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1 Einleitung

1.1 Angeborene Immunbarriere der Leber

Die angeborene Immunbarriere der Leber stellt eine bedeutende Grenzflache
zwischen dem korpereigenen Milieu und exogenen Antigenen wie Mikroorganis-
men und Umweltstoffen dar, welche die Leber Uber die Pfortader aus dem Darm
erreichen (Son et al., 2010). Um das Lebergewebe vor potenziell gefahrlichen
exogenen Antigenen zu schitzen und gleichzeitig die Absorption von Nahrung in
Form von tolerierbaren Eiweil3en und anderen potenziell abwehrinduzierenden
Substanzen zu ermoéglichen, nimmt die angeborene Immunbarriere in der Leber
eine wichtige immunmodulierende Rolle ein. Im physiologischen Zustand wird
eine UberschieRende Entziindungsreaktion verhindert. Als Abwehrreaktion kann
jedoch eine ausgepragte adaptive Immunantwort initiiert werden (Kubes and
Jenne, 2018). Antimikrobielle Peptide und Proteine (AMPs), eine diverse Gruppe
an Molekilen, welche von mehrzelligen Organismen gebildet werden und ein au-
Rergewohnlich weites Wirkungsspektrum gegen Bakterien, Viren, Pilze und Pa-
rasiten aufweisen, nehmen eine besondere Funktion in dieser Erstlinien-Vertei-
digung ein (Zhang and Gallo, 2016). Im menschlichen Organismus wurden drei
Hauptuntergruppen beschrieben: Defensine, Histatine und das Cathelectin LL-
37, welche alle Uber ein spezifisches Aktivitatsmuster verfugen (Bals, 2000). Ne-
ben dem direkten Inaktivieren von Mikroorganismen besitzen AMPs ebenfalls die
Fahigkeit, Uber z.B. eine Vielzahl an Zytokinen und Wachstumsfaktoren, Kompo-
nenten des angeborenen sowie des erworbenen Immunsystems zu aktivieren
(Abb. 1), (Hancock and Sahl, 2006; Zhang and Gallo, 2016). Subgruppen von
Lymphozyten, welche als residente Immunzellen einen weiteren Teil der Immun-
barriere darstellen, konnen nach Aktivierung durch Epithelzellen oder Kontakt mit
naturlichen Killerzellen wiederum antimikrobielle Peptide produzieren (Albillos et
al., 2020). Die initiilerte Immunreaktion schadigt allerdings auch das umliegende
Gewebe und muss nach Bekampfung des Triggers wieder aktiv reguliert werden,

um einen Schaden am gesunden Gewebe zu begrenzen. AMPs kénnen dabei



direkt und indirekt antiinflammatorische Effekte auslésen und dabei zellulare
Komponenten des Immunsystems beeinflussen (Abb. 1), (Hazlett and Wu, 2011).
Ebenfalls wurden Einflisse auf Zellproliferation, Wundheilung, Balance von Pro-
teasen und die Redoxhomoostase in der Literatur beschrieben (Bals, 2000). Die
folgende Abbildung (Abb. 1) stellt diese beiden Wirkungsfelder nochmals an-

schaulich dar.
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Abbildung 1. Schemadarstellung der antimikrobiellen und modulierenden Funktionen der AMPs. Die Grafik wurde

Ubernommen aus der Publikation von Hancock and Sahl aus dem Jahr 2006 (Hancock and Sahl, 2006).

Durch die direkte Verbindung Uber die Pfortader besteht eine bidirektionale Be-
einflussung des Immungeschehens zwischen Leber und Darm, welche auch als
Darm-Leber-Achse bezeichnet wird (Albillos et al., 2020). Durch die Besiedlung
des Darms mit Mikroorganismen, welche bei Kontakt mit Epithelien zu einer Im-
munreaktion fuhren kénnen, liegt der intestinalen mukosalen Barriere eine zu-
satzliche Funktion inne (Caruso et al., 2020). Bestimmte AMPs kontrollieren die
Homoostase, indem sie das Gleichgewicht zwischen bakteriellen Kommensalen
und Pathobionten regulieren (Meade and O'Farrelly, 2018). Eine Schadigung die-
ses Gleichgewichts, verursacht durch eine Infektion, ein ischamisches Gesche-
hen oder eine Dysregulation der Bestandteile des Immunsystems, kann eine er-
hohte Permeabilitat zur Folge haben, die durch direkten Kontakt der Mikroorga-
nismen mit der Epithelschicht zu Zellschaden fihren kann (Nalle and Turner,

2015). Dadurch entsteht eine Entzindungsreaktion, die wiederum eine



Darmdysbiose induzieren kann. Diese Veranderung des Mikrobioms im Zusam-
menhang mit Entztindungen kann einen ungunstigen Einfluss auf die Leberfunk-
tion haben (Milosevic et al., 2019). Die Dysbalance zwischen Mikrobiom und Im-
munantwort wurde bereits als zentraler Faktor in der Pathogenese von chronisch

entzindlichen Darmerkrankungen beschrieben (Xavier and Podolsky, 2007).

Es ist bislang nicht hinreichend geklart, wie AMPs in der Leber im Kindesalter
exprimiert werden und wie deren Regulation bei cholestatischen Lebererkrankun-

gen gesteuert wird.

1.2 Antimikrobielle Peptide

Antimikrobielle Peptide sind auferst vielfaltige und dynamische Moleklle und
lassen sich anhand ihrer Struktur in drei Untergruppen unterteilen: Defensine,
Histatine und das Cathelectin LL-37 (Bals, 2000). Defensine sind kationische
Peptide mit Zystinresten, welche durch intramolekulare Disulfidbriicken ihre
Struktur formen (Lehrer, 2004). Durch Unterschiede in diesen Briicken lassen
sich Subgruppen differenzieren, von denen bisher a- und [(-Defensine im
menschlichen Korper beschrieben wurden (Semple and Dorin, 2012). Vor allem
durch neutrophile Granulozyten und Epithelzellen sezerniert, kdnnen Defensine
einerseits mit Strukturen der bakteriellen Zellwand interagieren, diese zerstoren
oder sequestrieren und die Zellwandsynthese behindern. Anderseits konnen sie
Viren am Zelleintritt hindern oder z.B. durch Aktivierung von Chemotaxis diverser
Immunzellen immunmodulatorisch wirken (Zhao and Lu, 2014). a-Defensine wer-
den vor allem von Neutrophilen und Panethzellen des Darms exprimiert (Cunliffe,
2003). Die Relevanz der a-Defensine 5 und 6 in der Bakterienabwehr und Im-
munmodulation des Dinndarms wurde bereits mehrfach beschrieben (Cunliffe,
2003). p-Defensine stellen eine der zahlreichsten Klassen von antimikrobiellen
Peptiden im menschlichen Kérper dar und besitzen sowohl pro- als auch antiin-
flammatorischen Aktivitaten (Semple and Dorin, 2012). Sie kénnen durch die
Hemmung der Apoptose von Neutrophilen und anderen Mechanismen die Pro-
duktion proinflammatorischer Zytokine induzieren und die Immunantwort amplifi-

zieren (Semple and Dorin, 2012). Auf der anderen Seite werden ihnen wichtige



Funktionen in der Wundheilung und Angiogenese zugeordnet (Mangoni et al.,
2016; Umehara et al., 2022). Eine Expression von B-Defensinen wurde in der
Haut sowie in der Mukosa des Respirations-, des Genitourethral- und des Gast-

rointestinaltrakts nachgewiesen (Holly et al., 2017).

Im Jahr 1999 wurde das humane B-Defensin 1 (hBD1) in Dinndarm-Xenografts
konstitutiv exprimiert gemessen, wahrend dem humanen B-Defensin 2 (hBD2)
eine besondere Rolle bei Infektionen zugeschrieben wurde, da die Expression
z.B. bei Salmonellen-Infektionen deutlich hochreguliert war (O'Neil et al., 1999).
Neuere Studien zeigten eine erhéhte hBD1-Expression bei fortgeschrittener Le-
bererkrankung im Erwachsenenalter, welche mit dem Schweregrad der Cho-
lestase, gemessen am Bilirubin im Serum, korrelierte und in vitro in Hepatozyten
durch Bilirubin und Gallensauren induziert werden konnte (Klag et al., 2018). In
einer weiteren Studie konnten erhéhte hBD1-Serumkonzentrationen als unab-
hangiger Pradiktor fur eine schlechtere Prognose und eine erhéhte Mortalitat bei
Patient*innen mit einem akuten Leberversagen bei vorbestehender Lebererkran-
kung beschrieben werden (Mani et al., 2019). Die Serumkonzentration des hBD1
war bei erwachsenen Patient*innen mit zirrhotischer Leber signifikant erhdht und
zeigte eine moderate Korrelation mit Procalcitonin-Werten sowie der Anzahl wei-
Rer Blutzellen und neutrophiler Granulozyten (Kaltsa et al., 2016; Mani et al.,
2019). Fur eine effektive antimikrobielle und immunmodulatorische Aktivitat be-
notigt hBD1 einen reduzierten Status, welcher vor allem durch die Oxidoreduk-
tase Thioredoxin-1 (TXN) hergestellt werden kann (Jaeger et al., 2013). TXN wird
ebenfalls konstitutiv exprimiert und ist mit hBD1 kolokalisiert (Jaeger et al., 2013;
Klag et al., 2018). Das hBD2 gilt als eines der wichtigsten bei Infektion induzierten
AMPs und zeigte in Immunoblot-Analysen vor allem in den gro3en Gallengangen
bei obstruktiv cholestatischen Erkrankungen eine erhdhte Expression (Harada et
al., 2004). Die hBD2-Expression ist sowohl Uber Toll-like Rezeptoren durch Kon-
takt von Epithelzellen mit Mikroorganismen als auch durch proinflammatorische
Zytokine wie dem Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interleukin-18 (IL-18) indu-
zierbar (Harada et al., 2004; Holly et al., 2017; Lehrer, 2004). hBD2 wirkt
chemotaktisch sowohl auf unreife dendritische Zellen, CD4+ T-Gedachtniszellen

und Neutrophile via Bindung an den Chemokin-Rezeptor Typ 6 (CCR6), (Lehrer,



2004; Semple and Dorin, 2012) als auch auf Monozyten und Makrophagen via
Bindung an den Chemokin-Rezeptor Typ 2 (CCR2), (Holly et al., 2017). CCR6-
Knockout Mause zeigten eine signifikant verminderte Konzentration von B- und

regulatorischen T-Zellen (Kim et al., 2019).

Das Cathelicidin LL-37 ist ein a-helikales, amphipathisches, positiv geladenes
antimikrobielles Peptid. Es wird von Neutrophilen und Makrophagen konstitutiv,
hingegen von Keratinozyten, der Synovialmembran, der Nasenschleimhaut und
den Darmepithelzellen nur als Reaktion auf eine Infektion exprimiert (Sa@rensen
et al., 1997; Zanetti, 2005). Das Peptid wirkt direkt antimikrobiell, verbindet die
angeborene mit der erworbenen Immunantwort und moduliert letztere durch spe-
zifische Aktivierung von Immunzell-Rezeptoren und der Modulation der Genex-
pression (B. Yang et al., 2020). Eine induzierte Expression des LL-37 in Epithel-
zellen kann direkt Neutrophile, Monozyten und dendritische Zellen anlocken und
letztere wie auch Fibroblasten und Epithelzellen induzieren, IL-8 zu sekretieren,
wodurch die Chemotaxis der Immunzellen verstarkt wird (B. Yang et al., 2020).
Apolipoproteine wie das Serum-Amyloid-A (SAA), welches als deutlicher Indika-
tor fur den Schweregrad einer Inflammation im Korper fungiert, besitzen die Fa-
higkeit, Neutrophile noch effektiver chemotaktisch anzulocken. LL-37 wirkt dabei
immunmodulatorisch, indem es diese Aktivitat hemmt und somit eine Uberschie-
Rende Entzindungsreaktion durch SAA verhindert (B. Yang et al., 2020). Unter
physiologischen Konditionen tragt es demnach zur Homdostase von Entzun-
dungsreaktionen bei. Bei Stérung des Gleichgewichts, wie bei chronisch ent-
zundlichen Darmerkrankungen, der Psoriasis und dem Lupus erythematodes,
zeigte sich LL-37 Uberexprimiert (Kusaka et al., 2018; Pahar et al., 2020; B. Yang
et al., 2020). In Zellkulturen der chronisch entzindlichen Darmerkrankungen in-
duzierte LL-37 sowohl eine ausgepragte Inflammation, neutralisierte jedoch
ebenfalls die Lipopolysaccharid-Aktivitat, um eine Pathogeninvasion ins Darmge-
webe zu verhindern (Kusaka et al., 2018; B. Yang et al., 2020).

Das Liver Expressed Antimicrobial Peptide 1 (LEAP-1) ist ein kurzes, cystein-
reiches, kationisches antimikrobielles Peptid, auch bekannt als Hepcidin, und
wird hauptsachlich von Hepatozyten produziert (Deicher and Horl, 2004). Es wirkt

antimikrobiell, indem es sowohl die intestinale Aufnahme als auch die zellulare



Freisetzung von Eisen (z.B. ins Blut) bremst. Da Eisen ein wichtiges Stoffwech-
selelement fur fast alle lebenden Organismen darstellt, verteidigt es den Korper
bei Infektionen und Entzindungsprozessen, indem die Expression des LEAP-1
so gesteigert wird, dass nur noch deutlich verminderte Mengen an Eisen fur Mik-
roorganismen verfugbar sind (Deicher and Horl, 2004; Y. Yang et al., 2020). Die
Expression der Messenger-Ribonukleinsdure (mMRNA-Expression) des LEAP-1 in
der Leber Erwachsener korrelierte im physiologischen Zustand mit LEAP-1-Wer-
ten im Serum wie auch mit Ferritin im Serum, nicht jedoch mit Serumwerten des
Bilirubins (Park et al., 2001; Tan et al., 2012). Im spaten Stadium der Gallengang-
satresie (GGA) wurden signifikant erniedrigte LEAP-1-Expressionswerte im Ver-
gleich zum Fruhstadium beschrieben (Huang et al., 2006). /n vitro konnte eine
Herunterregulierung der LEAP-1-Expression durch Gallensauren Uber eine Hem-
mung der |IL-6-induzierten STAT3-Phosphorylierung beobachtet werden (Huang
et al., 2009). Die zentrale zellulare Rolle in der Leberfibrose nehmen aktivierte
hepatische Sternzellen ein, welche bei chronischer Lebergewebsschadigung zu
myofibroblastenahnlichen Zellen differenzieren und einen grof3en Anteil an ext-
razellularer Matrix darstellen. LEAP-1 hemmte in einem Mausmodell zur Leber-
fibrose die Aktivierung hepatischer Sternzellen durch Blockade der TGFB1-indu-
zierten Smad3-Phosphorylierung und wirkte einer Exazerbation der Fibrose ent-

gegen (Han et al., 2016).

Dem antimikrobiellen Enzym Lysozym kommt eine Schlusselrolle in der Erstlini-
enverteidigung des Immunsystems zu, da es unter anderem durch Hydrolyse von
Zellwandpeptidoglycan Gram-positive Bakterien abtétet und durch die Freiset-
zung bakterieller Produkte unter anderem NOD1- und/oder NOD-2-Signalwege
(Nucleotide-binding oligomerization domain protein), Toll-like Rezeptoren und In-
flammasome aktiviert (Ragland and Criss, 2017). Durch eine Vielzahl an Zellen
produziert, kommt Lysozym sehr haufig im Speichel und der Mukosa vor
(Bergamo et al., 2019). Im Darm wird es vor allem von Panethzellen gebildet und
balanciert proinflammatorische und antiinflammatorische Effekte aus (Yu et al.,
2020). In immunhistochemischen Untersuchungen bei chronischen gastrointesti-
nalen Entziundungsgeschehen, welche bei der Zdliakie, der kollagenen Kaolitis,

der lymphozytaren Kolitis und beim Morbus Crohn auftreten kénnen, konnten



erhdhte Expressionswerte gemessen werden, was als Reaktion auf das in den
beschriebenen Erkrankungen veranderte Mikrobiom gewertet wurde (Rubio,
2014). Lysozym-defiziente Mause reagierten mit einer verringerten Immunreak-
tion im Darm auf Bakterien, was fur einen Schutz des Gewebes bei experimen-
teller Kolitis sprechen konnte (Yu et al., 2020). Jedoch zeigte ein weiteres Maus-
modell eine erhdhte Anfalligkeit fur eine intestinale Infektion mit Listeria monocy-
togenes bei defizienter Lysozymproduktion in Panethzellen (Zhang et al., 2015).
Eine Analyse des Transkriptoms monozytarer Zellen nach in vitro Induktion durch
Lysozym ergab eine Hemmung der Gene des TNF-a/IL-1B-Signalwegs sowie an-
derer Gene, welche regulierend auf Entzindungsprozesse wirken, und konnte
folglich einen moglichen Signalweg der entzindungseindammenden Wirkung
des Lysozyms darstellen (Bergamo et al., 2019). Auch nach oraler Verabreichung
von Huhnerei-Lysozym im Mausmodell mit Lipopolysaccharid-induzierter Entzin-
dung zeigte sich eine deutliche Reduktion des proinflammatorischen Zytokins IL-
6 durch Lysozym in der Leber (Tagashira et al., 2019). Im Kolitis-induzierten
Schweinemodell reduzierte die Gabe von Hiuhnerei-Lysozym die lokale Expres-
sion proinflamatorischer Zytokine und steigerte die Expression antiinflammatori-
scher Mediatoren (Lee et al., 2009).

