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Wissenschaftlicher Hintergrund
Stand der Forschung (mit Literaturangabe):

Die chronisch pulmonale Aspiration (CPA) stellt ein bedeutsames klinisches Problem in der Padiatrie dar,
insbesondere bei Kindern mit neurologischen Erkrankungen, Entwicklungsstorungen oder angeborene thorakale
Fehlbildungen. Sie bezeichnet das wiederholte Eindringen von Speichel, Nahrung oder gastrodsophagealem
Refluxat in die unteren Atemwege [1, 2].

Die klinischen Konsequenzen der chronischen Aspiration sind erheblich: Kinder mit Aspirationspneumonie haben
ein dreifach erhdhtes Risiko einer intensivmedizinische Behandlung, ldngere Krankenhausaufenthalte, hohere
Behandlungskosten und signifikant hdufigere 30-Tage-Wiederaufnahmen im Vergleich zu Kindern mit ambulant
erworbener Pneumonie auf [1]. Zu den Langzeitfolgen gehoren chronische respiratorische Symptome,
rezidivierende Atemwegsinfektionen, strukturelle Lungenschéiden, eine eingeschrinkte Lungenfunktion und
Gedeihstorungen [3].

Die Speichelaspiration stellt einen besonders relevanter Faktor dar: In einer Studie mit 85 Kindern war sie - im
Gegensatz zur Nahrungsaspiration - signifikant mit CT-morphologischen Pneumoniebefunden sowie mit bronchialer
Wandverdickung und Atelektasen assoziiert und kann als Indikator fiir das Aspirationspneumonie-Risiko dienen [4].
Bronchiektasen treten bei Kindern mit CPA héufig auf und konnen bereits in frithem Alter entstehen, was auf eine
rasche Krankheitsprogression hinweist [5].

Die zugrunde liegenden pathophysiologischen Mechanismen der speichel-induzierten Lungenschiadigung sind
jedoch noch nicht vollstdndig verstanden. Es wird angenommen, dass die Aspiration zur Schiadigung von
Epithelzellen und zur Aktivierung von Makrophagen fiihrt und inflammatorische Prozesse ausldst, an denen unter
anderem Chemokine, Zytokine und Neutrophile beteiligt sind [1, 2]. Ein standardisiertes in-vitro-Modell zur
systematischen Untersuchung dieser Mechanismen bislang nicht.

1120 (Version: 2) SALIVA-STRIKE



Ein zusitzlich wenig erforschter Aspekt betrifft die Rolle des oropharyngealen Mikrobioms im Kontext der
Speichelaspiration. Speichel enthélt eine komplexe mikrobielle Gemeinschaft. Bei Aspiration gelangen diese
Mikroorganismen in die unteren Atemwege, wo sie neben direkten chemischen Effekten zusétzlich infektidse und
inflammatorische Prozesse auslosen oder verstiarken konnen [6].

Studien bei erwachsenen Patientinnen und Patienten mit Aspirationspneumonie zeigen eine veranderte bakterielle
Zusammensetzung mit gehduftem Nachweis potenziell pathogener Keime wie Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa [7]. Da die Mikrobiomzusammensetzung des oberen Atemtrakts bei
Kindern deutliche alters- und gesundheitsabhingige Unterschiede aufweist [8], ist die Charakterisierung der
physiologischen Mikrobiota gesunder Kinder eine wesentliche Voraussetzung fiir die Entwicklung eines
realistischen kindlichen in-vitro-Aspirationsmodells.
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Ableitung der Fragestellung (Rationale):

Die chronisch pulmonale Aspiration (CPA) ist ein relevantes, aber bislang unzureichend erforschtes Krankheitsbild
im Kindesalter. Die zugrunde liegenden zelluldren und mikrobiologischen Mechanismen sind weitgehend
unbekannt, da bisher kein geeignetes Modell existiert, das die spezifischen Bedingungen der kindlichen
Speichelaspiration abbildet.

Um diese Forschungsliicke zu schliefen, soll ein experimentelles Speichelaspirationsmodell entwickelt werden, das
die biologischen Eigenschaften und mikrobiellen Charakteristika kindlichen Speichels beriicksichtigt und eine
belastbare Grundlage fiir weiterfiihrende mechanistische Studien schafft.

Begriindung der Notwendigkeit eines Humanversuchs:

Ein Humanversuch ist fiir dieses Forschungsvorhaben unverzichtbar, da die Zusammensetzung von Speichel
erhebliche Spezies-spezifische Unterschiede aufweist. Humaner Speichel unterscheidet sich von tierischem Speichel
fundamental in der Protein- und Elektrolytzusammensetzung, dem pH-Wert, der mikrobiellen Flora und den
immunologischen Faktoren. Bei Kindern unterscheidet sich die Mikrobiomzusammensetzung zusitzlich erheblich
von Erwachsenen. Diese biologischen Unterschiede sind entscheidend fiir die pathophysiologischen Mechanismen
der Speichelaspiration, weshalb nur mit humanem Material klinisch relevante und iibertragbare Ergebnisse erzielt
werden konnen.

Das Ziel dieser Studie ist die Entwicklung eines standardisierten Labormodells zur Untersuchung der humanen
Speichelaspiration bei Kindern. Tiermodelle oder synthetische Speichelersatzstoffe konnen die komplexen
biologischen Interaktionen, enzymatischen Aktivititen und mikrobiellen Komponenten des humanen Speichels nicht
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adédquat abbilden. Die synergistischen Effekte zwischen verschiedenen mikrobiellen Spezies und die Korrelation
zwischen individuellen Mikrobiomprofilen und Speicheltoxizitét lassen sich nur mit authentischen humanen Proben
untersuchen. Die geplanten Vorversuche mit humanem Speichel sind essentiell fiir die Protokolloptimierung und
Methodenvalidierung, um in Folgestudien Speichelproben padiatrischer Patienten wissenschaftlich fundiert
untersuchen zu konnen.

Der Humanversuch beschrénkt sich auf die risikofreie Gewinnung von Speichelproben sowie einen einmaligen
Nasen-Rachen-Abstrich bei gesunden Kindern. Die Speichelentnahme erfolgt mittels passiver Drooling-Technik,
der Abstrich wird mit einem weichen Nasopharynx-Tupfer durchgefiihrt. Beide Maflnahmen sind nicht-invasiv, mit
minimalem Aufwand und ohne relevante Belastung fiir die teilnehmenden Kinder verbunden. Das Einversténdnis
der Sorgeberechtigten wird vorab schriftlich eingeholt. Der wissenschaftliche Erkenntnisgewinn steht in einem sehr
giinstigen Verhéltnis zum Aufwand, da die gewonnenen Proben eine essenzielle Grundlage fiir die Erforschung der
mikrobiellen Zusammensetzung des oberen Atemtrakts und der Entwicklung zellbasierter Co-Kulturmodelle bei
padiatrischer Aspiration darstellen.

Projektziele
Primiires Projektziel:

Das primére Ziel ist die Etablierung eines standardisierten in-vitro-Modells, das dosisabhéngige und zeitabhéngige
Effekte von Speichel auf bronchiale Epithelzellen abbildet.

Sekundire Projektziele:

1. Methodenoptimierung:
a. Vergleich verschiedener Speichelaufbereitungsmethoden
b. Bestimmung optimaler Verdiinnungen
c. Identifikation geeigneter Expositionszeiten
2. Validierung der Analysemethoden:
a. Etablierung reproduzierbarer Viabilitéits- und Zytotoxizitétstests
b. Standardisierung der Entziindungsmarker-Messungen
c. Optimierung der mikroskopischen Dokumentation
3. Dosis-Wirkungs-Charakterisierung:
a. Nachweis dosis-abhéngiger Effekte
b. Zeitkinetik der Speichelwirkung
c. Unterschiede zwischen nativen und aufbereiteten Proben
4. Protokollfinalisierung:
a. Entwicklung standardisierter, geschlechts- und altersabhéngiger SOPs
b. Troubleshooting-Leitfaden
c. Vorbereitung fiir Patientenproben-Studien
5. Mikrobiom-Sequenzierung und Co-Kulturvorbereitung:
a. Gewinnung und Analyse des oropharyngealen Mikrobioms gesunder Kinder mittels Nasen-
Rachen-Abstrichen
b. Aufbau einer mikrobiellen Referenzdatenbank
¢. Vorbereitung der Etablierung bakteriell-epithelialer Co-Kulturmodelle mit klinisch relevanten
Keimen aus dem oberen Atemtrakt

Endpunkte/Zielgrofien
Primérer Endpunkt:

o Zellviabilitit
e Quantifizierung als prozentuale Viabilitdt im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
e Nachweis einer dosis-abhéngigen Reduktion der Zellviabilitat

Sekundéire Endpunkte:

e  Zytotoxizitét
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Zeitkinetik der zytotoxischen Wirkung
Entziindungsreaktion (Zytokin-Sekretion)
Zellmorphologie (mikroskopische Beurteilung)
Apoptoserate
Methodenvalidierung
Alters- und geschlechtsabhéngige Effekte von Speichel auf Bronchialepithel
Mikrobiomprofilierung (explorativ):
o Identifikation und Quantifizierung von Bakterienarten im Nasen-Rachen-Raum (16S rDNA
Sequenzierung)
o Korrelation mit dem Alter, Geschlecht und Sammelort
o Grundlage fiir die Auswahl geeigneter Isolate zur Etablierung bakteriell-epithelialer Co-Kulturen

Hypothese(n):

Haupthypothese:
Humaner Speichel induziert eine dosis-abhéngige Zytotoxizitét in humanen Bronchialepithelzellen, wobei hohere

Speichelkonzentrationen eine stirkere Zellschddigung verursachen als niedrigere Konzentrationen.

