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1 Einleitung

1.1 Hintergrund
Im 21. Jahrhundert ist das Rauchen von Zigaretten nach wie vor die haufigste vermeidbare

Todesursache weltweit2. Zudem stellt das Tabakrauchen den bedeutendsten Risikofaktor
fur die friihzeitige Entstehung einer Herz-Kreislauf-Erkrankung dar®#4, die in Deutschland im
Jahr 2021 mit 33,3 % aller Todesfille wiederum die haufigste Todesursache war®.
Wohingegen in mehreren Studien zu der konventionellen Zigarette bereits gezeigt wurde,
dass das Rauchen Uber gesteigerten oxidativen Stress®’, Inflammation®, endotheliale
Dysfunktion®® und erhéhten Blutdruck® das Risiko fiir die Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen steigert, sind diese Daten hinsichtlich des Konsums alternativer
Nikotinabgabesysteme (ANDS) aktuell begrenzt. Im Hinblick auf die 6ffentliche Gesundheit,
sollte die Forschung tiber die akuten und langfristigen kardiovaskuldaren Auswirkungen der

ANDS daher eine dringliche Zielsetzung sein.

Aktuelle Studien weisen auf eine mégliche Risikoreduktion mittels der Nikotinapplikation
ohne die Entstehung von Tabakrauch hin, so dass die Elektronische Zigarette (E-Zigarette)
als eine gesuindere Alternative zur Zigarette erscheinen kénnte?. In Fachkreisen gilt die E-
Zigarette mittlerweile als weniger schadlich als die Zigarette, jedoch herrscht Uneinigkeit
bei der Einschitzung des AusmaRes der daraus resultierenden Schadensverminderung?®.
Eine weitere, vom Hersteller ebenfalls aufgrund der fehlenden Rauchentstehung als

geslinder propagierte Alternative zu der Zigarette, ist der Tabakerhitzer.

In den vergangenen Jahren verzeichnete sich weltweit eine rapide Zunahme des Konsums
der E-Zigaretten 1. Auch in Deutschland stieg die Pravalenz: Zum Jahresende 2022 hatte
sich die Anzahl der regelmaRig Konsumierenden auf insgesamt 3,0 % innerhalb eines Jahres
verdoppelt!?, wobei die E-Zigarette in Deutschland vorwiegend bei Rauchenden
Verwendung findet, die ihren Konsum reduzieren oder beenden wollen'314, Unter den
aktuell Rauchenden gaben 29,4 % an, schon einmal eine E-Zigarette probiert zu haben??.
Allerdings wurde in Deutschland bisher keine Empfehlung fir die E-Zigarette als Hilfsmittel
fur den Rauchstopp ausgesprochen®>, da es keinen Nachweis (ber ihre alleinige
Wirksamkeit als ein solches gibt'%'# und zusétzlich die Diskussion liber eine vermeintliche
Risikoreduktion nicht abschlieRend geklart ist. Zudem greift ein groRer Anteil derer, die die
E-Zigarette konsumieren, mindestens gelegentlich auch zur konventionellen Zigarette.

Dieser duale Konsum gilt als problematisch, da die mégliche Risikoreduktion nur entsteht,
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wenn die E-Zigarette die Zigarette vollstindig ersetzt'41®, Es gibt auch Hinweise darauf,
dass der duale Konsum, ohne signifikante Reduktion des Zigarettenkonsums, zu erhéhter
toxischer Belastung durch Schadstoffe gegeniber dem alleinigem Zigarettenkonsum

fuhrt'’.

Jedoch auch der alleinige Konsum von E-Zigaretten und Tabakerhitzern gefahrdet die
Gesundheit. Zwar liegen die bekannten Schadstoffe im Aerosol dieser Devices in geringeren
Mengen als im Tabakrauch vor, wahrend des Verneblungsprozesses entstehen jedoch
weitere gesundheitsschadliche, darunter krebserzeugende Substanzen, wie Acrolein, freie
Radikale, Formaldehyd und Acetaldehyd, die bislang nicht umfassend untersucht sind*.
Diese chemischen Reaktionen finden nicht nur bei Erhitzung des Liquids statt, sondern
bereits bei Lagerung des Liquids bei Raumtemperatur, so dass nicht deklarierte Substanzen
mit unbekanntem Gesundheitsrisiko entstehen'’. Zudem gibt es aufgrund der bisher
kurzen Verwendungszeit der E-Zigarette und des Tabakerhitzers noch keine
Langzeitstudien, die die langfristigen Auswirkungen des Konsums untersucht haben.
Insbesondere die mit dem Tabakrauchen assoziierten Erkrankungen, wie Krebs, Herz-
Kreislauf-Erkrankungen oder chronisch obstruktive Lungenerkrankungen (COPD) sind erst
nach Jahren wissenschaftlich zu erfassen.'’” Ein bekanntes Beispiel einer E-Zigarette, die
aufgrund ihrer groRen Beliebtheit unter US-amerikanischen Jugendlichen bei gleichzeitig
bestehender unzureichender Kenntnis liber ihre Konsumentensicherheit starke Bedenken
hinsichtlich gesundheitlicher Langzeitfolgen ausléste, stellt die JUUL™ dar'8. Die JUUL™ ist
eine moderne E-Zigarette, die insbesondere durch ihr schickes Design, die leichte
Bedienung und diverse Geschmacksrichtungen fiir Jugendliche so interessant wurde, so
dass das ,JUULiIng” unter US-amerikanischen Jugendlichen zum Synonym fiir den Konsum
einer jeglichen E-Zigarette wurde>?°, In den USA wurde und wird die JUUL™ noch heute
fir den starken Anstieg des E-Zigarettenkonsums unter Jugendlichen verantwortlich
gemacht?!. Auch in Deutschland, wo die JUUL™ den Markt fiir sich allerdings nicht
erschloss, wurde ab 2021 ein Anstieg des Konsums von E-Zigaretten unter den jungen
Leuten registriert. Der absolute Anteil der Konsumierenden lag Ende 2022 bei den 14- bis
17-Jahrigen bei 2,5 % und bei den 18- bis 24-J3hrigen bei 4,0 %'. Ein Anteil, der Bedenken
auslost, da der E-Zigarettenkonsum fiir diese vulnerable Gruppe ein besonderes Risiko
birgt: Der regelmalige E-Zigarettenkonsum kann die Entwicklung des Gehirns und der

Atemwege negativ beeintrachtigen. Zudem kann sich eine Nikotinabhangigkeit entwickeln,



die den Einstieg in den Tabakkonsum begiinstigt!®. Tatsichlich ist in Deutschland unter
jungen Leuten ein zunehmender Tabakkonsum zu beobachten: Im Jahr 2022 hat sich der
Anteil der rauchenden 14- bis 17-Jahrigen von 8,7 % auf 15,9 % beinahe verdoppelt und
stieg auch bei den 18- bis 24-J3hrigen von 36,1 % auf 40,8 % im Vergleich zum Vorjahr an?2.

Ein neuer Typ unter den Tabakprodukten, der in Deutschland seit Juni 2016 erhaltlich ist
und vor allem unter jungen Menschen verwendet wird?3, ist der Tabakerhitzer. Hierbei wird
der Tabak elektronisch auf bis zu 350 °C erhitzt, wobei dieser laut dem Hersteller der 1Q0OS,
des in Deutschland popularsten Modells der Tabakerhitzer, nicht verbrannt werde und
somit kein schadlicher Tabakrauch entstehe?*. In Deutschland war der Anteil derer, die
jemals einen Tabakerhitzer verwendeten innerhalb von finf Jahren von 1,8 % auf 6 % zum
Ende des Jahres 2022 gestiegen, obgleich zum selben Zeitpunkt lediglich 0,6 % einen
Tabakerhitzer regelmaRig konsumierten??. Der Hersteller Philip Morris International (PMI)
postuliert weniger krebserregender Substanzen im Aerosol der 1QOS als im Rauch der
Zigarette und wirbt mit entsprechend verringerten Gesundheitsrisiken?4. Tatsachlich
fanden industrieunabhangige Studien heraus, dass die Belastung durch die
Hauptschadstoffe des Tabakrauches beim Konsum der 1QOS geringer als beim Rauchen
sind, jedoch ist auch fir diese Produktkategorie aktuell unklar, inwiefern sich die geringere
Schadstoffbelastung in eine reduzierte Gesundheitsgefahrdung Ubertragt?>26. Zudem
wurden auch im Aerosol von Tabakerhitzern schadliche Bestandteile nachgewiesen,
inklusiver solcher Substanzen, die im Tabakrauch nicht vorkommen und deren
Auswirkungen aktuell noch unerforscht sind'’. Im Hinblick auf die kardiovaskuliren
Auswirkungen der 1QOS ist die Studienlage bisher eingeschrankt. Allerdings wurde auch
nach dem Konsum der IQOS ein Anstieg der arteriellen GefiRsteifigkeit?’, sowie eine
Zunahme des oxidativen Stress und das Entstehen endothelialer Dysfunktion beobachtet.
Ereignisse, die als Risikofaktoren fiir die Entstehung kardiovaskuldarer Erkrankungen

gelten?®.

1.2 Nikotin
Nikotin ist ein, in den Blattern der Tabakpflanze vorkommendes Alkaloid mit

pharmakologischer Wirkung, das sowohl stimulierend als auch hemmend auf die Neurone
des vegetativen Nervensystems wirkt?®. Die Resorption des Nikotins in den menschlichen
Korper ist abhangig vom pH-Wert des Transportmediums und erfolgt in Form der freien

Base gut Uber die Haut, die Schleimhaute, den Magen-Darm-Trakt und die Atemwege.



Einmal resorbiert, wirkt das Nikotin an den nikotinischen Acetylcholin-Rezeptoren, die sich
im zentralen Nervensystem (ZNS), im Nebennierenmark, an der motorischen Endplatte,
sowie in den parasympathischen und sympathischen Ganglien befinden. Hierbei stimuliert
es die parasympathischen Ganglien und hemmt die sympathischen Ganglien in ihrer
Aktivitat. Die Wirkung ist dabei dosisabhangig: in geringer Dosierung wirkt es als Stimulans,
flhrt in mittlerer Dosierung zur Entspannung und kann in hoher Dosierung aufgrund der
Blockade der Ganglien toxisch wirken3°, Im Hinblick auf den Tabakkonsum ist Nikotin der

Inhaltsstoff des Tabaks, der das Suchtpotential ausl6st3! (s. Abbildung 1).
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Abbildung 1: Physischer und psychischer Aspekt der Tabakabhdngigkeit (aus Tabakatlas-Deutschland 2020)

Eine Steigerung des Konsumverhaltens, aus der schlielich eine Abhangigkeit resultieren
kann, bedingt sich wahrend des Nikotinkonsum durch den folgenden Wirkmechanismus:
Durch die Aktivierung der nikotinischen Acetylcholin-Rezeptoren im ZNS I6st Nikotin die
Freisetzung der Neurotransmitter Serotonin und Dopamin aus, die zu einer Aktivierung des
endogenen Belohnungssystems im Nucleus accumbens flihren. Entscheidend ist der dabei
entstandene Lerneffekt, der zur psychischen Suchtbildung beitragt. Bei inhalativer
Aufnahme flutet das Nikotin verhaltnismalRig schnell, innerhalb von 10 - 20 Sekunden im
ZNS an, so dass hierbei im Vergleich zu anderen Arten des Tabakkonsums, wie z.B. das
Kauen oder Schnupfen des Tabaks, das héchste Suchtpotential besteht32. Die so
entstandene Abhangigkeit vom Nikotin flihrt dazu, dass viele Rauchende trotz einer bereits
bestehenden Folgeerkrankung und dem Wissen (iber das Schadenspotential des Nikotins
weiterrauchen®. Neben der Tatsache, dass Nikotin abhdngig macht, werden weitere
relevante Auswirkungen vermutet. Es scheint die Entstehung von Atherosklerose zu
beschleunigen, indem es eine Hyperlipidamie auslost, die Endothelzellen schadigt und
thrombotische Ereignisse begiinstigt®33. Auch gibt es Hinweise darauf, dass Nikotin eine

Insulinresistenz fordert und dadurch das Risiko fir die Entstehung eines Typ-2-Diabetes



steigert®®. Zudem beglinstigte Nikotin in vitro und in vivo in tierischen Zellen
unterschiedliche Mechanismen, die das Tumorwachstum férdern34. Jedoch wurde bisher
noch kein Nachweis dieser Abldufe in menschlichen Zellen erbracht®. Fir diese Arbeit sind
vor allem die Auswirkungen des Nikotins auf das Herz-Kreislauf-System von Relevanz. Der
Nikotinkonsum fiihrt unabhangig von der Art der Verabreichung zu einer kurzfristigen
Steigerung der Herzfrequenz auf bis zu 10-15 bpm unmittelbar nach dem Konsum und zu
einer vorlibergehenden Steigerung des Blutdruckes um 5-10 mmHg. Das Herzzeitvolumen
steigt infolge der erhohten Herzfrequenz, der gesteigerten Herzkontraktilitdt und der
verstarkten Herzfiillung bedingt durch die systemische Venenkonstriktion?3637, Diese |4sst
sich anhand der Vasokonstriktion der peripheren BlutgefalRe inklusive der HerzkranzgefalRe
bedingt durch das Nikotin erklaren. Aufgrund des verringerten Blutflusses in den
mikrovaskuldren Kapillarbetten, kann es zu Wundheilungsstérungen, Makuladegeneration,
fortschreitender Nierenerkrankung und Funktionsstérungen der Plazenta wahrend der
Schwangerschaft kommen?2. Von weiterer Relevanz fiir diese Arbeit ist die Fahigkeit des
Nikotins, in ausreichend hoher Dosierung, die Hypothalamus-Hypophysen-Achse (HPA) zu
aktivieren und somit Uber die Freisetzung des Corticotropin-Releasing-Hormons (CRH)
einen Anstieg des Cortisols als eine Komponente der physiologischen Reaktion auf Stress
auszulésen3®40, Der Nikotinkonsum und das Rauchen werden des Ofteren als Synonym
verwendet, obwohl es einer separaten Betrachtung der unterschiedlichen Konsumarten
bedarf. Wahrend das Nikotin als pharmakologisch wirksamer Inhaltsstoff primar fir die
Entstehung einer physischen Abhangigkeit verantwortlich ist, entstehen durch den
Verbrennungsprozess einer Zigarette, durch das Erhitzen eines Tabaksticks, sowie durch
das Verdampfen von Liquid weitere Bestandteile mit gesundheitsschadlicher Wirkung, die

im Folgenden betrachtet werden sollen.

1.3 Devices der Nikotinapplikation und ihre Auswirkungen

1.3.1 Filterzigarette
Die Filterzigarette ist ein klassisches Produkt der Tabakerzeugnisse, bei dem der Tabak in

fermentierter und getrockneter Form zu einem schlanken Zylinder gerollt vorliegt.
Konsumiert wird die Zigarette durch Anziinden eines Endes der Zigarette, so dass sich eine
Glut bildet und der entstehende Rauch iiber das andere Ende inhaliert werden kann. Uber
die Lunge gelangen die Inhaltstoffe des Tabakrauches in den Blutkreislauf, verteilen sich
darliber im gesamten Korper und schadigen auf diese Weise nahezu jedes Organ des

Kérpers**!. Der Tabakrauch enthilt Giber 5.300 chemische Substanzen, die zum GroRteil
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Verbrennungsprodukte des Tabaks sind von denen ca. 250 Stoffe als giftig und inzwischen
mehr als 90 Stoffe als karzinogen oder als moglicherweise karzinogen eingeschatzt
werden?%4243, Die Gefahrdung der Gesundheit entsteht nicht nur durch die einzelnen
Stoffe des Tabakrauches selbst, sondern durch das komplexe Stoffgemisch. Die
Wechselwirkungen der zahlreichen Substanzen untereinander fiihren zu einer Verstarkung
ihrer schadlichen Wirkung?. Das Rauchen von Filterzigaretten ist unbestritten einer der
schadlichsten Faktoren fiir die menschliche Gesundheit, die fihrend durch
Krebserkrankungen und Herz-Kreislauf-Erkrankungen beeintrachtigt wird**. Die
karzinogenen Schadstoffe im Tabakrauch gehéren zu unterschiedlichen chemischen
Klassen, darunter polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK), N-Nitrosamine,
aromatische Amine, Aldehyde, fliichtige organische Kohlenwasserstoffe und Metalle*?4>,
Diese Karzinogene binden teilweise direkt, oder nach stattgehabter metabolischer
Aktivierung kovalent an die DNA und bilden dort sogenannte DNA-Addukte, die fiir den
karzinogenen Prozess von zentraler Bedeutung sind. Persistieren diese DNA-Addukte
aufgrund ineffizienter zelluldrer Reparatursysteme, konnen sie zu dauerhaften Schaden
durch Mutationen jener Gene fiihren, die das Zellwachstum kontrollieren. Dies sind
Mutationen, die Giber die Aktivierung der Onkogene, die das Zellwachstum von Krebszellen
fordern und Uber die Inaktivierung der Tumorsuppressorgene, die die Zellvermehrung
bremsen, zur Entartung einer Zelle zu einer Krebszelle fihren kénnen. Durch die
unkontrollierte Vermehrung dieser geschadigten Zellen, kommt es zur Entstehung eines
Tumors**%. Neben der Einleitung der Karzinogenese férdern die Schadstoffe im Tabakrauch
auch die Progression. So treten nahezu alle malignen Tumore bei Rauchern haufiger auf als
bei Nichtrauchern?t. Eine Assoziation der Karzinogenese mit dem Rauchen besteht nach
aktuellem Wissensstand flir mindestens zwolf Krebsarten. Das Lungenkarzinom weist
hierbei den starksten direkten Zusammenhang mit dem Rauchen auf, da das
Zigarettenrauchen die Hauptursache fir die Entstehung des Lungenkarzinoms darstellt*>47,
Ca. 85 % aller Lungenkrebs bedingten Todesfélle in Deutschland werden durch das Rauchen
verursacht**8, Neben dem Krebs ist auch die Entstehung einer COPD in den meisten Fillen
in Deutschland bzw. der westlichen Welt die Folge eines regelmaligen Zigarettenkonsumes.
So haben ca. 90 % aller COPD-Erkrankten einmal geraucht oder konsumieren noch aktuell.
Durch regelmaRiges Rauchen wird in der Lunge ein Ungleichgewicht zwischen destruktiven
Proteasen und protektivem Antitrypsin induziert. Es kommt zudem zu einer

intrapulmonalen Vermehrung von T-Lymphozyten, Granulozyten und Makrophagen, die
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eine Entziindungsaktivitdt mit destruierenden Prozessen an den Bronchiolen und den
Alveolen auslésen®. Auch haben Rauchende ein erhohtes Erkrankungsrisiko fiir
Pneumonien, da die Erreger ein fir ihre Ausbreitung und Vermehrung begiinstigtes Milieu
vorfinden: Die Funktion der Zilien des respiratorischen Epithels wird dauerhaft geschadigt,
wodurch die bronchiale Clearance und auch der Zugriff des Immunsystems eingeschrankt
ist**,  Zudem  beschleunigt das Rauchen die Progression interstitieller
Lungenparenchymerkrankungen, wie z.B. die Lungenfibrose, da der Tabakkonsum

Reparatur- und Heilungsprozesse verhindert und die Fibrogenese begiinstigt®.

Der Fokus dieser Arbeit soll jedoch auf den kardiovaskularen Auswirkungen liegen. Der
inhalative Konsum von Zigaretten ist weltweit eine der Hauptursachen fir das vorzeitige
Auftreten kardiovaskuldrer Erkrankungen!=342, Die Schadstoffe im Tabakrauch stellen
einen Hauptrisikofaktor fir die Entstehung der atherosklerotischen Form der
Arteriosklerose dar*°. Die Pathophysiologie ist hierbei multifaktoriell: Zum einen |6sen die
Schadstoffe eine Endotheliale Dysfunktion aus, die Gber die verminderte Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO) durch die Endothelzellen und einer daraus resultierenden
Abnahme der Freisetzung von cyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) zu einer
Verhinderung der bedarfsadaptierten GefaRrelaxation fiihrt, wobei diese verminderte
Relaxationsfahigkeit mit einer Zunahme der GefaRsteifigkeit einhergeht. Zum anderen
kommt es durch den Tabakrauch zur Schadigung und Verdickung der GefakRwand aufgrund
der erhohten Konzentration freier Radikale, die die Entstehung von oxidiertem Low Density
Lipoprotein (LDL) mit direktem gefalRschdadigendem Effekt fordern. Die in der GefaRwand
lokalisierten Adhasionsmolekiile VCAM-1 und ICAM-1 vermitteln eine Migration von
Monozyten und Makrophagen in die GefiBwand, wo sie durch die Freisetzung von
Zytokinen eine Entziindungsreaktion auslosen und zusatzlich einen Proliferationsreiz fir
die glatte Muskulatur liefern. Zudem bedingt die reduzierte NO-Freisetzung eine vermehrte
Bildung von Lipidperoxide, die dhnlich dem LDL einen direkten gefaBRwandschadigenden
Effekt haben. Ein weiterer Faktor ist die Plaquebildung. Das Rauchen fiihrt zu einem Anstieg
des Fibrinogens und einer Abnahme der Fibrinolyse, wodurch es, einhergehend mit dem
Mangel an cGMP zu einer vermehrten Thrombozytenaggregation kommt, die aufgrund
ihres prokoagulatorischen Effektes zur Plaquebildung fiihrt und die Entstehung von
Thrombosen fordert. Zusatzlich fihrt die bei Rauchern erhéhte Blutkonzentration des

Kohlenstoffmonoxids (CO) zur Vasokonstriktion®°>2, Eine relevante Folge, der im Rahmen



der Atherosklerose verengten und geschadigten Blutgefalie, ist die Minderperfusion der
Organe. So erhoht der regelmalige Zigarettenkonsum deutlich das Risiko fir akute
koronare und zerebrovaskuldre Ereignisse, einschlieRlich dem Myokardinfarkt, dem
plétzlichen Herztod, sowie dem ischdmischen als auch dem hdmorrhagischen Schlaganfall?.
Zudem ist das Risiko fiir die Entstehung chronischer kardiovaskuldrer Erkrankungen, wie
die Koronare Herzkrankheit (KHK), die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) und
die Arterielle Hypertonie inklusive ihrer chronischen Folgeerkrankung, erhéht®0. Diese
Auswirkungen flihren zum Fortschreiten einer Herzinsuffizienz, einer chronischen
Nierenerkrankung und steigern die kardiovaskuldare Mortalitat von Menschen mit einer
chronischen Nierenerkrankung. Dariber hinaus begtinstigt der inhalierte Zigarettenrauch
die Verschlechterung einer stabilen Angina pectoris, einer intermittierenden Claudicatio
intermittens, einer vasospastischen Angina pectoris und die Entstehung einer Restenose
nach Thrombolyse oder Angioplastie der koronaren oder peripheren Arterien. Zudem
erhoht sich das Risiko, Vorhofflimmern zu entwickeln2. Aktuelle Ubersichtsarbeiten haben
die folgenden Mechanismen identifiziert, die fir die Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen durch das Rauchen von Zigaretten ursachlich seien: oxidative Schadigung,
endotheliale Schadigung und Dysfunktion, verstarkte Thrombose, chronische Entziindung,
hamodynamischer Stress, nachteilige Auswirkungen auf Blutfette, Insulinresistenz und
Diabetes, verminderte  Sauerstoffversorgung durch die  Erythrozyten und
Herzrhythmusstérungen®4353-3> Als fiir die Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen
relevantesten Inhaltsstoffe im Tabakrauch gelten: oxidierenden Chemikalien, CO, fllichtige

organische Verbindungen, Feinstaub, Schwermetalle und Nikotin4243,

1.3.2 E-Zigarette
Seit Einflihrung der ersten Generation in China 2003 wurde die E-Zigarette im Jahr 2007

auch auf dem europaischen und amerikanischen Markt eingeflihrt und wird seither
kontinuierlich weiterentwickelt, so dass bereits die vierte Generation auf dem Markt ist*>®.
Die E-Zigarette ist ein elektrisches Nikotinapplikationsgeradt, welches mittels eines
Heizelementes das Liquid erwdarmt und zu einem Aerosol verdampft, das dann inhaliert
wird. Dies erklart, warum der E-Zigarettenkonsum auch als ,Dampfen” bezeichnet wird>’.
Die Zusammensetzung des Liquids ist variabel, da sie abhangig von dem jeweiligen Produkt
ist. Die Hauptbestandteile eines jeden Liquids sind die Tragerstoffe Propylenglykol und
Glycerin, die der Erzeugung des Aerosols dienen und als Trager fir Aromen und Nikotin

fungieren®®. Die Nikotinmenge, die ins Aerosol gelangt, ist abhingig von der Menge des
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Nikotins sowie dem Mischungsverhaltnis von Propylenglykol und Glycerin im Liquid, dem
E-Zigarettentyp, der Leistung der E-Zigarette, und nicht zuletzt auch von der Zuglange und
der Zughaufigkeit. Nikotin kann zudem leichter inhaliert werden, wenn es im Liquid als Salz
vorliegt®. Das Abhangigkeitspotential von Nikotin ist bei den modernen E-Zigaretten
vergleichbar hoch, wie das beim Rauchen, wobei es alternativ auch nikotinfreie Liquids gibt.
Obgleich aktuell noch keine Studien Uber die gesundheitlichen Auswirkungen des
Langzeitgebrauchs der E-Zigaretten vorliegen'4>°-%2 und die akuten Auswirkungen des E-
Zigarettenaerosols auf den Menschen bisher nur unzureichend untersucht wurden, ist
aufgrund der auf Zell- und Tierversuchen basierenden Studien anzunehmen, dass die
regelmafRige Inhalation des Aerosols verschiedene gesundheitsschadliche Effekte hat.
Demnach wirkt das Aerosol zytotoxisch, fihrt zu oxidativem Stress, schadigt die Blutgefalie
sowie die DNA und schwicht zudem die Immunfunktion der Lunge33. So verringert das
Aerosol der E-Zigaretten bei Mausen die Effizienz des Immunsystems, was sich in einer
erhoéhten Anfilligkeit fur Influenza-A-Infektionen und Streptokokken-Pneumonien zeigte®3.
Im Aerosol lieBen sich Schadstoffe nachweisen, die entstehen, wenn Glycerin,
Propylenglykol und Aromen wie beim E-Zigarettenkonsum erhitzt werden?. Dabei
entstehen Carbonylverbindungen wie Formaldehyd, Acetaldehyd und Acrolein mit
gesundheitsschadlicher und teilweise karzinogener Wirkung?. In Ergdnzung zu den Zell- und
Tierversuchen gibt es kirzlich veroffentliche Kohortenstudien, die anhand kumulierter
Forschungsergebnisse, erste Daten Uiber die Auswirkungen am Menschen veroffentlichten.
Daraus ging hervor, dass der E-Zigarettenkonsum ein, im Vergleich zum Nichtrauchen
erhdhtes Risiko fur die Exacerbation eines Asthma bronchiale®®, die Entstehung einer
COPD®> oder einer Herz-Kreislauf-Erkrankung®®®” mit sich bringen kénnte. Eine, Anfang des
Jahres 2024 vero6ffentliche Meta-Analyse zeigte anhand gepoolter Odds Ratios, dass es
hinsichtlich des Risikos fir eine Herz-Kreislauf-Erkrankung zwischen dem Konsum der
Zigarette und der E-Zigarette keinen Unterschied gebe, wohingegen das Risiko fir ein
Asthma bronchiale oder eine COPD im Vergleich beider Devices fiir die E-Zigarette geringer
ausfiel als fur die Zigarette. Der duale Konsum hatte im Vergleich zum alleinigen
Zigarettenkonsum hinsichtlich der Entstehung aller drei genannten Krankheitsbilder ein
erhdhtes Risiko®. Im Hinblick auf die Auswirkungen des Langzeitgebrauchs von E-
Zigaretten auf das kardiovaskuldre System ist die Studienlage derzeit begrenzt, allerdings
gibt es Hinweise auf akute schadliche Effekte, wie die Entstehung von oxidativem Stress

und endothelialer Dysfunktion?®%7°, Es ist daher davon auszugehen, dass E-Zigaretten ein
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Risiko fiir die Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen und vor allem fiir Menschen mit
bereits bestehenden Herz-Kreislauf-Erkrankungen bergen®2. Auch kommt es nach dem
Konsum kurzfristig zu einer Erhéhung der Herzfrequenz und des Blutdruckes®. Eine kiirzlich
veroffentlichte Metaanalyse kam jedoch zu dem Schluss, dass sich trotz dieser akuten
negativen Auswirkungen, Vorteile fir die Blutdruckregulierung ergeben, wenn die
konsequente Umstellung vom Tabakkonsum auf den E-Zigarettenkonsum erfolgt’!. Damit
einhergehend sind die Ergebnisse einer experimentellen Studie, die bei gesunden
Rauchenden eine signifikante Verbesserung der Endothelfunktion und der GefaRsteifigkeit
innerhalb eines Monats nach dem Wechsel vom Tabakrauchen auf den alleinige Konsum

der E-Zigarette zeigten’?.

1.3.3 JUUL™ — Reprasentantin einer E-Zigarette mit Pod-System
Die JUUL™ ist einer der bekanntesten E-Zigaretten mit Pod-Nachfillsystem. Im Jahr 2018,

bereits drei Jahre nach ihrer Markteinfiihrung, war die E-Zigarette der Marke JUUL™ mit
einem Marktanteil von 76 % des amerikanischen Einzelhandelsmarktes fiir E-Zigaretten die
am haufigsten gekaufte E-Zigarette in den USA2%73, Der ,,Pod” ist eine mit Liquid gefillte
Einwegkartusche, wobei das Nikotin in Form eines Nikotinsalzes vorliegt. Dies stellt einen
wichtigen Unterschied zu den herkémmlichen E-Zigaretten dar, weil das Nikotin im Salz in
seiner protonierten Form, als sogenanntes gebundenes Nikotin vorliegt, anstatt des Ublich
verwendeten freien Nikotins in seiner deprotonierten Form’4. Im Gegensatz zum freien
Nikotin, das aufgrund seiner atemwegsreizenden Wirkung den Nikotinkonsum mittels der
gewohnlichen E-Zigarette limitiert, hat das gebundene Nikotin aus dem Aerosol der JUUL™
eine geringere Reizwirkung auf die Atemwege und kann tiefer inhaliert werden, so dass
grolere  Nikotinmengen aufgenommen werden und dadurch ein hoheres
Abhéangigkeitspotential entsteht’>’6, Hinzu kommt, dass die Nikotinsalze schneller
resorbiert werden, was zu einem Nikotinpeak im Blut bereits 5 Minuten nach dem Konsum
der JUUL™ fiihrt’3, wobei das Nikotin im Blut einen vergleichbar hohen Spiegel wie nach
dem Konsum einer konventionellen Zigarette erreicht. Die Urinkonzentrationen des
Cotinins, Hauptabbauprodukt des Nikotins war bei US-amerikanischen Jugendlichen, die
die JUUL™ konsumierten héher als bei den rauchenden Jugendlichen’’. Die in den USA
verwendete Nikotinkonzentration des JUUL™-Pods ist mit 59 mg/ml jedoch auch deutlich
héher’3, als die in der Europiischen Union zugelassene Konzentration von max. 20 mg/ml’8.
Aufgrund der hohen Anzahl an US-amerikanischen Jugendlichen, die die JUUL™

konsumierten, warnten Experten vor dem gesteigerten Nikotinkonsum innerhalb der
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Jugend, da dieser die Gehirnentwicklung negativ beeintrichtige’”® und zu einer
zunehmenden Nikotinabhangigkeit fiihre’®. Einige Studien wiesen zudem auf mogliche
Schadigungen des Erbguts durch den Konsum sowie auf das Austreten schadlicher
Chemikalien aus den Pods hin. Aufgrund mangelnder Sicherheitsstandards des Herstellers
sprach die US-Behorde fir Lebens- und Arzneimittel (FDA) im Juni 2022 ein Verkaufsverbot
der JUUL™ aus®. Die FDA setzte spater ihre Anordnung wieder aus, vor dem Hintergrund,
dass es wissenschaftliche Fragen zur JUUL™ gebe, die eine zusatzliche Priifung erforderlich

machten8l.

1.3.4 1QOS — Reprasentant der Tabakerhitzer
IQOS, ein Akronym stehend fir ,/ Quit Ordinary Smoking” ist urspriinglich eine

Produktbezeichnung fir E-Zigaretten und Tabakerhitzer des Konzerns Philip Morris
International (PMI), wobei der Begriff 1QOS mittlerweile allein als Synonym fir den
Tabakerhitzer dieser Marke verwendet wird. Der Slogan fordert zum Abwenden vom
konventionellen Rauchen auf und weist auf eine rauchfreie Alternative der
Nikotinapplikation mittels des Tabakerhitzers hin. Es wird hierbei echter Tabak verwendet,
der aber anders als bei der Zigarette nicht verbrannt, sondern auf 250 — 350 °C erhitzt wird.
Aufgrund ihrer Funktionsweise wird die IQOS in die Gruppe der Heated Tobacco Products
(HTP) eingeordnet und der Konsum auch als ,,Heaten” bezeichnet. Der Hersteller vermittelt
den Konsumierenden, dass die ausbleibende Verbrennung des Tabaks besser fir ihre
Gesundheit sei und wirbt mit Slogans wie ,gleiches Ritual, weniger Schadstoffe” und ,,95 %
weniger Schadstoffe als die Zigarette“®283, Seit 2020 darf die 1Q0S, nach Genehmigung der
FDA, als Tabakerzeugnis mit modifiziertem Risiko (MRTP) unter Angabe der verringerten
Exposition benannt werden, jedoch mit der erganzenden Erkldarung, dass das Produkt
weder sicher sei, noch die Gesundheitsrisiken verringere®. Die Einschitzung uber die
Schadstoffe im Aerosol der HTP und ihrer moéglichen Gesundheitsgefahrdung ist zum
aktuellen Zeitpunkt nur eingeschrankt moglich, da die Studien des Herstellers, die kritisch
betrachtet werden sollten, die Studien unabhangiger Wissenschaftler in ihrer Anzahl
Ubertreffen. Zudem sind die langfristigen gesundheitlichen Folgen des Konsums aufgrund
des bisher kurzen Anwendungszeitraums seit der Markteinflihrung 2014 derzeit noch
unbekannt. Die aktuelle Studienlage gibt wieder, dass die Menge der schadlichen
Substanzen im Aerosol von HTP geringer ist als im Tabakrauch und die Konsumierenden
somit einer niedrigeren Belastung mit Schadstoffen als beim Rauchen ausgesetzt sind?*é.

Untersuchungen des Bundesinstituts fiir Risikoforschung (BfR) zeigten, dass die Emissionen
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des HTP jener bekannten Substanzen, die wesentlich zum Gesundheitsrisiko beitragen,
teilweise reduziert sind®. Wohingegen das Aerosol eine vergleichbare Nikotinmenge wie
Tabakrauch enthilt®, so dass der Konsum des HTP ein dhnliches Abhingigkeitspotential
birgt?°, ergaben sich deutlich reduzierte Werte fir mehrere karzinogene Substanzklassen.
So waren die Emissionen von Carbonylverbindungen um etwa 80-90 %, die von fliichtigen
organischen Verbindungen (VOC) um 90-99 % und die von tabakspezifischen Nitrosamine
um 91-98 % im Vergleich zu handelsiblichen Zigaretten reduziert®#’. Dennoch ist auch die
Schadstoffbelastung durch den Konsum der HTP nicht zu vernachlassigen, da das Aerosol
andere schadliche Substanzen enthalte, die im Tabakrauch nicht vorliegen und deren
langfristigen Auswirkungen aktuell weitgehend unbekannt sind'®?* Inwiefern die
insgesamt geringere Schadstoffbelastung zu einer reduzierten Gefahrdung der Gesundheit
fuhren kdnnte, ist unklar?>7. Im Hinblick auf die Auswirkungen des Konsums der HTP auf
das Herz-Kreislauf-System, konnte eine kurzfristige Erhohung des Blutdruckes, der
Herzfrequenz, sowie der Arteriellen GefiRsteifigkeit beobachtet werden?’. Eine andere
Studie stellte signifikante Hinweise auf zunehmenden oxidativen Stress sowie auf das
Entstehen einer endothelialen Dysfunktion nach Konsum des HTP fest®. Diese
Auswirkungen gelten als Risikofaktoren fiir die langfristige Entstehung kardiovaskularer

Erkrankungen??,

1.4 Inhalation von Kohlenstoffmonoxid
Das bei der unvollstandigen Verbrennung von organischen Stoffen entstandene

Kohlenstoffmonoxid (CO), ein farb-, geruch- und geschmackloses Gas, wird durch das
Rauchen inhaliert und tritt sofort ins Blut Gber. Dort wirkt es aufgrund seiner ca. 250-fach
starkeren Affinitat als Sauerstoff zu den Hamoglobinmolekiilen toxisch, indem es durch
Bindung der Sauerstoffbindungsstellen des Hdmoglobinmolekils den Sauerstofftransport
des jeweiligen Erythrozyten blockiert. Das auf diese Weise entstandene
Carboxyhdamoglobin (CO-Hb) steht dem Organismus nicht mehr zur Sauerstoffversorgung
zur Verfligung. Zudem verhindert es die Freisetzung der gebundenen Sauerstoffmolekiile,
was in einer Linksverschiebung der Sauerstoffbindungskurve sichtbar wird. Zusatzlich
kommt es durch das CO zur Blockade der Atmung auf zelluldrer Ebene: Die Bindung des CO
an Komplex IV der Atmungskette flhrt zur Entstehung toxischer Sauerstoffradikale mit
organschadigender Wirkung®. Der durch die Inhalation von CO verursachte
Sauerstoffmangel kann zu Abgeschlagenheit, Kopfschmerzen, Schwindelgefiihl und

Benommenheit, Pulsbeschleunigung und Beeintrachtigung des Sehvermogens fihren.
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Wihrend einer Schwangerschaft gefihrdet die CO-Inhalation den Fetus®. Im Extremfall
kann es bei hohen CO-Konzentrationen, die insbesondere im Rauch der Wasserpfeife durch
das Verschwelen der Kohle entstehen, zu einer Intoxikation mit Kohlenstoffmonoxid
kommen. Diese fuhrt zur Hypoxie des Gewebes, wobei vor allem das Gewebe des Herz-
Kreislauf-Systems und des Nervensystems betroffen ist®. Die akuten Folgen sind ein
anaerober Stoffwechsel des Gewebes mit Laktatanstieg, eine daraus resultierende Azidose
und schlieRlich der Zelluntergang®. Die physiologischen Werte des CO-Hamoglobins liegen
bei Nichtrauchenden bei max. 1,2 % und bei Rauchenden bei max. 8,2 %°1. Die chronische
Exposition gegeniiber CO kann bei starken Rauchenden, die mehr als 20 Zigaretten taglich
konsumieren®? und bei denen die Konzentration des CO-Hamoglobins bis zu 10 % betragt,
zu einer funktionellen Anamie bis hin zu einer Hypoxamie fiihren. Die CO-assoziierte
Hypoxamie verschlechtert bereits bestehende Erkrankungen wie die Angina pectoris,
Herzinsuffizienz, Claudicatio intermittens oder COPD*’. Zudem kdnnen als Folge der
Andmie auch Thrombosen auftreten, da der Versuch des Korpers, die Andamie mittels
gesteigerter Synthese der Erythrozyten zu kompensieren, zu einer mit einer
Hyperkoagulation einhergehenden, erhohten Blutviskositat fuhrt?. Auf zelluldrer Ebene
fihrt das CO unter anderem zur Aktivierung von Neutrophilen, zur Proliferation von
Lymphozyten, zur mitochondrialen Dysfunktion sowie zur Lipidperoxidation®3%4. Die
Bildung von Sauerstoffradikalen, oxidativem Stress, Inflammation und Apoptose ist
vergleichbar mit einem Reperfusionsschaden und ein wesentlicher
Schadigungsmechanismus®*%>°, Hinsichtlich der Auswirkungen des CO auf das Herz-
Kreislauf-System deckt die aktuelle Studienlage jedoch auch widerspriichliche Erkenntnisse
auf: Mehrere Studien deuten darauf hin, dass das CO neben seiner toxischen auch eine
zytoprotektive Wirkung entfalten kann’%°7. Als regulatorisches Signalmolekil vieler
zelluldrer Prozesse vermag das CO, Entziindungen zu lindern®®®°, oxidativen Stress zu

reduzieren!® und Apoptose zu hemmen?101.102,

1.5 Hamodynamik
Die Hamodynamik beschreibt den Blutfluss im GefalRsystem in Abhangigkeit von

GefaRtonus, Herzzeitvolumen, Blutdruck und Volumenstatus. Stabile hamodynamische
Verhaltnisse sind die Voraussetzung fiir eine addquate Organperfusion, wobei die globale
Steuerung hauptsachlich durch das vegetative Nervensystem erfolgt und zusatzlich noch
eine lokale Anpassung durch Autoregulationsmechanismen bestimmter Organe

stattfindet32. Die bedarfsgerechte Verteilung des Blutflusses wird (ber den GefdRtonus
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geregelt, der in den Arterien Uber ihren Durchmesser mittels einer myogenen Reaktion
reguliert wird. Bei Erhohung des transmuralen Druckes reagieren die Muskelzellen der
Arterie mit einer Kontraktion, so dass sich der Stromungswiderstand erhéht und somit der
Blutfluss weitgehend konstant gehalten wird. Bei der Gegenregulation Ubernimmt das
Endothel eine relevante Funktion: Die Endothelzellen kénnen durch mechanische
Stimulation, Anderungen des Blutdruckes und der Scherkrifte registrieren, worauf sie mit
der Synthese und Freisetzung relaxierender Faktoren, wie NO, Prostaglandin PGI, (PGly)
und dem endothelabhangigen hyperpolarisierenden Faktor (EDHF), reagieren, die mittels
Vasodilatation eine Reduktion der Strémungsgeschwindigkeit des Blutes ausldéseni®.
Neben dem GefdBtonus ist das Herzzeitvolumen (HZV) und der im GefalR herrschende
Druck fiir einen addquaten Blutfluss relevant. Das HZV beschreibt jenes Volumen, welches
pro Zeiteinheit vom linken Ventrikel ausgeworfen wird und ergibt sich aus dem
Schlagvolumen (SV) und der Herzfrequenz (HF)32. Der arterielle Blutdruck ist der durch das
Hochdrucksystem, den linken Ventrikel und die Arterien umfassende Kreislaufabschnitt,
erzeugte Druck und ist direkt abhangig vom HZV und vom systemischen GefaBwiderstand.
Es erfolgt die Unterteilung in den systolischen und diastolischen Blutdruck, wobei der
systolische Blutdruck durch die Auswurfkraft des linken Ventrikels erzeugt wird und vom
HZV abhdngt, wohingegen der diastolische Blutdruck durch die Windkesselfunktion der
Aorta und den herznahen Arterien erzeugt wird und vom GefaBwiderstand abhangt. Der
optimale Wert des systolischen Druckes liegt bei £ 120 mmHg, des diastolischen Druckes
bei < 80 mmHg3. Hinsichtlich der Einschitzung des kardiovaskuldren Risikos gilt der
Blutdruckwert als unabhangiger Pradiktor?”.194, Der Pulsdruck, der der Blutdruckamplitude
entspricht, wird zur Peripherie hin groRer, da der systolische Druck durch Reflexion im
GefaRsystem zur Peripherie hin zu nimmt, wohingegen der diastolische Druck abnimmt32,
Der zentrale Pulsdruck (cPP) dient als pradiktiver Wert fir das Risiko kardiovaskularer
Ereignisse, wobei bei 50 mmHg ein klinisch bedeutsamer Schwellenwert liegt, da ab diesem
Wert in mehreren Studien eine steile Zunahme der Anzahl kardiovaskuldrer Ereignisse

beobachtet wurdel%.

1.6 Arterielle GefaRsteifigkeit
Die arterielle Elastizitat wird definiert als relative Volumenanderung bezogen auf eine

Anderung des Drucks in der Arterie'®. Jede Druckdnderung ist mit einer Anderung der
Wandspannung, d.h. der lokalen Elastizitat der Arterie verbunden. Demzufolge hangt beim

GefaRgesunden die Steifigkeit der Aorta primar vom intraluminalen Druck ab!%’, wobei die
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elastische Eigenschaft der Aorta hauptséchlich von der strukturellen Zusammensetzung der
aortalen GefidRBwand abhingt'®®. Die intakte Elastizitit der Aorta ist eine essenzielle
Voraussetzung fiir die Windkesselfunktion. Diese sorgt fir eine Dampfung der, durch die
pulsatile Herzkontraktion erzeugten Druckschwankungen und ermdéglicht dadurch den
Ubergang in einen gleichméRigen Blutfluss in der Mikrozirkulation wihrend der Diastole!®®

(s. Abbildung 2).
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Abbildung 2: Windkesselfunktion der Aorta (aus http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/de/; 03/2022)
Eine Erhohung der arteriellen GefaRsteifigkeit der Aorta fihrt zu einer beeintrachtigten
Dampfungsfunktion. Dadurch wird eine verfriihte Riickkehr, der durch die Herzaktion
entstandene und an der aortalen GefdaRwand reflektierten Pulswelle in die friihe Systole
verursacht. Diese lagert sich auf die initiale systolische Druckerhéhung auf, erh6ht damit
den zentralen Pulsdruck und fiihrt somit zu einem erhdhten systolischen Blutdruck?:110,
Die direkte Folge ist haufig eine isolierte systolische Hypertonie (ISH) bei erhéhtem
systolischem und erniedrigtem diastolischem Blutdruck!!. Zudem kommt es zu einer
erhohten Nachlast des Herzens mit der Konsequenz einer Linksherzhypertrophie und
Herzinsuffizienz, beeintrachtigter myokardialer Durchblutung bis hin zur subendokardialen
Ischamie, sowie verstarkter Pulsationen in der Mikrozirkulation besonders von Gehirn und
Niere mit erh6htem Risiko fuir Schlaganfall, Demenz und Niereninsuffizienz!*2. Die Zunahme
der arteriellen Gefal3steifigkeit beeinflusst ihrerseits die Herz-Kreislauf-Funktion negativ:
Die Zunahme des Pulsdrucks, die Zunahme der kardialen Nachlast sowie die verminderte
koronare Perfusion infolge der Senkung des diastolischen Blutdrucks tragen zur Steigerung
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der kardiovaskuldren Mortalitdt bei'3''4, Aufgrund der unabhingigen prognostischen
Wertigkeit der arteriellen GefaRsteifigkeit flr die genannten kardiovaskularen Ereignisse,
schatzen Experten die arterielle GefaRsteifigkeit als Pradiktor fiir atherosklerotische
GefaBerkrankungen ein'?’. Allerdings ist die Atherosklerose eine Erkrankung des Endothels,
wohingegen die arterielle Gefal3steifigkeit Uberwiegend durch pathologische
Veranderungen der Media im Sinne einer Arteriosklerose charakterisiert ist.
Pathophysiologisch zeigt sich die zunehmende arterielle GefaRsteifigkeit in einer Abnahme
und einer Fragmentierung des Elastins, sowie einem vermehrten Einbau von Kollagen in die
Media, bis hin zur Kalzifikation der groBen Arterien, wie die Aorta und auch die
Karotiden'?”. Als wesentliche EinflussgroRen gelten neben dem Effekt des

Alterungsprozessest!!

