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A Einleitung

1 Die Cholezystolithiasis

Das Gallensteinleiden ist ein seit langer Zeit bekanntes Krankheitsbild. Frihe Erw&hnungen gehen
zurtick bisin das 16. Jahrhundert. Theophrast von Hohenheim alias Paracelsus (1493 — 1541

n. Chr.) beschreibt in seinem Buch Uber die , Tartarischen Kranckheiten* (Paracelsus, 1589) die
Entstehung von Steinen im menschlichen Korper analog zur Entstehung von Steinen im Wein als
einen Prozess der Sedimentation. Das klinische Erscheinungsbild dirfte sich seit dieser Zeit kaum
geandert haben. Patienten klagen meist Uber heftige, kolikartige Beschwerden im rechten
Oberbauch. Oft kommen starke Ubelkeit, Erbrechen und bei Stauung der Galle auch ein Ikterus
hinzu. Je nach Lokalisation der Steine treten verschiedene Symptomatiken auf. Diese reichen von
Beschwerdefreiheit bei Steinen in der Gallenblase tiber kolikartige rezidivierende Schmerzen im
rechten Oberbauch bei Einklemmung von Steinen im Gallengangsystem und Dauerschmerzen und
akutem Abdomen bei Cholezystitis bis hin zur Schocksymptomatik mit erhohter Letalitéat bei
Perforation der Gallenblase.

Die Voraussetzung fur das Verstandnis der Pathophysiologie der Cholezystolithiasisist die

Kenntnis der anatomischen, histologischen und physiologischen Grundlagen.

1.1 Anatomie

Die Gallenblase (Vesicafellea) ist etwa 8 — 12 cm lang, 3 — 4 cm breit und liegt der Leber zwischen
Lobus quadratus und Lobus dexter an. Sie stellt ein sackférmiges Hohlorgan dar und wird ohne
scharfe Grenzen unterteilt in Fundus, Korpus und Kollum. Gallenblasenfundus und
Gallenblasenkorpus sind an ihrer Unterseite zu zwei Dritteln vom Peritoneum viscerale tGiberzogen.
Dasrestliche Drittel liegt in der Verwachsungsflache der Gallenblase mit der Leber. Die
Gallenblasenwand besteht aus dem Bauchfelltiberzug (Tunica serosa), einer zweischichtigen
Muskellage (Tunica muscularis) und der Schleimhaut (Tunica mucosa) mit einem einschichtigen
Zylinderepithel. Die Muskelschicht ist scherengitterartig durch spiralig verlaufende, einander
Uberkreuzende Zuige von Muskelfasern aufgebaut und kann sich somit gut den unterschiedlichen
Fullungszustéanden des Organs anpassen. |m Kollum mindet der Ductus cysticus (Lange ca. 3 —

5 cm), der die Gallenfliissigkeit aufnimmt und in die Gallenblase leitet. Hier findet sich eine
spiralige Schleimhautfalte (Plica spiralis), welche den Riickfluss der Galle aus der Gallenblase
verhindert. Aus der Leber entspringen Ductus hepaticus dexter und Ductus hepaticus sinister,



welche sich vereinen zum Ductus hepaticus communis, der nach Einmindung des Ductus cysticus
in den Ductus choledochus tbergeht. Dieser ist ca. 8 mm dick und hat eine Lange von ca. 6,5 cm.
Alle Gallengéange bestehen aus einer Tunica adventitia, einer Tunica fibromuscularis und einer
Tunica mucosa aus Zylinderepithelen und vereinzelt Becherzellen.

Uber den Ductus choledochus wird die Galle aus der Gallenblase tiber die Papilla Vateri in das
Duodenum geleitet. Der Gallefluss in das Duodenum wird durch ein Zusammenspiel von Sphinkter
Oddi und Gallenblasenmuskulatur reguliert. Ist der Sphinkter Oddi geschlossen, fliefdt die
Gallenflussigkeit Gber den Ductus cysticus in die Gallenblase. Nach dem Erschlaffen des
Sphinkters wird sie durch Kontraktion der Muskulatur entleert. Das durchschnittliche
Fassungsvermogen der menschlichen Gallenblase liegt bei 40 — 80 ml. Die arterielle
Gefdl3versorgung der Gallenblase erfolgt tGber die Arteria cystica, die aus dem Ramus dexter der
Arteria hepatica propria entspringt. Die extrahepatischen Gallengange werden aus Asten der A.
cysticaund der A. hepatica propriaversorgt. Der vendse Abfluss der Gallenblase und der
extrahepatischen Gallengange erfolgt in der Mehrzahl der Félle in den rechten Hauptast der Vena
portae (Abb. 1).

Abb. 1

Anatomie des bilidren Systems

Plica spiralis/Ductus cysticus

Gallenblasenhals

Ductus hepaticus communis

Hartmann-Tasche

Ductus hepatocholedochus
Gallenblasenkorpus

Gallenblasenfundus

Ductus pancreaticus

Ampulla vateri



1.2 Histologie

Die Gallenblasenwand ist von einem hochprismatischen, einschichtigen Epithel Gberzogen. Die
Epithelzellen sitzen dabel in einer diinnen Schicht dem subepithelialen Bindegewebe auf. Das
Epithel besteht aus hohen Séulenzellen, welche Schleim sezernieren. Es existiert keine Muscularis
mucosae. Darunter befindet sich eine gitternetzartig angelegte, glatte Muskulatur (Tunica
muscularis), welche in faserreiches, dichtes Stroma (Lamina serosa) eingebettet ist.

Schleimdriisen (Glandulae mucosae) finden sich nur im Gallenblasenhals.

1.3 Epidemiologie

Die Cholezystolithiasis stellt heute die haufigste Oberbaucherkrankung in Europa und Nordamerika
dar (Barbara L, 1987). Die Gesamtmorbiditét betragt 15 — 20 %. In Europa nimmt man eine
Prévalenz von Gallensteinen bei Patienten tiber 40 Jahre von 20 — 30 % bei Frauen und 8 % bei
Méannern an (BarbaralL, 1987).

1.4 Riskofaktoren

Die Risikofaktoren der Cholezystolithiasis konnen mittels der ,6 F* aufgezahlt werden: Fourty
(Alter), Female (Geschlecht), Fecoundity (Fruchtbarkeit), Family (Genetik), Fair (Hellhautigkeit),
Fat (Adipositas und Erndhrung). Zusétzlich missen Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme

und andere Griinde genannt werden.

1.4.1 Alter

Mit hbherem Alter besteht eine hthere Morbiditét. So ist das Auftreten von Gallensteinen im
Kindesalter sehr selten. Bel 20 — 25-Jahrigen tritt die Erkrankung bei 2,3 %, bei 40 — 49-Jahrigen
mit 6,7 % und bei 60 — 69-Jahrigen mit 14,4 % auf (GREPCO, 1988).

1.4.2 Geschlecht

Zu 70 % sind Frauen vom Gallensteinleiden betroffen. Frauen haben gegentiber Mannern ein
2,2fach erhohtes Risiko, an Gallensteinen zu erkranken (Barbara L, 1987).Verantwortlich hierfir
konnten Ostrogene sein, welche hepatische Lipoprotein-Rezeptoren stimulieren und die Aufnahme

von Nahrungscholesterin und die Sekretion von Cholesterin in die GallenflUssigkeit erhdhen.

1.4.3 Fruchtbarkeit
Einige epidemiologische Studien haben gezeigt, dass mit der Anzahl der Geburten einer Frau das
Risiko der Gallensteinentstehung steigt (GREPCO, 1988). Es konnte gezeigt werden, dass
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schwangere Frauen ein vergrof3ertes Gallenblasenvolumen und eine reduzierte Entleerung nach
Testmahlzeiten aufweisen (Braveman DZ, 1980). Auch die Tendenz zur Bildung von Sludge,
Ablagerungen im Gallenblasenfundus, die zum Grof3teil aus Muzinen und Cholesterinkristallen
bestehen (siehe auch Kap. 3.3.2), ist wahrend der Schwangerschaft erhoht (Maringhini A, 1987).
Aber auch die Einnahme oraler Kontrazeptiva kann zu einer Erhéhung des Krankheitsrisikos flihren
(Petitti DB, 1988; Del Pozo R, 1983).

1.4.4 Genetik

Die Vermutung, dass eine genetische Komponente bei der Entstehung der Cholezystolithiasis eine
Rolle spielt, ergab sich aus epidemiologischen und Familienstudien. So treten Gallensteine in
bestimmten Volksgruppen wie z. B. bei den Pima-Indianern in Arizona mit einer Pravalenz von
48,6 % (Sampliner RE, 1970) gehauft auf. Umgekehrt finden sich Volksgruppen wie z. B. die
Massai in Afrika, bel denen Gallensteine fast nie auftreten. Verwandte ersten Grades von
Gallensteintragern haben damit ein wahrscheinlich um das Zweifache erhdhtes Risiko, ebenfalls zu
erkranken (Gilat T, 1983).

Kurzlich wurden die ersten Genloci, welche mit Cholesterinsteinen assoziiert sind (,, Lithgenes®) in
Zuchtméausen identifiziert. Lammert und Mitarbeiter prasentierten einen Uberblick tiber die
chromosomale Organisation von Kandidatengenen, die an der Entstehung von Gallensteinen in
Mausen beteiligt sind (Lammert F, 2001).

1.4.5 Erndhrung

Eine cholesterinreiche und hochkalorische Erndhrung préadisponiert zur Gallensteinentstehung.
Deutlich wurde dies in einer Studie, in welcher Patienten und Kontrollpersonen bzgl. Geschlecht
und Body-mass-Index Ubereinstimmten (Sarles H, 1970). Die Aufnahme cholesterinreicher
Nahrung fuhrt hierbei zu erhéhter Cholesterinaufnahme in den Blutkreislauf und einer
Ubersattigung der Galle mit Cholesterin. Eine gesteigerte Umwandlung in Gallensauren, die der
Steinentstehung entgegenwirken, findet jedoch nicht statt (Quintao E, 1971). Auch Adipositas wird
als Risikofaktor der Cholezystolithiasis angesehen (Liddle RA, 1989), wobei tbergewichtige
Menschen sekundér eine grél3ere Synthese von Cholesterin und eine erhdhte Ausscheidung von
Cholesterin in die Galle haben (Reuben A, 1985).

1.4.6 Vorerkrankungen
Resektionen oder Erkrankungen des lleums, die zu einer Malabsorption von Gallensduren fuhren,

aber auch chronisch entziindliche Darmerkrankungen wie der Morbus Crohn (Whorwell PJ, 1984)
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erhohen die Inzidenz der Cholezystolithiasis. Eine verminderte Sekretion von Gallensduren bei
chronisch cholestatischen Erkrankungen wie z. B. der primér bilidren Zirrhose hat einen @nlichen
Effekt. Bel chronischer Hamolyse, chronischer Infektion der Gallenwege, aber auch alkoholischer
Leberzirrhose ist das Auftreten von v. a. Pigmentsteinen erhoht.

Ob ein Diabetes mellitus die Inzidenz der Cholezystolithiasis, z. B. durch eine Hypomotilitéat der
Gallenblase bedingt durch die allgemeine viszerale Polyneuropathie (Stone BG, 1988), erhoht, ist
umstritten.

1.4.7 Andere Risikofaktoren
Ruckenmarksverletzungen, langer dauernde parenterale Erndhrung (Roslyn JJ, 1983), schneller
Gewichtsverlust und eine Therapie mit Clofibraten, Cholestyramin oder Nikotinsaure kdnnen

welterhin das Auftreten von Gallensteinen beguinstigen.

1.5 Gallensteintypen
Entsprechend ihrer Zusammensetzung konnen drei verschiedene Arten von Gallensteinen

unterschieden werden:

1. Cholesterinsteine mit einem Cholesterinanteil von 80 — 90 %,
2. Gemischte Steine mit mindestens 50 % Cholesterinanteil,

3. Pigmentsteine mit weniger als 50 % Cholesterin (braune/schwarze Pigmentsteine).

Cholesterin und gemischte Gallensteine ergeben zusammen eine Haufigkeit von 75 % aller
Gallensteine in den Industrienationen. Schwarze Pigmentsteine (20 %) und braune Pigmentsteine
(5 %) ergeben die restlichen 25 % (Apstein MD, 1993). Neben Cholesterin sind die weiteren
Bestandtelle aller Gallensteintypen Kalziumbilirubinat, Gallensauren, verschiedene Proteine,
Muzine und verschiedene Spurenelemente (Malet PF, 1989).

Cholesterin- und gemischte Gallensteine konnen als solitére oder multiple Gallensteine
vorkommen. In Patienten mit multiplen Gallensteinen konnte eine kiirzere Nukleationszeit von
Cholesterin, verglichen mit Patienten mit solitéren Gallensteinen, nachgewiesen werden (Jingst D,
1992).

Pigmentsteine enthalten vor allem Kalziumbilirubinat und treten erst in héherem Lebensalter oder
im Rahmen einer Hyperbilirubindmie auf. Braune Pigmentsteine sind die Folge einer Cholestase
und chronischer bakterieller Infektionen mit Anaerobiern und treten hdufig in den extrahepatischen
Gallengangen auf (Cetta F, 1991). Konjugiertes Bilirubin wird hierbei durch die
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Betaglukuronidase-Aktivitét einiger anaerober Bakterien in unkonjugiertes Bilirubin Gberfthrt,
welches dann mit Kalziumionen zu unldslichem Kalziumbilirubinat ausfallt (Tabata M, 1981;
Nakayama F, 1971). Sie enthalten zusétzlich durch bakterielle Hydrolyse entstandene

L ecithinabbauprodukte (Wasiewitz U, 1983).

Schwarze Pigmentsteine findet man in Gallenblasen; sie enthalten oxidiertes unldsliches Bilirubin
(Cahalane MJ, 1988). Sie entstehen haufig im Rahmen einer Hyperbilirubindmie. Bel einer
Hamolyse z. B. steigt der Anteil des unkonjugierten Bilirubins bis auf das Zehnfache des
Normalwertes an (Trotman BW, 1980) und in Verbindung mit Kalziumionen bildet sich Kalzium-
Hydrogen-Bilirubinat, welches innerhalb von Mizellen und Vesikeln transportiert werden muss.
Der relative Mangel dieser Transporteinheiten kann dann die Losungsfahigkeit der Galle fir diese
Stoffe Gberschreiten (Cahalane MJ, 1988). Zusammen mit einer Muzin-Hypersekretion bilden sich

dann schwarze Pigmentsteine in der Gallenblase.

1.6 Diagnostik

1.6.1 Klinik/Laborchemie

Bei Steineinklemmung im Ductus cysticus kann es zu einer Uberdehnung der Gallenblase mit
Schleimhautschadigung und konsekutiver und zunéchst abakterieller Cholezystitis mit eventueller
bakterieller Besiedelung kommen. Die Symptomatik reicht von dumpfen, unspezifischen
Druckgeftihlen im Abdomen bis zu kolikartigen Schmerzen im rechten Oberbauch mit
Ausstrahlung in die rechte Schulter und Flankenregion. Die Dauer der Kolikschmerzen kann

15 min bis 5 Stunden betragen. Die typische Gallenkolik kommt hierbei durch eine schnelle
Drucksteigerung in der Gallenblase (z. B. durch einen Steinverschluss im Ductus cysticus)
zustande. Meist kommt es zusétzlich zu Nausea und Erbrechen, evtl. auch zu Fieber und
Schittelfrost. In der klinischen Untersuchung kann sich eine umschriebene Druckschmerzhaftigkeit
im rechten Oberbauch mit Zeichen der lokalen Peritonitis im weiteren Verlauf finden. Eventuell
kann auch das Murphyzeichen positiv sein, bei welchem sich ein plotzlicher Stopp der Inspiration
zeigt, nachdem die palpierende Hand des Untersuchers in Exspiration in die Gallenblasenregion
drtickt. Laborchemisch kdnnen sich eine Erhthung der Entziindungsparameter (BSG, CRP,
Leukozyten) und eventuell mél3ige Elevation der Cholestaseparameter (AP, GGT) und/oder
Transaminasen (GOT, GPT) zeigen. Differentialdiagnostisch zur bilidren Kolik miissen Ulcus
ventriculi et duodeni, Pankrestitis, Nephrolithiasis, Appendizitis, primér sklerosierende
Cholangitis, inferiorer Myokardinfarkt und eine rechtsbasale Pleuritis in Erwagung gezogen

werden.
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1.6.2 Sonographie

Die Sonographie ist die wichtigste Bildgebung in der Diagnostik des Gallensteinleidens.
Gallenblasensteine ab 3 mm Grol3e konnen hiermit nachgewiesen werden. Die Treffsicherheit liegt
hierbei fur Konkremente in der Gallenblase bei ca. 95 %. In 60 — 90 % kann die Ursache eines
mechanischen | kterus sonographisch geklart werden. Durch Palpation der Gallenblase unter
sonographischer Sicht kdnnen zudem die I mprimierbarkeit und die lokale Dolenz der Gallenblase
geprift werden. Eine Erweiterung der Gallengange kann ein indirektes Zeichen fir eine
Choledochoalithiasis sein und ebenfalls sonographisch dargestellt werden. Eine Cholezystitis kann
zusammen mit Klinik und Laborchemie zusétzlich sonographisch durch die Darstellung einer
Gallenblasenwandverdickung mit einem echoarmen, perivesikalen Flissigkeitssaum diagnostiziert

werden.

1.6.3 ERCP

Bei der endoskopisch retrograden Cholangiopankreatikographie (ERCP) wird nach Einftihrung
eines Endoskops in das Duodenum ein Katheter in die Papilla duodeni major eingefiihrt. Hiertiber
wird Kontrastmittel appliziert. Kontrastmittelaussparungen in den Gallengangen deuten hierbei auf
das Vorliegen von Konkrementen hin. Nach endoskopischer Papillotomie kdnnen bel
Choledochoalithiasis Konkremente aus dem Ductus hepatocholedochus mittels eines oberhalb
aufgeblasenen Ballonkatheters oder eines Fangkorbes (Dormia-Korb) entfernt werden. Bei zu
grof3en Konkrementen kann vor der Entfernung eine mechanische Lithotripsie durch das liegende
Endoskop bzw. eine Steinfragmentierung mittels Laser oder Elektrohydraulik versucht werden. Die
ERCP mit Papillotomie und Steinextraktion stellt eine risikoarme Diagnostik- und
Therapiemethode mit Letalitdtsraten zwischen 0,2 und 2 % dar (Bilbao MK, 1976).

1.6.4 PTC

Die perkutane transhepatische Cholangiographie ist eine Alternative der Darstellung der
Gallengange mit Kontrastmittel, wenn eine ERCP aus anatomischen Grinden (z. B. bei Billroth-11-
Gastrojejunostomie) nicht moglich ist. Hierbei wird eine diinne Nadel perkutan bisin die Leber
vorgeschoben und ein intrahepatischer Gallengang punktiert. Im Folgenden kann dann das
Gallengangsystem mit Kontrastmittel dargestellt werden und es konnen tber ein eingeftinrtes

Cholangioskop Biopsien entnommen oder kleinere Konkremente entfernt werden.
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1.6.5MRC
Die Magnetresonanzcholangiographie (MRC) ist ein nicht-invasives Verfahren zur Darstellung der
Gallenwege. Die diagnostische Treffsicherheit liegt im Bereich der ERCP. Es bestehen bei dieser

Methode jedoch keine Interventionsmdglichkeiten.

1.7 Komplikationen

Komplikationen der Cholezystolithiasis scheinen bei Patienten mit multiplen Konkrementen durch
Steinwanderung haufiger aufzutreten als bei Patienten mit solitaren Konkrementen (Juvonen T,
1994). Neben der akuten oder chronischen Cholezystitis und der Choledocholithiasis kann es zu
einem Gallenblasenhydrops kommen, welcher durch eine vollstandige Obstruktion des Ductus
cysticus durch ein eingeklemmtes Konkrement entsteht. Durch Rickresorption von Gallenséuren
und Gallepigment einerseits und Sekretion von Schleim in das Gallenblasenlumen andererseits
entsteht in der funktionslosen Gallenblase eine entfarbte, weil3liche Galle. Diese Form der Galle ist
reich an Muzinen (Bouchier |A, 1965). Das Mirizzi-Syndrom ist gekennzeichnet durch
Konkremente im Ductus cysticus, die zu einer entzindlich narbigen Einbeziehung der Umgebung
mit Kompression und Stenosierung des Ductus hepatocholedochus fuihrt, wodurch ein
schmerzloser |kterus hervorgerufen wird. Weitere Komplikationen der Cholezystolithiasis sind
Gallenblasenperforationen, cholezysto-enterale Fistelbildung mit eventuell konsekutiver
Ausbildung eines Gallensteinileus, Entztindung von Nachbarorganen wie Pankreztitis,
Cholangitiden bis zu malignen Erkrankungen wie dem Gallenblasenkarzinom. Cholelithiasis und
chronische Cholezystitiden mit einer Ausbildung von Schrumpfgallenblase oder
»Porzellangallenblase” sind Risikofaktoren fur die Entstehung des Gallenblasenkarzinoms. Die
Inzidenz liegt bei 3/100.000/Jahr. In 80 % der Félle finden sich bel Vorliegen eines

Gallenblasenkarzinoms Gallensteine. Die Prognose ist ungunstig.