Sekundire Hypothesen:

e Zcitabhingigkeit:
o Die speichel-induzierte Zellschddigung nimmt mit der Expositionsdauer zu.
e  Aufbereitungseffekt:
o Nativer Speichel verursacht eine stirkere Zellschddigung als sterilfiltrierter, hitzeinaktivierter oder
eingefrorener und aufgetauter Speichel aufgrund der mikrobiellen Komponenten und hitzelabiler
Faktoren.
e  Entziindungsreaktion:
o Speichel-Exposition fiihrt zu einer signifikanten Erhdhung der pro-inflammatorischen Zytokine in
Bronchialepithelzellen.
e  Mechanismus:
o Die speichel-induzierte Zellschadigung erfolgt sowohl {iber direkte zytotoxische Effekte als auch
iiber die Induktion von Apoptose.
e  Reproduzierbarkeit:
o Die beschriebenen Effekte sind zwischen verschiedenen Speichelspenderinnen und -spendern und
Zelllinien reproduzierbar und ermdglichen die Etablierung eines standardisierten Testmodells.
e  Alters- und geschlechtsabhéngige Effekte:
o Die Zusammensetzung des Speichels sowie die daraus resultierenden Effekte auf bronchiale
Epithelzellen unterscheiden sich alters- und geschlechtsabhéngig.
e  Mikrobiomzusammensetzung:
o Die mikrobielle Zusammensetzung des Nasen-Rachen-Raums gesunder Kinder ist interindividuell
variabel, jedoch in Teilen charakteristisch und liefert potenziell physiologisch relevante Keime zur
Etablierung bakteriell-epithelialer Co-Kulturmodelle.
o Synergistische Effekte: Speichelproben mit erhaltener Mikrobiota verursachen stirkere
Epithelschddigung und Entziindungsreaktion als sterilfiltrierte Proben aufgrund synergistischer
Effekte zwischen mikrobiellen und chemischen Faktoren
o Modellrelevanz: Die Integration der physiologischen Mikrobiota in das Aspirationsmodell fiihrt zu
klinisch relevanteren Ergebnissen als rein chemische Speicheleffekte
e Korrelation von Mikrobiom und Zellantwort (explorativ):
o Bestimmte bakterielle Taxa (z. B. Haemophilus, Streptococcus, Prevotella) im Nasen-Rachen-
Raum konnten mit der entziindlichen Antwort oder der Zytotoxizitit von Speichelproben
korrelieren.

4120 (Version: 2) SALIVA-STRIKE



Studienpopulation

Die Studie umfasst gesunde minderjahrige Probandinnen und Probanden im Alter von mindestens 3 bis maximal 17
Jahren. Eingeschlossen werden ausschlielich Kinder und Jugendliche ohne akute oder chronische Erkrankungen
des oberen Atemtrakts oder der Speicheldriisen sowie ohne relevante Vorerkrankungen, die das oropharyngeale
Mikrobiom beeinflussen kdnnten.

Die Teilnahme setzt die schriftliche Einwilligung der Sorgeberechtigten sowie bei Kindern ab 6 Jahren eine
altersgerechte Zustimmung voraus. Die ablehnende Haltung eines Kindes fiihrt unabhéngig von der elterlichen
Einwilligung zum Ausschluss.

Begriindung fiir den Einschluss gesunder Kinder (3—17 Jahre):

Der Einschluss gesunder Kinder im Alter von 3 bis 17 Jahren ist fiir das Forschungsvorhaben essentiell. Die
Untersuchungen dienen der Methodenetablierung und Standardisierung der Laborprotokolle; Speichelproben
gesunder Probandinnen und Probanden ermdglichen die Optimierung aller Arbeitsschritte, ohne die eigentliche
Zielgruppe — Kinder mit chronischer Aspiration — zu belasten. Zudem sind altersgerechte Referenzdaten notwendig,
da das Projekt ein Modell zur Untersuchung speichelinduzierter Bronchialepithelschiddigung im Kindesalter
entwickelt und hierfiir realistische mikrobiologische Ausgangsprofile benétigt.

Auch fiir die spétere Etablierung von Bakterien-Epithel-Co-Kulturen werden mikrobiologische Isolate aus
padiatrischer Quelle bendtigt, da die Mikrobiota des oberen Atemtraktes altersabhéngig geprégt ist. Der Einschluss
gesunder Kinder ist ethisch gut vertretbar, da die Probengewinnung nicht-invasiv erfolgt (passive
Speichelgewinnung, standardisierter Nasen-Rachen-Abstrich) und nur mit minimaler Belastung verbunden ist.
SchlieBlich ist die Erhebung einer altersabhingigen ,,Baseline* unerlésslich, um spétere Befunde bei Kindern mit
chronischer Aspiration valide einordnen zu kénnen.

Umgang mit nicht-deutschsprachigen Personen:

Die Rekrutierung erfolgt gezielt aus dem Kollegenkreis der Universititskinderkliniken Diisseldorf und Koln.
Aufgrund der geringen Proband*innenenzahl (n=30) und der spezifischen Rekrutierung aus dem medizinischen
Fachpersonal ist nicht mit Verstandigungsproblemen zu rechnen. Alle Kolleg*innen kdnnen die deutsche
Aufklarung und Einverstdndniserkldrung vollstindig verstehen und beurteilen.

Einschlusskriterien:

e  Alter: 3-17 Jahre

e  Klinisch gesunde Kinder (kein akuter Infekt, keine chronischen Grunderkrankungen des oberen Atemtrakts
oder der Speicheldriisen)

e FEinwilligung der Sorgeberechtigten

e Bei Kindern >6 Jahren: altersentsprechende Aufklarung und schriftlicher Zustimmung

Ausschlusskriterien:

e  Akute Infekte der oberen Atemwege (innerhalb der letzten 7 Tage)

e Bekannte chronische Erkrankungen mit Einfluss auf das Mikrobiom (z. B. Mukoviszidose, chronische
Tonsillitis)

e Aktuelle Behandlung mit Antibiotika (innerhalb der letzten 4 Wochen)

e FEinnahme von Medikamenten, die die Speichelproduktion oder -zusammensetzung beeinflussen (z.B.
Anticholinergika, Antidepressiva)

e Rauchen am Tag der Speichelsammlung

e  Ablehnung der Teilnahme durch Kind/Jugendlichen oder Sorgeberechtigte

e Fehlende oder unvollstdndige Einwilligung

Anzahl der Studienteilnehmer: 30
Rekrutierungsmafinahmen:

Die Rekrutierung erfolgt ausschlielich im Bekannten- und Kollegenkreis der Universitdtskinderkliniken Diisseldorf
und Koln. Es werden ausdriicklich keine minderjdhrigen Patientinnen oder Patienten der beteiligten Kliniken
rekrutiert, sondern ausschlieflich Kinder von Mitarbeitenden oder von Bekannten des Studienteams. Somit bestehen
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keine medizinischen Abhéngigkeitsverhédltnisse, und es entsteht keine Gefahr einer vermuteten Erwartungshaltung
im Rahmen der klinischen Versorgung.

Die Ansprache erfolgt informell und ausschlie8lich auflerhalb des klinischen Kontextes. Dabei wird besonders
darauf geachtet, dass kein Druck oder Anschein der Verpflichtung entsteht. Jeder angesprochenen Person wird
ausreichend Zeit zur Entscheidungsfindung eingerdumt.

