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Abkurzungsverzeichnis

CCC = cholangiozellulédres Karzinom

CDL = Choledocholithiasis

CFS = Kolonie-stimulierende Faktoren

CSF-1/ M-CSF = Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktoren
CSF-2/ GM-CSF = Granulozyten-Monozyten/Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktoren
CSF-3/ G-CSF = Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktoren
ERCP = endoskopische retrograde Cholangiopankreatikographie
FGF = Fibroblast Growth Factor

FXR = Farnesoid-X-Rezeptor

HCC = hepatozellulares Karzinom

IFN = Interferon

IL = Interleukin

ILC2 = Typ-2-lymphoide Zellen des angeborenen Immunsystems
JAK = Januskinase

LTX = Lebertransplantation

MAPK = mitogenaktivierte Proteinkinase

MDR1 = Multidrug Resistance Protein 1

Meg-CSF/ PGF = Thrombopoetin

MRP2 = Multidrug Resistance-associated Protein 2

Multi-CSF/ IL-3 = Hdmatopoetin

NK = natirliche Killerzellen

NKT = natrliche Killer-T-Zellen

PI13K = Phosphoinositid-3-Kinase

PSC = primér sklerosierende Cholangitis

RFTA = Radiofrequenzthermoablation

S-CSF oder SCF = Stammzellfaktor

SSC = sekundér sklerosierende Cholangitis

STAT-5 = Signalubertrager und Transkriptionsaktivator 5
TGF-B = Transforming Growth Factor 3

Thl = Typ-1-T-Helferzellen

Th17 = Typ-17-T-Helferzellen

Th2 = Typ-2-T-Helferzellen

TNF = Tumornekrosefaktor



1 Einleitung

Unter Zytokinen versteht man regulatorische Proteine des Immunsystems, welche unter
anderem von B- und T-Lymphozyten, Fibroblasten, natirlichen Killerzellen (NK),
Makrophagen und Endothelzellen gebildet werden. Ihre Aufgaben sind vielfaltig und
beinhalten mitunter die Koordination von Abwehrmechanismen gegen Mikroorganismen und
korperfremde Makromolekile. Dabei spielt die Modulation von inflammatorischen Prozessen
und die Migration von Entziindungszellen eine wichtige Rolle (1). Bei der Cholangitis (2)
oder auch bei der chronischen Obstruktion von Gallengéngen (3) kommt es daher zu
Veranderungen der Zytokinproduktion. Darlber hinaus beeinflussen sich die einzelnen
Zytokine gegenseitig, sodass ihnen eine komplexe Wirkung zugeschrieben wird. Die
Bestimmung von Zytokinen in Blut- oder verschiedenen Gewebeproben erfolgte bereits in
vielen Studien und spielt in der klinischen Versorgung mancher Erkrankungen langst eine
wichtige Rolle. Bisher liegen allerdings nur wenige Erkenntnisse zu Zytokinprofilen in der
menschlichen Gallenflissigkeit vor (2,4-12). Miiller et al. untersuchten Gallenfliissigkeit und
Birstenzytologie aus extrahepatischen Gallengéngen von Patienten mit Immunglobulin G 4-
assoziierter Cholangitis und fanden ein typisches Zytokinprofil mit einer erhéhten Expression
von Interleukin (IL)-4 und IL-5 (6). Eine weitere Studie von Gadzhiyev et al. konnte eine
vermehrte Expression von IL-4 in intraoperativ gewonnener Gallenflussigkeit von Patienten
mit akuter und chronischer Cholezystitis nachweisen (2). Ferner konnte bei Patienten nach
Lebertransplantation im Falle einer AbstolRungsreaktion im Friihstadium ein vermehrtes
Vorkommen von l6slichen IL-2 Rezeptoren in der Gallenflussigkeit, deren Ursprung in der
vermehrten Produktion von IL-1 liegt, nachgewiesen werden. Zudem war die Messung in der
Gallenflissigkeit spezifischer als die Messung im Serum (11). In einer skandinavischen
Studie an Patienten mit primar sklerosierender Cholangitis (PSC) konnte eine Assoziation von
IL-8 in der Gallenflissigkeit und der Krankheitsschwere bezogen auf die

cholangiographischen Befunde nachgewiesen werden (12).

Eine breite Analyse von Zytokinen in der Gallenflussigkeit bei Patienten mit verschiedenen
hepatobilidren Krankheitsbildern kdnnte zu einem Erkenntnisgewinn bezuglich Frihformen
von Erkrankungen beitragen und gegebenenfalls die Grundlage fir neue Diagnostik- und

Therapieansatze bilden.

Fur die PSC beispielsweise existiert mit der oralen Gabe von Ursodeoxycholsaure eine die

Prognose potentiell verbessernde und die Progression verlangsamende Therapieoption (13).
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Hier waére es zielflihrend, eine friihzeitige Diagnosestellung zu ermdglichen. Zum aktuellen
Zeitpunkt ist eine sichere Diagnosestellung jedoch h&ufig erst in einem fortgeschrittenen
Erkrankungsstadium mdglich. Somit sind Mal3nahmen zur Friiherkennung und
Differenzierung von hepatobilidren Erkrankungen von enormem klinischem Interesse.
Daneben ware eine friihzeitige Diagnose eines cholangiozellulédren Karzinoms (CCC),
insbesondere bei Patienten mit chronischen Gallengangsveranderungen, bedeutungsvoll.
Zudem ist es in manchen Fallen schwierig, in der Bildgebung ein hepatozellulares Karzinom
(HCC) von einem CCC zu unterscheiden. Gegebenenfalls kdnnte eine Zytokinanalyse aus der

Gallenflussigkeit in solch einem Fall eine bessere Differenzierung ermdglichen.

1.1 Zytokine, Zytokinbildung und ihre Funktionen

Unter dem Oberbegriff ,,Zytokine* werden mehrere kleine, 16sliche Proteine des
Immunsystems zusammengefasst, die zur interzellularen Signalubertragung dienen. Sie
konnen auf die sezernierende Zelle selbst wirken (autokrin), auf nachstgelegene Zellen
(parakrin) oder auf weiter entfernte Zellen (endokrin). Meist werden die Zielzellen durch
unterschiedliche Zytokine beeinflusst. Diese wiederum schitten ihrerseits Zytokine aus,
sodass es zu einer Art Zytokinkaskade kommt. Hierbei kénnen sowohl synergistische als auch

antagonistische Effekte auftreten (14).

Funktionell lassen sich Zytokine grob in funf Gruppen einteilen: Interleukine (IL)
ermoglichen eine interzellulare Kommunikation zwischen Leukozyten tiber spezifische
membranstédndige Rezeptoren. Interferone (IFN) Gbernehmen einen Teil der kérpereigenen
Virusabwehr und besitzen eine immunstimulierende Wirkung. Chemokine verfligen Gber
chemotaktische Fahigkeiten. Die Regulation des Zellwachstums und der Gewebsregeneration
geschieht durch Wachstumsfaktoren, Kolonie-stimulierende Faktoren (CSF) und
Tumornekrosefaktoren (TNF). Dartiber hinaus existiert noch eine heterogene Gruppe mit
Faktoren, welche in den Metabolismus eingreifen oder beispielsweise das lonen-

Gleichgewicht aufrechterhalten (15).

1.1.1 Interleukine

Die Interleukine bilden eine groRe, standige wachsende Gruppe. Bis dato wurden mehr als 60
verschiedene Interleukine identifiziert (16). Im Folgenden wird daher nur auf ausgewéhlte

Interleukine ndher eingegangen.
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Die IL-1-Familie besteht aus 11 Mitgliedern und wird in 3 Subgruppen eingeteilt. Unter die
IL-1-Subgruppe fallen IL-1a, IL-1, IL-33 und der IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1-Ra), die
IL-18-Subgruppe beinhaltet I1L-18 und IL-37 und die IL-36-Subgruppe listet IL-36a, I1L-36,
IL-36v, den IL-36-Rezeptorantagonist (IL-36-Ra) und IL-38 als Mitglieder auf. IL-1a, IL-1,
IL-18, IL-33 und IL-360-y wirken proinflammatorisch, IL-1-Ra, IL-36-Ra, IL-37 und 1L-38
hingegen antiinflammatorisch (16-19). IL-1o und IL-1p werden von einer Vielzahl von
Zellen und Geweben exprimiert, vor allem von Makrophagen in lymphoiden Organen, aber
auch von Gewebsmakrophagen in der Lunge, dem Verdauungstrakt und der Leber (20). IL-1a
fungiert sowohl als Transkriptionsfaktor im Zellkern als auch als Ligand an der Zellmembran.
Uber die nukleare Funktion erhoht es etwa die Genexpression von I1L-8 (21). Es ist bereits in
seiner Vorlauferform aktiv und wird konstitutiv unter anderen von Leberzellen exprimiert. IL-
1B hingegen muss von seiner inaktiven Vorlauferform in die adulte Form umgewandelt
werden (22,23). Es wird von Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen (DZ)
transkribiert (23).

IL-2 setzt seine Wirkung nach Bindung an 16sliche oder membrangebundene IL-2-Rezeptoren
(IL-2-R) Uber hauptséchlich drei Signalkaskaden frei: Nach Aktivierung der Januskinase 1
und 2 (JAK-1 und JAK-2) induziert der Signallbertrdger und Transkriptionsaktivator 5
(STAT-5) im Zellkern die Expression von Genen, welche essenziell fiir die Zellaktivierung, -
differenzierung und -proliferation sind, Gber das Adaptorprotein Shc wird der
Mitogenaktivierte-Proteinkinase (MAPK)-Signalweg ausgeltst und die Aktivierung der
Phosphoinositid-3-Kinase (P13K) leitet den dritten Signalweg ein. Dariber hinaus existiert ein
B-Lymphozyten-abhéngiger negativer Feedbackmechanismus, welcher zu einer Reduktion
der IL-2 Produktion fuhrt (24). Die Sekretion von IL-2 erfolgt Uber aktivierte T-
Lymphozyten, NK, natlrliche Killer-T-Zellen (NKT), DZ und Mastzellen (25). IL-2 weist
sowohl immunstimulierende als auch immunsuppressive Effekte auf. Die Hauptaufgabe

besteht in der autokrinen Stimulation von T-Zellen (26).

IL-4 spielt eine Rolle bei allergischen Reaktionen und parasitaren Infektionen. Die Sekretion
von IL-4 erfolgt tber Typ-2-T-Helferzellen (Th2), Typ-2-lymphoide Zellen des angeborenen
Immunsystems (ILC2), Basophile, Mastzellen und Eosinophile (16). Die Zielstrukturen von
IL-4 sind der Typ-1- und Typ-2-1L-4-Rezeptor (IL-4-R1 und IL-4-R2). Die Bindung an den
IL-4-R2 unterstitzt die Entwicklung von Th2 und B-Lymphozyten und bewirkt die Synthese
von Immunglobulin E. Auf nicht-hd&matopoetischen Zellen, wie beispielweise Epithelzellen,



findet sich hingegen primar der IL-4-R1. Myeloische Zellen wiederum weisen beide

Rezeptortypen auf (27). IL-4 besitzt vorwiegend antiinflammatorische Effekte (28-30).