1.8 Therapie

1.8.1 Chirurgie

Die asymptomatische Cholezystolithiasis bedarf keiner Therapie. Jedoch sollten Patienten mit
Gallenblasenpolypen von einer Grof3e Uber 1 cm oder Patienten mit einer Porzellangallenblase
chirurgisch therapiert werden. Diese Indikationen und die symptomatische Cholezystolithiasis
werden heute meist durch die Entfernung der Gallenblase, die Cholezystektomie behandelt. Die
symptomatische Cholezystolithiasisist hierbei definiert durch einmalige, wiederholte oder
anhaltende Beschwerden unterschiedlicher Stérke, meist im Sinne von krampfartigen rechtsseitigen

Oberbauchschmerzen mit Ausstrahlung in den Ricken und zur rechten Schulter. Absolute
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Indikationen fir die Cholezystektomie sind eine freie Gallenblasenperforation sowie eine
progrediente akute Cholezygtitis. Die laparoskopische Cholezystektomie ist heute die
Standardtherapie und scheint der offenen Cholezystektomie mit niedrigerer postoperativer
Komplikationsrate und niedriger Letalitét Gberlegen (Strasberg SM, 1994). Bei 10 — 15 % der
operierten Patienten kann es jedoch zum Auftreten eines Postcholezystektomie-Syndroms kommen.
In seltenen Féllen ist eine organische Ursache wie Choledochussteine, Strikturen im
Gallengangsystem, ein zu langer Zystikusstumpf oder Erkrankungen der benachbarten Organe wie
z. B. Pankrestitiden auszumachen und erfordert dann eine Re-Laparotomie. In einem Teil der Félle
fehlt jedoch ein organisches Korrelat. Hier konnen Dyskinesien des Sphinkter Oddi die Ursache
sein, werden jedoch nur bei ca. 1 % der Patienten nach Cholezystektomie nachgewiesen (McPhee
MS, 1987).

1.8.2 Konservative Therapieformen

Eine medikamentdse Behandlung der Cholezystolithiasis umfasst zum einen die symptomatische
Behandlung von durch Gallensteine ausgeldsten Beschwerden mit nicht-steroidalen Antirheumatika
(Goldmann G, 1989), Nahrungskarenz, Spasmolytika und Antibiotika bei Auftreten von Fieber.
Weiterhin kann aber auch eine Lysetherapie mit Chenodeoxycholsdure und Ursodeoxycholsaure
(UDCA) in Erwéagung gezogen werden. Vor alem bei Patienten mit funktionstlichtiger Gallenblase
und multiplen réntgennegativen Cholesterinsteinen mit einem Durchmesser unter 5 mm konnte
eine Steinfreiheit nach 6 — 12 Monaten in 70 — 80 % der Félle erreicht werden (Paumgartner G,
1993). Diese Therapie kann bei grof3eren Konkrementen kombiniert werden mit der
extrakorporalen Strof3wellenlithotripsie, welche bei Patienten mit einem solitéren, réntgennegativen
Stein bis zu einem Durchmesser von 2 cm durchgeftihrt werden kann. Vor allem Patienten mit
erhohtem Operationsrisiko konnen dieser Behandlung unterzogen werden (Sackmann M, 1991).
Bei beiden Therapieformen und der Kombination beider Therapien ist jedoch mit einer hohen
Rezidivrate zu rechnen. Trotz guter Akzeptanz bei den Patienten hat sich die extrakorporale
Stol3wellenlithotripsie nicht als Therapieform durchgesetzt.

Symptomatische Gallensteine in den Gallengangen kénnen mittels endoskopischer Papillotomie
und Steinextraktion mittels Ballonkatheter entfernt werden (siehe auch Kap. 1.4.3).
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2 Physologieder Gallenflussigkeit

2.1 Produktion der Gallenflissgkeit

2.1.1 Lebergalle

Die von den Leberzellen (Hepatozyten) produzierte goldgelbe Flussigkeit wird als Lebergalle
bezeichnet. Ein Teil (ca. 75 %) wird von den Hepatozyten gebildet (,kanalikuldr®), ein kleinerer
Teil (25 — 40 %) jedoch auch von Cholangiozyten (,,duktuldr®) in den Gallengéngen (Trauner M,
2003). Zu ca. 85 % besteht die GallenflUssigkeit aus Wasser. Die restlichen Prozent setzen sich
zusammen aus Lipiden (Gallensauren, Cholesterin und Phospholipide), Proteinen und Bilirubin,
dem Gallefarbstoff. Die Elektrolytkonzentration entspricht der des Blutplasmas, einzig der
Bicarbonatgehalt ist doppelt so hoch. Der pH-Wert liegt zwischen 7,8 und 8,6. Die Gallesekretion
ist ein osmotischer Prozess. Die treibende Kraft hierbei stellt die aktive Exkretion organischer

V erbindungen gegen einen Konzentrationsgradienten in die GallenflUssigkeit dar, welcher von
einem passiven Nachstrom von Wasser und Elektrolyten gefolgt wird. Téglich werden abhangig
von Nahrungsaufnahme und L eberperfusion zwischen 500 und 800 ml Lebergalle sezeniert. Diese
Flissigkeit gelangt Gber die Canaliculi, Hering-Kandle, Ductuli und kleinen Gallenkanéle
schlief3lich Gber den Ductus hepaticus zu einem Teil Uber den Ductus cysticus in die Gallenblase
und zum anderen Teil Gber den Ductus choledochus bei offenem Sphinkter Oddi in das Duodenum.
I m Duodenum konnen dann, als eine wichtige Aufgabe der Galle, durch Gallensduren Fette im
Speisebrei emulgiert werden. Zusétzlich konnen Uber die Galle eine Reihe kbrpereigener
(Hormone) und korperfremde Substanzen (Medikamente) ausgeschieden werden. An erster Stelle

waéren hier der Gallenfarbstoff Bilirubin und das Cholesterin zu nennen.

2.1.2 Blasengalle

50 % der Lebergalle flief3en direkt in den Darm, 50 % gelangen Uber den Ductus cysticusin die
Gallenblase. Die Gallenblase hat eine Reservoirfunktion. Durch eine aktive Resorption von Wasser
und Elektrolyten durch das Gallenblasenepithel wird eine Konzentration der Lebergalle um das 5-
bis 10fache erreicht. Hierbei entsteht die grin-schwarze Blasengalle. Die treibende Kraft flr diese
Resorption ist der aktive Na™-Transport mittels der Na-K-ATPase an der basolateralen Membran.
CL" und HCO;3™ folgen durch den hierdurch erzeugten elektrischen Gradienten. Der pH-Wert sinkt
durch die Resorption von HCOs von 8,2 in der Lebergalle auf 6,5 in der Blasengalle. Der hohe Na'-
Gehalt im intercelluldren Raum des Gallenblasenepithels bewirkt, dass H,O aus der Gallenblase in
den intercellularen Raum und in die Kapillaren riickresorbiert wird. Lipidldsliche Stoffe wie
Gallensauren, ungeséttigte Fettsauren, Lecithin, Lysolecithin und Cholesterin kénnen durch die

Gallenblasenmucosa absorbiert werden. Kommt es zum Eintreten von fetthaltigem Speisebrei in
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das Duodenum wird tber die Ausschittung von Cholezystokinin eine Kontraktion der Gallenblase
bewirkt. Nervus vagus und Parasympathomimetika flihren ebenfalls zur Kontraktion der
Gallenblase. Nach ca. 15— 90 Minuten ist eine vollstandige Entleerung der Gallenblase erreicht.
Wahrend der Kontraktion der Gallenblase entsteht ein Druck von 25 — 30 mmHg (Schmidt RF,
1987).

2.2 Zusammensetzung und Aufgaben der Gallenfliissigkeit

2.2.1 Lipide

Die Lipidgruppe ist aufgebaut aus Cholesterin (ca. 4 % Trockengewichtsanteil), Phospholipiden
(ca. 22 % Trockengewichtsanteil), Gallensauren (ca. 67 % Trockengewichtsanteil) und
Lipopigmenten (Hay DW, 1990, a). Unter physiologischen Bedingungen betrégt das Verhaltnis von
Cholesterin zu Phospholipiden zu Gallensduren etwa 1 : 3 : 20 und folgt exakten physikalisch-
chemischen Grundgesetzen (Aigner A, 1988). Veranderungen in der Zusammensetzung dieser
Gallebestandteile, die zu einer Uberschreitung der physiologischen Normwerte filhren, sind von
grofter Wichtigkeit in der Entstehung aller Arten von Gallensteinen. Biliére Lipide werden von
Hepatozyten, die mit einer Serie von Transportsystemen ausgertstet sind, gegen einen steilen
Konzentrationsgradienten in die Gallenkanélchen ausgeschieden (Kullak-Ublick GA, 2000; Cohen
DE, 1999).

2.2.1.1Cholesterin

Cholesterin ist ein Hauptbestandteil biologischer Membranen und die Vorstufe der
Steroidhormone. Es wird mit der Nahrung aufgenommen oder von der Leber gebildet.

Strukturell besteht es aus Acetyl-CoA-Einheiten als Grundbausteine mit insgesamt 27
Kohlenstoffatomen. Der Cholesterinmetabolismus der Leber unterliegt einem komplexen
Regelmechanismus, wobei der Gehalt der Leberzelle an freiem Cholesterin weitestgehend konstant
gehalten wird. Der Cholesterinpool des Hepatozyten wird dabei einerseits aus dem mit der Nahrung
aufgenommenen und im Darm resorbierten, an Chylomikronen gebundenen Cholesterin gedeckt.
Zusétzlich wird Cholesterin aus extrahepatischem Gewebe, welches die Leber vorwiegend in Form
von LDL erreicht, verstoffwechselt. Die dritte und wichtigste Quelle ist die hepatozellulédre
Neusynthese von Cholesterin. Hierbel spielt das Schltisselenzym HM G-CoA-Reduktase eine
entscheidende Rolle. Die Verstoffwechselung des freien Cholesterins erfolgt einerseits zu
Cholesterinestern, die in Form von VLDL aus der Zelle transportiert werden, und/oder andererseits
wird es unverestert direkt in die Galle sezerniert. Schltisselenzym dieses Mechanismusist die

ACAT (Nervi F, 1984). Ein weiterer wichtiger Regulationsmechanismus des
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Cholesterinmetabolismus liegt unter Kontrolle der mikrosomalen 7-alpha-Hydroxylase, die
Cholesterin zu Gallenséuren verstoffwechselt. Durch eine veranderte Aktivitét der
Schltisselenzyme (vermehrte Aktivitdt der HM G-CoA-Reduktase und/oder verminderte Aktivitét
der ACAT und/oder der Cholesterin-7-alpha-Hydroxylase) oder eine Vermehrung bzw. erhohte
Aktivitét der Lipoprotein-Rezeptoren der Hepatozyten kann es zu einer Stérung der Hombostase
des Cholesterinstoffwechsels und konsekutiv zu einer Cholesterinhypersekretion in die
Gallenflussigkeit kommen (Abb. 2).

Zu einer Ubersittigung der Gallenfliissigkeit mit Cholesterin fiihren prinzipiell zwei Mechanismen:
eine erhdhte Cholesterinsynthese mit einer konsekutiv vermehrten bilidren Cholesterinsekretion
oder seltener eine verminderte Sekretion von Gallenséuren (Hay DW, 1990, b).

Abb. 2 Cholesterinstoffwechsel
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HMG-CoA-
Reduktase

Duodenum

2.2.1.2 Phospholipide

Phospholipide lassen sich in zwei Gruppen unterteilen. Die erste Gruppe leitet sich von Glycerin,
einem C3-Molekdl, ab und wird dann Phosphoglyceride genannt. Phosphoglyceride bestehen aus
einem Glycerinrtickgrat, zwel Fettsureketten und einer phosphorylierten alkoholischen
Hydroxylgruppe. Die zweite Gruppe sind Sphingomyeline, bei welchen an Stelle des Glycerins
Sphingosin, ein Aminoalkohol mit einer langen, ungeséttigten Fettsaure tritt. Die Fettsduren beider
Gruppen enthalten normalerweise eine gerade Anzahl (zwischen 14 und 24) von
Kohlenstoffatomen und kdnnen geséttigt oder ungeséttigt sein. Die Fettsaureketten stellen einen
hydrophoben, die Alkohol- oder Aminogruppe einen hydrophilen Bereich dar. Diese bipolare
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Eigenschaft gibt den Phospholipiden eine wichtige Rolle bei den verschiedenen Transportformen

von Lipiden in der GalleflUssigkeit.

2.2.1.3 Gallensauren
Gallensauren werden aus Cholesterin durch Hinzuftigen einer Carboxylgruppe in der Leber
gebildet. Die 7-alpha-Hydroxylase ist das Schllsselenzym der Gallensauresynthese. Sie gehort zur

Familie der Cytochrom-P450-Enzyme (Agellon LB, 2000). Gallensauren liegen nicht in freier
Form vor, sondern werden in der Leber mit Glycin und Taurin konjugiert. Hierdurch werden sie
wasserloslicher. Der Gallensaurepool des Menschen betrégt ca. 3 — 4 g und passiert ca. zehnmal pro
Tag eine enterohepatische Zirkulation. Hieraus resultiert eine Gallensiuresekretion von 20 —

40 g/Tag welche fur die lipolytische Funktion der Gallenséuren wahrend einer Mahlzeit notwendig
ist. Nur 0,5 g dieser Menge werden Uber den Stuhl ausgeschieden und miissen durch eine De-novo-
Synthese ersetzt werden (Trauner M, 2003). Chenodeoxycholsdure und Cholséure sind hierbel
priméare Gallensduren, welche im Darm chemisch und/oder durch Bakterien modifiziert werden
konnen in sekundére (Desoxycholsdure, Lithocholsaure) und tertiare (Ursodeoxycholsaure)
Gallensauren (Trauner M, 2003). Das Mengenverhaltnis Chenodeoxycholsdure zu Cholséure zu
Deoxycholsdure betragt 2 : 2 : 1. Lithocholsdure und Ursodeoxycholsaure machen nur einen sehr
geringen Tell der Gesamtgallenséuren aus. Wie die Phospholipide besitzen Gallenséduren
hydrophile (Carboxyl- und OH-Gruppen) und lipophile (Steroidkern und Methylgruppen) Anteile.
Uberschreitet die Konzentration von Gallensauren in Wasser 1 — 2 mmol/I, bilden sie kugelige

Gebilde, die Fette enthalten/transportieren kdnnen, so genannte Mizellen.

2.2.2 Transportformen von Lipiden in Galle

Cholesterin hat in menschlicher Gallenfllssigkeit einen Anteil von ungeféhr 4 % (ausgedrtickt als
Trockengewichtsprozent). Da die Lslichkeit von Cholesterin bei ca. 107 mmol/l liegt, wiirde es
ohne das Vorhandensein spezieller Transportformen zu einer sehr schnellen Ausfallung von
Cholesterin und Bildung von Cholesterinkristallen kommen. Dies wird verhindert durch die
Bildung von Aggregaten aus Cholesterin mit Gallenséuren und/oder Phospholipiden (Admirand
WH, 1968; Capral DJ, 1989). Hierbel sind derzeit drei Formen bekannt (Cohen DE, 1993):

1. Mizdlen: Mizellen sind 1 — 2 nm grol3e, thermodynamisch stabile Aggregate, welche aus
Gallensauren oder Gallensauren-Cholesterin gebildet werden. Sie enthalten ca. 10 — 18
Gallensauremolekiile und bilden sich spontan aus — bel Vorhandensein der kritischen

mizellaren Konzentration (1 — 2 mmol/l). Die hydrophile Seite der Gallenséduren orientiert
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sich in Mizellen nach aul3en zur wéssrigen Phase, die lipophile Seite nach innen. Die
Aufnahme von Phospholipiden in die gemischte Mizelle erhéht die
Cholesterinlésungskapazitat und ermoglicht das Eindringen von Wasser, so dass die Mizelle
bis zu 10 nm wachsen und quellen kann. Verschiedene Arten von Gallensauren besitzen
durch einen unterschiedlichen Grad an Hydrophilie bzw. Lipophilie eine unterschiedliche
Fahigkeit, Mizellen zu bilden.

2. Gemischte Mizellen: Gemischte Mizellen sind etwas grof3er (2 — 4 nm) und enthalten
zusétzlich Lecithin.

3. Unilammellare, metastabile Vesikel: Diese Aggregatform besteht aus einem Gemisch aus
Lecithin und Cholesterin (Somjen GJ, 1986). Die Grof3e bewegt sich zwischen 15 — 50 nm.
Sie kdnnen aggregieren und dann multilamellare Vesikel bilden.

4. Multilamellare Vesikel: Diese Aggregatform enthalt Cholesterin und Lecithin sowie
Spuren von Gallensauren. Die GrofRe reicht bis Uber 300 nm. Bei der Nukleation von

Cholesterin kommt es zu einer Deformation dieser Gebilde.

Das Vorliegen des Typs, das Verhdltnis zwischen den verschiedenen Typen sowie die chemische
Zusammensetzung der drel verschiedenen Lipidaggregate in einer wassrigen Losung ist beeinflusst
durch multiple Faktoren. Die wichtigsten Faktoren sind die totale Konzentration der Gallensal ze,
Phospholipide und Cholesterol (Carey MC, 1992, b), die Konzentration der verschiedenen
Gallensalze (Donovan JM, 1993) und der Séttigungsgrad der bilidren Phospholipide (Jingst D,
1993).

Phasen und chemische Zusammensetzung der Lipidaggregate sind ausfuhrlich in Modellsystemen
(Small DM, 1966) untersucht worden. Hieraus wurden Phasendiagramme entwickelt. Basierend auf
diesen Studien kénnen Maximalkonzentrationen von Cholesterol in der fllissigen Phase berechnet

werden.

2.2.3CSl

Der Cholesterol Saturation Index (CSI) wurde hierbei definiert, um den Séttigungsgrad der
flUssigen Phase auszudrticken (Carey MC, 1978; Metzger AL, 1972). Es handelt sich hierbei um
das Verhdltnis von geléstem zu maximal [6slichem Cholesterin. Bei Vorliegen eines CSl > 1
spricht man von , lithogener” Galle (d. h. einer gesteigerten Tendenz der Galle, Cholesterinkristalle
und Gallensteine zu bilden).

Gallenflussigkeit ist niemals im Gleichgewicht. Unilamellare Vesikel, die aus Phospholipiden und

Cholesterol bestehen, werden zusammen mit monomeren Gallensalzen in die kanalikulare Galle
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ausgeschieden. Diese Lipidsekretion ist gefolgt von einer postkanalikuldren Bildung von Mizellen.
Cholesterol und zu einem noch grof3eren Anteil Phospholipide werden in gemischte Mizellen
verschoben; und eine kontinuierliche Veranderung in der Zusammensetzung der Blasengalle ist
begleitet von einem standigen Umordnen der bilidren Liposomen. Biliare Liposomen werden als
die Hauptquelle eines Cholesterintberschusses in der Galle angesehen. Sie liefern das fir die
Kristallbildung und das Steinwachstum bendtigte Cholesterin.

2.2.4 Proteine

Bilidre Proteine entsprechen einem Gewichtsantell von 4 % in der GallenflUssigkeit. Die haufigsten
Proteine sind neben den Muzinen Albumin, APF, CBP und IGA. Der Grof3teil der Proteine stammt
aus dem Serum und es wird angenommen, dass sie Uber parazellulére Wege durch Tight junctions
zwischen Hepatozyten und dem bilidren Epithel in die Blasengalle gelangen (Reuben A, 1984). Die
treibende Kraft hierfUr ist ein Konzentrationsgradient zwischen der Konzentration von Proteinen in
der Lebergalle, welche ca. 50 mal geringer ist als die Proteinkonzentration im Blutserum. Ein
grol3er Teil desbiliaren Albumins wird von Hepatozyten in die Lebergalle direkt ausgeschieden
(Saucan L, 1992). Wahrscheinlich geschieht dies auch mit anderen bilidren Proteinen, die aus dem
Serum stammen. Ein weiterer Transportweg von Serumproteinen in die Galle ist die Transzytose:
Rezeptorvermittelt erfolgt eine Endozytose bestimmter Proteine am sinusoidalen Pol der Leberzelle
(Pinozytose). Dieser Mechanismus konnte fur IGA bel Ratten nachgewiesen werden (Fisher MM,
1979).

Ein kleiner Anteil bilidrer Proteine ist an die kanalikuldre Membran gebunden und kann durch
Gallensauren losgel6st werden oder zusammen mit Phospholipiden in die Galle co-transportiert
werden (Groen AK, 1995). Letztendlich kdnnen lysosomale Enzyme Uber Exocytose in die Galle
sekretiert werden.

Man nimmt heute an, dass bilidre Proteine auch eine grof3e Rolle in der Entstehung von
Gallensteinen spielen. In einer Studie von Jingst und Mitarbeitern fand sich eine hthere
Gesamtproteinkonzentration in Patienten mit Gallensteinen (Jingst D, 1991). Weiterhin wurde fir
einige Proteine eine die Gallensteinentstehung fordernde Aktivitét (, Pronukleatoren®) und fir
andere Proteine eine hemmende Aktivitét (, Antinukleatoren*) festgestellt (Burnstein MJ, 1983;
Busch N, 1991). Hierauf soll in Kapitel 2.2.1 genauer eingegangen werden.