Alle Familien werden ausdriicklich darauf hingewiesen, dass die Teilnahme vollkommen freiwillig ist und eine
Ablehnung keinerlei Auswirkungen auf berufliche oder personliche Beziehungen hat. Die Studienleiterin rekrutiert
bewusst keine Personen, zu denen ein hierarchisches Verhéltnis besteht. Die Teilnahme kann jederzeit ohne Angabe
von Griinden abgebrochen werden. Auch Kinder, die sich unwohl fiihlen oder nicht teilnehmen méchten, werden
unabhéngig von der elterlichen Zustimmung nicht eingeschlossen.

Informations- und Einwilligungsprozess:

Die Aufklirung erfolgt durch die Studienleiterin Dr. Nadine Freitag persdnlich. Als verantwortliche Arztin und
Hauptpriiferin der Studie verfiigt sie {iber die notwendige fachliche Qualifikation und vollstindige Kenntnis des
Studienprotokolls. Dabei wird zunéchst eine kurze miindliche Erstinformation gegeben, gefolgt von der
Vereinbarung eines separaten Termins fiir das ausfiihrliche Aufklarungsgesprach. Im Rahmen dieses Gespréchs
erhalten die Familien die vollstdndigen Studienunterlagen und ausreichend Gelegenheit, Fragen zu stellen. Die
Aufklarung und die schriftliche Einwilligung kdnnen am selben Tag erfolgen, sofern ausreichend Zeit fiir ein
umfassendes Versténdnis der Studieninhalte und fiir Riickfragen zur Verfiigung steht.

Die schriftliche Einwilligung wird erst nach dieser Bedenkzeit eingeholt. Die Sorgeberechtigten bestétigen mit ihrer
Unterschrift, dass alle Fragen beantwortet wurden und dass sie liber ihr jederzeitiges Widerrufsrecht informiert
wurden. Eine Kopie der Einwilligungserklarung wird ausgehéndigt. Kinder und Jugendliche ab 6 Jahren werden
zusétzlich altersgerecht iiber die Studie informiert und geben eine eigene Zustimmung.

Aufwandsentschiidigung:

Den Familien wird eine kleine Aufwandsentschadigung angeboten. Diese umfasst entweder die Erstattung von
Fahrtkosten fiir den studienbedingten Besuch in der Klinik oder eine kleine Aufmerksamkeit als Dankeschon fiir die
Teilnahme. Diese Mafinahmen dienen ausschlieBlich der Wertschédtzung und stehen nicht in Zusammenhang mit
einer Beeinflussung der Teilnahmebereitschaft.

Versicherung:

Fiir diese Studie wird keine gesonderte Probanden- oder Wegeunfallversicherung abgeschlossen. Die
durchgefiihrten MaBnahmen (Speichelgewinnung mittels passiver Drooling-Technik sowie ein einmaliger Nasen-
Rachen-Abstrich) sind minimalinvasiv, risikoarm und entsprechen etablierten diagnostischen Standardverfahren. Sie
stellen keinen medizinischen Eingriff dar, der {iber das allgemeine Lebensrisiko hinausgeht. Die Probandinne und
Probanden und ihre Sorgeberechtigten werden ausdriicklich dariiber informiert, dass kein zusétzlicher
Versicherungsschutz besteht und dass die Teilnahme ausschlieBlich freiwillig erfolgt.

Methodik und Durchfithrung

Die Studie ist als multizentrische, prospektive experimentelle Laborstudie konzipiert und verfolgt einen einarmigen
Aufbau ohne Randomisierung, Placebo oder Verblindung. Im Mittelpunkt steht die systematische Etablierung und
Optimierung experimenteller Verfahren zur Untersuchung der Wirkung von Speichelproben auf bronchiale
Epithelzellen.

Die Studie gliedert sich in drei klar definierte Phasen:

Phase 1 — Probengewinnung: In dieser Phase erfolgt die einmalige Gewinnung von Speichelproben und Nasen-
Rachen-Abstrichen bei gesunden Kindern im Alter von 3 bis 17 Jahren. Die Proben werden pseudonymisiert,
unmittelbar gekiihlt und innerhalb von zwei Stunden ins Labor transportiert.

Phase 2 — Experimentelle Speichelaufbereitung: Die gewonnenen Speichelproben werden im Labor
verschiedenen standardisierten Aufbereitungsschritten unterzogen, um unterschiedliche Bedingungen fiir die
nachfolgenden Zellkulturversuche zu erzeugen. Hierzu gehoren insbesondere nativer Speichel, sterilfiltrierte Proben,
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hitzeinaktivierte Proben sowie ggf. eingefrorene und aufgetaute Proben. Die Aufbereitung dient der Identifikation
reproduzierbarer Parameter und der Festlegung experimenteller Rahmenbedingungen.

Phase 3 — Zellkulturversuche: In dieser Phase werden die vorbereiteten Speichelproben auf standardisierten
bronchialen Epithelzelllinien getestet. Die Exposition erfolgt in verschiedenen Konzentrationen und Zeitintervallen,
um dosis- und zeitabhidngige Effekte zu erfassen. Die Auswertung umfasst Viabilitéitstests, Zytotoxizititsmessungen,
mikroskopische Analysen sowie die Erfassung entziindlicher Marker.

Es werden sowohl negative Kontrollen (unbehandelte Zellen) als auch positive Kontrollen (1 % Triton X-100)
eingesetzt. Eine Randomisierung oder Verblindung ist aufgrund des experimentellen Charakters und der objektiven
Messparameter nicht erforderlich und wiirde die Methodenetablierung nicht verbessern.

Diese Struktur gewéhrleistet eine umfassende, systematische Untersuchung der Auswirkungen von Speichel unter
experimentellen Bedingungen und schafft die Grundlage fiir ein robustes, reproduzierbares in-vitro-Modell.

Studienablauf:

Vorbereitender Schritt (am Tag der Teilnahme): Die Aufklédrung und Einwilligung erfolgen am selben Tag wie die
Probensammlung. Zu Beginn findet ein personliches Gesprich statt, in dem Zweck, Ablauf und mogliche minimale
Belastungen der Studie versténdlich erldutert werden. Die Sorgeberechtigten erhalten ausreichend Zeit fiir
Riickfragen, bevor sie die schriftliche Einwilligung abgeben. Kinder ab sechs Jahren werden zusitzlich altersgerecht
aufgeklart und geben ihre Zustimmung.

Vorbereitung fiir die Probensammlung (ca. 10 Minuten): Zunéchst wird tiberpriift, ob die Niichternheitszeit
eingehalten wurde und keine Ausschlusskriterien bestehen. Fiinf Minuten vor Beginn der Probengewinnung spiilt
das Kind oder die/der Jugendliche den Mund mit Leitungswasser aus, um Nahrungsreste zu entfernen. Anschlieend
folgt eine kurze Ruhephase, damit die natiirliche Speichelproduktion ungestort erfolgen kann.

Speichelsammlung mittels passiver Drooling-Technik (10-15 Minuten): Die Probandin / der Proband sitzt entspannt
auf einem Stuhl, den Kopf leicht nach vorne geneigt. Der Speichel wird ohne jegliche Stimulation — also ohne
Spucken, Kauen oder Saugen — gesammelt und tropft in ein steriles 50-mL-Rohrchen. Das angestrebte
Probenvolumen liegt zwischen 3 und 10 mL. Die Sammlung wird kontinuierlich durch das Studienteam betreut. Das
Kind bzw. die/der Jugendliche kann die Prozedur jederzeit beenden, insbesondere bei Unwohlsein oder Miidigkeit.

Nasen-Rachen-Abstrich (ca. 10 Sekunden): Nach der Speichelgewinnung erfolgt ein einmaliger Nasen-Rachen-
Abstrich zur Mikrobiomanalyse. Ein weicher flocked swab wird vorsichtig durch ein Nasenloch bis zum
Nasopharynx eingefiihrt und dort kurz rotiert.

Sofortige Probenverarbeitung: Die Speichel- und Abstrichproben werden unmittelbar auf Eis gelagert und innerhalb
von zwei Stunden ins Labor transportiert. Dort erfolgt die Aufteilung des Speichels in Aliquots zur Durchfithrung
verschiedener Aufbereitungsmethoden (z. B. nativer Speichel, sterilfiltriert, hitzeinaktiviert). Fiir die Teilnehmenden
entstehen nach der Probenentnahme keine weiteren Maflnahmen.

Zeitaufwand fiir Teilnehmende: Die gesamte Teilnahme umfasst in der Regel 30 bis 40 Minuten. Eine medizinische
Nachbetreuung ist nicht erforderlich, da die Studie ausschlieBlich auf minimalinvasiven und risikoarmen
Mafnahmen beruht.

