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1 Einleitung
1.1 Mukoviszidose

1.1.1  Epidemiologie und Geschichte

Die ersten Berichte tber Kinder, die mutmaRlich an Mukoviszidose gestorben sind, gehen
auf die Mitte des 16. Jahrhunderts zurlick. Konkret benannt wurde die Krankheit erstmals
1938 durch Dorothy Andersen, die ihr aufgrund der typischen Veranderungen des
Pankreas den Namen Zystische Fibrose gab (Andersen 1938). Dieser Name wird auch
heute noch neben Mukoviszidose (von lateinisch mucus: Schleim und viscidus: z&h)
benutzt.

Bei der Erkrankung Mukoviszidose handelt es sich um eine genetisch bedingte
Stoffwechselerkrankung mit einem autosomal-rezessiven Erbgang. Die weltweite
Inzidenz liegt bei ca. 1:3000 Geburten. Die Heterozygotenfrequenz betragt ca. 1:25
(Ciuca et al. 2014), somit ist jeder 25. Deutsche gesunder Gentréger der Erkrankung
Mukoviszidose. Unabhangige Risikofaktoren fur einen Tod an den Folgen der
Mukoviszidoseerkrankung sind neben weiblichem Geschlecht und Lungenbeteiligung,
Erkrankungen des hepatobilidren Systems mit Entwicklung einer portalen Hypertension
(Rowland et al. 2011). Durch intensive Forschung und neue Therapiemdglichkeiten
erreichen viele Patienten heute das Erwachsenenalter. Die Lebenserwartung fir 2010
geborene Kinder betragt bei weiter abnehmender Mortalitatsrate inzwischen ber 50
Jahre (MacKenzie et al. 2014).

1.1.2  Genetik und Pathomechanismen

Urséchlich fiir die Erkrankung Mukoviszidose ist eine Genmutation auf Chromosom 7.
Das betroffene Gen kodiert das ,,Cystic fibrosis transmenbrane conductance Regulator -
(CFTR) Protein. In der Cystic fibrosis Mutation Database
(http://www.genet.sickkids.on.ca/StatisticsPage.html) sind bislang 2001 verschiedene
Mutationen eingetragen (Stand 2015). Je nach Auswirkung der Mutation auf die Synthese
und Funktion des CFTR-Proteins an der apikalen Zellmembran kdnnen die Mutationen
in 6 Klassen eingeteilt werden (Wilschanski 2008). Die haufigste Mutation in
Deutschland ist mit ca. 70 % DeltaF508, eine Klasse 2 Mutation, bei der das CFTR-

Protein vorzeitig im endoplasmatischen Retikulum abgebaut wird (Ploier 2012).



Das CFTR-Protein gehort zur Gruppe der ATP-binding cassette (ABC) Transporter und
wird im Epithel vieler verschiedener Gewebe, wie zum Beispiel Pankreas, Niere,
Gastrointerstinaltrakt und  SchweiRdriisen  exprimiert. Die Funktion dieses
membrangebundenen Chloridkanals liegt neben der Sekretion von Chloridionen auch in
der Regulation verschiedener Transportproteine, wie zum Beispiel Natrium-Bikarbonat-
Transportern oder Aquaporinen (Guggino und Stanton 2006). Ist die Funktion des CFTR-
Proteins gestort, kommt es zu einer intraluminalen Ansammlung zahflissigen Sekretes
und folglich zu Entziindungsreaktionen und Funktionseinschrankungen des betroffenen
Gewebes (Kreda et al. 2012). Das Verstandnis von Konsequenzen einzelner Mutationen
auf Proteinebene ist von entscheidender Bedeutung fir die Entwicklung

mutationsspezifischer therapeutischer Ansétze (Griesenbach und Alton 2015).

1.1.3  Diagnostik

Schon friih wusste man, ,,dass das Kind bald wieder stirbt, dessen Stirn beim Kissen
salzig schmeckt“ (Rochholz 1857) und noch heute ist der SchweiRtest wichtiger
Bestandteil der Diagnostik einer Mukoviszidose. Nach der aktuellen Leitlinie Diagnose
der Mukoviszidose (AWMF-Register-Nr. 026/023) muss fur die Diagnose einer
Mukoviszidose sowohl ein diagnostischer Hinweis als auch eine CFTR-Funktionsstérung
vorliegen. Zu den diagnostischen Hinweisen z&hlen ein positives Neugeborenen
Screening oder Geschwister mit der Diagnose einer Mukoviszidose oder mindestens ein
Klinischer Hinweis auf Mukoviszidose, wie zum Beispiel chronische sinopulmonale
Erkrankungen, gastrointestinale Verdnderungen wie eine exokrine Pankreasinsuffizienz
oder ein Salzverlustsyndrom (Farrell et al. 2008).

Eine CFTR-Funktionsstdérung kann mittels Schweif3test, Gentest oder mittels Potential-

Differenzmessung nachgewiesen werden.

Schweil3test

Mithilfe einer Pilokarpin-lontophorese kann der Chlorid-Gehalt des Schweif3es bestimmt
werden. Nach einer 5-mindtigen Stimulation der Haut mit Pilokarpin wird der Schweild
30 Minuten lang gesammelt und anschlielend mittels Titration quantifiziert

(Legrys et al. 2007). Es gelten folgende Grenzwerte fir die Chloridkonzentration:

- < 29 mmol/l : unauffallig, Mukoviszidose unwahrscheinlich
- 3059 mmol/l : Kontrollbereich, weitere Diagnostik erforderlich

- >60 mmol/l : vereinbar mit der Diagnose Mukoviszidose
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Fur die Diagnose einer Mukoviszidose missen zwei unabhdngige Messungen eine

Chlorid-Konzentration von > 60 mmol/l ergeben.

Gentest

Weltweit sind uber 1900 verschiedene Mutationen des CFTR-Gens beschrieben worden,
die nicht alle krankheitsrelevant sind. In Deutschland ist mit ca. 70 % die Mutation
DeltaF508 am haufigsten vertreten (Stuhrmann-Spangenberg et al. 2009).

Mithilfe einer molekulargenetischen Untersuchung kann man Personen auf die haufigsten
Mutationen in einer Bevolkerung hin testen. Leitliniengerechtes Handeln sieht vor, den
Umfang der Testung an die Fragestellung anzupassen. Neben der Mdglichkeit einzelne
Mutationen nachzuweisen, koénnen auch Testkits fir mehrere Mutationen sowie
Komplettuntersuchungen des gesamten CFTR-Gens eingesetzt werden (Naehrlich et al.
2013). Da es sich um eine autosomal-rezessive Erkrankung handelt, missen fir die

Diagnose zwei Mukoviszidose verursachende Mutationen nachgewiesen werden.

Potential-Differenzmessung

Wenn die Diagnose nach einem Schweil3test und einer Gentestung noch unklar ist, sollte
eine elektrophysiologische Untersuchung angeschlossen werden. Zur Wahl stehen eine
Nasale Potentialdifferenz-Messung und eine Intestinale Kurzschlussstrom-Messung zur
Beurteilung der CFTR-Chloridkanalfunktion (Naehrlich et al. 2013).

Préanatale Diagnostik

Indikationen fiir eine Pranataldiagnostik kdnnen sein: eine sonographische Auffalligkeit
des Fetus wie ein echogener Darm, Homozygotie der Schwangeren oder des Kindsvaters
oder eine Heterozygotie beider Partner (Stuhrmann-Spangenberg et al. 2009). Zur
Gewinnung fetaler Zellen kann eine Amniozentese oder eine Chorionzottenbiopsie

durchgefuhrt werden.

In Deutschland war Mukoviszidose, anders als zum Beispiel in der Schweiz und in
Osterreich, bis 2013 kein Bestandteil des Neugeborenenscreening (Nahrlich und Zimmer
2013). Dies wird sich nach einem Beschluss des gemeinsamen Bundesausschusses von
August 2015 andern und Mukoviszidose wird kiinftig in das Neugeborenenscreening

integriert.



1.1.4  Hepatobiliare Manifestation

Erkrankungen des hepatobiliaren Systems stehen mit 2-4 % auf Platz 3 der
Mukoviszidose assoziierten Todesursachen, direkt hinter Lungenerkrankungen und
Transplantationskomplikationen (Kobelska-Dubiel et al. 2014) und spielen so eine
entscheidende Rolle bezlglich der Lebenserwartung von Mukoviszidosepatienten.
Durch die steigende Lebenserwartung ist die Mukoviszidose assoziierte Hepatopathie
(Cystic fibrosis associated liver disease, CFLD) als Komplikation der Mukoviszidose
mehr in den Vordergrund getreten (Leeuwen et al. 2014). Bei ca. 60 % der Patienten
finden sich Leberveranderungen in Form einer Steatosis hepatis und ca. 30 % der
Patienten entwickeln eine schwere Form der Mukoviszidose assoziierten Hepatopathie,
die sich klinisch unter anderem durch eine (fokale) bilidre Zirrhose und portale
Hypertension manifestiert (Staufer et al. 2014).

Auch bei der hepatobiliaren Manifestation ist der Grund fur die Fibrosierung im defekten
CTFR-Gen zu finden. In gesunden Cholangiozyten und im Gallenblasenepithel herrscht
intrazellular durch den an der apikalen Membran gelegenen CFTR-Kanal und andere
Chlorid-Kanale ein relativer Chloridionenmangel. Der Chloridionenmangel halt einen
Chlorid-Bikarbonat-Austauscher an der apikalen Seite der Cholangiozyten aufrecht und
ermdoglicht zudem durch den negativen intraluminalen Druck eine passive Sekretion von
Wasser und Bikarbonat. Der Chlorid-Bikarbonat-Austauscher ist wichtig fur die richtige
Zusammensetzung und Konsistenz des produzierten Gallensekrets. Ist der intrazellulére
Chlorid-lonen-Gehalt aufgrund des defekten CFTR-Gens erhéht, kommt es zu einer
Stérung der Homdoostase. Folglich kommt es zu einer veranderten Zusammensetzung der
Gallenflussigkeit, da weniger Bikarbonat im Austausch fur Chlorid lonen sezerniert
werden kann. Die sezernierte Gallenflussigkeit ist zahflissiger und fihrt zu einer
intraluminalen Abflussbehinderung. Die Ansammlung toxischer Gallensduren ist
schlielich fur eine Verletzung des Lebergewebes in Form von Entziindung und
Fibrosierung verantwortlich (Bhardwaj et al. 2009)(Colombo et al. 2006). Einer anderen
Theorie nach  konnten intestinale = Mukosaldsionen  sowie  verlédngerte
Dinndarmtransitzeiten und eine veranderte Darmflora ebenfalls einen Einfluss auf die
Entwicklung einer Zirrhose bei Mukoviszidosepatienten austiben (Flass et al. 2015).
Charakteristisch fur die CFLD ist die Entwicklung einer zundchst fokalen bilidren
Zirrhose. Im Verlauf kann sich durch fortschreitende Fibrosierung eine multilobulére
Zirrhose sowie portale Hypertension ausbilden. Weitere hepatobilidre Manifestationen,



die in Zusammenhang mit dem defekten CFTR-Gen stehen sind Neonatale Cholestase,
Sklerosierende Cholangitis, Mikrogallenblase und Cholelithiasis (Debray et al. 2011).
Die Steatosis hepatis ist keine direkte Folge der CFTR-Mutation sondern vielmehr auf
Fehlerndhrung, Mangel an essenziellen Fettsduren, sowie Mangel an Carnithin und
Cholin und auf eine Insulinresistenz im Rahmen der Mukoviszidoseerkrankung
zurlckzufuhren (Herrmann et al. 2010).

In zahlreichen Studien wurde der Einfluss potentieller Risikofaktoren wie Zustand nach
Mekoniumileus, Pankreasinsuffizienz, mannliches Geschlecht und ,,schwere* Mutation,
das heif3t eine Mutation, in der der CFTR-Kanal keine Restaktivitat aufweist, untersucht,
ohne zu einem tbereinstimmenden Ergebnis zu kommen. Man geht inzwischen vielmehr
davon aus, dass es sich um ein multifaktorielles Geschehen handelt, dass unter anderem
durch Umweltfaktoren, Mangel an Antioxidantien, hepatotoxische Medikamente und
genetische Modifikationen beeinflusst wird (Ciuca et al. 2014).

Die Entwicklung einer CFLD beginnt meist in der Kindheit, im Erwachsenenalter sinkt
das Risiko fiir die Entwicklung einer CFLD jahrlich (Bhardwaj et al. 2009). Bei bis zu 10
% der Kinder mit Mukoviszidose entwickelt sich die Leberzirrhose innerhalb der ersten
Lebensdekade (Leung et al. 2015).

Folglich ist es gerade im Kindesalter wichtig, die Patienten regelmélig auf eine

beginnende Hepatopathie hin zu untersuchen.

1.1.4.1 Diagnostik der Leberbeteiligung

Die Diagnose einer Leberbeteiligung bei Mukoviszidose wird nach aktuellen Guidelines
gestellt, wenn mindestens zwei der im Folgenden genannten Kriterien tber einen

Zeitraum von mindestens einem Jahr zutreffen:

- Auffallige klinische Untersuchung
o Hepatomegalie: Im Verhéltnis zum Alter zu groRe Leberspannweite,
Leberrand mehr als 2 cm unterhalb des Rippenbogens auf Hohe der
Medioklavikularlinie palpabel, gesichert durch Sonographie
o Und/oder Splenomegalie, gesichert durch Sonographie
- Auffallige Leberfunktionstest
o Erhohung der Transaminasen Aspartat-Aminotransferase (AST) und
Alanin-Aminotransferase (ALT ) sowie y-Glutamyltransferase (yGT)

oberhalb des Normbereichs in mindestens 3 aufeinanderfolgenden



Untersuchungen in einem Zeitraum von einem Jahr, nach Ausschluss
von anderen Ursachen fir eine Leberwerterh6hung
- Auffallige Abdomensonographie
o Leberverédnderungen, ausgenommen Hepatomegalie, wie:
erhohte/heterogene Echogenitét, unregelméaRige Organkontur, Knoten,
veranderte Randwinkel, Nachweis einer portalen Hypertension,
Veranderung der Gallengange

- Leberbiopsie, bei diagnostischen Zweifeln (Debray et al. 2011)

Neben der Biopsie kann bei unklaren Befunden zur weiteren Diagnostik noch eine
Magnetresonanztomographie (MRT), eine Szintigraphie oder eine Messung der
Lebersteifigkeit mittels transienter hepatischer Elastographie (Fibroscan®) herangezogen
werden (Ciuca et al. 2014).

Gegenstand aktueller Forschungen ist neben der transienten Elastographie auch eine
Messung der Lebersteifigkeit mittels Acoustic Radiation Force Impulse (ARFI)-Imaging.
Dabei handelt es sich um eine Technik, &hnlich der der transienten Elastographie, die
ebenfalls anhand von Ausbreitungsgeschwindigkeiten in hepatischem Gewebe die
Lebersteifigkeit  berechnet und sich in  den normalen Ablauf einer
Ultraschalluntersuchung integrieren lasst (Behrens et al. 2013).

Zur ldentifizierung von Patienten mit einem erhohten Risiko fiir eine Leberzirrhose
scheint einer Erh6hung der y-Glutamyltransferase > 35 U/L in wiederholten Messungen
geeignet zu sein (Bodewes, Frank A J A et al. 2015).

Bei Verdacht auf Komplikationen ( siehe 1.1.4.2 ) muss die Diagnostik entsprechend
erweitert werden, zum Beispiel durch eine obere Gastroduodenoskopie zum Nachweis

bzw. Ausschluss von Osophagusvarizen.

1.1.4.2 Komplikationen

Zu den Komplikationen einer CFLD gehdéren die Entwicklung einer multilobuléren
bilidren Zirrhose mit daraus resultierender portaler Hypertension und im Endstadium
Leberversagen (Akata und Akhan 2007). Zu den Folgen der portalen Hypertension
zahlen:

- Ausbildung von Kollateralkreislaufen (Osophagus- und Korpusvarizen, Caput
medusae externum und internum, Rektumvarizen), Varizenblutung

- Splenomegalie, Hypersplenismus



- Aszites, therapierefraktdre Aszites, spontan bakterielle Peritonitis

- Hepatorenales Syndrom

- Hepatopulmonales Syndrom

- Portopulmonale Hypertonie (Herold und Mitarbeiter 2011; Miller und
Mitarbeiter 2012/13)

Die Komplikation eines chronischen Leberversagens ist als ,,akut auf chronisches*

Leberversagen beschrieben und gekennzeichnet durch:

- Ikterus,

- Gerinnungsstorung

- Aszites und/oder hepatische Enzephalopathie

- hohe Letalitat (Zamora Nava, Luis Eduardo et al. 2014).

Zu den weiteren Komplikationen einer Zirrhose zéhlt die Entwicklung eines
Hepatozellularen Karzinoms, welche auch fir Mukoviszidosepatienten relevant zu sein
scheint (O'Donnell et al. 2009).

1.1.4.3 Therapieansatze

Ein Grundpfeiler der Therapie einer CFLD stellt die Gabe von Ursodeoxycholséure
(UDCA) in einer Dosierung von 20 mg/kg KG dar. Durch die Gabe der nicht toxischen,
hydrophilen Ursodeoxycholsdure kommt es zu einer Verdrangung der korpereigenen,
hydrophoben toxischen Gallensduren (Colombo et al. 2006). Zuséatzlich fordert UDCA
den Gallefluss, stimuliert die Bikarbonatsekretion und spielt eine Rolle bei der
Zytoprotektion (Desmond et al. 2007). Durch die Therapie kommt es zu einer Reduktion
der serologisch nachweisbaren Leberenzyme, zu einer Verzégerung des Umbauprozesses
in der Leber, sowie in der Ausbildung von Varizen. Des Weiteren verlangert sich das
Uberleben ohne Lebertransplantation (Ali et al. 2014). Uberlegungen, allen Kindern, die
ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung einer CFLD haben, prophylaktisch eine UDCA-
Therapie anzubieten, werden kontrovers diskutiert. Auf der einen Seite konnte gezeigt
werden, dass die Gabe von UDCA das Auftreten einer Hepatopathie bei Kindern, die ein
Risiko fur die Entwicklung einer CFLD aufweisen, verhindern kann (Siano et al. 2010),
auf der anderen Seite ist wenig Uber den tatsachlichen Nutzen der Therapie und Uber
etwaige Nebenwirkungen bekannt (Ooi et al. 2012). Die Gabe von UDCA sollte folglich

in jedem Fall individuell geprift und entschieden werden.



Bei manifesten Osophagusvarizen kommen zur Prophylaxe von lebensbedrohlichen
Blutungen die Gabe von nicht selektiven Betablockern oder auch eine endoskopische
Ligatur der GeféaRRe in Betracht.

Bei Versagen der konservativen Therapiemalnahmen muss eine Lebertransplantation in
Erwdgung gezogen werden (Sauerbruch et al. 2013). Bei gleichzeitig eingeschrankter
Lungenfunktion kann auch eine kombinierte Transplantation, eine Lungen-Leber-
Transplantation, durchgefihrt werden, die ahnlich gute Ergebnisse zu erzielen scheint
wie eine alleinige Lebertransplantation (Desai et al. 2013).

Auf der Grundlage zellbasierter Modelle wird intensiv an der Entwicklung einer
zielgerichteten Therapie auf Proteinebene geforscht. Ziel ist die Korrektur bzw.
Potenzierung der Funktion des CFTR-Kanals flr die Mutationsklassen, in denen eine
Restaktivitat des Proteins noch vorhanden ist. Der Hauptfokus der therapeutischen
Entwicklungen liegt momentan noch in der Umkehr der progressiven
Lungenmanifestation, da dies die Hauptursache fur Morbiditat und Mortalitat der

Mukoviszidosepatienten darstellt (Solomon et al. 2015).

1.15 Weitere Manifestationen

Der CFTR-Komplex befindet sich an der apikalen Zellmembran aller exokrinen Drisen
(Schaaf und Zschocke 2008), sodass sich eine Mutation im Rahmen der Erkrankung
Mukoviszidose auf viele Organe auswirkt. Erstmanifestation der Erkrankung ist bei 20 %
der Neugeborenen ein Mekoniumileus, bedingt durch eine intraluminale Ansammlung
zahflissigen Mekoniums (Borowitz und Gelfond 2013). Weitere Manifestationen im
Gastrointerstinaltrakt sind neben Obstipation das distale intestinale Obstruktionssyndrom
(DIOS), definiert durch einen akuten kompletten oder inkompletten féakalen Verschluss
des lleocoecums, welches vermehrt im Erwachsenenalter auftritt (Houwen et al. 2010).
Hauptmanifestation im Bereich des Gastrointerstinaltrakts ist eine Zerstérung des
Pankreas, bedingt durch eine Obstruktion mit nachfolgender Autolyse und Ersatz des
Pankreas durch Fettgewebe. 85-90 % der Kinder mit Mukoviszidose entwickeln im Laufe
des ersten Lebensjahres eine exokrine Pankreasinsuffizienz (O’Sullivan und Freedman
Steven 2009). Die Pravalenz der endokrinen Pankreasinsuffizienz steigt hingegen mit
dem Alter, mehr als 50 % der tber 40-jahrigen Patienten mit Mukoviszidose sind davon
betroffen (Perano et al. 2014). Bei Mukoviszidosepatienten ist die Prdvalenz der
gastroosophagealen Refluxerkrankung im Vergleich zu gesunden Kindern 6-8-fach

erhoht. Dies ist unter anderem durch eine verlangsamte Magenentleerung sowie durch



eine Husten bedingte Erhohung des intraabdominalen Drucks erklarbar (Kelly und
Buxbaum 2015). Die hepatobiliaren Manifestationen sind bereits ausfihrlich in Kapitel
1.1.4 beschrieben worden.

Wahrend die Lungenfunktion bei Geburt meist noch regelrecht ist, kommt es schnell zu
einer Infektion und Inflammation mit Mukoviszidose-typischen Erregern wie zum
Beispiel Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa

(O’Sullivan und Freedman Steven 2009). Als Folge der bakteriellen Besiedelung entsteht
eine chronische Lungenerkrankung, die sich durch Husten, Bronchiektasien,
rezidivierenden Pneumonien, Hypoxie und Hyperkapnie dufRert. Zu den Komplikationen
der Lungenbeteiligung zahlt die Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie und einer
rechtsventrikuldren Dysfunktion (Hayes et al. 2014).

Bei episodischer Verschlechterung der pulmonalen Funktion, einhergehend mit
vermehrter Sputumproduktion sowie Husten und oft verbunden mit Gewichtsverlust,
Appetitlosigkeit und Mudigkeit, spricht man von einer pulmonalen Exazerbation
(Roderfeld et al. 2009).

Mannliche Patienten sind in den meisten Fallen durch eine Azoospermie infolge einer
beidseitigen Aplasie der Vas deferens infertil (O’Sullivan und Freedman Steven 2009).
Bei Frauen kann eine Kontrazeption durch verandertes Sekret im Zervikalkanal erschwert
sein, ist aber grundsatzlich moglich (Edenborough 2001).