Zur IL-6/IL-12-Familie werden unter anderen IL-6, IL-11, IL-12, IL-23, IL-27, IL-35 und IL-
39 gezéhlt (31,32). IL-6 wird von Makrophagen, DZ, Lymphozyten, epithelialen Zellen,
Osteoklasten und Hepatozyten exprimiert (31). Es bewirkt neben IL-1 die Synthese von
Akute-Phase-Proteinen in der Leber (33) und hat Einfluss auf die Angiogenese, die
Osteoklastogenese, die Differenzierung von Typ-17-T-Helferzellen (Th17) und B-Zellen
sowie den Glukosestoffwechsel (31). IL-11 wird von Stromazellen, Fibroblasten,
Chondrozyten und verschiedenen Krebszellen produziert. Das Aufgabenspektrum umfasst die
Einflussnahme auf die Hamatopoese, die Adipogenese, die Differenzierung von Nervenzellen,
den Knochenstoffwechsel, die Zellproliferation und die Invasivitat. Die Hauptproduktionsorte
von IL-12 sind Makrophagen und DZ. Es dient der Differenzierung von Thl und Th2 (31,32).
IL-12 besteht aus den beiden Untereinheiten p35 und p40. Nach Verbindung der beiden
Einheiten wird es auch als aktives IL-12(p70) bezeichnet (34). IL-23 wird ebenfalls von
Makrophagen und DZ ausgeschuttet und bewirkt die Stimulation von DZ zur
Antigenprésentation, die Differenzierung von T-Zellen zu Th17 und die Produktion von IFN-
v (35,36). IL-27 stammt von Antigen-prasentierenden Zellen (vor allem Makrophagen,
Monozyten und DZ) und beeinflusst die Proliferation und Differenzierung von T-Zellen (37).
IL-35 besitzt eine immunsuppressive und antiinflammatorische Wirkung (38). Es wird priméar
von regulatorischen T-Zellen exprimiert (39). I1L-39 stellt eines der jiingsten

proinflammatorischen Mitglieder der 1L-6/1L-12-Familie dar (40).

Interleukin-10 (IL-10) ist zusammen mit IL-19, IL-20, IL-22, IL-24 und IL-26 der IL-10-
Familie zugehorig und stellt einen Gegenspieler der proinflammatorischen Zytokine dar (41).
UberschieBende Immunreaktionen, beispielsweise im Rahmen einer Infektion, werden durch
IL-10 unterbunden, um korpereigenes Gewebe zu schutzen. Es wird von einer Vielzahl an
Immunzellen exprimiert und I6st Gber seinen membranstédndigen Rezeptor den JAK-1/STAT-
Signalweg aus. So werden die proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-18, IL-6, IL-8,
Granulozyten-CSF (G-CSF) und Granulozyten-Makrophagen-CSF (GM-CSF) inhibiert. Ein
Verlust von IL-10 kann zur Entwicklung von Autoimmunerkrankungen oder chronisch

entziindlichen Erkrankungen beitragen (42).

Das pleiotrope, proinflammatorische Zytokin Interleukin-15 (IL-15) wird unter anderen von

Makrophagen, Monozyten, DZ, Fibroblasten und Epithelzellen, jedoch nicht von T-Zellen



produziert. Es entfaltet seine Wirkung tber einen mit IL-2 gemeinsam geteilten Rezeptor und
Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges (43). Durch die Stimulation der Proliferation von
NK und CD8*-T-Zellen und der damit einhergehenden stark zytotoxischen Wirkung besitzt es

antitumorales Potential (44,45).

1.1.2 Interferone

Interferone (IFN) kénnen in Typ-I-, Typ-11- und Typ-I11-1FN unterteilt werden. Typ-I-IFN
werden als auch Interferon-a (IFN-a)) bezeichnet und beziehen sich auf eine Gruppe von etwa
20 strukturdhnlichen Proteinen. Hierzu z&hlen Interferon-f (IFN-B), Interferon-o (IFN-m),
Interferon-6 (IFN-8) und Interferon-t (IFN-t). Typ-1-1FN wirken vorwiegend antiproliferativ
und fungieren als parakrine Faktoren als Teil der viralen Immunabwehr. Sie schitzen noch
nicht infizierte Nachbarzellen vor Virusbestandteilen, indem sie beispielsweise den Abbau der

viralen DNA in bereits befallenen Zellen bewirken (46).

Interferon-y (IFN-y) wird den Typ-11-IFN zugeordnet. Es wird von Th1, zytotoxischen Typ-1-
T-Zellen (Tcl) und aktivierten NK sezerniert. Neben ebenfalls antiviraler Aktivitat stimuliert
IFN-y die Entwicklung von Th1 und B-Lymphozyten. Die Entwicklung von Th2 wird
hingegen inhibiert. Zudem besitzt es auch antiproliferative Effekte auf verschiedene Gewebe
und Tumoren. Makrophagen werden groRtenteils durch IFN-y aktiviert und kdnnen so

Bakterien aufnehmen und bekdmpfen (46,47).

Interferon-A (IFN-) ist den Typ-111-IFN zugehorig und besitzt sowohl antivirale als auch

immunmodulatorische Effekte (46).

1.1.3 Chemokine

Der Grol3teil der Chemokine fungiert als Schnittstelle bei der Aktivierung und Migration von

Leukozyten.

IFN-y induziertes Protein 10 (IP-10) wird mitunter von Makrophagen, Monozyten,
Fibroblasten und Endothelzellen (48-50) nach Kontakt mit IFN-y als proinflammatorisches

Zytokin produziert und bewirkt die Stimulation von Monozyten, NK und T-Zellen (51).

IL-8, auch als CXCLS8 bezeichnet, ist ein proinflammatorisches Chemokin. Es wird von
Endothelzellen, Epithelzellen, Monozyten, Fibroblasten und auch Tumorzellen freigesetzt und

kann seine Wirkung sowohl parakrin als auch autokrin entfalten (52). Durch Anregung der
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Angiogenese und Tumorzellproliferation fungiert es als Signalmolekdil in der

Tumorpathogenese (53).

1.1.4 Tumornekrosefaktor a

Der Tumornekrosefaktor o. (TNF-a) z&hlt zu den proinflammatorischen Zytokinen. Die
Sekretion erfolgt vor allem durch Makrophagen, Monozyten und NK (54). Anschliel3end
bindet er an den, auf nahezu allen Zellen konstitutiv vorhandenen Typ-1-Rezeptor oder an den
Typ-2-Rezeptor von Immunzellen (55). Seine Aufgaben umfassen die Synthese von Akute-
Phase-Proteinen in der Leber (56,57), die Fieberinduktion iber die Wirkung als endogenes
Pyrogen (58), die Ausldsung einer Entziindungsreaktion durch die Aktivierung von
Endothelzellen, Monozyten und Neutrophilen sowie die Induktion von Apoptose und Nekrose
(59). Eine UbermaRige Aktivierung von TNF-a kann zu chronischer Entziindung und
Entwicklung von Autoimmunerkrankungen fiihren (55). AuRBerdem ist er tiber die Aktivierung
von NF-kB, ein spezifischer Transkriptionsfaktor, oder auch tber die Induktion des Onkogens
MACC1 an der Tumorgenese beteiligt (60,61).

1.1.5 Kaolonie-stimulierende Faktoren und Wachstumsfaktoren

Die Kolonie-stimulierenden Faktoren (CSF) vermitteln die Vermehrung und Reifung von
Knochenmarkstammzellen. Hierunter fallen der Makrophagen-CSF (M-CSF oder CSF-1), der
Granulozyten-Monozyten/Makrophagen-CSF (GM-CSF oder CSF-2), der Granulozyten-CSF
(G-CSF oder CSF-3) und Hamatopoetin (Multi-CSF oder IL-3). Ferner werden
Thrombopoetin (Meg-CSF oder PGF) der Stammzellfaktor (S-CSF oder SCF) und
Erythropoetin dazu gez&hlt. Durch den G-CSF wird physiologisch ein basales Level an
Granulozytopoese aufrecht erhalten (62). Im Falle einer Infektion wird diese im Rahmen der
akuten Immunreaktion gesteigert und kann in der Folge eine chronische Entziindung oder
autoimmune Erkrankungen begtinstigen (63). Teilweise wird auch von Tumorzellen vermehrt
G-CSF exprimiert (64). Auch GM-CSF triggert inflammatorische und autoimmune Prozesse
(65). Bei HCC-Patienten konnte beispielsweise eine positive Korrelation zwischen dem
Fibrosegrad der Leber und der intrahepatischen Expression von GM-CSF nachgewiesen
werden (66).

Das Zellwachstum wird von verschiedenen Wachstumsfaktoren beeinflusst. Hierzu gehért

unter anderen die Fibroblast Growth Factor (FGF)-Familie. Diese umfasst mehr als 20
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verschiedene Proteine und unterstiitzt Reparaturmechanismen und Wundheilung in
verschiedenen Geweben und Organen, wie auch der Leber (67). Die Uberexpression von
FGF-19 fuhrte in murinen Zellen zur Entwicklung von hepatozelluldren Karzinomzellen (68).
In menschlichen Cholangiozyten konnten durch die Exposition mit FGF-19 bisher allerdings
keine karzinogenen Effekte ausgeldst werden (69). Der Transforming Growth Factor B (TGF-
B) fungiert als Prototyp der TGF-B-Familie (70) und ist in die Angiogenese, Immunregulation
und das Tumorwachstum involviert (71,72). Er spielt eine zentrale Rolle bei der Progression
einer Leberfibrose zur Zirrhose (73).

1.2 Leber und Gallenflussigkeit

Das Lebergewebe kann strukturell in hexagonale Leberldppchen eingeteilt werden. Radiar
angeordnete Hepatozyten bilden Leberzellbalken, ausgerichtet auf eine mittig gelegene
Zentralvene. Peripher werden diese Struktureinheiten von Asten der Pfortader (Vena portae)
und der Leberarterie (Arteria hepatica) versorgt. Der basolateralen Membran der Hepatozyten
anliegende Sinusoide, funktionell Blutkapillaren entsprechend, transportieren hierbei das Blut
in Richtung Zentralvene. Aus dem vorbei stromenden Blut werden Uber eine Vielzahl an
Transportern oder durch Diffusion Substrate aus dem Blut in die Hepatozyten aufgenommen.
Hierzu gehdren etwa auch die Gallensalze, welche durch intrazelluldre Konjugation an
Aminosauren wasserldslicher werden. An der apikalen Seite der Hepatozyten werden dann
Elektrolyte, Wasser, primare und sekundare Gallensalze, konjungiertes Bilirubin,
Phospholipide, Cholesterin, Steroidhormone, kérperfremde Substanzen und Abbauprodukte in
die Gallenkandlchen (Canaliculi biliferi) sezerniert und im Gesamten als Primérgalle
bezeichnet. Nach Miindung in grolRere Gallengénge mit speziell ausgekleidetem Epithel aus
Cholangiozyten wird die Primargalle im Weiteren zur Sekundargalle modifiziert, sodass tber
den extrahepatischen Gallengang (Ductus hepaticus communis) letztendlich taglich zwischen
600-900 ml Gallenflussigkeit die Leber ins Duodenum oder in die Gallenblase verlassen (74—
76). In der Gallenblase wird die Gallenflissigkeit auf etwa 1/10 des VVolumens konzentriert,
als Blasengalle gespeichert und erst im Rahmen der Fettverdauung unter Kontraktion der
Gallenblase liber den Hauptgallengang (Ductus choledochus) ins Duodenum abgegeben (74).
Die Gallenblase hat somit primér eine Reservoirfunktion. Im Rahmen einer
Lebertransplantation wird die Gallenblase beispielsweise regelhaft entfernt. Hier kénnen

Cholangiozyten adaptieren und ebenfalls Wasser und Elektrolyte absorbieren (76).
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1.2.1 Produktion der GallenflUssigkeit