Unannehmlichkeiten und besondere Hinweise: Die Speichelsammlung wird von Kindern und Jugendlichen meist
gut toleriert, kann jedoch als ungewohnte Situation wahrgenommen werden. Der Nasen-Rachen-Abstrich kann
kurzzeitig zu leichtem Unwohlsein fithren. Beide MaBnahmen sind risikoarm und entsprechen géngigen
diagnostischen Verfahren. Die Sammlung erfolgt in ruhiger Atmosphére, und die Kinder konnen die Teilnahme
jederzeit abbrechen. Ein individueller Nutzen besteht nicht, jedoch leisten die Teilnehmenden einen wertvollen
Beitrag zur padiatrischen Aspirationsforschung.

Datenquellen:

Fiir die Studie werden ausschlieflich solche Daten erhoben, die fiir die wissenschaftliche Durchfiihrung der
Methodenetablierung zwingend erforderlich sind. Dazu gehdren sowohl experimentell erzeugte Labor- und
Analysewerte als auch minimale demografische Angaben sowie dokumentationspflichtige Prozessdaten. Die
Datenerhebung erfolgt vollstéindig pseudonymisiert; eine Identifizierung einzelner Personen ist nur {iber eine
getrennt und verschliisselt gespeicherte Zuordnungsliste moglich, die ausschlieBlich der Studienleiterin zugénglich
1st.
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Primére Datenquellen: Dies umfasst saimtliche Laboranalysen und experimentell erhobenen Parameter, darunter:

Ergebnisse der Viabilitéts-, Zytotoxizitits- und Apoptoseassays,

Konzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine (z. B. tiber ELISA oder PCR),

FACS-basierte Messungen,

mikroskopische Dokumentation (Phasenkontrastbilder, morphologische Bewertungen, Konfluenzangaben),
Probencharakteristika wie Speichelvolumen, pH-Wert, Konsistenz sowie Zeitpunkt und Bedingungen der
Aufbereitung.

Sekundére Datenquellen: Erfasst werden ausschlieBlich minimale demografische und studienbezogene Angaben, die
fiir die wissenschaftliche Interpretation unverzichtbar sind:

e  Alter und Geschlecht, da beide Parameter die Zusammensetzung des Speichels, die Mikrobiota und die
zelluldren Reaktionen beeinflussen,
e  Sammlungsdatum und Uhrzeit, da die Speichelzusammensetzung tageszeitabhéngigen Schwankungen
unterliegen kann,
e Niichternheitsdauer sowie die Dokumentation der Einhaltung der Ein- und Ausschlusskriterien,
e  Rekrutierungsort, um standortabhingige Unterschiede der Probenerhebung nachvollziehen zu konnen.
e Prozess- und Qualitdtsdaten: Zur Sicherstellung der Reproduzierbarkeit werden zusatzlich dokumentiert:
o Lagerungs- und Transportzeiten sowie Temperaturen,
o Verdiinnungsfaktoren und Inkubationszeiten in den Laborversuchen,
o Qualitdtskontrollparameter der Zellkulturen.

Es erfolgt kein Zugriff auf Krankenakten, es werden keine medizinischen Diagnosen, anamnestischen Angaben,
Fragebogendaten oder Bildgebungen erhoben. Ebenso finden keine medizinischen Untersuchungen statt.

Datenerfassung:

Alle Daten werden prospektiv in standardisierten Laborprotokollen sowie in einer gesicherten elektronischen
Datenbank erfasst. Die Speicherung erfolgt in einem passwort-gesicherten Ordner im gesicherten Serverbereich der
IT-Abteilung auf Laufwerk K der Klinik fiir Allgemeine Padiatrie, Neonatologie und Kinderkardiologie (Ordner
,.Kinder*). Papierunterlagen (Einwilligungen, Aufklarungsdokumente) werden in verschlossenen Aktenschrénken
aufbewahrt.

Eine Weitergabe an Dritte findet nicht statt. Nach Ablauf der gesetzlich vorgegebenen Aufbewahrungsfrist wird die
Pseudonymisierungsliste geloscht, sodass alle verbleibenden Daten vollstindig anonymisiert sind.

Voraussichtliches Studienende:

Die voraussichtliche Dauer betrdgt zwei Jahre, der Studienzeitraum erstreckt sich dementsprechend zwischen Januar
2026 und Januar 2028.

Nutzen-Risiko-Abwigung

Individueller Nutzen:

Es ist kein direkter individueller Nutzen mit der Studienteilnahme verbunden.

Die Teilnehmenden sind gesunde Kinder, die ausschlieBlich Speichelproben flir Laborversuche zur Verfiigung
stellen. Es werden keine diagnostischen Untersuchungen durchgefiihrt, keine medizinischen Befunde erhoben und
keine therapeutischen Mafinahmen angeboten.

Die Speichelsammlung mittels passiver Drooling-Technik ist ein rein wissenschaftlicher Vorgang ohne
medizinischen oder gesundheitlichen Nutzen fiir die/den einzelnen Teilnehmer*in.

Der Nutzen liegt ausschlieBlich im wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn fiir die Entwicklung eines Labormodells,
das zukiinftig der Erforschung von Speichelaspiration bei padiatrischen Patient*innen dienen soll.

Gruppen- oder Fremdnutzen:

Es ergibt sich ein erheblicher Fremdnutzen durch die Studie.
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Nutzen fir pidiatrische Patient*innen:

Die Etablierung eines standardisierten in-vitro-Modells zur Speichelaspiration dient der zukiinftigen Erforschung
von Aspirationsproblemen bei Kindern mit neurologischen Erkrankungen oder Entwicklungsstérungen. Dies kann
langfristig zur Entwicklung besserer Therapieansétze und Praventionsstrategien fiir diese vulnerable
Patientengruppe beitragen.

Von der gleichen Probandin oder dem gleichen Probanden gewonnene Speichel- und Nasen-Rachen-Proben
ermoglichen die direkte Korrelation zwischen individueller Mikrobiomzusammensetzung und der zytotoxischen
Wirkung des entsprechenden Speichels. Dies erlaubt die Identifikation mikrobieller Taxa, die mit verstirkter
Epithelschadigung assoziiert sind.

Nutzen fir die wissenschaftliche Gemeinschaft:

Der Nutzen fiir die wissenschaftliche Gemeinschaft besteht in der Bereitstellung eines validierten Labormodells, das
als Grundlage fiir die zukiinftige Aspirationsforschung dient. Durch die Etablierung standardisierter Methoden wird
die Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit kommender Studien verbessert. Dariiber hinaus schafft das Modell eine
solide Basis fiir weiterfiihrende pathophysiologische Untersuchungen und konnte langfristig zur Entwicklung neuer
therapeutischer Ansitze beitragen.

Nutzen fiir die klinische Praxis:

Das entwickelte Modell kann zur Testung verschiedener Speichelzusammensetzungen und deren Auswirkungen
genutzt werden, was zu einem besseren Verstidndnis der Aspirationsmechanismen und damit zu optimierten
Behandlungskonzepten fithren kann. Die mikrobiologische Charakterisierung ermoglicht die Entwicklung gezielter
antimikrobieller Praventionsstrategien und die Identifikation von Risikopatienten basierend auf ihrer
oropharyngealen Mikrobiomzusammensetzung.

Gesellschaftlicher Nutzen:

Die Teilnahme an dieser Studie kann langfristig zu einer Verbesserung der Lebensqualitit betroffener Kinder und
ihrer Familien beitragen, da die gewonnenen Erkenntnisse die Entwicklung wissenschaftlich fundierter
Therapieansdtze unterstiitzen. Zudem besteht das Potenzial, Hospitalisierungen und Komplikationen im
Zusammenhang mit Aspirationsproblemen zu reduzieren. Insgesamt iiberwiegt der zu erwartende Fremdnutzen die
minimalen Unannehmlichkeiten, die den gesunden Proband*innen im Rahmen der Probengewinnung entstehen.

Risiken und Belastungen:

Die Speichelentnahme ist risikofrei. Der Nasen-Rachen-Abstrich kann voriibergehend zu leichtem Unwohlsein wie
Kitzelgefiihl, Tranenfluss oder Hustenreiz fiihren, ist jedoch ein in der Pédiatrie routineméfig angewandtes und
sicheres Verfahren.

Die Teilnahme ist jederzeit freiwillig und kann auf Wunsch von Kind oder Sorgeberechtigten sofort abgebrochen
werden.

