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Genderhinweis

Allein aus Griinden der besseren Lesbarkeit wurde im Text die médnnliche
Sprachform gewéhlt und auf die gleichzeitige Verwendung weiterer Formen

verzichtet. Simtliche Personenbezeichnungen gelten fiir alle Geschlechter.



Einleitung

1  Einleitung

Die zystische Fibrose (cystic fibrosis, CF) ist eine autosomal-rezessiv vererbte
Stoffwechselerkrankung. Bei homozygoter Erbfolge liegt eine Dysfunktion bzw. ein
Mangel des epithelialen lonenkanals Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator (CFTR) an sdmtlichen exkretorischen Sekretionszellen des Korpers vor. Die
Sekrete der besagten Driisen weisen eine erhohte Viskositdt auf und konnen durch
Obstruktion zur Schidigung des jeweiligen Organs flihren.

Im deutschsprachigen Raum ist diese Erkrankung seit ihrer Erstbeschreibung (1938) als
Mukoviszidose bekannt (lat.. mucus ,der Schleim® und viscidus klebrig® oder
,zahfllissig®).

Die zystische Fibrose ist eine organiibergreifende Erkrankung, die neben Lunge und
Leber auch das urogenitale System, das Pankreas, den Diinndarm und die Schwei3driisen
befillt [57, 142, 228].

Trotz intensiver Forschung ist es bis heute nicht gelungen ein Heilverfahren fiir die, im
Falle einer Nichtbehandlung, letal verlaufende Erkrankung zu finden. Es konnten
Teilerfolge erzielt und dadurch die eingeschrankte Lebenserwartung und Lebensqualitit
der CF-Patienten verlédngert bzw. verbessert werden.

Zielfiihrend fiir diese Teilerfolge ist eine frithzeitige Diagnosestellung der grundlegenden
Stoffwechselerkrankung mit sofortiger Therapieeinleitung [185].

Neben dem Lungenbefall hat eine Leberbeteiligung (/iver disease, LD) bei CF (CFLD)
einen entscheidenden Einfluss auf die Morbiditdit und Mortalitit. Wird die
Leberbeteiligung klinisch auffillig sowie durch Laborparameter und Sonografie
bestitigt, kann der bereits aufgetretene erhebliche Leberschaden durch sofortige
Therapieeinleitung im besten Falle nur in seiner Progredienz aufgehalten, nicht aber
behoben werden.

Solange es noch keine geeigneten Heilverfahren der Leberbeteiligung bei CF gibt, muss
es das Ziel der Forschung sein, eine frithzeitige Diagnose der CF und insbesondere der
CFLD zu gewidhrleisten. Durch eine sofortige Therapieeinleitung vor Symptomeintritt
kann die Lebenszeit und Lebensqualitdt der zumeist jugendlichen Patienten signifikant

verlangert bzw. verbessert werden.
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1.1 Historische Entwicklung

,»Wehe dem Kind, das beim Kuss auf die Stirn salzig schmeckt,

es ist verhext und muss bald sterben.““[200]

Mit diesem Satz beschrieb J.X. Pfyffer bereits 1848 die Problematik, die sich mit dem
Krankheitsbild der zystischen Fibrose verbindet: Eine schwierige Diagnosestellung mit
zugleich ungiinstiger Prognose [200].

Die ersten Beschreibungen des klinischen Bildes der zystischen Fibrose, wie ,,salzig
schmeckende Kinder* [29], lassen sich bis in das Mittelalter zuriickverfolgen. Es wurde
von einem ,,verhexten Krankheitsbild“[29] berichtet [29].

1595 beschrieb der niederldndische Professor fiir Anatomie und Botanik, Peter Pauw, in
seinem Obduktionsbericht iiber ein elfjdhriges, damals scheinbar verhextes Maddchen
erstmalig iiber das Phidnomen des ,,geschwollenen und verhérteten sowie weilllich
schimmernden Pankreas® [115].

Zwischen dem 16. und 19. Jahrhundert erschienen weitere Berichte iiber derartige
Hinweise wie vermehrtes Auftreten von Steatorrhd und Mekonium-Komplikationen in
Verbindung mit einer Pankreasinsuffizienz [26-28, 222].

1905 publizierte Karl Landsteiner die erste Beobachtung einer Pankreatitis bei
Mekoniumileus anhand einer Obduktion eines nach fiinf Lebenstagen verstorbenen
Maidchens mit aufgetriebenem Abdomen. Der ,,eingedickte Glaserkitt* [154] gilt seitdem
als pathognomonisch fiir die zystische Fibrose [115, 154, 205]. Damals wurden diese
Symptome von zahlreichen Forschungsgruppen als ,,z0liakisches Syndrom‘ bezeichnet.
Sie beobachteten bei betroffenen Sduglingen mit Mekoniumileus eine hdufig familidr
gebundene Koinzidenz der Lungenbeteiligung [15].

Guido Fanconi und Kollegen beschrieben 1936 erstmalig den Zusammenhang des
,Zoliakiesyndroms bei angeborener zystischen Fibromatose (Bindegewebswucherung)
des Pankreas mit Bronchialbeteiligung* [77].

1938 spezialisierte sich die US-amerikanische Pédiaterin und Pathologin Dorothy
Andersen auf Gewebeverdnderungen des Pankreas und weiterer Organe mit
Schleimdriisen. Sie grenzte diese Verdnderungen eindeutig von der vermuteten
Verkniipfung mit einer Zoliakie ab und betitelte diese erstmalig als eigenstidndiges

Krankheitsbild der sogenannten ,,zystische Fibrose* [3, 169, 280].
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1944 fiihrte der Pathologe Sidney Farber die genannten Symptome auf eine systemische
Erkrankung zuriick, welche eine Storung der exokrinen Driisen verursacht. Farber
etablierte den Terminus ,,Mukoviszidose®. Dieser setzt sich bis heute, abgesehen vom
englischsprachigen Raum, in vielen Landern durch [78, 79]. Zwecks Einheitlichkeit wird
in dieser Arbeit von zystischer Fibrose bzw. cystic fibrosis (CF) gesprochen.

1946 wiesen Andersen und Hodges nach, dass es sich bei der zystischen Fibrose um eine
genetische =~ Mutation, speziell um eine autosomal-rezessive  vererbbare
Stoffwechselerkrankung, handelt [4].

Die erhohte Elektrolytkonzentration (insbesondere Chlorid) im Schweil3 der betroffenen
Patienten entdeckten 1953 Sant’Agnese und Kollegen. 1959 galt diese Entdeckung fiir
Gibson et al. als das Fundament fiir die Entwicklung des Pilocarpin-lontophorese-
Schweilltests. Dieser Test stellt bis heute den Goldstandard der CF-Diagnostik dar [53,
232].

1981 publizierten Knowles et al. folgende plausible Erkldrung fiir diesen erhohten
Elektrolytgehalt: Ein abnormer Spannungsunterschied wird von einer erhdhten Natrium-
Ionen (Na")-Aufnahme des dysfunktionalen respiratorischen Epithels erzeugt. Daraus
resultiert ein osmotischer Entzug von Wasser und eine erhohte Viskositdt des Mukus.
Dies erklart wiederum die erhohte Affinitdt zu Bakterien [144, 145].

1983 konnte diese Theorie durch Quinton ef al. bestétigt werden. Sie stellten an der
Membran isolierter Schweidriisenausfithrungsgidnge der betroffenen CF-Patienten eine
niedrige Permeabilitét fiir Chloridionen fest. Die Sekretion von Chlorid ist damit nicht
mehr  ausreichend moglich, sodass die Chlorid-Konzentration in dem
Schweilldriisenkanal ansteigt. Das Sekret besitzt somit keine osmotisch wirkenden
Chloridionen, woraus eine hohe Viskositit resultiert [204, 205]. Bei der nun teilweise
aufgekldrten Pathophysiologie gab es allerdings noch keine molekulargenetischen
Kenntnisse iiber die autosomal-rezessive Erkrankung. Zahlreiche Forschungsgruppen
versuchten eine molekulargenetische Funktionsbestimmung des identifizierten Gens zu
finden [115].

1985 entdeckten Eiberg ef al. und Knowlton et al. mithilfe von bestimmten Markern bei
padiatrischen CF-Patienten ein hochfrequent gehéuftes Auftreten von polymorphen
Serum-Paroxinasen und einen Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus, welche mit
dem CF-Gen verkniipft waren [74, 147]. Noch im selben Jahr erweiterten Tsui et al. die
Kopplungsanalyse sowie die Genkartierung von Knowlton ez al. auf dem langen Arm von

Chromosom 7 (7q31) [147, 205, 258].
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1989 publizierten u.a. Rioardan et al. die Identifizierung sowie Klonierung des
Genprodukts mittels sogenannter Chromosomenwanderung. Diese Methodik dient der
Charakterisierung langer genomischer DNA-Abschnitte. Die Identifizierung und
Klonierung des Genprodukts gelten als Meilenstein der CF-Forschung. Das identifizierte
Membranprotein wurde als ,,Cystic Fibrosis Transmembran Conductance Regulator
(CFTR)* bezeichnet [133, 215, 224]. Bei nahezu jedem Patienten, der unter den
verschiedenen klinischen Symptomen der zystischen Fibrose litt, konnte eine Lésion auf
diesem CFTR-Gen nachgewiesen werden.

1991 wiesen Anderson et al. nach, dass es sich bei dem Produkt CFTR um einen
Adenosin-3', 5'-Monophosphat (cAMP)-regulierten Chloridkanal handelt. Eine Mutation
der Lysine an den Positionen 95 oder 335 hin zu sauren Aminoséuren verdnderte die
Selektivitit des Kanals. Andersons Untersuchungen legten nahe, dass CFTR ein cAMP-
regulierter Chloridkanal ist und dass die Lysine an Position 95 und 335 die
Anionenselektivitdt bestimmen [5].

1992 widerlegten Bear et al. die Theorie, dass es sich bei dem CFTR-Protein um einen
Regulator handelt und lieferten den ersten sicheren Beweis fiir einen mutierten cAMP-

abhéngigen Chloridkanal [12].

1.2 Epidemiologie und Atiologie

Die zystische Fibrose erreicht weltweit unterschiedliche Inzidenzen.

In der kaukasischen Bevolkerung ist die CF mit einer Inzidenz von etwa 1:2500 der
Lebendgeburten die héufigste lebenslimitierende autosomal-rezessiv — vererbte
Stoffwechselerkrankung [59, 212]. Die Inzidenz in Deutschland betrdgt etwa 1:3200-
4800, wahrend die zystische Fibrose in anderen Volkergruppen weniger héufig vertreten

1st:

e amerikanische Bevolkerung 1:3500

e afrikanische Bevolkerung ca. 1:7000

e asiatische Bevolkerung (unterdiagnostiziert) ca. 1:4000-350000 [179, 183, 242,
244, 281]
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Die weltweite Pravalenz belduft sich auf iiber 70000 Individuen [40, 194]. In dem
aktuellen Deutschen Mukoviszidose-Register (Stand 24.04.2020) sind 6340 CF-Patienten

gelistet. Zu diesen kommen jéhrlich ca. 300 Neugeborene hinzu [184].

Bis heute sind iiber 2085 verschiedene Mutationen bekannt, welche die CFTR-
Produktion, -Funktion oder -Stabilitét beeintrichtigen. Die Anzahl der Sequenzvarianten
nimmt kontinuierlich zu [21]. Die hiufigste CF-verursachende Mutation ist die AF508-
Mutation, auf die spiter ndher eingegangen wird (siche Kapitel 1.3). Weltweit besitzen
etwa 90% der CF-Patienten diese Verdnderung an mindestens einem CFTR-Allel. Gemif
des letzten Updates des ,,Patient Registry Annual Data Report (2018)“[57] von der Cystic
Fibrosis Foundation (USA) sind 44,2% der CF-Patienten homozygot fiir die AF508-
Mutation [21, 57].

In der kaukasischen Bevolkerung ist eine Heterozygotenfrequenz von bis zu 1:20 zu
beobachten. Durch den autosomal-rezessiven Erbgang besteht folglich fiir ein Kind,
dessen Eltern beide heterozygote Merkmalstrager sind, eine 25%ige Wahrscheinlichkeit,
homozygot zu sein und eine zystische Fibrose zu entwickeln [169, 240].

Bei 2940 (46,4%) der in Deutschland gelisteten CF-Patienten wurde eine homozygote
AF508-Mutation nachgewiesen. Die Genotypisierung ergab bei 2504 (39,2%) der CF-
Patienten eine Heterozygotie fiir die AF508-Mutation. In der gesamten deutschen

Bevolkerung kommen ca. 5% heterozygote Merkmalstrager vor [177, 184].

Noch bevor die zystische Fibrose von anderen Stoffwechselerkrankungen klar
abzugrenzen war (1938), wurde die Lebenserwartung ab dem Zeitpunkt der Diagnose auf
nur sechs Monate geschitzt [60]. Aufgrund des von Gibson ef al. etablierten Pilocarpin-
Iontophorese-Schweif3tests und der weiteren Fortschritte in der Genanalyse konnte die
Diagnostik und damit die gezielte Therapie verbessert werden. Gemdl3 des aktuellen
Deutschen Mukoviszidose-Registers [184] betrdgt in Deutschland das mediane
Sterbealter der CF-Patienten 33 (17-58) Jahre. Eine tendenzieller Anstieg der
Lebenserwartung ist zu beobachten [53, 60, 184].

Bei der 1995 erstmalig erstellten bundesweiten Querschnittsanalyse wurde im Rahmen
der CF-Diagnose nur bei knapp 40% der Neugeborenen innerhalb des ersten Lebensjahres
eine zystische Fibrose diagnostiziert [247].

Nachdem in Deutschland 2016 das Neugeborenen-Screening zur Diagnose der zystischen

Fibrose eingefiihrt wurde, stieg die Rate der Diagnosen im ersten Lebensjahr aktuell auf
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68% an. Damit konnte die Therapie frither eingeleitet und eine Verbesserung der
Prognose erzielt werden [68, 109, 184].

Die Leberbeteiligung bei zystischer Fibrose (CFLD) ist eine weit verbreitete und
bekannte Komplikation. Je nach Diagnostik wird die CFLD bei bis zu 2/3 der
padiatrischen bzw. erwachsenen CF-Patienten erkannt [17, 149, 153].

Nach wie vor gilt die Leberbeteiligung als die dritthdufigste Todesursache der CF-
Patienten, die laut Studien bei iiber 30% der Pateinten und Patientinnen in der ersten
Lebensdekade eintritt. Aus diesem Grund ist die frithestmdgliche Diagnosestellung fiir

den Krankheitsverlauf entscheidend [47, 142, 153, 156].

1.3 Pathophysiologie der CFTR-Mutation

Die Pathophysiologie der CF ist auf die Mutation eines Gens zuriickzufiihren, welches
den epithelialen Ionenkanal CFTR — ein aus 1480 Aminosduren bestehendes Protein —
codiert [133]. Die Mutation befindet sich auf dem langen Arm des Chromosoms 7, Locus
7q31-32. Das Gen codiert fiir ein integrales, membranstiandiges Protein, das den cAMP-
regulierten lonenkanédlen sowie den (ABC)-Transportern zuzuordnen ist, deren
gemeinsames Strukturelement eine Adenosintriphosphat-bindende-Kassette ist [133,
215, 224].

Abbildung 1.1 zeigt schematisch den Aufbau des CFTR-Kanals. Der eigentliche
Transportkanal umfasst zwei Untereinheiten (MSD 1 und 2), die jeweils aus sechs
Transmembrandominen bestehen. Fiir den erfolgreichen Chloridtransport muss eine
Aktivierung der regulatorischen (R-) Doméne mittels Phosphorylierung durch eine (in
Abbildung 1.1 nicht dargestellte) Proteinkinase A erfolgen. Die zwei ATP-abhidngigen
Nukleotid-Bindedominen (NBD1 und 2) liefern durch die Spaltung von ATP die ndtige
Energie fiir den Pumpvorgang [36, 262]. Neben der Chlorid-Sekretion stellt der
Bikarbonattransport eine weitere Funktion des CFTR-Kanals dar, welcher der

Aufrechterhaltung des osmotischen Gradienten und der pH-Regulation dient [148, 230].
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Abbildung 1.1 Schematische Darstellung des CFTR-Kanals, modifiziert nach [221]

Abkiirzung: MSD = membran spanning domain; H2N = Amino-Terminus; COOH = Carboxy-Terminus;
NBD = Nukleotid-Bindedoméne; ATP = Adenosintriphosphat; ADP = Adenosindiphosphat; Pi = Phosphat-
Ionen; R-Domine = regulatorische Doméne

Seit des letzten Updates der Cystic Fibrosis Mutation Database sind 2085 verschiedene
CFTR-Mutationen bekannt [223]. Laut des WHO-Reports [267] und der Leitlinie zur
Molekulargenetischen Diagnostik der zystischen Fibrose [250] sowie des Deutschen
Mukoviszidose-Registers [184] sind europaweit 22-87% und deutschlandweit iiber 70%
der Mutationen der AF508 zuzuordnen [184, 223, 250].

AF508 ist das Kiirzel flir die Mutation, welche auf eine spezifische Deletion, In-Frame-
Deletion (A), von drei Basenpaaren im Exon 10 zuriickzufiihren ist und sich in dem
Wegfall eines Phenylalaninrests (F) an der Aminosédureposition 508 dullert [58, 133, 148,
272].

Die physiologische Funktion des CFTR-Kanals in den exokrinen Epithelzellen, die
Sekretion von Chlorid- und Natriumionen, ist durch die Mutation nicht mehr gegeben.
Aus dieser verringerten Konzentration resultiert der kritisch verminderte osmotische

Effekt, welcher zu einem reduzierten Wassergehalt des jeweiligen Sekrets fiihrt.
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Es folgt die Bildung eines zdhen Mukus mit extrem hoher Viskositidt, welcher den

perfekten Nihrboden fiir eine Infektion bildet [266].

1.4 Klinisches Bild und Symptome der CF

Das Erscheinungsbild der zystischen Fibrose ist vielseitig und wechselhaft, weswegen
klare Manifestationsorte sowie -zeitpunkte nicht vorliegen. Wiahrend bei einigen
Patienten iliber Jahre ein asymptomatischer Verlauf zu beobachten ist, sind bei Séduglingen
und pidiatrischen Patienten teilweise bereits schon friithzeitig klinische Auffélligkeiten
zu finden. Typische Symptome konzentrieren sich auf eine pulmonale, hepatische oder
pankreatische Beteiligung [185].

Symptome bei pulmonaler Manifestation sind rezidivierende Pneumonien, atypisches
Asthma, wiederkehrendes Giemen oder Keuchen (wheezing), Dyspnoe und thorakaler
Schmerz. Eine hepatische und/oder pankreatische Beteiligung dul3ert sich meist in einem
Mekoniumileus (7-10%), intestinaler Obstruktion, chronischer Diarrhd, Steatorrhd,
Flatulenzen, abdominalen Schmerzen, gastrointestinalen Blutungen, Juckreiz, Diabetes
mellitus und Malnutrition verbunden mit Wachstumsstérungen [105, 240].

Eine Lungenbeteiligung bei zystischer Fibrose geht mit einer bis zu 85%igen Morbiditéts-
sowie Mortalitdtsrate einher und reprdsentiert somit die Hauptmanifestation dieser
Erbkrankheit [83, 174].

Durch die verringerte Viskositit des Mukus wird eine persistierende Entziindung der
Lungenanteile herbeigefiihrt, welche Destruktionen und Geweberemodeling provozieren.
Dadurch wird die mukozilidre Reinigung bzw. der Abtransport (Clearance) gehemmt und
folglich die Ausschwemmung von Bakterien (z.B. aus den Atemwegen) verringert [96,
225]. Die so geschédigte und infizierte Lunge ist sehr empfanglich flir endobronchiale,
bakterielle Infektionen mit u.a. Pseudomonas aeruginosa und/oder Burkholderia
cepacia-Komplex. Irreversible Bronchialobstruktionen, -ektasien oder sogar endgiiltiges
Lungenversagen konnen die Folge sein [85, 150]. Die Patienten klagen {iber
episodenhaften, teilweise produktiven Husten, verbunden mit Gewichtsverlust, Anorexie
und Fatigue. Dieser Symptomkomplex wird als ,,pulmonale Exazerbation* bezeichnet
[83].

Eine Beteiligung des Urogenitalsystems kann sich in einer verschobenen und/oder

ausbleibenden  Ausbildung von sekunddren Geschlechtsmerkmalen  zeigen.
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Ein Hodenhochstand oder eine Hydrozele werden beim ménnlichen Geschlecht
beobachtet, wihrend beim weiblichen Geschlecht meist eine Amenorrho vorliegt. Zudem
liegt aufgrund der moglichen fehlenden Anlage der Vasa deferentes beim ménnlichen
Geschlecht hiufig eine Sterilitit oder Infertilitit vor. Die Fertilitit bei weiblichen
Patienten kann jedoch wuneingeschrinkt bleiben. Des Weiteren weist die

Nasenschleimhaut neben einer Rhinitis Nasenpolypen auf [240].

1.5 Diagnostik der CF

Die Diagnose der CF ist beziiglich einer Verbesserung der Prognose so frith wie moglich
zu stellen. Je frither die Diagnose CF gestellt wird, desto eher kann die Therapie
eingeleitet und damit die Prognose verbessert werden.

Laut der 026/023-S2-Konsensus-Leitlinie ,,Diagnose der Mukoviszidose™ [185] und der
Handlungsempfehlung nach Néhrlich et a/. [186] miissen fiir die Diagnose der zystischen
Fibrose mindestens ein ,,diagnostischer Hinweis* [185] und ein Nachweis der CFTR-
Funktionsstorung vorliegen [185, 186].

Unter ,, diagnostischer Hinweis “ ist Folgendes zu verstehen:

e cin positives Ergebnis im Neugeborenenscreening,

e klinische Hinweise wie chronische sinopulmonale, gastrointestinale
Erkrankungen, das Salzverlustsyndrom oder eine genitale Erkrankung wie die
obstruktive Azoospermie,

e cine positive Familienanamnese mit Geschwistern, die an CF erkrankt sind [185].

Die CFTR-Funktionsstérung kann mittels Nachweis von zwei CF-zugrundeliegenden
CFTR-Mutationen, erhohter Schweillchloridwerte von >60 mmol/l in mindestens zwei
unabhidngigen Messungen sowie mittels nasaler Potentialdifferenz (NPD) oder
intestinaler Kurzschlussstrommessung (ICM) erkannt werden [16, 145, 185].

Um die Hospitalisierungsrate zu senken und die Prognose der CF-Patienten zu
verbessern, ist eine frithestmogliche Diagnose Voraussetzung [41].

In Abbildung 1.2 ist die Handlungsempfehlung als Algorithmus bei klinischem Verdacht
auf CF anschaulich dargestellt.



Einleitung

( Initialverdacht J

- Klinische Hinweise auf CF
- Geschwister mit CF
- Neugeborenenscreening
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Abbildung 1.2 Algorithmus der Handlungsempfehlung zur CF-Diagnose, modifiziert nach [186, 268]

Abkiirzungen: CF = zystische Fibrose; CFTR = Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator;
NaCl = Natriumchlorid; ICM = intestinale Kurzschlussstrom-Messung; NPD = nasale Potentialdifferenz-
messung
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1.5.1 Klinische Diagnostik

Die klinisch gestellte CF-Diagnose wird nur als Arbeitsdiagnose verstanden, da der
Nachweis klinischer Manifestationen von CF krankheitshinweisend aber nicht
krankheitsdefinierend ist. Erst nach Einsatz apparativer Diagnostika bzw. Labortechniken

kann die klinisch gestellte Arbeitsdiagnose bestitigt oder verworfen werden [268].

1.5.2 Neugeborenen-Screening

Noch bevor typische Symptome einer CF auftreten, kann die CF durch das seit 2016
erweiterte Neugeborenen-Screening (NBS) mittels einer effektiven, effizienten und
wenig invasiven Messung erkannt werden. Damit wurde bereits eine
Prognoseverbesserung fiir die betroffenen Patienten erreicht [109, 268]. Bis zur
Einfilhrung des NBS fiir Mukoviszidose wurde nur bei 55% (Stand 2015) der
Neugeborenen innerhalb des ersten Lebensjahrs ein Screening durchgefiihrt. Auch sind
nur klinisch auffillige Patienten oder von CF betroffene Verwandte auf genetische
Veranderungen getestet worden [183, 283].

Die héufigsten Screeningverfahren lassen sich in zwei Schritte einteilen, bei welchen
jeweils das Pankreasenzym Immunreaktives Trypsin (IRT) im Kapillarblut des
Neugeborenen mit einer hohen Sensitivitit (85,7%) und hohen Spezifitit (99,8%) als
Initialmessung bestimmt wird [99, 183].

Die Ergebnisse sind wie folgt einzuordnen:

e >990. Perzentile: positiv
e 99-99.9. Perzentile: weitere Tests folgen zur Validierung

e <99. Perzentile: negativ

Bei unklar erhohten IRT-Werten bieten sich weitere Moglichkeiten zur Validierung wie
der IRT/DNA-Test, die IRT/IRT-Methode oder das IRT/PAP-Verfahren an.

Im IRT/DNA-Test folgt nach unklar erhhten IRT-Werten die genetische Analyse fiir die
in Deutschland hdufigsten 31 CFTR-Mutationen. Die IRT/IRT-Methode beinhaltet eine
Wiederholung der IRT-Messung nach zwei Wochen [183, 217, 275].

11
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In einem weiteren Verfahren, der sogenannten IRT/PAP, schlief8t sich nach einem erhdht
gemessenen IRT-Wert die Messung des Pankreatitis-assoziierten Proteins (PAP) zur
Validierung des Testergebnisses an [244].

Positiv pradiktive Werte (PPV) liegen bei diesen Verfahren allerdings nur bei unter 20%.
Demnach kann nur bei jedem filinften Kind mit kontrollbediirftigen Werten auch
tatsdchlich die zystische Fibrose nachgewiesen werden [268]. Ein zeitnaher Schweif3test

(Pilocarpin-Iontophorese-Test) ist zur Validierung des Testergebnisses erforderlich [81].

1.5.3 Der Schweil3test

Bei auffilligem Neugeborenenscreening, klinischen Symptomen oder positiver
Familienanamnese, schliet sich in dem CF-Diagnose-Algorithmus der Schweil3test als
Bestétigung, aufgrund der hdufig falsch positiven Ergebnisse der vorab genannten
Verfahren, an [81, 268].

Der Schweilltest ist ein kostenglinstiger, nicht-invasiver und auch von Neugeborenen gut
tolerierbarer Test, welcher eine 96,5%ige Sensitivitit sowie eine 99%ige Spezifitit
aufweist. Der Schweillitest ist somit die Messmethode der Wahl [16, 183]. Die
Probenentnahme, Aufbereitung sowie quantitative Analyse erfolgen nach Angaben der
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)-Leitlinie [158].

Grundlegend beruht der von Gibson und Cooke (1959) etablierte Schweilltest auf dem
Nachweis des erhohten Gehalts von Natrium- und Chloridionen im Schweif3 der Patienten
[95, 180]. Die Hautstimulation erfolgt nach fiinf Minuten durch das
Parasympathomimetikum Pilocarpin per lontophorese. Die Chloridkonzentration wird
nach 30 Minuten durch einen sogenannten Chloridometer an zwei verschiedenen
Hautstellen gemessen [152].

Laut der CF Foundation Consensus-Leitlinie [131] sind die Ergebnisse wie folgt zu

bewerten:

e <29mmol/l:  Normalbereich (CF unwahrscheinlich)
e 30-59 mmol/l: Kontrollbereich (weitere CF-Diagnostik erforderlich)
e >60mmol/l:  Diagnose CF (Diagnosesicherung per

molekulargenetischer Diagnostik)

12
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1.5.4 Genetische Diagnostik

Die genetische Diagnostik schlieBt sich erst bei unklarem (Na'-Konzentration 30-59
mmol/l) oder auffilligem (Na"-Konzentration >60 mmol/l) Befund im Schweilitest an
[16, 80]. Bei Schweillitest-Werten von >60 mmol/l dient die molekulargenetische
Diagnostik der Diagnosesicherung. Werte im Kontrollbereich (Na"-Konzentration 30-59
mmol/l) werden durch den molekularen Nachweis von mindestens zwei CFTR-
Mutationen in trans-Isomerie als sichere Diagnose angesehen [185, 186].

Laut des deutschen Gendiagnostikgesetzes [25] sowie der S2-Leitlinie Humangenetischer
Diagnostik [65] wird fiir die genetischen Untersuchungen eine Aufkldrung sowie eine
genetische Beratung der Patienten vorausgesetzt [25, 65, 185]. Die pradiktive genetische
Untersuchung bei Eltern von Patienten mit bereits nachgewiesener CFTR-Mutation ist
als Diagnosesicherung der vermuteten kombinierten/komplexen-Heterozygotie oder
Homozygotie des CF-Patienten indiziert [25, 185]. Hingegen ist eine allgemeine
Heterozygotentestung bei gesunden Kindern nicht vorgesehen [25]. Nach aktuellen
Angaben der Clinical and Functional Translation of CFTR (2020) [40] und der Cystic
Fibrosis Mutation Database (2011) [223] sind von den 2085 verschiedenen CFTR-
Mutationen nur 352 fiir eine krankheitsverursachende Mutation aufgelistet [40, 223].
Die Haufigkeitsverteilung der unterschiedlichen Mutationen steht u.a. in einer
Abhiangigkeit zu der Ethnizitdt, welche z.B. in dem WHO-Report von 2004 aufgefiihrt
ist. Der Grofiteil der in Deutschland nachgewiesenen Mutationen mit einer Haufigkeit

von >1% sind: AF508, N1303K, G542X, R553X, G551D und R347P [39, 267].