Die Schwere der Erkrankung Mukoviszidose scheint abhdngig zu sein von der
Mutationsklasse. Bei Klasse 1-3 Mutationen handelt es sich um eine schwere Auspragung
der Erkrankung, bei Mutationen der Klasse 4-6 handelt es sich um eine leichtere
Auspragung, da eine Restaktivitat des CFTR-Proteins vorhanden ist (Bonadia et al. 2014).

1.2 Transiente hepatische Elastographie

Bei der Transienten hepatischen Elastographie (Fibroscan®) handelt es sich um ein nicht
invasives Verfahren zur Bestimmung der Lebersteifigkeit. Anhand des ermittelten Wertes
in Kilopascal (kPa) kann eine Einschatzung bezuglich einer Leberfibrose oder Zirrhose
abgeben werden. Eine ausfihrliche Beschreibung der Funktionsweise und des
Untersuchungsablaufs der transienten Elastographie findet sich in Kapitel 2.2.

Vorteile der Fibroscanuntersuchung sind neben der Nichtinvasivitdt eine kurze
Untersuchungsdauer, reproduzierbare Ergebnisse auch bei unterschiedlichen

Untersuchern, Schmerzfreiheit und eine gute Akzeptanz bei den Patienten (Lucidarme et



al. 2009). Ein weiterer Vorteil gegentiber der Leberbiopsie liegt in der GroRe des
untersuchten Gewebevolumens. Mit einem Zylinder von ca. 1 cm Breite und 4 cm Lange
bei der Fibroscanuntersuchung ist das untersuchte Lebervolumen ca. 100 mal gréf3er als
bei einer Biopsie (Castera et al. 2008). Eine weitere Einsatzmdglichkeit der transienten
Elastographie liegt in der Detektion einer portalen Hypertension und damit assoziierten
Komplikationen (Robic et al. 2011). Zudem scheint das Ausmal der Lebersteifigkeit mit
dem Auftreten und der GroRe von Osophagusvarizen zu korrelieren, so dass die
Fibroscanuntersuchung auch bei Verdacht auf Osophagusvarizen sinnvoll in der
Uberwachung von Patienten mit einer chronischen Hepatopathie eingesetzt werden kann
(Pér et al. 2014).

Wahrend es fir einige Erkrankungen wie zum Beispiel Hepatitis B oder C bereits einen
offiziellen Cut-Off-Wert der Firma Echosens gibt, fehlt dieser bei der CFLD. Zwar wurde
bereits in einigen Studien ein Grenzwert zur Diagnose einer CFLD ermittelt (Kitson et
al. 2013; Witters et al. 2009; Rath et al. 2012; Sadler et al. 2015) aber dieser ist nicht
einheitlich, sodass weitere Untersuchungen gefordert sind um die errechneten Werte zu

validieren bzw. anzupassen.

1.3 Bestimmung geeigneter Serumparameter

Zu den regelmaRigen Kontrolluntersuchungen bei Mukoviszidosepatienten gehdren
neben einer Lungenfunktionsprifung und Bestimmung von Basisparametern wie
KorpergroBe und  Gewicht auch  Blutuntersuchungen. Im  Rahmen  der
Routineblutentnahme lassen sich bei Verdacht auf eine CFLD neben den Parametern der
Leber wie Transamninasen ALT und AST und auch yGT und Bilirubin weitere Marker
wie zum Beispiel Laminin, Hyaluronsdure und die Anzahl der Thrombozyten bestimmen.
Mithilfe der erhobenen Parameter konnen auRerdem leberspezifische Scores und Indizes
bestimmt werden, wie zum Beispiel der APRI: AST—to platelet Ratio Index. Hierbei wird
das Verhaltnis von AST bezogen auf den Referenzbereich zu der Anzahl der
Thrombozyten bestimmt. Werte Uber 1,5 sprechen fiir eine fortgeschrittene Fibrose,
Werte unter 0,5 schliel}en eine Fibrose recht sicher aus (Lorke et al. 2007). Ein weiteres
Beispiel ist der Enhanced Liver Funktion (ELF-) Test, der anhand von Hyaluronséure,
Prokollagen 3 N-Terminal Propeptid und Tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-
1) einen Score angibt, der zur Diagnosestellung und Verlaufsvorhersage genutzt werden

kann. Bislang ist der Test allerdings nur flr bestimmte Hepatitiden, wie die virale
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Hepatitis oder die nichtalkoholische Fettlebererkrankung, validiert (Healthcare Sector /
Diagnostics Division 18.07.2011).

Neben der Bestimmung von Routineparametern und dem Einsatz von Testkits gibt es
noch die Mdoglichkeit gezielt auf bestimmte Proteine zu untersuchen, die sich fir die
Frihdiagnose einer CFLD eignen. In einer friiheren Arbeit konnte bereits zeigt werden,
dass TIMP-1 und TIMP-2 fur die Diagnose einer Hepatopathie bei Mukoviszidose
bestimmt werden kénnen (Rath et al. 2012). Weitere Studien untersuchten unter anderem
die Bedeutung von Kollagen Typ 4 und Propylhydroxylase fiir die friihe Detektion einer
Hepatopathie (Pereira et al. 2004). Bislang gibt es noch keinen einheitlichen Parameter
zur Friihdiagnose einer CFLD, so dass es sinnvoll erscheint, potentielle Parameter zu
evaluieren und ggf. neue Parameter an einem Kollektiv von Mukoviszidosepatienten zu

uberprifen.

1.4 Ziele und Fragestellung der Arbeit

Bedingt durch die verbesserte Lebenserwartung der Mukoviszidosepatienten gerat das
Problem der Leberbeteiligung immer mehr in den Vordergrund (Kitson et al. 2013).

Um einen Progress und damit verbunden das Auftreten von Komplikationen zu
verhindern oder zu verzégern, ist es wichtig, die Leberbeteiligung friihzeitig zu erkennen
und medikamentds zu intervenieren. Zwar ist die Leberpunktion Goldstandart in der
Diagnostik einer Hepatopathie, aber gerade bei der fir die Mukoviszidose
pathognomonischen fokal billidren Zirrhose, ist die Aussagekraft der Punktion limitiert.
Zudem kann eine Leberpunktion mit Komplikationen wie Blutungen, Pneumothorax oder
Tod sowie Schmerzen fiir den Patienten verbunden sein (Witters et al. 2009). Insofern
besteht ein wichtiges Ziel flr die Zukunft darin, den Patienten eine verlassliche nicht

invasive Untersuchung anbieten zu kénnen. Es ergeben sich folgende Fragestellungen:

- Kann mithilfe der transienten Elastographie bei unserem Patientenkollektiv eine
Mukoviszidose assoziierte Hepatopathie diagnostiziert werden?

- Welcher Cut-Off-Wert im Rahmen der transienten Elastographie kann eine
Leberbeteiligung am besten vorhersagen?

- Gibtes geeignete, bis dato noch nicht beschriebene Serummarker fiir die Diagnose
einer CFLD?

- Steigt die Zuverlassigkeit der VVorhersage durch eine Kombination aus transienter

Elastographie und Bestimmung von Serumfibrosemarkern an?
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Die Studie wurde nach den Richtlinien der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt. Die
Ethik-Kommission  der  Justus—Liebig  Universitat Gielen  stimmte  dem
Forschungsprojekt zu (Aktenzeichen: 75/09). Die Teilnahme an der Studie erfolgte auf
freiwilliger Basis. Alle Patienten wurden vor Einschluss umfassend uber die Studie
informiert und gaben ihr schriftliches Einverstdndnis. Bei minderjahrigen Patienten
erfolgte das Einverstandnis durch die Eltern bzw. gesetzlichen Betreuer. Die
Fibroscanuntersuchung wurde, sofern keine Ausschlusskriterien vorlagen (siehe 2.2.5)
allen Patienten der Mukoviszidose-Ambulanz fur Kinder bzw. Erwachsene angeboten.
Zur Uberwachung der Leberbeteiligung fand eine erneute Bestimmung der
Lebersteifigkeit nach 6 Monaten und dann in jahrlichen Abstédnden statt. Aus insgesamt
167 Patienten wurde ein Kollektiv von 45 Patienten ausgewahlt. Es handelte sich hierbei
um 28 Mukoviszidosepatienten ohne Leberbeteiligung und um 17 Patienten mit einer
Mukoviszidose assoziierten Hepatopathie. Die Diagnose einer CFLD erfolgte nach
aktuellen Richtlinien (siehe 1.1.4.1). Von allen Patienten wurden Klinische und
laborchemische Parameter erhoben.

Zudem wurde bei allen Patienten eine Lungenfunktionsuntersuchung durchgefiihrt und
der Wert flr Vitalkapazitat (VC), forcierter Einsekundenkapazitat (FEV1) und die Ratio
FEV1/VC erfasst. Als Grenzwert zur Einteilung der Patienten wurde analog zu bereits
durchgefihrten Studien fiir die FEV1 70 % vom Soll, fur die VC 80 % vom Soll und fir
die Ratio FEV1/VC 0,7 festgelegt.

Als Kontrolle diente ein Kollektiv von 18 Patienten mit einer chronischen Hepatitis C
Infektion. VVon allen Patienten dieses Hepatitis C-Kollektivs lag eine Biopsie vor. Die
Erhebung dieser Daten wurde durch die Ethik-Kommission des LMU Klinikums
Miinchen bewilligt (Projektnummer: 369-10).

2.2 Transiente hepatische Elastographie

2.2.1  Geratebeschreibung und Funktionsweise

Die transiente hepatische Elastographie (Fibroscan®, Firma Echosens, Paris) ist eine
nichtinvasive Methode zur Bestimmung der Lebersteifigkeit. Der hier eingesetzte

Fibroscan®502 besteht aus einem Rahmengestell, einem Monitor, einer Tastatur und
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einer, per Kabel mit dem Gerat verbundenen Sonde (siehe Abbildung 2). Je nach
Thoraxdurchmesser des Patienten stehen Sonden in den GroRen S, M und XL zur
Verfligung, die sich hinsichtlich Frequenz und Messungstiefe voneinander unterscheiden
(siehe Tabelle 1). Die Sonden bestehen im Wesentlichen aus einem elektrodynamischen
Wandler, der eine Vibration erzeugt und aus einem Ultraschallwandler, der mithilfe von
Echos die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Scherwelle messen kann. Des Weiteren
befinden sich an der Sonde eine blaue Leuchtdiode, die die Aktivitat anzeigt und ein
Schalter, mit dem die Messung der Lebersteifigkeit gestartet werden kann (siehe
Abbildung 1).

Hautkapselabstand
Sonde |Untersuchung|Frequenz Messungstiefe Brustumfang (Hohe Xyphoid) |(HKA)
S Small 1 5 MHzZ 15mm - 40 mm <45cm
Small 2 5 MHZ 20mm - 50mm >45cm-75cm
M M 3,5 MHZ 25mm - 65mm >75cm <2,5cm
XL XL 2,5 MHZ 35mm- 75 mm >110cm 2,5cm<HKA<3,5cm

Tabelle 1 Informationen tber die verschiedenen Sonden (S, M, XL) des Fibroscans® zur Bestimmung der
Lebersteifigkeit

>

Abbildung 1 Sonde der Gréfie M, Firma Echosens, Paris

Fir weitere Erklarungen siehe Kapitel 2.2.1

Zu Beginn der Messung erzeugt der elektrodynamische Wandler der Sonde eine
transiente Vibration. Die Vibration dauert 20 ms an und zeichnet sich durch eine
2 mm Peak-zu-Peak Amplitude aus. Durch die Vibration entsteht eine elastische

Scherwelle mit einer Frequenz von 50 Hz, die sich durch die Haut und das
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Unterhautfettgewebe bis hin zur Leber ausbreitet. W&hrend der Ausbreitung der
Scherwelle erfasst der Ultraschallwandler, der mit dem elektrodynamischen
Wandler verbunden ist, eine Reihe von Echos und kann so die
Ausbreitungsgeschwindigkeit der Welle messen. Die Steifigkeit der Leber

(Elastizitat) berechnet sich dann anhand folgender Formel:

E = 3pV?2, wobei

E = Steifheit der Leber in kPa (Elastizitat)

p = Dichte der Leber

V = Ausbreitungsgeschwindigkeit der Scherwelle

Es gilt der Grundsatz: je fester, das heift je fibrotischer das Gewebe, desto hdher
ist die Ausbreitungsgeschwindigkeit und somit auch der ermittelte Wert der

Elastizitat in kPa. Der maximale Messwert betragt 75 kPa.

Abbildung 2 Aufbau des Fibroscans®, Firma Echosens, Paris

Fur weitere Erklarungen siehe Kapitel 2.2.1
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2.2.2  Durchftihrung der Untersuchung

Zur Durchfiihrung der Elastographie liegt der Patient mit dem Ricken auf einer
Untersuchungsliege und verschrankt den rechten Arm hinter dem Kopf. Der Untersucher
positioniert sich so auf der rechten Patientenseite, dass er sowohl den Bildschirm
betrachten als auch eine Messung im Bereich des rechen Oberbauchs durchfiihren kann.
Man ertastet zunéchst einen Interkostalraum auf Hoéhe des Xyphoids in der mittleren
Axillarlinie rechts und setzt die, fur den Thoraxdurchmesser des Patienten passende,
Sonde (vgl. Tabelle 1) Gber dem rechten Leberlappen auf. Es empfiehlt sich zunéchst eine
Probemessung durchzufihren um dann an einer geeigneten Stelle (siehe 2.2.4)
mindestens 10 valide Messungen durchzufiihren. Eine Messung dauert 10 bis 15
Sekunden, fir die gesamte Untersuchung muss mit 5 bis 10 Minuten gerechnet werden.
Wahrend der Messungen sollte der Patient ruhig liegen, gleichmaRig atmen und moglichst
nicht reden. Im Anschluss an die Untersuchung wurde allen Patienten eine Kopie der
Einverstandniserklarung und des Befundes fir sich selbst und fur den behandelnden Arzt

der Mukoviszidose-Ambulanz mitgegeben.

2.2.3 Erfasste Parameter

Vor Beginn der Untersuchung werden Patientendaten sowie Angaben zur Untersuchung
eingegeben. Dazu zédhlen: Vor- und Nachname des Patienten sowie das Geburtsdatum,
Name des Untersuchers und ausgewéhlte Sonde. Automatisch hinzugeftigt wurden das
Datum der Untersuchung und die benétigte Gesamtzeit fur alle Messungen. Zusatzlich

sind wahrend der Messung folgende Werte ersichtlich:

- Time-Motion- (TM-) Modus: Darstellung des Ultraschallsignals in
Abhangigkeit von der Tiefe und Zeit in Graustufen (siehe 2.2.4)

- A-Modus: Darstellung des aktuellen Ultraschallsignals in Abhéngigkeit von der
Zeit als Linie (siehe 2.2.4)

- Druckdiagramm: farbcodierte Darstellung des Druckes, mit dem die Sonde im
Interkostalraum des Patienten aufgesetzt wird (siehe 2.2.4)

- Elastogramm: graphische Darstellung der Ausbreitung der Scherwelle in
Abhéngig von Zeit und Tiefe als weille Linie. Die Ausbreitungsgeschwindigkeit
und somit die Lebersteifigkeit korrelieren mit der Steigung der Linie, je steiler der
Verlauf, desto fibrotischer das Gewebe
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- Median: automatische, aktuelle Berechnung aus den bisher durchgefiihrten
gultigen Einzelmessungen. Die Angabe der Lebersteifigkeit (Stiffness) erfolgt in
Kilopascal (kPa)

- IQR (Interquartile Range): ein Mall fur die interne Variabilitdt der
Lebersteifigkeit in kPa, es enthélt 50 % der gultigen Messungen zwischen der 25.
und 75. Perzentile

- Erfolgsrate: berechnet sich aus dem Quotienten der Anzahl gultiger Messungen
durch die Anzahl aller durchgefuhrten Messungen

- CS: Wert der aktuellen Elastizitatsbestimmung, Angabe in kPa

- Anzahl der bisher durchgefiihrten Messungen

- Anzahl der giiltigen Messungen

Am Ende der Messung wurden alle Daten gespeichert und standen fur spéatere

Folgemessungen als Verlaufsparameter zur Verfligung.

2.2.4  Kiriterien fr eine gultige Messung

Die Basis fur eine giitige Messung stellt die korrekte Sondenposition dar. Es ist darauf zu
achten, dass sich in einem Areal von 6 cm Tiefe weder groRe GeféalRe noch leberfremdes
Gewebe, wie zum Beispiel Lungengewebe, in dem Messbereich befinden. Daflr stehen
dem Untersucher der TM und der A-Modus zur Verfligung. Der TM- Modus bildet das
Ultraschallsignal in Abhéngigkeit von der Tiefe und der Zeit in Graustufen ab. Bei
korrekter Position erscheint ein Bild in homogenen Graustufen, wobei die Form einer
Wabenstruktur &hnelt. Heterogene Graustufen in Form von helleren oder dunkleren
Bereichen weisen auf groRere Gefélie oder leberfremdes Gewebe hin, so dass ein anderer
Messpunkt gewahlt werden muss. Der A-Modus bildet das aktuelle Ultraschallsignal in
Abhéngig von der Zeit als Linie ab. Bei richtiger Position erscheint eine gerade Linie.
Abweichungen von einer geraden Linie, wie zum Beispiel ein konkavformiger Verlauf
oder UnregelméBigkeiten im Verlauf der Linie weisen wiederrum auf Gefédlle oder
fremdes Gewebe hin, so dass auch hier ein anderer Messpunkt gewéahlt werden muss
(siehe Abbildung 3).

Uber einen Fuhler im Bereich der Sonde wird der Druck registriert, mit dem die Sonde
auf die Haut des Patienten aufgesetzt wird. Die Darstellung erfolgt Uber
verschiedenfarbige Balken auf dem Monitor des Gerétes. Idealerweise befindet sich der

Balken im griinen Bereich. Ist der Druck zu gering, befindet sich der Balken im orange
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geférbten Bereich und die Messung kann nicht gestartet werden. Bei zu hohem Druck ist
der zugehorige Balken rot und die Messung kann ebenfalls nicht gestartet werden.

Es missen pro Patient mindestens 10 valide Einzelmessungen durchgefiihrt werden und
die Erfolgsrate aller Messungen muss 60 % oder mehr betragen. Die Erfolgsrate
berechnet sich aus dem Quotienten der Zahl erfolgreicher Messungen durch die Anzahl
aller durchgefiihrten Messungen. Des Weiteren sollte fir eine valide Messung der IQR-
Wert maximal 30 % des Medianwertes betragen (Rath et al. 2012).

TM-Modus A-Modus

Korrekte Position

GefaBwand im
Messbereich

A-Modus nicht
linear,
TM-Modus
inhomogen
Heterogenes,
leberfremdes
Gewebe

Abbildung 3 Uberpriifung der korrekten Sondenposition anhand des TM; und des A-Modus
nNahere Einzelheiten siehe Text, modifiziert nach (Sandrin et al. 2011)
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2.25  Ausschlusskriterien

Die Teilnahme an der Untersuchung erfolgte auf freiwilliger Basis.

Nicht an der Untersuchung teilnehmen konnten:

- Patienten, die eine Wunde im Bereich des rechten Oberbauchs aufwiesen

- Patienten mit Aszites

- Patientinnen, die zum Zeitpunkt der Untersuchung schwanger waren oder wenn
eine Schwangerschaft nicht sicher auszuschlie3en war

- Patienten, die im Besitz eines aktiven Implantats oder eines Herzschrittmachers,

Defibrillators oder einer Pumpe waren.

Um das Risiko der Ubertragung von resistenten Keimen zu minimieren, wurde keine
Messung der Lebersteifigkeit bei Patienten mit einem multiresistenten Keim in der

aktuellen Anamnese durchgefihrt.

2.3 Gewinnung und Aufbereitung der Blutproben

Die Blutentnahme erfolgte durch geschultes Personal der Mukoviszidose-Ambulanz flr
Kinder bzw. Erwachsene im Rahmen einer routineméafRigen Blutuntersuchung. Es wurden
Serum Rohrchen der Firma Sarstedt verwendet. Die Proben wurden fur 10 Minuten bei
4° Celsius und maximal 3000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Anschlieend
wurde der Uberstand in mehrere ReagenzgefaBe a 0,5 ml bzw. 1,5ml aliquotiert und bis

zur Weiterverarbeitung der Proben bei -80° Celsius gelagert.

2.4 Durchfihrung der Leberbiopsie

Bei allen Patienten des Kontrollkollektivs, bestehend aus 18 Patienten mit einer
chronischen Hepatitis C Infektion, wurde eine Leberbiopsie durchgefihrt und nach dem
Desmet/Scheuer System beurteilt (Desmet et al. 1994; Scheuer 1991) . Die Probe wurde,
nach Desinfektion und Lokalanésthesie der Haut, interkostal rechts mithilfe einer 18
Gauge messenden Menghini-Nadel entnommen. Die Beurteilung des Biopsats und
Einteilung erfolgte durch einen erfahrenen Pathologen, der beziglich der klinischen
Parameter der Patienten verblindet war (Schirmacher et al. 2004) .
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2.5 Verwendete Materialien und Geréate

Die nachfolgende Tabelle gibt eine Ubersicht Gber alle verwendeten Materialien und

Gerdéte.