Wichtige |6sliche Komponenten des angeborenen Immunsystems sind die Fak-
toren des Komplementsystems. Bestehend aus mehr als dreiRig Proteinen lasst
sich das Komplementsystem in drei Signalwege einteilen: Den klassischen, den
Lektin- und den alternativen Weg (Walport, 2001). Die antimikrobiellen und im-
munregulatorischen Mechanismen des Komplementsystems sind austariert, um
fremde Strukturen zu identifizieren und korpereigene zu schonen (Walport,
2001). Bei exzessiver Aktivierung kann es zu einem Zellschaden kommen, wel-
cher z.B. auch beim autoimmunen Geschehen eines schweren Verlaufs des hy-
perinflammatorischen multisystemischen Entziindungssyndrom bei Kindern ge-
messen wurde (Porritt et al., 2021). Bei einem Mangel an Komplementfaktoren
hingegen kann der Korper anfalliger fur Infektionen werden (Conigliaro et al.,
2019). Das Mannose-bindende Lektin (MBL) ist ein protektiver Immunfaktor bei
Neugeborenen (Super et al., 1989). Als Startmolekil des Lektin-Signalwegs

agiert es als wichtiges Strukturerkennungsmolekil fur eine Vielzahl an



Mikroorganismen (Takahashi and Ezekowitz, 2005; Walport, 2001) und ist in der
Lage, auch antikdrperunabhangig seine Effektormolekile zu aktivieren (Worthley
et al., 2005). MBL bindet an Mannose- und Zuckerstrukturen eingedrungener
Mikroorganismen und kann diese so opsonisieren. Dies fuhrt zur Aktivierung der
Komplementkaskade und des erworbenen Immunsystems (Neth et al., 2000).
Mehrere Studien konnten zeigen, dass ein MBL-Mangel bei Neugeborenen das
Risiko fur wiederkehrende Infektionen erhoht (Keizer et al., 2014). Eine MBL-De-
fizienz, charakterisiert durch MBL2-Genotypisierung und MBL-Plasmalevel, ist
mit dem Auftreten einer neonataler Sepsis und einer Pneumonie assoziiert
(Frakking et al., 2007). Paradoxerweise wurde ebenfalls eine Assoziation niedri-
ger MBL-Expressionlevel zu Autoimmunerkrankungen wie z.B. Lupus erythe-
matodes und systemischen Entzindungssyndromen in mehreren Studien be-
schrieben (Takahashi and Ezekowitz, 2005). Das finale Effektormolekil der Sig-
nalwege der Komplementkaskade ist C5 (Vignesh et al., 2017). Die Spaltung des
C5 durch die C5-Konvertase ergibt C5a, eines der potentesten Mediatoren einer
Entzindung und Chemotaxis, und C5b, welches die Bildung des Membran-Atta-
cke-Komplexes initiiert und das Endprodukt des Komplementsignalwegs darstellt
(Gros et al., 2008; Vignesh et al., 2017). Im Mausmodell zeigten Mause, welche
C5 exprimierten, nach 10-wochiger Futterung einer fettreichen, glukosehaltigen
Diat eine deutlich aggressivere hepatische Steatose und eine deutliche zentro-
lobulére Inflammation der Leber im Vergleich zu C5- defizienten Mausen (Bavia
et al., 2016). Aquivalent dazu war bei Mausen mit C5-Mangel eine abge-
schwachte Entziindungsreaktion sowie eine signifikante Reduktion der Leber-
fibrose zu erkennen (Schmitt et al., 2012). Bei komplement-mediierten Erkran-
kungen wie z.B. der nachtlichen Hamoglobinurie (PNH), der anti-Acetylcholin-
Antikorper-positiven generalisierten Myasthenia gravis und der anti-Aquaporin-4-
Antikorper-positiven Neuromyelitis-optica-Spektrum-Erkrankung konnte bereits
eine effektive Befundverbesserung durch den C5-Inhibitor Eculizumab nachge-

wiesen werden (Mannes et al., 2021).



1.3 Neonataler lkterus

Ein neonataler Ikterus stellt die klinische Manifestation erhohter Bilirubinwerte im
Serum dar. Eine Erh6hung des indirekten/unkonjugierten Bilirubins in den ersten
zwei Lebenswochen kommt haufig beim Neugeborenen vor und tritt physiolo-
gisch z.B. muttermilchassoziiert auf (Feldman and Sokol, 2021). Bei prolongier-
tem lkterus (ab 10-14 Tagen nach Geburt) ist die differenzierte Bestimmung des
Bilirubins notwendig, da eine Erhohung der direkten/ konjugierten Fraktion auf
potentiell vital bedrohliche cholestatische Erkrankungen hinweisen kann, die eine
schnelle und spezifische Behandlung erforderlich machen (Fawaz et al., 2017).
Klinische Befunde wie eine Hepatomegalie, eine verhartete Leberstruktur, ein
heller Stuhl, dunkler Urin und/oder Juckreiz kdnnen klinisch wegweisend sein
(Fischler and Lamireau, 2014). Ursachen flr eine neonatale Cholestase sind viel-
faltig, wie z.B. Infektionen, Obstruktionen der Gallenwege, Endokrinopathien, ge-
netische Erkrankungen, Stoffwechselstérungen, Toxin- und Medikamentenexpo-
sitionen, kardiovaskuldre Anomalien und weitere (Feldman and Sokol, 2019). Ein
cholestatischer lkterus betrifft etwa eins von 2.500 Neugeborenen (Fawaz et al.,
2017). Die haufigste diagnostizierte Ursache ist die GGA mit 25-40% (Fawaz et
al., 2017). Bei etwa 13% der Neugeborenen mit Cholestase ist eine kausale Di-
agnosestellung nicht moglich (Fawaz et al., 2017; Hoerning et al., 2014), wobei
der Grolteil dieser Patient*innen nur zeitweise eine Cholestase aufweist und als
transiente neonatale Cholestase (TNC) geflhrt wird. In uni- und bivariaten Ana-
lysen konnten signifikante Assoziationen einer TNC zu den Risikofaktoren frihes
Gestationsalter, niedriges Geburtsgewicht, parenterale Ernahrung >7 Tage, Sep-
sis, Hypoxie oder hamodynamische Instabilitdt gefunden werden (Santos Silva
et al., 2021). Wichtige Differentialdiagnosen genetischen Ursprungs stellen fami-
liare cholestatische Lebererkrankungen (FCE) dar, die ebenfalls oft im Kindesal-
ter mit einer Cholestase vorstellig werden (Amer and Haijira, 2014; Gilbert and
Loomes, 2021). Hervorzuheben sind dabei die Progressive Familiare Intrahepa-
tische Cholestase (PFIC) und das Alagille-Syndrom (ALGS). Die Symptome der
PFIC entstehen durch einen gestorten Gallensauretransport Gber die kanaliku-
lare Zellmembran der Hepatozyten (Davit-Spraul et al., 2009). Es werden auf Ba-

sis genetischer Varianten Subgruppen unterschieden, die einem autosomal-



10

rezessivem Erbgang folgen und mit einer geschatzten Inzidenz von einer auf
50.000 bis zu einer auf 100.000 Geburten auftreten (Srivastava, 2014). Die Sub-
typen weisen pathologische Variablen in Genen auf, welche fur die Proteine FIC1
(ATP8B1, PFIC 1), BSEP (ABCB11, PFIC 2) und MDR3 (ABCB4, PFIC 3), TJP2
(TJP2, PFIC 4), FXR (NR1H4, PFIC 5) und MYO5B (MYOS5B) codieren (Amirneni
etal., 2020), und bedurfen in vielen schwer verlaufenden Fallen einer Lebertrans-
plantation (LTx) in der ersten Lebensdekade, da bisher keine kausalen Therapien
existieren (Amer and Hajira, 2014). Das ALGS fuhrt zu einer verminderten Anlage
von Gallengangen und ist als autosomal-dominante Multisystemerkrankung mit
Fehlbildungen anderer Organe wie Herz oder Wirbelsaule vergesellschaftet
(Gilbert and Loomes, 2021). Beim ALGS finden sich im Groldteil der Falle
Punktmutationen im Notch-Signalweg, entweder aufgrund einer Mutation im
JAG1-Gen oder seltener aufgrund einer Mutation im Gen, welches das neuro-
gene Locus-Notch-homologe-Protein (NOTCH2) codiert (Gilbert et al., 2019). Die
Angaben zur Inzidenz liegen bei etwa einem auf 30.000 Neugeborenen. Auch
hier existiert bislang keine kausale Therapie und nur 40,3% der Kinder mit ALGS

erreichen mit nativer Leber das Erwachsenenalter (Vandriel et al., 2023).

Bei der diagnostischen Aufarbeitung einer neonatalen Cholestase ist besonders
das Erkennen oder der Ausschluss einer GGA bedeutend, da hier die friihe Di-
agnose und Therapie die Prognose wesentlich beeinflussen (Lien et al., 2011;
Serinet et al., 2009).

1.4 Gallengangsatresie

Die GGA ist eine cholestatische Lebererkrankung des Neugeborenen und mani-
festiert sich haufig bereits in den ersten Lebenstagen als lkterus, verursacht
durch erhdhtes direktes Bilirubin (Noorulla et al., 2019). Ursachlich ist eine pro-
gressive inflammatorische und im Verlauf fibrotische Obstruktion der Gallen-
gange nach bisher unbekannten Triggern (Kilgore and Mack, 2017). Die Neuge-
borenen entwickeln zunachst eine schwere Cholestase und in der Folge eine
Schadigung und Fibrose der Leber, welche unbehandelt im chronischen Leber-

versagen endet (Bezerra et al., 2018). Mit dem Ziel, den Gallefluss
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wiederherzustellen, werden die extrahepatischen Gallenwege durch eine He-
patoportoenterostomie (HPE) nach Kasai reseziert und ein Gallenabflusssystem
rekonstruiert. Die Manifestation einer extrahepatischen Atresie ist zudem assozi-
iert mit einer Inflammation und fortschreitenden Fibrose der intrahepatischen Gal-
lenwege. Daher ist die Prognose nach HPE, gekennzeichnet durch das kompli-
kationsarme Uberleben mit eigener (nativer) Leber, bedeutend von einer friihzei-
tigen Operation abhangig (Bezerra et al., 2018; Schreiber et al., 2007). Obwonhl
die HPE inzwischen haufiger zeitgerecht in einem geeigneten Fenster durchge-
fuhrt wird, stellt die GGA die haufigste Indikation fir eine LTx im Kindesalter dar
(Min et al., 2020). Eine LTx verhindert zwar das Fortschreiten der Lebererkran-
kung, geht jedoch mit lebenslanger Immunsuppression und den damit assoziier-
ten Begleiterkrankungen einher (Cuenca et al., 2017). Ein Herauszdgern der er-
forderlichen LTx ist zudem relevant, da die Auswahl geeigneter Spenderorgane
bei Sauglingen und jungen Kleinkindern sehr eingeschrankt ist und zudem
schwere Komplikationen haufiger als bei alteren Patient*innen auftreten (Arnon
et al., 2016). Die GGA tritt bei einem von 8.000 bis 18.000 Neugeborenen mit
einer starken geographischen Variation und einer leicht gehauften Inzidenz bei
weiblichen Neugeborenen auf (Bezerra et al., 2018). Verschiedene klinische Va-
rianten wurden beschrieben, wobei in 80-90% der Falle eine isolierte, soge-
nannte typische GGA auftritt. In 5-10% der Falle sind zystische Dilatationen in
den Gallengangen zu finden. Auch syndromale Phanotypen wurden beschrieben
und sind charakterisiert durch zusatzliche kongenitale Anomalien, wovon die
haufigsten Lateralisierungsdefekte, Milzmalformationen und Herzfehler darstel-
len (Bezerra et al., 2018; Davenport et al., 2006).

In der wissenschaftlichen Literatur werden zahlreiche Hypothesen der Pathoge-
nese der GGA diskutiert. Auf der Basis experimenteller und klinischer Studien ist
aktuell die fuhrende Hypothese die Verlegung der Gallengange durch eine von
einem Virus oder einem toxischen Trigger pranatal induzierte Schadigung, wel-
che durch eine UberschieRende Immunreaktion aufrechterhalten und aggraviert
wird (Tam et al., 2024). Ein weiteres diskutiertes Konzept ist eine fetale oder pe-
rinatale Hypoxie, welche bedingt durch Mikro- oder Makrozirkulationsstoérungen

zur Inflammation beitragt (Bezerra, 2006; Quelhas et al., 2023). Das
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ausschlieBliche Auftreten bei Neugeborenen unterstitzt die bedeutende Rolle
der angeborenen Immunabwehr in der Pathogenese (Bezerra, 2006). Es wurde
eine erhohte T-Zell-Toxizitat beschrieben, Toleranzdefekte der B-Zellen fuhrten
zur Autoreaktivitat und CD68+ Makrophagen sowie autoreaktive 1gGs akkumu-
lierten (Wang et al., 2020). Anhand einer differenzierten Betrachtung der Immun-
histochemie zeigte sich wahrend der entziindlichen Phase eine Infiltration der
Portalfelder mit CD8+ und CD4+ T-Zellen und CD68+ Makrophagen (Mack et al.,
2004; Zhang et al., 2019). Von den Untergruppen der CD4+ T-Zellen, waren Th1-
, Th2-, Th17- und ICOS+ Treg-Zellen bei GGA-Patient*innen im Vergleich zu
Kontrollpersonen via Multiplex Immunhistochemie signifikant erhéht zu messen.
ICOS als Abkurzung fur induzierbarer Co-Stimulator ist ein homodimeres Protein,
welches die T-Zell-Reaktionen auf fremde Antigene verstarkt (Hutloff et al.,
1999). Eine verstarkte Infiltration mit ICOS+ Zellen korrelierte mit einer schlech-
teren Prognose, gemessen an den Serumaktivitaten der GOT und GPT sowie
der Serumkonzentrationen des gesamten Bilirubins und des direkten Bilirubins 6
Monate nach HPE. Die verstarkte Infiltration ICOS— T-Zellen wurde hingegen als
gunstiger prognostischer Faktor beschrieben, gemessen an einer guten Funktion
der Gallensauresekretion im Verlauf (Zhang, 2019). Bei fortgeschrittener Fibrose
zeigten sich vermehrt CD8+ T-Zellen und yo-T Zellen (Yang et al., 2022). Auch
im Mausmodell der GGA war eine deutliche Infiltration der Portalfelder durch yo-
T Zellen vorzufinden. Diese kommunizieren zwischen Aktivitaten der angebore-
nen und erworbenen Immunantwort und fuhrten im GGA-Modell zu einer deutlich
erhdhten Expression des pro-inflammatorischen Zytokins IL-17. Eine Hemmung
dieser Uberexpression des IL-17 fihrte schlieRlich zu einer Verbesserung der
klinischen Symptomatik sowie einer Verminderung der Bilirubin-Werte und der
Immunzellinfiltration in die Leber. Diese pathologische Induktion der Expression
des Zytokins IL-17 konnte auch bei Leberproben erkrankter Kinder gemessen
werden (Klemann et al., 2016). IL-17 kann wiederum die Produktion antimikrobi-
eller Peptide induzieren und wurde als wichtiges Zytokin in chronischen Entzin-
dungsprozessen beschrieben (Kuwabara et al., 2017). yo-T Zellen werden eben-
falls immunmodulierende Funktionen zugeschrieben, indem sie Foxp3+ regula-

torische T-Zellen durch Antigenprasentation induzieren (Rezende et al., 2015).
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Diese Foxp3+ regulatorischen T-Zellen waren signifikant vermindert in Leberbi-
opsien bei GGA zu finden (Li et al., 2015), was im Mausmodell die Anfalligkeit fur
RRV-induzierte Verletzungen der Gallengange erhohte (Lages et al., 2012). Auf
genetischer Ebene wurden veranderte Genexpressionsprofile und Einzelnukleo-
tid-Polymorphismen untersucht, welche tUber die Aktivierung hepatischer Stern-
zellen eine signifikant positive Korrelation mit dem Schweregrad der Fibrose im
Krankheitsprogress aufzeigten, wie z.B. fur die Gene SLIT2 und CXCL6 be-
schrieben (Min et al., 2020; Zhang et al., 2021). In einer grol angelegten Genom-
und Transkriptomanalyse aus Blut- und Lebergewebeproben von Kindern mit
GGA wurde ein komplexes Netzwerk an veranderten Genen identifiziert, welche
Fibrose, Inflammation, Immunitat, Zellentwicklung und Hypoxie beeinflussen (Min
et al., 2020). Weiter konnten Mutationen in Genen zur Zilienfunktion in Leberpro-
ben bei GGA identifiziert werden (Lam et al., 2021). Auch kongenitale morpholo-
gische Defekte des Gallengangsystems werden diskutiert (Vij and Rela, 2020).
Zum Beispiel zeigten Neugeborene mit GGA eine Hochregulation von Liganden
und der Expression von Zielgenen des Hedgehog-Signalwegs, welcher eine be-
deutende Rolle in der Organogenese und dem Zell-Remodeling einnimmt
(Omenetti et al., 2011). Die Annahme, dass Viren in der Pathogenese beteiligt
sein konnten, wird gestutzt durch die Messung gesteigerter Expressionen der
Toll-like-Rezeptoren TLR3 und TLR7 in Leberproben, welche Teil des angebore-
nen Immunsystems sind und spezifisch Viruskomponenten erkennen (Feldman
and Mack, 2012). Mause, welche mit Rhesus Rotavirus infiziert wurden, entwi-
ckelten, in seit 1993 umfangreichen Forschungsarbeiten reproduzierbar, eine
Obstruktion der Gallengange, welche dem Befund der erkrankten Neugeborenen
nahe kommt (Allen et al., 2007; Riepenhoff-Talty et al., 1993; Wang et al., 2011).
Auch menschliche Cholangiozyten zeigten in der Zellkultur vergleichbare Infekti-
onsmuster (Coots et al.,, 2012). Eine Untersuchung von Rotavirus-RNA im
menschlichen Gewebe oder deren Antikérper beim Neugeborenen zeigte bisher
keine kongruenten Ergebnisse (Clemente et al., 2015; Mack, 2007). Jedoch
scheinen in von Rotavirus infizierten neonatalen Mausen duktale Reaktionen
uber den Notch-Signalweg hervorgerufen zu werden (Si et al., 2021), dessen

Gene bei GGA-Leberbiopsien im Vergleich zu Kontrollleberbiopsien erhoht
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exprimiert gemessen wurden (Zagory et al., 2017). In einer aktuellen weltweiten
Meta-Analyse konnte bei 25,4% der Patient*innen mit GGA das Zytomegalievirus
(CMV) via DNA-Nachweis in der PCR, Virusisolierung durch Kultur oder Nach-
weis viraler Antigene nachgewiesen werden, wobei auch hier geographische

Schwankungen zu erkennen waren (Mohamed et al., 2022).

Klinisch konnten bestimmte Parameter identifiziert werden, die das Outcome
nach HPE bei GGA einschatzen lassen. Die Bilirubinkonzentration im Serum als
bedeutender laborchemischer Parameter einer Cholestase stellt drei und/oder
sechs Monate nach HPE einen wichtigen klinischen Pradiktor zum Uberleben mit
nativer Leber dar (Hukkinen et al., 2020). Zudem wird ein junges Alter bei HPE
als protektiv und ein Uberleben mit nativer Leber als Erfolgsparameter der HPE
gewertet (Chardot, 2006; Kumar et al., 2019). Als adjuvante Therapien wurden
und werden folgende Ansatze diskutiert: eine Gabe von Glucocrticoiden, einer
antibiotischen Prophylaxe, Ursodesoxycholsaure, Nahrstoffsupplementationen
oder antiviraler Pharmaka (Fligor et al., 2022). Fur keinen dieser Ansatze reicht
die bisherige Evidenz aus, um eine uneingeschrankte Anwendung zu empfehlen.
In aktuellen klinischen Studien wird versucht durch Pharmazeutika wie z.B. N-
Acetylcystein, einer Glutathionvorstufe, oder Odevixibat, einem Gallensauret-
ransportinhibitor, nach HPE die Gallensauredrainage zu foérdern mit dem Ziel, die
Symptome zu verbessern und das Fortschreiten der Erkrankung zu verlangsa-
men (Hu et al., 2015; Lendahl et al., 2021). Ein weiterer Ansatz ist die Gabe des
gegen das CD20-Oberflachenantigen gerichteten chimaren, monoklonalen Anti-
korpers Rituximab zur Beeinflussung der dysregulierten Immunfunktion (Wang et
al., 2020). In einem experimentellen Ansatz ist es gelungen, ex vivo in menschli-
chem Lebergewebe mithilfe von Organoiden die Gallengange zu reparieren

(Sampaziotis et al., 2021). Eine kausale Therapie liegt bislang nicht vor.