1.5.5 Elektrophysiologische Diagnostik

Patienten, bei denen keine klaren Ergebnisse zur Diagnosesicherung aus dem
Neugeborenen-Screening, Schweifitest (Kontrollbereich von 30-59 mmol/l) und aus der
genetischen Untersuchung (fehlender Nachweis von mindestens zwei Mukoviszidose-
verursachenden CFTR-Mutationen) hervorgehen, werden elektrophysiologischen
Untersuchungen unterzogen [31, 80, 185].

Fiir diese elektrophysiologische Diagnostik bietet sich die nasale Potentialdifferenz
(NPD)-Messung und Intestinale Kurzschlussstrom-Messung (ICM) als mdgliche
Differenzierungsmafinahme zwischen ,,CF positiv* und ,,CF unwahrscheinlich* an [16,

80, 98, 176].

13



Einleitung

Beide Messungen basieren auf bioelektrischen Potentialdifferenzen in chloridfreier
Losung, welche durch Inhibierung von epithelialen Natriumkanélen durch Amilorid und
der Stimulation von cAMP-abhédngigen CFTR-vermittelten Chloridtransportern erzeugt
werden. Diese Differenzen ergeben Aufschluss auf die CFTR-Funktion [11, 38, 173,227,
238].

Die NPD-Messung erfolgt in vivo zwischen einer kutanen Referenzelektrode und einer
auf dem respiratorischen Epithel der inferioren Nasenmuschel platzierten Elektrode. Es
wird die Chloridsekretion in Ruhe und in Reaktion auf Stimulatoren des Chloridkanals
(Isoproterenol, einem B-Agonisten und Noradrenalin-Derivat) gemessen [146]. Anhand
der ICM wird die bioelektrische Potentialdifferenz ex vivo an fiinf bis sechs
oberflichlicher Rektumschleimhaut-Biopsien unter Zugabe von Chloridkanal-
Aktivatoren (IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin) und Forskolin) berechnet [11, 38, 227,
238].

Die Kombination aus beiden Ergebnissen erwies sich als bester Testparameter fiir die

CFTR-Funktionsbestimmung [11].

1.6 CF-assoziierte Leberbeteiligung

Die zystische Fibrose (CF) assoziierte Leberbeteiligung (CFLD) ist mit einer Mortalitét
von aktuell 3,4% (2018) verbunden und stellt nach der Lungenbeteiligung und den
Komplikationen nach einer Organtransplantation die dritthdufigste Todesursache der CF
dar [57, 142, 228].

CFLD weist eine Vielzahl von hepatobilidren Abnormalitéten auf, bei denen die bilidre
Zirrhose am relevantesten ist. Dies ist auf ihre hepatische Ausbreitung von initial fokal
zu multilobulér zuriickzufiihren. Eine daraus resultierende portale Hypertension (PHT)
mit weiteren klinischen Komplikationen ist moglich [17, 62]. Klinische Zeichen sind
erhohte Leberenzyme, neonatale Cholestasen und Cholangiopathien [128]. Die Pravalenz
der CFLD erreicht einen Anteil von 2 bis 68% der CF-Patienten, bei denen biochemische
und/oder sonografische Nachweise einer Leberbeteiligung bereits in der ersten

Lebensdekade festzustellen sind [17, 44].
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1.6.1 Pathophysiologie der Leberbeteiligung bei CF

Der CFTR-Kanal ist in der Leber an der apikalen Membran des bilidren Epithels und der
Cholangiozyten lokalisiert. Dieser Kanal reguliert durch die bilidre Chloridsekretion und
den daraus entstehenden osmotischen Effekt den Gallenfluss [43, 137]. Ist diese Funktion
gestort oder nicht gegeben, kommt es zu einer abnormalen Muzinproduktion, was in einer
Akkumulation und einer Ausfillung der hyperviskdsen (zdhen) Gallenfliissigkeit
resultiert [167, 196]. Die eingedickte, konzentrierte und damit toxische Gallenfliissigkeit
in den Gallengéngen provoziert rezidivierende Entziindungen in den Cholangiozyten und
Hepatozyten [69]. Die Verlegung der Gallenginge und die Akkumulation der
Entziindungsmediatoren der eosinophilen Granulozyten sind frithe, zytologische
Merkmale, die bei Sduglingen und Kindern mit zystischer Fibrose nachzuweisen sind
[190]. Die rezidivierenden Schidigungen auf zelluldrer Ebene aktivieren mutmaBlich die
Kupfferzellen sowie die hepatischen Sternzellen (frither Itozellen genannt). Diese Zellen
synthetisieren daraufthin vermehrt profibrinogene Zytokine (z.B. der transformierende
Wachstumsfaktor beta (TGF-)), was eine vermehrte Kollagensynthese zur Folge hat und
in einer Leberfibrose oder im weiteren Verlauf in einer -zirrhose enden kann [162, 167,
243].

Dem gegeniiber steht die Absorption und Retention hydrophober Gallenséuren verursacht
durch die erhdhte intestinale Permeabilitit bei CF als eine weitere Theorie der
Pathogenese der CFLD. Die toxischen Gallensduren l6sen eine Sekretion
proinflammatorischer und profibrogener Zytokine aus, wodurch eine Fibrose oder
Zirrhose verursacht werden kann [6, 138, 203].

Die histologischen Umbauvorginge, die zu irreguldren und nekrotischen Cholangiozyten
und periduktalen Kollagenablagerungen fiihren, gelten als erste Schritte der Entwicklung
der  periportalen  Fibrose und konnten regelmédfBig bei  CF-Patienten
elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden [51, 168]. Der zundchst am
Gallengangsepithel beginnende lokal begrenzte Fibroseprozess entwickelt sich zur fokal
bilidren Zirrhose, welche sich weiter zur multilobuldren Zirrhose {iber die gesamte Leber
ausbreiten kann [168].

Die Pathologie der CFLD beinhaltet sdmtliche hepatischen Verdnderungen. Zu diesen
gehdren neben erhohten Leberenzymen u.a. eine hepatische Steatose, eine
Cholangiopathie, eine neonatale Cholestase, eine fokale bilidre bis multilobulére Zirrhose

und folglich eine portale Hypertension, welche Osophagusvarizen und eine
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Splenomegalie zur Folge haben kann [61, 128]. Die hepatische Steatose besitzt mit 23-
75% die hochste Priavalenz bei CF-Patienten aller Altersgruppen [113, 164].

Es liegt kein Zusammenhang zwischen der spezifischen CFTR-Mutation und dem
Auftreten der Entwicklungsgeschwindigkeit oder dem Schweregrad der Leberbeteiligung
vor [45, 86, 271]. Angenommen wird ein multifaktorieller Prozess. Zu diesem gehoren
sogenannte Nicht-CF-Modifier-Gene, welche unabhiangig von dem CFTR-Gen vererbt
werden konnen. Es wird vermutet, dass diese polymorphen Gene Entziindungen,
oxidativen Stress sowie Fibrose verstirken und eine erhohte Anfilligkeit flir eine
Leberbeteiligung verleihen [51, 270].

Die Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer Leberbeteiligung sind vielfaltig und werden
kontrovers diskutiert. Zu den Risikofaktoren gehoren das mannliche Geschlecht, schwere
CFTR-Mutationen, ein Mekoniumileus, eine Pankreasinsuffizienz bzw. eine spéte

Diagnosestellung [47, 82, 271].

1.6.2 Klinisches Bild der Leberbeteiligung bei CF

Uber ein Drittel der CF-Patienten entwickeln bereits in ihrer ersten Lebensdekade eine
Leberbeteiligung, die hdufig zundchst asymptomatisch verlduft. Meist weist diese
Leberbeteiligung eine langsame, aber stetige Progredienz auf, sodass sie erst im
Erwachsenenalter symptomatisch wird [270].

Hinweise auf eine Leberbeteiligung ergeben sich hiufig durch den klinischen Tastbefund
oder die sonografische Diagnostik der Hepatomegalie — mit oder ohne Splenomegalie
[62].

Die hochste Privalenz der Leberbeteiligung bei erwachsenen CF-Patienten erreicht die
hepatische Steatose. Die Leberzirrhose und -insuffizienz, die das Endstadium des
Fibroseprozesses und den am meisten befiirchteten Komplikationen bedeuten, weisen
eine Inzidenz bei erwachsenen CF-Patienten von 1,5-25% auf. Die Leberzirrhose geht
grofitenteils mit einer portalen Hypertension verbunden mit mdglicher Ausbildung
portokavaler Anastomosen einher. In 20-50% der Fille werden Osophagusvarizen
beobachtet, welche eine hohe Mortalititsrate aufgrund der erhohten Blutungsgefahr
besitzen [63, 97, 122]. Es kann zur Ausbildung weiterer portokavaler
Umgehungskreisldufe wie tiber die Venae paraumbilicales (Caput Medusae) oder liber

das venose Geflecht des Corpus cavernosum recti mit Himorrhoidalleiden kommen.
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Aszites oder die bereits erwdhnte Splenomegalie reprasentieren hdufige Nebenbefunde.
Aufgrund des lienalen Umgehungskreislaufs kann sich ein Hypersplenismus entwickeln,
welcher sich entsprechend mit Laborverdnderungen (z.B. eine Thrombozytopenie)
duBert. Klinische Symptome wie Leistungsabfall, Dyspnoe, Immunschwiche sowie
Blutgerinnungsstdrungen mit petechialen Blutungen kdnnen auftreten [161, 249, 278].
Die Leberzirrhose, verbunden mit einer portalen Hypertension, erhoht das Risiko fiir die
Manifestation verschiedener extrahepatischer Komplikationen. Darunter sind
Komplikationen in Form einer Verschlechterung des respiratorischen Status iiber eine
Malnutrition bis hin zum CF-assoziierten Diabetes Mellitus zu verstehen [13, 51].
Durch die Hepatomegalie, den erhohten Pfortaderdruck und die Aszites-induzierte
Diaphragmaeinengung konnen sich intrapulmonale Shunts bilden, welche die
Atemfunktion nachteilig beeinflussen. Rezidivierende respiratorische Infektionen durch
multiresistente und/oder nosokomiale Keime sind héufig die Folge [48].

Analog zu der Gallengangsobstruktion und den Alveolen/Bronchiolen verstopft im
Pankreas das verdickte Sekret die Ductus pancreatici. Daraus folgt eine
Entziindungsreaktion bis zum chronischen Entziindungsprozess mit einem fibrotischen
Umbau der Bauchspeicheldriise [2, 13]. Dieser fibrotische Umbau fiihrt zu einer
exokrinen und endokrinen Pankreasinsuffizienz [2, 13, 165, 264]. Die zuletzt genannte
endokrine Pankreasinsuffizienz duflert sich zunéchst in einer Glukoseintoleranz, spéter in
einem CF-assoziierten Diabetes mellitus [13]. Ebenso induziert die Cholestase und
insuffiziente Produktion der exokrinen Pankreasenzyme eine Maldigestion, die
gleichzeitig verbunden mit der Malabsorption eine gestorte Resorption und
Metabolisierung der Nihrstoffe zur Folge hat [161, 197, 259].

Die multifaktorielle Pathogenese der Malnutrition bei CF-Patienten mit Leberbeteiligung
basiert zu einem Grofteil auf dem erhohten Energie- bzw. Nahrstoffverlust sowie auf der
verminderten Energiezufuhr durch limitierte orale Nahrungsaufnahme aufgrund von
gastrointestinalen, CF-assoziierten Beschwerden (wie Oesophagitis, Obstipation oder
extrahepatische Gallengangobstruktion). Zudem besteht ein erhohter Energieverbrauch
durch einen chronischen Entziindungsprozess, vermehrte Atemarbeit bei
Lungenbeteiligung und mdgliche Medikamentennebenwirkung. Vermutet wird auch ein
direkter energieverbrauchender Effekt des CF-Gens auf den basalen Metabolismus [197,
248].

Die mangelhaft zur Verfiigung stehende Energie beeintrachtigt die respiratorische

Muskelfunktion und verschlechtert den respiratorischen Status. Zudem bewirkt die
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verringerte Energie ein eingeschranktes Wachstum und ein abgeschwichtes
Immunsystem bzw. einen moglichen Immundefekt. Die genannten Aspekte kdnnen zur
Verringerung der Lebensqualitit und Lebenserwartung fiithren [70, 197, 259].

Fiir den Knochenumsatz und den Aufbau der Knochenmineraldichte ist der Bedarf an
Kalzium, Phosphaten und fettloslichen Vitaminen (insbesondere Vitamin D und K) durch
die Mangelerndhrung nicht gedeckt. Das Risiko fiir die Entwicklung einer Osteopenie

oder Osteoporose steigt entsprechend [52, 62, 124, 157, 167, 198].

1.6.3 Diagnostik der CF-assoziierten Leberbeteiligung

Die Diagnostik der Leberbeteiligung bei zystischer Fibrose basiert auf den Sdulen:

e allgemeine routinemafBige korperliche Untersuchung,
e biochemische Leberfunktionstests,

e bildgebende Verfahren,

e Leberbiopsie [62, 196].

Fiir die Diagnose einer Leberbeteiligung und der Unterscheidung zwischen CFnoLD und
CFLD stiitzt sich die klinische Studie, welche dieser Dissertation zugrunde liegt, auf die
von Debray et al. festgelegten Diagnosekriterien.

Von diesen miissen mindestens zwei der folgenden Kriterien zutreffen:

e cine klinisch feststellbare Hepatomegalie mit/ohne Splenomegalie,

e zwei abnormale Leberenzymwerte im Serum (ALT, AST, y-GT),

e cin sonografischer Nachweis von weiteren Abnormalititen der Leber wie z.B.
eine inhomogene Echogenitidt aufgrund von erhohten Impedanzspriingen,
Regeneratknoten, ungleichméfige Leberrandwinkel oder Anzeichen fiir eine

portale Hypertension [62].
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1.6.3.1 Invasive Diagnostik: Leberbiopsie

Die Leberbiopsie ist immer noch der Goldstandard fiir die Diagnostik der
Leberbeteiligung bei CF-Patienten [54, 142]. Neben der Diagnose konnen Informationen
iiber die Atiologie, Chronizitit, den Grad der entziindlichen Aktivitit (Grading) und dem
Fibrosestatus (Staging) gewonnen werden [22, 235].

Eine Leberverfettung und die fokale bzw. multilobulére, bilidre Zirrhose werden somit
erfasst, woraus Aussagen iiber den fibrotischen Umbauprozess der Leber getroffen
werden konnen [202].

Insbesondere bei nicht eindeutigen Befunden (unklare Anamnese, fehlende oder auch
normwertige serologische und biochemische Befunde) ist die Leberbiopsie anderen
Diagnostika iiberlegen und besitzt eine hohe préadiktive Bedeutung fiir die
Therapieentscheidung und die Prognose [110, 235].

Die Entnahme der Leberbiopsie sowie ihre Aufarbeitung, Begutachtung und Beurteilung

erfolgt unter den nachfolgend genannten technischen Voraussetzungen:

o klinischer und serologischer Untersuchungsauftrag inklusive aller relevanten
klinischen Fragestellungen und Daten und serologischen Parametern,

o mindestens acht Schnittstufen,

e Zylinderform, mehrere Portalfelder: >15 mm Lénge, 1,2-1,8 mm Durchmesser,

o unmittelbare Fixation (Standardfixans: neutralgepufferte 2,5- bis 4%ige
Formaldehydldsung £ 6,25- bis 10%iges Formalin),

o adidquate Farbungen (HE-, Eisen- und Faserfarbung, zusétzlich empfohlen:
PAS-D-Férbung),

« Einteilung in Chronizitit, Grading, Staging und Atiologie [235].

Zwar besitzt die Leberbiopsie eine diagnostische Uberlegenheit mit einer hohen
pradiktiven Bedeutung, geht aber durch die Invasivitidt und damit verbunden moglichen
Schmerzen mit einigen Komplikationen, Risiken und Einschrankungen einher. Folglich
sollte diese nicht routineméfBig empfohlen und eingesetzt werden. Bei 0,6-5% der
Patienten treten Komplikationen wie Unbehagen, Sedierungsnebenwirkungen,
Infektionen und Blutungen auf. Auflerdem muss diese Untersuchung bei Kindern zumeist

in Narkose durchgefiihrt werden. Die genannten Risiken fiihren zu einer eingeschriankten
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Akzeptanz der Diagnostik, sodass die Leberbiopsie nur beim Versagen anderer, nicht-
invasiver Verfahren eingesetzt werden sollte [104, 161, 170].

Der fibrotische Umbau des erkrankten Lebergewebes verlduft inhomogen und in frithen
Krankheitsstadien fokal und periportal begrenzt. Durch das ca. 15 mm lange Biopsat
werden formal nur ca. 1/50.000 des Lebervolumens erfasst. Diese geringe Biopsiemenge
kann zu Stichproben- oder Interpretationsfehlern fithren. Zudem ist eine hohe Intra- und
Interobserver-Variabilitdt durch unterschiedliche Zeitpunkte oder verschiedene
Untersucher gegeben [208]. Der Schweregrad der Leberbeteiligung wird somit haufig
unterschétzt und/oder falsch eingeteilt. Daher kann nur eine mehrfach durchgefiihrte
Biopsie eine Sicherung der Diagnose gewéhrleisten [114, 161, 164]. Im Vergleich zum
laparoskopischen Vorgehen verfehlt die perkutane Leberbiopsie in 10-30% der Fille das
erkrankte Parenchym. Dies erklért die Diskrepanz von mindestens einem Fibrosestadium
zwischen der Biopsie und dem tatséchlichen Befund [193, 237]. Nach einer Leberbiopsie
wiesen 33,1% der Patienten mindestens einen unterschiedlichen Fibrosegrad zwischen
dem rechten und linken Leberlappen auf. Bei ca. 45% der Patienten sind sogar
abweichende Fibrosestadien bei zwei aufeinanderfolgenden Punktionen in unmittelbarer
Nébhe festzustellen. Es handelt sich hierbei um mogliche Stichprobenfehler [214, 241].
Die Aussagekraft der Leberbiopsie leidet {iberdies unter uneinheitlichen histologischen
Einschétzungen, bei denen der kontinuierliche Verlaufsprozess der Fibrosierung in ein
ordinalskaliertes Punktesystem iibertragen wird. Daraus resultiert zwangslaufig eine
Inkongruenz der Beurteilung und Einteilung in die Fibrosestadien [171].

Die am haufigsten angewandten Klassifikationssysteme lauten:

METAVIR, Knodell, Desmet & Scheuer und Ishak [64, 121, 143, 255].

In der nachfolgenden Tabelle 1.1 sind die Fibrosestadien FO-F4 (bzw. nach Ishak FO-F6)
aufgefiihrt und den einzelnen Klassifikationen zugeordnet. Eine signifikante Fibrose
besteht ab dem Stadium F2 (Ishak F3). Stadium F3 (Ishak F4) definiert eine schwere
Fibrose. Eine definitive Zirrhose wird als F4 (Ishak F5/6) bezeichnet [245].

Neben der geminderten Aussagekraft der Leberbiopsie durch die uneinheitlichen
histologischen Systeme, geht die Leberbiopsie mit erhdhten Kosten einher. Diese
entstehen durch den invasiven Eingriff per se mit einem hohen Personalaufwand
(Anésthesie, Chirurgie, Padiatrie) und einem Krankenhausaufenthalt von mindestens

6-18 h [274].
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Tabelle 1.1 Histologische Klassifikationssysteme zur Einschitzung und Einteilung der
Fibrosestadien hier am Beispiel der Virushepatitis, modifiziert nach [171]

Fibrose-
stadium METAVIR Knodell Desmet & Scheuer  Ishak
Keine Fibrose Keine Fibrose Keine Keine Fibrose
0 Faservermehrung
Portoportale Portoportale Portoportale Wenig portale
1 Faservermehrung  Faservermehrung Faservermehrung, Faservermehrung
keine Septenbildung + Septenbildung
Portoportale - (In-)komplette Viel portale
Faservermehrung, portoportale Septen, Faservermehrung,
? inkomplette erhaltene + Septenbildung
Septenbildung Architektur
(In-) komplette Portoportale oder Septenbildende Portale Faservermehrung
Septen ohne portozentrale Faservermehrung, mit portoportaler
’ Zirrhose Septenbildung verdnderte Septenbildung
Architektur
Zirrhose Zirrhose Zirrhose Portale Faservermehrung
mit ausgepragten
! portoportalen oder
portozentralen Septen,
- - - Ausgeprégte portoportale
oder portozentrale
? Septenbildung, inkomplette
Zirrhose (einzelne Knoten)
6 - - - Zirrhose

Zeichen und Abkiirzungen: - = keine Einteilung; + = mit oder ohne
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1.6.3.2 Nicht-invasive Diagnostik

Der Leberbiopsie als invasive Diagnostik stehen eine Reihe von nicht-invasiven
Verfahren gegeniiber, bei denen eine ubiquitdre Beurteilung der Leber ohne Risiken und

Komplikationen moglich ist.

1.6.3.2.1 Klinische Untersuchung bei Leberbeteiligung

Die Leberbeteiligung bei CF-Patienten macht sich aufgrund ihres zunéchst subklinischen
Verhaltens bei der routineméfigen korperlichen Untersuchung erst bemerkbar, wenn
pathologische Verdnderungen dominieren bzw. so ausgeprdgt sind, dass daraus eine
OrganvergroBerung resultiert [62]. Die Hepatomegalie ist ein weit verbreitetes klinisches
Bild bei den CF-Patienten, obwohl Leberfunktionstests noch normale Werte anzeigen
konnen [46, 49, 167].

Bei der klinischen Inspektion sind Leberhautzeichen wie Teleangiektasien (insb. Spider
Naevi), periumbilikale Erweiterung der subkutanen Venen, Palmar- und Plantarerythem,
Lacklippen und -zunge, trockene Haut sowie Juckreiz, Dupuytrensche Kontrakturen,
Weill- und Uhrglasndgel, Bauchglatze, Gyndkomastie und Mundwinkelrhagaden
hinweisend auf einen Leberschaden [62, 189]. Ein Ikterus kann bei Sduglingen mit
neonataler Cholestase oder bei Patienten im Endstadium der multilobuldren bilidiren
Zirrhose entstehen [49].

Der Fokus der kdrperlichen Untersuchung liegt auf dem Tastbefund der Leber. Es muss
auf GroBe, Struktur und Konsistenz des Leberrandes unterhalb des rechten Rippenbogens
auf Hohe der Medioklavikularlinie geachtet werden [113].

Aufgrund der moglichen portalen Hypertension ist mit einer Splenomegalie zu rechnen,
weswegen bei der klinischen Untersuchung auch die Palpation der Milz durchgefiihrt

werden sollte [172].
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1.6.3.2.2 Indirekte Fibrosetests

Die  sogenannten  indirekten  Fibrosetests  basieren  auf  verschiedenen
Routinelaborparametern, die einzeln betrachtet oder in Kombination und Relation
zueinander hinweisend flir eine Leberbeteiligung sein konnen. Da es sich um
Routinelaborparameter handelt, ist diese Untersuchungsmethode schnell, kostengiinstig

und untersucherunabhingig.

a) Thrombozyten

Die Thrombozytenzahl bildet die Grundlage der nachfolgend vorgestellten Scores. Mit
einer Sensitivitit von 77% sowie einer Spezifitit von 88% (89% area under curve (AUC))
kann das jeweilige Fibrosestadium bestimmt werden [151]. Die Thombozytopenie ist bei
einer Leberfibrose bzw. -zirrhose auf folgende Kriterien zurlickzufiihren: ein
splenomegales Pooling, ein erhohter Abbau der Thrombozyten und eine verminderte
hepatische Thrombopoetinsynthese [245]. Eine Thrombozytenzahl von <150 G/I deutet
in Kombination mit einem APRI-Score (s.u.) von >1,5 (mit einem PPV von >90%) auf
eine signifikante Fibrose hin. Bei einem APRI Score von <2,0 und/oder eine
Thrombozytenzahl von >150 G/1 ist in ca. 80% eine Zirrhose unwahrscheinlich [151].

Bei einer Thrombozytopenie sollten differentialdiagnostische Abkldrungen, welche eine
Knochenmarkssuppression induzieren konnen, erfolgen. Zu diesen zdhlen u.a. die
Einnahme von Zytostatika, der Konsum von Alkohol oder weiteren Chemikalien, aber
auch Vorerkrankungen wie Leukdmien, Lymphome oder knochenmarkinfiltrierende
Myelome, Mangelzustinde (Vitamin B12 oder Folsdure), aplastische Andmien oder
Virusinfekte. ~ Autoimmunerkrankungen wie  Autoimmunthrombopenie  (ITP),
heparininduzierte Thrombopenie (HIT II), Antiphospholipidsyndrom oder systemischer
Lupus erythematodes konnen durch einen vermehrten Thrombozyten-Verbrauch
ebenfalls eine Ursache einer Thrombozytopenie sein. Als nicht-immunologische
Ursachen der Thrombozytopenie ist u.a. der Hypersplenismus, die disseminierte
intravasale Koagulopathie (DIC), thrombotische Mikroangiopathien wie thrombotisch-
thrombopenische Purpura (TTP) oder das hdamolytisch-urdmische Syndrom zu nennen

[111].
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b) AST/ALT-Ratio

Die Aspartat-Aminotransferase (AST)/Alanin-Aminotransferase (ALT)-Ratio (AAR),
AST/ALT-Ratio oder auch der De-Ritis-Quotient, ist seit seiner Erstbeschreibung 1957
als Fibrosemarker anerkannt. Er besitzt eine gute Aussagekraft iiber eine mogliche
Fibrose oder Zirrhose bei chronischer viraler Hepatitis C (HCV), nicht-alkoholischer und
alkoholischer Steatohepatitis (NASH und ASH). Dieser Marker erlaubt die Einschédtzung
eines Leberzellschadens [20, 216, 245, 269].

Der Referenzbereich der dimensionslosen AAR liegt bei 0,6-0,8. Ab einem Grenzwert
von >1 ist von einem Leberschaden auszugehen [269].

Die AAR zeigt jedoch im Vergleich zu anderen indirekten Fibrosetests (z.B. APRI (s.u.))

eine deutliche Unterlegenheit in der diagnostischen Genauigkeit [151].

c) Aspartat-Aminotransferase to Platelet Ratio Index (APRI)

Der AST to Platelet Ratio Index (APRI) wurde 2003 von Wai ef al. im Rahmen der
Beurteilung einer chronischen Hepatitis C beschrieben. Wie in folgender Formel
veranschaulicht, errechnet sich der Index aus dem Verhéltnis von gemessener AST zu

ithrer Obergrenze sowie zu der Thrombozytenzahl:

AST
(obere N ormgrenze)

Thrombozyten [G/1]

APRI= x 100

Abbildung 1.3: Formel zur Berechnung des APRI-Scores, modifiziert nach [261]

Anhand der von Wai ef al. beschriebenen optimierten Grenzwerten (signifikante Fibrose:
0,5-1,5; Zirrhose: 1,0-2,0) konnten 51% der signifikanten Fibrosen und sogar 81% der
Zirrhosen bei den Patienten mit chronischer Hepatitis C ohne invasive Diagnostik
klassifiziert und identifiziert werden [261].

In einer Studie mit Virushepatitis-Patienten von Wai ef al. betragt der AUC-Wert fiir den
APRI-Score zur Vorhersage einer signifikanten Fibrose 88% und einer Zirrhose 94%.
Der APRI-Score gilt nicht bei Patienten mit AST-Erhohung durch beispielsweise
chronischen Alkoholabusus [237, 261]. Mehrfache Validierungen durch weitere
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Arbeitsgruppen bestitigten die hohe Aussagekraft des APRI-Scores beziiglich einer
Leberbeteiligung bei CF [30, 106, 151, 160].

d) FibroTest”

Der in Europa etablierte FibroTest" (Biopredictive, Paris, Frankreich), in den USA
bekannt als FibroSURE™ (LabCorp, Burlington, North Carolina), wurde in franzésischen
Studien ebenfalls als Fibrosemarker bei Patienten mit einer HCV-Erkrankung anhand von
fiinf Laborparametern bestimmt [120]. Der Wert fiir den FibroTest®, abgekiirzt mit ,,f*,
setzt sich aus a2-Makroglobulin, Haptoglobin, Apolipoprotein A1, Gesamtbilirubin und
v-Glutamyltransferase (yGT) in Abhdngigkeit des Geschlechts zusammen [213]. Das
Ergebnis des FibroTests" lisst sich mit einem vom Hersteller patentierten Algorithmus

berechnen:

f = 4467 xlog(a2 — Makroglobulin [g/l]) — 1.357 X log(Haptoglobin [g/1])
+ 1.017 xlog (yGT [U/!]) + 0.0281 x (Alter [in Jahren])
+ 1.737 X log (Bilirubin [umol/l]) — 1.184 X (Apolipoprotein A1 [g/l])
+ 0.301 X Geschlecht [weiblich = 0, mannlich = 1] — 5.540

Abbildung 1.4: Formel zur Berechnung des FibroTests®, modifiziert nach [256]

Die an die Fibrose-Klassifikationssysteme angelehnten Schwellenwerte sind in der

nachfolgenden Tabelle (1.2) aufgefiihrt.