, genetische Faktoren, wie z.B. eine familidgre Disposition fir
Hypertonus, Diabetes, Herzinfarkt*>!® oder genetische Polymorphismen!’;
physiologische Faktoren, wie ein geringes Geburtsgewicht!'® oder geringe korperliche
Aktivitat!, klassische kardiovaskulédre Risikofaktoren, wie Adipositas, Diabetes, ein hoher
Homocysteinspiegel, = Hypercholesterindmie,  Hypertonus  und  Rauchen!?0-123;
kardiovaskuldre Erkrankungen, wie Herzinsuffizienz, KHK und Schlaganfall*?*-1?7; sowie
primar nicht kardiovaskulare Erkrankungen, wie terminale Niereninsuffizienz, systemischer
Lupus erythematodes, systemische Vaskulitis oder rheumatoide Arthritis'?®'2°, Die
Messung der arteriellen Gefal3steifigkeit flir die Pravention kardiovaskularer Erkrankungen
hat zunehmend an Bedeutung gewonnen, wobei die Messung der
Pulswellengeschwindigkeit (PWV), ein direktes MaR fiir die regionale arterielle
GefaRsteifigkeit, als Goldstandard gilt'3. Die PWV entspricht der Geschwindigkeit mit der
sich die, durch die systolische Kontraktion entstandene Druckwelle entlang der Arterien
ausbreitet und steht dabei in inverser Beziehung zur Elastizitat der Arterie, so dass die PWV
in steiferen GefaBen hoher ist. Aufgrund der physiologisch zunehmenden Steifigkeit der
Arterien von proximal nach distal, ist die PWV in der aszendierenden Aorta bei jungen
Menschen mit ca. 4-5 m/s am niedrigsten und steigt peripher in der A. iliaca auf ca. 8-9 m/s
an''l, Als Grenzwert fur das Vorliegen eines Endorganschadens gelten 10 m/s'3!. Zwei
weitere relevante Parameter der Pulswellenanalyse sind der Augmentationsindex (Al)
sowie der zentrale Pulsdruck (cPP). Wohingegen die Auswertung der PWV bei dlteren
Menschen zielflihrender ist, hat der Al eine hohe Wertigkeit fir die Bestimmung des
biologischen GefaRalters junger Menschen, da in der 2. — 5. Lebensdekade ein steiler

Anstieg des Al zu erwarten ist und somit ein geringer Anstieg des Lebensalters bereits in
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einem verhiltnismaRig groRen Anstieg des Al resultiert'!®. Die friihe Detektion
funktioneller Veranderungen der Gefal3steifigkeit mittels der Messung der arteriellen
GefaRsteifigkeit ist ein sehr sensitives Werkzeug in der Praventionsmedizin3?. In der
vorliegenden Studie wurde aufgrund des jungen Alters der Versuchspersonen fiir die
Bestimmung der arteriellen GefdRsteifigkeit die Messung des Al angewandt, die im

Abschnitt ,Material und Methoden” genauer erldautert wird.

1.7 Endotheliale Dysfunktion
Als Endotheliale Dysfunktion wird eine Funktionsstérung des Endothels bezeichnet, die

multiple Funktionsbereiche des Endothels wie die Regulierung der Gefallpermeabilitat und
-weite, die Modulation der Monozyten- und Leukozytenadhdasion, sowie der
Thrombozytenaggregation und -adhdsion betrifft. Eine wichtige Funktion hat die
Regulierung des Gefdlltonus mittels der Synthese und Freisetzung von relaxierenden
Mediatoren, wie NO, PGl und EDHF, sowie kontrahierenden Faktoren!33134 Dije
endotheliale Dysfunktion wird hauptsachlich durch eine verminderte Produktion oder
Wirkung des relaxierenden Mediators NO verursacht!3>. Der NO-Mangel bedingt sich durch
verschiedene Faktoren: Eine Insuffizienz der endothelialen NO-Synthase (eNOS) durch
erhohte Konzentrationen des asymmetrischen Dimethylarginins (ADMA) und/oder durch
relativen Mangel an L-Arginin. Das ADMA entsteht in gewissen Mengen physiologisch,
hemmt jedoch bei erhdhter Konzentration die eNOS. Das L-Arginin ist das Ausgangssubstrat
der eNOS3¢, Ein weiterer Faktor ist oxidativer Stress in Form von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), wie das Hydroxyl-Radikal oder das Superoxid-Anion'?’. Letzteres
inaktiviert NO durch die gemeinsame Reaktion zu Peroxinitrit32. Zudem wird die Aktivierung
der NOX2 mit der Entstehung von endothelialer Dysfunktion und der Progression dieser hin
zur Atherosklerose assoziiert'*. Die NOX2 ist eine wichtige Isoform der NADPH-Oxidase im
Herz-Kreislauf-System, die beim Vorliegen kardiovaskularer Risikofaktoren fiir den Anstieg
der Superoxidproduktion in den GefidRen verantwortlich ist'3°, Die Aktivitadt der NOX2 ist
sowohl nach dem Konsum einer konventionellen Zigarette als auch einer E-Zigarette
signifikant erhoht, so dass es zu einem Anstieg der ROS kommt’. Verschiedene Studien
zeigten, dass auch die NO-Bioverfligbarkeit nach dem Rauchen einer einzelnen
Tabakzigarette akut reduziert ist’”. Es gibt immer mehr Belege dafur, dass die
Endothelfunktion fiir die Aufrechterhaltung der vaskuldren Homdostase unerlasslich ist
und dass die endotheliale Dysfunktion die Entstehung der Atherosklerose begiinstigt und

somit einen Risikofaktoren flr kardiovaskulare Erkrankungen darstellt, die mit
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pathologischen Zustinden wie Vasokonstriktion, Thrombose und Inflammation

einhergehen®3,

1.8 Inflammation
Das Rauchen von Zigaretten |6st akute inflammatorische Prozesse aus, die durch einen

Anstieg der Leukozyten und Entziindungsparametern, wie dem C-reaktiven Protein (CRP),
Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) charakterisiert sind40-142,
Hinsichtlich des Konsums der E-Zigarette gibt es ebenfalls Hinweise auf eine durch den
Konsum ausgeloste Inflammationsreaktion. Die Ergebnisse einer Studie, die an humanen
Endothelzellen die Auswirkungen des E-Zigarettenaerosols testete, weisen darauf hin, dass
als Ursache fiir die endotheliale Dysfunktion neben gesteigerter Apoptose und oxidativem

Stress in Form von ROS auch die Inflammation eine Rolle spielt?® (s. Abbildung 3).
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Abbildung 3: Ubersicht der Auswirkungen des Aersosols von E-Zigaretten
(aus ,,Modeling Cardiovascular Risks of E-Cigarettes with Human Induced Pluripotent Stem
Cell-Derived Endothelial Cells”; Lee et al., 03/2022)
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Ziel einer Inflammationsreaktion ist es, eine Noxe rasch zu eliminieren, um Folgeschaden
zu minimieren. Initial findet die Mobilisierung von T-Lymphozyten, Monozyten und
Makrophagen statt, die zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine fiihren. Die
Zytokine sind Proteine, die die Aktivierung des Immunsystems steuern, wobei neben den
Interleukinen, die als Signalmolekile fiir die interzellulare Kommunikation dienen,
insbesondere der TNF-a eines der wichtigsten Zytokine darstellt. Der TNF-a steht an
oberster Stelle der Entziindungskaskade und initiiert die Inflammationsreaktion mittels der
Aktivierung von Monozyten, neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen. Die Migration
der phagozytierenden Leukozyten wie den Monozyten und den neutrophilen Granulozyten
aus der Blutbahn in das von der Inflammation betroffene Gewebe wird erleichtert durch
eine gesteigerte Gefallpermeabilitat sowie durch die Expression von Adhasionsmolekiilen,
den sogenannten Selektinen. Zudem stimuliert der TNF-a die Thrombozyten, einhergehend
mit einer erhohten Gerinnungsneigung, um die Infektion lokal einzuddammen. Die
Aktivierung der Leukozyten flihrt zur Freisetzung von Sauerstoff- und Stickstoffspezies,
Enzymen, wie Proteasen und Phospholipasen, sowie Lipidmediatoren, wie Prostaglandine,
Leukotriene und Plattchen-aktivierender Faktor (PAF). Die Funktion der Sauerstoff- und
Stickstoffspezies, wie das Superoxidradikal-Anion, Wasserstoffperoxid und NO, ist es, die
eingedrungenen Infektionserreger abzutoten. Die freigesetzten lysosomalen Enzyme
bauen die Fremdstoffe ab. Diese Mediatoren am Ende der Entziindungskaskade leisten
einen wichtigen Beitrag zur Abwehr von Infektionserregern und sind gleichzeitig fiir die
Symptomatik der Entziindung verantwortlich. Die Auswirkungen des Konsums der Zigarette
und der E-Zigarette wurden bereits auf unterschiedlichen Ebenen der Entziindungskaskade
untersucht. In der anfangs erwdhnten Studie wurde die Polarisierung der Makrophagen in
einen proinflammatorischen Zustand beobachtet, einhergehend mit einem signifikanten
Anstieg der Interleukine IL-1R, IL-6 und IL-10, sowie einer erhéhten Konzentration der ROS.
In den vivo-Messungen wurde im Serum der Konsumierenden der E-Zigarette und Zigarette
ein Anstieg proinflammatorischer Marker, wie IL-6, Intrazelluldres Adhasionsmolekiil
(ICAM), Makrophagen-Koloniestimulierender  Faktor (MCSF) und Monozyten-
Chemoattraktorprotein-1 (MCP-1), drei Stunden nach dem Konsum gemessen. Diese
Entziindungsmarker spielen eine relevante Rolle in der Pathogenese kardiovaskularer
Erkrankungen?®. Die vaskuldre Inflammation fihrt zur Entstehung und Progression
lipidhaltiger Plaques in der Intima und bedingt somit die Entstehung von Atherosklerose.

Zudem kann es durch die Inflammation auch zu einer plétzlichen Ruptur der fibrosen
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Kappe, die sich auf einem atherosklerotischen Plague bildet kommen, was sowohl eine
lokale Thrombose, als auch eine akute arterielle Obstruktion mit der Folge eines durch

Hypoxie bedingten Schadens, z.B. am Herzmuskel auslésen kann4%143,

1.9 Zielsetzung und Forschungsfragestellungen der Arbeit

1.9.1 Entwicklung der Zielsetzung
Aufgrund der, insbesondere unter jungen Leuten, weltweit gesteigerten Verwendung von

E-Zigaretten und Tabakerhitzern bei groRtenteils noch unerforschten Auswirkungen des
Konsums auf das kardiovaskuldare System erschien es als unerldsslich, die
Gesundheitsrisiken dieser Devices genauer zu untersuchen. Insbesondere von der Industrie
unabhangige Studien, die im Vergleich die Zigarette, die E-Zigarette und die Tabakerhitzer
betrachtet haben, waren zum Zeitpunkt des Beginnes dieser Studie limitiert. Ziel der Studie
war es, die akuten Auswirkungen des Rauchens einer Zigarette, des Heatens am Beispiel
des Konsums der 1Q0S und des Dampfens am Beispiel des Konsums der JUUL™ auf die
arterielle GefaRfunktion und die Himodynamik des Kreislaufes zu registrieren. Erganzend
wurden dabei mittels Blutentnahmen sowohl Veranderungen im Blutbild als auch die
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine im Hinblick auf eine durch den jeweiligen
Konsum ausgeloste Inflammationsreaktion untersucht. Die Untersuchungen wurden in
Form eines Vergleiches zwischen einer konventionellen Filterzigarette, einem
Tabakerhitzer und einer E-Zigarette mit Nikotin, sowie als Kontrollgruppe ohne Nikotin
durchgefihrt, um die Ergebnisse im Hinblick auf das kardiovaskuldre Risiko bei der

aktuellen Vielfalt der moglichen Nikotinapplikationsformen adaquat einordnen zu kénnen.
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1.9.2

Forschungsfragestellungen

Die Grundlage dieser Studie besteht konkret aus den folgenden Forschungsfragen:

1.

Gibt es einen messbaren Unterschied in Form einer Verminderung des CO-Gehaltes
in der Ausatemluft nach dem Konsum der 1QOS oder der JUUL™ und ihrer
nikotinfreien Kontrollvariante im Vergleich zu dem zu erwartenden CO-Anstieg nach
dem Zigarettenkonsum?

Fuhrt der Konsum der 1QOS oder der JUUL™ zu einer Reduktion des Anstieges von
Blutdruck und Herzfrequenz im Vergleich zu dem durch das Rauchen einer
konventionellen Zigarette ausgelosten Anstieg dieser Vitalparameter?

Falls ja, gibt es hierbei einen Unterschied zwischen der JUUL™ und ihrer
Kontrollbedingung bestehend aus der E-Zigarette ohne Nikotin?

Sind durch die Auswirkungen des Konsums der 1QOS oder der JUUL™ auf die GefiRe
schadliche Veranderungen wie ein Anstieg des Al oder eine Abnahme des RHI zu
registrieren? Sollte dies der Fall sein, gibt es dann im Vergleich zu der Zigarette oder
der nikotinfreien Versuchsbedingung einen signifikant niedrigeren Schweregrad der
jeweils betrachteten GefaRveranderung?

Ist in der Blutuntersuchung ein signifikant niedrigerer Anstieg der Leukozyten,
Lymphozyten und Granulozyten, sowie verschiedener Entziindungsparameter, wie
z.B. TNF-a und IL-6, im Rahmen der Inflammationsreaktion nach dem Konsum der
IQOS oder der JUUL™ im Vergleich zu derer, nach dem Zigarettenkonsum zu
messen? Ist eine solche Inflammationsreaktion auch nach dem Konsum der
nikotinfreien E-Zigarette zu beobachten?

Gibt es eine vergleichbare Kinetik des Cortisols nach dem Konsum der ANDS sowie
der nikotinfreien E-Zigarette wie nach dem Konsum einer Zigarette mit einem

ahnlich hohen Nikotingehalt wie der, der verwendeten ANDS?
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign
Durchgefiihrt wurde eine randomisierte Langsschnittstudie im Cross-over-Studiendesign

mit vier Versuchsarmen inklusive einem Kontrollarm. Eine einfache oder doppelte

Verblindung war aufgrund der vier unterschiedlichen Versuchsbedingungen nicht moglich.

2.1.1 Versuchspersonenkollektiv
Insgesamt wurden 20 Versuchspersonen, je zehn Probandinnen und Probanden, die

mindestens gelegentlich, z.B. auf Partys rauchten, in die Studie eingeschlossen. Die Suche
nach Versuchspersonen erfolgte mittels eines Aufrufes an alle Studierende der Universitat

zu Libeck Gber den E-Mail-Verteiler der Universitat (vgl. Anhang 7.1).

2.1.1.1 Einschlusskriterien
Fiir den Einschluss in die Studie mussten folgende Kriterien erflllt sein:

- Volljahrigkeit

- (Party-) Raucher/-in

- keine kardiorespiratorisch-relevanten oder unbehandelten Vorerkrankungen
- 24 Stunden Rauchfreiheit vor jedem Untersuchungstermin

- Anwendung einer addaquaten Verhitungsmethode durch die Probandinnen

2.1.1.2 Ausschlusskriterien
Folgende Kriterien fliihrten zu einem Ausschluss von der Studie:

- Nichtraucher/-in

- Schwangerschaft oder Stillzeit

- fehlende Compliance

- Drogen- oder Alkoholabusus

- zeitgleiche Teilnahme an anderen Studien zu Arzneimitteln oder
Medizinprodukten

2.1.2 Studienablauf

2.1.2.1 Eingangsuntersuchung und Einschluss der Versuchspersonen
Zum endglltigen Einschluss der Probandinnen und Probanden fand eine standardisierte

Eingangsuntersuchung mit Anamnese, koérperlicher Untersuchung, Blutentnahme und
einem Fragebogen zu moglichen Vorerkrankungen und dem Rauchverhalten statt. In
diesem Rahmen wurde eine Aufklarung Uber den Studienverlauf und seine Risiken
durchgefihrt, die mit Unterschrift der Einverstdandniserklarung durch die zukiinftige
Versuchsperson bestatigt wurde (vgl. Anhang 7.2-7.5). Zwischen der Aufklarung und der
Durchflihrung der ersten Versuchsbedingung lag eine Bedenkzeit von min. 24 Stunden.
Aufgrund der zum Zeitpunkt der Durchfiihrung bestehenden Covid-19-Pandemie, wurde

vor jeder Eingangsuntersuchung eine griindliche Abfrage nach der mit einer Covid-19-
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Infektion einhergehenden Symptomatik durchgefiihrt, um das Infektionsrisiko im Rahmen
der Studie gering zu halten. Bei bestehendem Krankheitsgefiihl sollte die Absage des
Termins stattfinden. Diese Umstdnde ergaben sich im Verlauf der Studie zu keinem
Zeitpunkt. Nach erfolgter Anamnese mit dem Fokus auf vorbekannte, kardiorespiratorisch
relevante sowie bisher unbehandelte Vorerkrankungen, fand die korperliche Untersuchung
statt. Hierbei wurde neben der Auskultation von Herz, Lunge und Abdomen auch der
periphere Pulsstatus erhoben sowie eine grob orientierende neurologische Untersuchung
der Versuchsperson durchgefiihrt. Zudem wurde der Blutdruck auf beiden Armen mittels
des MEDISANA BU 510-Oberarm-Blutdruckmessgerdt™ gemessen, um maogliche
Differenzen zwischen den Blutdruckwerten beider Seiten vor Beginn der
Versuchsdurchfiihrung zu erkennen. Neben der Erfassung von GrofRe und Gewicht wurde
fir die weitere Charakteristik des Versuchspersonenkollektivs der Umfang der Hifte und
der Taille ermittelt. Auch erfolgte im Rahmen der Voruntersuchung die Messung der CO-
Konzentration in der Ausatemluft mittels des CO-Messgerates Micro™™ Smokerlyzer™, um
die Versuchsperson im Hinblick auf eine routinierte Durchfiihrung an den Versuchstagen
bereits mit dem Messverfahren vertraut zu machen. Die laborchemische Diagnostik zur
Uberpriifung der anamnestischen Angabe zu méglichen Vorerkrankungen wurde im
Rahmen der ersten Blutentnahme zu Beginn des ersten Versuchstages durchgefiihrt, um
eine zusatzliche Blutentnahme zu vermeiden. Es erfolgte ein grofles Routinelabor mittels
der Abnahme eines Rohrchens fiir Heparin-Plasma, EDTA- und Citrat-Blut (vgl. Anhang 7.6).
Der erfolgreiche Einschluss der Versuchsperson war moglich, wenn die erhobenen Daten
den Einschlusskriterien entsprachen und die Einverstandniserklarung dieser Person vorlag.

Ein Ausstieg aus der Studie war zu jedem Zeitpunkt ohne die Angabe von Griinden moglich.

2.1.2.2 Randomisierung
Die Versuchsreihenfolge wurde mittels Losverfahren ermittelt, indem die Versuchsperson

nacheinander Zettel aus einem Gefdll mit acht Zetteln zog, auf denen jede der vier
Versuchsbedingungen je zwei Mal aufgefiihrt war. Es wurde so oft gezogen, bis vier Zettel
mit unterschiedlichen Versuchsbedingungen vorlagen. Die Versuchsbedingungen wurden
zuvor wie folgt mit Zahlen versehen: 1.) Konsum der Zigarette der Marke Marlboro Gold
(Zig); 2.) Konsum der JUUL™ (JUUL); 3.) Konsum der 1QOS (IQOS); 4.) Konsum der E-
Zigarette ohne Nikotin (E-Zig (-)). Die individuell geloste Zahlenreihenfolge wurde von der
Versuchsleiterin im Laborbuch notiert. Anhand dieser Reihenfolge wurden die jeweilige

Versuchsbedingungen an den entsprechenden Versuchstagen durchgefihrt.
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Abbildung 4: Studienablauf nach Cross-over-Studiendesign mit E-Zig (-) = E-Zigarette ohne Nikotin, Zig = Zigarette

2.1.2.3 Ablauf eines Versuchstages
Fiir den Messzeitpunkt standen der Versuchsperson drei verschiedene Zeitfenster zur

Auswahl, unter denen sie sich auf eines festlegen musste, so dass alle vier Messtermine pro
Person jeweils zu der gleichen Zeit stattfanden. Durch diese MalRnahme sollte eine bessere
Vergleichbarkeit der Messergebnisse unter Berlicksichtigung der moglichen Auswirkungen
der zirkadianen Rhythmik erreicht werden. Die Zeitfenster erstreckten sich je lber drei
Stunden von 8:00 bis 11:00 Uhr, von 11:30 bis 14:30 Uhr und von 15:00 bis 18:00 Uhr. Eine
Abweichung vom Versuchsbeginn von bis zu einer Stunde wurde toleriert. In der
Terminplanung wurde berticksichtigt, dass immer 24 Stunden der Rauchfreiheit zwischen
den einzelnen Messterminen lagen. Zusatzlich zum eigenen Rauchverzicht sollte in diesem
Zeitraum auch auf das Vermeiden des Passivrauchens geachtet werden. Am Tag der
Messung sollte die Versuchsperson auf den Konsum von Koffein und Teein verzichten und
zudem ab einer Stunde vor Versuchsbeginn keine Nahrung mehr zu sich nehmen. Jeder
Versuchstermin fand im gleichen Laborraum bei Temperaturen von 20 — 22 °C nach
standardisiertem Schema statt (vgl. Anhang 7.7). Nach Ankunft sollte sich die
Versuchsperson, unter Beriicksichtigung der ESC-Leitlinien zur Blutdruckmessung, zunachst
fur 5 Minuten hinsetzen, damit sich Blutdruck und Herzfrequenz normalisieren konnten!44.
Hierfir nahm die Versuchsperson bereits auf dem fir die Messung vorbereiteten Stuhl
Platz, um sich an die Gegebenheiten der Messsituation zu gewdhnen. Es handelte sich um
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einen hohenverstellbaren Birostuhl mit Armlehnen, an denen die fiir die EndoPAT™-
Messung benétigten Lagerungskeile aus Hartgummi fir die Stabilisierung von Unterarm
und Hand mit Klebeband befestigt waren. Um einen unproblematischen Ablauf des
Rauchens in Innenrdaumen zu ermoglichen, war der Stuhl am Laborabzug positioniert.
Derweil wurde nach der Einhaltung der 24-stlindigen Rauchfreiheit gefragt, die durch die
Messung der CO-Konzentration in der Ausatemluft mittels des CO-Messgerates Micro*™
Smokerlyzer™ (iberpriift wurde. Der Cut-Off-Wert lag bei einer CO-Konzentration von 6
ppm. Waren alle Kriterien flir den Start der Messungen erfullt, wurde nach den Richtlinien
des UKSH Campus Liibeck ein peripherer Venenkatheter (PVK) in eine Armvene gelegt und
im Rahmen dieses Vorganges die erste Blutentnahme (1.Labor) fiir die Bestimmung der
Konzentration des Cortisols im Serum, sowie eines kleinen Blutbildes durchgefihrt (T-30).
Zudem wurde ein Teil des abgenommenen Blutes zentrifugiert, aliquotiert und fiir weitere
Diagnostik eingefroren. Die genauen Zeitpunkte der jeweiligen Blutentnahmen mit den
jeweils abgenommenen Parametern zeigt eine Ubersicht im Anhang (vgl. Anhang 7.7.2).
Nach erfolgter Blutentnahme wurde ein Infusionssystem angebracht und mit der Gabe von
Sterofundin™, einer isotonen Infusionslésung begonnen, um den PVK durch
kontinuierliches Spiilen fiir die folgenden Blutentnahmen offen zu halten. Uber einen, in
das Infusionssystem eingebauten Dreiwegehahn, waren die folgenden Blutentnahmen
ohne eine erneute Venenpunktion moglich. Vor jeder Blutentnahme wurde (iber diesen mit
einer Spritze 10 ml verdiinntes Blut abgenommen und verworfen. Im Anschluss an die
Probenentnahme wurde mit 10 ml der Infusionslosung nachgesplilt, um den Verschluss des
PVK durch geronnenes Blut zu verhindern. Am gleichen Arm wurde die
Blutdruckmanschette des Oberarm-Blutdruckmessgerats BU 510 von medisana™
angebracht, um in regelmaRigen Abschnitten eine manuell elektrische Blutdruckmessung
durchzufiihren. Die im Rahmen der EndoPAT™-Messung fir die Okklusion angewandte
Blutdruckmanschette wurde an dem anderen Oberarm platziert. Die Lokalisation des PVK
und der beiden Manschetten wurden am ersten Messtag auf dem Protokoll notiert und bei
den drei folgenden Messtagen nach gleichem Schema lokalisiert, um mogliche, durch die
Lage bedingte Blutdruckdifferenzen zu vermeiden. Nach zwei erfolgten
Blutdruckmessungen und der somit eingehaltenen Ruhepause von 15 Minuten vor der
EndoPAT™-Messung'#*, wurde die erste von insgesamt drei EndoPAT™-Messungen pro
Versuchstermin durchgefiihrt. Diese erste EndoPAT™-Messung wurde als sogenannte

Baseline-Messung fur Ausgangswerte 15 Minuten vor dem Konsum (T-15) durchgefihrt.
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Der im Folgenden dargestellte Ablauf orientiert sich an den Empfehlungen des
Benutzerhandbuches der Itamar Medical Ltd. zur Benutzung des EndoPAT™2000-
Gerates'*. Vor Beginn der Messung wurden 1D, Geschlecht, Alter, GroRBe und Gewicht der
Versuchsperson, sowie der kurz vor der Messung ermittelte Blutdruck in das Programm
eingegeben, wobei ein Abstand von bis zu 5 Minuten zwischen der letzten
Blutdruckmessung und dem Start der Baseline-Messung toleriert wurde!*. Die
Versuchsperson wurde in den Ablauf der EndoPAT™-Messung eingewiesen und dazu
aufgefordert, wahrend der gesamten Messung ruhig zu sitzen und nicht zu sprechen, um
die Messung nicht zu beeinflussen. Nun wurden die Fingerkappen des EndoPAT™2000-
Gerates an beiden Zeigefingern nach Anleitung angebracht und aufgepumpt. Um
Storbewegungen zu vermeiden, wurden die Unterarme gut auf den Lagerungskeilen
positioniert und die mit den Fingerkappen versehenen Zeigefinger mit einem Schaumring

von den Mittelfingern abgeschirmt!#® (s. Abbildung 5).

Abbildung 5: Anbringen der Endo PAT™-Fingerkappen (aus Itamar User Manual; 03/2022)

AnschlieRend wurde eine kurze Testphase im Standby-Modus durchgefiihrt, in der die
Versuchsleiterin auf ein gutes Signal beider Fingerkappen achtete und gegebenenfalls ein
Nachjustieren durch erneutes Ab- und Aufpumpen der pneumatisierten Fingerkappen
moglich war. Bei guten Signalen wurde die fliinfminltige Messung der Baseline gestartet.
Im Anschluss wurde die manuelle Okklusion mittels der hierfiir angebrachten Manschette
mit einem Druck von 200 mmHg fir exakt 5 Minuten durchgefiihrt. Auf die Phase der
Okklusion folgte fir weitere 5 Minuten die Messung der postischamischen Phase. Nach
insgesamt 15 Minuten war die EndoPAT™-Messung abgeschlossen, an die sich stets direkt

eine Blutdruckmessung anschloss. Daraufhin wurde das fiir die jeweilig anstehende
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Versuchsbedingung vorgesehene Device von der Versuchsperson konsumiert. Der Konsum
der beiden Varianten der E-Zigaretten fand nach einem festen Inhalationsschema statt, um
eine gute Vergleichbarkeit der beiden Devices zu realisieren. Dieses Schema sah vor, dass
die Versuchsperson ber einen Zeitraum von 5 Minuten alle 30 Sekunden fiir die Dauer von
5 Sekunden einen Zug nahm. Fir den Konsum der konventionellen Zigarette und der 1Q0S
gab es hingegen kein festes Rauchschema. Diese Devices wurden bis zum vollstandigen
Verglihen der Zigarette bzw. des HEETS™ im Tempo der jeweiligen Versuchsperson
konsumiert. Das Ende des Konsums eines jeglichen Devices definierte den Zeitpunkt O (T0),
von dem ausgehend die folgenden Messungen zeitlich benannt wurden. Nach Ende des
Konsums (TO) wurde erneut eine Blutdruckmessung durchgefiihrt, die fortan alle 5 Minuten
fortgefiihrt wurde, bis 75 Minuten nach Konsum (T75) mit Aussparung der jeweils 15-
minitigen Zeitfenstern der EndoPAT™-Messungen. Zwolf Minuten nach dem Konsum des
Devices (T12) fand eine Blutentnahme zur Bestimmung der Konzentration des Cortisols im
Serum statt (2.Labor), wobei sich die Zeitpunkte der Blutentnahme zur Bestimmung des
Cortisols an den Ergebnissen einer Studie Gber den Einfluss des Zigarettenkonsums auf die
Hormone der Hypothalamus-Hypophysen-Achse orientierten®®. Die erste von zwei
EndoPAT™-Messungen nach Konsum des Devices erfolgte 15 Minten nach dem Konsum
(T15). Die Messung wurde nach dem gleichen, oben berichteten Ablauf durchgefiihrt.
Direkt im Anschluss an die EndoPAT™-Messung, 30 Minuten nach Konsum des Devices
(T30), erfolgte eine weitere Blutentnahme (3.Labor), die zentrifugiert, aliquotiert und fir
weitere Diagnostik eingefroren wurde. Zum gleichen Zeitpunkt fiihrte die Versuchsperson
in Eigenregie die Messung der CO-Konzentration in ihrer Ausatemluft durch. Die gleiche
Kombination aus Blutentnahme (4.Labor) und CO-Messung wurde 55 Minuten nach
Konsum des Devices erneut durchgefiihrt (T55), so dass exakt 60 Minuten nach Konsum
alles vorbereitet war, um die letzte EndoPAT™-Messung zu starten (T60). War diese
beendet, wurde 75 Minuten nach Konsum des Devices (T75) die letzte Blutdruckmessung
an diesem Versuchstag durchgefiihrt. Die folgenden 45 Minuten verbrachte die
Versuchsperson ruhig sitzend ohne Intervention bis 120 Minuten nach Konsum des Devices
(T120) zur letzten Messung der CO-Konzentration in der Ausatemluft und zur
Blutentnahme fiir die erneute Bestimmung des Cortisols sowie fiir die weitere Diagnostik
(5.Labor). Nach erfolgter Blutentnahme wurde der PVK entfernt, die Punktionsstelle mit

einem Tupfer und Pflasterstreifen versorgt und die Versuchsperson verabschiedet.
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1.EndoPAT- 2.EndoPAT- 3.EndoPAT-
Messung Messung Messung

0 T-15 TO T15 T30 T55 T60 T75 T120

Konsum

- 30 Min des Devices + 30 Min + 60 Min +90 Min +120 Min

Abbildung 6: Ablauf eines Versuchstages im Zeitstrahl (Min = Minuten)

2.1.3 Ethik

2.1.3.1 Datenschutz
Die Bestimmungen des Bundesdatenschutzgesetzes wurden fiir die iber den gesamten

Studienverlauf erhobenen Daten eingehalten. Alle Daten wurden in pseudonymisierter
Form mit Hilfe eines Verschliisselungscodes, d.h. eine Nummer ersetzt den Namen,
elektronisch gespeichert und ausgewertet. Die personenbezogenen Daten wie der
vollstandige Name, Geburtsdatum, medizinische Befunde und Ergebnisse von
Laboruntersuchungen wurden am Ende des Forschungsvorhabens anonymisiert und
verschlisselt archiviert. Statistische Analysen und Ergebnisse werden im Rahmen von
zuklnftigen Publikationen anonymisiert verwendet. Zugriff auf die Daten der
Versuchspersonen haben nur die Mitarbeiter der Studie, die zur Verschwiegenheit
verpflichtet sind. Die Daten sind vor fremdem, nicht autorisiertem Zugriff geschiitzt.
2.1.3.2 Ethikantrag

Die urspriingliche Studie wurde am 09. Juli 2015 von der Ethikkommission der Universitat
zu Lubeck unter dem Aktenzeichen 15-171 genehmigt und beim Deutschen Register
Klinischer Studien (DRKS) unter dem Code DRKS00012919 registriert (vgl. Anhang 7.10). Die
Genehmigung wurde vor Vergabe der Promotion durch die Medizinische Klinik Il beantragt
und lag vor Studienbeginn vor. Jede Versuchsperson wurde in schriftlicher und mindlicher

Form aufgeklart und erhielt ein eigenes Exemplar der Einverstandniserklarung.
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2.2 Aufbau und Funktionsweise der Devices
2.2.1 Zigarette

Tabakmischung und Tabakzusatzstoffe

Klebstoff

Druckfarben
Filterventilation

Filterklebstoff

Zigarettenpapier

LIP-Bander

Filts atenal
Filterumhillungspapier fermatend

Mundstlickbelagspapier und Druckfarben

Abbildung 7: Aufbau einer Zigarette (aus Thieme ROMPP online; 03/2022)

Die klassische Filterzigarette besteht aus Tabak, umhiillt von Zigarettenpapier, dem ein
Filter aufgesetzt ist, der mittels eines Mundstiickbelagspapieres wird. Die Gattung Tabak
gehort zur Familie der Nachtschattengewachse und beinhaltet die fiir herkdmmliche
Filterzigaretten am h&ufigsten verwendete Pflanzenart Virginischer Tabak#¢. Nach Ernte,
Trocknung und Fermentation werden dem Tabak im Rahmen der Zigarettenherstellung
weitere Zusatzstoffe zugesetzt, die in Deutschland durch das Tabakerzeugnisgesetz
geregelt werden'¥’. Der Filter, bestehend aus Celluloseacetat sorgt dafiir, den Anteil
gesundheitsschadlicher Stoffe, die aus dem Rauch der Zigarette inhaliert werden, mittels
mechanischer Zuriickhaltung von Partikeln mit einem Durchmesser von kleiner als 0,2 um
zu reduzieren. Nach dem Anziinden der Zigarette laufen drei unterschiedliche chemische
Prozesse ab. 1.) Wahrend der Verbrennung des Tabaks findet in der Glutzone der Zigarette
eine Redoxreaktion unter oxidierender Atmosphare statt, wobei beim Sog an der Zigarette
Temperaturen von 800 °C bis zu 1.100 °C entstehen. 2.) Zudem kommt es im Inneren des
Glutkegels zu einer Verschwelung des Tabaks in reduzierender Atmosphare, was zu einer
unvollstdandigen Verbrennung, sowie zur Pyrolyse, einer thermischen Zersetzung bei 200 —
600 °C flihrt. Diese Reaktion setzt viele schadliche, ungesattigte Verbindungen, sowie
Kondensations- und Polymerisationsprodukte frei. 3.) Bei der dritten Reaktion handelt es
sich um eine Verdampfungs- und Destillationsreaktion, wobei niedrig siedende Stoffe

direkt in den Rauch Ubergehen und der entstandene Wasserdampf weitere Schadstoffe
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extrahiert, so dass z.B. Nikotin und etherische Ole in den Rauch gelangen!*®. Als
Reprasentant der Filterzigarette wurde in dieser Studie die Zigarettenmarke ,,Marlboro

Gold“ mit einem Nikotingehalt von 0,5 mg pro Zigarette verwendet.

2.2.2 E-Zigarette

LED-Leuchte Schalter zur Aktivierung

(optional) des Verdampfungsmechanismus Mundsttick

/ Liquidtank und Verdampfer

Akkutrager Anschluss fiir das Ladekabel mit Docht und Fiillstandanzeige
(Clearomizer)

Abbildung 8: Aufbau einer E-Zigarette am Beispiel der eGo-T (aus DKFZ, Stabsstelle Krebsprdvention; 03/2022)

Die elektrische Zigarette setzt sich zusammen aus einem Mundstlick, einem Verdampfer
und einem Akku. Der Verdampfer stellt das Bindeglied zwischen Mundstiick und Akku dar,
bestehend aus einem Tank fir das Liquid und einem Verdampferkopf mit Heizspirale, die
das Liquid zum Verdampfen bringt. Um die Heizspirale fortwahrend mit Liquid zu
versorgen, bedarf es einem Tragermaterial, welches traditionell aus einem Baumwolldocht
und heutzutage oft aus einem Glasfaserdocht besteht. Dieses mit Liquid vollgesogene
Tragermaterial ist von der Heizspirale umschlossen. Bei den meisten E-Zigarette wird
parallel zum Ziehen am Mundstlick ein Power-Button gedriickt, der Strom flieRen lasst
durch den die Heizspirale auf Temperaturen von bis zu 315 °C erhitzt wird, so dass das
Liquid seinen Aggregatzustand verandert und als Dampf inhaliert werden kann. Der
entstandene Dampf soll das sensorische Empfinden der Inhalation von Zigarettenrauch
auslésen, wobei im Unterschied zum Konsum der herkdmmlichen Zigarette kein
Verbrennungsprozess stattfindet. Das Liquid ist ein Gemisch aus Propylenglycol und
Glycerin, die als Trager des Nikotin und gegebenenfalls verschiedener Aromen fungieren4°.
Bei den in Deutschland zugelassenen Liquids liegt die maximale Nikotinkonzentration bei
20 mg/ml. Zusatzlich liegt eine Mengenbegrenzung von maximal 10 ml pro Verkaufseinheit
vor, wobei die Tanks der E-Zigaretten ein Volumen von 2 ml nicht tiberschreiten durfen’s.
In dieser Studie wurde als Reprasentant der Kontrollgruppe ,, E-Zigarette ohne Nikotin“ das
Modell ,,Original eGo-T CE4 vaporizer” in der dritten Generation der Marke ,,DIPSE“ und

das ,, Tobacco Premium Line” Liquid ohne Nikotin von der gleichen Marke verwendet.
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2.2.3 JyuL™

E-liquid pod
cover

E-liquid pod

Rechargeable
battery

Heating element Mouthpiece
(heats solution, aerosolizing nicotine)

Abbildung 9: Aufbau einer JUUL™
(aus https://kingcounty.gov/depts/health/tobacco/data/e-cigarettes.aspx; 03/2022)

Die JUUL™ ist eine, optisch einem USB-Stick dhnelnde E-Zigarette, die sich aus einem Akku
und dem sogenannten JUUL™-Pod zusammensetzt. Dieser Pod dient zugleich als
Einwegkartusche mit Liquid als auch als Erhitzer und als Mundstiick, sobald er dem Corpus
der E-Zigarette aufgesteckt wird. Nach Aufladung des Akkus tber einen USB-Dock kann die
JUUL™ allzeit durch Zug am Mundstiick mittels entstehenden Unterdruckes aktiviert
werden. Das Liquid enthalt zusatzlich zu der Ublichen Mischung Benzoesdure, die das
Nikotin in Nikotin-Benzoat, ein sogenanntes Nikotinsalz Uberfiihrt. In dieser
Darreichungsform, die sich das gleichnamige, amerikanische Unternehmen JUUL™
patentieren liel§, ist das Nikotin leichter inhalierbar, so dass grofBere Nikotinmengen
aufgenommen werden kdnnen’®. Dies erklart auch, warum die JUUL™ unter den
Konsumierenden im Vergleich zu anderen E-Zigaretten auf dem Markt als die E-Zigarette
gilt, die am ehesten das Konsumerlebnis des Rauchens einer konventionellen Zigarette
erreicht.”? Zur Zeit des Markteinstieges waren die JUUL™-Pods in acht verschiedenen
Geschmacksrichtungen unter anderem Cool Mint, Créme brllée und Mango erhéltlich.
Aufgrund ihrer hohen Attraktivitdit bei Jugendlichen wurden die slilichen
Geschmacksrichtungen auf Anraten der US-Behorde FDA aus dem Sortiment genommen,
so dass seit 2020 nur noch die Aromen Classic Tobacco und Menthol zugelassen sind**°.
Zum Zeitpunkt der Studie war die JUUL™ noch reguldr in Deutschland erhiltlich,
wohingegen sich das Unternehmen Ende 2020 vom deutschen Markt zuriickzog.
Verwendet wurde ein JUUL™-Pod der Geschmacksrichtung Virginia tobacco mit einer

Nikotinkonzentration von 20 mg/ml und somit bei einer Kapazitat von 0,7 ml Liquid pro Pod
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einem absoluten Nikotingehalt von 14 mg. Die Aussage des Herstellers vorausgesetzt, dass
ein Pod fir rund 200 Zige reiche, ergibt fir die Versuchsperson beim flinfminitigen
Konsum im Rahmen der Studie nach insgesamt 10 Ziigen eine insgesamt inhalierte

Nikotinmenge von 0,7 mg.

2.2.4 1Q0S
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Abbildung 10: Aufbau eines Tabakerhitzers der Marke 1Q0S
(aus https://www.reuters.com/investigates/special-report/tobacco-iqos-science/; 03/2022)

Das System des Tabakerhitzers der Marke 1QOS besteht aus zwei Komponenten: dem
eigentlichen Gerat, also einer Halterung fir den Tabakstick, ausgestattet mit einem
Lithium-Akku und einem Heizblatt (s. Abb. 10, IQOS holder) und einem externen Ladegerat
in Form eines Etuis in der GroBe eines Spielkartendecks, in dem der Akku der 1QOS auch
unterwegs kabellos geladen werden kann®>(s. Abb. 10, IQOS Charger). Um die 1QOS zu
verwenden, wird auf das Gerat ein Tabakstick gesteckt, der per Knopfdruck durch den Akku
Uber das Heizblatt erhitzt wird. Das kleine Lampchen am ON-Knopf wechselt von rot zu
griin, sobald die optimale Temperatur flir den Tabakkonsum erreicht ist. Das dabei
entstehende Aerosol wird inhaliert. Die Konsumdauer eines Tabaksticks entspricht mit ca.
6 Minuten und bis zu 14 Ziigen etwa der Konsumdauer einer Zigarette>2, Anders als bei
der herkbmmlichen Zigarette, bei der der Tabak bei Temperaturen von bis zu 900 °C
verbrannt wird, wird der Tabak in der IQOS auf maximal 350 °C erhitzt und dabei nicht

verbrannt®!.Jener Tabak, der fiir die Tabakerhitzer verwendet wird, wird stark verarbeitet
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und in Form von Tabaksticks, den bei der Marke 1Q0S sogenannten HEETS™ konsumiert.
Die Herstellung der HEETS™ erfolgt mittels der Cast-Leaf-Methode, wobei die Tabakblatter
zunachst zermahlen, und zu einer Tabakfolie verarbeitet werden, die anschlieRend gefalzt
und unter Zugabe von Glycerin, Guaran, Cellulosefasern und Wasser zu einem Plug-Tabak
verdichtet wird. Der Tabakgehalt eines HEETS™ entspricht ungefahr der Halfte der Menge
einer gewdhnlichen Zigarette. Der Aufbau eines HEETS™ gliedert sich wie folgt: Zwischen
dem einen Ende des HEETS™ bestehend aus dem Plug-Tabak, welcher auf das Heizblatt
aufgesteckt wird und dem anderen Ende mit dem konventionellen Filter aus
Zelluloseacetat, der als Mundstick fungiert, befindet sich ein weiterer Filter aus
Polymerfilm mit der Funktion, das Aerosol abzukiihlen. Dieser wird durch eine Hohlrohre
aus Acetat von dem Plug-Tabak separiert!>>2(s. Abb. 10 ,Tobacco unit). In Deutschland
sind die HEETS™ zum aktuellen Zeitpunkt in sieben Geschmacksvarianten erhiltlich, wie
z.B. in der Amber Selection mit Nussaromen oder der Yellow Green Selection mit Krauter-
und Zitrus-Aromen?®3, In dieser Studie wurden ein 1Q0OS-Modell der 2. Generation und
HEETS™ der Bronze Selection mit einer Note von Kakao und getrockneten Friichten und

einem Nikotingehalt von 0,5 mg verwendet.

2.3 Messmethoden

2.3.1 CO-Messung
Die Messung des CO-Gehaltes in der Ausatemluft wird in parts per million (ppm) angegeben

und lasst auf den CO-Gehalt im Blut schlieBRen. Bei Nichtrauchenden liegt der
durchschnittliche CO-Gehalt bei 0-5 ppm, kann je nach Umwelt-CO-Belastung jedoch auch
héher liegen, wohingegen er bei Rauchenden deutlich hoher ausfallt>*1>>, In dieser Studie
wurde die Messung der CO-Konzentration in der Ausatemluft mit dem CO-Messgerat

Micro*™ Smokerlyzer™ (Bedfont™ Scientific Ltd., England) durchgefiihrt.

Abbildung 11: CO-Messgerct Micro*™ Smokerlyzer®
(aus Bedfont® Scientific Ltd., England; 03/2022)
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Die Bedienung des Gerates erfolgte nach der folgenden Anleitung: Vor jeder Messung
wurde ein steriles Einmal-Mundstick in Form eines Plastikrohrchens mittels eines D-
Stickes auf das Gerat gesteckt. Durch Bedienung des Touchscreens konnte die
Versuchsperson die Messung selbststandig starten und wurde dazu aufgefordert,
einzuatmen, anschlieRend fir 15 Sekunden bis zum Ende des gezeigten Countdowns auf
dem Bildschirm die Luft anzuhalten und daraufhin langsam in das Mundstiick auszuatmen,
bis die Lungen moglichst komplett geleert waren. Nach erfolgreicher Messung wurde der
Wert der CO-Konzentration in ppm auf dem Display angezeigt und von der Versuchsleiterin
in dem Protokoll fiir den entsprechenden Messzeitpunkt notiert. Gemessen wurde direkt

vor Beginn, sowie 30, 60 und 120 Minuten nach dem Konsum (vgl. Anhang 7.7).