3 Pathogenese der Cholezystolithiasis
Die Pathogenese der Cholezystolithiasisist in ihrer Gesamtheit nicht aufgeklart.

Im Einzelnen wird heute die Pathogenese durch folgende Ereigniskette erklart:
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Cholesterintiberséttigung der Blasengalle
Cholesterinnukleation
Hypomotilitét der Gallenblase und Stase

A WD P

Steinwachstum

3.1 Cholesterinubersattigung der Blasengalle

Voraussetzung fiir die Entstehung von Gallensteinen ist eine Ubersittigung der Blasengalle mit
Cholesterin. Zum einen kann es hierzu exogen durch eine cholesterinreiche Erndhrung kommen.
Hierbel erreicht mehr Cholesterin aus der Nahrung, welches im Darm resorbiert und an
Chylomikronen (CM) gebunden wird, den Hepatozyten. Zusétzliche endogene Cholesterinquellen
sind die hepatozellulére Neusynthese (Schllisselenzym ist hierbei die HM G-CoA-Reduktase) sowie
Cholesterin aus extrahepatischem Gewebe, welches die Leber vorwiegend in Form von LDL
erreicht. Der Gehalt des Hepatozyten an freiem Cholesterin bleibt weitgehend konstant. In den
Hepatozyten wird das aus der Peripherie ankommende Cholesterin aufgenommen und zu den
kanalikuldren Membranen transportiert. Es resultiert eine Erhéhung des freien Cholesterinsim
endoplasmatischen Retikulum (Sahlin S, 1992) und im Zytosol (Smith JL, 1990) des Hepatozyten.
Einerseits kann das freie Cholesterin zu Cholesterinestern verstoffwechselt werden
(Schltsselenzym ACAT) und in Form von VLDL aus der Zelle transportiert werden, zum anderen
wird es unverestert direkt in die Galle sezerniert (Abb. 1).

Ein weiterer Regulationsmechanismus des Cholesterinmetabolismus liegt unter Kontrolle der
mikrosomalen 7-alpha-Hydroxylase, welche Cholesterin zu Gallensauren verstoffwechselt. Durch
eine veranderte Aktivitét der Schllisselenzyme des Feedback-Systems (vermehrte Aktivitét der
HMG-CoA-Reduktase und/oder verminderte Aktivitét der ACAT und/oder der Cholesterin-7-
alpha-Hydroxylase) oder eine Vermehrung bzw. erhdhte Aktivitdt der Lipoprotein-Rezeptoren der
Hepatozyten kommt es zu einer Stérung der Homoostase des Cholesterinstoffwechsels und
konsekutiv zu einer Cholesterinhypersekretion in die Gallenflissigkeit.

Eine Verminderung des Gallensauregehaltes der GallenflUssigkeit resultiert in erster Linie aus
Stérungen des enterohepatischen Kreislaufs und ist weitaus seltener als die

Cholesterintiberséttigung eine Ursache der Entstehung von Cholesterinsteinen.

3.2 Nukleation von Cholesterin
Die Cholesterintiberséttigung alleine ist eine notwendige, jedoch nicht hinreichende Bedingung der
Gallensteinentstehung, lief3 sich doch bei steinfreien Personen zu 40 — 80 % ebenfalls eine
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Cholesterintiberséttigung der Blasengalle nachweisen (Holzbach RT, 1973; Carey MC, 1992, a).
Eine weitere wichtige Voraussetzung ist die Nukleation (und beschleunigte Nukleation) von
Cholesterin in den Gallenwegen, d. h. der Ubergang von gelostem Cholesterin in eine Kristallform.
Hierbel spielen die unter Kap. 1.8.2 vorgestellten Transportformen von Lipiden in der Galle eine
entscheidende Rolle. Bei der Uberschreitung der Transportkapazitét fir Cholesterin von Mizellen
und Vesikeln kommt es zu einem instabilen physikalisch-chemischen Gleichgewicht, welches sich
durch den CSI ausdriicken lasst. Bei leicht erhbhten CSI-Werten (1,0 — 1,3) entstehen aus
cholesterintiberséttigten Mizellen cholesterinreiche Vesikel. Hierdurch kann die Abgabe von
Cholesterin in die Galle und damit eine Nukleation verzégert werden (Kibe A, 1985). Bei hbheren
CSl-Werten (1,3 — 2,0) vergrofern sich die Vesikel zunehmend und es entstehen die
multilamellaren Vesikel, welche agglutinieren und als Nukleationskerne dienen konnen (Afdhal
NH, 1995). In mit Cholesterin Uberséttigten Gallen wurden Vesikelmengen bis zu Werten von
21,7 g/dl gemessen (Halpern Z, 1986). Vesikel sind die Hauptguelle des Cholesterins bei der
Gallensteinbildung (Somjen GJ, 1985). Cholesterin aus Vesikeln nukleiert doppelt so schnell wie
Cholesterin aus Mizellen (Peled Y, 1988). In elektronenmikroskopischen Untersuchungen schienen
Cholesterinkristalle aus den grofdten Transporteinheiten, den multilamellaren Vesikeln, zu wachsen
(Collins JJ, 1982).

Basierend auf den Beobachtungen von Halpern et al. (Halpern Z, 1986) beinhaltet die Theorie der
Krigtallisation von Cholesterin zwel Schritte: Die Aggregation und Fusion von
cholesterintiberséttigten Vesikeln fihrt zur Bildung von Flissigkristallen, aus welchen sich tber
verschiedene Zwischenstufen (Nadeln und helikale Kristalle) tafelartige
Cholesterinmonohydratkristalle, im Lichtmikroskop a's flache rhomboide Gebilde erscheinend,
bilden. Die Aggregation und Fusion von Vesikeln konnte jedoch niemals sichtbar gemacht werden.
Auch scheint es eine Art der Kristallisation zu geben, die diese beiden Schritte audasst (Wang DQ,
1996).

Mit Hilfe einer nach Holan und Mitarbeitern (Holan KR, 1979) entwickelten Methode kann in
nativer Galle die so genannte Nukleationszeit (NT oder COT) bestimmt werden. Die
Nukleationszeit ist definiert als die Zeit in Tagen, die bendtigt wird, bis in ultrazentrifugierter,
kristallfreier Galle im polarisierten Licht eines Lichtmikroskops Cholesterinmonohydratkristalle
auftreten. Dieser Parameter ermdglicht zusammen mit dem CSI eine genauere Unterscheidung

zwischen Gallenproben von Patienten mit Gallensteinen und Patienten ohne Gallensteine.
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3.2.1 Pro- und Antinukleatoren

Da cholesterintiberséttigte Galle nicht nur in Patienten mit Gallensteinen, sondern auch in Patienten
ohne Steine gefunden wurde (Holzbach RT, 1973), wurden weitere Tests mit der Frage nach
Unterschieden zwischen diesen verschiedenen Typen von GallenflUssigkeit durchgefihrt. Holan
und Mitarbeiter (Holan KR, 1979) fanden 1979 deutliche Unterschiede zwischen den COT von
Blasengallen mit gleichen CSl: Es fand sich keine Korrelation zwischen CS| und COT in der
Gallensteingruppe sowie sehr kurze COT in einigen Patienten ohne Gallensteine mit
cholesterinuntersattigter Gallenflussigkeit. Diese Ergebnisse fihrten zur Annahme, dass zusétzlich
zur Cholesterintberséttigung andere Faktoren die Nukleation und die Bildung von Gallensteinen

beglinstigen miissen.

3.3 Hypomotilitat der Gallenblase und Stase

Ein weiterer, die Nukleation von Cholesterin und die Bildung von Gallensteinen begiinstigender
Faktor ist die Verweildauer der Galle in der Gallenblase. Hierbei scheint die Motilitéat der
Gallenblase eine entscheidende Rolle zu spielen. Eine Reihe von Studien zeigte, dass die Motilitét
der Gallenblase bel Vorliegen einer Cholezystolithiasis herabgesetzt ist (Pomeranz IS, 1985). Ob es
sich hierbei um eine Ursache oder Folge der Erkrankung handelt, bleibt ungeklart. Durch eine
erhohte Konzentration von Cholesterin in der Gallenfltissigkeit kommt es zur Einlagerung von
Cholesterin in die glatte Muskulatur der Gallenblasenwand (Lamont JT, 1992, &), welches zu einer
Beeintréchtigung der Kontraktilitét fuhrt. Dieser Effekt wird durch eine erhohte Ausschiittung von
Cholezystokinin versucht zu kompensieren (Behar JB, 1989). Dieser Mechanismus reicht zur
Kompensation der Hypomotilitét jedoch nicht aus und es kommt zu einem vergrofRerten Nichtern-
und Residualvolumen (Lamont JT, 1992, a), einer verringerten fraktionierten Entleerung bel
fettreichen Mahlzeiten (Kishk SMA, 1987) und einer verzogerten Wiederauffillung der
Gallenblase (Jazrawi RP, 1995). Die verléngerte Verwelldauer der Blasengalle in der Gallenblase
kann dann die Kristallisation von Cholesterin sowie das Wachstum von Cholesterinsteinen fordern.
Als Beweis fur diese Theorie kann die erhohte Gallensteininzidenz bel Patienten mit reduzierter
Gallenblasenmotilitét aufgrund parenteraler Erndhrung gewertet werden. Ein weiterer Beweis fur
diese Theorie sind Versuche, die zeigten, dass sich bel Pigmentsteintréagern ein normales
Kontraktionsverhalten zeigte (Howard PJ, 1991). Es besteht der Verdacht, dass eine passive
molekulare Absorption von Cholesterin durch die Gallenblasenmucosa und Muskelzellen in den
frihen Stadien der Cholesterintberséttigung eine wichtige Rolle in der Muskeldysfunktion spielt
(Lamont JT, 1992, ). In In-vitro-Versuchen wurde die Mdglichkeit der Absorption von
Cholesterinvesikeln durch die Gallenblasenmucosa bewiesen (Purdum PP, 1992). Die Diffusion,
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Anreicherung und Speicherung von Cholesterinmolekiilen aus der Uberséttigten Galle in der
sarkolemmalen Membran scheint die Freisetzung eines Second Messengers aus der Zellmembran
zu verhindern (Behar JB, 1992) und im Verlauf die Muskelkontraktionen zu verhindern.

Eine weitere Theorie der Entstehung der Gallenblasenhypomotilitét bezieht sich auf
Sauerstoffradikale, die an isolierten Muskelstreifen aus Gallenblasen deren Kontraktionsfahigkeit
reduzierten (Moummi C, 1991). Demnach kdnnten entziindliche Prozesse, bei denen
Sauerstoffradikale freigesetzt werden, zur verminderten Kontraktion der Gallenblase fuhren.
Auch eine gesteigerte Prostaglandinesynthese (Chapman WC, 1989) und ein Defekt der
Cholezystokinin-Rezeptoren der Gallenblase (Sitzmann JV, 1990) wurde as eine Ursache der
Motilitatsstorung der Gallenblase diskutiert.

Mit den verschiedenen Methoden der Visualisierung wie Sonographie, Cholezystographie oder
Choleszintigraphie fanden sich widerspriichliche Ergebnisse. Verzogerte Entleerungen der
Gallenblase fanden sich bei Patienten ohne Gallensteine (Everson GT, 1980) und bei Patienten mit
Cholesterinkristallen (Brugge WR, 1986). Daher ist es derzeit unklar, ob die Hypomotilitét der
Gallenblase eine Ursache oder Folge der Gallensteinentstehung ist.

3.3.1 Viskositat

Die Viskositét ist die Zahigkeit einer FlUssigkeit oder eines Gases und ist eine physikalische
Stoffkonstante. Neben der Hypomotilitdt der Gallenblasenwand spielt auch die Viskositét der Galle
eine Rolle bel der Entstehung einer Stase und somit bei der Entstehung der Cholelithiasis. Die
Gallenflussigkeit ist eine Non-Newtonsche FlUssigkeit (Bouchier IAD, 1965; Gottschalk M, 1986).
Dies bedeutet, dass sich in der Fliel3kurve ein sehr charakteristischer Verlauf zeigt: Die Viskositét
zeigt hohere Werte, je langsamer die auf die FlUssigkeit ausgelibte Bewegung ist. Ein gleiches
Phéanomen zeigt menschliches Blut, wenn es in den grof3en Gefél3en des Korpers bei hoher
Fliel3geschwindigkeit zu einer niedrigeren Viskositét as in den kleinen Gefalsen kommt. Die
Viskositédt der Blasengalle wird durch die Gesamtkonzentration der Proteine und Hexosamine
bestimmt (Shoda J, 1997). Hexosamine stammen hierbei hauptsachlich von [6slichen Muzinen in
der Galle. In einer neueren Arbeit unserer Gruppe konnte gezeigt werden, dass die Viskositéat der
Blasengalle vor allem durch Muzine und Phospholipide bestimmt wird (Jingst D, 2001). In einer
aktuellen Studie konnte weiterhin gezeigt werden, dass Ursodeoxycholsdure als wirksame Therapie
der Cholezystolithiasis zu einer Reduktion der Viskositét der Blasengalle fuhrt (Fischer S, 2004).
Eine erhdhte Viskositét der Blasengalle kann zur langeren Verweildauer bzw. zur Stase flihren und

damit die Entstehung von Gallenblasensludge und Gallensteinen begtinstigen.
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3.3.2 Biliarer Sludge

Bilidrer Sludge ist eine Substanz, die aus Cholesterinmonohydratkristallen und Kalziumsalzen in
einer Matrix aus Protein-Muzin-Komplexen besteht (Carey MC, 1988). Unter bestimmten
Bedingungen kann Gallenblasensludge sonographisch nachgewiesen werden: schneller
Gewichtsverlust, Schwangerschaft, Therapien mit Ceftriaxon oder Octreotiden, Knochenmarks-
oder andere Organtransplantationen und eine lang andauernde parenterale Ernghrung.
Gallenblasensludge kann als vortibergehendes Phanomen auftreten, kann aber auch eine Vorstufe in
der Entstehung von Gallensteinen darstellen. So konnte im Zentrum von Cholesteringallensteinen
ein Muzin-Bilirubinatkomplex identifiziert werden, der eine dem Gallenblasensludge identische
Zusammensetzung aufwies (Smith BF, 1985). Es wird angenommen, dass bilidrer Sludge wichtig
flr die Stabilisation von Vesikelaggregaten und Kristallen ist und somit als ein ,, Wachstumskern*
(Nidus) wéahrend der Entstehung des Gallensteinkerns fungieren kann.

3.4 Steinwachstum

Die Schritte der Gallensteinentstehung nach der Nukleation von Cholesterin sind in ihrer
Gesamtheit nicht aufgeklart. Wahrscheinlich kommt es zu einer Anlagerung von
Cholesterinkristallen aneinander, welche v. a. im bilidren Sludge stattfindet. Die sich auf diese Art
aushildenden ,, Cholesterinplatten” nehmen durch die Kontraktionen der Gallenblase langsam
Kugelgestalt an. Durch Einlagerung von Kalzium und Mucus nehmen die Gallensteinein 2 -5
Jahren eine Grof3e von 10 mm und ein Gewicht von 500 mg an.

Multiple Cholesterinsteine bilden sich tber kreisformige Aneinanderlagerungen von
Cholesterinkristallen. Etwa 20.000 Kristalle bilden eine Kugel mit einem Durchmesser von

0,5 mm. Mehrere dieser Kugeln lagern sich zu den so genannten Maulbeer-Steinen zusammen.
Dies dauert etwa drel Monate. Es schlief3t sich eine ca. 2 — 3 Jahre dauernde Phase an, in welcher
sich einzelne Cholesterinkristalle in zahlreichen Schichten an die unebene Oberflache der Steine
anlagern. Das Zerbrechen dieser Steine kann der Beginn einer neuen Steingeneration sein (Wolpers
C, 1993).

Spezieller Teil

4 Pro- und Antinukleatoren

Zur Erklérung kurzerer Nukleationszeiten von Cholesterin bel verschiedenen Gallen mit gleichen
CSl wurde in den schneller nukleierenden Gallen die Anwesenheit einer oder mehrerer, die

Nukleation fordernder Substanzen (Pronukleatoren) bzw. die Abwesenheit einer oder mehrerer, die
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Nukleation hemmender Substanzen (Antinukleatoren) oder eine Kombination aus beidem

postuliert.

4.1 Antinukleatoren

Seit bekannt war, dass Blasengalle von Patienten ohne Gallensteine cholesterintiberséttigt sein
kann, wurde die Anwesenheit von die Nukleation hemmenden Substanzen in diesen Blasengallen
postuliert. Apolipoprotein | und Il fanden sich als Proteine, die die Nukleation hemmen (Kibe A,
1984). Busch und Mitarbeiter bestétigten, dass Apolipoprotein | die Nukleationszeiten verlangern
und die Wachstumsrate der Cholesterinkristalle vermindern konnte. In spéteren Studien wurde die
Wirkungsart von Apolipoprotein | durch eine Stabilisierung von cholesterinreichen Vesikeln und
eine Verhinderung von deren Fusion beschrieben (Y amashitaY, 1996). Ein Unterschied in der
Konzentration von Apolipoprotein | und Il in Patienten mit Gallensteinen im Vergleich zu
Patienten ohne Gallensteine konnte jedoch nicht gezeigt werden (Sewell R, 1983). Als weitere
Stoffe mit inhibitorischer Wirkung auf die Cholesterinnukleation konnten ein 128k-Dalton-
Glykoprotein (Ohya T, 1993) und IGA (Busch N, 1998) identifiziert werden. |GA als Antinukleator
ist hierbei jedoch umstritten (Upadhya GA, 1993).

4.2 Pronukleatoren

Burnstein und Mitarbeiter zeigten 1983, dass ein Hinzuftigen kleiner Mengen schnell nukleierender
Gallenflussigkeit zu langsam nukleierender Gallenflissigkeit die COT in dieser Mischung deutlich
verringert (Burnstein MJ, 1983). Im Folgenden wurde dann eine grof3e Anzahl von Bestandteilen
der GallenflUssigkeit auf ihre pronukleatorischen Eigenschaften getestet. Die untersuchten

Bestandteile konnen in drei Gruppen aufgeteilt werden.

4.2.1 Lipidkomposition

Zum ersten wurde bewiesen, dass verschiedene Parameter der Lipidkomposition der Galle wie die
totale Lipidkonzentration, die Hydrophobizitét der Gallensalze, das Verhéltnis von Gallensalzen zu
Lecithin und das Verhaltnis von Cholesterin zu Lecithin in den Vesikeln die Kinetik der
Cholesterinkristallisation beeinflussen (Holzbach RT, 1991).

4.2.2 Kalziumsalze, Mikrobakterien und biliarer Sludge
Zum zweiten sind Kalziumsalze, Kontamination mit Mikroorganismen und bilidrer Sludge
wichtige Parameter in der Regulation der Cholesterinkristallisation. Hierbel werden Kalziumsal ze,

vor alem Bilirubinate und Phosphate, regelméiig im Zentrum und zusammen mit Muzinen und
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anderen Proteinen in konzentrischen, gurtelformigen Ablagerungen von Gallensteinen gefunden
(Malet PF, 1986; Ostrow JD, 1990; Taylor DR, 1995). Die Entstehung der gurtelférmigen
Ablagerungen kann erklart werden durch Prazipitation von Kalziumkarbonat in einer organischen
Matrix, ein Prozess, der analog zur Biomineralisation in anderen Geweben wie z. B. Knochen
gesehen werden kann. Es wurde berichtet, dass kalziumbindende Proteine mit niedrigem
Molekulargewicht AFP (anionic protein fraction) und CBP (calcium binding protein) zusammen
mit Kalzium regulatorische Wirkung auf die Cholesterinnukleation haben. In Modellgalle
verminderte APF die Masse der Cholesterinprézipitation, verringerte aber nicht die COT, wobel
Kalzium den gegenteiligen Effekt hatte (Konikoff FM, 1997).

Nachdem im Kern einiger Cholesteringallensteine — aber nicht in der Peripherie — bakterielle DNA
gefunden wurde, wurde auch eine Beteiligung von Mikroorganismen an den friihen
Entstehungsphasen von Gallensteinen postuliert (Swidsinski A, 1995). Obgleich diese Ergebnisse
spéter wieder bezweifelt wurden (Swidsinski A, 1998), ist eine Beteiligung von Bakterien an der
Entstehung von Gallensteinen nicht unwahrscheinlich. Ob jedoch Bakterien die Ursache einer
Entzindungsreaktion am Gallenblasenepithel sind, welche dann zur Entstehung des Nidus und zur
Steinentstehung fthrt, oder aber auch die direkte Ursache der Nidushildung oder aber auch beides

zusammen sind, bleibt unklar.

4.2.3 Non-Muzin-biliare Proteine

Eine grof3e Anzahl biliérer Proteine wurde auf pronukleatorische Eigenschaften untersucht.
Zunéchst fanden Groen und Mitarbeiter ein Nicht-Muzin-Glykoprotein, welches die Kristallisation
beschleunigte (Groen AK, 1988). Weiterhin wurden IGM und IGG (Chijiiwa K, 1991) mit starker,
Fibronektin mit fraglicher (Chijilwa K, 1991; Miquel JF, 1994), Albumin, verschiedene
Glykoproteine (Miquel JF, 1992), Aminopeptidase N (Nunez L, 1993), Haptoglobin (Y amashita G,
1996), Phospholipase C (Pattinson NR, 1990), CEACAM1-85 (JirsaM, 2000), a-Antitrypsin
(Zijlstra Al, 1996), a; -Antichymotrypsin (Zijlstra Al, 1996) und a; -Acid-Glykoprotein (Abei M,
1993) mit pronukleatorischer Wirkung identifiziert.