Tabelle 1.2: Konversion der FibroTest®-Werte zu den Fibrosestadien (nach METAVIR) [182]

Fibrosestadium FO FO-1 Fl Fl-2 F2 F3 F3-4 F4
FibroTest® 0- 0,22- 0,28- 0,32- 0,49- 0,59- 0,73- 0,75-
0,21 0,27 0,31 0,48 0,58 0,72 0,74 1

Abkiirzungen: FO=Keine Fibrose; F1= Portoportale Faservermehrung; F2= Portoportale Faservermehrung,
inkomplette Septenbildung; F3=(In-)komplette Septen ohne Zirrhose; F4= Zirrhose
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Die AUC des FibroTests” zum Nachweis einer signifikanten Fibrose (>F2 nach

METAVIR) betrigt 0,85. Eine Leberzirrhose (F4) lésst sich anhand des FibroTests" mit

einer Genauigkeit von 87% nachweisen [34, 182]. In Bezug auf die chronische Hepatitis

C wurde der FibroTest” durch viele Metaanalysen validiert [30, 106, 239]. Akute oder
stattgefundene Hdmolysen (u.a. erhdhtes Haptoglobin) und Infektionen (u.a. erhohtes 02-

Makroglobulin) oder ein Gilbert-Meulengracht-Syndrom (u.a. erhdhtes indirektes

Bilirubin) sind mogliche Storfaktoren, die die Aussagekraft des FibroTests" mindern

[245].

e) Fibrosis-4

Fibrosis-4 (FIB-4) ist ein einfacher Kombinationsindex, der aus dem Patientenalter, der
Thrombozytenzahl und den beiden Transaminasen ALT und AST gebildet wird [118].

Die Formel zur Berechnung des Scoring-Systems lautet:

FIB — 4 = (Alter [in Jahren] x AST [U/1]) / ((Thrombozyten [G /1]) x (ALT [U/1]))*/?

Abbildung 1.5: Formel zur Berechnung des FIB-4-Scores, modifiziert nach [246]

Die fortgeschrittene Leberfibrose (>F2 nach METAVIR) wird mit einem Wert von <1,45
und einem negativen pradiktiven Wert von >90% ausgeschlossen. Dies ist somit ein
relativ sicheres Ausschlussverfahren, wohingegen ab dem oberen Cut-off von >3,25 der

positive pradiktive Wert nur 65% entspricht [246].

f) Forns Index

Der Forns Index [89] bezog sich initial auf ein Patientenkollektiv mit der Diagnose einer
chronischen Hepatitis C. Der Forns Index beriicksichtigt die Thrombozytenzahl, die yGT,

das Cholesterin und das Patientenalter. Mit folgender Formel ldsst er sich berechnen:

Forns Index = 7,811-3,131xIn(Thrombozytenanzahl [109/1]) + 0,781xIn(yGT [U/I])
+ 3,467xIn(Alter [in Jahren]) - 0,014x(Cholesterin [mg/dl])

Abbildung 1.6: Formel zur Berechnung des Forns Index, modifiziert nach [245]
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Anhand des unteren Cut-offs (<4,2) konnte eine signifikante Fibrose (F2-F4) mit einer
Genauigkeit von 96% (negativer pradiktiver Wert) ausgeschlossen werden.
Eine Fibrose (>F2 nach METAVIR) wird ab einem oberen Cut-off von >6,9 mit einem

positiven pradiktiven Wert von 79% diagnostiziert [89].

1.6.3.2.3 Direkte Fibrosetests

Die direkten Biomarker fiir eine hepatische Fibrose basieren auf Substanzen des
fibrotischen Prozesses, welche im Serum zu finden sind. Diese entstehen aufgrund des
Auf- und Abbaus von Bindegewebe, Kollagenfasern, Glykoproteinen und
Proteoglykanen der Extrazellularmatrix sowie matrixmodifizierenden und inhibierenden
Enzymen.

Zu diesen Faktoren zihlen die Hyaluronsdure, das N-terminale Prokollagen-III-Peptid,
verschiedene Metalloproteasen (MMPs) und ihre Inhibitoren (TIMPs) [175]. Aufgrund
der eingeschrinkten Spezifitidt und Sensitivitit der einzelnen Fibrosemarker, wird die
Kombination mehrerer Marker empfohlen. Es sind hierzu kommerzielle Testbatterien
(Kombinationen von den Fibrosemarkern) erhéltlich. Ein Nachteil dieser Fibrosemarker
ist die Beeinflussung durch extrahepatische Faktoren wie eine Niereninsuffizienz oder

systemische Entziindungen [245].

a) Hyaluronsdure

Die aus dem langkettigen und linearen Polysaccharid bestehende, fiir die extrazelluldre
Matrix essentielle Hyaluronsdure wird von hepatischen Sternzellen produziert. Thre
normale Serumkonzentration ist gering. Bei einer Leberfibrose oder Zirrhose ist ein
Anstieg der Hyaluronsdure im Serum zu beobachten [102].

Der AUC-Wert der Hyaluronséure liegt zwischen 85-90%. Aus diesem Grund wird dieser
vielversprechend fiir das Fibrosestaging eingesetzt. Wahrend der PPV bei nur 61% liegt,
weist der negative pradiktive Wert (NPV) einen Wert von 98-100% auf.

Dies qualifiziert die Hyaluronsdure als Ausschlussmarker nicht aber als Diagnosemarker

fiir eine Fibrose [100, 191].
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b) Matrixmetalloproteinasen (MMPs)

Die MMPs gehoren zu der Familie der extrazelluliren Endopeptidasen, die den Abbau
der extrazelluliren Matrix und der Basalmembran durch die Spaltung von
Proteinpeptidbindungen katalysieren [252]. Neben dem Gewebeumbau sind die MMPs
auch fir die Vermittlung wichtiger Funktionen verantwortlich. Zu diesen gehdren
Immunitdt, Leukozytenaktivierung, antimikrobielle Verteidigung, —Chemokin-
Verarbeitung oder Reparaturmechanismen und Zellmigration [94]. Da MMPs
hauptséchlich in geschiddigtem Gewebe aufgrund von entziindlichen Umbauprozessen
exprimiert werden, ist die Aktivitit der MMPs auf den extrazelluldren Abbau und Umbau
wihrend der Fibrogenese der Leber zuriickzufiihren. Beim Menschen sind nur MMP-1
(Kollagenasen), MMP-2 (Gelatinase A) und MMP-9 (Gelatinase B) bekannt und in der
extrazellularen Matrix lokalisiert [187, 219].

¢) Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP)

Von den bisher bekannten vier Inhibitoren (TIMP 1-4), erweisen TIMP-1 gegen fast alle
drei MMPs (MMP-1, -2 und -9) und TIMP-2, vor allem gegen MMP-2, eine
inhibitorische Wirkung und schaffen ein Gleichgewicht von Auf- und Abbau der
extrazelluldren Matrixkomponenten [220]. Das Verhéltnis von MMPs/TIMP-1 ist fiir die
Diagnose der hepatischen Fibrose ein entscheidender Hinweis [187].

Neben der Beziehung zu MMPs beeinflussen die TIMPs auch biologische Aktivititen
wie die Zellmigration, Wachstums- und Differenzierungsphasen, Inhibition von

Angiogenese und Apoptose [24, 218].

d) YKL-40

YKL-40 ist ein 40 kDa Chitin- und Heparin-bindendes Glykoprotein. Die Namensgebung
basiert auf den ersten drei N-terminalen Aminosduren Tyrosin (Y), Lysin (K) und Leucin
(L) sowie dem Molekulargewicht [211]. Das Glykoprotein wird von einer Vielzahl von
Zellen, wie Makrophagen und neutrophilen Granulozyten, sezerniert. Es induziert die
Zellproliferation und -differenzierung von Monozyten zu Makrophagen. Zudem bewirkt
es eine Aktivierung der Angiogenese, der Inflammation, des angeborenen Immunsystems

sowie des Remodellings der extrazelluldren Matrix [211, 253].
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Nach Rath et al. besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Konzentration
von YKL-40 und dem hepatischen Fibrosestatus [209]. Das quantitative Vorliegen des
Glykoproteins kann als starker Marker mit hoher diagnostischer Aussagekraft fiir eine
Einteilung in ein frithes oder spétes Stadium der Leberfibrose/-zirrthose herangezogen

werden. Es besitzt einen hohen, positiven pradiktiven Wert von 80% [187].

e) Prokollagen III-Aminopeptid (PIIINP)

Prokollagene sowie Peptide werden bei der Synthese von Kollagen in das Serum
freigesetzt und als MalBl fiir die Syntheseleistung herangezogen. Aufgrund der
rezidivierenden Bindegewebsschédden bei der chronischen Leberfibrose steigt der Anteil
von fibrillenbildenden Kollagen Typ III — ein wichtiger Bestandteil des elastischen und
retikuldren Bindegewebes — sowie die Konzentration des Syntheseabspaltproduktes
PIIINP an. Letzteres ist im Serum nachzuweisen [100, 101]. Folglich korreliert die
PIIINP-Konzentration mit dem Grad der Fibrose bei chronischen Lebererkrankungen und
bietet sich als guter Verlaufsparameter der fibrosierenden Hepatopathie an [187]. Durch
die geringe Sensitivitit (76-78%) und Spezifitit (71-81%) von Prokollagen III-
Aminopeptid ist die klinische Verwendbarkeit jedoch eingeschrinkt [32, 101].
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1.6.3.2.4 Bildgebende Diagnostik

Konventionelle bildgebende Verfahren wie Sonografie, MRT und CT sind zur
Darstellung von morphologischen Merkmalen einer Lebererkrankung geeignet. Die
pathomorphologische Beurteilung kann allerdings erst in fortgeschrittenen Stadien der
Fibrose oder sogar Zirrhose mit Hinweisen auf eine portale Hypertension erfolgen [245].
Ein spezielles Verfahren zur Messung der Lebersteifigkeit, die sogenannte transiente
Elastographie (TE), erfasst hingegen schon in frithen Stadien eine Leberbeteiligung
[142].

a) Sonografie

Die Ultraschalldiagnostik oder Sonografie ist ein schnelles und kostengiinstiges
Diagnoseverfahren, welches eine Sensitivitit von 82-88% bei Patienten mit chronischen
Lebererkrankung aufweist [10]. Die Sensitivitit zur sonografischen Erkennung der
Zirrhose betrigt 87%, die Leberbiopsie erreicht hingegen nur 62% [233].

Die wichtigsten sonografischen Hinweise auf eine Leberfibrose im Endstadium
(Zirrhose) sind morphologische Verdnderungen der Leber und Anzeichen auf eine portale
Hypertension (s.u.). Die eigentlich glatte Oberfliche der Leber erscheint bei einer
Zirrhose knotig und wellig. Durch den aufgeweiteten Leberwinkel erscheint der kaudale
Pol als plumpe Kontur. Das physiologisch homogene Parenchym ist bei der Zirrhose
heterogen, was sich als Zunahme der Impedanz und damit in Form einer inhomogenen
Echogenitét im sonografischen Bild zeigt. Die Leber ist zudem in ihrer Form verédndert.
Es kann eine Lobus caudatus-Hypertrophie aufgrund von potentiell Toxin-belasteten
enteralem Blut vorliegen. Dieses Toxin-belastete Blut wird bevorzugt im oberen
Gastrointestinaltrakt durch die V. mesenterica superior aufgenommen und flieBt durch
den laminaren Zusammenfluss am Confluens der Pfortader vermehrt in den rechten
Leberlappen. Im Verlauf einer fortschreitenden Lebererkrankung kann der linke
Leberlappen, insbesondere der Lobus caudatus als reprasentatives Segment,
kompensatorisch hypertrophieren [10, 126, 159].

Die Portalvenen sowie die zufithrenden Gefde V.portae hepatis, V.lienalis und die
V.mesenterica superior sind messbar erweitert. Aszites, portokavale Anastomosen sowie

eine Splenomegalie kdnnen sonografisch nachgewiesen werden [10, 116, 126].
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Die Stirke der Aussagekraft der Lebersonografie ist abhingig von der Erfahrung des
Untersuchers sowie der Qualitit des Sonografiegerites. Auch wenn die Genauigkeit der
Sonografie >80% betrégt, ist dies nur auf das Endstadium der Leberfibrose zu beziehen.

Beginnende fibrotische Prozesse sind kaum zu erfassen [10].

b) Transiente Elastographie (TE)

Der Vorgang der Leberfibrosierung erfolgt anhand der Strukturverinderungen durch die
Aktivierung von hepatischen Sternzellen und der Bildung extrazelluldrer Matrix. Letztere
duBert sich in einer verringerten Elastizitdt und einem verédndertem Blutfluss [73].

Die bislang bekannten und etablierten bildgebenden Verfahren erzeugen eine errechnete,
visuelle Darstellung der Leber, bei der der Untersucher das Endstadium des
Fibrosegenesevorganges feststellen kann. Hingegen wird bei dem relativ neuen
Verfahren der transienten hepatischen Elastographie (TE) (Fibroscan™, Echosens,
Paris), die verdnderte Elastizitdt der Leber als MaB fiir die Leberfibrose herangezogen
[91]. Die ersten klinischen Ergebnisse der transienten Elastographie erschienen 2002
[231].

Kontinuierliche und immer wiederkehrende Entziindungsprozesse der Leber gehen mit
einer erhohten Versteifung/Fibrosierung des Leberparenchyms einher, weswegen diese
bei der TE eine hohe Scherwellen-Ausbreitungsgeschwindigkeit und damit einen hohen
kPa-Messwert ergeben [34]. Diese Messmethode bietet sich hervorragend als Zirrhose-
Diagnostikum (F4) an und ist den Biomarkern {iberlegen. Sie eignet sich hingegen nicht
zur Einschitzung eines niedrigen Fibrosestadiums und der initialen Fibrose-Diagnose
(F2) [73].

Im Gegensatz zu der histologische Untersuchung der Leberbiopsie, welche eine
Beurteilung von etwa 1/50000 des Lebergewebes ermdglicht, erfasst die TE etwa 1/500
der Leber [76]. Das Grundprinzip der TE wird in Kapitel 3.2.1 ,,Geritefunktion und -
prinzip des FibroScans 502® ausfiihrlicher erklért.
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1.7 Lipocalin-2

Das 25 kDa schwere Lipoaclin-2 (LCN2) ist ein aus 198 Aminosduren bestehendes
Glykoprotein, dessen genetische Kodierung auf dem Chromosomenlocus 3p11 zu finden
ist [35]. Die Entdeckung gelang Hraba-Renevey ef al. bereits 1989 in Simian-Virus-
infizierten Nierenzellen von Méusen [117]. Die Struktur von LCN2 besteht aus einem
Signalpeptid mit 20 Aminosduren am N-terminalen Ende eines Glykoproteins, verbunden
mit der Liganden-bindenden Lipocalin-Doméne. Diese Doméne besteht aus einem 8-
strangigem B-Barrel und finf im Kreis angeordnete B-Faltblitter, die eine fassformige
Tertidrstruktur mit anti-paralleler Schleifenrichtung bilden [35].

1993 beschrieben Kjeldsen ef al. das humane Lipocalin-2 als neutrophiles Protein,
welches kovalent an die Gelatinase neutrophiler Granulozyten gebunden ist [139]. Das
Protease-resistente Polypeptid Lipocalin-2 besitzt, abhidngig von seiner Funktion oder
Expressionslokalitit, viele Synonyme. Zu diesen zdhlen das Neutrophilen-Gelatinase-
assoziierte Lipocalin (NGAL), Siderocalin, Uterocalin, 25 kDa-a2-Mikroglobulin-
verwandtes Protein und Onkogen 24p3.

Das LCN2 gehort zu einer grofen Superfamilie an Transportproteinen, die lipophile
Liganden mit geringem Molekulargewicht und spezifischen Zelloberflichenrezeptoren
binden und den Transport zwischen Intra- und Extrazellularraum gewéhrleisten [9, 67].
Es spielt in multiplen biologischen Prozessen wie der Regulation der Wachstums-,
Differenzierungs- und Apoptosefaktoren, dem angeborenen Immunsystem oder als frither
Marker einer Niereninsuffizienz eine wichtige Rolle [67, 236]. Zu den Liganden gehoren
Steroide, Lipopolysaccharide, Fettsduren und Siderophore (Eisen-Chelatoren) [9, 87].
Durch zelluldre und perizelluldre Bindung von Eisen und LCN2 entstehen Siderophore-
Eisenkomplexe. Aufgrund dieser Komplexbildung herrscht ein Mangel an freiem Eisen,
welches flir das Wachstum von Bakterien essentiell ist. Dieser Eisenmangel der Bakterien
erhoht die Expression von proapoptotischem Protein BIM (BCL2-interacting mediator of
cell death), welches eine Apoptose der Zelle induziert [66, 155].

Folglich besitzt das LCN2 einen bakteriostatischen Effekt und iibernimmt eine wichtige
Funktion des angeborenen Immunsystems [257].

LCN2 wird von multiplen Faktoren stimuliert und aktiviert. Zu diesen Aktivatoren
gehoren hauptséchlich Lipopolysaccharide (LPS) und der Transkriptionsfaktor NF-«xB.
Interleukine IL-1PB, -6, -10, -17, Tumorwachstums- und Nekrosefaktoren TGF-o und
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TNF-a stimulieren die LCN2-Expression. latrogen bewirkt Vitamin-A-Séure (Retinoid-
Sdure) oder Dexamethason ebenfalls eine erhohte LCN2-Expression [9].

Zwei Jahrzehnte nach der Entdeckung und weiterfilhrenden Forschungen von LCN2
wurde eine erhohte Expression bei kritischen Organzustinden detektiert. Zu diesen
zdhlen Funktionseinschrinkungen und Schiden von Nieren, Gehirn, Lunge, Herz,
Prostata, Leber sowie des muskuloskelettalen Systems. Zudem sind weitere Faktoren wie
erhohtes Alter, generelle Entziindungsprozesse, chronische Herzerkrankungen, Tumore
und tumorfordernde Substanzen fiir eine erhohte LCN2-Konzentration im Serum
verantwortlich [9, 87, 251].

Es konnte bereits die Wertigkeit von Lipocalin-2 als Marker fiir die Fritherkennung einer
akuten ischdmischen Nierenschidigung nach kardiopulmonalem Bypass beobachtet
werden [181]. Durch mehrere Studien wurde bestétigt, dass die Lipocalin-2-Werte im
Serum und im Urin 2-24 h nach Schéddigung des Nierenparenchyms sowie bei akutem
oder chronischem Nierenversagen erhoht sind [112, 181, 260].

Neben der Niere wird Lipocalin-2 auch im Epithel, in den vaskuldren Endothelzellen und
von den infiltrierenden Neutrophilen der Atemwege produziert. Es ldsst sich bei Patienten
mit akuter bakterieller Infektion bei Asthma, Lungenemphysem oder COPD aber auch
bei akutem Lungenversagen oder idiopathischer pulmonaler Fibrose (IPF) in erhohter
Konzentration im Serum nachweisen [119, 276, 277]. Speziell bei CF-Patienten gilt
LCN2 als Marker der akuten pulmonalen Exazerbation [127].

2012 fiihrten Sultan et al. eine kontrollierte Fallstudie mit Fokus auf die Akut-Phase-
Reaktion (APR) der Leber und der Ausschiittung von Lipocalin-2 nach intramuskulérer
Injektion von 5 ml/kg Terpentin bei Ratten und Méusen durch. Innerhalb von 48 h stieg
die Serum-LCN2-Konzentration bis auf ein 200faches (20,45 + 6,54 ng/ml) der
Ursprungskonzentration (<0,1 ng/ml) an. Bei der Kontrollgruppe (Injektion von
Natriumchlorid) war hingegen kein erhdhter Wert zu messen. Es konnte zudem nach der
Terpentin-Injektion ein starker Anstieg der LCN2-mRNA in der Rattenleber beobachtet
werden. Die Genexpression erreichte nach 36 h einen Peak mit einer 8738fachen
(+2103,7) Erhhung der LCN2-mRNA. Diese blieb bis zu 48 h signifikant erhoht. In den
Rattennieren und anderen Organen war kein wesentlicher Anstieg der LCN2-mRNA zu
messen [251]. Die Leber ist folglich als Hauptquelle fiir die LCN2-Produktion bei Akut-
Phase-Reaktion anzusehen. Ob nun die LCN2-Produktion als verlédsslicher und vor allem
frither Messparameter bei einer CF-induzierten Leberbeteiligung anzusehen ist, wird

Aufgabe der weiteren Forschung sein.
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2 Fragestellung

Die frithzeitige Diagnose einer Leberbeteiligung bei CF kann zur verbesserten Prognose
der Lebenszeit und -qualitdt der zumeist juvenilen Patienten fiihren.

Das Lipoaclin-2 (LCN2) erwies sich als verlédsslicher Marker in der Diagnose von
Nierenerkrankungen. Laut aktueller Forschung bietet sich das LCN2 auch als guter
Marker fiir die Unterscheidung von Patienten mit gesunder und Patienten mit chronisch
erkrankter Leber an [9].

Es war zu priifen, ob das Protein LCN2 als Indikator fiir eine Leberbeteiligung bei CF,
insbesondere bei padiatrischen Patienten, angesehen werden kann.

Die transiente Elastographie hat sich als Funktionsdiagnostik bei verschiedenen
Erkrankungen u.a. der Unterscheidung zwischen CFnoLD und CFLD sowie der
Fritherkennung der CFLD bewihrt, weswegen sie als Vergleichsverfahren herangezogen
wurde [92, 142].

In der hier vorliegenden Dissertation sollten folgende Fragen geklirt werden:

1. Konnen die Messwerte von LCN2 Hinweise auf eine Leberbeteiligung bei CF
geben und konnen diese zwischen einer Leberbeteiligung (CFLD) und einer

Nichtbeteiligung der Leber (CFnoLD) signifikant unterscheiden?

2. Liegt LCN2 in verschiedenen Auspriagungsstirken bei einer CF mit
Leberbeteiligung vor? Ist diese Auspriagungsstirke von LCN2 bei CFLD
abhingig von der Altersgruppe (CFLDpi¢ und CFLDew)? Gibt es einen
signifikanten Unterschied zwischen den LCN2-Werten dieser beiden Kohorten?

3. Durch die transiente Elastographie konnen Risikopatienten fiir eine zukiinftige
Leberbeteiligung bei CF identifiziert werden. Korreliert diese nicht-invasive

Diagnostik mit den Werten von LCN2?
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3 Patienten, Untersuchungsmaterial und Methoden

3.1 Patienten

Fir die vorliegende prospektive Studie wurden im Zeitraum von 2009 bis 2015
86 Patienten mit zystischer Fibrose, die in der Medizinischen Klinik II oder der Padiatrie
des Universititsklinikums in GieBBen betreut wurden, einbezogen.

Alle Patienten bzw. ihre gesetzlichen Vertreter (bei minderjdhrigen Patienten) erhielten
noch vor Beginn der Studie schriftliche Informationen iiber das weitere Prozedere aller
Untersuchungen. Mittels Unterschrift stimmten sie der Teilnahme und Zielsetzung dieser
Studie zu.

Die durchgefiihrten Tests und Behandlungen entsprachen den Anforderungen der
europdischen und US-amerikanischen CF-Richtlinien [88, 134].

Die vorliegende Studie wurde unter strenger Einhaltung der Deklaration von Helsinki
durchgefiihrt und von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Justus-
Liebig-Universitdt Gieen (AZ 75/09) genehmigt (siche Anhang 1).

Bei allen Patienten wurde wéhrend der kompletten Studie eine korperliche und
sonografische Untersuchung, eine Blutserumentnahme, ein Lungenfunktionstest und eine
transiente hepatische Elastographie, d.h. eine Messung der Lebersteifigkeit mit dem
FibroScan®, durchgefiihrt.

Die 86 Patienten wurden anhand folgender Kriterien selektiert und in die der

vorliegenden Dissertationsschrift zugrundeliegenden Studie integriert:

e positive CF-Testung

o zeitgleiche Untersuchungen (<12 Monate Abweichung)
o Blutentnahme
o transiente hepatische Elastographie
o Lungenfunktionstest

e Erreichen der transienten Elastographie-Messstandards
o ,Success*“-Wert von >60%

o Interquartilbereich (IQR) <30%
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Das Patientenalter lag bei der Untersuchung zwischen 2 und 47 Jahren (Median 17 Jahre).
An der Studie nahmen 45 ménnliche und 41 weibliche Patienten teil.

Die Abbildung 3.1 zeigt, wie anhand des Patientenalters (Cut-off >18 Jahre bei Eintritt
der Studie) und der CF-Leberbeteiligung (CFnoLD/CFLD) das gesamte Kollektiv in
Untergruppen unterteilt wurde. Folglich lassen sich die 86 CF-Patienten in 38 (44,2%)
erwachsene und 48 (55,8%) pédiatrische Patienten aufteilen.

Die CF-Patienten mit einer klinisch bereits diagnostizierten Leberbeteiligung bzw. die,
die eine Lebersteifigkeit von >6,3 kPa an zwei aufeinander folgenden Messzeitpunkten
besitzen, wurden entsprechend als CFLD markiert und als Referenz innerhalb der

Studienpopulation herangezogen.

[86 CF-Patientenj

[38 Erwachsene CFerwj [ 48 Kinder CFp'éd j
l

|
| | |
18 CFnolD,,| (20 CFLD, | (27 CFnolD,,] (21 CFLD ,,

Abbildung 3.1: Gruppierung der Studienkohorte nach Alter (Cut-off >18 Jahre) und
Leberbeteiligung (CFnoLD/CFLD).

Abkiirzungen: CF = zystische Fibrose; CFnoLD = zystische Fibrose ohne Leberbeteiligung;
CFLD = zystische Fibrose mit Leberbeteiligung
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3.2 Transiente hepatische Elastographie (TE)
3.2.1 Geritefunktion und -prinzip des FibroScans 502®

Die transiente hepatische Elastographie (TE) (FibroScan®, Echosens, 42, Rue Monge,
72005 Paris, Frankreich, 2002) ist ein nicht-invasives Messverfahren, das eine prézise,
zuverldssige und reproduzierbare Beurteilung der Elastizitit und Steifigkeit des normalen
und des fibrotisch verdnderten Leberparenchyms ermoglicht [72, 91].

In der Untersuchungssonde des FibroScans® ist ein Vibrationsgenerator integriert, der
einen singuldren, gesteuerten Vibrationsimpuls (mit einer Mittelfrequenz von 50 Hz) als
elastische Transversalwelle {iber die Haut und das subkutane Fettgewebe des Patienten
auf die Leber ibertrdgt und diese in Schwingung versetzt. Die
Ausbreitungsgeschwindigkeit (proportional zu der Elastizitit der Leber) wird als
Reflexionsecho von einem niederfrequenten Ultraschallkopf (3,5 MHz), der sich auf dem
Vibrationsgenerator befindet, wie folgt vermessen: Per Transducer werden die Echos in
die numerische Einheit Kilo-Pascal (kPa) umgerechnet und als Messwert auf dem
Bildschirm des Untersuchungsgerites abgebildet [72, 231].

Kontinuierliche und immer wiederkehrende Entziindungsprozesse der Leber korrelieren
mit einer erhohten Fibrosierung bzw. einer Versteifung des Leberparenchyms. Daraus
folgt eine Beschleunigung der Scherwellen-Ausbreitungsgeschwindigkeit, die wiederum
als erhohter kPa-Messwert registriert wird [34]. Dieser Zusammenhang ist mittels der

Formel des Elastizitdtsmoduls E rechnerisch nachweisbar:

V_AZ
At

E =3xpxV?

Abbildung 3.2: Formel zur Bestimmung der Geschwindigkeit V und des Elastitiitsmoduls E,
modifiziert nach [231]

Abkiirzung: V' = Geschwindigkeit (m/s); z = Messbereich (mm); ¢ = Zeit (ms); E = Elastizitdtsmodul;
p = Dichte (kg'm™)

Die Messsonde wird von dem Untersucher auf die Haut des Patienten in einem
Interkostalraum auf Hohe des rechten Leberlappens platziert. Die Messungen werden mit
dem Bedienungsknopf ,,Shot** durchgefiihrt. Das Untersuchungsergebnis wird durch den

Median aus mindestens zehn validen Messungen berechnet [135]. Laut Herstellerangabe
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erreichen valide Messungen eine Erfolgsrate (,,Success®) von >60% sowie einen
Interquartilbereich (IQR) von <30% [208].

Der Messbereich der TE liegt zwischen 2,5 und 75 kPa [33].

Wie in der Abbildung 3.3 dargestellt, wird bei einer Messsondengrofle M (fiir
Erwachsene) ab einer Messtiefe von 1,5-7,5 cm ein 3 cm?® grofer Leberzylinder erfasst.
Durch diesen vermessenen Bereich ist die Moglichkeit zur Beurteilung des
Leberparenchyms um mindestens ein 100faches hoher als bei dem bisherigen

Goldstandard ,,Leberbiospie [72, 91, 136].
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Messbereich
ca3cm?

Messsonde

< 3
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I
1
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Transducer

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Positionierung der FibroScan®-Messsonde wihrend
einer Messung am Patienten, modifiziert nach [71, 282]

3.2.2  Untersuchungsdurchfiihrung

Wihrend der Untersuchung befindet sich der Patient in Riickenlage mit maximaler
Abduktion des rechten Armes auf einer Untersuchungsliege. Eine ruhige und
gleichmifBige Atmung ohne Unterbrechung (Reden, Husten etc.) ist fiir ein valides
Ergebnis erforderlich.

Ziel der Untersuchung ist die Erfassung des grofiten Querschnitts der Leber. Der
Untersucher benetzt die Untersuchungssonde mit einem Ultraschalkoppel-Gel und setzt
den Schallkopf im 9.-11. Interkostalraum der rechten Patientenseite in der mittleren

Axillarlinie auf Hohe des Xiphoids auf [178].
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Um Fehlmessungen durch Stérungen von Lungengewebe, Knochen, Gallenblase oder
groflen Gefdllen zu vermeiden, ist in der TE-Sonde sowohl ein A-Modus (Amplitude) als
auch ein TM-Mode (Time-Motion) installiert. Der A-Modus stellt die jeweiligen
Grenzflachen durch Angaben der Tiefe und Reflexionsstérke entlang der Schallachse dar.
Im TM-Mode wird eine Bildzeile der Ultraschallauthahme iiber die Zeit aufgetragen.
Somit entsteht ein Diagramm, in dem auf der Y-Achse der Bildstrahl mit der gemessenen
Echogenitit (Az) und auf der X-Achse die Zeit (At) aufgetragen ist [72, 136, 201]. Dieses
Diagramm ist schematisch in Abbildung 3.4 neben einer Fotografie des FibroScans®

abgebildet.

