) jeweils mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,1% (p < 0.001) hoch signifikant. Zu den einzelnen
Messzeitpunkten gibt es teilweise schwichere bis keine (Glycerin 1%) signifikanten
Unterschiede. Dieses Ergebnis wird durch die p -Werte des Spearman-
Korrelationskoeffizienten gestiitzt. Die Korrelation zwischen einer Erhohung der
Stoftkonzentration und einer Abnahme der ziliéiren Schlagfrequenz ist bei beiden Stoffen
und allen Konzentrationen (und zu allen Messzeitpunkten) stark bis sehr stark (p <-0.59).
Bei Glycerin wurde festgestellt, dass die CBF im 20-miniitigen Messverlauf signifikant
abnimmt. Bei Propylenglykol wurde keine signifikante Verdnderung im Messverlauf
gezeigt.

Die Einfliisse von Glycerin und Propylenglykol auf die zilidre Schlagfrequenz

unterschieden sich nicht signifikant voneinander.

Somit ist die isolierte Betrachtung der Hauptbestandteile des Liquids sinnvoll, um deren
individuelle Schadigung auf den Organismus feststellen zu konnen. Die Erkenntnisse aus
den Beobachtungen sollen im Folgenden kritisch diskutiert werden und in den aktuellen

Forschungsstand eingeordnet werden.

Die Literatur sowie das daraus resultierende 6ffentliche Meinungsbild zur Schéidlichkeit
von E-Zigaretten sind oftmals widerspriichlich (Arshad et al., 2023; Feeney et al., 2022).
Daraus resultierend unterscheidet sich der Umgang der Lander mit E-Zigaretten sowie
die Gesetzgebung weltweit stark.

,Das Spektrum reicht von einem singuldren Fokus auf den Gesundheitsschutz an einem
Ende bis hin zu einem singulidren Fokus auf die Verwendung von E-Zigaretten zur
Schadensminimierung am anderen Ende. Die Sichtweise des Gesundheitsschutzes basiert
auf dem Grundsatz, dass die Politik die Gefahren von E-Zigaretten verhindern sollte. Am
anderen Ende des Spektrums [wird] argumentiert [...], dass politische MaBBnahmen die

schédlicheren toxikologischen Auswirkungen des Tabakrauchens verringern sollten*
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(Campus et al., 2021)°. Die Forschung beschiftigt sich aktuell vorrangig mit vier
Themen: Dem Konsum von Jugendlichen sowie dem daraus resultierenden Risiko der
Nikotinsucht, den allgemeinen Risiken fiir die 6ffentliche Gesundheit, der Wirksamkeit
der E-Zigarette als Alternative bzw. Entwoéhnungsmittel bei Tabakrauchern und sowie

den bekannten und potenziellen weiteren Schiden des Dampfes.

Eine substanzspezifische Einschitzung zur Sicherheit sowie der Gefahren des Konsums
soll eine Basis zum Umgang der einzelnen Stoffe liefern. Diese Vorgehensweise konnte
es ermoglichen, einzelne schidlichere Stoffe auszutauschen bzw. verstirkt zu regulieren.
Damit kann der Riickschluss von einzelnen toxischen Substanzen auf die E-Zigarette im
Generellen vermieden werden.

Zu diesem Vorgehen soll diese Diskussion einen Beitrag leisten.

4.1 Material und Methoden

Exposition der Zellen

Der Versuchsaufbau in-vitro unterscheidet sich hinsichtlich der physiologischen
Bedingungen und &uBeren Einfliisse in-vivo. Das Einbringen der Zellen in ein RPMI-
Medium und die Zugabe der Stoffe unterscheidet sich stark von der in-vivo Situation. In-
vivo interagiert die zugegebene Substanz erst mit der Mukusschicht, bevor sie mit den
Zellen in Kontakt kommt. Hinzu kommt die kontinuierliche Produktion bzw. Sekretion
von Schleim sowie der Transport der Fliissigkeitsschicht aus den Atemwegen, was die
Expositionszeit begrenzt.

Die Fliissigkeitsexposition ist nicht mit der Exposition der Konsumierenden durch
Bedampfung gleichzusetzen. Allerdings ist durch den Versuchsaufbau mit bekannter
Konzentration der Exposition, eine direktere Analyse zwischen Stoffexposition und CBF
moglich. Bei Bedampfung lédsst sich nur eine Aussage dariiber treffen, mit welcher
Stoffmenge die Zellen bedampft wurden. Die tatsidchliche Exposition der Zelle ldsst sich
nur abschdtzen bzw. entzieht sich im individuellen Versuchsaufbau der Kenntnis. In

unserem Versuchsaufbau ldsst sich eine sichere und reproduzierbare Expositionsmenge

> Teilweise sind E-Zigaretten vollstdndig verboten (bspw. Libanon und Singapur), als medizinisches Produkt reguliert erhiltlich

(ausschlieBlich zur Rauchentwohnung) (Norwegen, Philippinen), selektiv verboten oder unter Einhaltung von Produktstandards
erhiltlich (32 Lander u.a. Deutschland, Finnland, Frankreich). Es gibt auch die Erhebung einer Verbrauchssteuer zur Verringerung
der Nachfrage (bspw. Italien, Polen, Portugal) oder der Subventionierung als medizinisches Produkt (Vereinigtes Konigreich)
(Campus et al., 2021). Bislang ist allerdings noch keine E-Zigarette als Hilfe der Rauchentwohnung offiziell zugelassen (Food and
Drug Administration, 2023).
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erreichen, die exakt zu benennen ist. Nach den Berechnungen in Kapitel 1.3 sollte die
verwendete Konzentration einer realistischen Expositionsmenge entsprechen, wie sie
auch in-vivo beim E-Zigarettenkonsum erreicht werden konnte. Die gewdéhlten
Konzentrationen sollen die Expositionsmengen bestmoglich reprisentieren.
Dabei gilt zu beriicksichtigen, dass diese Studie keine Prozesse wie Interaktionen
zwischen den Stoffen und der ASL, sowie die Beeinflussung durch Verdunstung oder

Abatmung der Stoffe aus der Lunge beriicksichtigen kann.

Temperatur

Die verwendete Raumtemperatur ermdglicht einen guten Vergleich mit Studien, die mit
einem &dhnlichen Versuchsaufbau und Raumtemperatur gearbeitet haben (Behr et al.,
2023; Birk et al., 2015, 2016; Nastev et al., 2020). Allerdings erhoht sich die CBF bei
steigender Temperatur insbesondere im Bereich 19-37 °C (Green et al., 1995; Jorissen &
Bessems, 1995; Nikolaizik et al., 2020; O’Callaghan et al., 1995; Smith et al., 2011).
Diesbeziiglich konnten Keck et al. von physiologischen Temperaturen im Bereich 29,8 +
2,5 °C auf Hohe des Ostium internum, 32,3 + 2,2 °C auf Hohe des Meatus nasi medius
bis hin zu 33,9 £+ 1,5 °C im Nasopharynx berichten (Keck et al., 2000). Lindemann et al.
berticksichtigten zusétzlich auch die Differenz zwischen In- und Exspiration. Vom
Vestibulum nasi iiber den Bereich der Nasenklappen, die vordere Nasenmuschel und bis
zum Nasopharynx wurden Temperaturen im Bereich 30.2 = 1.7 °C bis 34.4 = 1.1 °C
festgestellt (Lindemann et al., 2002). Im Bereich der vorderen Nasenmuschel lagen die
Temperaturen bei 30,2 °C (Inspiration: 28,9-31,7 °C) bis 32,2 °C (Exspiration: 31,0-33,9
°C) (Lindemann et al., 2007) und bei Bailey et al. bei 29.6 + 2.7°C (Inspiration) bis 34.1
+ 1.8 °C (Exspiration) (Bailey et al., 2017). Bei den beiden zuletzt Genannten wurden die

Differenzen zwischen Ruheatmung sowie tiefen Atemziigen beriicksichtigt.

Die physiologischen Temperaturen der Nasenschleimhaut befinden sich demnach im
Bereich ~30-35°C, in dem einerseits die Differenzen wéhrend In- und Exspiration,
zwischen tiefer und Ruheatmung sowie die Regionen vom Vestibulum nasi bis zum
Nasopharynx beriicksichtigt werden. Somit wiren die bei Nikolaizik et al. verwendeten
32 °C eine realitdtsndhere Temperatur gewesen. Die Autoren konnten zeigen, dass eine
Analyse bei 32 °C eine signifikant hohere CBFs mit sich bringt (7.6 Hz), als die von uns
verwendete Raumtemperatur von ~25 °C (7.0 Hz) (Nikolaizik et al., 2020).
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Biirstenabstrich und Zeit

Biirstenabstriche (brush biopsy) konnten zur Evaluation der Ziliarfunktion beziiglich der
Schédlichkeit und Invasivitit als geeignet eingestuft werden (Toskala et al., 2005).6
Allerdings fanden Toskala et al. zusitzlich heraus, dass die CBF bei Messung nach 4-6
Stunden signifikant niedriger war als nach 3 Tagen im Zellkulturmedium. Auch in dem
Versuch wurden die Zellen in ein Zellkulturmedium’ gegeben.