75% der Gallenflissigkeit entstammen den Hepatozyten, die tbrigen 25% werden von
Cholangiozyten erganzt (75). Ausgangsstoff fur die Synthese von Gallensalzen in den
Hepatozyten ist das Cholesterin. Nach Bindung der Gallensduren an die Aminosauren Glycin
oder Taurin werden diese amphiphil und somit wasserloslicher. Als konjungierte Gallensalze
konnen sie dann Uber den Gallensalztransporter BSEP (Bile Salt Export Pump) aktiv in die
Canaliculi sezerniert werden. Wasser und lonen werden passiv mitgezogen und die
isoosmotische Primargalle wird gebildet. Diese enthalt neben Wasser, Elektrolyten und
Gallensalzen auch Fettsduren, Bilirubin, Phospholipide, Cholesterin und Proteine. Fallt die
aktive Sekretion von Gallensalzen als treibende Kraft weg, sinkt die Bildung der Primargalle
auf ein Minimum von 200-250 ml pro Tag. Dies entspricht der Gallensalz-unabhangigen
Produktion. In den Gallengéngen wird die Primargalle durch Sekretion von NaHCOz und
Wasser zur Sekundargalle. HCOs™ gelangt tiber einen CI-HCOz-Anionen-Austauscher in der
apikalen Membran der Cholangiozyten in das Gallengangslumen, Natrium und Wasser folgen
parazellular. Der pH-Wert der Gallenflissigkeit wird hierbei auf 7,5 angehoben. Die
Gallensekretion kann durch Sekretin, Glucagon, vasoaktives intestinales Peptid und
Cholecystokinin gesteigert oder durch Ausschiittung von Somatostatin gehemmt werden. In
der Gallenblase wird die Sekundérgalle durch isotone Resorption von NaCl und NaHCO3
konzentriert, sodass 20-70 ml Blasengalle pro Tag entstehen. Nach Abgabe der
Gallenfliissigkeit in den Dunndarm werden im terminalen Ileum bis zu tber 90% der
Gallenséuren in konjugierter Form aktiv riickresorbiert und mit dem Pfortaderblut zurlick zur
Leber transportiert. Ein kleinerer Teil der Gallensduren gelangt nach bakterieller
Dekonjugation und Dehydroxylierung zudem mittels passiver Diffusion als sekundare
Gallensduren vom Intestinum tiber den Portalkreislauf zurtick zu den Hepatozyten. Die
Gallenséuren konnen von den Hepatozyten somit erneut in die Gallengénge sezerniert
werden. Dies wird auch als enterohepatischer Kreislauf bezeichnet. Die tégliche hepatische
Sekretionsmenge der Gallensauren liegt bei bis zu 36 g, der Gesamtgehalt der Gallensauren
im Korper bei etwa 3 g. Da die tagliche hepatische Synthese jedoch lediglich 0,6 g betragt,
bedeutet das, dass die Gesamtmenge des Gallensdurepools bis zu 12 Mal taglich im

enterohepatischen Kreislauf zirkuliert (74,76).

|13



1.2.2 Zusammensetzung der Gallenflussigkeit

Gallenflissigkeit besteht bis zu etwa 95% aus Wasser und nur zu einem sehr geringen Anteil
aus festen Bestandteilen (77). Den GroRteil (circa 67%) machen hierbei die Gallensalze aus
(78). Aus Cholesterin synthetisierte primére Gallensalze sind Chenodeoxycholat und Cholat.
Als bakterielle Metabolite wurden die sekundéren Gallensalze Lithocholat, Deoxycholat und
Ursodeoxycholat identifiziert (79). Daruber hinaus finden sich in der Gallenflissigkeit
Elektrolyte (Natrium, Kalium, Calcium und Bikarbonat), Phospholipide, Cholesterin,
Bilirubinkonjugate, Proteine sowie Metabolite von Medikamenten und Steroidhormonen. Da
die Blasengalle konzentrierter ist, ist der Anteil an festen Bestandteilen wesentlich héher als
in der Lebergalle (47,77,80).

1.2.3 Funktionen der GallenflUssigkeit

Die Aufgaben der Gallenflissigkeit umfassen primér die Fettverdauung und die Elimination
von korpereigenen oder korperfremden Abbauprodukten. Die Biosynthese der Gallenséuren
ist essenziell fr die Umwandlung des hydrophoben Cholesterins in ein amphiphiles Molekdl.
Hierdurch kdnnen sie als Emulgatoren wasserunléslicher Substanzen wirken und ermdglichen
uber die Mizellenbildung eine enzymatische Spaltung der Nahrungslipide und ihre Absorption
im Dunndarm (74) sowie die Aufnahme der fettloslichen Vitamine A, D, E und K (81).

Das Hamabbauprodukt Bilirubin wird nach Abspaltung von Albumin in die Hepatozyten
aufgenommen. Intrazelluldar wird unkonjugiertes Bilirubin Gber eine Glukoronidierung
wasserloslicher und kann an der apikalen Membran Gber den Transporter MRP2 (Multidrug
Resistance-associated Protein 2) in die Canaliculi sezerniert werden. Der Transport in den
Gallengangen erfolgt hier ebenfalls mittels Mizellenbildung. Im Dickdarm erfolgt die
bakterielle Abspaltung von Glucuronséure, wodurch Bilirubin tber Urobilinogen zu Urobilin
und Stercobilin abgebaut und tber den Stuhl ausgeschieden wird. 10% des Urobilinogens
werden Uber den systemischen Kreislauf renal ausgeschieden. Daneben wird auch ein
geringer Teil des unkonjugierten Bilirubins und des Urobilinogens (ber den
enterohepatischen Kreislauf wieder zuriick zur Leber transportiert (76,78).

Medikamente werden nach Verstoffwechselung durch die Cytochrom-P-450-Enzyme und
Konjugationsvorgangen Uber den apikalen Transporter MDR1 (Multidrug Resistance Protein

1) in die Gallenflussigkeit sezerniert und kdnnen so ebenfalls eliminiert werden (76).

| 14



Dartiiber hinaus wirken Gallensduren als Signalmolekiile an membrangebundenen und
nukledren Rezeptoren und regulieren hiertiber auch ihren eigenen Stoffwechsel (81). Als
Beispiel zu nennen ist hier der Farnesoid-X-Rezeptor (FXR) als intrazellulérer
Hormonrezeptor (82). Kommt es zu einer vermehrten Aktivierung des FXR wird die
Gallensaureproduktion im Sinne eines negativen Feedbackmechanismus gedrosselt (83).
Diesen Mechanismus macht man sich auch therapeutisch zu Nutze. Die synthetische
Gallensdure Obeticholséure hat an diesem Rezeptor ihren Angriffspunkt und verringert iber

ihre agonistische Wirkung die Akkumulation von potentiell zytotoxischen Gallensduren (84).

1.3 Endoskopische retrograde Cholangiopankreatikographie (ERCP)

Die endoskopische retrograde Cholangiopankreatikographie ist eine invasive, endoskopisch
und radiologisch kombinierte Darstellung des ableitenden Gallen- und gegebenenfalls
Pankreasgangsystems. Nach Passage des Osophagus und Magens wird im Rahmen einer
Duodenoskopie Uber ein Seitenblickendoskop der Gallengang mit diinnen Kathetern sondiert.
Dartiiber hinaus kann rontgendichtes Kontrastmittel retrograd in das Gangsystem eingebracht
werden. Hierdurch werden Engstellen beziehungsweise Erweiterungen und auch
Konkremente sichtbar. Zur Pravention einer Post-ERCP-Pankreatitis sollte, wenn moglich,
lediglich eine isolierte Darstellung des Gallengangsystems im Sinne einer endoskopischen
retrograden Cholangiographie (ERC) erfolgen (85). Die therapeutischen
Interventionsmaoglichkeiten umfassen die endoskopische Papillotomie, die Steinextraktion,
die Lithotripsie oder das Einbringen von Stents zur Verbesserung des Sekretabflusses bei
obstruktiven Krankheitsbildern. Dartber hinaus konnen Gallenflussigkeit zur
mikrobiologischen Analyse und Gewebsproben fiir die histologische Aufarbeitung gewonnen

werden.

Indikationen fur eine ERCP sind vielseitig. Meist liegen klinische Cholestasezeichen wie
Skleren- bzw. Hautikterus, entfarbte Stlihle, dunkler Urin oder Pruritus vor. Bei einer akuten
Gallengangsentziindung (Cholangitis) kann es zudem zu Infektzeichen wie Fieber oder
abdominellen Schmerzen kommen. Zum Spektrum der Indikationen z&hlen die biliare
Pankreatitis, die Choledocholithiasis, Gallengangstenosen durch Strikturen oder Tumoren,
chronische sklerosierende Cholangitiden oder auch die Kompression der Gallengénge durch

intrahepatische Metastasen (86).
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1.4 Hepatobilidre Krankheitsbilder

Die im Rahmen dieser Arbeit begutachteten Erkrankungen umfassen aufgrund der

Fragestellung primér cholestatische hepatobilidre Krankheitsbilder.

1.4.1 Primar sklerosierende Cholangitis

Die primar sklerosierende Cholangitis (PSC) ist eine chronisch cholestatische
autoimmunvermittelte Lebererkrankung, charakterisiert durch die chronische Entziindung des
biliaren Epithels und in der Folge Sklerose und Vernarbung der intra- und extrahepatischen
Gallengénge (87). Sie manifestiert sich meist zwischen dem 30 - 40. Lebensjahr, wobei
Maénner haufiger betroffen sind als Frauen (88,89). Bis zu 15% der Patienten mit PSC
entwickeln im Laufe der Erkrankung ein cholangiozellulares Karzinom (90,91). Mithilfe der
ERCP konnen typische, irregulér perlschnurartige Gallengangsveranderungen dargestellt

werden. Dominante Stenosen werden primér mittels Ballondilatation aufgedehnt (87).

1.4.2 Sekundéar sklerosierende Cholangitis

Die sekundar sklerosierende Cholangitis (SSC) ist gekennzeichnet durch eine chronisch
bilidre Obstruktion, verursacht durch ischdmische, immunvermittelte, toxische oder
obstruktive Zellsch&dden oder auch Infektionen (92). Sie stellt eine schwerwiegende
Komplikation bei Patienten und Patientinnen mit prolongiertem intensivmedizinischem
Aufenthalt dar und wird in diesem Fall auch als SSC der kritisch kranken Patienten (SSC-
CIP) bezeichnet (93). Durch peribilidre Entziindung, obliterierende Fibrose und biliére
Strikturen kann es zu einer irreversiblen Schadigung der Gallengange (94) und bei einem
rasch progredientem Krankheitsverlauf zu einer Leberzirrhose kommen (95). ERC-graphisch
zeigen sich unregelmalig veranderte intrahepatische Gallengénge mit Strikturen,
prastenotischen Dilatationen und charakteristischerweise intraduktale Fullungsdefekte durch
bilidre Casts (Galle-Ausguss-Material) bedingt durch teils nekrotische Gallengange
(94,96,97).

Im Zusammenhang mit der Coronavirus-Krankheit-2019 (COVID-19) wurde bei
intensivpflichtigen, meist beatmeten Patienten ein vermehrtes Auftreten von SSC
beschrieben, wobei der Pathomechanismus noch nicht eindeutig geklart ist (93,98-101).

Allerdings konnten in Cholangiozyten und Gallenflissigkeit von an COVID-19-Pneumonie
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verstorbenen Patienten virales Nukleokapsid-Protein und SARS-CoV-2-RNA nachgewiesen

werden (102). Ein direkter kausaler Zusammenhang ist somit nicht auszuschliel3en.