2.3.2  Oszillometrische Blutdruckmessung
Die oszillometrische Blutdruckmessung wurde mit dem Oberarm-Blutdruckmessgerat BU

510 von medisana™ durchgefiihrt (s. Abbildung 12). Die Messung lief, wie folgt, ab:
Zunachst wurde die fir die Versuchsperson passende ManschettengrofSe ausgewahlt und
an dem Arm angebracht, an dem auch der PVK lokalisiert war, so dass der von dem PVK
unversehrte Arm fur die EndoPAT™-Messung zur Verfligung stand. Die Versuchsperson
wurde dazu aufgefordert, die Arme wahrend der Messung ruhig auf den Lagerungskissen
zu lagern, so dass sich die Messmanschette auf Herzhéhe befand, um moglichst genaue
Messwerte zu erhalten. Die Messungen wurden 30 Minuten vor dem Konsum des Devices
gestartet, so dass ausreichend viele Ruhewerte als Ausgangswert zur Verfligung standen.
AnschlieBend wurde die Messung in flinfmintltigen Abstianden wiederholt und bis 75
Minuten nach dem Konsum mit Unterbrechungen durch die EndoPAT™-Messungen
fortgefiihrt. Die Blutdruckwerte wurden kontinuierlich im Verlauf des Messtages handisch

durch die Versuchsleiterin im Messprotokoll notiert (vgl. Anhang 7.7.3).

Abbildung 12: Oberarm-Blutdruckmessgerdt BU 510 von medisana®
(https.//www.medisana.de/Gesundheitskontrolle/Blutdruckmessgeraete/BU-
510-Oberarm-Blutdruckmessgeraet.html; 03/2022)
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2.3.3 Messung der endothelialen vasodilatatorischen Funktion sowie der Arteriellen
GefaRsteifigkeit mit dem EndoPAT™2000-Gerat
Die Messung mit dem EndoPAT™2000-System der Firma Itamar ermdglicht eine nicht-

invasive Beurteilung des Status der Endothelfunktion und der Arteriellen GefaRsteifigkeit.
Das System besteht aus einem Gerat mit einer Kontrolleinheit mit Pumpe und
Druckregulation, das Uber Verbindungsschlauche mit zwei Messsonden fiir die Finger
verbunden ist, sowie aus einem daran angeschlossenen Computer, auf dem die

EndoPAT™2000-Software installiert ist (s. Abbildung 13).

Abbildung 13:EndoPAT™2000-System (aus Itamar Medical Ltd, 2014, 03/2022)

2.3.3.1 Aufzeichnung der Pulswelle durch die Messonden
Die beiden Messsonden erfassen arterielle Volumenveranderungen in den Fingern mittels

des Prinzips der Plethysmographie. Die zentral generierte Pulswelle leitet sich im arteriellen
GefaRsystem bis in das periphere Kapillarbett des Fingers fort, wo sie zu einer Zunahme
des Volumens fiihrt, die durch die Sensoren der Messsonden registriert wird. Die
Messsonde gleicht in der duReren Form der eines Fingerhutes aus hartem Kunststoff, der
den distalen Zeigefinger bis auf Hohe des proximalen Interphalangealgelenkes umschlieRt.
Innerhalb der Sonde befinden sich zwei voneinander abgegrenzte, pneumatische System,
die sich in die ,Sensing” Region und die ,Buffer” Region unterscheiden. Diese beiden
Systeme bestehen aus elastischen Kammern, die (iber die Verbindungsschlauche durch das
EndoPAT™2000-Gerat fiir die Messung wie Luftkissen aufgepumpt werden®>®(s. Abbildung
14). Die ,Sensing” Region registriert die Pulswelle Uiber die Verdrangung der Luftkissen,

bedingt durch die Volumenzunahme im peripheren Kapillarbett und leitet die Verdanderung
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tber die Verbindungsschldauche an das EndoPAT™2000-Gerat zur Verarbeitung und
Berechnung des peripheren arteriellen Tonus (PAT) weiter. Zudem leistet die ,Sensing”
Region einen Schutz vor dem sogenannten ,Pooling” des Blutes im Kapillarbett, das den
venos-arteriellen vasokonstriktiven Reflex auslosen kdonnte und somit eine mogliche
Fehlerquelle fir die Messung darstellen kdnnte. Die , Buffer” Region sichert die richtige
Position des Sensors am Finger und gewahrleistet einen moglichst festen Sitz der Luftkissen

am Finger ohne die Entstehung von Hohlrdumen, um Artefakte zu vermeiden.

Proximale
pneumatische
Messsonde Kammer

Verbindungs-
schlduche

Sensing Buffer
1 Region Region J

A . .

@ Anti-Pooling Region ,

Abbildung 14: Aufbau eines EndoPAT™-Sensors
(bearbeitet; Ursprungsbild aus Itamar Medical Ltd, 2014,;03/2022)

2.3.3.2 Prinzip der EndoPAT™-Messung
Die Messung liefert in Echtzeit die parallele Aufzeichnung der Pulswelle des rechten und

des linken Fingers, so dass sich die Folgen der Manipulation, die man an einem Arm
durchfiihrt mit den Ergebnissen des anderen, unversehrten Armes vergleichen lassen.
Manipuliert wird im Sinne einer Hypoperfusion eines Armes, die durch das Anlegen und
Aufpumpen einer Blutdruckmanschette auf mindestens 60 mmHg Uber den systolischen
Blutdruckwert der jeweiligen Versuchsperson fiir den Zeitraum von exakt 5 Minuten
ausgeldst wird. Die provozierte Ischamie zeigt sich in der Aufzeichnung des betroffenen
Armes als Nulllinie. Nach Ablassen der Luft aus der Blutdruckmanschette wird die Reaktion
des Endothels auf die reaktive Hyperamie, die sich durch die Reperfusion des Armes
einstellt, aufgezeichnet und ausgewertet. Aus den aufgezeichneten Daten berechnet ein
produkteigener Algorithmus den reaktiven Hyperdmie Index (RHI) sowie den

Augmentationsindex (Al).
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2.3.3.3 Der reaktive Hyperdmie Index (RHI)

Der RHI stellt ein validiertes MaR zur Erhebung von endothelialer Dysfunktion dar. Dieser

wird errechnet aus der Ratio von der Pulswellenamplitude der post-Okklusionsphase und

der Pulswellenamplitude der pra-Okklusionsphase, wobei die Messungen beider Arme

miteinander ins Verhaltnis gesetzt werden. Nachvollziehbar in einer exemplarischen

EndoPAT™-Messung in Abbildung 15%°.

Control Arm “

Baseline period Occlusion

Occluded Arm “

Test period

Abbildung 15: EndoPAT™-Messung mit Darstellung der Areale zur
Berechnung des RHI (aus Itamar Medical Ltd, 2014; 03/2022

Die Flache unter der Pulswellenamplitude eines definierten Intervalls vor Okklusion (B,D)

und die Flache unter der Pulswellenamplitude eines definierten Intervalls nach Okklusion

(A,C) werden fir beide Arme ins Verhdltnis gesetzt. Um systemische Storeffekte

auszuschalten, wird nun das Verhéaltnis des , Occluded Arm“ durch das Verhéaltnis des

»control Arm“ dividiert und mit einem Korrekturfaktor multipliziert. Die Formel der

Berechnung des RHI lautet folglich:

A
RHI = B/C X Korrekturfaktor

D

Korrekturfaktor = (0.25 x log3 Mittlere Amplitude der Okklusions Baseline) — 0.2

Zur Interpretation der gemessenen RHI-Werte hinsichtlich des Endothelstatus hat Itamar

einen Endoscore herausgegeben (s. Tabelle 1)14>1%,

Endothelstatus RHI
Optimales Endothel >2,0
Normales Endothel 2,0-1,68

Geschadigtes Endothel <1,67

Tabelle 1: Endoscore fiir die Interpretation der gemessenen RHI-Werte

37



2.3.3.4 Der Augmentationsindex (Al)
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Abbildung 16: Schematische Darstellung einer Pulswelle
(aus International Journal of Vascular Medicine, 2012, 03/2022)

Der Augmentationsindex (Al) ist ein validiertes MaR fiir die arterielle Gefasteifigkeit und
wird basierend auf dem PAT-Signal der Pulswelle von der gerdteeigenen Software
errechnet'®. Nach ihrer Entstehung im Herzen, wird die Pulswelle tber die Aorta
fortgeleitet und durch die Elastizitat der GefaBwand zunachst gedampft, reflektiert und in
die aus der Aorta hervorgehenden Arterien weitergeleitet. Eine schematische Darstellung
der Pulswelle ist in Abbildung 16 zu sehen®®’.

Auf der x-Achse zeigt sich der zeitliche Verlauf der Pulswelle, wohingegen die y-Achse den
systolischen und diastolischen Blutdruck abbildet. Den Augmentationsdruck reprasentiert
den Druckanstieg, der durch die Reflexion der Pulswelle an der GefaBwand entsteht. Der
Augmentationsindex ist der Anteil des Augmentationsdrucks am gesamten Pulsdruck. Fir
die Formel zur Berechnung des Augmentationsindex sind die folgenden zwei systolischen
Spitzen relevant: die erste Spitze, die durch die vorlaufende Pulswelle P; entsteht und die
zweite Spitze, die durch die Pulswelle plus die reflektierte Welle P, entsteht. Das Verhaltnis
der Differenz beider Spitzen zu der Amplitude der Pulswelle stellt den Augmentationsindex

dar®®8. Die Formel fir die Berechnung des Augmentationsindex lautet folglich:

_ (P - P1)/
Al = P, x 100[ %]

Um einschatzen zu kénnen, ob die Elastizitdt der GefaRe noch erhalten ist, oder bereits
eine pathologische Erhohung der GefaRsteifigkeit besteht, lassen sich die gemessenen
Werte mittels der folgenden Tabelle interpretieren. Allgemein gilt: Je groBer der Wert des
Augmentationsindex ausfallt, desto ausgepragter ist die GefaRsteifigkeit. Negative Werte

sind méglich und kommen vor allem bei jiingeren Probandinnen und Probanden vor1>1%,
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GefaBsteifigkeit Al
Normal -30 % bis -10 %
Erhoht -10 % bis 10 %

Pathologisch >10%

Tabelle 2: Score zur Beurteilung des Augmentationsindex

2.3.4 Labordiagnostik
Das Legen eines PVK in eine der Armvenen der Versuchsperson zu Beginn der Messung und

das Offenhalten des PVK mittels einer kontinuierlich laufenden Infusion ermdoglichte die
regelmallige Abnahme vendser Blutproben, ohne die wiederholte vendse Punktion. Die

entnommenen Blutproben dienten multipler Diagnostik, die im Folgenden erlautert wird.

2.3.4.1 Bestimmung der Konzentration des Cortisols im Serum
Die Bestimmung der Konzentration des Cortisols im Serum wurde zu Beginn der Messung

(T-30), zwolf Minuten nach dem Konsum des Devices (T12) und 120 Minuten nach dem
Konsum (T120) mittels der Entnahme eines Serum-Réhrchens durchgefiihrt. Die
festgelegten Zeitpunkte der Blutentnahme zur Bestimmung des Cortisols basierten auf den
Ergebnissen einer Studie, die den Einfluss des Zigarettenkonsums auf die Konzentration der
Hormone der Hypothalamus-Hypophysen-Achse untersuchte. Dort konnte ein signifikanter
Abfall des Cortisols innerhalb der ersten zwolf Minuten nach dem Zigarettenkonsum
festgestellt werden®. Die Bestimmung des Cortisols erfolgte ebenfalls im klinikeigenen

Zentrallabor mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC).

2.3.4.2 Blutbild
Flr die Erstellung eines kleinen Blutbildes wurde je ein kleines EDTA-R6hrchen 30 Minuten

vor dem Konsum des jeweiligen Devices (T-30), sowie 120 Minuten nach dem Konsum

(T120) abgenommen und von dem klinikeigenen Zentrallabor ausgewertet.

2.3.4.3 Gewinnung von Blutproben fiir weitere Analytik
Im Verlauf einer Messung wurden zu festgelegten Zeitpunkten mehrere, vendse

Blutproben fiir die weitere Diagnostik abgenommen, zentrifugiert, aliquotiert und
eingefroren. Diese Blutproben bestanden an jedem Abnahmezeitpunkt aus einem Paar
eines groBen EDTA- und eines Serum-Blutentnahmerdéhrchens, die zu den folgenden vier
Zeitpunkten abgenommen wurden: 1.) 30 Minuten vor dem Konsum des jeweiligen Devices
(T-30), sowie 2.) 30 Minuten (T30), 3.) 55 Minuten (T55) und 4.) 120 Minuten (T120) nach

dem Konsum (vgl. Anhang 7.7.2). Direkt nach der Entnahme wurden alle Blutproben in den
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jeweiligen Monovetten zunédchst fiir 20 Minuten in einem Gestell senkrecht gelagert, da fir
die Gewinnung des Serums die Gerinnung vor der Zentrifugation vollstandig abgeschlossen
sein sollte. AnschlieRend wurden die Monovetten fir einen Zeitraum von 10 Minuten mit
einer Umdrehungszahl von 3.200 rpm zentrifugiert. Daraufhin wurde die
Gesamtprobenmenge mittels Pipette auf je 1.000 ul pro EppendorfgefaR aliquotiert und
bei -80 °C eingefroren. Um die Blutproben zu anonymisieren und sie gleichzeitig fiir die
spateren Analysen zuordnen zu kénnen, wurden die EppendorfgefaRe mit einem Etikett

mit Verschlisselungscode versehen (vgl. Anhang 7.8).

2.3.4.4 Analyse verschiedener Zytokine mittels eines Multiplex-Assays
Nach Abschluss der gesamten Messungen wurde aus den gewonnenen Blutproben ein

Multiplex-Assay zur Bestimmung der Konzentration verschiedener Zytokine durchgefiihrt.
Fur diese Analyse wurde das ,Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 8-plex Assay“-Kit der Marke
BIO-RAD® verwendet!®(s. Abbildung 17). Das Panel beinhaltete die Untersuchung der
folgenden acht Zytokine: GM-CSF, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 und TNF-q.

Abbildung 17: Bio-Plex ProTM Human Cytokine 8-plex Assay
(https://www.bio-rad.com/de-de/sku/m50000007a-bio-plex-pro-human-cytokine-8-plex-
assay?ID=m50000007a; 03/2022)

Ein Multiplex-Assay ist ein Derivat eines Ezyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA), ein
Immunoassay zum Nachweis eines Analyten, d.h. einer spezifischen Substanz, deren
Vorhandensein quantitativ oder qualitativ analysiert wird, der sich in einer fllissigen Probe
befindet und anhand von Antikérpern, die gegen den zu messenden Analyten gerichtet
sind, detektiert wird'®l. Durch Anwendung des Multiplex-Assays kdnnen mehrere Analyten
gleichzeitig innerhalb einer Probe gemessen werden. Das Prinzip des Multiplex-Assays

funktioniert mittels mit Antikérpern beschichteter Beads, die als , Einfang-Antikorper” fiir
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das Fixieren der Analyten fungieren. Die angelagerten Molekiile werden im Folgenden
durch fluoreszierende Antikdrper definierter Bindungsspezifititen, den sogenannten
Reportern gebunden und auf diese Weise detektiert. AnschlieBend wird das Gemisch
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Hierbei kdnnen die Analyten aufgrund ihrer
Fluoreszenzsignatur mithilfe von Lasern klassifiziert und in ihrer Anzahl erfasst werden?®?

(s. Abbildung 18).

Funktionsweise des Multiplex-Immunoassays

1.) Auftragen der Beads fur 2.) Zugabe der Proben mit 3.) Zugabe der Antikorper fur
die Haftungder Analyten den Analyten die Detektion der Analyten
« ' * =

*

4.) Zugabe dergefarbten 4.) Sortieren nach Fluoreszenz und
Reporter Verdichtung der Daten
S !
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. >4 °
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Klassifikations- Reporter-Laser

Laser

Abbildung 18: Schema zur Funktionsweise eines Multiplex-Assays
(Ursprungsbild aus Dissertation ,,Immune mediators in samples of aqueous humor in patients with primary and
recurrent ocular toxoplasmosis“; bearbeitet 03/2022

Anhand dieser Technik kann innerhalb von drei Stunden eine Analyse der Konzentration
von Immunmediatoren in Serum- oder Plasma-Proben durchgefiihrt werden. Der Inhalt des
,Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 8-plex Assay“-Kit besteht aus einer Filterplatte mit 96
Feldern, magnetischen Beads, gemischten Antikorper zur Detektion der Analyten,
Standards und verschiedenen Puffern. Die Liste aller Inhaltsstoffe kann einer Tabelle im
Anhang entnommen werden (vgl. Anhang 7.9.1). Fur die Durchfiihrung des Multiplex-
Assays mussten zunachst die folgenden Vorbereitungen getroffen werden. 1.) Die
Herstellung der Standards. Hierfir wurden 500 pl der Standardlésung mit dem dafir

vorgesehenen Standardverdiinnungsmittel in eine Ampulle gegeben, durch den
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Vortexmischer vermischt und anschlieBend fir 30 Minuten auf Eis gelagert. 2.) Die
Herstellung der Samples. Hierflir wurden die Samples mit der entsprechenden
Verdiinnungslosung verdinnt. 3.) Die Herstellung der konjugierten Beads. Diese wurden
durch die Zugabe von 575 ul der Beads in 5.175 ul Assay-Pufferlésung vorbereitet.
AnschlieBend konnte mit der Durchflihrung des Assays nach dem folgenden Schema
begonnen werden. Als Erstes wurde die Filterplatte mit 100 pl des Assay-Puffers
befeuchtet. Anschlieffend wurden 50 pl der Beads auf die Platte aufgetragen. Daraufhin
wurde die Platte zwei Mal mit je 100 ul des Wasch-Puffers gewaschen. Fiir die folgenden
30 Minuten wurde die zugedeckte Platte im Dunklen bei Raumtemperatur inkubiert und
bei 300 RPM geschiittelt. In den letzten verbleibenden 10 Minuten wurden 300 ul der
Verdiinnungsldsung zur Detektion zu 2.700 pl der Detektionsantikdrper hinzugegebent62,
Im Anschluss folgte das Auslesen der optischen Densitat der jeweiligen Platten mittels des

Mikroplatten-Lesegerats (vgl. Anhang 7.9.2).

2.4  Auswertung

2.4.1 Statistische Methoden
Die initiale Fallzahlabschatzung war bereits im Vorfeld tiber G-Power erfolgt und orientierte

sich hierbei an der Pilotstudie dieser Arbeitsgruppe liber die Auswirkungen der E-Zigarette
auf die periphere und zentrale Himodynamik und arterielle GefaRsteifigkeit im Vergleich
zu den Auswirkungen der Zigarette aus dem Jahr 201863, Die Kalkulation der Power erfolgt
Uber das Programm GPower in der Version 3.1. In der Analyse ergibt sich bei der
Zugrundelegung der eigenen Ergebnisse fiir den Augmentationsindex die n-Zahl von 16
Probanden pro Gruppe (bei einem alpha von 0,05 und einer Power von 0,9). Aus der
Erfahrung der Vorstudien bzgl. des drei-armigen Ansatzes und einem potenziellen Ausfall
der Probandinnen und Probanden, erfolgte die Entscheidung die n-Anzahl auf insgesamt

20 Versuchspersonen zu erhéhen.

Fir die statistischen Analysen der erhobenen Daten wurde die Statistiksoftware SPSS (SPSS
23 Inc., Chicago, IL, USA) angewandt. Die Grafiken wurden mittels der Grafiksoftware
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) erstellt. Als Referenzwerte
fur alle in den Analysen bericksichtigten Messwerte dienten die Mittelwerte der Baseline-
Messungen von Blutdruck, Herzfrequenz, Parametern der arteriellen Gefalsteifigkeit, CO-
Werten in der Ausatemluft und den untersuchten Blutwerten. Vor der Durchfliihrung

weiterfihrender Analysen, wurden die Messwerte mittels Anwendung des Kolmogorov-
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Smirnov-Tests auf die Ubereinstimmung mit der Normalverteilung getestet. Sofern diese
Bedingung gegeben war, konnte die statistische Testung einer mehrfaktoriellen ANOVA mit
Messwiederholungen durchgefiihrt werden. ANOVA steht fiir Analysis of Variance und ist
eine Varianzanalyse, die verwendet wird, um Mittelwerte von mehr als zwei Gruppen zu
vergleichen. Diese wurde angewandt, um die Veranderungen der Messwerte je einer
unabhangigen Variablen innerhalb der max. dreizehn verschiedenen Messzeitpunkten zu
erfassen und diese auf eine mogliche Wechselwirkung zwischen dem verwendeten Device
und dem Zeitpunkt der Messung hin zu untersuchen. Zunachst wurde der Einfluss der Zeit,
anschliefend der Einfluss der unterschiedlichen Versuchsbedingungen und schlieRlich
unter gleichzeitiger Berlcksichtigung von Zeit und Versuchsbedingung die Kombination
dieser beiden Einflussfaktoren analysiert. Ergab sich eine Signifikanz (p < 0,05) in der
mehrfaktoriellen ANOVA, so wurde dort, wo die unabhdngige Variable aus mehr als zwei
Stufen besteht, zur Uberpriifung der Sphérizitit, der Mauchly-Test durchgefiihrt.
Spharizitat ist eine wichtige Voraussetzung bei der ANOVA mit Messwiederholung.
Spharizitat liegt dann vor, wenn die Varianzen der Differenzen der Messwerte innerhalb
eines Faktors zwischen allen Stufen gleich sind. Fir den Fall, dass der p-Wert des Mauchly-
Tests = 0,05 war, konnte angenommen werden, dass die Spharizitat der Daten gegeben ist.
Fiir den Fall, dass der Mauchly-Test hingegen mit p < 0,05 signifikant war, wurde ein
Korrekturverfahren, die Greenhouse-Geisser-Korrektur angewandt. Dabei werden die
Freiheitsgrade nach unten korrigieren, um das Risiko, einen Fehler erster Art zu begehen,
d.h. falschlicherweise einen Unterschied zu finden, zu vermeiden.

Im Falle einer Signifikanz bei der mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholungen, wurde
anschliefend paarweise ein Post-hoc-Test nach Bonferroni durchgefiihrt. Anhand des Post-
hoc-Tests liel} sich feststellen, welche spezifischen Gruppen sich konkret voneinander
unterscheiden. Gleichzeitig dient der Bonferroni-Test ebenfalls dazu, das Risiko eines
Fehlers erster Art beim multiplen Testen zu minimieren. Fiir die Auswertung der Messwerte
des Augmentationsindexes und des Reaktiven Hyperdmie Indexes wurde ergdnzend eine
multivariate Varianzanalyse (MANOVA) durchgefihrt, bei der Alter, MAP, HF und
Geschlecht korrigiert wurden. Das Wissen dariber, dass sowohl der Augmentationsindex
als auch der Reaktive Hyperamie Index von mehreren Faktoren wie der Herzfrequenz und
dem systolischen Blutdruck beeinflusst wird, zugrunde liegend, wurden hierbei der Al und
der RHI als abhédngige, Versuchsbedingungen, Herzfrequenz und Blutdruck als unabhangige

Variable betrachtet. Auf diese Weise wurde die Veranderungen innerhalb der einzelnen
43



Messreihen jeder der vier Versuchsbedingungen untersucht. Zuséatzlich wurde fir den
Augmentationsindex, als relevanter Parameter der Arteriellen GefaRsteifigkeit, eine
multiple Regressionsanalyse unter Bericksichtigung des Alters, des Geschlechts, des
systolischen Blutdrucks und der Versuchsbedingung Nikotin bzw. kein Nikotin gerechnet.
Bei der Auswahl der Variablen, die in dem Modell der multiplen Regressionsanalyse
berlicksichtigt wurden, orientierten wir uns an den aus der Literatur bekannten,
wesentlichen EinflussgréRen auf die arterielle GefaRsteifigkeit!!l. Alle Daten wurden im
Ergebnisteil als Mittelwerte mit Standardfehler (SEM) ausgedriickt, es sei denn, es wurde
anders angegeben. Ein p-Wert zwischen 0,05 und 0,075 wurde als Trend ohne jedoch das
Erreichen eines Signifikanzniveaus interpretiert. Als , statistisch signifikant” wurde ein p-
Wert < 0,05 bezeichnet, der bei einem p-Wert < 0,01 die Zusatzbezeichnung ,statistisch

signifikant auf einem hochsignifikanten Niveau“ erhielt.
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3 Ergebnisse

3.1 Grundcharakteristika des Probandenkollektivs
Insgesamt wurden 20 Versuchspersonen in die Studie eingeschlossen, wobei das

Geschlechterverhaltnis mit je zehn Frauen und Mannern ausgeglichen war. Die Ergebnisse
zu den erhobenen Merkmalen der Gesamtheit aller Teilnehmenden, sowie getrennt

dargestellt nach den Geschlechtern sind der folgenden Tabelle 3 zu entnehmen.

Merkmal Gesamt Maénner Frauen
Alter [Jahre] 25,20 £ 0,90 25,6+0,4 24,7+0,3
Gewicht [kg] 78,25+ 3,49 859+1,9 68,8 +0,8
GroRe [m] 1,76 £ 0,02 1,8+0,0 1,7+0,0
BMI [kg/m?] 25,01+0,76 259+04 24,0+£0,2
Huftumfang [cm] 82,06+ 1,96 86,1+0,7 77,1+0,7
Taillenumfang [cm] 92,85+ 2,03 93,5+1,0 92,0+0,7
Zigaretten pro Tag 2,05+0,67 2,7x0,1 1,2+0,2
Fagerstrom-Test [Punkte] 0,50+ 0,22 0,8+0,1 0,1+0,0

Tabelle 3: Ergebnisse der Charakteristika der Versuchspersonen (Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung)

Als aktive Raucher und Raucherinnen sind 100 % der Teilnehmenden zu bezeichnen, von
denen sich jedoch im Fragebogen, der im Rahmen des Screenings von den
Versuchspersonen ausgefillt wurde (s. Anhang 7.4), der Grof3teil als Gelegenheitsraucher
bzw. -raucherin bezeichnete. Einhergehend mit den Ergebnissen des Fragebogens fiel auch
der Fagerstrom-Test aus, ein weltweit anerkanntes Verfahren fiir das Messen der Starke
der Zigarettenabhangigkeit von Rauchern und Raucherinnen (s. Anhang 7.5). Der
durchschnittliche Punktewert aller Versuchspersonen entspricht mit einem Wert von 0,5
von einer maximal zu erreichenden Gesamtpunktzahl von 10 Punkten, insgesamt einer
geringen korperlichen Abhadngigkeit. Bei getrennter Betrachtung der Geschlechter zeigte
sich eine Differenz zwischen Mann und Frau, wobei die Manner mit einem Mittelwert von
0,8 Punkten etwas abhangiger als die Frauen mit einem Mittelwert von 0,1 Punkten waren.
Zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses lag nach eigenen Angaben bei keiner der
Versuchspersonen eine akut behandlungsbediirftige oder chronische Erkrankung vor.
Anhand des Fragebogens wurden die folgenden Krankheitsbilder als bestehende
Vorerkrankungen explizit ausgeschlossen: Arterielle Hypertonie, Diabetes Mellitus Typ 1

oder Typ 2, Herzfehler, Hypercholesterindmie, unbehandelte Hyper- oder Hypothyreose.
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Zudem war es bei keiner der Versuchspersonen in der Vergangenheit zu Thrombosen oder
Lungenembolien gekommen. Bezliglich bestehender Schilddriisenerkrankungen gilt es zu
erwahnen, dass zwei der zehn Probandinnen an einer Autoimmunthyreoiditis erkrankt
waren. Die beiden Probandinnen wurden trotz ihrer Erkrankung in die Studie
eingeschlossen, da sie nach eigenen Angaben seit mehreren Monaten taglich L-Thyroxin
substituierten, zudem in den vergangenen Monaten in regelmaRigen arztlichen Kontrollen
stabile Schilddriisenwerte vorwiesen und auch die in unserem Screening-Labor ermittelten
TSH-, fT3- und fT4-Werte im Referenzbereich lagen. Die gleichen Regeln des
Studieneinschlusses galten fir einen der mannlichen Probanden mit einer vorbekannten
Hyperthyreose, dessen TSH-, fT3- und fT4-Werte zum Zeitpunkt unseres Screenings im

Referenzbereich lagen.

3.2 CO-Messung
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Abbildung 19: CO-Gehalt in der Ausatemluft in ppm basierend auf der deskriptiven Statistik mit Mittelwerten

und Standardabweichungen

Der durchschnittliche CO-Gehalt in der Ausatemluft der Versuchspersonen betrug zum
Ausgangszeitpunkt der Messungen vor dem Konsum einer jeglichen Substanz 4,1 ppm und
wurde somit dem, fiir die Studienteilnahme festgelegten Cut-off-Wert von 6 ppm, nach 24h
des Nikotinverzichtes, gerecht. Die deskriptive Statistik des CO-Gehaltes in der Ausatemluft

mit Mittelwerten und Standardabweichungen ist der Abbildung 19 zu entnehmen.
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In der Uberpriifung der symmetrischen Verteilung der Daten des CO-Gehalts in der
Ausatemluft ergab sich eine Normalverteilung, so dass die globale Testung mittels
mehrfaktorieller ANOVA mit Messwiederholung angeschlossen werden konnte. Die
mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung ergab keine Signifikanz fir den Einfluss der
Versuchsbedingung (p = 0,58), zeigte jedoch eine Signifikanz sowohl fiir den Zeitpunkt (p <
0,01) als auch fir die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt (p = 0,025). Der
Effekt der jeweiligen Versuchsbedingung auf die unabhéangige Variable ,CO-Gehalt in
Ausatemluft" hangt somit vom Zeitpunkt ab. Der erganzende Mauchly-Test auf Spharizitat
ergab sowohl fiir den Zeitpunkt als auch fir die Interaktion von Versuchsbedingung und
Zeitpunkt keine Sphdarizitat der Daten, so dass die Greenhouse-Geisser-Korrektur
angewandt wurde. AnschlieRend wurde dort, wo eine Signifikanz vorlag, der Post-hoc-Test
nach Bonferroni in Form von paarweisen Vergleichen durchgefiihrt. Unter Betrachtung des
Zeitpunktes ergab sich im Vergleich zum Ausgangszeitpunkt der Messungen (T-30) ein
signifikanter Unterschied zu allen drei Folgemessungen T30, T60 und T120. Ausgehend von
Zeitpunkt T30 zeigte sich redundant eine Signifikanz im Vergleich zu T-30, jedoch keine
Signifikanz fiir T60 und T120. Gleiches galt fiir den Vergleich von T60 und T120 mit den
jeweiligen drei anderen Messzeitpunkten. Es war je eine Signifikanz im Vergleich zu T-30 zu
beobachten, wohingegen der Vergleich mit den folgenden Messzeitpunkten ohne

Signifikanz blieb (s. Ergebnistabellen im Anhang: Tabelle 4-8).
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Zeitabhangige Einfliisse der Versuchsbedingung
auf den CO-Gehalt in der Ausatemluft
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Abbildung 20: Zeitabhdngige Einfliisse der Versuchsbedingung auf den CO-Gehalt in der Ausatemluft basierend
auf der mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt

Um die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt abzubilden, wurden die
Mittelwerte inkl. Standardfehler in Form eines Plots graphisch dargestellt (s. Abbildung 20).
Aus dieser Graphik geht hervor, dass sich der CO-Gehalt abhangig vom Zeitpunkt deutlich
zwischen den Versuchsbedingungen unterscheidet. So kam es nach dem Konsum der
Zigarette zu einem steilen Anstieg des CO-Gehaltes, der dann auch im Zeitverlauf erh6ht
blieb. Auch der Konsum der 1QOS fihrte im Zeitverlauf zu einem Anstieg des CO-Gehaltes,
wenn auch deutlich geringer als bei der Zigarette. Nach Konsum der JUUL™ und der E-
Zigarette ohne Nikotin war zu Beginn ebenfalls ein dezenter Anstieg des CO-Gehaltes zu

beobachten, der sich auch im Verlauf konstant erhoht zeigte.

3.3 Messung des Blutdrucks und der Herzfrequenz
Im Rahmen der Blutdruckmessung wurde neben dem systolischen Blutdruck (SBP) und dem

diastolischen Blutdruck (DBP) auch die Herzfrequenz (HF) gemessen. Aus der Differenz des
systolischen und diastolischen Blutdrucks wurde zugleich der periphere Pulsdruck (pPP)
ermittelt. Als Ausgangswerte dienten die Messwerte der letzten Blutdruckmessung vor
dem Konsum (T-5), die sich mit Mittelwerten von 107 — 110 mmHg fir den SBP und
64 — 65 mmHg fir den DBP und Herzfrequenzen von 69 — 71 Schlige/min im
physiologischen Bereich befanden (s. Abbildungen 21, 23, 25 und 27).
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3.3.1 Veranderungen des systolischen Blutdrucks

peripherer systolischer Blutdruck
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Abbildung 21: Peripherer Systolischer Blutdruck in mmHg basierend auf der deskriptiven Statistik mit
Mittelwerten und Standardabweichungen

Die deskriptive Statistik der Werte des peripheren systolischen Blutdrucks mit
Mittelwerten und Standardabweichungen ist der Abbildung 21 zu entnehmen. In der
Uberpriifung der symmetrischen Verteilung der Daten des systolischen Blutdrucks (SBP)
ergab sich eine Normalverteilung, so dass die globale Testung mittels mehrfaktorieller
ANOVA mit Messwiederholung angeschlossen werden konnte. Die mehrfaktorielle ANOVA
mit Messwiederholung ergab unter Betrachtung des Einflusses der Versuchsbedingung auf
den SBP eine Signifikanz von p = 0,047. Auch fiir den Einfluss des Zeitpunktes auf den SBP
ergab sich eine Signifikanz von p = 0,015. Unter Betrachtung des Einflusses der Interaktion
von Versuchsbedingung und Zeitpunkt auf die Veranderungen des SBP ergab sich ebenfalls
eine Signifikanz von p = 0,034. Der Effekt auf den SBP hangt somit sowohl von der
Versuchsbedingung als auch vom Zeitpunkt der Messung ab. Der anschlieRende Mauchly-
Test auf Spharizitat ergab sowohl fiir die Versuchsbedingung als auch den Zeitpunkt keine
Spharizitdt, so dass die Greenhouse-Geisser-Korrektur angewandt wurde. Der Post-hoc-
Test nach Bonferroni ergab im paarweisen Vergleich der Versuchsbedingungen je einen
signifikanten Unterschied zwischen der Zigarette und der JUUL™ sowie zwischen der
Zigarette und der E-Zigarette ohne Nikotin. Der Vergleich der anderen
Versuchsbedingungen untereinander blieb ohne Signifikanz. Unter Betrachtung der

Zeitpunkte untereinander ergaben sich im paarweisen Vergleich mittels Post-hoc-Test (iber
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den gesamten Zeitverlauf vereinzelte Signifikanzen ohne eindeutigen Trend. Beispielsweise
ergab sich ein signifikanter Unterschied fiir T-5 im Vergleich zu T40, sowie fir TO im
Vergleich zu T5 und zu T15. Im Verlauf ergaben sich ebenfalls Signifikanzen im Vergleich fir

T35 bis T75 (s. Ergebnistabellen im Anhang: Tabelle 9 - 13).

Um den zeitabhadngigen Einfluss der Versuchsbedingung auf den SBP adaquat zu
interpretieren, wurden die Ergebnisse des post-hoc-Testes fiir die Interaktion von
Versuchsbedingung und Zeitpunkt in Form eines Plots dargestellt (s. Abbildung 22). Hier
zeigte sich ein vom Zeitpunkt abhdngiger Unterschied zwischen den Einflissen der
Versuchsbedingungen auf den SBP. Nach Konsum der Zigarette, der JUUL™ und der 1QOS
zeigte sich ein deutlicher Anstieg des SBP unmittelbar nach Konsum, der fir die Zigarette
im Vergleich zu den anderen beiden nikotinhaltigen Devices Uber einen langeren Zeitraum
von 10 Minuten anhielt, sich dann aber bis zum Erreichen von T30 fir alle drei
Versuchsbedingungen wieder riicklaufig zeigte. Im Vergleich zeigte sich nach Konsum der
E-Zigarette ohne Nikotin ein deutlich flacherer Anstieg des SBP, der sich nach 30 Minuten
ebenfalls wieder normalisiert hatte. Zum Zeitpunkt T75 hatte sich der SBP fir alle vier

Versuchsbedingungen wieder nahezu auf das Ausgangsniveau von der initialen Messung

normalisiert.
Zeitabhangige Einfliisse der Versuchsbedingung
auf den Systolischen Blutdruck
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Abbildung 22: Zeitabhédngige Einfliisse der Versuchsbedingung auf den Systolischen Blutdruck basierend auf der
mebhrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt
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3.3.2 Veranderungen des diastolischen Blutdrucks

peripherer diastolischer Blutdruck
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Abbildung 23: Peripherer diastolischer Blutdruck in mmHg basierend auf der deskriptiven Statistik mit
Mittelwerten und Standardabweichungen

Die deskriptive Statistik der Werte des peripheren diastolischen Blutdrucks mit
Mittelwerten und Standardabweichungen ist der Abbildung 23 zu entnehmen. In der
Uberpriifung der symmetrischen Verteilung der Daten des diastolischen Blutdrucks (DBP)
ergab sich eine Normalverteilung, so dass die globale Testung mittels mehrfaktorieller
ANOVA mit Messwiederholung angeschlossen werden konnte. In der mehrfaktoriellen
ANOVA mit Messwiederholung ergab sich fiir den Einfluss der Versuchsbedingung auf den
DBP eine Signifikanz von p = 0,013. Unter Betrachtung des Einflusses des Zeitpunktes auf
die Veranderung des DBP ergab sich mit p = 0,014 eine Signifikanz. Auch fiir die Interaktion
des Zeitpunktes mit der Versuchsbedingung ergab sich mit p = 0,044 eine Signifikanz. Der
Effekt auf den DBP hangt somit sowohl von der Versuchsbedingung als auch vom Zeitpunkt
der Messung ab. Der Mauchly-Test auf Spharizitat ergab fir die Versuchsbedingung eine
Spharizitat, so dass diese angenommen werden konnten. Sowohl fiir den Zeitpunkt als auch
fir die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt ergab sich jeweils keine
Spharizitat, so dass hier jeweils die Greenhouse-Geisser-Korrektur angewandt wurde. Der
angeschlossene Post-hoc-Test nach Bonferroni zeigte im paarweisen Vergleich der
Versuchsbedingungen einen signifikanten Unterschied zwischen dem Konsum der Zigarette
und der Kontrollgruppe ohne Nikotin. Die anderen Versuchsbedingungen, d.h. die 1Q0S
und die JUUL™ blieben im Vergleich untereinander ohne Signifikanz. Wobei der Vergleich

der Zigarette mit der JUUL™ mit p = 0,06 nur knapp das Signifikanzniveau verpasste. Im
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Post-hoc-Test ergaben sich im paarweisen Vergleich der Zeitpunkte untereinander fir
folgende Vergleiche Signifikanzen: Der Vergleich des Ausgangszeitpunktes T-5 mit den
frithen Messzeitpunkten nach Konsum von TO bis T15, sowie T40 und T45 ergab signifikante
Veranderungen. Der Vergleich mit den spateren Zeitpunkten blieb ohne Signifikanz. Zudem
ergab der Messzeitpunkt TO, direkt nach Konsum im Vergleich zu den spateren
Messzeitpunkten T40 bis T75 signifikante Veranderungen (s. Ergebnistabellen im Anhang:

Tabelle 14 - 18).

Zeitabhéngige Einfliisse der Versuchsbedingung
auf den Diastolischen Blutdruck
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Abbildung 24: Zeitabhdingige Einfliisse der Versuchsbedingung auf den Diastolischen Blutdruck basierend auf der
mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt

Um den zeitabhangigen Einfluss der Versuchsbedingung auf den DBP zu erfassen, wurden
die Ergebnisse des post-hoc-Testes fiir die Interaktion von Versuchsbedingung und
Zeitpunkt in Form eines Plots abgebildet (s. Abbildung 24), wobei sich relevante
Unterschiede zwischen den Versuchsbedingungen darstellten. Hier zeigte sich, dass es
sowohl nach Konsum der Zigarette als auch der IQOS in den Folgemessungen zu einem
steilen Anstieg des DBP kam, der sich ab T30, mit Ausnahme eines sekundaren Anstieges
des DBP nach Konsum der 1QOS zum Zeitpunkt T45, dann Uber den Zeitverlauf wieder
langsam dem Ausgangsniveau annadherte. Im Vergleich dazu zeigte sich nach dem Konsum
der JUUL™ ein dezenterer Anstieg des DBP, der ebenfalls sekundar nach T30 erneut auftrat,
sich dann aber normalisierte. Fir die Kontrollversuchsbedingung ohne Nikotin lieB sich nur

ein leichter Anstieg des DBP beobachten, der sich rasch wieder im Normbereich zeigte.
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3.3.3 Verdnderungen des peripheren Pulsdrucks
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Abbildung 25: Peripherer Pulsdruck in mmHg basierend auf der deskriptiven Statistik mit Mittelwerten und
Standardabweichungen

Die deskriptive Statistik der Werte des peripheren Pulsdrucks mit Mittelwerten und
Standardabweichungen ist der Abbildung 25 zu entnehmen. In der Uberpriifung der
symmetrischen Verteilung der Daten des peripheren Pulsdrucks (pPP) ergab sich eine
Normalverteilung, so dass die globale Testung mittels mehrfaktorieller ANOVA mit
Messwiederholung angeschlossen werden konnte. In der mehrfaktoriellen ANOVA mit
Messwiederholung ergab sich flir den Einfluss der Versuchsbedingung auf den pPP eine
Signifikanz von p = 0,045. Unter Betrachtung des Einflusses des Zeitpunktes auf die
Verdanderung des pPP ergab sich mit p = 0,032 ebenfalls eine Signifikanz. Auch die
Interaktion von Versuchsbedingungen und Zeitpunkt ergab eine Signifikanz von p = 0,047.
Der Effekt auf den pPP hangt somit sowohl von der Versuchsbedingung als auch vom
Zeitpunkt der Messung ab. Der Mauchly-Test auf Spharizitat ergab sowohl fiir die Daten
der Versuchsbedingung als auch des Zeitpunktes und der Interaktion von
Versuchsbedingung und Zeitpunkt keine Sphérizitdt, so dass jeweils die Greenhouse-
Geisser-Korrektur angewandt wurde (s. Ergebnistabellen im Anhang: Tabelle 19 - 23). Der
angeschlossene Post-hoc-Test nach Bonferroni zeigte im paarweisen Vergleich der
Versuchsbedingungen untereinander in keinem Vergleich einen signifikanten Unterschied.
Um den zeitabhangigen Einfluss der Versuchsbedingung auf den pPP zu erfassen, wurden
die Ergebnisse des post-hoc-Testes flir die Interaktion von Versuchsbedingung und

Zeitpunkt in Form eines Plots abgebildet (s. Abbildung 26). Hier zeigten sich bis auf eine
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initiale Senkung des pPP unmittelbar nach dem Konsum der Zigarette und der E-Zigarette
ohne Nikotin, die sich rasch normalisierte, Gber den weiteren Zeitverlauf keine relevanten

Unterschiede zwischen den Versuchsbedingungen.

3.3.4 Veranderungen der Herzfrequenz
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Abbildung 26: Herzfrequenz in bpm basierend auf der deskriptiven Statistik mit Mittelwerten und
Standardabweichungen

Die deskriptive Statistik der Werte der Herzfrequenz mit Mittelwerten und
Standardabweichungen ist der Abbildung 26 zu entnehmen. In der Uberpriifung der
symmetrischen Verteilung der Daten der Herzfrequenz ergab sich eine Normalverteilung,
so dass die globale Testung mittels mehrfaktorieller ANOVA mit Messwiederholung
angeschlossen werden konnte. Die mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung ergab
sowohl eine Signifikanz fir den Einfluss der Versuchsbedingung (p = 0,023), als auch des
Zeitpunktes (p < 0,01), sowie fir die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt (p
= 0,045). Der Effekt auf die Herzfrequenz hdangt somit sowohl von der Versuchsbedingung
als auch vom Zeitpunkt der Messung ab. Der angeschlossene Mauchly-Test auf Spharizitat
ergab sowohl fir die Versuchsbedingung als auch fiir den Zeitpunkt, sowie fir die
Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt keine Spharizitaten, so dass jeweils die
Greenhouse-Geisser-Korrektur angewandt wurde. Im Anschluss wurde dort, wo
Signifikanzen vorlagen der Post-hoc-Test nach Bonferroni in Form von paarweisen
Vergleichen durchgefiihrt. Hier zeigte sich bei Betrachtung der Versuchsbedingungen

untereinander ein signifikanter Unterschied zwischen dem Konsum der Zigarette und dem
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Konsum der JUUL™. Der Vergleich der Zigarette mit der E-Zigarette ohne Nikotin verpasste
mit p = 0,05 knapp das Signifikanzniveau. Sowohl die E-Zigarette ohne Nikotin als auch die
IQOS blieb im Vergleich zu den anderen Devices ohne jegliche Signifikanz. Unter
Betrachtung der Zeitpunkte untereinander, zeigten sich insbesondere fiir die friihen
Zeitpunkte nach Konsum im Vergleich zu den spateren Verlaufszeitpunkten signifikante
Veranderungen, wohingegen spatere Zeitpunkte im Vergleich ohne Signifikanzen blieben.
So zeigte sich fir den Ausgangszeitpunkt (T-5) ein signifikanter Unterschied im Vergleich
zur folgenden Messung direkt nach dem Konsum (T0O). Der Vergleich des Zeitpunktes direkt
nach Konsum (TO) mit dem Zeitpunkt vor Konsum, zeigte sich hierzu redundant. Im
Vergleich von TO mit den Zeitpunkten flinf (T5) und zehn Minuten (T10) nach Konsum zeigte
sich keine Signifikanz. Ab dem Vergleich mit dem Zeitpunkt 15 Minuten nach Konsum (T15)
zeigte sich in den acht Folgemessungen bis einschliellich zum Zeitpunkt 75 Minuten nach
Konsum (T75) jeweils ein signifikanter Unterschied. Ahnlich verhielt es sich mit Zeitpunkt
T5, der im Vergleich mit dem Ausgangszeitpunkt (T-5), sowie den vier folgenden
Zeitpunkten bis T30 keine Signifikanzen ergab, dann aber ab dem Vergleich mit Zeitpunkt
T35 fir die folgenden sechs Zeitpunkte bis T75, mit Ausnahme von T60, signifikante

Veranderungen zeigte (s. Ergebnistabellen im Anhang: Tabelle 24 - 28).