Jedoch ist das bei Toskala et al. beschriebene Probandenkollektiv von 10 Proben und 10
gesunde Kontrollen eher klein. Die Studie lédsst keine endgiiltige Bewertung zu, ob iiber
3 Tage geziichtete Zellkulturen besser geeignet seien als Messungen im
Zellkulturmedium nach 4-6 Stunden. Zusétzlich verliert die Messung einer Zellkultur, die
erst nach drei Tagen stattfindet, und damit auB8erhalb des CBF-Plateaus liegt, fiir unseren

Versuch an Bedeutung.

In unserem Versuchsaufbau erscheint die Messung im Bereich 3-9 Stunden nach
Entnahme durch das in diesem Zeitraum stabile CBF-Plateau (Sommer et al., 2010) eine
sinnvolle Methode zu sein. Es ermoglicht eine Vergleichbarkeit zwischen den Messdaten,

die in diesem Zeitraum gesammelt wurden.

Messverfahren und Software

Die Messorte (,,Regions of Interest” (ROI)) wurden manuell ausgewdhlt, wobei nach
intakten Zellgruppen mit Zilienschlag gesucht wurde.® Optimaler wire das Aufsuchen
intakter, gleichmaBiger Flimmerepithelstreifen mit geradem Epithelrand gewesen
(Thomas, Rutman und O’Callaghan, 2009). Das Risiko der Messung einer zuvor
geschidigten Zelle hitte damit reduziert werden konnen. Die manuelle Auswahl der ROIs
birgt das Risiko, unbewusst besonders schnell oder langsam schlagende Zellen
aufzusuchen. Um einem solchen Bias entgegenzuwirken, wurden pro Messung drei ROIs
an moglichst drei verschiedenen Zellen ausgewertet.

Die ,,High-speed video microscopy analysis® (HSVA) und dessen Auswertung mit der

Sisson-Ammons Video Analysis (SAVA) wurde im ,,European Respiratory Journal* als

¢ Die Proben konnten mit einem hohen Anteil (82,5 %) verwendet werden. Es gab keine Unterschiede der
CBF zwischen Patienten und der Kontroll-Gruppe (Toskala et al., 2005).

7 ,1:1-Mischung aus Dulbecco’s modified Eagle's medium (DME) und Ham's nutrient F12 (DME/F12),
erginzt mit Penicillin (50 IU/ml) und Streptomycin (50 mg/ml))“ (Toskala et al., 2005).

8 GleichmiBige, intakte Flimmerepithelstreifen (0,50 mm Linge) mit gerader Epithelabgrenzung hatten
eine signifikant hohere CBF als Flimmerepithelstreifen, (1) bei denen die Zellen iiber die Epithelrandlinie
leicht herausragen, (2) bei denen die Zellrinder iiber die Spitzen der Zilien ragen, (3) einzelne
zilientragende Zellen im Flimmerepithelstreifen sowie (4) einzelne Zellen (Thomas et al., 2009).
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eine geeignete Methode zur Auswertung der zilidren Schlagfrequenz erachtet (Jackson

& Bottier, 2022b).

4.2 NaCl 0.9 % als Kontrollsubstanz einer physiologischen ziliiren

Schlagfrequenz

Viele Studien haben bereits Messungen der zilidren Schlagfrequenz durchgefiihrt. Einige
verwendeten zur Messung Photomultiplier und Photodioden. Dessen CBF-Werte waren
in den Kontrollen deutlich hoher als bei der hier verwendeten SAVA-Software (Agius et
al., 1998; Hesse et al., 1981; Ho et al., 2001; O’Callaghan et al., 1991). Dadurch wird die
Vergleichbarkeit mit diesen Studien erschwert und es wird im Folgenden nicht niher auf
diese eingegangen. Studien mit dhnlichen Bedingungen, also Messungen mit der SAVA-
Software, Raumtemperatur und Untersuchung wéhrend des Plateaus der CBF 3-9
Stunden nach Entnahme, konnten folgende CBFs ermitteln. Mit Ringer-Lactat wurden
CBFs im Bereich 8.3-9.6 Hz in den ersten 20 Minuten, bzw. 9.4-10.1 Hz in den ersten 15
Minuten gemessen (Birk et al., 2015, 2016). Mit unverdndertem RPMI-Medium wurde
von Nastev et al. eine CBF von 7.13-8.09 Hz und von Behr et al. mit sterilem Wasser eine
CBF von 7.7 + 2.9 Hz (Behr et al., 2023; Nastev et al., 2020) innerhalb der ersten 15
Minuten gemessen. In unserer Studie konnte mit NaCl 0,9 % in 8 % Konzentration ein
Gesamtmittelwert von 6.9 + 1.7 Hz ermittelt werden. Die Mittelwerte der einzelnen
Messzeitpunkte waren im Bereich 6.6-7.2 Hz. Vergleichbare Versuchsabldufe erreichten

demnach mit anderen Substanzen etwas hohere CBFs.

In einem in-vitro Experiment konnte bei Bedampfung nasaler Flimmerepithelzellen mit
4 ml NaCl 0,9% kein Einfluss auf die CBF nachgewiesen werden (Boon et al., 2016).

Allerdings konnten Boek et al. nachweisen, dass NaCl 0,9 % (in 100% Konzentration)
einen moderaten, negativen, reversiblen Einfluss auf die CBF hatte (Reduktion des
Mittelwerts der CBF auf 46 % innerhalb von 10 Minuten im Vergleich zur als Kontrolle
verwendeten Ringer-Losung) (Boek et al., 1999). Auch weitere Studien konnten eine
Abnahme der CBF durch NaCl 0,9% (van de Donk et al., 1980), bzw. eine signifikante
Abnahme der mukozilidren Transportstrecke im Vergleich zur Ringer-Losung feststellen
(Unal und Seymen, 2002). Bei der Ringer-Lésung konnte kein negativer Einfluss auf die
CBEF festgestellt werden (van de Donk et al., 1980). Somit hétte eine Ringer-Losung als
Kontrolle womdglich hdhere, realititsndhere CBFs liefern konnen. Die Differenz der

CBF zu Glycerin und PG wire dadurch voraussichtlich stirker ausgefallen.
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Ein moglicher Grund fiir eine Einschrankung der CBF durch NaCl 0,9 % konnte dessen
Hemmung eines ATP-gesteuerten Calcium-Kanals durch extrazellulire Natrium-lonen
sein. ATP gehort zu den wichtigsten Transmittern fiir die zilidire Motilitdt, indem es
intrazelluldres Calcium aus Speichern ins Zytosol freisetzt. Intrazelluldres Calcium

verstirkt dann die zilidre Motilitdt (Ma et al., 1999).

4.3 Glycerin senkt die zilidire Schlagfrequenz

Diese Studie weist nach, dass Glycerin die zilidre Schlagfrequenz in vitro, wahrend der
ersten 20 Minuten der Exposition, in den Konzentrationen 1%, 5% und 8% signifikant
und mit einer hohen Effektstirke senkt.

Glycerin gilt - wie auch Propylenglykol - in seiner Verwendung in Lebensmitteln und
Kosmetika als sicher. Uber die Sicherheit bei Inhalation der Stoffe in Form von Dampf
gibt es jedoch Nachweise einer Schidlichkeit (Korfei, 2018; Rom et al., 2015;
Schraufnagel et al., 2014; Zhang et al., 2018). Bei der Erhitzung und Verdampfung von
Glycerin und PG entstehen toxische Substanzen wie die giftigen Aldehyde Formaldehyd,
Acetaldehyd, Propanal und Acrolein (Jensen et al., 2015; Uchiyama et al., 2013).
Obwohl Glycerin bei der korperlichen Zufiihrung ohne Erhitzung als sicher gilt, kann in

dieser Studie gezeigt werden, dass es die zilidre Schlagfrequenz senkt.

Welche Schiidigungsmechanismen kommen innerhalb von 20 Minuten infrage?