Um die Rolle der vielen verschiedenen Proteine an der Nukleation von Cholesterin genauer zu
definieren, forderten Harvey und Strasberg (Harvey PR, 1993) Kriterien, die zutreffen missen,
damit eine pronukleatorische Aktivitdt vorausgesetzt werden kann: Die Substanz sollte zum ersten
in schnell kristallisierender Galle in einer qualitativ oder quantitativ unterschiedlichen Form
vorkommen als in normaler Galle; nach Entfernung der Substanz aus der schnell nukleierenden

Galle sollte die Kristallisation verzdgert sein. Als weiteres Kriterium forderten sie, dass nach
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Zugabe der Substanz zu normaler Galle die Nukleationsgeschwindigkeit erhdht sein muss. Groen
und van den Berg fiigten diesen Kriterien die Forderung hinzu, dass das Protein einer Zerstérung
durch Pronasen widerstehen muss. Die einzigen Proteine, die gegen alle — bis auf das erste —
Kriterium getestet wurden, sind Muzine und I|GG. Obgleich beide Proteine in Modellgalle die
Nukleation deutlich forderten, fhrte eine Entfernung aus nativer Galle nicht zu einer
Nukleationszeitverlangerung (Gallinger S, 1985; Miquel JF, 1998). Weiterhin war die
pronukleatorische Wirkung sensitiv gegentiber Pronase-Einwirkung (Zijlstra Al, 1996). Trotz
intensiver Forschung bleibt es unklar, ob eines der Proteine oder eine Kombination von Proteinen

verantwortlich fir eine beschleunigte Nukleation ist.

5 Muzin-Glykoprotein

5.1 Muzine Allgemeines

Muzine sind grof3e, stark glykosilierte Makromolekile, die zu ungeféhr 80 % aus Kohlenhydraten
und 20 % aus Proteinen bestehen. Muzin-Glykane sind meistens tiber Sauerstoffbriicken in einem
Abstand von 8 — 20 Zuckerresten verbunden. Die Glykane bestehen aus neutralen Zuckern, welche
ein Ruckgrat bilden, an welches Sialsaure und Sulfatester gebunden sein kénnen (Strous GJ, 1992;
Devine PL, 1992; Seregni E, 1997; Nieuw Amerongen AV, 1998; Klein A, 2000). Verschiedene
Typen von Muzinen, wie zum Beispiel respiratorische, zervikale oder gastrointestinale
Muzintypen, haben eine &nliche Struktur: ein Proteinkern, der umgeben ist von einer Hille aus
Kohlenhydrat-Seitenketten verschiedenster Lange und Anzahl. Der Proteinkern ist hierbel teilweise
nicht glykosiliert und damit zuganglich fir eine enzymatische Degradation. Gelbildende Muzine
polymerisieren durch intermolekulare Disulfidbricken zwischen cysteinreichen Abschnitten der
Muzin-Molekle.

5.2 Gastrointestinale M uzine/Genetik

Neun MUC-Gene, welche fur unterschiedliche Muzin-Proteine kodieren, wurden bisher
identifiziert: MUC 1 —MUC 4, MUC 5A, MUC 5B und MUC 6 — MUC 8 (Seregni E, 1997,
Shankar V, 1994; Shankar V, 1997).

Im Gastrointestinaltrakt gibt es zwei Haupttypen von Muzinen. Typ 1 ist membrangebunden, wird
ubiquitér exprimiert und fahrt nicht zur Entstehung eines Gels. Das Gen MUC 1 (Ho SB, 1993)
kodiert fur diesen Muzintyp. Typ 2 ist gelbildend und nicht membrangebunden. Fir Typ 2 wurden
verschiedene Genloci wie MUC 1 -MUC 4, MUC 5 A, MUC 5B und MUC 6 — MUC 8 (Seregni
E, 1997; Nieuw Amerongen AV, 1998; Klein A, 2000) identifiziert. In der Gallenblase kodieren
MUC 3 und MUC 5B fir die Hauptmuzinarten (Offner GD, 2000, Abb. 3). Es fanden sich
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Hinweise auf die Existenz von Genloci fur die Akkumulation von Muzinen in der Gallenblase
(Wittenburg H, 2002).

Abb. 3 Muzintypen der Gallenblase

MUC 2-Typ

MUC 1-Typ

Gelbildende \ Nicht
Muzine gelbildende

'g! Muzine

Gallenblasenepithel zellen

5.3 Struktur der gastrointestinalen Muzine

Die Primérstruktur von MUC 3 und MUC 5B sind &hnlich. Beide bestehen aus einem N-terminalen
Ende, einem ,,tandem repeat” und einem C-terminalen Ende. Beide sind wenig glykosiliert am N-
Terminus, der aus drel cysteinreichen Doméanen besteht. Der Tandem-repeat-Bereich enthélt 7
stark glykosilierte R-Doméanen, unterteilt durch 7 kurze, cysteinreiche Cys-Subdoméanen. Die
Muzin-Untereinheiten mit niedrigem Molekulargewicht sind Uber intermolekulare
Schwefelbriicken zwischen den cysteinreichen Domanen miteinander verbunden und bilden so ein
Polymer (Pearson J P, 1982).

Nach posttranslationalen Modifikationen (v. a. Glykosilierung) werden Muzine in sekretorischen
Granulaim Epithelium der Gallenblase gespeichert. Durch Verschmelzung dieser Granula mit der
apikalen Zellmembran wird Muzin in das Lumen der Gallenblase freigesetzt (Wahlin T, 1974). Der
Ausloser fur eine Muzin-Hypersekretion wurde hierbei postuliert in der Lebergalle zu liegen, da
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Versuche mit Prériehunden, welche mit einer lithogenen, cholesterinreichen Nahrung gefittert
wurden, nach Ligation des Ductus cysticus keine Hypersekretion von Muzinen in der Gallenblase
zeigten (Lee SP, 1987). Prostaglandine und ihre Vorstufe, die Arachidonsaure, wurden hierbei als
erstes als Induktoren einer Entziindungsreaktion fir die Hypersekretion von Muzinen
verantwortlich gemacht (Lee SP, 1981, a; LaMont JT, 1983; LaMorte WW,1986). Die Rolle dieser
Substanzen bleibt jedoch fraglich, da andere Studien diese Ergebnisse nicht zeigten (Cohen BI,
1991) und in klinischen Studien am Menschen eine Gabe von nicht steroidalen Antirheumatika
(NSAR) das Risiko der Gallensteinentstehung nicht beeinflussten (Broomfield PH, 1988; Hood K,
1988). Andere Bestandteile der Lebergalle, wie Lysophosphatidylcholine (LaMorte WW, 1986),
Tumornekrose Faktor alpha (TNF alpha) (Cheung CH, 1998; Eder M, 1998), Gallensalze und
Cholesterol (Afdhal NH, 1993, a) scheinen eine Muzin-Hypersekretion auslésen zu kénnen. Von
Cholesterin wird dabei angenommen, dass es die Bildung von NO (Offner GD, 2000) am
Gallenblasenepithel durch Herabsetzung der Membranflissigkeit induzieren kann. NO konnte als
Ausloser einer Muzinhypersekretion in anderen Geweben nachgewiesen werden (Offner GD,
2000).

Im Gallenblasenlumen verbinden sich die Muzin-Untereinheiten durch non-kovalente Bindungen
zu grofRen Polymeren. Die Hauptfunktion von Gallenblasen-Muzinen ist wahrscheinlich der Schutz
der Gallenblasenmukosa vor chemisch oder mikrobiologisch erzeugtem Schaden (LaMont JT,
1992, b).

5.4 Muzineals Pronukleatoren

Viele Studien haben den Mukus oder Sludge als ein Milieu beschrieben, welches fur die
Entstehung von Cholesteringallensteinen giinstig ist (Admirand WH, 1968; Lamont JT, 1984). Es
gibt verschiedene Griinde, warum die Beteiligung von Muzin-Glykoproteinen an der Entstehung
von Gallensteinen in einer frihen Phase angenommen wird:

Zum Ersten wurde schon sehr frith von Womack und Mitarbeitern Muzin in hohen Konzentrationen
im Kern von Gallensteinen gefunden (Womack NA, 1963). Malet und Mitarbeiter bestdtigten
gpéter die Anwesenheit von Muzinen im Kern von Cholesterinsteinen (Malet PF, 1989). Dies fUhrte
zur Spekulation, dass Muzine eine Matrix bilden, in welcher sich Kalzium, Cholesterinkristalle und
organische Substanzen ablagern kdnnen. Spéter konnten Muzine mit spezifischen Antikérpern im
Kern von Cholesterin und gemischten Gallensteinen als auch im Sediment von Gallensteintragern

eindeutig nachgewiesen werden (De la Porte L, 2000).
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Zum Zweiten konnte eine Hypersekretion von Muzin, die der Bildung von Gallensteinen
vorausging, in Tieren (Lee SP, 1987; Malet PF, 1989) und Menschen (Lee SP, 1981, b) nach Gabe
einer cholesterinreichen Diét festgestellt werden.

Weiterhin konnte in verschiedenen Untersuchungen festgestellt werden, dass die
Muzinkonzentrationen in Patienten mit Gallensteinen hoher lagen als bei Patienten ohne Steine
(Bouchier IAD, 1965; Lee SP, 1979; Swobodnik W, 1991). Wéhrend die Konzentration von
Muzinen in der Blasengalle von 1 bis 4 mg/ml reichte, kann eine Hypersekretion in
Konzentrationen von 10 bis 20 mg/ml in der Gelschicht am Gallenblasenepithel resultieren.

Zum Dritten fanden Lee und Mitarbeiter eine durch bovines Muzin beschleunigte Nukleationszeit
in Modell-Galle (Lee TJ, 1989) und die Gruppe von LaMont eine durch bovines Muzin
beschleunigte Nukleationszeit in menschlicher Galle (Levy PF, 1984). 1985 konnte diese
pronukleatorische Aktivitét dann von Gallinger und Mitarbeitern auch in menschlicher Blasengalle
nachgewiesen werden (Gallinger S, 1985). Versuche mit rekombinanten Muzinen zeigten spéater
wiederum diese Aktivité von Muzinen (Nunes DP, 1999). Diese pronukleatorischen Aktivitéaten
waren zeit- und dosisabhéngig.

Zwischen der pronukleatorischen Aktivitét von Muzinen, die von Patienten mit Gallensteinen
gewonnen wurden, und Muzinen von Patienten ohne Gallensteine konnten keine Unterschiede
festgestellt werden (Gallinger S, 1985). Auch konnte durch die Konzentration von Muzinen nicht
in Blasengallen von Gallensteinpatienten bzw. in Blasengallen von Patienten ohne Gallensteine
unterschieden werden (Gallinger S, 1985, Levy PF, 1984).

Eine wichtige Eigenschaft von Muzinen ist die Fahigkeit, biliare Lipide und andere hydrophobe
Substanzen binden zu kénnen (Smith BF, 1984). Diese Eigenschaft verliert sich, wenn Muzine mit
Enzymen behandelt werden, welche selektiv die wenig glykosilierten Bereiche des Molekils
zerstoren. Nach solcher Behandlung zeigten Muzine keine pronukleatorischen Eigenschaften mehr
(Smith BF, 1987).

Uber die Art, wie Muzine pronukleatorisch wirken konnen, besteht heute folgende Theorie:

In Modellgalle konnte gezeigt werden, dass Muzine die Fusion und Aggregation von Vesikeln
beschleunigen kdnnen. Hierbel ermoglichten die hydrophoben Bindungsstellen die Fusion der
Vesikel, die Aggregation wurde durch die Zuckerketten des Muzinmolekils erleichtert (Afdhal
NH, 1995). Ob jedoch grof3e multilamellare Vesikel Cholesterinkristalle in Anwesenheit von
Muzinen schneller generieren, bleibt eine Hypothese. Weiterhin scheint ein hauptsachlicher
Pathomechanismus hierin zu bestehen, dass Muzine eine Gelschicht in der Nahe der

Gallenblasenwand bilden, in deren maschendrahtartigen hydrophoben Bereichen cholesterinreiche
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Vesikel gebunden, die Nukleation ausgel6st und Cholesterinkristalle gefangen und verankert
werden (Smith BF, 1987; Lee SP, 1988).

5.5 Muzineund Cholezystolithiasis

Neben der postulierten pronukleatorischen Aktivitat wird angenommen, dass Muzine zusétzlich
eine sekundéare Rolle in der Entstehung der Cholezystolithiasis spielen. Mechanismen, die auch als
»Epieffekte” bezeichnet werden kénnen, sind hier zum Beispiel eine Erhdhung der Viskositét in der
Blasengalle und hieraus resultierende Stase. Unsere Gruppe konnte in einer friiheren Arbeit zeigen,
dass Muzine und Phospholipide die Viskositét der Blasengalle deutlich beeinflussen (Jingst D,
2001). Ab einer Konzentration von 4 mg/ml ist bekannt, dass Muzine die Viskositét von
Flissigkeiten deutlich erhdhen.

Es bleibt unklar, ob Muzine eine entscheidende Rolle in der friihen Phase der Entstehung einer
Cholezystolithiasis (Nukleation) spielen, oder ob sie hauptséchlich in einem spéten
Entwicklungsstadium, z. B. im Mukus, eine sekundére Rolle bei der Steinentstehung einnehmen.
Die Uberwiegende Mehrzahl aller dteren Studien bzgl. Muzinen wurden in Modellgallen-Systemen

durchgefthrt. Zudem wurde vorwiegend mit bovinem oder porcinem Muzin gearbeitet.

6 Fragestellung der Arbeit

Die Fragestellung dieser Arbeit besteht darin, ob und wenn jain welcher Auspragung in der
Blasengalle geltste Muzine einen Einfluss auf die Nukleation von Cholesterin bel Patienten mit
Gallensteinen haben. Hierzu wurden ausschlief3lich menschliche Proben von Blasengallen von
Patienten mit Gallensteinen verwendet, um friihere Resultate aus Versuchen in Modellgalle zu
Uberprifen und widerspriichliche Ergebnisse zu kléren.

I m Einzelnen sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Frage nach der quantitativen Zusammensetzung der Blasengallen beziiglich Muzinen, Lipiden,
Proteinen, Gallensduren und der Viskositét. Charakterisierung der Nukleationsbereitschaft der
Blasengallen durch Berechnung des Cholesterinsdttigungsindex (CSl) und Bestimmung der

COT. Unterschiede zwischen der Gruppe der Gemischt- und Cholesterin- sowie Pigmentsteine.

2. Frage nach Unterschieden der Muzinkonzentrationen in Pat., aufgeteilt nach solitéaren und
multiplen Gallensteinen, aufgeteilt nach Cholesterin-/Gemischtsteinen/Pigmentsteinen,
aufgeteilt nach Geschlecht der Patienten, aufgeteilt nach schnell nukleierenden und langsam

nukleierenden Gallen.



3. Bestimmung der COT der Blasengalle mit und ohne Muzinzusatz in physiologischen und

supraphysiologischen Konzentrationen.

4. Bestimmung der Kristallzahl der Blasengallen mit und ohne Muzinzusatz in physiologischen

und supraphysiologischen Konzentrationen.

5. Frage nach geschlechtsspezifischen Vertellungsmustern innerhalb des

Patientenkollektivs/geschlechtsspezifischer Verteilung der Muzinmenge.

6. Frage nach Korrelationen zwischen Muzingehalt und den Ubrigen Gallebestandteilen sowie
Korrelationen zwischen Muzingehalt und Kristallzahl.

7 Patientenkollektiv

Es wurden Patienten des Klinikums Grof3hadern, Mtinchen, mit réntgenologisch oder
sonographisch nachgewiesener Cholezystolithiasis, welche sich aufgrund vorausgegangener
Symptomatik im beschwerdefreien Intervall einer laparoskopischen Cholezystektomie unterzogen,
in die Studie aufgenommen. Die Gallenblasenfunktion wurde mittels einer nach einer fliissigen
Testmahlzeit bestimmten Entleerung des Gallenblasenvolumens von mindestens 30 % bestimmit.
Patienten mit deutlich geringerer Gallenblasenfunktion, fehlender Reservoirfunktion der
Gallenblase oder einer Obstruktion des Ductus cysticus wurden von der Studie ausgeschlossen.
Keiner der Patienten wurde vor der Cholezystektomie medikamentds gegen Gallensteine (z. B. mit
Ursodeoxycholsaure) behandelt.

Eswurden nur Patienten in die Studie aufgenommen, die vor der Operation nach einer detaillierten
Erklérung des Vorgehens ihr Einverstandnis zur Teilnahme gegeben hatten. Das Studienprotokoll
richtete sich nach den ethischen Richtlinien der Deklaration von Helsinki 1975. Die Durchfiihrung
der Studie wurde von der ethischen Kommission der Ludwig-Maximilians-Universitét in Minchen

genehmigt.
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7.1 Einteilung der Patienten

Nach dem Cholesteringehalt der Steine wurden die Patienten eingeteilt in drel Gruppen:

- Cholesterinsteintrager (50 — 100 % Cholesterin),
- Mischsteintréger (10 — 50 % Cholesterin),
- Pigmentsteintrager (< 10 % Cholesterol).

7.2 Ausschlusskriterien

Ausgeschlossen von der Studie wurden Patienten mit akuten Cholezystitiden oder
Gallenblasenkarzinomen. Ebenfalls wurden mit Blut kontaminierte Proben (mittels Hamoccult-
Test), Proben von so genannter ,,weil3er Galle” (welche bel Verschluss des Ductus cysticus
entsteht), Proben mit einem zu geringen Gesamtlipidgehalt (< 3 g/dl), Proben ohne
lichtmikroskopisch nachweisbare Cholesterinkristalle (in Nativgalle und Sediment) und Proben,
deren Volumen — meist aufgrund sehr hoher Viskositdt und/oder einer die Gallenblase ausfillenden
Menge von Konkrementen — unter 5 ml lag.

Nachtraglich nach Bestimmung der einzelnen Parameter wurden eine infizierte Probe und drei
Proben mit zu geringem Gesamtlipidgehalt (< 3 g/dl) ausgeschlossen. So wurden homogene

Gruppen von Cholesterin-/Gemischtsteinen und Pigmentsteinen untersucht.

B Material und M ethoden

8 Gewinnung der Proben

Von 94 Patienten mit symptomatischer Cholelithiasis bel sonographisch oder rontgenologisch
nachgewiesenen Konkrementen wurden wahrend ausschlief3lich laparoskopischer
Cholezystektomien Gallenproben und Gallensteine in der Chirurgischen Klinik des Klinikums
Grof3hadern gewonnen. Hierbei wurde die Gallenblase unter Sicht im Pneumoperitoneum mit einer
grof3lumigen Kanile (18 Gauge) steril punktiert und die gesamte Gallenfliissigkeit aspiriert
(Gollish SH, 1983). Aufgrund der Stratifikationsmoglichkeiten der Blasengalle (TeraH, 1960)
wurde die maglichst komplette Aspiration der FlUssigkeit angestrebt. Der Zeitpunkt der Aspiration

lag vor dem Beginn der chirurgischen Manipulationen (Ligatur der A. cystica und des Ductus
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cysticus sowie der Préparation der Gallenblase aus dem L eberbett), um eine Kontamination der
Blasengalle mit Blut oder Gewebeabschilferungen zu vermeiden.

Die Proben, deren Volumina zwischen 5,5 und 24 ml lagen, wurden sofort bei 37 °C ins Labor
transportiert. Ein Teil wurde sofort weiterverarbeitet, ein anderer Teil unter Stickstoff bei -30 °C
aufbewahrt. Konkremente wurden aus der Gallenblase nach erfolgter Cholezystektomie

entnommen und ebenfalls weiterverarbeitet.

9 Aufbereitung der Proben

Nach Bestimmung des Volumens und Mischen der Gallenflissigkeit wurden drei Aliquots jeder
Probe lichtmikroskopisch auf das Vorhandensein von Cholesterinmonohydratkristallen, Vorformen
(wie Nadeln) sowie auf eventuelle Kontamination mit Blut oder Bakterien untersucht. Hierzu
wurden jewells 10 pl einer Probe auf einen Objekttrager aufgebracht und bel 128facher
Vergrolerung meanderformig mit einem Zeiss-Phasenkontrastmikroskop (Neofluar PH2 mit
16fach-Objektiv) abgefahren. Ein Teil der Gallenproben wurde routineméi3ig nach jeder Operation
mikrobiologisch untersucht. Danach wurde die gesamte Gallenflussigkeit mit 0,02 %-Natrium-
Azid-Losung (5 pl/ml) zur Erhaltung der Keimfreiheit versetzt. 2 ml wurden zur spéteren
Verarbeitung als,,Nativprobe* mit Flussig-Stickstoff schockgefroren und bei -30 °C aufbewahrt.