Zeitabhangige Einflisse der Versuchsbedingung
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Abbildung 27: Zeitabhdingige Einfliisse der Versuchsbedingung auf die Herzfrequenz basierend auf der
mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt

Um den zeitabhangigen Einfluss der Versuchsbedingung auf die Herzfrequenz adaquat

interpretieren zu kdnnen, wurden die Ergebnisse des post-hoc-Tests fiir die Interaktion von
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Versuchsbedingung und Zeitpunkt in Form von Plots der Mittelwerte inkl. des
Standardfehlers dargestellt (s. Abbildung 27). Hier zeigte sich, dass sich die Entwicklung der
Herzfrequenz im Zeitverlauf deutlich zwischen den Versuchsbedingungen unterscheidet.
Nach Konsum der Zigarette kam es, im Vergleich zu den anderen Devices, zum steilsten
Anstieg der Herzfrequenz direkt nach Konsum und dann im Zeitverlauf zu einem deutlichen
Abfall der Herzfrequenz zurlick auf die Ausgangswerte. Nach dem Konsum der IQOS, sowie
in abgeschwéchter Form auch nach Konsum der JUUL™ kam es ebenfalls zu einem initialen
Anstieg der Herzfrequenz, die rasch wieder abfiel und sich im Verlauf wieder auf das
Ausgangsniveau normalisierte. Im Vergleich war nach Konsum der E-Zigarette ohne Nikotin
Uber die Zeit hinweg wenig Veranderung der Herzfrequenz zu beobachten. Zum Zeitpunkt
T75 hatte sich die Herzfrequenz nach dem Konsum einer jeglichen Versuchsbedingung

wieder auf das Ausgangsniveau normalisiert.

3.4 Endo PAT™2000
Anhand der Messungen mit dem EndoPAT™2000 System wurde der Reaktive Hyperiamie

Index (RHI), sowie sein natirlicher Logarithmus (InRHI) und der Augmentationsindex (Al)

bestimmt.

3.4.1 Veranderungen des RHI

Reaktiver Hyperamie Index
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Abbildung 28: Reaktiver Hyperdmie Index basierend auf der deskriptiven Statistik mit Mittelwerten und
Standardabweichungen
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Die deskriptive Statistik der Werte fir den RHI mit Mittelwerten und
Standardabweichungen ist der Abbildung 28 zu entnehmen. In der Uberpriifung der
symmetrischen Verteilung der Daten des RHI ergab sich eine Normalverteilung, so dass die
globale Testung mittels mehrfaktorieller ANOVA mit Messwiederholung angeschlossen
werden konnte. Unter Betrachtung der Veranderungen des RHI lber die Zeit ergab sich in
der mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung eine Signifikanz fir den Einfluss der
Versuchsbedingung (p = 0,022) sowie fiir den Einfluss des Zeitpunktes (p < 0,01). Signifikanz
erreicht ebenfalls die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt mit ihrem Einfluss
auf den RHI (p = 0,03). Somit hdngt der Effekte auf die Veranderung des RHI sowohl von
der Versuchsbedingung als auch von dem Zeitpunkt ab. Im Mauchly-Test auf Spharizitat
ergab sich keine Spharizitat fir die Versuchsbedingung, so dass hier die Greenhouse-
Geisser-Korrektur angewandt wurde. Sowohl fiir die Daten der Zeitpunkte als auch fir die
Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt ergab sich eine Spharizitat, so dass diese
angenommen werden konnte. Im Anschluss wurde dort, wo es eine vorliegende Signifikanz
gab, der Post-hoc-Test nach Bonferroni durchgefiihrt. Hier zeigte sich im paarweisen
Vergleich bei Betrachtung der Versuchsbedingungen untereinander ein signifikanter
Unterschied beim Vergleich der Zigarette mit der JUUL™ sowie mit der IQOS. Der Vergleich
der Zigarette mit der E-Zigarette ohne Nikotin ergab keine Signifikanz. Im paarweisen
Vergleich der JUUL™ mit der Zigarette ergab sich redundant ebenfalls eine Signifikanz.
Auch der Vergleich der JUUL™ mit der IQOS und mit der E-Zigarette ohne Nikotin ergab
jeweils eine Signifikanz. Redundant zu den bisherigen Ergebnissen ergab sich im
paarweisen Vergleich der IQOS sowohl mit der Zigarette als auch mit der JUUL™ eine
Signifikanz, wohingegen der Vergleich mit der E-Zigarette ohne Nikotin keine Signifikanz
ergab. Auch die E-Zigarette ohne Nikotin blieb redundant hierzu im Vergleich zu der 1QOS
ohne Signifikanz. Im Vergleich der E-Zigarette ohne Nikotin ergab sich sowohl zu der
Zigarette als auch zu der JUUL™ ein signifikanter Unterschied. Der Vergleich der
verschiedenen Zeitpunkte untereinander ergab fiir den Vergleich des Ausgangszeitpunktes
T-15 sowohl mit T15 als auch T60 eine Signifikanz. Redundant hierzu fiel zum einen der
Vergleich von T15 mit T-15 und zum anderen der Vergleich von T60 mit T-15 signifikant aus.
Die anderen Zeitpunkte blieben im Vergleich untereinander ohne Signifikanzen (s.

Ergebnistabellen im Anhang: Tabelle 29 - 33).
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Zeitabhédngige Einfliisse der Versuchsbedingung
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Abbildung 29: Zeitabhdngige Einfliisse der Versuchsbedingung auf den Reaktiven Hyperédmie Index basierend
auf der mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt

Der zeitabhangige Einfluss der Versuchsbedingung auf die Veranderung des RHI wurde in
Form von Plots der Mittelwerte inkl. des Standardfehlers dargestellt (s. Abbildung 29). Hier
lieBen sich deutliche Unterschiede Uber den Zeitverlauf ohne relevante Unterschiede
zwischen den unterschiedlichen Versuchsbedingungen feststellen. Unmittelbar nach
Konsum zeigte sich fir ein jedes der Devices ein deutlicher Abfall des RHI, der sich in der
Verlaufsmessung zum Zeitpunkt T60 nach dem Konsum der Zigarette und der IQOS auf dem
gesunkenen Niveau hielt. Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich fir die JUUL™ und die E-Zigarette
ohne Nikotin ein minimaler Anstieg des RHI, wobei die Endwerte nach Konsum eines
jeglichen Devices ungefahr alle auf dem gleichen Niveau lagen. Im Anschluss erfolgte die
Durchfiihrung der multivariate Varianzanalyse (MANOVA) unter Berlicksichtigung von
Alter, Geschlecht, Blutdruck und Herzfrequenz, wobei sich fir den RHI keine Signifikanz

unter Betrachtung der Versuchsbedingungen ergab.
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3.4.2 Veranderungen des InRHI

natlirlicher Logarithmus des RHI
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Abbildung 30: Natiirlicher Logarithmus des Reaktiven Hyperdmie Index basierend auf der deskriptiven
Statistik mit Mittelwerten und Standardabweichungen

Die deskriptive Statistik der Werte fir den InRHI mit Mittelwerten und
Standardabweichungen ist der Abbildung 30 zu entnehmen. In der Uberpriifung der
symmetrischen Verteilung der Daten des InRHI ergab sich eine Normalverteilung, so dass
die globale Testung mittels mehrfaktorieller ANOVA mit Messwiederholung angeschlossen
werden konnte. Die mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung ergab fiir den InRHI
sowohl fur den Einfluss der Versuchsbedingung (p = 0,023) als auch den Zeitpunkt (p <0,01)
sowie flr die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt (p = 0,037) eine Signifikanz.
Der angeschlossene Mauchly-Test ergab fiir die Versuchsbedingung eine Spharizitat, so
dass diese angenommen werden konnte. Sowohl fiir den Zeitpunkt als auch fiir die
Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt ergab sich keine Spharizitat, so dass hier
der Greenhouse-Geisser angenommen wurde. Dort wo Signifikanzen vorlagen, wurde der
Bonferroni-Test als paarweiser Vergleich angeschlossen. Unter Betrachtung der
Versuchsbedingungen gab es keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Devices.
Unter Betrachtung der Zeitpunkte ergab sich fiir den Messzeitpunkt vor jeglichem Konsum
sowohl im Vergleich mit T15 als auch mit T60 ein signifikanter Unterschied. Lediglich der
Vergleich von T15 mit T60 ergab keine Signifikanz (s. Ergebnistabellen im Anhang: Tabelle
34 - 38).
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Zeitabhangige Einfliisse der Versuchsbedingung
auf den InRHI
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Abbildung 31: Zeitabhdingige Einfliisse der Versuchsbedingung auf den InRHI basierend auf der
mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt

Der zeitabhangige Einfluss der Versuchsbedingung auf die Veranderungen des InRHI wurde
in Form von Plots der Mittelwerte inkl. deren Standardfehler dargestellt (s. Abbildung 31).
Hier lieBen sich relevante Unterschiede zwischen den Devices feststellen. Zum Zeitpunkt
15 Minuten nach Konsum zeigte sich zunachst fiir alle vier Devices ein Abfall des InRHI.
Dieser fiel allerdings nach dem Konsum der Zigarette deutlich geringfiigiger aus als im
Vergleich zu den anderen Devices. Nach Konsum der JUUL™ und der Kontrollgruppe ohne
Nikotin, fiel der Abfall des InRHI am ausgepragtesten aus, verzeichnete dann aber zum
Zeitpunkt T60 fir beide Devices einen Anstieg des InRHI, der nach dem Konsum der
Zigarette und der IQOS nicht beobachtet werden konnte. Sowohl fir die Zigarette als auch
fur die 1QOS war zu dem Zeitpunkt T60 ein weiterer Abfall des InRHI zu verzeichnen. Die
anschlieRende Durchfiihrung der multivariate Varianzanalyse (MANOVA) unter
Berlicksichtigung von Alter, Geschlecht, Blutdruck und Herzfrequenz, ergab fiir den InRHI

keine Signifikanz unter Betrachtung der Versuchsbedingungen.
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3.4.3 Veranderungen des Al

Augmentationsindex
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Abbildung 32: Augmentationsindex basierend auf der deskriptiven Statistik mit Mittelwerten und
Standardabweichungen

Die deskriptive Statistik der Werte fiir den Al mit Mittelwerten und Standardabweichungen
ist der Abbildung 32 zu entnehmen. In der Uberpriifung der symmetrischen Verteilung der
Daten des Al ergab sich eine Normalverteilung, so dass die globale Testung mittels
mehrfaktorieller ANOVA mit Messwiederholung angeschlossen werden konnte. In der
mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung ergab sich fiir den Einfluss auf die
Veranderungen des Augmentationsindex liber die Zeit die folgenden Signifikanzen: fir den
Einfluss der Versuchsbedingung ergab sich eine Signifikanz von p = 0,033 und fiir den
Einfluss des Zeitpunktes eine Signifikanz von p < 0,01. Der Einfluss der Interaktion von
Versuchsbedingung und Zeitpunkt ergab jedoch keine Signifikanz. Somit wird der Al sowohl
von der Versuchsbedingung als auch vom Zeitpunkt beeinflusst. Im angeschlossenen
Mauchly-Test auf Spharizitat ergab sich fir die Versuchsbedingung keine Spharizitat, so
dass hier der Greenhouse-Geisser-Test angenommen wurde. Fir den Zeitpunkt ergab sich
eine Spharizitat, so dass diese angenommen werden konnte. Im Anschluss wurde der Post-
hoc-Test nach Bonferroni in Form eines paarweisen Vergleiches durchgefiihrt. Hier zeigte
sich bei Betrachtung der Versuchsbedingungen untereinander ein signifikanter
Unterschied zwischen der Zigarette und der JUUL™. Der Vergleich der anderen Devices
untereinander blieb jeweils ohne Signifikanz. Unter Betrachtung der verschiedenen
Zeitpunkte untereinander ergab sich im Vergleich des Ausgangszeitpunktes T-15 sowohl
mit T15 als auch T60 eine Signifikanz. Der Vergleich von T15 mit T60 blieb ohne Signifikanz
(s. Ergebnistabelle im Anhang: Tabelle 39 - 43).
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Zeitabhédngige Einfliisse der Versuchsbedingung
auf den Augmentationsindex
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Abbildung 33: Zeitabhdngige Einfliisse der Versuchsbedingung auf den Augmentationsindex basierend auf der
mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt

Der zeitabhangige Einfluss der Versuchsbedingung auf die Verdanderung des Al wurde in
Form von Plots der Mittelwerte inkl. des Standardfehlers dargestellt (s. Abbildung 33). Hier
zeigte sich, wie zu erwarten bei bereits ausbleibender Signifikanz in der ANOVA fiir die
Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt, kein relevanter Unterschied zwischen
den Versuchsbedingungen, jedoch ein deutlicher Unterschied des Al-Wertes Uber den
Zeitverlauf. Nach dem Konsum eines jeden der vier Devices, kam es zum Anstieg des Al-
Wertes, der sich auch in der Verlaufsmessung zum Zeitpunkt T60 konstant gesteigert hielt,

hier jedoch einzig fir die Versuchsbedingung IQOS einen geringen Riickgang des Al zeigte.

3.4.4 Veranderungen des Al bei einer Herzfrequenz von 75 Schldage/min

Augmentationsindex bei HF 75 Schlage/min
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Abbildung 34: Augmentationsindex bei einer Herzfrequenz von 75 bpm basierend auf der deskriptiven
Statistik mit Mittelwerten und Standardabweichungen
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Die deskriptive Statistik der Werte fir den AI@75 bpm mit Mittelwerten und
Standardabweichungen ist der Abbildung 34 zu entnehmen. In der Uberpriifung der
symmetrischen Verteilung der Daten des Augmentationsindex an eine Herzfrequenz von
75 Schlagen pro Minute (AI@75) ergab sich eine Normalverteilung, so dass die globale
Testung mittels mehrfaktorieller ANOVA mit Messwiederholung angeschlossen werden
konnte. Die mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung fiir den AI@75 ergab fiir den
Einfluss auf die Verdanderungen des Al@75 (iber die Zeit die folgenden Signifikanzen: fir
den Einfluss der Versuchsbedingung ergab sich eine Signifikanz von p = 0,044 und fiir den
Einfluss des Zeitpunktes eine Signifikanz von p < 0,01. Der Einfluss der Interaktion von
Versuchsbedingung und Zeitpunkt ergab mit p = 0,048 ebenfalls eine Signifikanz. Im
angeschlossenen Mauchly-Test ergab sich sowohl fiir die Versuchsbedingung als auch die
Zeitpunkte eine Spharizitat, so dass diese angenommen werden konnte. Fiir die Interaktion
des Zeitpunktes und der Versuchsbedingung ergab sich keine Spharizitat, so dass hier der
Greenhouse-Geisser-Test angenommen wurde. Im Anschluss wurde dort, wo eine
Signifikanz vorlag ein paarweiser Vergleich mittels des Post-hoc-Tests nach Bonferroni
durchgefihrt. Hier zeigte sich bei Betrachtung der Versuchsbedingungen untereinander ein
signifikanter Unterschied beim Vergleich der Zigarette mit der 1Q0S und der JUUL™. Der
Vergleich der JUUL™ ergab nur mit der E-Zigarette ohne Nikotin eine Signifikanz. Der
Vergleich der anderen Devices untereinander blieb jeweils ohne Signifikanz. Unter
Betrachtung der verschiedenen Zeitpunkte untereinander ergab sich im Vergleich des
Ausgangszeitpunktes T-15 sowohl mit T15 als auch T60 eine Signifikanz. Der Vergleich von
T15 mit T60 blieb ohne Signifikanz (s. Ergebnistabelle im Anhang: Tabelle 44 - 48). Der
zeitabhangige Einfluss der Versuchsbedingung auf die Verdanderung des Al@75 wurde in
Form von Plots der Mittelwerte inkl. des Standardfehlers dargestellt (s. Abbildung 35). Hier
zeigte sich ein deutlicher Unterschied des Al@75 im Zeitverlauf, wobei jedoch kein
wesentlicher Unterschied zwischen den einzelnen Versuchsbedingungen zu beobachten
war. Nach dem Konsum eines jeden der vier Devices kam es zum Anstieg des Al@75-
Wertes, der sich auch in der Verlaufsmessung konstant gesteigert hielt und lediglich nach

Konsum der IQOS zum Zeitpunkt T60 ein geringer Riickgang des Al@75 zu beobachten war.
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Zeitabhdngige Einfliisse der Versuchsbedingung
auf den Augmentationsindex bei HF 75 bpm
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Abbildung 35: Zeitabhdngige Einfliisse der Versuchsbedingung auf den Al bei einer Herzfrequenz von 75 bpm

basierend auf der mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung

und Zeitpunkt

Im Anschluss erfolgte die Durchfiihrung der multivariate Varianzanalyse (MANOVA) unter
Beriicksichtigung von Alter, Geschlecht, Blutdruck und Herzfrequenz, wobei sich fiir den
Al@75 keine Signifikanz unter Betrachtung der Versuchsbedingungen ergab. In der
multiplen Regressionsanalyse fir den AI@75 unter Berlcksichtigung der Parameter
Geschlecht, Alter, systolischer Blutdruck und der Versuchsbedingung Nikotin bzw. nicht
Nikotin, zeigte sich ein Korrelationskoeffizienten von 0,823 und ein korrigiertes R-Quadrat
als Determinationskoeffizient von 0,754. Ferner ergab sich in der darauffolgenden
statistischen Betrachtung der Koeffizienten, dass die Versuchsbedingung Nikotin bzw. nicht
Nikotin als einziger signifikanter Koeffizient mit einem Faktor von 0,785 bei einer

Signifikanz von p < 0,01 zu werten ist.
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3.5 Labordiagnostik

3.5.1 Veranderungen der Konzentration des Cortisols im Serum

Cortisol im Serum
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Abbildung 36: Konzentration des Cortisols im Serum basierend auf der deskriptiven Statistik mit Mittelwerten
und Standardabweichungen

Die deskriptive Statistik der Werte fur die Konzentration des Cortisols im Serum mit
Mittelwerten und Standardabweichungen ist der Abbildung 36 zu entnehmen. In der
Uberpriifung der symmetrischen Verteilung der Daten der Konzentration des Cortisols im
Serum ergab sich eine Normalverteilung, so dass die globale Testung mittels
mehrfaktorieller ANOVA mit Messwiederholung angeschlossen werden konnte. Die
mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung ergab eine Signifikanz sowohl fiir den
Einfluss der Versuchsbedingung (p = 0,016), als auch fir den Zeitpunkt (p < 0,01) und fir
die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt (p = 0,026). Der Effekt der jeweiligen
Versuchsbedingung auf die unabhéangige Variable ,Konzentration des Cortisols im Serum"
hangt somit vom Zeitpunkt ab. Der erganzende Mauchly-Test auf Spharizitat ergab sowohl
fir die Versuchsbedingung, den Zeitpunkt als auch fir die Interaktion von
Versuchsbedingung und Zeitpunkt keine Spharizitdt der Daten, so dass die Greenhouse-
Geisser-Korrektur angewandt wurde. AnschlieBend wurde dort, wo eine Signifikanz vorlag,
der Post-hoc-Test nach Bonferroni in Form von paarweisen Vergleichen durchgefiihrt.
Unter Betrachtung der Versuchsbedingung ergab sich fiir die Zigarette sowohl im Vergleich
mit der JUUL™ als auch im Vergleich mit der E-Zigarette ohne Nikotin ein signifikanter
Unterschied. Der Vergleich der JUUL™ sowie der Vergleich der Kontrollgruppe ohne
Nikotin mit den anderen Devices fiel hierzu redundant aus. Der Vergleich der IQOS mit den
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anderen Devices blieb ohne jegliche Signifikanz. Unter Betrachtung des Zeitpunktes ergab
sich im Vergleich zum Ausgangszeitpunkt der Messungen (T-30) ein signifikanter
Unterschied zu der letzten Folgemessungen zum Zeitpunkt T120, wohingegen der Vergleich
mit der friihen Verlaufsmessung zum Zeitpunkt T12 ohne Signifikanz blieb. Ausgehend vom
Zeitpunkt T12 zeigte sich ebenfalls eine Signifikanz im Vergleich zu T120, jedoch keine
Signifikanz flr den Vergleich mit T-30. Redundant hierzu zeigte sich der Vergleich von T120
mit den beiden friheren Messzeitpunkten T-30 und T12 signifikant (s. Ergebnistabelle im
Anhang: Tabellen 49 - 53).

Zeitabhédngige Einflisse der Versuchsbedingung
auf das Cortisol im Serum
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Abbildung 37: Zeitabhdngige Einfliisse der Versuchsbedingung auf das Cortisol im Serum basierend auf der
mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt

Um die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt abzubilden, wurden die
Mittelwerte inkl. Standardfehler in Form eines Plots graphisch dargestellt (s. Abbildung 37).
Aus dieser Graphik geht hervor, dass sich die Konzentration des Cortisols im Serum
abhangig vom Zeitpunkt deutlich unterscheidet, wobei es zwischen den
Versuchsbedingungen mit Ausnahme der JUUL™ kaum einen Unterschied gibt. Die
Ausgangsmessung vor jeglichem Konsum ergab Werte von 325 — 375 nmol/l, die im
Normbereich von Erwachsenen liegen. Uber die Zeit zeigten sich zum Zeitpunkt T12
zunachst konstante Werte, bis auf ein Sinken der Konzentration des Cortisols nach dem
Konsum der JUUL™. Zum Zeitpunkt T120 war fir alle Versuchsbedingungen ein deutlich

gesunkener Cortisolwert zu verzeichnen.
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3.5.2 Veranderungen im Blutbild
Im Blutbild lieRen sich im Rahmen der Verlaufsmessung zum Zeitpunkt T 120 im Vergleich

zu der Messung der Baseline (T-30) einige signifikante Verdanderungen registrieren. In
Betrachtung der Anzahl der Leukozyten im Plasma war in der Messung zum Zeitpunkt T 120
nach dem jeweiligen Konsum jeder der vier Substanzen ein Anstieg zu beobachten, der

jedoch in keiner der Messungen die Norm der Leukozytenzahl von > 10.000/ul Gberstieg.
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Abbildung 38: Konzentration der Leukozyten basierend auf der deskriptiven Statistik mit Mittelwerten und
Standardabweichungen

Die deskriptive Statistik der Werte fiir die Konzentration der Leukozyten mit Mittelwerten
und Standardabweichungen ist der Abbildung 38 zu entnehmen. In der Uberpriifung der
symmetrischen Verteilung der Daten der Anzahl der Leukozyten ergab sich eine
Normalverteilung, so dass die globale Testung mittels mehrfaktorieller ANOVA mit
Messwiederholung angeschlossen werden konnte. Die mehrfaktorielle ANOVA mit
Messwiederholung ergab sowohl fiir den Einfluss der Versuchsbedingung (p = 0,108), als
auch fur die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt (p = 0,344) keine Signifikanz.
Jedoch ergab sich eine Signifikanz fiir den Einfluss des Zeitpunktes (p < 0,01). Der Effekt der
jeweiligen Versuchsbedingung auf die unabhéngige Variable , Anzahl der Leukozyten im
Plasma" hangt somit vom Zeitpunkt ab. Der erganzende Mauchly-Test auf Spharizitat ergab
fur den Zeitpunkt keine Spharizitat der Daten, so dass die Greenhouse-Geisser-Korrektur
angewandt wurde (s. Ergebnistabelle im Anhang: Tabellen 54 - 58). Anschliefend wurde
dort, wo eine Signifikanz vorlag, der Post-hoc-Test nach Bonferroni in Form eines

paarweisen Vergleiches durchgefiihrt. Unter Betrachtung der Zeitpunkte ergab sich im
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Vergleich von T-30 und T120 eine Signifikanz mit p = 0,005. Um die Interaktion von
Versuchsbedingung und Zeitpunkt abzubilden, wurden die Mittelwerte inkl. Standardfehler
in Form eines Plots graphisch dargestellt (s. Abbildung 39). Aus dieser Graphik geht hervor,
dass sich die Anzahl der Leukozyten im Plasma abhangig vom Zeitpunkt deutlich
unterscheidet, wobei es zwischen den Versuchsbedingungen kaum Unterschiede gibt. So
kam es nach dem Konsum eines jeglichen Devices zu einem deutlichen Anstieg der
Leukozytenzahl. Hierbei verlief der Anstieg nach dem Konsum der Zigarette im Vergleich zu

den ANDS und der Kontrollgruppe ohne Nikotin weniger steil.

Zeitabhédngige Einfliisse der Versuchsbedingung
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Abbildung 39: Zeitabhdngige Einfliisse der Versuchsbedingung auf die Anzahl der Leukozyten basierend auf
der mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt
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Abbildung 40: Konzentration der unreifen Granulozyten basierend auf der deskriptiven Statistik mit
Mittelwerten und Standardabweichungen
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Unter Beriicksichtigung der Subtypisierung der Leukozyten wurde zudem die Veranderung
der Konzentration der unreifen Granulozyten im Plasma registriert. Die deskriptive Statistik
der Werte fiir die Konzentration der unreifen Granulozyten im Plasma mit Mittelwerten
und Standardabweichungen ist der Abbildung 40 zu entnehmen. In der Uberpriifung der
symmetrischen Verteilung der Daten der Anzahl der unreifen Granulozyten ergab sich eine
Normalverteilung, so dass die globale Testung mittels mehrfaktorieller ANOVA mit
Messwiederholung angeschlossen werden konnte. Die mehrfaktorielle ANOVA mit
Messwiederholung ergab weder fiir den Einfluss der Versuchsbedingung oder den Einfluss
des Zeitpunktes noch fir die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt eine
Signifikanz. (s. Ergebnistabelle im Anhang: Tabellen 59 - 62). Um die Interaktion von
Versuchsbedingung und Zeitpunkt abzubilden, wurden die Mittelwerte inkl. Standardfehler
in Form eines Plots graphisch dargestellt (s. Abbildung 41). Aus dieser Graphik geht hervor,
dass sich die Anzahl der unreifen Granulozyten im Plasma abhdngig vom Zeitpunkt nur
dezent unterscheidet, wobei es zwischen den Versuchsbedingungen kaum Unterschiede
gibt. So kam es nach dem Konsum von der Kontrollgruppe ohne Nikotin, der JUUL™ und
der Zigarette zu einem dezenten Anstieg der Anzahl der unreifen Granulozyten,
wohingegen sich nach dem Konsum der IQOS ein leichter Rliickgang der Anzahl der unreifen

Granulozyten zeigte.

Zeitabhangige Einfliisse der Versuchsbedingung
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Abbildung 41: Zeitabhdingige Einfliisse der Versuchsbedingung auf die Anzahl der unreifen Granulozyten
basierend auf der mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung
und Zeitpunkt
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Konzentration der neutrophilen Granulozyten
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Abbildung 42: Konzentration der neutrophilen Granulozyten basierend auf der deskriptiven Statistik mit
Mittelwerten und Standardabweichungen

Unter Berticksichtigung der Subtypisierung der Leukozyten wurde zudem die Veranderung
der Konzentration der neutrophilen Granulozyten im Plasma registriert. Die deskriptive
Statistik der Werte fiir die Konzentration der neutrophilen Granulozyten im Plasma mit
Mittelwerten und Standardabweichungen ist der Abbildung 42 zu entnehmen. In der
Uberpriifung der symmetrischen Verteilung der Daten der Anzahl der unreifen
Granulozyten ergab sich eine Normalverteilung, so dass die globale Testung mittels
mehrfaktorieller ANOVA mit Messwiederholung angeschlossen werden konnte. Die
mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung ergab sowohl fir den Einfluss der
Versuchsbedingung (p = 0,031) als auch fiir den Einfluss des Zeitpunktes (p = 0,019) eine
Signifikanz. Flr die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt ergab sich keine
Signifikanz (p = 0,499). Der Effekt der jeweiligen Versuchsbedingung auf die unabhangige
Variable ,,Anzahl der Neutrophilen Granulozyten im Plasma" hangt somit sowohl von der
Versuchsbedingung als auch vom Zeitpunkt ab. Der ergianzende Mauchly-Test auf
Spharizitat ergab fiir die Versuchsbedingung eine Spharizitat der Daten, so dass diese
angenommen werden konnten. Fir den Zeitpunkt ergab sich keine Spharizitat der Daten,
so dass die Greenhouse-Geisser-Korrektur angewandt wurde (s. Ergebnistabelle im
Anhang: Tabellen 63 -66). AnschlieBend wurde dort, wo eine Signifikanz vorlag, der Post-
hoc-Test nach Bonferroni in Form eines paarweisen Vergleiches durchgefiihrt. Unter
Betrachtung der Versuchsbedingung ergab sich im Vergleich von der Zigarette mit der IQ0OS

ein signifikanter Unterschied. Die anderen Versuchsbedingungen blieben im Vergleich
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ohne Signifikanz. Unter Betrachtung der Zeitpunkte ergab sich im Vergleich von T-30 und
T120 eine Signifikanz mit p = 0,019. Um die Interaktion von Versuchsbedingung und
Zeitpunkt abzubilden, wurden die Mittelwerte inkl. Standardfehler in Form eines Plots

graphisch dargestellt (s. Abbildung 43).
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Abbildung 43: Zeitabhdngige Einfliisse der Versuchsbedingung auf die Anzahl der neutrophilen Granulozyten
basierend auf der mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung
und Zeitpunkt

Aus dieser Graphik geht hervor, dass sich die Anzahl der neutrophilen Granulozyten im
Plasma abhdngig vom Zeitpunkt eindeutig unterscheidet, wobei es zwischen den
Versuchsbedingungen Unterschiede gibt. So kam es nach dem Konsum eines jeden Devices
zu einem Anstieg der Anzahl der neutrophilen Granulozyten, wobei der Anstieg nach dem
Konsum der IQOS am eindeutigsten ausfiel. Auch der Anstieg nach dem Konsum der
Kontrollgruppe ohne Nikotin verlief steiler als nach dem Konsum der JUUL™ und der

Zigarette, wo nur ein dezenter Anstieg der Anzahl der neutrophilen Granulozyten zu

verzeichnen war.

Unter Berticksichtigung der Subtypisierung der Leukozyten wurde zudem die Veranderung
der Konzentration der eosinophilen Granulozyten im Plasma registriert. Die deskriptive
Statistik der Werte fir die Konzentration der eosinophilen Granulozyten im Plasma mit
Mittelwerten und Standardabweichungen ist der Abbildung 44 zu entnehmen. In der
Uberpriifung der symmetrischen Verteilung der Daten der Anzahl der eosinophilen
Granulozyten ergab sich eine Normalverteilung, so dass die globale Testung mittels
mehrfaktorieller ANOVA mit Messwiederholung angeschlossen werden konnte. Die
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mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung ergab weder fir den Einfluss der
Versuchsbedingung oder den Einfluss des Zeitpunktes noch fir die Interaktion von
Versuchsbedingung und Zeitpunkt eine Signifikanz (s. Ergebnistabelle im Anhang: Tabelle
67 - 69). Um die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt abzubilden, wurden die

Mittelwerte inkl. Standardfehler in Form eines Plots graphisch dargestellt (s. Abbildung 45).
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Abbildung 44: Konzentration der eosinophilen Granulozyten basierend auf der deskriptiven Statistik mit
Mittelwerten und Standardabweichungen
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Abbildung 45: Zeitabhdngige Einfliisse der Versuchsbedingung auf die Anzahl der eosinophilen Granulozyten

basierend auf der mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung
und Zeitpunkt

Aus dieser Graphik geht hervor, dass sich die Anzahl der eosinophilen Granulozyten im
Plasma abhangig vom Zeitpunkt nur dezent unterscheidet, wobei es zwischen den
Versuchsbedingungen kaum Unterschiede gibt. So kam es einzig nach dem Konsum der
Zigarette zu einem dezenten Rickgang der Anzahl der eosinophilen Granulozyten,
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wohingegen sich nach dem Konsum von JUULTM, 1Q0OS und der Kontrollgruppe eine

konstante Konzentration der eosinophilen Granulozyten zeigte.
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Abbildung 46: Konzentration der basophilen Granulozyten basierend auf der deskriptiven Statistik mit
Mittelwerten und Standardabweichungen

Unter Berlicksichtigung der Subtypisierung der Leukozyten wurde zudem die Veranderung
der Konzentration der basophilen Granulozyten im Plasma registriert. Die deskriptive
Statistik der Werte fiir die Konzentration der basophilen Granulozyten im Plasma mit
Mittelwerten und Standardabweichungen ist der Abbildung 46 zu entnehmen. In der
Uberpriifung der symmetrischen Verteilung der Daten der Anzahl der basophilen
Granulozyten ergab sich eine Normalverteilung, so dass die globale Testung mittels
mehrfaktorieller ANOVA mit Messwiederholung angeschlossen werden konnte. Die
mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung ergab sowohl fiir den Einfluss der
Versuchsbedingung (p = 0,678), als auch fiir die Interaktion von Versuchsbedingung und
Zeitpunkt (p = 0,678) keine Signifikanz. Jedoch ergab sich eine Signifikanz fir den Einfluss
des Zeitpunktes (p = 0,021). Der Effekt der jeweiligen Versuchsbedingung auf die
unabhangige Variable ,, Anzahl der basophilen Granulozyten im Plasma" hangt somit vom
Zeitpunkt ab. Der erganzende Mauchly-Test auf Sphaérizitdt ergab fiir den Zeitpunkt keine
Spharizitat der Daten, so dass die Greenhouse-Geisser-Korrektur angewandt wurde (s.
Ergebnistabelle im Anhang: Tabelle 70 - 73). AnschlieBend wurde dort, wo eine Signifikanz
vorlag, der Post-hoc-Test nach Bonferroni in Form eines paarweisen Vergleiches
durchgefihrt. Unter Betrachtung der Zeitpunkte ergab sich im Vergleich von T-30 und T120

eine Signifikanz mit p = 0,021. Um die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt
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abzubilden, wurden die Mittelwerte inkl. Standardfehler in Form eines Plots graphisch

dargestellt (s. Abbildung 47).
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Abbildung 47: Zeitabhdngige Einfliisse der Versuchsbedingung auf die Anzahl der basophilen Granulozyten
basierend auf der mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung
und Zeitpunkt

Aus dieser Graphik geht hervor, dass sich die Anzahl der basophilen Granulozyten im
Plasma abhangig vom Zeitpunkt deutlich unterscheidet, wobei es zwischen den
Versuchsbedingungen kaum Unterschiede gibt. So kam es nach dem Konsum eines

jeglichen Devices zu einem Riickgang der Anzahl der basophilen Granulozyten.

3.5.3 Analyse verschiedener Zytokine mittels eines Multiplex-Assays
Der Multiplex-Assay zur Untersuchung der Konzentration verschiedener Zytokine im

Plasma, sowie ihrer Konzentrationsanderung nach Substanzkonsum, ergab fir vier der acht
analysierten Zytokine, signifikante Veranderungen. Diese Veranderungen lieRen sich in der
Messung 30 Minuten nach dem Konsum der jeweiligen Substanzen fiir die
Plasmakonzentration der Interleukine IL-2, IL-6, IL-8 und TNF-a. beobachten, wohingegen
die Veranderung der Plasmakonzentration der Analyten IL-4, IL-10, GM-CSF und IFN-y ohne
jegliche Signifikanz blieben.

Die deskriptive Statistik der Werte fir die Konzentration des IL-2 im Plasma mit
Mittelwerten und Standardabweichungen ist der Abbildung 48 zu entnehmen. In der
Uberpriifung der symmetrischen Verteilung der Daten der Konzentration des IL-2 im
Plasma ergab sich eine Normalverteilung, so dass die globale Testung mittels

mehrfaktorieller ANOVA mit Messwiederholung angeschlossen werden konnte. Die
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mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung ergab sowohl fiir den Einfluss der
Versuchsbedingung (p < 0,01), fir den Einfluss des Zeitpunktes (p < 0,01) sowie fir die
Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt (p < 0,01) eine Signifikanz. Der Effekt der
jeweiligen Versuchsbedingung auf die unabhangige Variable , Konzentration des IL-2 im
Plasma" hangt somit sowohl von der Versuchsbedingung als auch von dem Zeitpunkt ab.
Der erganzende Mauchly-Test auf Spharizitat ergab fiir Versuchsbedingung, Zeitpunkt und
Interaktion keine Spharizitat der Daten, so dass jeweils die Greenhouse-Geisser-Korrektur

angewandt wurde (s. Ergebnistabelle im Anhang: Tabelle 74 - 78).

AnschlieBend wurde dort, wo eine Signifikanz vorlag, der Post-hoc-Test nach Bonferroni in
Form eines paarweisen Vergleiches durchgefiihrt. Unter Betrachtung der
Versuchsbedingung ergab sich im Vergleich der Zigarette mit der E-Zigarette ohne Nikotin
ein signifikanter Unterschied (p = 0,014). Der Vergleich der JUUL™ ergab zum einen mit
der 1QOS (p = 0,037) als auch mit der E-Zigarette ohne Nikotin (p < 0,01) eine Signifikanz.

Die Vergleiche der anderen Versuchsbedingungen untereinander blieben ohne Signifikanz.
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Abbildung 48: Konzentration des IL-2 im Plasma basierend auf der deskriptiven Statistik mit Mittelwerten
und Standardabweichungen

Unter Betrachtung der Zeitpunkte ergab sich im Vergleich von T-30 und T30 eine Signifikanz
mit p < 0,01. Um die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt abzubilden, wurden
die Mittelwerte inkl. Standardfehler in Form eines Plots graphisch dargestellt (s. Abbildung
49). Aus dieser Graphik geht hervor, dass sich die Konzentration des IL-2 im Plasma
abhangig vom Zeitpunkt deutlich unterscheidet, wobei es zwischen den einzelnen
Versuchsbedingungen Unterschiede gibt. So kam es nach dem Konsum eines jeglichen
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Devices zu einem deutlichen Anstieg der IL2-Konzentration. Hierbei war der Anstieg des IL-
2 nach dem Konsum der 1QOS und der Kontrollgruppe ohne Nikotin ausgepragter als nach

Konsum der Zigarette und der JUUL™,
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Abbildung 49: Zeitabhdngige Einfliisse der Versuchsbedingung auf die Konzentration des IL-2 basierend auf
der mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt
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Abbildung 50: Konzentration des IL-6 im Plasma basierend auf der deskriptiven Statistik mit Mittelwerten
und Standardabweichungen
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Die deskriptive Statistik der Werte fir die Konzentration des IL-6 im Plasma mit
Mittelwerten und Standardabweichungen ist der Abbildung 50 zu entnehmen. In der
Uberpriifung der symmetrischen Verteilung der Daten der Konzentration des IL-6 im
Plasma ergab sich eine Normalverteilung, so dass die globale Testung mittels
mehrfaktorieller ANOVA mit Messwiederholung angeschlossen werden konnte. Die
mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung ergab sowohl fiir den Einfluss der
Versuchsbedingung (p < 0,01), fir den Einfluss des Zeitpunktes (p < 0,01) sowie fir die
Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt (p < 0,01) eine Signifikanz. Der Effekt der
jeweiligen Versuchsbedingung auf die unabhangige Variable ,Konzentration des IL-6 im
Plasma" hangt somit sowohl von der Versuchsbedingung als auch von dem Zeitpunkt ab.
Der erganzende Mauchly-Test auf Spharizitat ergab fiir Versuchsbedingung, Zeitpunkt und
Interaktion keine Spharizitat der Daten, so dass jeweils die Greenhouse-Geisser-Korrektur
angewandt wurde (s. Ergebnistabelle im Anhang: Tabelle 79 - 81). AnschlieBend wurde
dort, wo eine Signifikanz vorlag, der Post-hoc-Test nach Bonferroni in Form eines
paarweisen Vergleiches durchgefiihrt. Unter Betrachtung der Versuchsbedingung ergab
sich im Vergleich der Zigarette mit der JUUL™ ein signifikanter Unterschied (p < 0,01). Der
Vergleich der JUUL™ mit der Zigarette ergab dazu ein redundantes Ergebnis mit p < 0,01
und ergab zudem auch im Vergleich mit der IQOS (p < 0,01) sowie mit der E-Zigarette ohne
Nikotin (p < 0,01) eine Signifikanz. Die Vergleiche der 1Q0OS mit den anderen
Versuchsbedingungen sowie der Kontrollgruppe mit den anderen Versuchsbedingungen
ergaben hierzu redundante Signifikanzen. Unter Betrachtung der Zeitpunkte ergab sich im
Vergleich von T-30 und T30 eine Signifikanz mit p < 0,01. Um die Interaktion von
Versuchsbedingung und Zeitpunkt abzubilden, wurden die Mittelwerte inkl. Standardfehler
in Form eines Plots graphisch dargestellt (s. Abbildung 51). Aus dieser Graphik geht hervor,
dass sich die Konzentration des IL-6 im Plasma abhdngig vom Zeitpunkt deutlich
unterscheidet, wobei es zwischen den einzelnen Versuchsbedingungen Unterschiede gibt.
So kam es nach dem Konsum eines jeglichen Devices zu einem Anstieg der IL6-
Konzentration. Hierbei war der Anstieg des IL-6 nach dem Konsum der Zigarette am
ausgepragtesten, zeigte sich jedoch auch nach dem Konsum von 1QOS und JUUL™
eindeutig. Lediglich der Anstieg nach Konsum der Kontrollgruppe fiel im Vergleich zu den

anderen Versuchsbedingungen dezenter aus.
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Abbildung 51: Zeitabhdngige Einfliisse der Versuchsbedingung auf die Konzentration des IL-6 basierend auf
der mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt

Die deskriptive Statistik der Werte fir die Konzentration des IL-8 im Plasma mit
Mittelwerten und Standardabweichungen ist der Abbildung 52 zu entnehmen. In der
Uberpriifung der symmetrischen Verteilung der Daten der Konzentration des IL-8 im
Plasma ergab sich eine Normalverteilung, so dass die globale Testung mittels
mehrfaktorieller ANOVA mit Messwiederholung angeschlossen werden konnte. Die
mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung ergab fir den Einfluss der

Versuchsbedingung (p = 0,086) keine Signifikanz. Fiir den Einfluss des Zeitpunktes (p < 0,01)
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Abbildung 52: Konzentration des IL-8 im Plasma basierend auf der deskriptiven Statistik mit Mittelwerten
und Standardabweichungen
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sowie fiir die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt (p = 0,015) ergab sich eine
Signifikanz. Der Effekt der jeweiligen Versuchsbedingung auf die unabhangige Variable
»,Konzentration des IL-8 im Plasma" hangt somit von dem Zeitpunkt ab. Der erganzende
Mauchly-Test auf Spharizitat ergab fur den Zeitpunkt und die Interaktion keine Spharizitat
der Daten, so dass jeweils die Greenhouse-Geisser-Korrektur angewandt wurde (s.
Ergebnistabelle im Anhang: Tabelle 83 — 86). AnschlieBend wurde dort, wo eine Signifikanz
vorlag, der Post-hoc-Test nach Bonferroni in Form eines paarweisen Vergleiches
durchgeflhrt. Unter Betrachtung der Zeitpunkte ergab sich im Vergleich von T-30 und T30
eine Signifikanz mit p < 0,01. Um die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt
abzubilden, wurden die Mittelwerte inkl. Standardfehler in Form eines Plots graphisch

dargestellt (s. Abbildung 53).
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Abbildung 53: Zeitabhdingige Einfliisse der Versuchsbedingung auf die Konzentration des IL-8 basierend auf
der mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt
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Aus dieser Graphik geht hervor, dass sich die Konzentration des IL-8 im Plasma abhéangig
vom Zeitpunkt deutlich unterscheidet, wobei es zwischen den einzelnen
Versuchsbedingungen Unterschiede gibt. So kam es nach dem Konsum eines jeglichen
Devices zu einem Anstieg der IL6-Konzentration. Hierbei war der Anstieg des IL-6 nach dem
Konsum der Zigarette am ausgepragtesten, zeigte sich jedoch auch nach dem Konsum von
IQOS und JUUL™ eindeutig. Lediglich der Anstieg nach Konsum der Kontrollgruppe fiel im

Vergleich zu den anderen Versuchsbedingungen dezenter aus.
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Abbildung 54: Konzentration des TNF-a. im Plasma basierend auf der deskriptiven Statistik mit Mittelwerten
und Standardabweichungen

Die deskriptive Statistik der Werte fiir die Konzentration des TNF-a im Plasma mit
Mittelwerten und Standardabweichungen ist der Abbildung 55 zu entnehmen. In der
Uberpriifung der symmetrischen Verteilung der Daten der Konzentration des TNF-a im
Plasma ergab sich eine Normalverteilung, so dass die globale Testung mittels
mehrfaktorieller ANOVA mit Messwiederholung angeschlossen werden konnte. Die
mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung ergab sowohl fir den Einfluss der
Versuchsbedingung (p < 0,01), fir den Einfluss des Zeitpunktes (p < 0,01) als auch fiir die
Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt (p < 0,01) eine Signifikanz. Der Effekt der
jeweiligen Versuchsbedingung auf die unabhangige Variable , Konzentration des TNF-a im
Plasma" hdngt somit von dem Zeitpunkt ab. Der ergdanzende Mauchly-Test auf Spharizitat
ergab fiir Versuchsbedingung, Zeitpunkt und die Interaktion dieser beiden keine Spharizitat
der Daten, so dass jeweils die Greenhouse-Geisser-Korrektur angewandt wurde (s.

