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1 Einleitung
1.1 Geschichte und Epidemiologie der Mukovizisdose

Die Mukoviszidose (lateinisch: ,,mucos “, Schleim und ,,viscidus“, zdh bzw. klebrig) ist
mit einer Inzidenz von ca. 1:3300 die hdufigste angeborene Stoffwechselerkrankung in
der kaukasischen Bevolkerung (88) Beschrieben wurde das Krankheitsbild erstmalig
1936 durch den Schweizer Kinderarzt Guido Fanconi in seiner Arbeit, ,,Das
Coeliakiesyndrom bei angeborener zystischer Pankreasfibrose und Bronchiektasien (38,

122)

Den Begriff ,,Cystische Fibrose* (CF), prigte jedoch die amerikanische Kinderérztin
Dorothy Andersen, die 1938 die Zystische Fibrose des Pankreas in Abgrenzung zur
Zoliakie bei 49 Patienten darlegte (3)

Erste Mutationen des CFTR-Gen (CFTR = Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) lassen sich in Europa 30000 bis 40000 Jahre zuriickverfolgen (8)

Seit 1949 ist bekannt, dass die Mukoviszidose einem autosomal-rezessiven Erbgang folgt
(79). Zudem variiert die Erkrankung in ihrem geografischen und ethnischen
Verteilungsmuster. So sind beispielsweise weniger Menschen mit asiatischer und

afrikanischer Herkunft betroffen als Nordeuropéer (18).

Etwa vier Prozent der nordamerikanischen und fiinf Prozent der nordeuropéischen
Bevolkerung sind gesunde Triger (sog. Carrier) einer CFTR-Mutation. Sind beide Eltern
heterozygote Carrier der Genmutation, besteht fiir die Nachkommen ein

Erkrankungsrisiko von 25 Prozent (106).

Anfang des 20. Jahrhunderts lag die durchschnittliche Lebenserwartung der Erkrankten
bei nur einigen Monaten. Durch frithe Diagnostik und neue Therapieansitze ist das

durchschnittliche Uberlebensalter in Industrienationen heute auf ca. 50 Jahre angestiegen

@1).

1.2 Pathogenese und Genetik

1989 konnte das CFTR-Gen auf dem langen Arm des Chromosoms Nummer 7 (7q31.2)
detektiert und damit der Ursprung der Mukoviszidose identifiziert werden (108).
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Das CFTR-Gen codiert fiir das Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
Protein, ein cAMP regulierter Chloridionenkanal aus der Familie der ABC-Transporter.
Durch Bindung und Spaltung von ATP erfolgt der aktive Ionen-Transport iiber die
Zellmembran (105). So werden Sekretmenge und —zusammensetzung exokriner Driisen
wie zum Beispiel im Pankreas, in den intrahepatischen Gallengingen und im
Gastrointestinaltrakt gesteuert. Im Respirationstrakt ist das Protein fiir eine ausreichende
Oberflachenfeuchtigkeit (,,airway surface liquid“, ASL) verantwortlich, die sich aus

Muzinen und der perizilidren Fliissigkeitsschicht (Abk.: PCL) zusammensetzt (52, 120).

Der Ionenfluss tliber den apikal gelegenen CFTR, den Amilorid-sensitiven epithelialen
Natriumkanal (Abk.: ENaC) und den kalziumaktivierten Chloridkanal (Abk.: CaCC)
sorgt im Gegenzug durch Osmose fiir eine ausreichende Wasserkonzentration der ASL
(52). Eine Fehlfunktion des CFTR bewirkt einen verringerten aktiven und passiven
Transport von Chloridionen und Wasser in Richtung Extrazellularraum (EZR) sowie eine
verminderte Inhibition des ENaC mit nachfolgend erh6htem intrazellulirem Natrium-
und Wassereinstrom(107). Dies fiihrt zur Dehydratation der Zelloberfldche,
Akkumulation eines viskdosen Mukus, Zilienkollaps und zu gestorter mukozilidrer

Clearance (52, 107).

Mutationen im CFTR resultieren dariiber hinaus in einer verminderten

Bikarbonatsekretion und haben Einfluss auf den pH-Wert des Driisensekrets (96).

Weiterfithrend steuert der CFTR alternative Chloridkénale (engl. outwardly rectifying
chlorid channel, ORCC) und den renalen Kaliumkanal (engl. renal outer medullary

potassium channel, ROMK) (112, 123).

Derzeit lassen sich sechs Mutationsklassen (I-VI) unterscheiden, wobei es sich
beispielsweise um eine gestorte Proteinsynthese, Proteinreifung oder verminderte
Stabilitdt des CFTR Proteins handelt (112). In Deutschland besitzen etwa 85 Prozent der
Betroffenen das F508del Allel, ca. 47 Prozent davon sind homozygote Triger. Diese
Klasse II Mutation ist gekennzeichnet durch eine fehlerhafte Proteinreifung und einen
vorzeitigen Proteinabbau. So kommt es durch den Verlust der Aminosdure Phenylalanin
an Position 508 des CFTR-Proteins zu einer Fehlfaltung des Proteins mit daraus

resultierender Degradation im Endoplasmatischen Retikulum (ER) (120).
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1.3 Klinische Prisentation der Mukoviszidose

Die klinischen Symptome der Mukoviszidose kdnnen in Abhédngigkeit von der Mutation
von atypischen Verldaufen bis hin zur Multisystemerkrankung variieren und sich sowohl
im Kindes- als auch Erwachsenenalter manifestieren. Eine Korrelation zwischen Genotyp
und Phédnotyp diente bislang nicht als prognostisches Kriterium. So koénnen
beispielsweise  Familienangehorige mit gleichem CFTR-Genotyp heterogene

Krankheitsbilder bzw. eine heterogene Krankheitsauspragung priasentieren (18).

Hauptursache fiir Morbiditdt und Mortalitit von Mukoviszidosepatienten ist die

Lungenbeteiligung (92).

Wihrend die Lungenfunktion zum Zeitpunkt der Geburt noch uneingeschréankt ist,
entwickeln sich bereits in den ersten Lebensmonaten Bronchiektasien. Bei adulten
Mukoviszidosepatienten stehen Hémoptysen und die Ausbildung einer allergischen
bronchopulmonalen Aspergillose als pulmonale Symptomatik im Vordergrund.
Chronisch-rezidivierende bronchopulmonale Infektionen mit multiresistenten Erregern
(sog. Problemkeimen) wie Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia oder
Stenotrophomonas maltophilia kdnnen zu Exazerbationen mit Verschlechterung der
Lungenfunktionsparameter und letztlich Destruktion der Lungenarchitektur fiihren (40,

93, 117).

Das fortgeschrittene  Erkrankungsstadium kann von einer respiratorischen
Globalsinsuffizienz mit pulmonaler Hypertonie und Ausbildung eines Cor pulmonale

bestimmt sein (106).

Bei der Mehrheit der ménnlichen Mukoviszidosepatienten kommt es zu einer bilateralen
Obliteration der Vas deferens mit resultierender Azoospermie und Infertilitét (62). Bei
Frauen kann eine Pubertas tarda in Folge der Malnutrition zu eingeschrénkter Fertilitéit
fiihren. Zudem behindert der zédhe Zervixschleim die Spermienaszension. Grundsétzlich
sind an Mukoviszidose erkrankte Frauen aber in der Lage Schwangerschaften

auszutragen (49).

Zu den gastrointestinalen Symptomen der Mukoviszidose gehort die Destruktion des
Pankreasgewebes, welche bereits in utero ab der 17. Schwangerschaftswoche beginnt

(125).
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85-90% der Erkrankten entwickeln innerhalb der ersten Lebensjahre eine exokrine
Pankreasinsuffizienz. Das  viskdse  Sekret filhrt zur  Obstruktion  der
Pankreasausfithrungsgiinge und begiinstigt autolytische Prozesse, die den fibrotischen
Umbau und eine Infiltration des Pankreasgewebes mit Fettgewebe bewirken (137). Durch
die fehlende Aktivitdt der Verdauungsenzyme kommt es zu Maldigestion und
Malabsorption von Nihrstoffen. Ein daraus resultierender Mangel an fettloslichen
Vitaminen kann unter anderem Gerinnungsstorungen und Osteoporose verursachen (99).
Zudem leiden die Patienten bereits frith an Wachstums- und Gedeihstérungen. Die
endokrine Funktionsstorung des Pankreas ist dem Verlust der Inselzellen geschuldet
(137). Bei etwa der Hélfte der adulten Patienten manifestiert sich ein sekundérer Diabetes

mellitus (91).

Unmittelbar postnatal gilt ein Mekoniumileus bis zum Beweis des Gegenteils als
klinisches Korrelat einer Mukoviszidose (18). Jenseits der Neugeborenenperiode konnen
die Patienten unter einem Obstruktionssyndrom der Ileozokalregion leiden (Abk.: engl.
DIOS, distal intestinal obstruction syndrom) (60). Zudem wird eine erhdhte Inzidenz an
gastrodsophagealen Refluxerkrankungen bei CF-Patienten beobachtet (78). Die
Bedeutung der CF-assoziierten Leberbeteiligung (CFLD) wird in einem gesonderten
Kapitel beschrieben (siehe Kapitel 1.5).

1.4 Diagnostik

Die Heterogenitdt des klinischen Erscheinungsbildes der Mukoviszidose ist fiir die
Diagnosestellung eine Herausforderung (30). Die aktuelle S2k-Leitlinie zur Diagnose der

Mukoviszidose (AWMF-Register-Nr. 026/023) schlidgt folgenden Algorithmus vor.

Zunichst miissen diagnostische Hinweise wie ein positives Neugeborenenscreening, ein
an Mukoviszidose erkranktes Geschwisterkind oder mindestens ein klinischer Hinweis
wie zum  Beispiel chronische  sinopulmonale  Erkrankungen, exokrine
Pankreasinsuffizienz oder ein Salzverlustsyndrom vorliegen. AnschlieBend erfolgt der
Nachweis einer CFTR-Funktionsstorung mittels Schweifitest, Mutationsanalyse oder

elektrophysiologischer Messung (88).

1.4.1 Schweiltest

Die Messung der Elektrolytkonzentration im Schweill zur Diagnostik der Cystischen

Fibrose wurde 1959 durch Gibson und Cook etabliert (50).
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Aufgrund der hohen Sensitivitit (96,5%) und Spezifitit (99%) ist der Schweilltest auch
heute noch diagnostischer Goldstandard. Der Test kann ab dem dritten, idealerweise aber
ab dem 14. Lebenstag bei Neugeborenen mit einem Korpergewicht von iiber 3000
Gramm und Geburt nach der 36. Schwangerschaftswoche durchgefiihrt werden. Hierbei
erfolgt die iontophoretische Stimulation eines Hautareals durch Pilocarpin fiir mindestens
fiinf Minuten. Der Schweil wird anschlieBend 30 Minuten gesammelt und der
Chloridionengehalt mittels Titration bestimmt (117). Zur Diagnosestellung sollten zwei

unabhingige Untersuchungen in einem Zentrum fiir Mukoviszidose erfolgen (88).
Folgende Chloridionenkonzentrationen dienen zur Beurteilung:

- <29 mmol/l: unauffillig = Mukoviszidose unwahrscheinlich
- 30-59 mmol/l: Kontrollbereich = weitere Diagnostik erforderlich

- > 60 mmol/l: vereinbar mit der Diagnose Mukoviszidose

1.4.2 Mutationsanalyse

Aktuell sind 2075 Mutationen des CFTR-Gens bekannt (Stand 12/2019,
http://www.genet.sickkids.on.ca/HelpPage.html#faq).

Die Mutationsanalyse dient der Diagnosesicherung und sollte die ethnische und
geografische Herkunft des Patienten beriicksichtigen. Die Leitlinie molekulargenetische
Diagnostik der Cystischen Fibrose (AWMF-Register- Nr. 078/005) sieht vor Mutationen
zu untersuchen, die mit einer Haufigkeit von mindestens einem Prozent in der
betreffenden Population vorkommen. Aufgrund des autosomal-rezessiven Erbgangs
miissen zur Diagnosestellung zwei Mutationen nachgewiesen werden (88). Durch die
grofle Anzahl von Mutationen erweist sich eine Stufendiagnostik als sinnvoll. So kann
die Mutationsanalyse die Testung einer spezifischen Mutation sowie die Komplett-

Sequenzierung des CFTR-Gens beinhalten (124).

In Deutschland sollte zunédchst auf das Vorliegen der Mutation F508del getestet werden,
da etwa die Hilfte der Mukoviszidosepatienten in Bezug auf diese Deletion eine

Homozygotie aufweisen (124).

1.4.3 Elektrophysiologische Messung

Die nasale Potentialdifferenzmessung (NPD) in vivo und die intestinale

Kurzschlussstrommessung (ICM) ex vivo messen die CFTR Aktivitét. Lasst sich zuvor
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keine CFTR Mutation nachweisen und die Chloridionenkonzentration im Schweil} liegt

im Kontrollbereich, kann der diagnostische Algorithmus hiermit ergéinzt werden (88).

1.4.4 Prénataldiagnostik und Neugeborenen-Screening

Die prinatale Diagnostik kann bei sonografisch echogenem Darm, Heterozygotie beider
Eltern oder Homozygotie der Schwangeren oder des Kindsvaters indiziert sein (124).
Die Gewinnung fetaler Zellen erfolgt mittels Chorionzottenbiopsie in der 10.-12. oder

mittels Amniozentese in der 16.-18. Schwangerschaftswoche (18).

Seit dem 1. September 2016 ist der Beschluss des Gemeinsamen Bundesausschusses iiber
die Friiherkennung von Krankheiten bei Kindern bis zur Vollendung des 6. Lebensjahres

(Kinder-Richtlinie): Screening auf Mukoviszidose (Zystische Fibrose) in Kraft gesetzt.

Das Screening umfasst eine Stufendiagnostik mit zwei biochemischen Tests und einer
DNA-Mutationsanalyse. Nach Einwilligung der Erziehungsberechtigten wird im Rahmen
der U2 oder alternativ U3, kindliches Blut auf eine Trockenfilterkarte appliziert und auf
immunreaktives Trypsin (IRT) getestet. Liegt der untersuchte Wert > der 99.0 Perzentile
gilt der Test als positiv. Im zweiten Schritt wird die Probe auf Pankreatitis-assoziiertes
Protein (PAP) untersucht. Bei einem Wert > 87.5 Perzentile ist das Testergebnis als
positiv zu werten. Anschliefend erfolgt die molekulargenetische Diagnostik der
populationsspezifischen CFTR-Mutationen. Das Screening gilt als positiv wenn IRT >
der 99.0 Perzentile oder mindestens eine CFTR-Mutation nachgewiesen werden kann

(20).

1.5 CF-assoziierte Leberbeteiligung, CFLD (Cystic Fibrosis Related Liver Disease)
1.5.1 Epidemiologie und Pathogenese der CFLD

Durch eine steigende Lebenserwartung, verbesserte Diagnostik und Therapien scheint
sich der Fokus auf CF-assoziierte Erkrankungen zu verlagern (28). Etwa ein Drittel der
an Mukoviszidose erkrankten Patienten entwickeln eine CF-Hepatopathie (englisch:
Cystic fibrosis liver disease, CFLD) an deren Folgen etwa 2,5 % versterben. Damit ist die
CFLD nach kardio-respiratorischer Insuffizienz und Transplantationskomplikationen der
dritthdufigste Grund fiir Morbiditdt und Mortalitidt unter den Betroffenen (32). Die
Atiologie der CFLD wurde wiederkehrend diskutiert. Von Bedeutung scheinen
Mutationen der Klasse I-I11, bei denen es zu einem vollstdndigen Funktionsverlust des

CFTR kommt sowie Risikofaktoren, hierzu zéhlen: das maénnliche Geschlecht, der
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Mekoniumileus und die exokrine Pankreasinsuffizienz, zu sein. Ein einheitlicher Konsens
lieB sich bisher nicht finden und so kdnnen Kausalititen zwischen Genotyp und Phénotyp

nur unter Vorbehalt angenommen werden (28, 59, 113).

Aktuell existieren mehrere Theorien zur pathophysiologischen Entstehung der CFLD.
Cohn et al. entdeckten, dass der CFTR an der apikalen Membran der Cholangiozyten und
Epithelzellen der Gallenblase, nicht aber in Hepatozyten lokalisiert ist (27). Obwohl die
Galle von Hepatozyten gebildet wird, sind Cholangiozyten mafBgeblich an deren
Volumen und Zusammensetzung beteiligt. Uber den CFTR der Cholangiozyten werden
Chloridionen in das Lumen sezerniert, um dort fiir ein negatives Potenzial zu sorgen.
Natriumionen konnen passiv parazelluldr folgen und bewirken so den Wassertransport
iiber Aquaporine aus der Zelle. Zusitzlich hilt der Chloridionengradient die Sekretion
von Bikarbonat iiber den CI-/HCO3- Austauscher aufrecht und trigt zur Alkalisierung
der Gallenfliissigkeit bei (pH 8,0-8,5) (39). Mutationen des CFTR sorgen fiir eine
unzureichende intraluminale Konzentration von Bikarbonat und Wasser. Die viskdse
Gallenfliissigkeit fiithrt zur Obstruktion der intrahepatischen Gallenginge und
Akkumulation toxischer Gallensduren (43, 131). Es kommt zur Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine und Wachstumsfaktoren wie Transforming Growth
Factor-B1 (TGF-B1), Platelet Derived Growth Factor (PDGF) oder Tumor Nekrose
Faktor-a (TNF-a). Die aktivierte Signalkaskade bewirkt die Transdifferenzierung
hepatischer Sternzellen in myofibroblastendhnliche, Vitamin-A arme Phdnotypen, die
sich entlang der Lebersinusoide im Disse’schen Raum formieren und iiberwiegend
Kollagen Typ I und III sezernieren (109). Dariliber hinaus kommt es zur Sekretion von
TIMPs, (engl. tissue inhibitors of matrix metalloproteases) profibrotischen-,
proinflammatorischen- und proangiogenen Zytokinen wie TGF-f, IL-6 (Interleukin-6)
und VEGF (engl. Vascular Endothelial Growth Factor) (73, 109). Dieser
Pathomechanismus scheint hauptverantwortlich fiir die Fibrogenese im Rahmen der

CFLD zu sein (73).

Zusitzlich sind auch Endothelzellen, Fibroblasten, glatte Muskelzellen und
Gallengangsepithelzellen an der Bindegewebsvermehrung beteiligt (65).

Eine weitere Theorie zur pathophysiologischen Entstehung der CFLD besagt, dass
Mukosalédsionen, bakterielle Fehlbesiedlung und eine erhohte Permeabilitidt des

Diinndarms mit daraus resultierendem Ubertritt von Bakterienbestandteilen in den
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Portalkreislauf verantwortlich fiir die Inflammation und Fibrogenese des Lebergewebes

sind (44).

Denkbar ist allerdings auch, dass es sich bei der CFLD Entstehung um eine
multifaktorielle Genese handelt, bei der u.a. Umwelteinfliisse, hepatotoxische
Medikamente und Modifikationsgene wie z.B. SERPINA-1Z-Allel zu beriicksichtigen
sind (10, 33, 66).

In den letzten Jahren waren die Rolle der Gallensduren, die molekularen Mechanismen
der Fibrogenese und die Bedeutung intrazelluldrer Rezeptoren wie z.B. der Peroxisom-

Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARYy) Gegenstand der Forschung (33).

1.5.2 Klinische Prisentation und Komplikationen der CF-assoziierten
Leberbeteiligung (CFLD)

Unter dem Terminus CFLD fasst man eine Reihe von hepatobilidren Erkrankungen bzw.
Phidnomenen zusammen, die in ihrer klinischen Ausprigung sehr unterschiedlich sein
konnen (128). Die erste Manifestation einer CFLD kann eine fetale bzw. neonatale
Cholestase sein (59). Dariiber hinaus konnen eine Mikrogallenblase, sklerosierende
Cholangitis oder Steatosis hepatis auftreten, wobei letztere hdufig auf eine Malnutrition,
langerfristige parenterale Erndhrung und einen Mangel an essentiellen Fettsduren
zurlickzufiihren ist (28, 59). Die fokal bilidre Zirrhose ist pathognomisch fiir die CFLD
und manifestiert sich bei 20-30% der Patienten. Klinisch erscheint sie allerdings oft

inapparent (28, 43)

Die multilobulére Zirrhose ist die klinisch relevanteste Manifestation der CFLD (33). Sie

tritt bei etwa fiinf bis zehn Prozent der Mukoviszidosepatienten innerhalb der ersten

Lebensdekade auf (36).

Im klinischen Alltag ldsst sich zwischen einer stabil kompensierten und dekompensierten
Leberzirrhose unterscheiden. Letztere ist durch das Auftreten einer portalen Hypertension
(Druck im Pfortaderbereich > 12 mmHg) gekennzeichnet (5). Im Rahmen der CFLD kann
die portale Hypertension der Zirrhose vorausgehen. Es handelt sich folglich um eine
nicht-zirrhotische portale Hypertension (engl.: non cirrhotic portal hypertension, NCPH)
(133).

Primédre Komplikationen der portalen Hypertension kdnnen gastrodsophageale Varizen

mit Ausbildung von himodynamisch relevanten Blutungen, Aszites und Splenomegalie
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mit Hypersplenismus sein. Zudem kann es im dekompensierten Stadium durch den
Verlust der hepatozelluldren Synthesefunktion zu metabolischen Komplikationen wie
Ikterus, hepatischer Enzephalopathie, Malnutrition und Osteopenie kommen. Zu den

Spéatkomplikationen zdhlt das Auftreten eines heptozelluldren Karzinoms (HCC) (5, 90).

Zwar sind die aufgefiihrten Komplikationen unabhingig von der Atiologie der
Lebererkrankung aber die Erkenntnis, dass eine CFLD bereits im Kindesalter fulminant
verlaufen kann, verdeutlicht die dringende Relevanz friihzeitiger Diagnostik und

Therapie.

1.5.3 Therapie bei CFLD-assoziierten Komplikationen

Zur medikamentosen Therapie der portalen Hypertension werden u.a. nicht-selektive
Betablocker wie Propranolol eingesetzt. Eine im Nebenwirkungsspektrum beschriebene
Bronchokonstriktion kann die Toleranz des Medikaments bei Mukoviszidosepatienten
verringern (128). Interventionelle Therapien kdnnen eine endoskopisch gesteuerte Ligatur
von Osophagusvarizen oder die Anlage eines transjuguliren intrahepatischen
portosystemischen Shunts (TIPS) wumfassen (128) Bei Splenomegalie mit

Hypersplenismus kann die partielle oder totale Splenektomie indiziert sein (36).

Ultima ratio der CFLD Therapie ist die Lebertransplantation. Kombinierte Leber-
Lungen-oder Leber-Pankreas-Transplantationen werden aufgrund der anspruchsvollen
Operationstechnik und dem erhdhten Komplikationsrisiko —ausschlieBlich an
spezialisierten Zentren durchgefiihrt. Eine valide Aussage beziiglich des Outcome 14sst

sich aktuell aufgrund der geringen Publikationslage nicht treffen. (128).

1.5.4 Therapieoptionen bei CFLD - Gegenwart und Zukunft

Grundsitzlich sollte die Therapie der CFLD im Sinne einer personalisierten Medizin
individuell aufgestellt werden und zum priméren Ziel haben, assoziierte Komplikationen

zu minimieren (128).

1.5.4.1 Ursodeoxycholsdaure (UDCA)

Ursodeoxycholsdure (UDCA) ist eine hydrophile, nicht-toxische Gallensaure, die beim
Menschen mit etwa drei Prozent nur einen geringen Anteil am Gallensdurepool ausmacht.
Als synthetisch hergestelltes Medikament findet es vor allem Anwendung bei der
therapeutischen Auflésung von Cholesterin-Gallenblasensteinen, zur Stimulation der

Gallensekretion bei angeborenen (Alagille-Syndrom, Morbus Wilson) und erworbenen
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Gallensekretionsstorungen (z.B. im friihen Erkrankungsstadium der primér bilidren

Cholangitis) (68).

UDCA verbessert den Gallenfluss und verhindert bzw. reduziert die Akkumulation
toxischer Gallensduren durch eine erhohte hepato- und cholangiozellulire Sekretion.
Zudem wird angenommen, dass Hepato- und Cholangiozyten vermehrt Bikarbonat
(HCO3-) sezernieren und somit antiinflammatorische und antiapoptotische Effekte erzielt

werden konnen (15).

Derzeit ist UDCA in einer Dosierung von 20 mg/kg/d das am héufigsten verwendete

Arzneimittel in der Behandlung der CFLD (32, 128).

Der routinemifige Einsatz von UDCA wird allerdings kontrovers diskutiert. Eine
retrospektive Analyse von zehn klinischen Studien aus 2014 konnte keinen Beweis
erbringen, dass UDCA das Uberleben oder die Indikation einer Lebertransplantation bei
CFLD Erkrankten positiv beeinflusst (23).

1.5.4.2 Norursodeoxycholsdure (NorUDCA)

Norursodeoxycholsdure (NorUDCA) ist ein Seitenketten-verkiirztes Derivat der UDCA.
Der Wirkmechanismus beruht auf der Verbesserung des Gallenflusses durch vermehrte
Bikarbonatsekretion (HCO3-). In Tiermodellen und klinischen Studien konnten
vielversprechende Resultate in der Therapie der primiren bilidren Zirrhose erzielt werden

(53).