Es gibt bereits eine Vielzahl an Studien, die Zellschddigungen durch die Bestandteile des
Liquids von E-Zigaretten nachweisen. Da in unserer Studie eine akute Auswirkung der
Exposition wihrend der ersten 20 Minuten untersucht wird, beschrinkt sich die
Diskussion auf mogliche Schiadigungsmechanismen und Nachweismethoden, die bereits
in diesem Zeitraum stattfinden und anschlieBend gemessen werden kdnnen. Hierfiir
kommen vor allem Folgende in Betracht: Verdnderungen der Membranintegritét,
Freisetzung von Enzymen wie der Lactatdehydrogenase (LDH) und Alkalischer
Phosphatase (AP), Messung von oxidativem Stress (z.B. reaktive Sauerstoffspezies
(ROS)), Anstieg der intrazelluliren Calcium-Konzentration, Detektion von
Mitochondriendysfunktionen sowie Membran- bzw. Zellschdden und zuletzt die Analyse
der Gen- und Proteinexpression (Kumar et al., 2018; Schmitz & Desel, 2018; Singh et al.,
1988).
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Was ist diesbeziiglich schon veroffentlicht (und passt in den Zeitrahmen)?

- CBF und mukoziliire Funktion im Allgemeinen
Veroffentlichungen, die den isolierten Einfluss von Glycerin auf die CBF und die
mukozilidgre Funktion erforscht haben, sind, nach bestem Wissen der Autoren, sehr
begrenzt. Eine Quelle konnte nachweisen, dass fliissiges, unverdampftes Glycerin die
CBF in-vitro bei einer Exposition iiber 60 Minuten senken kann, und dass dieser Effekt
nur eingeschrénkt reversibel ist (Vetter, Augustijns und Bernkop-Schniirch, 2012).° Die
Reversibilitdt wurde mit einem Lactatdehydrogenase-Test analysiert.
Allerdings gibt es Forschung zum Einfluss des gesamten Dampfes von E-Zigaretten auf
die zilidre Schlagfrequenz bzw. die Reinigungsfunktion der Atemwege. Diese
Erkenntnisse und Zusammenhénge beziehen sich damit unspezifisch auf den Einfluss
aller Bestandteile des Liquids sowie dessen Zersetzungsstoffe bei Erhitzung. In den
folgenden Studien ist Glycerin allerdings immer ein Bestandteil des Liquids.
Carson et al. konnten eine signifikante Abnahme der CBF bei einmaliger Dampf-
Exposition zeigen (Carson et al., 2017). Hier konnte sich die CBF allerdings innerhalb
von 20 Minuten erholen, und nach 60 Minuten post-Exposition auf 119 % der CBF der
Kontrollmessungen ansteigen.'?
AuBerdem konnte eine Verringerung der mukozilidren Transportgeschwindigkeit von
Palazzolo et al.!! sowie Kumral et al.'? gemessen werden (Kumral et al., 2016; Palazzolo
et al., 2017). Moses et al. konnten passend dazu eine Verringerung der Expression von
Genen nachweisen, die am Aufbau und der Bewegung von Zilien beteiligt sind (Gene:

DNAH10 und FOXJ1) (Moses et al., 2017).13

? Die Studie konnte zeigen, dass Glycerin in einer 55,2 % Konzentration die Hilfte der maximal mdglichen
Hemmung (IC50-Wert) der CBF wiéhrend einer 60-miniitigen Exposition bewirkt. Die Reversibilitdt war
nur eingeschrankt. Nach Entfernung des Glycerins erreichte die CBF nur 71,7 % der CBF, die vor der
Intervention gemessen wurde (Vetter, Augustijns und Bernkop-Schniirch, 2012).

10 Carson et al. fiihrten die Studie mit einem verdampften Liquid durch, bei der die Konzentration von
Glycerin und PG unbekannt war (Beide Stoffe waren aber enthalten). Es enthielt ein ,.classic tobacco*
Aroma und 2,4 % Nikotin. Die Expositionsdauer entsprach einem einmaligen Rauchereignis (genaue Zeit
unbekannt). Die CBF sank nach Exposition auf 67 % des CBF-Werts der Kontrolle und stieg wéhrend der
Erholungsphase auf 119 % der CBF der Kontrolle an (Carson et al., 2017).

! Das Liquid enthielt 80% PG und 20% Glycerin sowie 24 mg/ml Nikotin. Es wurde mit einer ,,eGo style*
E-Zigarette verdampft. Die mukozilidre Transportgeschwindigkeit wurde gemessen, in dem der Transport
von Holzkohlepartikeln iiber eine bestimmte Distanz und Dauer gemessen wurden (Palazzolo et al., 2017).
12 Menschen, die E-Zigaretten zur Rauchentwdhnung verwendeten, wiesen im Vergleich zu Personen, die
dafiir keine E-Zigaretten verwendeten, eine signifikant niedrigere mukozilidre Transportgeschwindigkeit
auf (Kumral et al., 2016).

13 Die Exposition fand mit einer Einweg-E-Zigarette der Marke Blu (Menthol- oder Tabak-Aroma;
Konzentration von Glycerin und PG unbekannt) statt und dauerte bis zu 200 Minuten. Daran schloss sich
eine Inkubation der Zellen iiber 24 Stunden an (Moses et al., 2017).
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Eine akute Abnahme der CBF kann also von einer Studie mit der Exposition von
isoliertem Glycerin und weiteren Studien, die das gesamte Liquid untersucht haben,
bestdtigt werden. Auch die o.g. Nachweise einer reduzierten mukozilidren Clearance
stiitzen die Ergebnisse. Zu Verdnderungen nach diesen 20 Minuten kann aufgrund
widerspriichlicher Ergebnisse keine finale Aussage getitigt werden. So kommt es in den
verschiedenen Studien einerseits zu irreversiblen Abnahmen, zu einer Erholung der CBF
auf das Ursprungsniveau sowie einer reaktiven Erhéhung der CBF. Uber eine akute
Reduzierung der Zilienfunktion und damit Reinigungsfunktion der Atemwege durch E-
Zigaretten ist sich die Literatur einig. Eine sichere Aussage, dass Glycerin allein fiir diese
Funktionseinschrankung verantwortlich ist, 14sst sich aufgrund des Mangels zusitzlicher

Daten nicht treffen.

- Zytotoxizitit

Die isolierte Exposition der Epithelzellen mit Glycerin fiihrt zu oxidativem Stress
(Scheffler et al., 2015)'* sowie einer verdnderten Genexpression (Husari et al., 2016;
Solleti et al., 2017)'°. Oxidativer Stress steht im Zusammenhang mit einer zeitabhéngigen
Beeinflussung der Ionentransportfahigkeit bestimmter Kanéle. Diese Wirkung hat einen
indirekten Effekt auf die Produktion bzw. das Fliissigkeitsvolumen der ASL und somit
auf die mukozilidre Clearance (O’Grady, 2019). Eine festgestellte Erhohung der
Genexpression von IL-6, welche neben den zusétzlich zu den o.g. Erkenntnissen von Wu
et al. festgestellt wurde, steht im Zusammenhang mit einer dosisabhéngig erhohten CBF
(Bequignon et al., 2020; Wu et al., 2014).

Lin et al. konnten nachweisen, dass nur verdampftes Glycerin und Liquid Einfluss auf die
gemessenen Kanalaktivititen der humanen bronchialen Epithelzellen hatten, die nicht
verdampften Stoffe hingegen nicht (Lin et al., 2019). Verdampftes Glycerin konnte
innerhalb der ersten 10 Minuten Exposition die Ionenfliisse des epithelialen Natrium-
Kanals (ENaC), des Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) und
des Calcium-aktivierten Chlorid-Kanals (CACC) reduzieren. Dieser Effekt wurde durch

die Exposition mit dem gesamten Liquid verstirkt. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass

!4 Die humanen bronchialen Epithelzellen wurden 35 ml verdampftem Glycerin in-vitro exponiert. 24
Stunden spiter wurden die Zellen analysiert (Scheffler et al., 2015).

15 Husari et al. exponierten Miuse in einer in-vivo Studie 3 Tage lang 6 Stunden/Tag mit E-Zigaretten-
Dampf (Glycerin-/ PG-Konzentrationen unbekannt, ,,strawberry Aroma, 18 mg/mL Nikotin). Dabei konnte
eine erhohte Expression des Entziindungsmediators IL-6 festgestellt werden (Husari et al., 2016). Solleti et
al. bedampften humane bronchiale Epithelzellen 48 Stunden lang (Glycerin- und PG-Konzentration
unbekannt, 2,4% Nikotin). Dabei zeigte die Exposition mit Liquid in fliissiger sowie verdampfter Form und
mit sowie ohne Nikotinzusatz eine Dysregulation von 578 microRNAs. Bei 125 microRNAs unterschied
sich die Dysregulation zwischen der Exposition mit fliissigem Liquid und Bedampfung (Solleti et al., 2017).
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zur Schidigung dieser Kanile eine thermische Zersetzung Glycerins bzw. des Liquids
notig ist. Die CFTR-Schadigung konnte durch das bei der Verdampfung entstehende
Acrolein erkldrt werden (Lin et al., 2019). Eine eingeschrinkte Funktion des CFTR-
Kanals steht im Zusammenhang mit einem niedrigeren Fliissigkeitsvolumen der
perizilidren Schicht sowie Schleimobstruktionen bei chronischer Bronchitis (Tarran et al.,
2006). Das niedrigere Fliissigkeitsvolumen konnte in-vivo eine Abnahme der CBF
bewirken. Eine sichere Ursache fiir die akute Abnahme der CBF in unserem
Versuchsaufbau ist mit diesen genannten Schidigungsmechanismen allerdings nicht

hinreichend erklérbar.