Neben den Ultraschallbildern, die eine einwandfreie Messung ermdglichen, wird ein
Elastogramm abgebildet, welches den Grad der Leberdeformation visualisiert. Fiir eine
valide Messung, die die oben genannten Kriterien erfiillt, bendtigt das Gerét weniger als
15 Sekunden. Die gesamte Untersuchung der Lebersteifigkeit mittels TE nimmt pro

Patient also weniger als 15 Minuten in Anspruch [34, 231].

Gesunde Leber Versteifte Leber
[mm] 20 - [mm] 20 -

30—"""\-\ ------------- 30-----T‘ ---------------

40 - 40 - ‘\‘

50-] Az \\\\ 50-| Az “\

60 - 60 |

0] e nd <

80 : : : . 80 : : : .
0 20 40 60  80[ms] 0 20 40 60  80[ms]
<6,3 kPa >6,3 kPa

Abbildung 3.4: Abbildung des FibroScans® im Schwerpunkt Gastroenterologie des Giellener
Universititsklinikums mit gleichzeitiger Darstellung des Elastogramms bei gesunder und bei
versteifter Leber, modifiziert nach [71, 125]
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3.3 Laborgerite und Materialien

3.3.1 Laborgerite

Zur labortechnischen Untersuchung der Fibrosemarker wurden folgende Gerite benutzt:

Tabelle 3.1: Laborgeriite

Gerdt

Herstellungsfirma

Eismaschine Scottsman AF100

Wasseraufbereitungsanlage Millipore ELIX®

Essential

Gefrierschrank (-80°C) Thermo
Scientific™ HERAfreeze™HFU500TV63

Kiihlschrank Profi Line
Magnetriihrer

Pipetten Typ Research plus
Pipetboy Comfort

Multipette plus

Schiittler Vibrax VXR Basic
Stericup Filter Units SCGPTOIRE

ELISA Reader Fusion™

Fa

Fa

Fa

Fa

Fa

Fa

Fa

Fa

Fa

Fa

Fa

. Hubbard Ice Systems, Suffolk/UK

. Merck Millipore, Billerica, USA

. Fisher Scientific GmbH, Schwerte

. Liebherr, Ochsenhausen

. IKA-Werke, Staufen

. Eppendorf, Hamburg

. Integra Biosciences GmbH, Fernwald
. Eppendorf

. IKA-Werke, Staufen

. Merck Millipore, Billerica, USA

. Packard BioScience, Meriden/ USA

Abkiirzungen: Fa = Firma; ™ = Trademark, registrierte Warenleistungsmarke
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3.3.2 Verbrauchsmaterialien

Zur labortechnischen  Untersuchung der Fibrosemarker —wurden folgende

Verbrauchsmaterialien benutzt;

Tabelle 3.2: Verbrauchsmaterialien

Materialien Herstellungsfirma

Pipettenspitzen Fa. Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Reagiergefifs Fa. Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Reaktionsgefifie (15ml, 50 ml) Fa. Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Greiner Bio-One™ CellStar™

Abkiirzungen: Fa = Firma;

3.3.3 Chemikalien und Reagenzien

Zur labortechnischen Untersuchung der Fibrosemarker wurden keine weiteren

Chemikalien und Reagenzien benutzt (au3er destilliertem Wasser).

3.34 Kommerzielle Labor-Kits

Zur labortechnischen Untersuchung der Fibrosemarker wurden folgende kommerziellen

Labor-Kits benutzt:

Tabelle 3.3: Kommerzielle Labor-Kits

Bezeichnung des Labor-Kits Herstellungsfirma

Quantikine® ELISA Human Lipicalin-2/ NGAL Fa. R&D Systems, Minneapolis/USA

Abkiirzungen und Zeichen: Fa = Firma;NGAL = Neutrophilengelatinase-assoziiertes Lipocalin;
® = registrierte Trade Mark, Warenleistungsmarke

41



Patienten, Untersuchungsmaterial und Methoden

3.4 Serumproben
34.1 Gewinnung und Lagerung der Serumproben

Alle teilnehmenden 86 CF-Patienten stimmten nach ausfiihrlicher Aufkldrung der
Verwendung ihrer Daten schriftlich zu (sieche Anhang 2).

Nach standardisierter Venenpunktion und Blutentnahme wurde das Blut zehn Minuten
bei 4°C und ca. 2700 rpm (rounds per minute) zentrifugiert (Centrifuge GS-6 KR;
Fa. Beckman). Das gewonnene Serum wurde abpipettiert und in Eppendorf-

ReaktionsgefidBen bei -80°C gelagert.

34.2 Routinelaboruntersuchung und Bestimmung der Leberparameter

Die Routinelaboruntersuchung und die TE wurden vorzugsweise am selben
Untersuchungstermin  durchgefiihrt. Neben den Routineserumparametern wie
Hamoglobin (g/1), Thrombozyten (G/1), Bilirubin (mg/dl) etc. wurden auch die fiir diese
Studie wichtigen Leberparameter wie ALT (U/L), AST (U/L) und y-GT (U/L) im
Zentrallabor der Universitétsklinik Gieen (Prof. Dr. med. Harald Renz, Institut fiir
Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie, Molekulare Diagnostik, Baldingerstral3e,

35043 Marburg) bestimmt.

3.5 Proteinbiochemische Methoden
3.5.1 Prinzipien der Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA)

Als ELISA (Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay) wird ein immunologisches
Verfahren zum quantitativen und qualitativen Nachweis von bestimmten Proteinen
bezeichnet. Innerhalb des Verfahrens wird die zu untersuchende Probenldsung mit
unbekannter  Proteinkonzentration —mit einer mitgelieferten  Standardldsung
(Testverdiinnungsmittel) versetzt. Durch eine enzymatische Reaktion zwischen
Lipocalin-2 und den Farbreagenzien (Wasserstoffperoxid und ein Chromogen aus
Tetramethylbenzidin) kommt es zu einem Farbumschlag der Reaktionslosung, dessen
Intensitit von der Konzentration des Proteins abhdngig ist. Der farbliche Verlauf der

Reaktion in den einzelnen 96-Well-Mikrotiterplatten wird mittels der Messung der
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optischen Dichte (per ELISA Reader SpectraMax 340 PC) festgehalten. Anhand des
farblichen Verlaufes einer Probeldsung bekannter Proteinkonzentration (Standard) 14sst
sich die Proteinkonzentration der vorliegenden Probe berechnen (Messsoftware: SoftMax

Pro).

3.5.2 Sandwich-ELISA

Der Sandwich-ELISA dient der quantitativen Bestimmung von Proteinkonzentrationen.
Bei diesem Verfahren binden zwei Antikdrper an dem nachzuweisenden Antigen und
bilden einen Antikdrper-Antigen-Antikorper-Komplex, welcher als Sandwich-Komplex
bezeichnet wird. Diese Methode erfolgt wie bei dem beschriebenen ELISA (s.0.) auf einer
Mikrotiterplatte, die mit Antikdrpern gegen das nachzuweisende Antigen beschichtet ist.
Einer der beiden benétigten Antikdrper (Coat-Antikdrper) haftet bereits mit seinem Fc-
Fragment auf der Mikrotiterplatte. Nach der Probenzugabe wird das nachzuweisende
Antigen an den freien Teil (Fab-Fragment) des haftenden Coat-Antikérpers gebunden.
Die nicht oder unspezifisch gebundenen Antigene, welche den Uberstand bilden, werden
durch die Waschschritte entfernt. Falsch positive Messergebnisse werden dadurch
moglichst verhindert. Nach Zugabe eines Konjugats bindet ein weiterer spezifischer
Antikorper (Detection-Antikorper) an den bereits entstandenen Antikorper-Antigen-
Komplex, wodurch der Sandwich-Komplex entsteht. AnschlieBend erfolgt die Hinzugabe
einer Substratlosung (eine zuvor vermischte Losung aus den beiden Farbreagenzien s.o.),
welche den Sandwich-Komplex farblich markiert. Diese Farbreaktion basiert auf der
Produktbildung des chromogenen Substrats TMB (Tetramethylbenzidin) mit dem Enzym
Horseradish-Peroxidase (HRP), das an dem Fc-Fragment des Detection-Antikorpers
gebundenen ist. Die Produktbildung ist anhand eines Farbumschlags nachweisbar. Nach
Einhaltung der vom Hersteller vorgegebenen Inkubationszeit wird die ablaufende
Farbreaktion durch Zugabe von Schwefelsdure gestoppt. Die Messung der optischen
Dichte des Produkts erfolgt bei einer Wellenldnge von A =450 nm.

Um die Antigenkonzentration in der nachzuweisenden Probe zu bestimmen, wird eine
Standardkurve erstellt. Diese besteht aus der aufgetragenen Standardkonzentrationen
(X-Achse) und der optischen Dichte (Y-Achse). Die Reaktionsschritte sind schematisch
und zum besseren Verstindnis in Abbildung 3.5 abgebildet.
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Detection-Antikorper

Ziel-Antigen

Fab-Fragment

TN

Coat-Antikorper | Antikérper-Antigen-Antikorper-Komplex |

Abbildung 3.5: Schematisches Prinzip des Sandwich-ELISA, modifiziert nach [166]

Abkiirzung: Fab = Antigen bindendes Fragment; Fc = Fragment Crystallisable; HRP = Horseradish-
Peroxidase; TMB = Tetramethylbenzidin

3.5.3 Versuchsdurchfiihrung des ELISA-Tests fiir Lipocalin-2

Die Bestimmung der Lipocalin-2-Konzentrationen in den eingefrorenen Serumproben
der CF-Patienten erfolgte mit einem kommerziell erhédltlichen ,,Sandwich“-ELISA-Kit
der Firma R&D Systems.

Fiir die Durchfiihrung des Quantikine ELISA wurden alle zuvor bei -80°C aufbewahrten
Blutserumproben mindestens 30 Minuten lang auf Raumtemperatur gebracht. Alle
weiteren Reagenzien wie Waschpuffer, Kalibrator RD5-24 (1:5 verdiinnt),
Substratlosung und der Human Lipocalin-2 Standard wurden gemél3 den Vorgaben der
mitgelieferten Versuchsprotokolle der Firma Quantikine hergestellt. Analog zur
Anleitung erfolgte die Herstellung einer Standardverdiinnungsreihe mit einer
Hochstkonzentration von 10 ng/ml. Durch einen vorangegangenen Testlauf mit dieser
Standardverdiinnungsreihe an drei ausgewdéhlten Patienten (mit Erwartung von hohen,
mittelstarken und niedrigen Werten), wurde eine Gesamtverdiinnung von einem
Verhéltnis 1:20 (8 pul Probe:152 pul verdiinnter Kalibrator) festgelegt.

Die mitgelieferte 96-Well-Mikrotiterplatten waren vom Hersteller mit monoklonalen
Antikorpern gegen Lipocalin-2 beschichtet worden. Die einzelnen Wells (Einkerbungen
in der Mikrotiterplatte) wurden mit 100 pul Probenverdiinnungsmittel RD1-52 gefiillt. Die

verdiinnte Probe (1:20) wurde mit einem Volumen von 50 pl auf die Mikrotiterplatten
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pipettiert. Alle weiteren Schritte sind der Tabelle 3.4 zu entnehmen. Um etwaige

Verunreinigungen oder Pipettierfehler auszugleichen, wurde jede Lipocalin-2-Messung

doppelt durchgefiihrt und anschlieend die Mittelwerte berechnet.

Tabelle 3.4: ELISA Versuchsprotokoll zur Bestimmung von Lipocalin-2

ELISA Lipocalin-2

Probenverdiinnungsmittel RD1-52

Probenvolumen (1:20 verdiinnt)

Inkubationszeit und -temperatur (Probe)

Waschschritte (Waschung mit jeweils 400 ul Waschpuffer)
Humanes Lipocalin-2 Konjugat-Volumen

Inkubationszeit und -temperatur (Detection-Antikorper)

Waschschritte (Waschung mit jeweils 400 ul Waschpuffer)

Substratlosung (Farbreagenzien A und B)

100 pl

50 pl

120 Minuten bei 2-8°C
4

200 pl

120 Minuten bei 2-8°C

4

200 pl

Inkubationszeit und -temperatur (Substrat) 30 min. bei Raumtemperatur

Stopplosung (Schwefelsiiure) 50 ul

Wellenlinge 450 nm

Abkiirzungen: RD1-52 = Reagent Diluent (Reagenzverdiinner)

3.6 Lungenfunktionstest

Ein Hauptmanifestationsort der zystischen Fibrose ist die Lunge. Als etablierten Indikator
fiir die Lungenbeteiligung bei CF-Patienten wird die Lungenfunktionsmessung eingesetzt
[210, 219, 225]. Diese Lungenfunktionsmessung per Spirometric und
Bodyplethysmographie gibt sowohl Aufschliisse {iber die statischen und dynamischen
Lungenfunktionsgrofen als auch konkrete Hinweise auf eine Ventilations-, Diffusions-
oder Perfusionsstorung der Lunge [188]. Die Durchfiihrung und Auswertung der
Lungenfunktionspriifung in der klinischen Routine wird als bekannt vorausgesetzt [55,

56].
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3.7 Statistische Methoden und Auswertung

Die Datenakquise erfolgte mittels sorgfiltiger Ubertragung von den verwendeten
klinischen Arbeitsplatzsystemen KAOS und Meona (AKAD, Universitatsklinikum
GieBen und Marburg, Standort Gieflen) in eine detaillierte Tabelle des
Computerprogramms Microsoft Excel (2018). Die statistische Analyse sowie die
graphische Darstellung der demografischen und klinischen Daten der Patienten konnte
mit dem Programm IBM SPSS Statistics 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IIT) und Microsoft
Excel (2016) durchgefiihrt und erstellt werden. Die Datenverarbeitung und Auswertung
wurden von dem Institut fiir Medizinische Informatik der Justus-Liebig-Universitét
GieBen unterstiitzt.

Der Kolmogorov-Smirnov-Test wurde zur Priifung auf Normalverteilung der erhobenen
Daten verwendet. Die erhobenen Daten erfiillen nicht die Kriterien fiir eine
Normalverteilung (u.a. symmetrische, eingipflige Verteilung), weswegen zum Vergleich
der Daten nichtparametrische Tests angewandt wurden. Der Kruskal-Wallis-Test eignete
sich in diesem Fall zur Ermittlung von signifikanten Unterschieden in der zentralen
Tendenz der Messwerte zwischen den einzelnen Subgruppen. Die kategorialen Variablen
sind als absolute und relative Zahlen (Prozentangaben) angegeben und wurden quantitativ
mit dem Pearson Chi-Quadrat-Test verglichen [123, 265].

Der Zusammenhang der Ergebnisse wurde mittels bivarianter Korrelation mit einem
zweiseitigen  Signifikanztest nach Spearman bestimmt. Zur Analyse der
Korrelationsstirke diente der Spearman’sche Korrelationskoeffizient (r). Dieser nimmt
Werte von -1 (perfekter negativer Zusammenhang) iiber 0 (kein Zusammenhang) bis 1
(perfekter positiver Zusammenhang) ein. Ein negativer Korrelationskoeffizient
beschreibt einen antiparallelen Zusammenhang: je groBer Variable A, desto kleiner
Variable B.

Bei einem positiven Korrelationskoeffizienten verhélt es sich parallel: je groer Variable
A, desto grofer auch Variable B.

Die Betrachtung der Vorzeichen des Korrelationskoeffizienten ist allerdings nur fiir die
Interpretation der Beziehungsrichtung interessant. Zur Bewertung der Stirke des
Korrelationskoeffizienten ist der Wert des Betrags ausschlaggebend. Aufgrund dessen
werden die negativen Korrelationskoeffizienten mit Betragsstrichen (z.B. r = |0,5])
angegeben.

Die Interpretation der Betrage ,,r* ist in der nachfolgenden Tabelle (3.5) verdeutlicht.
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Tabelle 3.5: Interpretation des Korrelationskoeffizienten nach Spearman (r) in Anlehnung an
Cohen [42]

Bereich r Zusammenhang

r = |1} | perfekt
[0,7]1< 1 <]0,99| | sehr stark
|0,5]< r <|0,69] | stark
[0,3|1< r <]0,49| | mittelstark
[0,2|1< r <]0,29| | schwach

0= r <0,19] | sehr schwach

Abkiirzungen: r = Korrelationskoeffizienten nach Spearman (r)

Das Signifikanzniveau wurde bei p <0,05* (signifikant) und p <0,001** (hochsignifikant)
festgelegt.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte u.a. mit Hilfe von Box-Whisker-Plot-
Diagrammen (kurz Box-Plot-Diagrammen). Die Box veranschaulicht die mittleren 50%
der Daten, den sogenannten Interquartilenabstand (QO0,75-Q0,25). Der Median ist als
schwarzer Balken markiert. Das untere und das obere Quartil begrenzen die Box. Die
Whisker zeigen das Maximum und Minimum der Datenverteilung an und entsprechen
somit der gesamten Spannweite des Box-Whisker-Plot-Diagrammes. Extremere

Ausreifler werden mit Kreisen aullerhalb des Whiskers gekennzeichnet.

Die diagnostische Genauigkeit und Effizienz des Proteins Lipocalin-2, der TE sowie der
ausgewdhlten Fibrosemarker und Blutparameter erfolgte mittels Receiver Operating
Characteristic (ROC)-Kurven [107]. Die ROC-Kurve ermdglicht eine graphische
Darstellung der Spezifitit entlang der Abszisse (100-0%) sowie der Sensitivitét entlang
der Ordinate (0-100%). Anhand der hochsten Summe der Wertepaare (Sensitivitdt und
Spezifitit) der jeweiligen Messergebnisse wird der optimale Grenzwert ermittelt und
festgelegt. Mittels der berechneten Flidche unter der ROC-Kurve (AUC = area under the
curve) kann die Prizision der jeweiligen Messung beurteilt werden. Die Werte nahe der
Diagonale des Diagramms sprechen fiir eine Zufallswahrscheinlichkeit, d.h. die
Untersuchungsparameter sind fiir die Diagnose obsolet. Optimale Wert nahe 1 zeigen

hohe diagnostische Genauigkeiten an. Die Parameter liegen mit einer bestimmten
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Wabhrscheinlichkeit in dem Konfidenzintervall (KI) der Grundgesamtheit und werden mit
den AUC-Werten angegeben.

Der positive pradiktive Wert (PPV) gibt an, wie viele Patienten bei positiver Testdiagnose
tatsdchlich krank sind. Der negative pradiktive Wert (NPV) hingegen zeigt auf, wie viele
Patienten bei negativem Testergebnis sicher gesund sind. Beide Quotienten geben

Aussagekraft tiber die Testverfahren.
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4  Ergebnisse

4.1 Demographische Daten der CF-Patientenkohorte

Die untersuchte CF-Patientenkohorte (n = 86) bestand aus 45 (52,3%) méannlichen und
41 (47,7%) weiblichen Patienten. Anhand des Eintrittsalters liel sich die Kohorte mit
einem Grenzwert von >18 Jahren in unterschiedliche Subgruppen einteilen.

38 (44,2%) Patienten wiesen bei Studieneintritt ein Alter von >18 Jahren auf und bildeten
die CF-Erwachsenenkohorte (CFerw) mit 22 (57,9%) ménnlichen und 16 (42,1%)
weiblichen Patienten. Mit einem Eintrittsalter von <18 Jahren erreichten die padiatrischen
CF-Patienten (CFpsq) eine Kohortenstirke von n =48 (55,8%) mit 23 (47,9%) méannlichen
und 25 (52,1%) weiblichen péadiatrischen Patienten.

Anhand der Differenzierung zwischen den Patienten ohne und mit Leberbeteiligung
(CFnoLD/CFLD) konnte festgestellt werden, dass 21 Kinder (43,7%) der CFpiq bereits
eine Leberbeteiligung bei Eintritt der Studie aufwiesen (CFLDyaq). 27 Kinder (56,3%)
erfiillten hingegen nicht die CFLD-Kriterien und bildeten somit zunéchst die Zielgruppe
CF ohne Leberbeteiligung (CFnoLDpsg). 20 Erwachsene (52,6%) wurden mit einer
Leberbeteiligung diagnostiziert (CFLDerw). 18 Erwachsene (47,4%) gehdrten per
definitionem der CF-Kohorte ohne Leberbeteiligung an (CFnoLDerw).

In der Tabelle 4.1 a und b werden die demographischen sowie klinischen Daten dieser

Patienten iibersichtlich dargestellt.

4.2  Ergebnisse und Merkmalsunterschiede der CFnoLD- und der CFLD-Gruppe im
Altersvergleich

Zu dem Zeitpunkt der Studie betrug das mediane Alter der gesamten CFnoLD-Gruppe
(45 Patienten) 16 Jahre (Bereich 2-47 Jahre). Die CFLD-Gruppe (41 Patienten) wies ein
medianes Alter von 17 Jahren (Bereich 5-45 Jahre) auf. Unter dieser Betrachtung lag kein
signifikanter Unterschied vor (p = 0,119), weswegen sich die beiden Subgruppen zum
Vergleich eigneten.

Anhand eines Box-Plot-Diagramms in Abbildung 4.1 sind u.a. die Medianwerte sowie
die Bereiche dargestellt. Es wird deutlich, dass eine Leberbeteiligung sowohl bei

Patienten im Erwachsenenalter als auch bei pddiatrischen Patienten auftrat.
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Die CFnoLDew-Gruppe besall ein medianes Alter von 29 Jahren, welches keinen
signifikanten Unterschied zu dem Alter der CFLDerw-Gruppe (Median 30,5 Jahre)
aufwies (p = 0,55).

Aus den Berechnungen des medianen Alters der CFpi-Kohort ging hervor, dass die
Altersdifferenz zwischen CFLDps¢ (Median 14 Jahre) und CFnoLDpsi¢ (Median 9 Jahre)

mit nominal 5 Jahren relativ groB3, aber nicht signifikant unterschiedlich war (p = 0,099).

50,0

40,04

30,04

Alter (Jahre)

20,04

10,0

1

CrnIOLD CFLD

= . . =41
"=%  Gruppendefinierung "

Abbildung 4.1: Box-Plot-Darstellung der Altersverteilung aller eingeschlossenen Patienten unterteilt
in CFnoLD/CFLD (n = 86)

Das mediane Alter zwischen den CFnoLD (n = 45) und CFLD-Kohorten (n = 41) unterscheidet sich

nicht signifikant.

Abkiirzungen: CFnoLD = zystische Fibrose ohne Leberbeteiligung; CFLD = zystische Fibrose mit
Leberbeteiligung
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4.3  Klinische Daten der CF-Patientenkohorte

Die Tabellen 4.1.a und 4.1.b fassen neben den demographischen auch die klinischen
Daten der CF-Patientenkohorte zusammen. Innerhalb der Altersgruppen wiesen die BMI-
Werte keine signifikanten Unterschiede auf (p(CFerw) = 0,41, p(CFpia) = 0,055).
Auffillig waren die signifikanten Unterschiede fiir die Lipocalin-2-Konzentrationen und
die TE-Ergebnisse, auf welche in den folgenden Kapiteln ndher eingegangen wird.

Die leberbezogenen Fibrosemarker zeigten jeweils deutliche Unterschiede zwischen den
CFnoLD- und CFLD-Gruppen. Ein eindeutiger Trend zu erhéhten Messwerten bei
Leberbeteiligung war in beiden Altersgruppen festzustellen.

Innerhalb der jeweiligen Altersgruppe (CFerw und CFpsg) waren die Mediane der
Transaminasen ALT und AST in der CFnoLD-Kohorte niedriger (ALT <22 U/l; AST
<23 U/l) im Vergleich zu der CFLD-Patientengruppe (ALT >27 U/I; AST >24 U/l). Es
lag jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Transaminasen der CFnoLDerw
gegeniiber den CFLDerw vor (p(ALT) = 0,059; p(AST) = 0,224).

Die CFpi-Kohorte hingegen wies signifikante Unterschiede in den Transaminasen
zwischen den CFnoLDyis- gegeniiber den CFLDpsg-Patienten auf (p(ALT) = 0,042%;
p(AST) =0,011%).

Die Fibrose-Scores APRI und FIB-4 zeigten ein dhnliches Bild bei Kindern und
Erwachsenen: Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen den Medianen beider
Fibrose-Scores bei CFnoLDerw und CFLDerw vor (p(APRI) = 0,177; p(FIB-4 = 0,072)).
Allerdings waren signifikante bzw. hochsignifikante Unterschiede zwischen den
Medianen der Fibrose-Scores der CFnoLDps¢ und CFLDpsa zu beobachten (p(APRI) =
0,005%; p(FIB-4) = 0,001%*%*).

In der Gesamtkohorte waren erniedrigte Thrombozytenkonzentrationen nach Eintritt der
Leberbeteiligung zu beobachten. Diese Werte wiesen jedoch keine signifikanten
Unterschiede zwischen den CFnoLD- und CFLD-Gruppen auf (p >0,06).

Innerhalb der jeweiligen Altersgruppe gab es keinen Unterschied des
Entziindungsmarkers CRP zwischen der CFnoLD- und der CFLD-Kohorte (CRP-Median
(CFpiq) = 0,5 U/l; CRP-Median (CFerw) = 5,9 U/).

Die Lungenfunktionsparameter der CFLD-Patienten waren im Vergleich zu den

CFnoLD-Patienten erniedrigt, ohne dass ein signifikanter Unterschied vorlag.
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Tabelle 4.1.a: Eigenschaften, Laborparameter und Messergebnisse der einbezogenen CF-Patienten

Mittelwert (Median) + Standardabweichung, der Bereich und der Signifikanzwert zwischen den
jeweiligen CFnoLD- und CFLD-Kohorten sind dargestellt.

Demographische

Erwachsene Kinder
und klinische Daten
n/% 38 (44,2%) 48 (55,8%)

Miinnlich (n/%)
Weiblich (n/%)

Alter (Jahre)

Bereich
Signifikanzwert

BMI (kg/m?)

Bereich
Signifikanzwert

Lipocalin-2 (ng/ml)

Bereich
Signifikanzwert
TE-Lebersteifigkeit
(kPa)

Bereich
Signifikanzwert

ALT (U/l)

Bereich
Signifikanzwert

AST (U/l)

Bereich

Signifikanzwert

22 (57,9%)
16 (42,1%)

23 (47,9%)
25 (52,1%)

CFnoLDerw CFLDerw
n=18 n=20
30,444 (29) 32 (30,5)
+ 7,957 +7,218
18-47 18-45

p =0,548
21,26 (21,23) 20,31 (20,3)
+2,88 +1,96
16,83-27,44 17,71-24,16

p = 0,405
241,518 (226,57) 237,07
+103,367 (168,84)

+ 187,41

83,55-475, 67 73,43-766,81

p=0242
4,2 (4,15) 12,73 (8,65)
+0,971 + 15,502
2,2-6,1 2,7-75

p =0,0001**

23,889 (21) 31,45 (28)
+10,215 + 14,81
12-50 13-79

p=0,059
21,167 (20,5) 28,55 (24)

+ 6,474 + 19,069

13-36 13-98

p=0,224

CFnoLDy:da CFLDy:da
n=27 n=21
10,63 (9) 12,667 (14)
+4,473 +3,12
2-18 5-17
p=10,099
16,61 (16,42) 18,14 (17,6)
+2,65 +2,75
12,49-25,28 13,6-24,35
p=0,055
101,32 230,33
(84,81) (169,83)
+102,14 + 165,95
25,28-510,09  86,98-689,61
p=0,0001%*
4,46 (4,3) 8,38 (6,7)
+0,935 +5,41
2,8-6,2 3,5-24,8
p=10,001**
23,926 (22) 42,143 (27)
+ 7,696 +41,942
10-44 17-208
p=10,042*
23,593 (23) 34,429 (27)
+ 6,375 + 18,1
13-37 18-84
p=0,011*
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Tabelle 4.1.b: Eigenschaften, Laborparameter und Messergebnisse der einbezogenen CF-Patienten
Mittelwert (Median) + Standardabweichung, der Bereich und der Signifikanzwert zwischen den
jeweiligen CFnoLD- und CFLD-Kohorten sind dargestellt.