1.4.3 Cholangiozellulares Karzinom

Das cholangiozelluldre Karzinom (CCC) wird haufig erst in fortgeschrittenen Stadien
diagnostiziert und zahlt daher zu den malignen Tumoren mit einer schlechten Prognose
(103,104). Es kann sowohl intrahepatisch als auch extrahepatisch - im Hilusbereich oder
distal unterhalb des Abgangs des Ductus cysticus - lokalisiert sein (105,106). Abgegrenzt
hiervon wird das Gallenblasenkarzinom, welches jedoch im weitesten Sinne ebenfalls als
extrahepatisches Cholangiokarzinom beschrieben werden kann. Etwa die Halfte der Félle
weist eine perihildre Lokalisation auf (90,106). Diese werden als Klatskin-Tumore bezeichnet
und nach Bismuth-Corlette I-1V Klassifiziert (104). Bei inoperablen Stadien ist das
Management von bilidren Obstruktionen mittels endoskopischer Methoden meist
obligatorisch. Neben der Probenentnahme kdnnen bilidre Stents zur Verbesserung der
Ableitung eingebracht werden (107). Leberzirrhose, chronische Hepatitis B und C erh6hen
das Risiko flr das Auftreten intrahepatischer cholangiozellulérer Karzinome. Bei Vorliegen

einer PSC besteht vor allem ein erhohtes Risiko fiir perihilare Cholangiokarzinome (90).

1.4.4 Choledocholithiasis

Gallengangsteine entstehen durch ein Missverhéltnis zwischen Cholesterin und Bestandteilen
mit hohem L&slichkeitsvermdgen (Lecithin und Gallenséuren) in der Gallenflussigkeit. Je
nach Cholesterinanteil werden Gallensteine als Cholesterinsteine, gemischte oder
pigmentierte Gallensteine bezeichnet (108). Sie kdnnen sich sowohl primér im Gallengang
bilden als auch sekundar aus der Gallenblase abgehen. Kommt es zu Ablagerung von
Gallensteinen in den Gallenwegen (Choledocholithiasis), kénnen diese ein Abflusshindernis
darstellen und zu Cholestase mit Ikterus, bakterieller Cholangitis sowie schwerwiegenden
Komplikationen wie Pankreatitis, Leberabszessen und Sepsis fuhren. Befinden sich die Steine
im Ductus choledochus und kénnen die Papille aufgrund ihrer Grof3e nicht ungehindert
passieren, ist die Therapie der Wahl die endoskopische Papillotomie und gegebenenfalls
Steinextraktion mittels ERCP (108,109).
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1.4.5 Benigne Gallengangsstenosen nach Lebertransplantation

Im Rahmen einer orthotopen Lebertransplantation (LTX) wird die Gallenblase regelhaft mit
entfernt. Die Inzidenz von bilidren Komplikationen nach LTX betrégt zwischen 15-25 %
(110). Hierunter fallen neben bilidren Strikturen, Stenosen, Leckagen, Choledocholithiasis,
bilidre Cast-Ausbildung sowie Funktionsstérungen des Musculus sphincter Oddi (Abgabe von
Gallenflissigkeit und Pankreassekret in das Duodenum steuernder SchlieBmuskel) (110,111).
Durch die ERCP koénnen zum Beispiel Anastomosenstrikturen mittels wiederholter

Ballondilatation und gegebenenfalls Stenteinlage therapiert werden (111).

1.4.6 Maligne Gallengangsstenosen bei hepatozellularem Karzinom

Weltweit sind Leberkrebserkrankungen die zweithdufigste krebsassoziierte Todesursache. Der
uberwiegende Teil der priméren Leberkrebserkrankungen entféllt auf das hepatozellulare
Karzinom (HCC) (112). Nur etwa 0,5-13% der Patienten mit HCC weisen eine obstruktive
Cholestase auf. Urséchlich konnen eine &ulierliche Kompression durch Tumorgewebe oder
befallene Lymphknoten, eine Tumorinvasion des Gallengangsystems, Tumor-Casts oder eine
Héamobilie sein (113). In fortgeschrittenen, meist inoperablen Stadien der Tumorerkrankung
mit malignen Gallengangstenosen kann die Einbringung von Stents mittels ERCP zur
Wiederherstellung eines regelrechten Galleabflusses fiihren und in der Folge die
Durchfuhrung von Chemotherapien ermdglichen (113,114). In manchen Fallen ist die
Differenzierung gegentber einem CCC schwierig beziehungsweise gibt es auch

Mischtumoren mit sowohl HCC- als auch CCC-Anteilen.

1.5 Zielsetzung

Diese Arbeit beschéftigt sich mit der Frage, inwieweit das Zytokinprofil in der
Gallenflissigkeit bei Patienten mit klinisch indizierter ERCP Aufschluss tber die
zugrundeliegende hepatobiliare Erkrankung geben kann. Ziel hierbei ist es, herauszufinden
welche Zytokinprofile sich in der Gallenflussigkeit finden, ob diese krankheitsspezifisch
variieren und welche Konstellationen von Zytokinen man analysieren sollte, um eine

hepatobilidre Erkrankung im besten Fall vor Manifestation dieser zu erkennen.
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2 Patienten und Methoden

2.1 Studiendesign

Bei dieser Studie handelt es sich um eine prospektive Beobachtungsstudie, durchgefihrt an
der Klinik und Poliklinik fir Innere Medizin | des Universitatsklinikums Regensburg. Im
Zeitraum von November 2020 bis Juni 2021 wurden insgesamt 49 Patienten und Patientinnen
mit klinisch indizierter ERCP eingeschlossen. Im Zuge der Untersuchung wurden einmalig
Galleproben gewonnen und asserviert. Diese Galleproben wurden anschliel3end beziglich
ihres Zytokinprofils analysiert und untereinander verglichen. Geplant war hierbei priméar der
Vergleich von folgenden sechs Patientengruppen: PSC, SSC, CCC, HCC, biliére
Komplikationen bei Zustand nach LTX und Choledocholithiasis (CDL). Neben der
Asservierung der Galle wurden klinische Daten erfasst, wie zum Beispiel die
zugrundeliegende Erkrankung der Patienten, das Patientenalter und das Geschlecht.

Vor Einschluss in die Studie wurden die Patienten und Patientinnen nach ihrer Zustimmung
gefragt. Es erfolgte eine entsprechende Aufklarung und Aushandigung einer
Patienteninformation. Die ethischen Standards entsprechen der Deklaration von Helsinki und
die Studie wurde durch die Ethikkommission der Universitat Regensburg gepruft und
zugelassen (Antragsnummer 16-385-101 vom 22.02.2017).

2.2 Patienten (Ein- und Ausschlusskriterien)

Eingeschlossen wurden einwilligungsfahige, volljéhrige (18 Jahre oder &lter) Patienten und
Patientinnen, die eine bestatigte Diagnose oder Verdachtsdiagnose aus einer der sechs
Krankheitsgruppen aufwiesen. Ausgeschlossen wurden Patienten und Patientinnen, die vor
der Durchfuhrung der ERCP bekanntermalRen gleichzeitig zwei der gesuchten
Krankheitsbilder aufwiesen, beispielsweise Choledocholithiasis bei Zustand nach
Lebertransplantation.

2.3 Methoden

Nach Zustimmung zur Studie wurden die Patienten mit Alter, Geschlecht,
Untersuchungsdatum und Indikation der ERCP in eine passwortgeschiitzte Microsoft-Excel-

Datei aufgenommen und fortlaufend mittels Pseudonymisierung innerhalb der
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krankheitsspezifischen Gruppen nummeriert (SSC-01 bis -09, PSC-01 bis -11, CDL-01 bis -
09, LTX-01 bis -09, CCC-01 bis -09 und HCC-01 bis -03). Im Verlauf wurden im
Klinikinformationssystem (SAP) postinterventionelle Diagnosen im ERCP-Befund und teils
pathohistologische Befunde gesichtet und die endguiltige Diagnose in der Excel-Dateli

eingetragen.

2.3.1 Materialgewinnung und Asservierung

Die Galleproben wurden im Rahmen der ERCP asserviert und zeitnah ins hauseigene
Forschungszentrum der Inneren Medizin I des Universitatsklinikums Regensburg gebracht.
Nach Ankunft im Labor wurde der pH-Wert gemessen und gegebenenfalls mittels NaOH oder
HCI auf einen pH-Wert zwischen 6 und 8 eingestellt. AnschlieRend wurden die Galleproben
aliquotiert und in Polypropylenréhrchen bei -80°C gelagert. In VVorversuchen wurde gezeigt,

dass das Zytokinprofil dabei erhalten bleibt.

Fur die Durchfihrung der ERCP wurden Endoskope der Firma Olympus (TJF-160VR)
verwendet. Die Galleaspiration erfolgte Uber Ballonkatheter oder Darstellkatheter, welche

vorher nur mit NaCl 0,9% gespult wurden.

2.3.2 Biochemische Analyse

Zur Auswertung wurden die Galleproben auf Raumtemperatur (20-25 °C) aufgetaut und
mittels individuellem MILLIPLEX® Multiplex Assay der Firma EMD Millipore analysiert.

Hierbei entschieden wir uns fur die Analyse von folgenden 12 Zytokinen: IFN-a2, IFN-y, IL-
la, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12(p70), IL-15, IP-10 und TNF-a. Die entsprechenden
an Magnetkiigelchen (Magnetbeads) gekoppelten Zytokin-Antikorpern wurden jeweils fir 30
Sekunden mit Ultraschall behandelt und anschlieRend 1 Minute mittels VVortex gemischt.
Jeweils 90 pl von jedem Antikorper Bead wurden in ein Mischfldschchen pipettiert und mit
3,420 ml Bead Verdunner auf einem Gesamtvolumen von 4,5 ml aufgefullt, sodass die
Mischung fur eineinhalb Wellplatten ausreichte. Dies hing mit der Anzahl der Galleproben
zusammen. Die Beadmischung wurde im Anschluss erneut mittels VVortex gemischt. Die
Qualitédtskontrollen Kontrolle 1 (,,Probe 52*) und Kontrolle 2 (,,Probe 53*) wurden mittels
250 pl deionisiertem Wasser laut Anleitung vorbereitet. Der 10X Waschpuffer wurde bei
Raumtemperatur gemischt und hiervon 60 ml mit 540 ml deionisiertem Wasser verdiinnt. Die

Serummatrix wurde nach den Anweisungen fiir Serum/Plasma-Proben vorbereitet. Die
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Herstellung der Standardkonzentrationen der humanen Zytokine erfolgte durch Zugabe von
250 pl deionisiertem Wasser, Vermischen mittels Kippbewegungen und zusatzlich 10
Sekunden mittels Vortex, um zundchst eine unverdunnte Standardkonzentration von 10.000
pa/ml zu erreichen (,,Standard 1°). Die Arbeitsstandardkonzentrationen 2.000, 400, 80, 16
und 3,2 pg/ml (,,Standard 2* bis ,,Standard 6°) wurden mittels Verdinnungsreihe hergestellt.
In jedes der funf Polypropylenmikrozentrifugationsréhrchen wurde zunéchst 200 pl Assay
Puffer gegeben. Anschliefend wurden 50 pl der unverdiinnten Standardkonzentration in das
Rohrchen ,,Standard 2 gefiillt um eine Konzentration von 2.000 pg/ml zu erreichen. Nach
Vortexmischung wurden hiervon wiederum 50 pl in ,,Standard 3¢ gefiillt. Dieses Schema
wurde bis ,,Standard 6 fortgefiihrt. Aus ,,Standard 6 wurden nach Vortexmischung erneut
50 pl entfernt und verworfen, um ebenfalls ein Gesamtvolumen von 200 ul zu erreichen. Der
,,Standard 7 entspricht dem 0-Standard (Background) und enthielt somit ausschlieBlich 200l
Assay Puffer.