1.5 Die Darm-Leber-Achse

Die Darm-Leber-Achse ergibt sich aus den engen anatomischen und funktiona-
len Gegebenheiten der beiden Organsysteme, welche bidirektional miteinander

interagieren (Milosevic et al., 2019). Das Mikrobiom des Darms und die



15

Immunbarriere der Leber regulieren, stabilisieren und verandern sich gegenseitig
durch ein Netzwerk an metabolischen, immunologischen und neuroendokrinen
Molekulen und Aktivitaten (Kho and Lal, 2018). Das Darmmikrobiom ist ein kom-
plexes Okosystem, bestehend aus Bakterien, Protozoen, Archaeen, Pilzen und
Viren, welche im Gesunden in einer orchestrierten Symbiose miteinander und
dem menschlichen Korper agieren. Diese Symbiose Ubernimmt einen wichtigen
Teil der Verdauung, der Vitamin-B-Synthese, der Immunmodulation, der Unter-
stutzung der Angiogenese und der Funktion des Nervensystems, was die Bedeu-
tung fur gastrointestinale, hepatische, endokrine und viele anderen Erkrankun-
gen deutlich macht (Milosevic et al., 2019). Von hier aus kommunizieren die ein-
zelnen Bestandteile Uber die Pfortader, die Gallengange und den systemischen
Kreislauf mit der Leber. Eine Dysbiose kann z.B. die Aktivierung des nuklearen
Gallensaure-Rezeptors FXR und des membrandsen G-Protein-gekoppelten Re-
zeptors TGRS reduzieren und zu einer verminderten Synthese von sekundaren
Gallensauren fuhren. Dies kann eine Retention der Gallenflussigkeit, eine Sto-
rung der Darmpermeabilitat, ein gesteigertes bakterielles Wachstum und eine Le-
berschadigung zur Folge haben (Sinal et al., 2000). Die Relevanz der Darm-Le-
ber-Achse wurde bereits flr zahlreiche chronische Lebererkrankungen wie He-
patitis B, C, Alkohol-assoziierte Lebererkrankungen, die MASLD (metabolic dys-
function-associated steatotic liver disease), die MASH (metabolic dysfunction-
associated steatohepatitis) und das HCC (hepatozellulare Karzinom) belegt
(Milosevic et al., 2019). AuRerdem konnte eine direkte Korrelation zwischen dem
Schweregrad von Lebererkrankungen und dem Ausmald der Dysbiose festge-
stellt werden (Bajaj et al., 2014). Auch bei Kindern mit diagnostizierter GGA
wurde ein verandertes intestinales Mikrobiom im Vergleich zu gesunden Kontrol-
len mit einer Zunahme der Abweichung nach Kasai-Operation beobachtet (Sun
et al., 2022). Der Einfluss des Crosstalks von intestinalem Mikrobiom und hepa-
tischer Immunbarriere auf cholestatische Lebererkrankungen im Kindesalter ist

bisher kaum untersucht.
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1.6 Lebertransplantation im Kindesalter

Die LTx stellt eine etablierte Behandlungsoption fur Kinder mit fortgeschrittener
Lebererkrankung dar (Kohli et al., 2018), was auf die erfolgreichen Ergebnisse
mit mehr als 85% Uberlebensraten (bei GGA 82-95%) in den meisten Zentren
zurtckzufihren ist (Cuenca et al., 2017; Kasahara et al., 2017). Die haufigste
Indikation fur eine LTx im Kindesalter ist die GGA mit 30—-50% aller transplantier-
ter Kinder, gefolgt von Kindern mit ALGS, PFIC Typ 1 oder 2 und metabolischen
Erkrankungen (Cuenca et al., 2017). Wahrend urspringlich nur Lebererkrankun-
gen im Endstadium wie ein Leberversagen, ein nicht resezierbarer Tumor oder
eine metabolische Storung Indikationen fur eine LTx darstellten, kann die Indika-
tion mittlerweile auch bei ausgepragten Wachstumsstérungen, hartnackigem the-
rapieresistentem Juckreiz, metabolischen Lebererkrankungen mit extrahepati-
scher Manifestation oder verschiedenen seltenen Lebertumoren bei Fehlen von
Kontraindiaktionen diskutiert werden (Kohli et al., 2018). Eine der gefurchtetsten
Komplikationen einer LTx stellt das primare Transplantatversagen dar, welches
mit einem Auftreten von 1-2% der Falle zwar selten ist, jedoch mit einer deutlich
erhdhten Mortalitat einhergeht (Cuenca et al., 2017). Im Verlauf erleiden 8% der
Kinder eine Thrombose der Arteria hepatica, 2-10% eine Pfordaderthrombose
und in 5-25% der Falle kommt es zu Komplikationen der rekonstruierten Gallen-
gange (Yazigi, 2013). Bei Uber der Halfte der Transplantierten tritt innerhalb des
ersten Jahres eine akute AbstoRungsreaktion auf, welche durch eine Biopsie ge-
sichert werden muss, in der, wie auch bei chronischen AbstoRungsprozessen, oft
eine Endolithiasis, eine Infiltration der Portalfelder mit Lymphozyten und eine
Schadigung des Leberparenchyms zu erkennen sind (Cuenca et al., 2017). Je
nach Studie zeigten 32-97% der Kinder trotz normaler Leberparameter im Serum
eine chronische Entziindung und/oder eine Fibrose des Transplantats, deren Ur-
sachen bisher nicht hinreichend geklart sind (Vij et al., 2022). Die Transplantation
bedarf aktuell einer lebenslangen Immunsuppression, die mit deutlichen Komor-
biditaten einhergeht (Jadlowiec and Taner, 2016). Die Verwendung von Steroi-
den nach der Transplantation scheint das Risiko fur arterielle Hypertension, Hy-
perglykdmie, Hypercholesterinamie, Adipositas sowie ein beeintrachtigtes Lan-

genwachstum zu beeinflussen und kann einen Diabetes induzieren (Fairfield et
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al., 2018; Leiskau et al., 2021; Segev et al., 2008). Die bedeutendsten Nebenwir-
kungen von Calcineurin-Inhibitoren, welche aktuell den Goldstandard der medi-
kamentdsen Immunsuppression nach LTx darstellen, reichen von Nephrotoxizitat
(Liu and Mao, 2018) bis zu Lebensmittelallergien (Ozdemir, 2013). Eine weitere
gefurchtete Komplikation der Immunsuppression stellen die posttransplantations-
lymphoproliferativen Erkrankungen (PTLD) dar (Absalon et al., 2017). Die Inzi-
denz schwankt je nach transplantiertem Organ, Follow-up Zeit der Studie und
EBV-Monitoring zwischen 1-10% bzw. 2-16% (Kremers et al., 2006; Lee et al.,
2005). Die LTx ist eine gute und sichere Therapieoption flr Kinder mit fortge-
schrittenen Lebererkrankungen im Endstadium, jedoch sind vor dem Hintergrund
der beschriebenen Komplikationen, der noch unklaren Langzeitprognose bei im
Kindesalter durchgefuhrten Transplantationen und des Mangels an geeigneten
Spenderorganen Therapien im Fokus, die zur Regeneration und langfristigen

Funktionserhaltung der patienteneigenen Leber beitragen.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das angeborene Immunsystem spielt eine zentrale Rolle in der Immunabwehr,
indem es durch direkte Abwehr von Mikroorganismen und Induktion einer Ent-
zundungsreaktion vor Infektionen schitzt sowie diese eindammt. Der genaue
Mechanismus, inwiefern die Expression haufiger antimikrobieller Peptide, Prote-
ine und Komplementfaktoren Einfluss auf klinische Parameter und Erkrankungs-
verlaufe padiatrischer cholestatischer Lebererkrankungen nimmt, verbleibt noch
unzureichend erforscht. Im Rahmen dieser Forschungsarbeit wurden die Expres-
sionsprofile der humanen B-Defensine 1 und 2 (hBD1 und hBD2), des Cathelec-
tins LL-37, des Peptids LEAP-1, des Enzyms Lysozym sowie der Komplement-
faktoren MBL und C5 in normalem und erkranktem padiatrischen Lebergewebe
erstellt, um diese im Zusammenspiel mit klinischen Parametern, Erkrankungsur-
sachen und -verlaufen zu untersuchen. Ein besonderer Fokus wurde hierbei auf
madgliche Korrelationen veranderter Expressionsmuster mit dem Tissue Growth
Factor-B (TGFB) gelegt, welcher als Schllisselenzym des fibrotischen Signal-
wegs bei cholestatischen Lebererkrankungen beschrieben wurde und die Bildung

einer Leberfibrose initiiert.
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Diese Arbeit dient der Beantwortung folgender Forschungsfragen:

1.

Zeigen die AMPs hBD1, hBD2, LL-37, LEAP-1, Lysozym und die Komple-
mentfaktoren MBL und C5 ein verandertes Expressionsprofil in den ver-
schiedenen Krankheitsstadien der GGA sowie im Vergleich zu gesunden
Kontrollen, zu Kindern mit TNC und vergleichbaren cholestatischen Er-
krankungen des Kindesalters? Koénnten veranderte Expressionslevel zu
den vermuteten pathogenetischen Faktoren eines Uberschiellenden Ent-
zundungsgeschehens, einer potenziellen Barrierestorung mit Transloka-
tion von Bakterien oder der Fibrosierung der Leber im Verlauf zugeordnet
werden? Korrelieren die gemessenen Expressionswerte mit der Expres-
sion des profibrotischen Schlisselenzym TGFB und/oder den etablierten
Laborparametern GOT, GPT, yGT, CRP und Bilirubin?

Ist eine Identifikation einzelner AMPs als potenziell selektive Biomarker
zur besseren Differentialdiagnostik bei Diagnosestellung und als pradik-
tive Biomarker zur besseren Verlaufsbeurteilung und Risikostratifizierung
bei GGA mdoglich? Konnen somit ggf. Kinder mit einer schlechteren Prog-
nose friher identifiziert und somit enger therapeutisch betreut werden?
Zeigt sich das AMP hBD1 auch nach LTx bei Protokoll- und/oder Indikati-
onsbiopsien verandert exprimiert? Bestehen Unterschiede der Expressi-
onslevel im zeitlichen Verlauf nach LTx? Korrelieren in dieser Kohorte die
gemessenen Expressionswerte mit dem etablierten Laborparametern Bili-
rubin? Konnte eine dysregulierte Zusammensetzung der antimikrobiellen
Barriere einen neuen Ansatz zur Erklarung der chronischen Entzundungs-

reaktion und Fibrosierung der Leber nach LTx darstellen?



19

2 Material und Methoden

2.1 Patient*innenkollektiv

Die Leberbiopsien wurden von der Abteilung Kindergastroenterologie und -hepa-
tologie der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin der Universitatsklinik Tabingen
zur Verfugung gestellt. Diese Biopsien wurden seit 2004 zur Diagnosestellung
oder zur Kontrolle des Krankheitsverlaufes durchgefiihrt und teilweise in flissi-
gem Stickstoff sowie spatere Proben in RNA-Later® Stabilisation Solution von
Sigma (Cat. No. R0901) konserviert. Dabei entstand die im Folgenden beschrie-
bene Studienpopulation mit einem Umfang von N= 171. Die Untersuchungen die-
ser Arbeit wurden von der Ethikkommission in Tubingen Uberprift (No.
230/2021/BO2) und nach der Deklaration von Helsinki durchgefuhrt.

Die Studienpopulation der Lebergewebeproben (Tab. 1) setzt sich aus zwei Teil-
stichproben zusammen, welche im Folgenden einzeln betrachtet und unabhangig
voneinander ausgewertet werden. Unterschieden wird zwischen Biopsien, wel-
che nativer Leber entnommen wurden (n=77), gesundem Lebergewebe (n=10)

und Biopsien, welche nach LTx durchgefuhrt wurden (n=84).

Tabelle 1. Deskriptive Statistik der Gesamtstichprobe.

Kohorten n (%)
Natives Lebergewebe 77 (45,03%)
Gewebe nach LTx 84 (49,12%)
Gesundes Lebergewebe 10 (5,85%)
Geschlecht

Mannlich 99 (57,89%)
Weiblich 72 (42,11%)

Anmerkungen. N = 171.
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2.1.1 Ubersicht iiber die Studienpopulation mit nativer Leber

Im Folgenden sind die Patient*innencharakteristika der Studienpopulation mit na-
tiver Leber anhand der Haufigkeit bzw. dem Anteil des Geschlechts, des Alters

bei Biopsie sowie der Diagnose dargestellt (Tab. 2).

Um verschiedene Erkrankungen und Krankheitsstadien miteinander vergleichen
zu kénnen, wurden die Patient*innen zunachst in Diagnosegruppen unterteilt,
welche den Arztbriefen zu entnehmen waren. Bei Patient*innen mit der Diagnose
GGA wurde nach klinisch hinweisenden Symptomen und praoperativer Diagnos-
tik die Diagnose intraoperativ bestatigt. Patient*innen mit einer syndromalen Er-
scheinungsform wurden nicht in die Studienpopulation einbezogen, da ein Ein-
fluss weiterer Fehlbildungen auf das Expressionsprofil nicht auszuschliel3en war.
In einem zweiten Schritt wurden die Proben der an GGA- und FCE-Erkrankten in
ein frihes (fGGA bzw. fFCE) und ein Endstadium der Erkrankung (sGGA bzw.
sFCE) aufgeteilt. Zum frihen Krankheitsstadium der GGA zahlten die Biopsien,
welche zur Diagnostik transkutan oder bei Kasai-Operation gewonnen wurden,
die spaten Krankheitsstadien stammten aus Explantaten bei Transplantation. Die
Unterteilung der Krankheitsstadien der FCE erfolgte nach histologischem Be-
fund. Als spates Krankheitsstadium galten Biopsien mit zirrhotischem Leberge-
webe. Bei Vorhandensein mehrerer Proben einer Patientin oder eines Patienten
wurden nur die Proben verwendet, welche eine eigenstandige Aussagekraft hat-
ten, so zum Beispiel, wenn diese sich in zwei zeitlich verschiedenen Gruppen
befanden (bei Diagnose oder LTx) oder wenn die Krankheitsverlaufe explizit dar-

gestellt wurden.

Zum besseren Verstandnis der eingeteilten Krankheitsstadien folgt in Tabelle 3
die Altersverteilung fur die einzelnen Untergruppen, angegeben in der Spann-

breite des Alters bei Biopsie.
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Tabelle 2. Patient*innencharakteristika der Studienpopulation mit nativer Leber.

n (%)

Geschlecht

Mannlich

Weiblich

50 (57,5%)

37 (42,5%)

Alter bei Biopsie
Median (Tage)

<45 Tage

Zw. 45 und 90 Tagen

>90 Tage

11. Lebenstag bis 16. Lebensjahr
187

16 (18,4%)

17 (19,5%)

54 (62,1%)

Gruppen nach Diagnosen
GGA Diagnosebiopsien (fGGA)
GGA Explantat bei LTx (sGGA)
TNC

FCE im frihen Stadium (fFCE)
FCE im spaten Stadium (sFCE)

Gesundes Gewebe von Tumorpatient*innen

19 (21,8%)
30 (34,5%)
11 (12,6%)
11 (12,6%)
6 (6,9%)

10 (11,5%)

Alter bei LTx

<2 Jahre

>2 Jahre

Keine LTx und <2 Jahre

Gesundes Lebergewebe (GLG)

40 (46,0%)
31 (35,6%)
6 (11,5%)

10 (6,9%)

Anmerkungen. N = 87.

Tabelle 3. Altersverteilung der Diagnosegruppen.

Diagnose Alter bei Biopsie in LT (bzw. LJ)
fGGA 11. —86.LT

sGGA 123. —4404.LT (13. LJ)

TNC 19. —-74.LT

fFCE 19. —2100. LT (6. LJ)




22

sFCE 312. —5691.LT (16. LJ)

gesundes Gewebe 261. —1849.LT (5. LJ)

Anmerkungen. LT = Lebenstage; LJ = Lebensjahre. fGGA = friihe Gallengangsatresie, sGGA = spate Gallengang-
satresie, TNC = transiente neonatale Cholestase, fFCE = frihe familiar cholestatische Erkrankungen, sFCE = spate

familiar cholestatische Erkrankungen.

2.1.2 Ubersicht iiber die Studienpopulation mit Biopsien nach

Lebertransplantation

Im Folgenden sind die Patient*innencharakteristika der Studienpopulation bei Bi-
opsie nach LTx anhand der Haufigkeit bzw. dem Anteil des Geschlechts, des
Alters bei Biopsie, der Altersverteilung sowie der Biopsieindikation dargestellt
(Tab. 4).

Tabelle 4. Patient*innencharakteristika bei Biopsie nach LTx.

n (%)
Geschlecht
Mannlich 49 (58,33%)
Weiblich 35 (41,6%)
Alter bei Biopsie
Minimum 4 Monate
Maximum 227 Monate
Altersverteilung
<1Jahr 10 (11,9%)
Zw. 1 und 5 Jahren 33 (39,29%)
Zw. 6 und 10 Jahren 18 (21,43%)
>10 Jahre 23 (27,38%)
Transplantatalter bei Biopsie
<1Jahr 34 (40,48%)
Zw. 1 und 5 Jahren 22 (26,19%)

Zw. 6 und 10 Jahren 16 (19,04%)
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>10 Jahre 12 (14,29%)

Gruppen nach Biopsieindikation
Indikationsbiopsie 45 (53,57%)

Protokollbiopsie 39 (46,43%)

Anmerkungen. N = 84. Die gesunden Kontrollen sind nicht erneut aufgefihrt (Vgl. Tab. 4).