APRI 0,192 (0,185) 0,816 (0,227) 0,205 (0,18) 0,296 (0,26)
+ 0,075 + 1,66 +0,147 +0,173
Bereich 0,087-0,38 0,08-7,353 0,11-0,91 0,14-0,73
Signifikanzwert p=0,177 p=0,005*
FIB-4 0,49 (0,437) 1,858 (0,575) 0,154 (0,16) 0,243 (0,229)
+ 10,447 +3,85 + 0,066 +0,102
Bereich 0,19-1,19 0,19-17,044 0,04-0,3 0,08-0,45
Signifikanzwert p=0,072 p=0,001**
Thrombozyten (G/1) 294,056 (288,5) 240,6 (249) 329,889 (323) 304, 524 (289)
+ 76,596 + 119,098 + 60,538 + 66,952
Bereich 120-486 17-399 222-464 204-475
Signifikanzwert p=0,219 p=0,063
CRP (mg/l) 9,374 (5,9) 8,695 (5.,9) 2,115 (0,5) 3,147 (0,5)
+ 10,447 +9,895 + 5,88 +6,41
Bereich 0,1-39,4 0,1-31,1 0,1-29,5 0,1-26,4
Signifikanzwert p=0,629 p=0,158
FEVI (%) 72,528 (68) 58,305 (56,2) 93,407 (93,407) 87,619 (90)
+ 21,225 +23,343 + 19,651 +20,549
Bereich 38,9-118 21,2-106 51-138 42-117
Signifikanzwert p=20,072 p=0,46
VC (%) 87,856 (89,3) 79,135 (74,95) 96,593 (95) 91,382 (91)
+ 13,94 + 21,486 +16,32 + 13,297
Bereich 18-47 40,3-119 68-138 63-107
Signifikanzwert p=0,214 p=0,382

Abkiirzungen: CFnoLD = zystische Fibrose ohne Leberbeteiligung; CFLD = zystische Fibrose mit
Leberbeteiligung; erw = erwachsene Patienten; pdd = pidiatrische Patienten; n = Anzahl; SD =
Standardabweichung; BMI = Body-Mass-Index; TE = Transiente Elastographie; ALT = Alanin-
Aminotransferase; AST = Aspartate-Aminotransferase; APRI = Aspartate-Aminotransferase to Platelet
Ratio Index; FIB-4 = Fibrosis-4 Index; CRP = C-reaktives Protein; FEV1 = forciertes exspiratorisches
Volumen/Einsekundenkapazitit; VC = Vitalkapazitit;

* = signifikant; ** = hochsignifikant

Die Ergebnisse zeigen, dass die leberbezogenen Laborwerte, Fibrosemarker und -scores
der CFLDyps4-Kohorte signifikante Unterschiede zwischen CFLD und CFnoLLD
aufweisen. Im Gegensatz dazu weist die CFew-Kohorte nur in der TE-Messung

signifikante Unterschiede auf.
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43.1 Ergebnisvergleich der Messung von Lipoclain-2

Der Median der gesamten Lipocalin-2-Messungen bei Kindern und Erwachsenen betrug
154,1 ng/ml (Bereich 25,28-766,81 ng/ml) mit einer Standardabweichung von 153,71
ng/ml und einem Standardfehler von 16,58 ng/ml.

Separiert in CFnoLD- und CFLD-Patienten unterschieden sich die medianen LCN2-
Werte mit einer deutlichen Signifikanz von p = 0,005%*.

In der CFnoLD-Kohorte lieB sich ein LCN2-Median von 118,88 ng/ml berechnen
(Bereich 25,28-510,09 ng/ml). Der Median der CFLD-Kohorte betrug 169,52 ng/ml
(Bereich 73,43-766,81 ng/ml). Demzufolge lagen die LCN2-Werte der CFLD-Patienten
sowohl im Median als auch absolut erhoht vor.

Diese Ergebnisse sind als Box-Plot-Diagramm in Abbildung 4.2 veranschaulicht.
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Abbildung 4.2: Box-Plot-Darstellung der Lipocalin-2-Werteverteilung aller eingeschlossenen
CF-Patienten unterteilt in CFnoLD/CFLD (n = 86)

Die Mediane und auch die Abweichungen der Lipocalin-2-Messung der Patienten ohne (n = 45) und mit
(n =41) Leberbeteiligung unterscheiden sich mit einer deutlichen Signifikanz.

Abkiirzungen: CFnoLD = zystische Fibrose ohne Leberbeteiligung; CFLD = zystische Fibrose mit
Leberbeteiligung
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43.2 Ergebnisvergleich der transienten Elastographie (TE)

Die Messung der TE zeigte zwischen den beiden Gruppen der CFnoLD (Median 4,3 kPa
(Bereich 2,2-6,2 kPa)) und der CFLD-Kohorte (Median 6,9 kPa (Bereich 2,7-75 kPa))
einen hochsignifikanten Unterschied (p <0,001*%*). Dies ist in Abbildung 4.3 dargestellt.
Teile dieser Arbeit wurden bereits fiir eine Publikation verwendet, in der eine frithzeitige
Diagnose der Leberbeteiligung bei CFpza durch die Messung des durchschnittlichen
jéhrlichen Anstieg der Lebersteifigkeit ermittelt werden konnte.

Die hier festgestellten signifikanten Unterschiede in den TE-Werten zwischen CFnoLLD
und CFLD wurden publiziert in [140, 142].
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Abbildung 4.3: Box-Plot-Darstellung der Werte aus der transienten hepatischen Elastographie-
Untersuchung aller eingeschlossenen CF-Patienten unterteilt in CFnoLD/CFLD (n = 86)

Ein hochsignifikanter Unterschied der kPa-Werte fiir die Lebersteifigkeit (bzw. Elastizitit) zwischen den
Patienten ohne (n = 45) und mit (n = 41) Leberbeteiligung wird hier deutlich.

Abkiirzungen: TE = Transiente Elastographie; kPa = Kilopascal; CFnoLD = zystische Fibrose ohne
Leberbeteiligung; CFLD = zystische Fibrose mit Leberbeteiligung
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4.4 Analyse der pddiatrischen CF-Patientenkohorte

4.4.1 Ergebnisse der Lipocalin-2-Messung

In der piadiatrischen Kohorte (Cut-off <18 Jahre) lieB3 sich ein hochsignifikanter (p =
0,0001**) Unterschied zwischen den Untergruppen CFnoLDps¢ und CFLDp;q in Hinsicht
auf die Lipocalin-2-Proteinkonzentration feststellen.

Die Abbildung 4.4 zeigt neben den Untergruppen der padiatrischen Patienten (blau) die
erwachsenen Patienten (hellblau).

Die Messung der LCN2-Konzentration ergab einen Median von 84,81 ng/ml (Bereich
25,28-510,09 ng/ml) fiir die CFnoLDp;¢-Kohorte und einen Median von 169,83 ng/ml
(Bereich 86,98-689,61 ng/ml) fiir die CFLDps¢-Kohorte.
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Abbildung 4.4: Altersseparation: Box-Plot-Darstellung der Lipocalin-2-Werteverteilung aller
eingeschlossenen CF-Patienten unterteilt in CFnoLD/CFLD (n = 86)

Zwischen den pédiatrischen Patienten ohne (n =27) und mit (n = 21) Leberbeteiligung (dunkelblau) ist ein
hochsignifikanter Unterschied der Lipocalin-2-Ergebnisse zu sehen. Die erwachsenen Patienten (hellblau)
weisen keinen signifikanten Unterschied zwischen den Lipocalin-2-Werten der CFnoLD- (n = 18) und
CFLD-Kohorte (n = 20) auf.

Abkiirzungen: CFnoLD = zystische Fibrose ohne Leberbeteiligung; CFLD = zystische Fibrose mit
Leberbeteiligung
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442 Ergebnisse der transienten Elastographie (TE)

Aus den TE-Ergebnissen zur Messung der Lebersteifigkeit lieBen sich ein
hochsignifikanter Unterschied zwischen den Untergruppen CFnoLDyiq (Median 4,3 kPa
(Bereich 2,8-6,2 kPa)) und CFLDpiq (Median 6,7 kPa (Bereich 3,5-24,8 kPa) mit p
<0,001** berechnen. Dies ist in Abbildung 4.5 verdeutlicht.
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Abbildung 4.5: Box-Plot-Darstellung der transienten Elastographie-Werteverteilung aller
eingeschlossenen pidiatrischen CF-Patienten unterteilt in CFnoLDp:ia/CFLDp:a (n = 48)

Die Ergebnisse der TE-Messungen bei den pédiatrischen Patienten erreichen hochsignifikante Unterschiede
zwischen den CFnoLD- (n =27) und CFLD-Patienten (n = 21).

Abkiirzungen: TE = Transiente Elastographie; kPa = Kilopascal; CFnoLD = zystische Fibrose ohne
Leberbeteiligung; CFLD = zystische Fibrose mit Leberbeteiligung
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443 ROC-Analyse: Messgenauigkeit von Lipocalin-2, TE und Fibrosemarkern

In der ROC-Analyse werden die Genauigkeiten der Messmethoden (Sensitivitdt und
Spezifitit) bzw. hier die Unterscheidungsfahigkeit zwischen CFnoLD und CFLD der
einzelnen Marker in den jeweiligen Altersgruppen berechnet und grafisch dargestellt.

In der Abbildung 4.6 sind die ROC-Analysen fiir Lipocalin-2, TE, ALT, AST, APRI und
FIB-4 bei den pédiatrischen Patienten abgebildet. Die jeweiligen AUC-Werte sowie
Konfidenzintervalle (KI) sind in der Tabelle 4.2 aufgefiihrt.

Eine AUC von 86,9% (KI 76,3-97,6%) konnte anhand der Lipocalin-2-Konzentrationen
fiir die Unterscheidung der CFnoLDp;¢-Kohorte (LCN2-Median 84,81 ng/ml) von der
CFLDypig-Kohorte (LCN2-Median 169,83 ng/ml) ermittelt werden. Aus dieser
Berechnung geht hervor, dass LCN2 unter den verwendeten Parametern die hochste
Passung in Bezug auf die Vorhersage einer CFLD besalB.

Die Unterschiede der TE-Werte (CFnoLDps¢-Median 4,3 kPa; CFLD,i-Median 6,7 kPa)
erreichten eine AUC-Flache von 79,4% (KI 66-92,7%).

Die AUC-Berechnung fiir die FIB-4-Messungen (CFnoLDpi-Median 0,16;
CFLDyis-Median 0,229) ergaben 77,2% (KI 63,7-90,8%).

Aus den Messergebnissen des APRI-Scores (CFnoLDpsg-Median 0,18; CFLDpze-Median
0,26) ging ein AUC-Wert von 73,8% (KI 59,2-88,4%) hervor.

Die Messgenauigkeit der Transaminase AST (CFnoLDpi-Median 23 U/,
CFLDypss-Median 27 U/1) betrug lediglich 71,4% (KI 59,2-88,4%).

Den geringsten AUC-Wert ermittelten wir fiir ALT (CFnoLDpig-Median 22 U/,
CFLDyps¢-Median 27 U/1) mit 67,2% (KI 51,4-83%).
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Abbildung 4.6: Darstellung der Genauigkeit der CFLD-Messmethoden anhand der ROC-Analyse
bei pidiatrischen CF-Patienten (n = 48)

Die Lipocalin-2-Messwerte (blau) erreichen die hochste Passgenauigkeit zur Ermittlung einer CFLD,
gefolgt von den TE-Ergebnissen (griin). Mit geringeren Genauigkeiten sind die Fibrosescores FIB-4 (rot)
und APRI (gelb) mit CFLD assoziiert. AST (lila) und ALT (braun) weisen niedrigere aber weiterhin
signifikante Messgenauigkeiten auf. Die winkelhalbierende Bezugslinie (tiirkis) stellt die Zufallsbasis dar.

Abkiirzungen: LCN2 = Lipocalin-2; TE = transiente Elastographie; ALT = Alanin-Aminotransferase;
AST = Aspartate-Aminotransferase; APRI = Aspartate-Aminotransferase to Platelet Ratio Index;
FIB-4 = Fibrosis-4 Index

Tabelle 4.2: Vergleich der Messmethoden zur Ermittlung einer CFLD berechnet anhand der ROC-
Analysen bei pédiatrischen CF-Patienten

Lipocalin-2 TE ALT AST APRI FIB-4
AUC (%) 86,9 79,4 67,2 71,4 73,8 77,2
Konfidenzintervall (%) 76,3-97,6 66-92,7 51,4-83 56,8-86,1 59,2-88.,4 63,7-90,8

Abkiirzungen: ROC-Kurve = Receiver-Operating-Characteristic-Kurve; AUC = Area-under-Curve;
TE = Transiente Elastographie; ALT = Alanin-Aminotransferase; AST = Aspartate-Aminotransferase;
APRI = Aspartate-Aminotransferase to Platelet Ratio Index; FIB-4 = Fibrosis-4 Index;
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4.5 Analyse der erwachsenen CF-Patientenkohorte
45.1 Ergebnisse der Lipocalin-2-Messung

Abbildung 4.4 (Altersseparation) zeigt ein Box-Plot-Diagramm, in dem die Lipocalin-2-
Werte der pddiatrischen den erwachsenen Patienten gegeniibergestellt sind.

Der LCN2-Median der CFnoLDerw-Patienten betrug 226,57 ng/ml (Bereich 83,55-475,67
ng/ml). Die CFLDgw-Patienten erreichten einen LCN2-Median von 168,84 ng/ml
(Bereich 73,43-766,81 ng/ml).

Es bestehen damit keine signifikanten Unterschiede (p = 0,242) zwischen den LCN2-

Konzentrationen im Serum erwachsener CFLD- und CFnoLD-Patienten.

4.5.2 Ergebnisse der transienten Elastographie (TE)

Die Messung der Lebersteifigkeit mittels TE ergab einen hochsignifikanten Unterschied
(p = 0,0001**) zwischen der CFnoLDew-Kohorte (Median 4,15 kPa (Bereich 2,2-6,1
kPa) und der CFLD¢rw-Kohorte (Median 8,65 kPa (Bereich 2,7-75 kPa)).

Diese Ergebnisse sind in Abbildung 4.7 veranschaulicht.
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Abbildung 4.7: Box-Plot-Darstellung der transienten hepatischen Elastographie-Werte aller
eingeschlossenen erwachsenen Patienten unterteilt in CFnoLDerw/CFLDerw (n = 38)

Die Messung per transienter Elastographie erreicht sehr hohe signifikante Unterschiede zwischen den
erwachsenen Patienten ohne (n = 18) und mit (n = 20) Leberbeteiligung.

Abkiirzungen: TE = Transiente Elastographie; kPa = Kilopascal; CFnoLD = zystische Fibrose ohne
Leberbeteiligung; CFLD = zystische Fibrose mit Leberbeteiligung

45.3 ROC-Analyse: Messgenauigkeit von Lipocalin-2, TE und Fibrosemarkern

In der Abbildung 4.8 sind die ROC-Analysen von verschiedenen Methoden zur CFLD
Diagnostik im Vergleich bei erwachsenen Patienten (CFerw) abgebildet.

Hier erreicht Lipocalin-2 (CFnoLDew-Median 226,57 ng/ml; CFLDerw-Median
168,84 ng/ml) lediglich eine AUC von 38,9% (KI 20,4-57,3%).

Die beste AUC-Berechnung erreichen die Werte der TE-Messung (86,1% (KI 73,7-
98,5%)) fiir CFnoLDcrw-Median 4,15 kPa und CFLDcrw-Median 8,56 kPa.

Die Messgenauigkeit von ALT (CFnoLDew-Median 21 U/l; CFLDew-Median 28 U/D)
betragt 67,9% (KI 50,4-85,4%).

Die AUC von AST (CFnoLD¢w-Median 20,5 U/l; CFLDerw-Median 24 U/1) erreicht
61,5% (KI43,2-79,9%).
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Die APRI-Bestimmung (CFnoLDew-Median 0,185; CFLDew-Median 0,227) erreicht
eine 64,9%ige AUC-Flache (KI 47,2-82,5%).

Aus den FIB-4-Messungen (CFnoLDerw-Median 0,437; CFLDerw-Median 0,575) ldsst
sich eine AUC von 67,1% (KI 48,9-85,3%) berechnen.
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Abbildung 4.8: Darstellung der Genauigkeit der CFLD-Messmethoden anhand der ROC-Analyse
bei erwachsenen Patienten (n = 38)

Die TE-Ergebnisse (griin) erreichen die hochste Messgenauigkeit. Mit grolem Abstand folgen in
absteigender Reihenfolge ALT (hellbraun), FIB-4 (rot), APRI (gelb), AST (lila) und Lipocalin-2 (blau) mit
einer sehr niedrigen Messgenauigkeit ohne Signifikanz nahe der hellblauen Bezugslinie (Zufallsbasis).

Abkiirzungen: LCN2 = Lipocalin-2; TE = Transiente Elastographie; ALT = Alanin-Aminotransferase;
AST = Aspartate-Aminotransferase; APRI = Aspartate-Aminotransferase to Platelet Ratio Index;
FIB-4 = Fibrosis-4 Index
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Tabelle 4.3: Vergleich der Messmethoden berechnet anhand der ROC-Analysen bei erwachsenen
Patienten

Lipocalin-2 TE ALT AST APRI FIB-4
AUC (%) 38,9 86,1 67,9 61,5 64,9 67,1
Konfidenzinterval (%) | 20,4-57,3 73,7-98,5 50,4-854 43,2-79,9 47,2-82,5 48,9-85,3

Abkiirzungen: ROC-Kurve = Receiver-Operating-Characteristic-Kurve; AUC = Area-under-ROC;
TE = Transiente Elastographie; ALT = Alanin-Aminotransferase; AST = Aspartate-Aminotransferase;
APRI = Aspartate-Aminotransferase to Platelet Ratio Index; FIB-4 = Fibrosis-4 Index;

4.6 Korrelationen von Lipocalin-2 mit den Vergleichsparametern

Die Korrelationen von Lipocalin-2 mit den ausgewdéhlten Vergleichsparametern sind in
der Tabelle 4.4 dargestellt. Die Korrelationskoeffizienten sind dabei anhand der Tabelle
3.5 zu bewerten.

Auffillig erschienen die mittelstarken Korrelationen von Lipocalin-2 zu den
Messergebnissen der TE (r = 0,428) und zu den Fibrosemarkern ALT, AST sowie dem
Fibrosescore APRI (r >0,3) in der CFpiq-Patientenkohorte.

Im Kontrast dazu waren die Korrelationskoeffizienten von Lipocalin-2 zu den erwidhnten
Parametern der CFcnw-Patientenkohorte als schwach zu bewerten (r <0,243).

Die Korrelation zwischen LCN2 und den Thrombozyten sowie FIB-4 ist wiederum
mittelstark (r = 0,36).

Auf die einzelnen Signifikanzen und Vergleiche zwischen Lipocalin-2 und den

ausgewdhlten Vergleichsparametern wird in den folgenden Kapiteln néher eingegangen.

63



Ergebnisse

Tabelle 4.4: Korrelationskoeffizienten nach Spearman von Lipocalin-2 mit Werten der TE, Labor-
und Lungenfunktionsparametern der einbezogenen CF-Patienten

TE APRI  FIB-4 ALT  AST Thr. CRP FEVI | L&
CFia r 0,428 0,347 0,210 0,332 0,431 [0,029] 0,089 |0,33] 0,269

n=48 p  0002% 0016* 0,152 0,021  0,002* 0847 0549  0022* 0,064
CFnoLD |t 0282 0,16 0,089) 0,134 0367 0296 (0,09  [0,344] 0,072

n=27 p 0,155 0,425 0,661 0,505 0,06 0,134 0,654 0,079 0,721

CFLD r (0,023 0,034 (0,125 0284 0,051  [0,042] 0294  |0,45] 10,562]
n=21 p 092 0,882 0,59 0213 0827 0858 0196 041 0,008*
CFom r (0,017 [0,163] [0.243] 0,152 0,057 0360 01155  [0,163]  [0,366]

n=38 p 0919 0,328 0,142 0,361 0,735 0,026* 0,354 0,329 0,024*
CFnolLD |r 0,032] 0,092 |0,125] 0,135 0,113 0,009 -0,057 0,032 0,236
n=18 p 09 0,717 0,621 0,592 0,654 0,971 0,823 0,9 0,345
CFLD r 0,138 |0,161] 10,259 0,241  -0,039 0,438 0,224 |0,313| 10,46
n=20 p 0,563 0,497 0,269 0,306 0,87 0,054 0,342 0,179 0,041
Gesamt r 0219 0,112 0,345 0,211 0,123 |0,014] 0,334 |0,452] |0,414|

n=286 p 0,043* 0,305 0,001** 0,051 0,259 0,901 0,002*  0,000%* 0,002

Abkiirzungen: r = Korrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; TE= Transiente Elastographie;
APRI = Aspartate-Aminotransferase to Platelet Ratio Index; FIB-4 = Fibrosis-4 Index; ALT = Alanin-
Aminotransferase; AST = Aspartate-Aminotransferase; Thr. = Thrombozyten; CRP = C-reaktives Protein;
FEV1 = forciertes exspiratorisches Volumen/Einsekundenkapazitéit; VC = Vitalkapazitit; * = signifikant;
** = hochsignifikant

4.6.1 Zusammenhang von Lipocalin-2 und der TE

Die Uberpriifung auf einen Zusammenhang oder eine Wechselwirkung zwischen
Lipocalin-2 und der TE ergab in der Gesamtkohorte nur einen schwachen
Korrelationskoeffizienten (r = 0,219).

Die Tabelle 4.4 zeigt eine eindeutige Beziehung zwischen Lipocalin-2 und der TE der
CFpaa-Gesamtkohorte mit r = 0,428 und p = 0,002*.

Wird diese CFpi-Kohorte nach Leberbeteiligung unterteilt, war in der CFnoLDp;d-
Kohorte ein schwacher Bezug zwischen Lipoclain-2 und TE zu finden (r = 0,282).

Dagegen lag keine Assoziation dieser Parameter in der CFLDpq vor (r = (0,023)).
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CFew-Patienten zeigte keine Korrelation zwischen Lipocalin-2 und der transienten
Elastographie auf (r =10,017|). Auch nach Unterteilung in CFnoLDerw und CFLDerw blieb

der Korrelationskoeffizient schwach (r <0,2).

4.6.2 Zusammenhang von Lipocalin-2 und den Serumparametern

Die Korrelationen nach Spearman fiir die Einordnung des Zusammenhangs von
Lipocalin-2 und den Blutparametern wurden ebenfalls in Tabelle 4.4 zusammengefasst.
Der Korrelationskoeffizient ,,r* fiir die Korrelation Lipocalin-2 mit dem Fibrosescore
APRI ergab in der gesamten pédiatrischen Patientenkohorte einen mittelstarken Wert
(r=0,347).

Der Fibrosescore FIB-4 erreichte einen Korrelationskoeffizienten von r = 0,21. Der
Korrelationskoeffizient von ALT mit Lipocalin-2 betrégt r = 0,332. AST erreicht einen
Wert vonr=0,431. Alle genannten Werte zeigen nur einen mittelstarken Zusammenhang
an.

Die Verbindungen von LCN2 zu der Thrombozytenzahl (r = |0,029|) sowie zu dem
Entziindungsparameter CRP (r = 0,089) waren als zusammenhangslos zu bewerten.
Durch Separierung der CFpig-Kohorte in CFLDpig¢ und CFnoLDpisa werden die
Korrelationen deutlicher. Bei der leberspezifischen ALT zeigte sich ein stirkerer
Zusammenhang mit LCN2 in der CFLD,is-Kohorte (r = 0,284) im Vergleich zu der
CFnoLDyi¢-Kohorte (r = 0,134).

Die AST und die Anzahl der Thrombozyten zeigten wiederum deutlichere Beziige zu
Lipocalin-2 in der CFnoLDysd-Kohorte (r(AST)= 0,367 und r(Thr.) = 0,296)).

Es lagen nur sehr schwache Verbindungen von Lipocalin-2 zu AST sowie zu der
Thrombozytenzahl in der CFLD,iq-Kohorte vor (r <0,1).

In beiden Kohorten waren nur sehr schwachen Verkniipfungen von Lipocalin-2 zu APRI
und FIB-4 zu berechnen (r <0,2).

Die Korrelationskoeffizienten zwischen Lipocalin-2 und den Blutparametern sowie den
Quotienten der CFe-Patienten zeigten sehr schwache Assoziationen (r(ALT) = 0,152;
r(AST) = 0,057; r(APRI) = |0,163|; r(FIB-4) = |0,243)).

Schwache bis mittelstarke Zusammenhénge zeigten die Korrelationen von Lipocalin-2

mit der Thrombozytenzahl (r = 0,36), mit FIB-4 (r = |0,243|) und mit CRP (r = 0,155).
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Nach Separierung von CFnoLDerw und CFLDerw wurden die Beziehungen von Lipocalin-
2 zu den Serumfibrosemarkern deutlicher.

Schwache bis mittelstarke Verbindungen konnten in der CFLDerw-Kohorte von
Lipocalin-2 und ALT (r = 0,241), FIB-4 (r = |0,259|), den Thrombozyten (r = 0,438) und
dem CRP (r = 0,224) festgestellt werden. Die weiteren Serumparameter der CFLDerw-
Kohorte und auch der CFnoLDerw-Kohorte zeigten sehr schwache Kohérenzen (r <0,2).

4.6.3 Zusammenhang von Lipocalin-2 und den Lungenparametern

Neben den Korrelationen von Lipocalin-2 mit den Blutparametern und den TE-
Ergebnissen zeigt die Tabelle 4.4 die Korrelation mit den Lungenparametern FEV1 und
VC. Diese Zusammenhénge sind in der Gesamtkohorte stark (r >0,4).

Unter Beriicksichtigung der Unterteilung nach Alter (CFerw und CFpsq) waren die starken
Korrelationen von Lipocalin-2 und FEV1 den CFps-Patienten zuzuordnen (r >0,33),
wihrend die CFew weniger starke Zusammenhinge aufwiesen (r = |0,163|). Die VC
wiederum korreliert in beiden Kohorten gut mit LCN2 (rpad = 0,269]; rerw = |0,366])

Die CFLD-Patienten erreichten die stdrksten Korrelationen von Lipocalin-2 mit den
Lungenparametern (r >0,3).

Der Zusammenhang von Lipocalin-2 und der Vitalkapazitdt in der CFnoLDps¢-Kohorte
war nur sehr schwach (r(VC) = |0,0272]), hingegen in der CFLDps¢ mit einem starken
Zusammenhang (r(VC) =/0,562|) zu beobachten.

Die Lungenparameter der erwachsenen Patienten korrelierten schwach bis mittelstark mit
Lipocalin-2 (r(FEV1) =10,163| und r(VC) = |0,366|).

Bei den CFerw-Patienten war ein deutlicher Bezug zu der Lungenbeteiligung nur in der
CFLDerw-Kohorte zu erkennen (r(FEV1) =(0,313| und r(VC) = |0,46|)).

Die CFnoLDerw-Kohorte erreichte nur schwache Korrelationen (r(FEV1) = |0,077|) und
r(VC) =10,236)).
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4.7  Separierte Korrelation unter Ausschluss der Lungenbeteiligten

Um einen moglichen Storfaktor aus den Korrelationsrechnungen zu entfernen, miissen
die Patienten mit einer eingeschrinkten Lungenfunktion von den lungengesunden
Patienten separiert werden. Eine Lungenfunktion oberhalb des Grenzwertes (Ein-
Sekunden-Kapazitit (FEV1) von >70% und einer Vitalkapazitit (VC) von >80%) gilt als
lungengesund.

In der Tabelle 4.5 ist die Gesamtkohorte anhand dieses Grenzwertes aufgeteilt in die

lungengesunden (n = 55 (CF*""¢)) und die lungenerkrankten Patienten (n = 31 (CFur¢)).

Tabelle 4.5: Korrelationskoeffizienten nach Spearman von Lipocalin-2 mit Ergebnissen der TE,
Labor-, Lungenfunktionsparametern und Alter der einbezogenen CF-Patienten.

Unterteilung in Lungengesunde (FEV1 >70% und VC >80%) und Lungenbeteiligte (FEV1 <70% und
VC <80%)

TE APRI  FIB-4 ALT AST Thr. CRP FEV1I VC age

Gesamt | r 0,219 0,112 0,345 0,211 0,123 |0,014| 0,334 |0,452] |0,414] 0,349

n=8 |p 0043* 0305 OO 0051 0250 0901 0002+ 000 0000 0001

Hung | 0296 0261 0301 0217 0242 0,124 0,196 [043]  [0,307] 0,243

0,001

ek

n=>55 p 0,028* 0,055 0,026 0,112 0,074 0,368 0,152 0,023* 0,074
-lung r 0,156 0,099 0,057 0,304 0,164 0,126 0,199 [0,122]  |0,241]  ]0,032]

n=31 p 0,403 0,595 0,761 0,096 0,377 0,5 0,284 0,513 0,191 0,864

Abkiirzungen: r = Korrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; +lung = lungengesund;
-lung = lungenbeteiligt; TE = Transiente Elastographie; APRI = Aspartate-Aminotransferase to Platelet
Ratio Index; FIB-4 = Fibrosis-4 Index; ALT = Alanin-Aminotransferase; AST = Aspartate-
Aminotransferase; Thr. = Thrombozyten; CRP = C-reaktives Protein; FEV1 = forciertes exspiratorisches
Volumen/Einsekundenkapazitit; VC = Vitalkapazitit; age = Alter; * = signifikant; ** = hochsignifikant

Nach Ausschluss der Storfaktoren (CF"¢) sind in den nachfolgenden Tabellen (Tabelle
4.6-4.9) nur die 55 CF'"t_Patienten mit einer FEV1 von >70% und einer VC von >80%
aufgefiihrt und in einzelne Untergruppen eingeteilt.

Die 55 CF™""e_Patienten zeigten eine mittelstarke Korrelation von Lipocalin-2 zur TE-
Messung (r = 0,296) sowie zu den Fibrosescores APRI (r = 0,261), FIB-4 (r = 0,301),
ALT (r=0,217) und AST (r = 0,242).

Demzufolge war eine Beziehung von Lipocalin-2 zu der Leberbeteiligung auch nach dem

Ausschluss der CF-Patienten mit Lungenbeteiligung deutlich.
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Der Tabelle 4.6 sind die Korrelationskoeffizienten nach Spearman zwischen Lipocalin-2
und den weiteren Parametern der CFpzq*!""¢-Patienten zu entnehmen.

Bei 23 lungengesunden Kindern konnte keine Leberbeteiligung nachgewiesen werden
(CFnoLDy:q™""¢). 15 pidiatrische Patienten bildeten die direkte Vergleichsgruppe mit
einer diagnostizierten Leberbeteiligung (CFLDpaa"""¢).