VVon den Galleproben wurden jeweils 200 ul in Polypropylenmikrozentrifugationsréhrchen
umgefillt. Anschlielfend wurden diese auf maximaler Geschwindigkeit fiir 5 Min

zentrifugiert.

An Tag 1 begannen wir nach Abschluss der VVorbereitungen mit dem Beflllen der Well-
Platten. Zunéchst wurden 200 pl Waschpuffer in jeden Well gefillt, die Platte mit der
zugehorigen Klebefolie versiegelt und bei Raumtemperatur 10 Minuten auf den
Plattenschuttler gegeben. AnschlieBend wurde der Waschpuffer abgegossen und die
Rickstande durch Umdrehen der Platte und vorsichtiges Klopfen iber absorbierenden
Tuchern entfernt. Die Standardkonzentrationen, der 0-Standard und die Kontrollen wurden
mit jeweils 25 pl in die entsprechenden Wells pipettiert. Den Proben-Wells wurden jeweils 25
pl Assay Puffer hinzugefugt. 25 pl der Serummatrix wurden den Wells der
Standardkonzentrationen, des 0-Standards und der Kontrollen hinzugeftigt. Anschlie3end
wurden die Proben-Wells mit jeweils 25 ul der zentrifugierten Galleproben befllt, wobei hier
Doppelbestimmungen mit jeweils 2 Proben pro Galleprobe erfolgten. Die ,,Probe 21 wurde
als Leerprobe bzw. ,,PBS* definiert und nicht mit Gallenflissigkeit, sondern mit PBS-Puffer
(Phosphat-gepufferte Salzlésung) befillt. Die Beadmischung wurde gevortext und jeweils 25
pl in jeden Well pipettiert. Die Wellplatten wurden erneut mit Klebefolie versiegelt und tber
Nacht bei 4 °C inkubiert.
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An Tag 2 wurden die Wellplatten nach 15 Minuten auf dem Plattenschdttler auf eine
Magnetplatte aufgelegt und den Magnetbeads wurde 60 Sekunden Zeit gegeben, um sich
abzusetzen, bevor die Restflussigkeit der Wells vorsichtig entfernt wurde. Anschliel}end
wurden die Platten vom Magneten entfernt und nach Zugabe von 200 pl Waschpuffer in jeden
Well fiir 30 Sekunden auf den Plattenschdttler gelegt, bevor die Platten erneut auf die
Magnetplatte gegeben wurden und nach 60 Sekunden der VVorgang wiederholt wurde.
Insgesamt erfolgten so zwei Waschdurchgénge. Dann wurden in jeden Well 25 pl
Detektionsantikorper pipettiert, die Platten versiegelt, mit Alufolie bedeckt und bei
Raumtemperatur fiir 1 Stunde auf den Plattenschittler gelegt. Im Anschluss wurden jeweils
25 pl Streptavidin-Phycoerythrin hinzugefligt und die Platten nach Versiegelung inklusive
Alufolie erneut bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten auf den Plattenschdittler gelegt. Daraufhin
wurden die Platten wie oben beschrieben erneut zweimalig gewaschen. Als néchstes wurde
allen Wells 150 pl Drive Flussigkeit hinzugefuigt und die Platten fiir 5 Minuten auf den
Plattenschttler gelegt. Nachfolgend wurde die Analyse mit Luminex® MAGPIX® mittels
XPONENT® Software durchgefuhrt.

In einem Vorversuch wurde gezeigt, dass die Zytokinmenge und das Zytokinprofil in der
Gallenfliissigkeit wahrend der beschriebenen Vorbereitung und Lagerung stabil bleiben. In
bisherigen Studien wurde lediglich eine begrenzte Anzahl an Zytokinen bestimmt. In unserer
Studie wurde eine breit angelegte Diagnostik mit Bestimmung einer groRen Anzahl an

Zytokinen parallel durchgefiihrt.

2.3.3 Statistische Analyse

Patientencharakteristika und Gruppenzugehorigkeit wurden tabellarisch aufgefuhrt. Nach
Auswertung der Galleproben wurden die Daten mittels MAGPIX® automatisiert in eine
Microsoft Excel 2016 Datei tibergefihrt. Werte unter der Nachweisgrenze (< 0,64) wurden
mit ,,0° definiert. Aus den doppelt bestimmten Proben wurde ein Durchschnittswert fiir jeden
Patienten berechnet und auf zwei Nachkommastellen gerundet. Alle Werte wurden in pg/ml
angegeben. Ein Patient wurde im Rahmen der Studie doppelt eingeschlossen (,,SSC-03* und
»33C-06%). Fiir die Hauptanalyse wurde daher nur der Patient ,,SSC-03* inkludiert. Innerhalb
jeder Gruppe wurde ein Mittelwert fir die 12 bestimmen Zytokine ermittelt. Zur
Veranschaulichung der Daten wurden mithilfe von Microsoft Excel 2016 zundchst
Saulendiagramme mit absoluten Zahlen erstellt. Aufgrund der teils sehr unterschiedlich

starken Ausschldge der Zytokine mit vereinzelt sehr hohen Maximalwerten innerhalb der
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Krankheitsgruppen entschieden wir uns fur eine logarithmische Skalierung, um auch
niedrigere Werte besser darstellen zu kénnen. Um keine negativen Ausschlége zu erhalten,
wurden fur die logarithmische Darstellung Werte < 1 ausgeschlossen. Die berechneten

Mittelwerte wurden fir jede Krankheitsgruppe in einer Treemap dargestellt.

Aufgrund des doppelt inkludierten Patienten in der SCC-Gruppe wurde bei diesem ein
Vergleich des Zytokinprofils bezogen auf zwei Untersuchungszeitpunkte vorgenommen. Es
erfolgte daher die graphische Gegeniberstellung des Patienten SSC-03 und SSC-06 mittels

Sdulendiagramm, erneut sowohl mit absoluten Zahlen als auch in logarithmischer Skalierung.

Ein Gruppenvergleich der Zytokinprofile erfolgte tUber die Darstellung der Mittelwerte in

logarithmischer Skalierung.
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3 Ergebnisse

Mittels MILLIPLEX® Multiplex Assay konnten wir zuverlassig Zytokinprofile in der
Gallenflissigkeit bestimmen. Im Folgenden werden die Patientencharakteristika und die

Zytokinprofile gruppenorientiert dargestellt.

3.1 Studienpopulation

Patientencharakteristika Studienpopulation (n=49)
Alter [Jahre]: Mittelwert £ SD (Spanne) 54,7 + 15,6 (20-89)
Geschlecht: n (%)

Weiblich 16 (32,7)

Mannlich 33 (67,3)
Krankheitsgruppen: n (%)

ssc 8 (16,3)

PSC 11 (22,4)

ccc 9(184)

LTX 9 (18,4)

CDL 9 (18,4)

HCC 3(6,1)

Tabelle 1: Patientencharakteristika. CCC = cholangiozelluldres Karzinom, CDL = Choledocholithiasis,
HCC = hepatozelluldres Karzinom, LTX = Zustand nach Lebertransplantation, PSC = primar
sklerosierende Cholangitis, SD = Standardabweichung, SSC = sekundér sklerosierende Cholangitis.

In Tabelle 1 finden sich demographische Daten und die Aufteilung der Studienpopulation
nach hepatobiliaren Erkrankungen wieder. Die insgesamt 49 inkludierten Patienten waren im
Mittel 54,7 £ 15,6 Jahre alt und zu etwa zwei Dritteln méannlich (67,3 %). Die Fallzahl an
Patienten innerhalb der einzelnen Gruppen war mit Ausnahme der HCC-Gruppe in etwa
gleich groR. Innerhalb der CCC-Gruppe gab es zwei Patienten, die zum Zeitpunkt der ERCP
histologisch noch keine Karzinomzellen aufwiesen. Bei Patient CCC-04 bestand mehrfach der
hochgradige Verdacht auf ein Gallengangskarzinom. Cholangioskopisch war der Befund mit
einem Malignom vereinbar, histologisch fand sich jedoch zuletzt lediglich ein
Gallengangsadenom mit hochgradigen Atypien. Da aufgrund der Komorbiditaten keine
operative Mdglichkeit bestand, wurde der mutmaRliche maligne Tumor im Rahmen der ERCP
lokal mittels RFTA therapiert. Bei Patient CCC-06 wurde bei Verdacht auf ein CCC zunéchst
nur eine postentziindliche Stenose festgestellt, jedoch entwickelte dieser im Verlauf, 11
Monate nach der durchgefiihrten ERCP, ein Gallengangskarzinom, sodass eine Whipple-
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Operation durchgefiihrt werden musste. Diese beiden Patienten wurden daher in der Analyse

belassen.

Die Patienten mit Zustand nach Lebertransplantation wiesen allesamt eine narbige, nicht-
entziindliche Anastomosenstenose auf. Bei Patient LTX-08 zeigte sich wéahrend der ERCP
zudem eine Choledocholithiasis. Die Grunde fir die zurlckliegende Lebertransplantation
waren recht unterschiedlich. Ein Grol3teil der Patienten erhielt ein Transplantat aufgrund einer
athyltoxischen Leberzirrhose (4/9 Patienten), wobei bei einem Patienten
differentialdiagnostisch auch eine 1gG-4-assoziierte Hepatopathie angefthrt wurde. VVon den
ubrigen Patienten lag bei einem Patient eine PSC als Grunderkrankung vor, ein Patient wies
eine Leberzirrhose bei SSC auf und erhielt nach Organabstofliung ein zweites Transplantat, ein
Patient hatte eine Leberzirrhose infolge einer Glykogenspeicherkrankheit und zudem ein HCC
und zwei Patienten erhielten ein Transplantat bei akutem Leberversagen, bei einem am
ehesten toxisch bedingt, bei dem anderen bei Q-Fieber beziehungsweise

differentialdiagnostisch bei medikamentds-toxischer Ursache.
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3.2 Zytokinprofile in absoluten Zahlen
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Abbildung 1: Zytokinprofil SSC.
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Abbildung 2: Zytokinprofil PSC.
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CDL
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Abbildung 3: Zytokinprofil CDL.
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Abbildung 4: Zytokinprofil LTX.
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Abbildung 5: Zytokinprofil CCC.
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Abbildung 6: Zytokinprofil HCC.

In Abbildung 1 findet sich das Zytokinprofil der Patienten mit SSC in absoluten Zahlen. Es
kann bei allen Patienten in groRen Mengen IP-10 mit einer Spannweite von 16,95-3755,13
pg/ml nachgewiesen werden. Den groRten Ausschlag weist hierbei der Patient SSC-05 auf.
IL-2 und IL-4 hingegen sind (ber die gesamte Patientengruppe hinweg kaum bis gar nicht
nachweisbar. Vier der acht Patienten weisen zudem insgesamt eine geringe Zytokinmenge auf
(SSC-01, SSC-03, SSC-08 und SSC-09). Fir die tbrigen Zytokine finden sich Ausschlége in
unterschiedlich starkem AusmaR.

Die PSC-Gruppe zeigt ein vielseitiges Zytokinprofil mit vorwiegend IP-10, jedoch auch
grofRen Mengen an IL-16, IL-1a und IFN-02 (Abbildung 2). 45,5% der Patienten weisen einen
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IP-10-Wert > 420 pg/ml auf. Der Maximalwert innerhalb der Gruppe liegt hier mit 964,41
pg/ml deutlich niedriger als bei der SSC-Gruppe. Beziiglich IL-1p stellt der Patient PSC-04
mit einem Wert von 2589,89 pg/ml einen AusreiRer dar. Dieser weist jedoch auch insgesamt
eine hohe Menge an Zytokinen auf. Im Vergleich zur SSC-Gruppe fallen die Werte flr IL-2
und IL-4 geringfugig hoher aus. Jedoch gibt es auch hier Patienten, bei denen weder IL-2
noch IL-4 nachgewiesen werden konnte. Bei Gegenuberstellung der Zytokinprofile der PSC-
und CCC-Gruppe (siehe auch Abbildung 5) unterscheiden sich diese beiden vor allem in ihrer
Ausschlaghohe beziglich der Zytokine IP-10, IL-1a, IL-1p und TNF-a.