Ergebnistabelle im Anhang: Tabelle 87 —90). AnschlieBend wurde dort, wo eine Signifikanz
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vorlag, der Post-hoc-Test nach Bonferroni in Form eines paarweisen Vergleiches
durchgeflihrt. Unter Betrachtung der Versuchsbedingungen ergab sich im Vergleich der
Zigarette mit der 1QOS eine Signifikanz (p = 0,025). Die anderen Versuchsbedingungen
blieben im Vergleich untereinander ohne Signifikanz. Unter Betrachtung der Zeitpunkte
ergab sich im Vergleich von T-30 und T30 eine Signifikanz mit p < 0,01. Um die Interaktion
von Versuchsbedingung und Zeitpunkt abzubilden, wurden die Mittelwerte inkl.
Standardfehler in Form eines Plots graphisch dargestellt (s. Abbildung 56). Aus dieser
Graphik geht hervor, dass sich die Konzentration des TNF-a im Plasma abhdngig vom
Zeitpunkt deutlich unterscheidet, wobei es zwischen den einzelnen Versuchsbedingungen
Unterschiede gibt. So kam es nach dem Konsum eines jeglichen Devices zu einem Anstieg
der TNF-a-Konzentration. Hierbei war der Anstieg des TNF-a nach dem Konsum der 1Q0S
am ausgepragtesten, wohingegen er nach Konsum der anderen Versuchsbedingungen

dezenter ausfiel.
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Abbildung 55: Zeitabhdngige Einfliisse der Versuchsbedingung auf die Konzentration des TNF-a basierend auf
der mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung zur Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt
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4 Diskussion
Trotz der Beliebtheit der JUUL™, Reprédsentantin einer modernen E-Zigarette mit Pod-

System und eine der am haufigsten verwendeten E-Zigarette unter US-amerikanischen
Jugendlichen, ist das Wissen Uber die gesundheitlichen Folgen des Konsums der E-Zigarette
zum aktuellen Zeitpunkt noch sehr beschrankt. Auch die kardiovaskuldaren Auswirkungen
des Konsums des unter deutschen Jugendlichen beliebten Tabakerhitzers 1Q0S% sind
bisher weitgehend unerforscht. In der deutschen Gesellschaft ist dennoch ein
zunehmendes Bewusstsein flir das potenzielle Gesundheitsrisiko der Verwendung dieser,
im Verhaltnis zu der Zigarette, neuen Nikotinapplikationssystemen zu beobachten.
Wohingegen in den USA 2017 nur 37 % von ca. 1000 regelmaRigen JUUL™-
Konsumierenden im Alter von 15 bis 24 Jahren wussten, dass die JUUL™ immer Nikotin
enthilt und somit der Konsum ein Suchtpotential birgt'®4, gaben in einer in Deutschland
2019 durchgefiihrten reprasentativen Befragung des Bundesinstituts fiir Risikobewertung
(BfR) 84 % der 1000 Befragten an, mit der E-Zigarette mogliche gesundheitliche Risiken zu
verbinden. Als konkrete Risiken vermutete die Mehrheit Lungenschaden und Krebs;
lediglich 14 % gaben an, die E-Zigarette mit einer Erkrankung des Herz-Kreislauf-Systems
oder des Blutes zu assoziieren!®®, Die Unsicherheit hinsichtlich der Risikoeinschatzung der
neuartigen ANDS spiegelte sich zuletzt auch in der 2022 durch die FDA eingeleiteten
Investigation der JUUL™ wider: Das aufgrund mangelnder Sicherheitsstandards initial
ausgesprochene Verkaufsverbot der JUUL™, wurde durch die FDA, aufgrund mangelnder
wissenschaftlicher Prifung der Auswirkungen des Konsums der JUUL™ eigenstindig

wieder ausgesetzt®!,

Diese Studie nahm sich das bestehende Unwissen Uber die Auswirkungen des Konsums der
ANDS zum Anlass, um den Zusammenhang zwischen dem Konsum der E-Zigarette sowie
des HTP und den akuten Auswirkungen auf das kardiovaskuldare System zu untersuchen.
Unter Berlicksichtigung der aktuellen Literatur fiihrte die Studie den ersten direkten
Vergleich des Konsums der JUUL™, als Reprasentantin einer E-Zigarette, und des Konsums
zwei weiterer, in Deutschland haufig verwendeter Nikotinapplikationssysteme durch.
Verglichen wird die JUUL™ mit einer konventionellen E-Zigarette ohne Nikotin als
Kontrollgruppe dieser, mit der IQOS als Vertreter der HTP, sowie mit einer gewohnlichen
Filterzigarette im Hinblick auf ihre Effekte auf den CO-Gehalt, die periphere Himodynamik,

die endotheliale vasodilatatorische Dysfunktion, die arterielle GefaBsteifigkeit und die
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Inflammationsreaktion bei gesunden, jungen Menschen. Zusammenfassend konnte in der
Arbeit gezeigt werden, dass der Konsum der ANDS in der akuten Phase nach Konsum zu
erhohten Blutdruckwerten, akzelerierter Herzfrequenzen sowie einer Verschlechterung

der Parameter der arteriellen GefaRsteifigkeit und erhéhten Inflammationsmarkern fiihrte.

Aus der Charakteristik der Studienpopulation ergibt sich, dass es sich bei einem
Durchschnittsalter von 25,2 Jahren um junge Versuchspersonen handelte, was bei dem
Probandenaufruf Gber den studentischen E-Mail-Verteiler der Universitat zu Libeck zu
erwarten war. Das Versuchspersonenkollektiv lag mit einem durchschnittlichen BMI-Wert
von 25,0 + 0,8 kg/m? in einem fiir den BMI in dieser Altersgruppe normwertigen Bereich.
Jedoch handelt es sich hierbei um den Mittelwert aller Teilnehmenden, wobei in der
Einzelbetrachtung der Geschlechter die Frauen mit einem durchschnittlichen Gewicht von
68,8 kg und einer durchschnittlichen GrolRe von 1,70 m leichter und kleiner waren als die
Manner mit einem durchschnittlichen Gewicht von 85,9 kg und einer durchschnittlichen
GroRe von 1,80 m. Entsprechend der aufgrund des Geschlechtes natiirlichen Unterschiede
der Anatomie fielen auch die durchschnittlichen Werte des Taillen- und Hiftumfanges aus.
Mit Ausnahme von zwei Probandinnen, die zum Zeitpunkt der Studie an einer
Autoimmunthyreoiditis erkrankt, jedoch unter taglicher Substitution von L-Thyroxin gut
eingestellt waren, sowie einem Probanden mit einer latenten Hyperthyreose, dessen
Schilddriisenwerte sowie der TSH-Wert in der ersten Blutentnahme den Normwerten
entsprachen, waren alle Teilnehmenden bei Studienbeginn gesund. Um Versuchspersonen
mit einem gesunden GefaRstatus, dhnlich dem Status von Nichtrauchenden zu akquirieren,
wurde ausschlieRlich nach Gelegenheits- bzw. ,,Partyrauchern und -raucherinnen” gesucht.
Diese Voraussetzung wurde mit einem durchschnittlichen Konsum von 2,1 + 0,7 Zigaretten
pro Tag und einem durchschnittlichen Punktewert von 0,5 + 0,2 im Fagerstrom-Test erfullt.
Eine vor Studienbeginn bestehende, starke Nikotinabhangigkeit der Versuchspersonen
konnte somit ausgeschlossen werden. Der durchschnittliche CO-Gehalt in der Ausatemluft
der Versuchspersonen vor dem Konsum einer jeglichen Substanz und nach 24h des
Nikotinverzichtes lag mit 4,1 ppm im oberen Normbereich von Nichtrauchenden®.
Moglicherweise kdonnte der CO-Wert in der Ausatemluft aufgrund der CO-Belastung der
Umwelt bedingt durch den stadtischen StraBenverkehr in Libeck erhéht gewesen sein, da
die Versuchspersonen groRtenteils mit dem Fahrrad zu den Versuchstagen kamen und

unterwegs, die mit CO angereicherte Luft, inhaliert haben'®®. Der gesunde GefaRstatus aller
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Teilnehmenden lieB sich im Rahmen der Anwendung des EndoPat™2000-Systems nach
jeweils min. 24 Stunden der Rauchfreiheit vor dem Konsum eines jeglichen Devices anhand
einer normwertigen Gefal3steifigkeit mit einem durchschnittlichen Al@75bpm von -10,5 %
sowie einer normalen vasodilatatorischen Funktion des Endothels mit einem
durchschnittlichen RHI von 1,6 feststellen!4>1°¢, Unter Betrachtung der Durchschnittswerte
des Blutdruckes im Ruhezustand ist ebenfalls von einem gesunden Ausgangszustand der
Versuchspersonen auszugehen. Sowohl die Mittelwerte des systolischen Blutdruckes mit
Werten von 107 — 110 mmHg, als auch die Mittelwerte des diastolischen Blutdruckes mit
Werten von 64 — 65 mmHg lagen im physiologischen Bereich. Auch die Herzfrequenz im

Ruhezustand befand sich mit Werten von 69 — 71 Schlage/min im Normbereich.

In Zusammenschau aller Ergebnisse dieser Studie lasst sich keine eindeutige Aussage zu
einem weniger schadlichen Nikotinkonsum durch eines der untersuchten ANDS treffen.
Durch die Betrachtung der einzelnen Parameter lassen sich konkretere Aussagen zu einer
moglichen Risikoreduktion durch die jeweiligen Devices definieren, sowie bisher noch

grofitenteils unerforschte, schadliche Auswirkungen des Konsums der ANDS identifizieren.

Die erste Forschungsfrage nach einer moglichen Verminderung des CO-Gehaltes in der
Ausatemluft nach dem Konsum der IQOS oder der JUUL™ und ihrer nikotinfreien
Kontrollvariante im Vergleich zu dem CO-Anstieg nach dem Zigarettenkonsum lasst sich wie
folgt beantworten. Es ergab sich keine Signifikanz fiir den Einfluss der Versuchsbedingung,
jedoch zeigte sich die Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt signifikant. Somit
hangt der Effekt der jeweiligen Versuchsbedingung auf die Variable ,CO-Gehalt in der
Ausatemluft" vom Zeitpunkt ab. So kam es initial nach dem Konsum eines jeglichen Devices
zu einem Anstieg des CO-Gehaltes, wobei die Zigarette im Vergleich zu dem steilsten
Anstieg des CO-Gehaltes fihrte, der dann auch im Zeitverlauf deutlich erhoht blieb. Auch
der Konsum der 1QOS fihrte im Zeitverlauf zu einem kontinuierlichen Anstieg des CO-
Gehaltes, der im Vergleich jedoch geringer als bei der Zigarette ausfiel. Nach Konsum der
JUUL™ und der E-Zigarette ohne Nikotin war zu Beginn ein geringer Anstieg des CO-
Gehaltes zu beobachten, der im Verlauf auf konstantem Niveau erhoht blieb, jedoch zu
keinem Zeitpunkt das Niveau der Zigarette erreichte. Der Anstieg nach dem Konsum der
Zigarette erscheint schlissig, da das CO bei der unvollstiandigen Verbrennung von
organischen Stoffen, wie bei der Tabakverbrennung entsteht. Der CO-Anstieg nach dem

Konsum der IQOS kdnnte einen Hinweis darauf geben, dass trotz des, laut dem Hersteller
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alleinigen Erhitzens des Tabaks, ein Teil des Tabaks dabei auch verbrannt bzw. CO bei der
Erhitzung freigesetzt wird. Diese These stellte eine Schweizer Forschungsgruppe auf,
nachdem sie im Aerosol der IQOS eine substanzielle Menge von Chemikalien nachwiesen,
die auf einen stattgehabten Pyrolyseprozess hindeuten'®, Als Pyrolyse wird die aufgrund
von mangelnder Sauerstoffzufuhr unvollstandige Verbrennung bei 100 — 300 °C bezeichnet,
wobei die dabei entstehenden Rickstdnde aus festem Kohlenstoff bestehen'’C. Die
Forscher wiesen im Aerosol der IQOS typische Marker der Pyrolyse nach. Darunter waren
flichtige organische Verbindungen wie Acetaldehyd, polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe wie Benzo(a)pyren und anorganische Stoffe wie CO und NO°.
Interpretiert man diese Ergebnisse genauer, ist davon auszugehen, dass beim Konsum der
IQOS trotz ihrer umworbenen Rauchfreiheit, ein Verbrennungsprozess stattfindet, der die
entsprechenden Riickstande freisetzt. Somit ist durch den 1QOS-Konsum keine signifikante
Reduktion des CO-Gehaltes in der Lunge zu erreichen und langfristig auch keine Reduktion
des CO-bedingten Gesundheitsrisikos zu erwarten. Wie eingangs beschrieben, fihrt das CO
auf zellularer Ebene durch die Bildung von Sauerstoffradikalen, oxidativem Stress,
Inflammation und Apoptose zu einer Reaktion, die einem Reperfusionsschaden gleicht und
ist somit ein wesentlicher Schadigungsmechanismus der GefiRe®**>%. Um diesen
multifaktoriellen Prozess als Folge des Konsums der HTP zu untersuchen, miissten weitere
Studien durchgefiihrt werden, die die Interaktion des CO auf zellularer Ebene der GefaRe
z.B. hinsichtlich der Entstehung einer endothelialen Dysfunktion validieren. Im Hinblick auf
eine mogliche Reduktion des Anstieges des CO-Gehaltes nach dem Konsum der JUUL™ im
Vergleich zu dem CO-Anstieg nach dem Konsum einer konventionellen Zigarette, ldsst sich
die Forschungsfrage positiv beantworten. Der Konsum der JUUL™ fihrte zu keinem
Zeitpunkt der Verlaufsmessungen nach Konsum zu einer signifikanten Erhéhung des CO-
Gehaltes in der Ausatemluft. Einhergehend mit den Ergebnissen, fielen auch die Ergebnisse
einer Querschnittsstudie aus, die bei gesunden, jungen Rauchenden mit einem
Durchschnittsalter von 17 Jahren ebenfalls eine Vergleichsmessung des CO-Gehaltes nach
dem Konsum einer Tabakzigarette und dem Konsum einer nikotinhaltigen E-Zigarette
durchfiihrten. Die im Durchschnitt ausgeatmeten CO-Werte waren in der Gruppe der
Tabakraucher mit einem CO-Wert von 6,86 ppm signifikant hoher (p < 0,01), als in der
Gruppe der E-Zigaretten-Raucher mit einem Wert von 1,61 ppm?’%, Es ist also davon
auszugehen, dass sowohl die JUUL™ als auch andere E-Zigaretten zu einem geringeren

Anstieg des CO-Gehaltes in der Ausatemluft flihren und somit vermutlich ein geringeres
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Gesundheitsrisiko flr eine organische Hypoxdmie besteht. Der in dieser Studie gemessene
signifikante Anstieg des CO-Gehaltes nach dem Konsum der nikotinfreien E-Zigarette geht
nicht mit den Messungen der Vorstudien dieser Arbeitsgruppe einher und ist zum aktuellen
Zeitpunkt anhand der erhobenen Daten nicht ausreichend zu erklaren, so dass wir a.e. von
einer Fehlmessung ausgehen. Fir eine Validierung dieser Messergebnisse ware eine
Wiederholung der Messungen im Rahmen eines erweiterten Versuchsaufbaus mit der
zusatzlichen Versuchsbedingung ,Inhalation von Raumluft” als weitere Kontrollinstanz
notwendig. Dabei konnte die Versuchsbedingung ,Inhalation von Raumluft” als ,Shame

Smoking/Vaping/Heating” im Sinne einer Cross-over-Studie fungieren.

Die folgenden zwei Forschungsfragen widmen sich den Vitalparametern Blutdruck und
Herzfrequenz, sowie der arteriellen Gefal3steifigkeit und Endothelfunktion anhand der
Parameter Al und RHI, die im Rahmen der EndoPAT™-Messung ermittelt wurden. Im
Rahmen dieser Studie wurden akute Veranderungen der peripheren Blutdriicke, sowie der
Parameter der vasodilatatorischen Endothelfunktion und der arteriellen Gefal3steifigkeit
fur einen kurzen Zeitraum nach dem Rauchen, Dampfen und Heaten erfasst. Bisher
veroffentlichte Studien zeigten widersprichliche Ergebnisse bezlglich der akuten
kardiovaskuldren Effekte durch den Konsum von E-Zigaretten. Wohingegen in einigen
Studien eine vaskuldre Versteifung, endotheliale Dysfunktion und somit eine arterielle
Abnutzung assoziiert mit negativen kardiovaskuldaren Ereignissen festgestellt wurde,
konnte in anderen Studien keine signifikante Veranderung der Parameter der arteriellen
GefaRsteifigkeit nachgewiesen werden®3167.172-175 " |n jhren Untersuchungen Uber die
Auswirkung der E-Zigarette auf den Blutdruck sowie auf die Gefal3steifigkeit der Aorta,
stellte die Arbeitsgruppe um Vlachopoulos einen Anstieg beider Parameter fest'’3. Einen
Nachweis des Anstieges der arteriellen Gefdl3steifigkeit und des oxidativen Stresses nach
dem Konsum der Zigarette sowie der E-Zigarette verzeichnete die Arbeitsgruppe um
Ilkonomidis'’4. Auch die Vorstudien der Arbeitsgruppe der Medizinischen Klinik 11l des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein des Campus Liibeck, die sich mit diesem
wissenschaftlichen Themenspektrum beschéftigten, ergaben hiermit Gbereinstimmende
Ergebnisse'®31%7  Sje alle eint die Entdeckung, dass der Konsum einer E-Zigarette einen
negativen Effekt auf die zentrale Himodynamik, als auch auf die peripher herrschenden
Blutdriicke  hat'®3173,  Einhergehend mit den Ergebnissen unterschiedlicher

Publikationen3172-174 konnte im Rahmen dieser Studie nachgewiesen werden, dass
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sowohl die gewohnlichen Zigaretten, als auch die neuartigen Tabakerhitzer und E-
Zigaretten mit nikotinhaltigem Liquid, wie z.B. die JUUL™ zu einem Anstieg des
systolischen und diastolischen Blutdruckes, sowie der Herzfrequenz fiihren und es
gleichzeitig auch zu einer Zunahme der arteriellen Gefal3steifigkeit kommt. Zum Zeitpunkt
des Studienbeginns gab es keine veroffentlichten Untersuchungen, die die akuten Effekte
des Konsums der JUUL™ auf die periphere Himodynamik und die arterielle GefaRsteifigkeit
evaluiert hatten. Anhand der im Rahmen dieser Studie durchgefiihrten Messungen,
konnten im Hinblick auf die Auswirkungen der JUUL™ auf die Himodynamik die folgenden
Beobachtungen gemacht werden: Nach unmittelbarem Konsum von JUUL™, 1QOS und
Zigarette zeigte sich ein deutlicher Anstieg sowohl des systolischen als auch des
diastolischen Blutdruckwertes. Der Anstieg des Blutdruckes hielt nach dem Konsum der
Zigarette jedoch im Vergleich zu dem Anstieg nach dem Konsum der ANDS Uber einen
langeren Zeitraum an. Nach Konsum der nikotinfreien Kontrollbedingung zeigte sich
hingegen ein verzogerter und im Vergleich zu der Zigarette ein deutlich geringerer Anstieg
des Blutdruckes. In den Verlaufsmessungen sank der Blutdruck nach dem Konsum aller
genannten Substanzen, mit Ausnahme vereinzelter Schwankungen und erreichte in der
letzten Messung, 75 Minuten nach Konsum, in etwa das Ausgangsniveau. Fir die
Entwicklung der Herzfrequenz waren deutliche Unterschiede zwischen den Devices zu
beobachten. Nach Konsum der Zigarette kam es zum steilsten Anstieg der Herzfrequenz
direkt nach Konsum, der sich noch fiir 15 Minuten hielt. Nach Konsum der 1QOS und der
JUUL™, kam es ebenfalls zu einem initialen Anstieg der Herzfrequenz, die rasch wieder
abfiel und sich normalisierte. Nach Konsum der E-Zigarette ohne Nikotin war wenig
Veranderung der Herzfrequenz zu beobachten. In der letzten Verlaufsmessung hatte sich
die Herzfrequenz nach einem jeglichen Konsum wieder normalisiert. Die gemessenen
Verdanderungen des Blutdruckes und der Herzfrequenz sind auf den Konsum der Zigarette
und der in dieser Studie untersuchten ANDS zurtickzufiihren. Die ANDS fihren hierbei zu
einem starkeren Anstieg von Blutdruck und Herzfrequenz als die nikotinfreie
Kontrollbedingung, jedoch ist der Anstieg der Vitalparameter nach Konsum der ANDS nicht
so ausgepragt, wie nach dem Konsum einer konventionellen Zigarette. Basierend auf der,
aus vorhergehenden Studien bekannten steigernden Wirkung des Nikotins auf Blutdruck
und Herzfrequenz, ist der Anstieg des Blutdruckes und der Herzfrequenz direkt nach dem
Konsum von Zigarette, JUUL™ und 1QOS als die Auswirkung einer nikotinhaltigen Substanz

zu werten®>®”. An dieser Stelle sei erginzend eine Studie erwdhnt, die die
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Nikotinblutkonzentration in der akuten Phase bis zu 30 Minuten nach dem Konsum der
JUUL™ im Vergleich zu der Phase nach dem Konsum der Tabakzigarette untersuchte. Hier
konnte gezeigt werden, dass zum einen die maximale Plasmanikotinkonzentration nach
dem Konsum der JUUL™ deutlich geringer war und zum anderen auch im Verlauf die
Nikotinplasmakonzentration zum Zeitpunkt 30 Minuten nach Konsum der JUUL™ um 40 %
geringer war als nach dem Konsum der Tabakzigarette (p < 0,005). Hinsichtlich der Kinetik
der Nikotinplasmakonzentration konnte beobachtet werden, dass das Nikotin je nach
konsumiertem Device unterschiedlich stark im Blut anflutete. Wahrend die
Nikotinplasmakurve nach dem Rauchen einer Tabakzigarette fir min. 6 Minuten anstieg,
flachte die Nikotinplasmakurve nach dem JUUL™-Konsum nach 2-4 Minuten bereits ab’®.
Neben der Nikotinabgabe ins Blut wurde auch das Verlangen nach dem Konsum der
Zigarette bzw. der JUUL™ bewertet. Die Bewertung des Verlangens wurde hierbei in
positive und negative Verstarkungsfaktoren unterteilt, wobei die positive Verstarkung den
Wunsch zu rauchen und die Erwartung positiver Auswirkungen des Rauchens beschreibt,
wohingegen die negative Verstarkung als die Erwartung einer Linderung von
Nikotinentzugserscheinungen bzw. negativen Affekten und einen Uberwaltigenden Drang
zu rauchen definiert ist”’. In der Studie zeigte sich, dass die positiven Verstarkungsfaktoren
nach dem Zigarettenkonsum reduziert wurden (p = 0,006), nicht aber nach dem Konsum
der JUUL™., Dies wurde als im Zusammenhang mit dem Fehlen eines signifikanten Peaks
der Nikotinkonzentration im Blut der JUUL™-Konsumierenden stehend interpretiert!’®. Die
Verringerung der Faktoren fiir die negative Verstarkung war insgesamt gering und zwischen
den Konsumierenden der Zigarette und der JUUL™ vergleichbar. Diese nur geringe
Reduktion des Verlangens zu rauchen, erkldren sich die Autoren und Autorinnen der Studie
mit der insgesamt geringen korperlichen Nikotinabhangigkeit der Teilnehmenden, die, wie
auch in unserer Studie, vor Studienbeginn mittels des Fagerstrom-Tests ermittelt wurde7®.
Es bleibt zu diskutieren, inwieweit ein erniedrigter Nikotinplasmaspiegel ggf. zu einem
niedrigeren Suchtpotential filhren kénnte. Die Fragestellung, ob die JUUL™ aufgrund ihrer
niedrigeren Nikotinplasmakonzentration als ANDS mit reduziertem Suchtpotential
betrachtet werden konnte, ldsst sich auf Basis der berichteten Studie jedoch nicht
beantworten. Hierfiir waren Studien notwendig, die zum einen Versuchspersonen mit
einer gesteigerten korperlichen Nikotinabhdngigkeit inkludierten und zum anderen einen
langeren Zeitraum nach dem Konsum betrachteten und somit die Moglichkeit bestiinde,

ein erneutes Verlangen nach dem Konsum einer Zigarette oder JUUL™ zu registrieren.
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Unklar bleibt, was zu dem zwar verzogerten und weniger stark ausgepragten, jedoch im
Verlauf signifikanten Anstieg des Blutdruckes nach Konsum der nikotinfreien E-Zigarette
fuhrte. Die aktuelle Studienlage ist diesbeziiglich divergent. Wohingegen die E-Zigarette
ohne Nikotin in der Pilotstudie dieser Arbeitsgruppe im Hinblick auf Veranderungen des
Blutdruckes wirkungslos blieb'®3, wurde in einer anderen Studie, mit einem mit dieser
Studie vergleichbarem Versuchsmodell ebenfalls ein Anstieg des Blutdruckes nach
nikotinfreiem E-Zigarettenkonsum registriert’’®. Vor dem Hintergrund, dass das Rauchen
als Risikofaktor fiir die Entstehung der primaren Arteriellen Hypertonie gilt und durch den
Konsum der untersuchten alternativen Nikotinapplikationssysteme ein akuter Anstieg des
Blutdruckes gemessen wurde, lieSe sich die These aufstellen, dass auch der Konsum der
JUUL™ und der 1QOS, Risikofaktoren fur die Arterielle Hypertonie sein kdnnten. Folglich
erhoht der Konsum der ANDS somit auch das Risiko fir die Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen, da die Arterielle Hypertonie eine hamodynamische Belastung des Endothels
darstellt und als wichtiger Faktor in der Pathogenese der Atherosklerose gilt'”°. In dieser
Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass der Anstieg von Blutdruck und Herzfrequenz
nach dem Konsum der ANDS nicht so ausgepragt ausfiel wie nach dem Konsum einer
konventionellen Zigarette, so dass sich ebenfalls die Hypothese aufstellen lieRe, dass das
Risiko der Entwicklung einer Arteriellen Hypertonie nach dem Konsum der ANDS reduziert
sein konnte. In der Literatur ist zur Bekraftigung dieser Hypothese folgendes zu finden: Der
alleinige Konsum der E-Zigaretten scheint sich weniger auf das Herz-Kreislauf-System
auszuwirken als der Zigarettenkonsum?!®. Neben der anfangs bereits erwéhnten
Metaanalyse, die bei konsequenter Umstellung des Konsums der Zigarette auf die E-
Zigarette, Vorteile fiir die Blutdruckregulierung feststellte’!, wurden in einer Studie mit
neun regelmalig Konsumierenden der E-Zigarette, die nie geraucht hatten, im Verlauf von
3,5 Jahren keine Veranderungen von Blutdruck und Herzfrequenz festgestellt. Diese,
zugegeben sehr kleine Studienpopulation, unterschied sich hinsichtlich dieser
Vitalparameter nicht von den parallel untersuchten Nichtrauchern®®. Uber die
langfristigen  Auswirkungen des durch den HTP-Konsum akut ausgeldsten
Blutdruckanstieges gibt es aktuell noch keine Prognosen. Es fallt schwer, anhand der akuten
Effekte des Konsums der JUUL™ und der IQOS auf die Vitalparameter, einzuschatzen, wie
die langfristigen gesundheitlichen Folgen ausfallen. Flir diese Einschatzung bedarf es

weitere Studien mit einer hoheren Anzahl an Versuchspersonen, die liber einen langeren
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Zeitraum die alleinige Anwendung eines der Devices kontinuierlich durchfiihrten und deren

Vitalparameter auch noch in spateren Lebensstadien gemessen werden wiirden.

Ergdnzend zu den beiden Vitalparametern Blutdruck und Herzfrequenz sind die
Messergebnisse der Anwendung des EndoPat™2000-Systems zu betrachten. Die dritte
Forschungsfrage beschaftigte sich damit, ob durch den Konsum der 1QOS oder der JUUL™
schadliche Veranderungen auf die Gefalle, wie ein Anstieg des Augmentationsindex oder
eine Abnahme des Reaktive Hyperamie Index zu registrieren sind. Sowohl der Al als auch
der RHI zeigte eine Verschlechterung nach Anwendung jeder der vier untersuchten
Devices. Fir den Al ergaben sich in der mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung
Signifikanzen fir den Einfluss der Versuchsbedingung und fir den Zeitpunkt, so dass die
Effekte auf die Veranderung des Al sowohl von der jeweiligen Versuchsbedingung als auch
von dem Zeitpunkt abhdngen. Im Detail betrachtet, zeigte der Al, der die arterielle
Gefalsteifigkeit reprasentiert, angepasst auf eine Herzfrequenz von 75 Schlagen pro
Minute (Al@75) einen signifikanten Anstieg sowohl 15 Minuten als auch 60 Minuten nach
dem Konsum der JUUL™. Niedrige Werte des AI@75 stehen fiir eine normale bis optimale
arterielle Elastizitat und eine Zunahme des Wertes spricht fiir eine Abnahme der Elastizitat
der GefaRlwande. Je groBer der Wert ausfiallt, desto ausgepragter ist die Gefal3steifigkeit.
Die Ergebnisse dieser Studie interpretierend, ist somit von einer Zunahme der
GefaRsteifigkeit bedingt durch den Konsum der JUUL™ auszugehen. Im Vergleich zu den
Effekten, die der Konsum der anderen drei Versuchsbedingungen auf die arterielle
GefaRsteifigkeit hat, lieRen sich keine signifikanten Unterschiede messen. Im Rahmen jeder
Versuchsbedingung wurde zu beiden Messzeitpunkten eine signifikante Zunahme des
Al@75 gemessen, so dass auch durch den Konsum der 1Q0OS, der Zigarette, sowie der E-
Zigarette ohne Nikotin von einem mindestens kurzfristigen und tGber min. 60 Minuten
andauernden Anstieg der GefaRsteifigkeit auszugehen ist. Da die arterielle Gefal3steifigkeit
einen Pradiktor fiir atherosklerotische GefaRerkrankungen darstellt!®” und der Al als ein
unabhangiger pradiktiver Wert flr die Gesamtmortalitat, die kardiovaskuldare Mortalitat,
die Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen, sowie koronarer und
Schlaganfallereignisse gilt'?®, ist der durch den Konsum, der im Rahmen dieser Studie
getesteten Devices ausgelOoste Anstieg der GefaRsteifigkeit, als Risikofaktor fiir die
Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen zu werten. Vor dem Hintergrund, dass es sich

bei den Versuchspersonen um gesunde, junge Menschen handelt und der Al in der 2. — 5.
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Lebensdekade als ein sensitiver Wert fiir die friihe Detektion funktioneller Veranderungen
der Gefalsteifigkeit gilt, sollte evaluiert werden, ob die Umwerbung der ANDS, wie die
IQOS und die JUUL™, als weniger schadliche Alternative zum Rauchen im Hinblick auf die
offentliche Gesundheit nicht deutlich eingeschrankt werden sollte. Aus den Ergebnissen
der im November 2022 verd6ffentlichten DEBRA-Studie (Deutsche Befragung zum
Rauchverhalten) ging unter anderem hervor, dass sich bereits durch den E-
Zigarettenkonsum in der Jugend, die Wahrscheinlichkeit, spater auch mit dem Rauchen
konventioneller Zigaretten anzufangen, um das Dreifache steigert?2. Aufgrund der groRen
Beliebtheit der neuartigen Produkte unter Kindern und Jugendlichen sollte daher eine
intensivierte Aufklarung liber die potenziell schadlichen Auswirkungen des Konsums der
ANDS, sowie Uber das erhohte Risiko flir den spateren Einstieg in das Tabakrauchen im

schulischen Setting erfolgen.

Der RHI, der die vasodilatatorische Funktion des Endothels wiedergibt, zeigte eine
signifikante Abnahme zu beiden Messzeitpunkten sowohl nach dem JUUL™ing, als auch
nach dem Konsum der nikotinfreien E-Zigarette, der Zigarette und dem HTP. In der
mehrfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung ergaben sich Signifikanzen fir den Einfluss
der Versuchsbedingung und fiir den Zeitpunkt, so dass die Effekte auf die Veranderung des
RHI sowohl von der jeweiligen Versuchsbedingung als auch von dem Zeitpunkt abhangen.
Die Ausgangswerte des RHI aller Versuchspersonen, die vor dem Konsum eines jeglichen
Devices erhoben wurden, gaben mit absoluten Werten von >2 den Anhalt auf ein gesundes
Endothel. Es ist also von einer akuten und mindestens lGber 60 Minuten andauernden
Verschlechterung der vasodilatatorischen Endothelfunktion durch den Konsum eines jeden
der getesteten Devices auszugehen. Diese voribergehenden hamodynamischen
Verdanderungen, sowie die Zunahme der arteriellen GefaRsteifigkeit und der endothelialen
Dysfunktion werden durch verschiedene Mechanismen verursacht. Dem aktuellen
Wissenstand dieser Arbeitsgruppe zu Folge, lassen sich die Veranderungen hauptsachlich
durch die Wirkung des Nikotins erklaren. So zeigte sich im Rahmen dieser Studie in der
multiplen Regressionsanalyse mit Bezug auf den AI@75 unter Berlicksichtigung der
Einflussfaktoren Blutdruck, Alter, Geschlecht und die Versuchsbedingung Nikotin bzw. kein
Nikotin, dass das Nikotin mit einem Faktor von 0,785 als signifikante EinflussgroRRe gilt.
Anhand dieses Ergebnisses lasst sich feststellen, dass es einen Zusammenhang zwischen

der Verdanderung des Al@75 und dem Nikotin gibt. Jedoch ist mittels der angewandten
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Methodik keine Aussage liber die Kausalitat innerhalb der Korrelation des Nikotins und des
Al@75 moglich. Um diese Fragestellung abschlieBend zu klaren, ware eine ergdanzende
randomisierte Studie notwendig. Allerdings bleiben weitere Faktoren, die neben dem
Nikotin von Relevanz sein kénnten, nicht erklart. Aus friiheren Studien Uber die E-Zigarette
geht hervor, dass durch das Nikotin lokale und zirkulierende Katecholamine freigesetzt
werden, die einen potenziellen Einfluss auf die GefaRsteifigkeit haben. Sie spiegeln die
Aktivitat und Stimulation der sympathischen Ganglien wider. Demzufolge nimmt die, durch
die neuronale Entladung der sympathischen Ganglien gestérte NO-Synthese ab und fihrt
somit zu einer gesteigerten arteriellen Steifigkeit!2%18%182 Auf der Grundlage unserer
Ergebnisse, die zeigten, dass auch nach dem Konsum der E-Zigarette mit nikotinfreiem
Liquid Veranderungen auftraten, gehen wir davon aus, dass es neben dem Nikotin weitere
Ursachen fir die Zunahme der arteriellen Gefdl3steifigkeit und der Entstehung von
endothelialer Dysfunktion geben muss. Der Anstieg des Al-Wertes sowie der Abfall des RHI-
Wertes und somit die Zunahme der Gefafisteifigkeit bzw. die Verschlechterung der
Endothelfunktion nach Konsum der in dieser Studie untersuchten Devices inklusive der
Kontrollbedingung ohne Nikotin, fiihren zu der Erkenntnis, dass noch weitere
Einflussfaktoren neben den bisher in dieser Studie berlcksichtigten Variablen an den
gemessenen Veranderungen der Parameter beteiligt sein miissen. Somit sind die ANDS, ob
mit oder ohne Nikotin, nicht als alleinige Ursache, fiir die in dieser Arbeit registrierten,
kurzfristigen Auswirkungen auf die GefaRe zu benennen. Es kénnten fiir die registrierten
Veranderungen an den Gefdllen auch noch andere Ursachen als die ANDS vorliegen. Um
die unbekannten Einflussfaktoren zu identifizieren, ware eine Chromatographie des
Aerosols, erganzende Blutuntersuchungen, wie die Bestimmung der Nikotinkinetik, der
Katecholamine sowie der kurzfristigen Freisetzung von NO im Gefal} sinnvoll. Diese
Annahme wird durch die Ergebnisse einer Studie der Arbeitsgruppe Caporale et al.
bekraftigt. Die Studie zeigte, dass das Inhalieren des Aerosols einer nikotinfreie E-Zigarette
die Endothelfunktion von gesunden, jungen Nichtrauchenden voriibergehend
beeintrachtigt. Hierbei erhielten Nichtrauchende vor und nach dem Konsum einer
nikotinfreien E-Zigarette ein 3.0-T MRT. Die periphere vaskuldre Reaktivitdt auf eine
Manschetten-induzierte Ischamie wurde durch zeitliche Blutflussgeschwindigkeit und
Oxygenierung in der Arteria femoralis superficialis bzw. in der Vena femoralis sowie die,
durch den arteriellen luminalen Fluss vermittelte Dilatation quantifiziert. Es konnte gezeigt

werden, dass nach dem E-Zigarettenkonsum der GefaRwiderstand zunahm, die durch den
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luminalen Fluss vermittelte Dilatation stark abgeschwéacht wurde, einhergehend mit einer
reduzierten Spitzengeschwindigkeit und einer verzogerten Zeit bis zum Erreichen des
Spitzenwertes. Zudem war die Oxygenierung in der Arteria femoralis superficialis reduziert
und die aortale Pulswellengeschwindigkeit geringfligig erh6ht!®, In einer weiteren Studie
mit E-liquids wurde anhand eines Anstieges der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), der
Aufnahme von Lipoproteinen niedriger Dichte und die Aktivierung von mit oxidativem
Stress zusammenhadngenden Stoffwechselwegen die Entstehung einer Endothelialen
Dysfunktion nachgewiesen?®, Zudem wurde in derselben Studie eine Aktivierung des
Immunsystems registriert. In ihrem Modell Giber die Pathogenese der durch das Aerosol
von E-Zigaretten ausgelosten endothelialen Dysfunktion der Forschungsgruppe um Lee et

al., wird auch der Inflammation des Endothels eine wichtige Rolle zugeteilt?8,

Der Thematik einer moglichen Inflammationsreaktion nach dem Konsum der ANDS widmet
sich die vierte Forschungsfrage dieser Arbeit. Unsere Ergebnisse zu den
proinflammatorischen Zytokinen stehen auch im Einklang mit den Erkenntnissen der
Forschungsgruppe um Lee.et al. Basierend auf den, in ihren Vero6ffentlichungen
beschriebenen Pathomechanismen der proinflammatorischen Zytokinen und deren
Wirkung auf die endotheliale Dysfunktion?®, bewerten und interpretieren wir unsere
Ergebnisse auf eine dhnliche Art und Weise. Die ausgepragte entziindliche Wirkung des
Tabakrauchens wurde bereits in verschiedenen Studien anhand eines akuten Anstieges der
Leukozytenzahl und erhéhten Werten der Entziindungsparametern CRP, IL-6 und TNF-a
nachgewiesen'*%142 Ein GroRteil der Studien, die einen Anstieg der Leukozyten nach dem
Rauchen feststellten, beobachteten die Leukozytose Uber ein Intervall von mehreren
Wochen nach dem Rauchen und konnten dabei unter anderem nachweisen, dass diese
nach einem Rauchstopp reversibel ist.184-186 |m Vergleich dazu wurde im Rahmen unserer
Studie die Leukozytose bereits eine Stunde nach dem Konsum registriert. Nachdem schon
in den Vorstudien dieser Arbeitsgruppe ein Anstieg der Leukozyten sowohl nach dem
Zigarettenkonsum als auch nach dem Konsum der IQOS gemessen wurde, sollte in dieser
Studie, zusatzlich zur Betrachtung des Blutbildes der Fokus auf verschiedene Zytokine und
somit auf eine friihere Ebene innerhalb der Entziindungskaskade gerichtet werden. Die
Labordiagnostik lieferte Hinweise auf eine akute Inflammationsreaktion nach dem Konsum
der JUUL™, sowie der anderen Devices. So zeigte sich in der Analyse des Blutbildes ein

Anstieg der Leukozyten, der unreifen Granulozyten, sowie der neutrophilen Granulozyten
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60 Minuten nach dem Konsum eines jeden der vier Devices. Der Anstieg kann als Folge
einer Inflammationsreaktion, bedingt durch den Konsum der Zigarette, der JUUL™ sowie
der IQOS gewertet werden. Da dies auch fiir die E-Zigarette mit nikotinfreiem Liquid gilt, ist
die Veranderung als nikotinunabhangig zu werten. Es ist daher davon auszugehen, dass
auch nikotinfreie Produkte eine zelluldre Immunantwort hervorrufen, die zu einer
Schadigung der Gefalle fihrt, wobei der Schweregrad anhand der zelluldaren Reaktion nicht
abzuschatzen ist. Zusatzlich ist durch den Anstieg der Leukozyten von einem erhdhten
kardiovaskularen Risiko nicht nur durch den Konsum der Filterzigarette, sondern auch
durch den Konsum der E-Zigarette unabhangig vom Nikotingehalt im Liquid, sowie durch
den Konsum der 1QOS auszugehen. Die Inflammation zeigte sich zudem im Anstieg der
Plasmakonzentration mehrerer Zytokine, die als humorale Faktoren der unspezifischen
Immunantwort gelten. Der in anderen Studien bereits in vitro gemessene Anstieg von IL-6
in epithelialen Zellen nach der Exposition gegeniber Tabakrauch sowie dem Aerosol der E-
Zigarette'®”188 konnte im Rahmen dieser Studie auch in vivo beobachtet werden. Sowohl
der Konsum der Zigarette als auch der E-Zigarette flhrte zu einem signifikanten Anstieg des
IL-6 im Plasma 30 Minuten nach dem Konsum. Zudem bestatigte sich auch der, in einer
Studie an Mausen bereits vorbeschriebene Anstieg des IL-6 durch die Exposition mit dem
Aerosol der 1Q0S?%. Vor dem Hintergrund, dass das IL-6 als ein Parameter fiir die
Vorhersage des kardiovaskuldren Risikos gilt'*!, ist der nachgewiesene Anstieg des IL-6
nach dem Konsum eines jeden der vier Devices als ein Risikofaktor fiir die Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen zu werten. Neben dem IL-6 gibt es weitere Zytokine, die
Teil der inflammatorischen Antwort sind, die durch das Rauchen und den E-
Zigarettenkonsum ausgelost wird. Die Forschungsgruppe von Ouyang et al. zeigte in vitro,
dass Zigarettenrauch potente Hemmstoffe der Produktion von Zytokinen wie IL-1B, IL-2,
Interferon-y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor a (TNF-a) enth&lt'®°. Die Arbeitsgruppen von
Scott, Higham und Sawa konnten Zusammenhdnge zwischen proinflammatorischen
Zytokinen und der Entwicklung von Atherosklerose aufzeigen, so dass mit dem deutlichen
Anstieg der proinflammatorischen Zytokine IL-2, IL-8, und auch TNF-a nicht nur nach dem
Zigarettenkonsum, sondern auch bei den verschiedenen Nikotinabgabesystemen eine
Schadigung der GefdRe im Sinne einer endothelialen Dysfunktion und ein konsekutiv
erhdhtes Risiko, eine Herz-Kreislauf-Erkrankung zu entwickeln resultiert'®°, Die registrierte
Inflammationsreaktion und die gemessene endotheliale Dysfunktion scheinen in direkter

Wechselwirkung miteinander zu stehen.
94



Die flinfte Forschungsfrage beschaftigt sich mit moglichen Unterschieden der Kinetik des
Cortisols im Serum nach dem Konsum der getesteten Devices. Die Messung des Cortisols
flihrten wir durch, um neben der Inflammationsreaktion auch eine mogliche Stressreaktion
des Korpers zu registrieren. Nikotin aktiviert in hoher Dosierung die HPA-Achse, was zu
einem Anstieg des Cortisols fiihrt, wobei Studien dabei eine dosisabhangige Wirkung des
Nikotins beobachteten?®19192 5o stellte die Forschungsgruppe um Mendelssohn fest, dass
zum Zeitpunkt 12 Minuten nach Konsum einer Zigarette mit einer jeglichen Dosierung des
Nikotins ein initialer Abfall des Cortisols stattfindet. Nach Konsum einer Zigarette mit
hohem Nikotingehalt, der in der benannten Studie 15,48 mg betrug, wurde 20-30 Minuten
nach Konsum ein signifikanter Anstieg des Cortisols registriert, wohingegen eine
kontinuierliche Abnahme des Cortisols nach Konsum einer Zigarette mit niedrigem
Nikotingehalt von 1,1 mg gemessen wurde®’. Damit einhergehend sind die Ergebnisse
dieser Studie, die einen Konzentrationsabfall des Cortisols zum Zeitpunkt 12 Minuten nach
dem Konsum einer, mit 0,5 mg Nikotin entsprechend niedrig dosierten Zigarette sowie
nach Konsum der verwendeten ANDS mit einem dquivalenten Nikotingehalt von maximal
0,7 mg verzeichneten, der zum Zeitpunkt 120 Minuten nach Konsum eines jeglichen der
getesteten Devices signifikant war. Die Forschungsfrage, ob das Cortisol nach Konsum der
verwendeten ANDS eine vergleichbare Kinetik hat, wie nach Konsum der Zigarette mit
einem dquivalenten Nikotingehalt, lasst sich somit positiv beantworten. Die Feststellung,
dass es nach dem Konsum der E-Zigarette ohne Nikotin eine vergleichbare Kinetik des
Cortisols gibt, fihrt zu der These, dass allein das Ritual des Rauchens bzw. Dampfens zu

einer vom Nikotingehalt unabhangigen Senkung des Cortisolspiegels fihren kdnnte.