Statement zur (irztlichen) Vertretbarkeit:

Die Studie ist aus wissenschaftlicher und &rztlicher Sicht eindeutig vertretbar, da sie vollsténdig risikofrei ist und
einem erheblichen medizinischen Bedarf entspricht. Die passive Speichelsammlung birgt keinerlei gesundheitliche
Risiken und verursacht nur minimale, zeitlich begrenzte Unannehmlichkeiten (45-50 Minuten Zeitaufwand, kurze
Niichternheit). Dem steht ein erheblicher wissenschaftlicher Nutzen gegeniiber: Die Entwicklung eines dringend
bendtigten Forschungsmodells fiir padiatrische Aspirationsprobleme, das als Grundlage fiir zukiinftige
Therapieentwicklungen bei einer vulnerablen Patientengruppe dient. Aus drztlicher Sicht ist die
Methodenetablierung ohne Belastung betroffener Kinder nicht nur vertretbar, sondern medizinisch geboten, da
Speichelaspiration ein bedeutsames klinisches Problem mit erheblichen Auswirkungen auf Morbiditét und
Lebensqualitét darstellt. Das Nutzen-Risiko-Verhiltnis ist aulerordentlich giinstig.

Kriterien fiir die Beendigung der Studienteilnahme einzelner teilnehmender Personen:

Sofortige Beendigung bei:
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e  Widerruf der Einversténdniserkldrung durch die/den Teilnehmer*in (jederzeit ohne Angabe von Griinden
moglich)

e  Akute Erkrankung am Tag der Speichelsammlung (z.B. Fieber, Infekt der oberen Atemwege, akute
Mundschleimhautentziindung)

e  Unwohlsein oder Stress wéihrend der Speichelsammlung (auf Wunsch der/des Teilnehmer*in oder bei
Beobachtung durch das Studienteam)

e Nichteinhaltung der Studienvoraussetzungen (z.B. Nahrungsaufnahme innerhalb der letzten 2 Stunden,
Rauchen am Sammeltag)

e  Unzureichende Speichelproduktion (weniger als 2-3 mL nach 15 Minuten Sammlung)

e Kontamination der Probe (z.B. durch Husten, Niesen oder andere Verunreinigungen)

Studienabbruch aus Sicherheitsgriinden:

Da die Speichelsammlung vollig risikolos ist, gibt es keine sicherheitsrelevanten Abbruchkriterien. Die Beendigung
erfolgt ausschlieBlich auf Wunsch der/des Teilnehmer*in bzw. der Sorgeberechtigen oder bei praktischen Problemen
der Probengewinnung.

Nachbetreuung:
Bei vorzeitiger Beendigung ist keine medizinische Nachbetreuung erforderlich. Die bereits gesammelte

Speichelmenge wird auf Wunsch der/des Teilnehmer*in vernichtet.
Kriterien fiir die (vorzeitige) Beendigung der gesamten Studie:
Sofortige Studienbeendigung bei:

o  Widerruf oder Aussetzung des Ethikvotums durch die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitit
Diisseldorf bzw. Universitdt Koln
e  Auftreten unvorhergesehener Sicherheitsprobleme (auch wenn bei der risikofreien Speichelsammlung nicht

erwartet)
e Fundamentale Protokollverletzungen oder schwerwiegende Abweichungen von den genehmigten
Verfahren
Biometrie

Exakte Definition der Endpunkte:

Primérer Endpunkt:

e  Zecllviabilitit nach Exposition bronchialer Epithelzellen mit Speichelproben
o Quantifizierung mittels standardisierter Viabilitétstests
o Analyse als prozentuale Viabilitit im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
o Ziel: Nachweis einer dosis-abhidngigen Reduktion der Zellviabilitit bei hoherer
Speichelkonzentration

Sekundire Endpunkte:

e  Zytotoxizitét
o Erfassung membranassoziierter Zellschiddigung
o Quantifizierung zu definierten Zeitpunkten mittels etablierter Verfahren
e  Entziindungsreaktion
o Messung pro-inflammatorischer Zytokine im Zellkulturiiberstand
o Nachweis mittels géngiger laborbasierter Immunoassays
e  Zeclltodmechanismen
o Differenzierung apoptotischer und nekrotischer Zellen
o Methodenwabhl flexibel (z. B. Farbung oder zytometriebasiert)
e  Morphologische Verdnderungen
o Mikroskopische Erfassung zelluldrer Verdnderungen iiber definierte Zeitrdume
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o Dokumentation qualitativ oder semiquantitativ
e  Mikrobiomprofil des oberen Atemtrakts
o Taxonomische Zusammensetzung: 16S rDNA-Sequenzierung zur Identifikation und
Quantifizierung bakterieller Taxa
o Funktionelle Validierung: Vergleich der zytotoxischen Wirkung von nativem vs. sterilfiltriertem
Speichel als Nachweis der mikrobiellen Komponente
o Explorative Korrelation mit dem Alter, Probenort oder Zellkultureffekten

Fallzahlbegriindung/ggf. Fallzahlschitzung:

Bei dieser Studie handelt es sich um Vorversuche zur Methodenetablierung, nicht um eine konfirmatorische Studie
mit Hypothesentestung. Daher ist keine formale biometrische Fallzahlschitzung erforderlich oder sinnvoll.

Analysemethoden fiir die Hauptfragestellungen (explorativer Ansatz):

Deskriptive Analyse:

e  Mittelwerte und Standardabweichungen fiir alle kontinuierlichen Endpunkte (Viabilitét, Zytotoxizitét,
Zytokinkonzentrationen)

e  Mediane und Quartile bei nicht-normalverteilten Daten

e  QGrafische Darstellung mittels Box-Plots und Dosis-Wirkungs-Kurven

e Heatmaps zur Visualisierung der Ergebnisse iiber alle Versuchsbedingungen

Vergleichende Analyse:

e Dosis-Abhingigkeit: Vergleich der Mittelwerte zwischen Verdiinnungen mittels t-Test oder Mann-
Whitney-U-Test

e  Zecitkinetik: Varianzanalyse (ANOVA) fiir wiederholte Messungen iiber die verschiedenen Zeitpunkte

o Aufbereitungsvergleich: Einfaktorielle ANOVA zum Vergleich nativ vs. steril vs. hitzeinaktiviert vs.
gefroren

Korrelationsanalysen:

e  Pearson- oder Spearman-Korrelation zwischen verschiedenen Endpunkten (Viabilitét vs. Zytotoxizitét vs.
Entzlindungsmarkern)
e Inter-Spender-Variabilitét: Intraklassen-Korrelationskoeffizient (ICC)

Qualitdtsbewertung:

e Reproduzierbarkeit: Variationskoeffizienten (CV) der technischen Replikate
e  Methodenvalidierung: Bestimmung von Detektionsgrenzen und linearen Bereichen

Software:

e  Statistische Auswertung mit SPSS, R oder GraphPad Prism
e Signifikanzniveau: p<0,05, jedoch Betonung auf EffektgroBen und biologische Relevanz aufgrund des
explorativen Charakters der Methodenetablierung.
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Datenmanagement und Datenschutz
Rechtsgrundlage fiir die Datenverarbeitung:

Primire Rechtsgrundlage:

e Art. 6 Abs. | lit. a DSGVO - Einwilligung der betroffenen Person
e Die Verarbeitung personenbezogener Daten erfolgt auf Grundlage der ausdriicklichen, informierten und
freiwilligen Einwilligung der Studienteilnehmer*innen. Diese wird vor Studienbeginn schriftlich eingeholt
und umfasst:
o Verarbeitung der erhobenen demografischen Daten (Alter, Geschlecht)
o Verwendung der Speichelproben fiir die beschriebenen Forschungszwecke
o Pseudonymisierte Datenspeicherung und -auswertung
o Wissenschaftliche Publikation der Ergebnisse in anonymisierter Form

Erginzende Rechtsgrundlage:

e Art. 9 Abs. 2 lit. a DSGVO - Einwilligung in die Verarbeitung besonderer Kategorien personenbezogener
Daten

e Da es sich bei Speichelproben um biologisches Material handelt, das Gesundheitsdaten im Sinne des Art. 9
DSGVO darstellt, ist zusétzlich eine ausdriickliche Einwilligung fiir die Verarbeitung dieser besonderen
Kategorie personenbezogener Daten erforderlich.

Widerrufbarkeit:

Die Einwilligung kann jederzeit ohne Angabe von Griinden widerrufen werden. Bei Widerruf werden alle
personenbezogenen Daten und Proben der betreffenden Person unverziiglich geldscht bzw. vernichtet.

Dokumentation:

Die Einwilligung wird schriftlich dokumentiert und fiir 10 Jahre nach Studienende aufbewahrt, wie in der
Einverstidndniserklarung dargelegt.