Verbrauchsmaterialien Hersteller
Chemilumineszenz-Film GE Healthcare
Falcon Réhrchen 15 ml BD

Falcon Réhrchen 50 ml Greiner Bio-One
ReagiergefaRe 0,5ml, 1,5 ml Sarstedt

Parafim M Labaratoryfilm Pechiney Plastic Packaging Company
Pipettenspitzen 200 pl, 1000 pl Sarstedt
Microtubes 0,5 ml, 1,5ml Eppendorf

Gerite Hersteller

ELISA Reader Fusion Fa. Packard BioScience Company
Magnetrihrer Combimag RCO IKA

Pipetten 2—20 ul, 10— 100 pl, 20—200 pl, 100 — 1000 il Eppendorf

Pipetten 20 - 200ul , 100 — 1000 pl Labmate Abimed
Rontgenkasette

Schittler Vibrax VXR basic IKA
Tischentwicklungsmaschine Agfa Curix 60 Siemens Healthcare
Vortex Mixer 7-2020 neolap
Wippschittler VWR international GmBH
Wippschittler Rocker 25 Labnet

Zentrifuge CS 6KR Beckman
Zentrifuge Mikro 200 R Hettich
Gebrauchsfertige Kits Hersteller
Proteome Profiler™ Array Human Cytokine Array Panel A R & D Systems
Proteome Profiler™ Array Human Angiogenesis Array Kit R & D Systems
Proteome Profiler™ Array Human Soluble Receptor Array Kit,

Non-Hematopoietic Panel R & D Systems
Proteome Profiler™ Array Human Chemokine Array Kit R & D Systems
Quantikine ® ELISA Human HGF Immunoassay R & D Systems
Quantikine ® ELISA Human Pentraxin 3/TSG-14 Immunoassay |Blue Gene
Quantikine ® ELISA Human TIMP-4 Immunoassay R & D Systems
Quantikine® ELISA Human Endoglin/CD105 Immunoassay R & D Systems

Tabelle 2 Zusammenstellung aller verwendeten Materialien und Geréte
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2.6 Proteome Profiler Assay

2.6.1 Durchfuhrung und Auswertung

Die Proteome Profiler Arrays (R&D-Systems) ermdglichen je nach Kit die simultane
Bestimmung von bis zu 119 verschiedenen Proteinen. Auf einer Nitrozellulosemembran
befinden sich neben Positiv- und Negativ-Kontrollen fixierte Erstantikorper. Alle
Kontrollen und Antikorper liegen doppelt vor. Die Membran wurde mit dem
Probenmaterial, in diesem Fall Serum, versetzt und (iber Nacht inkubiert. Am néchsten
Tag wurde erst der Detektionsantikbrper und anschliefend Streptavidin-HRP
hinzugegeben. Der Komplex wurde dann mit einer ECL-LOsung inkubiert und die
einzelnen Spots konnten mithilfe eines Rontgenfilms sichtbar gemacht werden. Die
Intensitat der einzelnen Signale ist abhangig von der Menge an gebundenem Protein. Die
Auswertung erfolgte mithilfe von BioDoc Analyze (Biometra) einer Image Analysis
Software. Zuvor wurden die Rontgenfilme mit 800 dpi Graustufen eingescannt, die
Nachbereitung der Ergebnisse erfolgte mit Excel. Da alle Proteine zweifach gemessen
wurden, erfolgte zunéchst die Berechnung des Mittelwertes. Anschlielend wurde die
Ratio des Mittelwertes ,,leberkrank® zu ,,lebergesund* berechnet, also der Vergleich des
Proteinnachweises aus dem Serum von Mukoviszidosepatienten mit Leberbeteiligung zu
dem Serum von Patienten ohne Leberbeteiligung. Flr diese Studie wurden vier
verschiedene Proteome Profiler Array Kits zum Nachweis von Cytokinen, Chemokinen,
Angiogenesefaktoren und l6slichen Rezeptoren verwendet. Untersucht wurde ein
Serumpool von je vier Patienten mit und ohne Leberbeteiligung. Pro Gruppe und
Proteome Profiler wurden mehrere Versuche gemacht, die sich in Serumkonzentration
und Expositionsdauer des Rontgenfilms nach Inkubation mit der ECL-LGsung

unterscheiden.

2.6.2  Human Angiogenesis Array Kit

Das Human Angiogenesis Array Kit erlaubte die simultane Bestimmung von 55
verschiedenen Proteinen. Im ersten Durchgang wurden jeweils eine Membran und je 200
ul Serum von Mukoviszidosepatienten mit bzw. ohne Leberbeteiligung eingesetzt. Die
Durchfuhrung erfolgte analog zu den Herstellerangaben. Die Rdntgenfilmexposition
betrug eine Minute, danach wurde der Film entwickelt. Im nédchsten Schritt wurden die

beiden Membranen erneut mit ECL-L6sung inkubiert, die Expositionsdauer betrug
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diesmal 30 Minuten. Im zweiten Durchgang wurden jeweils eine Membran und je 50 pl
Serum der beiden Patientengruppen benutzt. Nach Inkubation mit der ECL-L0Osung
wurde ein Rontgenfilm nach 20 Sekunden Expositionsdauer und ein Rontgenfilm nach
einer Minute Expositionsdauer entwickelt. Daraufhin wurden beiden Membranen erneut
mit ECL-L0Osung inkubiert, die Expositionsdauer bis zur Entwicklung betrug diesmal
zuerst 5 Sekunden und dann 10 Minuten.

2.6.3 Human Chemokine Array Kit

Mithilfe des Human Chemokine Array Kits konnten 31 verschiedene Proteine bestimmt
werden. Im ersten Durchgang wurden jeweils eine Membran und je 200 pl Serum von
Patienten mit bzw. ohne Leberbeteiligung eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte analog
zu den Herstellerangaben. Die Rontgenfilmexposition betrug eine Minute und nach
erneuter Inkubation mit ECL—Ldsung 30 Minuten. Im zweiten Durchgang wurden jeweils
eine Membran und je 50 pl Serum der beiden Patientengruppen benutzt. Die
Expositionsdauer bis zur Entwicklung des Rontgenfilms betrug zuerst 30 Sekunden und
dann eine Minute. Daraufhin wurden beide Membranen erneut mit ECL-L6sung
inkubiert, die anschliefende Entwicklung des Rontgenfilms erfolgte nach einer

Expositionsdauer von 10 Sekunden.

2.6.4  Human Cytokine Array Panel A

Das Human Cytokine Array Panel A ermdglichte die simultane Bestimmung von 36
verschiedenen Proteinen. Fur den Versuch wurden jeweils eine Membran und je 100 pl
Serum von Patienten mit bzw. ohne Leberbeteiligung eingesetzt. Die Durchfiihrung
erfolgte analog zu den Herstellerangaben. Die Expositionsdauer bis zur Entwicklung des
Rontgenfilms betrug eine Minute, eine weitere Entwicklung fand nach einer

Expositionsdauer von 15 Minuten statt.

2.6.5 Human Soluble Receptor Array Kit, Non-Hematopoietic Panel

Das Human Soluble Receptor Array Kit, Non-Hematopoietic Panel teilt sich in einen Part
N (Human Non-Hematopoietic Array) und einen Part C (Human Common Analyte
Array) auf. Verteilt auf zwei Membranen konnten insgesamt 119 verschiedene Proteine
parallel bestimmt werden. Es wurden pro Patientengruppe zwei Membranen und je 50 pl
Serum verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte analog zu den Herstellerangaben. Die

Expositionsdauer des Rontgenfilms betrug eine Minute. Die Membranen wurden erneut

21



mit ECL-L6sung inkubiert, die anschlieRende Expositionsdauer bis zur Entwicklung des
Rontgenfilms betrug 20 Sekunden.

2.7 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

2.7.1 Probenmaterial

Es wurde das Serum von 28 Mukoviszidosepatienten ohne Leberbeteiligung und das
Serum von 17 Mukoviszidosepatienten mit Leberbeteiligung benutzt. Zusétzlich wurde
das Serum von 18 Hepatitis-C-Patienten (HCV-Patienten) untersucht, von denen eine

Leberbiopsie vorlag und die sich hinsichtlich Grading und Staging unterschieden.

2.7.2  Charakteristika der eingesetzten ELISA

Es wurden insgesamt vier unterschiedliche ELISA zur Quantifizierung von TIMP-4,
Pentraxin 3, Hepatocyte Growth Factor (HGF) und Endoglin eingesetzt. Vor Beginn der
Hauptversuche wurde mittels Verdiinnungsreihe die bendtigten Mengen an Serum bzw.
die Verdlinnung bestimmt. Fir weitere Einzelheiten siehe Tabelle 3.

Bezeichnung des ELISA Verwendete Verdiinnung | Eingesetzte Serummenge | Name des Diluenten
Human TIMP-4 Immunoassay unverdinnt 50 pl /

Human Pentraxin 3/TSG-14 Immunoassay |unverdiinnt 100 pl /

Human HGF Immunoassay 1:2 25 pl Calibrator diluent RD 6X
Human Endoglin/CD105 Immunoassay 1:10 Sul Calibrator diluent RD 5K

Tabelle 3 Charakteristika der eingesetzten ELISA mit Angabe von verwendeter Verdinnung und
eingesetzter Serummenge

2.7.3  Durchfihrung und Auswertung

2.7.3.1 Prinzip des Sandwich-ELISA

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay ist ein antikdrperbasiertes Verfahren zur
Quantifizierung von Proteinen. Fir den Nachweis von TIMP-4, HGF und Endoglin
wurden ELISA Kits der Firma R&D-Systems verwendet, die auf dem Prinzip der
Sandwich-Technik basieren. Die Mikroplatten waren mit einem spezifischen, gegen das
nachzuweisende Protein (in diesem Fall TIMP-4, HGF, Endoglin) gerichteten Antikdrper
beschichtet. Die Herstellung des Standards und der benétigten Substrate sowie die
Durchfuhrung erfolgten analog zu den Herstellerangaben. Zunéchst wurde in jedes Well

eine vorgegeben Menge an Diluent hinzugegeben. Dann wurde die bendétigte Menge an
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Serum, Standard und Kontrolle als Doppelbestimmung nach Schema in die einzelnen
Wells pipettiert und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. In einem néchsten
Schritt wurden die Wells insgesamt vier Mal gewaschen und anschlieend wurde der
Detektionsantikorper hinzugegeben. Es handelte sich hierbei um einen mit Horseradish
Peroxidase als Reporterenzym gekoppelten Antikorper gegen das gebundene,
nachzuweisende Protein. Nach einem erneuten Waschvorgang wurde jedes Well mit einer
Substratlésung versetzt und unter Lichtschutz fir 30 Minuten inkubiert. Nach
Beendigung der Farbreaktion mit einer Stopplésung konnte die Adsorption mithilfe eines
ELISA Readers bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen werden. Es gilt: je hoher
der Proteinanteil in der Probe, desto starker die Farbintensitat. Das Programm EasyWin
Fitting von Tecan erlaubte durch Erstellung von geeigneten Standardkurven die
Konzentrationsberechnung des jeweiligen Proteins. Die Weiterverarbeitung der Daten

erfolgte mit dem Programm Microsoft Excel.

2.7.3.2 Prinzip des kompetitiven ELISA

Fur die Bestimmung von Pentraxin 3 wurde ein ELISA Kit der Firma Blue Gene
verwendet. Hierbei handelt es sich um einen kompetitiven Immunassay. Der wesentliche
Unterscheid zu dem Prinzip des Sandwich-ELISA liegt darin, dass kein
Detektionsantikdrper, sondern ein mit Horseradish Peroxidase markiertes Antigen, in
diesem Fall markiertes Pentraxin 3, eingesetzt wird, welches mit dem Protein aus dem
Serum um die Bindungsstellen des Antikdrpers konkurriert. Das konkurrierende Antigen
ist Trager des Reporterenzyms, sodass sich die Farbintensitdt an der Menge des
gebundenen konkurrierenden Antigens bemisst. Die Menge an nachgewiesenem Protein
ist somit umgekehrt proportional zur Farbintensitat.

Die Herstellung der benétigten Substrate und die Durchfiihrung erfolgten analog zu den
Herstellerangaben. Zuerst wurde in jedes Well Serum oder Standard als
Doppelbestimmung nach Schema pipettiert und dann das markierte Antigen
hinzugegeben. Es folge eine einstiindige Inkubation bei 37° Celsius. Im Anschluss
wurden die Wells insgesamt 5-mal gewaschen. Die Substratlosung wurde hinzugefiigt
und fur 15 Minuten unter Lichtschutz inkubiert. Die Farbreaktion wurde mithilfe einer
Stopplosung beendet. Die Adsorptionsmessung erfolgte mit einem ELISA—Reader bei
einer Wellenldnge bei 450 nm. Fur die Auswertung wurde das Programm EasyWin
Fitting von Tecan benutzt. Die Weiterverarbeitung der Daten erfolgte mit dem Programm

Microsoft Excel.
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2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit SPSS 22.0.

Mithilfe des Kolmogorow-Smirnow-Tests wurden die Daten auf Normalverteilung
getestet. Bei fehlender Normalverteilung wurde der Mann-Whitney-U Test fur
unabhéngige Stichproben genutzt um zu untersuchen, ob sich die Ergebnisse der
Fibroscanuntersuchung und die  Expression der Serummarker bei den
Mukoviszidosepatienten mit und ohne Leberbeteiligung unterscheiden. Potentielle
Extremwerte wurden nach explorativer Datenanalyse mittels Stamm Blatt Diagramm
identifiziert und ggf. von der weiteren Berechnung ausgeschlossen.

Geeignete Cut-off Werte zur Diagnose bzw. Ausschluss einer CFLD mithilfe der
Ergebnisse der Fibroscanuntersuchung und der Bestimmung der Serummarker wurden
mittels Receiver Operating Characteristic (ROC)—Kurven und ROC-Area under Curve
(AUROC) ermittelt. Das bestmogliche Ergebnis fir die AUROC ist 1 und zeigt eine sehr
hohe diagnostische Genauigkeit und somit ein gutes Testverfahren an.

Um die diagnostische Aussagekraft von ausgewdéhlten Parametern sowohl als
Einzelparameter als auch in Kombination zu untersuchen, wurden auf der Grundlage von
Kreuztabellen mithilfe eines webbasierten Berechnungsprogramms
(www.vassarstats.net) die Sensitivitat und Spezifitdt sowie der positive und negative
pradiktive Wert ermittelt.

Die wichtigsten Parameter wurden in Tabellenform inklusive Mittelwert und
Standardabweichung visualisiert.

Die Darstellung der Ergebnisse der Fibroscanuntersuchung und der Expression der
Serummarker erfolgte mittels Boxplots. Zur besseren Ubersicht der Ergebnisse erfolgte
zusétzlich die Darstellung der Extremwerte und Ausreil3er.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientencharakteristika

In die Auswertung wurden insgesamt 45 Patienten mit Mukoviszidose im Alter von 5 bis
50 Jahren eingeschlossen. VVon allen Patienten lagen sowohl eine Blutprobe als auch ein
Ergebnis der Fibroscanuntersuchung vor. Bei 17 Patienten (38 %) wurde auf der
Grundlage aktueller Klinischer Guidelines (siehe Kapitel 1.1.4.1) eine CFLD
diagnostiziert. In der Auswertung der routineméafiig erhobenen Laborparameter zeigte
sich eine signifikante Erhohung der Aspartat-Aminotransferase, der Alanin-
Aminotransferase und der Gamma-Glutamyl-Transferase im Serum von CFLD Patienten
im Vergleich zum Serum von CF Patienten ohne CFLD. Die Werte fur die Anzahl der
Thrombozyten und fur Albumin waren im Serum von CFLD Patienten signifikant
erniedrigt. Weitere klinische und auch demographische Daten der Patienten sind in
Tabelle 4 zusammengefasst.

CFLD CF ohne CFLD CFLD CF ohne CFLD
Demographische Daten |n=17 n=28 Laborparameter n=17 n=28
mannlich 9 17 Alanin-Aminotransferase (U/L)
weiblich 8 11 MW +SD 35+18 23+7,4
Alter (Jahre) Spannweite 12-79 12-50
MW +SD 29+10,8 21,4+11,8 Aspartat-Aminotransferase (U/L)
Spannweite 14-47 5-50 MW £ SD 33+20,3 21+6,3
Klinische Parameter n=17 n=28 Spannweite 11-98 10- 36
Body Mass Index y-Glutamyl-Transferase (U/L)
MW = SD 20,3+2,1 19+3,6 MW £ SD 861110 14+6,5
Pankreasinsuffizienz Spannweite 9-321 6-34
vohanden 17 23 Alkalische Phosphatase (U/L)
nicht vorhanden 0 5 MW + SD 248 + 185 179 + 106
Behandlung mit UDCA Spannweite 84 - 668 62 - 452
vohanden 15 9 Bilirubin (mg/dI)
nicht vorhanden 2 19 MW % SD 0,94+0,76 0,42+0,22
Spannweite 0,2-2,18 0,1-0,9
Albumin (g/dl)
MW + SD 4,2+0,47 4,5+0,23
Spannweite 3,1-4,8 4-4,9
Thrombozyten (G/L)
MW +SD 226 +120 306 + 66
Spannweite 18 - 362 131 - 464

Tabelle 4 Ubersicht (iber die erhobenen demographischen und klinischen Parameter der
Mukoviszidosepatienten

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, UDCA: Ursodesoxycholséure
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Neben den bereits beschriebenen Parametern wurde bei den Patienten anhand von
Ergebnissen der hepatischen Sonographie ein Score fiir das Ausmal3 der Leberschadigung
bestimmt (siehe Kapitel 4.4.3). Eine Ubersicht tiber die ermittelten Scores in den beiden
Gruppen CFLD und CF ohne CFLD gibt Tabelle 5.

Sore 1 2 3 4 5 n.e.
CF ohne CFLD |28 0 0 0 0
CFLD 0 0 2 9 5 1

Tabelle 5 Darstellung der sonographisch ermittelten Scores zur Einteilung der Leberbeteiligung bei den
Mukoviszidosepatienten (n = 45)
n.e.: nicht erhoben

Um den potentiellen Einfluss von Lungenfunktionsstérungen auf die Expression der
Serummarker zu untersuchen, wurde eine Lungenfunktionsprifung durchgefiihrt und die
Patienten je nach Ausmall der Lungenbeteiligung in zwei Gruppen eingeteilt. Als
Grenzwert fur die Vitalkapazitat diente 80 % vom Soll, fur die forcierte
Einsekundenkapazitat 70 % vom Soll und fur die Ratio FEV1/VC 0,7.

Aus dem Kollektiv aller Mukoviszidosepatienten wurden je 4 CF Patienten mit und ohne

Leberbeteiligung fur das Proteome Profiling ausgewahlt.

Als weiteres Kontrollkollektiv, zusatzlich zu Mukoviszidosepatienten ohne CFLD,
dienten 18 Patienten mit einer chronischen Hepatitis C Infektion. Bei diesen 18 Patienten
wurde eine Leberbiopsie durchgefiihrt. Tabelle 6 gibt eine Ubersicht tiber das erhobene
Grading und Staging in diesem Kollektiv.

n=18 |Grading 0 1 2 3 ne |staging 0 1 2 3
Anzahl | 1 5 7 2 3 | 3 4 5 3 3

Tabelle 6 Haufigkeitsverteilung von Grading und Staging bei Patienten mit einer chronischen Hepatitis C
Infektion

n.e.: nicht erhoben
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3.2 Ergebnisse der Proteome Profiler Analysen

3.2.1  Human Chemokine Array Kit

Wie aus Tabelle 7 ersichtlich, lassen sich mithilfe des Human Chemokine Array Kits
insgesamt 31 Proteine nachweisen. Im Folgenden werden die Ergebnisse bei einer
Inkubation der Membran mit jeweils 200 pl Serum und einer Expositionsdauer des
Rontgenfilms von 30 Minuten beschrieben. Diese Bedingungen wurden herangezogen

weil hierunter eine grélRtmogliche Anzahl an Proteinen identifiziert werden konnte.

1 2 3 4 5 6| 7 8|9 10|11 12|13 14|15 16 |17 18|19 20
A PK PK
B ccL21 ccL2s CXCL16 TIG-2 CXCL5 CCL26 CX3CL1 CXCL1
C cCL14 ccL1 CXCL8 IL-16 CXCL10 CXCL11 XCL1 ccL2
D ccL7 ccl22 Midkine cxco | mip-10/8 | MmIP-15 MIP-3at MIP-38
E CXCL7 CCL18 CXCL4 ccLs CXCL12 cCL17 CXCL17
F Fibrinogen (IK)| Gp 130 (1K) | €D71 (1K) NK
G PK

Tabelle 7 Tabelle fur die Zuordnung der Proteine des Human Chemokine Array Kits

Mithilfe der Tabelle lassen sich die einzelnen Spots aus Abbildung 4 den korrespondierenden Proteinen
zuordnen. Fur weitere Erléuterungen siehe Text. PK: Positivkontrolle, NK: Negativkontrolle, IK: Interne
Kontrolle, CCL: Chemokine (C-C motif) ligand, CXCL: Chemokine (C-X-C motif) ligand, TIG-2:
Tazarotene-induced gene 2 protein, CX3CL: Chemokine (C-X3-C motif) ligand, IL: Interleukin, XCL1:
Chemokine (C motif) ligand, MIP: Macrophage inflammatory protein, Gp 130: Glycoprotein 130, CD:
Cluster of Differentiation
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Abbildung 4 Nachweisbare Proteine des Human Chemokine Array Kits bei Patienten mit einer CFLD
(obere Abbildung) und bei CF Patienten ohne CFLD (untere Abbildung).

Die Membranen wurden mit einem gepoolten Serum von je vier CF Patienten mit bzw. ohne

Leberbeteiligung versetzt. Alle Proteine sowie alle Kontrollen liegen in doppelter Form vor. Die mittlere
Pixeldichte ergibt sich jeweils aus dem Mittelwert der Pixeldichte von zwei korrespondierenden Spots.
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Fur alle identifizierten Proteine wurde die mittlere Pixeldichte (MP) bestimmt und
anschlieRend die Ratio (MP CFLD)/(MP CF ohne CFLD) errechnet. Abbildung 5 zeigt
die sechs Proteine, die im Serum von CFLD-Patienten mehr als 2-fach erhoht vorlagen

sowie die zwei Proteine, die mehr als 2-fach erniedrigt waren.
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Abbildung 5 Darstellung der Proteine des Human Chemokine Array Kits, die im Vergleich des Serums von
CFLD Patienten und CF Patienten ohne CFLD mehr als 2-fach erhéht oder erniedrigt vorlagen.