1.5.4.3 Obeticholsdure

Obeticholsdure ist eine halbsynthetische Gallensdure. Als selektiver Agonist am
Farnesoid X-Rezeptor (FXR) verringert es die hepatische Synthese von Gallensduren
(89). Das Medikament wird zur Zweitlinientherapie bei Primérer Bilidrer Cholangitis

(PBC) empfohlen (24).

1.5.4.4 CFTR-Modulatoren

Sowohl Ivacaftor (VX-770), ein CFTR Potenziator, der eine verlingerte Offnungszeit des
defekten Chloridionenkanals bewirkt und bei Patienten mit der Punktmutation G551D
seit 2012 eingesetzt werden kann, als auch die Kombination mit Lumacaftor, ein CFTR-
Korrektor, zur Therapie von Patienten mit einer F508del Mutation, konnten bereits eine

Verbesserung der Lungenfunktionsparameter bei Betroffenen erzielen (98, 138).
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Die Studienlage zum Einsatz der CFTR-Modulatoren bei CFLD ist bisher noch
unzureichend. In einem Case Report wurde die Regression einer Steatosis hepatis bei
einer 17-jdhrigen Mukoviszidose Patientin zwei Jahre nach Therapiebeginn mit Ivacaftor
beschrieben (55). Kontrdar dazu umfasst das Nebenwirkungsspektrum der CFTR-
Modulatoren hepatobilidire Auswirkungen wie beispielsweise die Erhohung der

Transaminasen (128) .

1.6 CFLD- eine diagnostische Herausforderung
1.6.1 Aktuelle diagnostische Richtlinien

Aktuell existiert weder eine einheitliche Klassifikation der CFLD noch eine Leitlinie zum
diagnostischen Algorithmus (33). Die meisten Patienten zeigen einen asymptomatischen
Verlauf und fallen erst im Rahmen der klinischen Routineuntersuchung durch eine
palpable Hepatomegalie auf (28). Eine frithzeitige Diagnose ist essentiell um einer

multilobuldren Zirrhose und deren Komplikationen entgegenzuwirken (128).

Bislang existieren zwei Empfehlungen zum diagnostischen Ablauf (33)

Die européische Richtlinie nach Debray et al. schldgt folgende Diagnosekriterien vor:
o Auffillige klinische Untersuchung:

o Hepatomegalie: zu grof3e, altersspezifische Leberspannweite; oder
Leberrand 2 cm unterhalb des Rippenbogens in der Medioklavikularlinie

sonographisch gesichert
o und/oder Splenomegalie, sonographisch gesichert
o Auffillige Leberfunktionstests:

o Erhohung der Aspartat-Aminotransferase / Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase (AST/GOT), Alanin-Aminotransferase / Glutamat-
Pyruvat-Transaminase (ALT/GPT) und y-Glutamyltransferase (yGT)
oberhalb des Normwertes an drei aufeinanderfolgenden Untersuchungen
innerhalb von 12 Monaten, nach Ausschluss anderer Ursachen einer

Lebererkrankung

o Auftillige Abdomensonographie
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o Sonographischer Beweis fiir eine Leberbeteiligung, z.B. heterogene
Echogenitit, irreguldrer Leberrand, Knoten, verdnderte Randwinkel,
Zeichen der portalen Hypertension (Splenomegalie, Kollateralkreisldufe,

Azites) oder Verdnderung der Gallenwege

Es miissen mindestens zwei der Kriterien fiir die Diagnosestellung einer CFLD vorliegen

(32).

Die zweite Richtlinie wurde 2007 von der nordamerikanischen CF-Foundation erarbeitet

(43). Sie berticksichtigt die folgenden Punkte:

. CFLD mit Zirrhose/portaler Hypertension (Klinik, Bildgebung, Histologie,
Labor)

. CFLI (CF-related liver involvement) ohne Zirrhose/portale Hypertension aber
einer der folgenden Befunde: persistierende Erhohung von ALT/GPT,
AST/GOT, yGT, Steatosis hepatis (histologisch gesichert), Fibrose (histologisch
gesichert), Cholangiopathie (gesichert durch Sonografie, MRT, ERCP, CT),
Auffilligkeiten in der Sonografie

o Préklinisch: kein Hinweis auf CFLD in Bildgebung oder Laborbefunden; diese

Kategorie dient Forschungszwecken

Bei unklarer Befundlage kann die Diagnostik durch eine Leberbiopsie oder
weiterflihrende bildgebende Verfahren wie MRT, CT, MRCP und Szintigraphie erweitert
werden (32, 121).

1.6.2 Indirekte Fibrosemarker und Fibrosescores

Die Bestimmung der Transaminasen (ALT/GPT und AST/GOT) sowie
Cholestaseparameter (Alkalische Phosphatase (AP), Bilirubin und yGT) gehoren
entsprechend den europdischen Richtlinien nach Debray et al. zum jdhrlichen
diagnostischen Algorithmus(32). Besteht der Verdacht auf eine CFLD, konnen
beispielsweise zusdtzlich Thrombozytenzahl, Hyaluronsdure, Laminin oder Prokollagen-
ITI-Peptid ermittelt werden, um das Leberfibrosestadium einzuschitzen (76). Anhand
dieser Parameter ldsst sich der APRI-Score (Abk.: engl. APRI, aminotransferase to
platelet ratio index) berechnen (9). Weitere Serumfibrosescores wie der Forns Test oder

der HepaScore beriicksichtigen unter anderem die yGT sowie Geschlecht und Alter der
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Patienten (1, 45). Die Aussagekraft der Serumfibrosescores bei Mukoviszidose-Patienten

ist allerdings gerade im Anfangsstadium der Leberfibrose limitiert (33).

1.6.3 Die Bedeutung von Serumfibrosemarkern zur Diagnostik der CFLD

In mehreren Publikationen unserer Arbeitsgruppe wurden Serumfibrosemarker zur
frilhen Diagnostik einer CFLD bereits evaluiert. So zeigte Rath et al., dass TIMP-1,
TIMP-2, TIMP-4, Endoglin und YKL-40 vielversprechende Marker zur Diagnostik der
CFLD sind (101, 102).

1.6.3.1 Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMPs)

Neben der vermehrten Produktion von Bindegewebe durch aktivierte hepatische
Sternzellen trégt ein weiterer Pathomechanismus zur Entstehung der Leberfibrose bei.
Die Degradierung der extrazelluliren Matrix beruht auf dem Zusammenspiel zwischen
Matrixmetalloproteinasen (Abk.: MMPs) und deren Inhibitoren: TIMPs (29).
Metalloproteinasen katalysieren die Spaltung von Peptidbindungen in Proteinen und
bewirken den Abbau von extrazellulirer Matrix. Anhand ihres Substrates konnen sie in
folgende Gruppen unterteilt werden: Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine,

Matrilysine, Metalloelastasen, Membrane-Type-(MT)MMPs und andere MMPs (58).

TIMPs sind extrazelluldre Proteine, die zur Familie der Kollagenaseinhibitoren gehdren

(111).

Sie regulieren den Umsatz der extrazelluliren Matrix, Gewebsumbauprozesse und
Zellfunktionen. Dariliber hinaus begiinstigen sie unabhidngig von MMPs die
Zellproliferation sowie antiangiogene und antiapoptotische Prozesse. Aktuell sind vier
TIMPs bekannt: TIMP-1 bis 4. TIMPs konnen die aktivierte Form der MMPs {iber ihren
N-Terminus binden und durch 1:1 Komplexbildung blockieren. Im physiologischen
Zustand resultiert ein Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau der extrazelluldren

Matrix (86).

Jeder Vertreter der TIMP-Familie ist in der Lage, alle MMPs mit verschiedener Affinitét
zu inhibieren (19). Eine Dysbalance zwischen aktivierten MMPs und deren Inhibitoren
kann pathologische Prozesse wie Tumorzellinvasion, Metastasierung und Fibrose

induzieren (111).
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1.6.3.2 Endoglin (CD105)

Endoglin (Cluster of differentiation, CD105) ist ein Typ III Transforming growth factor
B (TGF-B) Co-Rezeptor. In Abhingigkeit vom TGF-B Typ I und II Rezeptor bindet
Endoglin verschiedene Liganden der TGF-B Familie und reguliert Smad-abhingige und
unabhéngige Signalwege (2). Durch alternatives Splicen entstehen zwei Isoformen, L-
Endoglin (long isoform) und S-Endoglin (short isoform), die sich in ihren
zytoplasmatischen Doménen unterscheiden (42). Durch den Einfluss von MMP-14
entsteht durch proteolytische Spaltung die 16sliche Form des Endoglins (soluble form of
Endoglin; sol-Eng), dessen Konzentration z.B. bei Prieklampsie, Systemischem Lupus

erythematodes oder Morbus Alzheimer, im Serum erhoht ist (82).

Bislang war das erhohte Vorkommen von Endoglin in vaskuldren Endothelzellen und
dessen Bedeutung fiir die Pathogenese der Atherosklerose und der autosomal-dominant
vererbten hereditdren hamorrhagischen Teleangiektasie I (Abk.: HHT I) von groBem
Interesse. Dariliber hinaus zeigte sich eine gesteigerte Expression von Endoglin in
profibrotischen Zellen wie z.B. in Mesangiumzellen, kardialen Fibroblasten und

hepatischen Stellatzellen (2).

Das Zytokin TGF-f ist an Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Synthese und Sekretion
der extrazelluliren Matrix beteiligt. Im Rahmen chronischer Lebererkrankungen
stimuliert TGF-f durch Aktivierung der hepatischen Sternzellen die Kollagensynthese
(42).Weiterflihrend wird die Expression von Endoglin in hepatischen Sternzellen durch
TGF-p hochreguliert. Die Interaktion von TGF-f und Endoglin scheint verantwortlich fiir
eine Reihe pathophysiologischer Prozesse wie Tumorgenese, Tumorangiogenese und

Fibrogenese in multiplen Geweben des Organismus zu sein (2).

1.6.3.3 Humanes Cartilageprotein YKL-40 (chitinase 3-like-1)

Humanes Cartilageprotein YKL-40 (chitinase 3-like-1) ist ein Glykoprotein aus der
Familie der Chitinase-like Proteine (127).

Benannt ist es nach seinen drei Aminosdureresten: Tyrosin (Y), Lysin (K) und Leucin (L)
und seiner Molekiilmasse von 40 kDa (Kilodalton) (61). Es wird vorrangig von
Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und vaskuldren, glatten Muskelzellen
produziert und ist in Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Angiogenese,

Immunabwehrprozesse und Umbau der extrazelluliren Matrix involviert (127). Eine
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erhohte Expression von YKL-40 konnte bei soliden Tumoren sowie inflammatorischen
Prozessen beobachtet werden (61, 95). Die biologischen Funktionen von YKL-40 in
Zusammenhang mit der Entstehung einer Leberfibrose sind noch nicht abschliefend
geklart. Es scheint die Proliferation und Migration von Bindegewebszellen iiber den
MAPK (engl.: mitogen-activated protein kinase) Signalweg zu aktivieren und damit

Gewebsumbauprozesse und Fibrogenese zu induzieren (95).

Gegenstand der aktueller Forschungsbemiihungen ist die Etablierung von
Serumbiomarker wie z.B. zirkulierende Mikro-RNAs (engl.: circulating mircoRNAs),
Fibroblasten-Wachstumsfaktor 19 (FGF 19, fibroblast growth factor 19) und 4-cholesten-
3-one (C4) (33).

1.6.4 Die Bedeutung der Transienten hepatischen Elastographie zur Diagnostik der
CFLD

Seit den 1980er Jahren gibt es Bemiihungen, nicht-invasive Methoden zur Erfassung der
Leberelastizitit bei chronischen Lebererkrankungen zu entwickeln (114). Ganz allgemein
existieren zwei Formen der ultraschallgestiitzen Elastographiemessung. Beim ,,strain
imaging* (engl.: strain elastographie (SE), acoustic radiation froce impulse (ARFI)) wird
durch Kompressionsreize eine Dehnung im zu untersuchenden Gewebe ausgelost,
wéhrend beim share wave imaging (TE, point shear wave elastography (pSWE)) eine
Scherwelle ausgelost wird, deren Ausbreitungsgeschwindigkeit durch Ultraschall
gemessen wird (119). Dennoch ist die perkutane Leberbiopsie weiterhin der
diagnostische Goldstandard zur Evaluation einer Leberfibrose oder -zirrhose. Invasivitit
und Komplikationen wie erhohte Blutungsneigung bei Vitamin-K Mangel und
Pneumothorax limitieren jedoch den routinemifBigen FEinsatz des Verfahrens bei
Mukoviszidose-Patienten (81). Darliber hinaus entwickelt sich eine CFLD meist
innerhalb der ersten Lebensdekade, was die Akzeptanz von invasiven
Untersuchungsmethoden bei den jungen Patienten zusétzlich limitiert (132). In 2003
konnte die transiente hepatische Elastographie als Alternative zu invasiven
Diagnostikmethoden in den klinischen Alltag eingefiihrt werden. Neben der einfachen
Handhabung des Gerites, machen die prompten Untersuchungsergebnisse, sowie die
schnelle und schmerzfreie Untersuchung, das Verfahren besonders fiir das Kindesalter

attraktiv (46, 114).
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Mittels Ultraschall wird die Ausbreitungsgeschwindigkeit einer Impulswelle im
Lebergewebe gemessen und die ermittelte Elastizitit in Kilopascal (Abk.: kPa)
angegeben. So lassen sich Riickschliisse auf die Beschaffenheit des Leberparenchyms
ziehen (114) Die ermittelten Werte variieren in Abhéngigkeit vom Fibrosegrad (9). Fiir
die Diagnostik und Verlaufsuntersuchung von chronischen Lebererkrankungen wie der
Hepatitis C oder der nicht-alkoholischen Steatohepatitis (Abk.: NASH) ist das Verfahren
bereits etabliert (34).

1.7  Fragestellung und Ziele der Arbeit

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass neben der TE auch TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-4, Endoglin und YKL-40 wertvolle Marker zur Detektion der CFLD sind (101-
103).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Uberpriifung des diagnostischen Nutzens der

genannten Parameter in einer Langzeitevaluation.
Daraus ergaben sich folgende Fragestellungen:

o Welche Parameter sind geeignet um eine Progression der CFLD friihzeitig im

Verlauf zu erkennen?

. Welche Patienten fallen besonders durch eine Verdnderung der
Serumfibrosemarker und der Lebersteifigkeit auf und sind somit einem

potenziell erhohten Erkrankungsrisiko ausgesetzt?

2 Material und Methoden
2.1  Studiendesign

Die Messungen der Lebersteifigkeit mittels transienter hepatischer Elastographie und
Serumprobenentnahmen erfolgten mindestens einmal jahrlich als Follow-up im Zeitraum
von 2009 bis 2015 in der Abteilung Gastroenterologie der Medizinischen Klinik und
Poliklinik IT am Universititsklinikum Gielen und Marburg (UKGM), Standort Gie3en.

Die prospektive Langzeit-Studie wurde durch die Ethikkommission des Fachbereichs
Humanmedizin (FB 11) der Justus-Liebig-Universitit Gieen genehmigt (75/09; Sitzung
vom 04.06.2009) und nach den Richtlinien der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt.
Die Patienten - oder im Falle der Minderjdhrigkeit deren Erziehungsberechtigte - wurden

ausfiihrlich tiber den Studieninhalt und die Untersuchungsverfahren informiert und
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erkldrten nach ausreichender Bedenkzeit ihr freiwilliges schriftliches Einverstidndnis

(sieche Anhang, Einwilligungserkldrung S. 101).

2.1.1 Auswahl des Patientenkollektivs

Es wurden ausschliefllich an Mukoviszidose erkrankte Patienten inkludiert, die entweder
an die Pneumologische Ambulanz der Medizinischen Klinik und Poliklinik II oder an das
Zentrum fiir Kinderheilkunde und Jugendmedizin, Schwerpunkt péadiatrische
Pneumologie, Allergologie, Mukoviszidose-Zentrum des UKGM, Standort GieBlen
angebunden waren. Die Diagnose Mukoviszidose wurde nach aktuellen Leitlinien (siche
Kapitel 1.4.) gestellt. Die Patienten wurden nach den bestehenden europidischen
Richtlinien von Debray et al. (siche Kapitel 2.4.1.) sowie unter Beriicksichtigung aller
Befunde und der Einschéitzung des behandelnden Arztes einerseits in Patienten mit CF-
assoziierter Leberbeteiligung (CFLD) und andererseits in Patienten ohne CF-assoziierte

Leberbeteiligung (noCFLD) stratifiziert (32).

2.1.2  Ausschlusskriterien

Nicht an der Studie teilnehmen konnten Patientinnen und Patienten, die folgende

Kriterien aufwiesen:

- Zustand nach Lungen- oder Lebertransplantation

- Waunden im Bereich des rechten Oberbauches

- Aszites

- Herzschrittmacher oder Defibrillator

- positiver Nachweis von multiresistenten Keimen

- Patienten, die nach Einschétzung des behandelnden Arztes aufgrund ihres
Gesundheitszustandes nicht untersucht werden konnten

- Patientinnen, bei denen eine Schwangerschaft bestand oder diese nicht sicher

ausgeschlossen werden konnte

2.2 Transiente hepatische Elastographie (TE, Fibroscan®, Firma Echosens, Paris)
2.2.1 Geritevorstellung und Prinzip der Untersuchung

Die TE ist eine nicht-invasive Untersuchungsmethode zur Bestimmung der
Leberelastizitit. In der vorliegenden Arbeit erfolgten die Messungen mit dem
Fibroscan®502. Das Gerét besteht aus einem fahrbaren Rahmengestell mit integriertem

Bildschirm, einer Tastatur mit Navigationsvorrichtung, der Messsonde, die iiber ein
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Kabel mit dem Gerit verbunden ist und zwei Halterungen, um die Messsonde nach
Abschluss der Untersuchung sicher zu platzieren (siche Abbildung 1). Des Weiteren
verfiigt das Gerét liber EDV-Anschliisse sowie ein CD-ROM- und DVD-Laufwerk zur
Datenspeicherung und Softwareinstallation. Das Gerit wird tiber den Hauptschalter und
den Stand-by-Knopf in Betrieb genommen. Sobald das Betriebssystem gestartet ist, wird
die integrierte Mess-Software (Software Version 1.36) automatisch hochgefahren. Die
spezielle Messsonde besteht aus einem elektrodynamischen Schallkopf, auf dem
wiederum ein Monoelement-Ultraschall-Schallkopf montiert ist (sieche Abbildung 2)
(according to owners manual). Entsprechend dem Thoraxdurchmesser des Patienten
stehen verschiedene Messsonden mit unterschiedlicher Frequenz und Eindringtiefe zur
Verfiigung (siche Tabelle 1). Uber den elektrodynamischen Schallkopf wird ein Impuls
generiert, der eine niederfrequente elastische Scherwelle von 50 Hz (Hertz) erzeugt,
welche sich entlang der Haut und Unterhaut bis in die Leber ausbreitet. Die integrierte
Ultraschallsonde misst die Ausbreitungsgeschwindigkeit der elastischen Scherwelle
anhand derer der Fibroscan® die Lebersteifigkeit (engl.: stiffness) berechnet. Diese ist
direkt proportional zur Beschaffenheit des Leberparenchyms und wird dem Untersucher
am Monitor in Kilopascal (kPa) angezeigt. Dabei konnen die Steifigkeitswerte zwischen
2,5 kPa und 75 kPa liegen. Hieraus ergibt sich: je hirter das Leberparenchym ist, desto
hoher ist im Riickschluss die errechnete Lebersteifigkeit (stiffness in kPa) (31).

Der mathematische Zusammenhang kann durch die Formel, E= 3pV"2 erkldrt werden

(114).
E = Elastizitdtsmodul
p = Dichte

V = Ausbreitungsgeschwindigkeit
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Abbildung 1 - Fibroscan®502 Abbildung 2 - M-Sonde

-
Sonde | Brustumfang Messtiefe Frequenz
S1 <45 cm 15 -40 mm 5 Mhz
S2 45-75cm 20 — 50 mm 5 Mhz
M 75—-110 cm 25 — 65 mm 3.5 Mhz
’ XL [25-35cm(SCD") |35-75mm | 2.5Mhz

SCD (Distanz zwischen Haut und Leberkapsel; engl: skin-capsule distance)
Tabelle 1)Informationen zu den verschiedenen Sonden des
Fibroscan®502 zur Bestimmung der Lebersteifigkeit,
modizifiert nach Sandrin et al, 2011 .

Copyright Echosens all rights reserved — Paris —France

2.2.2 Beginn einer neuen Messreihe

Bevor eine neue Messreihe gestartet werden kann, miissen folgende Daten im

Registrierungsformular erfasst werden:

- Lastname: Nachname

- Firstname: Vorname des Patienten

- Code: Patientencode (in der vorliegenden Arbeit: ,,Muko* fiir Mukoviszidose)
- Birthdate: Geburtsdatum (TTMMJIJJ)

- Operator: Kiirzel des Untersuchers

- Examination: die verwendete Messsonde (Small 1, Small 2, Medium)

Die eingegebenen Daten werden iiber die Schaltfliche ,,OK*“ bestitigt, das
Erfassungsfenster 6ffnete sich und die Messsonde wird aktiviert, um eine neue Messreihe
zu starten (according to owners manual). Am linken Bildrand kénnen folgende Daten
eingesehen werden: Datum, Untersuchungszeit, Steifigkeit (engl.: stiffness in kPa),
Interquartilbereich (Abk.: IQR in kPa), Standardelastizitit (Abk.: CS in kPa) und die
Erfolgsrate (engl.: success rate in Prozent) (according to owners manual). Des Weiteren
gliedert sich der Erfassungsbildschirm von links nach rechts in zwei Ultraschallbilder,
den TM (engl.: time motion)- und A-Modus (Amplitudenmodus), eine Druckanzeige und

das Elastogramm (sieche Abbildung 3). Die Anzahl der durchgefiihrten giiltigen (engl.:
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valid) und ungiiltigen (engl.: invalid) Messungen (engl.: Test) werden am unteren rechten

Bildschirmrand angezeigt (according to owners manual).

Abbildung 3 - zeigt das Erfassungsfenster des Fibroscan®502; modifiziert nach Castera et al (2007)

SMITH
JOHN
A12478
21/03/1973
BROWN
07/10/03

00:02:55

Links sind die Patientendaten sowie das Resultat (Stiffness in kPa) der Elastographiemessung
aufgefiihrt.

Mittig ist der TM-Mode in Graustufen und der A-Mode abgebildet, der die Ausbreitung des
Ultraschallsignals im Lebergewebe darstellt.

Rechts erscheint das Elastogramm welches die durch die Schwerwelle entstandene Deformation im

Lebergewebe abbildet. (Sandrin et al.,2011)

2.2.3 Positionierung und Funktion der Ultraschallsonde

Die Ultraschallsonde wird mit Ultraschallgel benetzt und in der rechten mittleren
Axillarlinie auf Hohe des Xyphoids im Bereich zwischen dem neunten bis elften
Interkostalraum senkrecht zur Hautoberfliche platziert. Messungen am unteren oder
oberen Leberrand konnen zu verfilschten Elastographiewerten fiihren und sollten
vermieden werden (114) Das durch die Sonde erfasste Volumen entspricht etwa einem
Durchmesser von 1 cm Breite und 4 cm Lénge (31). Der Druck der iiber die Sonde durch
den Untersucher auf der Hautoberfliche ausgeldst wird, ldsst sich iiber die dreifarbige
Druckanzeige (Griin/Orange/Rot) im Erfassungsfenster und iiber die blauen LED-
Leuchten am Handgriff der Sonde ablesen (according to owners manual). Der Messknopf
der Sonde kann nur betétigt werden, wenn der Druckbalken im Erfassungsfenster im
griinen Bereich ist und die blauen LEDs der Sonde leuchten. Ist der iiber die Sonde
ausgeiibte Druck zu niedrig, leuchtet der Druckbalken im Untersuchungsfester Orange

und die LEDs der Sonde sind inaktiv. Im Erfassungsfenster erscheint der Hinweis ,,Low
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pressure®. Auf diese Weise kann die Messung nicht gestartet werden. Wird ein zu hoher
Druck ausgeiibt, ist der Druckbalken rot, die LEDs der Sonde dunkel und im
Erfassungsfenster erscheint die Warnmeldung ,,High Pressure” (114). Das Ausfiihren

einer neuen Messung ist ebenfalls nicht mdglich (according to owners manual).

2.2.4 Auswahl des Untersuchungsgebiets

Der geeignete Untersuchungsbereich iiber dem rechten Leberlappen ldsst sich {liber den
TM- und A-Ultraschallmodus lokalisieren. Der A-Modus zeigt das aktuell in die Leber
ausgesendete Ultraschallsignal als eine Funktion der Eindringtiefe in logarithmischer
Darstellung an. Die Linie sollte linear und gleichméBig verlaufen. Heterogene Strukturen
wie grofle Blutgefdfle und Lungengewebe filhren zum Ausschwenken des Signals. Eine
konvex geformte Linie kann zum Beispiel bei Verwendung von zu wenig Ultraschallgel

beobachtet werden.