Ein groBer Teil der verdffentlichten Studien hat den Einfluss von verdampftem Glycerin
bzw. Liquid untersucht. Eine genannte Studie untersuchte den FEinfluss fliissigen
Glycerins bzw. Liquids auf dessen Zytotoxizitdt. Bei Beiden konnte keine Zytotoxizitét
nachgewiesen werden. Alle weiteren hier genannten Studien untersuchten den Einfluss
von verdampftem Glycerin bzw. Liquid. Dabei konnten verschiedene zytotoxische
Schéadigungsmuster festgestellt werden. Das ist ein Hinweis darauf, dass ein wichtiger
Parameter der Zytotoxizitit von Glycerin bzw. Liquid, die bei der Erhitzung entstehenden
Zersetzungsstoffe sind. Bislang lédsst sich dem fliissigem sowie verdampftem Glycerin

und Liquid keine spezifische zelluldre Ursache der Abnahme der CBF sicher zuordnen.

- Alternative Mechanismen (Einfluss der Viskositit und des pH-Werts auf
die CBF)
Die Viskositidt von Glycerin betrdgt 1412 mPas (Millipascalsekunden) (bei 20 °C).
Wasser hat zum Vergleich eine Viskositit von 1,002 mPas bei 20 °C (Institut fiir
Arbeitsschutz der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung, 2023). Die Angaben der
physiologischen Viskositdt der Oberflichenfliissigkeit des Lungenepithels unterscheiden
sich stark. Luk und Dulfano fanden heraus, dass die Zilien bei einer Viskositdt von 10
mPas die besten Bedingungen fiir ihren Schlagmechanismus haben. Ab einem Anstieg
der Viskositit des Mediums > 87 mPas sinke die CBF signifikant ab (Luk & Dulfano,
1983). Dies deckt sich mit den Erkenntnissen von Chen et al., dass der Zilienschlag bis
zu einer Viskositdt des umgebenden Fliissigkeitsmediums bis 100 mPas moglich ist
(Chen et al.,, 2019). Baconnais et al. wiesen bei Maiusen eine Viskositit der
Atemwegsfliissigkeit (,,airway surface layer (ASL)) von 600 + 500 mPas nach
(Baconnais et al., 1999). In einem Review von Chen et al wird die Spannweite der

Viskositdt der ASL bei Gesunden und Lungenkranken im Bereich 21-77.600 mPas
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angegeben, abhingig vom Messverfahren und der vorliegenden Erkrankung (Chen et al.,
2019).1¢ Infolge eines Mangels an in-vivo Messmethoden handelt es sich bei diesen Daten
um Erkenntnisse aus in-vitro Messungen. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass fiir
die Mukusschicht eine Viskositdt von 12.000-15.000 mPas optimal sei (Chen et al.,
2019). Dabei ist zu bedenken, dass die darunter liegende perizilidre Schicht, in der sich
die Zilien bewegen, eine deutlich niedrigere Viskositdt hat (Fahy & Dickey, 2010).

Diesbeziiglich konnten Grosche et al. nachweisen, dass sich das Volumen der ASL, d.h.
der gesamten Fliissigkeitsschicht auf dem Epithel bei Exposition des Epithels mit Liquid
sowie bei Bedampfung nach 3 Stunden verringert. Ein Zusatz von Nikotin verstarkt den
Effekt (Grosche et al., 2016).!7 Eine Verdnderung der Viskositdt wurde allerdings nicht
gepriift.

Bei Bedampfung von humanen bronchialen Epithelzellen reduziert Nikotin das Volumen
der ASL und erhoht dessen Viskositét. Glycerin und PG verdndern in einem Glycerin-
PG-Gemisch diese Parameter nicht relevant. Die Verdnderung der ASL wird mit einer
Aktivierung des TRPA1-Rezeptors durch Nikotin in Verbindung gebracht (Chung et al.,
2019).

Glycerin hat einen pH-Wert von 5. Der pH-Wert des respiratorischen Mukus betréigt ca.
6.5-7.9 (Frohlich, 2022). Bei einem pH-Wert < 6.7 wird die CBF beeintrachtigt (Luk &
Dulfano, 1983). Lin et al. konnten allerdings bei Bedampfung mit Glycerin keine
Veranderung des pH-Werts des Mediums feststellen, in dem sich die Zellen befanden

(Lin et al., 2019).

Ein rein mechanischer Einfluss Glycerins auf die CBF erscheint durch dessen hohe
Viskositét theoretisch moglich. Die bisherigen o.g. Studien weisen aber darauf hin, dass
eine Verdnderung der Viskositdt der Fliissigkeitsschicht eher durch Nikotin, als durch
Glycerin bewirkt wird. Nikotin verdndert die Viskositit am ehesten durch zelluldre
Beeinflussung des Epithels (Chung et al., 2019).

Auch ein Einfluss des pH-Werts scheint theoretisch mdglich zu sein. Nach bestem Wissen
des Autors konnte in der Praxis allerdings noch kein Hinweis auf eine tatsdchliche

Verdnderung gefunden werden.

16 Bs ist zu beachten, dass die Daten zwischen den Probanden, beim einzelnen Probanden und sogar
innerhalb ein und derselben Schleimprobe stark schwanken (Chen et al., 2019).

17 Die Exposition fand mit einem Liquid aus 50% Glycerin/ 50% PG statt. Die Zellen wurden dem fliissigen
Liquid sowie einer Bedampfung mit dem Liquid ausgesetzt (Grosche et al., 2016).



47

4.4 Propylenglykol senkt die ziliire Schlagfrequenz

Diese Studie weist nach, dass Propylenglykol die ziliire Schlagfrequenz in-vitro,
wihrend der ersten 20 Minuten der Exposition, in den Konzentrationen 1%, 5% und 8%

signifikant und mit einer hohen Effektstirke senkt.

Welche Schidigungsmechanismen kommen innerhalb von 20 Minuten infrage?
Es kommen die gleichen Schidigungsmechanismen wie bei Glycerin in Frage (siche

Kapitel 4.3).

Was ist diesbeziiglich schon veroffentlicht (und passt in den Zeitrahmen)?

- CBF und mukoziliire Funktion im Allgemeinen
Wie bei Glycerin gibt es auch zu Propylenglykol nur sehr wenige Studien, die dessen
isolierten Einfluss auf die zilidre Schlagfrequenz untersucht haben. Eine Quelle konnte
bei PG-Exposition eine Abnahme der CBF nachweisen (Vetter, Augustijns und Bernkop-
Schniirch, 2012). Allerdings war dieser Effekt im Gegensatz zu Glycerin fast vollstindig
reversibel.!® Laube et al. konnten zeigen, dass eine akute Exposition von Méusen mit
reinem verdampften PG keinen Einfluss auf die mukozilidre Clearance (MCC) hatte. Eine
chronische Exposition hingegen stimulierte die MCC (Laube et al., 2017)."°
Zusitzliche Erkenntnisse beschranken sich nicht auf PG alleine, sondern beziehen sich
auf den Einfluss aller in den jeweiligen Studien verwendeten Inhaltsstoffe der Liquids.
Die Nachweise der Abnahme der CBF bei Carson et al., der Verringerung der
mukozilidren Transportgeschwindigkeit von Palazzolo et al. sowie Kumral et al. und der
Verringerung der Expression von Genen, die am Aufbau und der Bewegung von Zilien
beteiligt sind (Gene: DNAH10 und FOXJ1) durch Moses et al., konnen, wie bei Glycerin
(Kapitel 4.3), auch in Zusammenhang mit PG diskutiert werden (Carson et al., 2017;
Kumral et al., 2016; Moses et al., 2017; Palazzolo et al., 2017). PG war in verschiedenen
Konzentrationen in allen Liquids der Versuche enthalten. Somit ist ein Einfluss auf die

gemessenen Parameter durch Propylenglykol denkbar. Allerdings konnte nur die o.g.

18 Die Studie zeigt, dass PG in einer 25,3 % Konzentration die Hilfte der maximal mdglichen Hemmung
(IC50-Wert) der CBF wihrend einer 60-miniitigen Exposition bewirkt. Die Reversibilitit war beinahe
vollstdndig. Nach Entfernung des PG erreichte die CBF 94,2 % der CBF, die vor der Intervention gemessen
wurde (Vetter, Augustijns und Bernkop-Schniirch, 2012).