Verantwortlicher fiir die Datenverarbeitung im Sinne der DSGVO:

Gemeinsame Verantwortlichkeit (Art. 26 DSGVO)

Die Verarbeitung pseudonymisierter Proben und Studiendaten erfolgt in gemeinsamer Verantwortung durch das
Universititsklinikum Diisseldorf (UKD) und das Universitéitsklinikum K&ln (UKK) geméf der abgeschlossenen
Vereinbarung nach Art. 26 DSGVO (Anlage im Kooperationsvertrag).

Das UKD ist allein verantwortlich fiir Aufklarung, Einwilligung, Identitdtsdaten, Kontaktangaben und die
Pseudonymisierungsliste.

UKD und UKK sind gemeinsam verantwortlich fiir die Verarbeitung, Analyse und wissenschaftliche Auswertung
pseudonymisierter Studiendaten und Proben.

Ansprechpartner fiir Betroffenenrechte (Art. 15-21 DSGVO) ist primér das UKD.

Erfasste personenbezogene Daten:

Demografische Daten:

e Alter
o Erfassung: Altersangabe in Jahren
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o Begriindung: Notwendig zur Charakterisierung der Probandenkohorte und zur Bewertung
altersabhéngiger Speichelzusammensetzung, die die Laborergebnisse beeinflussen kann
e  Geschlecht
o Erfassung: Weiblich/ménnlich/divers
o Begriindung: Erforderlich zur Beurteilung geschlechtsspezifischer Unterschiede in der
Speichelzusammensetzung, die fiir die Methodenstandardisierung relevant sind
e Studienbezogene Daten:
o Spender-ID
=  Erfassung: Pseudonymisierte Identifikationsnummer
= Begriindung: Notwendig zur Zuordnung der Laborergebnisse zu den jeweiligen
Speichelproben
e Sammlungsdaten
o Erfassung: Datum, Uhrzeit, Niichternheitsdauer
o Begriindung: Qualitétskontrolle und Standardisierung der Probensammlung, Einfluss auf
Speichelqualitét
e  Ausschlusskriterien-relevante Angaben:
o Erfassung: Aktuelle Medikamenteneinnahme (ja/nein), akute Erkrankungen (ja/nein)
o Begriindung: Notwendig zur Bewertung der Probenqualitét und zur korrekten Interpretation der
Laborergebnisse

e Keine weiteren Daten: Es werden bewusst keine weiteren medizinischen Daten, Krankengeschichte oder
Kontaktdaten erhoben, um das Gebot der Datensparsamkeit zu erfiillen. Die Erhebung beschrénkt sich auf
das fiir die Methodenetablierung absolut notwendige Minimum.

Form der Datenspeicherung (Art, Ort, Dauer):

Primire Datenarchivierung (UKD):

e  Ort: Universitétsklinikum Diisseldorf, gesicherter Serverbereich der IT-Abteilung (J-Laufwerk)
e  Zugriff: Passwortgeschiitzt, nur autorisierte Studienmitwirkende
e  Backup: RegelméBige Sicherungskopien nach Klinikstandard

Papierunterlagen:

e  Ort: Verschlossener Aktenschrank in den Raumlichkeiten der Universitdtskinderklinik Diisseldorf
o Inhalt: Einverstdndniserkldrungen, Aufklarungsbogen
e  Zugriff: Nur Studienleiterin und autorisierte Mitarbeitende

Speicherdauer:

Forschungsdaten: 10 Jahre nach Studienabschluss (gemaf3 GCP-Richtlinien)
Einverstidndniserklarungen: 10 Jahre nach Studienabschluss

Laborrohdaten: 10 Jahre nach Studienabschluss

Nach Ablauf: Vollstdndige und nachweisbare Loschung/Vernichtung aller Daten und Unterlagen

Datenschutzmaf3nahmen:

e  Pseudonymisierung ab Probenentnahme
e  Verschliisselung aller elektronischen Daten
e  Zugriffsprotokolle und Berechtigungskonzept

13|20 (Version: 2) SALIVA-STRIKE



Maflinahmen zur Datensicherheit:

Technische Sicherheitsmaflnahmen:

e  Verschliisselung: Alle elektronischen Daten werden mit AES-256-Verschliisselung gespeichert
Verschliisselte Backup-Systeme nach Klinikstandard
e  Zugriffsbeschrankung:
o Benutzerauthentifizierung: Mehrstufige Anmeldeverfahren mit individuellen Benutzerkennungen
o Berechtigungskonzept: Rollbasierte Zugriffsberechtigung nur fiir autorisierte Studienmitwirkende
o Zugriffsprotokolle: Automatische Protokollierung aller Datenzugriffe mit Zeitstempel
e  Serverinfrastruktur:
o Nutzung der zertifizierten IT-Infrastruktur des UKD (ISO 27001)
o Physisch gesicherte Serverrdume mit Zutrittskontrolle
o RegelmiBige Sicherheitsupdates und Firewall-Schutz
e  Organisatorische Sicherheitsmafinahmen:
o Pseudonymisierung: Sofortige Pseudonymisierung bei Datenerfassung (Spender-ID)
o Getrennte, gesicherte Aufbewahrung der Zuordnungsliste
o Laborstandort Koln: Ausschlieflich pseudonymisierte Proben ohne jegliche Personendaten
e  Physische Sicherheit:
o Verschlossene Aktenschrinke fiir Papierunterlagen
o  Zutrittskontrollen zu Biiro- und Laborrdumen
o  Sichere Probenlogistik mit anonymisiertem Transportprotokoll

Pseudonymisierte Datenspeicherung:

Die Pseudonymisierung erfolgt unmittelbar bei der Probenentnahme durch die Studienleiterin, der jeder/jedem
Probandin/Probanden eine fortlaufende Spender-ID (z.B. SALIVA-001) zuordnet. Die Pseudonymisierungsliste mit
der Zuordnung von Spender-ID zu Personendaten wird ausschlieBlich von der Studienleiterin erstellt und verwaltet.
Diese Liste wird verschliisselt auf den gesicherten UKD-Servern gespeichert und ist nur fiir die Studienleiterin
zugénglich. Das Laborpersonal in K6ln erhélt ausschlielich pseudonymisierte Proben mit Spender-IDs ohne
jegliche Moglichkeit der Re-Identifikation.

Nach Ablauf der 10-jahrigen Aufbewahrungsfrist wird die Pseudonymisierungsliste vollstdndig und nachweisbar
geloscht, wodurch alle Studiendaten automatisch anonymisiert werden. Eine Re-Identifikation der Proband*innen ist
dann irreversibel unmdglich. Die Loschung der Pseudonymisierungsliste wird dokumentiert und der
Datenschutzbeauftragten des UKD gemeldet.

Datenweitergabe:
Er erfolgt keine Weitergabe von Daten an Dritte.
Vorgehen bei Widerruf:

Bei Widerruf der Einverstandniserkldrung durch eine*n Sorgeberechtigte*n oder Widerruf der Zuzstimmung durch
eine*n Studienteilnehmer*in werden alle bis dahin erhobenen personenbezogenen Daten und Biomaterialien dieser
Person unverziiglich und vollstindig geloscht bzw. vernichtet. Dies umfasst die Loschung aller demografischen
Angaben, Sammlungsdaten und der entsprechenden Eintrage in der Pseudonymisierungsliste. Alle Speichelproben
der betreffenden Person werden physisch vernichtet, auch wenn diese bereits fiir Laborversuche verwendet wurden.
Bereits durchgefiihrte Laboranalysen mit den Proben des widerrufenden Teilnehmers werden aus allen Datensétzen
entfernt und nicht in die wissenschaftliche Auswertung einbezogen. Eine nachtrégliche Anonymisierung der Daten
anstelle der Loschung erfolgt nicht, da der Widerruf explizit die vollstdndige Entfernung aller Daten der Person aus
der Studie bedeutet.

Der Widerruf wird dokumentiert, die Loschung aller Daten und Vernichtung der Biomaterialien wird schriftlich
bestétigt und der teilnehmenden Person auf Wunsch mitgeteilt. Da es sich um Vorversuche mit sehr kleiner
Teilnehmer*innenzahl handelt, fiihrt der Ausschluss einzelner Proband*innen nicht zur Gefahrdung der
Studienziele, sondern wird durch Rekrutierung zusitzlicher Teilnehmer*innen kompensiert.
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Datenloschung bzw. Anonymisierung:

Loschung personenidentifizierender Daten:

Die personenidentifizierenden Daten (Pseudonymisierungsliste) werden nach 10 Jahren ab Studienabschluss
vollstandig und nachweisbar geloscht. Dies entspricht den gesetzlichen Aufbewahrungsfristen fiir klinische Studien
nach GCP-Richtlinien. Nach dieser Loschung sind alle Studiendaten automatisch vollstdndig anonymisiert, da keine
Riickverfolgung zu den Probanden mehr mdoglich ist.