Der TM-Modus reprisentiert das Ultraschallsignal als eine Funktion von Eindringtiefe
und Zeit in logarithmischer Darstellung, welches in Graustufen erfasst wird. Eine
homogene Leberstruktur wird als Lamellenmuster dargestellt. Weille Tone innerhalb des
Signalbildes weisen auf heterogene, nicht-lebergewebsspezifische Strukturen hin.
Schwarze Bereiche konnen dagegen auf eine unzureichende Ankopplung der
Ultraschallsonde hindeuten. Hier muss ein neuer Untersuchungsbereich gewéhlt werden,

um die korrekte Messung durchzufiihren (114) (according to owners manual).

2.2.5 Durchfiihrung der Elastographiemessung

Der Patient befindet sich wdhrend der gesamten Untersuchung in Riickenlage mit
maximaler Abduktionsstellung des rechten Armes iiber dem Kopf und C-formiger
Biegung des freien Oberkdrpers zur linken Seite, um die Interkostalrdume zu erweitern.
Um valide Messergebnisse zu erzielen, wird der Patienten gebeten, wéhrend der
Untersuchung nicht zu sprechen und auf eine physiologische Ein- und Ausatmung zu

achten (114) (according to owners manual).

Sowohl der Bildschirm des Fibroscan® als auch die Position der Ultraschallsonde sollten

wihrend der gesamten Untersuchung im Blickfeld des Untersuchers sein.

Wenn alle Bedingungen erfiillt sind, kann iiber den Messknopf am Handgriff eine neue
Messung ausgelost werden. Die Erfassung eines Messwertes dauert ca. eine

Zehntelsekunde. Bei regelrechter Sondenpositionierung werden alle Messungen im

Seite 21 von 114



selben Untersuchungsbereich durchgefiihrt. Die gesamte Untersuchungsprozedur betrigt

in der Regel maximal fiinfzehn Minuten.

Nach erfolgter Messung erscheint rechts am Monitor das Elastogramm. Es zeigt die durch
die Scherwelle entstandene Deformation im Lebergewebe als wei3-gestrichelte Linie an
(according to owners manual). Hierbei handelt sich um eine Funktion aus Eindringtiefe
(vertikale Achse, ,,depth® in mm) und Zeit (horizontale Achse, ,time* in ms). Die
Neigung der weil3-gestrichelten Linie nimmt mit steigender
Ausbreitungsgeschwindigkeit analog der Steifigkeit des Gewebes bzw. dem Fibrosegrad
zu (114). Kommt die aufgesetzte Ultraschallsonde in Kontakt mit einer Rippe, lassen sich
entweder eine A-Welle, eine doppelte Welle oder eine E-Welle, eine erweiterte Welle,
beobachten. In diesem Fall sollte ein groBerer interkostaler Abstand gesucht und die
Messsonde neu platziert oder der interkostale Raum durch maximale Abduktion des
rechten Armes sowie der Beine und zusitzliche tiefe Inspiration vergrofert werden

(according to owners manual).

Das endgiiltige Messergebnis der Lebersteifigkeit wird als Median aus zehn giiltigen

Messungen vom Fibroscan®

errechnet. Fine valide Messung liegt vor, wenn die
Erfolgsrate (engl.: success rate) 60 Prozent nicht unterschreitet und der IQR ein Drittel

des errechneten Medians nicht {ibersteigt.

Die integrierte Fibroscan® Software (Version 1.36) ermittelt automatisch Messungen, die
nicht den qualitativen Kriterien entsprechen, so dass ungiiltige Messungen nicht in die

Berechnung der Lebersteifigkeit einflieen.

Nach Beendigung der Messreihe wird die Schaltfliche ,, End* betitigt. Uber den Befehl
,»OK* werden alle erfassten Daten auf der Festplatte des Fibroscans® archiviert. Die
Sonde muss nach jeder Untersuchung von iiberschiissigem Ultraschallgel befreit und
nach unten zeigend desinfiziert werden. Sie ist im vorgesehenen Sondenhalter abzulegen

(according to owners manual).

Die erhobenen Untersuchungsergebnisse waren im Anschluss schriftlich zu
dokumentieren und als Kopie zusammen mit der Einverstindniserkldrung an die

Patienten auszuhindigen.
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2.3 Untersuchung der Serumproben
2.3.1 Gewinnung und Aufbereitung der Proben

Die Blutentnahmen bei den Mukoviszidosepatienen erfolgten durch Arzte oder
Funktionsmitarbeiter des Mukoviszidose-Zentrums am Zentrum fiir Kinderheilkunde und
Jugendmedizin und der Pneumologischen Ambulanz der Medizinischen Klinik I am
UKGM. Aufgrund der invasiven Prozedur wurde ausschlieflich bei routinemiBig
geplanten Blutentnahmen eine zusitzliche Serum-Monovette fiir die vorliegende Studie
abgenommen. Im Idealfall konnten die TE und Blutentnahme am selben Tag
durchgefiihrt werden. Die Blutproben wurden bei 4 Grad Celsius fiir zehn Minuten bei
max. 3000 Umdrehungen pro Minute (UpM) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in mit
Patientenkiirzel und Datum versehene Mikroreaktionsgefdlle (jeweils 0,5 ml) pipettiert

und bei -80 Grad Celsius aufbewahrt.

2.3.2 ELISA- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
2.3.2.1 Probenmaterial

Insgesamt wurden von den ermittelten 37 Patienten (12 Erwachsene und 25 Kinder)
jeweils zwei Serumproben pro Patient auf folgende Proteine mittels Quantikine® ELISA

der Firma R&D Systems (Minneapolis, USA) untersucht:

- Human Endoglin / CD 105

- Human Chitinase 3-like 1 (YKL-40)
- Human TIMP-1

- Human TIMP-2

- Human TIMP-4

Das Probenmaterial wurde entsprechend der Handlungsanweisung der Firma R&D
Systems aufbereitet. Die Verdiinnung der Serumproben erfolgte nach Herstellerangaben
oder entsprechend der Dokumentation aus vorangegangenen Arbeiten unserer

Arbeitsgruppe (siehe Tabelle 2) (101, 102)
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Tabelle 2) Angabe der Serummengen mit Verdiinnungen fiir die Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA)

Quantikine® ELISA Verdiinnung Serummenge Name Calibrator
Diluent

Human TIMP-1 1:100 2 pl Calibrator Diluent
RD5P

Human-TIMP-2 1:50 4 ul Calibrator Diluent
RD5P

Human-TIMP-4 - 50 pl -

Human - 50 pl -

Endoglin/CD105

Human Chitinase 3- 1:50 4 ul Calibrator Diluent

like 1 (YKL-40) RDSP

Prinzip und Durchfiihrung des Sandwich-ELISA

Zum quantitativen Nachweis der zu untersuchenden Proteine wurden sogenannte
Sandwich- oder Antigen-Elisas durchgefiihrt. Bei dieser Technik werden zwei Antikdrper
zur Detektion des Antigens verwendet. Die 96-Well Mikrotitrierplatten der Firma R&D
Systems waren mit dem ersten Antikorper, auch , coating““- Antikorper genannt,
beschichtet. Die bendtigten Materialien (Substratlosung, Standard, Waschldsung) wurden
entsprechend den Herstellerangaben vorbereitet. Als erstes wurde die fiir das jeweilige
Protein vorgeschriebene Menge an Assay Diluent in die einzelnen Vertiefungen (engl.:
Wells) der Mikrotitrierplatte  pipettiert. ~ AnschlieBend  wurden fir die
Doppelbestimmungen die geforderte Menge Standard, Serum und Kontrolle
entsprechend dem vorbereiteten Protokoll zugefiigt. Damit das Antigen an den coating
Antikorper binden konnte, wurden die Proben fiir den Nachweis von YKL-40 und TIMP-
4 bei Raumtemperatur und fiir den Nachweis von TIMP-1, TIMP-2 und Endoglin
zusitzlich auf einem Plattformschiittler (engl.: horizontal orbital shaker) bei 500 + 50
UpM fiir zwei Stunden inkubiert. Um anschlieend alle ungebundenen Bestandteile zu
entfernen, wurden die 96-Well Mikrotitrierplatten viermal gewaschen und im néchsten
Schritt das passende Konjugat in die Wells pipettiert. Dabei handelt es sich um einen
Detektionsantikorper, der mit einem Enzym, bei den verwendeten Elisa-Kits
Meerrettichperoxidase (Abk.: HRP, engl. horseradish peroxidase), markiert ist. Hier
entsteht ein Antikorper-Antigen-Antikorperkomplex, welcher an ein Sandwich erinnert
und der Methode seinen Namen gibt. Nach erneuter Inkubation, bei TIMP-2, TIMP-4,
Endoglin, YKL-40 fiir zwei Stunden und TIMP-1 fiir eine Stunde, wiederholte sich der
bereits beschriebene Waschvorgang, um den {iberschiissigen Detektionsantikdrper zu
entfernen. Im letzten Schritt wurde die Substratlosung in die Wells eingebracht und -
wenn nach Herstellerangaben erforderlich - unter Lichtschutz fiir 30 Minuten inkubiert.

Das an den Detektionsantikorper gebundene Enzym setzte das Substrat um und bewirkte
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einen Farbumschlag (blau). Die Farbreaktion wurde durch Hinzugabe von Schwefelsdure

gestoppt (Farbumschlag blau zu gelb).

Die Auswertung erfolgte mithilfe eines ELISA-Readers (Mikrotitrierplattenlesegerét),
der auf dem Prinzip eines Photometers beruht und die optische Dichte der zu
analysierenden Probe bei einer Wellenlinge A von 450 nm mal. Die quantitative
Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte durch Erstellung von Standardkurven

durch die integrierte Software EasyWin (Firma Tecan).

Fiir die weitere Datenverarbeitung wurde das Programm ,,Microsoft® Excel® fiir Mac

2011 benutzt.

2.3.3 Reflotron® Plus- Prinzip und Durchfiihrung

Aus den Patientenseren wurden zusétzlich die leberspezifischen Routineparameter (yGT,
GOT, GPT, AP und Bilirubin) bestimmt. Die quantitative Bestimmung der Parameter
erfolgte unter Verwendung des Reflotron® Plus der Firma Roche. Das Prinzip der
Messung folgt der Reflektionsphotometrie und kann zur klinisch-chemischen Analyse
von Blut, Serum oder Plasma genutzt werden. Bei spezifischer Temperatur und
Wellenldnge (siche Tabelle 3) verfolgt das Gerit die Bildung eines Farbstoffs auf einem
Teststreifen. Die Auswertung und Berechnung der Enzymaktivitit des entsprechenden
Parameters erfolgten letztendlich mit Hilfe von Funktionen und Umrechnungsfaktoren,
die tiber den an der Unterseite des Teststreifens befindlichen Magnetstreifen an das Gerét
iibertragen wurden (according to owners manual). Vor Beginn einer neuen Messreihe
wurde eine Kontrollmessung mit Reflotron® Clean + Check Teststreifen durchgefiihrt,
um die Funktion des optischen Systems zu iiberpriifen. Nach Entfernung der Folie auf
dem Teststreifen wurden 30ul Patientenserum auf das rote Reaktionsfeld pipettiert. Im
ndchsten Schritt konnte der Teststreifen in die Messkammer platziert und die Klappe
geschlossen werden. Uber den Magnetstreifen erkannte das Gerit die test- und
chargenspezifischen Daten, welche sich am Display des Reflotron® Plus ablesen lieBen.
Die Auswertung dauerte zwei bis drei Minuten. Danach wurde das Resultat der Messung
am Display des Gerites angezeigt und iiber den integrierten Drucker ausgegeben. Der
Teststreifen wurde nach Beendigung der Messung entsprechend den Arbeitsschutz- und

Abfallentsorgungsbestimmungen entsorgt.
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Tabelle 3) Angabe der geschlechterspezifischen Reflotron®-Referenzbereiche

Parameter Wellenléinge A Referenzbereiche bei
37° Celsius in Unit/l
vGT * 642nm Miénner: 10-71 U/l
Frauen: 6-42 U/l
GOT/AST* 567nm Minner: bis 40 U/l
Frauen: bis 33 U/l
GPT/ALT* 567nm Minner: bis 41 U/l
Frauen: bis 32 U/l
AP* 567nm Minner: 40-129 U/l
Frauen: 25-104 U/l

Bilirubin* 567nm Ménner: <1,2mg/dl

Frauen:<1,2mg/dl

*Es lagen keine pddiatrischen Referenzbereiche vom Hersteller vor.

2.4 Verbrauchsmaterialien und Laborgeréte

24.1

Laborgeréte-
Centrifuge Mikro 200 R

Centrifuge UNIVERSAL 320 R
(Kinderklinik)

Vortex Mixer neoLab 7-2020
Vibrax VXR basic

IKA-Combimag RCO
CATRM 5

Pipetten Typ Research 0,5-10ul
Pipetten Typ Research 2-20ul
Pipetten Typ Research 10-100ul
Pipetten Typ Research 100-1000ul
Multipette® Plus

Pipetten Typ Pipetman
Perfusor® Spritze

Eismaschine

Gefrierschrank (-80°C)

ELISA Reader Fusion™
Reflotron® Plus System
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Andreas Hettich GmbH & Co. K
Tuttlingen

Andreas Hettich GmbH & Co. K
Tuttlingen

Gemmy Industrial Corp., Taiwan
IKA®- Werke GmbH & Co KG,
Staufen

IKA®- Werke GmbH & Co KG,
Staufen

CAT Ingenieurbiiro, M.Zipper
GmbH Staufen

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Gilson, Inc. Middleton, USA
B.Braun Melsungen AG
Manitowoc® , USA
ThermoFisher Scientific, USA
Packard BioScience, USA
Roche Diagnostics, Mannheim



2.4.2 Verbrauchsmaterialien

e Pipettenspitzen 10ul/ 200ul/ 1000l e Sarstaedt AG & Co.,
Niimbrecht/ DE

e Reagiergefifle e Sarstaedt AG & Co.,
Niimbrecht/ DE

e Mikrozentrifugenreaktionsgefiaf3e e Sarstaedt AG & Co.,

e (,5ml/ 1,5ml/2ml Niimbrecht/ DE

e C(Cellstar Tubes e Greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen/ DE

e Reflotron-Stix e Roche Diagnostics, Mannheim

o GPT (Ref-Nr. 10745138)
o  GOT (Ref.-Nr. 10745120)
o YGT (Ref-Nr. 10745081)
o ALP (Ref-Nr. 11622773)
o Bilirubin (Ref.-Nr. 10905321)

2.4.3 ELISA KITS

e Quantikine® ELISA e R&D Systems, Inc./ Minneapolis,

o Human Endoglin/ CD 105 USA
(Catalog Number: DNDGO00)
o Human Chitinase 3-like 1
(Catalog Number: DC3L10)
o Human TIMP-1
(Catalog Number: DTM100;
STM100; PDTM100)

o Human TIMP-2

(Catalog Number: DTM200)
o Human TIMP-4

(Catalog Number: DTM400)

2.5 Statistische Datenauswertug

Die statistische Aufbereitung der Daten wurde mithilfe des Programms Stata® (Version
15.0) durchgefiihrt. Hierbei wurden drei verschiedene Gruppen beriicksichtigt:
Mukoviszidose- Patienten ohne Leberbeteiligung (noCFLD), Patienten mit
Leberbeteiligung (CFLD) und Patienten mit Leberbeteiligung, bei denen es wéhrend des
Untersuchungszeitraums (2009-2015) zu einem definierten durchschnittlichen Anstieg

der TE-Werte von AT pro Jahr kam (CFLDinc., inc. = engl. increase, Anstieg) (64). Eine
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detaillierte Beschreibung des Patientenkollektivs und der Auswahlkriterien folgt im
Ergebnisteil (Kapitel 3.1.). Zunichst wurden die erfassten Variablen deskriptiv fiir die
einzelnen Gruppen in Tabellenform aufbereitet. AnschlieBend wurde eine zweifaktorielle
Varianzanalyse mit Messwiederholungen durchgefiihrt (Abk.: ANOVA, engl. Analysis
of Variance). Hier wurden die Effekte der unabhéngigen Variablen, Gruppe (noCFLD,
CFLD, CFLDinc.) und Zeit (Zeitpunkt 0-5), auf die abhingigen Variablen TE,
Serumfibrosemarker (TIMP-1, -2, -4, Endoglin, YKL-40) und Routinelaborparameter
([1GT, GOT, GPT, AP, Bilirubin) untersucht. Dafiir wurde die Varianz der Mittelwerte
innerhalb und zwischen den Gruppen verglichen und sowohl der isolierte als auch der
kombinierte Effekt (Haupt- und Interaktionseffekt) der unabhingigen Variablen auf die
abhéngigen Variablen abgebildet. Da die ANOV A nur eine allgemeine Aussage dariiber
treffen kann, ob Mittelwertunterschiede vorliegen, wurden Post-Hoc Tests zum
paarweisen Mittelwertvergleich angeschlossen. Die Mittelwerte wurden graphisch in

Form von Fehlerbalkendiagrammen mit 95% Konfidenzintervall (95% CI) dargestellt.

In der Korrelationsanalyse nach Pearson wurden jeweils der ungerichtete lineare
Zusammenhang der relevanten metrischen Variablen untersucht und die Ergebnisse in

Form von Korrelationstabellen dargestellt.

AbschlieBend wurde eine multinomiale logistische Regressionsanalyse berechnet, um
den Einfluss der hier unabhéngigen Variablen, TE, TIMP-1, -2, -4, YKL-40, Endoglin,
GOT, GPT, yGT, ALP und Bilirubin, auf die abhédngige Variable, Gruppe (noCFLD,
CFLD, CFLDinc.) vorhersagen zu konnen. Fiir jede Schiatzung wurde ein Marginsplot
dargestellt. Dieser zeigt fiir verschiedene Werte der unabhéngigen Variablen das 95%-

Konfidenzintervall fiir die Wahrscheinlichkeit der Gruppe an.

3 Ergebnisse

3.1 Evaluation des Patientenkollektivs
Von insgesamt 173 an Mukoviszidose erkrankten Patienten konnten 47, davon 17
Erwachsene und 30 Kinder/Jugendliche, fiir die Studie rekrutiert werden. Sie wurden tiber
einen Zeitraum von mindestens drei Jahren (2009-2015) untersucht. In
Veroffentlichungen unserer Arbeitsgruppe haben wir gezeigt, dass sowohl ein
durchschnittlicher jahrlicher Anstieg der TE-Werte (ATE) von 0,38 kPa/a (kPa pro Jahr)

sowie ein cut-off von >6,3 kPa eine hohe diagnostische Genauigkeit zur Identifizierung
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von Patienten mit erhhtem Risiko fiir die Entwicklung einer CFLD aufweisen (64, 101).
Basierend auf diesen Auswahlkriterien konnte fiir die vorliegende Auswertung eine
Kohorte von 37 Patienten - 12 Erwachsene und 25 Kinder und Jugendliche (Alter zur
Baseline-Messung < 18 Jahre) - evaluiert und in drei Gruppen stratifiziert werden, bei
denen sowohl TE-Messungen iiber mindestens drei Jahre durchgefiihrt wurden und
mindestens zwei Serumproben vorlagen. Um den Verlauf der TE-Werte und besonders
die Expression der Serumfibrosemarker zu beurteilen und Risikopatienten zu detektieren,
wurden zundchst jene Patienten ausgeschlossen, die bereits bei der ersten
Elastographiemessung TE(0) eine Lebersteifigkeit oberhalb des cut-offs von >6,3 kPa
aufwiesen oder bereits klinisch oder bildmorphologisch gesicherte Korrelate einer
Leberzirrhose zeigten. Sechs Erwachsene und zwolf Kinder hatten nach drei bis vier
Jahren Follow-up Untersuchungen TE-Werte <6,3 kPa und ein AT <0,38kPa/a. Diese
wurden der Gruppe noCFLD zugeteilt. Bei fiinf Erwachsenen und flinf
Kindern/Jugendlichen ergaben sich TE-Werte von < oder >6,3kPa, sowie ein AT von
<0,38kPa/a. Dennoch gehorten diese Patienten aufgrund ihrer Befundlage (klinisch,
labordiagnostisch, bildmorphologisch) zur Gruppe CFLD. Bei neun Patienten lieBen sich
TE-Werte oberhalb des cut-off von >6,3 kPa sowie ein durchschnittlicher Anstieg (ATE)
von >0,38kPa/a erheben. Sie konnten der Gruppe CFLDinc. zugeteilt werden. Eine
detaillierte Ubersicht der Patientenauswahl zeigt das Flussdiagramm (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4 - Flussdiagramm zur Evaluation der Patientenkohorte
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Im abgebildeten Flussdiagramm wurde zundchst die Gesamtkohorte (n=173) in erwachsene und

pddiatrische Patienten unterteilt. Ausgeschlossen wurden Patienten die weniger als drei Jahre

untersucht und bei denen nur eine oder keine Serumprobe vorlag. Von den verbliebenen Patienten

wurden im ndchsten Schritt all jene ausgeschlossen, bei denen bereits zum Zeitpunkt 0 (TE(0)) eine

Lebersteifigkeit >6,3kPa gemessen wurde. Die verbliebenen erwachsenen und pddiatrischen

Patienten wurden weiterfiihrend in drei Untergruppen (noCFLD, CFLD, CFLDinc.) entsprechend

den im Diagramm aufgefiihrten Kriterien, unterteilt. Die Kohorte umfasste eine Gesamtzahl von 37

Patienten.
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Demographische und klinische Befunde

Die Befunde sind gesondert fiir jede der drei Gruppen (noCFLD, CFLD und CFLDinc.)
tabellarisch aufgelistet (siche Tabelle 4). Sowohl in der noCFLD- als auch der CFLD-
Gruppe zeigt sich eine weitgehend homogene Geschlechterverteilung. In der CFLDinc.-
Gruppe befinden sich ausschlielich ménnliche Patienten. In der Altersverteilung,
umfasst die noCFLD-Gruppe doppelt so viele Kinder/Jugendliche (66,6%) wie
Erwachsene (33,3%), die CFLD-Gruppe zeigt hier eine ausgeglichene Verteilung, und
die CFLDinc.-Gruppe wird bis auf einen erwachsenen Patienten ausschlieflich durch
Kinder bzw. Jugendliche reprisentiert. Alle Patienten der CFLD- und CFLDinc.-Gruppe
sind von einer exokrinen Pankreasinsuffizienz betroffen. In der noCFLD-Gruppe sind es
mit 88,8% der Patienten der iiberwiegende Teil. Zum Zeitpunkt der Akteneinsicht in 2014
erhielt die Mehrzahl der Patienten in der CFLD Gruppe eine Therapie mit
Ursodesoxycholsdure (75%). Allerdings lief3 sich die medikamentdse Therapie aufgrund
der liickenhaften elektronischen Patientenakten fiir einige Patienten nicht erheben. Mit
einem mittleren Alter von 12,7 Jahren (SD=7,5) waren die Patienten in der CFLDinc.-
Gruppe deutlich jiinger als in der noCFLD- und CFLD-Gruppe. Aufgrund der groflen

Spannweite lag jedoch kein signifikanter Unterschied vor.

Tabelle 4) Ubersicht der demographischen und klinischen Daten des Patientenkollektiv

Demographische und noCFLD (n=18) CFLD (n=10) CFLDinc. (n=9)
klinische Daten
Minnlich (n/%) 10/55,5% 5/50% 9/100%
Weiblich (n/%) 8/44,4% 5/50% -
Erwachsen (n/%) 6/33,3% 5/50% 1/11,1%
Kind (n/%) 12/66,6% 5/50% 8/88.8%
exokrine
Pankreasinsuffizienz
ja (n/%) 15/88,2% 10/100% 9/100%
nein (n/%) 2/11,7% - -
Ursodesoxycholsiure
ja (n/%) 1/6,6% 6/75% 3/37,5%
nein (n/%) 14/93,3% 2/25% 5/62,5%
Alter (Jahre) Initial Follow-up Initial Follow-up Initial Follow-up
MW =+ SD 20,6 £13,9 24,6 £ 13,8 21,9+143 26+139 12,7+17,5 16,8 +7,7
Spannweite 3-48 8-52 4-44 8-47 6-30 9-34

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung

3.2 ANOVA-Analyse
3.2.1 Auswertung der Daten zur Transienten hepatischen Elastographie (TE)
Die durch Transiente hepatische Elastographie ermittelte Leberelastizitdt wurde in

jihrlichen Intervallen iiber fiinf Jahre erfasst (Zeitpunkt 0-5). Die tabellarische Ubersicht
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(siche Tabelle 5) zeigt die ermittelte Lebersteifigkeit (TE in kPa) fiir die einzelnen
Gruppen (noCFLD, CFLD, CFLDinc.) als Mittelwerte (MW) mit Standardabweichungen

(SD) sowie dem errechneten Maximum und Minimum (Spannweite).

Tabelle 5) TE-Messwerte im Verlauf iiber fiinf Jahre fiir die Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc.