2.2 Analyse der mRNA und Errechnung der Expressionslevel

2.2.1 RNA Isolation

Die gesamte RNA wurde aus Leberbiopsien extrahiert. Hierfir wurde im gefrore-
nen Zustand mit einem sterilen Fadenmesser ein Stick entnommen und unter
dem Abzug direkt in R6hrchen mit 400-600 ul TRIzol und Bashing Beats (2 mm)
von Zymo Research Uberfuhrt. Die Menge an TRIzol wurde der entnommenen
ProbengréRe angepasst. Mithilfe der Fast Prep (Fast-Prep-24™ beat beating
grinder und lysis system) von MP Biomedicals wurde das Gewebe je nach Pro-
bengrélie bei zwei bzw. drei Durchgangen von je 40 Sekunden und einer Einstel-
lung auf 40x aufgeschlossen. Die RNA wurde mithilfe des Direct-zol RNA Mi-
niprep Plus (Cat. No. R2073) isoliert und mit DNAse 15 Minuten bei Raumtem-
peratur inkubiert. Die Zentrifugationssschritte fanden bei 14.000xg bis 16.000xg
statt und die Saule wurde nach dem DNAse-Verdau dreimal gewaschen, um eine
moglichst reine RNA zu erhalten. AbschlieRend wurde die RNA je nach erwarte-
ter Konzentration in 60 bzw. 100 ul nukleasefreiem Wasser eluiert. Um die Quan-
titat und Qualitat der RNA zu messen, wurde ein Nanodrop™2000- Spektralpho-
tometer verwendet. Die anschlieRend aliquotierten Proben wurden bei —80°Cel-
sius gelagert. Durch die Reinigung der Arbeitsflachen und Materialien mit RNase-
ExidusPlus von PanReac AppliChem konnte die Qualitat und Quantitat der RNA

gewahrleistet werden.

2.2.2 Primerauswahl

Die Primerpaare wurden in Bezug auf die Publikation von Klag, et al. (Klag et al.,
2018) ausgewahlt oder mithilfe der Webseite Primer 3 Input erstellt. Die ZielgroRe
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wurde auf 100 bis 300 Basenpaare festgelegt, das Langenoptimum lag bei 20

Basen, die optimale Tm bei 59 °C mit einer maximalen Differenz von 3°C und

einem GC-Gehalt zwischen 45-70%. Zusatzlich enthalten die Primer, wenn mog-

lich, eine Intron-Uberspannende Sequenz. Die fur diese Arbeit verwendeten Pri-

mer Sequenzen sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5. Verwendete Primer.

Name 5°->3" Sequenz vorwarts 5°->3"Sequenz riickwarts
GAPDH cca gcc gag cca cat cgc tc atg agc ccc agc ctt ctc cat
TXN JC1 tgg tga agc aga tcg aga gca ag tga agc aac atc ctg aca gtc atc
hBD-1 TK ggc ctc agg tgg taa ctt tct ttc ttc tgg tca ctc cca gc
hBD-2 JC ori ata ggc gat cct gtt acc tgc ¢ cat cag cca cag cag cttctt g

TGF beta JC 1

LL-37 JC 1

MBL

C5

LEAP-1

Lysozym

GAPDH new

gca agt gga cat caa cgg gtt ¢

gac aca gca gtc acc aga gga t

tag tag cct ggc tgc ctc aga a

gac agt gct gtg tat gga gtc ¢

ctg acc agt ggc tct gtt ttc ¢

act aca atg ctg gag aca gaa gc

gtc tcc tct gac ttc aac agc g

gtg gcc atg aga agc agg aaa g

tca caa ctg atg tca aag gag cc

cac cat tgg tca gga aga act tg

cca gctagg tgg aac aca ttg g

aag tgg gtg tct cgc cte ctt ¢

gca caa gct aca gca tca gcg a

acc acc ctg ttg ctg tag cca a

2.2.3 Etablierung und Standardreihen

Fir jeden Primer wurden zur Etablierung Standardreihen erstellt sowie eine Ne-

gativkontrolle (Non-Template-Kontrolle) durchgefuhrt. Die in den Versuchen ver-

wendeten unterschiedlich hohen Primer-Konzentrationen beruhen auf den
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Ergebnissen von Standardreihen mit verschiedenen Konzentrationen. Hiermit
konnte die korrekte Primerbindung maximiert und falsche Anlagerungen mini-
miert werden. FUr die Parameter humanes [3-Defensin 3 und 4 konnten trotz der
Verwendung verschiedener Primer keine fur eine Messung ausreichenden Stan-
dardreihen etabliert werden, weshalb diese nicht mit in die Messungen aufge-
nommen wurden. Um eine maximale Standardisierung zu erhalten, wurden zu-
nachst die Standardreihen mit der Quantitativ PCR Human Referenz Total RNA
von Agilent durchgefuhrt, welche folgende Zelllinien enthielt:

e Adenokarzinom (Brustdruse)

Hepatoblastom (Leber)

e Adenokarzinom (Zervix)

e embryonales Hodenkarzinom (Testis)

e Glioblastom (Gehirn)

e Melanom (Haut)

e Liposarkom

e Histiozytares Lymphom (Makrophagen, Histiozyten)
e Lymphoblastische Leukamie (T-Lymphoblast)

¢ Plasmazytom, Myelom (B-Lymphozyten)

Die Startkonzentration lag bei 500 ng/ul und es wurde eine 4er-Verdinnungs-
reihe angewandt. Da bei den Primern hBD1 und hBD2 hiermit keine ausrei-
chende Spannweite erreicht werden konnte, wurde aus 13 beliebigen Proben ein
RNA-Pool erstellt. Es wurde auf ein reprasentatives Verhaltnis aus verschiede-
nen Diagnosen geachtet. Die Startkonzentration dieses Pool betrug 595,9 ng/ul,
was spater in die Rechnungen miteinbezogen wurde. So konnte eine grollere

Konzentrationsspannweite abgedeckt werden.

2.2.4 Quantitative Real-Time PCR

Die fluoreszenzbasierte quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion
(qRT-PCR) stellt zurzeit den Goldstandard zur Quantifizierung der Menge an
MRNA-Transkripten dar (Feuer et al., 2015). Die reverse Transkription zu cDNA

und die Quantifizierung erfolgten in einem Schritt. Hierflir wurde das iTaq ™
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Universal SYBR Green One-Step Kit von Bio-Rad verwendet. Die qRT-PCR
wurde mit einem Reaktionsvolumen von 10 pl durchgeflihrt, welches sich aus
Primern mit je 1 uM (bzw. 800 nM) fur den forward-Strang, 1 uM (bzw. 800 nM)
fur den reverse-Strang, template RNA mit einer Konzentration von 10 ng/ul sowie
5 ng/ul, dem Quantifast Mix, dem Quantifast RT Mix und nucleasefreiem Wasser
zusammensetzte. Die unterschiedliche Primerkonzentrationen beruhten auf der
Etablierung der Primer anhand von Standardreihen. Die Reaktionen wurden auf
der MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate von Applied Biosystems ange-
setzt. Zu jeder Probe wurden 4 Replikate gemessen, je 10 ng und 5 ng Konzent-
ration im ersten Durchgang, welcher nochmals auf einer unabhangigen Platte

wiederholt wurde.

Die reverse Transkription erfolgte bei 10 Minuten auf 50 °C. Wahrend dieser
Phase war die HotStarTaq Plus DNA-Polymerase noch inaktiv. Zur Aktivierung
erfolgte als Nachstes ein Schritt von 5 Minuten bei 95 °C. Die Denaturierung fand
bei 95°C fur 15s statt, die kombinierte Anlagerungs- und Extensionsphase betrug
50 Sekunden bei 60°C. Es liefen 40 Zyklen.

2.2.5 Uberpriifung der korrekten Amplifikation durch Gelelektrophorese

Um die Amplifikation der korrekten DNA-Fragmente in den Standardkurven bei
Etablierung der Primer und in fraglichen Probenmessungen zu prifen, wurden
diese Uber 1,5% Agarosegele elektrophoretisch bei 120 V fur ca. 35 Minuten auf-
getrennt. Als Langenreferenz wurden je 5 yl Gen-Ruler 50 bp verwendet. Auf 10

pl Probe kamen 2 ul 6xLadepuffer. Als Farbung wurde SYBR Green verwendet.

2.2.6 Auswertung und Errechnung der Expressionslevel

Die Auswertung erfolgte durch die QuantStudio™Design and Analysis Soft-
ware®. Zunachst wurden die Schmelzkurven der Standardreihen ausgewertet
und die Primer, welche unspezifische Bindung aufwiesen, ausgeschlossen. Die
Identifikation unspezifischer Bindungen erfolgte anhand einer Schmelzkurve,
welche nicht mit der zu erwartenden Schmelztemperatur Ubereinstimmte und oft-

mals ebenfalls in der Negativkontrolle zu finden war. Im zweiten Schritt wurden
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die Ct-Kurven analysiert. Diese sollten einen klaren Peak aufweisen und einen
ausreichenden Bereich abdecken. Im Rahmen der Etablierung wurde eine 4-fa-
che Verdunnung als beste Einstellung festgesetzt. Eine hohere Verdinnung
fuhrte zu einer geringeren Anzahl verwertbarer Kurven. Aul3erdem sollte die Stei-
gung der Standardkurve zwischen -3 und —3,6 betragen. Alle Standardkurven
von Primern mit einem R2- Wert unter 0,95 und einer Effizienz tiber 115% wurden
ausgeschlossen, um Fehlamplifikationen oder fehlerhafte Messungen zu vermei-
den. In solchen Fallen wurden neue Primerpaare erstellt und etabliert. Der
Threshold wurde bei fehlgeschlagenem Logarithmus manuell angepasst. Dieser

wurde auf das untere Drittel der linearen Steigung der C+.Kurve gelegt.

Da die Primer hBD2 TK, hBD JC2 und hBD JC3 nur Amplifikationen ahnlich den-
jenigen der Negativkontrolle aufwiesen, wurde ein Gel-Elektrophorese durchge-
fuhrt, um potenzielle unspezifische Banden zu erkennen. Auch hier konnte keine
spezifische Amplifikation festgestellt werden. Die Primer wurden nicht fur die

Analyse verwendet.

Auch bei den gemessenen Proben wurden zunachst Schmelzkurven und Ct+-Kur-
ven analysiert. Wenn die Schmelzkurve des Primers flir GAPDH bei mehr als
zwei der Replikate nicht an der fir den Parameter passenden Temperatur aufzu-
finden war, wurde die Messung aller Parameter dieser Probe mit einem neu de-
signten Primer fur GAPDH (GAPDHnew) wiederholt. Wenn auch dann keine kor-
rekte Bindung des Primers zu erzielen war, wurde die Probe nicht in die Studien-
population eingeschlossen, da davon auszugehen ist, dass das Gewebe im Ent-
nahme- oder Konservierungsprozess zu sehr beschadigt wurde, um eine sinn-

volle Aussage zu treffen.

Wenn jedoch eine Messung von GAPDH und allen anderen gemessenen Para-
metern dieser Probe moglich war, sich bei hBD2 jedoch eine zu kleine oder keine
Schmelzkurve an der erwarteten Temperatur vorfand, kann davon ausgegangen
werden, dass die Probe intakt, hBD2 jedoch nur unter der Nachweisgrenze ex-
primiert wurde. In diesem Fall wurde die Expression auf einen C+-Wert von 40

festgelegt und Berechnungen hiermit durchgefihrt.
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Anhand der Ci-Werte konnte mithilfe der AA Ct-Methode nach Livak und Sch-
mittgen et al. (Livak and Schmittgen, 2001) die relative Expression ermittelt wer-
den. Hierfur wurden die C+-Werte auf die des Housekeeping Gens (GAPDH) der-
selben Probe und der gleichen Konzentration normalisiert. Es wurden die Mittel-
werte der Replikate verwendet. Im nachsten Schritt wurden die Werte auf den
Mittelwert der C+-Werte der gesunden Kontrollen normalisiert und dann durch ei-
nen letzten Schritt mithilfe der im Folgenden gezeigten Formel die relative Ex-

pression berechnet.

Formel 1. Letzter Rechenschritt AA Cr-Methode.

fold expression = 27 (44Cr)

2.3 Erhebung der klinischen Daten

Die Erhebung der klinischen Daten erfolgte retrospektiv mithilfe des Verwaltungs-
programms SAP® und der Laborsoftware Lauris®. Die Diagnosen wurden aus den
Arztbriefen GUbernommen. Die Biopsie-Daten konnten aus den Pathologieberich-
ten entnommen werden. Die Labordaten entstammen entweder alten Arztberich-
ten, eingescannten Laborberichten oder dem System Lauris. Teilweise waren
nicht alle Daten zu erheben, da das Biopsiedatum zu weit zurucklag und die Da-
ten nicht ins Programm aufgenommen wurden sowie keine analogen Dokumente
zur Verfugung standen. Es wurde bei den direkten Bilirubin-Werten drei Monate
nach Kasai-Operation eine Abweichung von maximal einem Monat vor bzw. nach
Blutentnahme toleriert. Im Anschluss wurden die Daten pseudonymisiert in IBM®
SPSS® Statistics (IBM Corporation, 2022) Gbernommen und dort sowie in Graph

Pad Prism 10.1 ausgewertet.

2.4 Statistische Verfahren

Fir eine statistische Uberpriifung von Mittelwertsunterschieden wurden Unter-
schiedsanalysen, fiir eine Uberpriifung potenzieller Zusammenhange zwischen
klinischen Parametern bzw. Fibrosemarkern und den Expressionslevels regres-

sionsanalytische Verfahren bzw. Korrelationsanalysen und im Anschluss
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Uberlebensanalysen mittels Kaplan-Meier-Schatzer durchgefihrt. Diese werden

im Folgenden genauer erlautert.

Zur Auswertung wurde das Statistikprogramm IBM® SPSS® Statistics (IBM Cor-
poration, 2022) verwendet. Fur die Darstellung der Ergebnisse und weitere sta-

tistische Auswertungen wurde das Programm Graph Pad Prism 10.2.3 genutzt.

2.4.1 Unterschiedsanalysen

Intervallskalenniveau und Unabhangigkeit der Messwerte wurden vorausgesetzt.
Zur Prifung der Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk-Test, welcher zur Te-
stung der Normalverteilung den Goldstandard darstellt, durchgefliihrt (Razali and
Wah, 2011; Yap and Sim, 2011). Von einer Normalverteilung kann ausgegangen
werden, wenn ein nicht signifikantes Ergebnis vorliegt (p >,05). Die Homoskeda-
stizitat wurde mithilfe des Levene-Tests ermittelt. Bei einem nicht signifikanten
Ergebnis (p >,05) kann von einer Varianzhomogenitat ausgegangen werden. Bei
gegebener Varianzgleichheit wurde eine einfaktorielle ANOVA durchgefiihrt und
ein Tukey-HSD Post Hoc Test angeschlossen, da dieser eine gute Balance zwi-
schen zu konservativen und zu liberalen Testverfahren bietet. Wenn keine Vari-
anzgleichheit vorzufinden war, wurde eine Welch-ANOVA angewandt, welche als
robuster dem Fehler 1. Art gegenuber gilt (Rasch et al., 2011) und ein Games-

Howell Post-hoc Test angeschlossen.

Bei Parametern mit deutlichen Ausreil3ern, welche nicht klinisch zu begrinden
waren, wurde auf eine Kruskal-Wallis-Analyse mit anschliefenden paarweisen

Vergleichen zurlickgegriffen.

2.4.2 Regressionsanalysen

Um einen moglichen Zusammenhang veranderter Expressionsprofile mit der Fib-
rosierung der Leber und die Beeinflussung der Expressionen durch Laborpara-

meter zu untersuchen, wurden einfache lineare Regressionsanalysen berechnet.

A priori wurde der Datensatz auf Linearitat, Ausrei3er, Unabhangigkeit der Resi-
duen, Homoskedastizitat der Residuen und Normalverteilung der Residuen Uber-

pruft sowie Multikollinearitat ausgeschlossen. Anhand visueller Inspektion der
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Daten in Streudiagrammen wurden nicht-lineare Zusammenhange und Homos-
kedastizitat der Residuen kontrolliert, indem Uberprtft wurde, ob die Messpunkte
im Streudiagramm gleichmafig Uber die horizontale Achse verteilt waren. An-
hand der studentisierten ausgeschlossenen Residuen wurde der Datensatz auf
AusreilRer untersucht. Eine Unabhangigkeit der Residuen wurde anhand der Dur-
bin-Watson-Statistik Gberprtft, wonach Werte, welche naherungsweise zwei be-
tragen, darauf hindeuten, dass keine Autokorrelation in den Residuen anzuneh-
men ist. Eine Multikollinearitat wurde anhand der VIF-Werte examiniert, wobei
ein Wert >10 als starkes Indiz fiir eine Multikollinearitat definiert wurde. Zur Uber-
prifung der Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk-Test angewandt. Zur Be-
rechnung der Starke des linearen Zusammenhangs wurde der Determinations-
koeffizient R? berechnet. R? dient als quantitatives Bestimmtheitsmalf und kann
Werte zwischen 0 und 1 annehmen. Zur Einstufung der Varianzaufklarung wurde
die Interpretation von R?nach Cohen herangezogen, wobei Werte von R2 = 0.02
fir eine schwache, Werte von R? = 0.13 flr eine moderate und Werte von R?
=0.26 fur eine starke Varianzaufklarung sprechen. Zunachst stellten die Expres-
sionen der AMPs die Pradiktoren dar, wahrend die Expression von TGFf als ab-
hangige Variable (Kriterium) festgelegt wurde. In einer zweiten Berechnung
diente der Laborparameter Bilirubin als Pradiktor, wahrend die Expressionslevel

der AMPs als abhangige Variable fungierten.

2.4.3 Korrelationsanalysen

Bei Verletzung der Normalverteilungsannahme wurden nicht parametrische Spe-
arman Korrelationen durchgefihrt. Dies betraf die Laborparameter GOT, GPT
und CRP als Pradiktoren, wahrend die Expressionslevel die abhangigen Variab-
len darstellten. Die Voraussetzungen waren ein mindestens ordinalskaliertes

Skalenniveau und eine paarweise Beobachtung.

2.4.4 Uberlebensanalysen und Kaplan-Meier-Schitzer

Fir die Uberprifung potenzieller Zusammenhange zwischen den Expressions-
profilen und dem Uberleben mit nativer Leber wurden Uberlebensanalysen be-

rechnet. Der Status des Ereignisses war folglich ,Ereignis® zum Zeitpunkt der LTx
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und ,zensiert, wenn bis zum Ende des Beobachtungszeitraums ein Uberleben
mit nativer Leber gegeben war. Da die meisten LTx bei Kindern mit GGA in den
ersten beiden Lebensjahren durchgefuhrt werden, ist eine ansatzweise gleiche
Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten des Ereignisses, unabhangig davon, wann
die Biopsie stattfand, anzunehmen. Auch von einer naherungsweisen ahnlichen
Zensierung der Gruppen kann ausgegangen werden. Es wurde ein Chi-Quadrat-
Test angewandt und anhand des Logrank-Tests uUberpruft, ob signifikante Zu-

sammenhange zwischen den zwei Gruppen der Uberlebenskurven bestehen.

2.4.5 Auftretenswahrscheinlichkeiten anhand des x*- Tests

Ein x2-Test wurde durchgefihrt, um die Haufigkeiten eines direkten Bilirubinwer-
tes unter 2 mg/dl zum Zeitpunkt von drei Monaten nach Kasai-Operation und die
der Durchfuhrung einer LTx vor bzw. nach dem 1. Lebensjahr auf Abhangigkeit
zu prufen. Die Variablen missen normalskaliert sein und eine Unabhangigkeit
der Messungen muss gegeben sein. Bei Zellhaufigkeiten <5 wurde der exakte

Test nach Fischer-Freemann-Halton verwendet.