Das Zytokinprofil der Patienten mit CDL setzt den Trend hinsichtlich 1P-10 fort (Abbildung
3). Bei sieben von neun Patienten findet sich der grofite Ausschlag jeweils bei IP-10. Die
Messwerte reichen hierbei von 9,68-1509,41 pg/ml. IL-2 und IL-4 sind erneut gering
vertreten. Jedoch gibt es einen Patienten (CDL-09), welcher mit 212,28 pg/ml einen
ausgepragt hohen IL-4-Wert aufweist. Dieser Ubertrifft auch die IL-4-Werte aller tibrigen 48
Patienten der Studienpopulation. IL-13 kann in geringer Menge nachgewiesen werden. IFN-
a2 und IL-1o Uberwiegen bei sechs von neun Patienten die IL-13-Menge. Die Ubrigen drei

Patienten weisen kein IFN-a2 auf.

In der Gruppe der LTX-Patienten macht IP-10 unter den 12 bestimmten Zytokinen ebenfalls
den Hauptteil aus (Abbildung 4). Das Maximum liegt bei Patient LTX-09 mit 3216,60 pg/ml.
IL-2 kann wiederholt nur geringe Werte erzielen. Bezuglich IL-4 findet sich ein heterogenes
Bild: Zwei Drittel der Patienten exprimieren kein IL-4 in ihrer Gallenflussigkeit, wohingegen
ein Drittel Werte zwischen 17,67 und 110,50 pg/ml aufweist. Der Patient LTX-05
unterscheidet sich in seiner Ausschlaghthe gegeniiber den restlichen LTX-Patienten merklich
bezuglich IFN-a2, IFN-y und IL-4. IL-1f ist im Vergleich zu Patienten der PSC- und CCC-

Gruppe in nur sehr geringem Mal3e nachweisbar.

Die Zytokinzusammensetzung in der Gallenflissigkeit von CCC-Patienten (Abbildung 5)
ahnelt dem Zytokinprofil der PSC-Gruppe. IP-10 ist unter den 12 bestimmten Zytokinen
mengenmaRig erneut das fihrende Zytokin mit einem Maximalwert von 8134,45 pg/ml. IL-1
und IL-1a finden sich an zweiter und dritter Stelle wieder. Die Ausschlaghdhe von IFN-a2 ist
in etwa vergleichbar mit jener der PSC-Patienten. Die Werte fur TNF-a fallen
durchschnittlich héher aus als in den tbrigen 5 Gruppen. Der Patient CCC-04 weist eine
insgesamt sehr geringe Menge an Zytokinen in der Gallenflissigkeit auf. Bei diesem kann

lediglich IL-1B mit 70,90 pg/ml, mengenmalRig gefolgt von IP-10 und IL-1a nachgewiesen
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werden. Patient CCC-06, welcher erst im Verlauf ein CCC entwickelte, weist zum Zeitpunkt
der ERCP noch kein IL-1p, jedoch groRe Mengen an IP-10 auf. Darlber hinaus findet sich ein
Patient (CCC-03), der trotz vor Intervention bereits gesichertem CCC kaum IL-1 aufweist.
IP-10 und TNF-a sind jedoch im Vergleich zu den (brigen Zytokinen in hohem MaRe

vertreten.

Die HCC-Gruppe présentiert sich im Vergleich zu den tibrigen 5 Krankheitsgruppen mit
einem insgesamt zytokinarmen Profil (Abbildung 6). Lediglich IP-10 kann bei allen drei
Patienten nachgewiesen werden, wobei die Spannweite hierbei von 21,24-1158,63 pg/ml
reicht. Die Ubrigen 11 Zytokine werden vereinzelt in vernachlassigbar kleiner Menge oder gar
nicht exprimiert. Insbesondere IL-1f wird nur von einem Patienten mit 1,25 pg/ml exprimiert.
Bei insgesamt nur drei Patienten in dieser Gruppe ist die Aussagekraft jedoch sicherlich

eingeschrankt.
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3.3 Zytokinprofile in logarithmischer Darstellung
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Abbildung 7: Zytokinprofil SSC - logarithmische Skalierung.
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Abbildung 8: Zytokinprofil PSC — logarithmische Skalierung.
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Abbildung 9: Zytokinprofil CDL - logarithmische Skalierung.
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Abbildung 10: Zytokinprofil LTX — logarithmische Skalierung.
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Abbildung 11: Zytokinprofil CCC - logarithmische Skalierung.
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Abbildung 12: Zytokinprofil HCC — logarithmische Skalierung.

In der logarithmischen Darstellung kénnen die Zytokinprofile untereinander noch besser
verglichen werden, da die Skalierung der y-Achse bei allen Gruppen gleichermafen von 1-
10.000 reicht. Werte < 1 wurden beim dekadischen Logarithmus nicht berlicksichtigt.
Vernachlassigbare Zytokinmengen werden daher an dieser Stelle nicht dargestelit.

SSC-Patienten zeigen auch in der logarithmischen Darstellung ihren Peak bei IP-10
(Abbildung 7). Jedoch wird hier die Verteilung der tbrigen Zytokine offensichtlicher. Bei vier
von acht Patienten macht IFN-02 einen groRen Anteil aus. IL-1a zeigt bei allen Patienten

einen Ausschlag, IL-10 bei sieben von acht Patienten. Der Patient SSC-07 hebt sich von den
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anderen Patienten vor allem durch die hohen Ausschldge beziglich IL-1a, IL-13 und TNF-o

ab. Noch deutlicher wird hier das geringe Vorkommen von IL-2 und IL-4.

In Abbildung 8 finden sich die PSC-Patienten wieder. Neben hohen Ausschlagen fir IP-10
lassen sich hier die ebenfalls hohen Ausschlége fur IFN-a2, IL-10 und IL-1p noch deutlicher
feststellen. Besser zur Geltung als bei der Darstellung in absoluten Zahlen kommt hier die
durchaus nicht zu vernachlassigende Menge an IL-4 bei 63,6 % der Patienten. Der Abgleich
der Zytokinprofile von PSC- und CCC-Patienten (siehe auch Abbildung 11) in der
logarithmischen Darstellung verdeutlicht das AusmaR der hoheren Zytokinausschuttung bei
vorliegendem CCC beziglich IP-10, IL-1p, IL-1a und TNF-a.

Betrachtet man das CDL-Zytokinprofil mit logarithmischer Skalierung féllt IP-10 noch
starker ins Gewicht als in absoluten Zahlen (Abbildung 9). IP-10 ist bei allen neun Patienten
in hohem Ausmal vorhanden. Die Ubrigen 11 Zytokine prasentieren sich mit lickenhafter
Darstellung und variieren demnach deutlich innerhalb der Krankheitsgruppe. Jedoch kénnen
bei 88,9% der Patienten IL-1a, IFN-y und IL-15 nachgewiesen werden. IL-2 ist so gut wie gar
nicht vertreten. Vergleicht man das Zytokinprofil mit dem der SSC-Gruppe féllt hier bei
beiden die im Gegensatz zur PSC- und CCC-Gruppe niedrigere I1L-1B-Expression auf.

Bei Begutachtung der LTX-Patienten verursacht die Anwendung des dekadischen
Logarithmus ebenfalls eine eher lickenhafte Darstellung, was wiederum fir eine hohe
Variabilitat der Zytokinverteilung spricht (Abbildung 10). Ausnahmslos von allen LTX-
Patienten in hohem Mal3e exprimiert wird das IP-10. IFN-y, 1L-10, IL-12(p70), IL-15, IL-1aq,
IL-1B, IL-6 und TNF-a finden sich, falls exprimiert, grof3tenteils im niedrigen Bereich von 1-
10 Ig pg/ml wieder. IFN-02 weist bei vier und I1L-4 bei drei Patienten Werte > 10 Ig pg/ml

auf. IL-2 wird hingegen auch von LTX-Patienten kaum exprimiert.

Das logarithmisch angepasste Saulendiagramm der CCC-Patienten veranschaulicht im
Vergleich zur Darstellung in absoluten Zahlen das in hohem Mal3e Vorhandensein von IFN-
a2 und TNF-a (Abbildung 11). Zudem treten hier die bereits zuvor sichtbaren hohen
Ausschlage von IP-10, IL-1p und IL-1a noch mehr in den Vordergrund. Wie bereits oben
erwéhnt, ahneln sich die PSC- und CCC-Zytokinprofile. Jedoch zeigt sich bei CCC-Patienten
eine durchschnittlich héhere Zytokinmenge fir IP-10, IL-B, IL-1o und TNF-o mit einigen
Ausschldgen uber 1.000 Ig pg/ml.

In der Gruppe der HCC-Patienten zeigt sich wiederholt die geringe Zytokinmenge im
Vergleich zu den Ubrigen Patientengruppen (Abbildung 12).
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3.4 Gruppenmittelwerte der Zytokine

SSC - Gruppenmittelwerte

B [FN-02 B [FN-y = IL-10 IL-12(p70)
| L-15 B IL-lo | JL-1p | L2
m[L4 | [L-6 | [P-10 B TNF-u

Abbildung 13: Zytokinprofil SSC — Treemap.

PSC - Gruppenmittelwerte

B [FN-02 B [FN-y = IL-10 IL-12(p70)
| L-15 B IL-lo | JL-1p | L2
m L4 m [L-6 | [P-10 B TNF-u

IFN-a2 IL-1a

Abbildung 14: Zytokinprofil PSC — Treemap.
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CDL - Gruppenmittelwerte

B [FN-o2 B [FN-y = IL-10 IL-12(p70)
m L-15 B IL-lo | IL-1p | -2
m L4 m IL-6 | [P-10 B TNF-a

IP-10 IL-4 - T

Abbildung 15: Zytokinprofil CDL — Treemap.

LTX - Gruppenmittelwerte

B [FN-02 B [FN-y = IL-10 IL-12(p70)
| IL-15 B IL-la | L-1p | IL-2
mIL-4 mIL-6 | [P-10 B TNF-u

IP-10

Abbildung 16: Zytokinprofil LTX — Treemap.
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CCC - Gruppenmittelwerte

B [FN-o2 B [FN-y IL-10 IL-12(p70)
m L-15 B [L-la | IL-1p | -2
m L4 m IL-6 | [P-10 B TNF-a

IP-10 IL-1p

Abbildung 17: Zytokinprofil CCC — Treemap.

HCC - Gruppenmittelwerte

B [FN-02 B [FN-y IL-10 IL-12(p70)
| IL-15 B IL-la | L-1p | IL-2
mIL-4 mIL-6 | [P-10 B TNF-u

IP-10

Abbildung 18: Zytokinprofil HCC — Treemap.

In der Treemap werden die gebildeten Mittelwerte der Zytokine innerhalb einer Gruppe im

Verhaltnis zueinander dargestellt.

Das Zytokinprofil der SSC-Gruppe prasentiert sich IP-10 dominant (Abbildung 13). Im
Mittelfeld der 12 Zytokine befinden sich IFN-a2, IL-1pB, IL-1o. und TNF-a. Zu geringen
Anteilen konnen IL-6, IL-15, IFN-y, IL-12(p70) und IL-10 nachgewiesen werden. IL-2 und

IL-4 sind kaum vorhanden.