Leberelastizitiit (TE in kPa) noCFLD CFLD CFLDinc.
Zeitpunkt 0 (Baseline) n=18 n=10 n=9
MW =+ SD 4,32 +£0,85 47+1.0 4,68 £0,72
Spannweite 3,0-6,1 2,7-6,0 3,8-5,6
Zeitpunkt 1 n=17 n=10 n=4
MW =+ SD 4,0+1,0 5,07+1,5 4,43 £0,64
Spannweite 2,5-6,0 2,8-8,3 3,7-5,1
Zeitpunkt 2 n=14 n=6 n=4
MW =+ SD 3,8+0,4 435+1,2 4,42 +0,94
Spannweite 3,0-4,3 3,5-6,7 3,3-5,3
Zeitpunkt 3 n=14 n=7 n=8
MW =+ SD 4,4+1,1 5,37 £1,43 6,47 £2,73
Spannweite 2,7-6,8 3,0-7,3 3,8-12,0
Zeitpunkt 4 n=16 n=7 n=6
MW =+ SD 43+13 4,6+1,26 72+19
Spannweite 1,8-6,1 3,1-6,4 5,5-10,9
Zeitpunkt 5 n=8 n=4 n=8
MW =+ SD 4,6 +0,93 3,5+0,34 8,28 £1,91
Spannweite 3,2-5,8 3,3-4,0 6,1-12,2

o Auflistung der erhobenen Lebersteifigkeit in kPa fiir die einzelnen Gruppen noCFLD (CF-
Patienten ohne Leberbeteiligung), CFLD (CF-Patienten mit Leberbeteiligung), CFLDinc. (CF-
Patienten mit Leberbeteiligung und einer durchschnittlichen Steigung von ATE >0,38kPa/a). In
der noCFLD- und CFLD-Gruppe ergaben sich im Mittelwert an jedem gemessenen Zeitpunkt (0-
5) eine Lebersteifigkeit unterhalb des cut-offs von 6,3kPa.

e Inder CFLDinc. Gruppe zeigte sich ab Zeitpunkt 3 im Mittelwert eine Lebersteifigkeit oberhalb
des cut-offs von 6,3kPa..

Um zu untersuchen, ob sich die jahrlich ermittelten TE-Werte innerhalb (von Zeitpunkt
0-5) und zwischen den Gruppen (noCFLD, CFLD und CFLDinc.) unterscheiden, wurde
eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholungen durchgefiihrt. Das
ANOVA Verfahren verwendet dabei eine F-Statistik, welche einer F-Verteilung
zugrunde liegt. Die F-Verteilung setzt sich aus zwei Freiheitsgraden zusammen, welche
u.a. die Grenzen der Signifikanz beeinflussen. Aus dem F-Wert wird der p-Wert
berechnet. Ein signifikanter F-Wert sagt allein nur, dass sich mindestens zwei Gruppen
voneinander unterscheiden (41). Fiir die paarweisen Gruppenvergleiche wird jeweils eine

Post-Hoc Analyse angeschlossen.

In der vorliegenden Analyse war das Gesamtmodell mit einem F-Wert von
F(51,118)=5,99, p=0.000 signifikant. Das heil}t dass ein signifikanter Unterschied der
erhobenen TE-Werte zwischen den Gruppen vorlag. AuBBerdem zeigten sich signifikante
Haupteffekte des Faktors Zeit F(5,118)=6,59, p=0.0011 und des Faktors Gruppe
F(2,118)=11,39, p=0.0002. Dies ldsst die Aussage zu, dass — betrachtet man die Zeit
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unabhingig von den Gruppen — ein signifikanter Zeiteffekt vorliegt. Gleiches gilt fiir die
Gruppen, welche — zundchst unabhidngig von der Zeit — ebenfalls einen signifikanten
Effekt beziliglich der TE-Werte aufweisen. AuBlerdem lag eine signifikante Interaktion
der Gruppe und der Zeit vor (F (10,118)=6,08, p=0.0001, was darauf hinweist, dass der

Faktor Zeit sich unterschiedlich auf die einzelnen Gruppen auswirkt.

Im nidchsten Schritt wurden Post-Hoc Tests angeschlossen zum paarweisen
Mittelwertvergleich der einzelnen Gruppen. Zwischen der noCFLD und CFLD Gruppe
zeigten sich zu keinem Messzeitpunkt signifikante Unterschiede der TE-Werte. Zwischen
den Gruppen noCFLD vs. CFLDinc. lieBen sich zu den Zeitpunkten 3 (noCFLD 4,4kPa
vs. CFLDinc. 6,47, p<0,001), 4 (noCFLD 4,3kPa vs. CFLDinc. 7,2, p<0,001) und 5
(noCFLD 4,6kPa vs. CFLD inc. 8,28kPa, p<0,001) signifikante Unterschiede erheben.
Im Vergleich der CFLD vs. CFLD inc. Gruppe ergaben sich signifikante Unterschiede zu
den Zeitpunkten 4 (CFLD 4,6kPa vs. CFLDinc. 7,2kPa, p<0,001) und 5 (CFLD 3,5kPa
vs. CFLDinc. 8,28kPa, p<0,001). Zur Beurteilung von Mittelwertunterschieden innerhalb
der Gruppen wurden die erhobenen Mittelwerte jedes Zeitpunkts zum einen in Relation
zum Zeitpunkt 0 (Baseline) und zum anderen in Bezug zur jeweiligen Vormessung
verglichen. In der noCFLD Gruppe konnte keine statistisch signifikante Verdnderung der
TE-Werte im Verlauf beobachtet werden. Fiir die CFLD Gruppe lie sich eine
signifikante Verdnderung der TE-Werte zwischen Zeitpunkt 2 und 3 beobachten (4,35
kPa vs. 5,37 kPa, p=0,023). In der CFLDinc. Gruppe lief sich im jeweiligen Vergleich
zwischen Zeitpunkt 0 (Baseline) und den Zeitpunkten 3 (4,68 kPa vs. 6,47 kPa, p=0,001),
4 (4,68 kPa vs. 7,2 kPa, p<0,001) und 5 (4,68 kPa vs. 8,28 kPa, p<0,001) ein signifikanter
Unterschied zwischen den Messungen ausmachen. Dariiber hinaus zeigte sich eine
signifikante Verdnderung der TE-Werte von Zeitpunkt 2 zu Zeitpunkt 3 (4,42 kPa vs.
6,47 kPa, p=0,005) sowie von Zeitpunkt 3 zu 4 (6,47 kPa vs. 7,2 kPa, p=0,028).
Zusammenfassend ist hervorzuheben, dass alle drei Gruppen zum Zeitpunkt 0 (Baseline-
Messung) TE-Werte zwischen 3,8 und 4,42 kPa zeigten. Die ermittelte Lebersteifigkeit
in der noCFLD Gruppe wies einen stabilen Verlauf mit Mittelwerten zwischen 3,8 und
4,6 kPa auf. Auch in der CFLD Gruppe konnten keine Mittelwerte oberhalb des cut-offs
von 6,3 kPa im Verlauf beobachtet werden. Einzig bei Patienten der CFLDinc. Gruppe
zeigte sich eine signifikante Verdnderung der TE-Werte mit einem durchschnittlichen

Anstieg (ATE) von >0,38kPa/a ab dem dritten Messzeitpunkt (siche Abbildung 5).
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Abbildung 5 - Graphische Darstellung der TE-Messwerte tiber fiinf Jahre fiir die Gruppen
noCFLD, CFLD und CFLDinc.
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Dargestellt ist ein Fehlerbalkendiagramm der Mittelwerte mit 95%-Konfidenzintervall. Es zeigt
den Verlauf der jihrlich erhobenen TE-Werte. Zur besseren Ubersicht sind die Gruppen farblich
differenziert und die Mittelwerte durch eine Linie miteinander verbunden. Die Darstellung zeigt,
dass zum Zeitpunkt 0 in allen Gruppen nahezu gleiche TE-Messwerte erhoben wurden. Ab dem
dritten Messzeitpunkt (Zeitpunkt 3) sieht man eine kontinuierliche Zunahme der TE-Werte in der
CFLDinc. Gruppe mit signifikanten Unterschieden im Vergleich zur noCFLD und CFLD Gruppe.
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Tabelle 6) TE-Messwerte im Gruppenvergleich

Gruppenvergleich | noCFLD vs. CFLD noCFLD vs. CLFD vs.
CFLDinc. CFLDinc.
4,32+ 0,85 4,32+ 0,85 4,32 +0,85
Zeitpunkt 0 VS. Vs. VS.
4,7+1.0 4,7+1.0 4,7+1.0
Signifikanz p=0.417 p= 0,482 p=0,942
4,0+ 1,0 4,0+ 1,0 507+1,5
Zeitpunkt 1 VS. VS. Vs.
507+ 1,5 4,43 + 0,64 4,43 + 0,64
Signifikanz p=0.053 p=0,636 p=0,387
3,8+0,4 3,8+0,4 435+1,2
Zeitpunkt 2 VS. VS. VS.
435+ 1,2 4,42 + 0,94 4,42 +0,94
Signifikanz p=10,383 p=0,392 p=0.926
44+1,1 44=+1,1 5,37+1,43
Zeitpunkt 3 VS. VS. VS.
5,37 +1,43 6,47+273 6,47+273
Signifikanz p=10,102 p<0,001 p=0,092
43+1,3 43+1,3 4,6 +1,26
Zeitpunkt 4 VS. VS. VS.
4,6 +1,26 7,2+1,9 7,2+1,9
Signifikanz p= 0,666 p<0,001 p<0,001
4,6 +0,93 4,6 +0,93 3,5+0,34
Zeitpunkt 5 VS. Vs. vs.
3,5+0,34 8,28+ 1,91 8,28+ 1,91
Signifikanz p=0,155 p<0,001 p<0,001

Aufgelistet sind paarweisen Mittelwertvergleiche jeweils fiir die Messzeitpunkte 0-5
zwischen den einzelnen Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc. mit
Signifikanzniveau (p)]

3.2.2 Auswertung der Serummarker

Untersucht wurde der Unterschied zwischen den drei Gruppen noCFLD, CFLD und
CFLDinc. hinsichtlich der Serumexpression von TIMP-1, -2, -4, YKL-40 (Chitinase 3-
like-1) und Endoglin (CD105) auf statistische Unterschiede. Tabelle 7 gibt einen

Uberblick iiber die Expression der untersuchten Serumfibrosemarker fiir die einzelnen
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Gruppen zur Baseline-und Follow-up Messung. Es wurde zum einen evaluiert ob zur
Baseline und Follow-up Messung ein statistischer Unterschied in der Serumexpression
der aufgefiihrten Parameter zwischen den drei Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc.
besteht (Gruppeneffekt) und ob es innerhalb der jeweiligen Gruppen zu einer
Verdnderung der Serumexpression von TIMP-1, -2, -4, YKL-40 und Endoglin von
Baseline- zur Follow-up Messung kommt (Zeiteffekt). Des Weiteren wird {iberpriift, ob
ein Interaktionseffekt zwischen den Faktoren Zeit und Gruppe besteht, dass heillt ob der
zeitliche Verlauf einen Einfluss auf die Serumexpression der untersuchten Fibrosemarker

in den unterschiedlichen Gruppen hat.

Die ANOVA Analyse stellt zunichst einen Gesamttest dar (F-Statistik), das heifit es wird
iibergeordnet eruiert, ob sich die Gruppen iiberhaupt voneinander unterscheiden. Zur
detaillierten Priifung wo diese Unterschiede vorliegen erfolgen Post-Hoc Tests zum
paarweisen Mittelwertvergleich zwischen und innerhalb (Baseline und Follow-up
Messung) der Gruppen noCFLD, CFLD, CFLDinc. Der zeitliche Abstand zwischen der
Baseline-Messung (Zeitpunkt 0) und der Follow-up (Zeitpunkt 1) Messung lag im Mittel
bei drei Jahren. Fiir jede Variable erfolgte die graphische Darstellung in Form eines

Fehlerbalkendiagramms des MW mit 95% CI.
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Tabelle 7) Serumexpression von TIMP-1,-2,-4;Endoglin (CD105) und YKL-40 (Chitinase 3-like-1) zur

Baseline und Follow-up Messung

Serumfibrosemarker noCFLD CFLD CFLDinc.
Zeitpunkt Baseline Follow-up Baseline Follow-up Baseline
Follow-up
TIMP-1 (ng/ml) n=18 n=18 n=10 n=10 n=9 n=9
MW + SD 144,6 + 128,3+  263,6£173,3 279,2+180,0 480,8+105,7 475,1+99.4
Spannweite 95,4 58,6 62,5-515,1 76,5-569,2  342,2-664,8 293,4-625,3
67,6- 87,9-
403,7 3134
TIMP-2 (ng/ml) n=18 n=18 n=10 n=10 n=9 n=9
MW + SD 79,7 £ 83,7+ 86,1 =40,9 85,6+32,9 1129+154 111,8 +
Spannweite 18,6 18,1 34,4-173,5 40,9-125,0 89,6-138.9 14,9
48,5- 44.6- 95,6-137,3
110,7 115,8
TIMP-4 (ng/ml) n=18 n=18 n=10 n=10 n=9 n=_8
MW + SD 1,4+ 1,2+0,6 24+14 2,3+2,1 1,53 £0,5 1,48 £0,4
Spannweite 0,53 0,3-2,7 1,4-6,2 1,0-8,1 0,9-2,5 1,1-2,2
0,8-2,9
Endoglin (ng/ml) n=18 n=18 n=10 n=10 n=9 n=9
MW + SD 6,53 + 6,2+19 57+15 59+1.2 7,8+12 8,127
Spannweite 1,94 3,6-9,6 2,9-7,8 4,1-7,6 6,3-9,6 5,2-14,1
3,6-9,5
YKL-40 (ng/ml) n=18 n=18 n=10 n=10 n=9 n=9
MW + SD 452 + 41,7 63,2 +45,8 62,0 £48,4 44,1276 33,9+16,3
Spannweite 26,4 15,7 20,3-150,7 16,6-179,3 17,8-107,7 19,4-69,3
14,9- 15,6-71,5
135,1

Zeigt Gruppenspezifisch die Expression der untersuchten Serummarker (TIMP-1,-2,-4, Endoglin, YKL-
40) als Mittelwerte (MW) zur Baseline und Follow-up-Messung mit Standardabweichung (SD) und

Spannweite.

3.2.2.1 TIMP-1

Das Gesamtmodell ergab einen signifikanten Effekt des Faktors Gruppe F(2,34)=27,40,
p=0,001 auf die TIMP-1 Serumexpression. Das heifit in Abhdngigkeit von der
Gruppenzugehorigkeit (noCFLD, CFLD, CFLDinc.) unterscheidet sich die
Konzentration von TIMP-1 im Patientenserum, was wiederum in den paarweisen
Mittelwertvergleichen (Post-Hoc Tests, siche Tabelle 8) betrachtet werden kann. Sowohl
die
Mittelwertunterschiede zwischen den Gruppen: noCFLD vs. CFLD (Baseline: noCFLD
144,6ng/ml vs. CFLD 263,6 ng/ml, p=0.013; Follow-up: noCFLD 128,3 ng/ml vs. CFLD
279,2 ng/ml, p=0,002), noCFLD vs. CFLDinc (Baseline: noCFLD 144,6 ng/ml vs.
CFLDinc 480,8 ng/ml p<0,001; Follow-up: noCFLD 128,3 ng/ml vs. CFLDinc. 475,1
ng/ml, p<0,001) sowie CFLD vs. CFLDinc. (Baseline: CFLD 263,6 ng/ml vs. CFLDinc

480,8 ng/ml, p<0,000; Follow-up: CFLD 279,2 ng/ml vs. CFLDinc 475,1 ng/ml,

fiir Baseline- als auch Follow-up-Messung ergeben sich signifikante

p=0,001). Innerhalb der Gruppen zeigt sich keine signifikante Verdnderung der TIMP-1

Expression von der Baseline zur Follow-up-Messung (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6) Graphische Darstellung der TIMP-1 Serumexpression fiir die Gruppen noCFLD,
CFLD, CFLDinc. zur Baseline und Follow-up Messung
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Dargestellt ist ein Fehlerbalkendiagramm mit 95%-Konfidenzintervall. Fiir die Gruppen
noCFLD, CFLD und CFLDinc. sind jeweils zur Baseline und Follow-up Messung die
Mittelwerte der TIMP-1 Serumexpression abgebildet. Es zeigen sich signifikante
Unterschiede der TIMP-1 Serumexpression zur Baseline und Follow-up Messung zwischen
allen drei Gruppen. Es liegt keine signifikante Verdnderung der TIMP-1 Serumexpression

von Baseline zur Follow-up Messung innerhalb der jeweiligen Gruppen vor.
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Gruppenvergleich Messzeitpunkt Signifikanz Tabelle 8)
Baseline

(MW =+ SD)
1446 +954 p=0,013 .
noCFLD vs. CFLD VS. Paarweiser
+ . .
263,6+173,3 Mittelwertvergleich der
Follow-up
(MW =+ SD) .
1283 % 58.6 p=0,002 TIMP-1 Serumexpression
VS. .
2792+180.0 zur Baseline und Follow-up
noCFLD vs. CFLDinc. Baseline .
(MW + SD) Messung zwischen den
144,6 + 954 p <0,001
vs. Gruppen noCFLD, CFLD
480,8+105,7 ) )
Follow-up und CFLDinc. Auflistung
(MW =+ SD)
1283+58,6 | p<0,001 der Mittelwerte (MW) mit
VS.
475,1299.4 Standardabweichung (SD)
CLFD vs. CFLDinc. Baseline
(MW £ SD) und dem Signifikanzwert
263,6+173,3 p <0,001
VS.
480,8+105,7 D).
Follow-up
(MW =+ SD)

279,2+180,0 p =0,001
VS.
475,199 4

3.2.2.2 TIMP-2

In der Untersuchung der TIMP-2 Serumexpression der Gruppen noCFLD, CFLD,
CFLDinc. ergab das Gesamtmodell einen signifikanten Effekt des Faktors Gruppe auf die
Serumexpression von TIMP-2, F(2,34)=5,61, p=0,0078. Das heiflt in Abhingigkeit von
der Gruppenzugehorigkeit (noCFLD, CFLD, CFLDinc.) unterschied sich die
Konzentration von TIMP-2 im Patientenserum (siche Abbildung 7). Um die Gruppen
paarweise zu vergleichen erfolgen erneut Post-Hoc Tests (sieche Tabelle 9), welche
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen: noCFLD vs. CFLDinc (Baseline:
noCFLD 79,7 ng/ml vs. CFLDinc 112,9 ng/ml, p=0,001; Follow-up: noCFLD 83,7 ng/ml
vs. CFLDinc 111,8ng/ml, p=0,006) und CFLD vs. CFLDinc (Baseline: CFLD 86,1 ng/ml
vs. CFLDinc 112,9 ng/ml, p=0,001; Follow-up: CFLD 86,1 ng/ml vs. CFLDinc 111,8
ng/ml, p=0,006) aufweisen. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
noCFLD vs. CFLD lag nicht vor. Innerhalb der Gruppen waren keine signifikanten
Veranderungen der TIMP-2 Serumexpression von Baseline zur Follow-up Messung zu

beobachten.
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Abbildung 7 - Graphische Darstellung der TIMP-2 Serumexpression fiir die Gruppen noCFLD,

CFLD, CFLDinc. zur Baseline und Follow-up Messung
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Dargestellt ist ein Fehlerbalkendiagramm mit 95%-Konfidenzintervall. Fiir die Gruppen
noCFLD, CFLD und CFLDinc. sind jeweils zur Baseline und Follow-up Messung die

Mittelwerte der TIMP-2 Serumexpression abgebildet. Es zeigen sich signifikante

Unterschiede der TIMP-2 Serumexpression im Vergleich zwischen den Gruppen noCFLD
vs. CFLD sowie noCFLD vs. CFLDinc zur Baseline und Follow-up Messung. Eine

signifikante Verdnderung der TIMP-2 Serumexpression von Baseline zur Follow-up

Messung lag in keiner der drei Gruppen vor.

M

Gruppenvergleich

Signifikanz

noCFLD vs. CFLD

Baseline
(MW = SD)

79,7+ 18,6
vs.
86,1 40,9

p=0,500

Follow-up
(MW = SD)

83,7+ 18,1
vs.
85,6 +32,9

p=0.838

noCFLD vs. CFLDinc.

Baseline
(MW = SD)

79,7+ 18,6
vs.
1129+154

p=0,001

Follow-up
(MW + SD)

83,7+ 18,1
vs.

p =0,006

CLFD vs. CFLDinc.
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Baseline

86,1 £40,9
vs.

p=0,019

Follow-up

85,6 +32,9
vs.

p=0,022

Tabelle 9)

Paarweiser Mittelwertvergleich
der TIMP-2 Serumexpression
zur Baseline und Follow-up
Messung zwischen den Gruppen
noCFLD, CFLD und CFLDinc.
Auflistung der Mittelwerte
(MW) mit Standardabweichung
(SD) und dem Signifikanzwert

@)

Follow-Up & CFLDinc



3.2.2.3 TIMP-4

In der Untersuchung der TIMP-4 Serumexpression der Gruppen noCFLD, CFLD,
CFLDinc. zeigt das Gesamtmodell einen signifikanten Effekt des Faktors Gruppe auf die
TIMP-4 Serumexpression F(2,33)=3,44; p=0,0436. Auch hier unterscheidet sich die
TIMP-4 Serumexpression in Abhdngigkeit von der Gruppenzugehorigkeit (noCFLD,
CFLD, CFLDinc.) (siche Abbildung 8). Die Post-Hoc Test (siche Tabelle 10) ergeben
signifikante Mittelwertunterschiede im Vergleich der Gruppen noCFLD vs. CFLD zur
Baseline- und Follow-up Messung (Baseline: noCFLD 1,4ng/ml vs. CFLD 2,4ng/ml,
p=0,025; Follow-up: noCFLD 1,2 ng/ml vs. CFLD 2,3 ng/ml, p=0,012). Die hochste
Serumexpression von TIMP-4 zeigt sich bei Patienten der CFLD-Gruppe. Im Serum der
Patienten der noCFLD- und CFLDinc Gruppe finden sich anndhrend gleiche TIMP-4

Konzentrationen (siche Tabelle 7).

Abbildung 8 - Graphische Darstellung der TIMP-4 Serumexpression fiir die Gruppen noCFLD,
CFLD, CFLDinc. zur Baseline und Follow-up Messung

3
1

TIMP-4 ng/ml

2
1
—e——
—e—
—e—i

Baseline & CFLD
Follow-Up & CFLD
Baseline & CFLDinc

Baseline & no CFLD
Follow-Up & no CFLD
Follow-Up & CFLDinc —

Dargestellt ist ein Fehlerbalkendiagramm mit 95%-Konfidenzintervall. Fiir die Gruppen
noCFLD, CFLD und CFLDinc. sind jeweils zur Baseline und Follow-up Messung die
Mittelwerte der TIMP-4 Serumexpression abgebildet. Es zeigt sich ein signifikanter

Unterschied der TIMP-4 Serumexpression im Vergleich zwischen den Gruppen noCFLD vs.
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CFLD zur Baseline und Follow-up Messung. Eine signifikante Verdnderung der TIMP-4

Serumexpression von Baseline zur Follow-up Messung lag in keiner der drei Gruppen vor.

Gruppenvergleich Messzeitpunkt Signifikanz Ta b e l l e 1 0 )
Baseline
(MW £ SD)
14+0,53 p=0,025 . . .
noCFLD vs. CFLD vs. Paarweiser Mittelwertvergleich
24414

der TIMP-4 Serumexpression zur

Follow-up

(Y -5D) b0012 Baseline und Follow-up Messung
VS.

23+2,1 zwischen den Gruppen noCFLD,

noCFLD vs. CFLDinc. Baseline CFLD und CFLDinc. Auﬂistung
(MW + SD)
140,53 p=0.791 der Mittelwerte (MW) mit

VS.

133205 Standardabweichung (SD) und

Follow-up X .
(MW + SD) dem Signifikanzwert (p).
12206 p =0,602
VS.
1,48 £04

CLFD vs. CFLDinc. Baseline
(MW =+ SD)
24+14 p =0,088
VS.

1,53 +0,5

Follow-up
(MW = SD)
23+2,1 p=0,099
VS.