2.5 Deskriptive Statistik der gemessenen Parameter und

klinischen Daten

Die Expressionslevel wurden mithilfe der in Kapitel 2.2.6 beschriebenen AA-CT-
Methode errechnet und flr die graphische Darstellung verwendet, da sie an-
schaulich die Unterschiede und Zusammenhange zwischen den Gruppen aufzei-
gen (Tab. 6 und 9). Fur die statistischen Tests wurden die ACT-Werte verwendet,
welche weniger anfallig fur Verzerrungen sind, da der letzte Schritt des Logarith-

mierens nicht durchgeflihrt wurde (Tab. 7 und 9).
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2.5.1 Deskriptive Statistik und Ergebnisse der Uberpriifung der
Voraussetzungen fiir die angewandten statistischen Verfahren der

nativen Leberproben

In den folgenden Tabellen sind die deskriptiven statistischen Analysen der Ex-
pressionslevel und der ACT-Werte der nativen Leberproben sowie der Laborpa-

rameter dargestellt.

Tabelle 6. Deskriptive Statistik der Expressionen der nativen Leberproben.

M Md SD SEM Min Max Q1 Q3
Alter 616,10 187 1073,21 115,06 11 5691 56 625
hBD1_fold 4,5 2,14 7,66 ,82 ,03 61,08 ,76 5,54
TXN_fold 1,47 1,23 ,81 1 ,33 3,93 ,88 1,94
LL-37_fold 5,88 1,67 12,84 1,4 ,09 80,3 ,66 4,13
LEAP-1_fold ,75 ,39 ,96 ,10 ,00 5,38 ,05 1,16
Lysozym_fold 1,72 1,13 1,76 19 13 10,84 7 2,09
hBD2_fold 42,1 11,85 235,06 25,29 ,00 2208,06 4,26 22,03
MBL_fold 1,15 ,90 ,81 ,10 ,06 3,94 ,56 1,44
C5_fold 1,17 .97 ,78 ,09 14 3,31 ,62 1,58
TGFp_fold 2,09 1,45 2,03 24 ,28 12,07 ,99 2,39

Anmerkungen. M = Mittelwert. Md = Median. SD = Standardabweichung. SEM = Standardfehler. Min = Minimum. Max

= Maximum. Q1 = 25. Perzentile. Q3 = 75. Perzentile.

Tabelle 7. Deskriptive Statistik der ACT der nativen Leberproben und der Laborparameter.

M MD SD SEM Min Max Q1 Q3
hBD1_ACT ,85 72 2,06 ,22 —4,16 6,63 —-70 2,31
TXN_ACT -1,70 -1,65 ,80 ,10 -3,33 .24 -2,3 -1,16
LL-37_ACT 9,17 9,29 2,10 ,23 3,71 13,46 7,99 10,63
LEAP-1_ACT -14 -1,12 3,2 ,35 —4.,9 8,88 —2,68 1,85
Lysozym _ACT 2,18 2,22 1,30 14 -1,04 5,31 1,33 2,92

hBD2_ACT 9,73 8,25 3,96 42 0,71 20,73 7,36 9,73
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MBL_ACT -1,07 -1,11 1,16 14 -3,24 2,77 -1,78 —41
C5_ACT -2,07 -2,12 .99 12 -3,89 72 —282 -1,47
TGFB_ACT 2,65 2,72 1,10 13 -33 5,09 2,01 3,27
Bilirubin ges. 6,36 6,20 5,16 0,61 0,2 27,5 1,45 9,43
GOT 309,83 175,5 433,49 51,09 32 2617 78,25 329,75
yGT 271,55 145,0 314,64 37,88 15 1244 56,50 353,50
CRP ,88 2 1,91 ,23 ,00 13,9 ,03 1,24

Anmerkungen. M = Mittelwert. Md = Median. SD = Standardabweichung. SEM = Standardfehler. Min = Minimum. Max
= Maximum. Q1 = 25. Perzentile. Q3 = 75. Perzentile. Bilirubin [mg/dl], CRP [mg/dl]; GOT = Glutamat-Oxalacetat-

Transaminase, GPT = Glutamat-Pyruvat-Transaminase, yGT = Gamma-Glutamyltransferase; GOT, GPT, yGT = U/L.

Intervallskalenniveau und Unabhangigkeit der Messwerte waren gegeben. Eine
Normalverteilung konnte anhand des Shapiro-Wilk-Test bei den Parametern
hBD1, TXN, TGFB, C5, LL-37 nachgewiesen werden (p > 0,05). Da es sich um
dasselbe Probenmaterial bei allen gemessenen antimikrobiellen Peptiden han-
delt und die einfaktorielle ANOVA relativ robust gegentber Verletzungen der Nor-
malverteilungsannahme ist (Blanca et al., 2017), wurde auch bei den anderen

Parametern inhaltlich eine Normalverteilung angenommen (Tab. 8).

Tabelle 8. Statistik zur Priifung der Normalverteilung der Werte des nativen Lebergewebes.

Ki- Ki+ df p

hBD1_ACT 41 1,29 87 37
TXN_ACT -1,89 -1,51 70 0,84
LL-37_ACT 8,72 9,63 84 0,16
LEAP-1_ACT -,83 54 85 >,00
Lysozym_ACT 1,9 2,46 86 ,82
hBD2_ACT 8,88 10,57 87 >,001
MBL_ACT -1,4 -79 68 ,01
C5_ACT -2,31 -1,83 68 ,46

TGFB_ACT 2,39 2,91 70 43
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Bilirubin ges. 5,15 7,58 72 <,00
Bilirubin_fGGA 7,83 10,86 18 ,52
Bilirubin_sGGA 3,38 9,46 21 <,00
Bilirubin_fFCE 1,29 7,56 9 ,23
Bilirubin_sFCE -10,92 28,39 3 ,68
Bilirubin_TNC 5,84 8,81 11 3

Anmerkungen. Kl = 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts. Kl— = Untergrenze Konfidenzintervall. KI+ = Obergrenze
Konfidenzintervall. df = Freiheitsgrade. p= Signifikanz des Shapiro-Wilk-Tests. p <,05; Bilirubin in [mg/dl].

Bei der Berechnung der Homoskedastizitat war bei den Parametern hBD1, TXN,
Lysozym, TGF3, MBL und C5 eine Varianzgleichheit gegeben und es wurde eine
einfaktorielle ANOVA angewandt und ein Tukey-HSD Post Test angeschlossen.
Bei gegebener Varianzungleichheit bei den Parametern LL-37 und LEAP-1

wurde eine Welch-ANOVA und ein Games-Howell post-hoc Test angewandt.

Aufgrund der starken Varianz und Streuung der Expressionsmessung des hBD2
konnte keine valide Aussage zu dessen Expression im Lebergewebe cholestati-
scher Lebererkrankungen im Kindesalter abgeleitet werden. Daher wurde dieses

Peptid von den weiteren Untersuchen ausgeschlossen.

Auch die Voraussetzungen fir die Korrelations- und Regressionsanalysen wur-
den geprift. In Streudiagrammen, in welchen die nicht standardisierten vorher-
gesagten Werte und die studentische Residualgrofe dargestellt waren, konnte
ein nicht-linearer Zusammenhang ausgeschlossen und bei den Parametern
hBD1, TXN, TGFpB, LL-37, LEAP-1, Lysozym, MBL und C5 eine Varianzgleichheit
der Residuen als gegeben festgelegt werden. Ausgehend von den studentisier-
ten ausgeschlossenen Residuen mit einem festgelegten Bereich von -3 und 3
wurden folgende Ausreil’er gefunden und ausgeschlossen (GOT = 2617 U/L; Bi-
lirubin_gesamt= 27.5 mg/dl; GPT = 2020 U/L; CRP = 13.9 mg/dl; yGT = 1244
U/L). Die Durbin-Watson-Statistik ergab einen Wert von 2.19 fur TGF@, 1.92 fur
Bilirubin gesamt, 2.26 fur GOT, 2.25 fur GPT, 2.11 fur CRP, 2.42 fur yGT, was
auf eine Unabhangigkeit der Residuen schlie3en lasst und somit nicht von einer

Autokorrelation ausgegangen werden muss. In der Kollinearitatsstatistik lag der
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héchste VIF-Wert der Parameter bei 4.58, wodurch kein Indiz fur eine Multikolli-
nearitat gegeben war. Die Normalverteilung der Expressionsprofile der gemes-
senen Parameter wurde bereits bei der Prifung der Voraussetzungen der Mittel-
wertsvergleiche beschrieben. Auch bei den Laborparametern wurde eine lineare
Regression nur bei Gruppen verwendet, welche anhand des Shapiro-Wilk-Tests
normalverteilt sind. Bei GOT, yGT und CRP wurde aufgrund einer nicht gegebe-
nen Normalverteilung die nicht-parametrische Spearman Korrelation durchge-
fuhrt. Die Laborparameter dienten als Pradiktoren, wahrend die Expressionslevel
die abhangigen Variablen darstellen. Die Voraussetzungen eines mindestens or-
dinalskalierten Skalenniveau und die notwendige paarweise Beobachtung waren
gegeben. Fur den x? -Test waren normalskalierte Variablen und eine Unabhan-
gigkeit der Messungen gegeben. Da nicht alle Zellhaufigkeiten Uber 5 liegen,

wurde der exakte Test nach Fischer-Freemann-Halton verwendet.

2.5.2 Deskriptive Statistik und Ergebnisse der Uberpriifung der
Voraussetzungen fir die angewandten statistischen Verfahren
nach LTx

In den folgenden Tabellen ist die statistische deskriptive Analyse der Expressi-
onslevel, der ACT-Werte sowie des Bilirubins nach LTx dargestellt (Tab. 9). Die
Expressionslevel wurden mithilfe der in Kapitel 2.2.6 beschriebenen AA-CT-Me-
thode berechnet. Diese wurden vor allem fur die graphische Darstellung verwen-
det, da sie anschaulich Unterschiede und Zusammenhange zwischen den Grup-
pen aufzeigen. Fur die statistischen Tests wurden die ACT-Werte verwendet, wel-
che weniger anfallig fur Verzerrungen sind, da der letzte Schritt des Logarithmie-

rens nicht durchgefuhrt wird.

Tabelle 9. Deskriptive Statistik der Expressionen und ACT-Werte der Leberproben und des Bilirubins nach LTx.

M Md SD SEM Min Max Q1 Q3
Alter (Jahre) 6,75 5,00 5,93 ,65 ,00 18 1,00 11,00
hBD1_fold 12,59 2,78 35,89 3,99 ,10 193,04 1,56 6,27

TXN_fold 5,99 1,37 16,69 1,82 ,02 99,02 74 2,30
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hBD1_ACT ,08 ,29 2,03 ,23 -5,83 5,07 -,88 1,12
TXN_ACT -2,06 -1,8 1,87 ,20 —7,98 4,14 -2,56 -,92
Bilirubin total 1,54 ,50 3,75 ,46 ,10 28,3 0,40 1,18

Anmerkungen. M = Mittelwert. Md = Median. SD = Standardabweichung. SEM = Standardfehler. Min = Minimum. Max
= Maximum. Q1 = 25. Perzentile. Q3 = 75. Perzentile.

Intervallskalenniveau und Unabhangigkeit der Messwerte waren gegeben. Durch
die Berechnung des Shapiro-Wilk-Test konnte keine Normalverteilung nachge-
wiesen werden (Tab. 10). Folglich wurde der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-
Test mit anschlieRenden paarweisen Vergleichen mittels Mann-Whitney-U-Test

berechnet.

Tabelle 10. Statistik zur Priifung der Normalverteilung der Werte nach LTx.

Kl- Kl+ df p
hBD1_ACT -,16 ,68 91 <,001
TXN_ACT -2,38 -1,62 91 <,001
Anmerkungen. Gesunde Kontrollen sind mit einbezogen; Kl = 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts. KI— = Unter-

grenze des Konfidenzintervall. KI+ = Obergrenze des Konfidenzintervall. df = Freiheitsgrade. p= Signifikanz des
Shapiro-Wilk-Tests. p <,05.

Fir die Uberpriifung potenzieller Zusammenhange zwischen den Variablen
wurde die Spearman-Korrelation angewandt. Der Laborparameter Bilirubin
diente als Pradiktor, wahrend die Expressionslevel die abhangigen Variablen dar-
stellten. Die Voraussetzungen eines mindestens ordinalskalierten Skalenniveau

und die notwendige paarweise Beobachtung waren gegeben.
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3 Ergebnisse

Aufbauend auf den deskriptiven Analysen erfolgte eine statistische Prifung der
postulierten Forschungshypothesen, deren berechneten Ergebnisse im Folgen-

den zu finden sind.

3.1 Die Immunbarriere nativen Lebergewebes im Kindesalter

in Physiologie und Pathologie

3.1.1 Die Expression des humanem B-Defensin 1 ist in fortgeschrittenen

Stadien cholestatischer Lebererkrankungen im Kindesalter erh6ht

In Leberbiopsien erwachsener Patient*innen mit Lebererkrankungen wurde be-
reits eine erhdhte Expression des hBD1 beschrieben (Klag et al., 2018). Der fol-
gende Abschnitt fasst die Daten zur Expression von hBD1 bei cholestatischen

Lebererkrankungen im Kindesalter zusammen.

In der Leber bei GGA und FCE zeigt sich eine signifikant erhdhte hBD1-Expres-
sion im Vergleich zum Lebergewebe bei TNC (Abb. 2A). HBD-1 ist signifikant
erhdht in den Spatstadien der GGA und der FCE im Vergleich zu den Frihstadien
und zu normalem, altersgerechtem Lebergewebe (Abb. 2B). Dieser Anstieg der
Expression kann ebenfalls im Krankheitsverlauf einzelner Patient*innen mit GGA
beobachtet werden (Abb. 2C).
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Abbildung 2. HBD1-Expression in der nativen Leber padiatrischer Cholestaseerkrankungen. Zweifache Expres-
sion, normalisiert zu GADPH, von hBD1 (A) im gesunden p&adiatrischen Lebergewebe (GLG), bei transient neonataler

Cholestase (TNC), Gallengangsatresie (GGA) und familiar cholestatischen Erkrankungen (FCE); (B) im gesunden
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padiatrischen Lebergewebe (GLG), bei transienter neonataler Cholestase (TNC), GGA zum Zeitpunkt der Diagnose
(fFGGA), GGA zum Zeitpunkt der LTx (sGGA), FCE im frihen Krankheitsstadium (fFCE) und FCE im fortgeschrittenen
Krankheitsstadium (sFCE); (C) im Krankheitsverlauf einzelner Patient*innen mit GGA mit seriellen Biopsien; m/e= LTx im
6. Lebensmonat; A=LTx im 8. Lebensmonat; ¥/¢=LTxim 9. Lebensmonat; o= LTx im 10. Lebensmonat; o = LTx im 20.
Lebensmonat. Der Mittelwert und der SEM wurden von mindestens 6 biologischen Replikaten gebildet. Gruppenunter-
schiede wurden mittels einfaktorieller ANOVA und anschlieRenden paarweisen Vergleichen berechnet; *=p <,05; **=p

<,01; ***=p <,001, relevante Signifikanzen sind aufgezeigt, alle Weiteren sind im Anhang in Abb. 18 zu finden.

3.1.1.1 Die Expression von TXN, einem Aktivator von hBD1, verbleibt

unverandert

Eine Eigenschaft des hBD1 besteht darin, dass es vorwiegend in reduziertem
Milieu aktiv ist. TXN wurde als vorrangiger Reduktionsfaktor beschrieben, der
essenziell fur die Aktivierung des Peptids ist (Jaeger et al., 2013; Schroeder et
al., 2011). Um zu prifen, ob auch dieser beschriebene Aktivator erhoht expri-
miert wird, wurde die Expression von TXN aus dem gleichen Lebergewebe be-

stimmt.

Die Expression von TXN bei der GGA, TNC und FCE ist nicht signifikant veran-

dert verglichen mit normalem Lebergewebe (Abb. 3).

TXN
[2fache Expression]

Abbildung 3. TXN-Expression in der nativen Leber padiatrischer Cholestaseerkrankungen. Zweifache Expression,
normalisiert zu GADPH, von TXN im gesunden padiatrischen Lebergewebe (GLG), bei transienter neonataler Cholestase
(TNC), GGA zum Zeitpunkt der Diagnose (fGGA), GGA zum Zeitpunkt der LTx (sGGA), FCE im friihen Krankheitsstadium
(fFCE) und FCE im fortgeschrittenen Krankheitsstadium (sFCE). Der Mittelwert und der SEM wurden von mindestens 6
biologischen Replikaten gebildet. Gruppenunterschiede wurden mittels einfaktorieller ANOVA und anschlieBenden paar-

weisen Vergleichen berechnet.
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3.1.1.2 Die hBD1-Expression steigt signifikant in der Krankheits-

progression und korreliert mit dem profibrotischen Zytokin TGF@

TGF ist ein profibrotisches Zytokin und ein wichtiger friher Aktivitatsmarker der
Fibrose bei cholestatischen Lebererkrankungen wie der GGA (Dewidar et al.,
2019; lordanskaia et al., 2013). Unter anderem durch Aktivierung hepatischer
Sternzellen wird durch vermehrte Produktion von extrazelluldrer Matrix eine
epithelial-mesenchymale Umwandlung induziert und die Bildung einer Leber-
fibrose initiiert (Harada et al., 2009; lordanskaia et al., 2013; Li et al., 2016). Um
sich einem profibrotischen Effekt von hBD1 zu nahern und zu prufen, ob die deut-
liche Induktion der hBD1-Expression mit der des profibrotischen Zytokin TGFf
korreliert, wurde die hBD1-Expression mit der TGFB-Expression nach Alter bei
Biopsie und damit Stadium der padiatrischen Lebererkrankung verglichen und

lineare Regressionsanalysen durchgefihrt.

Mit steigendem Alter bei Biopsie zeigt sich bei GGA eine tendenziell héhere
TGFB-Expression simultan zu einer signifikant hdheren hBD1-Expression (Abb.
4A und B). Die hBD1-Expression im Lebergewebe der GGA ist bei Biopsie nach
dem 90. Lebenstag signifikant erhdht (Abb. 4A). Die Regressionsanalysen zeigen
bei GGA (Abb. 4A) und FCEs (Abb. 4B) eine signifikante Korrelation zwischen
der Expression des hBD1 und der Expression des TGF[3.
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Abbildung 4. HBD1- und TGFB-Expression aufgeteilt nach Alter bei Biopsie sowie lineare Regressionsanalysen

mit dem Pradiktor hBD1 und TGF als abhédngige Variable. Zweifache Expression, normalisiert zu GADPH, von (A)
hBD1 und (B) TGFB bei GGA im gesunden padiatrischen Lebergewebe (GLG), im Alter von < 45 Lebenstagen, zwischen
45 und 90 Lebenstagen und > 90 Lebenstagen. Der Mittelwert und der SEM wurden von mindestens 5 biologischen
Replikaten gebildet. Gruppenunterschiede wurden mittels einfaktorieller ANOVA und anschlieRenden paarweisen Ver-
gleichen berechnet; *= p <,05; *** = p <,001; ACTs des hBD1 aus Leberbiopsien korreliert mit TGFB-ACT-Werten bei
(C) GGA und (D) FCE. R?* Determinationskoeffizient. Interpretation der Varianzaufklérung nach Cohen: R? = 0,02 =
schwache, R? = 0,13 = moderate, R? =0,26 = starke Korrelation. p < ,05 = signifikant.