Umgang mit anonymisierten Studiendaten:

Die anonymisierten Laborergebnisse (Zellviabilitdtsdaten, Zytokinwerte, mikroskopische Befunde) kénnen nach der
Anonymisierung unbegrenzt fiir wissenschaftliche Zwecke gespeichert und verwendet werden, da sie dann keinen
Personenbezug mehr aufweisen. Diese Daten dienen als Referenzwerte fiir zukiinftige Studien und zur methodischen
Weiterentwicklung des etablierten Labormodells.

Endgiiltige [.6schung:

Eine endgiiltige Loschung der anonymisierten Studiendaten ist nicht geplant, da sie fiir die wissenschaftliche
Nachvollziehbarkeit und als Grundlage fiir Folgestudien von dauerhaftem Wert sind. Sollte dennoch eine Loschung
gewiinscht werden, erfolgt diese frithestens 15 Jahre nach Studienabschluss nach Bewertung der wissenschaftlichen
Relevanz. Die Loschung wird dokumentiert und der Datenschutzbeauftragten gemeldet.

Umgang mit Biomaterialien
Daten- und Probenverarbeitung am Standort Koéln:

Die an das UKK iibermittelten Speichelproben und Abstriche liegen ausschlieBlich pseudonymisiert vor. Das UKK
hat keine Moglichkeit der Re-Identifikation. Die Verarbeitung dieser pseudonymisierten Daten erfolgt im Rahmen
der gemeinsamen Verantwortlichkeit gemaf3 Art. 26 DSGVO.

Materialgewinnung:

Von jeder/jedem der 30 gesunden Proband*innen wird einmalig humaner Speichel mittels passiver Drooling-
Technik gewonnen. Die Sammlung erfolgt nach 2-stiindiger Niichternheit iiber einen Zeitraum von 10-15 Minuten,
wobei 3-10 mL Speichel in einem sterilen 50 mL Falcon-Réhrchen gesammelt werden. Das Mindestvolumen von
3 mL ist fiir alle geplanten Laborversuche ausreichend. AuBBerdem wird einmalig ein Nasen-Rachen-Abstrich zur
Mikrobiomanalyse entnommen. Die Probenahme erfolgt mit einem sterilen flocked swab, der vorsichtig durch das
Nasenloch bis zum Rachenraum eingefiihrt und dort fiir einige Sekunden rotiert wird, um ausreichend mikrobielles
Material zu gewinnen. AnschlieBend wird der Abstrich unmittelbar in ein R6hrchen mit 1 mL DNA Shield (Zymo
Research) eingetaucht, um die mikrobielle DNA stabil zu konservieren. Die Entnahme ist minimal-invasiv,
kurzzeitig unangenehm, aber ohne bleibende Beschwerden. Die Proben werden nach der Gewinnung gekiihlt und
innerhalb von 2 Stunden ins Labor transportiert. Eine wiederholte Entnahme bei denselben Probandinnen ist nicht
vorgesehen, und alle Biomaterialien werden nach Abschluss der Analyse vollstdndig vernichtet.

Verantwortlicher fiir den Umgang mit den Bioproben:
Die Studienleiterin Dr. Nadine Freitag
Umgang mit den Bioproben:

Lagerung:
Die Speichelproben werden primér am Universitétsklinikum Diisseldorf in speziellen -80°C Gefrierschréanken der

Universititskinderklinik gelagert. Fiir die Laborversuche erfolgt eine temporire Ubertragung pseudonymisierter
Proben (nur mit Spender-ID) an den Kooperationspartner in Kdln, wo sie bis zur Verarbeitung ebenfalls bei -80°C
gelagert werden.

Verwendung:
Das Biomaterial wird ausschlieBlich fiir die im Studienprotokoll beschriebenen Zellkulturversuche verwendet.

Hierzu gehoren Viabilitétstests, Zytotoxizitétsassays, Entziindungsmarker-Analysen, mikroskopische
Untersuchungen und Mikrobiomanalyse mittels TDNA-Sequenzierung zur Etablierung des in-vitro-Speichel-
Aspirationsmodells. Eine Weitergabe an Dritte oder Verwendung fiir andere Zwecke ist ausgeschlossen.
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Vernichtung:
Alle Speichelproben werden spétestens nach Abschluss der Laborversuche, jedoch innerhalb von 12 Monaten nach

Probenentnahme, vollstidndig vernichtet. Die Vernichtung erfolgt durch Autoklavieren und fachgerechte Entsorgung
iiber den Klinikmiill geméf den hausinternen Richtlinien fiir biologische Materialien. Der Vernichtungsvorgang
wird dokumentiert.

Datensicherheit:

Die Proben sind ausschlielich iiber Spender-IDs identifizierbar, eine Re-Identifikation ist nur durch die
Studienleiterin iiber die getrennt gespeicherte Pseudonymisierungsliste moglich. Transport und Lagerung erfolgen
unter kontrollierten Bedingungen mit Zugangsbeschrankung und Temperaturiiberwachung.

Pseudonymisierung:

Die Pseudonymisierung der Bioproben erfolgt unmittelbar bei der Speichelentnahme durch Vergabe einer
fortlaufenden Spender-ID (z.B. SALIVA-001, SALIVA-002). Alle Probenréhrchen und Aliquots werden
ausschlieBlich mit dieser Spender-ID beschriftet, sodass keine direkten Personendaten auf den Biomaterialien
erkennbar sind. Die Zuordnung zwischen Spender-ID und Proband*innendaten wird in einer verschliisselten
Pseudonymisierungsliste gespeichert, die nur der Studienleiterin zugénglich ist und getrennt von den Proben
aufbewahrt wird. Am Laborstandort Koln sind ausschlielich die pseudonymisierten Proben vorhanden, eine Re-
Identifikation der Proband*innen ist dort nicht moglich. Nach Ablauf der 10-jédhrigen Aufbewahrungsfrist wird die
Pseudonymisierungsliste geldscht, wodurch alle Daten irreversibel anonymisiert werden. Bei Widerruf der
Einverstédndniserklarung konnen die entsprechenden Proben iiber die Spender-ID identifiziert und vollstédndig
vernichtet werden.

Unterschrift Studienleiterin

L Frubag
V)
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Strukturierte Synopse der Studie

Antragstellerin

Dr. med. Nadine Freitag

Klinik fiir Allgemeine Pédiatrie, Neonatologie und Kinderkardiologie
Universititsklinikum Diisseldorf

Moorenstral3e 5, 40224 Disseldorf
Nadine.Freitag@med.uni-duesseldorf.de

Studienleitung

Dr. med. Nadine Freitag

Klinik fiir Allgemeine Pédiatrie, Neonatologie und Kinderkardiologie
Universititsklinikum Diisseldorf

Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf

Moorenstr. 5, 40225 Diisseldorf

E-Mail: Nadine.Freitag@med.uni-duesseldorf.de

Titel der Studie

SALIVA-STRIKE: In-vitro-Modell der speichel-induzierten
Bronchialepithelschadigung

Thema/Krankheitsbild

e  Medizinisches Problem: Die Aspiration von Speichel stellt ein bedeutsames
klinisches Problem in der Padiatrie dar, insbesondere bei Kindern mit
neurologischen Erkrankungen oder Entwicklungsstorungen. Die
pathophysiologischen Mechanismen der speichel-induzierten Lungenschadigung
sind jedoch noch nicht vollsténdig verstanden.

e Rationale: Ziel dieser Vorversuche ist die Etablierung eines standardisierten in-
vitro-Modells zur Untersuchung der Auswirkungen von Speichelaspiration auf
Bronchialepithelzellen. Hierfiir sollen Speichelproben und Nasen-Rachen-
Abstriche gesunder Kinder verwendet werden, um:

o Optimale Speichelaufbereitungsmethoden zu etablieren
o Geeignete Zellkulturmodelle zu identifizieren

o Standardisierte Analysemethoden zu entwickeln

o Das Protokoll fiir spitere Patientenstudien zu validieren

Zielsetzung

e  Primires Ziel: Etablierung eines standardisierten in-vitro-Modells zur
Untersuchung der Auswirkungen von Speichelaspiration auf
Bronchialepithelzellen.

e Hypothese:

o Haupthypothese:
Humaner Speichel induziert eine dosis-abhéngige Zytotoxizitét in
humanen Bronchialepithelzellen, wobei hohere Speichelkonzentrationen
eine stirkere Zellschidigung verursachen als niedrigere Konzentrationen.
o Sekundire Hypothesen:
= Zeitabhangigkeit:
Die speichel-induzierte Zellschddigung nimmt mit der
Expositionsdauer zu
=  Aufbereitungseffekt:
Nativer Speichel verursacht eine stirkere Zellschidigung als
sterilfiltrierter oder hitzeinaktivierter Speichel aufgrund der
mikrobiellen Komponenten und hitzelabiler Faktoren.
*  Entziindungsreaktion:
Speichel-Exposition fiihrt zu einer signifikanten Erh6hung der
pro-inflammatorischen Zytokine in Bronchialepithelzellen.
*  Mechanismus:
Die speichel-induzierte Zellschadigung erfolgt sowohl iiber
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direkte zytotoxische Effekte als auch tiber die Induktion von
Apoptose.