Die CFnoLDpaq™"¢-Kohorte erreichte eine mittelstarke Korrelation von Lipocalin-2 zu
TE (r = 0,315) und zu AST (r = 0,433). Sie wies eine schwache Korrelation von LCN2
zu den Quotienten APRI (r = 0,252) und FIB-4 (r = |0,12|) auf.

Die CFLDpsa""¢-Kohorte erreicht eine unerwartet abgeschwichte Korrelation von
Lipocalin-2 zu allen Leberparametern. Eine Ausnahme nahm der Fibrosescore FIB-4

(r=10,451)) ein.

Tabelle 4.6: Pidiatrische Patienten mit einer Lungenfunktion von FEV1 >70% und VC >80%
(lungengesund (CFpaa'""8)).

Darstellung der Korrelationskoeffizienten nach Spearman von Lipocalin-2 mit Ergebnissen der TE, Alter
Labor- und Lungenfunktionsparametern. Unterteilung in zystische Fibrose ohne Leberbeteiligung
(CFnoLD) und zystische Fibrose mit Leberbeteiligung (CFLD)

CFpia*" TE APRI  FIB-4 ALT AST Thr. CRP FEVI VC age

CFnoLD |t 0315 0252 (0,12 0,117 0433 0284 (0,155 (0,419 [0,161] [0,09)
n=23 |p 0,143 0245 0,585 0,595 0,039* 0,189 0479 0,047% 0462 0,682
crLp | T 0184 (0157 0451 0135 [0,101] 0049 0,008 0,062 (0,292 [0.411]

n=17 p 0479 0,547 0,069 0,696 0,7 0,852 0,977 0,815 0,255 0,102

Abkiirzungen: r = Korrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; TE = Transiente Elastographie;
APRI = Aspartate-Aminotransferase to Platelet Ratio Index; FIB-4 = Fibrosis-4 Index; ALT = Alanin-
Aminotransferase; AST = Aspartate-Aminotransferase; Thr. = Thrombozyten; CRP = C-reaktives Protein;
FEV1 = forciertes exspiratorisches Volumen/Einsekundenkapazitit; VC = Vitalkapazitit; age = Alter;
* = signifikant
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In der Tabelle 4.7 sind die Korrelationsergebnisse der 15 CFerwU"e-Patienten
(8 CFnoLDer ¢ und 7 CFLDery "¢) aufgefiihrt.

Diese zeigten schwach bis mittelstarke Korrelationen (r >0,2) der CFnoLDeny 8-
Patienten fiir Lipocalin-2 mit den weiteren getesteten Parametern an. Eine Ausnahme
bilden der FIB-4-Score und die AST (r <0,2). Die CLFDerw ""¢-Gruppe erzielte dhnlich
gute Korrelationen (r >0,18). Wiederum waren schwache Korrelationen von Lipocalin-2

mit APRI, FIB-4 und den Thrombozyten (r <0,1) zu beobachten.

Tabelle 4.7: Erwachsene Patienten mit einer Lungenfunktion von FEV1 >70% und VC >80%
(lungengesund)
Darstellung der Korrelationskoeffizienten nach Spearman von Lipocalin-2 mit Ergebnissen der TE, Alter,

Labor- und Lungenfunktionsparametern. Unterteilung in zystische Fibrose ohne Leberbeteiligung
(CFnoLD) und zystische Fibrose mit Leberbeteiligung (CFLD)

CFopy 118 TE  APRI FIB-4 ALT AST Thr. CRP FEVI VC  age
CFnoLD | r [0,252] [0,262] [0,19] 0238 0,144 0357 0,429 (0,667 [0,595] 0,048

n=38 p 0548 0,531 0651 057 0734 0385 0289 0,071 0,12 0911
CFLD | r 0286 (0,09 0,036 [0,571] [0,288] 0,071 0,18 (0,5  [0,571] 0,179
n=7 p 0535 0848 0939 0,18 0531 0879 0969 0253 0,18 0,702

Abkiirzungen: r = Korrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; TE = Transiente Elastographie;
APRI = Aspartate-Aminotransferase to Platelet Ratio Index; FIB-4 = Fibrosis-4 Index; ALT = Alanin-
Aminotransferase; AST = Aspartate-Aminotransferase; Thr. = Thrombozyten; CRP = C-reaktives Protein;
FEV1 = forciertes exspiratorisches Volumen/Einsekundenkapazitit; VC = Vitalkapazitit; age = Alter

Zur besseren Bewertung und Interpretation der Korrelationen von Lipocalin-2 und den
jeweiligen Parametern sind die demographischen und klinischen Daten der

55 lungengesunden Patienten (CF*""¢) in der Tabelle 4.8.a und b iibersichtlich dargestellt.
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Tabelle 4.8.a: Eigenschaften, Laborparameter und Messergebnisse der einbezogenen CF-Patienten
mit einer Lungenfunktion von FEV1 >70% und VC >80% (lungengesund).

Mittelwert (Median) + Standardabweichung, der Bereich und der Signifikanzwert zwischen den jeweiligen
CFnoLD- und CFLD-Kohorten sind dargestellt.

Demographische
Erwachsene Kinder

und klinische Daten
n/% 15 (27,27%) 40 (72,73%)

CFHOLDerw+lung CFLDpﬁdHung CFHOLDpﬁdH“ng CFLDpﬁdHung

n=2§8 n=7 n=23 n=17

32,25 (32,5) 29,143 (28) 10,435 (9) 11,941 (12)
Alter (Jahre)

+9,954 +7,033 +4,591 +2,926
Bereich 19-47 18-38 2-18 5-15
Signifikanzwert p=0,487 p=0,259

244,362 (226,57) 170,34 (147,52) 105,87 (85,9) 184,385 (160,73)
Lipocalin-2 (ng/ml)

+ 128,972 + 48,674 + 110,21 + 119,788
Bereich 83,55-475, 67 121,7-242 25,28-510,09 86,98-603,48
Signifikanzwert p=0,247 p=0,0001**

4,225 (3,95) 18,957 (10) 4,387 (4,3) 8,929 (6,9)
TE-Lebersteifigkeit (kPa)

+0,91 +25,116 +0,951 + 5,899
Bereich 3,3-6,1 4,8-75 2,8-6,2 3,5-24,8
Signifikanzwert p =0,003* p=0,0001**

29,75 (29,5) 28,714 (30) 23,435 (22) 33,706 (26)
ALT (U/)

+ 12,635 +10,242 + 6,528 + 19,156
Bereich 14-50 17-43 10-39 17-85
Signifikanzwert p=0,817 p=0,135

24,875 (23) 24,571 (17) 23,826 (22) 31,765 (27)
AST (UN)

+ 7,846 +12,998 +6,4 + 14,29
Bereich 13-36 15-50 14-37 19-78
Signifikanzwert p = 0,602 p=0,025*

0,243 (0,235) 1,762 (0,2) 0,211 (0,18) 0,275 (0,26)
APRI

+0,075 +2,643 +0,159 +0,144
Bereich 0,159-0,38 0,13-7,353 0,11-0,91 0,14-0,73
Signifikanzwert p=0,772 p=0,01%*

0,603 (0,526) 4,029 (0,56) 0,153 (0,16) 0,233 (0,229)
FIB-4

+0,2867 +6,175 +0,067 +0,098
Bereich 0,345-1,19 0,24-17,044 0,04-0,3 0,08-0,45
Signifikanzwert p=0,487 p=0,007*
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Tabelle 4.8.b: Eigenschaften, Laborparameter und Messergebnisse der einbezogenen CF-Patienten
mit einer Lungenfunktion von FEV1 >70% und VC >80% (lungengesund).

Mittelwert (Median) + Standardabweichung, der Bereich und der Signifikanzwert zwischen den jeweiligen
CFnoLD- und CFLD-Kohorten sind dargestellt.

Demographische
Erwachsene Kinder

und klinische Daten

263,75 (267) 145,286 (207) 330,261 (323) 300,471 (300)
Thrombozyten (G71)

+70,214 + 113,053 + 59,865 + 59,101
Bereich 120-358 17-297 222-464 204-406
Signifikanzwert p =0,028* p=0,067

5,6 (5,65) 4,114 (1,9) 1,135 (0,5) 1,407 (0,5)
CRP (mg/l)

+473 +5,093 +5,88 + 2,478
Bereich 0,1-11,1 0,1-13,2 0,1-9,4 0,1-9,5
Signifikanzwert p=0,416 p=0,329

Abkiirzungen: n = Anzahl; SD = Standardabweichung; BMI = Body-Mass-Index; TE = Transiente
Elastographie; ALT = Alanin-Aminotransferase; AST = Aspartate-Aminotransferase; APRI = Aspartate-
Aminotransferase to Platelet Ratio Index; FIB-4 = Fibrosis-4 Index; CRP = C-reaktives Protein; FEV1 =
forciertes exspiratorisches Volumen/Einsekundenkapazitit; VC = Vitalkapazitit; * = signifikant;

4.8 Korrelationen der Laborparameter und Messergebnisse zu ihren Grenzwerten

Die Tabelle 4.9 stellt in Anlehnung an die Tabelle 4.8.a und b die Verhéltnisse der
Laborparameter und der Messergebnisse gegeniiber ihren Grenzwerten in Prozent dar.
Die Prozentangaben dienen zur besseren Ubersicht sowie zur Orientierung und zum
Vergleich des Anstiegsverhalten der Laborparameter und Messergebnisse bei CFnoLD
und CFLD.

Yoshikawa et al. publizierten 2017 einen Lipocalin-2-Grenzwert flir eine verbesserte
Uberlebensrate von <119 ng/ml [279]. Dieser Grenzwert wurde in unserer Arbeit zur
Bewertung der Lipocalin-2-Werte beriicksichtigt. Als CFLD-Diagnose-Cut-off wurde
der TE-Wert von Rath et al. ibernommen (6,3 kPa) [207]. Die Cut-offs fiir eine CFLD-
Diagnose von APRI und fiir FIB-4 liegen nach Leung ef al. bei APRI >0,462 U/l und
FIB-4 >0,358 U/1 [160].

Aus der Tabelle 4.9 besonders hervorzuheben sind die Messergebnisse von Lipocalin-2.
Diese Werte sind bei CF-Patienten mit Leberbeteiligung oberhalb des Grenzwertes
(Anstieg um 123,97% bei CFLDerw """ und um 135,07% bei CFLDjpaq""¢). Aber auch die
CFnoLDen ""¢-Kohorte zeigte einen LCN2-Median (226,57 ng/ml) mit einem erhdhten
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Wert von 190,39% des Grenzwertes. Der LCN2-Median der CFnoLDy;q'""¢-Kohorte
zeigte als Einziger einen Normwert von 85,9 ng/ml (72,18% des Grenzwertes) an.

Die Messergebnisse der transienten hepatischen Elastographie erreichten nur bei Eintritt
der Leberbeteiligung erhdhte Werte von 10 kPa bei CFLDerw'™¢ und 6,9 kPa
bei CFLDpaq ™.

Die Leberparameter (ALT und AST) und der aus ihnen gebildete Fibrosescore APRI
zeigten in allen Kohorten normwertige Ergebnisse. FIB-4 war in der CFer""8-Kohorte

isoliert erhoht nachweisbar (ca. 150% des Grenzwertes).

Tabelle 4.9: Korrelationen der Laborparameter und Messergebnisse der einbezogenen CF-Patienten
mit einer Lungenfunktion von FEV1 >70% und VC >80% (lungengesund).

Laborparameter sowie Messergebnisse sind als Median und ihre Abweichung in % angegeben. Fett
markiert sind Werte, welche einen Anstieg iiber 100% aufweisen.

Parameter Grenzwert CFnoLDen,™"8  CFLD.n'™"8 CFnoLDyid"™  CFLDpii™"¢
LCN2 15 226,57 147,52 85,9 160,73

(ng/ml) (190,39%) (123,97%) (72,18%) (135,07%)

TE (kPa) 6,3 3,95 (62,7%) 10 (158,73%) 4,3 (6825%) 6,9 (109,52%)
ALT (U/l) 35 20,5 (84,29%) 30 (85,71%) 22 (62,86%) 26 (74,29%)
AST (U/) 35 23 (65,71%) 17 (48,57%) 22(62,86%) 27 (77,14%)
APRI 0,462 0,235 (50,87%) 0,2 (43,29%) 0,18 (38,96%) 0,26 (56,28%)
FIB-4 0,358 0,526 (146,93%) 0,56 (156,42%) 0,16 (44,69%) 0,229 (63,97%)

Abkiirzungen: LCN2 = Lipocalin-2; TE = Transiente Elastographie; ALT = Alanin-Aminotransferase; AST
= Aspartate-Aminotransferase; APRI = Aspartate-Aminotransferase to Platelet Ratio Index; FIB-4 =
Fibrosis-4 Index
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5  Diskussion

Die Leberbeteiligung bei CF (CFLD) ist eine hdufige Komplikation der autosomal-
rezessiven Erberkrankung zystische Fibrose, welche bereits bei 5-10% der pédiatrischen
Patienten in der ersten Lebensdekade auftritt und dariiber hinaus als die dritthdufigste
Todesursache bei CF verzeichnet ist.

Es besteht eine 4,5%ige Wahrscheinlichkeit fiir die Entwicklung einer Leberzirrhose
innerhalb eines medianen Zeitraums von flinf Jahren ab dem Zeitpunkt der
Diagnosestellung der Leberbeteiligung [50, 142].

Eine friihzeitige Diagnose der Leberbeteiligung bei CF kann die Prognose beziiglich
Lebenszeit und Lebensqualitit durch eine sofortige Therapieeinleitung u.a. mit
Ursodesoxycholsdure noch vor Symptomeintritt der zumeist jugendlichen Patienten
deutlich verbessern [14, 62].

Trotz der aktuellen Mdglichkeiten mit neu etablierten, im Vergleich zu dem Goldstandard
der Leberbiopsie nicht-invasiven, diagnostischen Serumparametern und bildgebenden
Verfahren, weisen diese modernen Screeningmethoden zur Diagnose der
Leberbeteiligung bei CF schwerwiegende Limitationen auf. Sie ermoglichen nur
eingeschriankte Prognosemoglichkeiten einer zukiinftig eintretenden Leberbeteiligung.
Daher erscheinen neue diagnostische Tools umso wichtiger [50, 62]. Ein entsprechender
Test auf CFLD sollte schnell, einfach und nicht-invasiv sein. Aufgrund der genannten
Aspekte iiberpriift die vorliegende Arbeit, ob der Blutparameter Lipocalin-2 als neuer
Indikator fiir eine CFLD angesehen werden kann.

Das bereits vor einigen Jahren identifizierte Lipocalin-2 wird von neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen (sog. Fresszellen) gebildet und wirkt als Schutzfaktor,
indem es bakterielle Siderophore bindet. Das Apoptose-induzierende Protein Lipocalin-
2 hat sich bereits als verldsslicher Marker in der Diagnostik von Nierenerkrankungen
erwiesen. Durch seine starke Korrelation mit dem Auftreten hepatischer Schiden wie
Steatose, Hepatitis, andere akute und chronische Lebererkrankungen bzw. -versagen
erlangte das Lipocalin-2 immer mehr Aufmerksamkeit in der aktuellen Forschung zur
Leberdiagnostik bei CF [9].

Die TE bewidhrt sich als Funktionsdiagnostik bei verschiedenen Erkrankungen u.a. auch
in der Unterscheidung zwischen CFnoLLD und CFLD sowie bei der Fritherkennung der
CFLD. Teile dieser Arbeit wurden bereits flir die Publikation der friihzeitigen

Diagnosestellung der Leberbeteiligung bei CFpisa durch den Anstieg der jdhrlichen
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Lebersteifigkeit (gemessen in kPa) verwendet [140-142]. Aufgrund der CFLD-
Diagnostik mittels TE wurde diese neben den etablierten Serum-Fibrosescores APRI und

FIB-4 sowie den Leberparametern AST und ALT als Vergleich herangezogen.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sich
Lipocalin-2 aufgrund seiner signifikanten Unterscheidungsfahigkeit zwischen CFnoLD
und CFLD im pédiatrischen Alter als innovatives, schnelles und nicht-invasives Mittel zu
Unterstiitzung der CLFD-Diagnose bei pidiatrischen Patienten eignet. Die Ergebnisse
von Lipocalin-2 weisen eine sehr hohe Messgenauigkeit auf. Es konnte eine Korrelation
von Lipoclain-2 mit den Werten der transienten hepatischen Elastographie nachgewiesen

werden, welche bereits zur Unterstlitzung der CFLD-Diagnose eingesetzt wird.

5.1 Vergleich und kritische Hinterfragung der angewandten Methodik und des
Patientenkollektivs

5.1.1 Kohortenstirke und ihre Vergleichbarkeit (Ziel- und Kontrollgruppen)

In die vorliegende Studie wurden 86 CF-Patienten einbezogen und anhand ihres Alters
sowie anhand einer Leber- und Lungenbeteiligung in Untergruppen unterteilt.

Es liegen vergleichbare Arbeiten vor, die sich ebenfalls mit der Thematik der
signifikanten Erhdhung von Lipocalin-2 bei Lebererkrankungen beschéftigten.

2013 konnten Borkham-Kamphorst et al. ein Kollektiv von 192 Patienten mit chronischer
Lebererkrankung (variable Atiologie sowie variabler klinischer Schweregrad)
untersuchen [19].

Roth et al. bezogen sich auf ein Patientenkollektiv von nur 22 Patienten mit dem
Selektionskriterium des akuten und chronischen Leberversagens [226].

Ariza et al. hingegen untersuchten 716 Patienten mit verifizierter Leberzirrhose [7]. Die
genannten Studien bezogen sich demnach auf Kollektive mit bereits etablierter
Leberbeteiligung.

Viele Grundlagenstudien stiitzen sich zum Nachweis der Beziehung von LCN2 zu
Lebererkrankungen auf Tierversuche [18, 251].

Die vorliegende Arbeit untersucht erstmals ein CF-Patientenkollektiv, welches zwischen

padiatrischen und erwachsenen sowie zwischen leber- und lungenbeteiligten Patienten
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unterscheidet. Unsere Studie basiert daher auf Ergebnissen, welche aus dem Vergleich

von Ziel- und Kontrollgruppen hervorgehen.

5.1.2 Limitationen der Screeningmethoden fiir eine CFLD-Diagnostik

Die Diagnose einer CF-Leberbeteiligung ist die Grundlage der Unterteilung des
Patientenkollektivs in die Ziel- und Kontrollgruppen (CFnoLD/CFLD). Die
Unterscheidung zwischen beiden Gruppen erfolgte in dieser Arbeit anhand der Debray-
Kriterien sowie der per TE gemessenen Lebersteifigkeit (CFLD-Diagnose-Cut-off von
>6,3 kPa) [62, 207].

Derzeitige Screeningmethoden fiir eine CFLD umfassen Serummarker und -scores,
Sonografie, CT und die kosten- und zeitintensive MRT. Die entscheidenden Limitationen
der bislang zur Verfligung stehenden Screeningmethoden zum Nachweis einer
Leberbeteiligung bei CF betreffen in erster Linie die geringe Sensitivitit und Spezifitét
der klinischen Untersuchung. Weitere Limitationen der Screeningmethoden sind die
Strahlenexposition (z.B. beim CT), hohe Kosten (z.B. beim MRT), eine Invasivitit und
damit einhergehende Risiken sowie Stichprobenfehler bei dem noch bestehenden

Goldstandard, der Leberbiopsie [50, 62, 254].

5.1.2.1 Kosteneffizienz und Diagnosegenauigkeit der transienten hepatischen

Elastographie

Die nicht-invasive transiente hepatische Elastographie, welche eine hohe diagnostische
Genauigkeit fiir die Erkennung einer CFLD besitzt, ist noch nicht durch prospektive
Multicenter-Studien als klares und leitliniengerechtes CFLD-Diagnostikum anerkannt
[142]. Einen groBen Anteil an der fehlenden Durchsetzung der transienten Elastographie
nimmt trotz ihrer vermehrten Verbreitung wahrscheinlich die eingeschrinkte
Verfiigbarkeit abseits der Spezial-Einrichtungen wie universitidrer Kliniken und
hepatologischer Zentren ein [132].

In einer Analyse von Thavorn et al. wurde die Effizienz des teuren TE-Gerites der
Leberbiopsie  gegeniibergestellt und eine bis zu 20fache Kosteneinsparung
herausgearbeitet. In ihrer Analyse (in der Calgary Health Region (Kanada)) bezogen sie

sich zum einen auf die Kosteneffizienz der Diagnostik bei 3627 Patienten mit Hepatitis

75



Diskussion

B oder Hepatitis C, mit nicht-alkoholischer (NAFLD) oder alkoholischer
Fettlebererkrankung (AFLD). Neben der Kosteneffizienz wurden auch die diagnostische
Richtigkeit herausgearbeitet. Die Kosteneinsparung der TE gegeniiber der Leberbiopsie
betrdgt im Durchschnitt 225,64 CAD pro Patient. Abhingig von der jeweiligen
Lebererkrankung (HBV, HCV, NAFLD, AFLD) fiihrte die TE zu einer Kostenreduktion
von 993,31 bis zu 2431,59 CAD. Nachteilig fiir die TE war allerdings die bis zu 23%ige
Diagnoseungenauigkeit der Lebererkrankungen [254].

2009 untersuchten Witters et al. die TE zur frilhen Erkennung der Leberbeteiligung
anhand eines Kollektivs von 66 Patienten. Sie zeigten eine signifikant (p <0,02%*) erhohte
Lebersteifigkeit bei Patienten sowohl mit einer klinischen (Mittelwert TE-Messung 11,2
kPa), einer durch Serumparameter (Mittelwert TE-Messung 7,4 kPa) als auch durch
Ultraschall festgestellten CFLD (Mittelwert TE-Messung 8,2 kPa) [273].

Breton et al. berichteten von 72 padiatrischen Patienten mit einer potentiellen hepatischen
Fibrose. Eingeschlossen in das Studienkonzept wurden 28 Patienten mit einer
Virushepatitis, 20 CF-Patienten, 16 Patienten mit einer Cholestase, fiinf Patienten mit
einer Autoimmunhepatitis und drei Patienten mit einer Leberfibrose unklarer Atiologie.
Es zeigten sich gute Ubereinstimmungen der TE-Messung mit den histologischen
Befunden. Jedoch konnten nur bei neun Patienten mit einer portalen Hypertension
signifikant erhohte Werte gegeniiber denen ohne PHT festgestellt werden (26,5 kPa vs.
6,4 kPa, p <0,01%*) [23].

Friedrich-Rust et al. bestitigten die TE als Diagnostikum der Leberbeteiligung bei 106
Patienten mit CF, von denen 17% per TE als CFLD-Patienten diagnostiziert wurden
(63%ige diagnostische Genauigkeit). Im Vergleich zogen sie — analog zur vorliegenden
Arbeit — die Debray-Kriterien heran, wobei 23% des Kollektivs als CFLD diagnostiziert
wurden [62, 92].

Karlas et al. veroffentlichten dhnliche Ergebnisse bei 55 erwachsenen Patienten mit CF,
welche tiber ein Follow-up von 22,5 Monaten untersucht wurden. Zu Beginn zeigten die
CF-Patienten ohne Leberbeteiligung einen medianen Lebersteifigkeitswert von 3,8 kPa
an (nach Follow-up 4,3 kPa). Im Gegensatz dazu wiesen die CF-Patienten mit
Leberbeteiligung einen Wert von 5,3 kPa (nach Follow-up 4,9 kPa) auf [130].

2013 etablierte Rath et al. aus unserer Arbeitsgruppe anhand von Untergruppen des
Kollektivs dieser vorliegenden Arbeit mit 45 CF-Patienten einen Cut-off zur CFLD-
Diagnose von 6,3 kPa, welcher eine hohe diagnostische Genauigkeit (AUC 90,6%)
besitzt. Die Spezifitit zum Nachweis einer Leberbeteiligung betrug 100% [207].
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In Anlehnung an diesen Cut-off, konnte 2017 ein 5-Jahres Follow-up mit 36 padiatrischen
und 16 erwachsenen Patienten verdffentlicht werden. Innerhalb dieses Follow-ups
entwickelten 9 der 36 piadiatrischen CFnoLD-Patienten nach 4-5 Jahren kontinuierlicher
Messung einen Anstieg der Lebersteifigkeit von ATE >0.38 kPa/a, sodass diese am Ende
des Untersuchungszeitraums oberhalb des Diagnose-Cut-offs von 6,3 kPa lagen. Der
jéhrliche Steigungswert von ATE >0.38 kPa/a wurde als optimaler Cut-off zur Diagnose
der Entwicklung einer zukiinftigen Leberbeteiligung angesehen [140-142]. Diese
Diagnosemoglichkeit der CFLD-Entwicklung bedingt jedoch eine mehrfache TE

Messung liber einen Zeitraum von >1 Jahr.

Die Ergebnisse der TE der vorliegenden Studie zeigten Unterschiede zwischen CFnoLLD
und CFLD. Diese Unterscheidungsmoglichkeit der TE stimmt mit der angegebenen
aktuellen Literatur beziiglich der CFLD-Diagnosestdrke tiberein.

Der CFLD-Diagnose-Cut-off von 6,3 kPa (etabliert von Rath et al.) wurde auch in dieser
Arbeit angewandt und seine diagnostische Aussagekraft zur Beurteilung der Leber
bestitigt [207].

Die Messgenauigkeit der TE, ermittelt anhand einer ROC-Analyse, stellte sich mit einer
Flache unter der Kurve (AUC) von 79,4% bei den pédiatrischen Patienten als
hervorragend dar. Der AUC-Wert der CFew-Patienten erreichte einen Wert von 86,1%.
Diese genannten AUC-Werte weisen eine hohere Messgenauigkeit als die publizierten
Ergebnisse z.B. von Sadler ef al. (2015) auf. Die Arbeitsgruppe um Sadler berechnete
anhand eines Kollektivs von 127 erwachsenen Patienten signifikante Unterschiede
(p = 0,0001**) in der TE-Messung zwischen CF-Patienten ohne (Median 3,9 kPa) und
CF-Patienten mit einer Leberbeteiligung (Median 6,4 kPa) mit einer AUC von 78% [229].
Aufgrund der sehr guten Ergebnisse und der Vergleichbarkeit zur angefiihrten Literatur
bot sich die TE als Goldstandard der CFLD Diagnostik zum Vergleich der Ergebnisse

u.a. des zu untersuchenden Proteins Lipocalin-2 an.
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5.1.2.2 Beurteilbarkeit der Leberbeteiligung mittels etablierter Laborparameter

Weitere gut etablierte Messungen zur Beurteilung der Leberschidden sind die indirekten
Fibrosetests wie der APRI- und FIB-4-Score, die Transaminasen AST und ALT sowie
die Bestimmung der Thrombozytenzahl. Auch direkte Fibrosetests gelten als gute Marker

fiir einen fibrotischen Leberschaden.

a) Aussagekraft der Thrombozytenzahl

Die Thrombozytenbestimmung ist ein Bestandteil des APRI- und FIB-4-Scores. Eine
Thombozytopenie ist mit der Progredienz der Leberfibrose bzw. -zirrhose und dem
dadurch zunehmenden Portaldruck vergesellschaftet. Dies ist auf die verminderte
Thrombopoetinsynthese der Hepatozyten und auf den erhdhten Abbau der Thrombozyten
in der Milz (splenomegales Pooling) zurlickzufithren [234, 245]. Sowohl bei den
erwachsenen als auch bei den pédiatrischen Patienten war eine Abnahme der
Thrombozytenzahl in der CFLD-Patientenkohorte gegeniiber den CFnoLD-Patienten zu
beobachten (Tabelle 4.1.a und b).

2005 verdftentlichten Lackner et al., dass eine Thrombozytenzahl von >150 G/L eine
Leberzirrhose in knapp 80% ausschlie3t. Es ist allerdings anzumerken, dass neben der
Leberbeteiligung viele weitere mogliche Erkrankungen zu einer Thrombozytopenie
filhren konnen. Zu diesen zdhlen z.B. Stérungen der Produktion durch Medikamente,
Malignome oder ein erhohter peripherer Umsatz bei z.B. Sepsis oder
Autoimmunerkrankungen [37, 151]. Die Thrombozytenzahl besitzt folglich eine zu

geringe Spezifitdt und damit eine ungeniigende Aussagekraft in Bezug auf eine CFLD.

b) Aussagekraft der Fibrosemarker und -scores

Der De-Ritis-Quotient (Aspartat-Aminotransferase (AST)/Alanin-Aminotransferase
(ALT)-Ratio (AAR)) findet seine Verwendung in der Leberbeurteilung bei chronisch
viraler Hepatitis oder NASH/ASH.

In der Studie von Lackner et al. 2005 wurde fiir diesen eine Messgenauigkeit fiir die
Vorhersage der Fibrose bei HCV von 57-73% berechnet. Im Kontrast dazu lieB3 sich eine
AUC fiir den APRI-Score von 80-90% berechnen [20, 151].

Aufgrund dieser Uberlegenheit wurde in der vorliegenden Dissertation nur der APRI-

Score als Vergleichsparameter herangezogen.

78



Diskussion

2015 bestdtigten Leung et al. die gute Vorhersagekraft der Leberbeteiligung bei CF
anhand des APRI-Scores. Sie publizierten die erste Leberbiopsie validierte, retrospektive
Studie, in der sie 67 CFLD-Kinder mit der Kontrollgruppe (104 im Alter und Geschlecht
iibereinstimmender Kinder ohne CFLD) verglichen. Wie bei der vorliegenden Studie
nutzten Leung et al. zur initialen CFLD-Diagnose die Debray-Kriterien [62].