3.1.1.3 Die Expression von hBD1 korreliert mit der Leberzellintegritat,
jedoch nicht mit dem Serumbilirubin in padiatrischen

cholestatischen Lebererkrankungen

In der Routinediagnostik fur cholestatische Lebererkrankungen erlauben die Se-
rum-Transaminasen Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) und Glutamat-
Pyruvat-Transaminase (GPT) eine Beurteilung der Hepatozytenschadigung,

wahrend die Gamma-Glutamyl-Transferase (yGT) einen laborchemisch
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etablierten Cholestasemarker darstellt und auf eine Schadigung der Cholangio-
zyten hinweist (Fawaz et al., 2017; Lu et al., 2014). Mithilfe der Spearman Korre-
lation wurde untersucht, ob ein potenzieller Zusammenhang der Expression von
hBD1 in der GGA und den Serumwerten von GOT, GPT und yGT besteht.

Die Leberexpression von hBD1 bei GGA korreliert signifikant mit den untersuch-
ten Parametern. yGT und hBD1 zeigen eine positive Korrelation (Abb. 5C). GOT

und GPT korrelieren invers mit der Leberexpression von hBD1 (Abb. 5A und B).

Als antimikrobielles Peptid wird hBD1 in Abhangigkeit eines Entzindungsge-
schehens hochreguliert (Ryan, 2017). Um zu Uberprtfen, ob es sich bei der nach-
gewiesenen Dysregulation der hBD1-Expression um ein primar lokales Gesche-
hen handelt oder auch systemisch Veranderungen des Entzindungsparameters
C-reaktives Protein (CRP) zu messen sind, wurde auch dieser Laborparameter

aus der Routinediagnostik zum Zeitpunkt der Biopsie analysiert.

Die Leberexpression von hBD1 in der GGA korreliert signifikant negativ mit CRP
im Serum zum Zeitpunkt der Biopsie (Abb. 5D).
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Abbildung 5. Korrelationsanalyse der Leberexpression von hBD1 bei GGA mit GOT, GPT, yGT und CRP. Spe-
arman Korrelation fur hBd1 bei GGA korreliert mit Serumwerten des (A) GOT, (B) GPT, (C) yGT und (D) CRP. r = Korre-
lationskoeffizient: r = 1 = perfekte positive Korrelation; r = 1 bis 0 = positive Korrelation; r = 0 = keine Korrelation; r = 0 bis

-1 = negative Korrelation; r = -1 = perfekte negative oder inverse Korrelation. p <,05 = signifikant.

Serumbilirubin konnte als ein potenzieller Induktor von hBD1 bei Erwachsenen
beschrieben werden (Klag et al., 2018). Um dies flr unsere Kohorte der padiatri-
schen Cholestaseerkrankungen zu untersuchen, wurden lineare Regressions-
analysen mit den Werten des gesamten Serumbilirubins als Pradiktor und den

Expressionsprofilen von hBD1 als abhangige Variable durchgeflhrt.

Es zeigt sich weder bei den Kindern mit GGA (Abb. 6A und D) noch bei den
Kindern mit einer transienten neonatalen Cholestase (Abb. 6C) oder FCE (Abb.
6B und E) eine signifikante Korrelation zwischen Serumbilirubin und der Leber-

expression von hBD1.
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Abbildung 6. Lineare Regressionsanalysen mit dem Pradiktor Serumbilirubin gesamt und hBD1 als abhéngige
Variable. ACTs des hBD1 aus Leberbiopsien bei (A) Gallengangsatresie (GGA), (B) familidren cholestatischen Erkran-
kungen (FCE), (C) transienter neonataler Cholestase (TNC), (D) GGA zum Diagnosezeitpunkt (fGGA) und (E) FCE im
frihen Krankheitsstadium (fFCE) korreliert mit der Konzentration des gesamten Serumbilirubins zum Zeitpunkt der Biop-
sie. R?*= Determinationskoeffizient. Interpretation der Varianzaufkldrung nach Cohen: R? = 0,02 = schwache, R? = 0,13 =

moderate, R? =0,26 = starke Korrelation. p < ,05 = signifikant.

3.1.1.4 Eine niedrige Leberexpression von hBD1 bei GGA ist mit langerem

Uberleben mit nativer Leber assoziiert

Um zu Uberpriifen, ob eine veranderte Leberexpression von hBD1 mit dem Uber-
leben mit nativer Leber bei GGA assoziiert ist, wurde mittels Kaplan-Meier-Schat-
zer die Wahrscheinlichkeit des Uberlebens mit nativer Leber bei niedriger Leber-
expression von hBD1 (Expression < 0,5) verglichen mit der Wahrscheinlichkeit

bei hdheren Expressionswerten (Expression > 0,5).

Eine hdéhere Expression von hBD1 in der Leber bei GGA zum Zeitpunkt der Di-
agnose ist mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit fur eine frihere LTx und somit
ein kiirzeres Uberleben mit nativer Leber assoziiert (Abb. 7A). Bei FCE-Biopsien
im frihen Krankheitsstadium zeigt sich insgesamt eine spatere Notwendigkeit ei-
ner LTx sowie bei hBD1-Expressionswerten > 0,5 ein Uberleben mit nativer Leber
bis zum 20. Lebensjahr (Abb. 7B).
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Abbildung 7. Kaplan-Meier-Schatzer zu erniedrigten hBD1-Expressionen und dem Alter bei Transplantation.
Zweifache Expression, normalisiert zu GADPH, von hBD1 bei (A) fGGA und (B) fFCE. x2? = Wert der Teststatistik in der
Chi-Quadrat-Verteilung zur Berechnung des p-Wertes anhand des Logrank-Tests; p <,05 = signifikant.

3.1.2 LL-37 ist signifikant erhoht exprimiert in der Friihphase der GGA

und korreliert mit der Expression des TGFf

LL-37 wurde sowohl als direkt antimikrobiell wirkendes Peptid beschrieben als
auch als Modulator der erworbenen Immunantwort durch spezifische Aktivierung
von Rezeptoren der Immunzellen und Beeinflussung der Genexpression (B.
Yang et al., 2020). Um zusatzlich zu den Unterschiedsanalysen einen potenzielle
profibrotische Korrelation des LL-37 zu erdrtern, wurden Regressionsanalysen

der jeweils gleichen Biopsie durchgefuhrt.

Die Leberexpression von LL-37 ist im Fruhstadium der GGA im Vergleich zu nor-
malem Lebergewebe und zum Spatstadium der GGA signifikant erhéht (Abb.
8A). Im Krankheitsverlauf von 7 Patient*innen mit GGA verbleibt die LL-37-Ex-
pression im Lebergewebe entweder auf gleichem Niveau oder fallt ab (Abb. 8B).
Die Regressionsanalysen zeigen sowohl bei der GGA als auch bei FCEs in den
Frihstadien der Erkrankungen (fGGA und fFCE) eine signifikant positive Korre-
lation zwischen der Leberexpression von LL-37 und der Expression des profibro-
tischen Markers TGF(3 (Abb. 8C und D). Bei einer Betrachtung aller Proben zeigt
sich eine signifikante Korrelation ebenfalls bei der gesamten Gruppe der FCE
(Abb. 8E), jedoch keine Signifikanz bei TNC und der gesamten Gruppe der GGA
(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 8. LL-37-Expression in der nativen Leber padiatrischer Cholestaseerkrankungen sowie lineare Re-
gressionsanalysen mit dem Pradiktor LL-37 und TGF als abhéngige Variable. Zweifache Expression, normalisiert
zu GADPH, von (A) LL-37 im gesunden padiatrischen Lebergewebe (GLG), bei transienter neonataler Cholestase (TNC),
GGA zum Zeitpunkt der Diagnose (fGGA), GGA zum Zeitpunkt der LTx (sGGA), FCE im friilhen Krankheitsstadium (fFCE)
und FCE im fortgeschrittenen Krankheitsstadium (sFCE); (B) LL-37-Expression im Krankheitsverlauf einzelner Patient*in-
nen mit GGA mit seriellen Biopsien; m/e= LTx im 6. Lebensmonat; A= LTx im 8. Lebensmonat; ¥/¢=LTx im 9. Lebens-
monat; o= LTx im 10. Lebensmonat; o = LTx im 20. Lebensmonat. Der Mittelwert und der SEM wurden von mindestens
5 biologischen Replikaten gebildet. Gruppenunterschiede wurden mittels Welch-ANOVA und anschlieRenden paarweisen
Vergleichen berechnet; *= p <,05; ** = p <,01; ACTs des LL-37 aus Leberbiopsien korreliert mit TGFB-ACT-Werten bei
(C) fGGA, (D) fFCE und (E) FCE. R?* Determinationskoeffizient. Interpretation der Varianzaufkldrung nach Cohen: R? =
0,02 = schwache, R? = 0,13 = moderate, R? =0,26 = starke Korrelation; p < ,05 = signifikant; relevante Signifikanzen sind

aufgezeigt, alle Weiteren sind im Anhang in Abb. 18 zu finden.

Ein Zusammenhang der LL-37-Expression mit erhéhten Bilirubin-Serumwerten
wurde bislang nicht untersucht. Mittels linearer Regressionsanalysen mit den
Werten des gesamten Serumbilirubins als Pradiktor und den Expressionsprofilen
des LL-37 als abhangige Variable zeigt sich weder bei Kindern mit GGA im Frih-
stadium oder allen GGA Patient*innen, noch bei den Kindern mit einer transien-
ten Cholestase, fFCE oder FCE eine signifikante Korrelation zwischen Serumbi-

lirubin und der Leberexpression von LL-37 (Daten nicht gezeigt).
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3.1.3 Die Leberexpression des LEAP-1 ist vermindert im Verlauf
padiatrischer Cholestaseerkrankungen mit Auswirkung auf das

Uberleben mit nativer Leber

Dem Protein LEAP-1, auch als Hepcidin bekannt, kommt durch seine fuhrende
Rolle im Eisenmetabolismus und seiner immunregulatorischen Funktionen eine

bedeutende Rolle in der angeborenen Immunabwehr zu (Cherayil et al., 2011).

Unsere Untersuchungen zeigen eine signifikant verminderte Expression des
LEAP-1 im Lebergewebe bei fortgeschrittenem Stadium der GGA (Abb. 9A). Im
Krankheitsverlauf von 6 Patient*innen mit GGA fallt die LEAP-1-Expression im
Lebergewebe im Verlauf der Erkrankung deutlich ab (Abb. 9B).

Zudem wurde berechnet, ob sich Gruppenunterschiede der LEAP-1-Expressio-
nen aufzeigen, wenn die Gruppen nach klinischem Verlauf eingeteilt wurden. Der
objektivierbare Zeitpunkt der LTx wurde als Kriterium genutzt, um Gruppen zu
bilden und Kinder, die innerhalb (fLTx) oder nach (ILTx) dem ersten Lebensjahr
eine LTx erhielten, zu differenzieren. Fir weitere Analysen eines Einflusses einer
erniedrigten LEAP-1 Expression auf den Zeitraum bis zum festgesetzten End-
punkt LTx, wurden Leberbiopsien der Kinder im Frihstadium der GGA in die
Gruppen mit LEAP-1 < 0.5 - und > 0.5 unterteilt und mittels Kaplan-Meier-Schat-

zer verglichen.

Es zeigt sich eine signifikant niedrigere Leberexpression von LEAP-1 bei den
Kindern mit GGA, welche innerhalb des 1. Lebensjahres eine LTx erhielten im
Vergleich zu den gesunden Kontrollen (Abb. 9C). Des Weiteren zeigt sich bei
fGGA die Tendenz eines kirzeren Uberlebens mit nativer Leber bei niedriger
LEAP-1-Expression (Abb. 9D).
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Abbildung 9. LEAP-1-Expression in der nativen Leber padiatrischer Cholestaseerkrankungen. Zweifache Expres-
sion, normalisiert zu GADPH, von LEAP-1 (A) im gesunden padiatrischen Lebergewebe (GLG), bei transienter neonataler
Cholestase (TNC), GGA zum Zeitpunkt der Diagnose (fGGA), GGA zum Zeitpunkt der LTx (SGGA), FCE im friihen Krank-
heitsstadium (fFCE) und FCE im fortgeschrittenen Krankheitsstadium (sFCE); (B) im Krankheitsverlauf einzelner Pati-
ent*innen mit GGA mit seriellen Biopsien; m/e= LTx im 6. Lebensmonat; A= LTx im 8. Lebensmonat; ¥/¢= LTx im 9.
Lebensmonat; o= LTx im 10. Lebensmonat; o = LTx im 20. Lebensmonat; (C) im gesunden padiatrischen Lebergewebe
(GLG), bei einer LTx innerhalb des 1. Lebensjahres (fLTx) oder nach dem 1. Lebensjahr (sLTx); (D) Kaplan-Meier-Schat-
zer, zweifache Expression, normalisiert zu GADPH, von LEAP-1 < 0.5 und LEAP-1 = 0.5 bei GGA im Friihstadium. Der
Mittelwert und der SEM wurden von mindestens 6 biologischen Replikaten gebildet. Gruppenunterschiede wurden mittels
Welch-ANOVA und anschlielenden paarweisen Vergleichen berechnet; *** = p < 0.001; **=p <,01; x2 = Wert der Test-
statistik in der Chi-Quadrat-Verteilung zur Berechnung des p-Wertes anhand des Logrank-Tests; relevante Signifikanzen

sind aufgezeigt, alle Weiteren sind im Anhang in Abb. 18 zu finden.

Zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen erhdhten Bilirubinwerten bei
Cholestase und der LEAP-1-Expression wurden lineare Regressionsanalysen
mit den Werten des gesamten Serumbilirubins als Pradiktor und den Expressi-
onsprofilen des LEAP-1 als abhangige Variable durchgefuhrt.

Es zeigt sich weder bei den Kindern mit GGA im Fruhstadium (Abb. 10B) noch

bei den Kindern mit einer transienten Cholestase (Abb. 14A) oder FCE im
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Frahstadium (Abb. 10C) eine signifikante Korrelation zwischen Serumbilirubin

und der Leberexpression von LEAP-1.

LEAP-1
[ACTs]
LEAP-1
[ACTs]

Serumbilirubin [mg/dI] Serumbilirubin [mg/dI] Serumbilirubin [mg/dI]

Abbildung 10. Lineare Regressionsanalysen mit dem Pradiktor Serumbilirubin gesamt und LEAP-1 als abhén-
gige Variable. ACTs des LEAP-1 aus Leberbiopsien bei (A) transienter neonataler Cholestase (TNC), (B) GGA zum
Zeitpunkt der Diagnose (fGGA) und (C) FCE im friihen Krankheitsstadium (fFCE) korreliert mit der Konzentration des
gesamten Serumbilirubins zum Zeitpunkt der Biopsie. R? = Determinationskoeffizient. Interpretation der Varianzaufklarung
nach Cohen: R? = 0,02 = schwache, R? = 0,13 = moderate, R? =0,26 = starke Korrelation. p < ,05 = signifikant.

3.1.4 Die Leberexpression von Lysozym variiert zwischen den
untersuchten padiatrischen Cholestaseerkrankungen und

Krankheitsstadien

In immunhistochemischen Untersuchungen chronischer gastrointestinaler Ent-
zundungsgeschehen, welche bei der Zoliakie, der kollagenen Kolitis, der lympho-
zytaren Kolitis und beim Morbus Crohn auftreten kénnen, wurden erhdhte
Lysozym-Expressionswerte gemessen (Rubio, 2014). Vor dem Hintergrund der
Bedeutung der Barrierefunktion bei GGA und FCE wurde die Expression von

Lysozym untersucht.

Bei GGA ist im Vergleich zu gesundem, altersgerechtem Lebergewebe kein sig-
nifikanter Unterschied in der Expression von Lysozym zu erkennen (Abb. 11A).
Jedoch zeigt sich im Verlauf bei FCE ein signifikanter Anstieg der Expression von
Lysozym im Lebergewebe sowie ein signifikanter Unterschied der Expression bei
GGA bei Diagnosestellung und FCE im frihen Krankheitsstadium (Abb. 11A). Ein
Anstieg der Lysozym-Expression korreliert zudem bei FCE mit der Expression
des profibrotischen Aktivitatsmarker TGFB (Abb. 11B), nicht jedoch bei der GGA
(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 11. Lysozym-Expression in der nativen Leber padiatrischer Cholestaseerkrankungen und lineare Re-
gressionsanalysen mit dem Pradiktor Lysozym und TGFB als abhangige Variable. (A) Zweifache Expression, nor-
malisiert zu GADPH, von Lysozym im gesunden padiatrischen Lebergewebe (GLG), bei transienter neonataler Cho-
lestase (TNC), GGA zum Zeitpunkt der Diagnose (fGGA), GGA zum Zeitpunkt der LTx (sGGA), FCE im frihen Krank-
heitsstadium (fFCE) und FCE im fortgeschrittenen Krankheitsstadium (sFCE); (B) ACTs des Lysozyms aus Leberbiopsien
korreliert mit TGFB-ACT-Werten bei FCE. Der Mittelwert und der SEM wurden von mindestens 6 biologischen Replikaten
gebildet. Gruppenunterschiede wurden mittels einfaktorieller ANOVA und anschlieRenden paarweisen Vergleichen be-
rechnet; *** = p <,001. R?= Determinationskoeffizient. Interpretation der Varianzaufkldrung nach Cohen: R? = 0,02 =
schwache, R? = 0,13 = moderate, R? =0,26 = starke Korrelation; p <,05 = signifikant; relevante Signifikanzen sind aufge-

zeigt, alle Weiteren sind im Anhang in Abb. 19 zu finden.