1 Die akute Exposition entsprach einer Woche, chronische Exposition drei Wochen (20 min/ Tag). Eine
chronische Exposition mit Nikotin + PG senkte die MCC im Vergleich zur reinen PG-Exposition.
Mukozilidre Clearance bezeichnete die Menge an Technetium, die innerhalb von 6 Stunden aus beiden
Lungenfliigeln entfernt werden konnte (Laube et al., 2017).
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Studie von Vetter, Augustijns und Bernkop-Schniirch einen direkten Zusammenhang

zwischen PG und der CBF nachweisen.

Das Wissen zum isolierten Einfluss von PG auf die CBF ist sehr begrenzt. Die Studie von
Vetter, Augustijns und Bernkop-Schniirch konnte eine Abnahme mit fast vollstandiger
anschlieBender Erholung der CBF durch die isolierte Exposition mit PG nachweisen
(Vetter, Augustijns und Bernkop-Schniirch, 2012). Laube et al. zeigten in einem
Mausmodell in-vivo akut keine Verdnderung der MCC (Laube et al., 2017). Bei
chronischer Exposition kam es zu einer Erthohung der MCC. In den weiteren diskutierten
Studien ist PG nur ein Bestandteil des gesamten Liquids. Hier werden ausschlieSlich
negative Auswirkungen beschrieben, die aber keinen direkten Zusammenhang von PG
auf die CBF zulassen.

Insgesamt widersprechen sich die aktuellen Erkenntnisse beziiglich des akuten Einflusses
von PG auf die CBF. Es lisst sich keine definitive Aussage dariiber treffen, ob dieser

Effekt real und replizierbar ist.

- Zytotoxizitit

Die isolierte Exposition mit PG fiihrt bei humanen bronchialen Epithelzellen zu
oxidativem Stress (Scheffler et al., 2015). Lin et al. wiesen bei Bedampfung mit Glycerin
Schéadigungen von Natrium- sowie Chlorid-Kandlen (ENaC-, CFTR- und CaCC-Kanal)
nach, die nicht durch allgemeine Zelltoxizitdt bedingt waren. Durch PG hingegen konnte
bei Bedampfung kein Einfluss auf die Ionenfliisse dieser Kandle und auch keine
Zelltoxizitit nachgewiesen werden (Lin et al., 2019).

Die weiteren Erkenntnisse beschrinken sich nicht auf PG allein, sondern beziehen sich
auf den Einfluss aller Inhaltsstoffe der in den jeweiligen Studien verwendeten Liquids.
Lerner et al. wiesen eine erhohte Ausschiittung von Zytokinen (IL-6 und IL-8) nach
(Lerner et al., 2015).2° Wu et al. konnten dies bzgl. IL-6 bestitigen (Wu et al., 2014).%!
Dazu gegensitzlich widerlegten Wiest et al. eine erhohte Ausschiittung von IL-6 bei

isolierter Exposition mit PG (Wiest, 2020).22 Dort zeigte sich keine Entziindungsreaktion.

20 Bei dem Versuch wurde eine E-Zigarette der Marke Blu mit ,,tobacco*“-Aroma, 16 mg Nikotin und nicht
benannten Mengen Glycerin und PG verwendet. Es wurden humane Epithelzellen der Atemwege in-vitro
bedampft (Lerner et al., 2015).

2 (Wu et al., 2014) exponierten humane tracheobronchiale Epithelzellen E-Zigaretten-Dampf ohne Nikotin
(mit ,,tobacco“-Aroma) iiber 10 Minuten. 24 Stunden spéter wurden die Zellen ausgewertet.

22 Die nasalen Schleimhautepithelzellen wurden mit einem Dampf aus 1 mol/l PG, 10 mol/l PG und
Reinstoff PG exponiert (Wiest, 2020).



49
Yu et al. zeigten, dass es zu einem signifikanten Anstieg von DNA-Doppel- und
Strangbriichen kam, der durch Nikotin weiter verstirkt wurde (Yu et al., 2016).2* Es gilt
hierbei zu beachten, dass durch die vorherige Verdampfung, die dabei entstandenen

Zersetzungsstoffe dafiir ursichlich sein konnen (Yoshie & Ohshima, 1997).

Wie bei Glycerin scheint PG zelluldr fiir oxidativen Stress zu sorgen. Einfliisse auf
Ionenfliisse der Kanile konnten hingegen nicht gezeigt werden. Bei einer durch PG
ausgelosten Entziindungsreaktion liefern die Studien widerspriichliche Ergebnisse. Es
kann keine definitive Einschitzung zur Toxizitit von PG festgestellt werden, die die

Ursache der Abnahme der CBF ausreichend begriinden kann.

- Alternative Mechanismen (Einfluss der Viskositit und des pH-Werts auf
die CBF)
Die Viskositéit von Propylenglykol, betrdgt 43,43 mPas bei 25 °C (24,25 mPas bei 35 °C)
(Institut fiir Arbeitsschutz der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung, 2023).
PG hat einen pH-Wert von 6,5-7,5. Dieser Wert liegt im Bereich des physiologischen pH-
Werts von respiratorischem Mukus (ca. 6.5-7.9 pH) (Frohlich, 2022).
Dazu passend konnten Lin et al. bei Bedampfung mit PG keine Verdnderung des pH-

Werts des Mediums feststellen (Lin et al., 2019).

In Anbetracht der bisherigen Erkenntnisse zur Viskositit und des pH-Werts der
Oberflachenfliissigkeit des Lungenepithels (Kapitel 4.3; Alternative Mechanismen
(Einfluss der Viskositit und des pH-Werts auf die CBF)) kann die Abnahme der CBF
nicht durch die Viskositit und den pH-Wert von PG sowie dessen Einfluss auf die ASL

erklart werden.

4.5 Mogliche Folgen der Abnahme der zilidren Schlagfrequenz

,Die Verteidigung der Lunge umfasst das Husten, anatomische Barrieren [...] und
immunologische Mechanismen; der wichtigste Abwehrmechanismus ist jedoch die

mukozilidre Clearance (MCC)“ (Bustamante-Marin und Ostrowski, 2017). Durch die

23 Es wurde ein Liquid im Verhiltnis 70% PG / 30% Glycerin mit und ohne Nikotin verdampft und mit
zwei Aromen (,,Red American Tobacco™ und ,,Classic Tobacco®) verwendet (Konzentrationen von
Glycerin und PG unbekannt). Die Exposition fand an immortalen Keratinozyten mit verdampftem und dann
aufbereitetem Extrakt des Dampfes in fliissiger Form statt (1% Konzentration des Extrakts im Zellmedium).
Die Exposition dauerte eine Woche lang (Yu et al., 2016).
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MCC und den Zilienschlag konnen Mikroorganismen, Allergene und Schadstoffe aus den
Atemwegen transportiert werden (O’Grady, 2019). Bei Einschrankungen der Funktion
der Zilien kommt es zu einem Stau des abzutransportierenden Sekrets in der Lunge. Es
kann zu wiederkehrenden Infektionen der Atemwege sowie zu Epithelschiden und
Umbauvorgingen kommen, die zum Entstehen von Atemwegserkrankungen und
chronischen Funktionsstérungen fithren kdnnen.

Beziiglich der Vergleichbarkeit von nasalem und bronchialem Flimmerepithel konnte
gezeigt werden, dass sich die Zellen in den zwei Lokalisationen in-vitro hinsichtlich
Morphologie und Immunhistologie (McDougall et al., 2008) sowie CBF nicht signifikant
unterscheiden (Grosser et al., 2004). Somit lassen die Ergebnisse auch

Schlussfolgerungen auf das bronchiale Flimmerepithel zu.

Dariiber hinaus wurde in den Vereinigten Staaten eine neue lebensgefdhrliche
Symptomkonstellation mit der Bezeichnung ,,E-cigarette- or vaping-associated lung
injury” (EVALI) benannt. Klinisch beschreibt EVALI die Symptome Dyspnoe, Fieber
und Tachykardie (Jasper et al., 2021). Die Bezeichnung dieser neuen Krankheit mit
relevanter Inzidenz und Mortalitit?* unterstreicht die bisher unabsehbaren Gefahren des

E-Zigaretten-Konsums.