1,48+ 04

3.2.2.4 Endoglin (CD105)

In der Untersuchung der Endoglin Serumexpression ergab das Gesamtmodell einen
signifikanten Effekt des Faktors Gruppe F(2,34)=3,91, p=0,0297. In Abhéngigkeit von
der Gruppenzugehorigkeit unterschied sich die Endoglin Serumexpression (siche
Abbildung 9). In den Post-Hoc Tests (siche Tabelle 11) ergeben sich signifikante
Mittelwertunterschiede zwischen der noCFLD- vs. CFLDinc-Gruppe zum Follow-up
(noCFLD 6,2 ng/ml vs. CFLDinc. 8,1 ng/ml, p=0,015) sowie fiir die CFLD- vs.
CFLDinc- Gruppe zur Baseline- und Follow-up Messung (Baseline: CFLD 6,2ng/ml vs.
CFLDinc. 7,8 ng/ml, p=0,018; Follow-up: CFLD 5,7ng/ml vs. CFLDinc. 8,1ng/ml,
p=0,011). Die CFLDinc-Gruppe wies an beiden Messzeitpunkten die hdchste Expression
von Endoglin auf wéhrend sich in der CFLD-Gruppe die niedrigste Endoglin Expression

im Serum fand (siehe Tabelle 7).
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Abbildung 9 - Graphische Darstellung der Endoglin (CD105) Serumexpression fiir die Gruppen
noCFLD, CFLD, CFLDinc. zur Baseline und Follow-up Messung
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Dargestellt ist ein Fehlerbalkendiagramm mit 95%-Konfidenzintervall. Fiir die Gruppen
noCFLD, CFLD und CFLDinc. sind jeweils zur Baseline und Follow-up Messung die
Mittelwerte der Endoglin Serumexpression abgebildet. Es zeigt sich ein signifikanter
Unterschied der Endoglin Serumexpression im Vergleich zwischen den Gruppen noCFLD
vs. CFLDinc. zur Baseline Messung und CFLD vs. CFLDinc. zur Baseline und Follow-up
Messung. Eine signifikante Verdnderung der Endoglin Serumexpression von Baseline zur

Follow-up Messung lag in keiner der drei Gruppen vor.
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Gruppenvergleich M i kt Signifikanz Tabelle 1 ])
Baseline
(MW £ SD)
6,53+ 1,94 p=0,265 . . .
1oCFLD vs. CFLD ve. Paarweiser Mittelwertvergleich
57+1,5
Follow-up der Endoglin Serumexpression
(MW £ SD)
6219 p=0,643
VS.
59+1,2

zur Baseline und Follow-up

Messung zwischen den

noCFLD vs. CFLDinc. Baseline
(MW = SD) Gruppen noCFLD, CFLD und

6,53 +1,94 p=0,103

S CFLDinc. Auflistung der
Mittelwerte (MW) mit

Follow-up
(MW ++ SD) .
62+1,9 p=0015 Standardabweichung (SD) und

VS.

8,1+27 dem Signifikanzwert (p).

CLFD vs. CFLDinc. Baseline
(MW +SD)
57+15 p=0,018

VS.
78+1,2

Follow-up
(MW + SD)
59+12 p=0,011

Vs.
8,1+27

3.2.2.5 YKL-40 (Chitinase 3-like-1)

In der Untersuchung der YKL-40 Serumexpression ergeben sich weder statistisch
signifikante Haupteffekte der Faktoren Gruppe und Zeit noch ein signifikanter
Interaktionseffekt der beiden Faktoren (Abbildung 10). Das heillt, dass die
Gruppenzugehorigkeit (noCFLD, CFLD, CFLDinc.) keinen Einfluss auf die YKL-40
Serumexpression (Gruppeneffekt) nimmt. Die Post-Hoc Tests (siche Tabelle 12) ergeben
keine signifikanten Unterschiede der YKL-40 Serumexpression im paarweisen
Mittelwertvergleich zwischen den Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc. Auflerdem
zeigte sich in keiner der drei Gruppen eine signifikante Verdnderung der YKL-40
Serumexpression von Baseline- zur Follow-up Messung. Deskriptiv liegt die hochste
YKL-40 Serumexpression in der CFLD- Gruppe (MW baseline: 63,22 ng/ml; Follow-up:
62,06 ng/ml) wihrend sich in der CFLDinc.- Gruppe die niedrigste Serumexpression von
YKL-40 finden ldsst (MW baseline. 44,1 ng/ml; Follow-up: 33,9 ng/ml) (siche Tabelle
7)
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Abbildung 10 - Graphische Darstellung der YKL-40 (Chitinase 3-like-1) Serumexpression fiir die
Gruppen noCFLD, CFLD, CFLDinc. zur Baseline und Follow-up Messung
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Dargestellt ist ein Fehlerbalkendiagramm mit 95%-Konfidenzintervall. Fiir die Gruppen
noCFLD, CFLD und CFLDinc. sind jeweils zur Baseline und Follow-up Messung die
Mittelwerte der YKL-40 Serumexpression abgebildet. Im Vergleich zwischen Baseline und
Follow-up Messung zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
sowie keine signifikanten Verdnderungen der YKL-40 Serumexpression von Baseline zur

Follow-up Messung innerhalb der einzelnen Gruppen.
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Gruppenvergleich Messzeitpunkt Signifikanz Ta b e l le b 2)
Baseline

(MW £ SD)
45,2 +26,4 p=0,141 . . .
noCFLD vs. CELD Vs, Paarweiser Mittelwertvergleich
63,2+458

der YKL-40 Serumexpression zur

Follow-up
(MW = SD)
41,7+15,7 p =0,098

vs.

62,0+484 Messung zwischen den Gruppen
noCFLD vs. CFLDinc. Baseline noCFLD, CFLD und CFLDinc.
(MW = SD) ’

45.2+264 | P05 Auflistung der Mittelwerte (MW)
mit Standardabweichung (SD)
Follow-up

44,1+27,6

(MW + SD) und dem Signifikanzwert (p).

41,7+15,7 | p=0,539 gnif ®)
VS.

33,9+16,3

Baseline und Follow-up

CLFD vs. CFLDinc. Baseline

(MW £ SD)

63,2+458 p=0,179
vs.

44,1 +£27,6

Follow-up
(MW =+ SD)
62,0 +48,4 p=0,051

vs.

33,9+163

3.2.3 Auswertung der Routinelaborparameter

Analog der Richtlinien zur Diagnostik der CFLD erfolgte mindestens einmal jahrlich die
laborchemische Kontrolle der Transaminasen (GOT, GPT) und Cholestaseparameter
(yGT, AP, Bilirubin) (32). Um deren diagnostische Wertigkeit abschétzen zu konnen,
wurden diese beziiglich eines Zeit-, Gruppen- und Interaktionseffektes entsprechend der
Beschreibung in Kapitel 2.2.2. untersucht. Tabelle 13) zeigt die zur Baseline und Follow-
up Messung erhobenen Mittelwerte (MW) mit der jeweiligen Standardabweichung (SD)

und Spannweite.
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Tabelle 13) Serumexpression der Routinelaborparameter (GOT,GPT,yGT,AP und Bilirubin) zur
Baseline- und Follow-up-Messung fiir die Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc.

Laborparameter noCFLD CFLD CFLDinc.
Zeitpunkt Baseline Follow-up Baseline Follow-up Baseline
Follow-up
yGT (U/l) n=18 n=17 n=10 n=10 n=9 n=9
MW =+ SD 10,7+44 13,8+9,5 29,0 £34,9 23,3+ 18,8 21,6 £13,4 35,3+£23,9
Spannweite 4,9-19,2 4,9-43,1 4,9-113 4,9-68,4 7,0-52,3 6,2-77,2
GPT (U/N) n=18 n=18 n=10 n=10 n=§ n=9
MW =+ SD 20,7+7,8 26,3 £+ 29,0+ 11,8 319+10,8 22,5 +10,0 50,2 +554
Spannweite 12,8-46,1 17,3 13,8-52,8 18,0-56,6 16,1-47,0 15,3-193
8,2-86,9
GOT (U n=18 n=18 n=10 n=10 n=_§ n=9
MW =+ SD 242 + 25,8 £8,0 28,9+ 14,2 28,3+10,9 25,0£11,2 54,8 +£ 68,2
Spannweite 10,1 14,1-47.9 0,5-55,4 7,2-51,3 4,9-39.9 22,5-235
4,9-47,9
AP (UN) n=18 n=I18 n=10 n=10 n=9 n=9
MW =+ SD 178,4 + 149,9 + 204,5+112,2  183,9+101,9  248,1£82,7  265,8+100,6
Spannweite 83,8 79,6 101-421 92,1-366 78,9-357 104-396
64,3-317 61,9-347
Bilirubin (mg/dl) n=14 n=10 n=10 n=10 n=9 n=7
MW =+ SD 0,53 + 0,54 + 0,57 +£0,15 0,59+0,14 0,5+0 05+0
Spannweite 0,07 0,09 0,5-0,85 0,5-0,92 0,5-0,51 0,49-0,5

0,5-0,74 0,5-0,75

Zeigt gruppenspezifisch die errechneten Mittelwerte (MW) der erhobenen Parameter zur Baseline und

Follow-up Messung mit Standardabweichung (SD) und Spannweite.

3.2.3.1 Gamma-Glutamyltransferase (yGT)

Eine Erhohung der yGT im Serum ist fast ausschlieSlich hepatischen Ursprungs und kann
auf einen Leberzellschaden oder eine hepatobilidre Erkrankung hindeuten (70). Die
hochste YGT Serumexpression zeigt sich zur Follow-up Messung in der CFLDinc.
Gruppe (35,3 U/l). Zur Baseline Messung waren die YGT Konzentrationen in der CFLD
und CFLDinc. Gruppe annédhrend gleich (29,0 U/l vs. 21,6 U/1), wihrend in der noCFLD
Gruppe zur Baseline Messung eine deutlich niedrigere Konzentration zu finden ist (10,7

U/) (siehe Tabelle 13).

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigt sowohl fiir den Faktor Gruppe (F(2,34)= 3,66
p=0,0364) als auch fiir die Interaktion der Faktoren Gruppe und Zeit (F(2,33)=5,11,
p=0,0117) signifikante Effekte auf die Expression der yGT. Das heilit
allgemeinverstiandlich, dass sich die yGT Serumexpression signifikant zwischen den
Gruppen unterschied und der zeitliche Verlauf (Baseline- zur Follow-up Messung)

Einfluss auf die yGT Serumexpression in den Gruppen hatte.

In den Post-Hoc Tests zeigen sich in den paarweisen Mittelwertvergleichen signifikante
Unterschiede zwischen der noCFLD und CFLDinc. Gruppe zum Follow-up (noCFLD
13,8 U/l vs. CFLDinc 35,3 U/l, p=0,005) sowie zwischen der noCFLD und CFLD Gruppe
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zur Baseline-Messung (noCFLD 10,7 U/l vs. CFLD 29,0 U/l, p=0,013). Dariiber hinaus
kann fiir die CFLDinc. Gruppe eine signifikante Verdnderung der Mittelwerte zwischen
Baseline- und Follow-up Messung evaluiert werden (Baseline: 21,6 U/l vs. Follow-up:

35,3 U/l, p=0,004) (siche Abbildung 11 und Tabelle 14).

Abbildung 11 - Graphische Darstellung der yGT Serumexpression fiir die Gruppen noCFLD,
CFLD, CFLDinc. zur Baseline und Follow-up Messung
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Dargestellt ist ein Fehlerbalkendiagramm mit 95%-Konfidenzintervall. Fiir die Gruppen
noCFLD, CFLD und CFLDinc. sind jeweils zur Baseline und Follow-up Messung die
Mittelwerte der yGT Serumexpression abgebildet. Es zeigen sich signifikante Unterschiede
der yGT Serumexpression im Vergleich zwischen den Gruppen noCFLD vs. CFLDinc. zur
Follow-up Messung sowie noCFLD vs. CFLD Gruppe zur Baseline Messung. In der
CFLDinc. Gruppe lag eine signifikante Verdnderung der yGT Serumexpression von

Baseline zur Follow-up Messung vor.
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Gruppenvergleich Messzeitpunkt Signifikanz Tabelle 14 )
Baseline
(MW : SD)
10,744 =0,013 . . .
1noCFLD vs. CFLD vs. P Paarweiser Mittelwertvergleich

29,0 +34,9

der yGT Serumexpression zur

Follow-up
(MW + SD) Baseline und Follow-up
13895 p=0,193

VS.
2334188

noCFLD vs. CFLDinc. Baseline nOCFLD; CFLD und CFLDinc.
(MW = SD) _ _
10,7 £ 44 p=0,147 Auflistung der Mittelwerte
VS.

21,6+ 134 (MW) mit Standardabweichung

Follow- o
(Ni)WOI]Squ) (SD) und dem Signifikanzwert

13,8+9,5 p =0,005
vs. (P)
353+239

Messung zwischen den Gruppen

CLFD vs. CFLDinc. Baseline
(MW + SD)
29,0+34,9 p=0,375

Vs.
21,6 +13,4

Follow-up
(MW + SD)
23,3+188 p=0,153
VS.
35,3+£23,9

3.2.3.2 Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT)

Ein erhohtes Vorkommen der GOT im Serum kann auf einen Leberzellschaden hindeuten
(70). In der vorliegenden Auswertung zeigten sich zur Baseline Messung anndhrend
gleiche GOT Konzentrationen in den drei Gruppen noCFLD (24,2 U/l), CFLD (28,9 U/l)
und CFLDinc. (25,0 U/l) (Abbildung 12). Im Verlauf kann eine signifikante Verdnderung
der Mittelwerte in der CFLDinc-Gruppe von Baseline- zur Follow-up Messung
beobachtet werden. (Baseline: 25,0 U/l vs. Follow-up 54,8 U/l, p=0,013). Im paarweisen
Mittelwertvergleich zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen der noCFLD- und
CFLDinc-Gruppe sowie der CFLD- und CFLDinc-Gruppe zur Follow-up Messung
(noCFLD 25,8 U/l vs. CFLDinc. 54,8 U/l, p=0,007; CFLD 28,3 U/l vs. CFLDinc. 54,8
U/1, p=0,027) (siche Tabelle 15).
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Abbildung 12 - Graphische Darstellung der GOT Serumexpression fiir die Gruppen noCFLD,
CFLD, CFLDinc. zur Baseline und Follow-up Messung
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Dargestellt ist ein Fehlerbalkendiagramm mit 95%-Konfidenzintervall. Fiir die Gruppen
noCFLD, CFLD und CFLDinc. sind jeweils zur Baseline und Follow-up Messung die
Mittelwerte der GOT Serumexpression abgebildet. Es zeigen sich signifikante Unterschiede
der GOT Serumexpression im Vergleich zwischen den Gruppen noCFLD vs. CFLDinc. und
CFLD vs. CFLDinc. zur Follow-up Messung. In der CFLDinc. Gruppe lag eine signifikante

Verdnderung der GOT Serumexpression von Baseline zur Follow-up Messung vor.
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Gruppenvergleich M itpunkt Signifikanz Tabelle 1 5)
Baseline

(MW = SD)
242+10,1 p =0,646 . . .
10CFLD vs. CFLD vs. Paarweiser Mittelwertvergleich

289+ 142

der GOT Serumexpression zur

Follow-up
(MW + SD) Baseline und Follow-up
25880 | p=0,808

VS.

283+ 10,9 Messung zwischen den

noCFLD vs. CFLDinc. Baseline Gruppen noCFLD, CFLD und
(MW  SD)
242101 p=0,942 CFLDinc. Auflistung der

VS.

250112 Mittelwerte (MW) mit

Follow- .
(MW £ SD) Standardabweichung (SD) und
258£80 | p=0,007 o

vs. dem Signifikanzwert (p).
54,8+68,2

CLFD vs. CFLDinc. Baseline
(MW = SD)
28,9+ 14,2 p=0,751

VS.
250+ 11,2

Follow-up
(MW = SD)
28,3+10,9 p=0,027

VS.

54,8 £ 68,2

3.2.3.3 Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT)

Eine Erhohung der GPT im Serum gilt als sensitiver Marker fiir eine Leberzellschadigung
(70). Zur Baseline Messung finden sich die GPT Serumkonzentrationen in allen drei
Gruppen in einem dhnlichen Bereich, noCFLD (20,7 U/l), CFLD (29 U/1) und CFLDinc.
(22,5 U/l) (Abbildung 13). Die Analyse ergibt mit einem F-Wert von F(1,33)=6,69,
p=0,0143 einen signifikanten Zeiteffekt. Das heifit der zeitliche Verlauf (Baseline- zur
Follow-up Messung) hat Einfluss auf eine Verdnderung der GPT Serumkonzentration.
Dies kann im Post-Hoc Test fiir die CFLDinc Gruppe bestitigt werden. Hier liegt eine
signifikante Verdanderung der Mittelwerte von Baseline- zur Follow-up Messung vor
(Baseline 22,5 U/l vs. Follow-up 50,2 U/l, p=0,005). Somit wurde in der CFLDinc.
Gruppe im Vergleich zur noCFLD und CFLD Gruppe die hochste GPT Expression zum
Follow-up gemessen. Weiterfiihrend zeigen sich in den Gruppenvergleichen ein
signifikanter Unterschied zwischen der noCFLD- und CFLDinc.- Gruppe zum Follow-
up (noCFLD 26,3 U/l vs. CFLDinc. 50,2 U/l, p=0,011) (siche Tabelle 16).
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Abbildung 13 - Graphische Darstellung der GPT Serumexpression fiir die Gruppen noCFLD,
CFLD, CFLDinc. zur Baseline und Follow-up Messung
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Dargestellt ist ein Fehlerbalkendiagramm mit 95%-Konfidenzintervall. Fiir die Gruppen
noCFLD, CFLD und CFLDinc. sind jeweils zur Baseline und Follow-up Messung die
Mittelwerte der GPT Serumexpression abgebildet. Es zeigt sich ein signifikanter
Unterschied der GPT Serumexpression zwischen den Gruppen noCFLD vs. CFLDinc zur
Follow-up Messung. In der CFLDinc. Gruppe lag eine signifikante Verdnderung der GPT

Serumexpression von Baseline zur Follow-up Messung vor.
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RSP o o Tabelle 16)
Baseline
(MW = SD)
207278 p=0350 . ) )
noCFLD vs. CFLD vs. Paarweiser Mittelwertvergleich
290=118
= der GPT Serumexpression zur
ow-up
(MW = SD) . g
%3213 | p=0532 Baseline und Follow-up
vs. .
3192108 Messung zwischen den Gruppen
noCFLD vs. CFLDinc. (\%ﬂ\%elig; : noCFLD, CFLD und CFLDinc.
20,727, =0852 . .
0. e . P Auflistung der Mittelwerte
22,5210,0 . .
(MW) mit Standardabweichung
Follow-up
_ (MW=SD) | (SD) und dem Signifikanzwert
%3=173 | p=0011
Vs,
50.2% 55,4 ®).
CLFD vs. CFL Dinc. Baseline
MW = SD
20=118 | p=0540
VS,
2252100
Follow-up
QMW = SD)
319=108 | p=0.081
VS,
502% 55,4

3.2.3.4 Alkalische Phosphatase (AP)

Eine Erhohung der AP kann auf eine Cholestase hindeuten (70). Die Analyse ergab einen
signifikanten Gruppeneffekt F(2,34)=3,59, p=0,0386. Das heilit es kann angenommen
werden, dass sich in Abhingigkeit von der Gruppenzugehorigkeit (noCFLD, CFLD,
CFLDinc.) die AP Serumkonzentration unterscheidet. Die hochste Serumexpression der
AP fand sich bereits ab der Baseline Messung in der CFLDinc (Abbildung 14). Gruppe
(265,8 U/), gefolgt von der CFLD Gruppe (204,5 U/I) und noCFLD Gruppe (178,4 U/l).
Die Post-Hoc Tests zeigen einen signifikanten Mittelwertunterschied im Vergleich
zwischen den Gruppen noCFLD und CFLDinc. zur Follow-up Messung (noCFLD 149,9
U/l vs. CFLDinc. 265,8 U/l, p=0,003) (Tabelle 17). Eine Verdnderung der AP
Serumexpression von Baseline zur Follow-up Messung kann in keiner Gruppe beobachtet

werden.
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Abbildung 14 - Graphische Darstellung der AP Serumexpression fiir die Gruppen noCFLD,
CFLD, CFLDinc. zur Baseline und Follow-up Messung
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Dargestellt ist ein Fehlerbalkendiagramm mit 95%-Konfidenzintervall. Fiir die Gruppen
noCFLD, CFLD und CFLDinc. sind jeweils zur Baseline und Follow-up Messung die
Mittelwerte der AP Serumexpression abgebildet. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied
der AP Serumexpression zwischen den Gruppen noCFLD vs. CFLDinc zur Follow-up
Messung. Es zeigte sich keine signifikante Verdnderung der AP Serumkonzentration

zwischen Baseline und Follow-up Messung in den einzelnen Gruppen.
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M,

kt

Gruppenvergleich

Signifikanz

noCFLD vs. CFLD

Baséline
(MW = SD)

178,4 + 83,8
VS,
204,5¢112,2

p=0473

Follow-up
(MW + SD)

1499+ 79,6
VS.
183,94101,9

p=0,349

noCFLD vs. CFLDinc.

Baseline
(MW + SD)

1784+ 83,8
vs.
248,1482,7

p=0,067

Follow-up
(MW + SD)

1499 £ 79,6
VS.
265.,8+100,6

p=0,003

CLFD vs. CFLDinc.

3.2.3.5 Bilirubin

Baseline
(MW = SD)

204541122

vs.
248,1£82,7

p=0303

Follow-up
(MW + SD)

183,94101,9
VS.
265,8+100,6

p=0,056

Tabelle 17)

Paarweiser
Mittelwertvergleich der AP
Serumexpression zur Baseline
und Follow-up Messung
zwischen den Gruppen
noCFLD, CFLD und
CFLDinc. Auflistung der
Mittelwerte (MW) mit
Standardabweichung (SD) und
dem Signifikanzwert (p).

Auch Bilirubin gilt als Cholestaseparameter und kann bspw. im Rahmen einer

Gallengangsobstruktion erhoht sein (70). Die Analyse der Bilirubinexpression im Serum

von Mukoviszidosepatienten ergab in der vorliegenden Kohorte keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc (Abbildung 15). Die

Konzentrationen lagen in allen Gruppen zur Baseline und Follow-up Messung im Bereich

zwischen 0,5- 0,59 mg/dl. Es zeigen sich somit auch keine signifikanten Veridnderungen

der Bilirubinkonzentration innerhalb der drei Gruppen von Baseline- zur Follow-up

Messung (Tabelle 18).
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Abbildung 15 - Graphische Darstellung der Bilirubin Serumexpression fiir die Gruppen noCFLD,
CFLD, CFLDinc. zur Baseline und Follow-up Messung.

Dargestellt ist ein Fehlerbalkendiagramm mit 95%-Konfidenzintervall. Fiir die Gruppen
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noCFLD, CFLD und CFLDinc. sind jeweils zur Baseline und Follow-up Messung die
Mittelwerte der Bilirubin Serumexpression abgebildet. Es zeigen sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.
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Gruppenvergleich Messzeitpunkt Signifikanz Ta b e l l e ] 8)
Baseline
(MW + SD)
0,53 +0,07 p=0,312 . . .
noCFLD vs. CFLD vs. Paarweiser Mittelwertvergleich
0,57+0,15

der Bilirubin Serumexpression zur

Follow-up

QLW =SD) Baseline und Follow-up Messun
0,54£009 | p=0218 aseline und Follow-up Messung

0592014 zwischen den Gruppen noCFLD,

1n0oCFLD vs. CFLDinc. Baseline CFLD und CFLDinc. Auflistung
(MW = SD)

0,53+0,07 p=0.478 der Mittelwerte (MW) mit
b Standardabweichung (SD) und

05+0

Follow-up dem Signifikanzwert (p).
(MW = SD)
0,54£009 | p=0,404

VS.
0.5%0

CLFD vs. CFLDinc. Baseline
(MW = SD)
0,57+0,15 p=0,119

Vvs.
0,5+0

Follow-up
(MW + SD)
0,59 +0,14 p=0,054

vs.

0,5+0

3.3 Korrelationsanalyse nach Pearson

Im Rahmen einer Korrelationsanalyse wird gepriift, ob zwischen zwei Variablen ein
Zusammenhang besteht. Der errechnete Korrelationskoeffizient (r) kann nur Werte
zwischen -1 und +1 annehmen. Ein r von +1 gibt eine perfekte positive Korrelation an,
was bedeutet, dass hohe Werte der einen Variablen mit hohen Werten der anderen
Variablen einhergehen. Ein r von -1 zeigt eine perfekte negative Korrelation an.
Dementsprechend sind hohe Werte der einen Variablen mit niedrigen Werten der anderen
Variablen assoziiert. Der Korrelationskoeffizient (r) gibt eine EffektgroBe an. Bei Werten
von + 0,1 spricht man von einem geringen Effekt, Werte von + 0,3 zeigen einen mittleren
Effekt an und Werte von = 0,5 einen grof3en Effekt (41). Nahm r den Wert Null an (r=0),

bestand kein Zusammenhang zwischen den Variablen.

Die Berechnung wurde getrennt fiir die Gruppen noCFLD und CFLD durchgefiihrt um
mogliche Gruppenunterschiede in den Korrelationen der Parameter aufzudecken. Eine
Analyse der Gruppe CFLDinc. war aufgrund der niedrigen Patientenzahl (n=9) nicht

moglich.

Fir die Serumfibrosemarker und Routinelaborparameter wurden jeweils die

Mittelwertdifferenzen zwischen Follow-up (Zeitpunkt 1) und Baseline (Zeitpunkt 0)
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gebildet. Fiir die Variable TE wurde die Mittelwertdifferenz von Zeitpunkt 4 und
Zeitpunkt O gebildet, da hier mehr Patienten eingeschlossen werden konnten als zum

Zeitpunkt 5. Die Ergebnisse wurden in Korrelationstabellen dargestellt.

3.3.1 Korrelationstabelle der noCFLD Gruppe

Signifikante positive Zusammenhénge lieBen sich fiir die Korrelationen der Variablen
yGT und GPT r=0,95 (p<0,001), yGT und GOT r=0,57 (p=0,015), AP und Endoglin
=0,48 (p=0,042) sowie Bilirubin und Endoglin, r=0,87 (p=0,011) erheben.

Signifikante negative Zusammenhinge zeigten sich fiir die Korrelation der Variablen AP

und TE, r=-0,52 (p=0,039).