9.1 Ultrazentrifugation

Die restliche GallenflUssigkeit wurde 60 min bei 100.000 g und 37 °C in einer Beckman-
Ultrazentrifuge (Modell L5-65 mit Festwinkel-Rotor Beckman Typ Ti-50) ultrazentrifugiert. Dies
stellt die effektivste Methode zur Herstellung einer cholesterinkristallfreien Galle dar (De Bruijn
MAC, 1992). Eine zusétzliche Filtration, wie sie in friheren Studien durchgefiihrt wurde, wurdeim
Hinblick auf die magliche Entfernung von Nukleationskernen und damit eine Verfalschung der
Zusammensetzung der Gallen nicht durchgefihrt. Im Folgenden wurde die oberste Schicht

(ca.1 mm) der Isophase, die als Liquidphase bezeichnet wird, vorsichtig in den Uberstand
eingeriihrt, um den urspriinglichen Lipidgehalt nicht zu verfalschen. Der Uberstand, die so
genannte |sophase, wurde mit Pasteurpipetten in zunehmender Eintauchtiefe vom Sediment in drei
Aliquots abgetrennt. Das dritte, dem Sediment am nachsten gelegene Aliquot wurde verworfen, die
beiden anderen gemischt und lichtmikroskopisch auf das V orhandensein von Cholesterinkristallen
untersucht. Zeigten sich weiterhin Cholesterinkristalle, wurde erneut zentrifugiert. Auch das
Sediment wurde lichtmikroskopisch auf Cholesterinkristalle untersucht, da eine geringe Anzahl von

Cholesterinkristallen in nicht zentrifugierter Galle tibersehen werden kann. Hierdurch wurde
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differenziert zwischen priméar cholesterinkristallfreier und cholesterinkristallhaltiger Galle. Aus der
Literatur ist bekannt, dass ca. 79 % aller Gallenproben von Cholesterinsteintragern
Cholesterinkristalle enthalten (Holan KR, 1979).

9.2 Nukleationszeit

Die ultrazentrifugierte, lichtmikroskopisch cholesterinkristallfreie so genannte isotrope Phase
wurde mit folgenden Antiproteasen versetzt: 1 mmol PMSF, 5 mmol EDTA, 10 mmol N-
Ethylmaleinimid. Nach intensivem Mischen fur 5 Minuten auf dem Vortex-Mixer wurde die Probe
in 5 Aliquots zu 1 ml in Eppendorfgefal3e pipettiert und bei 37 °C im Wéarmeschrank inkubiert. Alle
24 h wurde eine Probe entnommen, fur eine Minute auf dem Vortex-Mixer gemischt und 20 pl bei
128facher VergrofRerung lichtmikroskopisch nach Cholesterinkristallen untersucht. Das
Zeitintervall zwischen dem Ansetzen der Probe bei 37 °C und der Entdeckung des ersten
Cholesterinmonohydratkristalls wurde als Nukleationszeit bzw. Cholesterol observation time
(COT) definiert (Holan KR, 1979). Eswurde versucht moglichst schnell zu arbeiten, um ein

Abkthlen der Proben zu vermeiden. Es wurde unter sterilen Bedingungen gearbeitet.

9.3 Anzahl der Kristalle

Dadurch die Methode der COT-Bestimmung der genaue Zeitpunkt der Cholesterinkristallisation
nicht prézise bestimmt werden kann bzw. Vorstufen von Cholesterinkristallen nicht erkannt
werden, enthélt diese Methode einen intrinsischen Fehler. Zusétzlich ist die Methode nur eine semi-
gualitative und keine quantitative Bestimmung. Deshalb wurde in dieser Studie zusétzlich zur COT
in 20 Proben die Anzahl der Cholesterinkristalle téglich bestimmt. Diese Methode stellt eine sehr
sensitive, aber auch sehr arbeitsintensive Methode dar. Alle 24 h wurde hierzu eine Probe aus dem
Inkubator entnommen, flr eine Minute auf dem Vortex-Mixer gemischt und lichtmikroskopisch die
Anzahl der Cholesterinkristalle ausgezahlt. Dies geschah semiquantitativ durch Aufbringen von

20 pl der Probe auf eine Zahlkammer (Fast Read 102, Madaus, Darmstadt). Das Volumen Gber der
Zahlkammer betrug 7 ul. Es wurden jeweils 4 Quadrate an 4 auseinander liegenden Bereichen der
Kammer ausgezahlt. Hierbel wurden auch auf dem Rand der Quadrate liegende Kristalle
mitgezahlt. Es wurden ausschlief3lich typische Cholesterinmonohydratkristalle (diinne,
fensterscheibenglasartige Parallelogramme mit zum Teil abgebrochenen Ecken) berticksichtigt.
Haufig auftretende, haufenférmig aneinander gelagerte Cholesterinkristalle, so genannte Cluster,
wurden hierbei als ein Kristall gezahlt.



38

Die Anzahl der Kristalle am jeweiligen Tag pro ul ergab sich dann aus dem Mittelwert der 4
ausgezahlten Quadrate multipliziert mit 160, da die Zahlkammer 160 Kleinstquadrate enthielt.
Dieser Wert musste entsprechend dem Gesamtvolumen der Zéhlkammer (7 pl) durch 7 dividiert

werden.

10 Isolierung von humanem Muzin-Glykoprotein

Um humanes Muzin-Glykoprotein zu erhalten, wurde so genannte weil3e Galle, welche sehr
muzinreich und zusatzlich lipidarm ist, von Patienten mit Gallensteinen gewonnen, gepoolt und
nach der Methode von Pearson und Harvey verarbeitet (Pearson JP, 1982; Harvey PRC, 1986).
Dabei wurden zwei besondere Eigenschaften des Muzinmolektils ausgenutzt: 1. ein hohes
Molekulargewicht (MG > 2 Mio.) und 2. eine hohe schwebende Dichte (ca. 1,48 g/ml). Nach dieser
Methode wurde die gepoolte Galle zunéchst bei 4 °C fur 72 Stunden gegen Aqua bidest. und

0.02 % NaNj3 dialysiert. Dann wurde das Dialysat fur 30 Minuten bei 30.000 g zentrifugiert, um
Lipide zu entfernen. Der Uberstand wurde sofort auf eine Sepharose-2B-Gel Saule (80 x 2.6 cm,
Pharmacia, Uppsala, Schweden) aufgetragen und mit 20 mmol Tris-HCL-Puffer (pH 8,0) mit

25 mmol Taurocholatsaure (zur Vermeidung der Bildung von Lipidaggregaten) bei einer
Durchflussgeschwindigkeit von 10 mi/h eluiert. Proteine, Gallensalze und Pigmente konnten so
entfernt werden. Es wurden jeweils 5 ml Volumenfraktionen gesammelt. Die Fraktionen, welche
die Glykoproteine enthielten, wurden gepoolt und durch Ultrafiltration im Volumen eingeengt.
Danach erfolgte eine nochmalige Dialyse gegen Aqua bidest. und eine Lyophilisierung. Mit
kauflichem bovinem Muzin (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland) wurde zur Aufreinigung
genauso verfahren.

Zur Bestimmung des Ausschlussvolumens, zur Eichung und zur Uberpriifung des
Auflésungsvermogens der Saule wurden Dextranblau 2000 (MG 2 Mio), Kalberserumalbumin
(MG 67000), Chymotrypsinogen (MG 25000), Ovalbumin (MG 43000) und Ribonuklease (MG
13500) verwendet. Aliquots des lyophilisierten Muzinpulvers wurden in Wasser gelost und
lichtmikroskopisch auf die Anwesenheit von Mikrokristallen tberprift. In den untersuchten
Aliquots konnten keine Mikrokristalle nachgewiesen werden.

Um eine Lipidkontamination der gereinigten und gepoolten Glykoproteinfraktionen zu Uberprifen,
wurde eine Dunnschichtchromatographie mit einer Silicagel-G-Platte (20 x 20 cm, 200 pm)
durchgefthrt (Slomiany A, 1983). Hierzu wurden die Lipide der dialysierten und lyophilisierten
Proben (15 — 20 mg) in folgender Anordnung mit 50 Volumen Chloroform : Methanol (2: 1),
Chloroform : Methanol (1 : 1), Chloroform : Methanol (1 : 2) und Chloroform : Methanol : Wasser
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(65 : 35: 8) extrahiert (Slomiany A, 1983). Als Laufmittel fir die Dunnschichtchromatographie
wurde Petroleumbenzin : Diethylether : Essigsaure (90 : 10 : 1) verwendet, um neutrale Lipide zu
trennen. Um zusétzlich eventuelle Phospholipidkontaminationen des gereinigten Muzins
nachweisen zu kénnen, wurde ein Aliquot des Lipidextraktes mit

Chloroform : Methanol : Ammoniak (65 : 25 : 5) chromatographiert. Es konnte in diesen

Versuchen keine eindeutige Lipidkontamination nachgewiesen werden.

11 Chemische Analysen

Bei allen Proben wurde die Konzentration von Phospholipiden, Cholesterin, Gesamtgallensauren,
Gesamtprotein und Mucus-Glykoprotein sowohl in der nativen Probe (nur unter Zusatz von NaNs3),
in der isotropen Phase (nach Ultrazentrifugation) und in den einzelnen Fraktionen nach
gelchromatographischer Trennung der isotropen Phase bestimmt. Die Messungen wurden als
Doppel- oder Dreifachbestimmungen durchgeftihrt. Die Intravarianz (< 5 %) wurde durch 10fache
Bestimmung einiger Proben, die Intervarianz (< 5 %) durch fortlaufende Mitbestimmung von

spezifischen Standards und von Gallenproben eines Patienten kontrolliert.

11.1 Cholesterinbestimmung

Cholesterin wurde colorimetrisch nach dem Verfahren von Liebermann und Burchard (Abell LL,
1952), modifiziert nach Watson (Watson D, 1960), bestimmt. Aufgrund der starken Eigenférbung
der Galle mufdte zweimalig ein Lipid-Extraktionsverfahren durchgeftihrt werden. Es wurden 300 pl
Galle im ersten Schritt mit 1 ml Methanol, im zweiten mit 3 ml Methanol und im dritten mit 2 ml
Petroleumbenzin versetzt und jeweils 15 sec ,,gevortext”. Die Petroleumbenzinphase wurde
schlief3lich abpipettiert und die wassrige Phase getrocknet. Das zurtickbleibende Cholesterin wurde
in einem Farbreagenz, bestehend aus 7 mmol/l Essigsaure und 6,5 mmol/I Essigsdureanhydrid
gelost. Nach 10-mindtiger Inkubation bel Zimmertemperatur erfolgte eine Unterschichtung mit
300 pl konzentrierter Schwefelsaure, worauf erneut fir 10 Minuten bel Zimmertemperatur
inkubiert wurde, damit sich der entstehende Farbkomplex voll entwickeln konnte. Dieser wurde bei
578 nm im Spektralphotometer (Ultrospec Plus, Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden) gemessen.
Als Standard wurden 250, 500 und 1000 pul einer Cholesterinlésung mit einer Konzentration von
0,516 mmol/I mitgefuhrt. Die Extinktionswerte hieraus waren die Grundlage zur Erstellung einer

Standardkurve, die zur Berechnung der Werte der Proben diente.
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11.2 Cholesterinbestimmung in Gallensteinen

Nach der Methode von Nakayama (Nakayama F, 1968) wurden die aus der Gallenblase entfernten
Gallensteine mit Aqua bidest. gewaschen, getrocknet und mit einem Moérser moglichst fein
zerkleinert. Der Cholesterinanteil im Steinpulver wurde dann nach der modifizierten Methode von
Smallwood et a. (Smallwood RA, 1972) extrahiert und quantifiziert. 20 mg des Steinpulvers
wurden mit 10 ml 2-Propanol fur 1 h bei 85 °C im Wasserbad inkubiert. Nach Abkihlung wurde
die Losung in einen 10 ml-Mef3kolben filtriert und mit 2-Propanol aufgeftllt. Fir die
Cholesterinbestimmung wurden dann in einer Doppel bestimmung je 50 pl und 100 pl dieser
L6sung in Reagenzglasern unter N2-Dampf eingeengt. Die weitere Bestimmung entsprach der
unter 2.3.1 dargestellten Cholesterinbestimmung. Der Cholesteringehalt der Steine wurde dann als
prozentualer Anteil am Trockengewicht angegeben.

11.3 Phospholipidbestimmung

Die Konzentration der Phospholipide in den Proben wurde durch Bestimmung des anorganischen
Phosphors nach dem V erfahren von Fiske-Subbarow (Fiske CH, 1925) colorimetrisch gemessen.
Bei dieser Methode bildet sich ein Farbkomplex durch die Veraschung von Phosphor mit Perhydrol
und Reduktion mit dem Fiske-Subbarow-Reagenz in Anwesenheit von Schwefelsaure und
Ammoniumheptamolybdat.

Zu 10 pl Galle wurden 2 ml 10n-Schwefelséure zugegeben und anschlief3end fir drel Stunden bei
150 °C verascht. Nach dem Abkthlen wurden jeweils zwei Tropfen Wasserstoffperoxid
hinzugegeben und die Proben nochmals fir eineinhalb Stunden bei 150 °C im Trockenschrank
inkubiert. Die abgespaltenen Phosphatreste bildeten dabei mit Ammoniumheptamolybdat,
katalysiert durch 1-Amino-2-Hydroxynaphthalin-4-Sulfonsdure durch Reduktion mit
Natriumdisulfid, einen blauen Farbkomplex, der bei 830 nm im Spektralphotometer gemessen
wurde. Aus den Extinktionswerten von L-alpha-Phosphatidylcholin-Dimyristoyl in den
Konzentrationen 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2 und 4 mmol/l wurde eine Standardkurve erstellt, die als

Grundlage fur die Berechnung der Konzentrationen der einzelnen Proben diente.

11.4 Gallensdurebestimmung

Die Gesamtgallensaurekonzentration wurde mittels einer modifizierten 3-alpha-
Hydroxysteroiddehydrogenase-Methode nach Talalay (Talalay P, 1960) bestimmt. Das Prinzip des
Assays beruht auf der Umwandlung der 3-alpha-Hydroxygruppe der Gallensdure in eine
Ketogruppe durch die NAD+-abhéngige 3-alpha-Hydroxysteroiddehydrogenase und letztlich auf
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der photometrischen Bestimmung des entstandenen NADH bei 340 nm. Es wurden 20 pl Probe mit
200 pl Methanol bei -18 °C tber Nacht inkubiert. Nach 5-minttiger Zentrifugation wurden 20 pl
des Uberstandes entnommen. Dieser wurde anschlieRend mit 1 ml Glycinpuffer tiberlagert und
mittels 3-alpha-Hydroxysteroiddehydrogenase (0,07 U/Test) und 0,1 ml 5,4 mmol NAD-LAsung
oxydiert. Die Extinktionszunahme nach NADH-Bildung wurde bei 340 nm bestimmt und in die
Gallensdurekonzentration mittels unterschiedlicher Cholséurekonzentrationen als Standard

umgerechnet.

11.5 Berechnung der Gesamtlipidkonzentration

Aus der Summe der Konzentrationen von Gallensauren, Phospholipiden und Cholesterin konnte
unter Berticksichtigung des Molekulargewichtes (MG Gallensauren = 492, MG

Phospholipide = 759 und MG Cholesterin = 387) die Gesamtlipidkonzentration in g/dl berechnet

werden.

11.6 Berechnung des Cholesterinsattigungsindex (CSl)

Die maximale theoretische Loslichkeit von Cholesterin in GallenflUssigkeit wird als
Cholesterinsédttigungsindex (CSI) bezeichnet. Er liefd sich anhand der kritischen Tabellen von Carey
(Carey MC, 1978) folgendermal3en berechnen:

Zuerst wurde der relative Cholesteringehalt am unter 2.3.5 berechneten Gesamtlipidgehalt in
Prozent ausgedriickt. Dann wurde das Verhédltnis der Phospholipide zu der Summe aus
Gesamtgallensauren und Phospholipiden berechnet. Dies ergab den Wert ,,N“ fur die y-Achse der
kritischen Tabellen. Der Wert fur die x-Achse war die Konzentration der Gesamtlipide in g/dl. Der
Schnittpunkt beider Achsen in der Tabelle ergab den ,,t“-Wert, den , Tafel-Wert”. Der Quotient aus

errechnetem Cholesterinanteil und dem gefundenen Tabellenwert ergab den entsprechenden CSl.

11.8 Gesamtproteinbestimmung

Proteine wurden nach der Methode von Lowry (Lowry OH, 1951), modifiziert nach Jingst et al.
(Jungst D, 1991), bestimmt. Hierbei werden Proteine in der Galle durch 20 % Trichloressigsaure
ausgefallt, gewaschen, zentrifugiert und in einem Ether-Ethanol-Gemisch (3 : 1) bestimmt.

50 ul Probe wurde mit gleichem Volumen der 20 % Trichloressigsiure gemischt und bei 4 °C 24 h
inkubiert. Anschlief3end wurde ftr 30 min bei 3000 UPM zentrifugiert (Tischzentrifuge Sigma 3K
30) und der Uberstand vorsichtig dekantiert. Das Sediment wurde dann in 1 ml Diethylether-
Ethanol-Gemisch (2 : 1) re-suspendiert und im Ultraschallgerét (Heat-Systems-Ultrasonics. Inc.,
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NY, USA.) gelost. Hierauf erfolgte eine erneute Zentrifugation und Wiederholung des
Waschvorgangs. Darauf wurde das Sediment in 500 pl IN-NaOH gelost und 1 h bei 37 °C
inkubiert. 20 pl dieser Losung wurden dann mit IN-NaOH auf 100 pl aufgefillt. Hierzu wurde

1 ml alkalisches Reagenz (50 ml 2 % NaCO3z+ 1 ml CuSO;+ 1 ml 2 % Na-K-Tartrat) zugefugt und
10 min bei Zimmertemperatur inkubiert. Dann wurden 200 pl Folin-Reagenz : H,O (1: 1)
beigeftigt, 30 min bei 37 °C inkubiert und die Extinktion bei 750 nm gemessen. Die
Gesamtproteinkonzentration wurde durch Vergleich mit einer durch eine Rinderalbumin-

Standardreihe erstellten Eichkurve errechnet.

11.8 Muzin-Glykoproteinbestimmung

Zur Muzin-Glykoproteinbestimmung in Blasengalle wurde eine von Miquel (Miquel JF 1995) neu
etablierte Methode eingesetzt. Diese hat gegentiber alteren Methoden (Pearson J P, 1982) den
Vorteil, dass die Gallemuzinkonzentration nur selten falsch als niedrig gemessen wird. Weiterhin
ist sie kirzer, kostengiinstiger und hat eine hthere Reproduzierbarkeit. Auf3erdem sind welitere
Verfahren, wie CsCl-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation, nicht mehr notwendig. Man erhdlt eine
hochmolekulare Glykoproteinfraktion, die Uberwiegend frei von Pigmenten und Lipiden ist. Die
Bestimmung der Muzinkonzentration erfolgte dann nach der PAS-Methode von Mantle und Allen
(Mantle M, 1978). Dieses Verfahren beruht auf der Oxidation von Polysacchariden durch
Periodsaure und anschlief3ender Kopplung mit einer Schiff’ schen Base (PAS).

11.8.1 Vorbereitung der Blasengalle

1 ml isotrope Blasengalle wurde in Tris-Puffer (pH 7,4) mit O,44 M KSCN und 25 mmol
Taurocholsdure verdinnt (1 : 1, v/v) und 24 h bei 4 °C inkubiert. Thiocyanat senkte die Viskositat
der Probe, wahrend Taurocholsaure eine vollstandige Mizellierung der Lipide bewirkte und
dadurch eine lipidfreie Muzinfraktion in der spéateren Gelchromatographie gewonnen werden
konnte. Es folgte eine Zentrifugation mit 15.000 g tiber 15 min. 1 ml des Uberstandes wurden dann

auf eine Sepharose-2B-Saule aufgetragen.

11.8.2 Prégparation der Gelchromatographie

Nach grundlichem Waschen der 100 cm langen und 2 cm durchmessenden Glassaulen mit Aqua
bidest. wurde Sepharose-2B-Gel eingefiillt, ausharten lassen und Uber 24 h mit Elutionslésung (0,2
M NaCl, 0,03 % NaN3, pH von 7,0) gespiilt. Nach der Spllung wurden die Saulen mit

verschiedenen Eichlésungen, deren exaktes MG bekannt war, geeicht. Das Ausschlussvolumen
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(Vo) wurde mit Dextran Blau 2000 (MG 2.000.000), V mit Mercaptoethanol (MG 78,13) bestimmt.
Weitere Eichlésungen zur Uberpriifung des Auflosungsvermogens der Saulen waren Rinderserum
Albumin (MG 67.000), Ovalbumin (MG 43.000) sowie Chymotrypsin A (MG 25.000) und
Ribonuklease A (MG 13.000).

Nach diesen Vorbereitungen konnte die Blasengalle aufgetragen werden.

Das Grundprinzip der Gelchromatographie beruht auf kleinen, im Gel enthaltenen Kugeln, in
welche kleinere Moleklle eindringen konnen, gréf3ere aber nicht. Hierdurch werden grof3ere
Molekile wie Muzine in den vorderen Fraktionen, kleinere Molekile wie z. B. Bilirubin in den

hinteren Fraktionen des Kollektors wiedergefunden.

11.8.3 Durchfihrung der Saulenchromatographie

1 ml des Uberstandes der unter 2.3.8.1 beschriebenen aufbereiteten Gallenfliissigkeit wurden
vorsichtig auf die Geloberflache aufgebracht, die Sdule mit PBS-Taurocholatpuffer (pH 7,4) eluiert
(0,3 ml/min) und 36 Fraktionen von 1 ml im Fraktionskollektor gesammelt. Die hochmolekularen
Glykoprotein-Fraktionen wurden gepoolt und gegen Aqua bidest. 24 h dialysiert, um das Na-
Taurocholat zu entfernen. Die Bestimmung der dialysierten hochmolekularen Glykoprotein-
Fraktion erfolgte dann nach der PAS-Methode (173).