24 Stand August 2021 wurden ,,seit August 2019 von den Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
iber 2.800 Fille von EVALI bestitigt, mit 68 bestétigten Todesfdllen in den Vereinigten Staaten und
mindestens 2 im Vereinigten Konigreich™ (Jasper et al., 2021).
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4.6 Schlussfolgerung

Die aktuelle Forschung zu E-Zigaretten ist dynamisch und zeigt widerspriichliche
Erkenntnisse. Dadurch wird eine Sicherheits-Einstufung von Glycerin und
Propylenglykol erschwert. Das zeigt sich exemplarisch an den widerspriichlichen
Erkenntnissen zur Entziindungsreaktion und der Verdnderung der mukozilidren
Clearance durch Propylenglykol. Die aktuellen Studien verdffentlichen verschiedene
Schiadigungsmuster durch E-Zigaretten. Durch die vielféltige Zusammensetzung der
Liquids konnen diese Schadigungsmuster aber nur schwierig Glycerin, Propylenglykol

oder anderen Bestandteilen sicher zugeordnet werden.

Aus diesem Grund sollte diese Studie die Erkenntnis liefern, welchen Einfluss Glycerin
und Propylenglykol ohne Verdampfung und damit ohne Zersetzungsstofte, in fiir den E-
Zigaretten-Konsum realistischen Konzentrationen, auf die zilidre Schlagfrequenz des
Flimmerepithels haben.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Glycerin und Propylengkykol die CBF bei akuter
Exposition in-vitro senken. Hier konnten wir einige Studienergebnisse bestéitigen.
Zusitzlich gibt es Hinweise darauf, dass das Verdampfen der beiden Stoffe (Otreba et al.,
2018; Solleti et al., 2017) und der Zusatz von Nikotin (Moses et al., 2017; Solleti et al.,
2017; Wu et al., 2014) die schadigenden Effekte verstirken.

4.7 Ausblick

Aus der Sicht des Autors ist eine Einordnung der Stoffe beziiglich ihrer Sicherheit
weiterhin schwierig, da es keine standardisierten Versuchsabldufe zu den Stoffen und E-
Zigaretten allgemein gibt. Auch die zu diesem Zweck entwickelte ,,Standardized
Research Electronic Cigarette (SREC) wird in der Forschung aktuell nur wenig
verwendet. Nun sind Studien notig, die den isolierten Einfluss der einzelnen Bestandteile
der Liquids auf die zilidre Schlagfrequenz untersuchen. Weitere Studien, die individuelle
Produkte aus dem Einzelhandel analysieren, liefern nur noch begrenzten
wissenschaftlichen Fortschritt. Hinzu kommt, dass in einigen Studien die
Zusammensetzung der Liquids nicht benannt oder bekannt ist.

Es sind Studiendesigns wiinschenswert, in denen akute, sowie chronische Expositionen
der Epithelzellen in realistischen Stoffkonzentrationen durchgefithrt werden.

Standardisierte Vergleiche zwischen der Exposition des fliissigen Stoffs und dessen
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Verdampfung bei festgelegten Temperaturen wiirden ermoglichen, die Stoffe in ihrer
Schéadlichkeit bei bestimmten Temperatur-Niveaus besser einzuschidtzen zu kdnnen.
Dabei miissen die Rahmenbedingungen, wie z.B. Zeit, Temperatur der Stoffe, des
Kulturmediums und der Verdampfung sowie verwendete und praktisch zellulér erreichte
Stoffkonzentrationen konsequenter dokumentiert werden. Auf diese Weise konnte
hinsichtlich der einzelnen Stoffe besser eingeordnet werden, ob bzw. bei welchen

Parametern eine sichere Nutzung gewéhrleistet werden kann.
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S Zusammenfassung

Glycerin und Propylenglykol sind die Hauptbestandteile des Liquids von E-Zigaretten.
Das bedeutet, dass die Atemwege bei dessen Konsum relevanten Stoffkonzentrationen
ausgesetzt sind. Es gibt bereits eine Vielzahl an Studien, die den Einfluss des Liquids auf
die zilire Schlagfrequenz sowie verschiedene Schidigungsmuster durch E-Zigaretten
behandeln. Zum isolierten Einfluss der einzelnen Bestandteile gibt es allerdings noch
wenig Wissen. Dadurch ist eine Einordnung beziiglich der Sicherheit der Stoffe noch
schwierig. Diese Studie soll Erkenntnisse dariiber liefern, welchen Einfluss Glycerin und
Propylenglykol in-vitro auf die zilidre Schlagfrequenz haben. Die zilidre Schlagfrequenz
bzw. die mukozilidre Clearance sind wichtige Funktionen zur Reinigung der Atemwege.
Eine Funktionseinschrinkung kann zu wiederkehrenden Infektionen der Atemwege,
Epithelschdden und Umbauvorgidngen der Lunge fiihren. Dadurch kann das Risiko fiir

das Entstehen von Atemwegserkrankungen und chronischen Funktionsstdrungen steigen.

In dieser Studie wurden Flimmerepithelzellen mit einer Einweg-Abstrichbiirste aus dem
unteren Nasengang (Meatus nasi inferior) entnommen. Die Zellen wurden bei
Raumtemperatur in einer Zellkulturfliissigkeit gelagert und in einem Zeitfenster 3-9
Stunden nach Entnahme analysiert. Die Zellen wurden in-vitro den Stoffen Glycerin und
Propylenglykol in den Konzentrationen 1%, 5% und 8% exponiert. Eine Kontrolle wurde
mit 8% NaCl 0,9% durchgefiihrt. Hierbei wurden die Zellen 20 Minuten lang den
jeweiligen Konzentrationen ausgesetzt. Die zilidre Schlagfrequenz wurde alle zwei
Minuten gemessen. Die Analyse fand mit einer ,,High-speed video microscopy analysis*

(HSVA) und die Auswertung mit der Sisson-Ammons Video Analysis (SAVA) statt.

Bei einem Vergleich der Mittelwerte zwischen der Kontrolle mit NaCl 0,9% (6.9 Hz +
1.7) fiihrt die Exposition mit 1% Glycerin (4.4 Hz + 1.5), 5% Glycerin (3.9 Hz + 1.7) und
8% Glycerin (3.5 Hz £ 1.4) jeweils zu signifikant (p < 0.001) niedrigeren zilidren
Schlagfrequenzen als die Kontrolle. Auch die Exposition mit 1% Propylenglykol (4.3 Hz
+ 1.5), 5% Propylenglykol (3.8 Hz = 1.3) und 8% Propylenglykol (3.1 Hz + 1.1) fiihrt zu
jeweils signifikant (p < 0.001) niedrigeren zilidren Schlagfrequenzen. Zusitzlich wurde
die Effektstirke mit dem Spearman-Korrelationskoeffizienten berechnet. Die Ergebnisse
weisen darauf hin, dass eine Erhdhung der Stoffkonzentrationen von Glycerin sowie
Propylenglykol mit einer Abnahme der zilidiren Schlagfrequenz stark bis sehr stark

korrelieren (Spearmans p < -0.69).
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Zusitzlich fiihrt eine Erhohung der Stoffkonzentration bei Glycerin (1%: 4.4 Hz + 1.5 vs.
8%: 3.5 Hz + 1.4) sowie Propylenglykol (1%: 4.3 Hz + 1.5 vs. 8%: 3.1 Hz + 1.1) zu
signifikanten Abnahmen der zilidre Schlagfrequenz (p < 0.001). Somit kann eine
konzentrationsabhdngige Abnahme der CBF festgestellt werden.
Die Ergebnisse einer akuten Abnahme der ziliiren Schlagfrequenz durch Glycerin
konnen in der Literatur bestitigt werden. Eine akute Abnahme durch Propylenglykol kann
in der Literatur nur teilweise bestétigt werden. Es gibt in der Literatur Hinweise auf
zelluldre Schidigungsmechanismen durch E-Zigaretten. Eine sichere Zuordnung
zwischen Stoff und ursdchlichem Schidigungsmechanismus ist allerdings bisher nicht
moglich.
Es gilt zu beriicksichtigen, dass diese Studie ausschlieBlich die ersten 20 Minuten der
Exposition in-vitro mit Glycerin und Propylenglykol beriicksichtigt. Eine {iber diese
Dauer hinaus bewirkte Verdnderung, sowie der Einfluss der Zersetzungsstoffe durch
Verdampfung sind nicht Teil dieser Arbeit.
Der Autor weist daraufhin, dass NaCl 0,9% zu einer Abnahme der zilidren
Schlagfrequenz fiihren kann, sodass eine Ringerlosung als Kontrollsubstanz eine bessere

Alternative gewesen wire.