Abbilundg 16 - Korrelationstabelle der noCFLD-Gruppe
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Korrelationstabelle der noCFLD-Gruppe: Blaue Felder beschreiben einen positiven
Zusammenhang der beiden Variablen und rote Felder einen negativen Zusammenhang. Die
Signifikanz ldsst sich auch an der Schrifigrofie ablesen. Die Graphik liest sich analog zu einem
Koordinatensystem. Die horizontal angeordneten Kdsten stellen die X-Achse, die vertikal
angeordneten die Y-Achse dar. In den einzelnen Kdsten sind von oben nach unten jeweils der
Korrelationskoeffizient (r), die Grofle der Teilstichprobe (n) und der Signifikanz (p) des
Korrelationskoeffizienten (r) angegeben.
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3.3.2 Korrelationstabelle der CFLD Gruppe

Ein signifikanter positiver Zusammenhang konnte fiir die Korrelation der Variablen

YKL-40 und TIMP-4, r=0,74 (p=0,013) erhoben werden.

Ein signifikanter negativer Zusammenhang zeigte sich in der Korrelation der Variablen

Endoglin und TE, r=-0,76 (p=0,044).

Abbilundg 17 - Korrelationstabelle der CFLD-Gruppe
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Korrelationstabelle der CFLD Gruppe: Blaue Felder beschreiben einen positiven
Zusammenhang der beiden Variablen und rote Felder einen negativen Zusammenhang. Die
Signifikanz ldsst sich auch an der Schrifigrofie ablesen. Die Graphik liest sich analog zu einem
Koordinatensystem. Die horizontal angeordneten Kdsten stellen die X-Achse, die vertikal
angeordneten die Y-Achse dar. In den einzelnen Kdsten sind von oben nach unten jeweils der
Korrelationskoeffizient (r), die Grifie der Teilstichprobe (n) und der Signifikanzwert (p)
angegeben.

3.4 Multinomiale logistische Regressionsanalyse

Ziel einer logistischen Regressionsanalyse ist es Vorhersagen iiber das Eintreten eines
Zielereignisses zu treffen. Dabei wird die bindre bzw. dichotome abhéngige Variable
anhand einer oder mehrerer unabhingiger Variablen geschétzt. Die Logit Regression wird
nur dann angewandt, wenn die abhéngige Variable ein bindres Messniveau annimmt (14).
In der vorliegenden Arbeit wurde einzeln untersucht, inwieweit anhand der unabhiangigen

Variablen TE, TIMP-1, -2, -4, Endoglin, YKL-40, yGT, GOT, GPT, AP und Bilirubin,
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die abhdngige Variable, hier die Gruppenzugehdrigkeit (noCFLD, CFLD, CFLDinc.),
geschitzt werden kann. Dabei geht es ausschlieBlich darum eine Vorhersage zu treffen.
Die geschitzte Wahrscheinlichkeit fiir das Zielereignis (hier: Gruppenzugehorigkeit)
liegt dabei zwischen 0 und 1, also zwischen 0 und 100 Prozent. Das bedeutet: 0= das
Ereignis tritt nicht ein, 1= das Ereignis tritt mit einer Wahrscheinlichkeit von einhundert
Prozent ein. Natiirlich liegen in der Realitdt die Wahrscheinlichkeiten zwischen diesen
beiden Extremen. Da die Analyse ausschlieBlich signifikante Ergebnisse fiir die
Variablen TE und yGT ergab, erfolgt die Erlduterung des Modells am Beispiel der
Variable TE. Weitere Ergebnisse finden sich im Anhang (Seite 90 f¥).

Fiir jeden Patienten der Kohorte wurde die Differenz der gemessenen TE-Werte zwischen
Zeitpunkt vier und null erhoben. Aus der Differenz der erhobenen TE-Werte sollte die

Wahrscheinlichkeit fiir die Gruppenzugehdrigkeit geschétzt werden.

Da wie bereits erwidhnt, ein bindres Messniveau der abhingigen Variable angenommen
wurde, fungierte die CFLD Gruppe als Referenzkategorie. Das heillt der Einfluss der
Variable TE auf die noCFLD und CFLDinc. Gruppe wurden im Vergleich zur CFLD
Gruppe analysiert.

Das  Modell  berechnet letztlich aus  wiederholten  Algorithmen  den
Regressionskoeftizienten (b). Fiir die CFLDinc. Gruppe zeigte sich ein signifikantes
Ergebnis, der errechnete Regressionskoeffizient betrug (b=1,54, SEM=0,463; p=0,001).
Hieraus konnte durch Exponieren die Odds Ratio (OR= 4,674; 95% CI= 1,88; 11,57),
welches die Stirke eines Zusammenhangs von zwei Merkmalen angibt, berechnet

werden.

Das bedeutet, eine Zunahme des ATE um eine Einheit (0,5 kPa) erhohte die
Wahrscheinlichkeit der CFLDinc. Gruppe zugeordnet zu werden um den Faktor 4,674.

In der Grafik (Abbildung 16) lésst sich beispielsweise erkennen, dass bei einem ATE von
5 kPa die Wahrscheinlichkeit mit nahezu eins sehr hoch ist, der CFLDinc Gruppe
zugeordnet zu werden, wohingegen die Wahrscheinlichkeit an null grenzt der noCFLD

oder CFLD Gruppe anzugehdren.
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Abbildung 18 - Graphische Darstellung der Logit-Regression fiir die Gruppen noCFLD, CFLD

und CFLDinc.
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Die Graphik zeigt die logistische Funktion jeweils fiir die Gruppen noCFLD, CFLD und
CFLDinc. Die Kurven verlaufen s-formig, symmetrisch und asymptotisch im
Wertebereich zwischen y=0 und y=1. Fiir jede Schdtzung ist ein Marginsplot dargestellt
der fiir verschiedene Werte der unabhdingigen Variable (TE) das CI fiir die
Wahrscheinlichkeit der jeweiligen CFLD Gruppe anzeigt. Die horizontal verlaufende
Linie beschreibt als Standard die 50% Wahrscheinlichkeit.

4  Diskussion

Wie bereits ausfiihrlich in der Einleitung beschrieben, ist die CFLD der dritthdufigste
Grund flir Morbiditdt und Mortalitdt bei Mukoviszidose-Patienten. Doch bisweilen
existiert kein Konsens iiber einheitliche Diagnoserichtlinien um die Erkrankung
frithzeitig zu erkennen. Nicht zuletzt lassen der subklinische Verlauf und die heterogene
Definition der CFLD, die Diagnosestellung zu einer Herausforderung werden.
Besorgniserregend ist zudem der rapide Krankheitsverlauf bei dem es bereits im Kindes-
und Jugendalter zur Ausbildung einer multilobuldren Leberzirrhose kommen kann. Die
Notwendigkeit einer einheitlichen Definition und die Integration nicht-invasiver

diagnostischer Methoden ist schon lange gegeben (43, 77).
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Die Bedeutung der transienten hepatischen Elastographie und Serumfibrosemarker wie
z.B. TIMP-1, TIMP-2, TIMP-4, Endoglin und YKL-40 zur Detektion der CFLD konnten
in zahlreichen Studien mit teils vielversprechenden Ergebnissen belegt werden (77, 94,
101, 102). Dariiber hinaus existieren erste Langzeitstudien, in denen Patienten mit
erhohtem Erkrankungsrisiko frithzeitig mittels transienter hepatischer Elastographie,
Acoutic Radiation Force Impulse (ARFI) und Fibrosescores erfasst werden konnten (47,
64, 67). Studien zur Langzeitevaluation von Serumfibrosemarkern zur Diagnostik der
CFLD finden sich in der Literatur bisher nicht. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
liefern somit einen innovativen Ansatz zur Uberarbeitung und Komplementierung der
CFLD-Diagnosekriterien und kdnnen dazu beitragen, die Patienten bereits in einem

frithen Erkrankungsstadium zu detektieren.

4.1 Die transiente hepatische Elastographie und weitere Methoden zur Diagnostik
der CFLD - ein Vergleich

4.1.1 Leberbiopsie

Die Leberbiopsie gilt fiir die Diagnostik von chronischen Lebererkrankungen als
Goldstandard. Es gibt verschiedene Techniken, z.B. die Leber-Blindbiopsie nach
Menghini, eine Ultraschall-gesteuerte Biopsie sowie transjuguldre und laparoskopische
Verfahren (126). Das am hiufigsten angewandte Verfahren ist die perkutane

Leberbiopsie die meist sonographisch gestiitzt durchgefiihrt wird.

Ein Vorteil der Leberbiopsie ist die direkte Beurteilung der Gewebeproben durch einen
erfahrenen Hepatopathologen. Wobei neben der Frage nach der Atiologie der
Lebererkrankung und der damit verbundenen Diagnosestellung auch das Ausmal} der
entzlindlichen Aktivitit (engl.: grading) und das Fibroseausmal (engl.: staging) bestimmt
wird (116). Zur histologischen Beurteilung des Lebergewebes stehen unterschiedliche
Gradingscores zur Verfiigung. Die am hdufigsten gebrauchten Gradingsysteme sind der
modifizierte Hepatitis-Aktivitits-Index (Abk.: mHAI) und der Desmet/Scheuer-Score.
Daneben existieren der METAVIR-Score, der besonders fiir die histologische
Beurteilung der Hepatitis C von Bedeutung ist und zum einen die histologische Aktivitét
(A0-A3) aber auch das Fibroseausmall (FO-F4) beriicksichtigt. FO stellt dabei ein
normales Lebergewebe, F1-F2 milde Fibrosestadien, F3 eine schwere Leberfibrose und

F4 das histologische Bild einer Leberzirrhose dar (12, 116).
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Des Weiteren existiert der hierzulande eher weniger verwendete Score nach Batts und
Ludwig (11). Pathognomisch fiir die CFLD ist die fokal bilidre Zirrhose, die bei etwa
20-30% der Patienten auftritt (43).

Aufgrund des fokalen Verteilungsmusters der Leberldsionen gehort die Leberbiopsie
nicht zur Routinediagnostik bei CFLD (25). Lewindon et al. fiihrten bei 40
Mukoviszidose-Patienten mit einem durchschnittlichen Alter von 10,6 Jahren Dual-Pass-
Biopsien der Leber durch. Unter sonographischer Kontrolle wurden iiber eine
Hautinzision mehrere Proben durch Verdnderung des Punktionswinkels aus dem rechten
Leberlappen gewonnen und histologisch untersucht. Die Identifizierung signifikanter
Fibrosestadien (METAVIR F2-F4) stieg durch den Einsatz der Dual-Pass Methode um
ca. 16%. Allerdings fand sich in etwa 38% der Félle eine Diskrepanz zwischen den
erhobenen Fibrosegraden. Dennoch heben die Autoren die diagnostische Bedeutung der
Leberbiopsie im Vergleich zu Serummarkern und Ultraschall hervor (74). Doch die
Methode birgt auch Nachteile: eine im Rahmen einer chronischen Lebererkrankung
manifestierte Leberzirrhose ldsst sich in ca. 30 % der Félle nicht erfassen und
Fibrosestadien werden unterschitzt. Zudem sind die Befunde sehr abhéingig von der
Expertise des verantwortlichen Pathologen. Obwohl die Mortalititsrate einer
Leberbiopsie mit 1:10000 sehr niedrig ist, konnen Komplikationen wie Blutungen,
Pneumothorax oder Peritonitis die Akzeptanz der Untersuchungsmethode limitieren.
Insbesondere bei Kindern sollte die Indikationsstellung, nicht zuletzt wegen der nétigen
Sedierung, kritisch hinterfragt werden (17, 37). Bedeutende Vorteile der TE gegeniiber
der Leberbiopsie sind zum einen die Nicht-Invasivitit des Verfahrens und zum anderen
die GroBle des damit erfassten Lebervolumens. So reprdsentiert das bei einer Biopsie
entnommene Lebervolumen ca. 1:50.000 des Gesamtvolumens der Leber, wiahrend durch
die TE ca. 100 mal so viel Lebervolumen erfasst werden kann (17, 31). Nach aktuellen
Richtlinien wird eine Leberbiopsie bei Verdacht auf eine CFLD nur dann empfohlen,
wenn klinische Zeichen einer Lebererkrankung vorliegen, diese aber durch vorherige
Untersuchungen noch nicht belegt werden konnte (32). Zur Verlaufskontrolle scheint die
Leberbiopsie aufgrund der Invasivitidt und moglichen Komplikationen bei Patienten mit
CFLD nicht geeignet. Hier sollten nicht-invasive Verfahren eine iibergeordnete Rolle

spielen.
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4.1.2 Bildgebende Diagnostik: von Sonografie bis MR-Elastographie

Die Abdomensonographie gehort nicht zuletzt aufgrund ihrer Nichtinvasivitit, geringen
Untersuchungskosten und breiten Verfiigbarkeit zur Routinediagnostik bei CFLD (32,
81). Auffillige sonographische Befunde wie heterogene Echogenitit des
Leberparenchyms, eine wellige, knotige Leberkontur oder Zeichen der portalen
Hypertension konnen klinischen und/oder laborchemischen Verdanderungen vorausgehen
(81). Allerdings beschreiben diese bildmorphologischen Befunde bereits Spitstadien
einer CFLD (77). Im direkten Vergleich von sonographischen und histologischen
Befunden liefen sich Friihstadien der CFLD nicht verlédsslich durch die Sonographie
erfassen (85). Auch konnen Leberfibrose und -steatose nicht eindeutig im Ultraschall
differenziert werden (75). Sogar ein unauffélliger sonographischer Befund schlief3t eine
CFLD-assoziierte Leberzirrhose per se nicht aus (43). Zudem ist die Befundung von der
Qualitédt des Geridtes und der Erfahrung des jeweiligen Untersuchers abhédngig (85). Die
TE ist im Gegensatz dazu ein standardisiertes Verfahren zur Erfassung des
Fibrosestadiums bei chronischen Lebererkrankungen mit exzellenter Intra- und
Interobserver-Reliabilitdt (46). Durch die einfache Bedienung kann die Untersuchung
durch geschultes medizinisches Fachpersonal ausgefiihrt werden und muss nicht wie
beim Ultraschall durch einen Arzt erfolgen (31). Neben der TE ist das Acoutic Radiation
Force Impulse (Abk. ARFI) eine weitere Methode, die Elastizitit der Leber nicht-invasiv
zu bestimmen. Integriert in ein konventionelles Ultraschallgerit, induzieren akustische
Impulse eine Scherwelle im Gewebe, deren Ausbreitungsgeschwindigkeit {iber
Ultraschallwellen in m/s gemessen wird. Analog zur TE gilt: je steifer das Gewebe desto
hoher die Geschwindigkeit der Scherwelle (37). In einer Studie zu chronischen
Virushepatitiden korrelierten ARFI und TE-Werte signifikant mit den histologischen
Fibrosegraden F2-F4 (METAVIR Score) (48). Karlas et al. konnten dhnliche Resultate
bei erwachsenen Mukoviszidose-Patienten beobachten. ARFI und TE-Werte korrelierten
positiv und konnten zwischen nicht-zirrhotischen und zirrhotischen Stadien der CFLD
unterscheiden (63). Vorteile des ARFI gegeniiber der TE mdgen sein, dass es nicht zu
einer mechanischen Kompression des Gewebes kommt, wodurch die Lebersteifigkeit
mittels TE als zu hoch gemessen werden kann (37). Mittels ARFI konnen neben der Leber
auch andere Organgewebe wie beispielsweise Schilddriise, Milz oder Pankreas
untersucht werden, wiahrend der Fibroscan® ausschlieSlich Messungen iiber dem rechten

Leberlappen ermdglicht (37, 132). Und es ist vorteilhaft dass durch den B-Mode des
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Ultraschalls bei ARFI weitere assoziierte pathologische Veridnderungen wie Aszites oder
Splenomegalie dargestellt werden konnen (37). Allerdings birgt die bildgefiihrte ARFI
Untersuchungsmethode auch Nachteile, da der Untersucher die zu untersuchende Region
frei auswéhlen kann, was wiederum zu einer hohen Interobserver-Variabilitét fiihrt (114).
Zusammenfassend ladsst sich festhalten, dass ARFI und TE gleichwertig moderate bis
schwere Fibrosegrade aufdecken aber Schwichen in der Differenzierung milder

Fibrosegrade (METAVIR F0-F2) zeigen (63, 85).

Weitere nicht-invasive Untersuchungsverfahren zur Diagnostik der CFLD, wie die
Realtime-Elastographie (engl.: real-time tissue elastography, (RTE)) oder die
Magnetresonanz Elastographie (Abk. MRE) sind Gegenstand aktueller Forschungen (51).
Die Studienlage zur RTE scheint noch kontrar. Wahrend in einer Arbeit mit an Hepatitis
C erkrankten Patienten die erhobenen Werte mit den nach METAVIR Score
klassifizierten Fibrosegraden und der durch TE erhobenen Lebersteifigkeit
iibereinstimmten, korrelierten die Ergebnisse der TE und RTE Messungen im Vergleich
bei padiatrischen Patienten mit chronischen Lebererkrankungen, darunter auch zwanzig
Patienten mit Mukoviszidose, nicht miteinander (84, 115). Vielversprechender scheint
die MRE zu sein. Zwar sind die eingeschrinkte Verfligbarkeit und hohen
Untersuchungskosten als nachteilig zu werten aber durch das Verfahren kann die gesamte
Leber abgebildet und bereits milde Fibrosegrade mit einer hohen Sensitivitdt und
Spezifitit erfasst werden (135). Eine Studie konnte hier tiberzeugende Ergebnisse bei
einer kleinen Kohorte von Mukoviszidose Patienten mit CFLD zeigen (54). Dennoch
bedarf es weiteren Untersuchungen, da bisweilen einheitliche cut-off Werte fehlen.
Zudem wire es interessant auch die MRE in Follow-up Untersuchungen zur Diagnostik
der CFLD einzusetzen und diese mit anderen nicht-invasiven Untersuchungsmethoden

wie beispielsweise der TE zu vergleichen.

4.1.3 Bedeutung der TE zur Langzeitevaluation von CFLD-Patienten - Resultat der
vorliegenden Arbeit

Finf Prozent der CFLD Patienten haben ein erhohtes Risiko innerhalb der ersten
Lebensdekade an einer multilobuldren Leberzirrhose zu erkranken. Die Durchfiihrung

von TE-Verlaufsuntersuchungen wurde bereits von mehreren Autoren propagiert (4, 63).

Die vorliegende Arbeit ist eine der wenigen, welche die TE zur Diagnostik der CFLD in

Follow-up Untersuchungen evaluiert hat.

Seite 65 von 114



Unsere Arbeitsgruppe konnte eine Subgruppe von Patienten identifizieren (CFLDinc.
Gruppe, n= 9) bei denen nach circa drei Jahren Follow-up Untersuchung ein
kontinuierlicher Anstieg der TE-Werte von AT >0,38kPa/a verzeichnet werden konnte.
Wie bereits erwdhnt lagen die gemessenen TE-Werte zur Baseline Messung in allen drei
Gruppen in einem anndhrend gleichen Messbereich (Range: 4,2-4,7kPa). Ab dem dritten
Messzeitpunkt ergaben sich signifikante Mittelwertunterschiede in der CFLDinc.
Gruppe, oberhalb des Cut-offs von 6,3kPa, im Vergleich zu den Gruppen noCFLD und
CFLD. Auch anhand der Logit-Regressionsanalyse konnte gezeigt werden, dass mit
zunehmender Differenz der TE-Werte zwischen Baseline und Follow-up Messung auch
die Wahrscheinlichkeit zunahm der Risikogruppe (CFLDinc.) anzugehdren. Sieben von
acht Patienten der CFLDinc Gruppe waren Kinder und Jugendliche (medianes Alter: 12,7
Jahre), die auch klinisch eine deutliche Progression der Erkrankung aufwiesen. Alle
Patienten dieser Gruppe waren ménnlichen Geschlechts und litten zusdtzlich an einer
exokrinen Pankreasinsuffizienz. Beide Merkmale wurden bereits als Risikofaktoren fiir
die Entwicklung einer CFLD diskutiert (59). Die Probandenzahl in dieser Gruppe ist
allerdings zu gering, um an dieser Stelle einen kausalen Zusammenhang festmachen zu
konnen. Lediglich ein erwachsener Patient konnte der CFLDinc. Gruppe zugeordnet
werden. Hervorzuheben ist, dass bei diesem Patienten ecine Cholestase bei
Choledocholithiasis diagnostiziert wurde, weswegen der Elastographiewert im Follow-
up oberhalb des Cut-off Wertes auf 7,2 kPa anstieg. Nach erfolgreicher, operativer
Intervention sank der Elastographiewert auf 6,1 kPa zuriick. Der beobachtete Fall 14sst
einmal mehr vermuten, dass im Erwachsenenalter extrahepatische Komplikationen
vordergriindiger fiir eine Krankheitsprogression erscheinen als die Entwicklung einer fiir
die CFLD pathognomonischen fokal bilidren Zirrhose, die sich vor allem im Kindesalter
manifestiert. Er verdeutlicht dariiber hinaus, dass die TE in der Lage ist, auch akute
Verdnderung der Lebersteifigkeit zu registrieren (63). Dass die TE-Werte Hinweise {iber
das Erkrankungsausmal} der CFLD geben, konnte auch in anderen Untersuchungen
beobachtet werden (4, 102). So konnten wir beispielsweise in einer fritheren Studie
unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass Patienten mit CFLD und portaler Hypertension (Abk.:
PHT) signifikant hhere TE-Werte aufwiesen im Vergleich zu CFLD Patienten ohne PHT
und noCFLD Patienten (102).

Neben den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit findet sich in der Literatur nur eine

weitere 1 Jahr nach unserer Arbeit publizierte Studie, welche die Bedeutung der
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transienten hepatischen Elastographie zur Diagnostik der CFLD im Follow-up evaluierte.
Gominon et al. untersuchten 82 pédiatrische Mukoviszidose Patienten iiber einen
medianen Zeitraum von dreieinhalb Jahren. Der durchschnittliche Anstieg der TE-Werte
lag bei AT 0,23 kPa/a, wobei Patienten die im Verlauf eine CFLD entwickelten durch
einen rapideren Anstieg der Elastographiewerte (0,92 kPa/a) auffielen (51). Es ist
festzuhalten, dass im genannten Follow-up Zeitraum der Nachfolgestudie lediglich zwei
TE-Messungen erfolgten. Der Vorteil unserer eigenen Arbeit ist sicher, dass nicht nur
zwel sondern jahrliche TE-Messungen durchgefiihrt wurden. Durch einen jahrlichen
Untersuchungsalgorithmus kann eine Krankheitsprogression schneller diagnostiziert und

entsprechende Therapiemallnahmen eingeleitet werden.

Das besonders Kinder und Jugendliche von einer CFLD betroffen sind, verdeutlichen
sowohl unsere Daten als auch die Ergebnisse von Karlas et al. Hier konnte bei 41
Patienten im Erwachsenenalter keine Progression der TE-Werte ausgemacht werden. Die
Autoren betonen die Notwendigkeit eines ldngeren Untersuchungszeitraums, um die

Hypothese eines stabilen Verlaufs nach der Adoleszenz zu unterstreichen (63).

Unsere Verlaufsuntersuchungen konnten eine Subgruppe von vornehmlich padiatrischen
Patienten hervorheben die durch einen Anstieg der TE-Werte auffielen. Es ist

wiinschenswert zukiinftig ein besonderes Augenmerk auf diese Patientengruppe zu legen.

4.1.4 Diagnostische Bedeutung der Routinelaborparameter

Die Bestimmung der Leberenzyme GPT, GOT und [/GT wird von der europdischen
Richtlinie zur Diagnostik der CFLD im jahrlichen Intervall empfohlen und gehort an
spezialisierten Mukoviszidose-Zentren zur Routineuntersuchung (32). Innerhalb der
ersten 21 Lebensjahre weist der tiberwiegende Anteil der Patienten mindestens einen von
der Norm abweichenden GPT, GOT oder yGT Wert auf, wobei eine Erhéhung der
Transaminasen vornehmlich in den ersten zwei Lebensjahren registriert wird. Diese
Verdnderungen miissen aber nicht zwangsldufig auf eine CF-Hepatopathie hindeuten,
sondern konnen im Rahmen von Malnutrition, Medikamenteneinnahme oder
Entziindungsprozessen auftreten (134). Erst eine Erhohung oberhalb des Normwerts an
drei aufeinanderfolgenden Untersuchungen innerhalb eines Jahres nach Ausschluss

anderer Hepatopathien gilt als auffillig (32). In der vorliegenden Arbeit wurden
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richtlinienkonform  sowohl Leberenzyme (GPT, GOT, yGT) als auch
Cholestaseparameter (ALP und Bilirubin) bestimmt.