Der Versuch wurde mit zwei unterschiedlichen Serummengen durchgefihrt, zudem
wurden verschiedene Zeitspannen bis zur Entwicklung des Rontgenfilms gewahlt. Eine
Ubersicht tiber alle relevanten Ergebnisse dieses Proteome Profilers zeigt Tabelle 8.

eingesetzte Serummenge [200 pl 200 pl 50pl 50ul 50pl
Expositionsdauer min 1 min 30 sek 30 min 1 sek 10
Koordinaten Protein Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio
B7,B8 CXCL16
B9, B10 TIG-2 2,9
B11, B12 CXCL5
B13, B14 CCL26
B15, B16 CX3CL1 2,5 2,7
B17, B18 CXCL1 2,9 0,4
C5, C6 CCL1 2,4
C7,C8 CXCL8 0,1 0,3 0,5 0,5
C9, C10 IL-16 2,2
C11, C12 CXCL10 2,2 12,9
C13, C14 CXCL11 2,6 2,1
D7, D8 Midkine 2,1 2,2,
D11, D12 MIP-1a/B
D13, D14 MIP-18 9,4
D17,D18 MIP-3B 4,5
ES, E6 CCL18
E7,E8 CXCL4 3,3
E9, E10 CCL5 0,4
E13,E14 CCL17 0,5 0,5 0,5 0,5

Tabelle 8 Zusammenstellung aller relevanten Proteine des Human Chemokine Array Kits

Es wurden nur Proteine in der Tabelle berticksichtigt, die sich in der Ratio CFLD/CF ohne CFLD um
mindestens das 2-fache unterscheiden. Die Angabe der Koordinaten bezieht sich auf Tabelle 7.
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3.2.2  Human Angiogenesis Array Kit

Der Proteome Profiler fir Angiogenesefaktoren ist fur den Nachweis von 55 Proteinen
geeignet. Im Folgenden werden die Ergebnisse bei einer Inkubation der Membran mit
jeweils 200 pl Serum bei einer Expositionsdauer des Rontgenfilms von 30 Minuten

beschrieben, da diese Ergebnisse besonders gut visualisiert werden konnten.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 | 13 14 | 15 16 17 18 19 20 [ 21 22 | 23 24
A PK Activin A | ADAMTS-1 | Angiogenin Ang-1 Ang-2 Angiostatin |Amphiregulin| Artemin PK
B Coa. Faktor Il | CXCL16 DPPIV EGF EG-VEGF Endoglin | Endostatin |Endothelin-1 FGF-1 FGF-2 FGF-4 FGF-7
C GDNF GM-CSF HB-EGF HGF IGFBP-1 IGFBP-2 IGFBP-3 IL-1B IL-8 LAP Leptin MCP-1
D MIP-1a MMP-8 MMP-9 NRG1-B1l |[Pentraxin3| PD-ECGF PDGF-AA |PDGF-AB/-BB| Persephin PF4 PLGF Prolactin
E Serpin BS Serpin E1 | Serpin F1 TIMP-1 TIMP-4 TSP-1 TSP-2 uPA Vasohibin VEGF VEGF-C
F PK NK

Tabelle 9 Tabelle fir die Zuordnung der Proteine des Human Angiogenesis Array Kits

Mithilfe der Tabelle lassen sich die einzelnen Spots aus Abbildung 6 den korrespondierenden Proteinen
zuordnen. PK: Positivkontrolle, NK: Negativkontrolle, ADAMTS: A Disintegrin And Metalloproteinase
with Thrombospondin Motifs, Ang: Angiopoietin, CXCL: Chemokine (C-X-C motif) ligand, DPPIV:
Dipeptidyl peptidase-4, EGF: Epidermal growth factor, EG-VEGF: Endocrine-gland-derived vascular
endothelial growth factor, FGF: Fibroblast growth factors, IGFBP: Insulin-like growth factor-binding
protein, IL: Interleukin, LAP: Leukocyte alkaline phosphatase, MCP: Monocyte chemotactic protein, MIP:
Macrophage inflammatory protein, MMP: Matrix metalloproteinases, NRG1: Neuregulin 1, PD-ECGF:
Platelet-derived endothelial cell growth factor, PDGF: Platelet-derived growth factor, PF4: Platelet factor
4, PLGF: Placental growth factor, TIMP: Tissue inhibitor of metalloproteinase, TSP: Thrombospondin,
uPA: Urokinase-type plasminogen activator, VEGF: Vascular endothelial growth factor
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Abbildung 6 Nachweisbare Proteine des Human Angiogenesis Array Kits bei Patienten mit einer CFLD
(obere Abbildung) und bei CF Patienten ohne CFLD (untere Abbildung).

Die Membranen wurden mit einem gepoolten Serum von je vier CF Patienten mit bzw. ohne

Leberbeteiligung versetzt. Alle Proteine sowie alle Kontrollen liegen in doppelter Form vor. Die mittlere
Pixeldichte ergibt sich jeweils aus dem Mittelwert der Pixeldichte von zwei korrespondierenden Spots.

Fir alle Proteine, die mittels Proteome Profiler nachweisbar waren, wurde die mittlere
Pixeldichte (MP) bestimmt und anschlielend die Ratio (MP CFLD)/(MP CF ohne CFLD)

errechnet.
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Abbildung 7 zeigt die 12 Proteine, die im Serum von CFLD-Patienten mehr als 2-fach

erhoht vorlagen sowie die zwei Proteine, die mehr als 2-fach erniedrigt waren.
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Abbildung 7 Darstellung der Proteine des Human Angiogenesis Array Kits, die im Vergleich des Serums
von CFLD Patienten und CF Patienten ohne CFLD mehr als 2-fach erhoht oder erniedrigt waren.

Der Versuch wurde mit jeweils 50 pl und 200 pl Serum durchgefuhrt und variierte zudem
noch in der Expositionsdauer des Rontgenfilms zur ECL-Lésung. Eine Ubersicht Gber

alle relevanten Proteine dieses Proteome Profilers gibt Tabelle 10.

Ser 200 pl 200 pl 50pl 50pl 50p 50l

d 1Min 30 Min 20 Sek 1Min 5Sek 10 Min
Koordi rotein Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio
A5, A6 Activin A 15,33 3,72 3,05 2,54 3,77
A7, A8 ADAMTS-1 44,10 13,35 10,39 13,61
All, A12 Angiopoietin-1 0,35
A15, Al6 Angiostatin 0,43 0,29
A19, A20 Artemin 2,02 2,03
B5, B6 DPPIV 9,46
B7, B8 EGF 0,36 0,29 0,32 0,37
B9, B10 EG-VEGF 2,85 3,59
B11, B12 Endoglin 12,13 5,63 2,68 2,76
B15, B16 Endothelin-1 0,33 0,33 2,65
B19, B20 FGF-2 5,14 3,38 5,59 3,24
B21, B22 FGF-4 6,67
B23, B24 FGF-7 24,41 5,68
C3,C4 GM-CSF 71,30] 5,71 26,04 24,65 17,75
C5, C6 HB-EGF 0,11 0,13 0,25 0,14
C7,C8 HGF 4,73 18,73 7,75 4,86 3,90
C9, C10 IGFBP-1 4,04
C15, C16 IL-1B 4,48
C17,C18 IL-8 0,15
C19, C20 LAP 3,25 2,71 6,87
C21, C22 Leptin 2,64
C23,C24 MCP-1 7,02
D5, D6 MMP-9 2,35
D7, D8 NRG1-B1 50,98, 9,72 7,75 8,10 11,83
D9, D10 Pentraxin 3 16,05 7,35 2,64
D13, D14 PDGF-AA 0,22
D15, D16 PDGF-AB/PDGF-BB 0,49 0,20 0,17 0,39 0,34
D19, D20 Platelet Factor 4 (PF4) 5,69
D23, D24 Prolactin 0,37
ES, E6 Serpin F1 0,41
E9, E10 TIMP-4 10,11]
E11, E12 Thrombospondin-1 4,21 2,29
E15, E16 uPA 4,18 5,02 2,87

Tabelle 10 Zusammenstellung aller relevanten Proteine des Human Angiogenesis Array Kits
Es wurden nur Proteine in der Tabelle beriicksichtigt, die sich in der Ratio CFLD/CF ohne CFLD um
mindestens das 2-fache unterscheiden. Die Angaben der Koordinaten beziehen sich auf Tabelle 9.
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3.2.3  Human Soluble Receptor Array Kit, Non-Hematopoietic Panel

3.23.1 PartN

Der Proteome Profiler fur I6sliche Rezeptoren wird aufgrund seiner GroRe in einen Part
N und einen Part C aufgeteilt. Der Versuch wurde mit einer Serummenge von je 50 pl
und einer Expositionsdauer von 20 Sekunden durchgefuhrt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
A PK PK ADAM15 BIG-H3 BMPR-IB | Cadherin-4 |Cadherin-11|Cadherin-13| E-Cadherin | N-Cadherin PK
B PK PCAD CDH5 Cathepsin D CD40 CD66e CALL Clusterin | Thrombin
C COMP CRELD2 |Desmoglein2| ECM-1 EGFR PODXL2 EpCAM ErbB2 ErbB3 ErbB4 ESAM Galectin-2
D HPRG ITGA3 ITGAS ITGA6 ITGA9 ITGAV JAGL JAM-B JAM-C LRP-6 MCAM MEPE
E MUCDHL Nectin-2 Nectin-4 IGLON2 Notch-1 NrCAM Periostin PODXL CD62E SEMA3A SREC-| SREC-1I
F STC1 SDC1 SDC4 TSP2 TIMP-4 TROP-2 VAP-1 VCAM-1 VEGF R1 VEGF R2
G PK IgM (IK) A2M(IK) | €D71(IK) [ VIM(IK) | PBS(NK) PK

Tabelle 11 Tabelle fiir die Zuordnung der Proteine des Human soluble Receptor Array Kits Part N

Mithilfe der Tabelle lassen sich die einzelnen Spots aus Abbildung 8 den korrespondierenden Proteinen
zuordnen. Fir weitere Erlauterungen siehe Text. PK: Positivkontrolle, NK: Negativkontrolle, IK: Interne
Kontrolle, fIG-H3: Transforming growth factor s-induced, BMPR-IB: Anti-Bone Morphogenetic Protein
Receptor Type 1B, PCAD: P-Cadherin, CHH5: VE-Cadherin, CD: Cluster of Differentiation, CALL:
Neural cell adhesion molecule L1-like protein, COMP: Cartilage oligomeric matrix protein, CRELD:
Cysteine-rich with EGF-like domain protein, ECM: Extracellular matrix protein, EGF R: Epidermal
growth factor receptor, PODXL: Podocalyxin-like protein 1, EpCAM: Epithelial cell adhesion molecule,
ErbB: Epidermal growth factor receptor, ESAM: Endothelial cell-selective adhesion molecule, HPRG:
Histidine-rich glycoprotein, ITGA: Integrin alpha, JAG 1: Jagged 1 protein, JAM: Junctional adhesion
molecule, LRP: Low-density lipoprotein receptor-related protein, MCAM: melanoma cell adhesion
molecule, MEPE: Matrix extracellular phosphoglycoprotein, MUCDHL: Mucin and cadherin-like protein,
IGLON: Neurotrimin, NrCAM: Neuronal cell adhesion molecule, PODXL: Podocalyxin-like protein 1,
SEMA: Semaphorin, SREC: Scavenger receptor expressed by endothelial cell, STC: Stanniocalcin, SDC:
Syndecan, TSP: Thrombospondin, TIMP: Tissue inhibitor of metalloproteinase, TROP: Tumor-associated
calcium signal transducer, VAP: Vascular adhesion protein, VCAM: Vascular cell adhesion molecule,
VEGF: Vascular endothelial growth factor, IgM: Immunoglobulin M, A2M: Alpha-2-Macroglobulin, VIM:
Vimentin, PBS: Phosphate buffered saline
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Abbildung 8 Nachweisbare Proteine des Human soluble Receptor Array Kits Part N bei Patienten mit einer
CFLD (obere Abbildung) und bei CF Patienten ohne CFLD (untere Abbildung).

Die Membranen wurden mit einem gepoolten Serum von je vier CF Patienten mit bzw. ohne
Leberbeteiligung versetzt. Alle Proteine sowie alle Kontrollen liegen in doppelter Form vor. Die mittlere
Pixeldichte ergibt sich jeweils aus dem Mittelwert der Pixeldichte von zwei korrespondierenden Spots.
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Fur alle Proteine des Human Soluble Receptor Array Kits Part N, die im Serum
nachweisbar waren, wurde die mittlere Pixeldichte bestimmt und anschlielend die Ratio
(MP CFLD)/ (MP CF ohne CFLD) errechnet. Abbildung 9 zeigt die 10 Proteine, die im
Serum von CFLD-Patienten mehr als 2-fach erhéht vorlagen sowie die vier Proteine, die

mehr als 2-fach erniedrigt waren.
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Abbildung 9 Darstellung der Proteine des Human Soluble Receptor Array Kits Part N, die im Vergleich
des Serums von CFLD Patienten und CF Patienten ohne CFLD mehr als 2-fach erhéht oder erniedrigt
waren.

Der Versuch wurde, wie oben beschrieben, mit einer Serummenge von 50 pl und einer
Expositionsdauer von 20 Sekunden durchgefihrt. Tabelle 12 gibt die Ratio CFLD/CF

ohne CFLD der identifizierten Proteine wieder.

Eingesetzte Serummenge |50 pl

Expositionsdauer 20 Sek
Koordinaten | Protein Ratio
A19, A20 N-Cadherin 2,39

Coagulation Factor Il /
B19, B20 Thrombin 3,87
C19, C20 ErpB4 3,34
D15, D16 ITGA3 0,46
D15,D16  [JAM-B 0,51
D21,D22  |[MCAM 3,16
D23, D24 MEPE 5,67
E1, E2 MUCDHL 0,42
E11, E12 NrCAM 2,20
E17,E18 CD62e 2,58
E21, E22 SREC-I 2,57
E23,E24 SREC-II 6,09
F5, F6 SDC4 0,46
F9, F10 TIMP-4 2,04

Tabelle 12 Zusammenstellung aller relevanten Proteine des Human soluble Receptor Array Kits, Part N
Die Angaben der Koordinaten beziehen sich auf Tabelle 11.
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3.2.3.2 PartC

Wie bereits beschrieben, wird der Proteome Profiler flr l6sliche Rezeptoren in einen Part
N und einen Part C aufgeteilt. Nachdem die Ergebnisse fur Part N im vorhergehenden
Kapitel beschrieben wurden, folgt nun die Darstellung der Ergebnisse fir Part C, bei einer
eingesetzten Serummenge von 50 pl und einer Expositionsdauer von 20 Sekunden. Bei

dieser Versuchskonstellation konnten die meisten Proteine identifiziert werden.

1 23 a]s e6]7 8]o9 1011 12[]13 1a]1s 16[]17 18[19 20[]21 2]23 2
A PK PK ACE ADAMS | ADAM9 | ADAMI0 | ALCAM [Amphiregulin|  APP BACE-1 PK
B PK PK BCAM C1qR1 CD9 CD23 CD31 CD36 CD154 CD44H
[ CD58 CD90 D99 CD155 | CEACAM-1| cx3cL1 CXCL8 cD147 | Endoglin | Epiregulin | Galectin-1 | Galectin-3
D MAC-2BP | HB-EGF ICAM-2 IL-1RII IL-15 Rat ITGB1 ITGB2 ITGB3 ITGB4 ITGBS ITGB6 CD321
E NGAL LOX-1 MD-1 MMP-2 | NCAM-1 | NCAM-L1 |Osteopontin|  PARL Pref-1 RECK | Stabilin-1 | TACE
F TSP TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TNFRII
G PK igM(K) | Aam(k) [ co7agk) [ vim(k) | PBS(NK) PK

Tabelle 13 Tabelle fiir die Zuordnung der Proteine des Human soluble Receptor Array Kits Part C

Mithilfe der Tabelle lassen sich die einzelnen Spots aus Abbildung 10 den korrespondierenden Proteinen
zuordnen. Fur weitere Erléuterungen siehe Text. PK: Positivkontrolle, NK: Negativkontrolle, IK: Interne
Kontrolle, ACE: Angiotensin-konvertierendes Enzym, ADAM: A Disintegrin And Metalloproteinase,
ALCAM: Activated leukocyte cell adhesion molecule, APP: Amyloid-Precursor-Protein, BACE: Beta-
secretase, BCAM: Basal cell adhesion molecule, C1gR1: Complementcomponentl receptor 1, CD: Cluster
of Differentiation, CEACAM: Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule, CX3CL1:
Chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 (Fractalkine), CXCL: Chemokine (C-X-C motif) ligand, MAC-2BP:
Galectin-3-binding protein, HB-EGF: Heparin-binding EGF-like growth factor, ICAM: Intercellular
adhesion molecule, IL: Interleukin, ITGB: Integrin beta, NGAL: Neutrophil gelatinase-associated
lipocalin, LOX: Lysyl oxidase, MD-1: Lymphocyte Antigen 86, MMP: Matrix-Metalloproteasen, NCAM:
Neural Cell Adhesion Molecule, PAR1: Prader-Willi/Angelman region-1, Pref-1: Preadipocyte factor 1,
RECK: Reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs, TACE: Tumor necrosis factor alpha-
converting enzyme, TSP: Thrombospondin, TIMP: Tissue inhibitor of metalloproteinase, TNF R: Tumor
necrosis factor receptor, IgM: Immunoglobulin M, A2M: Alpha-2-Macroglobulin, VIM: Vimentin, PBS:
phosphate buffered saline
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Abbildung 10 Nachweisbare Proteine des Human soluble Receptor Array Kits Part C bei Patienten mit
einer CFLD (obere Abbildung) und bei CF Patienten ohne CFLD (untere Abbildung).

Die Membranen wurden mit einem gepoolten Serum von je vier CF Patienten mit bzw. ohne
Leberbeteiligung versetzt. Alle Proteine sowie alle Kontrollen liegen in doppelter Form vor. Die mittlere
Pixeldichte ergibt sich jeweils aus dem Mittelwert der Pixeldichte von zwei korrespondierenden Spots.
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Fir jedes Protein des Human Soluble Receptor Array Kits Part C, das mithilfe des

Proteome Profilers nachgewiesen werden konnte, wurde die mittlere Pixeldichte
bestimmt und anschlieBend die Ratio (MP CFLD)/(MP CF ohne CFLD) errechnet.

Abbildung 11 zeigt die sechs Proteine, die im Serum von CFLD-Patienten mehr als 2-

fach erhoht vorlagen sowie die zwei Proteine, die mehr als 2-fach erniedrigt waren.

25000

20000

15000

10000

mittlere Pixeldichte

50007

OLINYAY
1-30v4a
8502

YA 4 abo
£€499ll

MO3d

}-] :IN.I.#

B CF ohne CFLD
EcFLD

Abbildung 11 Darstellung der Proteine des Human Soluble Receptor Array Kits Part C, die im Vergleich
des Serums von CFLD Patienten und CF Patienten ohne CFLD mehr als 2-fach erhéht oder erniedrigt

waren.

Dieser Versuch wurde mit einer Serummenge von 50 pl und einer Expositionsdauer von

einer Minute bzw. 20 Sekunden durchgefilhrt. Eine Ubersicht (ber alle relevanten

Proteine dieses Arrays gibt Tabelle 14.

Eingesetzte Serummenge |50 pl 50 pl
Expositionsdauer 1 Min 20 Sek
Koordinaten |Name Ratio Ratio
All, A12 ADAM10 2,99
A19, A20 BACE-1 8,08
B11, B12 CD23 2,28 3,08
C13,C14 CXCL8 0,39
C15, Cl16 CD147 2,35
D15, D16 ITGB3 0,43 0,22
E19, E20 RECK 2,61
F9, F10 TNFRII 2,36

Tabelle 14 Zusammenstellung aller relevanten Proteine des Human soluble Receptor Array Kits Part C

Es wurden nur Proteine in der Tabelle beriicksichtigt, die sich in der Ratio CFLD/CF ohne CFLD um
mindestens das 2-fache unterscheiden. Die Angaben der Koordinaten beziehen sich auf Tabelle 13.
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3.24  Human Cytokine Array Panel A

Mithilfe des Proteome Profilers fur Cytokine konnte das Serum auf 36 verschiedene
Proteine untersucht werden. Es werden die Ergebnisse flr eine eingesetzte Serummenge
von 100 pl bei einer Expositionsdauer von einer Minute vorgestellt, da bei diesem

Versuch die meisten Proteine identifiziert werden konnten.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
A PK C5/C5a  [CD40 Ligand G-CSF GM-CSF GROa 1-309 sICAM-1 IFN-y PK
B IL.-1a IL-1B8 IL-1ra IL-2 IL-4 IL-5 IL.-6 IL-8
C I1L.-10 IL-12 p70 1L.-13 IL-16 1L-17 IL-17E 1L.-23 1L.-27
D 1L-32a IP-10 I-TAC MCP-1 MIF MIP-1a MIP-1B Serpin E1
E PK RANTES SDF-1 TNF-a STREM-1 NK

Tabelle 15 Tabelle fur die Zuordnung der Proteine des Human Cytokine Arrays Panel A

Mithilfe der Tabelle lassen sich die einzelnen Spots aus Abbildung 12 den korrespondierenden Proteinen
zuordnen. Fur weitere Erléuterungen siehe Text. PK: Positivkontrolle, NK: Negativkontrolle, C:
Komplementkomponente, CD: Cluster of Differentiation, G-CSF: Granulocyte-colony stimulating factor,
GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, 1-309: Chemokine (C-C motif) ligand ,
sICAM: Soluble intercellular adhesion molecule, IFN: Interferon, IL: Interleukin, IP: Interferon gamma-
induced protein, I-TAC: Interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant, MCP: monocyte chemotactic
protein, MIF: Macrophage migration inhibitory factor, MIP: Macrophage Inflammatory Protein, SDF:
stromal cell-derived factor, TNF-a: Tumor necrosis factor alpha, STREM-1: soluble triggering receptor
expressed on myeloid cells-1
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Abbildung 12 Nachweisbare Proteine des Human Cytokine Arrays Panel A bei Patienten mit einer CFLD
(obere Abbildung) und bei CF Patienten ohne CFLD (untere Abbildung).

Die Membranen wurden mit einem gepoolten Serum von je vier CF Patienten mit bzw. ohne
Leberbeteiligung versetzt. Alle Proteine sowie alle Kontrollen liegen in doppelter Form vor. Die mittlere
Pixeldichte ergibt sich jeweils aus dem Mittelwert der Pixeldichte von zwei korrespondierenden Spots.
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Fur alle Cytokine, die mittels Proteome Profiler nachgewiesen werden konnten, wurde
die mittlere Pixeldichte (MP) bestimmt und anschlielend die Ratio (MP CFLD)/(MP CF
ohne CFLD) errechnet. Abbildung 13 zeigt ein Protein, das im Serum von CFLD-
Patienten mehr als 2-fach erhoht vorlag sowie die zwei Proteine, die mehr als 2-fach

erniedrigt waren.
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Abbildung 13 Darstellung der Proteine des Human Cytokine Arrays Panel A, die im Vergleich des Serums
von CFLD Patienten und CF Patienten ohne CFLD mehr als 2-fach erhéht oder erniedrigt waren.

Der Versuch wurde mit 100 ul und einer Expositionsdauer von je einer Minute und 15
Minuten durchgefiihrt. Eine Ubersicht tiber alle relevanten Proteine des Human Cytokine
Arrays Panel A gibt Tabelle 16.

eingesetzte Serummenge|100pl 100pl
Expositionsdauer 1 Min 15 Min
Koordinaten |Protein Ratio Ratio
A5, A6 CD40 Ligand 0,25 0,28
D11, D12 MIF 0,49
D17, D18 Serpin E1 2,81 2,04

Tabelle 16 Zusammenstellung aller relevanten Proteine des Human Cytokine Arrays Panel A

Es wurden nur Proteine in der Tabelle beruicksichtigt, die sich in der Ratio CFLD/CF ohne CFLD um
mindestens das 2-fache unterscheiden. Die Angaben der Koordinaten beziehen sich auf Tabelle 15.
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3.3 Ergebnisse der ELISA — Analysen

3.3.1  Expression der Serummarker bei Mukoviszidose

Bei allen Mukoviszidosepatienten wurde die Expression der Serummarker untersucht.
Die Auswertung ergab eine signifikante Erhohung der Expression von TIMP-4 und
Endoglin im Serum von CFLD Patienten im Vergleich zu Serum von CF Patienten ohne
CFLD. Bei HGF zeigte sich zwar eine Tendenz zu héheren Werten in der CFLD Gruppe,
aber dieser Wert erreichte keine Signifikanz. Bei Pentraxin 3 war der Wert im Serum von

CFLD Patienten im Vergleich zu CF Patienten ohne CFLD signifikant erniedrigt.
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Abbildung 14 Darstellung der Expression von TIMP-4, Endoglin, HGF und Pentraxin 3 im Serum von CF
Patienten mit bzw. ohne CFLD.