In Zukunft sind Studien gefragt, die den isolierten Einfluss der einzelnen Bestandteile der
Liquids auf die zilidre Schlagfrequenz untersuchen. Dabei sind Studiendesigns
wiinschenswert, in denen akute, sowie chronische Expositionen der Epithelzellen in
realistischen Stoffkonzentrationen durchgefiihrt werden. Die Rahmenbedingungen, wie
z.B. Zeit, Temperatur der Stoffe, des Kulturmediums und der Verdampfung sowie
verwendete und praktisch zelluldr erreichte Stoffkonzentrationen miissen konsequenter
dokumentiert werden. Auf diese Weise konnten hinsichtlich der einzelnen Stoffe besser
eingeordnet werden, ob bzw. bei welchen Parametern eine sichere Nutzung gewéhrleistet

werden kann.
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6 Summary

Glycerol and propylene glycol are the main components of e-cigarette liquids. As a result,
the consumption of e-cigarettes leads to a relevant substance exposure of the respiratory
tract. There are already a large number of studies dealing with the influence of the liquid
on the ciliary beat frequency as well as different patterns of damage caused by e-
cigarettes. However, there is still little knowledge about the isolated influence of the
individual components. This makes it difficult to classify the safety of the substances.
This study aims to provide insights into the influence of glycerol and propylene glycol on
ciliary beat frequency in vitro. Ciliary beat frequency, or mucociliary clearance, is an
important function in clearing the airways. Impaired function can lead to recurrent
respiratory tract infections, epithelial damage and remodelling processes. This can
increase the risk of developing respiratory diseases and chronic dysfunction.

In this study, ciliated epithelial cells were collected from the inferior nasal meatus using
a disposable swab brush (brush biopsy). Cells were stored at room temperature in cell
culture fluid and analysed in a time window 3-9 hours after collection. Cells were exposed
in-vitro to glycerol and propylene glycol at 1%, 5% and 8% concentrations. A control
was performed with 8% isotonic saline solution (NaCl 0,9%). Here, the cells were
exposed to the respective concentrations for 20 minutes. The ciliary beat frequency was
measured every two minutes. The analysis was performed with a "High-speed video
microscopy analysis" (HSVA) and the evaluation with the “Sisson-Ammons Video
Analysis” (SAVA).

When comparing the mean values between the control with NaCl 0.9% (6.9 Hz + 1.7),
exposure to 1% glycerol (4.4 Hz £ 1.5), 5% glycerol (3.9 Hz + 1.7) and 8% glycerol (3.5
Hz + 1.4) each lead to significantly (p < 0.001) lower ciliary beat frequencies than the
control. Exposure to 1% propylene glycol (4.3 Hz + 1.5), 5% propylene glycol (3.8 Hz +
1.3) and 8% propylene glycol (3.1 Hz = 1.1) also resulted in significantly (p < 0.001)
lower ciliary beat frequencies. In addition, the effect size was calculated with the
Spearman correlation coefficient. The results indicate that an increase in the substance
concentrations of glycerol and propylene glycol correlates strongly to very strongly with
a decrease in the ciliary beat frequency (Spearman's p < -0.69).

In addition, an increase in the substance concentration of glycerol (1%: 4.4 Hz &+ 1.5 vs.
8%: 3.5 Hz £ 1.4) and propylene glycol (1%: 4.3 Hz + 1.5 vs. 8%: 3.1 Hz £ 1.1) leads to
significant decreases in ciliary beat frequency (p < 0.001). Thus, a concentration-

dependent decrease in CBF can be detected.
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The results of an acute decrease in ciliary beat frequency by glycerol can be confirmed in
the literature. An acute decrease due to propylene glycol can only be partially confirmed
in the literature. There are indications in the literature of cellular damage mechanisms
caused by e-cigarettes. However, a reliable assignment between substance and causal
damage mechanism is not yet possible.

It must be taken into account that this study only considers the first 20 minutes of
exposure in-vitro to glycerol and propylene glycol. Any change caused beyond this
period, as well as the influence of the decomposition substances through evaporation, are
not part of this work.

The author points out that NaCl 0.9% can lead to a decrease in ciliary beat frequency, so

that a Ringer's solution as a control substance would have been a better alternative.

In the future, studies are needed that examine the isolated influence of the individual
components of the liquids on the ciliary beat frequency. Study designs in which acute as
well as chronic exposures of the epithelial cells are carried out in realistic substance
concentrations are desirable. The general conditions, such as time, temperature of the
substances, the culture medium and the evaporation as well as the used and practically
cellularly achieved substance concentrations must be documented more consistently. In
this way, it could be better classified with regard to the individual substances whether or

at which parameters safe use can be guaranteed.
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8 Anhang
8.1 Material

8.1.1 Chemikalien
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Name

Hersteller

RPMI-1640-Medium

Sigma-Aldrich Life Sience, St. Louis,
Missouri, USA

Glycerin, 99,5%, wasserfrei, 2x destilliert

Carl Roth Gmbh + Co, 76185 Karlsruhe,
Deutschland

Propylenglykol >99,5%, FCC, FG

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 82024
Taufkirchen, Deutschland

BD PosiFlush SP Syringe 0,9% NaCl

BD, 4123 Allschwil, Schweiz

8.1.2 Laborausstattung und Geriite

Name

Hersteller

96-Well Zellkulturplatte

SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht,
Deutschland

Aspirator (Vakuumpumpe)

Driagerwerk AG & Co. KGaA, Liibeck,
Deutschland

Astacus 2 mP Water Purifier

membraPure GmbH, Henningsdorf,
Deutschland

Autoclave, Tuttnauer 3850 ELC

Tuttnauer GmbH, Linden, Deutschland

Benchtop hood

Waldner Inc., Massachusetts, USA

Computer

DELL, Round Rock, Texas, USA

Edding 140 S pen

Edding AG, Hamburg, Deutschland

Electronic Clock Timer

Otto E. Kobe KG, Marburg, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

15ml Falcon R6hrchen Deutschland
Gynobrush Plus Heinz Herenz, Hamburg, Germany
Handschuhe Nobaglove, Wetter, Deutschland

Kamera acA1300-200pm

Basler AG, Ahrensburg, Germany

Kiihlschrank 4° C, KT 1930

Liebherr-International, Biberach an der Rilf3,
Deutschland

Luftstromregler

Secuflow Waldner Laboreinrichtungen,
Wangen, Deutschland

Mikroskop Leica MC 170 HD

Leica Microsystems AG, Wetzlar,
Deutschland

Nitril-Handschuhe - Sempermed

Lohmann & Rauscher GmbH & Co. KG,
Deutschland
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Prazisionstiicher 11,4 x 21,3 cm, Kimtech
Sience

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Reagenzglasgestelle

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sterile Sicherheitswerkbank S20201.2

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Mohr Pipette Sml (steril)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Pipetus

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Germany

Pipettenspitzen 20-100ul

Brand GmbH + Co.KG, Wertheim,
Deutschland

Pipette 20-100ul P100

Gilson Incorporated, Middleton, WI, USA

Pipettenspitzen 1-10ul

Brand GmbH + Co.KG, Wertheim,
Deutschland

Pipette 1-10ul P100

Gilson Incorporated, Middleton, WI, USA

VWR International GmbH, Darmstadt,

Tropfpipetten Sml Deutschland

Ascuro Service GmbH, Lorrach,
Wage Kern 440 Deutschland

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Wasserbad Burgwedel, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Vortexer Reax 2000 Schwabach, Deutschland

pH Meter, Orion Star A211

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

8.1.3 Software

Name Hersteller
Roy Rosenzweig Center for History and
Zotero New Media, Fairfax, USA

MS Office (Word, Excel, Power Point)

Microsoft, Redmond, USA

SAVA Systems

Ammons Engineering, 8114 Flintlock Road,
Mt. Morris, MI 48458, USA

Software fur Statistik "R"

R Foundation for statistical Computing,
Vienna, Austria
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8.2 Patientenaufklirung

Universitits- HNO-Klinik Marburg
35043 Marburg

Patienteninformation und Einverstdndniserklarung

Der Einfluss lokaler Medikamente auf die ziliare Funktion

der Nase
Univ.- HNO-Klinik Marburg

Direktor: Prof. Dr. med. B.A. Stuck
Tel.: 06421/ 58 66478

Name des Patienten:

Sehr geehrter Patient,

Wir mdchten Sie bitten, sich an der nachfolgend beschriebenen Studie zu beteiligen. Zur
weiteren Untersuchung verschiedener bereits nasal verwendeter Medikamente mochten
wir per Abstrich Flimmerhirchen (Zilien) entnehmen und unter dem Mikroskop weiter
untersuchen. Dabei geht es um die Frage, ob jene Medikamente und Wirkstoffe, wie zum
Beispiel Tranexamsédure, Octinidin, Glycerin, oder Tyloxapol einen Einfluss auf die
Funktion der Zilien hat und damit die Funktion des Transportes der Schleimhaut

beeinflussen.