11.8.4 PAS-Assay

Bei der PAS-Reaktion wird 1,2 Diolen durch Periodsaure (HJO,) oxidiert, wobei Dialdehyde
entstehen, die mit dem Schiff’ schen Reagenz nachgewiesen werden kénnen. Schiff’ sche Losung
wurde zu jeder Bestimmung frisch zubereitet durch Lésen von 1 g basischem Fuchsin in 100 ml
siedendem Aqua bidest.; Zugabe von 20 ml 1 mol HCL und Abkihlung auf 50 °C. Danach
Aufschitteln der Losung mit 300 mg Aktivkohle 5 min und anschlief3ende Filtration Uber einen
Doppélfilter. Das dunkelrote Filtrat wurde in einer dunklen Flasche gelagert. Vor Gebrauch wurde
zu 6 ml dieser Losung 100 mg Natriummetabisulfit zugegeben und bei 37 °C etwa 90 min bis zur
Farblosigkeit der Ldsung inkubiert.

2 ml Probe wurden dann mit 0,2 ml Periodséurel6sung (10 pl 50 % Periodsaure + 10 ml 7 %
Essigsaure) gemischt und 2 h bei 37 °C inkubiert. Anschlief3end wurden 0,2 ml der Schiff’ schen
L 6sung dazugegeben und 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Extinktion wurde dann bei 555 nm
gemessen und die Konzentration durch Erstellung eines Muzinstandards mit gereinigtem

Blasengallenmuzin errechnet.



11.9 Bestimmung der Viskositat

Die Viskositét ist eine physikalische Grof3e, die die innere Reibung eines Stoffes beschreibt. Die
dynamische Viskositét ist eine fir FlUssigkeiten charakteristische Konstante und wird auch als
Koeffizient der inneren Reibung beschrieben. Sie ist abhéngig von Temperatur und Druck. Die
dynamische Viskositét ist eine Scherviskositét fur die Scherstrémung unter der Schubspannung T.
Nach dem Fliel3verhalten kann man FlUssigkeiten in Newtonsche FlUssigkeiten, deren Viskositét
nur durch Druck und Temperatur beeinflusst werden, und Non-Newtonsche Flussigkeiten, deren
Viskositét von der Scherstromung unter der Schubspannung T abhangig sind, unterteilen. Danach
kann die Gallenflissigkeit als Non-Newtonsche Flissigkeit definiert werden. Die Viskositat wurde

mit einem Contraves-low-shear-Rotationsviskosimeter (Contraves AG, Zurich, Schweiz) bestimmt.

12 Additionsexperimente

| sotrope Galle von 10 Patienten wurde sofort nach der Gewinnung mit humanem und weitere 10
Proben mit bovinem Muzin versetzt. Das Muzin-Pulver wurde zu Aliquotsvon 1 ml Galle zugefigt
mit steigender Konzentration (0,2; 1; 2 und 4 mg/ml), fir mindestens 5 Minuten auf dem Vortex-
Mixer gemischt und t&glich auf das Auftreten von Cholesterinmonohydratkristallen hin untersucht.
Die Anzahl der Kristalle wurde ebenfalls taglich mittels der oben beschriebenen Methoden in einer
Zahlkammer bestimmt. Diese Werte wurden verglichen mit einer Kontrollprobe derselben
Galleprobe ohne Muzinzusatz.

Dieselbe Verfahrensweise wurde fir das gereinigte kéufliche bovine Muzin angewandt in weiteren
10 Galleproben.

13 Reagenzien und Gefalle/Gerate
13.1 pH-Messung
- pH-Meter Mikroprozessor FaWTW 537

- Vortex-Mixer

13.2 Cholesterinbestimmung in der Galle

- Ethanol 60 % p. a, Fa. Merck, Darmstadt

- Petrolbenzin p. a., Fa. Merck, Darmstadt

- Essigsdure 100 % p. a., Fa. Merck, Darmstadt

- Essigsdureanhydrid p. a,, Fa. Merck, Darmstadt
- Schwefelsdure konz. p. a,, Fa. Merck, Darmstadt
- Cholesterin p. a.,, Fa. Merck, Darmstadt
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13.3 Cholesterinbestimmung in den Gallensteinen
- Propanol-2 p. a,, Fa. Merck, Darmstadt

- Cholesterin p. a,, Fa. Merck, Darmstadt

- Essigsdure 100 % p. a., Fa. Merck, Darmstadt

- Essigsdureanhydrid p. a,, Fa. Merck, Darmstadt

- Schwefelsdure konz. p. a,, Fa. Merck, Darmstadt

13.4 Phospholipidbestimmung

- 1-Amino-2-Hydroxy-Naphtalinsulfonsaure-(4), Fa. Merck, Darmstadt

- Natriumdisulfid, Fa. Merck, Darmstadt

- Natriumsulfit, Fa. Merck, Darmstadt

- Schwefelsdure 10 n (aus konzentrierter Schwefelsaure der Fa. Merck, Darmstadt)
- Perhydrol p. a.,, Fa. Merck, Darmstadt

- Ammoniumheptamolybdat, Fa. Merck, Darmstadt

- L-alpha-Phosphatidylcholin-Dimyristoyl, Fa. Sigma, Deisenhofen

- Wéarmeschrank Baureihe T 6060, Fa. Heraeus, Hanau

13.5 Gallensdurebestimmung

- NaOH-Rotuli p. a., Fa. Merck, Darmstadt

- Hydrazinsulfat, Fa. Merck, Darmstadt

- Titriplex, Fa. Merck, Darmstadt

- NAD Grad 1, 100 %, Fa. Boehringer, Mannheim

- 3-alpha-Hydroxysteroid-Dehydrogenase, Fa. Worthington Biochemicals
- Cholsaure, Fa. Calbiochem, LA, USA

- Glycin 99 % p. a,, Fa. Sigma, Deisenhofen

- Methanol p. a, Fa. Merck, Darmstadt

- Prazisionskuvetten aus Quarzglas, Fa. Hellma, Mullheim

- Spektralphotometer Ultrospec Plus, Modell 4054, Fa. Pharmacia, Freiburg

13.6 Proteinbestimmung

- Trichloressigsaure 10 % (aus Trichloressigsaure 10 % p. a, Fa. Merck, Darmstadt)
- Di-Natriumcarbonat p. a, Fa. Merck, Darmstadt

- Kupfersulfat p. a, Fa. Merck, Darmstadt
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- Kaliumnatriumtartrat p. a, Fa. Merck, Darmstadt
- Folin-Ciocalteau-Phenolreagenz, Fa. Merck, Darmstadt
- Humanalbumin, Fa. Sigma, Deisenhofen

- Precilip, Fa. Boehringer, Mannheim

13.7 Mucus-Glykoproteinbestimmung

- Blue Dextran 2000 (Pharmacia)

- Pig Gastric Mucus, Fa. Sigma, Deisenhofen

- Parasolaniline, Fuchsin, Fa. Sigma, Deisenhofen

- 1 mol HCL, Fa. Merck, Darmstadt

- Charcodl activated, Fa. Sigma, Deisenhofen

- Natriumbisulfit, Fa. Sigma, Deisenhofen

- Periodsdure, Fa. Sigma, Deisenhofen

- Essigsdure 7 % (hergestellt aus Essigsdure 100 %, Fa. Merck, Darmstadt)

- bovines Muzin, Fa. Sigma, Deisenhofen

13.8 Gelchromatographie

- Glassaulen

-  Gel Sepharose 2B

- NaCl 0,2 mol

- NaN3

- Fraktionskollektor Golden Retriever

13.9 Weitere Chemikalien

- Taurocholséaure (Approx. 98 %), Fa. Sigma, Deisenhofen
- Phenylmethyl-Sulfonyl-Fluorid (PMSF), Fa. Sigma, Deisenhofen
- Periodsdure, Fa. Sigma, Deisenhofen

- N-Ethylmaleinimid, Fa. Sigma, Deisenhofen

- EDTA (Ethylendiamintetraacetat), Fa. Merck, Darmstadt
- Methanol p. a, Fa. Merck, Darmstadt

- Periodsdure, Fa. Sigma, Deisenhofen

- Diethylether z. A., Fa. Merck, Darmstadt

- TrizmaBase, Fa. Sigma, Deisenhofen

- Stickstoff, Fa. Linde, Pullach/Mtnchen
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- Aquabidest.

13.10 Weitere Geréte

- Amicon Ultrafiltrationskammer, Modell 8010, Amicon Co., Danvers

- Amicon S Diaflo Ultrafiltrations-Membranen PM 10, Amicon, USA

- Cyanopropyl Siloxan Kapillarsaule fir GLC (CP-Sil 88; Chrompak), Middleburg, The
Nederlands

- Dialyseschlauche Spectra/Por (Membrane MWCO: 3500), Spectrum Houston, Texas, USA

- Feinwaage, JL 200, reproduzierbar 0,1 mg, Fa. asa, Schermbeck

- Tischzentrifuge Labofuge GL, Fa. Heraeus, Hanau

- Ruttler, Dual Press-to-mix, Fa. Snijders, Breda, Niederlande

- Ultranzentrifuge Beckman L5-65, Fullerton, CA, USA

- Gefriertrockner (Lyophilisierung) Christ

- Eppendorf Inkubations-Thermostat 5320, Metheler und Hinz Gmbh, Weilheim

- Ultraschallgeré Heat Systems-Ultrasonic. Inc, NY, USA

- Fraktionskollektor RediFrac, Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden

- Dunnschichtkammer, Fa. Schuberth, Minchen

- Hamilton Pipette, 701 SN, 10 ul, Hamilton, Bonaduz, Schweiz

- Kieselgeldinnschichtplatten, Fa. Merck, Darmstadt

- Minivals, Vial mit Schraubverschluss, Fa. Zinser, Frankfurt a. M.

- Zeiss Phasenkontrastmikroskop (Neofluar PH2 mit 16fach Objektiv), Zeiss

- Fast Read 102 new grids Zahlkammer, Madaus, Darmstadt

14 Statistik

Die Werte aler Gruppen von parametrischen Daten sind ausgedrtickt als Mittelwerte +
Standardabweichung (SD) oder as Mittelwerte + SEM (Standardfehler). Nicht-parametrische
Daten (z. B. COT) sind als Median und Range ausgedriickt. Gruppenvergleiche flr parametrische
Daten wurden mit dem Student-t-Test fur normal verteilte, nicht verbundene und fur nicht-
parametrische Daten mit dem Mann-Whitney-U-Test oder Wilcoxon-rank-Test durchgeftihrt.
Spearmanns Korrelationskoeffizient wurde zwischen den Variablen berechnet. Die einzelnen
Variablen wurden mit einem Pearson-Chi-Quadrat-Test auf Signifikanz untersucht. P-Werte < 0,05
wurden als signifikant, bezeichnet. P-Werte < 0,0001 als hoch signifikant.



15 Patientenkollektiv
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C Ergebnisse

15.1 Gruppeneinteilung, Steinzusammensetzung, COT

- Eswurden Proben von n = 94 Patienten untersucht. 60 Patienten waren hiervon weiblich, 34

méannlich. Das mittlere Alter betrug 49 Jahre (Range: 26 — 73 Jahre). Anhand der Anzahl
der Gallensteine wurde in eine Gruppe mit solitdrem Gallenstein (n = 26, hiervon 13
weiblich und 13 méannlich) und eine Gruppe mit multiplen Gallensteinen (n = 47, hiervon
33 weiblich und 14 mannlich) unterschieden. Aufgrund der Steintypen wurden zusétzlich
zwei Gruppen von Patienten unterschieden: 73 Patienten hatten Gallensteine mit einem
Cholesterinanteil von mehr als 50 % des Totalgewichtes (Gruppe Cholesterin- und
Gemischtsteine, N = 73, 46 weiblich, 27 mannlich) und 21 Patienten hatten Pigmentsteine
mit einem Cholesteringehalt von unter 10 % (N = 21, 14 weiblich, 7 mannlich) (Tab. 1).

Lichtmikroskopisch wurde die Nukleationzeit (COT) in allen Proben festgestellt. In der Gruppe der

Cholesterin-/Gemischtsteine fanden sich bei den solitdren Steinen eine COT (Medianwert) von 2

Tagen (Range 1 — 21 Tage) und bei den multiplen Steinen eine COT von 1 Tag (Range 1 — 5 Tage).

Dieser Trend einer kiirzeren COT bel Patienten mit multiplen Gallensteinen im Vergleich zu

Patienten mit solitéren Gallensteinen erreichte kein Signifikanzniveau. In der Gruppe der

Pigmentsteine fand sich eine COT von 21 Tagen (Range 3 — 21 Tage). Die Unterschiede der

Nukleationszeit waren in allen Gruppen signifikant (P < 0,01).

Tab. 1

Vertellung des Patientenkollektivs auf ver schiedene Gruppen

Cholesterin- und gemischte Gallensteine

Pigmentsteine

Solitarsteine Multiple Steine
Anzahl Patienten (N) | 26 47 21
Geschlecht (W/M) W=13, M =13 W=33M=14 W=14M=7
COT (Tage) 2 10 21
(M edian/Range) (1-21) (1-5) (3-21)

[T1P < 0,01 (solit./mult. Cholesterin- und Gemischtsteine vgl. mit Pigmentsteinen)
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Die COT fand sich hierbei signifikant kiirzer in der Gruppe der Cholesterin- und gemischten
Gallensteine als in der Gruppe der Pigmentsteine (P < 0,01). Eine signifikante Differenz in der
Geschlechtsverteilung zwischen Solitéarsteinen, multiplen Steinen und Pigmentsteinen konnte nicht

gefunden werden.

16 Zusammensetzung der bilidren Lipide

Die Konzentrationen von Cholesterin, Phospholipiden, Gallensduren aus der isotropen Phase (nach
Ultrazentrifugation) sowie die hieraus errechnete Konzentration der Gesamtlipide und der CSI sind
in Tabelle 2, aufgeteilt nach den Steingruppen, dargestellt (Tab. 2).

Esfanden sich in der Gruppe der Cholesterin- und Gemischtsteine signifikant hdhere Werte fir
Cholesterin und den CSI als in der Gruppe der Pigmentsteine. Zwischen solitdren und multiplen
Cholesterin- und Gemischtsteinen fanden sich keine signifikanten Differenzen in den gemessenen
Werten.

Es zeigte sich eine deutliche Korrelation des Cholesterins zur COT (R =-0,39, P = 0,007, Abb. 4).
Phospholipide, Gallensauren, Gesamtlipide und CSI zeigten keine Korrelation zur COT.

Tab. 2

Zusammensetzung der bilidren Lipide

Cholesterin- und Gemischsteine Pigmentsteine
Solitare Steine Multiple Steine
Cholesterin (mmol/I) 16,4 + 12,2[] 16,2 + 8,31 14075
Phospholipide (mmol/l) {34,5+ 17,0 46,1+ 18,8 41,6 £ 20,8
Gallensduren (mmol/l) |106,1 + 55,0 112,8 + 46,9 1179+494
Gesamtlipide (g/dI) 8,6+ 4,2 10,1+ 3,7 95+4,0
CSl 1,60 £ 0,400J 1,35+ 0,490 1,17+ 0,36

0P < 0,05 (im Vergleich zur Pigmentsteingruppe)
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Abb. 3 Verteilung der einzelnen Galleparameter auf die Gruppen der Pigmentsteine (N = 21)
und Cholesterin-/Gemischtsteine (N = 73)
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17 Muzin-Glykoproteine

17.1 Muzin-Glykoproteinein den verschiedenen Gruppen
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Muzin-Glykoproteine wurden in der isotropen Phase von Blasengallen gemessen. Tabelle 3 zeigt
die Ergebnisse in den verschiedenen Gruppen (Tab. 3). Die Menge von Muzinen in der Gruppe der
Cholesterin-/Gemischtsteine war signifikant hoher als in der Gruppe der Pigmentsteine. In der
Gruppe der multiplen Steine zeigte sich im Vergleich zur Gruppe der Solitérsteine eine erhéhte

Muzinmenge, welche jedoch kein Signifikanzniveau erreichte.

Tab. 3

Muzin-Glykoproteinkonzentration in den verschiedenen Gruppen

Cholesterin- und Gemischtsteine Pigmentsteine
Solitarsteine Mult. Steine (N =47) (N =21)
(N = 26)
Muzin-Glykoprotein | 0,68 + 0,121 0,86 £+ 0,207 0,31+ 0,03
(mg/ml)

0P < 0,05 (Differenz zur Pigmentsteingruppe)

Abb. 5. Konzentration von M uzin-Glykoprotein in den verschiedenen Gruppen
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17.2 Muzin-Glykoproteineund COT
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Zwischen der COT aller Patienten (N = 94) und der Muzinmenge konnte keine signifikante
Korrelation errechnet werden, obgleich sich ein Trend zu einer inversen Korrelation andeutete
(R=-0,12, Abb. 6). Auch in der Untergruppe der Cholesterin- und Gemischtsteine konnte keine
signifikante Korrelation errechnet werden. In dieser Gruppe konnte auch kein Trend zu kirzerer

COT bei htherem Muzingehalt errechnet werden.

Abb. 6: COT (Tage) korreliert zur Muzinmenge im Gesamtkollektiv (N = 94). Nicht-

signifikanter Trend zur inversen Korrelation (R =-0,12)
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17.3 Muzin-Glykoproteine und Geschlechtsverteilung
In der Gesamtgruppe der Patienten aufgeteilt nach Geschlecht (Abb. 7) sowie in der Untergruppe

der Cholesterin- und Gemischtsteinpatienten konnte keine signifikante Differenz des

Muzingehaltes bzgl. des Geschlechtes errechnet werden.
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Abb. 7 Konzentration von M uzin-Glykoprotein im Gesamtkollektiv (N = 94), aufgeteilt nach
Geschlecht (keine Signifikanz)
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18 Aufteilung des Gesamtkollektivsin lang (COT >4 Tage) und kurz (COT < 4 Tage)
nukleierende Gallenproben

Teilte man das gesamte Patientenkollektiv (N = 94) in kurz (COT < 4 Tage, N = 59) und lang
(COT =4 Tage, N = 35) nukleierende Gallen ein, ergab sich folgendes Diagramm (Abb. 8). Es
fanden sich signifikante Unterschiede in der Konzentration von Cholesterin und dem CSl (1,25 +
0,69 gegen 1,49 £ 0,53; P = 0,03), Proteinen (6,42 £ 5,02 gegen 8,71 + 5,14; P =0,01) und
Muzinen (0,73 £ 0,1 mg/ml gegen 0,43 £ 0,07 mg/ml, p < 0,05). Der stérkste Unterschied fand sich
in der Cholesterinkonzentration (18,51 + 7,65 gegen 10,79 £ 4,06, P = 0,007). Der Unterschied in
der Cholesterinkonzentration hatte eine hohere Signifikanz als der Unterschied zwischen dem CSlI
der beiden Gruppen und dem Unterschied in der Protein- und Muzinmenge. Keine Unterschiede
fanden sich zwischen der Viskositédt beider Gruppen, Phospholipiden, Gallensauren und
Gesamtlipiden (Abb. 8).



Abb. 8
Aufteilung des Patientenkollektivsin lang und kurz nuklelerende Gallen und Darstellung der

gemessenen Galleparameter
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18.1 Muzin-Glykoproteine nach Aufteilung desKollektivsin lang (COT > 4 Tage) und kurz
(COT <4 Tage) nuklelerende Gallen

Fokussiert man auf den Muzingehalt in den lang nukleierenden Gallen (COT > 4 Tage) verglichen
mit den kurz nukleierenden Gallen (COT < 4 Tage) ergab sich ein signifikanter Unterschied (0,73 +
0,1 mg/ml gegen 0,43 = 0,07 mg/ml, p < 0,05) (Abb. 9). Dieser Unterschied fand sich ebenfallsin
der Untergruppe der Patienten mit Cholesterin- und Gemischtsteinen (N = 73), erreichte jedoch
keine Signifikanz (0,74 + 0,10 mg/ml gegen 0,57 = 0,15 mg/ml) (Abb. 10).



55

Abb. 9 Muzin-Glykoproteinkonzentrationen (Mittelwert £+ SEM) in der isotropen Galle von
94 Patienten, aufgeteilt in lang nukleierende (COT >4 Tage, N = 35) und kurz nukleierende
(COT <4 Tage, N =59) Gallen
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Muzingehalt aufgeteilt in schnell und langsam nukleierende Gallenproben von Patienten mit
Cholesterin- und Gemischtsteinen (N = 73, keine Signifikanz)



56

19 Muzin-Glykoprotein und Korrelation zu den Gallebestandteilen

Die Korrelation vom Gehalt der Muzin-Glykoproteine zu der Menge des Cholesterins in den
isotropen Gallenblasen aller Patienten (N = 94) ergab eine signifikante Korrelation (R = 0,262)
(Abb. 11).

Abb. 11 Korrelation zwischen Cholesterin und M uzin-Glykoprotein im Gesamtkollektiv der
Patienten (N = 94, R = 0,262, P = 0,007)
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Eine weitere Korrelation zeigte sich zwischen Muzinen und Proteinen. Alle anderen Parameter

zeigten keine Korrelationen zum Muzingehalt (Tab. 4).