Der APRI-Wert zeigte eine komplette Ubereinstimmung mit dem histologischen Staging
in 37% der Félle. In beiden Messungen erreichten 73% der Félle den gleichen
Fibrosegrad. Ein 75%iger AUC-Wert des APRI-Scores konnte fiir die Vorhersage der
Leberbeteiligung ermittelt werden. In fortgeschrittenen Fibrosefdllen (METAVIR F3-F4)
lag der AUC-Wert bei 81% [160].

In der vorliegenden Arbeit erreichte die Messgenauigkeit fiir APRI bei den pédiatrischen
Patienten einen vergleichbaren AUC-Wert von 73,8%. APRI zeigte also auch in unserer
Studie einen guten und genauen diagnostischen Vorhersagewert, war aber dennoch dem
TE-AUC-Wert (79,4%) unterlegen.

Die Fibrosescores APRI und FIB-4 umfassen in ihrer Berechnung Parameter aus der
Routinelaboruntersuchung (AST, ALT, Thrombozytenzahl und das Alter). Im
Unterschied zur TE-Messung oder auch der Lipocalin-2-Bestimmung sind keine weiteren
Messungen erforderlich [118].

In der Studie von Leung ef al. erreichte FIB-4 eine Messgenauigkeit zur Diagnose der
Leberbeteiligung von nur 60%. Sie beschrieben eine stirkere Korrelation zwischen FIB-
4 und der portalen Hypertension (PHT) von 90%. Aus diesem Grund ist der FIB-4-Score
als nicht-invasiver PHT-Marker geeigneter. Leung et al. erkliren ihre Ergebnisse
aufgrund der beriicksichtigten Zeitkomponente (Alter in Jahren), welche bei der Formel
mit einbezogen wird und fiir die Entwicklung der PHT eine entscheidende Rolle spielen
kann [160].

Aufgrund der Ubereinstimmung einiger Variablen der Fibrosescores, zeigte neben dem
APRI-Score auch der FIB-4-Score Wechselbeziehungen zu der CFLD-Diagnose. In der
dieser Arbeit zugrunde liegenden Untersuchung erreicht FIB-4 eine Messgenauigkeit von
77,2% bei Kindern und von 67,1% bei Erwachsenen. Daher wurde FIB-4 auch als
Vergleich zu Lipocalin-2 herangezogen.

Die Transaminasen (AST und ALT) sind Bestandteile beider Fibrosescores, welche sich
aufgrund ihrer Beziehung zur Leber als Vergleich zu Lipocalin-2 eignen.

Die ALT zeigt im Gegensatz zur AST die hochste Aktivitdt innerhalb der Hepatozyten

und ist leberspezifisch.
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Die AST ist sowohl in den Hepatozyten als auch in den Herz- und Muskelzellen zu finden.
In den Hepatozyten ist die AST zu 20% zytoplasmatisch und zu 80% mitochondrial
verortet. Aus diesem Grund steigt bei einem Leberzellschaden die leberspezifische ALT
und auch die AST deutlich an [192, 195, 245]. Demnach bedeutet -ein
Konzentrationsanstieg der Transaminasen einen hepatozytiren Zellschaden, welcher
durch eine frithere Diagnostik der Leberbeteiligung bei CFLD verhindert werden konnte
und sollte.

Die AST, ALT aber auch die aus ihnen gebildeten Scores FIB-4 und APRI sind also
wichtige Vergleichsmarker. Die jeweilige Aussagekraft als Friihparameter ist jedoch
aufgrund des genannten Anstiegs erst nach manifestem Zellschaden gering.

Weitere indirekte Fibrosetests wie der FibroTest® und der Forns Index sind vorwiegend
zur Diagnose einer Leberzirrhose (meist im Kontext zur chronischen Hepatitis C)
geeignet. Sie boten sich dementsprechend nicht als Vergleichsparameter fiir die
Validierung von Lipocalin-2 beim Eintritt der Leberbeteiligung bei CF an [30, 89, 106,
182, 239].

2017 verdffentlichten Harris ef al. einen Review iiber den Vergleich von nicht-invasiven
Biomarkern zu Diagnose und generellen Beurteilungen der Leberbeteiligung bei
Risikopatienten. Sie filihrten an, dass nur die TE und der FibroTest® mit dem

histologischen Bild {ibereinstimmen und verglichen werden kdnnten [108].

c) Aussagekraft der direkten Fibrosetests

Die direkten Fibrosetests Hyaluronsidure, das N-terminale Prokollagen-III-Peptid,
verschiedene Metalloproteasen (MMPs) und ihre Inhibitoren (TIMPs) gelten als gute
Marker fiir einen fibrotischen Leberschaden, da sie aufgrund des Auf- und Abbaus bei
Leberbeteiligung vermehrt im Serum anfallen. Wegen ihrer teilweise geringen
Sensitivitit und Spezifitét fiir die Diagnose der Leberbeteiligung bei CF sowie der partiell
eingeschriankten Eignung bei differenzierteren Krankheitsbildern (Hepatitis B, C,
Zirrhose etc.) sind unbedingt bessere Marker zu finden [100, 208]. Zudem werden sie
nicht wie AST und ALT als Routineparamater im Standardlabor schnell und
kostengiinstig bestimmt.

In Anbetracht der genannten Kriterien eigneten sich die direkten Fibrosetests aufgrund

ihrer zu geringen Aussagekraft nicht zum Vergleich mit Lipocalin-2 [245].
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5.1.2.3 Beurteilbarkeit der Leberbeteiligung mittels der Bestimmung von Lipocalin-2-
mRNA und Lipocalin-2-Induktoren/-Regulatoren

Vorangegangene Studien haben neben der Lipocalin-2-Messung auch die LCN2-mRNA-
Bestimmung zur besseren Beobachtung und Bewertung der LCN2-Produktion genutzt
[251]. Die mRNA-Bestimmung ist heutzutage in fast jedem molekularbiologischen Labor
moglich. Neben der optimalen mRNA-Extraktion verbunden mit ihrer Qualitdtskontrolle,
ist eine RT-PCR-Methode zur quantitativen Bestimmung der mRNA sowie eine sinnvolle
Quantifizierungsstrategie Voraussetzung fiir eine genaue mRNA-Bestimmung. Die
Bestimmung ist folglich mit einem gewissen Aufwand, Kosten, Komplexitit sowie
umfassenden Kenntnissen der technischen Aspekte verbunden [90, 199].

Angesichts der genannten Faktoren eignet sich die aufwéndigere und fehleranfillige
Bestimmung der mRNA nicht fiir eine routineméfBige Untersuchung der CF-Patienten.
Zur weiteren Bewertung der Lipocalin-2-Produktion und Sekretion bietet sich die
Bestimmung der Lipocalin-2-Induktoren/-Regulatoren an. Beobachtetet wurden
Zusammenhdnge der Lipocalin-2-Produktion mit entziindlichen Zytokinen und
Chemokinen wie IL-1p, -6, -10, -17, TNF-a, TGF-a, NFkB und MCP-1 etc. Diese werden
im Wesentlichen als Regulatoren/Aktivatoren fiir die Lipocalin-2 verstanden, sind aber
auch integraler Bestandteil des spezifischen und unspezifischen Immunsystems. Sie sind
bei zahlreichen Immunantworten zur Bekdmpfung von Pathogenen oder chronisch-
entziindlichen Systemerkrankungen wie z. B. Rheumatoide Arthritis, Multiple Sklerose,
Morbus Crohn, Colitis ulcerosa vorhanden. Aufgrund des breitgefacherten Auftretens der
Zytokine und Chemokine sind diese als unspezifisch zu bewerten und fiir eine CFLD-

Diagnose ungeeignet. [9, 18, 84, 251].
In Folge der erwdhnten Vor- und Nachteile unterschiedlicher Fibrosemarker, bezog sich

die vorliegende Arbeit fiir den Vergleich der diagnostischen Stirke von Lipocalin-2 auf

die TE, APRI, FIB-4, ALT, AST und die Thrombozytenzahl.

81



Diskussion

5.2 Lipocalin-2 als Biomarker zur Fritherkennung der Leberbeteiligung in der Akute-

Phase-Reaktion

Die vorliegende Arbeit umfasst ein Patientenkollektiv von insgesamt 86 CF-Patienten mit
48 (55,8%) Kindern (21 CFLDpsg und 27 CFnoLDyiq) sowie 38 (44,2%) Erwachsenen
(20 CFLDerw und 18 CFnoLDery), welche einem Vergleich von Blutserumparametern,
Ergebnissen der TE und Werten der Lungenfunktionstests unterzogen wurden.

Die Werte der Lipocalin-2-Messungen ergaben einen signifikanten Unterschied
(p = 0,005*) zwischen CFLD (169,52 ng/ml) und CFnoL.D (118,88 ng/ml).

Diese Unterscheidungsfihigkeit zwischen gesunder und pathologischer Leber durch
Lipocalin-2 wurde bereits bei Borkham et al. und Sultan et al. in Tier- und auch in
Humanexperimenten festgestellt und durch die vorliegende Arbeit bei CF Patienten
bestitigt bzw. ausgebaut.

2011 stellten Borkham ef al. eine signifikante, schnelle und anhaltende Expression und
Sekretion von Lipocalin-2 in Sternzellen bei Sprague Dawley®-Ratten mit deutlichem
Anstieg fest. Hierzu wurden Versuchsmodelle mit akuten und mit chronischen
Leberschiden verwendet. Durch eine passagere (akut) und durch eine vollstindige
(chronisch) Gallengang-Ligatur oder eine Terpentin-Injektion von 1 ml/kg intraperitoneal
wurden diese Leberschdden induziert. Die so kiinstlich erzeugte Fibrogenese zeigte in
beiden Versuchsmodellen (akut und chronisch) eine deutliche Korrelation zu den
Lipocalin-2-Serumwerten. In der Vergleichsgruppe (gesunde Leber) wurden nur
marginale Lipocalin-2-Konzentrationen gemessen. Allerdings stellten die Autoren auch
eine erniedrigte LCN2-Expression in Myelofibroblasten im Rahmen des Umbauvorgangs
der Leberfibrose fest. Dies deutet darauf hin, dass LCN2 bei der Initiierung, nicht aber
bei der Aufrechterhaltung der Fibrogenese erhoht vorliegt. Die LCN2-Messung dient
daher zur Feststellung und zur Verlaufsbeobachtung akuter Leberschdden, nicht aber zur
Beurteilung eines Fibrosegrades bzw. der Fibrose im fortgeschrittenen/chronischen
Stadium [18].

Sultan et al. konnten 2012 in einer dhnlichen Fallstudie mit Mdusen und Ratten nach einer
Terpentin-Injektion von 5 ml/kg i.m. eine 200fache (20.45 + 6.54 ng/ml) Serum-LCN2-
Konzentration der Ursprungskonzentration (<0,1 ng/ml) sowie eine LCN2-Gen-
Expression-Steigung nach 36 Stunden auf ein 8738,2faches (+ 2103,7) feststellen.

Im Gegensatz dazu sind die Steigungen der LCN2-Gen-Expression von Niere, Herz,

Gehirn, Milz und Lunge kaum zu beobachten (Anstieg um <6,38fach + 2,28). Parallel zu
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den erh6hten Gen-Expressionen in der Leber zeigten die Akut-Phase-Proteine wie alpha-
2-Makroglobulin (alpha2m), Himoxygenase (Ho-1) und Serum Amyloid A (SAA) kaum
Erh6éhungen (1-47fach). Demnach ist stark zu vermuten, dass die Leber die Hauptquelle
fiir die Serum-LCN2 ist. Die Serum-LCN2 Expression scheint noch sensibler auf
Organschédden zu reagieren als andere etablierte Proteine der Akut-Phase-Reaktion (APR)
[251].

In Anlehnung an ihre Studie von 2011 untersuchten Borkham-Kamphorst et al. erneut
2013 bei toxinbelasteten Méusen, ob LCN2 einen hepatoprotektiven Einfluss besitzt. Die
hepatische Auswirkung der Toxine (CCls, Concanavalin A und Lipopolysaccharide) bzw.
der mechanischen Schiadigung (Gallengangsligatur, BDL = bile duct ligation) auf eine
Wildtyp-Kohorte verglichen sie mit der Auswirkung der gleichen Toxine und
Schadigungen auf eine LCN2-Defizit-Kohorte. Im Vergleich zum Wildtyp mit normaler
LCN2-Expression, zeigte die LCN2-Defizit-Kohorte schwerere Leberschéden bei akuten
Einzeldosen der Toxine. Diese Leberschiden konnten durch erhhte Aminotransferasen
und Erhoéhungen von Entziindungsmediatoren, bzw. einen hoéheren Fibrosegrad bei
chronischer Belastung festgestellt werden. Hingegen konnte man bei Méusen, welche
durch die BDL eine langsam progrediente Cholestase entwickelten, keinen Unterschied
in den Aminotransferasen und Entziindungsmediatoren zwischen dem Wild- und dem
LCN2-Defizit-Typ nachweisen. Die BDL-Maiuse zeigten insgesamt geringere
Entziindungsreaktionen im Vergleich zu den chemischen Toxinen. Aus diesen
Beobachtungen ldsst sich schlieBen, dass eine akut eintretende Entziindung durch
kurzfristige Belastung zu einer schnellen LCN2-Expression fiihrt. Den Ergebnissen und
Beobachtungen von Borkham-Kamphorst et al. zur Folge besitzt Lipocalin-2 eine
hepatoprotektive Wirkung [19].

In derselben Studie zeigten Borkham-Kamphorst ef al. bei 192 Patienten mit chronischer
Leberbeteiligung jeglicher Atiologie einen, im Gegensatz zu der Kontrollgruppe von 91
gesunden Patienten, signifikant hoheren LCN2-Wert (67,45 ng/ml vs. 57,9 ng/ml;
p = 0,0127*%). Die Beurteilung des Nutzwerts zur Unterscheidung zwischen
verschiedenen Stadien chronischer Lebererkrankungen ergab keine signifikant
variierenden LCN2-Spiegel bei Patienten ohne Leberzirrhose gegeniiber Patienten mit
Leberzirrhose. Dies weist folglich darauthin, dass die Hohe des LCN2-Werts nicht die
einzelnen Fibrosestadien widerspiegelt und sich demnach nicht fiir eine Stadieneinteilung

eignet.

&3



Diskussion

Es liegen jedoch positive Korrelationen von LCN2 mit Entziindungswerten und Akut-
Phase-Proteinen (z.B. CRP, Ferritin, Zytokine wie TNF-a und IL-6) als deutliche
Hinweise fiir einen Zusammenhang von LCN2-Erhéhungen bei Entziindungen vor, die
rezidivierend bei chronischen Lebererkrankungen auftreten.

Laut Borkham-Kamphorst ef al. konnte allerdings keine Korrelation von LCN2 mit AST
oder ALT beobachtet werden, was die Theorie stiitzt, dass LCN2 eine Akut-Phase-
Reaktion anzeigt und keinen Verlaufsparameter fiir Fibrosen und Stadieneinteilung

darstellt [19].

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass in der angefiihrten Literatur ein guter und
signifikanter Zusammenhang von LCN2 zu akuten Leberschdden beschrieben wird.
Weiterhin besitzt LCN2 eine akute hepatoprotektive Wirkung, was die Theorie von
LCN2 als Protein der APR bestérkt.

Diese Beobachtungen lassen sich auf die vorliegende Studie iibertragen und die
Ergebnisse entsprechend interpretieren. Auch hier kann durch die Lipocalin-2-
Messergebnisse zwischen CFnoLD und CFLD signifikant unterschieden werden
(p = 0,005%).

Aufgeteilt in pddiatrische und erwachsene Patienten (Cut-off >18 Jahre), wurde deutlich,
dass Lipocalin-2 zwischen CFnoLD und CFLD nur im Alter von <l8Jahren
(p <0,0001**) Unterschiede aufweist (CFnoLDpi-Median 84,81 ng/ml vs. CFLDp;q-
Median 169,83 ng/ml).

Die Werte der erwachsenen Patienten erreichten hingegen keine Signifikanz und sind
somit fiir die weiteren Untersuchungen nicht aussagekriftig (CFnoLDerw-Median 226,57
vs. CFLD¢rw-Median 168,84; p = 0,242).

Eine Erklérung fiir die nicht eindeutigen Ergebnisse bzw. den Abfall der LCN2-Werte
bei erwachsenen Patienten, lieferte bereits 1996 Garay-Rojas et al.: bei der Untersuchung
der LCN2-Konzentration anhand einer Northern Blot-Analyse der mRNA in Miusen im
Altersverlauf, konnte eine Abnahme von LCN2 mit steigendem Alter und damit
verbundener Altersatrophie der Zellen, besonders in der Leber und Niere, festgestellt
werden [93].

Eine Erh6hung von LCN2 kann aber auch bei vielen pathologischen Organkonditionen
wie Nierenfunktionsstorung, Erkrankungen des muskuloskelettalen Systems,
Hirnverletzungen, Kardiomyopathien, Lungenentziindungen sowie verschiedene Tumore

vorliegen [9].
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Je élter der Korper, desto geringer die generelle LCN2-Produktion, aber auch desto hoher
die Wahrscheinlichkeit pathologischer Organzustéinde (auch symptomlos). Diese zwei
Aspekte konnen sich gegenseitig beeinflussen und im weitesten Sinne aufheben, sodass
es zu einem unklaren Ergebnis kommt, welches als Storfaktor der Diagnose der
Leberbeteiligung zu zdhlen ist. Auch in unserer Studie konnen die gemachten
Uberlegungen als eine Erklirung der inhomogenen LCN2-Ergebnisse bei CFerw
herangezogen werden.

Die Theorie der LCN2-Expressionserhohung bei akuten und auch chronischen
Pathologien der Leber bestdtigten Sultan et al., Borkham-Kamphorst ef al. sowie Roth et
al. Roth et al. konnten 8 Patienten mit ACLF (akut-auf-chronisches Leberversagen) und
ALF (akutes Leberversagen) mit 14 Patienten mit stabilem chronischen Leberversagen
(CHF) vergleichen und signifikant voneinander abgrenzen (p <0,05*). Sie beschrieben
eine Hochregulierung der Lipocalin-2-Expression in den Epithelzellen und Hepatozyten
bei Stressreaktionen der Leber. Diese Uberexpression von LCN2 kann die Zellen vor
oxidativem Stress schiitzen und wirkt somit hepatoprotektiv [1, 226].

Asimakopoulou et al. bezeichneten das Lipocalin-2 als ,,selp-me “-Signal bei akuten
Organschidden und beschrieben es als verldsslichen Biomarker fiir eine Hepatitis.
Weiterhin diente das Lipocalin-2 als ein Parameter fiir iiberschieende
Entziindungsreaktionen der Leber [8]. Die Genese der Leberbeteiligung/Fibrose bei CF
ist ein schleichender und andauernder Prozess. Bei padiatrischen Patienten ist ihre
Entwicklung jedoch ein schnelles ggf. akut eintretendes Geschehen.

Die Hypothese, dass sich Lipocalin-2 als friihzeitiger Biomarker zur Indikation der
Leberbeteiligung eignet, ist aufgrund der angefiihrten Literatur und den vorgestellten
eindeutigen Ergebnissen der vorliegenden ELISA-Messungen fiir Lipocalin-2 berechtigt.
Zur weiteren Beurteilung des Nutzwerts von Lipocalin-2 als Diagnostikum der CFLD,

sind etablierte Biomarker als Vergleich heranzuziehen.
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5.3 Einfluss der Lungenbeteiligung auf Lipocalin-2

Im Zuge der weiteren Unterscheidung zwischen CFnoLD und CFLD der jeweiligen
Altersgruppen waren neben schwachen bis mittelstarken Korrelationen von LCN2 zu den
Leberparametern teilweise starke Korrelationen zu den Lungenparametern FEV1 und VC
zu beobachten.

Es ist bekannt und auch in dieser Arbeit beriicksichtigt, dass Lipocalin-2 in vielen
weiteren Organen in kritischen Situationen als Stressfaktor freigesetzt wird [9]. Neben
Nierenschidden, ZNS-Stérungen und Kardiomyopathien ist LCN2 in den vaskuldren
Endothelzellen und infiltrierenden Neutrophilen des Lungenepithels vertreten. Bei akuter
bakterieller Infektion von Asthma-, Lungenemphysem- oder COPD-Patienten aber auch
bei akutem Lungenversagen oder idiopathischer pulmonaler Fibrose (IPF) ist LCN2 in
erhohter Konzentration im Serum nachzuweisen [119, 276, 277].

Kalousek et al. beschrieben 2006 Lipocalin-2 als sensitiven Marker fiir eine renale
Ischdmie sowie bei Patienten mit CF als einen Marker fiir pulmonale Exazerbation [127].
Auf die pulmonale Exazerbation waren Eichler ef al. 1999 durch ihre Studie mit 42 CF-
und 25 Kontrollpatienten im medianen Alter von ca. 14 Jahren ndher eingegangen. Die
CF-Kohorte wurde anhand der Lungenfunktionsmessungen mit einer Trenngréfle von
FEV1 70% in die lungengesunde Kontrollgruppe (FEV1 >70%) und in Patienten mit einer
pulmonalen Exazerbation (FEV1 <70%) unterteilt. Zudem wurde unterschieden
zwischen Patienten mit und ohne Infektion von Pseudomonas aeruginosa und mit und
ohne Kombination von Staphylococcus aureus und/oder Haemophilus influenza.

Der mediane LCN2-Wert von 200,5 ng/ml war bei den CF-Patienten verglichen mit der
Kontrollgruppe (Lipocalin-2-Median 57,7 ng/ml) signifikant erhoht (p <0,0001*%*). Eine
weitere signifikante Erhéhung von Lipocalin-2 auf 321 ng/ml zeigten die CF-Patienten
mit einer akuten pulmonalen Exazerbation (FEV1 <70%) [75].

Bei 58 COPD-Patienten konnten Wang et al. 2014 starke Zusammenhinge von
Lipocalin-2 mit COPD-Tests (COPD Assessment Tests (CAT) mit r = |0,534| und
modifizierten Medical British Research Council (mMRC) mit r = |0,301|) nachweisen.
29 Patienten dienten als Kontrollgruppe. Eine Lungenbeteiligung war offensichtlich ein
Storfaktor der Lipocalin-2 Messung bei CF, weswegen nur Lungengesunde in die
Zielgruppe aufgenommen wurden [263].

Auch Guglani et al. und Kangelaris ef al. zeigten in ihren Studien, dass ein deutlicher

Anstieg von Lipocalin-2 bei weiteren Formen der pulmonalen Beteiligung wie ARDS mit
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Sepsis (Acute respiratory distress syndrome) oder bei einer pulmonalen Infektion von
Mycobakterium tuberculosis nachzuweisen war. [103, 129].

2009 veroffentlichten Flume ef al. Leitlinien fiir die pulmonale zystische Fibrose mit dem
Ziel die Lebensqualitit und -zeit der betroffenen Patienten zu verbessern und zu
verlangern. Diese Arbeitsgruppe teilte die CF-Lungenerkrankung in Abhéngigkeit von
FEV1 in Stadien ein, bei denen FEV1 <70% moderat und <40% schwer beeintrichtigt
waren [88]. Auch Rath er al. sowie Ranu et al. verwandten zur Unterteilung ihrer
Kohorten die genannten Grenzwerte der Lungenfunktionsdiagnostik [206, 207].
Aufgrund der angefiihrten Studien wurden auch unserer Zielgruppen nach den
Lungenfunktions-Kriterien eingeteilt. Lungengesund wurde definiert als FEV1 >70% und
VC =80%.

5.4 Diagnostische Bedeutung von Lipocalin-2

Die 55 lungengesunden CF-Patienten zeigten lediglich eine schwache bis mittelstarke
(r >0,2) Korrelation von Lipocalin-2 mit TE sowie mit den Leberparametern APRI,
FIB-4, ALT und AST. Daraus wird deutlich, dass die beschriebenen guten Korrelationen
von Lipocalin-2 zu den Leberparametern in der gesamten Kohorte nicht ausschlieBlich
auf die Beeinflussung und Verfilschung der begleiteten Lungenbeteiligung
zurlickzufiihren sind, sondern ein Bezug von Lipocalin-2 zur Lebererkrankung vorliegt
(Tabelle 4.5).

Ariza et al. belegten bei 716 Patienten, dass sich LCN2 als ein prognostischer Marker fiir
eine Leberzirrhose (ein chronisches Geschehen) aber auch fiir das ACLF (ein akutes
Geschehen bei chronischem Leberversagen) eignet [206, 207].

Die verdffentlichten Studien iiber Lipocalin-2 differenzierten nicht — wie in der
vorliegenden Studie — zwischen lungengesunden und lungenkranken Patienten.

Unter den 55 Patienten der vorliegenden Studie mit einer guten Lungenfunktion
(FEV1 >70% und VC >80%) bildeten die pidiatrischen Patienten die Zielgruppe, da
Lipocalin-2 nur in dieser Patientenkohorte initial zwischen CFLDpiq und CFnoLDpiq

hochsignifikant unterschied.
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5.5 Bedeutung von Lipocalin-2 als diagnostischer Marker in der Zielgruppe CFpaq"""¢

Nach Ausgliederung der pédiatrischen Patienten mit Lungenbeteiligung (CFpaq™"¢)
konnte die Bedeutung von Lipocalin-2 mit Fokus auf die Leberkondition (ohne den
Storfaktor Lunge) der Zielgruppe CFpaqa™ "¢ analysiert und diskutiert werden.

Das im Median um 3 Jahre erhohte Alter der CFLD,iq""¢-Patienten gegeniiber den
CFnoLDpaq""¢-Patienten korreliert mittelstark mit dem fast doppelt erhohten
Medianwerten der LCN2-Messung bei CFLD,zq""2. Dies weist auf eine Progredienz des
pathologischen Zustands der Leber (also die CFLD) mit zunehmendem Alter und auf den
LCN2-Anstieg bei Vorliegen einer CFLD hin.

Die Notwendigkeit einer mdglichst frithen CFLD-Diagnostik besonders in jungem Alter
wird damit erneut unterstreichen.

Infolge dieser Verschlechterung der Leberkondition war eine bessere Korrelation
zwischen den erhohten Lipocalin-2-Werten und den Vergleichsparametern bei der
direkten Vergleichsgruppe CFLDpia™™ zu erwarten. Allerdings war nur eine
abgeschwiichte Korrelation (r <0,2) der gesamten Leberparameter der CFLDjpaq """ zu
beobachten. Eine Ausnahme stellte der FIB-4-Score (r = |0,451]) dar.

Diese Ergebnisse konnten nicht mit Literaturdaten oder den bisherigen Studien
verglichen werden. Eine Erklirung fiir die fehlenden Vergleichsstudien ist, dass bislang
offensichtlich keine CF-Studie bei péddiatrischen Patienten unter Ausschluss der
Lungenbeteiligten die Lipocalin-2-Messung mit der Leberbeteiligung in Beziehung
setzte. Die Gruppe der lungengesunden CF-Patienten mit Leberbeteiligung ist dariiber

hinaus sehr klein.

Die schlechten Korrelationen von Lipocalin-2 und den Leberparametern sind allerdings
hinweisend auf unterschiedliche Auspragungsstirken der CFLD. LCN2 weist in Relation
groBBere Anstiege auf und damit eine schwéchere Korrelation zu den nur leicht
ansteigenden, etablierten Leberparametern und Messverfahren (wie TE, APRI, FIB-4,
ALT, AST).

In Anlehnung an die Studie von Chakraborty ef al. und deren etablierten Normwert von
72 ng/ml befand sich der Lipocalin-2-Medianwert der CFnoLDpiq™"¢-Kohorte im
Normalbereich. Auch ist dieser unterhalb des Grenzwerts fiir eine von Yoshikawa et al.
verdffentlichte verbesserte Uberlebensrate bei einem Lipocalin-2-Wert von <119 ng/ml

[35,279].
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In dieser CFnoLDpiq™"e-Gruppe befanden sich alle Leberparameter und die TE-
Messungen ebenfalls im Normbereich (siche Tabelle 4.8.a und b und 4.9) und zeigten
folglich teilweise mittelstarke Korrelationen zueinander.

Die der Tabelle 4.8.a, b und 4.9 zu entnehmenden Ergebnisse der 17 CFLDpsq"""e-
Patienten verbunden mit ihren unerwartet schwachen Korrelationen zwischen Lipocalin-
2 und den Leberparametern und der TE, konnten wie folgt erklidrt werden: Lipocalin-2
erreichte in dieser Kohorte einen deutlichen Anstieg, welcher weit oberhalb des
Grenzwertes von Chakraborty et al. und auch von Yoshikawa et al. lag. Exemplarisch
wies die TE erhohte Werte auf, welche jedoch nur knapp oberhalb des Grenzwertes von
6,3 kPa (Rath ef al.) lagen. Die Diskrepanz zu den Grenzwerten von Yoshikawa et al.
(35,07% tiber dem Grenzwert) und von Rath et al. (9,52% iiber dem Grenzwert) konnte
die Begriindung der schwachen Korrelation von Lipocalin-2 und TE sein. Demnach
erreichte Lipocalin-2 in der CFLDpaq™"¢-Kohorte bereits hohere Werte noch bevor die
durch TE gemessene Lebersteifigkeit zunahm.

Im direkten Vergleich zu der CFLDypza"""¢ -Korte, wies die CFLDerw"¢-Kohorte in
beiden Werten (TE und Lipocalin-2) deutliche Erhdhungen auf, weswegen die stirkere
Korrelation zwischen Lipcoalin-2 und der TE-Messung der CFLDer""¢-Kohrte
gegeniiber die der CFLDpaq ™ ¢-Kohrte nachvollziehbar ist.