Fiir die Variablen GPT und GOT lagen die gemessenen Konzentrationen in allen drei
Gruppen zur Baseline-Messung im Normbereich. In der CFLDinc Gruppe zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der Serumkonzentration von GPT und GOT im Follow-up nach
circa drei Jahren wihrend sich die gemessenen Serumkonzentrationen in der noCFLD
und CFLD Gruppe auch zum Follow-up im Normbereich befanden. Ein Anstieg der
Aminotransferasen kann auf eine hepatozelluldre Funktionsstérung hinweisen. Bei bis zu
67% der CF-Patienten kann ein isolierter Anstieg der Transaminasen Ausdruck einer
Steatosis hepatis sein (28, 32). Fiir die Diagnostik von Lebererkrankungen ist die
Sensitivitdt der GOT wesentlich geringer als die der GPT (71% vs. 83%). So ist ein
alleiniger Anstieg der GOT nicht hinweisend auf eine Lebererkrankung, wihrend ein

Anstieg der GPT ein sensitiver Indikator fiir einen Leberzellschaden ist (70).

Die yGT ist ein membranstdndiges Enzym der Hepatozyten und Cholangiozyten. Neben
threm Vorkommen in der Leber kommt sie u.a. im Pankreas und Diinndarm vor. Die
hochste Konzentration findet sich allerdings in den Nieren (70). Ein Anstieg der yGT im
Serum ist fast ausschlieBlich hepatischen Ursprungs und kann sowohl auf einen
Leberzellschaden als auch eine hepatobilidre Erkrankung hindeuten (70). Bodewes et al.
fanden bei CFLD-Patienten mit Leberzirrhose signifikant hohere yGT Werte im Serum
als bei CFLD Patienten ohne Leberzirrhose. Sie postulierten die Notwendigkeit
wiederholter yGT-Messungen, um Risikopatienten zu evaluieren (16). Unsere
Auswertung zeigte zur Baseline-Messung signifikant erhohte yGT -Konzentrationen im
Serum von Patienten mit CFLD gegeniiber Patienten ohne CFLD (noCFLD Gruppe). In
der CFLDinc Gruppe stieg die YGT -Konzentration bei vier der neun Patienten von der
Baseline- zur Follow-up-Messung an, so dass eine signifikante Verdnderung der yGT -
Konzentration von der Baseline zur Follow-up Messung nach circa drei Jahren beobachtet
wurde. Unsere Ergebnisse zeigen folglich, dass die wiederholte Bestimmung der yGT im
Serum ihre diagnostische Berechtigung hat, es allerdings erst zu einer deutlichen
Progression der yGT Serumkonzentration kommt, wenn klinisch bereits Zeichen einer

Leberzirrhose vorliegen.
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Die alkalische Phosphatase (AP) ist ein sensitiver Marker fiir hepatobilidre und
cholestatische Erkrankungen. Thre Aktivitit wird durch Gallenséuren stimuliert (70). In
allen drei untersuchten Gruppen (noCFLD, CFLD, CFLDinc.) waren die Mittelwerte zu
den Baseline- und Follow-up Messungen iiber der Norm erhoht, aber in keiner Gruppe
zeigte sich eine signifikante Verdnderung der AP-Konzentration von der Baseline- zur
Follow-up Messung. Unsere Analyse ergab die hochste AP Konzentration zur Baseline
und Follow-up Messung in der CFLDinc Gruppe. Die Interpretation der AP als
enzymatischer Marker einer Cholestase wird erschwert durch die erhohte Aktivitéit der
Osteoblasten im Rahmen des Knochenwachstums so dass sich im Kinder-und Jugendalter
per se eine erhohte AP-Konzentration im Serum finden ldsst. Dariiber hinaus kann es
durch chronisch-obstruktive Lungenerkrankungen zu einer Erhohung der AP
Konzentration im Serum kommen (70). Ein Anstieg der AP sollte dementsprechend
immer in Verbindung mit der yGT - und Transaminasen-Konzentration interpretiert

werden (32).

Bilirubin entsteht vorwiegend durch den Abbau des Himoglobins und wird an Albumin
gebunden zur Leber transportiert. In den Hepatozyten wird es durch Glucuronidierung in
seine wasserlosliche Form {iberfiihrt, um aktiv in die Gallenkanalikuli sezerniert zu
werden. Der Bilirubinstoffwechsel wird u.a. durch schwere Lebererkrankungen gestort,
denn mit zunehmendem Leberzellschaden nimmt auch die exkretorische Kapazitét der
Leber ab (5). In der vorliegenden Arbeit fand sich in keiner der drei untersuchten
Gruppen (noCFLD, CFLD, CFLDinc.) eine Erhéhung des Gesamtbilirubins zur Baseline
und Follow-up Messung. Eine mogliche Erkldarung dafiir konnte sein, dass die
exkretorische Funktionsleistung der Leber hinsichtlich Bilirubin physiologisch doppelt
so hoch ist, sodass es erst in einem spédten Erkrankungsstadium zu einer Erhéhung des
Serumbilirubins kommt. Aulerdem kann die Bilirubinkonzentration durch die Einnahme
von Medikamenten fdlschlicherweise als zu niedrig gemessen werden, da die
Bindungsstellen des Albumins durch die pharmakologischen Substanzen besetzt werden

konnen (70).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass sich bei einer CFLD oft nur milde oder
intermittierende Erh6hungen der Transaminasen und Cholestaseparameter finden (32).So
weisen etwa 25-50 Prozent der Mukoviszidose Patienten eine Erhohung der genannten

Leberwerte auf, was nicht unmittelbar auf das Vorliegen einer CFLD hindeuten muss
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(134). Im Gegensatz dazu konnen bei CFLD-Patienten mit multilobulédrer Zirrhose GPT-
, GOT- und yGT-Serumkonzentrationen im Normbereich liegen (32). Ein Anstieg auf das
Dreifache tiber der Norm wird nur selten und wenn, dann meist nur im fortgeschrittenen
Erkrankungsstadium beobachtet (134). Es ist somit nicht verwunderlich, wenn aufgrund
der niedrigen Sensitivitdt und Spezifitdt der Routinelaborparameter deren Effizienz zur
Diagnostik der CFLD wiederkehrend hinterfragt wird und die Suche nach alternativen

Serummarkern zunehmend an Bedeutung gewinnt (32, 33, 121).

4.1.5 Diagnostische Bedeutung der Serumfibrosemarker TIMP-1, TIMP-2, TIMP-4,
Endoglin und YKL-40

4.1.5.1 TIMPs

Im gesunden Lebergewebe unterliegen der Auf- und Abbau der EZM einem dynamischen
Prozess, welcher maf3geblich durch den Einfluss von MMPs und TIMPs reguliert wird
(58, 110). Dieses komplexe Gleichgewicht ist bei chronischen Lebergewebsschiden
gestort, wobei die Degradation der Matrix im Vergleich zur Matrixsynthese vermindert
ist (65). Besonders aktivierte hepatische Stellatzellen konnen durch die erhohte
Expression von TIMPs, MMPs inhibieren und zur Akkumulation von Proteinen der EZM
fiihren (58). Neuere Studien gehen allerdings davon aus, dass die Rolle der TIMPs in der
Regulation der EZM divergent ist und ein Verlust der TIMPs nicht nur mit einer
gesteigerten Proteolyse sondern auch Akkumulation der EZM einhergehen kann. Diese
Beobachtung scheint allerdings von der durch die spezifische TIMP inhibierten MMP
und dem spezifischen Gewebe abhingig zu sein (7). Unsere Arbeitsgruppe konnte in den
letzten Jahren die Bedeutung von TIMP-1,-2 und -4 als valide Biomarker fiir die
Diagnostik der CFLD hervorheben. So zeigte eine Untersuchung unserer Arbeitsgruppe,
dass die Serumexpression von TIMP-1 die hochste diagnostische Genauigkeit zur
Detektion einer CFLD aufwies und dass die Serumexpression von TIMP-2 verldsslich
zwischen noCFLD und CFLD Patienten unterschied und CFLD Patienten mit portaler
Hypertension signifikant hohere TIMP-2 Serumkonzentrationen als CFLD Patienten
ohne portale Hypertension zeigten (102). In einer weiteren Studie wurde die Expression
von TIMP-4 im Serum von Mukoviszidose-Patienten mit und ohne Leberbeteiligung
erhoben. In der Gruppe der CFLD Patienten fand sich eine signifikant hohere TIMP-4
Serumexpression als bei noCFLD Patienten (101). Da die vorausgegangenen
Evaluationen auf einmaligen Messergebnissen beruhten, untersuchten wir TIMP-1, 2 und

4 im Follow-up, um deren Relevanz als prognostische Serumfibrosemarker zur Detektion
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von Risikopatienten zu beleuchten. Bereits ab der Baseline-Messung sahen wir eine
signifikant hohere Expression von TIMP-1 und -2 im Serum der CFLDinc.- Gruppe im
Vergleich zu Patienten der noCFLD- und CFLD-Gruppe. Fiir TIMP-1 konnte zudem ein
signifikanter Unterschied zwischen Patienten der noCFLD und CFLD-Gruppe
ausgemacht werden, dahingehend dass in der CFLD-Gruppe eine signifikant hohere
TIMP-1 Expression im Vergleich zur noCFLD- Gruppe zu sehen war. Neben den
Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe findet sich nur eine Veroffentlichung welche die
Relevanz von TIMP-1 zur Diagnostik der CFLD weiter ausfiihrt. Pereira et al. sahen eine
hohere Expression von TIMP-1 bei CFLD- im Vergleich zu noCFLD-Patienten und
evaluierten TIMP-1 als Serummarker fiir das CFLD-Friihstadium (94). Auch im
Zusammenhang mit anderen chronischen Lebererkrankungen wurden die Vertreter der
TIMP-Familie bereits untersucht (9). Bei Patienten mit Hepatits C korrelierte die
Serumkonzentration von TIMP-1 und -2 mit dem Schweregrad des
Lebergewebeschadens, und in Tiermodellen fand sich eine erhdhte Expression von
TIMP-1 und TIMP-2 nach toxisch und cholestatisch induziertem Leberzellschaden (111,
129). Wihrend der Einfluss von TIMP-1 und TIMP-2 in der Pathophysiologie der
Leberfibrose vielfach tiberpriift wurde, ist die Rolle von TIMP-4 diesbeziiglich nur
unzureichend untersucht. Bisher wurde angenommen dass die Expression von TIMP-4
auf bestimmte Gewebe wie die von Herz, Niere, Pankreas oder Kolon beschriankt ist und
das Protein mit Tumorinvasion und -proliferation in Verbindung steht (80). Nadler et al.
konnten allerdings zeigen, dass Mause, die aufgrund einer induzierten bilidren Atresie an
einer Leberfibrose litten, neben einer erhdhten Expression von TIMP-1 auch signifikant
erhohte Level von TIMP-4 aufwiesen (87). Auch Rath et al. wiesen die hochste
Serumexpression von TIMP-4 bei Hepatitis C Patienten mit manifester Leberzirrhose
nach und vermuteten, dass die Hohe des exprimierten TIMP-4 im Serum in
Zusammenhang mit dem Fibrosegrad steht (101). Warum in der vorliegenden Arbeit die
hochste Expression von TIMP-4 in der CFLD-Gruppe und nicht der CFLDinc- Gruppe
zu finden war, muss offenbleiben. Bei zahlreichen malignen Tumoren, wie z.B. Prostata-
, Mamma- oder Pankreas-Karzinomen, fand man im Vergleich zum Initialstadium, im
Spétstadium eine erniedrigte Expression von TIMP-4 (80). Ob diese Beobachtung auch
auf fortgeschrittene CFLD Stadien iibertragbar ist, bleibt an dieser Stelle hypothetisch

und bedarf weiterer Untersuchungen.
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Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, dass Vertreter der TIMP-Familie
vielversprechende Biomarker zur Identifizierung von Patienten mit CFLD sind. Nicht nur
unterschieden sich die Serumkonzentrationen von TIMP-1, -2 und TIMP-4 zwischen den
untersuchten Gruppen, es ist vor allem hervorzuheben, dass in der vorliegenden Arbeit
bereits zur Baseline Messung eine signifikant hhere Serumexpression von TIMP-1 und
-2 in der CFLDinc-Gruppe vorlag und dass zu einem Zeitpunkt, an dem die
Messergebnisse der Fibroscanuntersuchung noch keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen erkennen lieBen. Auch wenn die Aufnahme von TIMP-1 und
TIMP-2 in den diagnostischen Algorithmus einen entscheidenden Beitrag leisten konnte
Risikopatienten fiir CFLD friihzeitig zu entdecken, so bleibt die Etablierung neuartiger
Serumfibrosemarker weiterhin eine Herausforderung. Es fehlen einheitliche Leitlinien
und Normwerte existieren bislang auch nicht. Nicht zuletzt ist die routineméfBige
Bestimmung der Fibrosemarker mit erheblichen Mehrkosten und Arbeitsaufwand
verbunden. Die Tatsache, dass besonders Kinder an einer CFLD erkranken, sollte
allerdings die Forschungsbestrebungen fiir verbesserte Friiherkennungsmethoden

vorantreiben.

4.1.5.2 Endoglin

TGF-f ist eines der zentralen Zytokine in der Pathogenese von
Lebergewebsschidigungen unterschiedlicher Atiologien und an allen Stadien der
Krankheitsprogression bis hin zur Entstehung hepatozelluldrer Karzinome (HCC)
beteiligt (35). Durch Aktivierung der hepatischen Sternzellen wird die Synthese von
Proteinen der extrazelluliren Matrix (EZM), wie Proteoglykane, Fibronektin und
Kollagen stimuliert (26). Auch die Degradation der EZM wird iiber TGF-f vermittelt und
bewirkt eine gesteigerte Synthese der TIMPs (82). Die TGF-B Signaltransduktionskette
kann durch Endoglin und Betaglycan reguliert werden. So kann Endoglin die TGF-f
Signalkaskade von ALK5-Smad2/3 zu ALK 1-Smad1/5 verlagern und die profibrotischen
Eigenschaften von TGF-f begiinstigen (82). In der Leber wird Endoglin in HSC sowie
septalen und portalen Myofibroblasten exprimiert (26). Eine vermehrte Expression von
Endoglin fiihrt zu einer gesteigerten TGF-f induzierten Smad1/5 Phosphorylierung und
u.a. damit zu einer vermehrten a-Smooth Muscle Actin Expression (Abk.: a-SMA), ein
Protein welches mafigeblich an den Prozessen der Fibrogenese beteiligt ist. Aufgrund
dieser Eigenschaften wurde Endoglin bereits als potenzieller Verlaufsmarker bei

progressiven Lebererkrankungen diskutiert (83). Rath et al. untersuchten als Erste die
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Bedeutung von Endoglin als neuartigen Biomarker fiir die Diagnostik einer CFLD. Sie
konnten zeigen, dass Patienten mit CFLD eine signifikant hohere Serumexpression von
Endoglin aufwiesen als Patienten ohne CFLD (101). Auch bei Patienten mit chronischer
Hepatitis C fand sich eine erhdhte intrahepatische- und Serumexpression von Endoglin
und TGF-f im Vergleich von Friih- und Spitstadien der Leberfibrose. Folglich konnte
gezeigt werden, dass die Konzentrationen von Endoglin positiv mit dem

Erkrankungsausmall korrelierten (26).

In der vorliegenden Arbeit wurde die hochste Konzentration von Endoglin im
Patientenserum der CFLDinc-Gruppe gemessen. Hier ergaben sich im Mittelwert
Endoglinkonzentrationen zur Baseline-Messung von 7,8ng/ml und zum Follow-up von
8,Ing/ml. Diese Ergebnisse sind annéhrend gleich zu den Ergebnissen von Rath et al. bei
denen ein cut-off der Endoglinkonzentration im Serum von 8,6 ng/ml zur Diagnose einer
CFLD berechnet wurde (101). Anders verhélt es sich mit den Beobachtungen von
Clemente et al. bei denen weitaus hohere intrahepatische und Serumkonzentrationen von
Endoglin bei HCV-Patienten gemessen wurden (47,5 ng/ml bis 55,5 ng/ml). Die Hohe
der Endoglinexpression im Serum scheint abhingig von der Atiologie der
Lebererkrankung zu sein. Die Bestimmung der intrahepatischen Endoglinexpression wird
bei CFLD Patienten aufgrund der Invasivitit und den mit einer Leberbiopsie verbundenen
Komplikationen nur unldngst zu realisieren sein. Um letztendlich die genaue Funktion
von Endoglin zu verstehen und mogliche Target-Therapien ableiten zu konnen, wird die
differenzierte Untersuchung von L-Endoglin, S-Endoglin, und sol-Endoglin unerlésslich
sein. Denn es konnte gezeigt werden, dass die Isoformen einer unterschiedlichen
Regulation im Lebergewebe unterliegen und dass, in Abhéngigkeit vom Zelltyp,
Endoglin auch eine protektive Rolle hinsichtlich der Leberfibrogenese einnimmt (2). Was
diese Ergebnisse fiir die CF-assoziierte Hepatopathie bedeuten und ob sich daraus eine
mogliche diagnostische und therapeutische Konsequenz ableitet, miisste in

weiterfuhrenden Studien untersucht werden.

4.1.5.3 YKL-40

Die biologische Funktion von YKL-40 ist bislang noch nicht vollstandig geklart (95).
Untersuchungen von chronisch-inflammatorischen Erkrankungen wie der Rheumatoiden
Arthritis, Morbus Crohn oder Asthma bronchiale zeigten erhdhte Serumlevel von YKL-

40, so dass dem Glykoprotein eine Bedeutung als Entziindungsmarker zugeschrieben
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wird (69, 127). Es wird vermutet, dass YKL-40 in der Lage ist, {iber den MAP-Kinase-
Signalweg Migration und Proliferation von Bindegewebszellen wie beispielsweise
Fibroblasten zu initiieren und somit zur Fibrogenese beizutragen. Die Studienlage zu
YKL-40 als neuartigem Serummarker zur Diagnostik einer Leberfibrose ist allerdings
widerspriichlich (95). Bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen konnte durch
immunhistochemische Untersuchungen eine erhohte Expression von YKL-40 in
fibrotischen Arealen nachgewiesen werden (61). Weiterfilhrend wurde in Studien
beobachtet, dass die Serumkonzentration von YKL-40, unabhiingig von der Atiologie der
Lebererkrankung, mit dem Fibrosegrad korrelierte (103, 136) Im Gegensatz dazu zeigten
Lebensztejn et al., dass Kinder mit chronischer Hepatits B zwar signifikant erhohte YKL-
40 Serumkonzentrationen im Vergleich zur Kontrollgruppe hatten, eine Differenzierung
zwischen den Fibrosestadien aber nicht mdglich war (72). Die Bedeutung von YKL-40
als Fibrosemarker bei CFLD wurde durch unsere Arbeitsgruppe untersucht. CFLD
Patienten zeigten signifikant erhdhte YKL-40- Serumkonzentrationen im Vergleich zu
noCFLD-Patienten. In der vorliegenden Untersuchung lagen zwar unterschiedliche
Serumkonzentrationen von YKL-40 in den einzelnen Gruppen (noCFLD, CFLD und
CFLDinc.) vor, allerdings erreichten diese im Gruppenvergleich kein Signifikanzniveau.
Die Korrelationsanalyse ergab eine signifikant positive Korrelation zwischen YKL-40
und TIMP-4. Dieses Ergebnis unterstreicht bisherige Beobachtungen, bei denen die
YKL-40 Serumkonzentration mit Proteinen der EZM (TIMP-1, Hyaluron u.a.) korrelierte
(95). Auch wenn der Beitrag von YKL-40 zur Leberfibrogenese noch nicht abschlieBend
geklart ist, so handelt es sich am ehesten um einen Wachstumsfaktor, welcher sowohl von
Kupffer-Zellen als auch natiirlichen Killer-T-Zellen freigesetzt wird und die Produktion
der EZM stimuliert. Diese Erkenntnis konnte ein erster Anhaltspunkt fiir mdgliche
Targettherapien sein (95). Weiterfiihrende Studien an groferen Patientenkohorten
miissten bewerten, ob YKL-40 als valider Serummarker fiir die Diagnostik der CFLD

geeignet ist.

4.2  Limitation der Studie

Eine der grofiten Herausforderungen dieser Studie war die Klassifizierung der Patienten
auf Basis der aktuellen diagnostischen Richtlinien (32) . Zwar schlagen die bisher
etablierten Diagnoserichtlinien einen sehr ausfiihrlichen Algorithmus vor, dennoch ist die
Erfassung von Patienten besonders in frithen Erkrankungsstadien durch die starren

Kriterien stark limitiert. In einer fritheren Evaluation unserer Arbeitsgruppe an 176
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adulten und juvenilen Mukoviszidose-Patienten zeigten wir, dass nur zehn Patienten und
zwar erst im Spitstadium der Erkrankung mit klinischer Evidenz einer multilobuldren
Zirrhose, die Diagnosekriterien (siche Kapitel 1.6.1) nach Debray et al. erfiillten (97).
Ahnliche Ergebnisse beobachteten auch Koh et al., die in einer Follow-up Studie mit 36
adulten Mukoviszidose-Patienten die TE und nicht-invasive Fibrosescores (Abk. APRI
(AST-to-platelet ratio index), FIB-4 (Fibrosis-4 index), AAR (AST-to-ALT ratio) in die
Diagnosekriterien einschlossen und somit 25 Prozent mehr Patienten mit CFLD
registrieren konnten als unter alleiniger Beriicksichtigung der propagierten
Diagnoserichtlinien nach Debray et al. (67). Aktuell wird an einer einheitlichen CFLD

Definition sowie an Kriterien zur Diagnosestellung gearbeitet (33).

Eine weitere Einschrankung dieser Arbeit ist, dass die erhobenen TE-Messwerte und
Serumfibrosemarker nicht mit histopathologischen Befunden verglichen werden konnten.
Ein Grund dafiir ist vor allem, dass die Leberbiopsie nicht zur Routinediagnostik bei
CFLD gehort weswegen bei keinem der untersuchten Patienten unserer Kohorte ein
histopathologisches Staging des Lebergewebes vorlag. Zu bedenken war dariiber hinaus,
dass das mit einer Leberbiopsie verbundene Nutzen-Risiko-Verhiltnis bei der hohen

Anzahl an pidiatrischen Patienten in Frage gestellt werden musste.

Bei der transienten Elastographie tragen neben einer Reihe von Faktoren wie Aszites,
Adipositas oder schmale Interkostalrdume, insbesondere auch inflammatorische Prozesse

und Infektionen zu einer erh6hten Messfehlerquote bei (130).

Des Weiteren lisst die TE keinen Riickschluss auf die Atiologie der Hepatopathie zu, was
besonders fiir die Wahl anschlieBender Diagnostik und Therapie von Bedeutung ist. Um
die Diagnosestellung der CFLD zu erleichtern, existieren aktuell keine einheitlichen,
zentrumsiibergreifenden cut-off Werte oder Untersuchungsanweisungen. Arena et al.
propagieren beispielsweise eine 2-3 stiindige Fastenperiode vor TE-Messungen, da durch
eine erhohte postprandiale Blutzirkulation die Lebersteifigkeit beeinflusst werden kann
(6). Es wire wiinschenswert, diese Faktoren zukiinftig in weiteren Studien zu beleuchten

um standardisierte Untersuchungsabldufe zu etablieren.

Die in dieser Arbeit erhobenen Serumfibrosemarker sind weder leber- noch
erkrankungsspezifisch. Bei Mukoviszidose-Patienten mit moderater bis schwerer

respiratorischer Insuffizienz fand sich bspw. eine signifikant erhdhte Serumkonzentration
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von YKL-40 und TIMP-1 (104). Zusitzlich scheint das kindliche Wachstum die
Expression der TIMPs zu beeinflussen (94). Zwar zeigen die hier erhobenen
Serumfibrosemarker vielversprechendes Potenzial, um eine CFLD friihzeitig zu
diagnostizieren, allerdings miissen gerade wegen des multisystemischen Charakters der
Mukoviszidose, Storfaktoren erkannt und ausgeschlossen werden, um den tatsichlichen
diagnostischen Nutzen der Serumfibrosemarker sowie die verbundenen Mehrkosten zu

rechtfertigen.

Die statistische Datenauswertung zur vorliegenden Arbeit wurde aufgrund der niedrigen
Fallzahl erschwert. Fiir die Ergebnisinterpretation der Logistischen Regressionsanalyse
ist darauf zu achten, dass eine niedrige Fallzahl die Berechnung der Odds Ratio stark
beeinflussen kann und letztlich zur Ableitung falscher Schlussfolgerungen und verzerrten
Tendenzen fithrt. Um ein stabiles Modell zu erhalten, werden pro Modellparameter
mindestens zehn Beobachtungen bendétigt (13). Fiir die CFLDinc-Gruppe konnte diese
Voraussetzung nicht ganz erfiillt werden. Eine dhnliche Problematik zeigte sich bei der
Auswertung der Korrelationsanalyse. Aufgrund der niedrigen Fallzahl war es nicht
moglich, eine Berechnung fiir die CFLDinc- Gruppe durchzufiihren. Bei der
Interpretation sollte darauf geachtet werden, dass die Korrelation zweier Variablen nichts
iiber deren tatsdchliche Ursache-Wirkungs-Beziehung aussagen kann. So ist z.B. eine
hohe Korrelation kein Beweis dafiir, dass ein direkter ursdchlicher Zusammenhang

zwischen den Variablen besteht (100).