Tab. 4 Korrelationskoeffizient (R) zwischen Muzinen und den

Gallenbestandteilen/Par ametern

Muzin (mg/ml)
Cholesterin (mmol/l) R=026 S P<0,007
Phospholipide (mmol/l) R=0.15 NS

Total Protein (g/l) R=024 S P<0,05
Total Lipide (g/dl) R=0.15 NS
Gallensauren (mmol/I) R=0.06 NS
Viskositét (mPae s) R=012 NS

Crystal observationtime R=-0,12 NS
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(Tage)
Csl R=0,001 NS

S = dgnifikant
NS= nicht signifikant

20 Additionsversuche

20.1 Addition von bovinem Muzin

Nach der Aufreinigung von Muzinen Uber eine Sepharose-2B-Gelchromatographie und
Lyophilisierung konnte zun&chst bovines und spéter humanes Muzin in Pulverform nach genauem
Wiegen in insgesamt 20 Proben (13 w, 7 m) isotroper Galle von Cholesterin- und gemischten
Gallensteinpatienten geldst werden.

Um ein moglichst genaues Abbild der physiologischen Bedingungen zu erhalten, wurden
Muzinkonzentrationen von 1 — 4 mg/ml gewahlt. Zudem sollte vermieden werden, durch
pathophysiologische Konzentration tber eine Erhdhung der Viskositét die Ergebnisse zu
beeinflussen.

Zunéchst wurden 10 Gallenproben (8 w, 2 m) mit unterschiedlichen Konzentrationen von
kauflichem, bovinem Muzin versetzt und COT sowie die Kristallzahl Uber 21 Tage bestimmt. Es
wurden Konzentrationen von 0 (Kontrolle), 0,5 mg/ml; 1 mg/ml; 2 mg/ml und 4 mg/ml gewéhlt. Es
zeigten sich hierbei in keiner der Konzentrationen signifikante Erhéhungen der Zahl der neu

entstandenen Cholesterinkristalle gegentiber der Kontrollprobe.
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Tab. 5 Geschlechtsverteilung, Muzingehalt, COT, Kristallzahl am 7. Tag und Kristallzahl

am 7. Tag mit Zusatz von 4 mg/ml bovinem Muzin

Nummer |Geschlecht [Muzin COoT Kristalle/ul |Kristalle/ul am 7. Tag
(mg/ml) (Tage) am 7.Tag |nach Zusatz von

4 mg/ml bovinem
Muzin

1 w 0,26 1 503 480

2 w 0,42 4 68 68

3 w 0,04 7 45 91

4 w 0,34 2 571 549

5 w 0,12 6 183 160

6 w 0,56 6 91 114

7 w 0,22 1 594 526

8 w 0,26 2 68 68

9 m 0,32 2 274 366

10 m 0,04 1 200 200

Es fanden sich keine Korrelationen zwischen Muzingehalt und COT, Muzingehalt und Kristallzahl

am 7. Tag oder signifikante Unterschiede in der Geschlechtsverteilung und der Muzinmenge. Die

Kristallzahl am 7. Tag ohne Muzinzusatz zeigte keinen signifikanten Unterschied zur Kristallzahl

am 7. Tag mit Zusatz von 4 mg/ml bovinem Muzin. Eine Verkirzung der COT nach Zusatz von

bovinem Muzin konnte in dieser Gruppe von Patienten nicht beobachtet werden.
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Abb. 12 Anzahl der neu entstandenen Cholesterinmonohydratkristalle nach Addition von
ver schiedenen K onzentrationen gereinigtem, kauflichem bovinem Muzin (dargestellt sind die

Kontrollgruppe und die hdchste M uzinkonzentration von 4 mg/ml)
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In den Additionsversuchen mit humanem Muzin wurden 10 Gallenproben von Patienten mit
Cholesterin- oder gemischten Gallensteinen (5 w, 5 m) mit unterschiedlichen Konzentrationen von
aus gepoolter weil3er Galle gewonnenem und gereinigtem humanem Muzin-Glykoprotein versetzt
und COT sowie die Kristallzahl tGiber 21 Tage bestimmt (Tab.). Es wurden Konzentrationen von 0
(Kontrolle), 0,5 mg/ml; 1 mg/ml; 2 mg/ml und 4 mg/ml gewahlt. Es zeigte sich ein Trend zu
hoheren Kristallzahlen mit héheren Muzinmengen (Abb. 13). Dieser Trend erreichte jedoch
aufgrund der hochvariablen Fahigkeit der Galleproben, Cholesterinkristalle zu bilden, nur in der
Konzentration von 4 mg/ml statistische Signifikanz (P < 0,05).
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Tab. 6 Charakteristika der mit humanem Muzin versetzten Gallenproben und Kristallzahlen

Nummer |Geschlecht |Muzin COT Kristalle/pl |Kristalle/ul am 7. Tag
(mg/ml) (Tage) am 7.Tag |nach Zusatz von

4 mg/ml humanem
Muzin

1 m 2,48 1 160 206

2 m 0,32 2 137 320

3 m 0,35 1 45 68

4 w 0,32 2 45 137

5 w 0,08 2 23 68

6 w 0,16 3 114 229

7 m 0,36 2 274 320

8 w 0,46 2 68 160

9 w 0,28 1 229 366

10 m 3,18 1 68 137

Es konnten keine Korrelationen zwischen Muzingehalt und COT, Muzingehalt und Kristallzahl am

7. Tag oder signifikante Unterschiede in der Geschlechtsverteilung und der Muzinmenge errechnet

werden. Die Krigtallzahl am 7. Tag der Zahlung ohne Zusatz von Muzinen, verglichen mit der

Kristallzahl am 7. Tag nach Zusatz von 4 mg/ml humanem Muzin-Glykoprotein, ergab eine

signifikante Differenz (P < 0,05). Nach Zusatz von niedrigeren Konzentrationen von Muzin

konnten keine signifikanten Unterschiede in der Kristallzahl bestimmt werden. Es konnte keine
Verkirzung der COT nach Zugabe von Muzinen beobachtet werden. Auch in der

Geschlechtsverteilung zeigte sich kein Unterschied in der Muzinkonzentration.
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Abb. 13 Anzahl der Cholesterinmonohydratkristalle nach Addition von gereinigtem,

lipidfreiem humanem Muzin-Glykoprotein in verschiedenen K onzentrationen zu

menschlichen Galleproben
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20.3 Veranderung der verschiedenen Galle-Parameter nach Muzinzusatz

Um eine eventuelle Veranderung in der Lipidzusammensetzung der Galle nach Zusatz von

bovinem und humanem Muzin festzustellen, wurden in allen 20 Proben der Additionsexperimente

Cholesterin, Proteine, Phospholipide und Gallensduren nach dem Zusatz von Muzin nochmalig

bestimmt und mit den Werten der Kontrollgruppe ohne Muzinzusatz verglichen. Es fanden sich

hierbel keine signifikanten Unterschiede in den verschiedenen Proben mit verschiedenen

Konzentrationen von zugesetztem Muzin beztiglich Cholesterin, Phospholipiden oder Gallensauren.
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D Diskussion — Interpretation der Ergebnisse

21 Diskussion
21.1 Patientenkollektiv/Proben
Die Anzahl von weiblichen und mannlichen Patienten spiegelt das Ergebnis epidemiologischer
Studien bezlglich Geschlechtsverteilung der Cholezystolithiasis wider (Barbara L, 1987;
GREPCO 1988). Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der Geschlechtsverteilung
zwischen den verschiedenen Gruppen der Pigmentsteine, Cholesterin-/Gemischtsteine oder
zwischen den Gruppen der multiplen und solitéren Gallensteine.
Die COT in der Gruppe der multiplen Gallensteine war kirzer als in der Gruppe solitéarer
Gallensteine. Diese Beobachtung erreichte jedoch kein Signifikanzniveau. Dies spiegelt die
Ergebnisse dlterer Studien wider (Jungst D, 1992; Van Erpecum K, 1998) und ist ein weiterer

Beleg fur diesen Zusammenhang.

21.2 Zusammensetzung der Blasengallen

21.2.1 Lipide

In der Gruppe der Cholesterin- und Gemischtsteine fanden sich signifikant hthere Werte fir
Cholesterin und den CSI gegentiber der Pigmensteingruppe. Diese Ergebnisse entsprechen
alteren Studien (LaMont T, 1983) und waren erwartet. Auch die signifikant kirzeren COT der
Cholesterin-/Gemischtsteingruppe gegentiber der Pigmentsteingruppe waren ein erwartetes
Ergebnis.

Die signifikant hohere Cholesterinkonzentration in der Gruppe der schnell nukleierenden
Blasengallen (COT < 4 Tage) verglichen mit der Gruppe der langsamer nukleierenden
Blasengallen (COT > 4 Tage) war ebenfalls ein Ergebnis, welches mit friheren Arbeiten
Ubereinstimmt (Miquel JF, 1998). Die in dieser Arbeit gefundene deutliche Korrelation
zwischen COT und Cholesteringehalt der Proben des gesamten Patientenkollektivsist ein
weiterer Beleg fur die Cholesterinkonzentration als einen der wichtigsten Faktoren in der
Entstehung der Cholezystolithiasis und entspricht ebenfalls Ergebnissen aus dlteren Studien
(Miquel JF, 1998).
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21.2.2 Proteine

Die signifikant erhdhte Proteinmenge in der Gruppe der schnell nukleierenden Blasengallen
entspricht frilheren Ergebnissen (Gallinger S, 1987), in welchen gezeigt werden konnte, dass
die Proteinkonzentration in Cholesterinsteingallen im Vergleich zu Kontrollgruppen héher liegt.
Ferner scheint eine gesteigerte Proteinkonzentration mit dem Auftreten von
Cholesterinkristallen assoziiert zu sein (Jungst D, 1991). Diese Beobachtung war einer der
Ausloser fur die Suche nach pronukleatorischen Proteinen in Blasengallen von
Gallensteinpatienten. Eine eindeutige Korrelation zwischen der COT und der Proteinmenge
konnte in unserer Arbeit jedoch nicht gefunden werden. Dies steht im Kontrast zu dlteren
Arbeiten. Wodurch die Proteinerhthung bei Gallensteinpatienten zustande kommt, ist aktuell
nicht geklart. Eine Hypothese hierzu ist jedoch, dass haufige Entziindungen der
Gallenblasenwand bei Cholesterinsteinpatienten zu finden sind (Conter RL, 1992). Dies kénnte
zu einer Erhéhung der mukosalen Permeabilitét des Gallenblasenepithels mit einer
entsprechend erhdhten Freisetzung von Serumproteinen flihren, wie es in mukosalen Zellen des
Intestinaltraktes unter cytotoxischer Aktivitéat von entziindlichen, aktivierten Zellen beschrieben
wurde (Von Ritter C, 1993). Esist denkbar, dass auf diese Welise eine hthere Proteinmenge in
die Gallenblase gelangen kdnnte und dass diese anschlief3end die Cholesterinkristallbildung

beglinstigt.

21.2.3 CSl

Ein signifikant hherer CSI zeigte sich sowohl in der Gruppe der Cholesterin-/Gemischtsteine
gegeniber der Gruppe der Pigmentsteine (P < 0,05) als auch in der Gruppe der schnell
nukleierenden (COT < 4 Tage) gegenuber der langsam nukleierenden (COT > 4 Tage)
Gallenproben (P < 0,05). Diese Ergebnisse entsprechen friiheren Studien und waren erwartet
(Miquel JF, 1998).

21.2.4 Viskositat

Obgleich die Viskositéat der Gallenproben in der Gruppe der Cholesterin-/Gemischtsteine hoher
lag als in der Gruppe der Pigmentsteine und weiterhin in der Gruppe der schnell nukleierenden
Gallenproben hoher lag als in der Gruppe der langsam nukleierenden Gallenproben, erreichten
diese Werte keine Signifikanz. Auch zeigten sich im Kontrast zu einer &lteren Arbeit unserer
Gruppe (Jungst D, 2001) keine eindeutigen Korrelationen der Viskositdt zu den anderen
gemessenen Galleparametern. Da es zur Bestimmung der Viskositét einer bestimmten Menge

von Gallenflissigkeit bedarf (min. 1 ml) und diese Bestimmung an den Schluss aller



Untersuchungen gestellt wurde, wurde die Viskositét insgesamt nur in 20 Proben gemessen. Die
Diskrepanz der Ergebnisse zu friheren Studien kénnte durch die kleine Fallzahl der

Untersuchung bedingt sein.

21.3 Muzin-Glykoproteine

21.3.1 Muzinein Gallensteingruppen

Die Muzinmenge lag in der Gruppe der Cholesterin-/Gemischtsteine signifikant hoher alsin der
Gruppe der Pigmentsteine. Dieses Ergebnis entspricht dlteren Studien (Miquel JF, 1998).
Zusétzlich zeigte sich eine Differenz in der Muzinmenge zwischen der Gruppe der solitéren und
der Gruppe der multiplen Cholesterin- und Gemischtsteine. Diese Differenz erreichte jedoch
keine Signifikanz. In friheren Studien wurden hierzu widersprichliche Ergebnisse beobachtet
(Jingst D, 1992; Juvonen T, 1994; Wolpers C, 1993).

21.3.2 Muzine und Geschlechtsverteilung

Eine deutliche geschlechtsspezifische Verteilung der Muzinmenge konnte weder im
Gesamtkollektiv, noch in den einzelnen Untergruppen oder in den Additionsexperimenten
gefunden werden. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass Muzine nicht das entscheidende
Trennungsmerkmal zwischen mannlichen und weiblichen Gallensteinpatienten darstellen. Die
hohere Pravalenz der Cholezystolithiasis (GREPCO, 1988; Braveman DZ, 1980; Maringhini A,
1987) kann mit den Daten dieser Studie nicht durch eine hthere Konzentration von Muzinen

bei weiblichen Patienten erklart werden.

21.3.3 Muzineund COT

Auffallend war, dass sich zwar ein Trend zur inversen Korrelation, aber keine signifikante
Korrelation zwischen der COT und dem Muzingehalt der einzelnen Proben im Gesamtkollektiv
aller Patienten (N = 94) fand. Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu frilheren Studien, in
welchen signifikante inverse Korrelationen zwischen COT und Muzinen beschrieben wurden
(Gallinger S, 1985; Afdhal NH, 1993, a). Eine Interpretation konnte sein, dass erst ab einer
bestimmten, kritischen Muzinmenge eine Verkirzung der COT zustande kommt. Diese
Muzinmenge liegt eventuell hoher und kann nur in bestimmten Kompartimenten der
Gallenblase (am Epithel oder im Fundus der Gallenblase als Sludge) erreicht werden. In der
Blasengalle geltstes Muzin scheint keine, zumindest keine lineare Korrelation zur COT

aufzuweisen.
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Nach Aufteilung des gesamten Patientenkollektivs in lang nukleierende Gallen (COT > 4 Tage)
und kurz nukleierende Gallen (COT < 4 Tage) fand sich jedoch eine deutliche und signifikante
Differenz in der Menge der Muzine (0,73 mg/ml = 0,1 gegen 0,43 mg/ml £ 0,07; P < 0,05).
Dieses Ergebnis entspricht friheren Studien (Miquel JF, 1998).

Eine Interpretationsmdglichkeit ist hierbel zum einen eine pronukleatorische Wirkung von
Muzinen und damit eine verkirzte COT bei erhdhter Muzinmenge. Zum anderen ist aber auch
die Cholesterinkonzentration in der Gruppe der schneller nukleierenden Gallen signifikant
erhoht, so dass eine durch die Cholesterintiberséttigung oder andere unbekannte Faktoren
ausgel0ste — sekundare — Muzinhypersekretion in Galle von Patienten mit Gallensteinen ebenso
postuliert werden kann. Durch eine Cholesterintberséttigung der Blasengalle ausgeldste Muzin-
Hypersekretionen sind hierbei in der Literatur zumindest im Tiermodell beschrieben (Afdhal
NH, 1993, b). Die verkirzte COT in der Gruppe der schnell nukleierenden Gallen konnte
hierbel alleinig durch die in dieser Gruppe ebenfalls erhdhte Cholesterinkonzentration bedingt
sein. Die erhbhte Muzinmenge in dieser Gruppe ware dann ein sekundérer Effekt, ein Versuch
des Organismus, das Gallenblasenepithel vor toxischen Effekten der Cholesterintiberséttigung
Zu schitzen.

Es konnte weliterhin keine Verkirzung der COT bel den Additionsversuchen, weder nach
Zugabe von bovinem noch nach Zugabe von humanem Muzin, gezeigt werden. Dieses Ergebnis
steht im Kontrast zu friheren Studien (Gallinger S, 1985). Dafast alle Gallenproben bei diesen
Experimenten sehr kurze Nukleationszeiten aufwiesen, war eine Differenzierung tber den
Parameter der COT jedoch kaum méglich, da nur einmal pro 24 Stunden jede Probe untersucht
wurde. Eine Analyse in kirzeren Zeitintervallen hétte eventuell eine Differenz der COT
zwischen den verschiedenen Proben mit verschiedenen Muzinkonzentrationen ergeben.

In diesem Kontext ist die Definition der COT ein kritischer Punkt. Dieser Parameter wurde
etabliert, um die Lithogenitét von Galle besser bestimmen zu kénnen, nachdem klar wurde, dass
auch Patienten ohne Gallensteine eine cholesterintiberséttigte Galle haben kdnnen. Es sollte ein
Parameter geschaffen werden, welcher die Nukleationsfahigkeit von Galle unabhéngig von der
Cholesterinséttigung beschreibt. Der genaue Zeitpunkt der Nukleation ist experimentell jedoch
kaum ermittelbar, so dass es sich nur um eine semi-qualitative Methode handelt. Weiterhin
ignoriert die alleinige Bestimmung der COT die Tatsache, dass einige Patienten mit Cholesterin
oder gemischten Gallensteinen in vitro eine COT Uber 21 Tage besitzen bzw. Gberhaupt nicht
kristallieren. Deshalb wurde neben anderen Verfahren die simple Zahlung der Kristalle als ein

sensitiveres Verfahren zur Unterscheidung von verschiedenen Gallen etabliert. Diese Methode
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wurde auch in dieser Studie eingesetzt. Die Mengen von entweder bovinem oder humanem
Muzin, welche zu lithogener Galle zugesetzt wurden (0,5 — 4 mg/ml), sind hthere Mengen als
sich Muzin in der wéssrigen Phase von Blasengalle findet (Lee SP, 1988) und deshalb
supraphysiologisch genannt. Diese Mengen waren jedoch niedriger als 10 mg/ml, um die
bekannte Verénderung der Galle bezliglich der Viskositét (Jingst D, 2001) und eine hierdurch

bedingte Beeinflussung des Nukleationsprozesses zu vermeiden.

21.3.4 Korrelation der M uzin-Glykoproteine zu den anderen gemessenen
Gallebestandteilen und zur Zahl der Cholesterinkristalle

Nach der Korrelation der verschiedenen gemessenen Galleparameter mit Muzin-Glykoprotein
ergab sich erstaunlicherweise eine deutliche Korrelation zu Cholesterin. (R = 0,26). Obgleich
diese Korrelation zumindest mitbestimmt sein kann durch einige Ausreif3er, kdnnte dies ein
welterer Beleg fur die Assoziation von Muzinen und Cholesterin darstellen. So konnte in
friheren Arbeiten in Kunstgallen gezeigt werden, dass sich sowohl Phospholipide als auch
Cholesterin an gereinigtes, menschliches Blasengallenmuzin binden kénnen. In mit Cholesterin
Uberséttigten Blasengallen fanden sich zudem bedeutend mehr Cholesterin-Muzin-Bindungen
als Phospholipid-Muzin-Bindungen (Smith BF, 1983). Diese Daten deuteten darauf hin, dass
nicht-mizelléres Cholesterin in Gberséttigter Galle vorzuglich Blasengallenmuzin bindet und
dadurch die Cholesterinkristallbildung fordern kénnte. Die Bindungstypen von Muzinen an
Lipide wurden in dteren Studien zum groféten Teil als nicht kovalent, zum Teil aber auch als
kovalente Bindungen beschrieben (Slomiany A, 1984). Beide Lipidbindungstypen scheinen die
physikochemischen Eigenschaften von Muzinen, insbesondere die Viskositéat und Permeabilitéat
(Sarosiek J, 1984) zu beeinflussen. Weiterhin konnten sie eine Rolle spielen zum Schutz der
Mukus-Glykoproteine gegen die Proteolyse (Slomiany A, 1984). Weiterhin ist in diesem
Kontext zu erwéhnen, dass im Tiermodell gezeigt werden konnte, dass zumindest ein Stimulus
fir die Muzin-Hypersekretion eine Cholesterintibersattigung der Blasengalle ist (Afdhal NH,
1993, b). Korrelationen von Muzinen zu Phospholipiden oder Gallensauren konnten in unserer
Arbeit nicht errechnet werden. Wobel dltere Arbeiten zeigten, dass im Tiermodell auch

Gallensauren eine Muzinhypersekretion auslosen konnen (Klinkspoor JH, 1998).

21.3.5 Additionsversuche

Nach der Addition von gereinigtem bovinem und humanem Muzin zu jeweils 20 Galleproben
von Cholesterin- oder Gemischtsteinpatienten wurde taglich die Kristallzahl bestimmt. Durch
diese Methode kénnen genauere Aussagen Uber die Nukleation von Gallenproben getroffen
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werden als mit der alleinigen Bestimmung der COT. Hierbel fanden sich keine Korrelationen
zwischen dem urspriinglichen Muzingehalt (vor Addition) und der Kristallzahl nach 7 Tagen.
Weder die Addition von bovinem noch von humanem Muzin konnte die Nukleationszeit
verkirzen. Die Addition von bovinem Muzin zeigte auch in der hochsten zugefigten
Konzentration von 4 mg/ml keine Erhéhung der Kristallzahl. Diese Ergebnisse stehen im
Widerspruch zu dlteren Arbeiten in Modellgalle (Lee, TJ, 1989). Nach Zusatz von gereinigtem,
lipidfreiem humanem Muzin zeigte sich ein Trend zu héheren Kristallzahlen mit steigender
Konzentration des zugesetzten Muzins. In der htchsten Konzentration von 4 mg/ml erreichte
dieser Trend Signifikanzniveau. Dieses Ergebnis bestétigt die einzige in menschlicher Galle
durchgeftihrte Studie von Gallinger und Mitarbeitern (Gallinger S, 1985).