Die AUC-Berechnungen der piddiatrischen Patienten von den Vergleichsparametern
APRI, FIB-4, AST und ALT ergaben trotz ihrer hohen und signifikanten diagnostischen
Genauigkeit niedrigere AUC-Werte als von der TE und dem Lipocalin-2-Protein.
Ahnliche AUC-Ergebnisse von den Vergleichsparametern und der TE sind in der
aktuellen Literatur zu finden. Die TE und das Lipocalin-2 sind demnach den etablierten
Verfahren bei der CFLD-Diagnose iiberlegen [160, 163].

Nach Leung et al. lagen die Medianwerte der Fibrosescores (APRI und fiir FIB-4) der
CFnoLDyiq"""e-K ohorte weit unterhalb der Cut-offs fiir eine CFLD-Diagnose [160]. Die
Fibrosescores wurden mit den normwertig gemessenen AST, ALT und Thrombozyten
berechnet. Die Korrelationen von den normwertigen Lipocalin-2- zu den normwertigen
APRI- und AST-Werten waren aufgrund der physiologischen Zustinde bei den
CFnoLDpaq""e-Patienten (gesund) wie zu erwarten schwach bis mittelstark. Sehr
schwache Zusammenhinge mit Lipocalin-2 zeigte jedoch der FIB-4-Score. Diese
schlechte Korrelation lésst sich auf die einzelnen Komponenten von FIB-4 zuriickfiihren,
welche durch ihre jeweiligen Korrelationen (teilweise positiv, teilweise negativ) den Wert

von FIB-4 gegensitzlich beeinflussen. Aufgrund dieser teilweise schwankenden
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Korrelationen der FIB-4-Komponenten, ist der FIB-4-Score nicht als verldsslicher und
gut nachvollziehbarer Verlaufsparameter fiir die CFLDpsg-Diagnose geeignet.

In der CFLDpzq*""¢-Kohorte waren nur sehr schwache Korrelationen von LCN2 mit den
Thrombozyten, APRI, ALT und AST (r <0,2) hingegen mittelstarke Korrelationen von
LCN2 zu FIB-4 zu berechnen. Diese schwachen Korrelationen sind durch die in Tabelle
4.8.a, b und 4.9 aufgelisteten nur gering angestiegenen Leberparameter gegeniiber den
erheblich, auf knapp das Doppelte erhohte LCN2-Konzentrationen nachzuvollziehen.
Diese Beobachtung weist erneut auf LCN2 als sensibleren Marker zur Diagnose der
Leberbeteiligung hin.

Im Kontext der schlechten Korrelationen von Lipocalin-2 mit ALT, AST und der
Thrombozyten der CFLDpsq"""¢-Patienten ist erneut auf die Studie von Borkham-
Kamphorst et al. von 2013 zu verweisen, in der ebenfalls eine schwache bis keine
Korrelation von LCN2 zu ,.leberbezogenen Enzymen als Indikator fiir hepatozellulire
Zellschiden“[19] wie ALT, AST und direkter Fibrosemarker festzustellen war. Sie
beschrieben LCN2 in Bezug auf die akute Leberbeteiligung als guten und zuverlédssigen
Indikator. Sie verwiesen aber auch auf den protektiven Effekt bei akuter Leberverletzung,
welcher als Indikator der Akuten-Phase-Reaktion zu interpretieren sei [19]. Diese
Beobachtungen lassen vermuten, dass LCN2 in akuten Prozessen in messbarer Erhohung

vorliegt und somit ein sensibler Marker eines eintretenden Leberschadens ist.
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5.6 Beantwortung der dieser Arbeit zugrunde liegenden Fragen

1.

Kann Lipocalin-2 Hinweise auf eine Leberbeteiligung bei CF geben und zwischen
einer Leberbeteiligung (CFLD) und einer Nichtbeteiligung der Leber (CFnoLD)

unterscheiden?

e Lipocalin-2 kann Hinweise auf eine Leberbeteiligung bei CF geben und
unterscheidet signifikant zwischen CFLD- und CFnoL.D-Patienten
(p=0,005%)

Liegt Lipocalin-2 in verschiedenen Ausprigungsstirken bei einer CF mit
Leberbeteiligung vor? Ist diese Auspragungsstirke von Lipocalin-2 bei CFLD
abhingig von der Altersgruppe (CFLDpi¢ und CFLDew)? Gibt es einen
signifikanten Unterschied zwischen den Lipocalin-2-Werten dieser beiden

Kohorten?

e Lipocalin-2 liegt in verschiedenen Auspriagungsstirken vor (CFnoLD-
Median: 118,88 ng/ml und CFLD-Median: 169,52 ng/ml).
Die Ausprigungsstérke ist nicht abhéngig von der Altersgruppe.
Die CFLDpsg-Patienten (LCN2-Median 169,83 ng/ml) unterscheiden sich
nicht signifikant (p = 0,958) von den CFLDerw-Patienten (LCN2-Median
168,84 ng/ml).
CFLD kann in jedem Alter eintreten und eine Lipocalin-2-Erh6hung

hervorrufen.

Durch die transiente Elastographie (TE) konnen Risikopatienten fiir eine
zukiinftige Leberbeteiligung bei CF identifiziert werden. Korreliert diese nicht-

invasive Diagnostik mit den Werten von Lipocalin-2?

e Die Ergebnisse der transienten Elastographie korrelieren schwach bis
mittelstark mit den Ergebnissen der Lipocalin-2-Werte (Korrelations-
koeffizient r(CFLD,zs"""¢) = 0,184; r(CFLD,,*""¢) = 0,286).

Lipocalin-2 ist als unterstiitzendes Diagnostikum zur Leberbeteiligung bei CF

anzusehen.
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5.7 Kritische Betrachtung der eigenen Untersuchung

Die vorliegende Arbeit umfasst Untersuchungen an selektionierten Patientenkollektiven.
Dies hat gegeniiber den Tierexperimenten wie sie in Vergleichsstudien von Sultan et al.
oder Borkham-Kamphorst et al. vorgestellt wurden den Vorteil, dass die Ergebnisse
direkte Verwendung in der Humanmedizin finden und nicht nur hypothetisch von
Tierversuchen auf menschliche Gegebenheiten {ibertragen werden miissen [18, 19, 251].
Die Patienten sind aufgrund ihrer klinisch bestdtigten Diagnose bzw. dem
Diagnoseverdacht Teil dieser Studie. Nachteilig ist jedoch die Fallzahl und damit die
Kohortenstarke der CF-Patienten, was dazu fiihrt, dass nur ein relativ kleines
Patientenkollektiv vorliegt. Dies ist damit zu erkldren, dass die Studie an humanen
Kohorten durch die Fallzahlen, Anbindung der Patienten an die jeweilige Klinik sowie
Einwilligung fiir die Teilnahme der Studie und dazu das regelmiBige Erscheinen der
Patienten sowie das Erfiillen der eingangs erlduterten Einschlusskriterien gekoppelt ist.
Tierexperimente besitzen eine hohere Homogenitit gegeniiber Humanexperimenten,
weswegen bereits mit einer kleinen Kohorte eindeutige und signifikante Ergebnisse
erzielt werden konnen. Zudem koénnen die Kohorten bei einem Tierexperiment z.B. durch
die beschriebene Terpentin-Injektion iatrogen in Ziel- und Kontrollgruppe unterteilt
werden.

Das dieser Studie zugrunde liegende Patientenkollektiv ist trotz der stellenweise
diskontinuierlichen Messungen oder liickenhaften Dokumentationen der Messergebnisse
durch die multiplen Untersucher nach wie vor eine der grofften CF-Kohorten
Deutschlands und Europas. Die Daten basieren auf einer Single-Center-Studie. Die
Kohorte von n = 86 ist fiir die Validierung der Ergebnisse und Aufteilung in Subgruppen
zu klein. Wegen des Storfaktors der Lungenbeteiligung ergeben sich eine noch geringere
Zahl an passgenauen Patienten in der Zielgruppe (n = 55).

Neben der diskontinuierlichen Messung durch Nicht-Erscheinen der Patienten sowie
liickenhafter Dokumentation der Untersuchungsergebnisse sind auch methodische
Limitationen mdglich. Zu diesen gehoren Laborfehler (Messfehler der Serumparameter),
Eichungsunterschiede, Gerétefehler, Intra- und Interobserver-Variabilitét bei der TE, den
sonografischen Untersuchungen oder der Lungenfunktionsdiagnostik und eigenes
Versagen und Ungenauigkeit bei der Laborarbeit (Standardfehler der Lipocalin-2-
Messung von 16,58 ng/ml). Abhilfe konnte hier nur eine Multi-Center-Studie bringen,

mit einem statistisch aussagekréftigen Untersuchungsprotokoll.
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6  Ausblick

Mit der vorliegenden Arbeit wird die therapeutische Konsequenz einer friihzeitigen
Diagnose der Leberbeteiligung bei CF bestétigt.

Eine Korrelation zwischen den CFnoLD- und CFLD-Patienten und den jeweiligen
Lipocalin-2-Werten ist bei den padiatrischen Patienten eindeutig gegeben.

Dennoch bleibt weiter zu kldren, ob das Lipocalin-2-Protein eher ein Protein der Akut-
Phase-Reaktion ist und daher nur bei neu und akut eintretenden Leberschidden erhoht
vorliegt. Darauf weist die alleinige Unterscheidung zwischen der CFnoLD und der CFLD
im pddiatrischen Alter der Patienten hin. Um dies zu kldren und um die Bedeutung von
Lipocalin-2 bei CF in Hinblick auf den Eintritt der Leberbeteiligung und die Ergebnisse
und Feststellungen dieser Arbeit zu bestitigen und zu etablieren, ist eine Ausdehnung
dieser Studie durch eine Multi-Center-Studie unumgénglich.

Zudem ist ein Diagnose-Cut-off der Leberbeteiligung fiir Lipocalin-2 erforderlich, der
die Einordnung der einzelnen Ergebnisse erlaubt. Parallel dazu sollten Kenntnisse iiber
das Anstiegsverhalten von Lipocalin-2 bei einem akuten Leberschaden als auch bei den
einzelnen Fibrosestadien erlangt werden.

Desweiteren ist die Unterteilung innerhalb des CFLD-Patientenkollektivs die
Leberbeteiligung in hoch akut, akut und minder akut angezeigt, um die einzelnen
Auspriagungsstarken von Lipocalin-2 einordnen zu kdnnen.

Da die CF und der mogliche Eintritt der Leberbeteiligung ein schleichender Prozess ist,
dennoch {iiber 30% der Patienten bereits in ihrer ersten Lebensdekade eine
Leberbeteiligung entwickeln, ist es von besonderer Bedeutung, eine Verlaufsmessung
durchzufiihren, um eine mogliche Leberbeteiligung frithzeitig voraussagen zu konnen.
Letzteres sollte anhand eines erweiterten, multizentrischen Patientenkollektivs getestet

werden.
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7  Zusammenfassung

Die zystische Fibrose (CF) ist die hdufigste autosomal-rezessive Stoffwechselerkrankung
in Deutschland mit einer aktuellen Inzidenz von 1:3300-4800 und einem jdhrlichen
Zuwachs von ca. 300 Neugeborenen.

Die Leberbeteiligung besitzt die dritthochste Mortalitétsrate bei zystischer Fibrose
(CFLD) und je nach Studie eine kumulative Inzidenz von 2-68%. Uber ein Drittel der
Patienten entwickeln bereits in ihrer ersten Lebensdekade eine Leberbeteiligung in Form
einer fortgeschrittenen Fibrose. Aufgrund der genannten Umsténde ist eine frithzeitige
Diagnose der CFLD entscheidend fiir die Verbesserung der Prognose und damit
Lebensqualitit sowie die Verlingerung der Lebenszeit. Da die Prdvention einer
Leberbeteiligung in erster Linie auf die pédiatrischen Patienten abzielt, sollte diese
Diagnostik insbesondere durch ein schnelles, nicht-invasives und prézises Screening auch
aullerhalb von Spezialeinrichtungen in der tdglichen Praxis ermdglicht werden. Die
aktuellen Screeningmethoden weisen erhebliche Limitationen auf und ermdglichen nur
eingeschrinkte Vorhersagen einer zukiinftig eintretenden Leberbeteiligung. Die
Limitationen betreffen in erster Linie die geringe Sensitivitdt sowie Spezifitit der
klinischen Untersuchung, der Serummarker (Leberenzyme, Fibrose-Tests und -scores),
des Ultraschalls und auch des zeit- und kostenintensiven MRTs, der Exposition durch
Strahlung beim CT und eine Invasivitit sowie Stichprobenfehler bei dem bisherigen

Goldstandard Leberbiopsie.

In der vorliegenden Dissertation wurde Lipocalin-2, ein Apoptose-induzierendes
Tragerprotein, welches bereits als Biomarker einiger Nierenerkrankungen etabliert ist
und bei anderen chronischen Leberschidigungen in erhdhter Konzentration vorliegt, auf
die Erkennung einer Leberbeteiligung bei zystischer Fibrose unter besonderer
Beriicksichtigung pédiatrischer Patienten analysiert.

Zum Vergleich mit Lipocalin-2-Werten im Serum wurden die diagnostischen Werte der
transienten Elastographie, einer sonografischen Gewebesteifigkeitsmessung, sowie die

Serum Fibrosescores AST, ALT, der APRI-Score und FIB-4 herangezogen.
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Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigen:

e Die Messergebnisse der TE entsprechen der aktuellen Literatur. Eine erhohte
Lebersteifigkeit von >6,3 kPa diagnostiziert eine CFLD. Werte unterhalb des Cut-
offs sind einer CFnoLD zuzuordnen.

e Lipocalin-2 weist signifikante Unterschiede zwischen den Patienten mit und ohne
Leberbeteiligung bei CF auf. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen pidiatrischen und erwachsenen Patienten detektiert werden.

e FEine Korrelation der TE-Werte mit Lipocalin-2 als diagnostischer Hinweis flir
eine Leberbeteiligung wurde nachgewiesen.

Multicenter-Studien zur endgiiltigen Etablierung dieser Diagnostika bei CF sind

notwendig.

Aus den Ergebnissen ldsst sich die Schlussfolgerung ziehen, dass Lipocalin-2 eine
zunehmend bedeutende Rolle in der Leberdiagnostik bei padiatrischen CF-Patienten
spielt und die Lipocalin-2-Messung als unterstiitzende Malnahme zur Routinediagnostik
hinzugezogen werden sollte.

Es bleibt zu kldren, ob Lipocalin-2 ein Parameter der Akut-Phase-Reaktion ist und
folglich nur bei akuten Schiiben der CFLD erhoht vorliegt.

Weiterhin ist ein klar definierter Schwellenwert fiir die Lipocalin-2-Messung
erforderlich. Auch fehlen genaue Kenntnisse iiber das Anstiegsverhalten von Lipocalin-
2 bei einem akuten Leberschaden aber auch bei den einzelnen Fibrosestadien.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen dafiir, dass Lipocalin-2 sensibler bei
einem Leberzellschaden reagiert als etablierte Leberparameter/Fibrose-Scores und die

transiente hepatische Elastographie (TE).
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8  Summary

Cystic fibrosis (CF) is the most common multisystem autosomal recessive metabolic
disorder in Germany with a current incidence of 1:3300-4800 and an annual growth of

approximal 300 newborns.

Cystic fibrosis with liver disease (CFLD) has the third-highest mortality rate in CF.
Depending on the study, it has a cumulative incidence of 2-68%. More than a third of the
patients develop CFLD in form of an advanced fibrosis in their first decade of life.

Due to the above-mentioned circumstances, early diagnosis of the CFLD is decisive for
improving the prognosis and thus the quality of life as well as extending the lifespan.
Since the prevention of liver disease is primarily aimed in pediatric patients, this diagnosis
should in particular enable rapid, non-invasive and precise screening even beyond of
special facilities in daily practice. The current screening methods have considerable
limitations and only allow limited predictions of future liver involvement. Primarily, the
limitations concern the low sensitivity and specificity of the clinical examination, the
serum markers (liver enzymes, fibrosis tests and scores), ultrasound and also the time-
and cost-intensive MRI, the exposure to radiation during CT and invasiveness and

sampling errors in the previous gold standard liver biopsy.

Lipocalin-2, an apoptosis-inducing carrier protein, is already established as a biomarker
of some kidney diseases and is also present in increased concentration in the case of liver
damage.

Focus of this presented dissertation is on the analysis of lipocalin-2 for the detection of
liver involvement in cystic fibrosis, particularly in pediatric patients.

For comparison the lipocalin-2 values in the serum, the diagnostic values of transient
elastography, a sonographic tissue stiffness measurement, and the serum fibrosis markers

AST, ALT, the APRI score and FIB-4 were used.
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The results of the dissertation demonstrate:

e The measurement results of the TE correspond to the current literature.
An increased liver stiffness of >6.3 kPa diagnoses CFLD.
Values below the cut-off are assigned to CFnoLD.

e Lipocalin-2 shows significant differences between patients with and without
liver involvement in CF.
Conversely, there are no significant differences between pediatric and adult
patients.

e A correlation of TE with lipocalin-2 as diagnostic evidence for liver
involvement has been demonstrated.
Multicenter studies are essential for the final establishment of these diagnostics in

CF.

From the results listed, the conclusion can be drawn that lipocalin-2 plays an increasingly
important role in the diagnosis of liver disease in pediatric CF patients. Additionally, the
lipocalin-2 measurement should be used as a supportive measure for routine diagnosis.
It remains to be clarified whether lipocalin-2 is a parameter of the acute phase reaction
and is therefore only present in an increased manner in acute episodes.

Furthermore, there is a lack of precise knowledge of the rise behavior of lipocalin-2 in
acute liver damage as well as in the individual stages of fibrosis.

The results of the present work suggest that lipocalin-2 reacts even more sensitively to

liver cell damage than established liver parameters/fibrosis scores and the TE.
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9  Abkiirzungsverzeichnis

A Amplitude
AAR AST/ALT-Ratio
ABC ATP-binding-Casette (dt.: ATP-binde-Kassette)
ACLF acute-on-chronic liver failure (dt.: Akut-auf-chronisches Leberversagen)
AFLD alkoholische Fettlebererkrankung
AG Arbeitsgemeinschaft
alpha2m alpha-2-Makroglobulin
ALT Alanin-Aminotransferase
APR Akut-Phase-Reaktion
APRI Aspartate-Aminotransferase to Platelet Ratio Index
ARDS Acute respiratory distress syndrome (dt.: akutes Lungenversagen)
ASH alkoholische Steatohepatitis
AST Aspertat-Aminotransferase
ATP Adenosintriphosphat
AUC area under curve (Messgenauigkeit)
AZ Aktenzeichen
BDL bile duct ligation
BIM Bcl2-interagierender Zelltod-Mediator
CAD Kanadische Dollar
cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat
CAT COPD Assessment Tests
CCl4 Tetrachlormethan
CF cystic fibrosis (dt.: zystische Fibrose)
CFlune CF-Patienten ohne Lungenbeteiligung
CFLD cystic fibrosis with liver disease
(dt.: zystische Fibrose assoziierte Leberbeteiligung)

CFLDerw erwachsene CF-Patienten mit Leberbeteiligung
CFLDery lune erwachsene CF-Patienten mit Leber- aber ohne Lungenbeteiligung
CFLDpadq padiatrische CF-Patienten mit Leberbeteiligung
CFLDysq"1une padiatrische CF-Patienten mit Leber- aber ohne Lungenbeteiligung
CF-lune CF-Patienten mit Lungenbeteiligung
CFnoLD CF ohne Leberbeteiligung
CFnoLDerw erwachsene CF-Patienten ohne Leberbeteiligung
CFnoLDyad padiatrische CF-Patienten ohne Leberbeteiligung
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et alii (dt.: und andere)

Fibrosestadium

Firma

Antigen bindendes Fragment

Fragment Crystallisable

forced expiratory pressure in 1 second (dt.: Einsekundenkapazitit)
Fibrosis-4 Index

Gesellschaft mit beschrinkter Haftung
Hepatitis B

Hepatitis C

Hamatoxylin-Eosin

heparininduzierende Thrombopenie
Hamoxygenase

Horseradish-Peroxidase

3- Isobutyl-1-methylxanthin

intestinale Kurzschlussstrommessung
Interleukin

idiopathische pulmonale Fibrose
Interquartil range (dt.: Interquartilbereich)
Immunreaktives Trypsin
Autoimmunthrombopenien
Konfidenzintervall

lateinisch

Lipocalin-2

liver disease (dt.: Leberbeteiligung)
Lipopolysacharide

monocyte chemotactic protein 1
Matrixmetalloproteinase

modified Medical British Research Council
messenger-Ribonucleinsiure
Magnetresonanztomographie
Membranspannende Doméne
Natrium-Ionen

nicht-alkoholische Fettlebererkrankung
nicht-alkoholische Steatohepatitis
Nukleotid-Bindedoméne
Neugeborenen-Screening

Nuklearfaktor
Neutrophile-Gelatinase-assoziierte Lipocalin
nasale Potentialdifferenz

negativer pradiktiver Wert

padiatrische Patienten
pankreatitis-assoziiertes Protein

Periodic acid Schiff-Diastase (dt.: Periodsdure-Schiff-Diastase)
portale Hypertension

Prokollagen III Aminopeptid

positive predictive value (dt.: positiver pradiktiver Wert)
Korrelationskoeffizient nach Spearman
regulatorische Doméne

receiver operating characteristic (dt..Grenzwertoptimierungskurve)
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SAA Serum Amyloid A
TE Transiente Elastographie
TGF-B transformierender Wachstumsfaktor beta
Thr. Thrombozyten
TIMP Tissue inhibitors of metalloproteinases (dt.: Gewebehemmer der MMPs)
™ Time-Motion (dt.: Bewegungszeit)
T™MB Tetramethylbenzidin
TNF Tumornekrosefaktor
TTP thrombotisch-thrombopenische Purpura
UK United Kingdom
UsS United States (dt.: Vereinigte Staaten)
V. Vena
VC vital capacity (dt.: Vitalkapazitét)
WHO World Health Organization
YKL Tyrosin-Lysin-Leucin
v-GT Gamma-Glutamyltransferase
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Frau Prof, Dr. Roeb trégt vor. Hintergrund: Wahrend die bisher einzige weltgehend zuverlés-
sige Methode, das Ausmaf einer Leberschédigung abzuschétzen, die Leberpunktion und die
dgran sich anschliefende femgeweblxche Untersuchung des gewonnenan Lebergewebes

Ausbraitungsgesehwindigksit der niederfrequenten Impulswelle im Lebergewebe mittels
i integrierten Uliraschalls gemassen werden; je fester und unelastischer das Leberge-
ebe Ist, desto schneller laufen die niederfrequenten Wellen hindurch und verformen hierbei
das Gewsbe, Sowait bisher zu beurteilen erlaubt das neus Verfahren die Diagnose einar
Leberzirrhose mit einer Sensitivit4t von 77 bis 100% und einer Spezifitdt von 98 bis 100%.
Priméres Studlenziel des vorgesteliten Projektss Ist die Langzeitbeobachtung chronisch
! Eerkranker Patienten, insbesondere von Mucoviszidose-Patienten, zur nicht invasiven
Fi 'herkennung einer Leberfibrose und -zirrhose; sekundére Studienziele sind die Beurtei-
Iung von Serummarkern zur Friherkennung und deren eventuelle Korrelation mit der Elasto-
g gphie Es werden Patienten im Alter von 0-98 Jahren mit gesicherter Mucoviszidose eins
geschlossen sowie mit geswcherten anderen Lebererkrankungen und solchen Leberleiden,
dfe wahrscheinlich auch zu einer Leberfibross fihren, Zu den Ssrumparamsatarn gshdren
verschiedene Metalloproteinasen, Alpha2-Makroglobulin, Hyaluronsaure, Prokollagen-lil-
Peptid u.a. Es handelt sich um elne ausgesprochene Langzeitstudie Ober 5 Jahre.
le Kommission stimmt dem Vorhaben zu mit der ausdriicklichen Bitte, dle Patienteninfor-
ation zu Uberarbeiten. Die Formullerungen ,ist aufgeklart worden”, Ist relativ ungefahrlich”,
.gesonderte Aufklarung" sind widersprichlich; da berelts bel den Mucoviszldose-Patlenten in
dar Kinderklinik eine ausflihriiche Aufkldrung durchgeflihrt wird, wére eine nochmalige ent-
behrlich, Kinder in einem Alter ab 14, erst recht ab 16 Jahren mlssen direkt selbst informiert

Ft rmulferung Kielne Menge Serum" sollte durch den Begriff ,Blutentnahme* ersetzt werden.
Anmerkung: Die Patienteninformation wurde Inzwischen modifizlert.

Wir wiinschen lhmen fir |hr Forschungsprojekt viel Erfolg,

i Lo

Prof. Dr. K. L. Schmidt
Varsitzender

~

Dif Naman der bel dieser Sltzung anwesenden Mitglleder sind durch Unterstralchung hervorgehoben,
Mitglledar: Frau Dr. BlQtters-Sawatzki (Pédiatrie): Dr, Biddaker (Informatik): Herr Brumbard (Pharmazig); Prof, D.
o] Qanmgm (Rechtsmedizin), PD Dr. G#dicke (Burgerliches Recht); Prof. Linn (Innere Medizin), Dr. Repp
(Pflarmakelogis), Prof. Schmidt, Vorsitzendsr, (Rheumatologis), Prof. Schwammle, stv. Vorsltzender (Chirurgle);
Prpf. Ride (Rechismedizin).

Vertreter: Prof, Dreyer (Pharmakologle, Prof. Dudeck (Informatlk); Prof. Federlin, (Innere Medizin), Prof. Schapp
(Bllrgerliches Recht); Frau Prof. Kemkes-Matthes (Innere Medizin); Frau Krecke! (Pharmazle); Prof. Kilnzel
(Gln#kologle); Prof. Lasch (Innere Medlzin); Prof, Weller (Rechtsmedizin).,

o

P.S.: Bitte informleren Sle dle Ethik-Kommission unter Benutzung des belgefligten
Formulars tiber den Beginn der Studis!
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Anhang 2: Patienteninformation zur Studie und Einwilligungserklédrung

E‘f UNIVERSITATSKLINIKUM
: GIESSEN UND MARBURG

Justus-Liedig Philipps-Universeat
Universitat Glessen Marhurg
Stancort Giessen
UniversitMsinizum Gieflun und Marburg, Mo Znvsche Kink 1, Gas .
" o 5 35306 roenterciogle. Prof, Dr. med. Elke Roet

Medizinische Klinik I, Gastroenterclogie
Paul-Meimberg-Str. 5

Paten in i 35385 Gieflen, GERMANY
tienteninformation zur Studie = (0641) 99 42338

- & (0641) 9942339
Froherkennung und Verlauf der

Leberbeteiligung bei Mukoviszidosepatienten eroeb@gmx.de
und anderen chronisch Lebererkrankten mittels  Www.med.uni-giessen.de
Elastographie (Fibroscan) Giofien, 26, Mai 2008

Senhr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Bei Ihnen wird die Durchflhrung einer Elastographie der Leber mittels Fibroscan vergenom-
men. Uber diese Untersuchung wurden Sie ausfChrlich vorher aufgekiart. Die Elastographie-
Untarsuchung 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 Gastroenterclogie der Justus-Liebig-Universitat Giessen werden chronische
Lebererkrankungen hinsichtlich des Risikos der Entwicklung einer Fibrose oder Zirrhose hin
arforsent. Zu diesem Zweck bitten wir Sie heute um die zusatzliche Entnahme einer geringen
Menge Serum (ber den kiinischen Zweck hinaus. Es werden keinerlei kommerzielle Ziele
varfolgt. Vielmehr dient diese Forschung dazu, in Zukunft bessere Ratschlage bezlglich
Diagnostik, Medikamentengabe und ~dosierung bei bestimmten Leber-Erkrankungen geben
Zu kénnen

Ihr Einverstandnis ist freiwillig; nach Einwilligung in die Teilnahme an dieser Studie ist es
jederzeit moglich, diese Einwilligung teilweise oder ganz zu widerrufen, ohne dass lhnen
hieraus Nachteile entstehen, Etwaige weitere Fragen richten Sie bitte an Ihren behandelnden
Arzt, der Sie mOndlich aufkldren wird,

Wir danken fOr thre Mitarbeit.

Das Team der Gastroenterologie

tniv.-Prof. Dr. med. Elke Roeb
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JUSTUS-LIEBIG- &,
UNIVERSITAT FACHBEREICH [=5%33. | -
GIESSEN MEDIZIN ‘G g%

Zentrum fiir Innere MedizineSchwerpunkt Gastroenterologie Medizinische Klinik u. Poliklinik 11
Univ.-Prof. Dr. E. RocbeKlinikstr. 33. #5385 Giessen Zentrum fiir Innere Medizin
~Gastroenterologie-
Studie - Internistische Intensivmedizin -

Fritherkennung und Verlauf der Leberbeteiligung R“L:-'mnsz Univ.- Prof. Dr. med. Elke
bei
Mukoviszidose-Patienten und anderen chronisch ) 35385 Glalen

Lebererkrankten mittels Elastographie (Fibroscan) 3 :g:mg:gj g ;g

E-Mail:

Giessen,

Einwilligungserkldrung
Ich habe die Patienteninformation (ber 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 undfoder deren Mitarbeiter mindlich aufgeklart worden. Nach
ausreichender Bedenkzeit gebe ich hiermit mein freiwilliges Einverstandnis zur Teillnahme an
dieser Studie. Alle meine Fragen wurden ausreichend beantwortet. Ich willige ein, dass die
Ergebnisse der Elastographieuntersuchung sowie Serum flr 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 Erkldarung habe ich erhalten.

Giessen, den

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

Giessen, den

Unterschrift Arzt/Arztin
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