Beim Vergleich beider Gruppen zeigte sich eine signifikante Regulierung von TIMP-4, Endoglin und
Pentraxin 3. Bei HGF lag eine vergleichbare Expression in beiden Gruppen vor.
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Fur die beiden Proteine, die signifikant erhoht waren, wurde eine ROC-Analyse
durchgefuhrt und der beziiglich Sensitivitat und Spezifitat bestmogliche Cut-Off-Wert fur

die Diagnose einer CFLD ermittelt.

TIMP-4
Fir TIMP-4 liegt die Area under the curve bei 0,693 bei einem 95 % Konfidenzintervall
von 0,520 — 0,866 und einem p-Wert von 0.031.

Der Cut-off-Wert fur die Diagnose einer CFLD liegt bei 1603 pg/ml.

Endoglin

Fur Endoglin liegt die Area under the curve bei 0,702 bei einem 95 % Konfidenzintervall
von 0,533 - 0,871 und einem p-Wert von 0,025.

Der Cut-off-Wert fiir die Diagnose einer CFLD liegt bei 8,6 ng/ml.

3.3.2  Potentielle Einflussfaktoren auf die Expressionsrate der Serummarker

Lungenfunktionsstérung

Wie bereits beschrieben, wurden die Patienten je nach AusmaR der Lungenbeteiligung in
zwei Gruppen eingeteilt und beziiglich Expression der Serummarker miteinander
verglichen. Weder fir TIMP-4, noch fur Endoglin oder Pentraxin 3 zeigte sich ein

signifikanter Unterschied in den beiden Gruppen. Die einzelnen Werte sind in Tabelle 17

dargestellt.
FEV1</>70% |VC</>80% FEV1/VC</>0,7
TIMP-4 (p-Wert) 0,071 0,188 0,071
Endoglin (p-Wert) 0,35 0,173 0,395
Pentraxin 3 (p-Wert) |0,799 0,575 0,98

Tabelle 17 Einteilung der CF Patienten nach Vorhandensein einer Lungenfunktionsstérung und
Uberpriifung der statistischen Signifikanz beim Vergleich beider Gruppen.

FEV1: forcierte Einsekundenkapazitat, VC: Vitalkapazitat

Therapie mit UDCA
Um einen potentiellen Einfluss einer Therapie mit UDCA auf die Expression der
Serummarker zu untersuchen, wurden die Patienten je nach Vorhandensein einer

Therapie mit UDCA in zwei Gruppen eingeteilt. Beim Vergleich beider Gruppen zeigte
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sich kein signifikanter Unterschied bezlglich der Expression von TIMP-4, Endoglin und
Pentraxin 3. Es ergaben sich folgende p-Werte im Einzelnen: TIMP-4: 0,481; Endoglin:
0,107 und Pentraxin 3: 0,334.

Pankreasinsuffizienz

Das Kollektiv der Mukoviszidosepatienten wurde beztiglich einer vorhandenen
Pankreasinsuffizienz in zwei Gruppen eingeteilt und miteinander verglichen. Weder
TIMP-4 noch Endoglin oder Pentraxin zeigten einen signifikanten Unterschied im
Vergleich beider Gruppen. Die statistische Analyse erbrachte folgende p-Werte: TIMP-
4:1,00; Endoglin: 0,110 und Pentraxin 3: 0,194.

3.3.3  Zusammenhang zwischen Expression der Serummarker und
Fibrosestadien bei HCV-Patienten

Um einen potentiellen Zusammenhang zwischen der Expression von TIMP-4, Endoglin
und Pentraxin 3 und dem histologisch determiniertem Staging zu untersuchen, wurde das
Serum von 18 Patienten mit einer chronischen Hepatitis C Infektion analysiert. Von
diesen Patienten lag, im Gegensatz zu den Patienten aus dem Kollektiv der
Mukoviszidosepatienten, das Resultat einer Leberbiopsie vor.

Zuné&chst wurden die Ergebnisse bei CFLD Patienten mit denen von HCV Patienten
verglichen, wobei sich zeigte, dass es im Vergleich der beiden Gruppen keinen
signifikanten Unterschied gibt. Es ergaben sich folgende p-Werte: TIMP-4: 0,110;
Endoglin: 0,581 und Pentraxin 3: 0,496.

Dann wurde das Serum von HCV-Patienten mit einer Zirrhose (F4) mit dem Serum von
HCV-Patienten, bei denen eine mittelgradige bis hochgradige Fibrose (F2/3), aber keine
Zirrhose vorlag, verglichen. Es zeigte sich, dass die Expression von TIMP-4 und
Endoglin sowie HGF bei Patienten mit einem Staging von F4 signifikant erhoht war im
Vergleich zu der Expression bei Patienten mit einem Staging von F2/3. Bezuglich

Pentraxin 3 ergab sich kein signifikanter Unterscheid bei dem Vergleich beider Gruppen.
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Abbildung 15 Darstellung der Expression von TIMP-4, Endoglin, Pentraxin 3 und HGF im Serum von HCV
Patienten mit einer Zirrhose (F4) im Vergleich zu Patienten mit einer mittel- bis hochgradigen Fibrose
(F2/3).

34 Ergebnisse der transienten hepatischen Elastographie (Fibroscan®)

3.4.1 Einsatz der transienten Elastographie bei Mukoviszidosepatienten

Die transiente Elastographie konnte bei allen Patienten dieses Kollektivs durchgefiihrt
werden. Eine Ubersicht Giber die einzelnen Resultate der Messung gibt Abbildung 16.

In der Gruppe der CF Patienten ohne CFLD lag der niedrigste gemessene Wert bei 2,2
kPa und der hochste Wert bei 6,1 kPa. Bei den CFLD Patienten betrug der niedrigste Wert
3,3 kPa und der Maximalwert 75 kPa. Bei 75 kPa handelt es sich um den héchsten Wert,
der als Ergebnis bei der Bestimmung der Lebersteifigkeit mit dem zur Verfiigung
stehenden Gerat moglich ist.
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Bei dem Vergleich der Resultate beider Gruppen zeigte sich, dass die Lebersteifigkeit beli
den CFLD Patienten signifikant erhoht war im Vergleich zu den CF Patienten ohne CFLD
(p<0,001). In der Gruppe der CFLD Patienten betrug der Medianwert 9,95 kPa und in der
CF Gruppe ohne CFLD 4,3 kPa.
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Abbildung 16 Ubersicht tiber die erhobenen Werte der Lebersteifigkeit (Stiffness) bei Patienten mit bzw.
ohne CFLD.

Der maximal erhobene Wert liegt bei den Patienten mit CFLD (linke Abbildung) bei 75 kPa und bei den
Patienten ohne CFLD (rechte Abbildung) bei 6,1 kPa. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde bei den
Abbildungen eine unterschiedliche GrolRenordnung der Skalierung gewahlt.

Die ROC-Analyse erbrachte fir die Lebersteifigkeit eine Area under the curve von 0,906
bei einem 95 % Konfidenzintervall von 0,779 — 1,000 und einem p-Wert < 0,001. Der
optimale Cut-Off-Wert fir die Diagnose einer CFLD liegt bei 6,3 kPa.

3.4.2  Zusammenhang zwischen Hohe der gemessenen Lebersteifigkeit und den
Resultaten eines Sonographiescores zur Beurteilung des Ausmalies der
Leberschadigung bei Mukoviszidosepatienten

Der Score mit Werten zwischen 1 und 5 beschreibt die sonographisch detektierten

Veranderungen der Leber und lag bei 44 von 45 Mukoviszidosepatienten vor. Im

Folgenden wurden die Patienten je nach Score und somit je nach Vorhandensein bzw.

Schwere der Lebererkrankung in zwei Gruppen eingeteilt und bezlglich der Hohe der

gemessenen Lebersteifigkeit miteinander verglichen (siehe Abbildung 17). Unter

Berlcksichtigung der Verteilung der einzelnen Scores innerhalb des Patientenkollektivs

(siehe Tabelle 5) handelt es sich bei der Einteilung S1/2 und S3/4/5 zudem um die

Einteilung von CF Patienten mit CFLD und CF Patienten ohne CFLD.
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Abbildung 17 Einteilung der Patienten je nach sonographisch detektiertem Score und Vergleich der Héhe
der gemessenen Lebersteifigkeit in beiden Gruppen.

Aus Griinden der besseren Betrachtbarkeit wurde auf die Darstellung der zwei Ausreif3er (36,8 kPa und 75
kPa) verzichtet.
S1/2: Sonographiescore 1 und 2, S3/4/5: Sonographiescore 3,4 und 5

Es zeigten sich signifikant hohere Werte in der Gruppe von Patienten mit einem
Sonographiescore von 3 oder groRer im Vergleich zu der Gruppe von Patienten mit einem

geringeren Sonographiescore.

3.4.3  Zusammenhang zwischen transienter hepatischer Elastographie
(Fibroscan ®) und Expression der Serummarker

Mittels ROC-Analyse wurde ein optimaler Cut-Off-Wert von 6,3 kPa fir die Diagnose
einer CFLD ermittelt. Im Folgenden wurde Uberprift, ob sich die Expression der
Serummarker signifikant unterscheidet, wenn die Patienten je nach ermittelter
Lebersteifigkeit unter- oder oberhalb des Cut-Off-Wertes in 2 Gruppen eingeteilt werden.
Fur Endoglin zeigten sich signifikant erhohte Werte bei den Patienten mit einer
Lebersteifigkeit von > 6,3 kPa, die Werte flr Pentraxin 3 waren in dieser Gruppe
signifikant erniedrigt. Flr TIMP-4 zeigten sich tendenziell erh6hte Werte in der Gruppe
von Patienten mit einer Lebersteifigkeit > 6,3, allerdings ohne eine statistische
Signifikanz. Die Expression von HGF war Uber beide Gruppen von Patienten

gleichverteilt.
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Abbildung 18 Einteilung der CF Patienten je nach Wert der Lebersteifigkeit und Vergleich der beiden
Gruppen beziiglich Expression von TIMP-4, Endoglin, HGF und Pentraxin 3.

35 Diagnostische Performance klinischer Parameter und neuer Marker fur
die Diagnose einer CFLD

Nachdem mittels ROC Analyse fir TIMP-4, Endoglin und die Stiffness ein geeigneter
Grenzwert fur die Diagnose einer CFLD festgelegt wurde, ist im ndchsten Schritt die
diagnostische Performance, das hei3t Angaben zur Sensitivitat und Spezifitat sowie dem
positiven und negativen Pradiktiven Wert, ermittelt worden. Um die Ergebnisse mit
einem klinisch bereits genutzten Marker vergleichen zu kénnen, wurde auch fur APRI,
dem AST/Thrombozyten-Ratio Index, eine ROC-Analyse durchgefihrt. Flr die Area
under the curve ergab sich fir APRI ein Wert von 0,748 bei einem 95 %
Konfidenzintervall von 0,584 — 0.912 und einem p-Wert von 0,008. Zieht man die
Ergebnisse der ROC-Analyse von der transienten Elastographie, TIMP-4 und Endoglin
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hinzu, zeigt sich mit einer AUROC von 0,906 ein hoheres Ergebnis fur die Transiente
Elastographie. Die Ergebnisse fur TIMP-4 und Endoglin waren mit einer AUROC von
0,693 und 0,702 nur geringfuigig erniedrigt im Vergleich zu APRI.

Grenzwert |Sensitivitat |95 % Kl Spezifitat |95 % Kl PPW 95 % KI NPW 95 % Kl
ARPI 0,133 46,7 22,3-72,6 |96,4 79,8-99,8 |87,5 46,7-99,3 (77,1 59,4-89
TE 6,3 kPa 82 55,8-95,3 |100 85-100 100 73,2-100 90,33 73,1-97,5
TIMP-4 1603 pg/ml |64,7 38,6-84,7 |82,1 62,4-93,2 |68,8 41,5-87,9 |[79,3 59,7-91,3
Endoglin 8,6ng/ml |70,6 44 - 80,6 71,4 51,1- 86 60 36,4- 80 80 58,7-92,4

Tabelle 18 Ubersicht liber die diagnostische Aussagekraft von ARPI, der Transienten Elastographie,
TIMP-4 und Endoglin unter Berucksichtigung des jeweils optimalen Grenzwertes fiir die Diagnose einer
CFLD.

TE: Transiente Elastographie, 95 % KI: 95 % Konfidenzintervall, PPW: Positiver Pradiktiver Wert, NPW:
Negativer Pradiktiver Wert, APRI: AST/Thrombozyten-Ratio Index

Im Vergleich zu ARPI, Timp-4 und Endoglin weist die transiente Elastographie mit 82
% die hochste Sensitivitdt und mit 100 % die hochste Spezifitat auf. Auch der positive
pradiktive Wert und der negative pradiktive Wert sind bei der transienten Elastographie
im Vergleich zu ARPI, TIMP-4 und Endoglin mit 100 % und 90,33 % am hochsten.

Die diagnostische Performance bei Kombination von TIMP-4 und Endoglin, TIMP-4 und

transiente Elastographie und Endoglin und transiente Elastographie ist in Tabelle 19

dargestellt.

Grenzwert |Sensitivitat |95 % Kl Spezifitat |95 % Kl PPW 95 % KI NPW 95 % KI
TIMP-4 und |1603 pg/ml| |88,2 62,3-98 53,6 34,2-72 53,6 34,2-72 88,2 62,3-98
Endoglin 8,6 ng/ml
TE und 6,3 kPa 88,2 62,3-98 |71,4 51,1-86  |65,2 42,8-82,8 90,9 69,4 - 98,4
Endoglin 8,6 ng/ml
TE und 6,3 kPa 100 77,1-100 |82,1 62,4-93,2 77,3 54,2-91,3 |100 82,2 - 100
TIMP-4 1603 pg/ml

Tabelle 19 Ubersicht tiber die diagnostische Aussagekraft bei Kombination von TIMP-4, Endoglin und der
transienten Elastographie unter Bericksichtigung des jeweils optimalen Grenzwertes fiir die Diagnose
einer CFLD.

95 % KI : 95 % Konfidenzintervall, PPW: Positiver Pradiktiver Wert, NPW: Negativer Pradiktiver Wert
TE: Transiente Elastographie

Die hochsten Werte in allen vier Kategorien, d.h. fur Sensitivitat, Spezifitat, sowie fir
den positiven und negativem pradiktiven Wert wurden bei Kombination von TIMP-4 und

der transienten Elastographie erzielt.

44



4 Diskussion

4.1 Relevanz der Fragestellung

Wie bereits aus der Einleitung hervorgeht, ist die CFLD eine Manifestation der
Mukoviszidose mit zunehmender Haufigkeit. Immer mehr Patienten erkranken und leiden
an den Komplikationen einer Mukoviszidose assoziierten Hepatopathie. Die transiente
Elastographie wurde bereits in einigen Studien getestet, ist aber noch nicht Gegenstand
der aktuellen Leitlinie zur Diagnose einer CFLD. Zudem gibt es noch keinen ubiquitar
akzeptierten Cut-Off-Wert anhand dessen die Diagnose CFLD gestellt oder als
unwahrscheinlich erachtet werden konnte. Zur Komplementierung der nicht invasiven
Diagnostik bietet sich die Bestimmung von Serummarkern an, da dies im Rahmen einer
routinemanigen Blutentnahme erfolgen kann. Bislang gibt es noch keinen Serummarker,
der bei Verdacht auf CFLD standardmaRig bestimmt wird.

Gerade bei Kindern muss abgewogen werden, ob eine UDCA Therapie inklusive aller
Komplikationen und Risiken mehr Vorteile als Nachteile bietet. Kinder sind generell
durch die chronische Erkrankung belastet und missen zahlreiche Medikamente
einnehmen. Es ist wiinschenswert, den optimalen Zeitpunkt fiir einen Therapiebeginn mit
UDCA zu finden, um die Kinder nicht durch unnétige oder verfriihte Medikamentengabe
zusétzlich zu belasten. Die Therapie sollte aber bereits im Frihstadium begonnen werden
um die Progression zu einer manifesten Fibrose zu verhindern. Dieser Punkt hebt noch
einmal die Dringlichkeit fir eine regelmaBige und im besten Fall nicht invasive
Diagnostik zur Uberwachung der Patienten hervor, da es fiir fortgeschrittene
Hepatopathien bis dato noch keine etablierten Therapieverfahren gibt.

4.2 Beurteilung der identifizierten Serumfibrosemarker

4.2.1 Endoglin

Endoglin, auch bekannt unter dem Namen Cluster of Differentiation 105 (CD105), agiert
als Korezeptor des Transforming Growth Factors p (TGF-B). Zur Gruppe der TGF-f-
Familie gehdren mehr als 40 Proteine mit vielfachen Funktionen, wie zum Beispiel die
Beteiligung an der Regulation der Morphogenese, der Embryonalentwicklung, der
Stammzelldifferenzierung, sowie der Immunregulation, Wundheilung und Entzindung.
Alle Liganden der TGF-B-Familie binden an zwei Rezeptoren: Serin-Treonin Kinase

Rezeptor Typ 1 und 2 (TBR 1 und 2). Die Aktivitat der Rezeptoren kann unter anderem
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durch die Korezeptoren Endoglin und Betaglykan reguliert werden (Santibafez et al.
2011). Endoglin kann die Affinitat der Rezeptoren zu den einzelnen Liganden verédndern
und so in bestimmte intrazellulare Signalwege eingreifen. Es gibt sowohl Signalwege die
inhibiert, also auch welche, die augmentiert werden (Finnson und Philip 2012). Zusatzlich
ist Endoglin in der Lage auch ohne Rezeptorbeteiligung bestimmte Liganden der TGF-f-
Familie zu binden. Verdnderungen einzelner Liganden, Rezeptoren oder Signalwege
kdnnen zu Erkrankungen fiihren, wie zum Beispiel Erkrankungen des kardiovaskuldren
Systems, der Lunge sowie der Muskeln und Kochen (Santibafiez et al. 2011). Gut
beschrieben ist zudem der Zusammenhang zwischen TGF-B und Fibrose, wobei die
Fibrose durch ein Ungleichgewicht zwischen Produktion und Abbau extrazellularer
Matrix gekennzeichnet ist (Verrecchia und Mauviel 2007). TGF-$ induziert eine Fibrose
durch eine direkte Aktivierung hepatischer Sternzellen, Stimulation der
Extrazelluldarmatrix, und durch Verhinderung des Abbaus der Extrazellularmatrix durch
vermehrte Synthese von Tissue Inhibitors of Matrixmetalloproteinasen. Endoglin wird
von aktivierten hepatischen Sternzellen und von portalen sowie septalen Myofibroblasten
exprimiert (Clemente et al. 2006). Durch eine vermehrte Expression kann Endoglin die
TGF-p Signaltransduktionskette zugunsten der profibrinogen Eigenschaften von TGF-3
verschieben (Meurer et al. 2014). Eine gestorte Regulation von TGF-p ist verantwortlich
flr alle Stadien der Leberfibrose bzw. Zirrhose bis hin zum Hepatozellulédren Karzinom
(HCC) (Dooley und Dijke 2012).

Endoglin liegt neben der membrangebundenen Form auch in einer I8slichen Form vor,
die durch proteolytische Spaltung entstanden und im Serum von Patienten nachweisbar
ist (Finnson und Philip 2012). In mehreren Studien ist die Bedeutung von Endoglin als
Marker fir bestimmte Erkrankungen diskutiert worden. Dazu zahlen unter anderem der
Progress von Arteriosklerose bei Diabetikern, Systemischer Lupus Erythematodes,
Hypertension, Brustkrebs, prdmalige Lasionen des Colons und plétzlicher Kindstod
(Meurer et al. 2014). Ein Einsatz von Endoglin in der Diagnose einer Mukoviszidose-
assoziierten Hepatopathie ist bislang nicht beschrieben worden. Mithilfe der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass Endoglin vermehrt exprimiert wird bei Patienten mit
einer Leberschadigung und zwar unabhangig von der Atiologie der Lebererkrankung.
Desweiteren korreliert die Hohe der gemessenen Werte fiir Endoglin mit dem Staging bei
HCV-Patienten. Diese Ergebnisse decken sich mit der Arbeit von Yagmur et al., in der

zusatzlich gezeigt werden konnte, dass erhdhte Serumkonzentrationen von Endoglin ein
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erhohtes relatives Risiko fur die Entwicklung eines Hepatozelluldren Karzinoms anzeigen
(Yagmur et al. 2007).

Perspektivisch ergeben sich durch den Nachweis der Beteiligung von Endoglin bei der
Entstehung und Progression einer Leberfibrose bzw. Zirrhose neue therapeutische
Ansétze. In einem anderen Kontext gibt es bereits eine Phase 1 Arzneimittelstudie, in der
die Wirkung und Vertraglichkeit von Endoglinantikbrpern bei metastasiertem,
kastrationsresistentem Prostatakarzinom getestet wird (Karzai et al. 2014). Es ist
durchaus vorstellbar, dass Endoglin auch ein molekularer Angriffspunkt fir die Therapie

einer Leberfibrose sein konnte (Finnson und Philip 2012).

422 TIMP-4

Mitglieder der Tissue inhibitor of metalloproteinases, die in ihrer Funktion unter anderem
als Regulatoren der Matrix metalloproteinases (MMP) agieren, sind im Kontext einer
Leberfibrose bereits beschrieben worden. Bei den MMPs handelt es sich um
Endopeptidasen, die sowohl in l6slicher als auch in membrangebundener Form
vorhanden sind und eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Extrazellularmatrix
und damit bei der Entstehung bzw. Verhinderung einer manifesten chronischen Fibrose
spielen. Zu den Aufgaben gehoren die Aufrechterhaltung und Regulation der
Extrazellularmatrix durch Degration und Umbau. Als weitere Funktionen sind unter
anderem eine Beeinflussung von zelluldren Aktivitaten wie Proliferation, Zellmigration
und Apoptose, sowie Leukozytenaktivierung beschrieben worden. Insgesamt sind 25
verschiedene MMPs bekannt und es gibt sowohl welche mit pro- als auch welche mit
antifibrotischen Eigenschaften (Giannandrea und Parks 2014). Am Beispiel der
pulmonalen Exazerbation bei Mukoviszidose konnte gezeigt werden, dass einzelne
Marker der Extrazellularmatrix selektiv erhoht sind und somit bestimmte Erkrankungen
anzeigen konnen. So lielen sich beispielsweise MMP-8 und MMP-9 im Serum von
Mukoviszidosepatienten  mit  pulmonaler  Exazerbation im  Vergleich zu
Mukoviszidosepatienten ohne Anzeichen einer pulmonalen Exazerbation signifikant
erhdht nachweisen. Die nachgewiesene Menge an MMP-1, MMP-2 und MMP-13
hingegen zeigte keinen signifikanten Unterschied im Vergleich beider Gruppen. (Rath et
al. 2014).