Im Rahmen dieser Studie konnten anhand des Vergleiches der Auswirkungen des Konsums
von Zigarette, JUUL und IQOS auf die Himodynamik, die arterielle GefaRsteifigkeit und die
Endothelfunktion, sowie die Inflammationsreaktion neue Erkenntnisse gewonnen werden.
Dennoch weist diese Studie verschiedene Limitationen auf. Einer der Schwachpunkte der
Studie, ist die niedrige Anzahl an nur zwanzig Versuchspersonen, wobei sich in der
Fallzahlanalyse eine vergleichbare Probandenzahl als ausreichend ergab. Jedoch kdonnten
mittels einer deutlichen Erhéhung der Anzahl der Versuchspersonen, noch validere
Messergebnisse erreicht werden. Bei genauerer Betrachtung des Versuchsablaufes fallen
diverse weitere Limitationen auf. Zum einen sei die kurze Nachbeobachtungszeit von 120

Minuten nach dem Konsum der jeweiligen Substanzen erwahnt. So wurden potenziell
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langerfristige Auswirkungen, die Giber den Nachbeobachtungszeitraum hinausgingen, nicht
erfasst. Beispielsweise ware es interessant gewesen, die Dauer nach dem Konsum zu
erfassen, bis sich die GefaBsteifigkeit und die Endothelfunktion wieder normalisiert haben,
um auch (ber die potenziellen Langzeitschaden an den GefdaRen konkretere Aussagen
treffen zu  koénnen. Zum anderen war aufgrund des bestehenden
Versuchspersonenkollektivs aus Gelegenheitsrauchern und -raucherinnen, trotz des
standardisierten Inhalationsschemas mit vorgegebener Frequenz und Dauer der
Inhalationsziige bei dem Konsum der JUUL™ und der E-Zigarette ohne Nikotin aufgrund
der unterschiedlichen Erfahrung der Versuchspersonen eine Standardisierung der
Intensitat der Inhalationsziige nicht mdéglich. Der Nikotingehalt und auch die restlichen
Bestandteile des Aerosols, die letztendlich Uber die pulmonalen Kapillaren resorbiert
wurden, kénnten daher stark variiert haben. Zuklinftig lieRe sich ergdnzend, zur Erfassung
des tatsachlichen Nikotingehaltes, die Nikotinkonzentration im Serum bestimmen und mit
entsprechender Berlicksichtigung der Kinetik der Anflutung des Nikotins auch statistisch
darstellen. Bezuglich des Nikotingehaltes der JUUL™ sei an dieser Stelle noch erwihnt, dass
die urspriingliche Variante der JUUL™ mit einem Nikotingehalt von 59 mg/ml zum
Zeitpunkt der Studie ausschlieflich in den USA, nicht aber in Deutschland erhéltlich war, so
dass in dieser Studie die européische Variante der JUUL™ mit 20 mg/ml untersucht wurde.
Vor dem Hintergrund der moglichen Vergleichbarkeit dieser Studie mit anderen Studien, in
denen die US-amerikanische Variante der JUUL™ verwendet wurde, sei dies als Manko der
Studie anzuerkennen. Als weitere Fehlerquelle sind die wiederholten Blutentnahmen
wahrend der laufenden Messung zu betrachten. Um das, durch die Blutentnahmen
potenziell ausgeloste Stresserlebnis moglichst gering zu halten, wurde zu Beginn eines
jeden Versuchstages ein PVK gelegt, so dass ein erneutes Punktieren wahrend der Messung
nicht notwendig war. Dennoch kdnnten, je nach individuellem Stresserlebnis der einzelnen
Versuchspersonen, auch die Blutentnahmen (iber den PVK das Stressniveau beeinflusst
haben, mit entsprechenden Auswirkungen auf die hamodynamischen Messergebnisse als
auch auf die Konzentration des Cortisols im Blut. Hinsichtlich der Blutentnahmen ist als
weitere Limitation zu erwdhnen, dass weder eine Bestimmung der Katecholamine noch des
Inflammationsparameters C-reaktives Protein (CRP) stattgefunden hat, obwohl diese
Parameter fir eine allumfassende Beurteilung der Inflammationsreaktion relevant waren.
Auf die Bestimmung des CRP wurde im Rahmen dieser Studie allerdings bewusst verzichtet,

da dieser aufgrund der G-Protein gekoppelte Ausbildung mit einer Latenz von 24 — 48
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Stunden zu bewerten ist. Die Messung war im Rahmen des Versuchsablaufs nicht moglich.
In Ergdnzung zu dem Versuchsablauf mit vier verschiedenen Versuchsbedingungen, hatte
die zusatzliche Versuchsbedingung des ,Shame-Smokings” als weitere Kontrollinstanz
neben der E-Zigarette ohne Nikotin durch die Inhalation reiner Raumluft, zu einer Starkung
der Validitat der Versuchsergebnisse gefiihrt. Hierdurch kénnten in zukiinftigen Studien
nicht nur die vom Nikotin abhangigen Auswirkungen, sondern auch die
nikotinunabhdngigem, aber vom Aerosol abhangigen Auswirkungen identifiziert werden.
Zwar ist das Studiendesgin als Langsschnittstudie im Cross-over-Design bereits von hoher
Qualitat, da wiederholte Messungen nach dem Konsum durchgefiihrt wurden und zudem
die unterschiedlichen Devices an denselben Versuchspersonen getestet wurden, jedoch
wurde hierbei jede Versuchsperson nur einmalig nach dem Konsum eines jeden Devices
untersucht. Eine wiederholte Durchfiihrung der Messungen mit denselben Devices und
denselben Versuchspersonen im Rahmen einer Langzeitstudie wiirde vermutlich andere
Ergebnisse hervorbringen, die Erkenntnisse Uber die langfristigen Auswirkungen des

Konsums der ANDS liefern konnten.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die E-Zigarette insbesondere im Hinblick auf
die Veranderungen von Blutdruck und Herzfrequenz eine weniger schadliche Alternative
zur Zigarette sein konnte. Aus der aktuellen Studienlage ergibt, dass ein gesundheitlicher
Vorteil allerdings nur bei einem vollstandigen Umstieg auf die E-Zigarette zu erwarten ist.
In dieser Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass auch der Konsum der E-Zigarette
gesundheitsschadigend ist, zumal seine langfristigen Gesundheitsrisiken derzeit noch
unbekannt sind33. Angesichts der pradiktiven Rolle der arteriellen GefiRsteifigkeit fur
kardiovaskulare Erkrankungen, fihrt die Feststellung, dass sowohl E-Zigaretten als auch
HTPs eine ahnliche Auswirkung wie Zigaretten auf die zentrale Himodynamik und die
GefaRsteifigkeit haben, zu Zweifeln an der Beflirwortung des Konsums dieser Produkte.
Sowohl zur Risikominderung bei derzeitigen Rauchenden als auch zur primaren und
sekundaren Pravention von Herz-Kreislauf-Erkrankungen, wie KHK, Herzinsuffizienz und
Vorhofflimmern erscheinen die in dieser Studie untersuchten alternativen

Nikotinabgabesysteme mit Blick auf die Ergebnisse nicht geeignet zu sein.
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5 Zusammenfassung
Die groRe Beliebtheit der JUUL™ unter US-amerikanischen Jugendlichen ldste, bei

unzureichender Kenntnis tiber die Auswirkungen, Bedenken hinsichtlich gesundheitlicher
Langzeitfolgen des Konsums von E-Zigaretten aus. Vergleichbare Diskussion zur
potenziellen Risikoreduktion gibt es nach Markteinflihrung der Tabakerhitzer, wie der
IQOS. Inwiefern diese neuartigen ANDS eine vom Hersteller angepriesene, weniger
schadliche Variante gegenliber dem Rauchen darstellt und welche akuten Auswirkungen

ihr Konsum auf das kardiovaskuladre System hat, wurde in dieser Arbeit untersucht.

Im Rahmen einer randomisierten Cross-over-Studie wurden an 20 Gelegenheitsrauchern
und -raucherinnen vor und nach dem Rauchen/Dampfen/Heaten bis zwei Stunden nach
dem Konsum Messungen durchgefiihrt. Um die kardiovaskuldre Funktion zu beurteilen,
wurden physiologische Parameter der Hamodynamik wie Blutdruck und Herzfrequenz,
sowie Parameter der endothelialen Dysfunktion und arteriellen Gefal3steifigkeit bestimmt.
Erganzend wurden mittels Labordiagnostik Veranderungen des Blutbildes, des

Cortisolspiegels und die Dynamik verschiedener Inflammationsmarker erfasst.

Im Ergebnis zeigt diese Arbeit, ausgehend von dem Konsum der 1QOS und der JUUL™ mit
dem Zigarettenkonsum vergleichbare Auswirkungen auf das kardiovaskuldre System. Die
ANDS fiihrten hierbei zu einem starkeren Anstieg von Blutdruck und Herzfrequenz als die
nikotinfreie Kontrollbedingung, jedoch war der Anstieg nicht so ausgepragt, wie nach dem
Konsum einer konventionellen Zigarette. Der AI@75bpm Uberschritt mit seinem Anstieg
nach dem Konsum eines jeden Devices das Signifikanzniveau. In den Messungen des RHI
zeigte sich nach dem Konsum eines jeglichen Devices eine signifikante Abnahme. Anhand
der Labordiagnostik konnte ein signifikanter Anstieg verschiedener

Inflammationsparameter fiir alle vier Versuchsbedingungen gezeigt werden.

Die negativen Auswirkungen auf die periphere Hamodynamik, die arterielle
GefaRsteifigkeit und die Endothelfunktion, die unmittelbar nach dem Konsum der
untersuchten alternativen Nikotinabgabesysteme gemessen wurden, waren mit denen
einer konventionellen Zigarette vergleichbar. Die Ergebnisse konnten auf ein erhohtes
Risiko fir die Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen v.a. bei langerem und

regelmaligem Konsum hinweisen.
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Da die relevanten Verdanderungen von Al und RHI, sowie der Laborwerte auch nach Konsum
der nikotinfreien Kontrollbedingung auftraten, muss es neben den ANDS noch weitere

Ursachen fiir die Veranderungen geben, welche es in Zukunft zu identifizieren gilt.

Um die Langzeiteffekte jener kurzfristig im Markt befindlichen ANDS, wie JUUL™ und 1QOS,
besser einzuschatzen, missten Follow-Up-Studien mit langeren Beobachtungszeitraumen

durchgefihrt werden.
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7 Anhang

7.1 Probandenaufruf

(Party-) Raucher/innen aufgepasst!

Du willst neben der klassischen Zigarette auch einmal etwas Anderes, wie JUUL und 1Q0S

ausprobieren und dabei auch noch Geld verdienen?
Dann kénnte diese Studie etwas fiir Dich sein!

Fiir meine Doktorarbeit zum Themenbereich Rauchen und dessen Auswirkungen suche ich

Probandinnen und Probanden.

Diese Punkte musst Du erfiillen:

e (ber 18 Jahre alt

e Party-Raucher/in

e keine Vorerkrankungen

e flr 24h vor den Untersuchungen rauchfrei bleiben

e Raucherinnen: hormonelle Verhiitung (Ausschluss einer Schwangerschaft!)

Informationen zum Ablauf:

e Vorbereitungstreff inkl. Blutabnahme (Gratisblutbild!) von 10-min(tiger Dauer
e Vier Untersuchungstermine a 2 % h Dauer

e Nicht-invasive Messungen (beispielsweise der Ausatemluft) und Blutabnahmen
e KEINE Medikamentengabe

Aufwandsentschadigung:
Fiir Dein Engagement erhaltst Du 120€ nach komplettem Untersuchungsabschluss.

Zeitraum der Studie:
Beginn ab dem 20.04.2020 und bis zum Sommer 2020.

Risikoabschatzung in Bezug auf die Corona-Pandemie:

In Absprache mit meinem Betreuer und Doktorvater hat in Bezug auf die Corona-Pandemie eine

Risikoabschatzung zur Durchfiihrung der Studie stattgefunden. Um die Forschung fortzufiihren

und zugleich die Ansteckungsgefahr zu minimieren, gelten folgende Kriterien:

e die Messungen finden in einem vom Klinikgebdude extern gelegenen Laborraum statt

e wadhrend der Messung wirst Du nur Kontakt zu einer weiteren Person haben
e Dusolltest am Tag der Messung gesund sein
-> Abmeldung bei Beschwerden wie Husten, Fieber, Abgeschlagenheit

e bei vergangenem Aufenthalt in einem Risikogebiet* solltest Du fiir 14 Tage bereits

beschwerdefrei zuriick in Libeck sein

* https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/N/Neuartiges Coronavirus/Risikogebiete.html

Bei Interesse freue ich mich auf Deine Rickmeldung an: julia.benthien@student.uni-luebeck.de

Viele GriiRe & Bleibt gesund!
Julia Benthien
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7.2 Probandeninformation

Probandeninformation fiir die Studie: ,JUUL und GefaB3steifigkeit”
Liebe Probandin, lieber Proband,

die Studie ,JUUL und GefaRsteifigkeit” der Arbeitsgruppe ,Arterielle GefaRsteifigkeit”
sowie der Tabakambulanz der Medizinischen Klinik Il am Campus Liibeck soll sich mit den
Auswirkungen von unterschiedlichen Nikotin-Applikationsarten auf die arterielle
Gefalsteifigkeit (=, biologisches Gefalalter”) und zentrale Blutdruckwerte, Aufnahme von
Nikotin in den Organismus und Entziindungsreaktionen beschaftigen. Ziel der Studie ist es,
die Auswirkungen von E-Zigarette im Vergleich zur ,konventionellen Filterzigarette” und
einem Placebo-Versuch sowie die 1QOS auf die arterielle Gefal3steifigkeit, Kinetik und
Entziindungsreaktionen zu untersuchen. Weiterhin soll die Studie beurteilen helfen, ob
dies aus pulmologischer und kardiologischer Sicht eher nicht zu empfehlen ist bzw. als
Nikotinersatzpraparat im Rahmen einer Nikotinentw6hnung geeignet ist.

Bitte lesen Sie diese Studieninformation sorgfaltig durch. Ihr Arzt/Doktorand wird mit lhnen
auch direkt Gber die Studie sprechen. Bitte fragen Sie den verantwortlichen Arzt/
Doktoranden, wenn Sie etwas nicht verstehen oder wenn Sie zusatzliche Informationen
bendtigen. Sollten Sie weitere Fragen bezliglich der Studie haben, wenden Sie sich bitte an
den aufklarenden Arzt/Doktoranden oder direkt an die im Briefkopf genannten
Ansprechpartner.

In dem mit lhnen besprochenen Studienablauf - Messung der arteriellen Gefal3steifigkeit
Uber eine umprogrammiertes Langzeitblutdruckmessgerat, Blutentnahmen Uber einen
venosen Zugang, die Applikation von dem Versuchspradparat (Nikotin oder Placebo) mit
Filterzigarette, IQOS oder E-Zigarette - sollen die oben genannten Studienziele untersucht
werden. Der Hintergrund der Studie liegt unter anderem darin, dass neben finanziellen
Aspekten der Tabak- bzw. Nikotinabhangigkeit im Vergleich zu anderen Ursachen von
vorzeitigen Todesfallen das Rauchen mit 110.000-140.000 Toten durch aktives Rauchen als
Nummer eins der Todesursachen sich zeigte [4]. Dabei bestimmte die Arbeitsgruppe von
Shaw, et al., im statistischen Mittel, dass jede gerauchte Zigarette das Leben um 11
Minuten verklrzt [5]. Neuere Daten differenzieren nun das Rauchen auf die
unterschiedlichen Applikationsarten von Nikotin im Rahmen der Nikotinabhangigkeit,
wobei die Risiken eines E-Zigaretten-Konsums weiterhin diskutiert und als weniger
schadlich als konventionelle Filterzigaretten eingestuft werden.

Die Arterielle GefaBsteifigkeit wird ahnlich wie eine normale Blutdruckmessung, wie sie
zum Beispiel vom Hausarzt bekannt ist, ermittelt und erfordert keine invasiven
medizinischen Prozeduren, d.h. es muss keine Nadel bzw. Kanile in die Blutgefalie
gestochen werden. Sie ermoglicht Giber eine Messung der GefdRelastizitat (Nachgiebigkeit
der GefaBwand) eine Bestimmung lhres ,biologischen GefaRalters”.
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Dariiber hinaus erfolgt eine normale Blutdruckmessung nach Riva-Rocci®!, eine
Bestimmung der KorpergrolRe, des Taillen- und Bauchumfanges und des Korpergewichtes.
Im Vorfeld soll eine vendse Blutentnahme mit Routine-Diagnostik erfolgen, sodass neben
dem Blutbild auch eine Bestimmung von Elektrolyten und Cholesterin-Werten sowie dem
TSH-Wert zum Ausschluss von Erkrankungen erfolgen kann. An den Versuchstagen wird, je
nach Randomisierung, entweder die E-Zigarette mit bzw. ohne nikotinhaltigem-Liquid
gedampft oder eine konventionelle Zigarette oder eine 1QOS geraucht. Um die
Nikotinkonzentrationen und mogliche Entzlindungsreaktionen auf das Herz-
Kreislaufsystem messen zu kdnnen, wird jedem Probanden und jeder Probandin ein
Zugang, den hausinternen Leitlinien folgend, gelegt und dariiber die Blutproben
abgenommen.

Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig. Sie kdnnen jederzeit ohne Angabe von
Griinden die Teilnahme an der Studie beenden, ohne dass Ihnen dadurch Nachteile im
Hinblick auf eine mogliche Behandlung oder Ihr Verhaltnis zum Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein Campus Libeck entstehen. Nach Beendigung der Teilnahme werden
keine weiteren Daten von lhnen erhoben. lhre bisherigen Daten werden schon bei
Erhebung unwiderruflich anonymisiert, d.h. Sie kdnnen nicht mehr anhand der Daten
identifiziert und lhrer Person zugeordnet werden.

Datenschutzrechtliche Informationen

Fir die Datenverarbeitung sind PD Dr. D. Drémann; Dr. K. F. Franzen, MaHM; cand. med. J.
Benthien verantwortlich.

Die Datenerhebung erfolgt zum Zweck des oben genannten Studienziels — zur
Untersuchung der Auswirkung von unterschiedlichen Nikotinapplikationsarten auf
Arterielle GefaRsteifigkeit, Nikotinkonzentration und Entzlindungsreaktionen im Korper.

Als Daten werden Geburtsdatum, Adresse (fir etwaige Rickfragen bei auffalligen
Befunden), medizinische Befunde und Ergebnisse Laboruntersuchungen erhoben. lhre
Daten werden in pseudonymisierter Form (d.h. eine laufende Nummer ersetzt den Namen)
elektronisch gespeichert und ausgewertet. Des Weiteren werden die elektronischen Daten
mit Hilfe eines Verschliisselungsprogramms verschllisselt auf dem Datentrager
gespeichert. Statistische Analysen und Ergebnisse werden im Rahmen von Publikationen
bzw. Veroffentlichungen anonymisiert verwendet. Die Blutproben, die im Rahmen der
Studie entnommen werden, werden zur Analytik in das Zentrallabor des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein am Campus Libeck sowie zur weiteren
Bestimmung von Entziindungsmarkern sowie der Nikotinkonzentration im Labor der
Medizinischen Klinik 3 verwendet. Die Gesamtmenge Blut betragt maximal 50 ml und die
Probe wird nur im Rahmen der Studie verwendet. Genetische Analysen sind mit diesem
Material nicht vorgesehen. Die Bestimmungen des Bundesdatenschutzgesetzes werden
eingehalten.

1 konventionelle Blutdruckmessung nach Riva-Rocci” ist die Blutdruckmessung am Oberarm mit einer
Blutdruckmanschette, welche zur Messung des Blutdruckes mit Luft aufgepumpt wird. Nachfolgend wird
die Luft langsam abgelassen und man erhalt die Blutdruckwerte.
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Einen Zugriff auf Ihre Daten haben nur die Mitarbeiter der Studie. Diese Personen sind zur
Verschwiegenheit verpflichtet. Die Daten sind vor fremdem, nicht autorisiertem Zugriff
geschitzt. Aufgrund gesetzlicher Regelungen haben bestimmte Personen (autorisierte
Dritte, d.h. zum Beispiel die Mitglieder der Ethikkommission) ein Recht auf Einsichtnahme
in |hre personenbezogenen Daten. Die Einsichtnahme erfolgt nur im Rahmen der
gesetzlichen geregelten Aufgaben der Einsichtnehmenden, namlich zum Zweck der
Uberpriifung der Daten. Diese Personen sind zur Verschwiegenheit verpflichtet.

Die personenbezogenen Daten werden am Ende des Forschungsvorhabens anonymisiert.
In der anonymisierten Form werden Sie verschllsselt archiviert und fir vergleichende bzw.
nachfolgende Studien aufbewahrt.

Die Aussagen basieren auf folgender Literatur:

1. Vlachopoulos, C,, et al., Arterial stiffness and wave reflections in marathon
runners. Am J Hypertens, 2010. 23(9): p. 974-9.

2. Nassenstein, K., et al., Left ventricular volumes and mass in marathon runners and
their association with cardiovascular risk factors. Int J Cardiovasc Imaging, 2009.
25(1): p. 71-9.
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7.3 Einverstandniserklarung

Einverstandniserklarung

Ich hatte die Gelegenheit alle meine Fragen zu stellen und habe auf die von mir gestellten
Fragen zu meiner Zufriedenheit eine Antwort bekommen.

Fragen: Antworten:

Identitat des Studienteilnehmers

Name: , Vorname: ,

Geburtsdatum:

(dd. mm. jjjj)

Identitat der aufkldrenden Person

Ich wurde durch (Name), (Vorname),
0451 / 500 — 45003 (Telefonnummer) iber die Studie informiert.

Ich habe die schriftliche Patienteninformation zur oben genannten Studie erhalten, gelesen
und verstanden. Ich wurde ausfiihrlich — miindlich und schriftlich — Gber das Ziel und den
Verlauf der Studie, Chancen und Risiken der Behandlung, meine Rechte und Pflichten, den
mir zustehenden Versicherungsschutz und die Freiwilligkeit der Teilnahme an der Studie
aufgeklart.

Ich erlaube der Arbeitsgruppe fir Vergleiche mit den aktuell erhobenen Daten
studienrelevante und —bezogene Ergebnisse von Voruntersuchungen aus anderen
Instituten bzw. Kliniken zu erfragen.

Sollten Sie hiermit nicht einverstanden sein, diesen Abschnitt bitte durchstreichen!

Ich erklare hiermit meine Teilnahme an der oben genannten Studie. Ich wurde darauf
hingewiesen, dass meine Teilnahme freiwillig ist und dass ich das Recht habe, diese
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jederzeit ohne Angabe von Griinden zu beenden, ohne dass mir dadurch Nachteile
entstehen.

Datenschutzrechtliche Einwilligungserklarung

Ich  wurde Uber meine Datenschutzrechte informiert. Mit der Erhebung,
Verarbeitung und  Speicherung meiner Daten, sowie der Ubermittlung
im Rahmen der Studie bin ich einverstanden.

Sollten Sie hiermit nicht einverstanden sein, diesen Abschnitt bitte durchstreichen!

, den
(Ort) (Datum) (Unterschrift des Probanden/ der Probandin)
, den
(Ort) (Datum) (Unterschrift des aufklarenden Arztes)
, den
(Ort) (Datum) (Unterschrift des durchfiihrenden Untersuchers)
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7.4 Voruntersuchung

UNIVERSITATSKLINIKUM Schleswig-Holstein

Medizinische Kilinik II/1ll Ratzeburger Allee 160 23538 Liibeck

Pseudonym: _JUUL

Geburtsmonat/-jahr: /

Untersuchungsterminam: . . 2020

(MM/JJJJ)

UNIVERSITATSKLINIKUM
Schleswig-Holstein

Campus Liibeck

Interdisziplinédre Arbeitsgruppe
Raucherambulanz/Arterielle GeféaBsteifigkeit
Ansprechpartner:

PD Dr. Droemann/ Dr. K. F. Franzen/
cand.med. Julia Benthien

Tel: 0451 /500-6377/-6014

Email: klaas@fz-sh.de
Internet: www.uk-sh.de

Liibeck, den 16. April 2020

Voruntersuchung zur Studie ,,JUUL-GefaRsteifigkeit*

| Anamnese

Wir bitten Sie, diese Fragen moglichst wahrheitsgemaf auszufiillen!
Bei Unklarheiten zu einzelnen Fragen bitten wir Sie, diese zu stellen.

a. Geschlecht: mannlich [ weiblich [
b. Alter: _____Jahre
c. Grole: ., m [/ Gewicht: I (¢
d. Huftumfang: cm |/ Taillenumfang: cm
e. BMI __,__kglcm?
f. Entwicklung des Kérpergewichtes innerhalb von __ Monaten

Konstant [] zugenommen [ abgenommen [

bei Gewichtsanderungum + /- |

g. Bekannte Vorerkrankungen:

__kg
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h.

JA NEIN Unbekannt

Art. Hypertonie/Bluthochdruck 0 0 O
Zucker/Diabetes Mellitus Typ /11 0 0 O
Thrombosen 0 0 O
Lungenembolien 0 0 O
Schilddriisenunterfunktion 0 0 O
Schilddriisentberfunktion 0 0 O
.Bluterkrankheit“/Gerinnungsstoérung 0 O O
angeborene Herzfehler: O O O
wenn ja, welcher Herzfehler

Andere

Beim Hausarzt/Facharzt bestimmte Veranderungen der Blutwerte:

JA NEIN Unbekannt

Anamie/Blutarmut 0 O O
erhohte Leberwerte 0 O O
erhdhte Cholesterinwerte 0 0 O
erhohte Fette 0 0 O
erhdhte Schilddrisenwerte 0 0 O
erniedrigte Schilddrisenwerte 0 0 O
Andere

Sind bei lhnen in der Blutsverwandtschaft (leibliche Eltern, Geschwister, etc.) Herzinfarkte
vor dem 60. Lebensjahr bekannt:

JA [ NEIN [

Haben Sie schon einmal selbst Tabakwaren im Sinne des Rauchens konsumiert?

JA [ NEIN [

Wenn ja, sind Sie aktiver Raucher?

JA O NEIN [

Wie viele Zigaretten rauchen Sie durchschnittlich am Tag?

/d
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Wenn Sie nun kein aktiver Raucher mehr sind, seit wann haben Sie mit dem Rauchen
aufgehért und wie viele Zigaretten haben Sie zuvor durchschnittlich am Tag konsumiert?

(Monat und Jahr); /d

Trinken Sie regelmaRig Alkohol?

JA [ NEIN [

Wenn ja, wie viel trinken Sie ungefahr in der Woche?

Nehmen Sie regelmalig Medikamente ein?

JA [ NEIN [

Wenn ja, welche sind dies?

Arbeiten Sie regelmafig in einem Schichtarbeitssystem?

JA [ NEIN [

Nehmen Sie derzeit an anderen klinischen Studien teil?

JA O NEIN [

Il Kérperliche Untersuchung

Blutdruck:
rechts __ /  mmHg links __/  mmHg
Herz:
Herzfrequenz: _ /min rhythmisch:
Herztdne: Herzgerausche:

JA O NEIN (]
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Lunge:

Atemfrequenz: _ /min
Atemgerausch: Rasselgerausche: JA O NEIN O
CO-Messung: _ ppm
Abdomen:
Darmgerausche: Resistenz/Abwehr: JA O NEIN O

peripherer Pulsstatus:

unauffallig:

auffallig:

neurologischer Status:

Pupillenreaktion:

Kraft/Motorik/Sensorik:

Kommentar zur Untersuchung:
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7.5 Fragebogen zum Rauchverhalten

Fagerstrom-Test

1. Wann nach dem Aufstehen rauchen Sie lhre erste Zigarette?
Nach 5 Minuten (3 Punkte)
Nach 6-30 Minuten (2 Punkte)
Nach 31-60 Minuten (1 Punkt)
Nach mehr als 60 Minuten (0 Punkte)

Punkte:

2. Finden Sie es schwierig an Orten, wo das Rauchen verboten ist, das
Rauchen zu unterlassen?

Ja (1 Punkt)
Nein (0 Punkte)

Punkte:

3. Auf welche Zigarette wirden Sie nicht verzichten wollen?
Die erste am Morgen (1 Punkt)
Andere (0 Punkte)

Punkte:

4. Wie viele Zigaretten rauchen Sie im Allgemeinen pro Tag?
31 und mehr (3 Punkte)
21-30 (2 Punkte)
11-20 (1 Punkt)
bis 10 (0 Punkte)

Punkte:

5. Rauchen Sie am Morgen im Allgemeinen mehr als am Rest des Tages?
Ja (1 Punkt)
Nein (0 Punkte)

Punkte:
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6. Kommt es vor, dass Sie rauchen, wenn Sie krank sind und tagsuber im
Bett bleiben missen?

Ja (1 Punkt)
Nein (0 Punkte)

Punkte:

Gesamtpunkte:
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7.6 Anforderungsbogen fir das Labor

7.6.1 Voruntersuchung
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7.6.2 Bestimmung des Cortisols




7.7 Standardisierter Versuchsablauf

7.7.1 Ablauf eines Untersuchungstages

Ablauf eines Untersuchungstages

im Rahmen der Studie ,,JUUL-GefdRsteifigkeit”

Verwendete Gerdate: EndoPAT2000-System

Zeitpunkte fiir Blutentnahmen: s. Ubersichtsblatt ,Zeitpunkte der Blutentnahmen

Manuelle elektrische Blutdruckmessung

CO-Atemluftmessung

4

Minuten

Aufgaben

Kommentar

Raum vorbereiten
EndoPAT2000-Gerat holen

Gerate einschalten, Versuchsperson im
System eingeben, alles fiir die
Messung startbereit machen

Timer (2x) bereitlegen

Blutentnahmen stellen + beschriften
Eppendorfgefdlle mit Etiketten
versehen

Vorbereitung der Rauchapplikation

BegriRung der Versuchsperson
Anamnese:

- COVID-Symptomatik

- Koffein-/Teein-/Alkohol-Verzicht

- Nikotinverzicht

CO-Messung zur Uberpriifung des
Nikotinverzichtes

Anlage eines PVK (18G, alternativ 20G)
in jenen Arm, der, wahrend der
EndoPAT-Messung nicht occludiert
wird; es wird dafiir bei jeder Messung
dieser Versuchsperson immer derselbe
Arm genommen.

Abnahme 1.Labor (T0)

-> Timer auf 20 Min. stellen!
AnschlieBen des Infusionssystems mit
der Sterofundin-Losung
Versuchsperson verkabeln mit dem
RR- und EndoPAT2000-Messgerat

RR-Messung manuell alle 5 Minuten
-» 5-Minuten-Timer an!

- Instruktion zur
Eigendurchfiihrung
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-20

RR-Wert fir EndoPAT2000-Messung
ermitteln

EndoPAT2000 — Messung starten

Keine RR-Messung
wahrend der EndoPAT-
Messung!

Zentrifugation von 1.Labor

Rauchapplikation durchfiihren

- Konsumdauer notieren

nach Ende des Konsums: RR-Messung
-> 5-Minuten-Timer an fiir die
folgenden RR-Messungen!

Blutproben aus 1.Labor a 1.000ul in die
Eppendorfgefdle pipettieren

10

RR-Wert fir EndoPAT-Messung
ermitteln

12

Abnahme 2.Labor

Labor fur Cortisol-Wert

15

EndoPAT2000 — Messung starten

Keine RR-Messung
wadhrend der EndoPAT-
Messung!

30

Abnahme 3.Labor (T30)

-» Timer auf 20 Min. stellen!
CO-Messung

Zentrifugation 2.Labor

50

Zentrifugation 3.Labor

55

RR-Wert fir EndoPAT-Messung
ermitteln

Abnahme 4.Labor (T60)

-> Timer auf 20 Min. stellen

60

CO-Messung

EndoPAT2000 — Messung starten
Blutproben aus 3.Labor a 1.000ul in die
Eppendorfgefale pipettieren

Keine RR-Messung
wahrend der EndoPAT-
Messung!

75

Letzte RR-Messung
Verkabelungen abbauen
Zentrifugation 4.Labor

Ab jetzt bleibt die
Versuchsperson sitzen,
ohne dass Messungen
durchgefihrt werden.

85

Blutproben aus 4.Labor a 1.000ul in die
Eppendorfgefdale pipettieren

120

Abnahme 5.Labor (T120)

-> Timer auf 20 Min. stellen
CO-Messung

Versuchsende fiir die Versuchsperson
EndoPAT2000-Messungen in der Roh-
Variante als auch als pdf-Dokument
auf eigenem Stick abspeichern

140

Zentrifugation 5.Labor
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150 e Blutproben aus 5.Labor a 1.000ul in die
EppendorfgefdRe pipettieren

e EppendorfgefaBe in Box der jeweiligen
Versuchsperson in das Kihlfach im
Labor

e Alle Gerate ausschalten

e EndoPat2000-System in die Angiologie
zuriickbringen

e Aufrdumen

e Dokumentation ins Labortagebuch

e Ggf. Vorbereitung fur die nachsten
Untersuchungstage

e Materialliberpriifung z.B.: Anzahl der
Mundstiicke fiir die normale E-
Zigarette, Material flr das Labor,
Akkustand der Devices prifen.

7.7.2 Zeitpunkte der Blutentnahmen
Zeitpunkte der Blutentnahmen mit Materialangaben fir Diagnostik

1. Labor: 30 Minuten vor dem Konsum des Devices (T-30)
a. 2xSerum
-> 1x Cortisol
-> 1x Zentrifugation fur Diagnostik
b. 2xEDTA
-> 1x kleines Blutbild
-> 1x Zentrifugation fiir Diagnostik
2. Labor: 12 Minuten nach dem Konsum des Devices (T12)
a. 1xSerum
-> Cortisol
3. Labor: 30 Minuten nach dem Konsum des Devices (T30)
a. 1xSerum
-> Zentrifugation und Einfrieren fiir Diagnostik
b. 1xEDTA
-> Zentrifugation und Einfrieren fiir Diagnostik
4. Labor: 55 Minuten nach dem Konsum des Devices (T55)
a. 1xSerum
-> Zentrifugation und Einfrieren fiir Diagnostik
b. 1xEDTA
-> Zentrifugation und Einfrieren flr Diagnostik
5. Labor: 120 Minuten nach dem Konsum des Devices (T120)
a. 2xSerum
-> 1x Cortisol
-> 1x Zentrifugation und Einfrieren fir Diagnostik
b. 2xEDTA
-> 1x kleines Blutbild
-> 1x Zentrifugation und Einfrieren fir Diagnostik
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7.7.3 Protokollblatt

Protokollblatt

»E-Zig/Zig/NQOS*
Name: Pseudonym: _JUUL_
Datum: [ | Versuchsbedingung: {lj ::l, LI}I 'g
PVK: Ore [ Oli. Arm
Zeit SBP DEP HR CO |EndoPAT|Comment| To Do's
(min) | (nmHg) | (mmHg) | (bpm) | (ppm
Beginn Baseline ( : Uhrzeit)
=30 1. Anlage PVE
-25 | 1.
=20 | 2. BE
=15 | 3. 1. wiahrend
EndoPAT
-10 Kein RR!
-5
-0 |RR!
Konsum der Testsubstanz (JUUL/E-Zig ohne N/Zig/lQOS):
Von Uhr bis X Uhr
0 1.
5 2.
10 | 3. BE: Cortisal
15 4. 2. wahrend
EndoPAT
20 Kein RR!
25
30 |RR! 2. BE
35 | UsSW.
40

130



Zeit | SBP DBP HR CO [EndoPAT|Comment|To Do's
(min) | (mmHg) | (mmHg) | (bpm) | (ppm)

45

50

55 BE

&0 3. 3. wihrend

EndoPAT

65 Kein RR!

70

75 |RR! Letzte RR-
Messung!

B0

85

20

95

100

105

110

115

120 4. BE

Ende: :  Uhr
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7.8 Verschlisselungscode fir die eingefrorenen Blutproben

Proband/i
n

1 m/w
2 m/w
3 m/w
4 m/w
5 m/w
6 m/w
7 m/w
8 m/w
9 m/w
10 m/w
11 m/w
12 m/w
13 m/w
14 m/w
15 m/w
16 m/w
17 m/w
18 m/w
19 m/w

20 m/w

Versuchs-
bedingung

I: Zigarette
Il: JUUL
[l: 1Q0S

IV: E-
Zigarette
ohne Nikotin

Parameter

A: EDTA 1.000 pl

B: EDTA 1.000 pl

C: EDTA-Rest der Probe
D: Serum 1.000 pl

E: Serum 1.000 pl

F: Serumrest der Probe

Beispielhafte Erlduterung eines Codes:

Abnahmezeitpunkt

1: 30 Min. vor dem Konsum (T-30)
2: 30 Min. nach dem Konsum (T30)
3: 55 Min. nach dem Konsum (T55)

4: 120 Min. nach dem Konsum
(T120)

1m-I-A-1 bedeutet, dass diese eingefrorene Blutprobe von einem mannlichen Probanden
mit der Nummer 1 (=1m) von einer Blutentnahme aus der Anwendung der ersten
Versuchsbedingung (=I) die ersten 1.000ul Blut aus dem EDTA-R6hrchen (=A) von dem
Abnahmezeitpunkt 1 (=T-30) enthalt.
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7.9 ELISA — Materialien und Durchflhrung
7.9.1 Liste aller Inhaltsstoffe des Pro Human Cytokine 8-plex Assay

Originalbezeichnung Ubersetzung

1 x 96-well 1x 96-Well-Platte

coupled magnetic capture beads Konjugierte, magnetische ,Einfang“-Beads
premixed detection antibodies gemischte Detektions-Antikorper
standards Standards

quality control Guteprifung

detection antibody diluent HB Verdiinnungsmittel flir die Detektions-Antikdrper
standard diluent HB Verdinnungsmittel flir die Standards
sample diluent HB Verdinnungsmittel fiir die Samples

assay buffer Assay-Puffer

10x wash buffer 10x Wasch-Puffer

streptavidin-PE Streptavidin-PE (PE=R-Phycoerythrin)
sealing tape Dichtungsband

7.9.2 Anleitung zur Durchfihrung des Pro Human Cytokine 8 plex Assay

Soction 3 ki Confonts and Sioraga

Section 3
Kit Contents and Storage

Reagents Supplied
Bio-Flax Pro™ Human Cytokine Assays are available in a comveniant all-in-ona kit format that includes assay
reagents, diluents, and buffers in a single box (Table 2).

Tabla 2. Contents of 1 x B&-wall kit.

Componant Quantity
Couplad magretc baads. Multplax: #0he singlaple: 20 { uba
Dataction antbodies. Multipie: 10w singleplko: 20 f uba
Ssandards 1 vial
Cussbty cordral® 1 vial
Samplo diluort HE 1 botsio
Dataction antbody divent HE { bottia
‘Sandand divant HB 1 boisie
Ay buflar 1 botic
‘Winsh buiar {10 1 bottio
Saragteicin- PE [100:) 1 b
Mszy plnie (96-wall fa battcm plaka) 1 platic
Sonling 1npa { pock of 4
MAszy quick guida 1 booklat
Product dala sheal f sheot
* Provciad with tha promied panda only

Storage and Stability

Kit contents should be stored at 4°C and never frozen. Coupled magneatic beads and streptavidin-PE should
be stored in the dark. Al components are guaranteed for a minimum of 6 months from the date of purchase
when stored as spacified.
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Sacton 4 Recommanded Malasnis

Section 4
Recommended Materials

For recommended materials, see Table 3.

Tabla 3. Recommandod matarials.

‘Hio- Pl Pro™ Human Cysoking Soroening Assry Diocumant #000000P04E jdownioad ot bio-rad.com/bic-plax)
Ouick Guida
B Pl Visficlasion Kt 4.0 Hio. Fiad catalog $ITEAEIN0

Mota: Run the validesion kit menthly Io ensura optmal parfcrmancs of
fiuidics and cptics sysiams

Hio-Flax Calbration Kit Hio-Fnd catalog $TE203060
Noda: Run the calibration kit daldy o stiondandize the fuorscance sgnal

Hio-Flax Pro'Wash Station Hio-Fnd catnlog 30034376
For usa with magnobc boad-basod mssays only

Bio-Flax Hanchld Magnatic Washer Hio-Fnd catalog $TI020MH00
[For use with magnetc bead-besad assays only

Hio-Flax Pro Hiat Botiom Plates 40 x 96 -wal) Hio-Fnd catnlog #0250
memmmh Pliax Pro

‘Wash St

Titeriube® Moo Tast Tubas Hio-Fnd catnlog $2230000
[For propering replicaln standands, samplas, and controls prior 1o loading

tha pinln

Microtitor Pinte Shakar 1A catnlog £3208000

EAMTS 24 Shakar for 2 or 4 microplates or
Bamstcad] s Line Tear Plata Shakor Modal 4E35

for aquivelant sepabi of 3001 00 rom) WINH cataig S5THE-E00
B 2000 Vertmor Hio-Find carteiog HIER0EH0
s, 95 ml Vissal cb £3054.9000
Fox Soph ot st Antaction sibodios Vit o ot E305A 1004
E&ﬁqﬂm-\:lr,mni Wistal sh catelog 230649006
croding PF Syringa (75 mim] with Super Mamirana {0802 pml, storils. Pell Corperation satalog SHET
Ohar: & or 45 mi fubas for dilufions, calibratod
ﬁr't,wﬁltpn. L watar, paper iowels, and 1.5 or
Socsion 5 Asay Workdow
Section 5
Assay Workflow

Add 50 gl ix beseds 1o weils

Wash bufler: 2 x 100 I

Add 50 i standards, samples, controls:
Incubaie on sheker st 850 fpm for 30 min &1 RT

Wash bufier: 3x 100 4

AOd 25 gl 1x gatection anfiboay; Incubate on
shaker at 850 rpm %or 30 mn &t AT

ACd 50 W 1x strepiavidin-PE; Incubate on
shaker at 850 rpm %or 10 min &t AT

Hesuspand in 125 |f assay buller;
shika &t BSO rpm for 30 sec

Acqure oats on Bio-Pliex® System

Note: Onca thawed, keep samples on ice. Prepare dilutions just prior to the start of the assay and
equilibrate to room temperature bafore use.
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Section 6
Important Considerations

Instruments and Software

The Bio-Plex Pro™ Assays described in this manual are compatibke with all currently available Luminax based
life science resaarch instruments. Assays can be read and analyzed with eithar Bio-Plex Manager™ Softwars
of Luminex xPOMENT Software (soe Read Flata in section 7).

Assay Procedures

Pay close attenfion o spacific assay reagants and incubation times, as they have beon specifically oplimized
fior each assay panal. Do not mix anaklytes batween diffierant Bio-Plex® Panels or Reagent Kits. This kit uses
Bio-Plax Pro Reagent Kit 3. Bead regions for all analytas are listed in Table 1.

Assay Quick Guide

Each assay kit comes complata with a printed Bio-Plex Pro Assay Quick Guida {document #0000095505),
which can ba used to prepara and run a full 1 x 96-well assay plata. Usars can also download a copy at
bic-rad.com/bio-plax.

Section 7
Detailed Instructions

The iolliowing pages provide detailed insiruciions for each step of the assay procedure, including
preparation, running the assay, and reading the plate with Bio-Plex Manager™ and Luminex, xPONENT
Saftwane,

1. Plan Plate Layout

Detarming the total numbar of walls in the egpariment using the plata layout tamplate on page 22 or the
Plate Formatting tab in Bio-Plex Manager software. A suggesied plate layout is shown in Figure 2, with all
conditions in duplicate.

Mote: For detailad instructions about plate formatting in Bio-Plex Manager Softwara, 200 Raad Plate in this
saction.

1. Assign the standards to columnz 1 and 2, with the highest concaniration in row A and the lowest
conceniration in row H.

2. Ass=ign the blank to wells A3 and A4. The blank should consist of the chosen standard diluent HE. Note
that Bio-Flax Manager Software automalically subtracts tha blank [B) madian flucrascenca intensity
value from all other assay wellz.

3.  As=ign the kit control to wells B3 and B4,
The remaindar of the plata is available for samples.

k. Calculate the required volumes of beads, defection antibody, and streptavidin-PE using Tables 7-8,
10-11, and 12, respectivaly.
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Q0oL ILILILILILICIL]
@O@ULILILILILILIL
O] I I[N
CLC] I I | O | I O
(COLC I I I | I |
OO LCO{ N | I | O |
LGOI | I [ sample
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Fig- Z Buggested plate loyout.

Standard

Blank

Control

m @ & m

o0

2. Prepare Instrument
Thesa directions are specific to the Bio-Plex® 100 or 200 Readar. To prapara aither a Bio-Plex 30 Readar or
Bio-Plax® MAGPR™ Muftiplex Reader, consult their respective user manusals.

Mote: While the instrumeant is warming up, bring tha 10x wash buffar, assay buffer, and diluants o room
termparature. Keep other tems on ice until needed. Alzo, bogin to thaw frozen samples.

Start up and calibrate the Bio-Plex Systom with Bio-Plex. Manager Software prior to setting up tha assay. The
calbration kit should be run daily or befora each uss of the instrument o standardiza the fluorescance signal.
For instructions on using other xMAP Systemn software packages, coniact Bio-Rad Technical Support.

The validation kit should ba run monthly to ensure optimal performance of fluidics and optics systems. Refer
to either the software manual or online Help for directions on how to conduct validation.

Starting Up the System (Bio-Plax 100, 200, or similar)

1. Empty the waste boitle and fill the sheath fluid bottle before starting if tha high-throughput fluidics (HTF)
unit is nat u=ad. This will prevent fluidics system backup and potential data loss.

2. Tum on the readar, XY platform, and HTF {f included). Allow tha system to warm up for 30 min

3. Solect Startup @8 and follow the instructions. If the system is idke for 4 hr without acquirng data, the
lasars will automatically tum off. To reset the 4 hr countdown, select Warm up 2, and wait for tha
lasarsfoptics to reach opearational temperatura.

Calibrating the System

1. Salect Calibrate ©F and confirm that the default values for CAL1 and CAL? are the same as the values
printad on the botile of Bio-Plex Calbration Baeads. Usa the Bio-Flex System low AP targat value.

2. Salect OK and follow the software prompts and step-by-step instructions for CAL1 and CALZ calibration.

Mota: In Bio-Pex Manager Software version &1 and higher, starup, warm up, and calibration can be
performed together by selecting Start up and calibrate = .

Bioi-Ples Pro Human Cytokine fAssays | 7

136



Socton T Detalad Insrucions:

3. Prepare Wash Buffer
1. Brng the 10x stock solution to room temiparature.

2. Dueto high concentration, it's possible crystals ara still presont aftar the buffor has boen warmed up
o room temperature. Hold tha bottla with one hand and skowly swir it to help solubilize the ramaining
crystalz. Mix tha 10x siock sclution by inversion befora preparing the 1x wash buffar.

3. To prepare 1x wash buffer, dilute 1 part 10w stock solution with 9 paris deionized water.
4. Prepare Wash Method
Compatible wash stations and plates ame listed in Table 4.

Table 4. Summary of compatible wash stntions and plate typas.

Wash Mathod Wash Station Assay Flata

Magnatic saparation Bio-Plax Pro™ Wash Szation Flat bottam plate
Hio-Ples: Hardhald Magnatic Weshar

Setting Up the Bio-Plex Pro Wazsh Station

The wash station should be primed bedore use. For mora information, refer to the Bio-Plex Pro Wash Station
Cuick Guide (buletin #5826,

1. Install the appropriate plate camiar on the wash station.

2. Use the Prime procedura to primea channel 1 with 1x wash buffar.

Setting Up the Bio-Plex Handheld Magnetic Washer

Flace an empty flat bottom plata on the magnetic washer by shiding it under the rataining clips. Push the
clips imward to secura the plate. Make sura the plate i held sacurely. f needed, the clips can be adjusied for
height and tension. For detailed instructions, refer o the usar guide ([documant #10023087).