Ablauf der Studie:

Einer der Priifarzte wird Sie iiber die Studie, Thre Eignung und eventuelle Risiken
aufkldren. Es erfolgt ein Abstrich aus der linken und rechten Nasenhaupth6hle mittels
Abstrichbiirste. Die Entnahme der Zellen selbst ist nur wenig unangenehm und sehr selten
wird danach leichtes Bluten beobachtet, dass jedoch normalerweise sehr schnell zum
Stillstand kommt. Die aus dem Abstrich gewonnen Hérchen kommen in ein Ndhrmedium
und werden nach dem Abstrich unter dem Mikroskop weiter untersucht. Nach einigen
Stunden ist die Lebensspanne der Zellen auBlerhalb des menschlichen Korpers

uberschritten und die Zellen werden verworfen.
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Freiwilligkeit / Widerruf der Teilnahme / Abbruch der Studie:

Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig. Sie konnen jederzeit ohne Angaben von
Griinden Thre schriftlich erklarte Teilnahme zuriickziehen, ohne dadurch Thre zukiinftige
medizinische Versorgung zu gefdhrden. Auch der Priifarzt kann Sie ohne Ihre
Zustimmung von der Studie ausschlieen, wenn er dies fiir ratsam hélt oder die gesamte

Studie abgebrochen wird.

Ethikkommission:
Die zustdndige Ethikkommission hat die Studienanlage, die Probandeninformation und
die Einverstindniserkldrung beraten. Es bestehen keine rechtlichen oder ethischen

Bedenken gegen die Durchfiihrung dieser Studie.

Leiter der klinischen Studie:

Die érztliche Verantwortung wiéhrend der gesamten Studie trdgt der verantwortliche
Priifarzt: Prof. Dr. med. R Birk, Universitits-HNO-Klinik Marburg, 35043 Marburg,
Tel.: 06421/ 58 66478, Fax: 06421/ 58 66367

Datenschutz und Qualititssicherung:

Es ist Ihnen bewusst, dass lhre Daten entsprechend dem aktuellen
Datenschutzgesetz streng vertraulich behandelt werden. Sie erkliren sich damit
einverstanden, dass die im Rahmen dieser Studie an Ihnen erhobenen Daten
aufgezeichnet werden. Die erhobenen Daten werden fiir 10 Jahre in der
Universitits-HNO-Klinik  Marburg  archiviert. Die  Auswertung und
Veroffentlichung von Daten geschieht ausschlieilich anonymisiert in Form von

Zahlencodes die keine Riickschliisse auf Ihre Identitit zulassen.

Es besteht eine Haftpflichtversicherung fiir die an der Studie beteiligten Arzte. Diese
bezieht sich auf eventuelle Haftpflichtanspriiche von Seiten der Probanden. Falls Sie
wihrend der Studie weitere Fragen haben, wenden Sie sich bitte an einen Threr Priifarzte
(PD Dr. R. Birk, Dr. med. Wieland Behr, PD Dr. Hoch, Dr. E. Birk, Prof. Geisthoff, Prof.
Dr. med. B. A. Stuck,).

Sie erhalten eine Kopie dieser Probandeninformation und der Einverstidndniserkldrung.
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Der Einfluss verschiedener Medikamente auf die zilidre
Funktion

Ich, der/die Unterzeichnende, geb. am , wohnhaft in

erkldre, dass ich auf Grundlage der Patienten-

information durch den behandelnden Arzt vollstindig

aufgekldrt wurde. Ich erklére freiwillig meine Einwilligung zur Teilnahme an dieser

Studie.

/| (Tag/Monat/Jahr)
UNTERSCHRIFT DES Patienten DATUM UHRZEIT

NAME DES Patienten IN DRUCKBUCHSTABEN

UNTERSCHRIFT DES PRUFARZTES DATUM
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Meine akademischen Lehrenden in Marburg waren:

Adamkiewicz
Balz
Barth
Bartsch
Bauer
Baum
Becker A.
Becker S.
Bender
Berger
Bertoune
Bette
Bien
Bosner
Bonaterra
Braun
Brehm
Biicking
Burchert
Cetin
Czubayko
Daut
Decher
Del Rey
Denkert
Dettmeyer
Dietz
Dodel
Donner-Banzhoff
Duda
Eberhart

Fendrich
Feuser
Frink

Fritz
Fuchs-Winkelmann
Geks
Gobert
Gorg

Gress
Grosse
Grundmann
Hegele
Hertl
Hildebrand
Hoffken
Hofmann
Holst
Hoyer
Hundt
Jansen
Jerrentrup
Kalder
Kampmann
Kann
Kanngiefer
Kim-Berger
Kinscherf
Kircher
Kirschbaum
Klaus
Kohler U.

Kohler S.
Konig
Kolb-Niemann
Koolmann
Krieg

Kruse
Kiihnert
Leonhardt
Lill

Lohoff
Luster
Mahnken
Maier
Maisner
Milani
Mirow

Moll
Moosdorf
Mueller
Mutters
Neubauer
Neumiiller
Nikolaizik
Nimsky
Oberkircher
Oberwinkler
Oertel
Oliver

Opitz
Pagenstecher

Pankuweit



Patrascan
Peter
Peterlein
Pfiitzner
Plant
Preisig-Miiller
Printz
Quint
Reese
Renz

Rost
Rothmund
Ruchholtz
Rust

Sahmland
Schifer
Schieffer
Schmeck
Schu
Schiitz
Schwarz
Seipelt
Seitz
Sekundo
Sevinc
Sommer
Steininger

Stuck

Suske
Tackenberg
Thieme
Timmermann
Timmesfeld
Vogelmeier
Wagner
Weber
Weihe
Westermann
Wilhelm
Worzfeld
Wrocklage
Wulf
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8.4 Danksagung

Zunichst mochte ich mich herzlich bei meinem Doktorvater Prof. Dr. Richard Birk und
meinem Betreuer Dr. Wieland Behr bedanken. Fiir jegliche Fragen konnte ich mich

immer an Beide wenden und jederzeit wertvolle Unterstiitzung bekommen.

AuBlerdem danke ich Prof. Dr. Boris A. Stuck fiir die Bereitstellung des Themas sowie
der Moglichkeit der Bewerkstelligung der Arbeit in Threr Poliklinik und im Labor.

Prof. Dr. Robert Mandic sowie dem gesamten Team des Labors, insbesondere Grazyna
Sadowski, danke ich fiir die Unterstlitzung wihrend der Laborversuche. Thre praktische
Expertise sowie fachliche Unterstiitzung haben die Durchfiihrung der Versuche unfassbar

erleichtert.

Allen teilnehmenden Patientinnen und Patienten danke ich herzlich fiir die Teilnahme

und Bereitstellung der Zellproben.

Christian Kolle mochte ich ganz besonders fiir die Unterstiitzung bei der statistischen

Auswertung danken.

Mein ganz besonderer Dank gilt meiner Familie und meiner Freundin Grace fiir die
Unterstiitzung bei dieser Promotion, im Studium sowie der gesamten letzten Jahre. Ohne

Euch hitte ich die Herausforderungen nicht meistern kdnnen.
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8.5 Ehrenwortliche Erklirung

,lch erkldre ehrenwdrtlich, dass ich die dem Fachbereich Medizin Marburg zur
Promotionspriifung eingereichte Arbeit mit dem Titel ,Einfluss von Glycerin und
Propylenglykol auf die zilidre Schlagfrequenz von menschlichen nasalen Epithelzellen
in-vitro* in der Klinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde unter Leitung von Prof. Dr.
Boris Stuck mit Unterstiitzung durch Prof. Dr. Richard Birk und Dr. Wieland Behr ohne
sonstige Hilfe selbst durchgefiihrt und bei der Abfassung der Arbeit keine anderen als die
in der Dissertation aufgefiihrten Hilfsmittel benutzt habe. Ich habe bisher an keinem in-
oder auslidndischen Medizinischen Fachbereich ein Gesuch um Zulassung zur Promotion

eingereicht, noch die vorliegende oder eine andere Arbeit als Dissertation vorgelegt.

Ich versichere, dass ich simtliche wortlichen oder sinngemiiBen Ubernahmen und Zitate

kenntlich gemacht habe.
Mit dem Einsatz von Software zur Erkennung von Plagiaten bin ich einverstanden.

Vorliegende Arbeit wurde beim ,,European Archives of Oto-Rhino-Laryngology* des

Springer-Verlags eingereicht. *1

Ort, Datum, Unterschrift Doktorand

Kéln, den 13.02.2025 '7(%@

——

,,Die Hinweise zur Erkennung von Plagiaten habe ich zur Kenntnis genommen.‘*2

Ort, Datum, Unterschrift Referent

*IHjer sind Publikationen/Abstracts aufzufiihren, die aus der Dissertation entstanden sind
bzw. eingereicht oder angenommen wurden. Fiir jedes DIN A4 Exemplar ist eine
Kopie beizufiigen.

*2 Die ,,Hinweise zur Erkennung von Plagiaten® sind auf unserer Homepage hinterlegt.


Thilo Demmer
Köln, den 13.02.2025