Zieht man in Betracht, dass im Sludge oder im Bereich des Gallenblasenfundus weitaus hohere
Muzinkonzentrationen (30 — 37 mg/ml) vorliegen kénnen (De la Porte L, 2000; Lee SP, 1988),
ist hier eine pronukleatorische Aktivitdt von Muzinen wahrscheinlich.

Die Kristallzahl nach 7 Tagen wurde in den Experimenten dieser Studie gewéhlt, da Galle nicht
langer in der Gallenblase verweilt als im Durchschnitt 7 Tage. Hierbei ist es auffallend, dass
immer wieder auch Galleproben von Patienten mit Gallensteinen gefunden werden, welche
auch nach 21 Tagen keine Cholesterinkristalle gebildet haben. Hypomotilitét und Stase der
Galle kénnen jedoch zu verlangerten Verweilzeiten der Galle in der Gallenblase flihren (Stolk
MFJ, 1995).
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E Diskussion — Zusammenfassung und | nter pr etation

Muzin-Glykoproteine sind Substanzen, welche das Gallenblasenepithelium vor einer Vielzahl von
in der GalleflUssigkeit enthaltenen, potentiell zerstorerischen und zytotoxischen Substanzen, wie
zum Beispiel Gallensauren, Lysophospholipiden und Sauerstoffradikalen schiitzen missen. Diesist
mit hdchster Wahrscheinlichkeit ihre physiologische Hauptaufgabe (LaMont JT, 1992, b). Es gibt
jedoch eine Vielzahl von Hinweisen, dass Muzine zusétzlich zur protektiven Funktion in der
Gallenblase eine Hauptrolle in der Pathogenese der Cholezystolithiasis spielen. Es gilt heute als
gesichert, dass die Entwicklung von Gallensteinen multifaktoriell bedingt ist (Carey MC, 1992, b)
und zum Ersten durch eine hepatische Sekretion von cholesterintiberséttigter Galle, zum Zweiten
durch eine beschleunigte Nukleation von Cholesterin zu Cholesterinmonohydratkristallen und zum
Dritten durch eine eingeschrankte Motilitét der Gallenblase mit folgender Stase, welche die
Anlagerung von Kristallen und das Steinwachstum beglnstigt, bedingt ist.

Blasengalle von Patienten mit Cholesterinsteinen enthalt haufig bilidaren Sludge, eine Suspension
von Cholesterinmonohydratkristallen oder Kalziumbilirubinat-Granula eingelagert in Mukus, einer
Mixtur von Muzin und Proteinen (Carey MC, 1988; Lee SP, 1986). Muzin-Hypersekretion und
Muzin-Akkumulation in der Gallenblase in Form eines visko-elastischen Gels gehen der Bildung
von Gallensteinen in Tier- und Menschenstudien voraus (Lee SP, 1981, b; Harvey PRC, 1986;
Hulten O, 1968; Womack NA, 1963). Einige Studien haben gezeigt, dass die initiale Nukleation
von Cholesterin im Mukus der Gallenblase stattfindet (Lee SP, 1981, b; Hulten O, 1968; Womack
NA, 1963).

Obgleich Muzine als ein wichtiger pronukleatorischer Faktor in Studien in Modellgalle gefunden
wurden, ist die Situation in menschlicher Galle weniger eindeutig (Levy PF, 1984; Gallinger S,
1985; Afdhal NH, 1993, a; Smith BF, 1990). Die Nukleation von Cholesterin durch Muzine scheint
durch die hydrophoben Bindungsorte des nicht-glykosilierten Anteil des Proteinkerns ausgeldst zu
werden, da gezeigt werden konnte, dass proteolytische Enzyme die Lipidbindung sowie die
pronukleatorischen Eigenschaften der Muzine verhindern kénnen (Afdhal NH, 1995; Smith BF,
1984). Immunofluoreszenzstudien von billidrem Sediment mit spezifischen Antikérpern gegen
Muzin-Glykoproteine haben gezeigt, dass Cholesterinkristalle lose zu Muzin assoziiert sind und
dass Cluster von Cholesterol-Phospholipid-Vesikeln in eine Muzinmatrix eingelagert sind (De la
Porte L, 2000). Diese letzten Ergebnisse entsprechen Studien in Modellgalle, in welchen

I nteraktionen zwischen Muzinen und Vesikeln elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden
konnten (Afdhal NH, 1995).
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Unsere Untersuchungen in einer vergleichsweise grof3en Gruppe von Gallensteinpatienten zeigen
signifikant hdhere Mengen von in der Blasengalle gel6sten Muzinen in Blasengalle von
Cholesterin- und Gemischtsteinpatienten verglichen mit Pigmentsteinpatienten.

Die Mediatoren oder intrazelluléren Signalwege, welche zu einer erhdhten Muzinsekretion flhren,
bleiben unklar; es wurden jedoch einige potentielle Mechanismen diskutiert. Am Prariehund konnte
gezeigt werden, dass die durch eine cholesterinreiche Diét ausgeldste Muzin-Hypersekretion durch
eine Ligatur des Ductus cystikus verhindert werden konnte (Lee SP, 1981, a). Hieraus kann
gefolgert werden, dass der Stimulus fir die Muzin-Hypersekretion in die Blasengalle aus der
Lebergalle transportiert wird. Ob hierbei die Cholesterintibersdttigung der Galle der Stimulusist,
oder ob andere Substanzen, welche durch die Leber in die Galle ausgeschieden werden, hierfir
verantwortlich sind, bleibt unklar. Die in dieser Arbeit gefundene Korrelation zwischen Muzinen
und Cholesterin kann die Hypothese erhérten, dass die Cholesterintibersattigung der Galle ein
Stimulus fur die Hypersekretion von Muzinen sein kann. Cholesterin kdnnte hierbei eine lokale
Entzindungsreaktion am Gallenblasenepithel ausldsen. Die Toxizité von cholesterintibersattigter
Galle am Gallenblasenepithel wurde in einer friiheren Studie nachgewiesen (Van den Berg A,
2000). Die Relevanz der von uns gefundenen Korrelation, welche mitbedingt ist durch einige
Ausreil3er, bleibt jedoch unsicher. Zusétzlich ist der Korrelationskoeffizient eher niedrig und esist
schwierig, weitere Schlussfolgerungen aus diesem Ergebnis zu ziehen.

Weiterhin kdnnte man aus einer anderen Perspektive argumentieren, dass die (evtl. durch
Cholesterintiberséttigung ausgel6ste) Muzin-Hypersekretion einen Schutzversuch der Gallenblase
darstellt, um Cholesterineinlagerungen in die Membranen des Gallenblasenepithels und
konsekutive Schadigungen (z. B. Hypomotilitét) zu verhindern. Es kann spekuliert werden, dass es
sich hierbei um den Versuch des Organismus handelt, eine grofRere Menge Muzin im Sinne eines
Transportermolekils fur vermehrt anfallende Cholesterinkristalle bereitzustellen. Eingebettet in
eine Matrix aus Muzin (z. B. im Sludge im Gallenblasenfundus) lief3e sich so durch
Gallenblasenkontraktionen eine weit hdhere Menge von Cholesterinkristallen eliminieren als ohne
zusatzliche Mukushildung. Zusétzlich kdnnten allenfalls vorhandene Mikroorganismen —
entsprechend den physiologischen Prozessen im Lungenepithel — an Muzine gebunden und durch
Kontraktionen der Gallenblase ausgeschieden werden. Muzin hétte in diesem Kontext betrachtet
zusatzlich zur epithel protektiven Wirkung eine wichtige Funktion als Transportmolekdl. Im
Bereich physiologischer Muzinkonzentrationen oder auch bei nur kurzzeitigem Auftreten von
pathophysiologischen Konzentrationen kénnten Muzine dann die Entwicklung der
Cholezystolithiasis verhindern. Wird jedoch die Kapazitét dieses Transporters tberstiegen, z. B. bei

weiter andauernder Cholesterintibersattigung oder/und zusétzlich auftretender Hypomotilitét und
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Stase in der Gallenblase, Giberwiegen die pronukleatorischen Effekte der Muzine und es kommt zur
Bildung von Gallensteinen. Hierbei ist jedoch zu bedenken, dass auch kleinere Konkremente bei
funktionierender Gallenblase eliminiert werden kénnen und hierdurch wiederum vom Organismus
Uberschissiges Cholesterin abgegeben werden kann. Das in dieser Studie gefundene Ergebnis einer
erhohten Cholesterinkonzentration als wichtigstem unterscheidendem Parameter zwischen schnell
(COT <4 Tage) und langsam (COT > 4 Tage) nukleierenden Gallen sowie einer deutlichen
Korrelation zwischen COT und der Cholesterinkonzentration entspricht dem Ergebnis einer grof3en
Studie von Miquel et a. (Miquel JF, 1998) und kann als weiteres Indiz dafiir gewertet werden, dass
die Cholesterinkonzentration in der Galle einen der wichtigsten Faktoren in der Entstehung der
Cholezystolithiasis darstellt. Auch eine Arbeit, die zeigte, dass durch die Therapie mit
Ursodeoxycholsaure (UDCA) eine Verminderung der Cholesterinkonzentration und der
Muzinmenge erreicht werden konnte (Fischer S, 2004), kann diese Hypothese erharten. Weiterhin
konnte in einer neueren Studie der Effekt einer Langzeitgabe von UDCA auf den Expressionsgrad
von niedrigmolekularer sekretorischer Phospholipase A2 (PLA2) und Muzingenen in der
Gallenblase bei Patienten mit Cholesterinsteinen untersucht werden (Kano M, 1998). In der
Blasengalle war hierbei die Konzentration von PLA2-11A deutlich vermindert in der Gruppe der
mit UDCA behandelten Patienten. Auch die Konzentration von Proteinen, Muzinen und freien
Fettsduren war vermindert. Die Autoren dieser Studie interpretieren diese Veranderungen im Sinne
einer Verringerung der Entziindung in der Gallenblasenmucosa. Alle diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass eine Cholesterintiberséttigung der Galle zur Entziindungsreaktion, erhthter
Proteinsekretion und Muzin-Hypersekretion fuhren kann.

Eine durch die Cholesterinlberséttigung oder andere Faktoren ausgel0ste Muzin-Hypersekretion
und hieraus resultierende Pronukleation wére dann der Versuch des Organismus, durch die
Umwandlung von geldstem in kristallformiges Cholesterin (oder sogar in Form von kleinen
Konkrementen) einen verbesserten Transport von Cholesterin aus der Gallenblase zu erwirken und
somit eine Reduktion der Gesamtcholesterinmenge des Organismus zu erzielen. Diein
Gallensteinpatienten gemessenen hdheren Muzinmengen sowie die htheren Muzinmengen in
schneller nukleierenden Blasengallen (Miquel JF, 1998), die auch in dieser Arbeit bestétigt werden
konnten, und die beschleunigten Nukleationszeiten durch Muzine wéren dann Epieffekte und der
Versuch des Organismus, mehr Cholesterin auszuscheiden. Obgleich die Interpretation unserer
Studienergebnisse diese Hypothese stiitzen kann, bleibt sie Spekulation und bedarf genauerer

Kl&rung durch weitere Studien.
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In unserer Studie fand sich eine signifikante Konzentrationsdifferenz von Muzinen zwischen der
Gruppe der schnell nukleierenden Blasengalle und der Gruppe der langsam nukleierenden
Blasengallen des Gesamtkollektivs, jedoch keine Korrelation zwischen der Geschwindigkeit der
Nukleation und der Muzinmenge sowie keine Korrelation zwischen der Muzinmenge und der
Kristallzahl in 20 Patienten mit Cholesterin- und Gemischtsteinen. Deshalb kann in dieser Arbeit
postuliert werden, dass die Muzine in physiologischen Konzentrationen die Geschwindigkeit der
Cholesterinkristallisation nicht beeinflussen. Zusétzlich konnten in den Additionsexperimenten mit
gereinigtem bovinem Muzin bis zu einer Konzentration von 4 mg/ml kein Einfluss auf die Anzahl
der Kristalle bis zu einer Untersuchungszeit von 21 Tagen gezeigt werden. Diese Ergebnisse stehen
im Kontrast zu Daten aus Versuchen mit Modellgalle, welche zeigten, dass bovines
Gallenblasenmuzin die Nukleation von Cholesterinkristallen aus Cholesterin transportierenden
Vesikeln beschleunigt und das Wachstum von Kristallen beschleunigt (Afdhal NH, 1993, a; Lee,
TJ, 1998). Die Versuche in menschlicher Blasengalle mit menschlichem Muzin, welches aus
well3er Galle isoliert wurde, konnten jedoch friihere Ergebnisse in Modellgallen bestdtigen, welche
einen dosisabhangigen pronukleatorischen Effekt gezeigt hatten (Levy PF, 1984; Smith BF, 1990).
Es ergibt sich der Eindruck, dass die Kristallisation von Cholesterin in Modellgalle leichter
ausgelost werden kann als in menschlicher Galle. Aul3er in einer Studie von Gallinger et al.
(Gallinger S, 1985), in welcher erhitzte menschliche Galle als das Effektorsystem benutzt wurde,
zogen alle anderen Untersucher Modellgallen vor, um die Effekte verschiedener Muzinarten und
die Cholesterinnukleation zu untersuchen. Aus unserer Sicht ist der Einsatz menschlicher Galle ein
der Physiologie besser angendherter Versuch und sollte in folgenden Studien der Verwendung von
Modellgallen vorgezogen werden.

Humanes Muzin wurde aus so genannter weil3er Galle gewonnen. Es ist bekannt, dass die
Obstruktion des Ductus cysticus zu einer deutlichen Erhéhung der Muzinsekretion am
Gallenblasenepithel flihrt. Die Muzinkonzentration kann hierbei bis auf das 10fache ansteigen,
weswegen wir diese Gallenproben zur Muzingewinnung fur die Additionsexperimente nutzten.
Alle Experimente wurden mit derselben gepoolten Muzinpréparation von verschiedenen weil3en
Gallen durchgefuihrt. Dies lasst keine Aussage dartiber zu, ob diese Muzine sich von Muzinen in
normaler Blasengalle unterscheiden, die Vorbereitung tber die Sepharose-2B-Saule versichert
jedoch, dass unser isoliertes Muzin keine Glykoproteine mit niedrigerem Molekulargewicht enthélt.
Deshalb lasst sich zusammenfassend sagen, dass die Ergebnisse der Additionsversuche gltig sind
far Muzine, welche aus weil3er Galle isoliert wurden, und sie kdnnen daher nicht notwendigerweise

auf die Eigenschaften von geldstem Muzin in normalen Gallen Ubertragen werden.
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Die Muzinkonzentration, welche in den Additionsexperimenten erreicht wurde, deckt die gesamte
physiologische Spannweite von Muzinkonzentrationen ab, welche in Blasengallen gemessen
wurde. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass Anderungen in der Muzinkonzentration
die frihen Stadien der Gallensteinentstehung beeinflussen.

In dieser Arbeit konnten keine Geschlechtsunterschiede betreffend der Muzinkonzentration in der
COT oder der Kristallzahl am 7. Tag der Z&hlung ohne und mit Zusatz von Muzinen gezeigt
werden.

Weiterhin jedoch scheinen Muzine eine wichtige Rolle in spateren Stadien der Entwicklung der
Cholezystolithiasis z. B. bei der Anlagerung von Cholesterinkristallen in der Gelphase des
Gallenblasenepithels zu spielen. In einer friheren Studie unserer Gruppe konnte gezeigt werden,
dass eine beschleunigte COT der einzige Parameter in Blasengalle war, welcher die Wiederkehr
von Cholesterinsteinen nach laparoskopischer Cholezystektomie vorhersagen konnte (Jiingst D,
1997). Unsere Arbeit zeigt, dass |6sliches Muzin in der Blasengalle ein pronukleatorischer Faktor
zu sein scheint und somit fur die deutliche Differenz der COT zwischen Blasengallen von Patienten
mit Cholesterin- und gemischten Gallensteinen und Blasengallen von Patienten mit Pigmentsteinen
mitverantwortlich ist. Hierzu werden jedoch mehr Studien benétigt, um weitere Pronukleatoren in
Blasengallen ausfindig zu machen wie zum Beispiel eine neuere Arbeit, in welcher das
»carcinoembryonic antigen-related cell adhesion moledule 1 (CEACAM) alsein 85 kDa
pronaseresistentes Glykoprotein identifiziert wurde, welches die Bildung von Protein-Lipid-
Komplexen niedriger Dichte beschleunigt (JirsaM, 2001).

Zusammenfassung

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Ergebnisse dieser Arbeit einen
dosisabhangigen Effekt von humanem Muzin, jedoch nicht von bovinem Muzin auf die
Krigtallisation von Cholesterin in Blasengalle von Patienten mit Cholesterinsteinen zeigt.
Zusétzlich konnten Ergebnisse aus friheren Arbeiten wie z. B. ein erhdhter Muzingehalt in
Patienten mit kiirzeren Nukleationszeiten, verglichen mit Patienten mit langeren Nukleationszeiten,
oder ein erhohter Muzingehalt in Patienten mit Cholesterin oder gemischten Gallensteinen,
verglichen mit Patienten mit Pigmentsteinen, bestétigt werden.

Eine Korrelation zwischen der Nukleationszeit aller Patienten sowie dem Muzingehalt konnte
jedoch nicht gefunden werden. Es fanden sich ebenfalls keine geschlechtsspezifischen
Unterschiede in der Muzinkonzentration.

Eine Korrelation zwischen dem Cholesteringehalt und dem Muzingehalt des gesamten

Patientenkollektivs wurde ebenfalls gefunden, kénnte jedoch auch auf einigen Ausreifl3ern beruhen
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und wies einen niedrigen Korrelationskoeffizienten auf, so dass eine Schlussfolgerung aus diesem
Ergebnis nur vorsichtig gezogen werden sollte.

Unabhangig von Muzinen konnte in dieser Arbeit eine deutliche Korrelation zwischen
Cholesterinkonzentration und COT nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis entspricht dlteren
Studien und ist ein erneutes Indiz fir den Cholesteringehalt als wahrscheinlich wichtigsten Faktor
in der Entstehung der Cholezystolithiasis.

Unsere Daten zeigen im Gegensatz zu dlteren Studien, die vor allem in Modellgalle durchgefihrt
wurden, keine starken pronukleatorischen Effekte von Muzinen in menschlicher Blasengalle. Eine
Rolle der Muzine als ,,Nidus* fur die Cholesterinkristallisation vor allem in Kompartimenten, in
denen hohere Muzinkonzentrationen (> 4 mg/ml) auftreten (Gallenblasenfundus und am
Gallenblasenepithel), oder als ,, Klebesubstanz“, welche die Akkumulation der Cholesterinkristalle
erleichtert, scheint jedoch wahrscheinlich.

Auch eine Wirkung von Muzinen im Sinne von ,,Epiphdnomenen®, z. B. der Erh6hung der
Viskositét, kann die Entstehung von Gallensteinen begtinstigen.

Die beobachtete Korrelation zwischen geléstem Muzin und Cholesteringehalt konnte ein Indiz
dafUr sein, dass die Muzin-Hypersekretion durch den Cholesteringehalt der Blasengalle ausgel6st
werden kann. Muzin wirde dann gemass seiner physiologischen Funktion das
Gallenblasenepithelium vor Schadigungen schiitzen und durch eine pronukleatorische Aktivitét den
Abtransport von Cholesterin in Form von Cholesterinkristallen ermdglichen.

Zusammenfassend erscheint die erhdhte Konzentration von Muzinen bei Patienten mit

Gallensteinen eher als eine Wirkung denn als Ursache.
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G Abkirzungsver zeichnis

BSG — Blutsenkungsgeschwindigkeit

CRP — C-reaktives Protein

AP — Alkalische Phosphatase

GGT — Gamma-GT

ERCP — Endoskopisch retrograde Cholangiopancreaticographie

MRC — Magnetresonanzcholangiographie

UDCA — Ursodeoxycholsdure

LDL — Low density lipoprotein

VLDL —Very low density lipoprotein
ACAT — Acyl-CoA-Cholesterolacyltransferase

HMG — CoA-Hydroxymethylglutaryl-Coenzym A
CSl — Cholesterol saturation index

APF — Anionic protein fraction

|GA — Immunoglobulin A
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NT — Nucleation time

COT - Cholesterol observation time

AFP — Alpha foetoprotein

DNA — Desoxyribonucleic acid

|GM — Immunglobulin M

|GG — Immunglobulin G

CEACAM - Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule
NSAR — Nicht-geroidale Antirheumatika

TNF — Tumornekrose-Faktor

NO — Stickstoffmonooxid

PM SF — Phenylmethyl Sulfonyl Fluorid

EDTA — Ethylendinitrioltetraessigsaure Dinatriumsalz
SEM — Standard error of mean

PLA 2 — Phospholipase A2
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