5. Prepare Samples

Ganaral guidelines for preparing differant sample types are provided hera. For more information, consult the
publications listed in Bio-Rad Bulletin #5297, available for download at bio-rad.com, or contact Bio-Rad
Technical Suppaort.

s Once thawed, keop samples on ica. Prepare the samipla diutions just prior to the start of the assay. Do
niot fresze diuted samplas

= Prepara the sample dilutions in microcentrifuge tubes. Fefer to Table & for recommendad sampla
diluentz and dilutions HB. Alternatively, if a multichannel pipet will be wusad to load the plate, aliquot the
required volumes info Tiertuba® Micro Test Tubas

Tabla 5. Summary of recommendsd sample diluents and dilstion foctors.

Sample Type Dilhustion Factor Dilumt

Sarum and plesma 4 dilsion Sampie divent HB

1CAMAMCAMA [serum and plasma) 400 Standard diuent HE

Cell and tissua hysas iz Standard dilent HE

Criar Fuids: Usar defined Dduant + 0.6% boving: serum albumin [BSA)

8 | Bio-Piax Peo Human Cytoking Assmys

137



Saction T Dalniled Instinucions

Saerum and Plasma

MNote: If using plasma, ethwlenediaminetetraacatic acid (EDTA) or citrate i preferred as an anticoagulant.
Heparin-ireated plasma, whils compatible with Bio-Plex Pro Assays, may absorb cartain soluble proteins of
interast. Avoid uzing hamolyzed samples.

1. Draw whole blood into collection tubes containing anticoagulant. imsart tubes several times o mi.

2. For somum, allow the blood to clot at room tomperature for 30 to 45 min. For plasma, proceed dirocthy
io the canfrifugation staps.

3. Parform centrifugation at 1,000 x g for 15 min at 4°C and transfer the ssrum or plasma to a clean
polypropylene tubsa.

4. Tocompletely remove platelets and precipitates, cantrifuga again at 10,000 x g for 10 min at 4°C.
Altarnativaly, filter the samples with a 0.8/0.2 pm dual fitter o pravent clogging.

£ It iz recommended to dilute samples fourfold {for example, 15 pl sample + 45 pl sample diluant HB)

Azsay samples immediately. Aiquot inte single-usa tubes and store at —70C. Avoid repeated samipla
ireare-thaw cycles.

Call Culturas Supsarnatant

1. Collect supernatants by pelleting cells at 1,000 x g for 15 min at 4°C. For cel lines cultured in sarum-
frea culture media, collect samiples and add BSA as a carmiar protein to a final concaniration of at least
0.5% to stabiliza profein analyies and to prevent adsorption to labware.

2. Trangfer o a clean polypropylene tube. i caellular debris or pracipitates are presant, centrifuge again at
10,000 x g for 10 min at 4°C.

3. ltis recommended to test undiluted samples first. If high lewels of analyie are expectad, samples can be
further diluted with an approprizte medium.

4. Aszay immediately. Avoid repaated sample frecze-thaw cycles.

Cell and Tizssus Lysates
The Bio-Plax Call Lysis Kit [catalog #171204011) k= required for preparing vestes derived from cell culture and
tizzun samplos. Just before use, prepare an adequate volume of call lysis buffer by adding factor 1 and factor 2.

s Prepara 500 mM phenyimetiyisulforyl fluonde [PMSF) by dissolving 0.436 g PMSF in & mi dimsetiy
sulfoxide [DMSO). Store as aliquots at -20°C. Add PMSF to the cell ysis buffer at a final concentration of
2 mi

= Reconstitute cell ysis factors | and || fo 100w with 250 pl of detilled water and wortex to mix. Add the
reconsiiiuted factor to the cell ysis buffer to & final 1x working concentration

Adherant Cealls

1. Once cultured cells are ready, aspirata the culture madium and quickly rinsa the colls with ice-cold cel
zignaling cel wash buffer (bottle with the blue cap). The volume of buffer required is the same as the
volumea of aspirated cell culture medium. Keop the calls on ice during all staps when possible.

2. Complately remove the bufier before ysing the calls.

Bio-Plas Pro Human Cytokine Assmys | O
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3.

Immediately add the cell lysis buffer to tha cells. The amount of kysing =olution nesdad dapends on the
call dansity in the cultura vessal (jor axample, add 1.5-2 ml of lysk buffer toa 10 cm dish that is
-80%: confiuent).

Mote: It may be necessary to lysa the samples with different wolumeas of cell ysis zolution to obiain tha
speciiied protain concentration rangsa.

4

B,

B.
a

Scrapa the cells with a cal scraper, collect call suspension into an appropriately sized tube, and gantty
rock for 20 min at 4°C.

Parform aither of the following staps to remove insoluble cellular particulates:

— Ceniriiuge the call yzate solution at 4,500 x g for 20 min at 4%C, and then filter tha lysate using a
0.45 pm syringe filtter

— If the lysate volume i not adequeate for filtration, centrifuge the ysate at 15,000 x g for 10 min at 4%C
using a banchiop microcantrifuge

Collect the filtared y=ate or supamatant after cantrifugation.

Mesasure the protain concentration using Bio-Rad's DC™ Protein Assay Reagents Packags
icatalog #6000116) and, if needed, adjust protein concentration with cell iysis buffer containing PMSF
and cell ysis factors | and Il

Tha suggested working protein concentration range for these assays & 500-1,000 pg/ml.
Store the aliquoted lysates at —70FC until eady o use.

10. Lysate should be diluted 1:2 with standard diluent HE.

Suspension Cells

1.

L

Collect the call suspensicn and pallet tha cells by spinning at 1,000 x g for &5 min at 4°C.
Azpirate off call culture medium complateby.

Wiash the cellz by resuspending them in ice-cold cell wash buffier [bottle with the blue cap).
Cantrifuge the cells at 1,000 x g for & min at 4°C.

Complately remove the buffer.

Immediately add the proper volume of call lysis buffer and gently rock for 20 min at 4°C.
Remove insoluble cellular particulates &= described in Adherent Cells step & above.

Follow Adherant Calls steps 6-9.

Praparation of Tissue Lysate with Mini Disposable Pestle Grindar

1.

Prepare an adequate volume of lysing solufion. For 50 mil of ysing solufion, add 200 pl of factor 1 and
100 pl of factor 2 to 49.5 mil of call s buffer. Vortex gently to mix and sat aside on ice. Than add
200 pl of 500 mh PMEF. Label the buffer as total lysis bufier (TLE).

U=a a =terile disposable scalpel to transfer roughly 25-35 mg of tissua samipla into a sterike 1.5 mi
microcenirifugs tube.

10 | Bio-Piax Peo Humen Cytoking fssmys
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Add 100 pl of TLB to the tube and grind the issue 10-15 times uniil no large pieces remain.

Add 650 pl of TLE fo the tubo and mix gently. Close the cap and store the tube on ice for 10 mim.
Canirifuge tha tuba at 4°C for 10 min &t 10,000 g.

Carefully transfar the clear supernatant to a prechilled 1.5 ml microcentrifuge tuba.

Labeal the supematant as tofal lysate.

m o~ m o AW

Detarming the protein concentration. I is recommeanded to keep lysate concantration at 0.5-1 mg/ml.
Prepare aliquots and store them at —B80°C for single usa.

Lavage, Sputum, and Other Biological Fluid Samples

Keep all samplas an ice uniil ready for use. The appropriate sample dilution factor should be optimized by
tha user.

1. W regquired, diute the sample in Bio-Plax Sample Diluant HE.
2. Canfrifugs the diluted sample at 10,000 x g for 10 min at 4°C to clarify the sample.

Mote: Physiological levels of ICAM-1 and VCAM-1 are typically found at much higher concantrations;
tharefore, higher sampla dilutions are required to achiove measurable concantrations within the standard
curve. For human ICAM-1 and WOAM-1 assays, dilute serum or plasma 1:100 in Bio-Plax Standard Diluant
HE with two serial diutions. For example:

First dilufion {1:4); 10 pl sample + 30 i diluent
Second dilution (1:25) 5 pl from the first diution + 120 yl diluent

6. Prepare Standards and Controls

Ganaral Instructions

It iz es=antial to prepare standards and quality controls (if included) exactly as dascribed in this section.
Incomect preparation may kead to low signal or variable measuramants.

The product data sheet provided with the standards lists the most concenirated point on the standard
curee (51). Enter this information into Bio-Plex Manager Software as instructed in Raad Plate soe also step 4
under Preparing the Protocol in the Bio-Plax Manager Software Version 6.0 and Higher saction).

Uszing the GQuality Control (optional)
A single vial of control i provided only with the premixed panels. its wsa is intendsd for monitoring the day-
to-day quality of asz=ay results.

Selacting a Diluent for Standards and Controls
Refar o Tabla & for recommended diluentz based on differant sample types.

In crder to maet the loi-specific control ranges provided in the product data shaet, both the standands and
controlz shoukd be reconstituted using the Bio-Plex Standard Diluent HE provided in the kit. If reconstituting
in a diffierent diluent, users will need to establish/Avalidate their own comtrol ranges or accepiance criteria.

Bio-Plax Fro Human Cyiokere Assays |
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Tabla . Summary of recommanded dilusnts for standards and controls.

Eampl Typa Diluant for Standards and Controis” Bddition od BEA
‘Sorum and plasma Saarderd dilusn HE Mana

Cuiura madi, with sorum Cufura medium Mara

Cubura madi, sorum Foa Cufura medium To 0LE% frad™
Lanvngga, spusum, ceher fuids Samplo duore HA To 0LE%. frad™
Cailftizmum bymain Saorcerd dilusm HE Hana

* ¥ using diuanis othar than standaed dibent, usens must establish thair own contml rangas.
= A lonst D.5% final BSA s moommendad 1o stabilire anslyios and reduca adsorpiion o nbsoa.

Reconstituting the Standards and Quality Controls
Thiz procedure prepares enough standard to run each dilution in duplicate.

1.

Gently tap the vial containing the yophilized standards on a solid surface to ensure the pallet is at the
bottom of the vial

Reconstitute a single vial of standards with 260 pl of standard diluent HE (defauli dilueni).

Optional: at the same fime, reconstitute tha conirol vial with 250 pl of standard diuent HE. The control
doez not require furthar dilution.

Voriex the reconstituied standards and condrol at medium spoed for & sec, then incubate on ice for
30 min. it & important that reconstitution of standards and control i started and ended at the zame
time. Be conzistent with this incubation time to ensure optimal assay parformance and reproducibility.

Praparing the Standard Dilution Series

The following procedure producas an eight-point sfandard curve with a fourfold dilution betwean each point.
Fipet carsfully using calibrated pipets and usa a new pipat tip for every volums transfer.

1.

Label zeven 1.5 mil polypropylens tubes 52 through S8 and blank. Aternatively, using Titertube® Micro
Test Tubes may prove more comvenient if a multichannel pipet will be usad to load the plate.

Add 150 pl of standard diluent HE fo tubes 52-58 (Fgure 3).

‘ortex the reconstituted standards at mediom speed for & sec bafore remaoving any volume. Tranzsier the
enfire amouwnt of 250 pl to a tubs labeled S1. Transbar 50 pl of &1 to the 52 tube already containing
150 pl standard diluent HE. ortex for 5 sec.

U=a 2 new pipet tip to transier 50 pl from the 52 tubs to the 53 tube. Vortex for & sac.
Continue with 1:4 (fourfold) sarial dilutions as shown in Figure 3.
Uza reconstitutad and diluted standards and controls immediataly. Do not freazs for future usa.
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Tronsfer Volume, pl 250

Aeconstituted
Standard  E— . ' | ) I\_;
84 52 83 84 35 = a7 38 | Blank
Standard Diluent HE, pl 0 160 160 150 160 160 150 160 150

Fig. 3. Proparing a fourfold dikuticn seres with a single reconstituted standard.

Mote: For samplas with very low endoganous analytas, prapaning an additional standard point to axiend the
bottom and of the standard curve may help to improve sample detectability.

7. Prepare Coupled Beads

1. Us=e Tables 7 and 8 o calculate the volume of coupled beads and aszay bufier needad to prepans a

1 stock.

2. Add tha required wolume of Bio-Flex Assay Buffar to a 15 mil polypropylene tuba.

3. Vortex tha 10% or 20w stock coupled beads at medium spead for 30 sec. Carefully open the cap and
pipet any Iquid frapped in tha cap back into the tuba. This iz important to ansure maxamum bead
recovary. Do not centrifuge the vial; doing so will cawse tha beads to paliet.

4. Diluta coupled beads to 1x by pipatting the required volume into tha 15 mil conical centrifuge fuba.

Woriox the tuba.

£, Protect the beads from ght with aluminum fod.

MNote: To minimize volume loss, use a 200-300 yl capacity pipe! o remove beads from the 20x stock tube.
If necessary, perform tha volume fransiar in two steps. Avoid using a 1,000 yl capacity pipet andfor wide

bora pipat tip.

Praparing 1x Coupled Beads from Stock (includes 20% excess voluma)

Takbda 7. Premixed panal

Numbar of Wells #lx Baads, pl Aszay Bufior, Tetal Vokuma, pl
pH =1 EAaD B,700
Taltis B. Mixing singloplar ssays.
Snglaplan 81 Singloglax £2
Murmibar of Wads 20x Bands, i 20w Bonds, Assay Buffar, Total Valumes, gl
pH 286 1) EAaD ]

Bio-Plax PFro Human Cytoking Assays | 13
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8. Run Assay

Considerations

= Bring all assay components and samples to room temiparaiure (RT) bafore use
w  Use calibrated pipeiz and pipet carafully, awoiding bubbles

»  Pay close attantion to wortaxing, shaking, and incubation instructions; deviating from the protocol may
result in ssay variability

= Assay incubations are carried out on & shaker at 850 = 50 rpm at AT. Cover the plate with sealing tape

»  Aftar each assay step, salect the appropriate Bio-Plex Pro Wash Station program or pericm the
appropriate manual wash step noted in Table 9

Tabla 9. Summary of wash options and protocols.

Bio-Plax Pro Wash Station Handhald Magnat
Assay Saop Magnatis Program Manual Wash Etaps
Add bands to plaia MAG x7 LR (LT
Sampia incubation MAS x3 Ix 100

Dataction antbody inoubation
E4-FE inoubaton

Adding Coupled Beads, Samples, Standards, Blank, and Controls
1. Cower the unu=ed wells of tha assay plate with saaling taps.

2. Vortex the diluted [1x) beads for 30 sec at medium spead. Pour into a reagent resarvoir and transfer
50 pl to each well of tha assay plata.

Tip: A muiltichannel pipat is highly recommeanded for easa of use and efficiency.
3. Wash the plate two times with 100 pl Bio-Plex Wash Buffer per well using the wash method of choice.

4. \oriex the diluted samples, standards, blank, and controls at medium speed for & sac. Transfer 50 pl of
each to the appropriate well of the assay plate, changing the pipet tip after every volume transfer.

& Cover the plate with a new shoet of saaling tape. Incubata on shaker at 850 + 50 rpm for 20 min at AT.
Mote: Be consistent with thiz incubation time and shaker setting for oplimal assay performance and
reproducibility.

Preparing and Adding Detection Antibodies

1.  While tha samples are incubating, use Tables 10 and 11 to calculate the volume of detection antibodies
and detection antibody diluent HE necdad to prepare a 1x stock. Detection antibodias should be
prepared 10 min bofore use.

2. Add the required wolume of datection anfibody diluant HE o a & mil polypropylens tuba.

3. Vortex the 10 or 20x stock datection anfibodies for & sac at medium speed, than perform a 30 sac
spin to coliect the entire wolume at the bottom of the tube.

4. Dilute detection anfibodies to 1x by pipetting the required volums into the & mil tube. Vortex the tubea.

14 | Bio-Plax Pro Human Cyscking Assys
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Tabde 10. Premixed panal.

Numbar of Walls 1w Datacton Antibodics, pl Detaction Antbody Didwent HE, pl - Total Voluma, pl

4] 300 2,700 3000

Tabla 11. Mixing singlepkx assays.

Singlapiox 4 Singloplox £2
20x Detocton 20 Datection Detection Antibody

Mumbar of Walls Antibodias, pl Antibodis, 1 Dilorrt HE, i Total Valums, pi

™ 160 160 2,700 2000

After incubating the beads, samples, standards, Blank, and controls, slowly remove and discard the
sealing tape.

Wash the plata three times with 100 pl wash buffier par wall.

Vioriex the diluted (1x) defection antibodies at medium speed for & sec. Transior into a reagent rasonaoir
and dispansa 26 yl to each well of the assay plate using a multichannal pipat.

Cower the plate with a nevw sheet of sealing tape. Incubate on shakear at 850 + 50 rpm for 30 min at AT.

Praparing and Adding Streptavidin-PE (SA-PE)

1.

10.
1.

12

While detection antibodies are incubating, use Table 12 to calculate the wolume of SA-PE and assay
buffer neaded o prapare a 1x stock. SA-PE should be prepared 10 min bafore use.

Add the required wolurme of assay bufier o a 15 ml polypropylens fuba.

Vortex the 100x stock SA-PE for & sac at medium speed. Periorm a 30 sec spin to collect the antira
volume at the batiom of the fube.

Diluta SA-FE o 1x by pipatting the required wolume into tha 15 mil tube. Vortax and protect from light
until ready o use.

Table 12 Preparation of 1x SA-PE from #00x stock.

MNumber of Walls 100x SA-PE, pl Assay Buffer, pl Total Volume, pl

] ED G040 E,000

After detection antibody incubation, skowly remowe and discard the sealing tape.
Waszh the plata three times with 100 pl of wash buffier par wall.

Vortex the diluted (1x) SA-PE at medium speed for & sec. Pour into & reagent resenvoir and transfer 50 pl
o each well using a multtichanned pipet.

Cover the plate with a new sheet of 2ealing tape. Incubate on shakear at 850 + 50 rpm for 10 min at BT
Aftar the straptavidin-PE incubsation step, slowly remowe and discard the saaling tapa.
Waszh the plata three times with 100 pl of wash buffier par wall.

To resuspand beads for plate reading, add 125 pl assay buffar fo each wel. Cover the plate with a
new sheet of saaling tape. Shaka at room temparature at 850 + 50 rpm for 30 sac. Slowly remove and
discard the sealing tape before placing the plate on the reader.

Reder to Table 12 for instrumant satfings.
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Tablo 13. Appropriato instrument settings for rending the plota.

Instrument R [PMT) 0D Gatas Eond Events
Bio-Pigs 800, 2007 Lo B, D00 {lorad, 25,000 highi B0

Bio- Plax 30° Standard Salact MogPlax bands B0

Bz Piax MAGPT My, use defmult insrumant settings

" O similar Lumirex based sysom.

9. Read Plate

Bio-Plax Manager Softwans is recommandead for all Bio-Flax Pro Assay data acquisition and analysis.
Instructions for Luminex xPONENT Software ame also included. For instructions using other xMARP system
software packages, contact Bio-Rad Technical Support or your regional Bio-Rad field applications
specialist.

Praparing the Protocol in Bio-Plex Manager Software Version 6.0 and Higher

The protocol should ba preparad in advance =0 that the plate is read a3 so00n &3 the experiment is
comiplota.

A protocol file specifies the analyies in the assay, the plate wells to be read, sample informeation, the valuas
of standards and controls, and insfrumeant sattings.

Bio-Plax Manager Software varsion 6.0 and higher contains protocols for most Bio-Plax Assays. Choosa
from available protocols or croate a new profocol. To creata a new protocol, salect File, then New from the
miain manu. Locate and follow the steps undar Protocol Settings.

1. Click Dascribe Protocol and enter information about the assay (optional).

2. Clck Select Analytes and croate a new panal. Vizually confirm the selecied analytes and procesad to
siep 3.

a. Click Add Panal |34 in the Salect Analyies toolbar. Enter a new panal name. Salect Bio-Plex Pro
Assay Magnetic from the assay dropdown list. If using Bio-Flax Manager Software warsion 5.0 or
loweer, salect MagPlex from the assay dropdown list

b. Click Add. Enter the bead region numbsar and name for the first analyte. Click Add Continue io
repaat for each anatyte in the assay. Reler to the bead regions in parenthezes () listed on the peel-off
label providad with the standards. For reference, bead regions are shown in Tabla 1.

. Click Add when the last analyte has bean added and click OK to save the now panel.

d. Highlight analytes from the Avalablo list (leff) and move to the Selacted list fright) uzing the Add
button. To move all analytes at once, click Add All.

a. If zome of the analyies noed o ba removed from the Selected list, highlight them and salect
Remaove. It is possible to remame the panel by clicking Rename Panel and antering a new panel
nams.

MNote: Do not usa presat panals found in Bio-Plex Manager Software version 5.0 or eariier becausa
tha baad regions are not up to data.

3. Click Format Plate and format the plate according to the plate layout created in 1. Plan the plate layout
im this saction. To modify the plate layout, follow the steps below (sea Figurna 4).

a. Salect Plate Formatting.
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b. Salect the standards icon D and drag the cursor over all the wels that contain standards. Repest
this process for blanks <> controlz (), and samples [ ] Mote that Bio-Plax Manager Software
autcmatically subtracts the blank median filuorescence intensity value from all other assay wells.

4. Click Enter Standards Info in the Protocol Sattings bar.

a. Enter the highest conceniration of each analyte in the top row Jabeled 51} of the table. 51
concentration information is included with each vial of standards.

OQQQDDDDDDDD o Standard
SOOI OOO0O0

ceoUUOOOO0O000 € sax
coODO0oOoOonon

coODODOOooOon @ cento
CeOOOOOOOOOd
oonERRRRRRER Sample

O L N | I O

Fig. 4. Plata formatting.

b. Enter a dilufion factor of 4 and click Calculate. The concentrations for each standard point will be
populated for all analytas in tha tabla.

m o o @ =
e

.,.,
AN

(1]

c. Oplional: enter the kot number of the vial of standards into the Standard Lot box and click Save.
£, Chick Enter Controls Info.

a. For usar-specified confrols, sslect an analyte from the dropdown menu, then entar a description and
concentration. Repesat for each additional analyie in the assay.

b. Foronly the quality controls supplied with the prembeed panal, format the appropriate wels as controls,
entaring descriptions but ksving the concentrations blank. Allematively, the quality controls can ba
formatted as samplas with clear descriptions such as “guality control”

6. Click Entar Sample Info and antar sampls information and the appropriate dilution factor.
7. Click Bun Protocol and confirm that the assay settings are cormect.

a. Refer to Table 13 for the recommended BP1 (PMT) =atting. Protocols using attermative PMT settings
should be validated by the end usar.

Bio- Flax Pro Human Cyiokong Assays ir
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b. Confirm that data acquisition is sat to 50 beads per region. In Advancad Settings, confirm that the
bead map is sat to 100 region, the sample size is sat to 50 pl, and the doublet discriminator (D0 gates
ara sat to 5,000 (Low) and 25,000 (High). Salect Start, name and save the b file, and begin data
acquisition. The Fun Protocol pop-up screan will appear. Click Ejact/Retract to gjoct the plate carmier

Acquiring the Data
1. Shaka the assay plata at 850 = 50 rpm for 30 sac and visually inspect the plate to ensure that the assay
walls are filled with bufier. Slowly remove tha sealing tape bofore placing the plate on the plate carrier.

2. Click Bun Protocol. On the pop-up screen, salect Load Plate and click OK to start acquirng data.

3. Saolect Wash Between Plates £ afier avery plate run o reduce the possibility of clogging tha
imstrument.

4. | data are acquired from more than cne plate, empty the waste bottia and rafil the sheath bottle after
each plate {if HTF are not prasent). Select Wash Between Plates and follow the instructions. Then
rapeat the Prapare Protocol and Acquire Diata instructions.

5. When data acquisition is complete, salact Shut Down 2 and follow the instructions.
Reacquiring the Data

It is possible to acquire data from a well or plate a sacond time using the Rerun/Recovery mode located
below Start in the Run Protocol step. Amy previous data wil be cverwritien.

1. Check the wellz from which data will be reacquined.

2. Aspirate the bufier with the wash method of choica, but do not perform the wash step.

3. Add 100 yl of assay bufier io each well. Cover tha plate with a new shaat of saaling tape. Shaka the plate
at 850 + 50 rpm for 30 zec. Slowly remove tha sealing tape before placing the plate on the plate readier.

4. Repaat tha Acquire Cata steps fo reacquire data. The data acquired should be similar to those acquirad
initially; however, the acquisition time will be extonded bacause the wealls have fowear boads.

Data Analysis
Conirolz

If the quality condrols were run in the assay plate, opan the results {rbx) file, click Report Table, and locata
tha control wells. Visually compare the observed concanirations of the control in the Report Table against
the kot-specific control ranges shown in the product data sheat.

Mote: Expected control ranges are provided for refarenca and should bo usad as general guidelines. Actual
results may vary for somea oparators. If the controls do not fall within the expected ranges, please rafar to the
troubleshooting section for possible causas and solutions.

Removing Cutliors

Cwiliers are identified as standard data points that do not mesat accuracy or precizion requirements and
should be considered imvald when performing curve fitting. They should be removed to generate a more
accurate standard curve.
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In Bio-Plex Manager Software version 6.0 and higher, outiiors can be sutomatically removed by selacting
Optimiza in the Standard Curve window. In Bio-Plex Managar Software 5.0 and earlier versions, outliers
alzo can ba manually salectad in the Report Table. Visit online Halp to learm mora about the standard cure
optimizer feature and how outiers are defermined.

Previous Versions of Bio-Plex Manager Software
For instructions on using previows versions of Bio-Plex Manager Software, please contact Bio-Had Technical
Support.

Lurminex xPONENT Software

Althowgh guidelines are provided here, consult the xPONENT Software manual for mora details. Parform
a systam initialization with Luminex’s calibration and performance verification kit, as direcied by Luminex.
Saolect Batches to 2ot up the protocol and follow the information undar Sattings.

Mote: Tha instrument seitings described below apply to Luminex 100200 and FLEXMAP 30 or Bio-Plax 2D
inetruments. For the Bio-Plax MAGPEK Multiplex Readar, use the default instrumant sattings.

1. Select MagPlex as the boad tyvpe for magnetic beads, which automatically sets the DD gates.
Volume: 50 pl.

Refer to Tabla 13 to select the appropriata PMT setting for your instrumant.

Plaie name: 96-wall plate.

Analysis typa: Quantitative, SPL Curve Fit.

= S

Number of standards: 7.

Salect Analytes o sat up the panel.

1. Enter pg/ml in the Units fiekd.

2. Enter 50 in tha Count fiald.

3. Select the bead region and entar the analyta name.

4. Click Apply All for Units and Count.

Salect Stds and Cirs.

1. Enter standard concantrations, kot numbear, dilution factor, and other information as applicabla.
After tha assay is comiplata, salect Results, then salect Saved Batches.
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Section 9
Plate Layout Template
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7.10 Ethikantrag

FLLLEY ]
5 4
Y
Eﬁ :"' UMIVERSITAT ZU LUBECK Sl inSamriaalmn
"l'l..,..i“ Varsitzender
Hewr Prod. Dr. med. Alexarder Katalini
Uniivarsitiie ru | itheck - Ratpeburger Miee 160 20538 Libak Universitit z2u Libeck
Stelly, Worsitrander:
Herm Harr Praf. Or. med Frank Gieselar

Ratzebaurger Alles 150
[Or, me_'d:Franza_-m_ 3530 Laback
Medizinische Klinik Ml
Sachbearbeiien g Fraw Janene Ercrmann
im Hause Teel.: +0% 451 300 4E5
Fax: +49451 500 3026

rachrichilich it ek b g nd e Bprk de
Herm Feal Dr. Tabel, Dirckior der Medainbchen Binil

Aktenzaichan: 15-171
Datum: 09, Jubl 2015

Sinzung der Ethik-Kommission am 02 Juli 2015

Antragsteller: Herr Dr, Framsen

Titel:  Einflasse umterschisdlicher Nikotinapplikationen (Filterzigareite vs. E-Tigarette) auf zentrabe HEmo-dynamik,
Arterielle Gefalsteifighelt, Inflammatian und endethelisle Dysfuniction

Sehi giishaér Herr Dr. Franzen,
der Antrag wurde unigr Barufsethischen, mediznisch-sissenschaftichen wnd berufsrechtlichen Gesichtspunicen geprifr,

Die Bommazsian hat rach der Besdcksictigung der falgenden Hinweiss keine Bedanken: Dis Rsiken des Venerwenssi-
hathiters sind 2 nennen. Bel der Ansprache sollte won interessenten und nicht ven Probanden® die Redie sein, Die Erd@rung
eurmn Disterschute i spezifischer u geatalben fwer darf wem wie genzu zucrdenbane Daten ) weltham Zaweck dhermitteln ],
das Rechit auf nachirdgiche Daterdaschung it as rennen, auterisiens Dritte gibt es im vorkegencen Fall nicht (nuer bej AMG
und MPG-Friifungen). Dle Aufklisungamaesisien sind enger am Mustertest 20 arentisren. Wenn nige Maroer beilnehmen, st
des Ausschhusskrizerium Schwangerschaft nu streichen. Bie Kommission nimmt an, dass es sich in der Einwilligung bei des
Kutzung der Ergebnisse sus anderen Klinikem um sinen Kapaerfehler handeh und bittet den SAbschnitn zie [§ichen

Bai Brclarung cles Studiendesigns sollie der ANt érmeul vergelegh wreeden,

Uy alle schwensiogenden oder unenvarbeten und unemsynschinn Ersignisse, dio wilmnd der Studie poftreten, (st die Kommisios

g hind zu besachrichtiges,

Cie Deklarasion wom Helsink in disr akuslien Fasseng fordert in & 35 dazu auf, jodes maedizinicts Farschungeeorhaben mit Mensdhen
registricren Dahar amplisth die Bomemisson grundsiinzlich dis Sadienregisierung in snem Sfentichen Regines (20 wnnar www deks da|
Dhie drethele und [uristische Veranivwomung de Studwnleiters end der an der Studie beilsehmenden A Heist enisprechend der
Berstungsfunktion dar Ethikkssresiision durch unsere Sellungratens unberihi,

EPraf, Do, Katslin: B Frau PO O, Jeuch-Crars B Frau Prof, O, M. Schrader
soz med Epidemiaiagis, Vonitrender] [Prpchiatrie] (Flashche Chinngie)
E=wir Prol, Dy Gimalker EHere P Lsasten i Prael, Dir, Schwanioeger
[Mecl Klinik | Sty Vorsitmanden] |Kind e wemed Jugandmadizing Fharmakalogis]

B v v Binie® B HeEme Prof, fliaes Frau Prol. E Sl

K hirurgiel {he urnioagie] (Theclagm)

BEHeer Prol. O, Bondk B Peot. RehmannSullar ey Dv. B Woarrsin
M. u. Wil geschichied e w Wik guschichse) [enrum For Klnische Studeni
ElFrau A Varmies ELHer W, Schmaider [ Frau Prof, Fihlke
Fichoerin am Amsgeich Libesck Cizeprisident 2 Laedgernic i | igeck) IHuFTangentikl
Birau & larnhks
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UNIVERSITAT Zu LOBECK
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Linbsersitat zu Lk - Ratzabuper Allee 160, g B Libeck

Herm
. med. Franzen
bdedizinsche Klind

im Hause

Ethik-Kammilssion

Vorsitzencer:

Herr Praf, r, med. Alexander Katalinic
Unieersitdt zu Lilbeck

Seelly, Vorsitzender:

Herr Prof. Or. med, Frank Gieseler
Fateaburger Alles 160

3538 Libeck

Sachhearbettung: Frau Janine Erdmann

Tel.: +4g 454 jaca 1008
Frss &4 £5L 100 1034

aihidemmisicni@ unlebeck. de

Aktenzeichen; a5-172
Datem: 14§, Mdrz a01g

Einfliisse unterschiedlicher Nikotinapplikationen (Filterzigarette vs. E-Zigarette) auf zentrale Hamo:
dynamik, Arterlelle Gefisteifigkeit, Inflammation und endotheliale Drysfunktion
Hier: Amendment — Ihr Schreiben vom as, Februar 2019 und E-Mail vom 13. Mirz 2019

Sehr geehrber Herr Dr. Franzen,

die Kommission sultert keine Bedenken gegen die Erweiterung des oben genanmnten Prajekies um das
Vorhaben _Einfiiisse der 1005 und weiterer Miketinapplikationen auf Zentrale Harmadynamik und

Arterielle Gefalisteifigkeit und endotheliale Dysfunktion®.

Folgende Unteriagen lagen vor:

Ihr Anschredben vom 25, Februar zoag und E-Mail vom 13. Mérz 2029
Probandeninformation und Einwilligungserklarung vorm o7. Marz 2019
Studienprotokell , Einfilssa der 1005 und weiterer Nikotinapplikatonen auf Zentralke
Himodynamik und Arterielle Gefalisteifigkeit und endothelisle Dysfunktion® aus dem Februar

2074,

#it freundfthen Grifien

. Dr. med, Alexander Katalinic
Vorsitzender
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7.11 Tabellen mit Origin

aldaten der Ergebnisse

CO-Gehalt in der Ausatemluft

Zigarette JuuL IQ0S E-Zigaretto ohne

,\iﬁﬁt'gn Mittelwert SEM |Mittelwert ~ SEM Mittelwert ~ SEM |Mittelwert SEM
30 | 40000 o03861| 46000 06743 37000  0,7543| 41500 1,0545
30 | 55500 04645| 53000  0,6411 50000  08915| 47500 1,1559
60 | 54125 04396 45000 05549 48500  0,7584| 52500 1,1023
120 | 55125 o04639| 44000 05496 57500  1,0757| 52000 1,1462

Tabelle 4: CO-Gehalt in der Ausatemluft - Mittelwert und SEM in ppm

CO-Gehalt in der Ausatemluft

Mehrfaktorielle ANOVA mit
Messwiederholung

Mauchly-Test auf
Spharizitat

Signifikanz

Versuchsbedingung 0,581
Zeitpunkt 0,000

Versuchsbedingung

X Zeitpunkt 0,025

Greenhouse-

Signifikanz Geisser

0,121 -

0,024 0,000

0,000 0,002

Tabelle 5: CO-Gehalt in der Ausatemluft - Mehrfaktorielle

ANOVA mit Messwiederholung und

Mauchly-Test

CO-Gehalt in der Ausatemluft

Signifikanzen des Post-h

oc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der
Versuchsbedingungen

' 2. Versuchsbedingung
1 Versuchsbedingung Zigarette JuuL IQ0S Legarette
Zigarette - 0,907 1,000 1,000
JuuL 0,907 - 1,000 1,000
1Q0S 0,000 1,000 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 0,002 1,000 1,000 -

Tabelle 6: CO-Gehalt in der Ausatemluft - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

CO-Gehalt in der Ausatemluft
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der

Zeitpunkte
) 2.Zeitpunkt
1.Zeitpunkt

T-30 T30 T60 T120
T-30 - 0,000 0,000 0,002
T30 0,000 - 1,000 1,000
T60 0,000 1,000 - 1,000
T120 0,002 1,000 1,000 -

Tabelle 7: CO-Gehalt in der Ausatemluft - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Zeitpunkte
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CO-Gehalt in der Ausatemluft
Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

. . . 95 % Konfidenzintervall
Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler
Untergrenze Obergrenze
T-30 3,550 0,555 2,389 4,711
. T30 7,150 0,927 5,210 9,090
Zigarette
T60 7,050 0,956 5,050 9,050
T120 6,700 0,811 5,002 8,398
T-30 4,600 0,674 3,189 6,011
JUUL T30 5,300 0,641 3,958 6,642
T60 4,500 0,555 3,339 5,661
T120 4,400 0,550 3,250 5,550
T-30 3,700 0,754 2,121 5,279
T30 5,000 0,891 3,134 6,866
1Q0S
T60 4,850 0,758 3,263 6,437
T120 5,750 1,076 3,498 8,002
T-30 4,150 1,055 1,943 6,357
E_Z|garette ohne T30 4,750 1 ,156 2,331 7,169
Nikotin T60 5,250 1,102 2,943 7,557
T120 5,200 1,146 2,801 7,599

Tabelle 8: CO-Gehalt in der Ausatemluft - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion
von Versuchsbedingung und Zeit - Mittelwert und SEM in mmHg

Peripherer Systolischer Blutdruck

Zigarette JUUL IQ0S E-Zigsirke;ttienohne

et | mittewert  SEM [ Mittewert SEM Mittelwert SEM |Mittelwert SEM
5 |109,0500 1,1881|110,0000 23564 | 107,000 2,4494|108,1500 2,5197
0 |117.6250 1,3720|117.9500 23979 |121,5000 2,501 109,6500 25228
5 |117.4875 1,5568| 1169500  2,2901 118,6000 4,1672|111,9500 2,7810
10 |116,9375 1,4244]|1154000  2,6471 118,3500 3,2129| 113,3000 2,9692
15 | 1151000 1,4489]| 1147500 29226  |116,0000 3,5378|112,5000 2,5126
30 [111,8500 1,3550|113,0500  2,5188 | 1094500 2,9204|111,5500 2,8832
35 |113,0385 1,3634| 1124500 25147 | 113.4000 3,0517|111,6667 3,0593
40 |114.0000 13620(111,7368  1,9762  |114,1000 2,3180|113,1667 3,5093
45 |1136962 14934[1132000  3,5021 115,2000 2,5829 | 111,6842 2,5202
50 |113.2375 1,5714| 1087500  3,0200 | 1155500 3,1368|112,2000 3,0023
55 |1137564 1,3669|112,0000 28470  |1154500 2,6877 | 112,611 26397
60 |113,0500 1,4251|1124000 27960  [112,1500 3,3711| 112,000 2,5669
75 |112,2125 14516| 1108500 23173 [112,7500 2,6327| 11,4000 3,2179

Tabelle 9: Peripherer Systolischer Blutdruck - Mittelwert und SEM in mmHg
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Peripherer Systolischer Blutdruck

Mehrfaktorielle ANOVA mit

Messwiederholung Mauchly-Test auf Sphéarizitat

R R Greenhouse-
Signifikanz Signifikanz Geisser
Versuchsbedingung 0,047 0,040 0,015
Zeitpunkt 0,015 0,038 0,000

Versuchsbedingung

x Zeitpunkt 0,034 . )

Tabelle 11: Peripherer Systolischer Blutdruck - Mehrfaktorielle
ANOVA mit Messwiederholung und Mauchly-Test

Peripherer Systolischer Blutdruck

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der
Versuchsbedingungen

‘ 2. Versuchsbedingung
1. Versuchsbedingung Zigaretts JUUL Q0S oi'nzégﬁifétt?n
Zigarette - 0,011 1,000 0,022
JUUL 0,011 - 1,000 1,000
IQOS 1,000 1,000 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 0,022 1,000 1,000 -

Tabelle 10: Peripherer Systolischer Blutdruck - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

Peripherer Systolischer Blutdruck
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der Zeitpunkte

i 2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt
T-5 TO T5 T10 T15 T30 T35 T40 T45 T50 T55 T60 T75

T-5 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,734 0,001 1,000 1,000 1,000 0,119 0,340
T0 0,273 - 0,004 0,114 0,029 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T5 1,000 1,000 - 1,000 0,172 1,000 0,119 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T10 1,000 0,577 1,000 - 0,340 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T15 1,000 0,293 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T30 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,273
T35 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 0,585 1,000 0,004 1,000 1,000
T40 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,228 1,000 - 0,114 1,000 1,000 1,000 1,000
T45 1,000 1,000 1,000 0,314 0,734 0,029 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000
T50 1,000 1,000 1,000 0,368 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000
T55 0,363 0,788 1,000 0,006 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000
T60 1,000 0,307 1,000 0,154 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000
T75 1,000 0,423 0,988 0,039 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 -

Tabelle 12: Peripherer Systolischer Blutdruck - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Zeitpunkte
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Peripherer Systolischer Blutdruck
Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

95 % Konfidenzintervall

Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler Untergrenze Obergrenze
T-5 111,47 2,51 106,14 116,80
TO 121,06 3,26 114,14 127,97
T5 121,88 2,92 115,69 128,08
T10 121,53 2,55 116,12 126,94
T15 117,71 2,91 111,54 123,87
T30 113,82 2,85 107,79 119,86
Zigarette T35 116,35 2,52 111,01 121,69
T40 117,12 2,77 111,25 122,99
T45 116,76 3,05 110,30 123,23
T50 117,41 3,57 109,84 124,98
T55 114,41 2,74 108,61 120,21
T60 115,35 2,95 109,10 121,61
T75 112,53 3,08 106,00 119,06
T-5 109,76 2,43 104,61 114,92
TO 119,12 2,58 113,66 124,58
T5 117,06 2,51 111,73 122,39
T10 115,76 3,00 109,41 122,12
T15 114,88 3,32 107,85 121,91
T30 113,12 2,88 107,00 119,23
JUUL T35 113,71 2,66 108,06 119,36
T40 113,12 1,94 109,01 117,22
T45 114,47 4,04 105,90 123,04
T50 109,71 3,19 102,95 116,46
T55 111,88 3,17 105,16 118,61
T60 113,59 3,06 107,11 120,07
T75 111,35 2,54 105,97 116,74
T-5 106,18 2,46 100,97 111,39
TO 122,00 2,62 116,45 127,55
T5 118,76 4,54 109,15 128,38
T10 119,94 3,31 112,93 126,95
T15 115,53 3,94 107,18 123,88
T30 109,76 2,76 103,91 115,62
IQOS T35 113,94 3,30 106,95 120,94
T40 113,53 2,60 108,01 119,05
T45 115,82 2,99 109,49 122,15
T50 116,18 3,28 109,22 123,14
T55 116,47 2,87 110,38 122,56
T60 111,24 3,24 104,36 118,11
T75 113,18 2,87 107,09 119,27
T-5 109,18 2,59 103,69 114,66
TO 110,18 2,70 104,45 115,91
T5 113,00 3,12 106,39 119,61
T10 115,59 2,89 109,46 121,72
T15 114,29 2,72 108,54 120,05
. T30 111,71 3,35 104,60 118,81
E-Zlgarettg ohne T35 112,82 3,00 106,46 119,19
Nikotin T40 | 114,06 3,60 106,43 121,69
T45 112,94 2,60 107,42 118,46
T50 113,41 3,25 106,52 120,31
T55 112,71 2,80 106,77 118,64
T60 113,59 2,78 107,70 119,48
T75 111,88 3,46 104,54 119,22

Tabelle 13: Peripherer Systolischer Blutdruck - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion von

Versuchsbedingung und Zeit - Mittelwert und SEM in mmHg
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Peripherer Diastolischer Blutdruck

Zigarette JUUL IQ0S E'Z'gljirfgt?nm“e

Nﬁ'&t':n Mittelwert SEM |Mittelwert SEM | Mittelwert ~ SEM | Mittelwert ~ SEM
5 | 64,9750 0,8019| 65,5500 1,4391 | 64,3500  1,7981 | 65,5000  1,9365
o | 753375 1.2373| 73,2000 14539 | 77,9000 3,1564 | 69,6000 2,4488
5 | 74,4375 1,1504| 71,5500 15415 | 76,0000 2,3609 | 69,3000 1,796
10 | 72,8750 0,9554| 70,9000 1,8222 | 74,7000  2,2161 | 70,1500  1,7203
15 | 70,6375 0,8513| 69,4500 1,8027 | 72,4000  1,7776 | 68,5500  1,7403
30 | 686250 0,9489| 71,0000 27338 | 67,4500  1,7190 | 67,1000  1,4989
35 | 68,4872 0,9251| 68,3000 2,2232 | 68,8500  1,5480 | 66,0000 1,6977
40 | 69,7662 1,0316| 68,7895 12,3038 | 71,2000  2,0921 | 67,4444  2,0804
45 | 697215 1.1671] 66,2500 12,0351 | 73,8500 24119 | 66,1579  1,7791
50 | 69,3875 0,9519| 66,8500 2,1279 | 70,8000  2,0706 | 68,2000 1,751
55 | 68,3462 0,9054| 65,5000 1,5140 | 69,3500  2,2364 | 67,8333  1,7438
60 | 66,7750 1,0636| 64,8000 1,6216 | 67,5500  2,9811 | 66,0000 1,7652
75 | 67,0750 1,0071)| 66,4500 12,3814 | 66,6000  1,5684 | 66,0000 1,6983

Tabelle 14: Peripherer Diastolischer Blutdruck - Mittelwert und SEM in mmHg

Peripherer Diastolischer Blutdruck

Mehrfaktorielle ANOVA mit Mauchly-Test auf
Messwiederholung Spharizitat
. . Greenhouse-
Signifikanz | Signifikanz Geisser
Versuchsbedingung 0,013 0,064 0,016
Zeitpunkt 0,014 0,002 0,000
Versuchs_bedingung 0,044 ) 0,024
x Zeitpunkt

Tabelle 15: Peripherer Diastolischer Blutdruck - Mehrfaktorielle ANOVA
mit Messwiederholung und Mauchly-Test

Peripherer Diastolischer Blutdruck

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der

Versuchsbedingungen

2. Versuchsbedingung
1. Versuchsbedingung Zigarette JuUL IQ0S E-Zigarette
ohne Nikotin
Zigarette - 0,060 1,000 0,010
JUUL 0,060 - 1,000 1,000
IQ0S 1,000 1,000 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 0,010 1,000 1,000 -

Tabelle 16: Peripherer Diastolischer Blutdruck - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen
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Peripherer Diastolischer Blutdruck

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der Zeitpunkte

2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt

T-5 TO TS T10 T15 T30 T35 T40 T45 T50 T55 T60 T75
T-5 - 0,000 0,000 0,000 0,001 0,053 0,346 0,046 0,038 0,105 0,662 1,000 1,000
TO 0,000 - 1,000 1,000 0,138 0,122 0,102 0,026 0,019 0,029 0,021 0,003 0,003
T5 0,000 1,000 - 1,000 0,320 0,106 0,147 0,154 0,069 0,188 0,009 0,026 0,003
T10 0,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 0,894 1,000 0,711 1,000 0,061 0,002 0,001
T15 0,001 0,138 0,320 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,135 0,046
T30 0,053 0,122 0,106 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T35 0,346 0,102 0,147 0,894 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T40 0,046 0,026 0,154 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 0,605 0,384
T45 0,038 0,019 0,069 0,711 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 0,252
T50 0,105 0,029 0,188 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 0,120
T55 0,662 0,021 0,009 0,061 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 0,842
T60 1,000 0,003 0,026 0,002 0,135 1,000 1,000 0,605 1,000 1,000 1,000 - 1,000
T75 1,000 0,003 0,003 0,001 0,046 1,000 1,000 0,384 0,252 0,120 0,842 1,000 -