In der Gruppe der PSC-Patienten sind IP-10 und IL-1f zu etwa gleichen Anteilen fuhrend,
gefolgt von IFN-a2 und IL-1a (Abbildung 14). Einen kleineren Anteil machen IL-4, IL-6, IL-

| 37



10 und TNF-a aus. Die Mittelwerte fur IFN-y, IL-15 und 1L12(p70) fallen sehr gering aus. IL-

2 weist einen verschwindend geringen Anteil auf.

Der Groliteil der detektierbaren Zytokinmenge der CDL-Gruppe entféllt auf IP-10 (Abbildung
15). Daran anschlief}end finden sich IFN-a2, IL-1a und IL-4. Die Mittelwerte der tbrigen
Zytokine sind bis auf IL-2, welches kaum ins Gewicht fallt, zu etwa gleich geringen Anteilen

vorhanden.

Die LTX-Patienten bieten eine stark IP-10-orientierte Mittelwertverteilung (Abbildung 16).
An zweiter Stelle liegt IFN-a2, gefolgt von IL-4 und IFN-y. Im Mittel sehr geringe Mengen
machen IL-1a, IL-10, TNF-q, IL-15, IL-6, IL-12(p70) und IL-1p aus. An letzter Stelle steht
erneut 1L-2.

In der CCC-Gruppe zeigt sich ein ahnliches Bild wie in der Gruppe der PSC-Patienten
(Abbildung 17). IP-10 und IL-1p représentieren den Hauptteil der 12 Zytokine. Jedoch
schlieRen sich hieran primér IL-1a und TNF-o an. IFN-a2 macht einen geringeren Anteil als
in der PSC-Gruppe aus. Auf die Ubrigen Zytokine entfallen nur sehr geringe Anteile. 1L-2 ist

kaum nachweisbar.

Das Zytokinprofil der HCC-Patienten setzt sich im Wesentlichen aus IP-10, IL-6 und IL-1a
zusammen (Abbildung 18).
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3.5 Vergleich von Zytokinprofilen innerhalb eines Patienten

Vergleich SSC-03 und SSC-06
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Abbildung 19: Vergleich Patient SSC-03 und SSC-06.
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Abbildung 20: Vergleich Patient SSC-03 und SSC-06 — logarithmische Skalierung.

An dieser Stelle befinden sich zwei Zytokinprofile desselben Patienten mit SSC zu
unterschiedlichen Zeitpunkten in absoluten Zahlen (Abbildung 19) und in logarithmischer
Darstellung (Abbildung 20). Dies kam zustande, da der Patient nach wiederholter
Einwilligung versehentlich zweimal in die Studie mit aufgenommen wurde. Fir die
Hauptanalyse wurde der Patient daher, wie bereits zuvor erwéhnt, bei seiner zweiten
Teilnahme (SSC-06) ausgeschlossen. Jedoch konnte so das Zytokinprofil innerhalb eines
Patienten verglichen werden. Die Untersuchungszeitpunkte lagen 98 Tage auseinander. Der
ERCP-Befund ergab in beiden Féllen eine distale DHC-Stenose bei SSC. Zu beiden
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Zeitpunkten kann primér IP-10 und zu einem geringeren Anteil IL-1a nachgewiesen werden.
Die Ausschlaghthe von IL-1a ist in etwa gleich groR, wohingegen IP-10 zum zweiten

Untersuchungszeitpunkt in etwa nur halb so hoch ausféllt. Insgesamt &hneln sich die beiden
Zytokinprofile jedoch in hohem Malie.

3.6  Gruppenvergleich von Zytokinprofilen

Gruppenvergleich der Zytokinprofile
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Abbildung 21: Gruppenvergleich der Zytokinprofile — logarithmische Skalierung der
Gruppenmittelwerte.

In Abbildung 21 erfolgt ein Gruppenvergleich der Zytokinprofile anhand der
Gruppenmittelwerte in logarithmischer Skalierung. Verdeutlicht zur Darstellung kommt hier
die Uber alle Gruppen hinweg bestehende IP-10-Dominanz. Darlber hinaus zeigen sich fur
die Patienten mit PSC und CCC im Vergleich zu den tbrigen Gruppen héhere Ausschlége fir
IL-1B, IL-10, IFN-02 und TNF-a. Die durchschnittlich héchste Zytokinproduktion scheint

von CCC-Patienten auszugehen, die geringste von HCC-Patienten. IL-2 fallt in keiner
Krankheitsgruppe ins Gewicht.
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4 Diskussion

Anhand der durchgefiihrten Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich Zytokine in der

Gallenflissigkeit nachweisen und somit Zytokinprofile erstellen lassen.

Bereits 1997 verdffentlichen Rosen et al. eine Studie Uber die bilidre Zytokinanalyse von IL-6
und TNF-a (9). Auch hier wurde die Gallenflissigkeit im Rahmen einer klinisch indizierten
ERCP gewonnen. Allerdings waren die Patientengruppen bezogen auf die vorliegende
Grunderkrankung sehr heterogen. Gegenibergestellt wurden Patienten mit endoskopischer
Cholangitis und Patienten ohne bildmorphologische Cholangitis. Die Analysen wurden
mittels ELISA durchgefuhrt. Sowohl TNF-a als auch IL-6 fielen bei Cholangitis-Patienten
signifikant hoher aus.

In unserer Studie weisen die primér entziindlichen Erkrankungen SSC, PSC, CDL und das
CCC, sowohl als auch das HCC innerhalb ihrer Gruppen sehr homogene Verteilungen
bezlglich ihrer Zytokinprofile auf. Bei Patienten mit Zustand nach Lebertransplantation
hingegen, zeigt sich eher ein heterogenes Bild. Da bei allen inkludierten Patienten eine
narbige, nicht-entziindliche Anastomosenstenose vorlag, kdnnen die unterschiedlichen
Zytokinprofile in dieser Gruppe jedoch nicht durch das Vorhandensein von entziindlichen und
nicht-entzindlichen Stenosen erklart werden. Eine Rolle kénnte die Grunderkrankung, die zur
Lebertransplantation gefiihrt hat, spielen. Diese weist innerhalb der Gruppe eine hohe
Variabilitat auf. Moglicherweise konnten die exprimierten Zytokine auch noch nach
Organtransplantation im Zusammenhang mit der zurlickliegenden Grunderkrankung stehen.
Zudem ware es moglich, dass insbesondere im Formenkreis der autoimmunen hepatobiliaren
Erkrankungen bei Krankheitsrezidiven nach Transplantation das Zytokinprofil in Richtung
Grunderkrankung beeinflusst wird. Allerdings gibt es in unserer Studienpopulation lediglich
einen Patienten mit einer gesicherten hepatobilidren Erkrankung in Form einer PSC als
Ursache fir die Lebertransplantation und bei diesem ist das Zytokinprofil, insbesondere
beziglich IL-1o und IL-1B, nicht mit der PSC-Gruppe Ubereinstimmend. Bei einem weiteren
Patienten war primar eine athyltoxische Leberzirrhose und lediglich sekundar eine 1gG-4-
assoziierte Hepatopathie angefiihrt. Zur besseren Beurteilung einer Veranderung des
Zytokinprofils in Richtung Grunderkrankung, miisste man eine Untersuchung explizit an
Patienten mit Krankheitsrezidiven im Lebertransplantat durchfiihren und ihre Zytokinprofile

jenen vor Auftreten des Krankheitsrezidives gegeniiberstellen.
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Die SSC ist bei kritisch kranken Patienten, insbesondere bei an COVID-19 erkrankten
intensivmedizinischen Patienten, eine zunehmende schwerwiegende Erkrankung
(93,98,115,116). Hinsichtlich ihres mikrobiologischen Profils wurden SSC- mit PSC-
Patienten bereits anhand von in der ERCP gewonnenen Gallenflissigkeit verglichen (115).
Abgesehen davon werden mikrobiologische Analysen in Form einer Gallekultur jedoch meist
standardmaRig im Rahmen einer ERCP durchgefuhrt, um bei postinterventioneller
Einschwemmung von Bakterien ins Blut gegebenenfalls antibiogrammgerecht therapieren zu
konnen. Arbeiten zu einer Zytokinanalyse im Serum oder in der Gallenflissigkeit wurden
unseres Wissens bei SSC-Patienten bisher noch nicht durchgefiihrt. Somit enthalt unsere

Studie die erste systematische bilidre Zytokinbestimmung bei SSC-Patienten.

Bei PSC-Patienten wurden bereits Zytokinanalysen in der Gallenflussigkeit durchgefihrt.
Eine Studie untersuchte TGF-p-Konzentrationen im Serum und in der Gallenfliissigkeit und
fand keine vermehrte TGF-f-Expression bei PSC-Patienten (117). In einer anderen Studie
wurden die Proben im Rahmen einer ERCP oder Lebertransplantation sowohl bei PSC-
Patienten und als auch bei Patienten mit anderen hepatobilidren Erkrankungen gewonnen
(118). In der duktalen, wéhrend der ERCP aspirierten Gallenfllssigkeit konnte bei PSC-
Patienten IL-8 in vergleichsweiser hoher Menge nachgewiesen werden. Weitere Zytokine
wurden in der duktalen Galle nicht bestimmt. Auch in der, wéhrend der Transplantation
gewonnenen Blasengalle konnten signifikant hdhere 1L-8-Level festgestellt werden. Ebenfalls
konnte IP-10 nachgewiesen werden, wobei sich kein Unterschied zwischen den
Patientengruppen ergab. Andere proinflammatorische Zytokine, wie IL-1f, IL-6 und TNF-a,
hingegen konnten in der Blasengalle nicht detektiert werden. Im Vergleich hierzu konnten in
unserer, bei PSC-Patienten duktal gewonnenen Gallenflissigkeit vorwiegend IP-10, jedoch

auch groBe Mengen an IL-1p, IL-10 und IFN-a2 festgestellt werden.

Die Eignung der Gallenflissigkeit als Ausgangsmaterial fir Zytokinanalysen mittels
Luminex® bead-basierten Assays wurde bereits in einer kleinen Studie mit 18 Patienten mit
symptomatischen Gallensteinen berpruft (5). Hier zeigte sich eine exzellente
Nachweisbarkeit fir IP-10, eine Hohe fur IL-1a, eine MittelmaRige fir IFN-a2 und IL-8
sowie eine Geringe fiir TNF-a. In Ubereinstimmung hierzu findet sich auch bei unseren CDL-
Patienten vorwiegend IP-10 wieder. IFN-a2 und IL-1a schlieBen sich mengenmaRig an
zweiter und dritter Stelle an, TNF-a ist nur in geringen Mengen nachweisbar. IL-8 wurde in

unserer Zytokinanalyse nicht mituntersucht.
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IL-6 im Serum wurde bereits wiederholt als méglicher Biomarker fiir die Diagnose eines
CCCs vorgeschlagen (119-121). Bei Gegeniiberstellung von Patienten mit extrahepatischem
Cholangiokarzinom und gesunden Probanden konnten in einer kleinen Studienpopulation
vergleichsweise signifikant hohere IL-6-Serumlevel nachgewiesen werden (122). In einer
prospektiven Untersuchung an Patienten mit CCC oder HCC und an gesunden Probanden
konnten in der CCC-Gruppe ebenfalls signifikant hohere Mengen an IL-6 im Serum
festgestellt werden. Zudem nahmen die IL-6-Serumlevel nach Therapie signifikant ab (123).
In unserer CCC-Gruppe hingegen stellt das bilidre IL-6 eher kein Differenzierungsmerkmal
gegenuber den Ubrigen Krankheitsgruppen dar. In der Gallenfllssigkeit wurde bisher der
Wachstumsfaktor Insulin Growth Factor 1 als weiterer diagnostischer Biomarker fiir das CCC
untersucht. Die bilidre Konzentration war bei Patienten mit extrahepatischem CCC 15- bis 20-
fach hoher als bei vorliegendem Pankreaskarzinom oder benignen bilidren Erkrankungen
(CDL, PSC oder Cholangitis) (124).