3.1.5 Die Leberexpression der Komplementfaktoren MBL und C5 zeigt
sich unverandert bei GGA, korreliert aber mit dem Outcome nach

Kasai-Operation

Eine MBL-Defizienz, charakterisiert durch MBL2-Genotypisierung und MBL-Plas-
malevel, geht mit einem erhéhten Risiko flir eine Sepsis oder eine Pneumonie in
den ersten Lebensmonaten einher (Frakking et al., 2007). Eine kurzlich durchge-
fuhrte Studie zeigte signifikant erhohte Serumspiegel des Komplementfaktors
C3, einem weiteren Schlisselbestandteil der Kaskade, bei GGA im Vergleich zu
vergleichbaren cholestatischen Erkrankungen (Liang et al., 2022). Mit der Inten-
tion, MBL und C5 als aktive Bestandteile des Komplementsystems an Gewebe-
grenzflachen fur die GGA zu untersuchen, wurden die Expressionen fur MBL und

C5 bestimmt.
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Es zeigt sich weder fur MBL noch fur C5 ein signifikanter Unterschied der Ex-
pression bei GGA verglichen mit gesunden und erkrankten Kontrollpersonen
(Abb. 12A und B).

A B

1__Lﬁ.l.L

0.5+

MBL
[2fache Expression]
C5
[2fache Expression]
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Abbildung 12. MBL- und C5-Expression in der nativen Leber padiatrischer Cholestaseerkrankungen. Zweifache
Expression, normalisiert zu GADPH, von (A) MBL und (B) C5 im gesunden padiatrischen Lebergewebe (GLG), bei tran-
sienter neonataler Cholestase (TNC), GGA zum Zeitpunkt der Diagnose (fGGA), GGA zum Zeitpunkt der LTx (sGGA),
FCE im frihen Krankheitsstadium (fFCE) und FCE im fortgeschrittenen Krankheitsstadium (sFCE). Der Mittelwert und
der SEM wurden von mindestens 6 biologischen Replikaten gebildet. Gruppenunterschiede wurden mittels einfaktorieller

ANOVA und anschlieBenden paarweisen Vergleichen berechnet.

Zur Einbettung der Expressionsdaten in den klinischen Kontext erfolgte die Ein-
teilung in zwei Gruppen: Patient*innen mit GGA, welche innerhalb des ersten
Lebensjahres eine LTx erhielten, wurden als fLTx eingestuft, solche, welche lan-

ger als 1 Jahr mit der nativen Leber Uberlebten als sLTx.

Eine verminderte MBL-Expression geht vermehrt mit einer frihen LTx fur die Pa-
tient*innen einher (Abb. 13A). Bei der Expression des Effektormolekuls C5 zeigt
sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen der fLTx und sLTx der-
Patient*innen mit GGA, wobei Kinder mit einer niedrigeren C5-Expression friiher

transplaniert werden mussten (Abb. 13B).
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Abbildung 13. MBL- und C5-Expression korrelieren mit dem Outcome nach HPE. Zweifache Expression, normali-

siert zu GADPH, von (A) MBL und (B) C5 im gesunden padiatrischen Lebergewebe (GLG), bei GGA mit LTx vor dem
ersten Lebensjahr (fLTx), bei GGA mit mit LTx nach dem ersten Lebensjahr (sLTx), bei FCE mit LTx vor dem ersten
Lebensjahr (fLTx), bei FCE mit mit LTx nach dem ersten Lebensjahr (sLTx). Der Mittelwert und der SEM wurden von
mindestens 3 biologischen Replikaten gebildet. Gruppenunterschiede wurden mittels einfaktorieller ANOVA und anschlie-

Renden paarweisen Vergleichen berechnet; **= p <,01.

3.1.6 Eine erfolgreiche Bilirubin-Clearance drei Monate nach Kasai-
Operation ist assoziiert mit einer niedrigen Leberexpression von
MBL

Die sogenannte ,Clearance of Jaundice®, ein Absinken des Serumbilirubins drei
respektive sechs Monate nach HPE, ist ein etablierter Marker fiir das Outcome
nach dieser Operation, womit sich die Prognose von GGA-Patient*innen ein-
schatzen lasst (Hukkinen et al., 2022; Tamgal et al., 2019). Es wurde untersucht,
ob auch bei der in dieser Arbeit gemessenen Studienpopulation das Bilirubin drei
Monate nach Kasai-Operation als prognostischer Marker flir den Krankheitsver-
lauf verwendet werden kann. Die Gruppen wurden unterteilt in Kinder, welche zu
einem Zeitpunkt um den dritten Monat nach Kasai-Operation einen Bilirubinwert
von < 2 mg/dl aufwiesen und solchen, bei welchen héhere Werte gemessen wur-
den. Ein Zusammenhang mit dem Zeitpunkt der LTx, welcher ein objektives Mal}

fur die Prognose darstellt, wurde Uberpruft.

Der Fischer-Freemann-Halton-Test verdeutlicht einen statistisch signifikanten

Zusammenhang zwischen den beiden Parametern mit einer Number needed to
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treat (NNT) von 1,42 und einem geringeren Risiko flr eine LTx innerhalb des
ersten Lebensjahres bei Bilirubinwerten < 2 mg/dl (Abb. 14A).

Um zu Uberprufen, ob dieses Ergebnis mit einer der gemessenen Dysregulatio-
nen der antimikrobiellen Peptide und Proteine oder des Komplementsystems in
Zusammenhang gesetzt werden kann, wurden deren Expressionswerte in die

0.g. Gruppen eingeteilt.

Hierbei zeigen sich nur bei MBL signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
des Serumbilirubins < 2 mg/dl drei Monate nach Kasai-HPE. Eine niedrigere
MBL-Expression geht mit niedrigeren Bilirubin-Serumwerten einher (Abb. 14B).
Eine erfolgreiche Bilirubin-Clearance drei Monate nach Kasai-Operation ist asso-

Ziiert mit niedriger Leberexpression von MBL (Abb. 14B).
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Abbildung 14. Eine erfolgreiche Bilirubin-Clearance drei Monate nach Kasai-Operation ist assoziiert mit einem
niedrigeren Risiko fiir eine frilhe LTx und einer niedrigen MBL-Expression. (A) Darstellung der Gruppenzusam-
menhange des direkten Bilirubins </> 2 mg/dl gemessen drei Monate nach der Kasai-Operation und dem Zeitpunkt der
LTx innerhalb oder nach dem ersten Lebensjahr anhand des Fischer-Freemann-Halton-Tests. p <,05 = signifikant; NNT=
number needed to treat; OR = Odds Ratio. (B) Zweifache Expression, normalisiert zu GADPH, von MBL im gesunden
padiatrischen Lebergewebe (GLG), bei GGA zum Zeitpunkt der Diagnose (fGGA) mit direktem Bilirubinwerten < 2 mg/d|
oder > 2 mg/dl gemessen drei Monate nach Kasai-Operation. Der Mittelwert und der SEM wurden von mindestens 4
biologischen Replikaten gebildet. Gruppenunterschiede wurden mittels einfaktorieller ANOVA und anschlieBenden paar-

weisen Vergleichen berechnet; *= p <,05.
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3.2 Die Immunbarriere der Leber nach padiatrischer

Lebertransplantation

3.2.1 Die Leberexpression von hBD1 ist erhoht im padiatrischen

Lebertransplantat und korreliert mit dem Serumbilirubin

Biopsien aus Lebertransplantaten zeigen in der Pathologie haufig Zeichen einer
chronischen Fibrose und teils auch einer Inflammation. Als Ursache kommen
eine Alloimmunreaktion (Absto3ung), Folgen eines Infektes oder auch Perfusi-
onsstorungen infrage (Vij et al., 2022). Um die Rolle des hBD1 als Schllsselen-
zym der Immunmodulation und -abwehr der Leber genauer zu ergrinden, wur-
den die Expressionen von hBD1 und dessen Aktivator TXN in Leberbiopsien ge-
messen, welche zu verschiedenen Zeitpunkten nach Transplantation durchge-
fuhrt wurden. Hierbei handelt es sich um geplante Protokollbiopsien (normales
Lebergewebe) oder Indikationsbiopsien (Leberfunktion gestort), die im Rahmen
einer vermuteten Abstol3ung oder sonstigen Veranderung der laborchemischen

Leberparameter erfolgten.

HBD1 ist im Lebertransplantat signifikant erhoht exprimiert im Vergleich zu ge-
sundem Lebergewebe (15A). Es ist kein signifikanter Unterschied der Expression
von hBD1 zwischen Protokollbiopsien und Indikationsbiopsien zu messen (Abb.
15A). Die Expression des TXN unterscheidet sich signifikant zwischen diesen
beiden Gruppen, was durch eine starke Streuung der Werte nicht in dem Gra-
phen zu erkennen ist (Abb. 15B). Eine signifikant erhdhte hBD1-Expression ist
zu allen Zeitpunkten nach LTx zu erkennen, welche tendenziell mit dem Trans-
plantatalter weiter ansteigt (Abb. 15C). Der hBD1-Aktivator TXN ist im padiatri-
schen Lebertransplantat ebenfalls erhéht exprimiert, zeigt jedoch einen deutlich

geringeren progressiven Anstieg im zeitlichen Verlauf nach LTx (Abb. 15D).
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Abbildung 15. HBD1- und TXN-Expression im padiatrischen Lebertransplantat. Zweifache Expression, normalisiert
zu GADPH, von (A) hBD1 und (B) TXN im gesunden padiatrischen Lebergewebe (GLG), im Lebertransplantat bei Indi-
kations- und Protokollbiopsien; von (C) hBD1 und (D) TXN im gesunden padiatrischen Lebergewebe (GLG), im ersten
Jahr nach LTx, im Zeitraum von 1.-5. Jahren nach LTx, im Zeitraum von 6.-10. Jahren nach LTx und tber 10 Jahre nach
LTx. Der Mittelwert und der SEM wurden von mindestens 7 biologischen Replikaten gebildet. Gruppenunterschiede wur-

den mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet; *= p <,05; **=p <,01; ***=p <,001

Da eine Induktion der hBD1-Expression durch Serumbilirubin bei Erwachsenen
bereits beschrieben wurde (Klag et al., 2018), wurden auch fur die Expressionen

nach LTx lineare Regressionsanalysen durchgeflhrt.

Die Korrelation zwischen der hBD1-Leberexpression und den Bilirubin Serum-

werten zum Zeitpunkt der Biopsie ist signifikant positiv (Abb. 16). Diese
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Korrelation kann jedoch keiner Untergruppe oder Aufteilung zugeordnet werden

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 16. Korrelationsanalyse der Leberexpression von hBD1 mit dem Serumwert des gesamten Bilirubins.
Spearman Korrelation fiur hBD1 im padiatrischen Lebertransplantat korreliert mit dem Bilirubin gesamt im Serum. r =
Korrelationskoeffizient: r = 1 = perfekte positive Korrelation; r = 1 bis 0 = positive Korrelation; r = 0 = keine Korrelation; r
= 0 bis -1 = negative Korrelation; r = -1 = perfekte negative oder inverse Korrelation. p <,05 = signifikant.
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4 Diskussion

Die GGA ist eine lebensbedrohliche cholestatische Lebererkrankung mit Mani-
festation im Neugeborenenalter. Trotz zahlreicher neuer Ansatze und Hypothe-
sen verbleibt die genaue Pathogenese unklar und es existieren keine etablierten
Biomarker zur eindeutigen Diagnosestellung und Prognoseabschatzung. In aktu-
ellen Studien werden Serumlevel der Matrixmetalloproteinase-7 (MMP-7), des IL-
8, and der yGT als vielversprechende Marker diskutiert (Wu et al., 2022), keiner
dieser Faktoren konnte sich jedoch als etablierter und verbreitet genutzter Bio-
marker bisher durchsetzen. Als fuhrende Hypothese der Pathogenese gilt eine
unbekannte, wahrscheinlich pranatale Schadigung der Gallengange, welche
durch eine postnatal dysregulierte Immunantwort verstarkt und aufrechterhalten
wird (Tam et al., 2024). Neueste Studien beschreiben zudem eine hypoxie-asso-
Ziierte Uberschiel3ende fetale Wundheilung basierend auf erhéhten Konzentrati-
onen von Hyaloronsauren in den Gallengangen (de Jong et al., 2023). Eine be-
reits bei chronisch inflammatorischen Darmerkrankungen beschriebene Stérung
der Barrierefunktion, welche auf einer Dysregulation des komplexen Netzwerkes
antimikrobieller und immunmodulatorischer Eigenschaften der AMPs basiert
(Xavier and Podolsky, 2007), legt die Hypothese nahe, dass auch die entzind-
lich-sklerosierenden Veranderungen bei der GGA mit veranderten Expressionen
der AMPs einhergehen. Da die Erkrankung sich klinisch sehr variabel prasentie-
ren kann und die Prognose nach HPE bedeutend von einer frihzeitigen Opera-
tion abhangt (Bezerra et al., 2018), ist die Identifikation neuer spezifischer und
pradiktiver Biomarker zur Diagnosestellung und Einschatzung des individuellen

Krankheitsstadiums von grof3er Bedeutung.

Das antimikrobielle Peptid LL-37 zeigte sich im frihen, von Inflammation geprag-
ten Krankheitsstadium signifikant erhéht exprimiert, wahrend hBD1 eine deutlich
erhodhte Expression in fortgeschrittenen Stadien padiatrischer cholestatischer Le-
bererkrankungen aufzeigte. Beide Peptide korrelierten mit dem profibrotischen
Zytokin TGF(. Da LL-37 bereits bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
als erhoht exprimiert (Kusaka et al., 2018) und eine Uberexpression bereits als

Induktor einer Autoimmunitat und eines zytotoxischen Geschehens auf
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korpereigenes Gewebe in vitro beschrieben wurde (Chernov et al., 2022; B. Yang
et al., 2020), kdnnte die deutlich erhdhte Expression im friihen Krankheitsstadium
einen Induktor des Entzindungsgeschehens, der Gewebsschadigung und der
Fibrosierung der Leber bei GGA darstellen. Da im Mausmodell die Gabe eines
humanen LL-37 im Gegensatz zu einer abgeschwachten Entzindungsreaktion
und einer verminderten enterischen Dysbiose flhrte, ist in zuklnftigen Studien
zum Beispiel eine konzentrationsabhangige Wirkung zu prufen (Fang et al.,
2023). Dies hat Relevanz fur eine mogliche Verwendung des LL-37 als spezifi-
scher Biomarker fur das frihe Stadium der GGA, da sich weder bei GGA im fort-
geschrittenen Stadium noch bei den FCEs im friihen Krankheitsstadium eine ver-
gleichsweise induzierte Expression darstellte. Lysozym, welchem eine Schlus-
selrolle in der Erstlinienverteidigung des Immunsystems zukommt (Ragland and
Criss, 2017), zeigte ausschlielich im frihen Krankheitsstadium der FCEs ver-
minderte Expressionslevel und ware als erganzender diagnostischer Marker zu
untersuchen. Die Krankheitsprogression der GGA wie auch der FCE ist gepragt
von epithelial-mesenchymalem Umbau und folglich einer Fibrosierung der padi-
atrischen Leber (Shen et al., 2019). Die 10-fach erhéhte Expression des hBD1
sowie die nachgewiesene Korrelation zu dem profibrotischen Zytokin TGF wer-
fen die Frage auf, ob hBD1 einen Marker flir den fibrotisch-zirrhotischen Umbau
im Krankheitsverlauf darstellen kdnnte. Wahrend im Erwachsenenalter bereits
eine erhohte Expression des hBD1 beschrieben wurde (Klag et al., 2018; Mani
et al., 2019), verlieb die Rolle des hBD1 in der Leber padiatrischer Cholestaseer-
krankungen unklar und bislang wurden dem AMP hBD1 keine profibrotische Ak-
tivitat zugeschrieben. Jedoch beeinflusste hBD1 in in-vitro- und ex-vivo-Modellen
die Wundheilung via Induktion der Sekretion eines potenten angiogenen Faktors
durch Fibroblasten tber multiple Signalwege (Umehara et al., 2022). Sinnvoll wa-
ren weitere funktionelle Analysen, um einen potenziellen Einfluss der erhéhten
hBD1-Expression auf die Progression der Leberfibrose zu prufen. Da erhohte
hBD1-Serumlevel bei erwachsenen Patienten mit akut-auf-chronischen Leber-
versagen bereits als akkurater Pradiktor eines schlechteren Outcomes der kurz-
fristigen Sterblichkeit beschrieben wurden (Mani et al., 2019), ist zu untersuchen,

ob hBD1 auch zur Risikostratifizierung bei der GGA herangezogen werden kann.
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Die Assoziation einer hdheren hBD1-Expression zur friheren Notwendigkeit ei-
ner LTx stutzt diese These. In Kombination mit dem etablierten pradiktiven Para-
meter des Alters bei HPE konnte hBD1 als weiterer Biomarker fungieren und hel-
fen, Kinder zu identifizieren, bei welchen friher eine Vorbereitung auf eine Le-
bertransplantation notwendig sein wird. Zur Identifikation eines nicht-invasiven
Outcome Parameters, bedarf es Untersuchungen zur Verwendung der hBD1-
Konzentration im Serum. Basierend auf der in dieser Arbeit gemessenen positi-
ven Korrelation der hBD1-Expression zu den Serumwerten des yGT, welcher be-
reits als vielversprechender nicht-invasiver Marker identifiziert wurde (Wu et al.,
2022), ist der Nutzen einer gegebenenfalls kombinierten Anwendung als Biomar-
ker zu priifen. Die fehlende positive Korrelation zwischen der Uberexpression
und den Bilirubinserumwerten bzw. der systemischen Inflammation, welcher
kirzlich bei Erwachsenen mit Lebererkrankungen beschrieben wurde (Klag et al.,
2018), kdnnte auf einen bisher unbekannten und eher intrahepatischen Prozess
hindeuten. Unbeantwortet bleibt, welche Rolle die geringere Induktion des TXNs
fur die Aktivitat des hBD1 einnimmt und ob andere unerforschte Signal- und Ak-
tivierungswege bestehen. Einen potenziellen therapeutischen Ansatz konnte die
signifikant vermindere Expression des LEAP-1 im fortgeschrittenen Stadium bei
GGA und FCE eréffnen. Ein Mangel konnte aufgrund der beschriebenen direkt
antimikrobiellen Aktivitaten in der Erstlinienverteidigung der Leber (Deicher and
Horl, 2004) eine dysfunktionale Immunabwehr und somit eine unzureichende Ab-
wehr gegen bakterielle Translokationen in die Leber zur Folge haben. Diese
wurde bereits als wichtiger Risikofaktor im Krankheitsprogress padiatrischer cho-
lestatischer Leberkrankungen beschrieben (Blesl and Stadlbauer, 2021). Erste
Erfolge einer therapeutischen Nutzung konnten in der Forschung zu einer The-
rapie gegen Hepatitis C durch Induktion von LEAP-1-Serumwerten mithilfe der
Gabe des pegyliertes Interferons erreicht werden (Ryan et al., 2012). Einen wei-
teren potenziell therapeutisch relevanten Effekt stellt die hemmende Wirkung ei-
ner erhaltenen LEAP-1-Expression auf die Entwicklung einer Leberfibrose dar,
welche in einem Mausmodell via Blockade der TGFB1-induzierten Smad3-Phos-
phorylierung induziert werden konnte (Han et al., 2016). Die fehlende Signifikanz

der Gruppenunterschiede der Komplementfaktoren MBL und C5 lief3en zunachst
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darauf schlie3en, dass dem Komplementsystem keine Bedeutung bei padiatri-
schen cholestatischen Lebererkrankungen zukommt. Da eine verminderte Ex-
pression des MBL sich jedoch assoziiert zeigte mit einer hoheren Wahrschein-
lichkeit einer LTx im ersten Lebensjahr, scheint diesem Komplementfaktor even-
tuell eine komplexere Rolle zuzukommen. Die vielfach beschriebe Funktion des
MBLs als protektiver Immunfaktor bei Neugeborenen wirde diese Hypothese
stutzen (Israéls et al., 2010). Der gemessene negative Effekt niedriger C5-Ex-
pressionslevel auf die Prognose hingehen steht kontrar zu bisherigen Studiener-
gebnissen, da im Mausmodell ein C5-Mangel zu einer abgeschwachten Entzin-
dungsreaktion und Reduktion der Fibrose flhrte (Schmitt et al., 2012). Diese
scheinbar gegenlaufigen Ergebnisse bedurfen weiterer Untersuchungen. Die er-
folgreiche Bilirubin-Clearance drei Monate nach Kasai-Operation, ein bereits
etabliertes Erfolgskriterium dieser Operation (Tamgal et al., 2019), ist auch in der
hier beobachteten Studienpopulation signifikant assoziiert mit der Prognose der
Kinder mit GGA, gemessen am Zeitpunkt der LTx. Eine erfolgreiche Bilirubin-
Clearance geht mit einem signifikant verminderten MBL-Expressionslevel im Ver-
gleich zu einer nicht erfolgreichen Clearance einher. Die Zusammenschau der
Ergebnisse aller Analysen der MBL-Expression lassen vermuten, dass dem MBL
neben der direkten Immunantwort und dem Schutz vor Infektionen in der Neuge-
borenenperiode ebenfalls weitere immunmodulierende Funktionen zukommen,
welche zuklnftig funktioneller Analysen bedurfen. Die groRen Schwankungen
der Expressionen des antimikrobiellen Peptids hBD2 lieRen sich dadurch erkla-
ren, dass manche Biopsien gréliere Teile eines oder mehrerer Gallengange ent-
hielten, wahrend andere vor allem aus Leberzellen bestanden, da beschrieben
wurde, dass hBD2 vor allem in den groRen Gallengangen exprimiert wird (Harada
et al., 2004). Eine Analyse einzelner Zellreihen kdnnte hierliiber Aufschluss brin-

gen.