Zur Familie der TIMPs gehdren vier Proteine (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 und TIMP-4),
die zum Teil groRe strukturelle Ahnlichkeit aufweisen. TIMP-4 ist ein 195 Aminosauren

langes, nicht glykosyliertes Protein, dessen Expression anfangs nur in Herz, Niere,
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Plazenta, Kolon und Hoden nachgewiesen werden konnte (Greene et al. 1996). Eine der
Hauptaufgaben von TIMP-4 Gber den N-Terminus des Proteins ist die Inhibition der
extrazellularen Aktivitat von MMPs. Wie bereits beschrieben, gibt es sowohl pro als auch
antifibrotische MMPs, sodass der Effekt von TIMP-4 auf die Extrazelluldarmatrix je nach
inhibiertem MMP sowohl aufbauend als auch degradierend sein kann. Weitere
Funktionen von TIMP-4 werden Uber den C-Terminus vermittelt und sind unabhéngig
von der Interaktion mit MMP (Melendez-Zajgla et al. 2008). Diese Funktionen sind
besonders in der Krebsforschung untersucht worden. Es konnte gezeigt werden, dass
TIMPs  Einfluss nehmen koénnen auf Angiogenese, Proliferation und Apoptose von
Tumorzellen (Chirco et al. 2006). Uber die Expression von TIMP-4 in hepatischem
Gewebe und Uber den Einfluss von TIMP-4 auf die Entstehung und Aufrechterhaltung
einer Leberfibrose ist wenig bekannt. In einer Studie am Mausmodell konnte dargestellt
werden, dass TIMP-4 bei Mausen mit einer induzierten bilidren Atresie und daraus
resultierender Leberfibrose im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht war
(Nadler et al. 2010). Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit, in der gezeigt werden konnte, dass TIMP-4 bei Mukoviszidosepatienten mit einer
Hepatopathie signifikant hoher war im Vergleich zu Patienten ohne Leberbeteiligung.
Desweiteren stellte sich heraus, dass die hchsten Werte von TIMP-4 bei HCV-Patienten
mit einer manifesten Zirrhose auftraten, sodass in Erwégung gezogen werden kann, dass
die Hohe an exprimierten TIMP-4 in Zusammenhang mit dem Schweregrad der
Fibrosierung steht. In einer friheren Arbeit wurde bereits deutlich, dass die Expression
von TIMP-2 im Serum von Mukoviszidosepatienten mit einer CFLD und begleitender
portaler Hypertension signifikant erhoht war im Vergleich zu CFLD Patienten ohne
portale Hypertension und zu CF Patienten ohne CFLD (Rath et al. 2012). Diese
Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass auch andere Mitglieder der TIMP-Familie
mit der Schwere einer Lebererkrankung ansteigen und somit das Ausmal einer
Leberbeteiligung anzeigen konnen. Bislang ist TIMP-4 noch nicht als potentieller
Serummarker fir die Diagnose einer Leberfibrose beschrieben worden. Im Rahmen einer
Studie bei Patientinnen mit einer Brustkrebserkrankung im Frihstadium zeigte sich, dass
signifikant erhohte Werte von TIMP-4 mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit fur
langfristiges rezidivfreies Uberleben assoziiert waren und dass TIMP-4 ein
prognostischer Marker und Indikator flir eine aggressivere Therapie bei Diagnosestellung
sein konnte (Liss et al. 2009).
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass TIMP-4 in Kombination mit der
transienten Elastographie eine Sensitivitdt von 100 % und eine Spezifitadt von 82,1 %
aufweist und somit ein gutes Verfahren fir die Diagnose einer Mukoviszidose
assoziierten Hepatopathie darstellt. Aus diesen Griinden sollte der mdgliche Einsatz von

TIMP-4 als diagnostischer Marker einer Leberfibrose weiter untersucht werden.

4.2.3 Pentraxin 3

Bei Pentraxin 3 (PTX3) handelt es sich um ein Akut-Phase Protein, das der gleichen
Superfamilile wie das C-reaktive Protein (CRP) angehort. Bei beiden Proteinen handelt
es sich um wichtige Bestandteile der angeborenen humoralen Immunitéat. Wéhrend CRP,
ein Pentraxin mit kurzem Arm, hauptséchlich in der Leber produziert wird, wird das lange
Pentraxin, Pentraxin 3, am Ort der Entziindung gebildet. Erstmals beschrieben wurde das
VVorkommen von Pentraxin 3 in vaskuldren Endothelzellen. Inzwischen ist bekannt, dass
es auch von Monozyten, Makrophagen, polymorphonukledren Zellen, Fibroblasten,
Epithelzellen und dendritischen Zellen produziert wird (Larsson et al. 2013). Neben der
Produktion von Pentraxin 3 am Ort der Entziindung bzw. Verletzung wird es auch in
speziellen Granula von neutrophilen Granulozyten gespeichert und bei Bedarf freigesetzt
(Jaillon et al. 2007). Der Einsatz von Pentraxin 3 zur Diagnostik einer Mukoviszidose
assoziierten Hepatopathie ist in der Literatur bis dato noch nicht beschrieben worden.
Eine japanische Arbeitsgruppe untersuchte den klinischen Nutzen einer Bestimmung von
Pentraxin 3 bei Patienten mit einer nicht alkoholischen Fettleber (NAFL) und bei
Patienten mit einer Fettleberhepatitis (NASH). Es konnte gezeigt werden, dass PTX3 bei
Patienten mit einer NASH signifikant erhéht war im Vergleich zu den Patienten mit einer
NAFL. Zudem waren die Werte im fortgeschrittenen Stadium der NASH signifikant
héher im Vergleich zu friheren Stadien der NASH. Des Weiteren zeigte sich eine starke
Korrelation zwischen der Héhe von PTX3 und den Fibrosestadien der Patienten (Yoneda
et al. 2008). In einer anderen Studie wurde Pentraxin 3 im Rahmen eines Tierversuchs
bei einem Paracetamol-induziertem Leberschaden untersucht. Hierzu wurden 30 Ratten
auf 3 Gruppen aufgeteilt. 10 Tiere dienten als Kontrolle, die beiden anderen Gruppen
unterschieden sich durch die Menge an gastral injiziertem Paracetamol, und zwar 1 bzw.
2 g Paracetamol/kg KG (APAP-1 und APAP-2). Es konnte gezeigt werden, dass PTX3
in der Leber von Tieren der APAP-1 Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
erhoht war. Zudem war die Menge an PTX3 bei Tieren, die mit 2 g Paracetamol / kg KG

behandelt wurden, signifikant erhdht im Vergleich zu Tieren, die mit 1 g Paracetamol /
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kg KG behandelt wurden, sodass die Vermutung naheliegt, dass PTX3 ein Marker fir
einen akuten Leberschaden darstellt und mit dem Ausmal} der Verletzung korreliert. Ein
weiteres Resultat der Studie lag in der Erkenntnis, dass PTX3 auch von Hepatozyten
produziert wird (Yaman et al. 2013). Die Auswertung der Proteome Profiler im Rahmen
der vorliegenden Arbeit lies vermuten, dass PTX3 im Serum von Mukoviszidosepatienten
mit einer CFLD im Vergleich zu Mukoviszidosepatienten ohne CFLD vermehrt
exprimiert wird. Interessanterweise konnte dieses Ergebnis durch die ELISA-Methode
nicht bestétigt werden. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Ergebnissen von
Yoneda et al. und Yaman et al. konnte gezeigt werden, dass PTX3 im Serum von
Mukoviszidosepatienten mit einer Hepatopathie signifikant erniedrigt vorlag im
Vergleich zu Mukoviszidosepatienten ohne CFLD. Dieses Ergebnis weicht damit von den
zuvor beschriebenen Beobachtungen ab, dass die Héhe von PTX3 mit dem Ausmal einer
Leberschadigung korreliert und zur Diagnostik einer Hepatopathie herangezogen werden
kann. Auch wenn die beschriebenen Studien nicht spezifisch fiir eine Hepatopathie bei
Mukoviszidose waren, so wurde doch in zwei unterschiedlichen Modellen, einmal vor
dem Hintergrund einer Steatohepatitis und einmal bei einem akuten Leberschaden durch
Paracetamol Intoxikation gezeigt, dass PTX3 signifikant erhoht, und nicht wie in der
vorliegenden Arbeit erniedrigt war. Eine Erklarung fir das abweichende Resultat unserer
Ergebnisse konnte sein, dass PTX3 ein unspezifischer Marker ist, der nicht nur bei einer
Hepatopathie erhoht ist. Weitere Erkrankungen, die im Zusammenhang mit PTX3
beschrieben worden sind, sind zum Beispiel: akute und chronische Nierenerkrankungen,
kardiovaskuldare  Erkrankungen  wie  Arteriosklerose  und  Herzinsuffizienz,
Autoimmunerkrankungen, Komplikationen in der Schwangerschaft und auch Sepsis und
septischer Schock (Speeckaert et al. 2013). Bei Patienten mit einem Myokardinfarkt stellt
der 24 Stunden nach Infarkt gemessene Serumspiegel von PTX 3 einen Pradiktor sowohl
flr die 30-Tage-Mortalitat als auch fur die ein-Jahres-Mortalitat dar und hilft so, Patienten
mit einem erhohten Risiko zu identifizieren (Tomandlova et al. 2015). In einem
Tierversuch mit Mausen wurde die Rolle von Pentraxin 3 bei einem akuten
Lungenversagen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass PTX3 in der
bronchoalveoldren Lavage erhoht war und mit der Schwere des akuten Lungenversagens
korreliert. Zusétzlich nahm die Hohe von PTX3 bei erfolgreicher Therapie des
Lungenversagens ab, sodass es als potentieller Biomarker fur die Detektion und
Therapietiberwachung eines akuten Lungenversagens diskutiert wurde (He et al. 2010).

Sowohl die Rolle bei systemischer Infektion und Entziindung, als auch der
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Zusammenhang mit pulmonaler Dysfunktion konnten eine Erklarung fir die hier
gewonnenen Ergebnisse liefern, die sich von anderen Studien in der Bedeutung von PTX3

bei Leberschadigung unterscheiden.

4.2.4  Hepatocyte Growth Factor

Der Hepatocyte Growth Factor (HGF) stellt einen Wachstumsfaktor dar, der erstmals in
Zusammenhang mit einer Leberregeneration nach partieller Hepatektomie beschrieben
worden ist. HGF wird vorranging von mesenchymalen Zellen sezerniert und verbleibt als
inaktive Form bis zur Aktivierung durch posttranslationale Konversion in der
Extrazellularmatrix. Eine besondere Bedeutung kommt HGF bei der Embryogenese und
Organentwicklung zu (Molnarfi et al. 2014). Aber auch in adultem Gewebe beeinflusst
HGF die Zellproliferation, Migration und dreidimensionale Morphogenese und fiihrt so
zu Erholung und Reorganisation von Gewebe nach Verletzungen. Inzwischen ist bekannt,
dass HGF nicht nur in der Leber, sondern auch in anderen Organen, wie zum Beispiel
Niere, Lunge, Nervensystem, Gastrointerstinaltrakt und dem kardiovaskuldren System
protektive und regenerative Effekte austbt. Vermittelt wird die Aktivitat von HGF tber
den c-Met-Rezeptor, der intrazellulédr an eine Tyrosinkinase gekoppelt ist (Nakamura et
al. 2011). In einem Tierversuch wurde der Einfluss von HGF auf Ratten mit einer durch
Dimethylnitrosamin induzierten Leberzirrhose untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass HGF die Apoptose von Hepatozyten supprimiert, die Apoptose von Actin-positiven
Myofibroblasten fordert und so zur Auflésung der Zirrhose beitragt (Kim et al. 2005).
HGF (bt somit vornehmlich einen regulatorischen und protektiven Effekt auf die Leber
aus. Anhand eines Kollektivs von Patienten mit einer chronischen Hepatitis C konnte
gezeigt werden, dass HGF bei Patienten mit einer Zirrhose signifikant erhoht ist im
Vergleich zu Patienten ohne bzw. mit einer milden Leberfibrose (Andersen et al. 2011).
Dieses Ergebnis deckt sich mit einer weiteren Arbeit, in der ebenfalls gezeigt wurde, dass
HGF bei einer Zirrhose vermehrt exprimiert wird und einen potentiellen Biomarker
darstellt (Costantini et al. 2010). Diese Ergebnisse konnten mit der vorliegenden Arbeit
nicht bestatigt werden. Zwar war das Ergebnis der Proteome Profiler Analyse in Bezug
auf HGF vielversprechend und in der ELISA Messung zeigte sich, dass HGF im Serum
von Mukoviszidosepatienten mit einer Hepatopathie im Vergleich zu Patienten ohne
Hepatopathie erhoht war, aber diese Werte zeigten keine statistische Signifikanz. Ein

Grund hierfur kénnten die bereits beschriebenen vielféltigen Funktionen von HGF in
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unterschiedlichen Geweben sein, die eine genaue Zuordnung zu einem bestimmten
Gewebetyp erschweren.

Neben den physiologischen Funktionen sind HGF und der zugehérige Rezeptor auch in
Invasion und Metastasierung von Tumorgewebe unterschiedlichen Ursprungs involviert
(Nakamura et al. 2011) und ein erhdhter Nachweis von HGF wird als Hinweis auf die
Entwicklung eines Hepatozellularen Karzinoms bei Patienten mit einer Leberzirrhose
diskutiert (Costantini et al. 2013). Ein vermehrtes Augenmerk wurde in den letzten Jahren
auf den potentiellen therapeutischen Nutzen einer Therapie mit HGF gerichtet. Nachdem
bereits gezeigt werden konnte, dass mesenchymale Stammzellen einen positiven Effekt
auf die Reduktion einer Fibrose ausiiben, wurde in einer Studie anhand von Ratten mit
einer durch Dimethylnitrosamin induzierten Zirrhose untersucht, wie sich eine vermehrte
Expression von HGF durch genetisch veranderte mesenchymale Stammzellen auf eine
manifeste Zirrhose auswirkt. Es konnte gezeigt werden, dass eine noch starkere
Reduktion der Fibrose als bei einer alleinigen Therapie mit mesenchymalen Stammzellen
erreicht wurde, und dass sich die Leberfunktion verbesserte, sodass von einer Erholung
der Leber ausgegangen werden kann (Kim et al. 2014). Die neuen therapeutischen
Ansdtze von HGF im Rahmen von Tierversuchen sind vielversprechend und es wére
winschenswert, dass sich diese Erkenntnisse bald auch auf eine Therapie an Menschen
ubertragen lassen. Dieser Ausblick bietet Hoffnung fiir Patienten, da eine Zirrhose oder

schwere Fibrose bis dato nicht therapierbar sind.

4.3 Bewertung der transienten Elastographie zur nicht invasiven Diagnostik
der Leberbeteiligung bei Mukoviszidose

Das technische Prinzip der transienten Elastographie wurde urspriinglich in der
Késeindustrie zur Bestimmung des Reifestadiums von Kaseleibern eingesetzt (Benedito
etal. 2000). Inzwischen wird die Fibroscanuntersuchung an 47 Standorten in Deutschland
angeboten (Stand 08/2014, Hamatochromatose Vereinigung Deutschland e.V.). Eine der
ersten Studien, die sich mit der Aussagekraft der Fibroscanuntersuchung in Korrelation
zu Leberbiopsien bei Patienten mit einer chronischen Hepatopathie beschéftigte, stammt
aus dem Jahr 2003 (Sandrin et al. 2003). Seitdem folgten viele weitere Studien, und die
transiente Elastographie ist bei unterschiedlichen chronischen Erkrankungen der Leber,
wie zum Beispiel Hepatitis B und C sowie bei der nicht alkoholischen

Fettlebererkrankung untersucht worden. Je nach Atiologie ergeben sich unterschiedliche
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Cut-Off-Werte der Lebersteifigkeit zur Diagnose einer Leberfibrose bzw. Zirrhose und
fir die Stadieneinteilung (Wilder und Patel 2014). Bei lebergensunden Probanden betrégt
die Stiffness im median 4 kPa (Alsebaey et al. 2015). Eine Studie aus dem Jahr 2013, die
vom Ablauf der Untersuchung und den diagnostischen Kriterien einer CFLD mit der
vorliegenden Arbeit vergleichbar ist, beschaftigte sich mit dem Nutzen der transienten
Elastographie bei der nicht invasiven Evaluation der CFLD. Analog zu den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Lebersteifigkeit bei Patienten
mit einer CFLD signifikant erhéht war im Vergleich zu Mukoviszidosepatienten ohne
CFLD. Der in der Studie ermittelte Cut-Off-Wert fiir die Diagnose einer Leberbeteiligung
lag bei 6,8 kPa und ist vergleichbar mit dem in dieser Arbeit ermitteltem Wert von 6,3
kPa. Als weiteres Ergebnis konnte gezeigt werden, dass eine Kombination der
Fibroscanuntersuchung mit Fibrosemarkern wie zum Beispiel dem Forns Test (basierend
auf Alter, yGT, Cholesterin und Thrombozytenzahl) keine Verbesserung bezuglich der
Aussagekraft der Fibroscanuntersuchung erbrachte (Kitson et al. 2013).
Interessanterweise konnte jedoch mithilfe der vorliegenden Daten errechnet werden, dass
die diagnostische Aussagekraft der transienten Elastographie in Kombination mit
Serummarkern ansteigt. Bei einer alleinigen Bestimmung der Lebersteifigkeit lag die
Sensitivitat bei 82 %, in Kombination mit TIMP-4 oder Endoglin vergréierte sich die
Sensitivitdt auf 100 % bzw. 88 %. Es erscheint somit sinnvoll, die Kontrolle dieser
Serummarker mit der transienten Elastographie zu verbinden. Fir die Diagnostik einer
Leberfibrose bei viralen Hepatitiden ist die Kombination aus Bildgebung und
serologischem Marker bereits ein gut untersuchtes Diagnostikum (Castera 2012).

Wie eingangs beschrieben, handelt es sich bei der Fibroscanuntersuchung um ein nicht
invasives Verfahren, mit den Vorteilen schnell und einfach durchfuhrbar und
reproduzierbar zu sein. Der Fibroscan kann nicht nur zur Diagnostik einer
Lebererkrankung aber auch zum Therapiemonitoring und zur Prognoseeinschétzung
eingesetzt werden (Walker et al. 2015). Es gibt allerdings auch Limitationen der
Untersuchung. Bei Patienten mit Aszites oder Adipositas liefert die Messung keine
verlasslichen Ergebnisse. In Puncto Adipositas gibt es mittlerweile eine XL-Sonde, die
auch fur Patienten mit einem Hautkapselabstand > 2,5 cm geeignet ist. Allerdings muss
diese XL-Sonde erst in Studien validiert werden (Wilder und Patel 2014). Es ist
anzumerken, dass gerade péadiatrische Mukoviszidosepatienten gemessen an gesunden
Kontrollprobanden ein signifikant niedrigeres Gewicht aufweisen (Umlawska et al. 2014)

und Adipositas als Limitation somit in den meisten Féllen vernachl&ssigt werden kann.
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Bei akuter Inflammation und temporérer Erhohung der Alanin-Aminotransferasen kann
der ermittelte Wert der Lebersteifigkeit féalschlicherweise erhéht sein und zu einer
fehlerhaften Interpretation der Messergebnisse fuhren (Tapper et al. 2012), sodass
Kontrolluntersuchungen und Kontrollen der Laborparameter unerlésslich sind. Es konnte
gezeigt werden, dass bei einer ausgepragten Steatosis der Leber die ermittelten Werte
falsch niedrig sein kdnnen und somit auch das Fibrosestadium zu niedrig angegeben wird
(Wilder und Patel 2014). Dies konnte bei Mukoviszidosepatienten relevant sein, bei
denen in ca. 45 % steatotische Veranderungen der Leber gefunden werden (Menten et al.
2010). Bei diesen Patienten sind die begleitende Sonographie und ggf. auch eine Biopsie
der Leber besonders wichtig, um eine Steatosis zu diagnostizieren und bei der
Interpretation der Fibroscanergebnisse zu beriicksichtigen.

Weitere Einsatzmdglichkeiten der Fibroscanuntersuchung liegen in der Diagnose bzw.
dem Ausschluss von portaler Hypertension und Osophagusvarizen (Kitson et al. 2013).
Die Kosten fur die Fibroscan-Untersuchung missen auRerhalb von Studien in der Regel
vom Patienten selbst getragen werden, die gesetzlichen Krankenkassen ibernehmen die
Kosten bisher noch nicht generell. In einer neueren Studie konnte gezeigt werden, dass
die Fibroscanuntersuchung bei Patienten mit einer chronischen Hepatitis C ein
kosteneffektives Verfahren zur Uberwachung einer Fibrose darstellt (Canavan et al.
2013).

Es sind weitere Untersuchungen notwendig, um festzustellen, ob es sich bei der
Fibroscanuntersuchung im Rahmen eines Screenings auf CFLD um ein kosteneffektives
Verfahren handelt und ob ggf. eine Aufnahme in den Katalog der kassendrztlichen
Leistungen denkbar ist. Damit kdnnte allen Mukoviszidosepatienten diese nichtinvasive

nebenwirkungsfreie Moglichkeit der Diagnostik angeboten werden.

4.4 Vergleich der transienten hepatischen Elastographie (Fibroscan ®) mit
weiteren diagnostischen Methoden zur Bestimmung der Leberbeteiligung
bei Mukoviszidose

44.1  Leberpunktion

Mithilfe eine Leberbiospie kann hepatisches Gewebe entnommen und anschlieRend
histologisch untersucht werden. Es stehen verschiedene Techniken fir die
Gewebeentnahme zur Verfligung, die sich hinsichtlich Indikation und Komplikationsrate

unterscheiden. Als Standard hat sich die sonographisch gesteuerte perkutane
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Leberbiopsie etabliert, die schnell und kostengtinstig durchzufiihren ist. Mdgliche
Komplikationen sind postoperative Blutungen und Austreten von Gallenflussigkeit in die
Bauchhohle. Verletzungen anderer Organe wie Lunge und Niere sind seltene, aber neben
der Mortalitat, die in 0,1 % der Falle auftritt, gefiirchtete Komplikationen. Weitere
Techniken sind die laparoskopisch durchgefiihrte Biopsie sowie die transjugulére Biopsie
(Tannapfel et al. 2012). Obwohl die Leberpunktion generell Goldstandard zur Diagnose
einer Hepatopathie ist, wird Sie bei Mukoviszidosepatienten nur selten durchgefthrt und
ist kein etabliertes Diagnostikum (Behrens et al. 2013). Ein Grund dafiir ist, dass es sich
bei der Mukoviszidose assoziierten Hepatopathie pathognomonisch um eine fokal billidre
Zirrhose handelt, mit dem Stanzzylinder aber nur 1/50.000 des Lebervolumens untersucht
werden kann (Cholongitas et al. 2006). Im Vergleich dazu ist das untersuchte
Lebervolumen bei der Fibroscanuntersuchung ca. 100 mal groRer als bei einer Biopsie
(Ziol et al. 2005).