= Reproduzierbarkeit:
Die beschriebenen Effekte sind zwischen verschiedenen
Speichelspendern und Zelllinien reproduzierbar und
ermdglichen die Etablierung eines standardisierten Testmodells.

Studienvorhaben Tag der Speichelsammlung:
Aufklarungsgesprach und Einverstdndniserkldrung
Vorbereitung (10 Minuten):
Uberpriifung der Niichternheit (2 Stunden keine Nahrungs-/Fliissigkeitsaufnahme)
Mundspiilung mit Leitungswasser (5 Minuten vor Sammlung)
Kurze Ruhephase
Speichelsammlung - Passive Drooling-Technik (10-15 Minuten):
e  Sitzposition: Proband*in sitzt entspannt mit leicht nach vorne geneigtem
Kopf
e  Sammlung: Natiirlicher Speichel wird ohne Stimulation in ein steriles 50 mL
Falcon-Rohrchen tropfen gelassen
e Keine aktiven Maflnahmen: Kein Spucken, Kauen oder Saugen - nur passives
Sammeln
e Zielvolumen: 3-10 mL pro Person
e Uberwachung: Kontinuierliche Betreuung durch Studienteam
Durchfithrung des Nasen-Rachen-Abstrichs
Sofortige Probenverarbeitung:
e  Proben werden umgehend auf Eis gelagert
e Transport ins Labor innerhalb von 2 Stunden
e Keine weiteren MaBinahmen fiir die Probandin/den Probanden erforderlich
Zeitaufwand fiir Teilnehmende:
Aufklarung: 15-20 Minuten (separater Termin)
Sammlung: 20-30 Minuten gesamt
Nachbetreuung: Keine erforderlich
Unannehmlichkeiten:
Geringfiigig: Ungewdhnliche Sammelmethode, Zeitaufwand
Der Nasen-Rachen-Abstrich kann voriibergehend zu einem leichten Kitzelgefiihl,
Hustenreiz oder Trénenfluss fiihren.
Besonderheiten:
e Sammlung erfolgt in ruhiger, entspannter Atmosphére
e Bei Unwohlsein kann die Sammlung jederzeit abgebrochen werden
e Kein direkter Nutzen fiir den Teilnehmer, aber Beitrag zur Forschung
Studienbedingte Alle durchgefiihrten MaBBnahmen sind ausschlieBlich studienbedingt, da es sich um
Mafinahmen gesunde Proband*innen ohne medizinische Indikation handelt. Die rein

studienbedingten Maflnahmen umfassen die einmalige Speichelsammlung mittels
passiver Drooling-Technik iiber 10-15 Minuten nach 2-stlindiger Niichternheit, die
Durchfiihrung eines Nasen-Rachen-Abstrichs sowie die Erhebung minimaler
demografischer Daten (Alter, Geschlecht) und studienbezogener Angaben
(Sammlungszeit, Einhaltung der Ausschlusskriterien). Das Aufklarungsgespréch, die
Einversténdniserklarung und die Terminvereinbarung sind ebenfalls ausschlieBlich
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studienbedingt. Alle nachfolgenden Laboranalysen (Zellkulturversuche,
Viabilitdtstests, Entziindungsmarker-Bestimmungen) werden mit den gewonnenen
Speichelproben durchgefiihrt, ohne weitere Beteiligung der Proband*innen. Es werden
keinerlei medizinische Untersuchungen, diagnostische Mafinahmen oder
therapeutische Interventionen vorgenommen, da diese weder medizinisch indiziert
noch fiir die Methodenetablierung erforderlich sind. Die gesamte Studienteilnahme
beschrénkt sich auf die einmalige, nicht-invasive Speichelabgabe und Durchfiihrung
eines Nasen-Rachen-Abstrichs fiir Forschungszwecke.

Studiendesign

Studientyp: Multizentrische, prospektive, experimentelle Laborstudie mit humanem
Biomaterial

Design: Einarmige Methodenetablierungsstudie ohne Randomisierung, Placebo oder
Verblindung

Aufbau:

Phase 1: Speichelsammlung von 30 gesunden Kindern

Phase 2: Laborversuche mit drei verschiedenen Speichelaufbereitungen

Phase 3: Zellkulturversuche mit verschiedenen Verdiinnungsstufen und
Expositionszeiten

Kontrollgruppen:
Negative Kontrolle: Unbehandelte Zellen (Medium allein)
Positive Kontrolle: 1% Triton X-100 (bekannte Zytotoxizitét)

Keine Randomisierung erforderlich: Da es sich um Laborversuche zur
Methodenetablierung handelt und alle Speichelproben in allen Versuchsansétzen
getestet werden, ist keine Randomisierung notwendig. Jede Speichelprobe wird
systematisch in allen experimentellen Bedingungen untersucht.

Keine Verblindung erforderlich: Die Laboranalysen sind objektive, messbare
Parameter. Eine Verblindung ist bei automatisierten Analyseverfahren nicht
erforderlich und wiirde die Protokolloptimierung erschweren.

Kein Placebo erforderlich: Es handelt sich um eine reine Methodenstudie ohne
therapeutische Intervention.

Patientenkollektiv

e FEingeschlossene Personengruppen: gesunde Proband:innen

e  FEinschlusskriterien: Alter: 3-17 Jahre
Gesunde Proband*innen
Kinder von Mitarbeitenden der Universitdtskinderklinik Diisseldorf oder Koln,
Kinder von Bekannten der Studienleitung
Schriftliche Einverstédndniserklarung

e  Ausschlusskriterien: Akute Infekte der oberen Atemwege (innerhalb der letzten 7
Tage)
Bekannte chronische Speicheldriisenerkrankungen
Aktuelle Mundschleimhautentziindungen oder Zahnfleischerkrankungen
Einnahme von Medikamenten, die die Speichelproduktion oder -
zusammensetzung beeinflussen (z.B. Anticholinergika, Antidepressiva)
Rauchen am Tag der Speichelsammlung
Fehlende Einverstidndniserkldrung

Endpunkte

Zellviabilitét

Messparameter: Prozentuale Zellviabilitdt nach Speichel-Exposition

Messmethode: Standardisierte Viabilitétstests

Berechnung: (Viabilitdt Behandlung / Viabilitit Kontrolle) x 100%
Erfolgs-Kriterium: Statistisch signifikante, dosis-abhéngige Reduktion der Viabilitat
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Sekundére Endpunkte:

1. Zytotoxizitét

Messparameter: Zellmembranschadigung und Zellverlust
Messmethode: LDH-Freisetzung oder vergleichbare Zytotoxizitatstests
Einheit: Relative Zytotoxizitdt (%) oder entsprechende Einheiten

2. Entziindungsreaktion

Messparameter: Pro-inflammatorische Zytokine (z.B. IL-6, IL-8, TNF-a)
Messmethode: ELISA oder vergleichbare immunologische Nachweisverfahren
Erfolgs-Kriterium: >2-fache Erhdhung gegentiiber Kontrolle

3. Zelltod-Mechanismen

Messparameter: Apoptose- und Nekroserate

Messmethode: Annexin V/PI-Farbung oder vergleichbare Zelltod-Assays
Einheit: % der Gesamtzellzahl

4. Morphologische Verinderungen

Messparameter: Qualitative Beurteilung der Zellmorphologie und -integritét
Messmethode: Mikroskopische Analyse

Bewertung: Semiquantitativ oder deskriptiv

Fallzahlkalkulation / Bei dieser Studie handelt es sich um Vorversuche zur Methodenetablierung, nicht um

Stichprobengrofie eine konfirmatorische Studie mit Hypothesentestung. Daher ist keine formale
biometrische Fallzahlschétzung erforderlich oder sinnvoll.

Studiendauer Voraussichtliche Dauer: 24 Monate (Januar 2026-Januar 2028)

Anzahl der beteiligten 2

Zentren
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