Um zu untersuchen, ob die chronische Entziindungsreaktion und die Fibrosie-
rung nach LTx, deren Ursachen bisher nicht hinreichend geklart sind (Vij et al.,
2022), ebenfalls mit einer dysregulierten Zusammensetzung der antimikrobiellen
Barriere assoziiert sind, wurde die Expression des hBD1 nach LTx zum Zeitpunkt

von Protokoll- sowie bei Indikationsbiopsien gemessen. Im padiatrischen
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Lebertransplantat zeigte sich eine erhohte hBD1-Expression, sowohl bei Proto-
koll- als auch bei Indikationsbiopsien, welche tendenziell mit dem Transplantat-
alter anstieg und signifikant mit den Werten des Serumbilirubins korrelierte. Dies
wirft die Frage auf, ob die veranderte Expression des hBD1 einen Einfluss auf
die akuten und chronischen Abstoldungsreaktionen hat, welche bei Uber der
Halfte der Transplantierten innerhalb des ersten Jahres auftreten (Cuenca et al.,
2017). Aufgrund der fehlenden Korrelation des Bilirubins mit der hBD1-Expres-
sion bei nativem Lebergewebe und der nachgewiesenen Korrelation bei Trans-
plantatlebergewebe, ist zu untersuchen, ob eine mdgliche Induktion durch das
Molekdul Bilirubin konzentrationsabhangig stattfindet. Unklar verbleibt, warum es
bei Indikationsbiopsien nach Transplantation im Gegensatz zu den bei geplanten
Kontrollterminen entnommenen Biopsien nicht zu einer verstarkten Induktion der
hBD1-Expression kommt. Zur Klarung bedarf es Moderationsanalysen mit gré-
Reren Studienpopulationen und weiteren einbezogenen Parametern. Die hBD1-
Erhdhung nach LTx wie auch die Beeinflussung der hBD1-Expression durch Bi-
lirubin lassen einen bisher unbekannten systemischen Einfluss der Expression

vermuten.

Eine Dysregulation der antimikrobiellen Peptide, die eine wichtige Rolle fir
Chemoattraktion und Aktivierung zahlreicher Leukozyten erflllen, kdnnte die in
Biopsien von Kindern mit cholestatischen Lebererkrankungen gemessene Dys-
regulation einzelner Leukozytenpopulationen und deren Wirkung im Gewebe der
Gallengange erklaren (Yang et al., 2022). Die folgende Graphik soll anhand eines
postulierten pathophysiologischen Modells des Gallenganguntergangs im Leber-
gewebe diesen beschriebenen Mechanismus verdeutlichen (Abb. 17). Zur Uber-
prufung des postulierten Modells ware es sinnvoll, die Interaktion der antimikro-
biellen Peptide mit den Immunzellen durch Zellkulturexperimente und in-vitro-

Modellen wie z.B. mittels Organoiden detaillierter zu erforschen.
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Abbildung 17. Postuliertes pathophysiologisches Modell der gemessenen Dysregulation der Expression anti-

mikrobieller Peptide und ihrer potenziellen Rolle im Rahmen der irreversiblen Obstruktion im Krankheitsverlauf.

Trotz der signifikanten Ergebnisse ist als Limitation zu nennen, dass alle verwen-
deten Daten aus einem einzigen Universitatsklinikum in Europa stammten und
somit die globale Heterogenitat der Erkrankungen nicht dargestellt werden

konnte.

Diese Arbeit identifiziert ein sich signifikant unterscheidendes Expressionsprofil
der Peptide und Proteine hBD1, LL-37, LEAP-1 und Lysozym bei GGA in den
verschiedenen Krankheitsstadien sowie im Vergleich zu gesundem Leberge-
webe, TNC sowie anderen padiatrischen cholestatischen Lebererkrankungen.
Zudem scheint die erhohte Expression des hBD1 einen potenziell pradiktiven Pa-
rameter fUr ein schlechtes Outcome bei GGA darzustellen, welches moglicher-
weise durch eine Beeinflussung der Progression der Leberfibrose zu erklaren
ware. Die veranderten Expressionsprofile bieten die Basis zur Validierung neuer
Diagnoseparameter sowie Ansatze zur Risikostratifizierung im Krankheitspro-
gress und haben das Potenzial neue innovative Therapiemdglichkeiten aufzuzei-
gen (Holly et al., 2017). Angesichts der bisher mangelnden Biomarker und ziel-
gerichteten Therapien fur die GGA und die FCEs stellt dies ein wichtiges For-
schungsgebiet dar. Langfristig konnte die Regulation des Immunsystems durch
antimikrobielle Peptide, Proteine und Komplementfaktoren auch bei vielen
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weiteren immunologischen oder autoimmunen Erkrankungen im Kindesalter eine

diagnostische oder auch therapeutische Rolle spielen.
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5 Zusammenfassung

Einleitung: Die Gallengangatresie (GGA) ist eine lebensbedrohliche cholestati-
sche Lebererkrankung Neugeborener und die haufigste Ursache einer LTx im
Kindesalter. Eine fortschreitende entzundlich-fibrotische Obstruktion der Gallen-
gange mit unklarer Pathogenese fuhrt im Verlauf zu einer Leberfibrose. Eine frih-
zeitige Diagnosestellung ist daher fur die Prognose der Kinder entscheidend. Ak-
tuelle Studien legen eine durch perinatale Toxine und/oder durch Mikroben indu-
zierte immunologische Dysregulation in den Gallenwegen und im Lebergewebe
nahe. Antimikrobielle Peptide (AMPs), Molekule der Erstlinienverteidigung des
angeborenen Immunsystems, schitzen das Gewebe gegen eindringende Mikro-
ben und besitzen modulierende Wirkung auf Entziindungs- und Immunreaktionen
(z.B. durch Chemoattraktion). Wahrend gezeigt werden konnte, dass die Dysre-
gulation von AMPs eine zentrale Rolle in der Pathogenese entzindlicher Dar-
merkrankungen spielt, ist die Rolle bei padiatrischen cholestatischen Leberer-
krankungen bisher nicht ausreichend erforscht. Ziel dieser Arbeit ist es, die Ex-
pression antimikrobieller Peptide und Proteine bei Kindern mit GGA und nach
LTx zu untersuchen, mit gesundem Lebergewebe und Gewebe anderer padiatri-
scher cholestatischer Lebererkrankungen zu vergleichen und die Ergebnisse mit

den klinischen Verlaufen in Beziehung zu setzen.

Material und Methoden: Die Expression relevanter antimikrobieller Peptide und
Proteine (humane B-Defensine (hBD) 1 & 2, TXN, LL-37, LEAP-1, Lysozym, MBL
und C5) wurde im Lebergewebe von Patient*innen mit GGA bei Diagnosestellung
(fGGA) und im Krankheitsverlauf (sGGA) analysiert und mit altersentsprechen-
dem normalem Lebergewebe von Krebspatient*innen (GLG), Patient*innen mit
transienter neonataler Cholestase (TNC) und familiaren Cholestaseerkrankun-
gen (FCE) im frihen (fFCE) und spaten Krankheitsstadium (sFCE) verglichen.
Gruppenunterschiede wurden via ANOVA oder Kruskal-Wallis-Test mit anschie-
Renden paarweisen Vergleichen analysiert (*= p<,05; ** = p<,01; *** = p <,001;
ns, nicht signifikant). Klinische Auswirkungen wurden anhand des Kaplan-Meier-
Schatzers sowie anhand von Korrelationsanalysen mit dem profibrotischen Zyto-

kin TGFB und Cholestasemarkern wie Serumbilirubin untersucht.
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Ergebnisse: LL-37 zeigt sich im frihen Krankheitsstadium im Vergleich zur spa-
ten GGA und normalem Lebergewebe signifikant erhéht exprimiert (Abb. 8A). Die
Expression des hBD1 ist in der spaten GGA im Vergleich zum frihen Krankheits-
stadium und zu normalem Lebergewebe signifikant hochreguliert (Abb. 2B).
Beide Peptide korrelieren mit dem profibrotischen Zytokin TGFB (Abb. 4C und
8C), wobei diese Korrelation bei LL-37 nur fur das friihe Stadium signifikant aus-
fallt (hBD1_GGA: R*=,17, p =,01; LL-37_eGGA: R? = ,44, p = ,02), jedoch nicht
mit dem Serumbilirubin (Abb. 6A). Hohere hBD1-Expressionslevel sind bei fGGA
assoziiert mit einem kirzeren Uberleben mit nativer Leber (hBD1: p = ,09), (Abb.
7A). Auch im padiatrischen Lebertransplantat ist die Expression von hBD1 signi-
fikant erhdht, unabhangig von Indikation der Biopsie (Abb. 15A) und steigt ten-
denziell mit dem Transplantatalter weiter an (Abb. 15C). Hier besteht im Gegen-
satz zu den nativen Leberbiopsien eine signifikant positive Korrelation zu Serum-
bilirubin (r=,32, p =,01), (Abb. 16). LEAP-1 ist bei fortgeschrittener Lebererkran-
kung signifikant vermindert exprimiert (Abb. 9A), wobei eine niedrigere Expres-
sion mit einem kirzeren Uberleben mit nativer Leber einhergeht (Abb. 9D). Die
Expression des Lysozyms variiert zwischen den untersuchten padiatrischen Cho-
lestaseerkankungen und ist bei fFCE signifikant niedriger als bei fGGA (Abb.
11A). Eine niedrige Expression der Komplementfaktoren MBL und C5 ist bei GGA
assoziiert mit einer frGher notwendigen LTx (Abb. 13). Eine erfolgreiche Bilirubin-
Clearance drei Monate nach Kasai-Operation ist assoziiert mit einem niedrigeren

Risiko fur eine friihe LTx und einer niedrigeren MBL-Expression (Abb. 14).

Fazit: Wahrend die frihe Induktion der LL-37-Expression bei GGA als Antwort
auf die Inflammation zu Beginn der Erkrankung zu erklaren ware, konnte die deut-
lich erhdhte hBD1-Expression im Spatstadium einen Marker fur den fibrotischen
Umbau im Krankheitsverlauf darstellen. Basierend auf der Korrelation des hBD1
mit dem Fibrosemarker TGFB und dem schlechteren Outcome bei héheren
hBD1-Expressionswerten ist eine Eignung des hBD1 als pradiktiver Biomarker
zur Risikostratifizierung zu prifen. Angesichts der bisher mangelnden Biomarker
und der aufgrund der individuellen Krankheitsverlaufe herausfordernden Thera-
pieplanung bieten die in dieser Arbeit gemessenen veranderten Expressionspro-

file der AMPs neue wichtige Ansatze, welche weiterer Forschung bedurfen.
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6 Summary

Objectives and Study: Biliary atresia (BA) is a life-threatening cholestatic liver
disease in newborns and the leading cause of liver transplantation in childhood.
A progressive inflammatory-fibrotic obstruction of the bile ducts with an unclear
pathogenesis leads to liver fibrosis. Early diagnosis is therefore crucial for the
children's prognosis. Recent studies have highlighted an aetiology due to a
dysregulated immune response in liver tissue and bile ducts induced by perinatal
toxins and/or by microbes. Antimicrobial peptides (AMPs), as first-line defence
molecules of the innate immune system, defend the tissue against invading mi-
crobes and possess modulating effects on inflammation and immune responses
(e.g. through chemoattraction). While the dysregulation of AMPs has been shown
to play a central role in the pathogenesis of inflammatory bowel disease, its role
in paediatric cholestatic liver disease remains unclear. The aim of this research
is to analyse expression patterns of antimicrobial peptides and proteins in chil-
dren with BA and after LTx, to compare them with healthy liver tissue and other
paediatric cholestatic liver diseases and to correlate them with the clinical course

and outcome.

Methods: The expression of potentially relevant antimicrobial peptides and pro-
teins (human B-defensins (hBD) 1 & 2, TXN, LL-37, LEAP-1, lysozyme, MBL and
C5) was analysed in liver tissue from patients with BA at early liver disease stages
(eBA) and during disease progression (IBA), both compared with age-matched
normal liver tissue derived from cancer patients (HL), patients with transient ne-
onatal cholestasis (TNC) and familial cholestasis disease (FCD) in early (eFCD)
and late stages of disease (IFCD). Group differences were analysed via ANOVA
or Kruskal-Wallis test with subsequent pairwise comparisons (*= p <.05; **=p <
.01; ** = p < .001; ns, not significant). Clinical effects were analysed using the
Kaplan-Meier estimator and correlation analyses with the profibrotic cytokine
TGFB and cholestasis markers such as serum bilirubin.

Results: While LL-37 shows significantly increased expression in eBA compared
to IBA and normal liver tissue (Fig.8A), the expression of hDB1 is significantly

upregulated in IBA compared to eBA and normal liver tissue (Fig. 2B). Both
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peptides correlate with the profibrotic cytokine TGFB (Fig. 4C und 8C), whereby
the correlation for LL-37 is only significant for the early stage (hBD1_BA: R? =
A7, p =.01; LL-37_eBA: R? = .44 p = .02), but not with serum bilirubin (Fig. 6A).
Higher hBD1 expression levels in BA are associated with shorter survival with
native liver (hBD1: p =.09), (Fig. 7A). In paediatric liver transplants liver expres-
sion of hBD1 is also increased, independent of infection or rejection (Fig. 15A)
and tends to increase further with age of transplant (Fig. 15C). In contrast to the
native liver biopsies, there is a significant positive correlation to serum bilirubin (r
=.32,p =.01), (Abb. 16). LEAP-1 expression is significantly reduced in advanced
cholestatic liver disease (Fig. 9A), whereby lower expression is associated with
shorter survival with native liver (Fig. 9D). The expression of Lysozyme varies
between the paediatric cholestasis diseases studied with significant lower values
for eFCD than eBA (Fig. 11A). A low expression of the complement factors MBL
und C5 is associated with an earlier necessary LTx in BA (Fig. 13). A successful
bilirubin clearance tree month after Kasai operation could lead to a lower risk for

an early LTx and correlates with a lower MBL expression (Fig. 14).

Conclusion: While the early induction of the LL-37 expression in BA could be
explained as a response to inflammation at the beginning of the disease, the sig-
nificantly increased hBD1 expression in the late stage could represent a marker
for fibrotic remodeling in the course of the disease. Based on the correlation of
the hBD1 expression with the fibrosis marker TGFB and the negative effect of
higher hBD1 expression levels on the native liver survival, the suitability of hBD1
as a predictive biomarker for risk stratification should be examined. In view of the
lack of biomarkers to date and the challenges of therapy planning due to the in-
dividual course of the disease, the altered expression profiles of AMPs measured

in this study offer new important approaches that require further research.
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Abbildung 18. Signifikante Gruppenunterschiede der hBD1, LL-37 und LEAP-1-Expression in der nativen Leber
padiatrischer Cholestaseerkrankungen. Zweifache Expression, normalisiert zu GADPH, von (A) hBD1, (B) LL-37 und
(C) LEAP-1 im gesunden padiatrischen Lebergewebe (GLG), bei transienter neonataler Cholestase (TNC), GGA zum
Zeitpunkt der Diagnose (fGGA), GGA zum Zeitpunkt der LTx (sGGA), FCE im friihen Krankheitsstadium (fFCE) und FCE
im fortgeschrittenen Krankheitsstadium (sFCE). Der Mittelwert und der SEM wurden von mindestens 6 biologischen Rep-
likaten gebildet. Gruppenunterschiede wurden mittels einfaktorieller ANOVA und anschlieRenden paarweisen Vergleichen
berechnet; *=p <,05; **=p <,01; ***=p <,001.
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Abbildung 19. Signifikante Gruppenunterschiede der Lysozym- und TGFB-Expression in der nativen Leber padi-
atrischer Cholestaseerkrankungen. Zweifache Expression, normalisiert zu GADPH, von (A) Lysozym und (B) TGFf
im gesunden padiatrischen Lebergewebe (GLG), bei transienter neonataler Cholestase (TNC), GGA zum Zeitpunkt der
Diagnose (fGGA), GGA zum Zeitpunkt der LTx (sGGA), FCE im friihen Krankheitsstadium (fFCE) und FCE im fortge-
schrittenen Krankheitsstadium (sFCE). Der Mittelwert und der SEM wurden von mindestens 6 biologischen Replikaten
gebildet. Gruppenunterschiede wurden mittels einfaktorieller ANOVA und anschlieRenden paarweisen Vergleichen be-

rechnet; *=p <,05; **=p <,01; **=p <,001.
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