Tabelle 17: Peripherer Diastolischer Blutdruck - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Zeitpunkte
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Peripherer Diastolischer Blutdruck

Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit
95 % Konfidenzintervall

Versuchsbedingung

Zeitpunkt

Mittelwert

Standardfehler

Untergrenze  Obergrenze
T5 63,04 1,44 60,90 66,99
T0 81,00 2,03 76,70 85,30
T5 80,65 38 73,68 87,61
T10 75,71 171 72,09 79,32
T15 72,06 156 6875 75,36
T30 68,59 131 65.80 71,38
Zigarette T35 70,41 2,03 66,11 7471
T40 7047 1,42 67.47 73.47
T45 70,47 153 6723 7371
50 71,82 1,44 6877 74,88
55 70,12 1,66 66,59 7364
T60 67,82 164 6434 71.31
775 66,59 1,07 62,40 70,77
T5 6512 151 6192 68,32
T0 73,82 155 70,55 77.10
T5 71,18 1,60 6779 74,56
T10 70,29 1,81 66,46 7413
T15 69,24 1,79 6543 73,04
T30 71,53 3,10 6495 78 11
JuuL T35 68,88 257 6343 7434
T40 69,59 2.41 6447 7470
T45 67,06 222 62,36 7176
50 6712 2.40 62,02 72.21
55 64,88 1,46 6179 67,98
T60 6471 171 61,08 68,34
775 6471 163 6124 68,17
75 63,29 173 59,62 66,97
T0 78,71 3,58 71,11 86,30
T5 7594 258 70,47 8141
T10 7347 226 68,68 78,26
T15 72,29 2.05 67.96 76,63
T30 6718 1,00 6314 71.21
1Q0S T35 6871 159 6533 72.00
T40 70,76 233 6583 75,69
T45 7365 267 67,99 7931
50 70,29 234 6532 75,26
55 69,24 243 64,00 74,38
T60 66,59 2.99 60,24 72,94
775 66,35 1,67 62,81 69,90
T5 6576 1.89 6176 69,77
T0 70,18 270 6445 75,90
T5 7024 1,20 6770 72.77
T10 71,00 177 6724 7476
T15 6871 1,86 6477 72,64
. T30 67,59 1,47 6448 70,69
E-Zigarette ohne T35 66,53 171 62,90 70,16
Nikotin T40 67,82 217 6322 72,42
T45 66,82 1,02 6276 70.89
50 68,29 1,00 6423 72,26
55 67,82 1,85 63.90 7174
T60 66,35 1,64 62,87 69,84
775 65,94 172 6229 69,59

Tabelle 18: Peripherer Diastolischer Blutdruck - Post-hoc-Test unter Betrachtung der
Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit - Mittelwert und SEM in mmHg
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Zigarette

Peripherer Pulsdruck

JUUL

IQ0S

E-Zigarette ohne Nikotin

Mittelwert SEM

Mittelwert SEM

Mittelwert SEM

Zeit in Minuten
-5
0
5
10
15
30
35
40
45
50
55
60
75

44,0750
42,3625
43,2125
44,3500
44,1375
43,1500
44,5513
44,3247
43,9747
43,8500
45,4103
46,2750
45,1375

1,0890
1,2124
1,2025
1,2107
1,1252
1,4291
1,1150
1,2681
1,2804
1,3249
1,1134
1,3399
1,1497

44,4500
44,7500
45,4000
44,5000
45,3000
42,0500
44,1500
42,9474
46,9500
41,9000
46,5000
47,6000
44,4000

2,3547
2,4418
2,1168
2,7130
2,0482
3,3257
21217
2,3982
2,4543
2,5099
2,3858
2,9730
2,6571

42,7500
43,6000
42,6000
43,6500
43,6000
42,0000
44,5500
42,9000
41,3500
44,7500
46,1000
44,6000
46,1500

1,6525
2,8464
2,9942
2,6410
2,5705
2,6198
2,2331
2,5380
2,2979
2,5791
2,5904
3,0231
2,0252

Mittelwert SEM
42,6500 2,56826
40,0500 2,2165
42,6500 2,3745
43,1500 2,7494
43,9500 2,3480
44,4500 3,2755
45,6667 2,6383
45,7222 3,0484
45,5263 1,9047
44,0000 2,6157
44,7778 1,7741
46,1000 2,0012
45,4000 2,1489

Tabelle 19: Peripherer Pulsdruck - Mittelwert und SEM in mmHg

Peripherer Pulsdruck

Mehrfaktorielle ANOVA mit

Mauchly-Test auf

Messwiederholung Spharizitat
I R Greenhouse-
Signifikanz | Signifikanz Geisser
Versuchsbedingung 0,045 0,047 0,750
Zeitpunkt 0,032 0,000 0,130
Versuchsbedingung 0,047 } 0,834

x Zeitpunkt

Tabelle 20: Peripherer Pulsdruck - Mehrfaktorielle ANOVA mit

Messwiederholung und Mauchly-Test

Peripherer Pulsdruck

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

2. Versuchsbedingung
1. Versuchsbedingung
Zigarette JUUL IQOS  E-Zigarette ohne Nikotin
Zigarette - 1,000 1,000 1,000
JUUL 1,000 - 1,000 1,000
1Q0S 1,000 1,000 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 1,000 1,000 1,000 -

Tabelle 21: Peripherer Pulsdruck - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen
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Peripherer Pulsdruck
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der Zeitpunkte

2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt

T-5 TO T5 T10 T15 T30 T35 T40 T45 T50 T55 T60 T75
T-5 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
TO 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T5 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T10 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T15 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T30 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T35 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T40 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T45 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000
T50 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000
T55 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000
T60 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,605 1,000 1,000 1,000 - 1,000
T75 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 -

Tabelle 22: Peripherer Pulsdruck - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Zeitpunkte
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Peripherer Pulsdruck

Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

Versuchsbedingung

Zeitpunkt

Mittelwert

Standardfehler

95 % Konfidenzintervall

Untergrenze  Obergrenze

T-5 47,53 2,18 42,92 52,14

TO 40,06 2,50 34,76 45,35

T5 41,24 2,74 35,43 47,04

T10 45,82 2,23 41,09 50,55

T15 45,65 2,53 40,28 51,02

T30 45,24 2,65 39,61 50,86

Zigarette T35 45,94 2,04 41,62 50,26
T40 46,65 2,52 41,29 52,00

T45 46,29 2,74 40,48 52,10

T50 45,59 3,49 38,18 53,00

T55 44,29 2,16 39,71 48,88

T60 47,53 3,21 40,72 54,34

T75 45,94 2,77 40,06 51,82

T-5 44,65 2,64 39,06 50,24

TO 45,29 2,83 39,29 51,29

T5 45,88 2,47 40,65 51,11

T10 45,47 3,13 38,84 52,11

T15 45,65 2,18 41,03 50,26

T30 41,59 3,92 33,29 49,89

JUUL T35 44,82 2,37 39,80 49,85
T40 43,53 2,60 38,02 49,04

T45 47,41 2,87 41,32 53,50

T50 42,59 2,82 36,62 48,56

T55 47,00 2,80 41,07 52,93

T60 48,88 3,34 41,80 55,97

T75 46,65 2,59 41,15 52,14

T-5 42,88 1,91 38,83 46,93

TO 43,29 3,33 36,24 50,35

T5 42,82 3,43 35,55 50,09

T10 46,47 2,21 41,79 51,15

T15 43,24 2,89 37,12 49,36

T30 42,59 2,75 36,76 48,42

1Q0S T35 45,24 2,53 39,88 50,59
T40 42,76 2,98 36,45 49,08

T45 42,18 2,58 36,70 47,65

T50 45,88 2,71 40,14 51,63

T55 47,24 2,96 40,96 53,51

T60 44,65 3,54 37,15 52,14

T75 46,82 2,32 41,90 51,75

T-5 43,41 3,01 37,03 49,79

TO 40,00 2,59 34,51 45,49

T5 42,76 2,76 36,90 48,63

T10 44,59 3,03 38,16 51,02

T15 45,59 2,43 40,44 50,74

) T30 44,12 3,84 35,97 52,26

E-Zigarette ohne

Nikotin T35 46,29 2,72 40,53 52,06
T40 46,24 3,19 39,48 52,99

T45 46,12 2,06 41,74 50,50

T50 45,12 2,97 38,83 51,41

T55 44,88 1,88 40,90 48,86

T60 47,24 2,18 42,62 51,85

T75 45,94 2,46 40,72 51,16

Tabelle 23: Peripherer Pulsdruck - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion von
Versuchsbedingung und Zeit - Mittelwert und SEM in mmHg
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Herzfrequenz

Zigarette JUUL IQOS E-Zigarette ohne Nikotin
Zeit in Minuten | Mittelwert SEM | Mittelwert SEM | Mittelwert SEM Mittelwert SEM

-5 70,7750 1,1556| 70,6000 2,0589| 69,9500 2,1231 71,2000 2,8225
0 78,4625 1,5039| 77,4500 2,3924| 80,3000 2,8655 69,0000 2,7155
5 75,8250 1,3100| 74,7500 2,2087 | 75,9500 12,7256 71,0000 2,4815
10 73,8625 1,1967 | 70,4000 2,0640| 75,0000 2,6278 70,1000 2,3585
15 71,5125 1,1021| 70,5000 1,9500| 71,1000 12,0773 69,6000 2,4702
30 70,1000 1,2789| 70,1500 2,7370| 70,0000 2,6218 68,5500 2,5899
35 69,0897 1,1884| 68,6500 2,2115| 68,7500 2,1835 67,3333 2,6911
40 70,0390 1,0902 | 69,8947 12,3257 | 71,2500 2,2441 69,5000 2,3588
45 68,3418 1,1559 | 67,1000 1,8237 | 69,4500 2,7677 66,2105 2,4032
50 67,6750 1,0225| 66,8000 1,8940| 66,9000 2,0338 68,9500 2,6482
55 66,3205 1,1213| 64,6000 1,9458 | 65,5500 2,1722 65,5000 2,7131
60 67,8250 1,2411| 65,1000 2,4686| 69,1500 2,8748 68,0500 2,7914
75 66,9125 1,1882| 64,3000 2,6785| 68,3000 2,3046 67,4000 2,6491

Tabelle 24: Herzfrequenz - Mittelwert und SEM in Schldge pro Minute

Herzfrequenz
Mehrfaktorielle ANOVA mit Mauchly-Test auf
Messwiederholung Spharizitat
S . Greenhouse-
Signifikanz | Signifikanz Geisser
Versuchsbedingung 0,023 0,045 0,013
Zeitpunkt 0,000 0,011 0,000
Versuchs_bedlngung 0,045 ) 0,002
x Zeitpunkt

Tabelle 25: Herzfrequenz - Mehrfaktorielle ANOVA mit

Messwiederholung und Mauchly-Test

Herzfrequenz

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

2.Versuchsbedingung
1.Versuchsbedingung . ) o
Zigarette JUUL IQOS  E-Zigarette ohne Nikotin
Zigarette - 0,031 1,000 0,054
JUUL 0,031 - 1,000 1,000
1Q0S 1,000 1,000 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 0,054 1,000 1,000 -

Tabelle 26: Herzfrequenz - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen
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Herzfrequenz
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der Zeitpunkte

) 2.Zeitpunkt
1.Zeitpunkt

T-5 TO T5 T1I0 T15 T30 T35 T40 T45 T50 T55 T60 T75
T-5 - 0,001 0,331 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,750 0,441 1,000 1,000
TO 0,001 - 0,762 0,315 0,000 0,000 0,000 0,002 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000
T5 0,331 0,762 - 1,000 0,150 0,258 0,005 0,031 0,031 0,010 0,002 0,092 0,003
T10 1,000 0,315 1,000 - 1,000 1,000 0,124 1,000 0,195 0,005 0,002 0,054 0,009
T15 1,000 0,000 0,150 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 0,234 0,004 1,000 0,079
T30 1,000 0,000 0,258 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T35 1,000 0,000 0,005 0,124 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T40 1,000 0,002 0,031 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 0,293 1,000 1,000
T45 1,000 0,001 0,031 0,195 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000
T50 0,750 0,000 0,010 0,005 0,234 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000
T55 0,441 0,000 0,002 0,002 0,004 1,000 1,000 0,293 1,000 1,000 - 1,000 1,000
T60 1,000 0,000 0,092 0,054 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - 1,000
T75 1,000 0,000 0,003 0,009 0,079 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 -

Tabelle 27: Herzfrequenz - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Zeitpunkte
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Herzfrequenz

Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

Versuchsbedingung

Zeitpunkt

Mittelwert

Standardfehler

95 % Konfidenzintervall

Untergrenze  Obergrenze
T-5 70,59 2,65 64,97 76,21
TO 86,82 3,11 80,23 93,42
T5 81,29 3,10 74,73 87,86
T10 80,53 2,20 75,86 85,20
T15 74,76 2,64 69,16 80,37
T30 70,47 2,12 65,97 74,97
Zigarette T35 70,53 2,51 65,20 75,85
T40 69,24 2,27 64,43 74,04
T45 69,88 2,52 64,53 75,23
T50 67,71 1,74 64,01 71,40
T55 69,88 2,52 64,54 75,23
T60 68,35 1,90 64,32 72,39
T75 67,88 2,14 63,35 72,41
T-5 70,29 2,25 65,52 75,07
TO 77,00 2,74 71,20 82,80
T5 74,12 2,52 68,77 79,47
T10 70,18 2,32 65,26 75,10
T15 70,41 2,19 65,76 75,06
T30 69,71 3,11 63,12 76,29
JUUL T35 68,71 2,38 63,67 73,74
T40 69,41 2,13 64,90 73,93
T45 67,29 1,88 63,32 71,27
T50 66,47 2,03 62,16 70,78
T55 65,35 2,24 60,60 70,10
T60 65,29 2,77 59,42 71,17
T75 65,35 2,93 59,14 71,57
T-5 70,06 2,51 64,75 75,37
TO 80,65 3,36 73,53 87,76
T5 76,18 3,16 69,49 82,87
T10 74,12 3,04 67,66 80,57
T15 70,00 2,32 65,09 74,91
T30 71,41 2,83 65,41 77,41
IQ0S T35 68,71 2,55 63,29 74,12
T40 71,00 2,56 65,58 76,42
T45 68,94 3,20 62,17 75,71
T50 66,59 2,36 61,59 71,59
T55 64,88 2,41 59,78 69,99
T60 69,53 3,36 62,42 76,64
T75 68,29 2,62 62,74 73,85
T-5 71,35 3,25 64,46 78,25
TO 68,82 3,18 62,09 75,55
T5 71,18 2,89 65,05 77,31
T10 70,18 2,69 64,47 75,89
T15 69,41 2,87 63,32 75,50
E-Zigarette ohne T30 68,71 3,05 62,23 75,18
Nikotin T35 67,35 2,85 61,30 73,40
T40 69,35 2,50 64,06 74,65
T45 66,41 2,67 60,74 72,08
T50 67,94 2,92 61,75 74,13
T55 65,06 2,84 59,04 71,08
T60 67,06 3,12 60,44 73,68
T75 66,59 2,88 60,49 72,69

Tabelle 28: Herzfrequenz - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion von
Versuchsbedingung und Zeit - Mittelwert und SEM in Schldge pro Minute
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Reaktiver Hyperamie Index

Zigarette JUUL 1IQ0S E-Zigarette ohne Nikotin
Zeit in Minuten
Mittelwert SEM | Mittelwert SEM | Mittelwert SEM Mittelwert SEM
-15 2,3160 0,0596| 2,1975 0,1110| 2,2665 0,1145 2,3825 0,1573
15 1,9192 0,0530| 1,7200 0,0755| 1,8950 0,0964 1,8695 0,1174
60 1,9182 0,0510| 1,8311 0,0964| 1,8310 0,1083 1,9733 0,1063
Tabelle 29: Reaktiver Hyperdmie Index - Mittelwerte und SEM
Reaktiver Hyperamie Index
Mehrfaktorielle ANOVA mit Mauchly-Test auf
Messwiederholung Spharizitat
I - Greenhouse-
Signifikanz | Signifikanz Geisser
Versuchsbedingung 0,022 0,022 0,022
Zeitpunkt 0,004 0,104 -
Versuchgbedingung 0,030 0,065 )
x Zeitpunkt

Tabelle 30: Reaktiver Hyperdmie Index - Mehrfaktorielle ANOVA mit
Messwiederholung und Mauchly-Test

Reaktiver Hyperamie Index

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

2. Versuchsbedingung
1. Versuchsbedingung
Zigarette JUUL IQOS  E-Zigarette ohne Nikotin
Zigarette - 0,024 0,017 1,000
JUUL 0,024 - 0,033 0,041
IQOS 0,032 0,012 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 0,024 0,041 1,000 -

Tabelle 31: Reaktiver Hyperdmie Index - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

Reaktiver Hyperamie Index

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der Zeitpunkte

2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt
T-15 T15 T60
T-15 - 0,000 0,000
T15 0,000 - 0,719
T60 0,000 0,719 -

Tabelle 32: Reaktiver Hyperdmie Index - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Zeitpunkte
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Reaktiver Hyperamie Index
Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

i ) . 95 % Konfidenzintervall
Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler

Untergrenze Obergrenze

T-15 2,316 0,060 2,139 2,596

Zigarette T15 1,919 0,053 1,859 2,406

T60 1,918 0,051 1,809 2,269

T-15 2,198 0,111 1,790 2,269

JUUL T15 1,720 0,076 1,829 2,438

T60 1,831 0,096 1,702 2,259

T-15 2,267 0,114 1,802 2,357

1QO0S T15 1,895 0,096 1,704 2,102

T60 1,831 0,108 1,779 2,341

T-15 2,383 0,157 1,898 2,453

E-Zigarette ohne Nikotin T15 1,870 0,117 1,705 2,249

T60 1,973 0,106 1,844 2,547

Tabelle 33: Reaktiver Hyperdmie Index - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

Natirlicher Logarithmus des Reaktiven Hyperamie Index

Zigarette JUUL IQOS E-Zigarette ohne Nikotin
Zeit in Minuten | Mittelwert SEM | Mittelwert SEM | Mittelwert SEM | Mittelwert SEM
-15 0,8114 0,0261| 0,7640 0,0476| 0,7945 0,0492 0,8240 0,0711
15 0,6224 0,0263| 0,5242 0,0438| 0,6160 0,0494 0,5925 0,0576
60 0,6284 0,0262| 0,5984 0,0456| 0,5720 0,0584 0,6533 0,0566

Tabelle 34: Natiirlicher Logarithmus des Reaktiven Hyperdmie Index -Mittelwerte und SEM

Natiirlicher Logarithmus des Reaktiven Hyperamie Index

Mehrfaktorielle ANOVA mit Mauchly-Test auf

Messwiederholung Spharizitat
. I Greenhouse-
Signifikanz | Signifikanz Geisser
Versuchsbedingung 0,023 0,062 -

Zeitpunkt 0,000 0,049 0,000

Versuchsbedingung x 0037 0.020 0376
Zeitpunkt ’ ’ ’

Tabelle 35: Natiirlicher Logarithmus des Reaktiven Hyperdmie Index -
Mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung und Mauchly-Test
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Natiirlicher Logarithmus des Reaktiven Hyperamie Index
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der
Versuchsbedingungen

2. Versuchsbedingung
1. Versuchsbedingung 2 L 1Q0S E-Zigarette
igarette JUU Q ohne Nikotin
Zigarette - 0,230 0,491 1,000
JUUL 0,230 - 1,000 0,645
IQOS 0,491 1,000 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 1,000 0,645 1,000 -

Tabelle 36: Natiirlicher Logarithmus des Reaktiven Hyperdmie Index -
Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

Natiirlicher Logarithmus des Reaktiven Hyperamie Index
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter
Betrachtung der Zeitpunkte

1. Zeitpunkt 2. Zeftpunkt
T-15 T15 T60
T-15 - 0,000 0,000
T15 0,000 - 1,000
T60 0,000 1,000 -

Tabelle 37: Natiirlicher Logarithmus des Reaktiven Hyperdmie Index —
Post-hoc-Test unter Betrachtung der Zeitpunkte

Natiirlicher Logarithmus des Reaktiven Hyperamie Index
Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

. . . 95 % Konfidenzintervall
Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler
Untergrenze Obergrenze
T-15 0,851 0,044 0,757 0,944
Zigarette T15 0,709 0,048 0,607 0,812
T60 0,684 0,056 0,565 0,803
T-15 0,797 0,054 0,682 0,912
JUUL T15 0,516 0,045 0,420 0,613
T60 0,568 0,047 0,468 0,667
T-15 0,809 0,052 0,699 0,919
IQOS T15 0,601 0,053 0,487 0,715
T60 0,552 0,065 0,414 0,690
. T-15 0,889 0,067 0,746 1,031
=-eigaretie ohne T15 0,581 0,058 0,457 0,706
T60 0,657 0,061 0,527 0,786

Tabelle 38: Nattiirlicher Logarithmus des Reaktiven Hyperdmie Index -
Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit
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Augmentationsindex

Zigarette JUUL 1Q0S E-Zigarette ohne Nikotin
Zeit in Minuten
Mittelwert SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM
-15 -14,4000 1,0099 -12,8000 1,5738 -15,0500 2,3736 -13,8000 2,2391
15 -9,2500 1,0200 -7,5000 1,8588 -9,2500 2,4451 -10,1000 2,0480
60 -8,8718 1,1990 -7,2105 2,3676 -10,5000 2,4554 -8,8000 2,7024
Tabelle 39: Augmentationsindex - Mittelwerte und SEM
Augmentationsindex
Mehrfaktorielle ANOVA mit Mauchly-Test auf
Messwiederholung Spharizitat
. L reenh -
Signifikanz | Signifikanz Gree inouse
Geisser
Versuchsbedingung 0,033 0,039 0,027

Zeitpunkt 0,000 0,067 -

Versuchsbedingung

x Zeitpunkt 0,078 ) )

Tabelle 40: Augmentationsindex - Mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung
und Mauchly-Test

Augmentationsindex
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der
Versuchsbedingungen

2. Versuchsbedingung
1. Versuchsbedingung Zigarette JUUL IQOS E-Zigarette
ohne Nikotin
Zigarette - 0,046 1,000 1,000
JUUL 0,046 - 1,000 1,000
IQOS 1,000 1,000 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 1,000 1,000 1,000 -

Tabelle 41: Augmentationsindex - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

Augmentationsindex
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter
Betrachtung der Zeitpunkte

) 2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt
T-15 T15 T60
T-15 - 0,000 0,000
T15 0,000 - 1,000
T60 0,000 1,000 -

Tabelle 42: Augmentationsindex - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Zeitpunkte

168



Augmentationsindex
Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

) ) ) 95 % Konfidenzintervall
Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler
Untergrenze Obergrenze
T-15 -14,833 1,826 -18,686 -10,980
Zigarette T15 -8,944 1,846 -12,840 -5,049
T60 -8,389 2,183 -12,995 -3,783
T-15 -12,111 1,664 -15,623 -8,599
JUUL T15 -7,500 1,851 -11,405 -3,595
T60 -7,222 2,503 -12,503 -1,941
T-15 -14,056 2,512 -19,355 -8,756
IQO0S T15 -7,833 2,451 -13,005 -2,662
T60 -9,444 2,609 -14,948 -3,941
_ T-15 -13,278 2,455 -18,456 -8,099
=-eigaretts ohne T15 19,000 2,114 113,461 4,539
T60 -8,111 2,955 -14,345 -1,877

Tabelle 43: Augmentationsindex - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

Augmentationsindex bei einer Herzfrequenz von 75 Schldagen pro Minute
Zigarette JUUL 1Q0S E-Zigarette ohne Nikotin
Zeit in Minuten
Mittelwert SEM | Mittelwert SEM | Mittelwert SEM Mittelwert SEM
-15 -17,4375 1,1392| -16,3000 1,6907 | -18,4500 2,6926 | -17,2500 2,3146
15 -11,8875 1,0910| -10,9500 1,9160| -12,5500 2,6729| -12,8500 2,2115
60 -11,1154 11,2880 | -10,3684 2,1834 | -12,8000 2,8225| -11,0500 2,9899

Tabelle 44: Augmentationsindex bei einer Herzfrequenz von 75 Schldge pro Minute - Mittelwerte und SEM

Augmentationsindex bei einer Herzfrequenz von 75 bpm

Mehrfaktorielle ANOVA mit Mauchly-Test auf
Messwiederholung Spharizitat
. . Greenhouse-
Signifikanz | Signifikanz Geisser

Versuchsbedingung 0,044 0,052 -
Zeitpunkt 0,000 0,050 -

Versuchs_bedingung 0,048 0,008 0,048

x Zeitpunkt

Tabelle 45: Augmentationsindex bei einer Herzfrequenz von 75 Schldgen pro
Minute - Mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung und Mauchly-Test

169



Augmentationsindex bei einer Herzfrequenz von 75 bpm

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der

Versuchsbedingungen

2. Versuchsbedingung
1. Versuchsbedingung Zigarette JUUL 1Q0S E-Zigarette
ohne Nikotin
Zigarette - 0,000 0,000 1,000
JUUL 1,000 - 1,000 0,000
1QOS 0,000 0,000 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 1,000 1,000 1,000 -

Tabelle 46: Augmentationsindex bei einer Herzfrequenz von 75 Schldgen pro Minute - Post-hoc-Test unter Betrachtung

der Versuchsbedingungen

Augmentationsindex bei einer Herzfrequenz von 75 bpm

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter
Betrachtung der Zeitpunkte

_ 2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt
T-15 T15 T60
T-15 - 0,000 0,000
T15 0,000 - 1,000
T60 0,000 1,000 -

Tabelle 47: Augmentationsindex bei einer Herzfrequenz von 75 Schlégen pro
Minute - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Zeitpunkte

Augmentationsindex bei einer Herzfrequenz von 75 bpm

Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

i ) ) 95 % Konfidenzintervall
Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler
Untergrenze Obergrenze
T-15 -16,944 2,555 -22,334 -11,555
Zigarette T15 -10,389 2,124 -14,870 -5,908
T60 -9,611 2,372 -14,616 -4,606
T-15 -16,111 1,877 -20,071 -12,152
JUUL T15 -10,389 2,090 -14,798 -5,980
T60 -10,111 2,292 -14,947 -5,275
T-15 -17,333 2,841 -23,328 -11,339
IQOS T15 -11,389 2,786 -17,266 -5,512
T60 -12,111 3,096 -18,644 -5,578
T-15 -16,944 2,564 -22,353 -11,536
E-Zigarette ohne Nikotin T15 -11,778 2,323 -16,679 -6,877
T60 -9,722 3,156 -16,381 -3,064

Tabelle 48: Augmentationsindex bei einer Herzfrequenz von 75 Schlédgen pro Minute - Post-hoc-Test unter

Betrachtung der Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit
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Cotisol-Konzentration

Zeitpunkt Zigarette ‘ JUUL 1Q0S E-Zigarette ohne Nikotin
Cortisol SEM Cortisol SEM Cortisol SEM Cortisol SEM
T-30 353,50 21,70 358,50 44,80 355,60 47,10 375,50 47,40
T12 332,50 17,10 303,90 33,20 347,60 38,70 366,80 38,20
T120 196,60 11,60 183,00 20,90 207,40 24,00 205,10 20,90

Tabelle 49: Mittelwerte mit Standardfehler der Konzentration des Cortisols im Serum in mmol/|

Cotisol-Konz

entration

Mehrfaktorielle ANOVA mit Mauchly-Test auf
Messwiederholung Spharizitat
- - Greenhouse-
Signifikanz | Signifikanz Geisser

Versuchsbedingung 0,016 0,028 0,037

Zeitpunkt 0,000 0,004 0,000

Versuchs_bedingung 0,026 0,012 0,002
x Zeitpunkt

Tabelle 50: Cortisol-Konzentration - Mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung

Cotisol-Konzentration

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

2. Versuchsbedingung
1. Versuchsbedingung
Zigarette JUUL IQOS  E-Zigarette ohne Nikotin
Zigarette - 0,020 1,000 0,028
JUUL 0,020 - 1,000 1,000
IQ0S 1,000 1,000 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 0,028 1,000 1,000 -

Tabelle 51: Cortisol-Konzentration — Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

Cotisol-Konzentration

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter
Betrachtung der Zeitpunkte

. 2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt
T-30 T12 T120
T-30 - 1,000 0,000
T12 1,000 - 0,000
T120 0,000 0,000 -

Tabelle 52: Cortisol-Konzentration — Post-hoc-Test unter Betrachtung der Zeitpunkte
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Cotisol-Konzentration

Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

95 % Konfidenzintervall

Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler

Untergrenze Obergrenze

T-30 324,300 36,274 248,378 400,222

Zigarette T12 311,650 25,970 257,295 366,005
T120 191,050 24,019 140,779 241,321

T-30 358,450 44,782 264,721 452,179

JUUL T12 303,850 33,168 234,429 373,271

T120 183,000 20,937 139,178 226,822

T-30 355,550 47,117 256,934 454,166

IQ0S T12 347,600 38,697 266,605 428,595

T120 207,400 23,970 157,231 257,569

T-30 375,500 47,377 276,339 474,661

E-Zigarette ohne Nikotin T12 366,750 38,242 286,708 446,792
T120 205,100 24,855 153,078 257,122

Tabelle 53: Cortisol-Konzentration — Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion von Versuchsbedingung und

Zeitpunkt
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Leukozytenanzahl im Plasma

Mehrfaktorielle ANOVA mit Mauchly-Test auf
Messwiederholung Spharizitat
R - Greenhouse-
Signifikanz | Signifikanz Geisser
Versuchsbedingung 0,108 0,847 -
Zeitpunkt 0,005 - 0,005
Versuchsbedingung 0.344 0,018 0,356

x Zeitpunkt

Tabelle 55: Leukozytenanzahl im Plasma - Mehrfaktorielle ANOVA mit
Messwiederholung

Leukozytenanzahl im Plasma

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der
Versuchsbedingungen

_ 2. Versuchsbedingung
1. Versuchsbedingung Zigarette UL Q0S Oi‘fégljirlfgt?n
Zigarette - 1,000 0,137 0,349
JUUL 1,000 - 1,000 1,000
1Q0S 0,137 1,000 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 0,349 1,000 1,000 -

Tabelle 56: Leukozytenanzahl — Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

Leukozytenanzahl im Plasma
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach
Bonferroni unter Betrachtung der

Zeitpunkte
] 2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt
T-30 T120
T-30 - 0,005
T120 0,005 -

Tabelle 57: Leukozytenanzahl — Post-hoc-Test unter
Betrachtung der Zeitpunkte
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Leukozytenanzahl im Plasma

Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

95 % Konfidenzintervall
Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler | Untergrenze Obergrenze
_ T-30 5,841 0,251 5,315 6,366
Zigarette

T120 6,202 0,345 5,479 6,925
JUUL T-30 5,787 0,405 4,938 6,635
T120 6,710 0,352 5,972 7,447
- 6,170 0,384 5,365 6,974

IQ0S T-30
T120 7,064 0,381 6,267 7,860
E-Zigarette ohne T-30 6,058 0,203 5,633 6,483
Nikotin T120 6,854 0,350 6,120 7,587

Tabelle 58: Leukozytenanzahl — Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt

Anzahl der unreifen Granulozyten im Plasma

Mehrfaktorielle ANOVA mit Mauchly-Test auf
Messwiederholung Spharizitat
. L Greenhouse-
Signifikanz | Signifikanz Geisser
Versuchsbedingung 0,092 0,637
Zeitpunkt 0,074 0,074
Versuchs_bedlngung 0,075 0,405
x Zeitpunkt

Tabelle 59: Unreife Granulozyten - Mehrfaktorielle ANOVA mit

Messwiederholung

Anzahl der unreifen Granulozyten im Plasma

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

2. Versuchsbedingung
1. Versuchsbedingung
Zigarette JUUL IQOS  E-Zigarette ohne Nikotin
Zigarette - 0,788 0,085 1,000
JUUL 0,788 - 1,000 1,000
1Q0S 0,085 1,000 - 0,986
E-Zigarette ohne Nikotin 1,000 1,000 0,986 -

Tabelle 60: Unreife Granulozyten - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen
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Anzahl der unreifen Granulozyten im
Plasma
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach
Bonferroni unter Betrachtung der

Zeitpunkte
) 2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt
T-30 T120
T-30 - 0,074
T120 0,074 -

Tabelle 61: Unreife Granulozyten - Post-
hoc-Test unter Betrachtung der Zeitpunkte

Anzahl der unreifen Granulozyten im Plasma

Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

. . . 95 % Konfidenzintervall
Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler
Untergrenze Obergrenze
) T-30 0,012 0,002 0,008 0,016
Zigarette

T120 0,017 0,002 0,012 0,021

JUUL T-30 0,014 0,002 0,009 0,018
T120 0,020 0,002 0,016 0,023

1Q0S T-30 0,020 0,003 0,013 0,026
T120 0,019 0,003 0,014 0,024

E-Zigarette ohne T-30 0,016 0,002 0,012 0,019
Nikotin T120 0,018 0,002 0,012 0,023

Tabelle 62: Unreife Granulozyten - Post-hoc-Test unter Betrachtung der
Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt

Anzahl der neutrophilen Granulozyten im Plasma

Mehrfaktorielle ANOVA mit

Mauchly-Test auf

Messwiederholung Sphaérizitat
S A Greenhouse-
Signifikanz | Signifikanz Geisser
Versuchsbedingung 0,031 0,442 -
Zeitpunkt 0,019 - 0,019

Versuchsbedingung

x Zeitpunkt 0,499

Tabelle 63: Neutrophile Granulozyten - Mehrfaktorielle ANOVA mit

Messwiederholung
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Anzahl der neutrophilen Granulozyten im Plasma

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der

Versuchsbedingungen

_ 2. Versuchsbedingung
1. Versuchsbedingung Zigarette UL Q0S Oi'f;gﬁirfgt?n
Zigarette - 1,000 0,024 0,688
JUUL 1,000 0,764 1,000
1Q0S 0,024 0,764 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 0,688 1,000 1,000 -

Tabelle 64: Neutrophile Granulozyten - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

Anzahl der neutrophilen Granulozyten
im Plasma
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach
Bonferroni unter Betrachtung der

Zeitpunkte
. 2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt
T-30 T120
T-30 - 0,019
T120 0,019 -

Tabelle 65: Neutrophile Granulozyten - Post-
hoc-Test unter Betrachtung der Zeitpunkte

Anzahl der neutrophilen Granulozyten im Plasma

Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

) , ) 95 % Konfidenzintervall
Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler
Untergrenze Obergrenze
) T-30 3,284 0,230 2,796 3,773
Zigarette
T120 3,671 0,301 3,032 4,309
JUUL T-30 3,497 0,306 2,849 4,145
T120 3,901 0,263 3,343 4,459
T-30 3,773 0,301 3,134 4,412
IQOS
T120 4,466 0,394 3,630 5,301
) o T-30 3,424 0,207 2,985 3,862
E-Zigarette ohne Nikotin
T120 4,132 0,352 3,386 4,879

Tabelle 66: Neutrophile Granulozyten - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion von Versuchsbedingung und

Zeitpunkt
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Anzahl der eosinophilen Granulozyten im Plasma

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

2. Versuchsbedingung
1. Versuchsbedingung
Zigarette JUUL IQOS  E-Zigarette ohne Nikotin
Zigarette - 1,000 1,000 1,000
JUUL 1,000 - 1,000 1,000
1QOS 1,000 1,000 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 1,000 1,000 1,000 -

Tabelle 67: Eosinophile Granulozyten - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

Anzahl der eosinophilen Granulozyten
im Plasma
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach
Bonferroni unter Betrachtung der

Zeitpunkte
. 2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt
T-30 T120
T-30 0,323
T120 0,323 -

Tabelle 68: Eosinophile Granulozyten - Post-
hoc-Test unter Betrachtung der Zeitpunkte

Anzahl der eosinophilen Granulozyten im Plasma
Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

i i i 95 % Konfidenzintervall
Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler
Untergrenze Obergrenze
) T-30 0,160 0,036 0,083 0,237
Zigarette
T120 0,139 0,030 0,075 0,203
JUUL T-30 0,162 0,052 0,051 0,273
T120 0,160 0,047 0,061 0,259
T-30 0,171 0,053 0,058 0,283
IQ0S
T120 0,159 0,051 0,051 0,268
i o T-30 0,160 0,045 0,065 0,255
E-Zigarette ohne Nikotin
T120 0,165 0,050 0,060 0,271

Tabelle 69: Eosinophile Granulozyten - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion von Versuchsbedingung und

Zeitpunkt
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Anzahl der basophilen Granulozyten im Plasma

Mehrfaktorielle ANOVA mit Mauchly-Test auf
Messwiederholung Spharizitat
. g I Greenhouse-
Signifikanz | Signifikanz Geisser
Versuchsbedingung 0,678 0,076 -
Zeitpunkt 0,021 0,021
Versuchs_bedingung 0,678 0,305 )
x Zeitpunkt

Tabelle 70: Basophile Granulozyten - Mehrfaktorielle ANOVA mit

Messwiederholung

Anzahl der basophilen Granulozyten im Plasma

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

2. Versuchsbedingung
1. Versuchsbedingung
Zigarette JUUL IQOS  E-Zigarette ohne Nikotin
Zigarette - 1,000 1,000 1,000
JUUL 1,000 - 1,000 1,000
IQO0S 1,000 1,000 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 1,000 1,000 1,000 -

Tabelle 71: Basophile Granulozyten - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

Anzahl der basophilen Granulozyten im
Plasma
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach
Bonferroni unter Betrachtung der

Zeitpunkte
. 2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt
T-30 T120
T-30 - 0,021
T120 0,021 -

Tabelle 72: Basophile Granulozyten - Post-hoc-
Test unter Betrachtung der Zeitpunkte
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Anzahl der basophilen Granulozyten im Plasma

Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

95 % Konfidenzintervall

Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler
Untergrenze Obergrenze
T-30 0,048 0,006 0,035 0,060
Zigarette
T120 0,044 0,005 0,032 0,055
JUUL T-30 0,050 0,007 0,036 0,064
T120 0,043 0,005 0,032 0,054
1Q0S T-30 0,048 0,006 0,036 0,059
T120 0,046 0,006 0,033 0,059
. o T-30 0,046 0,005 0,036 0,056
E-Zigarette ohne Nikotin
T120 0,044 0,006 0,031 0,056

Tabelle 73: Basophile Granulozyten - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion von Versuchsbedingung und

Zeitpunkt
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Konzentration des IL-2 im Plasma

Mehrfaktorielle ANOVA mit Mauchly-Test auf
Messwiederholung Spharizitat
. - Greenhouse-
Signifikanz | Signifikanz Geisser

Versuchsbedingung < 0,01 <0,01 <0,01

Zeitpunkt < 0,01 - < 0,01

Versuchgbedingung <0,01 <0,01 0,159
x Zeitpunkt

Tabelle 75: IL-2 im Plasma - Mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung

Konzentration des IL-2 im Plasma

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der

Versuchsbedingungen

2. Versuchsbedingung

1. Versuchsbedingung , E-Zigarette
Zigarette JUUL IQOS ohne Nikotin
Zigarette - 1,000 0,118 0,014
JUUL 1,000 - 0,037 < 0,01
IQ0S 0,118 0,037 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 0,014 < 0,01 1,000 -

Tabelle 76: IL-2 im Plasma - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

Konzentration des IL-2 im Plasma
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach
Bonferroni unter Betrachtung der

Zeitpunkte
. 2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt
T-30 T120
T-30 - <0,01
T120 <0,01

Tabelle 77: IL-2 im Plasma - Post-hoc-Test

unter Betrachtung der Zeitpunkte
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Konzentration des IL-2 im Plasma

Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

) ) ) 95 % Konfidenzintervall
Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler
Untergrenze Obergrenze
) T-30 0,102 0,022 0,057 0,147
Zigarette
T120 0,372 0,018 0,335 0,408
T-30 0,102 0,022 0,057 0,147
JUUL
T120 0,372 0,018 0,335 0,408
T-30 0,218 0,028 0,159 0,276
IQ0S
T120 0,572 0,074 0,416 0,728
) o T-30 0,218 0,028 0,159 0,276
E-Zigarette ohne Nikotin
T120 0,613 0,072 0,462 0,763

Tabelle 78: IL-2 im Plasma - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt

Konzentration des IL-6 im Plasma

Mehrfaktorielle ANOVA mit Mauchly-Test auf
Messwiederholung Spharizitat
I L Greenhouse-
Signifikanz | Signifikanz Geisser

Versuchsbedingung < 0,01 < 0,01 < 0,01

Zeitpunkt <0,01 - <0,01

Versuchs:bedingung <0,01 <001 <001
X Zeitpunkt

Tabelle 79: IL-6 im Plasma - Mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung

Konzentration des IL-6 im Plasma

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der

Versuchsbedingungen

. 2. Versuchsbedingung
1. Versuchsbedingung Zigarette JUUL Q0S oi_nzei}gsirke:t?n
Zigarette - < 0,01 0,069 0,132
JUUL < 0,01 - < 0,01 < 0,01
IQOS 0,069 < 0,01 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 0,132 < 0,01 1,000 -

Tabelle 80: IL-6 im Plasma - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen
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Konzentration des IL-6 im Plasma

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach

Bonferroni unter Betrachtung der

Zeitpunkte
) 2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt
T-30 T120
T-30 - <0,01
T120 <0,01 -

Tabelle 81: IL-6 im Plasma - Post-hoc-Test
unter Betrachtung der Zeitpunkte

Konzentration des IL-6 im Plasma

Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

) . ) 95 % Konfidenzintervall
Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler
Untergrenze Obergrenze
) T-30 0,375 0,058 0,253 0,497
Zigarette
T120 1,112 0,110 0,881 1,343
T-30 0,199 0,041 0,114 0,285
JUUL
T120 0,521 0,081 0,351 0,691
T-30 0,287 0,066 0,148 0,426
IQOS
T120 0,741 0,084 0,565 0,917
. o T-30 0,453 0,079 0,288 0,617
E-Zigarette ohne Nikotin
T120 0,632 0,083 0,459 0,805

Tabelle 82: IL-6 im Plasma - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt

Konzentration des IL-8 im Plasma

Mehrfaktorielle ANOVA mit Mauchly-Test auf
Messwiederholung Spharizitat
N R Greenhouse-
Signifikanz | Signifikanz Geisser

Versuchsbedingung 0,086 < 0,01 0,444

Zeitpunkt < 0,01 - < 0,01

Versuchs_bedmgung 0,015 <001 <001
x Zeitpunkt

Tabelle 83: IL-8 im Plasma - Mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung
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Konzentration des IL-8 im Plasma

Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der
Versuchsbedingungen

_ 2. Versuchsbedingung
1. Versuchsbedingung Jigarette JUUL Q0S 0%\’533{;5&
Zigarette - 1,000 1,000 1,000
JUUL 1,000 - 0,243 0,986
IQOS 1,000 0,243 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 1,000 0,986 1,000 -

Tabelle 84: IL-8 im Plasma - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

Konzentration des IL-8 im Plasma
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach
Bonferroni unter Betrachtung der

Zeitpunkte
) 2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt
T-30 T120
T-30 - <0,01
T120 <0,01 -
Tabelle 85: IL-8 im Plasma - Post-hoc-Test

unter Betrachtung der Zeitpunkte

Konzentration des IL-8 im Plasma

Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

95 % Konfidenzintervall

Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler
Untergrenze Obergrenze

. T-30 4,352 0,382 3,552 5,152
Zigarette

T120 5,686 0,469 4,705 6,667
JUUL T-30 4,146 0,426 3,254 5,038

T120 5,348 0,472 4,360 6,336
1Q0S T-30 4,594 0,370 3,819 5,369

T120 5,602 0,503 4,550 6,654

T-30 4,628 0,244 4,117 5,138

E-Zigarette ohne Nikotin
T120 5,468 0,323 4,791 6,144

Tabelle 86: IL-8 im Plasma - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt
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Konzentration des TNF-a im Plasma

Mehrfaktorielle ANOVA mit

Mauchly-Test auf

Messwiederholung Spharizitat
Signifikanz | Signifikanz Gr%equggfe-
Versuchsbedingung < 0,01 < 0,01 0,464
Zeitpunkt <0,01 - <0,01
Versuchsbedingung <0,01 <0,01 <0,01

x Zeitpunkt

Tabelle 87: TNF-a im Plasma - Mehrfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung

Konzentration des TNF-a im Plasma
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach Bonferroni unter Betrachtung der

Versuchsbedingungen
2. Versuchsbedingung

1. Versuchsbedingung . E-Zigarette
Zigarette JUUL 1IQ0S ohne Nikotin
Zigarette - 1,000 0,025 1,000
JUUL 1,000 - 0,996 1,000
IQOS 0,025 0,996 - 1,000
E-Zigarette ohne Nikotin 1,000 1,000 1,000 -

Tabelle 88: TNF-a im Plasma - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Versuchsbedingungen

Konzentration des TNF-a im Plasma
Signifikanzen des Post-hoc-Tests nach

Bonferroni unter Betrachtung der

Zeitpunkte
. 2. Zeitpunkt
1. Zeitpunkt
T-30 T120
T-30 - < 0,01
T120 < 0,01 -

Tabelle 89: TNF-a im Plasma - Post-hoc-Test

unter Betrachtung der Zeitpunkte
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Konzentration des TNF-a im Plasma

Post-hoc-Test nach Bonferroni: Interaktion von Versuchsbedingung und Zeit

95 % Konfidenzintervall

Versuchsbedingung | Zeitpunkt | Mittelwert | Standardfehler
Untergrenze Obergrenze
_ T-30 10,722 0,370 9,949 11,495
Zigarette

T120 12,330 0,357 11,582 13,078

JULL T-30 11,238 0,726 9,719 12,757
T120 12,311 0,756 10,729 13,893

1Q0S T-30 10,988 0,408 10,135 11,841
T120 13,651 0,488 12,630 14,672

E_Z|garette ohne T-30 10,894 0,716 9,396 12,391
Nikotin T120 12,743 0,657 11,368 14,117

Tabelle 90: TNF-a im Plasma - Post-hoc-Test unter Betrachtung der Interaktion von Versuchsbedingung und Zeitpunkt
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