Vergleicht man LTX-Patienten allgemein untereinander, kann man feststellen, dass sich das
Zytokinprofil bei LTX-Patienten mit bilidren Komplikationen gegeniiber LTX-Patienten ohne
bilidre Komplikationen unterscheidet. In einer kleinen prospektiven Studie mit 21 Patienten
nach Leberlebendspende wurde diesbeziiglich beobachtet, dass in der Gruppe mit bilidren
LTX-Komplikationen eine vergleichsweise erhdhte Serumkonzentration an IL-2 und IL-12
sowie IL-4 wenige Tage nach Transplantation zu verzeichnen ist (125). Die von uns
untersuchten Patienten weisen dagegen kaum IL-2 und nur wenig IL-12(p70) auf. IL-4 ist

immerhin bei einem Drittel unserer Patienten deutlich nachweisbar.

Zu Zytokinanalysen im Serum bei LTX-Patienten existieren hinsichtlich der Fragestellung
einer friihen Transplantatdysfunktion bereits mehrere Studien. Ziel dieser Studien war es
wohl, Anzeichen einer drohenden Organabstolung moglichst frih feststellen zu kénnen. In
einer Fall-Kontroll-Studie mit Leberleichenspenden konnte eine Assoziation zwischen
praoperativ niedrigen IL-6- beziehungsweise hohen IL-2-Rezeptor-Leveln sowie postoperativ
erhdhten Mengen an IL-8, IP-10 und IL-2-Rezeptoren im Serum mit einer frithen
Transplantatdysfunktion nachgewiesen werden (126). Eine andere Studie mit
Leberlebendspenden zeigte erhdhte Serumlevel von IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y
und TNF-a in der Gruppe mit friher Transplantatdysfunktion gegentber der Kontrollgruppe
(127). Des Weiteren waren IP-10-Serumlevel signifikant hoher bei Patienten mit friiher
LebertransplantatabstoBung und korrelierten signifikant mit dem Schweregrad der Abstof3ung
(128). In allen drei aufgefiihrten Studien wurden jedoch nur Zytokine im Serum und nicht in
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der Gallenflussigkeit bestimmt. Sollte sich bei einer spater auftretenden Organdysfunktion
eine ahnliche Zytokinverteilung in der Gallenflussigkeit zeigen, kbnnte man im Rahmen von
bei Anastomosenstenose klinisch indizierten ERCPs durch einen Vergleich von
Zytokinprofilen des gleichen Patienten iber mehrere Zeitpunkte eine drohende
OrganabstoRung moglicherweise friihzeitig feststellen. Diese Hypothese ist zum jetzigen

Zeitpunkt jedoch rein spekulativ.

Die HCC-Gruppe kann gegenuber den restlichen Gruppen als Kontrollgruppe gesehen
werden, da hier keine primére Schéadigung der Gallengénge vorliegt, sondern eher eine
indirekte Beteiligung am Tumorgeschehen. In Anlehnung hieran finden sich bei den HCC-
Patienten durchweg vergleichsweise zytokinarme Profile mit lediglich 1P-10-Ausschlédgen. In
vorherigen Studien konnte IL-6 in Zusammenhang mit einem vorliegendem HCC gebracht
werden. Im Vergleich zu gesunden Probanden oder Patienten mit Leberzirrhose ohne HCC
konnten signifikant héhere 1L-6-Serumlevel nachgewiesen werden (129). Dariiber hinaus
korrelierte die IL-6-Konzentration im Serum mit der GroRe des HCCs (130). Dies spiegelt
sich in unserer HCC-Gruppe zumindest in der Gallenflssigkeit nicht wider. Allerdings fiel

die Gruppe in unserer Studie mit nur drei Patienten auch eher zu klein aus.

Differenzierung zwischen extrinsisch- und autoimmunbedingten hepatobiliaren

Erkrankungen

In unserer Studie zeigen sich bei Betrachtung der Gruppenmittelwerte zum einen
Uberlappungen zwischen den Zytokinprofilen der SSC und der CDL, zum anderen zwischen
denen der PSC und dem CCC. Diese Ubereinstimmungen konnten insofern erklart werden,
dass die SSC und die CDL eher extrinsisch verursacht sind, wohingegen die PSC und das
CCC als autoimmunbedingte Erkrankungen angesehen werden kénnen. Bei der SSC und der
CDL schlieft sich nach IP-10 mengenmalig IFN-a2 an. Dies ist in Einklang mit vorherigen
Arbeiten. Bei Patienten mit CDL konnte sowohl IP-10 in sehr hohen, als auch IFN-a2 in
mittelhohen Mengen nachgewiesen werden (5). Studien zu Zytokinen bei SSC-Patienten
existieren nach unserer Recherche bisher weder fur die Bestimmung im Serum noch in der
Gallenflissigkeit. Die bei der PSC und dem CCC gemeinsam vorliegende héhere 1L-1p-
Expression konnte im pradmalignen Charakter der PSC begriindet sein. Etwa 5-15% der
Patienten mit PSC entwickeln im Laufe ihres Lebens ein CCC (90,91). Ein Grofteil der PSC-
assoziierten CCCs werden erst in fortgeschrittenen Stadien entdeckt (91,131,132). Bis zu 50
% der CCCs werden innerhalb des ersten Jahres nach PSC-Diagnose entdeckt (133).
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Ahnlichkeiten beim Zytokinprofil wiirden demnach nicht tiberraschen. Jedoch ist die
Diagnose eines PSC-assoziierten CCCs in friihen Stadien bisher weiterhin sehr beschrankt
(134).

Differenzierung zwischen PSC und CCC

Eine Unterscheidung zwischen einer PSC ohne Prakanzerose und einem bereits entwickeltem
CCCs anhand des Zytokinprofils wére winschenswert, ist jedoch bisher noch nicht moglich.
Hervorheben I&sst sich, dass in unserer Analyse der Anteil an IL-1p in der CCC-Gruppe
deutlich hoher ist als in allen Gbrigen Gruppen. Zudem fallt der TNF-o im CCC-Profil
verglichen mit den PSC-Patienten im Mittel hoher aus. TNF-a ist bekanntermalf3en allgemein
mit der Tumorgenese assoziiert (60) und kdnnte somit neben der IL-1B-Menge als
Differenzierungsmerkmal zwischen den CCC- und PSC-Patienten herangezogen werden. Im
Idealfall kénnte man hierdurch in unklaren Situationen ein zusatzliches Diagnosekriterium fur
das CCC schaffen. Zu erwéhnen ist in diesem Zusammenhang auch unsere Beobachtung
hinsichtlich IL-1p bei verschiedenen als an CCC erkrankten definierten Patienten. Bei einem
Patienten, bei welchem mehrfach der hochgradige cholangioskopische Verdacht eines CCCs
vorlag und daraufhin eine Lokaltherapie mittels RFTA erfolgte, welcher jedoch bis zu diesem
Zeitpunkt histologisch lediglich ein Gallengangsadenom mit hochgradigen Atypien aufwies,
zeigt sich eine fiihrende IL-1B-Expression. Im Gegensatz hierzu findet sich bei einem
Patienten, welcher erst im Verlauf ein CCC entwickelte und zum Zeitpunkt der ERCP noch
keine malignen Zellen aufwies, auch noch keine IL-1B-Expression. Allerdings gab es auch
einen Patienten mit bereits histologisch gesichertem CCC, bei welchem kaum IL-13

nachgewiesen werden konnte.
Differenzierung zwischen PSC und SSC

Vergleicht man die Zytokinprofile der SCC und der PSC miteinander, unterscheiden sich
diese vor allem im Hinblick auf IL-1B. Der Anteil von IL-1p féllt bei der PSC deutlich héher
aus. Somit kdnnte woma@glich auch hier anhand des Zytokinprofils in der Gallenflissigkeit
zwischen PSC uns SSC unterschieden werden. Die klinische Relevanz ist jedoch fraglich, da
sich sowohl die endoskopische als auch die medikamentdse Therapie nicht wesentlich
unterscheiden. Durchaus eine Rolle spielen kdnnte es jedoch flr die Prognose beztglich der
Tumorentwicklung. Das Malignomrisiko ist bei der PSC gegentber der SSC deutlich erhoht
(135). Allerdings ist das Langzeit-Outcome bei der SSC mit einer signifikant kirzeren

transplantationsfreien Uberlebenszeit deutlich schlechter (136).
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IP-10-Dominanz und geringe IL-2-Expression

Bei Patienten mit primarer biliarer Cholangitis, Autoimmunhepatitis, einer chronischen
viralen Hepatitis B oder C konnte in einer Arbeit gezeigt werden, dass gegenuber einer
gesunden Kontrollgruppe signifikant hohere 1P-10-Serumlevel produziert werden (137).
Zudem zeigte sich in allen Krankheitsgruppen eine signifikante Korrelation zur
Transaminasenerhdhung. Es fand sich demnach ungeachtet der Ursache der Hepatitis eine
erhdhte IP-10-Expression. Bei Patienten mit chronischer Hepatitis C konnte noch dazu
nachgewiesen werden, dass IP-10 in der Leber vor allem von Hepatozyten im Bereich
lobulérer Inflammation sezerniert wird (138,139). Auch wenn unsere Studie sich auf andere
hepatobilidre Krankheitsbilder bezieht, so sind diese Erkenntnisse vereinbar mit unseren
Ergebnissen. Uber alle Gruppen hinweg kann eine deutliche IP-10-Dominanz unter den 12
bestimmten Zytokinen nachgewiesen werden. Die IL-2-Expression in der Gallenflissigkeit ist
hingegen gruppentbergreifend sehr gering. Dahingehend findet sich eine Studie mit
Zytokinanalysen in Leberbiopsien, die zu dhnlichen Ergebnissen kam. Bei Patienten mit
primarer bilidarer Cholangitis, mit chronischer Hepatitis C-Infektion und bei gesunden
Probanden konnten IL-2 und IL-4 im Vergleich zu anderen Zytokinen kaum detektiert werden
(140).
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5 Zusammenfassung

In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass Zytokine in der Gallenflissigkeit bei Patienten
mit verschiedenen hepatobiliaren Erkrankungen im Rahmen einer Klinisch indizierten ERCP
nachgewiesen werden kénnen und sich gruppenspezifisch voneinander unterscheiden. Allen
gemeinsam war eine deutliche IP-10-Dominanz. Zudem konnte gezeigt werden, dass die
Zytokinmenge beim CCC gegeniiber den tibrigen Gruppen deutlich héher ausfiel.
Eindriicklich war die IL-1B-Spezifitat bei der PSC und dem CCC. TNF-q, als an der
Tumorgenese beteiligtes Zytokin, fand sich ebenfalls mengenmélig vermehrt bei Patienten
mit einem CCC. Um Zytokinprofile hinsichtlich der vorliegenden Grunderkrankung jedoch
noch besser voneinander abgrenzen zu kénnen, sind weitere groRangelegte Zytokinanalysen
in der Gallenflussigkeit notwendig. Beztiglich des CCCs ware insbesondere das IL-8 von
Interesse, da in vorherigen Studien eine Assoziation zwischen erhéhten Serumspiegeln und
dem Auftreten von Gallenblasenkarzinomen festgestellt werden konnte (10) und
Ursodeoxycholséure zu einer Reduktion von TNF-a-induzierter Ausschittung von IL-8 flhrt
(141).
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