4.3  Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit =zeigen, dass durch jadhrliche TE-
Verlaufsmessungen Patienten detektiert werden kénnen, die durch eine Progression der
Lebersteifigkeit auffallen. Diese Erkenntnis ist von besonderer Relevanz, da es sich
hierbei vorwiegend um Patienten im Kindes- und Jugendalter handelt bei denen wir ein
erhohtes Risiko fiir einen fulminanten Krankheitsverlauf vermuten. Dariliber hinaus
konnten wir zeigen, dass auch Serumfibrosemarker zur Diagnostik der CFLD geeignet
sind. Besonders hervorzuheben sind an dieser Stelle die Proteine TIMP-1 und TIMP-2,
deren Messwerte signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen ergaben

und deren Proteinkonzentrationen die Erkrankungsauspragung widerspiegelte.
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Auch wenn die Ergebnisse dieser Arbeit aufgrund der limitierten Probandenzahl nur
eingeschrinkte Aussagen zulassen, so kdnnten die evaluierten Proteine wertvolle Marker
zur Friith- und Verlaufsdiagnostik der CFLD darstellen, deren Praktikabilitidt in
multizentrischen Studien iiberpriift werden muss. Bisher wurden in einer Metaanalyse
Studienergebnisse zum Einsatz der TE bei CFLD evaluiert und die Kombination aus TE
und APRI zur Diagnostik der CFLD hervorgehoben (71). Es sollte weiterhin von
besonderem Interesse sein, das Bewusstsein flir die CF-assoziierten Erkrankungen wie
der CFLD zu schulen. Dafiir ist ein internationaler Konsens zu Klassifikations- und

Diagnoserichtlinien unerlésslich.

In der Zukunft werden weiterhin Forschungsbestrebungen zu kurativen Therapieansitzen
von Bedeutung sein. Bisher hat man mit den CFTR-Modulatoren bereits deutliche
Verbesserungen der Lungen- und der exokrinen Pankreasfunktion erreichen konnen.
Diese Medikamente sind allerdings bislang Patienten mit der Mutation G551D und
Patienten die homozygot fiir die Mutation F508Del sind vorbehalten. Die neue
Generation an CFTR- Modulatoren wie Tezacaftor konnte in Kombination mit Ivacaftor
auch Symptomverbesserungen bei Patienten mit heterozygoter F508Del Mutation
erzielen. In klinischen Studien wird zudem eine Triple Therapie aus Ivacaftor und
Tezacaftor zusammen mit neuen CFTR Korrektoren und Potenziatoren untersucht (VX-
440, VX-152, VX-659) (22). Welche Auswirkungen diese Wirkstoffe auf die CFLD
haben koénnen ist bisher nicht bekannt, unter anderem weil Lebererkrankungen zu den
Ausschlusskriterien der Studien zéhlen (33). Ein anderer Forschungsansatz liegt in der
Inhibition des ENaC. Ein Funktionsverlust des CFTR resultiert in einer unzureichenden
Inhibition des ENaC mit folglich erhohten intrazelluldren Transport von Natrium und
Wasser. Dies fiihrt zur Dehydratation der ASL. Ein Therapieansatz zur Inhibition des
ENaC wire fiir alle CFTR-Mutationen zuginglich da die Wirkung unabhéngig vom
CFTR Defekt ist. Aktuell gehen ENaC-Inhibitoren in Phase-2 Studien. Die erste
Generation zeigte bislang nur einen unzureichenden Effekt auf die Lungenfunktion (57,

118).

Zuletzt ist die Gentherapie und Genkorrektur von Forschungsinteresse. Eine kurative
Therapie konnte unabhingig vom CFTR-Genotyp etabliert werden. Zwischenergebnisse
zu Phase-1/2-Studien zum mRNA Inhalativum MRT5005 zeigen erste vielversprechende
Ergebnisse zur Verbesserung der Lungenfunktion (56).
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Um die Auswirkungen dieser Therapiemoglichkeiten auf die CFLD untersuchen zu
konnen, wiren sensitive Verlaufsparameter notwendig. Die Kombination aus transienter
hepatischer Elastographie sowie Serumfibrosemarkern konnte als Follow-up Instrument

genutzt werden.

4.4 Zusammenfassung:

Einleitung: Die Cystische Fibrose ist mit einer Inzidenz von 1:2.500 die hiufigste
autosomal-rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung in der kaukasischen Bevolkerung.
Etwa ein Drittel der erkrankten Patienten entwickeln eine CF-Hepatopathie (englisch:
Cystic fibrosis liver disease, CFLD) wobei sich bei fiinf bis zehn Prozent innerhalb der
ersten Lebensdekade eine multilobuldre Zirrhose manifestiert. Nicht-invasive Parameter
fiir die routinemifige Diagnostik der CFLD finden bisher keinen Einzug in den
diagnostischen Algorithmus. Ziel dieser Arbeit war die Langzeitevaluation nicht-
invasiver Serumfibrosemarker und der TE um Risikopatienten fiir die Entwicklung einer

CFLD friihzeitig zu detektieren.

Material und Methoden: Das untersuchte Kollektiv umfasste 37 Patienten, 12 Erwachsene
und 25 Kinder und Jugendliche welche sich iiber einen Mindestzeitraum von drei Jahren
TE-Messungen und zwei Serumentnahmen unterzogen. Anhand der durch TE ermittelten
Lebersteifigkeit und klinischen Befunde wurde das Kollektiv in drei Gruppen stratifiziert.
Mukoviszidosepatienten = ohne  Leberbeteiligung  (noCFLD), Patienten mit
Leberbeteiligung (CFLD) und Patienten bei denen ein durchschnittlicher Anstieg der TE-
Werte um >0,38kPa/a auffiel (CFLDinc.). AnschlieBend erfolgte die Untersuchung der
Serumfibrosemarker TIMP-1, -2, -4, Endoglin und YKL-40 mittels ELISA. Die
Datenauswertung umfasste eine Varianzanalyse mit Messwiederholungen um die

Mittelwerte innerhalb und zwischen den Gruppen zu vergleichen.

Ergebnisse: Zur Basis-Messung lagen die gemessenen TE-Werte in allen drei Gruppen in
einem Intervall von 4,2-4,7kPa. Ab dem dritten Messzeitpunkt ergaben sich signifikante
Mittelwertunterschiede in der CFLDinc. Gruppe oberhalb des Cut-offs von 6,3 kPa im
Vergleich zu den Gruppen noCFLD und CFLD.

Des Weiteren sahen wir zur Basis-Messung eine signifikant hohere Expression von

TIMP-1 und -2 im Serum der CFLDinc. Gruppe im Vergleich zu Patienten der noCFLD-
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und CFLD-Gruppe. Fiir TIMP-1 konnte zudem ein signifikanter Unterschied zwischen
Patienten der noCFLD und CFLD Gruppe elaboriert werden.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass durch jahrliche
TE-Messungen Patienten detektiert werden konnen, die durch eine Progression der
Lebersteifigkeit auffallen. Dariiber hinaus konnten wir zeigen, dass auch
Serumfibrosemarker das potenzielle Erkrankungsausmal} widerspiegeln und folglich als
diagnostische Verlaufsparameter geeignet sind. Vielversprechend scheinen hier

besonders TIMP-1 und TIMP-2 zu sein.

Summary:

Introduction: Occurring in one out of every 2,500 Caucasians, Cystic Fibrosis is the
most autosomal-recessive inherited metabolic disease. Approximately one third of
patients with Cystic Fibrosis develop an associated liver disease (CFLD) from which five
to ten per cent suffer from a multilobular cirrhosis in their first decade of life. Non-
invasive parameters for the routine diagnostic of CFLD remain thus far not recognized in
the diagnostic algorithm. The aim of this thesis was to study the long-term evaluation of
serum fibrosis markers and TE for the detection of patients at risk for the development of

CFLD.

Materials and methods: We studied a cohort of 37 patients, 12 adults and 25
children/adolescents who underwent TE measurements over a time period of at least three
years and had no less than two blood samples taken. According to the TE results and
clinical findings three groups were categorized: (i) CF-patients without liver disease
(noCFLD); (i1) patients with liver disease (CFLD); and (iii) patients who showed an
average increase of liver stiffness of >0,38kPa/a (CFLDinc.). Subsequently, we measured
the following serum markers of fibrosis: TIMP-1, -2, -4, Endoglin, and YKL-40 by
ELISA. An analysis of variances was performed to compare the means within and

between the groups.

Results: Baseline TE values for all three groups were in a range between 4.2-4.7 kPa.
When accessing the third measurement point we saw a significant difference of liver
stiffness in the CFLDinc. group above the cut-off of 6.3 kPa in comparison to the
noCFLD and CFLD group. Additionally, there was a higher serum expression of TIMP-
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1 and TIMP-2 in CFLDinc. patients in comparison to the noCFLD and CFLD group.

TIMP-1 serum expression also showed a significant difference between the noCFLD and

CFLD group.

Conclusion: The present results illustrate that with yearly follow-up TE measurements it
is possible to detect patients with a progression of liver stiffness. Furthermore, our results
suggest that serum markers of fibrosis, remarkable TIMP-1 and TIMP-2, can reflect the

possible degree of disease and therefor are suitable as diagnostic parameters.
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5 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Ausgeschriebenes Wort

AAR AST-to-ALT ratio

ANOVA Analysis of Variance

AP Alkalische Phosphatase

APRI Aminotransferase to platelet ratio index

ARFI Acoustic Radiation Force Impulse

ASL Airway surface liquide

aSMA Alpha smooth muscle actin

ATP Adenosintriphosphat

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

CaCC Calcium activated Chlorid Channel

CF Cystic Fibrosis, Cystische Fibrose

CFLD Cystic Fibrosis liver disease

noCFLD No Cystic Fibrosis liver disease

CFLDinc Cystic Fibrosis liver disease increase, (increase
(Engl.), Anstieg) CFLD

CFTR Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator

CT Computertomographie

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ENaC Epithelial Na Channel

ERCP Endoskopisch retrograde
Cholangiopankreatikographie

ER Endoplasmatisches Retikulum

EZM Extrazelluldre Matrix

EZR Extrazellularraum

ff fortfolgende

FIB-4 Fibrosis-4 Index

FXR Farnesoid X-Rezeptor

yGT Gamma-Glutamyltransferase

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase

GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase

HCC Hepatocellular carcinoma, Hepatozelluldres
Karzinom

HHTI Hereditire hdmorrhagische Teleangiektasie I

HRP Horseradisch peroxidase

ICM Intestinal current measurement
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IL-6 Interleukin 6

IQR Interquartile Range

IRT Immunreaktives Trypsin

kPa Kilopascal

MAP Mitogen-activated protein kinase

mHAI Modifizierter Hepatitis-Aktivitits-Index

MMP Matrixmetalloproteinasen

MRCP Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie

MRE Magnetresonanz Elastographie

MRT Magnetresonanztomographie

MW Mittelwert

NASH Nicht-alkoholische Steatohepatits

NCPH Non cirrhotic portal hypertension

NorUDCA Norursodeoxycholsiure

NPD Nasale Potentialdifferenzmessung

ORCC Outwardly rectifying chlorid channel

OR Odds ratio

PAP Pankreatitis-assoziiertes Protein

PBC Primir Bilidre Cholangitis

PCL Peri-Ciliary Layer

PDGF Platelet Derived Growth Factor

PPARYy Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor

pSWE Point shear wave elastography

ROMK Renal outer medullary potassium channel

RTE Real-time tissue elastography

SD Standard deviation

SE Strain elastography

TE Transiente Elastographie

TGFp Transforming Growth Factor 3

TIMP Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteases

TIPS Transjugulérer intrahepatischer portosystemischer
Shunt

TNFa Tumornekrosefaktor o

UDCA Ursodeoxycholsédure

UKGM Universititsklinikum Gieen und Marburg

UpM Umdrehungen pro Minute

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

YKL-40 Humanes Cartilageprotein
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9 Anhang

9.1 Multinomiale Regressionsanalyse

Abbildung 19) Graphische Darstellung der Logit-

Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc.

Regression derVariable TIMP-1 fiir die
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Die Graphik zeigt die logistische Funktion jeweils fiir die Gruppen noCFLD, CFLD

und CFLDinc. Die Kurven verlaufen im Wertebereich zwischen y=0 und y=1. Fiir jede

Schdtzung ist ein Marginsplot dargestellt der fiir verschiedene Werte der
unabhdngigen Variable (TIMP-1) das ClI fiir die Wahrscheinlichkeit der jeweiligen

CFLD Gruppe anzeigt. Die horizontal verlaufende Linie beschreibt als Standard die

50% Wahrscheinlichkeit. Anhand der vorliegenden Berechnung zeigte sich fiir die
Variable TIMP-1 kein signifikantes Ergebnis. Das bedeutet es lief sich anhand der

TIMP-1 Expression keine Vorhersage zur Gruppenzugehdrigkeit abschdtzen.
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Abbildung 20) Graphische Darstellung der Logit-Regression derVariable TIMP-2 fiir die

Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc.
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Die Graphik zeigt die logistische Funktion jeweils fiir die Gruppen noCFLD, CFLD
und CFLDinc. Die Kurven verlaufen im Wertebereich zwischen y=0und y=1. Fiir jede
Schdtzung ist ein Marginsplot dargestellt der fiir verschiedene Werte der
unabhdngigen Variable (TIMP-2) das ClI fiir die Wahrscheinlichkeit der jeweiligen
CFLD Gruppe anzeigt. Die horizontal verlaufende Linie beschreibt als Standard die
50% Wahrscheinlichkeit. Anhand der vorliegenden Berechnung zeigte sich fiir die
Variable TIMP-2 kein signifikantes Ergebnis. Das bedeutet es lief3 sich anhand der
TIMP-2 Expression keine Vorhersage zur Gruppenzugehorigkeit abschdtzen.
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Abbildung 21) Graphische Darstellung der Logit-Regression derVariable TIMP-4 fiir die
Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc.
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Die Graphik zeigt die logistische Funktion jeweils fiir die Gruppen noCFLD, CFLD
und CFLDinc. Die Kurven verlaufen im Wertebereich zwischen y=0und y=1. Fiir jede
Schdtzung ist ein Marginsplot dargestellt der fiir verschiedene Werte der
unabhdngigen Variable (TIMP-4) das ClI fiir die Wahrscheinlichkeit der jeweiligen
CFLD Gruppe anzeigt. Die horizontal verlaufende Linie beschreibt als Standard die
50% Wahrscheinlichkeit. Anhand der vorliegenden Berechnung zeigte sich fiir die
Variable TIMP-4 kein signifikantes Ergebnis. Das bedeutet es lief3 sich anhand der
TIMP-4 Expression keine Vorhersage zur Gruppenzugehorigkeit abschdtzen.
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Abbildung 22) Graphische Darstellung der Logit-Regression derVariable Endoglin fiir die
Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc.
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Die Graphik zeigt die logistische Funktion jeweils fiir die Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc. Die
Kurven verlaufen im Wertebereich zwischen y=0 und y=1. Fiir jede Schdtzung ist ein Marginsplot
dargestellt der fiir verschiedene Werte der unabhdngigen Variable (Endoglin) das CI fiir die
Wahrscheinlichkeit der jeweiligen CFLD Gruppe anzeigt. Die horizontal verlaufende Linie beschreibt
als Standard die 50% Wahrscheinlichkeit. Anhand der vorliegenden Berechnung zeigte sich fiir die
Variable Endoglin kein signifikantes Ergebnis. Das bedeutet es lief3 sich anhand der Endoglin

Expression keine Vorhersage zur Gruppenzugehérigkeit abschdtzen.
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Abbildung 23) Graphische Darstellung der Logit-Regression derVariable YKL-40 fiir die
Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc.
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Die Graphik zeigt die logistische Funktion jeweils fiir die Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc. Die

Kurven verlaufen im Wertebereich zwischen y=0 und y=1. Fiir jede Schétzung ist ein Marginsplot

dargestellt der fiir verschiedene Werte der unabhdngigen Variable (YKL-40) das CI fiir die

Wahrscheinlichkeit der jeweiligen CFLD Gruppe anzeigt. Die horizontal verlaufende Linie beschreibt

als Standard die 50% Wahrscheinlichkeit. Anhand der vorliegenden Berechnung zeigte sich fiir die
Variable YKL-40 kein signifikantes Ergebnis. Das bedeutet es liefs sich anhand der YKL-40 Expression

keine Vorhersage zur Gruppenzugehorigkeit abschdtzen.
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Abbildung 24) Graphische Darstellung der Logit-Regression derVariable yGT fiir die Gruppen
noCFLD, CFLD und CFLDinc.
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Die Graphik zeigt die logistische Funktion jeweils fiir die Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc. Die
Kurven verlaufen im Wertebereich zwischen y=0 und y=1. Fiir jede Schdtzung ist ein Marginsplot
dargestellt der fiir verschiedene Werte der unabhdngigen Variable (yGT) das ClI fiir die
Wahrscheinlichkeit der jeweiligen CFLD Gruppe anzeigt. Die horizontal verlaufende Linie beschreibt
als Standard die 50% Wahrscheinlichkeit.

Fiir jeden Patienten der Kohorte wurde die Differenz der gemessenen yGT-Werte zwischen der
Baseline-und Follow-up Messung erhoben. Aus der Differenz wurde die Wahrscheinlichkeit fiir die
Gruppenzugehorigkeit geschdtzt. Die CFLD Gruppe fungierte als Referenzkategorie d.h. der Einfluss
der unabhdngigen Variable yGT auf die noCFLD und CFLDinc. Gruppe wurde im Vergleich zur
CFLD Gruppe analysiert. Eine negative Differenz (AyGT) bedeutet die Expression der yGT war zur
Follow-up Messung hoher als zur Baseline Messung. Fiir die CFLDinc. Gruppe zeigte sich ein
signifikantes Ergebnis, der errechnete Regressionskoeffizient betrug (b=-0 14, SEM 0,045; p= 0,001).
Somit lief3 sich aus der Differenz (baseline- follow-up) der yGT Expression die Wahrscheinlichkeit der

CFLDinc. Gruppe zugeordnet zu werden abschdtzen.

Seite 103 von 114



Abbildung 25) Graphische Darstellung der Logit-Regression derVariable GOT fiir die Gruppen
noCFLD, CFLD und CFLDinc.
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Die Graphik zeigt die logistische Funktion jeweils fiir die Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc. Die
Kurven verlaufen im Wertebereich zwischen y=0 und y=1. Fiir jede Schdtzung ist ein Marginsplot
dargestellt der fiir verschiedene Werte der unabhdngigen Variable (GOT) das Cl fiir die
Wahrscheinlichkeit der jeweiligen CFLD Gruppe anzeigt. Die horizontal verlaufende Linie beschreibt
als Standard die 50% Wahrscheinlichkeit. Anhand der vorliegenden Berechnung zeigte sich fiir die
Variable GOT kein signifikantes Ergebnis. Das bedeutet es liefs sich anhand der GOT Expression

keine Vorhersage zur Gruppenzugehorigkeit abschdtzen.
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Abbildung 26) Graphische Darstellung der Logit-Regression derVariable GPT fiir die Gruppen
noCFLD, CFLD und CFLDinc.
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Die Graphik zeigt die logistische Funktion jeweils fiir die Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc. Die

Kurven verlaufen im Wertebereich zwischen y=0 und y=1. Fiir jede Schdtzung ist ein Marginsplot

dargestellt der fiir verschiedene Werte der unabhdngigen Variable (GPT) das Cl fiir die

Wahrscheinlichkeit der jeweiligen CFLD Gruppe anzeigt. Die horizontal verlaufende Linie beschreibt

als Standard die 50% Wahrscheinlichkeit. Anhand der vorliegenden Berechnung zeigte sich fiir die

Variable GPT kein signifikantes Ergebnis. Das bedeutet es lief3 sich anhand der GPT Expression keine

Vorhersage zur Gruppenzugehdrigkeit abschdtzen.
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Abbildung 27) Graphische Darstellung der Logit-Regression derVariable ALP fiir die Gruppen
noCFLD, CFLD und CFLDinc.
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Die Graphik zeigt die logistische Funktion jeweils fiir die Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc. Die
Kurven verlaufen im Wertebereich zwischen y=0 und y=1. Fiir jede Schdtzung ist ein Marginsplot
dargestellt der fiir verschiedene Werte der unabhdngigen Variable (ALP) das ClI fiir die
Wahrscheinlichkeit der jeweiligen CFLD Gruppe anzeigt. Die horizontal verlaufende Linie beschreibt
als Standard die 50% Wahrscheinlichkeit. Anhand der vorliegenden Berechnung zeigte sich fiir die
Variable ALP kein signifikantes Evgebnis. Das bedeutet es lief3 sich anhand der ALP Expression keine

Vorhersage zur Gruppenzugehérigkeit abschdtzen.
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Abbildung 28) Graphische Darstellung der Logit-Regression derVariable Bilirubin fiir die
Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc.
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Die Graphik zeigt die logistische Funktion jeweils fiir die Gruppen noCFLD, CFLD und CFLDinc. Die
Kurven verlaufen im Wertebereich zwischen y=0 und y=1. Fiir jede Schdtzung ist ein Marginsplot
dargestellt der fiir verschiedene Werte der unabhdngigen Variable (Bilirubin) das CI fiir die
Wahrscheinlichkeit der jeweiligen CFLD Gruppe anzeigt. Die horizontal verlaufende Linie beschreibt
als Standard die 50% Wahrscheinlichkeit. Anhand der vorliegenden Berechnung zeigte sich fiir die
Variable Bilirubin kein signifikantes Ergebnis. Ein sichtbarer Indikator ist u.a. das Uberschneiden der
Graphen. Das bedeutet es liefs sich anhand der Bilirubin Expression keine Vorhersage zur

Gruppenzugehorigkeit abschdtzen.
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9.2 Aufklarungsbogen
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Meaizinische Kiinlk i, Gastroenterclogie
Paul Meimberg-Str, 5
P i 35385 Gielan, GERMANY
atienteninformation zur Studie g '?,:‘" 9 ‘g?
41) 9942338
Fritherkennung und Verlauf der ' .
Laberbeteiligung bei Mukoviszidosepatienten erocb@gmx.de
und anderen chronisch Lebarerkrankten mittels vww.med.uni-glessen.de

Elastographie (Fibroscan) Glaften, 25, Mai 2009

Senr gechrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Bei Ihnen wird die Durchflnrung einer Elastographie der Leber mittels Fibroscan voigenom-
men. Ubar diese Untersuchung wurden Sie ausfUhriich verher sufgekiar, Die Elastographie-
Untersuchung der Leber dient der Unterstutzung von Diagnose und Batreuung von Leverpa-
tienten. Die Ergebnisse werden nur von Leberspezialisten interpretien, denen die Erkran-
kung des Patiénten una der klinische Rahmen der Erkrankung bexannt sind. Die Untersu-
chung ist relatv ungefahriich. Sie entspricht In etwa einer Soncgraphie (Ultraschall). Die
Fibroscan-Untarsuchung sollte nicht angewendet werden bei anderen Organen als der Le-
ner, bei Patienten mit aktiven implantierten Vorrichtungen wie Herzschrittmacher, Defioriliator
oder Pumpen, aul Wunden, bel Schwangeren oder bei Patienten mit Asziles.

im Schwerpunkt Gastroenterologie der Justus-Liebig-Universitit Giessen warden chronische
Lebererkrankungen hinsichtiich des Risikcs der Entwicklung einer Fibrose oder Zirthose hin
erforsent. Zu diesem Zweck bitten wir Sle heuta um dis zusitzliche Entnahme einer geringen
Menge Serum (ber ¢en Kiinischen Zweck hinaus. Es werden keinerlei kommerzielle Zicle
varfolgt. Vielmehr dient diese Forschung dazu, in Zukunft bessere Ratschlage bezCglich
Olagnostik, Medikamentengate und ~dosierung bei bestimmten Leber-Erkrankungen geben
Zu kénnen,

Inr Einversisnadnis ist freivdllig; nach Einwilligung in die Teilnanme an digser Studie Ist es
jederzeit méglich, diese Einvilligung teiveise oder ganz zu widerrufen, ohne dass thnen
tieraus Nachteile entstehen, Etwaige weitere Fragen richten Sie bitte sn Ihren behandeinden
Arzt, der Sie mindlich aufkidran wird.

Wir dankan fur fhre Mitarbedt.

Das Team der Gastroenterologie

Univ. -Prof, Dr. med. Elke Roeb

91
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9.3 Einwilligungserklarung

JUSTUS-LIEBIG- y &,
UNIVERSITAT FACHBEREICH [“#33/\
GIESSEN MEDIZIN G 5%
Pontram ineSchw ; Medizinische Klinik u. Poliklinik 11

 aiv.Pool D, E. Rocbenhaikr 33, 3385 Giemen, Zentram fir Innere Medisia
-Gastroenterologie-
Studie - Internistische Intensivmedizin -

Friiherkennung und Verlauf der Leberbeteiligung R“'-:“‘“F-’ Univ.- Prof. Dr. med. Elke
bei
Mukoviszidose-Patienten und anderen chronisch 1 /35305 Glelen

Lebererkrankten mittels Elastographie (Fibroscan) , :2 :: :3213 ;f,

E-Mail:
Elke Rocb@ innere med uni-giessen de

Giessen,

Einwilli rk!
Ich habe die Patienteninformation Gber oben bezeichnete Studie gelesen und verstanden.

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

Mir ist bewusst, dass ich diese Einwilligung jederzeit widerrufen kann, ohne das mir dadurch
Nachteile entstehen. Eine Kopie dieser Erklarung habe ich erhalten.

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

Unterschrift Arzt/Arztin
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