In einer Studie mit 40 Mukoviszidosepatienten wurde die Diagnostik und
Vorhersagekraft fur die Entwicklung einer CFLD mittels klinischer Zeichen, Messung
der Transaminasen und Sonographie mit den Ergebnissen einer Leberbiopsie Uiber einen
Zeitraum von 12 Jahren verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass die klinische
Untersuchung, sowie die H6he von ALT und das Ergebnis einer sonographischen
Untersuchung der Leber vor allem geeignet sind, um Patienten mit einer fortgeschrittenen
CFLD zu diagnostizieren. Eine Vorhersage Uber das Auftreten einer Leberfibrose oder
die Entwicklung einer portalen Hypertension ist mit den genannten Parametern allerdings
nicht moglich. Die Leberbiopsie, zur Vermeidung von Stichprobenfehlern als ,,dual pass*
Biopsie durchgefihrt, ist hingegen in der Lage, die Entwicklung einer manifesten CFLD
mit begleitender portaler Hypertension vorherzusagen. Nach Meinung der Autoren sollte
die Leberbiopsie eine grélRere Anwendung, ggf. auch in Kombination mit nicht invasiver
Bildgebung und der Bestimmung von Serummarkern, bei der Betreuung von Patienten
mit einer potentiellen Leberbeteiligung erfahren (Lewindon et al. 2011).

Da bei dem Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit keine Leberbiopsien durchgefiihrt
wurden, kann nicht auf Vergleichbarkeit und Ubereinstimmung hinsichtlich der
transienten Elastographie untersucht werden. Grundsatzlich gilt: bei der Leberbiopsie
handelt es sich um ein invasives Verfahren, welches mit einem Risiko von
Komplikationen sowie Probeentnahmefehlern behaftet ist (Dezs6fi und Knisely 2014).
Zudem ist das Ergebnis, im Gegensatz zu der Fibroscanuntersuchung, nicht unmittelbar

verfugbar und bedarf einer weiteren Auswertung durch einen Pathologen. Sind
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Folgeuntersuchungen notig, wie bei der Verlaufsbeurteilung einer Mukoviszidose-
assoziierten Hepatopathie empfohlen (Debray 2012), wdre jedes Mal ein invasiver
Eingriff durchzufuhren.

Die Fibroscanuntersuchung hat, wie bereits dargestellt, den Vorteil, dass sie nicht invasiv
sowie gut zu reproduzieren ist (Bonder und Afdhal 2014). Zudem ist es durch die
Einflhrung der S-Sonde, welche speziell fur Kinder mit einem Thoraxdurchmesser < 75
cm entwickelt wurde, auch mdglich, die Untersuchung jungeren Kindern anzubieten
(Goldschmidt et al. 2013). Da mithilfe der Fibroscanuntersuchung allerdings keine
Aussage Uber die Atiologie einer Lebererkrankung getroffen werden kann, muss in
unklaren Fallen weiterhin eine Biopsie durchgefuhrt werden.

4.4.2  Acoustic Radiation Force Impulse (ARFI)

Die Acoustic Rafiation Force Impulse (ARFI) Methode stellt ein neueres Verfahren zur
Bestimmung der Leberelastizitat dar. Das Prinzip beruht ebenfalls auf der Messung der
Ausbreitungsgeschwindigkeit von Schwerwellen. Allerdings kommt es hier nicht wie bei
der transienten Elastographie zu einer mechanischen Kompression des Gewebes durch
Vibration, sondern zu einer akustischen Generierung und Ausbreitung des Signals. Auch
hier handelt es sich um eine eindimensionale Elastizitdtsmessung, allerdings mit dem
Unterschied, dass die Positionierung, anders als bei der Fibroscanuntersuchung, frei tiber
ein zweidimensionales B-Bild erfolgen kann. Das Ergebnis wird in m/s angegeben und
ist nach wenigen Sekunden verfiigbar. Die Technik zur Generierung des akustischen
Signals und zur Bestimmung der Schwerwellengeschwindigkeit ist Iim
Abdomenschallkopf des Ultraschallgerats vorhanden, sodass kein weiteres Gerat zur
Bestimmung der Lebersteifigkeit vonnéten ist (Frulio und Trillaud 2013).

In einer grofRen Studie aus dem Jahr 2013 mit 321 Patienten erfolgte ein Vergleich der
ARFI Methode sowohl mit der M als auch mit der XL-Sonde des Fibroscans. Auch wenn
es sich hierbei nicht um eine Studie speziell bei Mukoviszidosepatienten handelte, kdnnen
dennoch einige generelle Aussagen getroffen werden. Es konnte gezeigt werden, dass
sich die M-Sonde des Fibroscans und die ARFI-Methode bei der Diagnose einer schweren
Fibrose und einer Zirrhose nicht signifikant unterscheiden. Bei der Diagnose einer
moderaten Fibrose erbrachte die M-Sonde hingegen bessere Ergebnisse. Bei einem
Vergleich der ARFI-Methode mit der XL-Sonde gab es keine signifikanten Unterschiede
bei der Diagnose einer milden oder schweren Fibrose oder einer Zirrhose. Zudem konnte

nachgewiesen werden, dass die diagnostische Aussagekraft der ARFI-Methode steigt,
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wenn Sie bei normalgewichtigen Patienten angewandt wird, daher kann sie besonders bei
nicht-Ubergewichtigen Patienten zur Diagnose einer Leberfibrose herangezogen werden
(Cassinotto et al. 2013).

In einer der ersten Studien, die sich mit der ARFI-Messung bei pddiatrischen
Mukoviszidosepatienten beschéftigte, konnte gezeigt werden, dass die Resultate der
ARFl Messung in m/s mit der Hohe der durch Lebersonographie ermittelten
Ultraschallscores und somit mit der Schwere der Leberbeteiligung ansteigen. Des
Weiteren wurden die Patienten in vier Gruppen eingeteilt, bestehend aus CF Patienten
ohne CFLD, CFLD Patienten, sowie CFLD Patienten mit portaler Hypertension und
CFLD Patienten mit Osophagusvarizen. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied in
der Hohe der ARFI Resultate beim Vergleich dieser vier Gruppen. Die Autoren folgerten
daraus, dass es sinnvoll sein konne, die ARFI-Untersuchung allen Patienten anzubieten
und bei Uberschreitung des Grenzwertes eine endoskopische Untersuchung zur
Abklarung von Osophagusvarizen anzuschlieRen (Manco et al. 2012). In einer weiteren
Arbeit Uber pédiatrische Patienten sah man die Starke der ARFI-Untersuchung vor allem
in der Frihdiagnostik einer Hepatopathie, da dort durch leicht erhdhte ARFI-Werte bei
noch normalem oder nur diskret verdndertem B-Bild der konventionellen Sonographie
nltzliche Zusatzinformationen gewonnen werden kénnen (Behrens et al. 2013).

Ein Vorteil der ARFI-Messung liegt in der Tatsache begriindet, dass nicht nur der rechte
Leberlappen, wie bei der Fibroscanuntersuchung, sondern auch der linke Leberlappen
und zusatzlich auch andere Organe, wie zum Beispiel das Pankreas untersucht werden
konnen (Friedrich-Rust et al. 2013a). Die Frage, ob es bei der Diagnose einer
Mukoviszidose assoziierten Hepatopathie einen Vorteil bringt, auch den linken
Leberlappen in die Messung miteinzubeziehen, wird momentan diskutiert (Karlas et al.
2012). Tatsache ist, dass die Messungen des linken Leberlappens durch die
Atemexkursionen des Diaphragmas und durch den Herzschlag erschwert werden (Manco
et al. 2012).

Noch liegt kein einheitlicher Grenzwert zur Diagnose einer Mukoviszidose assoziierten
Hepatopathie mittels ARFI vor. Zwar gab eine Meta-Analyse aus dem Jahr 2013 als
mittleren optimalen Cut-Off-Wert flr die Diagnose einer signifikanten Fibrose einen
Wert von 1,31 m/s und fur die Diagnose einer Zirrhose einen Wert von 1,8 m/s an (Bota
et al. 2013), aber diese Werte sind nicht auf Mukoviszidosepatienten bezogen. Wie bei
der transienten Elastographie scheint es auch bei der ARFI-Messung Atiologie

spezifische Grenzwerte zu geben und der Grenzwert bei Mukoviszidosepatienten scheint
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tendenziell niedriger zu sein als bei anderen chronischen Hepatopathien (Karlas et al.
2012).

Die Tatsache, dass die CFLD pathognomonisch eine fokal bilidre Zirrhose zeigt, kann auf
der einen Seite zu einer Uberschitzung der Anzahl von Patienten mit CFLD fiihren, wenn
mittels ARFI-Methode gezielt die Elastizitat in der L&sion gemessen und nicht die
gesamte Leber berucksichtigt wird. Auf der anderen Seite kann es zu einer
Unterschatzung der Diagnose CFLD kommen, wenn aufgrund des fokalen Charakters der
Lasion bei der transienten Elastographie nur weniger betroffenes Lebergewebe untersucht
wird (Friedrich-Rust et al. 2013b).

Die transiente Elastographie ist ein mittlerweile gut validiertes Verfahren, welches
zunehmend zur Diagnose einer Mukoviszidose assoziierten Hepatopathie zum Einsatz
kommt. Um abschlieend beurteilen zu konnen, ob die ARFI-Untersuchung eine
Alternative darstellen kann, muss diese Methode zunéchst in Studien genauer untersucht
und mit histopathologischen Befunden der Leber verglichen werden. Der Vorteil, an
gezielten Stellen der Leber die Elastizitdt messen zu konnen, und die Tatsache, dass
sowohl der linke Leberappen als auch andere Organe, wie zum Beispiel das Pankreas
untersucht werden konnen, sind sehr interessant und stellen Starken gegentiber der
transienten Elastographie dar. Es ist durchaus vorstellbar, dass die ARFI-Messung neben
der transienten Elastographie eine sinnvolle Erganzung der nicht invasiven Diagnostik

einer Mukoviszidose assoziierten Hepatopathie sein kann.

4.4.3  Abdomensonographie

Bei der Abdomensonographie handelt es sich um ein kostengunstiges, weit verbreitetes,
nicht invasives Verfahren, dass gerade bei Kindern den Vorteil bietet, dass keine
Sedierung zur Durchfiihrung der Untersuchung notwendig ist (Mueller-Abt et al. 2008).
Zur Beschreibung von Verdanderungen der Leber und zur Festlegung, ob eine
Mukoviszidose assoziierte Hepatopathie vorliegt, stehen verschiedene Scores zur
Verfligung. Bei dem Williams-Score werden das Leberparenchym, die Begrenzung und
das Ausmal der periportalen Fibrose beurteilt und mit Punkten zwischen 1 und 3
bewertet, wobei 3 Punkte dem am Meisten ausgepragten Befund entsprechen. Anhand
der Scores kann eine Zirrhose bei 8-9 Punkten und eine weniger fortgeschrittene
Leberbeteiligung bei 4-7 Punkten diagnostiziert werden (Williams, Simon G. J. et al.
1995). Eine weitere Klassifizierung, die auch in der vorliegenden Arbeit genutzt wurde,

teilt die Ergebnisse der Lebersonographie in einen Score von 1 bis 5 ein. Ein Score von 1
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beschreibt eine normale Leber, bei 2 liegt eine homogene Hyperechogenitét vor und bei
einem Score von 3 handelt es sich um eine heterogene Hyperechogenitét. Ein Score von
4 beschreibt eine noduldare Veranderung der Leber und bei 5 zeigen sich neben einer
heterogenen Hyperechogenitat (Score 3) oder einer noduldren Veranderung (Score 4)
noch Zeichen fir eine portale Hypertension. Dazu z&hlen Aszites, verlangsamter oder
umgekehrter portalvendser Fluss oder Splenomegalie (Menten et al. 2010). In einer
anderen Studie wurden die Patienten entsprechend der Schwere der hepatischen
Veranderung in 3 Gruppen eingeteilt: normales, intermedidres und zirrhotisches Bild der
Leber (Mueller-Abt et al. 2008). Die Aufzéhlung der unterschiedlichen Scores zur
Evaluation und Diagnose einer CFLD macht deutlich, dass noch kein Konsens gefunden
wurde, mit welchem Score oder welcher Beschreibung eine Hepatopathie am besten
klassifiziert werden kann. Zwar ist jeder Score flr sich gesehen schliissig, aber das
Vorhandensein mehrerer Scores erschwert den Vergleich unterschiedlicher Studien
miteinander. Die transiente Elastographie hat den klaren Vorteil, dass das Ergebnis in kPa
fur alle Zentren nachvollziehbar, reproduzierbar und vergleichbar ist. Wechselt der
Patient in ein anderes Zentrum konnen friihere Werte herangezogen und fir die
Verlaufsbeurteilung der Hepatopathie genutzt werden. Anhand einer Studie mit 30
padiatrischen Patienten, bei denen sowohl eine Biopsie als auch eine Sonographie
durchgefuhrt wurden, konnte gezeigt werden, dass die Sonographie keinen verlasslichen
Marker fir die Frihdetektion einer Hepatopathie darstellt, wohl aber bei ausgepragten
Veranderungen der Leber ein guter Prédiktor flr eine fortgeschrittene Fibrose oder
Zirrhose ist (Mueller-Abt et al. 2008). Interessanterweise wurde in einer anderen Studie
hervorgehoben, dass sich die Sonographie als ein guter Marker fir die frihe
Leberbeteiligung und auch fiir die Progression der Lebererkrankung erweist. Der Nachteil
einer sonographischen Untersuchung liegt hier nicht in der Frihdetektion, sondern
vielmehr in der Tatsache begrindet, dass die Sonographie untersucherabhéangig ist und
eine gewisse Erfahrung voraussetzt. Ein weiteres Problem der sonographischen
Beurteilung der Leber liegt in der Uberschatzung einer CFLD, da hepatische
Veranderungen auch durch Infektion und Malnutrition bedingt sein konnen (Nash et al.
2008). Bei einem Vergleich von Sonographie und Fibroscan zeigte sich eine konstante
Beziehung zwischen diesen beiden Messmethoden, auch wenn es vereinzelt
Abweichungen in den Patientengruppen gab (Menten et al. 2010). In der vorliegenden
Arbeit ergaben sich signifikant hohere Werte der Lebersteifigkeit bei Patienten mit einem

Score von 3 oder groRer im Vergleich zu Patienten mit einem geringeren Score. In einer
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anderen Studie wurde hervorgehoben, dass die Sonographie ein wichtiger Parameter flr
die friihe Diagnostik einer Hepatopathie ist, oftmals aber keine Differenzierung zwischen
unspezifischer Steatosis und einer Fibrosierung erlaubt (Behrens et al. 2013).

Ein nicht unwesentlicher Punkt liegt in den Anschaffungskosten. Ein Ultraschallgerat mit
einem Schalkopf ohne Dopplerfunktion liegt je nach Qualitdt bei ca. 15.000 €,
wohingegen der Fibroscan ca. 70.000 € kostet (Witters et al. 2009). Wahrend mit einem
Ultraschallgerat neben der Leber natirlich auch andere abdominelle Organe und bei
entsprechender Schallkopfausstattung auch die Schilddriise sowie GefaRe untersucht
werden konnen, ist der Fibroscan nur fir die Bestimmung der Lebersteifigkeit geeignet.
Ein Fibroscan wird demnach nur ein zusétzliches Diagnostikum sein und kann das

Ultraschallgerét in seiner Gesamtheit nicht ersetzten.

4.5 Vergleich der Serumfibrosemarker bei HCV-Patienten mit den

Ergebnissen bei Mukoviszidosepatienten

Das Hauptkollektiv der vorliegenden Studie stellten Patienten dar, die aufgrund ihrer
Erkrankung an die padiatrische oder adulte Mukoviszidoseambulanz angegliedert waren.
Da von diesen Patienten keine Leberbiopsien vorhanden waren, diente ein Kollektiv von
Patienten mit einer nachgewiesen chronischen Hepatitis C als Kontrolle.

2014 lag die weltweite Pravalenz der HCV-Infektion laut WHO bei 130 — 150 Millionen
Menschen. 15 — 30 % der Patienten mit einer chronischen Hepatitis C entwickeln
innerhalb von 20 Jahren eine Leberzirrhose und 350.000 — 500.000 Patienten sterben
weltweit jahrlich an den Folgen einer HCV-assoziierten Hepatopathie (WHO Fact sheet
N°164, aktualisiert April 2014).

Von den Patienten mit einer chronischen Hepatitis C-Infektion, die in die Studie
eingeschlossen wurden, lagen sowohl eine Biopsie und somit eine Einteilung des
Fibrosegrades, als auch Blutproben vor. Anhand des Kontrollkollektives konnte gezeigt
werden, dass die Erhéhung von TIMP-4 und Endoglin bei Mukoviszidosepatienten auf
die Lebererkrankung zurtickzufiihren ist. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass die
Hohe der Serummarker mit dem Ausmald der Leberbeteiligung korreliert. Die hdchsten
Werte fanden sich bei Patienten mit einer manifesten Zirrhose im Vergleich zu Patienten
mit einer Fibrose.

Die Uberwachung von Patienten mit einer chronischen Lebererkrankung ist essentiell, da

fortgeschrittene Fibrosestadien mit Komplikationen, Hepatozellularem Karzinom und
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Tod assoziiert sind. Die Identifikation von Patienten mit einer progressiven Fibrose
erlaubt den Beginn einer Behandlung und geht in die Entscheidung tber eine
Lebertransplantation ein. Auch bei Patienten mit einer chronischen Hepatitis C
Erkrankung gilt als momentaner Standard die Leberbiopsie, aber aufgrund der bereits
beschriebenen Komplikationen und Risiken werden vermehrt nicht invasive Methoden
bevorzugt (Vergniol et al. 2014). Der Bedarf an Biopsien ist in der Folge durch den
Einsatz nicht-invasiver Methoden signifikant gesunken (Castera 2015). Zum Ausschluss
einer Zirrhose scheint die Kombination von Serummarkern und einem radiologischen
Verfahren wie transiente Elastographie oder ARFI gut geeignet zu sein (Patel und Shackel
2014). Endoglin ist im Zusammenhang mit einer chronischen Hepatitis C Infektion
bereits beschrieben worden. In einer Studie wurden Hepatitis C Patienten mit einem
lebergesunden Kontrollkollektiv verglichen. Im Einklang zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass Endoglin bei Patienten mit einer fortgeschrittenen
Fibrose signifikant erhdht war im Vergleich zu den Ergebnissen bei Patienten mit einer
milden Fibrose bzw. der lebergesunden Kontrolle (Clemente et al. 2006).

Neben Endoglin war in der vorliegenden Arbeit auch TIMP-4 signifikant erhéht bei
HCV-Patienten mit einer Leberzirrhose. Uber TIMP-4 im Zusammenhang mit einer
Hepatopathie bei HCV Patienten ist in der Literatur bislang noch nicht berichtet worden.
Es gibt allerdings Studien, die TIMP-1, ein weiteres Mitglied der TIMP-Superfamilie, im
Kontext einer chronischen HCV-Infektion untersucht haben (ElI-Kamary et al. 2013). Die
Kombination aus Hyaluronsédure, TIMP-1 und Aminoterminalem Propeptid von
Prokollagen des Typs Ill, auch bekannt als ELF-Test (Enhanced Liver Fibrosis), ist
mittlerweile gut untersucht. Es konnte gezeigt werden, das mittels ELF-Test sowohl eine
Fibrose als auch eine Zirrhose diagnostiziert werden kénnen (Catanzaro et al. 2013).
Als weiterer Parameter wurde in unserer Arbeit HGF quantifiziert. Fiir das Kollektiv von
Mukoviszidosepatienten galt: zwar waren die Werte bei Mukoviszidosepatienten mit
einer Hepatopathie im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht, aber es zeigte sich keine
statistische Relevanz. Ein é&hnliches Ergebnis fir HCV-Patienten wurde in einer
polnischen Studie erzielt. Der Vergleich des Serums von Patienten mit einer chronischen
Hepatitis C Infektion und einer gesunden Kontrolle erbrachte keinen signifikanten
Unterschied (Glowacki et al. 2014). In der vorliegenden Arbeit hingegen zeigte sich ein
signifikanter Unterschied in der Hohe der Expression von HGF im Vergleich von HCV-
Patienten mit einer Zirrhose zu HCV-Patienten mit einer moderaten bzw. schweren

Leberfibrose. In einer anderen Studie wurde unter anderem die Expression von HGF im
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Serum von Patienten mit einer chronischen HCV-Infektion, von Patienten mit einer HCV-
induzierten Zirrhose und von Patienten mit einem Hepatozellulédren Karzinom bei HCV-
Infektion untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass die Expression von HGF im
Serum von Patienten mit einer Zirrhose signifikant erhoht war im Vergleich zu Patienten
mit einer chronischen HCV-Infektion ohne manifeste Zirrhose und zu einer gesunden
Kontrollgruppe (Costantini et al. 2013).

Pentraxin 3 ist zwar in der Pathogenese einer Hepatitis-C Infektion, nicht aber als Marker
beschrieben worden. (Tarr et al. 2012)

In einer fruheren Arbeit konnte gezeigt werden, dass YKL-40, ein an Gewebeumbau und
Degration von Extrazellularmatrix beteiligtes Glykoprotein, im Serum von
Mukoviszidosepatienten mit  einer Hepatopathie im Vergleich zu
Mukoviszidosepatienten ohne Hepatopathie signifikant erhoht nachweisbar ist. Die
diagnostische Genauigkeit ist vergleichbar mit einer Fibroscanuntersuchung und die
Sensitivitét steigt in Kombination dieser beider Testverfahren an (Rath et al. 2012). Ein
ahnliches Ergebnis konnte erzielt werden, als die Expression von YKL-40 im Serum von
Patienten mit einer chronischen Hepatitis C Infektion untersucht wurde. Hierbei zeigten
sich signifikant hohere Werte bei Patienten mit einer schweren Fibrose bzw. Ziirhose im
Vergleich zu Patienten mit einer milden Fibrose. In der Detektion einer schweren Fibrose
und Zirrhose ist die Bestimmung von YKL-40 der transienten Elastographie in der
diagnostischen Genauigkeit Uberlegen. Die Kombination aus YKL-40 und transienter
Elastographie scheint vor allem fiur die Detektion von friihen Formen der Leberfibrose
ndtzlich zu sein (Rath et al. 2011).

Es gibt viele Studien, die den Einsatz von Serummarkern, entweder alleine oder in
Kombination mit anderen Markern oder bildgebender Diagnostik untersucht haben.

Fur die Evaluation einer Hepatitis C Erkrankung stellen diese nicht invasiven Marker eine
vielversprechende Chance dar. Gerade vor dem Hintergrund, dass Hepatitis C Infektionen
ein weltweites Problem darstellen und mehr als 130 Millionen Menschen, gerade auch in
Teilen der Welt mit unzureichender Gesundheitsversorgung, betroffen sind. Ein
zuverlassiger, nicht invasiver kostenginstiger Marker wurde helfen, die Prognose

abzuschétzen und damit die Therapie besser planen zu kénnen.
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4.6 Limitationen der Studie

Bei dem untersuchten Kollektiv von Mukoviszidosepatienten wurde keine Biopsie
durchgefuhrt und somit konnte auch nicht untersucht werden, in welchem AusmaR die
Hohe der Serummarker mit einer histologischen Stadieneinteilung bereinstimmt. Die
Ergebnisse des Kontrollkollektivs von HCV-Patienten, bei denen eine Biopsie vorlag,
haben gezeigt, dass die Expression der Serummarker bei Patienten mit einer Zirrhose
signifikant erhoht war im Vergleich zu Patienten mit einer moderaten sowie schweren
Fibrose. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass auch bei
Mukoviszidosepatienten die Konzentration der Serummarker mit dem Ausmal der
Lebererkrankung zunimmt. Eine definitive Aussage kann dartiber ohne vergleichende
Biopsie allerdings nicht getroffen werden.

Der Vergleich mit dem Kollektiv von HCV-Patienten hat gezeigt, dass die identifizierten
Marker TIMP-4 und Endoglin nicht erkrankungsspezifisch sind. Sie sind zwar gut
geeignet, eine Hepatopathie anzuzeigen, aber es ist nicht mit Bestimmtheit zu sagen, dass
es sich tatsachlich um eine Mukoviszidose spezifische Verdnderung der Leber handelt.
Das erscheint insofern kritisch, da eine Hepatopathie aufgrund einer Virusinfektion zum
Beispiel einen ganz anderen Therapieansatz nach sich ziehen wiirde. Die Diagnose kann
demnach immer erst dann gestellt werden, wenn andere Ursachen flr eine Hepatopathie
sicher ausgeschlossen werden kénnen.

Die Bestimmung von Serummarkern ist noch nicht Teil der Routinediagnostik und es ist
fraglich, ob experimentell ermittelte Serummarker tatsachlich einen klinischen Nutzen
bringen kénnen. Der Einsatz der Serummarker muss in einem groReren Kollektiv als dem
hier vorliegenden, Uberprift werden um die Ergebnisse auf Praktikabilitdt und

Kosteneffizienz zu testen.

4.7 Schlussfolgerungen

In Anbetracht der Tatsache, dass die Biopsie bei der Detektion und Uberwachung einer
CFLD kein Standard ist, steht die Anwendung nicht invasiver Verfahren in der
Diagnostik bei Mukoviszidosepatienten im Vordergrund. Mithilfe des Proteome Profiling
Ansatzes konnten in einem ersten Schritt interessante Proteine identifiziert werden.
Mittels ELISA Messung wurde bestédtigt, dass TIMP-4 und Endoglin bei
Mukoviszidosepatienten mit einer Hepatopathie signifikant erhéht und zur Diagnostik

einer CFLD geeignet sind. Mittels ROC-Analyse ergab sich ein optimaler Grenzwert fiir
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die Diagnose einer CFLD fir TIMP-4 von 1603 pg/ml und fiir Endoglin von 8,6 ng/ml.
Die Expression der beiden Proteine im Serum von HCV-Kontrollpatienten wurde mit den
Ergebnissen einer Biopsie bei diesen Patienten verglichen. Es stellte sich heraus, dass die
Proteinkonzentrationen mit den histopathologischen Verénderungen ansteigen und somit
ein Parameter fur die Auspragung der Erkrankung sein kdnnen.

Es konnte auch nachgewiesen werden, dass die transiente Elastographie gut geeignet ist,
um eine CFLD vorherzusagen. Bei dem Vergleich von CFLD Patienten zu CF Patienten
ohne CFLD stellte sich die Lebersteifigkeit in der Gruppe der CFLD Patienten signifikant
erhoht dar. Der errechnete Grenzwert fiir die Diagnose einer CFLD lag bei 6,3 kPa. Bei
Anwendung dieses Grenzwertes ergaben sich fur das untersuchte Kollektiv eine
Sensitivitdt von 82 % und eine Spezifitit von 100 % zur Diagnose einer CFLD.
Kombiniert man die transiente Elastographie noch mit der Bestimmung von TIMP-4 oder
Endoglin, nimmt die diagnostische Aussagekraft der Serummarker weiter zu.

Beide Verfahren stellen somit, besonders auch in ihrer Kombination, eine sinnvolle

Methode fur eine nicht invasive Diagnostik der CFLD dar.

4.8 Ausblick

Zur Uberprifung und Bestatigung der ermittelten Ergebnisse sollte eine Langzeitstudie
mit einer reprasentativen Auswahl an Mukoviszidosepatienten durchgeftiihrt werden.

Ein interessanter Punkt ware die Validierung von 6,3 kPa als optimaler Cut-off-Wert flr
die Diagnose einer CFLD.

Zusétzlich sollten die Serummarker routinemaRig bestimmt werden, um einerseits die
Praktikabilitat im klinischen Alltag zu testen und andrerseits um zu untersuchen, ob sie
flr die Fruhdiagnostik einer CFLD geeignet sind.

Das Kollektiv von HCV-Patienten diente in der vorliegenden Arbeit als Kontrollgruppe
um nachzuweisen, dass die Erhohung bestimmter Parameter sicher auf eine Hepatopathie
zurlckzufuhren ist. Es ware interessant TIMP-4 und Endoglin in einem groReren
Kollektiv von Patienten mit einer Hepatitis C Infektion zu untersuchen um sie bei
verlésslicher Bewertung als routinemaRige Serummarker fur die Diagnose einer Fibrose

bzw. Zirrhose bei HCV-Infektion zu etablieren.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund Mukoviszidose ist eine der hdufigsten genetischen Erkrankungen der
kaukasischen Bevolkerung. Ca. 30 % der Patienten entwickeln im Rahmen ihrer
Erkrankung eine Mukoviszidose assoziierte Hepatopathie (CFLD), die auch die
dritthdufigste Todesursache darstellt. Bis zum heutigen Zeitpunkt ist noch kein
geeigneter, nicht invasiver Parameter flr die routinemaBige Diagnostik einer CFLD
etabliert worden. Das Ziel der vorliegenden Studie war somit die Identifizierung
potentieller neuer Serummarker fiir die Detektion einer CFLD unter Einbezug und
Vergleich der Bestimmung der Lebersteife mittels transienter Elastographie.

Material und Methoden Das Kollektiv umfasste 45 Mukoviszidosepatienten, als
Kontrolle dienten 18 Patienten mit einer chronischen Hepatitis C Infektion. Aus dem
Kollektiv aller Mukoviszidosepatienten wurden je vier Patienten mit bzw. ohne CFLD
flr eine Proteome Profiler Analyse ausgewahlt und deren Serum auf insgesamt 220
Proteine analysiert. Die Expression von vier interessanten Proteinen wurde im Anschluss
bei allen 45 CF Patienten und den 18 HCV Patienten untersucht und verglichen.
Ergebnis Aus allen Proteinen der Proteome Profiler Analyse, die mindestens zweifach
erhoht oder erniedrigt im Serum nachweisbar waren, wurden TIMP-4, Endoglin, HGF
und Pentraxin 3 fir die weitere Analyse mittels ELISA ausgewahlt. Es konnte gezeigt
werden, dass die Expression von TIMP-4 und Endoglin im Serum von CFLD Patienten
signifikant erhéht und die Expression von Pentraxin 3 signifikant reduziert war. Im Serum
von HCV Patienten war die Expression von TIMP-4 und Endoglin bei Patienten mit einer
manifesten Zirrhose signifikant erhoht im Vergleich zu Patienten mit einer mittel- bis
hochgradigen Fibrose. Die Lebersteife war bei CFLD Patienten signifikant erhoht. Mittels
ROC-Analyse wurde der optimale Cut-Off-Wert fiir die Diagnose einer CFLD fiir TIMP-
4 bei 1603 pg/ml, fur Endoglin bei 8,6 ng/ml und fiir die Lebersteife bei 6,3 kPa ermittelt.
Sowohl TIMP-4 als auch Endoglin und die transiente Elastographie zeigten eine gute
diagnostische Performance fiir die Diagnose einer CFLD. Durch die Kombination der
drei Parameter nahmen die Sensitivitat und Spezifitat zu.

Schlussfolgerung TIMP-4 und Endoglin sind im Serum von CFLD Patienten signifikant
erhdht und weisen gute diagnostische Eigenschaften zur Detektion einer CFLD auf. Die
diagnostische Aussagekraft nimmt durch die Kombination mit der transienten
Elastographie weiter zu. Anhand der HCV Patienten konnte gezeigt werden, dass die

Expression der Serummarker mit dem AusmaR der Leberbeteiligung korreliert.
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6 Summary

Background Cystic fibrosis is one of the most common genetic diseases among the
Caucasian population. About 30 % of the patients develop a Cystic fibrosis associated
liver disease (CFLD) which is the third cause of death for patients suffering from Cystic
Fibrosis. Due to the fact that there is no established non-invasive sensitive diagnostic tool
for detecting CFLD, the aim of the study was to identify new experimental serum markers
and to compare their expression with liver stiffness, obtained by transient Elastographie.
Material and methods The cohort contained 45 patients with Cystic fibrosis and was
splitted in two groups, depending on the presence of CFLD. First, the serum samples of
two subgroups with and without CFLD were analysed for 220 proteins using four
different Proteome Profilers for the detection of chemokines, cytokines, soluble receptors
and for angiogenesis factors. Subsequently, the expression of four interesting proteins
was quantified by ELISA in the whole cohort. In order to compare the expression to the
degree of hepatic fibrosis, a cohort of 18 patients with hepatitis C infection served as
control. A liver biopsy of all patients in the control group was available.

Results Several proteins, at least two fold up- or down regulated could be identified by
the use of the proteome profilers. Four out of all regulated proteins were chosen for further
analyses. TIMP-4 and Endoglin were significantly upregulated und Pentraxin 3
significantly decreased in CDLD patients, compared to CF patients without CFLD. HGF
did not differ in the two groups. The comparison of HCV patient with cirrhosis to patient
with a moderate to severe fibrosis revealed a significant difference with higher values of
TIMP-4 and Endoglin in the group of patients with cirrhosis. The liver stiffness of CFLD
patients was significantly higher in CFLD patients than in CF Patients without CF. By
the use of a ROC-Analyse, the optimal Cut-Off-Wert for Endoglin was 8,6 ng/ml, for
TIMP-4 1602 pg/ml and for the stiffness of the liver 6,3 kPa. Endoglin as well as TIMP-
4 and the stiffness showed a high diagnostic accuracy for the detection of CFLD with
even better results by combining the transient Elastographie with TIMP-4 or Endoglin.
Conclusion TIMP-4 and Endoglin have a significantly higher expression in the serum of
patients with CFLD compared to CF patients without CFLD and both show a highly
diagnostic accuracy for the detection of CFLD. The combination of the serum marker
with transient Elastographie may have remarkable impact on the non-invasive diagnostic
of CFLD.
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7 Abkurzungsverzeichnis

Abkirzung Ausgeschriebenes Wort
A2M Alpha-2-Macroglobulin
ABC-
Transporter ATP-binding cassette Transporter
ACE Angiotensin-konvertierendes Enzym
ADAM A Disintegrin And Metalloproteinase
A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin
ADAMTS Motifs
ALCAM Activated leukocyte cell adhesion molecule
ALT Alanin-Aminotransferase
Ang Angiopoietin
APP Amyloid-Precursor-Protein
APRI AST-to platelet Ratio Index
APRI AST/Thrombozyten-Ratio Index
ARFI Acoustic Radiation Force Impulse
AST Aspartat-Aminotransferase
AUC Area under Curve
BACE Beta-secretase
BCAM Basal cell adhesion molecule
B-Mode brightness modulation
BMPR-IB Anti-Bone Morphogenetic Protein Receptor Type 1B
C Komplementkomponente
ClgR1 Complementcomponentl receptor 1
CALL Neural cell adhesion molecule L1-like protein
CCL Chemokine (C-C motif) ligand
CD Cluster of Differentiation
CDH5 VVE-Cadherin
CEACAM Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule
CFLD Cystic fibrosis associated liver disease
CFTR Cystic fibrosis transmenbrane conductance Regulator
COMP Cartilage oligomeric matrix protein
CRELD Cysteine-rich with EGF-like domain protein
CRP C reaktives Protein
CX3CL Chemokine (C-X3-C motif) ligand
CXCL Chemokine (C-X-C motif) ligand
CXCL1 Chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 (Fractalkine)
DIOS Distales intestinales Obstruktionssyndrom
dpi dots per inch
DPPIV Dipeptidyl peptidase-4
ECL Enhanced chemiluminescence
ECM Extracellular matrix protein
EGF Epidermal growth factor
EGFR Epidermal growth factor receptor
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EG-VEGF Endocrine-gland-derived vascular endothelial growth factor
EHL-Test Enhanced Liver Funktion-Test

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EpCAM Epithelial cell adhesion molecule

ErbB Epidermal growth factor receptor

ESAM Endothelial cell-selective adhesion molecule
FEV1 forcierte Einsekundenkapazitat

FGF Fibroblast growth factor

G-CSF Granulocyte-colony stimulating factor

yGT y-Glutamyltransferase

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Gp130 Glycoprotein 130

HB-EGF Heparin-binding EGF-like growth factor
HCC Hepatozelluldres Karzinom

HCV Hepatitis C Virus

HGF Hepatocyte Growth factor

HKA Haut-Kapsel-Abstand

HPRG Histidine-rich glycoprotein

HRP Horseradish peroxidase

1-309 Chemokine (C-C motif) ligand

ICAM Intercellular adhesion molecule

IFN Interferon

IGFBP Insulin-like growth factor-binding protein
IGLON Neurotrimin

IgM Immunglobulin M

IK Interne Kontrolle

IL Interleukin

IP Interferon gamma-induced protein

IQR Interquartil Range

I-TAC Interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant
ITGA Integrin alpha

ITGB Integrin Beta

JAG 1 Jagged 1 protein

JAM Junctional adhesion molecule

Kl Konfidenzintervall

kPa Kilopascal

LAP Leukocyte alkaline phosphatase

LOX Lysyl oxidase

LRP Low-density lipoprotein receptor-related protein
MAC-2BP Galectin-3-binding protein

MCAM Melanoma cell adhesion molecule

MCP Monocyte chemotactic protein

MD-1 Lymphocyte Antigen 86

MEPE Matrix extracellular phosphoglycoprotein
MIF Macrophage migration inhibitory factor
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MIP Macrophage inflammatory protein

MMP Matrix metalloproteinases

MP mittlere Pixeldichte

MRT Magnetresonanztomographie

MUCDHL Mucin and cadherin-like protein

MW Mittelwert

n.e. nicht erhoben

NAFL nicht alkoholischen Fettleber

NASH Fettleberhepatitis

NCAM Neural Cell Adhesion Molecule

NGAL Neutrophil gelatinase-associated lipocalin
NK Negativkontrolle

NrCAM Neuronal cell adhesion molecule

NRG1: Neuregulin 1

PAR1 Prader-Willi/Angelman region-1

PBS Phosphate buffered saline

PCAD P-Cadherin

PD-ECGF Platelet-derived endothelial cell growth factor
PDGF Platelet-derived growth factor

PF4 Platelet factor 4

PK Positivkontrolle

PLGF Placental growth factor

PODXL Podocalyxin-like protein 1

Pref-1 Preadipocyte factor 1

PTX3 Pentraxin 3

RECK Reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs
ROC Receiver Operating Characteristic

SD Standardabweichung

SDC Syndecan

SDF Stromal cell-derived factor

SEMA Semaphorin

SICAM Soluble intercellular adhesion molecule
SREC Scavenger receptor expressed by endothelial cell
STC Stanniocalcin

STREM-1 Soluble triggering receptor expressed on myeloid cells-1
TACE Tumor necrosis factor alpha-converting enzyme
TBR Serin-Treonin Kinase Rezeptor

TE Transiente Elastographie

TGF-B Transforming Growth Factors 3

TIG-2 Tazarotene-induced gene 2 protein

TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinases

TM Modus Time Motion Modus

TNFR Tumor necrosis factor receptor

TNF-a Tumor necrosis factor alpha

TROP Tumor-associated calcium signal transducer
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TSP Thrombospondin

UDCA Ursodeoxycholsaure

uPA Urokinase-type plasminogen activator
VAP Vascular adhesion protein

VC Vitalkapazitat

VCAM Vascular cell adhesion molecule
VEGF Vascular endothelial growth factor
VIM Vimentin

XCL1 Chemokine (C motif) ligand

BIG-H3 Transforming growth factor B-induced
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Anhang

Universitdlskiinikum Gieften und Marburg GmbH + Zentrum fiir Innere Medizin »
Schwespunkt Gastroenterclogie » Klinikstr, 33 + 35345 Gisflen «

TUKGM®

UNIVERSITATSKLINIKUM
GIESSEN UND MARBURG

Standort Gieften

Zentrum fiir Innere Medizin
Schwerpunkt Gastroenterologie
Leitung: Univ.-Prof. Dr. med, Elke Roeb

35392 GieBen, Klinikstr. 33
= 35385 Giefen
= (06 41) 985 -4 23 38(Sekretariat)

2 (06 41) 985 -4 23 39
Elke.Roeb@innere.med.uni-giessen.de

Gieflen, ,
Prof. Rol

Befundbogen: Hepatische Elastographie

Uberweiser:

Datum:
Erstuntersuchung:
Indikation:
Mukoviszidose
Hepatitis B:
Rechtesherzbelastung:
Andere:

Stiffness (kPa) :
IQR

Cs

Sucess

Procedere:

Untersucher: Univ.-Prof. Dr. med. E. Roeb

Folgeuntersuchung:

Hepatitis C:

NASH/ASH:
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UNIVERSITAT FACHBEREICH [ §/ |~
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GIESSEN MEDIZIN G o=
Zentrum fiir Innere Medizin=Schwerpunkt Gastroenterologie Medizinische Klinik u. Poliklinik 1
Univ.-Prof. Dr. E. Roeb=Klinikstr. 33. =35385 Giessen Zentrum far Innere Medizin
. -Gastroenterologie-
Studie - Internistische Intensivmedizin -
Friherkennung und Verlauf der Leberbeteiligung Roé-lfitungi Univ.- Prof. Dr. med. Elke
bei

[=] 35385 Gielen

@ (0641)985-42338

= (06 41)985-4 23 39

E-Mail:
Elke.Roeb@innere.med.uni-giessen.de

Mukoviszidose-Patienten und anderen chronisch
Lebererkrankten mittels Elastographie (Fibroscan)

Giessen,

Einwilligungserkléarung

Ich habe die Patienteninformation iber oben bezeichnete Studie gelesen und verstanden.

Uber Wesen, Bedeutung und Reichweite der Studie sowie meine Beteiligung mit ihren Risiken
bin ich durch Prof. Dr. Roeb und/oder deren Mitarbeiter mundlich aufgeklart worden. Nach
ausreichender Bedenkzeit gebe ich hiermit mein freiwilliges Einverstéandnis zur Teilnahme an
dieser Studie. Alle meine Fragen wurden ausreichend beantwortet. Ich willige ein, dass die
Ergebnisse der Elastographieuntersuchung sowie Serum fir Forschungszwecke verwendet
werden. Sollte es erforderlich sein, willige ich auch ein, 15 ml Blut (bei Kindern weniger) zur
Verfligung zu stellen.

Mir ist bewusst, dass ich diese Einwilligung jederzeit widerrufen kann, ohne das mir dadurch

Nachteile entstehen. Eine Kopie dieser Erklarung habe ich erhalten.

Giessen, den

Unterschrift Patient/-in oder
Gesetzliche/r Vertreter/-in

Giessen, den

Unterschrift Arzt/Arztin
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UNIVERSITATSKLINIKUM
GIESSEN UND MARBURG

Justus-Liebig Philipps-Universitat
Universitat Giessen Marburg
Standort Giessen

Universitstsklinikum GieRen und Marburg, Medizinische Klinlk 1l, Gastroenterologle,
Paul-Meimberg-Str, 5, 35325 Giellen et Py fesl, Eliasons

Medizinische Klinik Il, Gastroenterologie
Paul-Meimberg-Str. 5

Fatienteninformation zur Studi 35385 GieBen, GERMANY
Studie % (0641) 99 42338

g s & (0641) 99-42339
Friherkennung und Verlauf der

Leberbeteiligung bei Mukoviszidosepatienten eroeb@gmx.de
und anderen chronisch Lebererkrankten mittels Wwww.med.uni-giessen.de

Elastographie (Fibroscan) GieRen. 29. Mai 2008

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Bei Ihnen wird die Durchflihrung einer Elastographie der Leber mittels Fibroscan vorgenom-
men. Uber diese Untersuchung wurden Sie ausfuhrlich vorher aufgeklart, Die Elastographie-
Untersuchung der Leber dient der Unterstitzung von Diagnose und Betreuung von Leberpa-
tienten. Die Ergebnisse werden nur von leberspezialisten interpretiert, denen die Erkran-
kung des Patienten und der klinische Rahmen der Erkrankung bekannt sind. Die Untersu-
chung ist relativ ungefahrlich. Sie entspricht in etwa einer Sonographie (Ultraschall). Die
Fibroscan-Untersuchung sollte nicht angewendet werden bei anderen Organen als der Le-
ber, bei Patienten mit aktiven implantierten Vorrichtungen wie Herzschrittmacher, Defibrillator
oder Pumpen, auf Wunden, bei Schwangeren oder bei Patienten mit Aszites.

im Schwerpunkt Gastroenterologie der Justus-Liebig-Universitat Giessen werden chronische
L ebererkrankungen hinsichtlich des Risikos der Entwicklung einer Fibrose oder Zirrhose hin
arforscht. Zu diesem Zweck bitten wir Sie heute um die zusstzliche Entnahme einer geringen
Menge Serum Gber den kiinischen Zweck hinaus. Es werden keinerlei kommerzielle Ziele
verfolgt. Vielmehr dient diese Forschung dazu, in Zukunft bessere Ratschlage bezlglich
Diagnostik, Medikamentengabe und —dosierung bei bestimmten Leber-Erkrankungen geben
zu kdnnen.

lhr Einverstandnis ist freiwillig: nach Einwilligung in die Teilnahme zan dieser Studie ist es
jederzeit moglich, diese Einwilligung teilweise oder ganz zu widerrufen, ohne dass lhnen
fiieraus Nachteile entstehen. Etwaige weitere Fragen richten Sie bitte an Ihren behandeinden
Arzt, der Sie mundlich aufklaren wird.

Wir danken fur thre Mitarbeit.

Das Team der Gastroenterologie

Univ.-Prof. Dr. med. Elke Roeb
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